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RESUMO
Os inibidores enzimaticos, juntamente com agentes antioxidantes, sdo amplamente
utilizados em formulagdes cosméticas. Compostos com atividade anti-clastase e
antitirosinase tém sido empregados em formulacdes para pele senil como agentes
anti-aging e clareadores. Produtos naturais (PNs) tém demonstrado potencial inibitorio
enzimatico, sendo amplamente usados como matéria-prima em fitocosméticos. Neste
trabalho, o objetivo foi investigar o extrato e as fracOes da Chomelia ribesioides, uma
espécie desconhecida do ponto de vista quimico e potencial biologico. Os extratos
etandlicos de C. ribesioides foram avaliados frente as enzimas e a atividade foi medida
através da absorbancia dos produtos reacionais. Os extratos brutos investigados da C.
ribesioides, fruto (CrFrE) e folha (CrFE) (100 pg/mL), apresentaram atividade
inibitoria da elastase de 58,7 e 58,6%, respectivamente. A atividade inibitéria
observada em relagdo a tirosinase para os extratos e fragdes testados foi inferior a 25%.
A investigacdo dos extratos ativos de C. ribesioides foi realizada por cromatografia
liquida de ultraeficiéncia acoplada a espectrometria de massas de alta resolugdo
(CLUE-IES-QqTOF-EM/EM). O tratamento dos dados espectrais foi realizado usando
a plataforma Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS). Os
compostos anotados da anélise do CrFrE foram: quercetina, 20-hidroxiecdisona, acido
triterpénico, acido di-cafeoilquinico, fitoesfingosina e delfinidina-3-O-hexosidica. Do
CrFE foram anotados: quercetina, rutina, acido mono-cafeoilquinico, flavan-3-ol,
di-hidrokaempferol, 4cido di-cafeoilquinico e delfinidina-3-O-hexosidica. Foi anélise
das fragdes hexdnicas na cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM). A analise dos dados espectrais juntamente com o indice de retengdo linear
(IRL) levou a onze compostos, sendo: hexadecano, heptadecano, nonadecano, metil
hexadecanoato, etil hexadecanoato, metil linoleato, metil octadecenoato e etil linoleato
na fracdo hexano do fruto (CrFrEHe) e neofitadieno, metil hexadecanoato e metil
octadecenoato presentes na fracdo hexano da folha (CrFEHe). No ensaio com o radical
DPPH, as amostras testadas tiveram forte atividade antioxidante com EC,, entre 6,8 ¢
10,6 ng/mL. Essa atividade pode estar relacionada com o teor de compostos fenolicos
(185,92-280,56 mg EAG/g amostra) quantificados nas amostras. Os resultados obtidos

contribuiram para o conhecimento quimico e bioldgico da espécie C. ribesioides.

Palavras-chave: Desreplicagdo de compostos, Triagem enzimatica, Potencial

antioxidante, Aplicacao cosmética.



ABSTRACT
Enzyme inhibitors, together with antioxidant agents, are widely used in cosmetic
formulations. Compounds exhibiting anti-elastase and anti-tyrosinase activities have
been employed in formulations for aging skin as anti-aging and skin-whitening agents.
Natural products (NPs) have shown enzymatic inhibitory potential and are extensively
used as raw materials in phytocosmetics. In this study, the objective was to investigate
the extract and fractions of Chomelia ribesioides, a species that remains chemically and
biologically unexplored. Ethanolic extracts of C. ribesioides were evaluated against
target enzymes, and the activity was measured through the absorbance of the reaction
products. The crude extracts from C. ribesioides fruit (CrFrE) and leaves (CrFE) (100
pg/mL) exhibited elastase inhibitory activity of 58.7% and 58.6%, respectively. The
inhibitory activity observed against tyrosinase for the tested extracts and fractions was
below 25%. The investigation of the active extracts of C. ribesioides was carried out
using ultra-high-performance liquid chromatography coupled with high-resolution
quadrupole time-of-flight mass spectrometry (UHPLC-ESI-QqTOF-MS/MS). Spectral
data processing was performed using the Global Natural Products Social Molecular
Networking (GNPS) platform. Compounds annotated in the CrFrE analysis included
quercetin,  20-hydroxyecdysone, triterpenic  acid, di-caffeoylquinic  acid,
phytosphingosine, and delphinidin-3-O-hexoside. The CrFE extract yielded annotations
for quercetin, rutin, mono-caffeoylquinic acid, flavan-3-ol, dihydrokaempferol,
di-caffeoylquinic acid, and delphinidin-3-O-hexoside. The hexane fractions were
analyzed by gas chromatography—mass spectrometry (GC-MS). Interpretation of the
spectral data, together with the linear retention index (LRI), identified eleven
compounds, including hexadecane, heptadecane, nonadecane, methyl hexadecanoate,
ethyl hexadecanoate, methyl linoleate, methyl octadecenoate, and ethyl linoleate in the
fruit hexane fraction (CrFrEHe), and neophytadiene, methyl hexadecanoate, and methyl
octadecenoate in the leaf hexane fraction (CrFEHe). In the DPPH radical scavenging
assay, the tested samples exhibited strong antioxidant activity, with ECso values ranging
from 6.8 to 10.6 pg/mL. This activity may be related to the phenolic compound content
(185.92-280.56 mg GAE/g sample) quantified in the samples. The results obtained

contribute to the chemical and biological understanding of the C. ribesioides species.

Keywords: Compound dereplication; Enzymatic screening; Antioxidant potential,

Cosmetic application.
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1 - INTRODUCAO
1.1 - APLICACAO DOS PRODUTOS NATURAIS NA INDUSTRIA
COSMETICA

A pele ¢ o o6rgdo que atua como barreira de protecdo para o corpo
humano contra agressdes externas, como patogenos, radiacdes ultravioleta e poluicao.
Também ¢ responsavel por mostrar o processo de envelhecimento do corpo humano,
devido a perda de sua elasticidade e distarbios relacionados ao estresse oxidativo da
pele (BRAGAZZI et al., 2019). Algumas das consequéncias do envelhecimento da pele
sdo a auséncia de uma espessura uniforme da epiderme, elastose dérmica, reducdo de
colageno e aumento de enzimas responsaveis pela degradagdo da matriz da pele. O
fotoenvelhecimento, devido a exposi¢do aos raios solares, resulta na producdo de
radicais livres, que por sua vez podem oxidar proteinas, causar danos ao DNA e reduzir
horménios (SAHU et al., 2013).

A industria cosmética possui grande capacidade de inovar em seus
produtos e alcancar uma boa margem de lucros. Em escala global, esse ramo de
mercado teve um aumento de 3,8% na Ultima década e um volume liquido de 181
bilhdes de libras. Além disso, outros valores, como a expansdao anual no
desenvolvimento dessa industria, que varia de 3% a 5,5% nas ultimas duas décadas,
mantém-se estaveis e flexiveis frente as crises econdmicas. As expectativas para esse
mercado sdo continuas e positivas, com a proximidade global da populagdo a mercados
emergentes, prevendo aumento de cerca de 50%. Nos proximos 10 anos, espera-se que
Brasil, China, Estados Unidos e Japdo liderem essa industria (MAHOMOODALLY;
RAMIJUTTUN, 2016). A ABIHPEC (Associacdo Brasileira da Industria de Higiene
Pessoal, Perfumaria e Cosméticos) realizou um levantamento da atividade economica
das empresas brasileiras; o panorama de 2015 a 2024 apresenta valores de exportagdes e
importa¢des (Figura 1.1), em US$ milhdes, mostrando a importancia desse mercado

para a economia brasileira (ABIHPEC, 2025).

Figura 1.1 Exportacdes e importagdes brasileiras de produtos cosméticos (2015-2024;

valores em US$ milhdes).
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Pesquisas apontam que as pessoas buscam por um estilo de vida mais
natural por receio dos produtos artificiais (MAHOMOODALLY; RAMJUTTUN, 2016).
Nas ultimas décadas, foi observado que essa linha de cosméticos produzidos a partir de
matéria-prima natural pode apresentar menores danos a pele, como menor incidéncia de
reacOes alérgicas. Em relagdo a sustentabilidade, os biocosméticos possuem menor
impacto ambiental por serem biodegradaveis, além de terem menos substancias toxicas
presentes em cosméticos convencionais. O aumento da substituicdo de formulagdes
cosméticas sintéticas pelas de origem vegetal estd baseado na eficacia, nos beneficios a
saude, na menor toxicidade a pele e na sustentabilidade (SILVA et al., 2024).

A aplicacdo de metabdlitos secundarios, como quercetina e acido elagico,
sao alguns dos metabdlitos presentes em extratos vegetais que eliminam radicais livres,
inibem as enzimas elastase e metaloenzimas. Esses compostos sdo adicionados em
formulagdes cosméticas com o objetivo de prevenir ou reverter o aspecto envelhecido
da pele, proporcionando uma pele saudavel (SAHU et al., 2013).

Os produtos cosméticos com fungdo clareadora tém o objetivo de
fornecer tratamento para alguns disturbios de pigmentacdo, como melasma, manchas
café com leite e lentigo solar, expressdes da producdo de melanina. Alguns desses
produtos possuem atividade antitirosinase, ou seja, tém a capacidade de inibir a
atividade dessa enzima, por consequéncia evitando a hiperpigmentacdo da pele

(GILLBRO; OLSSON, 2011).
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1.2 - Enzimas
1.2.1 - Elastase

A elastase ¢ uma serino-protease, da mesma familia da quimotripsina.
Essas enzimas sdao responsaveis pela clivagem de proteinas € outros componentes da
matriz extracelular, através da triade catalitica presente no sitio ativo composto por
residuos de serina, aspartato e histidina (Figura 1.2) (ALMONTE; SWEATT, 2011). A
elastase de neutrofilos humanos € armazenada em granulos primarios dos granulocitos,
sendo responsavel pela degradagao de proteinas como elastina, colageno e fibronectina .
Comercialmente, existem poucos inibidores eficazes contra essa enzima, o que torna as
plantas, com sua vasta diversidade de metabodlitos secundarios, uma alternativa
promissora para a busca de compostos com potencial inibitério (MERFORT, 2012).

Quando adequadamente regulada, essa enzima desempenha papéis
essenciais na manutengdo e elasticidade da pele, eliminagdo de microrganismos
invasores ¢ na digestdo de proteinas, mas fatores como a baixa producao de alfa-1
antitripsina (inibidor natural da elastase), fazem com que a elastase se encontre
superexpressa. Para o mercado de cosméticos, a busca por inibidores ¢ voltada para
retardar alguns efeitos negativos dessa hiperatividade, sinais tipicos de envelhecimento

como flacidez, rugas e perda de elasticidade da pele (CAMELIER et al., 2008;
CHIOCCHIO et al., 2018).

Figura 1.2 A. Catalise enzimatica, clivagem da ligacdo peptidica feita pela elastase. B.
Estrutura 3D da elastase de pancreas suino.

A
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As enzimas elastase provenientes do ser humano (HLE) e do pancreas
suino (PPE) possuem semelhanca na digestdo de proteinas estruturais, e as estruturas
cristalinas sao analogas entre si. A especificidade delas por substratos, como a elastina,
¢ devida a similaridade geométrica e pela caracteristica hidrofobica de seus bolsdes de
ligacdo. A cadeia polipeptidica da HLE e PPE apresentam estruturas semelhantes, com

similaridade em torno de 40% incluindo a triade catalitica (BODE et al., 1989).

1.2.2 - Tirosinase
A tirosinase ¢ uma metaloenzima do tipo 3, enzimas com essa

classificacdo possuem um dimero metalico em seu sitio ativo (KANTEEV et al., 2015).
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A tirosinase extraida do cogumelo Agaricus bisporus ¢ uma enzima que possui um
nucleo dinuclear com ions de cobre; cada ion de Cu®’ esta ligado a trés residuos de
histidina (His) e estdo ligados através de uma ligagdo que forma uma ponte entre os

(Figura 1.3) (LIU et al., 2008).

Figura 1.3 A. Estrutura cristalina 3D da tirosinase de Agaricus bisporus, apresentada
como tetramero. B. Subunidade da tirosinase, destacando o sitio ativo da metaloenzima

(Esferas pretas: oxigénio; CuA e CuB: ions de cobre; His: histidinas).

A B
o[-.l.i.-i‘)ﬂl
His&lq- His;is"
B o 8
e LCuB S, 282
] @Y
His 537 o .
O}ruazsq

Fonte: (A) ISMAYA et al., 2011. (B) LIU et al., 2008.

Dentre as atividades cataliticas dessa enzima, esta a participagdo na
sintese de melanina na via bioldgica da melanogénese (Figura 1.4), responséavel pela
pigmentacdo da pele, cabelo e olhos. No processo da melanogénese, a tirosinase atua na
hidroxilacdo de monofenois (L-tirosina) e oxida¢ao de difenois (L-DOPA), resultando
na formacdo de quinonas que posteriormente sdo convertidas em melanina (HWANG et

al., 2007; ROCHA; MOREIRA, 2007).

Figura 1.4 A. Reacdes da melanogénese catalisadas pela tirosinase. B. Via biologica
da melanogénese.

A
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As reagdes que a enzima tirosinase catalisam também sdo chamadas de
monooxigenase (hidroxilacdo da L-tirosina) e oxidase (oxida¢do do L-DOPA). A parte
r ~ r r, . . . . . r 2+
responsavel por essas reacdes ¢ chamada de sitio ativo, cujo centro possui dois ions Cu
que sdo capazes de se ligarem ao oxigé€nio molecular. A formagdo das ligacdes do
oxigénio aos ions metalicos resulta em estados de oxidagao do sitio ativo da tirosinase.
Os quatro estados de oxidagdo sdo: met-tirosinase, desoxi-tirosinase, oxi-tirosinase €
deact-tirosinase. A oxida¢do na forma met ¢ chamada de estado nativo ou “periodo de

laténcia”, no qual os dois Cu*" estdo ligados a uma hidroxila. O estado de oxidagdo
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seguinte ¢ o desoxi, em que os ions de cobre sdo reduzidos a Cu” e nao se ligam a
nenhum oxigénio. Essa forma ¢ crucial para que uma molécula de O, se ligue aos ions
metalicos e passe para o estado de oxidag¢do oxi, que se apresenta no formato de um
peroxido. O ultimo estado € o deact, o estado inativo da enzima tirosinase, em que a
forma oxi catalisa a monooxigenase de um catecol, reduzindo um dos ions metéalicos em
Cu’, esse ultimo estado ndo tem participagdo na via da melanogénese (RAMSDEN;
RILEY, 2014).

Quando essa enzima se encontra superexpressa, ocorre uma producao
excessiva de melanina, o que resulta no surgimento de manchas na pele. Nesse contexto,
varias industrias cosméticas tém buscado potenciais inibidores de tirosinase, visando
desenvolver novas formulagdes que bloqueiem essa atividade enzimatica, prevenindo a
formagdo de manchas na pele (DAY; COHEN, 2013).

Diversos compostos tém apresentado atividade anti-enzimadtica frente a
tirosinase de cogumelo, como o acido kojico extraido de fungos (MUKHERIJEE et al.,
2024), que tem sido usado nas industrias cosméticas por décadas como componente de
formulacdes cosméticas. Entretanto, o dcido kojico possui citotoxicidade e instabilidade
no seu armazenamento, condi¢des que motivaram a busca por novos inibidores (SINGH
et al., 2016). Atualmente, este composto € utilizado como controle positivo em ensaios
enzimaticos frente a tirosinase, na triagem de potenciais inibidores, por apresentar ICs,
de 3,37 pg/mL + 0,65 e com porcentagem de inibi¢do acima de 90% (15,6 pg/mL)
(FREITAS et al., 2016).

A hidroquinona ¢ um composto fendlico que devido sua atividade
bioldgica frente a tirosinase (ICs, de 70 uM) era usada em produtos clareadores de pele
devido sua atividade inibitoria na hiperpigmentagdo, todavia, foram feitos estudos que
apontaram o potencial mutagénico e citotoxico para as células animais (CHEN et al.,
2009). Diante desses riscos, a FDA (Food and Drug Administration) restringiu a
comercializa¢do de produtos que possuem hidroquinona na formulacao, sendo permitido
a compra somente com prescricdo médica; alguns paises como Japao e Australia, além
da Unido Europeia foram mais rigorosos e proibiram seu uso no tratamento de melasma.
Apesar dos danos que podem ser causados, ainda existem tratamentos cutdneos que
fazem a aplicacdo desse composto, como no tratamento de melasmas e
hiperpigmentagdo pds-traumatica, mas seu uso € feito em menores concentragdes (4%)

(TRUSWELL, 2020).
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Na busca por compostos com atividade antitirosinase os derivados de
resorcindis estdo se mostrando promissores inibidores da enzima e foi observado que a
presenca do grupo resorcinol ¢ primordial para a atividade inibitéria. O composto
1-(2,4-dihidroxifenil)-3-(2,4-dimetoxi-3-metilfenil)propano isolado da espécie Dianella
ensifolia apresentou o 1Cs, de 0,24 pM, mostrando um resultado superior aos inibidores
ja conhecidos (4cido koéjico e hidroquinona) frente a tirosinase. Além disso,
experimentos mutagénicos (teste de Ames) constataram que esse derivado de resorcinol
nao possui atividade prejudicial as células da pele, tornando esse composto aplicavel em
formulacdes clareadoras da pele (NESTEROV et al., 2008).

A tirosinase ¢ uma enzima presente em diversos organismos, como
bactérias, fungos, insetos, mamiferos e plantas, e desempenha fun¢des em processos
biologicos essenciais. A estrutura dessa enzima que possui diferentes origens ¢ estudada
com base em suas propriedades, seus sitios de ligacdo de cobre, mecanismo de ativacao
e estrutura de dominio, sendo necessdrio mais estudos para complementar as
informacdes ja conhecidas (AGARWAL et al., 2014). Estudos apontam que tirosinases
provenientes de diferentes origens possuem resultados distintos em relagao a alguns
inibidores enzimaticos. As diferencas estruturais € o ambiente onde essas enzimas se
localizam podem explicar os dados obtidos, sendo o caso da tirosinase humana e a
tirosinase de cogumelo (MANN et al., 2018). No entanto, o uso da tirosinase obtida do
Agaricus bisporus ainda ¢ bastante difundido em ensaios enzimaticos na busca de
inibidores, devido a facilidade de manuseio, o baixo custo em relacdo a tirosinase de
humana e também a similaridade do sitio ativo. O fato de alguns inibidores da tirosinase
de cogumelo terem sua capacidade reduzida frente a tirosinase humana esta atrelado a
baixa similaridade dessas duas enzimas, pois possuem apenas 23% de suas sequéncias,
incluso o sitio ativo metalico (OYAMA ef al., 2022). Somado ao manuseio e custos
financeiros, os ensaios enzimaticos frente a tirosinase de cogumelo auxiliam no
entendimento da atividade enzimatica dessa enzima, assim como a sua inibigdo, e
muitos artigos atuais utilizam essa metodologia em suas pesquisas que estdo voltadas

para a aplica¢do de Produtos Naturais (CHATATIKUN et al., 2023).

1.3 - Familia Rubiaceae
A familia Rubiaceae possui cerca de 630 géneros e aproximadamente
13.000 espécies catalogadas pelo mundo, sendo encontradas predominantemente em

locais de clima tropical e quente (KALA et al., 2015). Os metabolitos secundarios dessa
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familia possuem uma vasta gama de aplicagdo na industria farmacéutica e alimenticia,
com destaque para os alcaloides inddlicos, terpenos e antraquinonas. A classificacdo dos
géneros e das espécies ¢ muito relevante nesta familia e, geralmente, ¢ baseada em
caracteristicas morfoldgicas (tamanho da folha, frutos presentes, etc) e na caracterizagao
quimica, pois os metabdlitos servem como marcadores quimiotaxondmicos, tornado
possivel a diferenciagdo nos géneros e subfamilias (MARTINS; NUNEZ, 2015;

FARISCO, 2019).

1.3.1 - Género Chomelia

Dentre os géneros da familia Rubiaceae, destaca-se Chomelia, um dos
mais diversos, com cerca de 76 espécies que sdo caracteristicas em regides neotropicais
e estdo inseridas na tribo Guettardeae. Esse género esta presente nos territorios da
América Central até o Paraguai, sendo que das 76 espécies identificadas, 37 foram
registradas no Brasil, sendo 28 endémicas.

No Brasil, estas espécies podem ser encontradas em todos os biomas,
mas sdo mais abundantes na Mata Atlantica ¢ no Cerrado. Em relagdo a tribo
Guettardeae, esta possui delimitagcdes objetivas e deficiéncia na parte de classificacio
de seus géneros, observacdes estas realizadas apO6s uma comparagdo de analises
filogenéticas de Rubiaceae, tribos e géneros desta familia. Essas caracteristicas da tribo
Guettardeae se refletem em Chomelia, pois o fato deste género possuir uma morfologia
diversa entre suas espécies, dificulta a delimitagdo das mesmas (PESSOA, 2017).

Existem muitas pesquisas a respeito do género Chomelia tanto na area da
botanica, onde sdo descritas as caracteristicas morfologicas, quanto na farmaécia,
biologia, quimica, e outras, onde se busca a identificacdo dos compostos quimicos, sua
atividade bioldgica e aplicagdes. Na espécie C. asiatica, popularmente conhecida como
kommi na cultura indiana (GARG, 2024), com o uso de andlises quimicas qualitativas,
ja foram identificados compostos como alcaloides, flavonoides, aminoacidos, fendis,
lipideos, glucosideos, saponinas e taninos. A maioria dos metabdlitos geralmente ¢
sintetizado pela parte foliar da planta. Alguns deles ndo tem uma fung¢do identificada,
mas em sua maioria possuem fungdes estruturais e atividade imunoldgica contra agentes
patogénicos presentes nas plantas (SENTHILKUMARAN et al., 2017).

As cascas, folhas e raizes de C. asiatica sdo usadas na medicina popular
indiana no tratamento de dores abdominais, infec¢do ocular e ferimentos na pele. Tem

estudos que identificaram os metabodlitos secundarios presentes na espécie, testaram as
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atividades bioldgicas e quantificaram os compostos que podem estar relacionados aos
efeitos benéficos observados no uso popular da cultura indiana. As principais atividades
relatadas, foram: antinociceptiva, antimicrobiana, antioxidantes, cicatrizantes,
anti-inflamatdria e anticancerigena. Na parte de quantificacdo, o extrato etanolico da
folha da C. asiatica obteve concentragdes de 236 mg EAG/g (equivalente de acido
galico por grama de amostra) e 12,3 mg EQ/g (equivalente de quercetina por grama de
amsotra) para fenois totais e flavonoides, a presenca desses compostos explicam a
atividade antioxidante da espécie (ICs, de 26,6 pg/mL, ensaio DPPH). Também foi
determinado que o mesmo extrato na concentra¢do de 100 pg/mL foi capaz de eliminar
60 - 67% de células cancerigenas no pulmio, propondo assim a atividade
anticancerigena (MANOIJJ ef al., 2020).

Através da técnica de CG-EM foram identificados compostos presentes
nas folhas de C. asiatica, distribuidos nas classes dos aldeidos, acucares, alcoois,
cetonas, acidos graxos, terpenoides, fenois, ésteres e tocoferol. Alguns dos compostos
identificados foram 11-hidroxi-aliacolida (1), 2-etil-1-dodecanol (2), 4cido
tetradecandico (3), hept-1-en-3-ona (4) (Figura 1.5) (ANJANADEVI, 2016). Entretanto
alguns dos compostos identificados apresentaram incoeréncias, na tabela de resultados
(tabela 3, pagina 19 do artigo de referéncia) existem compostos com formula molecular
incorreta, ¢ a identificagdo do derivado de xilose ndo poderia ser feita pela metodologia
apresentada, sendo necessario uma etapa de derivatizagdo do agucar para a posterior

analise por CG-EM.

Figura 1.5 Compostos identificados nas raizes de Chomelia asiatica.
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Outra espécie do género Chomelia estudada foi a C. obtusa, conhecida
como viuvinha na regiao Sul do Brasil (GIEHL, 2025). Através de uma metodologia
empregando RMN de 'H, foram identificados qualitativamente diversos metabolitos

secundarios, como 3-O-f-D-glucopiranosil quercetina 5 e
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3-O-[a-raminosil-(1—6)-f-galactopiranosideo]  quercetina  (6). Também foram
identificados os isdmeros acido wursdlico (7), acido oleandlico (8), dacido
3-0-f-D-quinovopiranosil-28-O-f-D-glucopiranosil ~ quindévico (9) e  acido
3-0-f-D-quinovopiranosil-28-O-f-D-glucopiranosil cincholico (10) (Figura 1.6). A
auséncia de secoiridoides e alcaloides inddlicos foi relatada, e esses resultados podem
ser empregados no sistema de quimiotaxonomia para auxiliar na delimitacdo da espécie
(BARROS et al., 2008). Outros estudos realizados na parte de prospec¢ao quimica da
mesma espécie (C. obtusa) identificaram vdrias substancias presentes no extrato da
planta. Entre as principais, destacam-se acido ursolico, acido oleanodlico, triterpenos
glucosilados, derivados de quercetina, acidos clorogénicos, esteroides e agucares livres.
Vale ressaltar que alguns desses metabolitos apresentaram atividades anti-inflamatoria,

antioxidante ¢ moluscicida (TATIBANA et al., 2009).

Figura 1.6 Compostos identificados na folha da espécie C. obtusa.
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1.3.2 - Chomelia ribesioides

Chomelia ribesioides Benth. ex A. Gray, popularmente conhecida como
Comeélia, ¢ uma planta nativa do cerrado brasileiro e da savana boliviana. No Brasil, tem
ocorréncia em quatro das cinco regides, com exce¢do do Sul, sendo mais encontrada nos
dominios fitogeograficos da Amazonia e do Cerrado. Possui como caracteristica uma
corola campanulada internamente pubescente, o que a difere das demais espécies de
Chomelia. Esta espécie ¢ classificada como uma arvoreta, pois possui tronco definido e
tem tamanho de um arbusto. Possui grupos de quatro folhas verticiladas ao redor do
caule, contendo de 3 a 4 cm de comprimento por 2 a 2,5 cm de largura. Outras
caracteristicas incluem formato eliptico, pecioladas, consisténcia herbacea, nervuras
primarias e secundarias proeminentes. Seus frutos verdes t€ém a presenca de manchas
marrons em sua parte superior com tamanho variando entre 1 ¢ 1,5 cm, e quando
maduros passam a ter uma cor preta (Figura 1.7) (NASCIMENTO et al., 2018). Em

relacdo aos estudos botanicos voltados para a taxonomia desta planta, sua morfologia
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causa divergéncias a respeito de qual género essa espécie deveria ser classificada, até o
momento permanece no género Chomelia, mas & possivel observar sinonimias em
géneros diversos (Figura 1.8) (PESSOA, 2024). Os estudos dessa espécie estdo
concentrados na parte botanica, ndo existindo at¢ o momento estudos quimicos e
biologicos, sendo relevante a sua investigacdo através de técnicas hifenadas para

contribui¢do com o conhecimento da espécie e do género.

Figura 1.7 A. Espécie C. ribesioides. B. Exsicata da espécie C. ribesioides

fonte: PESSOA, 2024.

Figura 1.8 A. Sinonimias para a espécie C. ribesioides. B. Folhas da espécie C.
ribesioides.

A B

heterotipice Anisomenis ribesioides var. villosula Standl.
heterotipico Chomelia parvifiora (Mall Arg.) Mall Arg.
heterotipico Chomelia nbesioides var. tomentosa (MGl Arg.) Mill Arg.
heterotipico Chomela nbesioides var. villosula (Ml Arg.) Mill Arg.
heterotipico Guettarda rhamnifolia Standl.

heterotipico Malanea centralis Sucre

heterotipico Malanea parvifiora Ml Arg.

heterotipico Malanea nbesioides var. tomentosa Mill Arg.
heterotipico Malanea nbesioides var. villosula Mill Arg.

hometipico Anisomeris nbesioides (Benth. ex A Gray) Rusby
homotipico Caruelina nbesioides (Benth. ex A Gray) Kuntze
homotipico Malanea ribesioides (Benth. ex A Gray) Mill Arg.

fonte: (A) PESSOA, 2024.

1.4 - Uso de Técnicas Hifenadas e da Plataforma GNPS (Global Natural Products

Social Molecular Networking) para Investigacao Quimica de Extratos de Plantas
As técnicas hifenadas sdo comumente aplicadas para a obtencao de

informagdes a respeito dos metabdlitos presentes nas plantas, sem a necessidade de

isolamento dos compostos. Essas técnicas consistem na separagdo de compostos através
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de técnicas cromatograficas como a cromatografia liquida (CL) ou cromatografia gasosa
(CG). Apds a separagdo dos compostos, a amostra ¢ conduzida para técnicas
espectroscopicas ou espectrométricas que atuam como detector, como exemplos temos o
detector de arranjo de diodos (DAD), o espectrometro de massas (EM e EM/EM) e
espectroscopia de ressonincia magnética nuclear (RMN) que podem ser acoplados as
técnicas cromatograficas, passando a ser chamado de técnica hifenada: CL-EM
(cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas), CL-RMN (cromatografia
liquida acoplada a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear), CL-DAD
(cromatografia liquida com detector de arranjo de diodos), CG-EM (cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas) (RODRIGUES et al., 2006).

O tratamento de dados obtidos pela andlise de amostras via CL-EM/EM
pode ser realizado usando softwares como DataAnalysis 4.0, Bruker Smart Formula
(Bruker Daltonics, Bremen, Germany) e bases de dados do software CompoundCrawler,
juntamente com os dados na literatura, como ferramentas para a identificagdo dos
compostos. O uso destes softwares e das bases de dados permite escolher areas de
interesse do espectro e pico do ion molecular especifico, além de fornecer o erro, os
ions fragmentos (EM?), propor a estrutura quimica e formula molecular (MENDES et
al., 2023).

O Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) ¢ uma
plataforma online de livre acesso utilizada para armazenamento e comparagao de
resultados de espectros de massas. Essa ferramenta possibilita a analise espectral através
dos bancos de dados presentes no GNPS, e a desreplicacdo dos compostos ¢ realizada a
partir da criagdo de redes moleculares que acusam as similaridades espectrais. As redes
moleculares facilitam a organizacao de dados de EM, mesmo trabalhando com uma
grande quantidade de compostos, além de fornecer informacdes de metadados da
amostra, que torna as andlises mais eficientes e praticas (HUO et al., 2023; PILON et
al., 2021). Nesse sentido, a plataforma GNPS pode agregar com a desreplicacdao dos
compostos presentes na Chomelia ribesioides, enriquecendo os resultados quimicos e
bioldgicos ja conhecidos para o género Chomelia e fornecendo novas informacdes para
a espécie, para uma possivel aplica¢do cosmética. Com isso em mente, surge o interesse

no desenvolvimento desta pesquisa.

2 - OBJETIVO

Este projeto de pesquisa teve como objetivo a investigacdo quimica da
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espécie Chomelia ribesioides, assim como a determinagdo da atividade
anti-enzimatica (elastase e tirosinase) e antioxidante, tendo em vista que sdo

atividades interessantes na busca de agentes para aplicacdo em cosméticos.

2.1 - Objetivos especificos

X Coleta dos frutos e folhas de C. ribesioides;

<> Secagem das folhas e preparo dos extratos etanolicos dos frutos frescos e
folhas;

<> Fracionamento dos extratos etanolicos de C. ribesioides;

<> Prospeccdo quimica dos constituintes presentes no extrato e/ou fragdes

ativas por CG-EM e CLUE-ESI-QqTOF-EM/EM;

% Triagem bioldgica frente as enzimas elastase e tirosinase dos extratos e
fragoes obtidos de C. ribesioides;

<> Determinacdo da atividade antioxidante (método DPPH), quantificacao

dos compostos fendlicos pela técnica de espectroscopia (UV-Vis).

3 - METODOLOGIA
3.1 - PREPARO DE AMOSTRAS E ESTUDO QUIMICO
3.1.1 - Coleta e Preparo dos Extratos

O estudo da espécie Chomelia ribesioides foi vinculado ao Programa
MAI/DAI - UFCAT (Processo: 403611/2020-2) e ao projeto FINEP colaborativo entre
Brasil e Alemanha (NativePlantlnnovation 0558/21) “Plantas nativas brasileiras como
fonte de matéria-prima inovadora para uso agricola sustentdvel e cosmético,
contribuindo para bioeconomia aprimorada”. Os frutos e folhas de C. ribesioides foram
coletadas no dia 02 de fevereiro de 2023, na Reserva Ecoldgica Pasto do Pedrinho, em
Catalao - GO (latitude: 18° 9' 57" sul, longitude: 47° 56' 47" oeste, altitude: 835
metros). A identificacdo vegetal foi realizada pelo Prof. Dr. Helder N. Consolaro, do
Departamento de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Catalao (UFCAT). O
acesso ao patrimdnio genético foi registrado no Sistema de Gestdo do Patrimdnio
Genético (SISGEN) sob o nimero A1E6774 (https://sisgen.gov.br/).

As folhas foram secas em estufa a 40 °C por sete dias, sendo
posteriormente trituradas e maceradas com etanol PA. Os frutos frescos foram
colocados diretamente no etanol para o processo de extracdo. O material vegetal
permaneceu no processo de maceracdo por no minimo 3 dias, posteriormente foi

concentrado no rotaevaporador a 40 °C (Marca IKA, modelo RV 05 Basic), equipado
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com bomba de vacuo (Vaccubrand, Modelo ME 1C) e banho maria (marca FISATOM).
Apds a remogao do solvente foram obtidos os extratos etanolicos da folha (CrFE) e do

fruto (CrFrE), e entdo armazenados no freezer.

3.1.2 - Fracionamento dos Extratos Etandlicos (Particio Liquido-Liquido)

ApoOs o preparo dos extratos etandlicos da folha (CrFE) e do fruto
(CrFrE), uma aliquota de 7 g de cada foi solubilizada em 400 mL de etanol/agua na
propor¢ao 1:3 (v/v). Posteriormente, adicionou-se esta solugdo em um funil de
separacdo seguida da adicdo de 100 mL de hexano, repetindo o processo por trés vezes.
Entdo, 100 mL de acetato de etila foram adicionados na fase aquosa, repetindo o
processo por trés vezes. Em sequéncia, as fragdes hexano e acetato de etila foram
levadas ao rotaevaporador para remocdo dos respectivos solventes. A fragdo
hidroalcoolica foi obtida apds a remogao do solvente organico (hexano ou acetato de
etila) no rotaevaporador e liofilizacdo. As fragdes secas foram pesadas para calculo de

rendimento e aliquotas foram pesadas para realiza¢ao dos ensaios enzimaticos.

3.1.3 - Condicoes Cromatograficas da Técnica de CLUE-ESI-QqTOF-EM/EM

As amostras CrFE e CrFrE foram solubilizadas em 1 mL de
agua/metanol/isopropanol (4:3:3, v/v/v), obtendo-se uma solugdo-estoque a 5 mg/mL.
Em seguida 0,1 mL desta solu¢do foi diluida em 1 mL de dgua/metanol/isopropanol
(4:3:3, v/v/v), obtendo-se uma concentragao de 0,5 mg/mL e 1 uL foi injetado.

As analises de CLUE-EM/EM foram feitas em colaboragdo com a Profa.
Dra. Quezia Bezerra Cass (Departamento de Quimica, Universidade Federal de Sao
Carlos — UFSCar). O equipamento usado foi o cromatografo liquido de ultra eficiéncia
acoplado ao espectrometro de massas de alta resolu¢ao (CLUE-ESI-QqTOF-EM/EM)
(Agilent, modelo Infinity II 1290), equipado com sistema de EM IMPACT HD™
(Bruker Daltonics), composto por fonte electrospray (ESI), analisador hibrido de ions
do tipo quadrupolo-tempo de voo (QqToF) e software DataAnalysis.

Para a andlise foi utilizada uma coluna analitica CortecsTM C18+ (2,7
pm; 10 x 0,21 cm) (Waters, Milford, MA, EUA), com fase movel composta por dgua
(A), acetonitrila (B) e 0,1% de acido féormico em ambos os solventes. Um gradiente
linear de 5 a 100% de B em 20 min foi utilizado a uma vazao de 0,4 mL/min a 40 °C.
Os experimentos de ionizagdo foram realizados no modo positivo [M + H]". Os
parametros utilizados para fonte de ionizagdo foram: nebulizador a 3,0 bar, fluxo de gas

seco de 8,0 L/min, temperatura do aquecedor seco de 180 °C, tensdo capilar de 4500 V,
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deslocamento da placa final de 500 V e energia da célula de colisdo de 5 eV. A
aquisi¢do dos espectros foi realizada no modo auto EM/EM, com energia de colisdo de
30 e 50 eV em toda a faixa m/z analisada (100-1000). Para a anota¢ao dos compostos,
foram utilizados os softwares Data Analysis 4.0 e Bruker Smart Formula (Bruker

Daltonics, Bremen, Alemanha).

3.1.4 - Criacao de Redes Moleculares na Plataforma GNPS

Os dados espectrais obtidos dos experimentos de
CLUE-IES-QqTOF-EM/EM para os extratos brutos das folhas e dos frutos da C.
ribesioides (CrFE e CrFrE) foram inseridos na plataforma GNPS para se obter as redes
moleculares (Figura 3.1). As redes moleculares foram criadas utilizando o fluxo de
trabalho online disponivel no site GNPS
(https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation/) por meio da plataforma GNPS
(http://gnps.ucsd.edu). Dentre as configuragdes escolhidas para criagdo das redes
moleculares estdo a tolerancia da massa do pico do ion molecular que foi definida em
0,02 Da, e a tolerancia dos ions fragmentos em 0,02 Da. Em seguida, uma rede foi
criada, em que as arestas foram filtradas para manter apenas aquelas com um cosseno
igual ou superior a 0,7, e os nds possuindo no minimo 6 picos correspondentes.

Além disso, o tamanho maximo de uma familia molecular foi definido
como 100, e as conexdes de menor pontuacdo foram removidas das familias
moleculares até que o tamanho ficasse abaixo desse limite. Os espectros presentes nas
redes foram comparados com as bases de dados espectrais da plataforma do GNPS. Os
espectros da biblioteca foram filtrados da mesma maneira que os dados experimentais
inseridos. Todas as correspondéncias mantidas entre os espectros da rede e os espectros
da biblioteca precisaram ter um escore acima de 0,7 e pelo menos 6 picos
correspondentes para que fosse feita a anotacdo dos compostos. As redes geradas foram

processadas e visualizadas no software Cytoscape 3.10.1.

Figura 3.1 Fluxograma para criagao da rede molecular na plataforma do GNPS.
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3.1.5 - Condicoes Cromatograficas da Técnica de CG-EM

As fragdes hexanicas da folha e fruto da C. ribesioides (CrFEHe e
CrFrEHe) foram solubilizadas em 1 mL de metanol na concentragdo de 1 mg/mL e
injetadas no cromatografo gasoso acoplado ao espectrdmetro de massas [CG Agilent
7820A, acoplado ao EM (quadrupolo, G4513A)]. O preparo das amostras e as analises
foram realizadas nos laboratérios do Instituto de Quimica da Universidade Federal de
Catalao (IQ-UFCAT).

As amostras foram injetadas no modo spl/it com um delay de 2 min, a
temperatura do forno se manteve em 50 °C por 2 min, em seguida se iniciou o gradiente
de 4 °C/min até o forno atingir 70 °C, ap0s isso a temperatura subiu a 25 °C/min até
200 °C, e por fim 4 °C/min até os 300 °C onde se manteve por 3 min. O gas de arraste
usado foi o hélio com um fluxo de 1,0 mL/min, em uma coluna HP-5MS (30 m x 250
pm e filme 0,25 pum) para a separagdo dos constituintes quimicos. O espectrometro de
massas ionizou os compostos por impacto de elétrons (energia de ionizagao de 70 eV,
fonte a 230 °C), foi realizada uma varredura na faixa de m/z 50 - 600.

A identificagdo dos compostos presentes na fragao hexanica da folha e do
fruto da C. ribesioides foi feita com a comparagdao dos dados experimentais e os dados

presentes na biblioteca NIST Mass Spectral 2.0. Também foi feita a injecdo de um
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padrdo de hidrocarbonetos para obter o tempo de retengdo e calcular o IRL dos

compostos através do software Retensofft.

3.2 - ENSAIOS ENZIMATICOS
A triagem com os extratos etanolicos da folha e do fruto da C. ribesioides

frente as enzimas elastase e tirosinase foram feitas no Laboratorio de Estudos de

Biomoléculas, localizado no IQ-UFCAT.

3.2.1 - Preparo das Amostras para os Ensaios Enzimaticos

Uma solugcdo estoque na concentracao de 31 mg/mL em DMSO foi
preparada para as amostras de extratos etandlicos dos frutos e das folhas de C.
ribesioides, bem como de suas fragdes. Em seguida, foram pipetados 30 pL da solucao
estoque (31 mg/mL) e diluido em 150 pL de dgua ultrapura e 120 uL de DMSO, para a

obtenc¢do da concentragdo de 3,1 mg/mL.

3.2.2 - Preparo dos Reagentes para o Ensaio Enzimatico da Elastase
a) Tampao

Para a triagem enzimadtica foi preparada uma solug¢do de tampao trizma
(pH = 8,0) (Sigma-Aldrich) na concentracdo de 100 mM.
b) Substrato

O substrato N-succinil-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilida  (sucAla;-pNA)
(Sigma-Aldrich) foi solubilizado em tampdo trizma na concentragao de 4,4 mM.
¢) Enzima

Foi preparada uma solucdo de 200 pL, contendo 0,3 unidades/mL de
elastase (2 puL) em tampao (198 pL). A solugdo tampao trizma e o substrato
sucAla3-pNA foram mantidos na geladeira até a utilizagdo no ensaio enzimatico (2-8

°0).

3.2.3 - Ensaio Enzimatico da Elastase

O ensaio foi padronizado e realizado com o espectrofotometro Cary 60
UV-Vis modelo G6860A (Serial No. MY24239213) (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA). Na triagem dos possiveis inibidores foi utilizada a elastase
pancredtica suina (E.C.3.4.21.36) (CAS 394445-21-1, Sigma-Aldrich). O substrato
utilizado para medir a cinética da elastase ¢ o N-succinil-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilida
que ¢ hidrolisado em N-succinil-Ala-Ala-Ala e p-nitroanilina. O ensaio enzimatico foi

realizado com base na medida da atividade da elastase, determinada pela leitura
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espectrofotométrica da absorbancia da p-nitroanilina em 410 nm conforme
procedimentos anteriores com algumas adaptagoes (CHIOCCHIO et al., 2018;
KORKMAZ et al., 2010; MERFORT, 2012; SILVA et al., 2025).

A concentracdo das amostras dos extratos (CrFE e CrFrE) e fragdes
(item 3.2.1) utilizada no ensaio enzimatico foi de 100 pg/mL. Na cubeta, a
concentragcdo dos reagentes, tampao trizma, substrato sucAla3-pNA e elastase, foram
de 85 mM, 0,3 mM e 0,2 ng/mL, respectivamente.

Para leitura, foram preparadas quatro solucdes, as quais foram
classificadas como: branco (B), controle negativo (CN), controle da amostra (CA) e
amostra (A). A solu¢do B foi preparada com 700 puL de tampao trizma e 25 pL de
DMSO/H,0O (1:1); na solugdo CN utilizou-se 675 pL de tampao trizma, 25 pL de
DMSO/H,0 (1:1) e 25 uL da enzima elastase; em CA, 700 uL de tampao trizma e 25
pL da amostra; e a solu¢do A utilizou-se 675 pL de tampao trizma, 25 pL da amostra e
25 pL da enzima elastase. Essas solu¢des foram incubadas por 15 minutos em
temperatura ambiente. Apds o periodo de incubacao, 50 uL do substrato (0,3 mM) foi
adicionado em cada solucdo, antes da leitura no espectrofotdmetro de absor¢cdao no
UV-visivel. Os ensaios foram realizados em duplicata e os pardmetros utilizados na
leitura das solugdes no espectrofotdmetro comprimento de onda de 410 nm, por 5 min
a temperatura ambiente, leitura inicial (0 min) e final (5 min), conforme a Figura 3.2.

Os calculos da inibi¢ao das amostras foram feitos com base nos valores
de absorbancia, sendo convertidos em concentragdo de produto reacional
(p-nitroanilina). Os calculos de inibi¢cdo enzimatica foram feitos em comparagao com o

controle negativo (CN), usando a equagdo a seguir:

%Inibicao = 100 — [(Af-Ai/Afc-Aic) x 100], Em que:

° Af = Absorbancia final da amostra (A);

° Ai = Absorbancia inicial da amostra (A);

° Afc= Absorbancia final do controle negativo (CN);
° Aic= Absorbancia inicial do controle negativo (CN).
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Figura 3.2 Fluxograma do ensaio enzimatico para enzima elastase.

(1)
15 min, 25 °C
(B) . (CCN)~ (CA) ) (A)
700 pL Tampa&o Tris 675 pL Tampdo Tris 700 pL Tampdo Tris 675 pL Tampao Tris
25 pL DMSO/H20 (1:1) 25 pL DMSO/Hz20 (1:1) 25 pL amostra 25 pL amostra
25 pL enzima 25 pL enzima

150 UL (SucAla3-pNA)

Espectrofotometro UV-Vis
A=410 nm, por Smin.
% inibigdo= 100 - [(Af-Ai/Afc-Aic) x 100]

-

fonte: criado em BionRender.com.

3.2.4 - Preparo dos Reagentes para o Ensaio Enzimatico da Tirosinase
a) Tampao

A solugdo do tampio de fosfato de potissio (pH = 6,5) (Exodo
Cientifica) foi preparada na concentragdo de 50 mM.
b) Substrato

O substrato L-DOPA (L-3,4-dihidroxifenilalanina) (Sigma-Aldrich), foi
solubilizado no tampao de fosfato para se obter uma solugdo de 3,5 mM.
¢) Enzima

A solu¢do da enzima foi preparada na concentragdao de 0,5 mg/mL em
tampao fosfato e armazenada em freezer (-18 °C). As solugdes de tampao e do

substrato foram armazenadas na geladeira até o uso (2-8 °C).

3.2.5 - Ensaio Enzimatico da Tirosinase

O ensaio enzimdtico padronizado da enzima tirosinase foi realizado
utilizando a enzima tirosinase EC 1.14.18.1 (T3824, Sigma-Aldrich) extraida do
cogumelo Agaricus bisporus, popularmente conhecido como Champignon. A
tirosinase ¢ uma metaloenzima que utiliza dois substratos em sua via metabdlica, a
L-tirosina € o L-DOPA. O ensaio enzimatico foi realizado usando como substrato o
L-DOPA e a atividade da tirosinase foi determinada pela leitura espectrofotométrica da
absorbancia do produto reacional, a dopaquinona, a 475 nm (CHEN; KUBO, 2002;
HWANG et al., 2007, KANLAYAVATTANAKUL et al., 2018; SILVA et al., 2025).
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As amostras dos extratos (CrFE e CrFrE) e fra¢des foram avaliadas a
100 pg/mL. Na cubeta, as concentragdes do tampao fosfato de potéassio, do substrato e
da enzima tirosinase foram de 20 mM, 0,5 mM e 30 pg/mL (50 unidades/mL),
respectivamente.

Para o ensaio enzimatico as cubetas foram distribuidas no mesmo
modelo apresentado no ensaio da elastase (se¢do 3.2.3): o branco (B) contendo 310 pL.
de tampao de fosfato de potassio, 329 puL de agua ultra pura e 25 pL de DMSO/H,0
(1:1); o controle negativo (CN) contendo 310 uL de tampao de fosfato de potassio,
284 uL de agua ultra pura, 25 pL de DMSO/H,0 (1:1) e 45 uL da enzima tirosinase; o
controle da amostra (CA) contendo 310 pL de tampao de fosfato de potassio, 329 uLL
de 4gua ultra pura e 25 pL. da amostra; e a solu¢do da amostra (A) contendo 310 pL de
tampao de fosfato de potassio, 284 uL. de dgua ultra pura, 25 pLL da amostra e 45 pL da
enzima tirosinase. Essas solugdes foram incubadas por 15 minutos em temperatura
ambiente. Apos este periodo, 111 pL do substrato (0,5 mM) foi adicionado em cada
solucdo antes da leitura no espectrofotometro de absor¢ao no UV-visivel. Os ensaios
foram realizados em duplicata e os parametros utilizados na leitura das solugdes no
espectrofotometro no comprimento de onda de 475 nm, por 5 min a temperatura
ambiente, leitura inicial (O min) e final (5 min), conforme a Figura 3.3.

O calculo do percentual de inibigdo foi feito usando os valores de
absorbancia, através da conversio em concentracdo de produto reacional
(dopaquinona). Os calculos de inibicdo enzimatica foram feitos em comparag@o com o

controle negativo (CN), usando a equagao a seguir:

%Inibicao = 100 — [(Af-Ai/Afc-Aic) x 100],

onde:

° Af = Absorbancia final da amostra (A);

° Ai = Absorbancia inicial da amostra (A);

° Afc= Absorbancia final do controle negativo (CN);
° Aic= Absorbancia inicial do controle negativo (CN).
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Figura 3.3 Fluxograma do ensaio enzimatico para enzima tirosinase.

(D)
\_/
— 15 min, 25 °C =
(B) (CN) (CA) (A)
329 pL &gua ultra pura 284 L &qgua ultra pura 329 pL agua ultrapura 284 pL &gua ultra pura
310 pL Tampéo 310 pL Tampéo 310 pL Tampéo 310 pL Tampéo
Fosfato de potassio Fosfato de potassio Fosfato de potassio Fosfato de potassio
25 pL DMSO/H:0 (1:1) 25 pL DMSO/H,0 (1:1) 25 pL amostra 25 pL amostra
45 pL enzima 45 pL enzima

11 11 pL (L-DOPA)

Espectrofotdmetro UV-Vis
A=475 nm, por 5min.
% inibigdo= 100 — [(Af-Ai/Afc-Aic) x 100]

)

fonte: criado em BionRender.com.

3.3 - ENSAIO ANTIOXIDANTE (METODO DPPH)

O ensaio para avaliar a atividade antioxidante dos extratos etanolicos da
folha e fruto da C. ribesioides (CrFE e CrFrE), assim como as fra¢des de acetato de etila
(CrFEACE e CrFrEACE) foi feito com o método DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila).
Foi estabelecido um protocolo com base na literatura (RUFINO et al., 2008; COSTA et
al., 2017). Todas as etapas do ensaio foram realizadas nos laboratdrios do Instituto de

Quimica da Universidade Federal de Catalao (IQ/UFCAT).

3.3.1 - Preparo dos Reagentes
a) Solucio estoque de DPPH

Foi preparada uma solugdo a 60 uM de DPPH (Sigma-Aldrich) em
metanol (99,9% HPLC, SCIAVICCO), a qual foi armazenada na geladeira e sem

contato com a luz.

b) Solucao de acido ascérbico (controle positivo)
Foi preparada uma solucdo estoque de acido ascorbico na concentracdo
de 3 mg/mL; a partir dela foram feitas dilui¢des seriadas para obter as concentragdes de

trabalho (40; 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,63; 0,31 ug/mL).

3.3.2 - Preparo das Amostras dos Extratos e Fracoes
Para cada amostra (CrFE, CrFrE, CrFEACE e CrFrEACE) foi preparada

uma solug¢do estoque a 3 mg/mL em metanol. A partir de dilui¢cdes seriadas foram
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preparadas as solugdes nas seguintes concentragdes: 100; 50; 25; 12.5; 9,38; 6,25; 4;

3,13;2¢ 1,57 pg/mL.

3.3.3 - Curva do DPPH

A curva de calibragdo foi feita em duplicata para cada concentragao (9,7;
19; 29; 38,7; 48 ¢ 58 uM). As solugdes foram preparadas em cubetas de vidro utilizando
a solugdo estoque de DPPH (58 uM) e metanol (Tabela 3.1), em seguida feita a leitura
no espectrofotometro no comprimento de onda de 517 nm (RUFINO et al., 2008).

Tabela 3.1 Preparo das solugdes com diferentes concentragdes de DPPH.

DPPH Solugio estoque (mL) | Metanol (mL) | Concentra¢ao (unM)
Branco 0 3 -

1 0,5 2,5 9,7

2 1 2 19

3 1,5 1,5 29

4 2 1 38,7

5 2,5 0,5 48

6 3 0 58

3.3.4 - Determinacio da Atividade Antioxidante das Amostras da C. ribesioides

O ensaio foi feito em triplicata utilizando tubos de ensaios envolvidos
com papel laminado para homogeneizar e incubar a mistura. Os tubos foram separados
em quatro tipos [controle negativo (CN), branco do DPPH (B), controle da amostra
(CA) e amostra (A)]. Em CN: 3000 uL de DPPH (60 uM); B: 3000 pL de metanol; CA:
2900 pL de metanol e 100 pL de amostra (extrato, fragdo ou padrao); A: triplicata com
2900 puL de DPPH e 100 pL. de amostra (extrato, fracdo ou padrdo). Apos a adicdo das
solucdes, as misturas ficam incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente (sem
contato com a luz), em seguida sdo transferidas para cubetas e lidas no
espectrofotometro no comprimento de onda de 517 nm. Com os valores de absorbancia
obtidos e com auxilio dos softwares Microsoft Excel version 2019 e GraphPad Prism

10.6.0 foi possivel obter algumas informagdes utilizando as seguintes férmulas:

% ativ. antioxi.= ((Abspppy - Abs amostra)/(Abspppy))*100 Formula 1
¢ DPPH = (uM DPPH/1.000.000)*394,3 Formula 2
g extrato/g DPPH = (EC;,/1000)/ ¢ DPPH Formula 3
IAA = concentracio inicial de DPPH (ug/mL)/ ECs, (ug/mL) Formula 4
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® Abspppy = absorbancia do controle negativo;

e Abs amostra = absorbancia das triplicatas (extrato, fragao ou padrao)

e EC,, =metade da concentracdo efetiva;

e ¢ extrato/g DPPH = quantidade (em gramas) de extrato para reduzir uma
grama de DPPH;

e JAA = indice de atividade antioxidante.

3.4 - QUANTIFICACAO DE FENOIS TOTAIS NA ESPECIE C. RIBESIOIDES

A determinagdo do teor de fenois presentes nos extratos etanolicos e
fragoes da C. ribesioides (CrFrE e CrFE) foi realizada no Laboratério de Estudos de
Biomoléculas (IQ/UFCAT).

3.4.1 - Quantificacio de Compostos Fenolicos

Para o preparo dos reagentes assim como a padronizagdo da metodologia
do ensaio de quantificacdo de fendis totais foram utilizados procedimentos relatados na
literatura, com algumas modificacdes (DAMIANI et al. 2014; LAZZAROTTO et al.
2020).

3.4.2 - Preparo dos Reagentes
a) Solucao de carbonato de sédio (Na,CO;)
Foi pesado 10,1 g de Na,CO; P.A. e diluiu-se com agua ultrapura para

100 mL em baldo volumétrico.

b) Soluc¢ao Folin-Ciocalteu 3%
Foram diluidos 3 mL de reagente Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich) em

agua ultrapura e completou para o volume de 100 mL em baldo volumétrico.

¢) Solucio estoque do padrao (acido galico)
Foi solubilizado 10,7 mg de acido galico anidro 99% em metanol (99,9%
HPLC, SCIAVICCO) na concentragdo de 100 pg/mL. Apds o preparo, os reagentes

foram armazenados na geladeira dentro de um frasco de vidro ambar.

3.4.3 - Preparo das Amostras dos Extratos e Fracoes

Foram preparadas solucdes estoques dos extratos etanolico da folha e do
fruto da espécie C. ribesioides (CtFE e CrFrE), e as fracdes de acetato de etila da folha
(CrFEACE) e fruto (CrFrEACE), na concentragdo de 1,3 mg/mL (em metanol) de cada

amostra. Para solucdo de trabalho, a concentragao foi diluida para 0,195 mg/mL.
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3.4.4 - Curva Padrao de Compostos Fendlicos

O 4acido galico anidro 99% ¢ comumente utilizado como padrdo na
quantificagdo de fendis totais presentes em uma amostra, sdo preparadas solugdes em
diferentes concentragdes para se obter a curva padrao. A partir da solugdo estoque (100
pg/mL) foram preparadas as seguintes concentragdes: 10, 20, 40, 60 ¢ 80 pg/mL
(Tabela 3.2).

Para o preparo da curva padrio foi feita a triplicata para cada
concentracdo em tubos de ensaios previamente envolvidos com papel laminado. Em
cada tubo foi adicionado 1375 pL do reagente Folin-Ciocalteu 3% e 125 pL do padrao.
Apds 5 minutos, foi adicionado 125 pL da solugdo de Na,CO; 10% e incubados por 60
minutos em temperatura ambiente (sem interferéncia de luz). Em seguida, feita a leitura

no espectrofotdmetro com comprimento de onda de 765 nm.

Tabela 3.2 Preparo das solugdes com diferentes concentracdes de acido galico.

Padrao (acido galico) | Soluciao estoque (mL) | Metanol (mL) | Concentracio (ug/mL)

Branco 0 10 -

Padrao 1 1 9 10
Padréo 2 2 8 20
Padrao 3 4 6 40
Padrao 4 6 4 60
Padrao 5 8 2 80
Padrio 6 10 0 100

3.4.5 - Quantificacio dos Fenois Totais na C. ribesioides

Na andlise dos extratos (CrFE, CrFrE) e das fragdes (CrFEACE e
CrFrEACE) a quantificagdo também foi feita em triplicata, seguindo procedimento
semelhante, ao invés da adi¢ao de 125 pL da solugdao do padrao foi adicionado 125 uL.
da amostra (0,195 mg/mL). Nos tubos foram adicionados a solu¢do de Folin-Ciocalteu
3% e a amostra, apds 5 minutos foi adicionado o carbonato de s6dio, a mistura foi
incubada por 60 minutos nas mesmas condi¢des ja apresentadas, entdo foi realizada a
leitura a 765 nm no espectrofotometro. A quantificacdo dos compostos fendlicos totais

presentes nas amostras analisadas, foi realizada utilizando as seguintes formulas:

y=ax+b Férmula 1
Fd=1,3 mg/ 0,195 mg = 6,67 Formula 2
mg EAG/ g amostra = EAG * solvente * Fd / amostra/1000 Formula 3
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e vy =absorbancia;

o x ¢ EAG =equivalente de 4cido galico (ng/mL);

e solvente = metanol (mL);

e Fd = fator de diluicao;
e amostras = CrFE, CrFrE, CrFEACE ou CrFrEACE (g).

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo6s o preparo dos extratos etanolicos da folha e do fruto da C.

ribesioides (CrFE e CrFrE), foi realizada a investigacdo quimica e bioldgica e os

resultados discutidos conforme a metodologia j& apresentada.

4.1 - FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS (PARTICAO
LiQUIDO-LiQUIDO)

A extragao com etanol por maceragdo foi realizada a partir de 144,5 g de

frutos e 59,0 g de folhas secas moidas da C. ribesioides. Apds a remogao do solvente

em rotaevaporador foram obtidas 18,1 g do extrato CrFrE e 15,0 g do extrato CrFE. A

parti¢do liquido-liquido foi realizada para ambos os extratos etanolicos utilizando 7 g de

cada extrato, sendo obtido as quantidades descritas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 Massas obtidas dos extratos e fragoes de C. ribesioides.

Codigo | Extrato bruto (g)|[Rendimento (%)* Fragoes Massa (g)| Rendimento (%)"
Hexanica 04 5
Acetato de Etila 1,0 14,4
CrErE 18,1 12,5 Hidroalcoodlica * *
Hexanica 1,2 16,6
Acetato de Etila 2,2 31,6
CrFE 15,0 254 Hidroalcoolica | 2,4 34,1

*Ndo foi liofilizado. CrFrE: extrato etandlico do fruto de C. ribesioides; CrFE: extrato etanolico da

folha de C. ribesioides. * Rendimento calculado com base na massa fresca dos frutos e na massa seca das

folhas. ® Rendimento calculado com base na massa utilizada para partigdo (7,0g).
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4.2 - PROSPECCAO QUIMICA DOS EXTRATOS DE C. RIBESIOIDES
4.2.1 - Desreplicacio dos Compostos nos Extratos

As redes moleculares foram geradas na plataforma do GNPS (descrito no
item 3.1.4), a partir da analise dos dados experimentais de espectrometria de massas dos
extratos da folha (CrFE) e do fruto (CrFrE) obtidos do experimento de CLUE-EM/EM
no modo positivo [M+H]" (Figura 4.1). Os principais parametros estabelecidos para o
processamento dos dados foram o valor de cosseno, erro, diferenga de massa e picos
semelhantes, tendo todas as correspondéncias entre os espectros da rede (experimental)
e os espectros da biblioteca com escore acima de 0,7 € 0 minimo de pelo menos 6 picos
correspondentes para a anotacdo dos compostos. As redes geradas foram processadas e
visualizadas no software Cytoscape 3.10.1 (WANG et al., 2016) e os dados
experimentais utilizados para a geracdo das redes de interagdes moleculares estdo
disponiveis no link https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=e74f66ef2897496
6ac0394efc43aeecH

Foram obtidos 376 nodos, incluindo os compostos que tiveram
similaridade em seus dados EM/EM e os que nao apresentaram correspondéncia
espectral, dentre os quais, 133 nodos geraram 30 clusters e 243 nodos isolados. O nodo
foi representado por grafico de pizza em duas cores, sendo azul dos frutos e vermelho
das folhas. Os dados inseridos na plataforma permitiram a comparagao dos espectros de
massas obtidos com os espectros armazenados nas bibliotecas do GNPS, o que resultou
na anota¢do de 38 compostos (Figura 4.1).

A plataforma GNPS possibilita que pesquisadores de diferentes grupos de
pesquisa possam colaborar entre si com seus dados espectrais individuais, esse
compartilhamento de informacdes facilita a desreplicagdo e identificagdo de compostos.
A area de PNs em particular, teve um grande progresso com o uso de redes moleculares
capazes de facilitar a andlise espectros de massa obtidos de técnicas hifenadas. Outro
fator interessante, ¢ o aumento dos resultados inseridos na plataforma, resultando em
bibliotecas maiores € com anotagdes mais precisas de compostos de PNs (PILON et al.,
2021).

A partir dos compostos anotados no GNPS, o tratamento de dados
EM/EM experimentais foi feito também usando os softwares DataAnalysis 4.0, Bruker
Smart Formula (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) e as bases de dados do software
CompoundCrawler. O uso destes softwares, do molecular networking e a comparagao

com os dados na literatura permitiu anotar 10 compostos. Dentre os compostos
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anotados, a quercetina, a fitoesfingosina e o di-hidrokaempferol

tiveram

correspondéncia apenas no fruto, os demais metabolitos foram anotados pelo GNPS

estando presente nos frutos e nas folhas (Figura 4.1).

Figura 4.1 A. Redes moleculares geradas pelo GNPS dos extratos CrFrE (azul) e CrFE

(vermelho). B. Rede molecular ampliada com os nodos destacados para os compostos

anotados.
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4.2.2 - Compostos Anotados no CrFrE e CrFE

Os dados espectrais obtidos no modo positivo [M + H]" para os extratos
das folhas e frutos foram analisados e os compostos desreplicados usando o GNPS e os
outros softwares. A comparacdo dos ions produtos com os dados da literatura ¢ a
investigacao destes metabolitos secundarios na familia, género e espécie, confirmou a
anotagao de seis compostos presentes no extrato do fruto (CrFrE) (1A, 2A, 3A, 4A, SA
e 6A) e sete no extrato da folha (CrFE) (1B, 2B, 3B, 4B, 5B, 6B e 7B) de C. ribesioides.
No CrFrE os compostos sdo das classes esteroide, flavonoide e terpeno, enquanto no
CrFE sao compostos fenolicos e flavonoides (Tabela 4.2).

Nos cluster gerados pela analise do molecular networking, os compostos
foram observados em ambos os extratos, com exce¢do da quercetina,
di-hidrokaempferol e fitoesfingosina, que foram observados nas redes moleculares
apenas no fruto (Figura 4.1). Entretanto, usando os softwares DataAnalysis 4.0, Bruker
Smart Formula, CompoundCrawler, a presenca da quercetina também foi observada na
folha.

A quercetina (1A e 1B, Figura 4.2) foi observada pelos picos do ion
molecular [M + H]" em m/z 303,0495 no CrFE e m/z 303,0487 no CrFrE, formula
molecular C;sH,,0,. Os ions produtos do CrFE m/z 257,0449 (C,,H,O5"); 229,0488
(C5Hs0,%); 201,0488 (C,,H,05%); 153,0172 (C,H;0,%); 137,0220 (C,H;05%) e 121,0277
(C;H50,") e CrFrE (m/z 303,0487; 257,0479; 229,0478; 201,0533; 153,0141; 137,0213
e 121,0303), sdo caracteristicos da quercetina (SCIGELOVA et al., 2011).

Figura 4.2 Proposta de fragmentacdo da quercetina (1A e 1B).
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O composto 2A, anotado como 20-hidroxiecdisona (Figura 4.3) ¢ um

composto pertencente a classe dos esteroides sendo muito comum em plantas. Esse

composto apresentou o pico do ion molecular [M+H]"em m/z 481,3154 (C,;H,,0;), com

ions fragmentos caracteristicos deste esteroide em m/z 463,3045; 445,2943; 371,2213;

303,1949 ¢ 165,1263. Os ions fragmentos observados com m/z 463,3045 [M - H,O]" ¢é

formado pela perca de -18,0109 Da, uma molécula de agua e m/z 445,2943 [M - 2H,0]"

no espectro de EM? indica a perda de duas moléculas de adgua. Os ions fragmentos em

m/z 371,2213 [M - C,H,,0]" e 303,1949 [M - C¢H,,0,]" representam a perda completa
ou parcial da cadeia lateral do esterol (LE et al., 2014; ROSTANDY; GAO, 2019).

Figura 4.3 Estrutura da 20-hidroxiecdisona (2A).
HO OH

OH
HO
OH
HO

O composto 3A apresentou o pico do ion molecular em m/z 457,3654,
féormula quimica C;,H40;. O ion produto de m/z 411,3618 foi gerado apds a perda de
46,0036 Da referente a eliminagio do grupo carboxilico [M - COOH]". E observado a
eliminagdo de uma molécula de agua pelo ion fragmento em m/z 439,3576 [M - H,0]".
Os ions fragmentos em m/z 203,1782 e 191,1781 sdo formados pela reagdo de

retro-Diels-Alder (RDA), gerando os ions fragmentos de m/z 203,1782 e 191,1781.
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Esses ions produtos sdo caracteristicos de dois isomeros constitucionais (C;gHy03), 0s
acidos ursolico e oleanolico, ndo sendo possivel distinguir por espectrometria de
massas, sendo o composto 3A anotado como acido triterpénico (Figura 4.4) (SHEN et

al., 2011).

Figura 4.4 Proposta de fragmentagdo do acido triterpénico (acido ursolico ou

oleanolico) (3A).
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Os compostos 4A (CrFrE) e 6B (CrFE) foram anotados como um

COOH = T

OH

derivado de acido di-cafeoilquinico (Figura 4.5), através dos picos caracteristicos
observados. O pico do ion molecular do 4A em m/z 517,1333 (C,sH,50,,) e seu pico
base com m/z 163,0388 (C,HgO;)", sdo provenientes da eliminagdo da fracdo de acido
quinico [319,0810 — C,H,0,]. O ion fragmento de m/z 499,1227 ¢é resultante da perda de
uma molécula de agua [517,1333 — H,0], e o pico de m/z 337,0920 (C,,H,;O5)" foi
formado pela liberagdo de um 4cido cafeico [517,1333 — CyHzO,], seguida da perda de
uma molécula de agua [337,0920 — H,O] gerando o ion fragmento com m/z 319,0810.
Também foram observados ions que poderiam ser indicativos da liberagdo de é4cido
clorogénico (m/z 355,1026) e acido cafeico (m/z 181,0485), todavia estes picos estavam
em baixa intensidade. Os mesmos ions produtos foram observados no espectro EM/EM

do composto 6B (Tabela 4.2).

Os fragmentos caracteristicos para o composto 4A e 6B sdo observados

em isomeros de acidos di-cafeoilquinico como: acido 1,5-di-cafeoilquinico, acido
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3,5-di-cafeoilquinico e o 4cido 4,5-di-cafeoilquinico, mas ndo podem ser distinguidos
por EM, sendo entdo anotados como acido di-cafeoilquinico (SANTOS; LOPES, 2008;
Lletal., 2017).

Figura 4.5 Proposta de fragmentacao do derivado de &cido di-cafeoilquinico (4A e 6B).
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O composto SA, foi anotado como fitoesfingosina (Figura 4.6) presente
no CrFrE. O pico do ion molecular observado com m/z 318,3000 (C,gH;NO;),
juntamente com os ions fragmentos observados em m/z 301,2935 (C,sH;sNO,"), m/z
300,2885 [M — H,0]", m/z 284,9285 (C,;H3sNO,"), m/z 282,2799 [M — 2H,0]" e m/z
60,0442 (C,H{NO") (WARD et al., 2017; DAPIC et al., 2019; AMARAL et al., 2021).

Figura 4.6 Estrutura da fitoesfingosina (5A).
OH

OH
OH NH,

Os compostos 6A (CrFrE) e 7B (CrFE) foram anotados como
delfinidina-O-hexosidica (provavel 3-O-) (Figura 4.7), através do pico do ion molecular
com m/z 465,1012 (C,,;H,,0,,), e dos ions produtos comparados na literatura. O ion
fragmento com m/z 303,0507 foi gerado a partir da perda de uma ramificagdo
hexosidica [M — Hex]" e o ion fragmento m/z 257,0449 foi formado apds a eliminagao
de uma molécula de agua e de um CO [303,0507 — (H,O + CO)]". Também foi
observado uma segunda eliminacao de CO que resultou na formagao do ion produto de

m/z 229,0484 [257,0449 - CO]", e juntamente com os ions produtos de m/z 173,0957 ¢
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m/z 153,1268 [303,0507 — C¢H,O,]" muito caracteristicos (BARNES et al., 2009;
SCORRANO et al., 2017; YANG; CHEN, 2022).

Figura 4.7 Proposta de fragmentacdo da delfinidina-3-O-hexosidica (6A e 7B).
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O composto 2B apresentou a férmula molecular C,;H;,0,4 observada
pelo pico do ion molecular [M + H]" em m/z 611,1606. Os ions produtos observados
foram caracteristicos do composto de rutina, m/z 465,1022; 303,0502; 129,0544 ¢
85,0283 (Figura 4.8). A rutina ¢ a forma glicosilada da quercetina (dissacarideo
rutinose), mas nao € possivel apontar apenas por espectrometria de massas quais sao as
unidades monoméricas. A perda das unidades hexosidicas foi observada pelo ion
fragmento m/z 465,1022 que representa a perda de 146,0584 Da (CsH,,0,), também ¢
observado a perda das suas hexoses [M - C,H,,0,]", na qual o ion produto de m/z

303,0502 ¢ referente a aglicona da quercetina (SATHEESHKUMAR et al., 2014).

Figura 4.8 Proposta de fragmentacdo da rutina (2B).
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O composto 3B foi anotado como acido mono-cafeoilquinico (Figura
4.9), um éster dos acidos cafeico e quinico, observado pelo pico do ion molecular [M +
H]" de m/z 355,1014 (férmula de C,H;50,). Os principais ions produtos observados
foram m/z 181,0484; 163,0381; 145,0273; 135,0428 ¢ 117,0325. O ion fragmento em
m/z 181,0484 representa uma clivagem da estrutura que leva a formacdo do 4cido
cafeico [M - C,HgO,4]". O ion fragmento m/z 163,0381 ¢é formado pela perda de 18,0103
Da do acido cafeico, referente a uma molécula de agua. Os ions produtos m/z 145,0273
e 135,0428 foram formados a partir da eliminagdo de uma molécula de agua [163 —
H,O]" e mondxido de carbono [163 — CO]", respectivamente. Também ¢ observado o
ion fragmento m/z 117,0325, obtido da perda de outra molécula de mondxido de
carbono [145 — COJ’, ou pela outra via que seria pela perda de uma molécula de agua

[135 — H,0]' (WILLEMS et al., 2016).

Figura 4.9 Proposta de fragmentagao do derivado do acido mono-cafeoilquinico (3B).
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O composto 4B apresentou o pico do ion molecular [M + H]" em m/z
291,0869 (C;sH4,O4) e os ions fragmentos m/z 291,0869; 273,0732; 249,0753;
165,0547; 139,0390 e 123,0442, que sdo caracteristicos de flavan-3-ol (catequina ou
epicatequina, Figura 4.10). O ion fragmento m/z 273,0732 € resultante da perda de uma
molécula de agua [291 — H,O]" e o ion fragmento m/z 249,0753 foi gerado da perda de
C, [273 - C,]". Os demais ions fragmentos foram formados a partir das eliminagdes de
—CyHoO5 em m/z 165,0547); —C;H;0; em m/z 139,0390 e —C;H,0, em m/z 123,0442
(LI; DEINZER, 2007; WOLF et al., 2010).
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Figura 4.10 Proposta de fragmentagao do flavan-3-ol (catequina ou epicatequina) (4B).
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O composto 5B foi anotado como uma molécula derivada do composto
kaempferol, conhecido como di-hidrokaempferol (Figura 4.11) através da comparacao
dos dados espectrais. O pico do ion molecular [M + H]" em m/z 289,0710 (C,sH,,05). O
ion fragmentos m/z 271,5891 ¢ resultado da perda de uma molécula de agua [289 —
H,O]", seguido da eliminagdo de duas moléculas de monoxido de carbono, m/z
243,2286 [271 — CO]" e 215,6379 [243 —CO]". Outras fragmentagdes observadas sdo as
duas vias de fissdo no anel C, uma formando o ion fragmento m/z 153,0177 (C;H;0,)" e
a outra formando o ion m/z 167,0698 (CsH;0,)", essa segunda tem continuidade com o
ion fragmento m/z 149,0581 formado ap6s eliminacdo de uma molécula de dgua [167 —

H,0] (LE GALL et al., 2003).

Figura 4.11 Proposta de fragmentacdo do di-hidrokaempferol (5B).
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Das anotacdes realizadas usando o GNPS e o DataAnalysis, os
compostos quercetina, acido triterpénico (acido ursdlico ou oleandlico) e os derivados

de acido clorogénico (4cidos di e mono-cafeoilquinico), foram relatados na literatura
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para o género Chomelia, em que foi observado a presenca de derivados de quercetina,

acido oleandlico, acido ursodlico e acido clorogénico(BARROS et al., 2008; TATIBANA

et al., 2009). Devido a escassez de estudos publicados para a espécie C. ribesioides ¢

para o género, torna-se desafiador a citagdo da presenca dos demais compostos anotados

(Figura 4.12)

Figura 4.12 Distribuicdo dos compostos anotados nos extratos CrFE e CrFrE usando os

softwares.
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Tabela 4.2 Compostos anotados nos extratos CrFE e CrFrE.

Férmula Tr [M-H]" [M-H]* Erro
CrFrE Molecular (min) (Experimental) | (Tedrico) EM/EM (ppm) Nome Classe Referéncia

303,0493; 257,0449; 229,0488;
201,0488; 153,0172; 137,0220;

1A C5H,00; 7 303,0495 303,0499 121,0277 1,5 quercetina flavonoide SCIGELOVA et al., 2011

LE etal., 2014,
481,3154; 463,3045; 445,2943; ROSTANDY e GAO,

2A Cy;H,,0, 53 481,3154 481,3160 371,2213; 303,1949; 165,1263 1.3 20-hidroxiecdisona esterdide 2019
457,3654; 439,3576; 411,3618;

3A C30H4005 8 457,3634 457,3654 203,1782;191,1781 2,3 acido triterpénico terpenodide SHEN et al., 2011
517,1333; 499,1227; 337,0920; SANTOS; LOPES, 2008;

4A CosHosOn 6 517,1333 517,1341 319,0810; 163,0388 1,7 icido di-cafeoilquinico fenol | Lletal.,2017

WARD et al., 2017,

318,3000; 301,2935; 300,2885; DAPIC et al, 2019;

sA C1sHyNO, 99 318,3000 3183003 284,9285; 282,2799; 60,0442 08 fitoesfingosina esfingolipidio| AMARAL et al,, 2021

BARNES et al., 2009,

465,1012; 303,0507; 257,0449; SCORRANO et al., 2017;

6A CoHoiOn 53 465,1012 465,1028 229,0484; 173,0957; 153,1268 34 | delfinidina-3-O-hexosidica* | antocianina | YANG; CHEN, 2022

Férmula Tr [M-H]" [M-H]* Erro
CrFE Molecular (min) (Experimental) | (Teérico) EM/EM (ppm) Nome Classe Referéncia

303,0487; 257,0479; 229,0478;
201,0533; 153,0141; 137,0213;

1B C,5H,00; 52 303,0498 303,0499 121,0303 0,5 quercetina flavonoide SCIGELOVA et al., 2011

611,16006; 465,1022; 303,0502; SATHEESHKUMAR et
2B Cy;H;,044 5,1 611,1606 611,1607 129,0544; 85,0283 1 rutina flavonoide al., 2014
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355,1014; 181,0484; 163,0381;
3B C,4H,50, 3,6 355,1021 355,1024 145,0273; 135,0428; 117,0325 0,8 acido mono-cafeoilquinico fenol WILLEMS et al., 2016
291,0869; 273,0732; 249,0753; LI DEINZER, 2007;
4B C,5H;504 6 291,0855 291,0869 165,0547; 139,0390; 123,0442 2,7 flavan-3-ol flavonoide WOLF et al., 2010
289,0710; 271,5891; 243,2286;
215,6379; 167,0698; 153,0177;
5B C,sH,504 9 289,0710 289,0707 149,0581 -1,3 di-hidrokaempferol flavonoide LE GALL et al., 2003
517,1345; 449,1236; 337,0920; SANTOS; LOPES, 2008;
6B CosHosOn 6 517,1345 517,1341 319,0831; 163,0390 1,7 acido di-cafeoilquinico fenol | Lletal.,2017
BARNES ef al., 2009;
465,1024; 303,0507; 257,0443; SCORRANO et al., 2017;
7B CyH 01 53 465,1024 465,1028 229,0449; 173,0932; 153,1275 34 delfinidina-3-O-hexosidica | antocianina | YANG; CHEN, 2022

Dados espectrais descritos nesta tabela foram obtidos da andlise no CompoundCrawler e Data Analysis.

* provavel 3-O-.

4.2.3 - Identificacdo dos Constituintes Presentes nas Fracoes Hexanicas

Com a técnica de CG-EM foi possivel identificar constituintes apolares
(alcanos, ésteres de acidos graxos, diterpenos) presentes nas fragdes hexanicas do fruto
(CrFrEHe) e da folha da C. ribesioides (CrFEHe). Para identificagdo dos compostos foi
empregado o uso de um padrdo de hidrocarbonetos (C,-C,y, Figura 4.13) que foi
injetado nas mesmas condi¢des cromatograficas das amostras (Figura 4.14 e 4.15)
descritas na metodologia, o tempo de retengdo e a quantidade de carbonos presente em
cada hidrocarboneto foram inseridos no software Retensoft que possibilitou calcular o
IRL dos compostos com base no padrao utilizado. Os espectros de massa experimentais
das amostras (CrFrEHe e CrFEHe) foram comparados com a biblioteca (NIST)
disponivel no equipamento, ¢ os IRL experimentais (calculado no Retensoft) foram
comparados com os IRL encontrados na literatura, que resultou na identificagdo de 9

compostos (Tabela 4.3).

Figura 4.13 Cromatograma do padrdo de hidrocarbonetos (C;-C,,) analisado no

CG-EM.
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Figura 4.14 Cromatograma obtido pela técnica de CG-EM para a fragao CrFEHe.
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Figura 4.15 Cromatograma obtido pela técnica de CG-EM para a fragdo CrFrEHe.
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Na fracdo hexénica do fruto da C. ribesioides foram identificados 8
compostos atribuidos nas classes dos alcanos e dos acidos graxos: hexadecano,
heptadecano, nonadecano, metil hexadecanoato, etil hexadecanoato, metil linoleato,
metil octadecenoato e etil linoleato (1C - 8C), na fragdo hexanica da folha foram
identificados 3 compostos das classes dos acidos graxos e diterpenos: neofitadieno,

metil hexadecanoato e metil octadecenoato (1D, 2D e 3D) (Figura 4.16, Tabela 4.3).

Figura 4.16 Metabolitos secundarios identificados na C. ribesioides por CG-EM.
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Tabela 4.3 Compostos identificados nas fragcdes hexanicas da C. ribesioides através da

técnica de CG-EM.

Compostos Tr Foérmula Pico do ion :
(CrFrEHe) (min) Molecular molecular (m/z) Composto IRL*P IRL' Referéncia
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1C 13.736 CH, 226 hexadecano 1599 1600 ADAMS, 2017
2C 14.714 Cy7Hs4 240 heptadecano 1699 1700 ADAMS, 2017
3C 17.103 CoHyg 268 nonadecano 1898 1900 ADAMS, 2017
4C 17.536 C,;H5,0, 270 metil hexadecanoato 1924 1921 ADAMS, 2017
5C 18.721 CH;40, 284 etil hexadecanoato 1993 1993 ADAMS, 2017
6C 21.051 C,oH3,0, 294 metil linoleato 2095 2085 ADAMS, 2017
7C 21.203 CyoH30, 296 metil octadecenoato 2101 2103 PINO et al, 2005
8C 23.044 CyH360, 308 etil linoleato 2158 2159 PINO et al, 2005

Compostos Tr Formula Pico do ion

(CrFEHe) (min) Molecular molecular (m/z) Composto IRL™P IRL" Referéncia
1D 16.297 CyoHag 278 neofitadieno 1837 1840 KUKIC et al, 2006
2D 17.536 C,,H;,0, 270 metil hexadecanoato 1924 1921 ADAMS, 2017
3D 21.210 CoH340, 296 metil octadecenoato 2101 2103 PINO et al, 2005

Legenda: 1C, 2C, 3C, 4C, 5C, 6C, 7C, 8C, 1D, 2D e 3D (Compostos identificados pela CG-EM na fra¢do hexdnica do fruto

e da folha da C. ribesioides (CrFrEHe e CrFEHe)), IRL*? (indice de retencdo linear experimental), IRL"™ (indice de

retengdo presente na literatura: PINO et al, 2005; KUKIC et al, 2006, ADAMS, 2017.

4.3 - TRIAGEM ENZIMATICA DA ELASTASE E TIROSINASE

4.3.1 - Atividade Inibitéoria Enzimatica Investigada para o Fruto e Folha da C.

ribesioides

Os extratos etanolico bruto das folhas e dos frutos da C. ribesioides,

assim como as fragdes, foram testados na concentragdo de 100 pg/mL em um método

espectrofotométrico com os comprimentos de onda de 410 e 475 nm para elastase e

tirosinase, respectivamente, de acordo com nas secoes 3.2.3 e 3.2.5. Os resultados de

triagem das amostras frente a elastase estdo descritos no grafico da Figura 4.17.

Figura 4.17 Avalia¢ao do potencial inibitério dos extratos etanolicos e fragcdes obtidas

de C. ribesioides frente a enzima elastase.
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De acordo com os resultados obtidos, os extratos etandlicos brutos
apresentaram os melhores resultados frente a elastase, o extrato etandlico das folhas
(CrFE) apresentou 58,6% de inibi¢do, e o extrato etanolico dos frutos (CrFrE)
apresentou 58,7% de inibicdo. Apds o fracionamento dos extratos brutos ndo houve
aumento da atividade inibitoria enzimadtica. As fragdes das folhas, apolar e de alta
polaridade, perderam atividade, apresentando inibicdo de 4,9% (CrFEHe) e 6,6%
(CrFEHi1). Contudo, a fracdo de acetato de etila de média polaridade (CrFEACE)
manteve-se ativa, com 45,6% de inibicdo, similar a apresentada pelo extrato bruto,
sugerindo que os compostos responsdveis pela inibicdo estdo mais presentes nessa
fragdo. As fragdes oriundas do extrato bruto do fruto tanto a apolar como a de média
polaridade perderam a atividade apos o fracionamento apresentando 10,2% (CrFrEHe) e
20,3% (CrFrEACE) de inibigdo. Foi feito o teste com o controle positivo (quercetina)
para comparag¢do da inibi¢do, a inibicdo da enzima elastase foi de 99,8% (Figura 4.17).
Os resultados de inibi¢do sugerem que a interacdo dos compostos presentes nas fragdes
hexanica, acetato de etila e hidroalcoodlica dos extratos possibilitaram uma maior
inibicao da atividade da elastase, visto que o material bruto apresentou maior inibi¢ao
que as fragdes, algo que pode ser explicado pelo sinergismo entre as fragdes do extrato
bruto, fazendo com que o todo possua maior inibicdo em comparagdo aos fracionados
(GERTSCH et al., 2011).

A investigacdo quimica realizada nos extratos ativos dos frutos e das
folhas permitiu a anotacdo de alguns compostos conhecidos pela sua atividade
anti-elastase, podendo justificar a atividade inibitoéria encontrada nos extratos. A
quercetina (Figura 4.2), utilizada como controle positivo no ensaio enzimatico, foi um
dos compostos anotados na matriz de ambos os extratos da C. ribesioides. O 1Cs, para
quercetina ¢ de 11,64 + 0,67 pg/mL frente a elastase (SUTJIATMO et al., 2020).

Também foi anotado nos frutos o acido triterpénico (ursélico ou
oleanodlico) (Figura 4.4), conhecido como inibidor de elastase com ICs, de 10,91 = 0,03
pg/mL, composto usado como controle positivo nos ensaios frente as enzimas
colagenase, elastase e hialuronidase, que sdo responsaveis pela degradagdo de proteinas
estruturais e outros danos na epiderme (CHOMPOO et al., 2012). De acordo com LEE e
colaboradores (2001) a poténcia inibitoria foi determinada para ambos os isdmeros, com
valores de I1Cs, de 76,5 pg/mL para o 4acido oleandlico e 31 ug/mL para o acido ursolico.

A rutina, que foi anotada no extrato bruto das folhas, também ¢ um

composto inibidor de elastase, com valor de ICs, de 46,88 pg/mL (Figura 4.8)
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(GIRSANG et al., 2020). As inibigdes observadas para os extratos brutos (Figura 4.17)
podem ser justificadas pela presenca desses e de outros compostos que apresentam

atividade anti-elastase presentes no fruto e folha da C. ribesioides.

Figura 4.18 Avaliacdo do potencial inibitério dos extratos etanolicos e fracdes obtidas

de C. ribesioides frente a enzima tirosinase.
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O ensaio das amostras de C. ribesioides frente a enzima tirosinase foi
realizado usando o 4cido kojico como controle positivo (100 pg/mL), que apresentou
inibicdo de 92,9% (Figura 4.18). Nenhuma das amostras testadas, extratos e fracgdes,
apresentou inibicao significativa em tirosinase, os extratos etanolicos brutos CrFE e
CrFrE apresentaram 20,1% e 23,4% de inibicdo, respectivamente. As fracdes
apresentaram porcentagem ainda menor, sendo que apenas a fragdo em acetato de etila
da folha (CrFEACE) manteve uma inibicdo préoxima do extrato bruto com 18,9% de
inibicao.

De acordo com a literatura, os compostos anotados como: a quercetina e
a rutina apresentaram atividade inibitdria da tirosinase, com ICy, de 22 pg/mL (KUBO
et al., 2020) e 55,65 pg/mL (GIRSANG et al., 2020), respectivamente. Assim como, 0s
acidos ursolico e oleandlico com ICs, de 84 + 0,09 ¢ 14,8 + 0,16 pg/mL,
respectivamente (NILE et at., 2019). A baixa atividade observada nas amostras testadas
pode se dar pela baixa concentracdo desses compostos inibidores, ou pelo fato de

estarem inseridos em uma matriz complexa que dificulta sua atividade antitirosinase.
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4.4 - ENSAIO ANTIOXIDANTE (DPPH)

O DPPH ¢ um radical livre que apresenta uma coloracdo roxa, que
absorve no comprimento de onda de 517 nm. No ensaio, o composto antioxidante reage
com o DPPH doando um elétron ou um hidrogénio, assim o radical se converte em uma
molécula estdvel (DPPH-H) (Figura 4.19), adquirindo uma coloragdo amarela, e
consequentemente uma reducdo da absorbancia no comprimento de onda, isso faz com

que tenha a redugdo da absorbancia em 517 nm (AGUIAR; NOVELLI, 2020).

Figura 4.19 Reacdo do radical DPPH com um composto antioxidante. 1: DPPH na
forma de radical (solugdo roxa), 2: DPPH reduzido (DPPH-H) (solugdao amarela).
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Para quantificar o potencial antioxidante dos extratos etandlicos (CrFE e
CrFrE), das fragdes (CrFEACE e CrFrEACE) e padrdo (dcido ascorbico), foi feita a
curva de DPPH, com concentragdes entre 10 ¢ 60 uM (Figura 4.20), seguindo a
metodologia j& apresentada, foi realizada a leitura de cada concentragdo no

comprimento de onda de 517 nm.

Figura 4.20 Curva de calibragao do DPPH.
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Em ensaios de determinacao de atividade antioxidante através do método
com DPPH ¢ comum o uso do acido ascorbico como padrao, pois o composto apresenta
alta capacidade de sequestrar o radical livre (ABRAHAO et al., 2012). A curva analitica
do padrao (Figura 4.21) demonstrou a relagdo da concentragdo do analito com a sua
atividade antioxidante, em que € possivel observar que mesmo em baixas concentragdes
o padrdo reduziu consideravelmente o DPPH. Na concentragdo de 5 pg/mL o acido
ascorbico apresentou uma atividade de 96% que ndo teve grande variagdo em
concentragdes maiores, também foram quantificadas outras informacdes, como ECs, a
quantidade de amostra necessaria para reduzir um grama de DPPH, e IAA (indice de
atividade antioxidante). O ECs, foi de 1,67 pg/mL, a massa necessaria para reduzir o
radical sendo de 0,16 g &cido ascorbico/g DPPH e o TAA de 14,37 (Tabela 4.4). Na
literatura a concentragdo para ter uma atividade superior a 90% seria de 25 pg/mL
(ABRAHAO et al., 2012), e um ECs, de 6,69 pg/mL (COSTA et al., 2013), a distingio
nos valores pode se dar pela metodologia aplicada, como concentracdo do radical livre,
tempo de incubagdo, comprimento de onda empregado ou fatores laboratoriais, mas
pode ser observado que dado a alta atividade antioxidante o uso do acido ascérbico

como padrdo ¢ valido.

Figura 4.21 Capacidade sequestrante de DPPH do 4cido ascérbico.
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Tabela 4.4 Quantificacao da atividade antioxidante do padrao.

Amostra Acido ascorbico

5 pg/mL (%) 96
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Amostra Acido ascorbico

ECs (ng/mL) 1,67

g amostra/ g DPPH | 0,16

[AA 14,37

No ensaio antioxidante para os extratos da folha (CrFE), do fruto (CrFrE)
e das fracoes de acetato de etila (CrFEACE e CrFrAcE) da C. ribesioides foram testadas
diferentes concentracdes. No extrato bruto da folha e do fruto foi visto que a partir da
concentragdo de 50 pg/mL tiveram uma atividade sequestrante do radical superior a
93%. Na triagem para as fragdes de acetato de etila da folha e do fruto, foi observada
um perfil semelhante de atividade mas em concentracdes inferiores (12,5 e 25 pg/mL),
0 que era o esperado ja que se trata de uma fracao que possui uma alta concentracao de
compostos antioxidantes (Tabela 4.5). A triagem preliminar para as quatro amostras
constatou que a partir da concentragdo de 25 pg/mL a porcentagem da atividade

antioxidante das amostras ndo apresentava variacao (Figura 4.22).

Figura 4.22 Perfil da atividade antioxidante observado nas amostras.
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Para as amostras CrFE e CrFrE foram escolhidas as concentragdes 1,57;
3,13; 6,25; 9,38, 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL, e apds utilizar a absorbancia de cada
concentragdo foi feito o calculo da porcentagem da atividade antioxidante e entdo
plotada as informacdes em forma de graficos (Figura 4.23 ¢ 4.24). Aplicando as
formulas apresentadas na metodologia foram obtidas as seguintes informagdes ECsy,

quantidade (em gramas) de extrato para reduzir um grama de DPPH (g extrato/ g
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DPPH) e IAA. Foi determinado um ECs, de 10,64 e 8,31 pg/mL para o CrFE e CrFrE,
em gramas foi quantificado 1,02 e 0,80 g extrato/ g DPPH para reduzir um grama do
radical, com o indice de atividade antioxidante de 2,26 e 2,89 para o CrFE e CrFrE
respectivamente (Tabela 4.5). Nao foram encontrados resultados na literatura para a C.
ribesioides, entdo foi feita a comparagdo com resultados da espécie C. asiatica, pois por
estarem no mesmo género poderiam apresentar similaridade quimica e bioldgica. O
extrato etandlico da folha da C. asiatica obteve um ECs, de 26,6 ng/mL (MANQOJJ et
al., 2020), também foi quantificado o ECs, para o extrato acetonico da folha, com ECj,
de 20,38 pg/mL (KARTHIKKUMARAN et al, 2014), mostrando que os extratos da C.
ribesioides apresentaram uma atividade antioxidante maior. O IAA calculado para o
CrFE e CrFrE corroboram esse potencial, visto que quando esse indice € superiora 2 a

atividade ¢ considerada alta (Tabela 4.5) (COSTA et al., 2017).

Figura 4.23 Atividade antioxidante do extrato CrFE, quantificada pela capacidade
sequestrante de DPPH.
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Figura 4.24 Atividade antioxidante do extrato CrFrE, quantificada pela capacidade

sequestrante de DPPH.

60



95 = 3

o 85
5
= 75 -
5
= 65
&
v 55 =
n=}
S 5
= T
Z 35
R
25 I
T
15
0,2 0,7 1,2 1,7
Log [ng/mlL]

Para as fragdes de acetato de etila da folha e do fruto da C. ribesioides
foram escolhidas as concentragdes 2; 4; 6,25; 9,38; 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL. Também
foram calculados as porcentagens da atividade antioxidante e posteriormente plotado em
formato de grafico a concentracdo em fung¢ao da atividade antioxidante para cada fragao
(Figura 4.25 e 4.26). O EC;, para CrFEACE foi de 6,79 ng/mL e de para CrFrEACE foi
de 7,12 pg/mL, enquanto a quantidade (em grama) de extrato necessaria para reduzir
um grama de radical livre foi de 0,65 e 0,68 g extrato/ g DPPH, também foi obtido um
IAA de 3,53 e 3,37, respectivamente (Tabela 4.5). Apos a comparagdo dos resultados
dos extratos com as fragdes, foi visto que a atividade antioxidante das frag¢des foi
superior em relagdo ao extrato bruto, isso pode ser explicado pela concentragdo de
compostos fenolicos, que apresentam atividade antioxidante, esse teor foi quantificado

nos ensaios seguintes.

Figura 4.25 Atividade antioxidante da fracdo CrFEACE, quantificada pela capacidade

sequestrante de DPPH.
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Figura 4.26 Atividade antioxidante da fracdo CrFrEACE, quantificada pela capacidade

sequestrante de DPPH.
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atividade antioxidante das amostras CrFE, CrFEACE,

CrFrE e CrFrEACE.

Amostra CrFE Amostra CrFEACE

50 pg/mL (%) 94,8 12,5 pg/mL (%) 83,6

ECs (ng/mL) 10,64 ECs (ng/mL) 6,79

g extrato/ g DPPH [1,02 g extrato/ g DPPH (0,65

1AA 2,26 IAA 3,53
Amostra CrFrE | Amostra CrFrEAcE
50 pg/mL (%) 93,9 25 pg/mL (%) 94,5
ECs (ng/mL) 8,31 ECs (ng/mL) 7,12
g extrato/ g DPPH | 0,80 g extrato/ g DPPH | 0,68
1AA 2,89 IAA 3,37

4.5 - QUANTIFICACAO DOS FENOIS TOTAIS

O reagente Folin-Ciocalteu usado na quantificacdo de fenois totais ¢

composto por complexos de molibdénio e tungsténio (&cidos fosfomolibdico e

fosfotiingstico), a solugdo possui cor amarelada devido ao estado de oxidagdo desses

metais. O método colorimétrico ¢ baseado na redugdo do molibdénio pelo ion fenolato.
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Nessa rea¢do ocorre a mudanga do estado de oxida¢do do metal de Mo®" (cor amarela)

para Mo™ (cor azul) que absorve em 765 nm (Figura 4.27) (PEREZ et al., 2023).

Figura 4.27 Reducao do molibdénio presente no reagente Folin-Ciocalteu pelo padrdo

(acido galico), para determinacao dos fenois totais.
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Foi feita a curva de calibragdo usando 4cido galico como padrao (Figura

4.28), para constru¢ao da curva foram preparadas diferentes concentragdes do padrao

(10, 20, 40, 60, 80 e 100 pg/mL), adicionados nos tubos reacionais e lidos a 765 nm,

conforme descrito na metodologia. As absorbancias determinadas foram usadas para

determinar a equagdo de reta (y = 0,0075x - 0,0639), usada para calcular o equivalente

de 4cido galico (EAG) nas amostras.

Figura 4.28 Curva de calibragdo para quantificagdo de compostos fenolicos.
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Tabela 4.6 Teores de compostos fenolicos presentes na C. ribesioides.

Amostra massa (mg) metanol (mL) mg EAG/g % (m/m)
CrFE 1,7 1,308 185,92 18,59
CrFrE 1,8 1,385 207,51 20,75
CrFEACE 1,5 1,154 280,56 28,06
CrFrEACE 2,2 1,692 243,17 24,32
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Figura 4.29 Quantificagdo dos compostos fendlicos (mg EAG/g) nos extratos
etandlicos da folha, do fruto e das fragdes de acetato de etila de C. ribesioides (CrFE,

CrFrE, CrFEACE e CrFrEACE).
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Os extratos etandlicos do fruto e da folha da C. ribesioides apresentaram
207,51 e 185,92 mg EAG/g (Figura 4.31) com teores de compostos fendlicos totais de
20,75 e 18,59% (m/m) respectivamente (Tabela 4.6), enquanto as fracdes de acetato de
etila do fruto e da folha tiveram concentracdes superiores de fenois (243,17 e 280,56 mg
EAG/g), como o esperado. Nao foi encontrado nenhum registro na literatura de ensaio
de quantificagdo de fendis totais para a espécie C. ribesioides, mas foi encontrado
alguns estudos voltados para o género, como por exemplo, o extrato etanolico da folha
da C. asiatica apresentou concentracao de 236 mg EAG/g (MANOJJ et al., 2020).
Outro estudo quantificou os fendis totais em diferentes extratos da folha da Chomelia
asiatica, foram realizadas extragdes com éter de petrdleo, cloroférmio, acetona, metanol
e agua quente, foram constatadas as concentragdes de 254, 373, 572, 206 ¢ 169 mg
EAG/g, com a quantidade de compostos fendlicos variando entre 169 e 572 mg EAG/g,
dependendo do solvente utilizado (KARTHIKKUMARAN et al, 2014). Os resultados
experimentais da C. ribesioides estdo em conformidade aos da espécie de mesmo
género (C. asiatica) encontrados na literatura.

Os compostos fenolicos apresentam alta atividade antioxidante devido
sua capacidade de doar atomo de hidrogénio, fazendo com que esses compostos atuem
como sequestradores de radicais livres (SOARES, 2002). Os compostos anotados pelo

GNPS mostram a presenga de compostos fenolicos nas amostras CrFE e CrFrE (Tabela
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4.2), e a quantificacdo dos fendis totais nas amostras da C. ribesioides determinou um
teor (mg EAG/g) semelhante ao da C. asiatica presente na literatura. A presenga desses
compostos junto do teor observado justifica a forte atividade antioxidante que foi

registrada no ensaio de DPPH (Tabela 4.5).

5- CONCLUSAO

A investigagdo quimica dos extratos etandlicos da folha e do fruto da
espécie C. ribesioides na técnica de CLUE-IES-QqTOF-EM/EM possibilitou a
desreplicacdo de 10 compostos pela plataforma do GNPS, sendo majoritariamente
compostos fenolicos. A técnica de CG-EM trouxe a identificacdo de 9 compostos
presentes na fracdo hexanica da folha e do fruto da C. ribesioides, os compostos
pertencentes as classes dos alcanos, acidos graxos e diterpeno.

Nos ensaios biologicos, os extratos CrFE e CrFrE tiveram bons
resultados frente a enzima elastase, com atividade inibitoria em torno de 58%, todavia
foi observado a perda da atividade quando foi realizado a triagem das fra¢des (hexanica,
acetato de etila e hidroalcodlica). Os resultados dos extratos e das fracdes frente a
tirosinase nao apresentaram atividades expressivas, com a maior atividade préximo de
23%. Com base na literatura, os provaveis responsaveis pela atividade inibitéria
enzimatica seriam os compostos fenolicos (acido triterpénico), flavonoides (quercetina e
rutina).

No ensaio da atividade antioxidante com as amostras testadas, foi
observado um significativo potencial antioxidante, com atividade em torno de 94% na
concentracdo de 50 ug/mL dos extratos bruto, e com atividade similar para as fragdes de
acetato de etila mesmo em concentragdes inferiores (25 e 12,5 pg/mL). Os extratos
etanolicos da folha e do fruto apresentaram ECs, de 10,64 e 8,31 pg/mL. Quando foram
testadas as fracOes de acetato de etila, foram observados ECs, menores, de 6,79 ¢ 7,12
pg/mL, justificavel pela maior concentracdo dos compostos antioxidantes. De modo
geral o TAA foi determinado acima de 2,26 comprovando uma alta atividade
antioxidante para as quatro amostras (CrFE, CrFEACE, CrFrE, CrFrEACE). Tendo em
vista as atividades biologicas foi feita a quantificagao dos compostos fenolicos totais, os
teores ficaram entre 186 - 208 mg EAG/g (18,6 e 20,8%) para os extratos bruto, e 243 -
281 mg EAG/g (24,3 e 28,1%) nas fragcdes de acetato de etila. Neste sentido, o uso das
técnicas hifenadas em conjunto com as ferramentas de molecular networking e bancos

de dados nos diferentes softwares utilizados, foi possivel contribuir com o
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conhecimento quimico desta espécie C. ribesioides, até entdo desconhecida. A parte
bioldgica também foi enriquecedora para a espécie, principalmente a atividade
antioxidante que apresentou um alto potencial para a aplicagdo em formulagdes
cosméticas. Em etapas futuras poderia ser feito ensaio de citotoxicidade, estabilidade,

entre outros, para comprovar a aplicagdo cosmética.
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