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RESUMO

Preparo, caracterizacdo quimica e avaliacdo da bioatividade de extratos de frutos e
folhas da espécie Sechium edule (Jacq.) Swartz (chuchu) contra o Trypanosoma cruzi
ROMANO, A. M.; LUCAS, E. M. F.; ALVES, T. M. A.

Descoberta em 1909 pelo cientista brasileiro Carlos Chagas, a doenca de Chagas classifica-se
como uma infeccdo sistémica de evolucdo crénica causada pelo protozoario Trypanosoma
cruzi. Considerada como uma patologia tropical negligenciada, a ocorréncia desta infecgdo
acomete o continente da Ameérica latina, sendo os insetos da familia dos triatomineos,
popularmente conhecidos como “insetos barbeiros”, os principais vetores responsaveis por sua
transmissao nos hospedeiros vertebrados. A maior incidéncia de casos epidemiologicos ocorre
em regides rurais principalmente devido a deficiéncias na qualidade de vida das populacdes
interioranas, uma vez que as condi¢bes de moradia de comunidades carentes do interior
usualmente podem servir de habitat para insetos triatomineos que hospedam o protozoario.
Apesar de haver um grande avancgo ao longo dos anos quanto a potenciais drogas terapéuticas
anti-Trypanosoma cruzi, atualmente nenhuma apresenta resultado capaz de promover a cura
definitiva da fase crbnica da tripanossomiase, apenas promovem efeitos supressivos. Nesta
perspectiva, os fitofarmacos presentes em plantas medicinais referem-se a um possivel recurso
complementar para o tratamento de tal enfermidade, uma vez que estudos laboratoriais de
determinados produtos naturais de espécies vegetais confirmam sua atividade contra células do
protozoario T. cruzi. A espécie Sechium edule (Jacg.) Sw., conhecida popularmente como
chuchu, é utilizada na medicina tradicional por apresentar uma vasta composi¢do nutricional e
propriedades farmacoldgicas, relacionadas especialmente a problemas de hipertenséo, renais,
intestinais e entre outros. Apesar da caréncia de estudos bibliograficos a respeito da possivel
atividade do chuchu contra o protozoario Trypanosoma cruzi, pesquisas relatam uma acgéo
positiva contra o patdgeno para algumas flavonas presentes na composicdo desta espécie: a
apigenina, luteolina e vicenina-2. Assim, o trabalho em questao propds o preparo em diferentes
condicdes de extratos de chuchu, a sua caracterizacdo quimica e avaliacdo da possivel
bioatividade destes diferentes extratos sobre o Trypanosoma cruzi. Como metodologias
empregadas no estudo, realizou-se o preparo de extratos vegetais das folhas secas e frescas,
bem como do fruto, empregando-se as técnicas de extracdo por maceracdo e Soxhlet e com o
emprego dos solventes etanol e diclorometano. Em seguida, determinou-se o perfil quimico e
cromatografico dos extratos preparados, por intermédio da aplicacdo das técnicas de
cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia liquida de ultra alta performance
acoplada a espectrometria de massas com ionizagdo por elesctrospray (UHPLC-ESI-MS/MS).
Por fim, avaliou-se preliminarmente a atividade dos extratos, por uma triagem in vitro de drogas
anti - T. cruzi. Os resultados do estudo por UHPLC-ESI-MS/MS identificaram a presenca dos
flavonoides e flavonas isoschaftosideo, roifolina, diosmina, luteolina, kaempferol e crisoeriol,
além de aminoacidos no estudo sobre as fracGes dos extratos etanolicos das folhas da espécie,
bem como aglcares, aminoacidos e &cidos graxos glicosilados nas fragdes dos extratos
etandlicos dos frutos. Além disso, o método extrativo que conduziu a presenga de maior
variedade de flavondides foi 0 emprego de folhas secas por maceracéo a frio em etanol. Os
ensaios de triagem in vitro de drogas anti - Trypanosoma cruzi apontaram resultados
insatisfatorios para a inibigdo do crescimento do patdgeno, apesar de terem sido detectadas, nos
extratos etanolicos das folhas da espécie, as flavonas que apresentam acdo sobre o T. cruzi, a
apigenina e luteolina.

Palavras-chave: Sechium edule. Fitofarmacos. Trypanosoma cruzi.
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1 INTRODUCAO

Descrita em 1909 pelo médico cientista brasileiro Carlos Chagas, a doenca de Chagas
caracteriza-se como uma infeccdo sistémica de evolugdo cronica, causada pelo protozoario
monoflagelado Trypanosoma cruzi. O agente etiologico da doenca é representante da Familia
Trypanosomatidae, sendo categoricamente encontrado tanto em hospedeiros vertebrados, sendo
comumente presente no homem, cées, gatos morcegos e outros animais, quanto em seus vetores
invertebrados (VINHAES e DIAS, 2000). Apesar de poder ser difundida de maneira
transfusional, 80% da transmissdo desta doenca infecciosa é realizada por meio de um
mecanismo vetorial do parasita através de insetos triatomineos, sendo a espécie Triatoma
infestans, popularmente conhecida como inseto barbeiro, a principal responsavel pela endemia
chagasica em paises da América do Sul (WHO, 2024).

A ocorréncia desta infeccdo se dd em quase todo continente da América latina,
categorizando-se como uma das patologias endémicas de maior distribuicdo neste territorio. A
maior incidéncia de casos epidemioldgicos em regides rurais se deve principalmente a
deficiéncias na qualidade de vida de populacGes do interior. Isto pois, as condi¢fes de moradia
de comunidades interioranas usualmente podem servir de habitat para insetos triatomineos que
hospedam o Trypanosoma cruzi (VINHAES e DIAS, 2000).

O curso clinico desta doenca é caracterizado como bifasico, marcado por uma fase
aguda (que pode ser sintomatica ou assintomatica) e uma fase cronica, cujos sintomas estao
diretamente relacionados aos sistemas cardiovascular e digestivo. A vista disso, a doenca de
Chagas refere-se a um problema preocupante justamente pela variedade de danos que envolvem
0 paciente chagasico. O ciclo bioldgico do parasita em seus hospedeiros, por sua vez, é
considerado complexo e apresenta as formas evolutivas tripomastigotas, amastigotas,
epimastigotas e esferomastigotas. Entretanto, dentre estas formas, somente a tripomastigotas e
amastigotas sdo ocorrentes nos hospedeiros vertebrados e, por isso, sdo utilizadas como
marcadores para a identificacdo laboratorial da doenca (COSTA et al., 2018).

Além de ser classificada como uma enfermidade endémica, outra grande preocupacao
quanto a doenca de Chagas € o fato de seu tratamento prosseguir parcialmente ineficaz. Isto
pois, apesar de haver um grande avango ao longo dos anos quanto a potenciais drogas
terapéuticas para esta doenca, nenhuma até entdo apresenta um resultado capaz de promover a
cura definitiva da fase cronica da tripanossomiase, promovendo apenas, efeitos supressivos da
fase aguda (WHO, 2024).

Nesta perspectiva, os fitofarmacos presentes em plantas medicinais referem-se a um

possivel recurso complementar de tratamento de tal enfermidade, uma vez que estudos
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laboratoriais de determinados produtos naturais oriundos de espécies de plantas apresentam
bioatividade contra o protozoario T. cruzi. Segundo Simdes et al. (2010), os fitofarmacos
referem-se a metabdlitos secundarios de plantas que apresentam uma determinada atividade
farmacologica, podendo ou ndo apresentar uma aplicacdo terapéutica. Logo, a aplicacdo de
procedimentos fitoquimicos biomonitorados de extratos de plantas, bem como a elucidagdo
estrutural e estudo farmacoldgico de fitofarmacos, referem-se a processos fundamentais para a
descoberta de novos farmacos, pois sdo responsaveis pelos avangos tecnolégicos de producgéo
de novos medicamentos alopéticos e fitoterapicos (FERNANDES, 2020), cuja aplicacédo
também pode ser vélida para o desenvolvimento de novos meios terapéuticos para a doenca de
Chagas.

Apesar da caréncia de relatos bibliograficos a respeito da possivel atividade da espécie
Sechium edule (Jacg.) Sw. contra 0 protozoario Trypanosoma cruzi, pesquisas laboratoriais
antecedentes relatam uma acgdo positiva para algumas flavonas presentes na composicao desta
espécie contra o patégeno em questdo (UCHIYAMA, 2009; IZUMI et al., 2011). Popularmente
conhecida como chuchu, a espécie Sechium edule é conhecida na medicina tradicional por
apresentar uma vasta composicao nutricional e propriedades farmacoldgicas, principalmente
relacionadas a problemas de hipertens3o, renais, intestinais e entre outros (VASQUEZ, 2008).
Deste modo, a realizacdo de pesquisas que evidenciam a presenca destas substancias ativas
sobre o T. cruzi em extratos S. edule, preparados por diferentes metodologias, faz-se necessaria,
justamente para verificar se a referida espécie apresenta uma bioatividade contra o protozoario,

fato este que justifica o interesse de estudo da presente pesquisa.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

A presente pesquisa objetiva realizar o preparo, caracteriza¢cdo quimica e avaliacdo da

possivel bioatividade de diferentes extratos de Sechium edule contra o Trypanosoma cruzi.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Realizar o preparo de extratos vegetais das folhas secas e frescas, bem como do fruto, da
espécie Sechium edule, empregando-se as técnicas de extracao por maceracao e Soxhlet em
diferentes solventes (etanol e diclorometano);

 Determinar o perfil quimico dos extratos preparados por intermédio da aplicagdo das
técnicas de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (HPLC-MS), verificando também se nestes
extratos ha a presenca de flavonoides relatados na literatura como sendo ativos sobre o
Trypanosoma cruzi.

% Realizar bioensaios in vitro dos extratos brutos de S. edule, a fim de verificar a bioatividade

destes contra células do protozoario Trypanosoma cruzi.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 ADOENCA DE CHAGAS E O Trypanosoma cruzi

Classificada como uma das doencas endémicas que acometem o territorio da Ameérica
Latina, a doenca de Chagas caracteriza-se como uma infec¢édo sistémica de evolugéo cronica
causada pelo protozoario flagelado da espécie Trypanosoma cruzi. Considerada como uma
patologia tropical negligenciada, a doenca de Chagas foi pela primeira vez descrita pelo médico
cientista brasileiro Carlos Chagas em 1909, o qual identificou seu agente etiologico, ciclo de
bioldgico de vida, bem como os vetores responsaveis por sua transmissdo (WHO, 2024).

De maneira geral, a via de propagacdo vetorial é considerada a de maior relevancia
epidemioldgica para os quadros clinicos de infecgdo chagasica, correspondendo a cerca de 80%
dos casos da patologia, sendo os insetos da Familia dos triatomineos, popularmente conhecidos
como “barbeiros”, 0s responsaveis por sua transmissao nos hospedeiros vertebrados. Apesar da
relevancia da transmisséo vetorial, a via oral e vertical de propagacdo, bem como a via
transfusional, também se caracterizam como outras rotas de disseminacdo do agente
atualmente, principalmente nas que acometem as areas urbanas (SANTOS e FALCAO, 2020).

Historicamente, o primeiro quadro clinico de infecgdo chagésica citado no homem
ocorreu em 14 de abril de 1909, onde o médico e cientista Carlos Chagas, até entdo assistente
de pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz, ao examinar uma crianca febril de dois anos de idade,
identificou um tripanosoma flagelado do mesmo tipo que havia encontrado antes no tubo
digestivo de insetos barbeiros. Diante disso, Chagas decidiu por estudar mais profundamente o
parasito, enviando amostras de barbeiros para o laboratério do Instituto. Ao promover ensaios
de infeccdo do protozoario em micos, 0 médico confirmou sua hipdtese que este tripanosoma
seria uma nova espécie circulante entre barbeiros, mamiferos e humanos. Logo, em homenagem
a Oswaldo Cruz, Carlos Chagas nomeou essa nova espécie de Trypanosoma cruzi, descobrindo
também uma nova doenca humana: a tripanossomiase americana, popularmente conhecida
como doenca de Chagas (COSTA et al., 2018).

A incidéncia desta infeccdo, portanto, mostrou-se ao longo dos anos de grande
relevancia social. Isto pois, a doenca de Chagas exemplifica claramente os efeitos resultantes
das modificacdes e intervencbes do homem para com o meio ambiente, visto que o parasito T.
cruzi era originalmente restrito ao ambiente silvestre, acometendo somente mamiferos do
habitat natural através de seu inseto vetor ou por via oral, por intermédio consumo de vetores e
mamiferos infectados. Dessa forma, foi justamente a intervengdo humana nesses ecossistemas
a responsavel por fazer com que sua prépria espécie fosse inserida no ciclo epidemiologico da

doenca. Além disso, os quadros clinicos de infecgdo chagasica também sdo estritamente
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correlacionados a problematica da desigualdade social e deficiéncias na qualidade de vida da
populacdo interiorana da Ameérica Latina, onde é estimado cerca de 16 a 18 milhGes de pacientes
infectados e uma populacéo de oitenta milhdes de individuos em situacéo de risco de infeccéo.
Este fato, portanto, se deve as condi¢fes de moradia das comunidades carentes do interior, das
quais usualmente podem servir de habitat para insetos triatomineos que hospedam o
Trypanosoma cruzi (VINHAES e DIAS, 2000).

O ciclo bioldgico de vida do agente etioldgico Trypanosoma cruzi € marcado por
apresentar uma complexa evolucéo de suas formas no interior das células de seus hospedeiros
invertebrados (vetores do género Triatominae) ou vertebrados (homens, morcegos, cées, gatos,
entre outros mamiferos). Biologicamente, tal ciclo é caracterizado por apresentar uma
sequéncia de quatro formas evolutivas do protozoario: tripomastigotas, amastigotas,
epimastigotas e esferomastigotas, conforme representado na figura 1. Dentre elas, somente as
formas tripomastigotas e amastigotas do parasito sé@o desenvolvidas em seus hospedeiros
vertebrados, sendo, portanto, utilizadas como marcadores para a identificacdo laboratorial da
doenca (COSTA et al., 2018).

Figura 1 - Ciclo biol6gico de vida do protozoario Trypanosoma cruzi
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Fonte: Research gate (2021).
Durante o ciclo bioldgico evidenciado na figura acima, a fase humana da infec¢éo inicia-

se primeiramente quando um inseto triatomineo pica um ser humano, depositando suas fezes
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contendo a forma tripomastigota metaciclica do parasita. Os protozoarios entdo penetram
através da pele humana pelo local da picada, ou atraveés de uma mucosa, e invadem varias
células proximas ao ponto de entrada, onde se transformam em amastigotas. Tais células
amastigotas, portanto, se multiplicam por divisdo binaria e se transformam novamente em
tripomastigotas, causando a lise das células hospedeiras e entrando na corrente sanguinea.
Assim, o parasita pode, entdo, infectar novas células, onde se transforma novamente em
amastigota, reiniciando o ciclo, ou ser ingerido por um novo vetor durante a alimenta¢do no
sangue do hospedeiro. Caso esta ultima op¢do aconteca, o ciclo vetorial comeca, onde, no
intestino médio do vetor, a forma tripomastigota se transforma em epimastigota e comega a se
replicar. Neste mesmo local, as células epimastigotas diferenciam-se em tripomastigotas
metaciclicos, que sdo entdo excretadas nas fezes do vetor, reiniciando um novo ciclo de infeccao
humana (SANTOS e FALCAO, 2020).

Quanto as manifestacfes clinicas da doenca, a infeccdo chagésica é marcada por
apresentar um curso clinico bifasico, com uma fase aguda, podendo ser assintomética ou
sintomatica, e uma fase cronica, podendo esta, ser manifestada apds varios anos da infecgéo.
Nesse sentido, ap6s um periodo de incubacdo, inicia-se a fase aguda da doenca, que dura de
seis a oito semanas. Embora a maioria dos pacientes ndo apresente sintomas iniciais, alguns
podem apresentar sinais de febre, mal-estar, dores musculares, vomitos e diarreia. Em certos
casos, sinais de infeccdo local também podem surgir, como o sinal de Romana (inchago indolor
na palpebra) e o Chagoma (nddulo eritematoso em outras partes da pele). Geralmente, a fase
aguda da doenca se resolve espontaneamente e sem tratamento, deixando, posteriormente, o
paciente cronicamente infectado. Assim, a maioria dos infectados desenvolvem a forma
indeterminada da doenca, caracterizada pela auséncia de sintomas, mas com soropositividade
para T. cruzi. Ja na fase cronica sintomatica, alguns pacientes, apds anos assintomaticos, podem
desenvolver complicacdes cardiovasculares e digestivas devido a alteracBes anatdmicas no
miocardio e no tubo digestivo. Dessa maneira, a forma cronica cardiaca da doenca é a mais
significativa devido a alta taxa de mortalidade, causada por danos no sistema de conducéao e
insuficiéncia cardiaca por miocardite nos casos graves, enquanto as manifestacdes
gastrointestinais ocorrem em 15-20% dos pacientes, incluindo a dilatagdo do trato
gastrointestinal (WHO, 2024).

O diagnéstico da doenca, por outro lado, pode ser realizado nas diversas fases da
infeccdo. Durante a fase aguda, o método diagnostico mais sensivel é por intermédio da
deteccdo do material genético do T. cruzi através da reacdo em cadeia de sua DNA polimerase.

No entanto, ha outros métodos de diagnostico que incluem: hemocultura, observacéo direta do
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parasita no sangue periférico e biopsia de 6rgdos afetados. Ainda, nesta fase inicial da doenga,
ja é possivel detectar alteracdes eletrocardiograficas, principalmente em pacientes com
miocardite. A forma indeterminada da doenca € caracterizada por sorologia positiva ou
evidéncia parasitologica da infeccdo, mas sem sinais ou sintomas evidentes, nem alteragdes no
eletrocardiograma ou radiografia de térax. Podem ser observadas pequenas alteracfes em
exames mais sensiveis, como ecocardiografia, ressonancia magnética cardiaca, bidpsia
endomiocardica, etc. Ja durante a fase cronica, os métodos diagnosticos mais eficazes envolvem
a deteccdo de anticorpos contra o agente etiologico. Assim, as principais técnicas utilizadas
incluem imunofluorescéncia indireta, ensaio imunoenzimatico (ELISA) e hemaglutinacdo
indireta (SANTOS e FALCAO, 2020).

Além dos problemas associados a questdo social da doenca de Chagas, bem como aos
fatores envolvidos aos sintomas e diagnosticos dos seus pacientes, uma outra grande
problemética associada a infeccdo chagésica sdo os métodos terapéuticos da patologia
(VINHAES e DIAS, 2000). Isto porque, apesar dos avangos alcancados nas Ultimas décadas, o
tratamento da doenca de Chagas continua parcialmente ineficaz. Embora varias drogas tenham
sido estudadas, nenhuma conseguiu eliminar completamente a infeccdo pelo T. cruzi e
proporcionar sua cura definitiva para sua fase cronica, elas apenas corroboram para efeitos
supressivos. Ademais, apesar de que tenham sido testadas diversas drogas para o tratamento da
infeccdo, até o momento, apenas dois compostos ativos mostraram resultados favoraveis: o
nifurtimox e o benznidazol, sendo o benznidazol o unico utilizado atualmente no Brasil (WHO,
2024). Este fator, portanto, evidencia a necessidade de uma maior atencdo por parte dos
governos e 6rgdos de salde publicos para com o investimento em pesquisas sobre a doenca, a
fim de colaborar para a descoberta e desenvolvimento de métodos alternativos mais eficazes

para a cura da doenca de Chagas.

3.2. PRODUTOS NATURAIS BIOATIVOS

3.2.1 Plantas medicinais e fitofarmacos

Conceitualmente, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,
2022), as plantas medicinais s@o definidas como espécies de plantas capazes de atuar no
organismo de forma a exercer uma funcdo sob determinada enfermidade, seja na sua prevencéo,
tratamento ou até mesmo cura. Constituidas como praticas milenares da humanidade, o uso
deste tipo de espécies estabeleceu-se em observacdes empiricas e procedimentos populares de
comunidades tradicionais para o desenvolvimento da producdo de remeédios caseiros e
comunitarios (FERNANDES, 2020).
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Analogamente, é de conhecimento cientifico que os principios ativos terapéuticos destas
espécies de plantas estdo estritamente relacionados a presenca de componentes quimicos
oriundos de sua biossintese, sendo denominados cientificamente como metabdlitos secundarios,
também chamados de produtos naturais (DEWICK, 2009). O avanco de pesquisas ao longo das
ultimas décadas possibilitou, portanto, um melhor entendimento das acles terapéuticas
promovidas pelos extratos vegetais, de maneira a assimilar as relagdes de biossintese de
metabolitos das espécies vegetais com o ambiente em que se encontram (PEREIRA e
CARDOQOSO, 2012).

Para a garantia da vida, crescimento e reproducdo, todos 0S organismos Vivos
necessitam de converter um vasto nimero de compostos organicos, com a finalidade de fornecer
energia para a construcdo de seus tecidos e sistemas. Com o intuito de alcancar este fim, os
seres possuem uma rede integrada de trabalho biogquimico, no qual é mediado por enzimas e
reagdes caldricas, denominada de metabolismo intermediario. Nesse sentido, as vias envolvidas
neste tipo de metabolismo sdo denominadas vias metabdlicas, das quais seus produtos gerados
sdo intitulados como metabolitos (DEWICK, 2009). Dentre esta vasta rede de substancias
produzidas pelos organismos vivos, sdo chamados de metabolitos primarios aqueles
considerados essenciais a vida e comuns a quase totalidade dos organismos vivos, como 0s
carboidratos, proteinas, lipideos e &cidos nucleicos (SILVA, 2013).

Além das vias metabdlicas primarias, ha também um segmento metab6lico mais
limitado na natureza: os metabdlitos secundarios, que sdo encontrados em apenas alguns
organismos especificos, como as plantas e 0s microrganismos. Embora ndo se enquadrem como
essenciais para o organismo produtor, 0s produtos naturais garantem certas vantagens para sua
sobrevivéncia, possuindo vias bioquimicas Unicas, das quais concebem elementos de
diferenciacdo entre as espécies. Dentre as fungdes especificas que tais classes de compostos
exercem nos seres, destacam-se: a protecdo das plantas contra herbivoros e patégenos, atracdo
de agentes polinizadores, microrganismos simbiontes, entre outros (DEWICK, 2009).
Outrossim, 0 metabolismo secundario é caracterizado por ser demasiadamente influenciado
pelo ambiente em que se encontra. Logo, as rotas sintéticas sdo diferenciadas para a produgédo
de novas substancias dependendo das variacdes dindmicas do ambiente, como por exemplo
alteracdes de pH do solo, umidade, localizagéo (latitude e longitude), estacGes do ano, entre
outros (SILVA, 2013).

Ainda, a complexidade quimica dos milhares tipos de produtos naturais os permitem ser
subdivididos em classes especificas, de acordo com determinadas caracteristicas em comum,

como estrutura quimica, rotas sintéticas e entre outros (DEWICK, 2009). Segundo Peres
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(2004), o metabolismo secundario é responsavel pela sintese de trés principais grupos de
metabdlitos: os compostos fendlicos (que abrangem, dentre diversas sub-classes como 0s
flavonoides, flavonas, ligninas e taninos); os terpenos (constituintes principalmente de dleos
essenciais, esteroides, saponinas e carotendides); e os alcaloides, protoalcaloides e
pseudoalcaldides (compostos que apresentam pelo menos um atomo de nitrogénio em sua
estrutura). A Figura 2 ilustra estes principais grupos de metabdlitos secundarios, relacionando-

0S com suas respectivas vias de biossintese.

Figura 2 - Principais classes de metabolitos secundérios e suas vias de biossintese
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Fonte: Simdes et al (2010).

Em virtude de seus processos de adaptacdo ao meio, muitas vezes tais produtos naturais
apresentam uma bioatividade sobre outras espécies de organismos vivos. Assim, para estes
tipos de metabdlitos bioativos que apresentam uma funcdo farmacolégica, foi designado uma
nova nomenclatura, denominando-os de fitofarmacos que, segundo Simdes et al. (2010), “sdo
substancias extraidas de plantas, que apresentam atividade farmacologica, podendo ou nao

apresentar aplicagdo terapéutica”.
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3.2.2 Plantas medicinais utilizadas na histdria para tratar infeccbes por patégenos

A utilizacdo de plantas medicinais pelo homem é datada ao longo da histéria ha milhares
de anos nas sociedades tradicionais. Durante a antiguidade, 0 emprego deste tipo de técnica,
embora estreitamente associada a visdo espiritual, ocasionou nas observagdes empiricas que
levaram ao conhecimento das propriedades farmacéuticas de diversas espécies de plantas
semeadas pelas civilizagbes (FERREIRA et al., 2014).

Historicamente, o tratado mais antigo encontrado sobre as ervas medicinais data-se em
1550 a.C., do qual descreve um compilado de ervas terapéuticas utilizadas pelos povos egipcios.
Na renascenca, a popularidade da alquimia corroborou para estudos mais direcionados sobre as
observacdes das propriedades farmacoldgicas de determinadas espécies de plantas, sendo
desenvolvidos diversos tipos de medicamentos caseiros. Na era moderna, com 0 surgimento
da quimica medicinal, foram realizados estudos para o isolamento de diversas substancias
quimicas oriundas de espécies vegetais, como a morfina da papoula (Papaver somniferum), por
exemplo (FERREIRA et al., 2014).

Logo, esses avancos cientificos ocasionaram o surgimento de um novo olhar técnico
sobre as plantas medicinais, das quais constituiam-se, até entdo, como a principal fonte de
cuidado a saude do homem. Este cenario muda, portanto, com as implicacdes da Segunda
Guerra Mundial onde, com o desenvolvimento tecnoldgico da industria farmacéutica, tais ervas
passaram a constituir-se apenas como o insumo primordial para a producdo de medicamentos
sintéticos, agora sendo estes 0s protagonistas das praticas de cura da medicina ocidental
(SCARAVELLI, 2018).

No entanto, paralelamente com o desenvolvimento da industria farmacéutica de
medicamentos alopéaticos na contemporaneidade, surgiu-se também um ramo muito importante
das ciéncias farmacéuticas direcionado para a area das ervas medicinais, a quimica de produtos
naturais: uma ciéncia multidisciplinar que visa a identificacdo e extracdo de metabdlitos
secundarios bioativos, verificando-se também suas propriedades toxicoldgicas, fisico-quimicas
e farmacoldgicas (SIMOES et al., 2010). Além disso, a etnofarmacologia constitui-se como
uma subarea importante da farmacognosia que, em seu ambito conceitual, € uma disciplina
dedicada ao estudo do complexo conjunto de relagdes das plantas com as sociedades humanas
de diferentes espacos de tempo. De maneira mais especifica, tal ciéncia investiga 0s

componentes presentes nas plantas medicinais utilizados em sistemas tradicionais da medicina,
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sendo este segmento amplamente utilizado como ferramenta de busca de substancias ativas
presentes nas plantas de uso popular terapéutico (SIMOES et al., 1999).

Outrossim, atualmente apesar de haver um uso generalizado de drogas sintéticas, ainda
é perceptivel a popularidade da utilizacdo de plantas medicinais entre diversas comunidades
tradicionais, bem como a transmissao intergeracional dos conhecimentos da medicina popular
destas ervas entre raizeiras e benzedeiras (FERNANDES, 2020). Um estudo feito por Oliveira
et al. (2011) destaca que cerca de 65% da populacdo mundial ainda emprega ervas naturais
como fontes da medicina tradicional, sendo este um recurso mais acessivel principalmente nos
paises em desenvolvimento.

As plantas medicinais e os fitofarmacos, portanto, configuram-se como uma fonte
alternativa terapéutica e complementar em relacdo aos medicamentos sintéticos. A cultura de
hipermedicalizacdo da sociedade contemporanea ocasiona reflexdes a respeito dos maleficios
oriundos do consumo irracional de medicamentos alopaticos, pois a necessidade quase coletiva
e irracional de uma populacéo ser medicada a todo contato com um profissional da satde esta
atrelada a diversos tipos de complicagdes. A primeira delas é associada ao fato de que, segundo
a Organizacdo Mundial da Saude, mais de 50% dos medicamentos sdo prescritos e vendidos de
maneira incorreta, sendo, por conseguinte, utilizados inadequadamente pelos pacientes. Tal
relacdo, por sua vez, impde condi¢des maléficas ao organismo humano, uma vez que a
utilizacdo errénea de alopaticos concebem efeitos colaterais, bem como o surgimento de outras
disfungdes a saude do homem. A segunda intercorréncia provocada pelo emprego excessivo
deste tipo de farmaco se deve ao seu potencial descarte indevido por parte da populacdo, fato
este que ocasiona o complexo problema da contaminagdo de efluentes de redes de esgoto
(CORREA, 2016).

A vista disso, a conscientizacdo da populacdo a respeito desta problematica corroborou
para um aumento da procura de tratamentos menos agressivos, mais naturais e de menor custo,
0 que ocasionou na popularidade de recursos terapéuticos a partir de extratos vegetais (SINGI
et al. 2005). Outrossim, esta mesma procura por tratamentos mais naturais motiva, de maneira
simultanea, uma maior valorizacéo da flora brasileira e dos patrimdnios bioculturais, uma vez
que s&o estipulados cerca de 170 a 210 mil espécies em sua biota (SIMOES et al., 2010). Logo,
tal perspectiva exibe o potencial interesse e necessidade de aprofundamento nas pesquisas

relacionadas a farmacognosia e quimica dos produtos naturais.
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3.2.3 Fatores que afetam a composi¢do dos extratos vegetais

De maneira conceitual, os extratos vegetais de plantas medicinais referem-se a
preparacdes/solucdes de matérias primas vegetais cuja constituicdo é feita pelos fitofarmacos
da respectiva espécie medicinal associados a outros componentes quimicos de polaridades
semelhantes ao solvente extrator utilizado (TOMASI, 2021). S&o diversos 0s constituintes
quimicos presentes em uma fracdo vegetal. Em uma folha vegetal, por exemplo, podem estar
presentes moléculas de clorofila, &gua, metabdlitos primarios, metabolitos secundarios toxicos,
bem como os respectivos fitofarmacos de interesse. O processo de extracdo e producdo de
extratos vegetais, portanto, tem o objetivo de promover a separacdo seletiva dos metabolitos
efetivamente relacionados ao efeito farmacol6gico das demais substancias indesejadas da
respectiva espécie (LEITE, 2009).

Existem diversos fatores responsaveis pela alteracdo da composicdo quimica dos
extratos vegetais, que variam desde 0s aspectos da coleta da espécie até os procedimentos de
remocao do solvente extrator. Em termos técnicos, a coleta da espécie vegetal deve ser realizada
considerando-se os fatores extrinsecos do ambiente que induzem uma maior producdo dos
metabolitos de interesse, como o local e horério de coleta, estacdo do ano etc. (SIMOES et al.,
2010). A segmentacdo do material vegetal tambem se refere a um fator importante, uma vez
que proporciona uma maior superficie de contato com o solvente extrator, corroborando para
uma maior eficiéncia da extracdo. Rea¢des de oxidagdo e degradacdo sdo indesejaveis para esta
operacdo, podendo ocorrer quando se tem uma exposicdo indevida da droga vegetal com o ar
ou na ocorréncia de rupturas dos tecidos vegetais (HAVLIEK, SPIZEK, 2014).

A secagem da fracdo vegetal, por sua vez, também pode apresentar vantagens para o
procedimento de extracdo (a depender das caracteristicas dos produtos naturais que se desejam
ser extraidos). Isto pois, ao se diminuir o conteddo de agua é corroborada a concentracao
preliminar dos metabdlitos, facilitando-se o processo de difusdo destes para o solvente extrator,
bem como hé o retardamento da degradacgdo destes, uma vez que, pela baixa atividade de agua,
evita-se 0 crescimento microbiano, reagdes enzimaticas e hidrolise de tais produtos (LEITE,
2009).

A determinacdo do método de extracdo mais adequado a ser utilizado na extragdo de
fitofarmacos depende diretamente de alguns fatores primordiais, como a sua eficiéncia,
natureza da espécie vegetal de partida, tipo de interesse de obtencdo (completa ou parcial) dos
metabdlitos, bem como as respectivas estabilidades destes (TOMASI, 2021). Nesta operacéo,
para melhor eficiéncia de extracdo, na escolha do solvente extrator ideal devem ser levadas em

consideracdo as afinidades quimicas deste com os metabolitos de interesse, bem como as
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constantes dielétricas entre soluto e solvente devem ser semelhantes. Ainda, fatores como pH,
temperatura, agitacdo e tempo de extracdo também sdo primordiais neste procedimento, 0s
quais sdo capazes de alterar diretamente a seletividade do processo e efetividade de extracdo
das substancias de interesse (LEITE, 2009).

Atualmente, sdo diversos os métodos existentes para promover a extracdo de
metabdlitos secundarios. As técnicas extrativas, nesta perspectiva, baseiam-se em operagoes
unitarias de transferéncia de massa, das quais sao aplicadas ao fenémeno de difusdo. Assim, 0s
componentes quimicos de interesse sdo retirados da matéria-prima vegetal por intermédio de
sua afinidade quimica com o solvente selecionado. Tal matéria, portanto, pode ser extraida com
a aplicacgdo de diferentes mecanismos, sejam eles a frio (como a maceracao, percolacao e turbo-
extracdo) ou a quente (a exemplo da infusdo, decoccdo e Soxhlet). Ainda, estes procedimentos
sdo classificados quanto a sua capacidade de esgotamento do vegetal, sendo eles exaustivos,
dos quais retiram quase a totalidade da substancia desejada, ou ndo exaustivos, cuja extracdo é
parcial (SIMOES et al., 1999). A Tabela 1 correlaciona alguns dos variados métodos extrativos

comumente utilizados com a sua classificacdo de eficiéncia de extracao.

Tabela 1 - Relagao entre alguns métodos extrativos com sua capacidade de esgotamento da
matéria-prima vegetal

Tipos de extracéo Métodos
Percolagéo
Exaustivo Turbo-extracdo
Soxhlet
Maceracao
N&o exaustivo Infusdo
Decoccdo

Fonte: Adaptado de Tomasi (2021).

Os métodos empregados neste estudo, a maceracdo e a extracdo por Soxhlet,
constituem-se das técnicas mais comumente empregadas na area de quimica de produtos
naturais. Caracterizada por ser um método de extragdo ndo exaustivo, a maceracao baseia-se
em manter a matéria-prima vegetal em contato com o liquido extrator, em um recipiente
fechado e sobre o abrigo de luz. O sistema em questdo deve ser submetido a temperatura
ambiente, sob agitacdo ou ndo, em um periodo pré-estabelecido. Nesta perspectiva, a técnica é

definida como n&o exaustiva pois, em seu mecanismo de atuagdo, ha um equilibrio difusional
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entre 0 agente extrator e as células da planta de estudo, sem que haja a ruptura da parede celular
e membranas do material vegetal. Além disso, por ndo se tratar de um método de extracdo a
quente, a maceracdo possui a vantagem de ndo corroborar para perdas de metabdlitos
termolabeis e volateis da planta (TOMASI, 2021).

Em contrapartida, a extracdo por Soxhlet, cujo instrumento é evidenciado na Figura 3,
caracteriza-se por constituir-se de uma técnica de destilagdo adaptada. Nesse sentido, é um
procedimento realizado a quente, cujo solvente extrator volatil é capaz de extrair os analitos de
interesse, de acordo com suas afinidades quimicas. Em sua montagem, a matéria-prima vegetal
é empacotada e inserida em uma camara extratora do aparelho, enquanto o solvente extrator é
submerso a um baldo de destilagéo, sob aquecimento. Ao entrar em ebuli¢do, os vapores do
solvente extrator sdo liquefeitos ao atingirem a coluna de condensacéo, sendo depositados sobre
0s constituintes vegetais inseridos no aparelho de Soxhlet. Os componentes a serem extraidos,
por sua vez, sdo transferidos ao solvente liquefeito e retirados do equipamento por meio da
abertura do siféo localizado na lateral do referido aparelho. Para o reaproveitamento deste ciclo
de destilacdo, o liquido extrativo é retornado ao baldo de destilacdo, de forma a entrar em um
novo ciclo de extracdo, garantindo assim uma maior eficiéncia do processo e concentracdo das
substancias de interesse. Dessa forma, devido a tal mecanismo de atuagdo, a extragdo por
Soxhlet é considerada um método exaustivo, uma vez que o nimero de ciclos de extracdo €
efetuado de maneira a extrair totalmente ou quase a totalidade dos metabdlitos de interesse.
Ademais, por se tratar de um método extrativo a quente, o calor promovido pela manta de
aquecimento empregada nesta técnica tende a romper a parede celular das células vegetais que
envolve os metabdlitos presentes no solvente extrator retornado ao baldo de destilagdo, o que
corrobora para uma maior facilidade de extragdo dos produtos naturais. No entanto, 0 emprego
do calor tem a desvantagem de corroborar para a perda de componentes termolabeis e volateis
da amostra (JENSEN, 2007).
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Figura 3 - Instrumentaco da destilacéo por Soxhlet

Saida de dgua o
de resfriamento
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de vapor
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Fonte: Costa et al. (2022).

Em seguida, ap6s o procedimento de extracdo, a remog¢do do solvente extrator faz-se
necessaria com a finalidade de concentrar os metabdlitos secundarios extraidos do material
vegetal de interesse. Sao diversas as metodologias possiveis de serem empregas nesta etapa,
sendo a concentracdo por destilacdo em rotavapor (Figura 4) uma das mais comuns nos
laboratérios de quimica de produtos naturais. Conceitualmente, trata-se de uma destilacdo a
vacuo, na qual a baixa pressdo submetida ao sistema corrobora para uma diminui¢cdo da
temperatura de ebulicdo do solvente que se quer extrair. Nesse sentido, 0 aquecimento do
processo pode ser realizado de maneira mais branda em um banho maria. A rotacdo constante
do baldo de rotaevaporacdo, submerso no banho quente, é efetuada com o intuito de
homogeneizar o aquecimento. Logo, com estas condigdes, 0 processo de recuperacdo do
solvente, que é depositado no baldo de destilacdo, é realizado de maneira mais rapida do que
em outras destilacbes convencionais (ENGEL et al. 2011), ocasionando em uma versatilidade

para a concentracdo de produtos naturais.
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Figura 4 - Instrumentacdo do rotavapor

) T

Fonte: Cesar (2011).

3.2.4 Estudos fitoquimicos biomonitorados

O estudo fitoquimico de plantas medicinais refere-se a um processo técnico da area de
quimica de produtos naturais que possui diversas aplicacdes praticas. O isolamento, seguido
pela elucidacdo estrutural e o estudo farmacoldgico de fitofarmacos de espécies medicinais
caracteriza-se como um exemplo de contribuicdo fundamental para o desenvolvimento de
novos medicamentos, uma vez que propicia 0s avancos tecnologicos de producdo de novos
farmacos (FERNANDES, 2020). Nesta perspectiva, o procedimento analitico experimental que
envolve o isolamento e estudo das estruturas quimicas e atividade biolégica destes produtos
naturais é chamado de estudo fitoquimico biomonitorado, referente a uma série de etapas
experimentais que operam um determinado extrato vegetal proporcionando tal objetivo

(HAVLIEK, SPIZEK, 2014).

3.2.4.1 Fases do estudo
A sequéncia experimental de um estudo fitoquimico biomonitorado de um extrato

vegetal envolve cinco fases principais: tratamento do material vegetal; preparacdo e estudo
farmacologico do extrato; fracionamento e estudo farmacoldgico das fragbes do extrato;
isolamento das fracOes bioativas e determinacdo estrutural dos fitofdrmacos isolados (RUSSEL,
2008).

A primeira fase do estudo, portanto, referente ao tratamento do material vegetal, diz
respeito aos procedimentos de coleta, amostragem e secagem da matéria-prima vegetal, ja

mencionados na se¢do anterior. Seguidamente, hd o preparo do extrato da droga vegetal, do
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qual deve ser realizado de acordo com as caracteristicas quimicas dos produtos naturais de
interesse e objetivos de andlise. Assim, um estudo preliminar da bioatividade do extrato é
necessario para dar prosseguimento as analises dos metabdlitos que o compdem, de forma a
verificar se realmente ha a existéncia de fitofarmacos nele. Para tal, o extrato preparado €
submetido a testes bioldgicos in vitro que analisam sua atividade contra um referido patégeno
de interesse ou sobre enzimas ou células envolvidas em processos patologicos (HAVLIEK,
SPIZEK, 2014).

Caso o0 extrato apresente uma atividade positiva contra o alvo de interesse, mesmo que
em baixo teor, é interessante promover o fracionamento deste, de maneira a investigar quais de
suas fracdes apresentam os fitofarmacos responsaveis pela atividade bioldgica testada. Segundo
Russel (2008), o fracionamento do extrato vegetal diz respeito ao processo de separacdo das
substancias presentes no conjunto de metabolitos extraidos na etapa anterior de extracdo. Nesse
sentido, este processo € conjuntamente realizado com um monitoramento por ensaios
bioldgicos, a fim de se direcionar as operagdes de fracionamento para isolar os compostos de
interesse das fracBes que apresentam atividade positiva contra o patdgeno de estudo (SIMOES
etal., 2010).

Atualmente, 0 monitoramento e os processos de fracionamento dos extratos vegetais
vém sendo realizados por intermédio de técnicas instrumentais cromatograficas, que podem ou
ndo ser hifenadas a métodos espectroscépicos e espectrométricos de analise, dos quais
possibilitam a identificacdo dos constituintes quimicos das fragdes do extrato (RUSSEL,
2008).

Primordialmente, a separacéo fisica dos componentes quimicos presentes nos extratos
faz-se necessaria para entdo a posterior identificacdo das moléculas de interesse (PERES, 2004).
A vista deste fator, a cromatografia é um processo fisico-quimico efetivo de separaco, na qual
as substancias a serem segregadas distribuem-se gradualmente em duas fases: uma fase
estacionaria (que pode ser um composto s6lido ou liquido acoplado a um suporte universal) e
uma fase mdvel (seja ela um solvente liquido ou um gas inerte de arraste). Dessa forma, em seu
principio, as diferentes interacGes dos compostos quimicos presentes na matriz com as fases
movel e estacionaria proporcionam um diferente grau de velocidade de elui¢do, que varia em
conformidade com os graus de afinidade quimica e polaridade das fases. Ao final do processo,
é obtido um espectro cromatografico que identifica os tempos de retencdo de cada substancia
eluida na amostra (COLLINS et al., 2006).

Sao diversos os tipos e classificacbes das técnicas cromatograficas de andlise, que

variam desde a composicdo da fase estacionaria até 0 mecanismo de particdo dos componentes
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da amostra pela fase mével. Para o estudo em quimica de produtos naturais, a Cromatografia
em Camada Delgada (CCD), por se tratar de um método eficiente, versétil e relativamente
rapido, € utilizada principalmente com o objetivo de promover uma caracteriza¢do prévia dos
metabolitos e marcadores quimicos do extrato a ser analisado (MOREIRA et. al, 2010). Nesta
técnica, a fase estacionéria constitui-se de uma camada fina formada por um solido granulado
(seja ele silica, alumina, poliamida etc.). Tal sélido é depositado sobre um suporte inerte,
podendo ser uma placa de vidro ou de aluminio. Logo, pequenas gotas de solucdo das amostras
do analito sdo aplicadas em um ponto inferior da placa, deixando-a secar, para entdo coloca-la
em um recipiente contendo a fase mével. A polaridade e composi¢édo de tal fase, por sua vez,
devera ser de acordo com as propriedades do analito. Como somente a base da placa fica
submersa, o solvente comeca a eluir os analitos pela fase estacionaria, sob efeitos de
capilaridade, dos quais interagem de maneira especifica com cada fase de acordo com seu grau
de afinidade. Assim, deixa-se secar a placa ap6s o deslocamento da fase moével sobre ela,
revelando-a posteriormente com um reativo que é capaz de colorir as substancias de interesse
(COLLINS et al., 2006).

De maneira geral, a utilizacdo de um revelador pode ser necessaria para a identificacéo
dos analitos incolores eluidos durante o processo. O fator de retencdo (Rf) de cada substancia
eluida na amostra, como o proprio nome diz, refere-se a uma grandeza relacionada ao quanto o
analito permaneceu retido na fase estacionaria, sendo um parametro preliminar de identificacao
do analito. Seu célculo, portanto, pode ser evidenciado pela razéo entre a distancia percorrida
pelo analito (Dc) e a distancia percorrida pelo eluente (De) entre o ponto de aplicagdo e a linha
de chegada na placa cromatogréfica, conforme prediz a equacdo 1 (COLLINS et al., 2006).

Rf=2< (Equagdo 1)
De

Logo, diante dos pontos supracitados, alguns cuidados importantes sdo necessarios
durante a aplicacdo da técnica, como: escolha das composicOes das fases moveis e estacionarias
(que devem ser compativeis com as propriedades quimicas dos analitos para garantir uma
melhor resolugdo da placa cromatografica); escolha do tipo de revelador (no qual deve ser
apropriado para a identificacdo do analito de interesse); aplicacdo da amostra (devendo ser feita
de maneira capilar e atentando-se para atingir a concentracdo ideal da amostra na placa
cromatogréafica, sem promover a saturacdo desta) e saturagdo da cuba cromatogréfica com a
composi¢cdo da fase movel para evitar interferéncias da atmosfera da cuba; entre outros
(PALOSHI; ZENI; LAMPMAN, 1998).
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Além disso, determinados reveladores quimicos sdo utilizados para identificacéo
especifica das diferentes classes de metabdlitos, como terpenos, cumarinas, flavonoides,
alcaloides, etc. Logo, por meio de reacdes quimicas caracteristicas, estes reveladores conseguem
identificar a presenca de substancias de tais classes. Para o estudo em questdo, foi empregado
um revelador de vanilina sulfdrica, sendo as manchas referentes a interacdo do analito e
revelador observadas ap6s o aquecimento da placa. Utilizou-se também um revelador de
Produtos Naturais — Polietileno glicol, cuja identificacdo dos metabdlitos é realizada em
visualizacdo em luz Ultravioleta de comprimento de onda de 365 nm (WAGNER; BLADT,
2001).

Para fins de fracionamento dos metabdlitos secundarios presentes nos extratos vegetais,
normalmente € empregada a técnica de Cromatografia Liquida em Coluna, bem como a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (do inglés, HPLC) em escala preparativa e semi-
preparativa. Nestas técnicas, a fase movel consiste em um solvente ou em uma mistura de
solventes, dos quais sua composi¢cdo ao longo da eluicdo pode se dar de maneira isocratica
(invariavel) ou em gradiente (variavel). Os extratos vegetais sao entdo submetidos a uma coluna
preparativa de fracionamento, onde ao apresentarem diferentes graus de interacdo entre fase
movel e estacionaria selecionada, ha a separacdo dos componentes do extrato em diferentes
tempos de retencdo, sendo, portanto, coletados em recipientes individuais & medida que saem
da coluna. Esses eluentes coletados em diferentes recipientes contém os componentes
fracionados do extrato vegetal. Ap6s a primeira corrida, tais eluentes podem ser submetidos a
uma nova coluna cromatografica ou a técnicas de fracionamento adicionais, para se obter
fragdes mais puras ou separar componentes mais complexos (RUSSEL, 2008).

As fracdes dos extratos podem entdo serem encaminhadas para 0s respectivos testes
bioldgicos com intuito de averiguar quais destas apresentam atividade positiva contra o
patdgeno de estudo farmacologico. Em caso de resultado satisfatorio, prossegue-se as proximas
fases do estudo, onde se da continuidade as operacGes de fracionamento a fim de se isolar e
purificar os componentes quimicos responsaveis por tal atividade. A purificacdo final dos
fitofarmacos, portanto, geralmente é acompanhada de técnicas apropriadas como
recristalizacdo, sublimacdo ou até mesmo destilagdo. Assim, elucidagdo estrutural das
substancias € viabilizada, podendo ser efetuada mediante a aplicacdo de técnicas
espectroscopicas, como espectroscopia na regido do Ultravioleta Visivel (UV-Vis),
espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) e até mesmo Espectrometria de Massas (EM). Ademais, as técnicas hifenadas,

como a Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (do inglés, GC-MS) e
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Cromatografia Liquida de Ultra Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (do
inglés, HPLC-MS), possuem o diferencial de possibilitarem a identificacdo de substancias em
uma determinada amostra sem a necessidade de seu isolamento (RUSSEL, 2008). Os métodos
hifenados sdo amplamente empregados em laboratorios analiticos de diversas areas, justamente
por sua rapidez, alta seletividade e sensibilidade (MOREIRA et al., 2010).

A utilizacdo do GC-MS tem por intuito promover uma caracterizacdo do perfil
cromatografico mais amplo dos extratos da espécie em estudo. Analiticamente, a referida
técnica € empregada principalmente para a separacao e caracterizacdo de componentes volateis
e termicamente estaveis (COLLINS et. al, 2006). Para o trabalho em questéo, escolheu-se este
método para a anélise dos extratos em diclorometano das folhas e frutos chuchu, justamente por
este solvente ser capaz em extrair sobretudo metabolitos de baixa polaridade e de maior
volatilidade.

Instrumentalmente, em tal técnica hifenada, o cromatdgrafo gasoso é responsavel por
promover a separacdo dos componentes da mistura complexa da matriz a ser analisada, por
intermédio das diferentes interacdes deste com as fases estacionarias e movel (neste caso, um
gas inerte de arraste). O espectrdmetro de massas, por sua vez, é responsavel por ionizar e
identificar os analitos, separados pelos diferentes tempos de reten¢do na coluna cromatografica,
utilizando-se o parametro da razdo massa/carga (m/z) de tais ions percussores e seus respectivos
fragmentos. A vista disso, a comparagéo dos perfis de fragmentacdo dos ions analitos com os
padrdes da biblioteca do instrumento possibilita a identificacdo ampla das substancias da
amostra (COLLINS et. al, 2006).

De modo geral, um cromatdgrafo gasoso é composto pelos seguintes componentes: um
cilindro de gas com regulador de vazdo, injetor da amostra, uma coluna cromatogréfica, forno
de controle de temperatura - do qual sua programacao pode ser isotérmica ou em gradiente ao
longo da eluicdo, detector - que gera um sinal proporcional a concentracdo do analito em seu
respectivo tempo de retencdo, e um sistema de tratamento de dados. Por se tratar de uma técnica
hifenada, os analitos que saem da coluna cromatografica sdo entdo encaminhados para um
espectrometro de massas. Em geral, a composi¢cdo de um espectrometro de massas inicia-se
pela fonte de ionizacdo, responsavel por transformar as moléculas da amostra em ions
carregados. No caso do GC-MS, este processo € geralmente feito mediante a uma ionizagéo por
impacto eletronico (EI). Nesse processo, a amostra ¢ bombardeada com elétrons de alta energia,
geralmente gerados a partir de uma fonte como filamento de tungsténio. Este impacto provoca
a ejecdo de um elétron da molécula da amostra, formando um radical catibnico, que é entdo

fragmentado, resultando em fragmentos carregados que podem ser detectados pelo
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espectrOmetro de massas. Assim, 0s ions percussores, bem como seus fragmentos, sdo
encaminhados para o analisador de massas. Neste, sdo acelerados e separados com base em sua
razdo massa/carga (m/z). Por fim, os ions sdo detectados por um detector, de forma com que
sua abundancia relativa seja registrada, sendo posteriormente analisados por um sistema de
aquisicdo de dados, que os compara com a biblioteca do equipamento (SKOOG et al. 2015).

Ja 0 HPLC-MS, a corrida cromatografica se da em detrimento de uma fase movel
composta por um solvente ou uma mistura de solventes, com composic¢do invariavel (modo
isocratico) ou variavel (modo em gradiente) ao longo da eluicdo, responsavel por separar
componentes pouco Vvolateis e termicamente instaveis da amostra (COLLINS et. al, 2006). Para
0 respectivo estudo, escolheu-se este método para a caraterizacdo dos extratos etanélicos das
folhas e frutos do chuchu, em funcédo da perspectiva de extracdo do etanol de metabdlitos de
média a alta polaridade.

Instrumentalmente, um cromatdgrafo liquido de alta resolugcdo € composto por um
sistema complexo de componentes que operam na finalidade de promover uma eluicédo répida,
eficiente e isenta de pulsos. Em primeiro plano, ha um sistema de injecdo em que o solvente ou
mistura de solventes de eluicdo é bombeado, de acordo com sua composic¢do definida, através
de um sistema de alta pressdo para a coluna cromatogréfica. A coluna, por sua vez, é preenchida
com uma fase estacionaria, que pode ser de diferentes tipos, como silica, polimeros ou outros
materiais. A amostra € injetada no sistema por intermédio de uma valvula de injecéo e misturada
com o solvente de eluicdo antes de entrar na coluna. O analito de interesse é separado da matriz
da amostra a medida que interage com a fase estacionaria na coluna. Assim, no decorrer em que
os analitos passam pela coluna, sdo detectados por um detector, como UV-Vis ou de
fluorescéncia, que gera um sinal proporcional a concentracdo do analito em seu respectivo
tempo de retencdo. Este sinal é entdo registrado e interpretado para determinar a composi¢édo
da amostra (SKOOG et al. 2015).

Posteriormente, o0s analitos separados pelo cromatografo liquido entdo séao
encaminhados para um espectrébmetro de massas, que tem como objetivo ionizar 0s
componentes separados da coluna cromatogréafica, de maneira a caracteriza-los de acordo com
sua razdo massa/carga, assim como o padréao de fragmentacgéo destes ions percussores, dos quais
sdo identificados por intermedio de uma comparacdo com o0s padrfes da biblioteca do
instrumento. A composicdo deste equipamento é basicamente a mesma citada anteriormente
para um GC-MS, com exce¢do do método de ionizacdo empregado. No caso da técnica de
HPLC-MS, este processo geralmente é feito mediante a uma ionizag&o por electrospray (ESI),

onde os analitos podem ser ionizados em seu modo positivo ou negativo. Nesta técnica, a
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amostra é dissolvida em um solvente e injetada através de uma agulha carregada eletricamente.
Um campo elétrico de alta voltagem é aplicado, fazendo com que o solvente seja pulverizado
em pequenas goticulas, sendo posteriormente evaporizado, e 0s ions carregados da amostra séo
entdo encaminhados para o analisador de massas, onde séo acelerados e separados com base
em sua razdo massa/carga (m/z). Os analisadores comuns incluem os de setor magnético,
quadrupolo, TOF (tempo de voo) e etc. Tais ions sdo entdo detectados por um detector, de
acordo com sua abundéancia relativa, sendo posteriormente analisados por um sistema de
aquisicdo de dados, que os compara com a biblioteca do equipamento (SKOOG et al. 2015).
Para a anélise do trabalho em questdo, o equipamento utilizado foi um cromatdgrafo
liguido de ultra alta eficiéncia acoplado a um espectrdmetro de massas com ionizagdo por
electrospray (UHPLC-ESI-MS/MS). Em comparacdo com um HPLC, o cromatdgrafo liquido
de ultra alta eficiéncia € operado em pressdes muito mais altas do que as tradicionais, das quais
proporcionam muitas vantagens, dentre elas: maior eficiéncia de separagdo, menor tempo de

analise e menor consumo de solvente e amostras (LIANG et al. 2019).

3.2.4.2. Ensaios biol6gicos da atividade anti-Trypanosoma

De maneira geral, o processo de identificacdo de novas drogas caracteriza-se como
longo, complexo, oneroso e de muitas fases, sendo também de carater multidisciplinar. Sabe-
se, dessa forma, que a acdo dos farmacos envolve sua interacdo com uma macromolécula
receptora bioldgica da célula alvo, geralmente uma proteina de uma via bioquimica relacionada
a uma condicédo de doenca ou disfuncdo nos seres humanos. No caso da doenca de Chagas, 0s
avancos consideraveis para com o0s estudos de caracterizagdo do genoma do protozoario
Trypanosoma cruzi corroboraram para a identificacdo de varios alvos e receptores bioldgicos
de suas células, dos quais sdo majoritariamente compostos enzimaticos (TEZUKA, 2015).

A identificacdo bioldgica para drogas anti-Trypanosoma cruzi envolve um complexo
protocolo de ensaios in vitro e in vivo, utilizados pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
em seu programa de pesquisa de identificacdo de novos farmacos com atividade anti-chagasica,
o0s quais também foram adotados em diversos centros de referéncia no Brasil (DIAS; DESSQOY,
2009). A Figura 5, evidenciada abaixo, esquematiza 0 processo sequencial dos ensaios
bioldgicos feitos para a triagem de drogas anti- Trypanosoma cruzi, que sera explicado na

sequéncia.
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Figura 5 - Processo sequencial adotado pela OMS para triagem de drogas anti-

Trypanosoma cruzi
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—_——
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H Modelo aguda ] I Modelo crénico “

in vitro & in vivo

Fonte: Dias; Dessoy (2009).

Baseando-se no processo bioldgico supracitado, em primeiro plano, a triagem de drogas
anti-Trypanosoma cruzi inicia-se com uma triagem in vitro da atividade da potencial droga.
Neste ensaio, 0 composto promissor € testado em culturas de células infectadas pelo T. cruzi, a
fim de avaliar sua eficacia para inibir o parasita. Nesta triagem, portanto, a identificacdo da
atividade de inibicdo do protozoério é realizada por intermédio do marcador enzimatico f-
galactosidase, que proporciona uma reacdo catalitica colorimétrica de substratos de corantes
adicionados nas placas do ensaio. Posteriormente, caso a triagem preliminar da potencial droga
apresente um resultado satisfatorio de inibicdo da cepa do parasito, torna-se necessario
determinar a sua concentracdo inibitoria média (1Cso), ou Seja, a concentragdo do composto que
é suficiente para inibir o parasito em 50% de sua quantidade inicial. Simultaneamente a este
procedimento, é averiguada também a citotocixidade da potencial droga, com o intuito de
garantir que ela ndo seja prejudicial as células humanas. Neste teste sdo empregados
fibroblastos humanos nédo infectados, de maneira a verificar se a atividade do composto sobre
tais células corrobora para sua morte ou danos (BUCKNER et al., 1996).

Em seguida, de posse de resultados satisfatorios nos testes in vitro para a droga
promissora, 0 processo sequencial de triagem segue-se para 0S ensaios in vivo em espécies de
camundongos. Dessa forma, em primeiro plano, os camundongos selecionados séo infectados

com uma cepa padronizada de T. cruzi, sendo sua quantidade e via de infecgéo (geralmente
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intraperitoneal) cuidadosamente controladas para garantir consisténcia nos resultados. Logo, a
potencial droga é entdo administrada & especie infectada, também por via peritoneal. Em
segundo plano, séo efetuados ensaios de EDso e LDso, a fim de determinar, respectivamente, a
dose eficaz do composto para reduzir a carga parasitaria em 50% e a dose letal minima da droga
que produz a morte de 50% das espécies expostas a ela. Vale ressaltar ainda que, durante todo
0 estudo, a espécie de camundongos € monitorada regularmente para sinais clinicos de doenga
e para efeitos colaterais potenciais do composto (DIAS; DESSQY, 2009).

Em caso de resultados positivos para os testes in vivo, é determinada entdo a carga
parasitaria nas espécies infectadas, por intermédio de técnicas como contagem de parasitos no
sangue/tecidos dos infectados ou deteccdo do DNA do protozoario por PCR. Ao final, é
verificado a eficicia da potencial droga em reduzir a carga parasitaria e sua seguranga em
termos de toxicidade, de forma com que a margem terapéutica é calculada a partir da relacédo
entre a dose eficaz e a dose letal da droga. Desse modo, aqueles componentes que apresentarem
uma alta eficacia contra o T. cruzi, bem como baixa toxicidade em modelos animais, séo
considerados promissores, de forma a poderem avancar para estudos pré-clinicos e para ensaios
clinicos em humanos (DIAS; DESSQY, 2009).

3.3 Sechium edule E SUAS PROPRIEDADES

Representante da Familia Cucurbitaceae, a espécie Sechium edule (Jacq.) Sw. (Figura
6), popularmente conhecida no Brasil como chuchu, é uma planta trepadeira, herbacea e perene,
com gavinhas e raizes tuberosas. Seus frutos apresentam um formato de pera, dos quais crescem
tanto individualmente quanto em pares em um pedinculo compartilhado. As folhas desta
espécie possuem um formato ligeiramente lobado, com trés a cinco l6bulos angulares, com
margens denticuladas e gavinhas divididas. Taxonomicamente, a Sechium edule é classificada
como uma Embriofita, de Classe Magnoliopsida, Ordem Violales, Familia Cucurbitaceae,
género Sechium e espécie Sechium edule (Jacq.) Sw. (VIEIRA et. al, 2018). O cultivo desta
planta é datado desde eras pré-colombianas no continente da América Central, em especifico
na regido do México. Ao longo dos anos, é evidenciado uma domesticagdo das espécies do
género Sechium, justamente por representarem de elevado valor nutritivo e importancia
econdmica (INIGUEZ et al., 2008).
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Fonte: Ecosostenibile (2022).

Tradicionalmente, esta espécie € amplamente utilizada na culinéria mundial, cujo valor
nutritivo e versatilidade destacam-se como os fatores que tornam o Sechium edule tdo popular
entre as nagdes. A possibilidade de consumo das mais diversas partes da planta (tais como
frutos, raizes, brotos, etc), bem como seu alto teor de fibras e sais minerais (como célcio,
fosforo, potassio e magnésio) justificam este fato (VASQUEZ, 2008). Um estudo feito por
Ifiiguez et. al (2008), ilustrado na Tabela 2, reportou a composi¢do nutricional de diferentes

partes da espécie, evidenciando seu alto valor nutritivo.

Tabela 2 - Composi¢do quimica nutricional da espécie Sechium edule (Jacq.) Sw (para 100
gramas de matéria seca)

Composicéo Fruto maduro Semente  Folhas Raiz
Energia (cal) 26-31 - 60.0 79.0
Umidade (%) 90-94.5 - 89.7 79.7
Proteinas (g) 0.9-11 55 4.0 2.0
Carboidratos (g) 0.1-0.3 - 0.4 0.2
Lipideos (g) 3.5-84 60.0 4.7 17.8
Fibras (g) 0.4-1.0 - 1.2 0.4
Ca* (g) 12-19 : 58.0 7.0
P* (mg) 20-27 - 108.0 34.0
Fe?* (g) 0.4-0.8 - 2.5 0.8
Cu? (g) 8.82 - - -
Zn* (g/mL) 8.4 - - -
Mn?* (g) 0.47 - - -
K* (g/mL) 38.0 - - -

Vitamina A (mg) 5.0 - 615.0 -
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Ac. ascorbico (mg) 11-20 - 16.0 19.0

Fonte: Adaptado de Ifiiguez et al. (2008).

Com relacdo as suas propriedades farmacoldgicas, na medicina popular, o chuchu é
apontado por propiciar a manufatura de chas com propriedades diuréticas, com indicacdes para
alivio de problemas renais e intestinais (VASQUEZ, 2008). Em estudos clinicos, verifica-se
uma atividade anti cardiovascular associada a presenca de flavonoides na composi¢do da
Sechium edule. Atividades contra a diabetes e hipoglicemia também sdo diretamente associadas
a composicdo fenolica, de flavondides e polissacarideos presentes nos extratos da espécie
(VIEIRA et al., 2018).

Uma atividade antioxidante também ¢é relatada para a planta, da qual é associada a
presenca de flavondis e polifendis. Estudos de extratos de acetato de etila da polpa desidratada
do fruto de S. edule indicam a atividade antioxidante da isoquercetina e acido cafeico presentes
na composicdo da espécie. Além disso, a atividade antioxidante dos fitofarmacos da espécie
tem sido associada com a sua capacidade de inibir alguns tipos de cancer. Outrossim, uma
atividade hepatoprotetora é relacionada principalmente devido aos componentes polifendlicos
de brotos da planta, que atenuam o acUmulo de lipideos hepéaticos no figado. Atividades

antimicrobianas e antiepiléptica também séo relatadas pela literatura (VIEIRA et al., 2018).

3.3.1 Produtos naturais da espécie Sechium edule

Estudos fitoquimicos da espécie Sechium edule relatam a presenca de cerca de 64
produtos naturais. Dessa forma, Vieira et al. (2018) descreve a presenca de compostos
fenolicos, saponinas, flavonoides, antraquinonas, cumarinas, terpenos e diversos outros
produtos naturais, dentre os quais 0s principais metabdlitos ja identificados sdo 0os compostos
polifendlicos: miricitrina; crisoeriol 7-O-rutinosideo; apigenina 6-C-p-D-glucopiranosil-8-C-f3-
D-apiofuranosideo; diosmetina 7-O-rutinosideo; vicenina-2; vitexina; luteolina 7-O-
rutinosideo; luteolina 7 O-B-D-glucosideo; apigenina 7-O-rutinosideo; kaempferol-7-O-
glucosideo; kaempferol-3-O-sambubiosideo; irianterina-E-triacetato 1 e Il. Ainda, alguns
acidos sao listados, como: acido cumarico; acido palmitico; acido linoleico; acido estearico;
acido oleico; acido linoleico; acido a-linoleico; acido trans-cinamico; acido fenilacético; acido
3-octadecendico; acido palmitoleico e acido folico (VIEIRA et. al, 2018; ANZHEN et. al, 2021,
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CERIO et. al, 2019). Como principais componentes volateis identificados nesta espécie,
destacam-se: o &cido octadeca-9,12-diendico, docosano, oct-1-en-3-ol e Z-hex-3-en-1-ol
(VASQUEZ, 2008).

Vitaminas e carotenodides também sdo relatadas no estudo fitoquimico da espécie,
indicando a preseng¢a de vitamina C e P-caroteno. O estudo dos principais aminoacidos
presentes em Sechium edule também foram pesquisados, sendo eles: triptofano; valina; leucina;
isoleucina; fenilalanina; treonina; lisina; trilinoleina; argenina, histidina, tirosina, glicina,
serina, metionina (CORONEL et. al, 2017). Sdo apontados também esterdis, triterpenos e
cucurbitacinas, tais como: 24- etilcolesta-7,22-dienol; 24-etilcolesta- 7-enol; 24-etilcolesta-
7,25-dienol; 24-etilcolesta-7,22,25-trienol; 24- metilcolesta-7-enol; a- amirina; cicloartenol; [3-
amirina; 24-metilenocicloartanol; cucurbitacinas B, E, P e Q1, dihidrocurcubitacinas e
isocurcubitacinas (VASQUEZ, 2008).

A Figura 7, portanto, evidencia algumas destas principais estruturas.

Figura 7 — Estrutura dos principais metabdlitos secundarios presentes na composi¢éo

fitoquimica da espécie Sechium edule
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Fonte: PubChem (2024)
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3.3.2 Interesse em testar a atividade anti-Trypanosoma da espécie

De maneira pessoal, as motivacdes para o estudo da bioatividade da espécie Sechium
edule contra o Trypanosoma cruzi se deve a trabalhos anteriores, realizados no Instituto René
Rachou - Fiocruz Minas pela aluna e autora desta monografia, Anna Maria Romano, e pela co-
oerientadora Tania Maria de Almeida Alves, na qual estudou-se a composi¢éo quimica de oito
espécies de plantas medicinais de uma horta comunitaria da comunidade Cabana do Pai Tomas
— Belo Horizonte/MG, indicadas por uma raizeira da regido para uso popular contra a ansiedade.
Com a oportunidade de testar os extratos destas oito sobre patégenos causadores de doencas
tropicais, neste estudo preliminar, portanto, somente o extrato etandlico das folhas frescas da
espécie Sechium edule apresentou um resultado positivo para os testes preliminares in vitro
contra o T. cruzi. Nesta perspectiva, a caréncia de estudos bibliograficos a respeito da potencial
atividade da referida espécie contra o protozoario em questdo justifica o interesse em
aprofundar o estudo fitoquimico da Sechium edule contra o patdgeno.

Apesar de ndo encontrada nenhuma citacao direta quanto a atividade anti-Trypanosoma
cruzi do chuchu, esta acdo foi relatada para algumas flavonas presentes na composic¢éo da
espécie. Uchiyama N. (2009) descreve em seus estudos a acao positiva da apigenina (Figura 7)
contra o0 protozoario, e lzumi E. et al. (2011) apontam a atividade da luteolina e vicenina-2
(Figura 7). A vista disso, o aprofundamento das pesquisas a respeito da presenca destes
respectivos metabdlitos ativos sobre o T. cruzi em extratos de S. edule, obtidos em diferentes
condigdes, faz-se necessaria, justificando o interesse neste estudo. Além disso, como
perspectiva social, em detrimento da caréncia de tratamentos especificos para a fase crénica da
Doenca de Chagas, a referida pesquisa pretende verificar o potencial uso de plantas medicinais

como recurso terapéutico para tal enfermidade.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Todos os equipamentos e vidrarias utilizadas para o desenvolvimento desse trabalho

foram disponibilizados pelo Laboratério de Quimica de Produtos Naturais Bioativos do
Instituto René Rachou (FIOCRUZ-MINAS) e pelo Departamento de Quimica do CEFET-MG,

em especifico no Laboratdrio de Quimica Organica Professor Luiz Bernardes e Laboratério de

Quimica Organica e Microbiologia Aplicadas (LaQOMAp) do prédio escolar do Campus | do

Cefet-MG em Belo Horizonte. Os equipamentos, reagentes e vidrarias utilizadas no respectivo

trabalho sdo listados abaixo.

Equipamentos:

Balanca de precisdo analitica (marca Marte, modelo ATY224).

Manta aquecedora (marca Edulab).

Estufa de secagem (marca Didatica SP, modelo 0800 707 5700).

Termbmetro de mercurio de (100,0 + 0,5)°C.

Bomba de vacuo (marca Prismatec, modelo 121).

Centrifuga a vacuo Savant (marca Thermo Fisher Scientific).

Rota evaporador (marca IKA RV, modelo 05 basic).

Placas cromatograficas TLC Silica gel 60 F2s4 (marca Merck Milipore).

Gabinete de Ultravioleta Visivel (UV-Vis) (marca Lamag).

Cromatografo gasoso (Agilent Technologies 7890A GC System) acoplado ao
espectrometro de massas de impacto eletronico (Agilent Technologies 5975C inert
MSD Triple-axis Detector e autosampler 7643) (Shimadzu).

Coluna capilar para cromatografo gasoso HP-5MS (5% phenyl methyl silox) (30 m x
250 pm x 0,25 pm) (Shimadzu).

Cromatdgrafo liquido de ultra alta resolucdo acoplado ao espectrdmetro de Massas com
ionizacdo por electrospray e detector de tempo de voo (UHPLC-ESI-MS/MS-TOF)
(Shimadzu, modelo Nexera).

Coluna capilar cromatografica Shimpack XR-ODSIII (C18, 150 x 2,0 mm, 2,2 pm)
(Shimadzu).

Reagentes:
Etanol P.A 99,7% (Marca Chemicals).

Diclorometano P.A (Marca Impex).

Acetato de etila (marca LS Chemicals).
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% Acido férmico (marca Fluka).

< Acido acético glacial (marca Merck Milipore).

% Alcool metilico P.A. (marca Neon).

% Agua milig.

¢+ Solucdo de vanilina sulfarica (preparada no laboratério QPNB - IRR).

% Revelador de Produtos Naturais — Polietileno glicol (preparada no laboratério QPNB —
IRR).

¢+ Hexano grau HPLC (marca Honeywell).

< Acido férmico (marca Supelco) e acetonitrila grau HPLC (marca Merck).

% Metanol grau HPLC (marca Merck).

Vidrarias:

++ Baldes de destilacdo de 500 e 1000 mL (Marca VidroLab).

¢+ Pérolas de vidro.

% Vidrarias de destilacdo — cabeca, alonga de vidro, condensador, coluna de vigreux
(Marca DiogoLab).

++ Baldes de destilacdo por rotavapor de 500 e 1000 mL (marca VidroLab).

< Erlenmeyers de 500 mL (Marca VidroLab).

+« Placas de Petri (Marca Vidrolab).

% Frascos do tipo Ambar.

+¢+ Tubos de cintilacdo.

+¢+ Tubos do tipo eppendorf.

¢+ Tubos do tipo vials.

¢+ Microtubos tipo safe lock.

4.2 COLETA E TRATAMENTO DO MATERIAL VEGETAL DA ESPECIE Sechium edule
A coleta das folhas e frutos da espécie Sechium edule foi efetuada em individuos
distintos, nas coordenadas 19°49740.8”’S / 43°9°32.4”W e 20°21°26”S / 43°59°52”W,
respectivamente, aproximadamente as 8:00 h, do dia 09 de abril de 2023. O procedimento de
coleta foi executado de maneira sistematica, por intermédio da retirada de ramos, folhas e
frutos, cortados a aproximadamente 30 cm do solo, conforme é indicado pela bibliografia de
Simdes et al. (2010). Posteriormente, as amostras vegetais foram armazenadas adequadamente
em geladeira durante um periodo aproximado de 5 dias, para a posterior extracdo de seus

metabdlitos.
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As folhas foram separadas em duas por¢des. Uma destas porg¢des que continha cerca de
42,15 g, pesadas em balanca analitica, foi submetida & secagem natural, para qual as folhas
foram espalhadas em uma bandeja de plastico, permanecendo-se por 7 a temperatura ambiente.
De maneira analoga, metade da massa do fruto do chuchu foi submetida a uma secagem em
estufa de aguecimento, para posterior comparacéo do perfil dos extratos do fruto fresco e seco.
Para tal, fatiou-se o fruto e pesou-se em balanca analitica de forma a submeter cerca de 56,94
g para a estufa para secagem. O processo de secagem entdo foi realizado por um periodo de
tempo de aproximadamente 4 h, em temperatura aproximada de 70°C, até que se obtivesse uma
massa constante da parcela de frutos secos.

Apos a secagem, efetuou-se o fracionamento das folhas secas e frescas de chuchu, a
fim de aumentar a superficie de contato com o solvente extrator. Conforme indicado por Leite
(2009), picotou-se manualmente ambos os tipos de folhas da espécie, reservando-os em placas
Petri, devidamente taradas.

Dividiu-se homogeneamente cada material vegetal das folhas secas e frescas em quatro
partes, respectivamente, e pesou-se 0s em balanca analitica de precisdo. Ressalta-se que, a
guantidade de cada fracdo vegetal foi subdividida de maneira homogénea para serem
submetidas aos dois procedimentos de extracdo (maceracdo e extracdo por Soxhlet) por dois
solventes extratores distintos (diclorometano e etanol). Para melhor elucidacdo do
procedimento, o Esquema 1 representa como foi realizada a divisdo dos materiais vegetais
devidamente tratados.

Analogamente, as por¢oes frescas do fruto da espécie também foram divididas em
quatro fracOes iguais, respectivamente, para serem submetidas aos dois diferentes
procedimentos de extragdo por dois solventes distintos (etanol e diclorometano). A por¢éo seca
do fruto de chuchu, por sua vez, devido a grande perda de massa durante a secagem, somente
foi submetida a um processo de maceracdo utilizando-se etanol como solvente extrator.
Ressalta-se que as respetivas massas do fruto foram pesadas em balanca analitica. O Esquema
2 ilustra tal procedimento.



Esquema 1 - Tratamento das folhas de Sechium edule

327 g em maceragio
-' em etanol

6.40 g de folhas secas para
A macerar
3,13 g em maceragio
diclorometano

4215 g do material
para secagem
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3,26 g em extragio por
Soxhlet em etanol

Ei

*, 6.52 g de folhas secas para .-
extragio por Soxhlet
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A
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para macerar
H ., 10,48 g em maceragio
em diclorometano

%, 4139 gde material
i
fresco -
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Soxhlet em etanol
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para extragio por Soxhlet *-.
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T Soxhlet em
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Fonte: Autoria propria (2024).
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Esquema 2 - Tratamento dos frutos de Sechium edule

14.42 g em maceragio
T em etanol

28,86 g do fruto fresco

A para macerar

"y 14,44 g em maceragio
em diclorometano

56,93 g do material

? fresco
i 14,98 g em extragdo por
-V Soxhlet em etanol
'.‘ 28,67 g do fruto fresco
para extragio por Soxhlet
113,87 g do H 13,69 g em extragdo por
: .
Fruto Vegetal e Soxhlet em
H diclorometano

i 36.94 g de material » 3.27 g do fruto seco para » 3,27 g em maceragio

para secagem macerar etanol

Fonte: Autoria propria (2024).
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4.3 PREPARACAO DOS EXTRATOS
4.3.1 Destilacao dos solventes extratores

Antecedente ao procedimento de extracdo por maceragdo dos materiais vegetais
devidamente fracionados, foi efetuado um processo de destilacdo fracionada dos solventes
extratores, diclorometano e alcool etilico absoluto, com o intuito de purifica-los.

Para tal, seguiu-se o procedimento classico de destilacdo fracionada descrito por Engel
etal. (2011). O controle das condic¢des do sistema de aquecimento foi realizado por intermédio
da leitura constante da temperatura do termémetro acoplado a cabeca de destilacdo. Ressalta-se
ainda que, para fins de seguranca, todo o procedimento foi realizado em uma capela de exaustéo.

4.3.2 Extracdo por maceracao

Posteriormente ao procedimento de purificacdo dos solventes, a maceracdo dos
materiais vegetais foi viabilizada, segundo o procedimento descrito por Simdes et al. (2010).
As fracdes vegetais, devidamente pesadas e subdivididas, foram submetidas a maceracdes com
os solventes distintos: uma utilizando-se um solvente extrator pouco polar, o diclorometano, e
o0 etanol como solvente de maior polaridade, conforme descrito nos topicos anteriores. Nesse
sentido, adicionou-se cada fracdo vegetal em Erlenmeyers de 500 mL, devidamente
identificados com a parte da planta empregada (folha fresca ou seca, e fruto fresco ou seco) e o
solvente extrator a ser utilizado. Preencheu-se o volume das vidrarias contento os materiais
vegetais com certa de 400 mL do solvente extrator para cada macerac¢ao realizada. Tampou-se
os Erlenmeyers com suas respectivas tampas de teflon e deixou-se o sistema em repouso a
temperatura ambiente por aproximadamente 7 dias, e sob o abrigo de luz.

Apbs o periodo de maceracdo, os extratos etanolicos e em diclorometano das folhas
secas e frescas da espécie, assim como dos frutos, foram filtrados sob um sistema de filtracdo
a vécuo, com funil sinterizado de porcelana e papel de filtro, sendo o liquido resultante
armazenado em frascos do tipo &mbar, devidamente etiquetados, sob refrigeracéo.

4.3.3 Extracgéo por Soxhlet

O procedimento classico de extracdo por Soxhlet foi efetuado conforme as instrucoes
da bibliografia escrita por Engel et al. (2011). Dessa forma, os materiais vegetais foram
submetidos a duas extrac@es distintas: uma utilizando-se o alcool etilico absoluto como solvente
extrator e outra, o diclorometano P.A. Ressalta-se que, como o procedimento de extracdo por

Soxhlet envolve um processo de destilagdo adaptada, ambos os solventes para esta etapa nao
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necessitaram de ser destilados previamente, uma vez que as impurezas volateis foram
preliminarmente tratadas.

Assim, efetuou-se montagem em série do sistema de extracdo por Soxhlet (Figura 3),
utilizando-se papel de filtro como material de envelope da fracdo vegetal. Todo procedimento
foi realizado na capela de exaustdo. O processo de extragéo das folhas secas e frescas de chuchu
pelos solventes diclorometano e etanol foi realizado contabilizando-se ao todo sete ciclos, bem
como os processos de extracdo dos frutos frescos do chuchu. Ao final, transferiu-se as misturas
extratoras obtidas para frascos do tipo ambar, devidamente identificados, armazenando-os na

geladeira sob refrigeragéo.

4.3.4 Remocao dos solventes dos extratos

Apbs os procedimentos de extracdo das folhas e frutos do chuchu, a remocéo dos
respectivos solventes foi realizada empregando-se um aparelho de rotaevaporador. O processo
de concentragdo dos extratos, portanto, foi efetuado baseando-se na literatura de Engel et al.
(2011), onde inseriu-se o extrato a ser concentrado em um bal&o de rotavapor, acoplado a um
banho maria a temperatura aproximada de 50°C, com rota¢do constante para homogeneizacao
do aquecimento. Uma bomba de vacuo é associada ao aparelho a fim de promover uma
destilacdo do solvente sob condic¢des de vacuo, garantindo uma menor temperatura de ebulicdo
do solvente a ser destilado e depositado no baldo de destilagéo. Foi realizado ainda, um controle
constante da temperatura do banho maria com o emprego de um termémetro.

A concentracdo do extrato foi controlada de maneira a deixar somente uma pequena
fragcé@o deste no baldo de rotaevaporador. Ressalta-se que, para cada concentracdo, foi realizada
uma limpeza e ambiente das vidrarias com o0s respectivos solventes a serem destilados
(diclorometano e etanol). Ao final do processo, com o auxilio de uma pipeta, fez-se a
transferéncia quantitativa de cada extrato concentrado para frascos devidamente etiquetados e
tarados, que permaneceram abertos em capela de exaustdo para a evaporacdo dos solventes
remanescentes. Pesou-se novamente a massa dos extratos, em balanca analitica, e calculou-se

0s respectivos rendimentos.
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4.4 CARACTERIZAC}AO DAS CLASSES DE METABOLITOS PRESENTES NOS
EXTRATOS

4.4.1 Caracterizagédo por Cromatografia por Camada Delgada

4.4.1.1. Caracterizacao dos extratos dos frutos de Sechium edule

O emprego da técnica de Cromatografia por Camada Delgada (CCD) foi realizada afim
de se obter um perfil qualitativo quimico e preliminar das classes de metabolitos secundarios
dos extratos concentrados do fruto de chuchu. A metodologia empregada para tal procedimento
foi baseada nas instrugOes descritas por Wagner e Bladt (2001). Nesse sentido, a fase
estacionaria utilizada foi composta por placas cromatograficas de Silica gel 60 F2s4, recortadas
em dimensdes de 10 x 10 cm e com marcacao a lapis do ponto final de eluicdo. Anteriormente
a aplicacdo em capilar dos extratos, verificou-se a existéncia de impurezas em cada uma das
placas ao promover sua eluicdo prévia com metanol P.A e visualiza-las em um gabinete de raios
Ultravioleta, com comprimentos de onda de 365 nm.

Para a aplicacdo dos extratos na placa, fez-se primeiramente uma solubilizacdo
completa do conteudo destes, com o auxilio de uma pipeta automatica. Para tal, os extratos em
diclorometano foram solubilizados com este respectivo solvente extrator, enquanto os extratos
etanolicos do fruto do chuchu foram diluidos em etanol P.A e uma pequena fracdo de agua para
garantir sua solubilizacdo completa.

A aplicacdo destas respectivas amostras nas placas cromatogréaficas foi realizada com o
auxilio de um tubo capilar, onde aplicou-se trés amostras dos extratos na ordem de codificacdo
explicitada na Tabela 3. Ressalta-se que, para cada aplicacdo de amostras diferentes, fez-se uma

limpeza do tubo capilar com acetona P.A.

Tabela 3 - Codificacédo e ordem de aplicacdo dos extratos dos frutos de S. edule na placa
cromatogréfica

Ordem de aplicacéo Extrato Codificagéo utilizada
1 Fruto seco em etanol por maceragao FRSEM
2 Fruto fresco em etanol por Soxhlet FRFES
3 Fruto fresco em etanol por maceracao FRFEM
4 Fruto fresco em diclormetano por Soxhlet FRFDS
5 Fruto fresco em diclorometano por maceracéo FRFDM

Fonte: Autoria propria (2023).
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Uma primeira eluicdo foi efetuada aplicando-se uma fase moével composta por acetato
de etila / &cido formico / &cido acético glacial / &gua em proporcdes de (100:11:11:26), com
revelacdo em borrifamento da solucdo de vanilina sulfirica, seguida de um aquecimento da
placa (WAGNER e BLADT, 2001). Posteriormente, realizou-se uma segunda eluicdo, em uma
outra placa cromatografica de mesma ordem de aplicagdo das amostras, empregando-se esta
mesma fase mdvel, mas com revelacdo em borrifamento do revelador de Produtos Naturais —
Polietileno glicol, com visualizacdo em espectrofotémetro de UV-Vis sob incidéncia de luz em
comprimentos de onda de 365 nm. Ademais, para garantir uma melhor resolucédo de separagédo
dos extratos em diclorometano dos frutos do chuchu, realizou-se uma terceira eluicdo dos
extratos 4 e 5 em uma outra placa cromatografica com fase mével contendo diclorometano e
metanol (95:5), e revelacdo em borrifamento da solucdo de vanilina sulfurica seguida de
aquecimento (WAGNER e BLADT, 2001).

4.4.1.2. Caracterizagao dos extratos das folhas de Sechium edule

De maneira analoga a caracterizacdo qualitativa e preliminar dos extratos dos frutos de
S. edule, a aplicacdo da técnica de Cromatografia em Camada Delgada também foi efetuada
nos extratos etandlicos e em diclorometano das folhas do chuchu, empregando-se a mesma
metodologia basica de Wagner e Bladt (2001) descrita no topico anterior. A solubilizacéo,
portanto, dos extratos em diclorometano das folhas de Sechium edule foi realizada com este
respectivo solvente extrator, enquanto os extratos etandlicos do fruto do chuchu foram
solubilizados em etanol P.A.

Foram efetuadas duas elui¢des distintas para a caracterizacdo dos extratos das folhas:
uma para os extratos em diclorometano, empregando-se como fase mével uma solugdo de
diclorometano — metanol (95:5), com revelacdo em borrifamento da solucdo de vanilina
sulfurica seguida de aquecimento e visualizacdo espectrofotdmetro de UV-Vis sob incidéncia
de luz em comprimentos de onda de 254 e 365 nm; e outra para os extratos etanolicos utilizando-
se como fase mdvel uma solugdo composta por acetato de etila - acido férmico - acido acético
— agua (100:11:11:26), com revelagdes em borrifamento de vanilina sulfirica seguida de
aquecimento e do revelador de Produtos Naturais — Polietileno glicol (NP —PEG) e visualizagéo
em espectrofotdmetro de UV-Vis sob incidéncia de luz em comprimentos de onda de 254 e 365
nm (WAGNER e BLADT, 2001). Ressalta-se que em ambas as analises foi empregada uma
fase estacionaria composta por placas cromatograficas de Silica gel 60 Fzss (marca Merck

Millipore), recortadas em dimensdes de 10 x 10 cm.
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Nesse sentido, para a eluigdo dos extratos em diclorometano das folhas de S. edule, a
aplicacdo foi realizada com o auxilio de um tubo capilar, onde aplicou-se trés bandas dos

extratos na ordem de codificacdo explicitada na Tabela 4.

Tabela 4 - Codificacédo e ordem de aplicacdo dos extratos em diclorometano das folhas de S.
edule na placa cromatografica

Ordem de aplicacéo Extrato Codificacdo utilizada
1 Folha fresca em diclorometano por Soxhlet FFDS
2 Folha fresca em diclorometano por maceragéo FFDM
3 Folha seca em diclorometano por Soxhlet FSDS
4 Folha seca em diclorometano por maceragédo FSDM

Fonte: Autoria propria (2023).

A aplicacdo dos extratos em etanol das folhas de chuchu nas placas cromatograficas,
portanto, foi efetuada de maneira similar a aplicacdo dos extratos em diclorometano,

empregando-se a seguinte ordem e codificacédo:

Tabela 5 - Codificacé@o e ordem de aplicacdo dos extratos em diclorometano das folhas de S.
edule na placa cromatogréfica

Ordem de aplicacéo Extrato Codificacao utilizada
1 Folha fresca em etanol por Soxhlet FFES
2 Folha fresca em etanol por maceragédo FFEM
3 Folha seca em etanol por Soxhlet FSES
4 Folha seca em etanol por maceragéo FSEM

Fonte: Autoria propria (2023).

4.4.2 Caracterizacao dos extratos em diclorometano por GC — MS
4.4.2.1 Preparo dos extratos brutos

Com o auxilio de uma espatula analitica, retirou-se uma pequena aliquota dos extratos
brutos e secos, de forma a transferi-los para microtubos do tipo safe lock previamente
identificados. Em seguida, as amostras foram solubilizadas em hexano grau HPLC, com auxilio

de ultrassom (5 min) e vortex (2 min). Posteriormente, os extratos foram filtrados com um
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auxilio de uma pipeta de Pasteur e algod&o, sendo transferidos para vials de polipropileno, os
quais foram acondicionados na rack do amostrador automatico para analise por GC - MS.

4.4.2.2 Instrumentacao e condicGes de analise

O cromatografo gasoso utilizado para a caracterizagdo dos extratos brutos em
diclorometano de Sechium edule foi Agilent Technologies 7890A GC System acoplado ao
Espectrometro de Massas modelo Agilent Technologies 5975C inert MSD Triple-axis Detector
e autosampler 7643. Utilizou-se uma coluna HP-5MS (5% phenyl methyl silox; 30 m x 250
pum x 0,25 um). O gés de arraste utilizado foi o Hélio (1,4 mL/min). A temperatura do injetor
foi ajustada para 150°C e a do detector para 250 °C. O modo de injecdo utilizado foi o splitless,
utilizando-se um método de programacdo de temperatura do forno de: 60 °C, com aumento
gradual de 3 °C/min, 100 °C, 5 °C/min, 250 °C (5 min).

4.4.3 Caracterizacao dos extratos em etanol por HPLC-MS

4.4.3.1 Preparo dos extratos brutos

Com o auxilio de uma espétula analitica e balanca analitica, foram pesados cerca de 5
mg dos extratos brutos secos em microtubos do tipo safe lock previamente identificados. Em
seguida, as amostras foram solubilizadas em metanol grau HPLC, com auxilio de ultrassom (5
min) e vortex (2 min), para se atingir a concentracdo final de 5 mg/mL. Com uma pipeta
automatica, foram pipetados 50 pL de cada uma das amostras para vials de polipropileno, 0s
quais foram acondicionados na rack do amostrador automatico para analise por UHPLC-
MS/MS.

4.4.3.2 Instrumentacgéo e condicBes de analise

As analises de UHPLC-MS/MS foram realizadas em um sistema Nexera UHPLC
(Shimadzu) acoplado a um espectrometro de massas com ionizacao por electrospray e detec¢do
do tipo quadrupolo/tempo de voo (ESI-Q-TOF) de alta resolucdo MaXis ETD (Bruker) e
controlado pelo pacote de software Compass 1.5 (Bruker).

Aliquotas de 1 a 2 pL foram injetadas em uma coluna Shimpack XR-ODSIII (C18, 150
x 2,0 mm, 2,2 um) a 40°C sob uma taxa de fluxo de 400 pL/min. As fases méveis A e B (0,1%
de acido formico grau HPLC em &gua e acetonitrila grau HPLC, respectivamente) foram

empregadas em uma eluicdo em modo gradiente a 5% B por 0.5 min, seguida de uma rampa
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linear até 100% B em 20 min e uma espera a 100% B durante 4.5 min. Os espectros de massas
foram adquiridos no modo de ionizagéo positivo a uma taxa espectral de 5,00 Hz. Os parametros
da fonte de ions foram ajustados para 500 V de end plate offset, voltagem do capilar de 4.500
V, pressdo do nebulizador de 3,0 Bar, e fluxo e temperatura do gas de secagem de 8,0 L/min e
200°C, respectivamente. Espectros de fragmentacdo foram adquiridos em modo dependente de
dados (MS/MS automatizado) usando uma rampa de energia de colisdo entre 15 e 60 eV. As
configurac@es do resfriador de ions foram otimizadas para uma faixa de 100-1500 m/z usando
uma solucdo calibrante de formato de sodio Sigma 1 mM em 2-propanol 50% J. T. Baker. A
calibragcdo de massas foi realizada por meio de infusdo inicial de 20 pL de solugdo calibrante
na fonte de ions e recalibracdo pos-aquisicdo dos dados brutos. A detec¢do do composto foi
realizada por dissec¢do de pico cromatografico com subsequente determinacao da formula de
acordo com a massa exata e o padréo isotopico (MS1). A identificagdo putativa foi baseada na
comparacdo dos espectros de fragmentacdo dos compostos (MSz) com espectros de referéncia
de substéncias padréo provenientes do banco de dados in house (substancias de referéncia) e

publico MassBank (Horai et al., 2010), assim como no programa Sirius Software 5.5.7.

4.5 AVALIAQAO DA BIOATIVIDADE DAS FRAQ@ES DOS EXTRATOS

De posse dos extratos brutos concentrados, a avaliagdo de suas bioatividades foi feita
por intermédio de testes de bioensaios de plagueamento para triagem in vitro de drogas anti —
Trypanosoma cruzi. No caso do Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais Bioativos do
Instituto René Rachou, os extratos vegetais brutos sdo encaminhados para a Plataforma de
Bioensaios para Triagem de Drogas anti Trypanosoma Cruzi (PlaBio Tc) do grupo de
Gendmica Funcional de Parasitos (GFP) da Fiocruz, que realiza tal triagem de drogas. Logo, as
analises bioldgicas foram realizadas no dia 12 de marco de 2024 no laboratério de bioensaios,

cujos resultados foram encaminhados para 0 QPNB.

4.5.1 Ensaios biologicos para triagem in vitro de drogas anti — Trypanosoma cruzi
4.5.1.1 Manutencao de células para plagueamento

Os experimentos foram realizados conforme protocolo descrito por Buckner et al.
(1996) modificado. Culturas de células NTCT clone 929 (L929) (ATCC CCL 1) de tecido

conectivo de camundongo, em meio RPMI 1640 com vermelho de fenol e suplementado com
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SBF 10% e glutamina 2mM foram semeadas em garrafas de 25cm?, 150.000 células, ou garrafas
de 75cm2, 450.000 celulas.

Incubou-se as culturas em estufa 37°Ce com 5% CO,. Culturas em garrafas de 25cm?
ou 75cm? foram infectadas ap6s um periodo de aproximadamente 24 horas com formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi da cepa Tulahuen transformada para expressar o gene
da p-galactosidase, 20 parasitas por célula. Os parasitas que ndo penetraram foram retirados por

lavagem ap0s 24h, e a cultura foi incubada em estufa 37°C e com 5% CO..

4.5.1.2 Plaqueamento das células, infecco e tratamento

Para o teste de atividade anti T. cruzi, uma placa de 96 pocos foi semeada com 4.000
ceélulas em 80 pl por pogo de RPMI com vermelho fenol e suplementado, sendo a placa incubada
“overnight” em estufa a 37°C e 5% de CO,.

As células, por outro lado, foram infectadas com 40.000 tripomastigotas por poco,
diluidos em 20 pl de RPMI com vermelho fenol suplementado. Incubou-se a placa por 2 horas
a 37°C e com 5% CO: e os parasitas que ndo penetraram foram retirados por substituicdo com
200 pl por poco de RPMI sem vermelho de fenol e suplementado.

A placa foi novamente incubada a 37°C e 5% CO> por 48 horas para o estabelecimento
da infeccdo. Apods 48 horas, 0 meio de cultura foi trocado por 180 de RPMI sem vermelho de
fenol suplementado e 20 pl do extrato bruto a ser testado. Nesse sentido, os extratos brutos
foram pré-diluidos em dimetilsulféxido (DMSQ), em uma concentracdo maxima de 10% na
solucdo-estogue. Assim, os extratos foram testados em duplicata.

A adicdo das drogas a placa foi realizada da seguinte forma: 180 ul de RPMI
suplementado e sem vermelho de fenol adicionados a cada poco; a seguir, 20 ul dos extratos
brutos solubilizados foram adicionados a cada poc¢o e sendo realizada a homogeneizacdo com
um agitador de placas. Desta forma, a concentracdo final dos compostos pés-diluicdo no meio
foram de 1 ou 10 pg/ml.

Incubou-se a placa em estufa a 37°C e 5% CO2 por 96 horas. Apos esse periodo,
adicionou-se 50 pl por pogo do substrato CPRG 500 uM com nonidet p40 0,5% e a leitura da
placa foi realizada 16 a 20 horas ap0s a adicdo do substrato, em leitor de ELISA com filtro de
570nm. Adicionalmente utilizou-se os seguintes controles em cada placa: culturas de células
ndo infectadas por parasitas e sem adigdo de compostos, culturas de células infectadas pelo
parasita sem adi¢do de compostos, culturas de células infectadas pelo parasita e tratadas com

Benzonidazol a 1 pg/ml, culturas de células infectadas pelo parasita tratadas com DMSO 1%.
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A andlise foi realizada considerando a reducdo do desenvolvimento da infeccdo estabelecida,
promovida pelo extrato testado, em relacdo ao cultivo de células infectadas pelo parasita na

auséncia deste extrato.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PREPARO DOS EXTRATOS

O processo de preparo dos extratos dos frutos e folhas da espécie Sechium edule deu-se
de maneira a averiguar as possiveis diversidades de metabdlitos extraidos por diferentes
métodos de preparo e extracdo da amostra. Dessa forma, a tabela abaixo expressa as massas das
fracdes vegetais antes e apds o procedimento de secagem, bem como o teor de agua perdido por

cada uma destas.

Tabela 6 - Relacdo das massas das fragdes vegetais antes e apds a secagem e relagcdo com seu teor
de 4gua perdido

Fracéo Massa (g) da amostra Massa (g) da fragdo amostra Teor (%) de
vegetal vegetal antes da secagem apos a secagem agua perdida
Folhas 42,15 12,92 69,35
Frutos 56,94 3,27 88,99

Fonte: Autoria propria (2023).

Logo, baseando-se nos dados supracitados na Tabela 6, tornou-se possivel verificar o
grande contetido de dgua presente na espécie do chuchu, sobretudo em seus frutos, onde quase
90% de seu conteldo é referente a dgua, fato este que exemplifica, portanto, sua composicao
quimica nutricional de agua ilustrada pela Tabela 2 do topico 3.3. Além disso, a grande
percentagem de massa perdida nos frutos de Sechium edule ap6s a secagem justificou a escolha
da preparacdo de somente um extrato no fruto seco, que se deu por pelo processo de maceragdo
utilizando o etanol como solvente extrator.

Os extratos produzidos pelos diferentes solventes sdo apresentados na Fotografia 1,
onde é possivel visualizar a diferenca dos aspectos visuais dos extratos etanolicos e em
diclorometano de folhas de S. edule. Nesta comparacédo, portanto, fica nitida a diferenca da
concentracdo de clorofila em ambos, na qual a intensidade da coloracdo verde no extrato
etandlico (ensaio da esquerda) marca a melhor eficiéncia de extragdo da clorofila pelo solvente
etanol. E importante ressaltar também que esta diferenca foi visivel em todos os outros extratos
das folhas e frutos de Sechium edule, tanto nas fraces que sofreram um processo de secagem
guanto nas que permaneceram frescas.

O tipo de solvente extrator € um componente importante a ser avaliado para 0s

procedimentos de extracdo. Quanto aos solventes utilizados para o preparo dos respectivos
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extratos deste trabalho, o diclorometano trata-se de um solvente de caracteristica pouco polar,
na qual espera-se extrair produtos naturais de menor polaridade e ligeiramente volateis, como
0s metabolitos da classe dos terpenos e alguns &cidos graxos presentes na composicdo da
espécie Sechium edule, por exemplo. Ja o etanol, por outro lado, por se tratar de um solvente
razoavelmente polar, tende a extrair metabdlitos e substancias de polaridade semelhante, onde
esperam-se extrair ndo somente metabdlitos da classe dos flavonoides, por exemplo, mas
também outros componentes de pigmentos, como a clorofila presente nas folhas da espécie do
chuchu, e produtos de seu metabolismo primario, tais como os carboidratos e alguns

aminoacidos presentes nos frutos de S. edule (LEITE, 2009).

Fotografia 1 - Aspecto visual do extrato etandlico de folhas frescas de S. edule X Aspecto

visual do extrato em diclorometano de folhas frescas de S. edule

Fonte: Autoria prépria (2023).

Quanto ao procedimento de remocdo dos solventes extratores, foi utilizado o
equipamento rotaevaporador, cujo mecanismo de funcionamento é explicado no tépico 3.2.3.
No entanto, é importante ressaltar o cuidado realizado durante o controle de temperatura do
sistema de banho-maria. Isto pois, por se tratar de um sistema de destilacdo a vacuo
empregando-se 0 banho-maria como fonte de calor, o controle minucioso da temperatura, por
meio da utilizacdo de um termdémetro, foi essencial para evitar perdas de produtos naturais de
carater volatil e termo instaveis, de forma a ndo comprometer a composi¢do dos extratos
preparados.

Por fim, com relagdo ao rendimento dos extratos concentrados obtidos apds o
procedimento de remocdo dos solventes extratores, a Tabela 7 esquematiza os nomes dos

extratos e sua codificagéo, as massas iniciais da fracdo vegetal submetida a cada preparo distinto
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de extracdo, bem como as massas finais dos extratos concentrados obtidos apds a remoc¢édo dos

solventes.



Tabela 7 - Tabela comparativa de rendimentos dos extratos de Sechium edule preparados por diferentes técnicas

58

N° do ) o Massa inicial da fracéo Massa final do extrato Rendimento
extrato Tipo do extrato Codificagao vegetal (g) concentrado (mg) (%)
1 Folha fresca em etanol por Soxhlet FFES 10,43 297,52 2,85
2 Folha fresca em etanol por maceragéo FFEM 10,50 297,88 2,84
3 Folha seca em etanol por Soxhlet FSES 3,26 316,78 9,72
4 Folha seca em etanol por maceracéo FSEM 3,27 201,31 6,16
5 Folha fresca em diclorometano por Soxhlet FFDS 9,98 65,20 0,65
6 Folha fresca em diclorometano por maceragéo FFDM 10,48 71,58 0,68
7 Folha seca em diclorometano por Soxhlet FSDS 3,26 54,38 1,67
8 Folha seca em diclorometano por maceragéo FSDM 3,13 75,58 2,41
9 Fruto seco em etanol por maceracao FRSEM 3,27 1220,73 37,33
10 Fruto fresco em etanol por Soxhlet FRFES 14,98 473,15 3,16
11 Fruto fresco em etanol por maceragao FRFEM 14,42 351,64 2,44
12 Fruto fresco em diclorometano por Soxhlet FRFDS 13,69 2,71 0,02
13 Fruto fresco em diclorometano por maceragéo FRFDM 14,44 9,81 0,06

Fonte: Autoria propria (2023).
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A vista dos rendimentos dos extratos de S. edule expressos pela Tabela 7, tornou-se
possivel realizar algumas inferéncias a respeito dos dados supracitados. Em primeiro plano,
com relacdo aos extratos das folhas de chuchu, foi possivel notar um maior rendimento nas
folhas secas, tanto para os extratos em diclorometano quanto para os etandlicos. Este resultado
é esperado pois, como mencionado anteriormente, 0 processo de secagem proporciona a
remocdo da &gua do material vegetal, bem como a concentragcdo preliminar dos produtos
naturais deste, 0 que corrobora posteriormente para uma melhor eficiéncia e facilidade no
processo de difusdo dos metabdlitos para o solvente extrator. Com relacdo ao tipo de solvente
utilizado, percebeu-se um menor rendimento nos extratos em diclorometano das folhas de S.
edule do que nos extratos etanolicos. Este também é um resultado esperado, visto que
bibliograficamente séo listados uma maior percentagem de compostos fendlicos e produtos do
metabolismo primario de carater polar na composicdo do chuchu do que de acidos de carater
pouco polar e componentes volateis nas folhas do chuchu (VIEIRA et. al, 2018). Por fim, a
respeito da técnica de extragdo, notou-se um rendimento similar nos extratos etandlicos pelo
método de Soxhlet e por maceracdo, e um rendimento ligeiramente maior no preparo por
maceracao dos extratos em diclorometano do que no preparo por Soxhlet. Este tltimo resultado
pode ser justificado devido ao fato de que, por se tratar de uma técnica de extracdo a quente, a
utilizacdo do método de Soxhlet pode ter proporcionado uma ligeira perda dos componentes
volateis e termolabeis de carater pouco polar extraidos pelo diclorometano.

Por outro lado, com relacdo aos extratos dos frutos de Sechium edule, primeiramente é
possivel notar uma nitida diferenca dos rendimentos nos extratos de fruto seco e frescos, visto
que h& um rendimento muito maior no extrato preparado pelo fruto seco. A justificativa para
este fato deve-se as mesmas ponderacOes realizadas para os extratos das folhas do chuchu: ja
gue 0 processo de secagem promove a pré-concentracdo dos metabdlitos, facilitando seu
posterior processo de difusdo para o solvente extrator. Além disso, observou-se um rendimento
muito baixo para os extratos em diclorometano com relacdo aos extratos etandlicos. Espera-se
este resultado também, uma vez que, segundo Ifiguez et al. (2008), os frutos do chuchu séo
compostos principalmente por agua e carboidratos, substancias estas de carater polar que
dificilmente sdo extraidas pelo diclorometano. Por fim, também verificou-se um mesmo padrédo
comparativo dos rendimentos entre os métodos de extracdo por maceracdo e por Soxhlet nos
extratos etanolicos e em diclorometano, que também podem ser justificados pelas

consideracoes realizadas nos extratos das folhas de S. edule.
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5.2 CARACTERIZACAO DAS CLASSES DE METABOLITOS SECUNDARIOS
PRESENTES NOS EXTRATOS

5.2.1 Caracterizagdo por Cromatografia por Camada Delgada

5.2.1.1 Caracterizacao dos extratos dos frutos de Sechium edule

Para a caracterizagdo dos extratos dos frutos de Sechium edule, uma solubilizag&o total
de seus componentes foi necessaria para garantir a representatividade completa dos metabolitos
aplicados nas placas. Nesta perspectiva, a solubilizacdo de cada extrato foi efetuada
empregando-se 0s respectivos solventes extratores utilizados durante o procedimento de
extracdo de cada droga vegetal. Durante o procedimento, no entanto, observou-se uma
dificuldade de solubilizacdo de alguns componentes presentes nos extratos etanolicos dos frutos
da espécie. O aspecto de cristalizado destas substancias levou a suposicéo de que possivelmente
estes compostos eram referentes aos agucares constituintes do fruto do chuchu. Logo, ao
adicionar-se uma pequena quantidade de agua nestas respectivas amostras, viabilizou-se a
solubilizacdo completa destes, possibilitando a aplicacdo posterior de tais extratos na placa
cromatogréfica.

Nesse sentido, a primeira eluicdo destes extratos foi referente a uma fase movel de
caréater ligeiramente polar, com composicao de acetato de etila — acido formico — &cido acético
glacial — &gua, em proporcOes de (100:11:11:26). A disputa das afinidades quimicas dos
componentes da amostra entre a fase estacionaria de silica gel (de carater bastante polar) com
a respectiva fase movel permitiu a realizacdo de inferéncias sobre as polaridades dos
metabolitos secundarios identificados pelo revelador universal de vanilina sulfdrica. Néo
somente isto, 0s aspectos de coloracdo das bandas reveladas na placa ap6s o aquecimento desta
também viabilizou conclusfes sobre o0s possiveis grupos de metabolitos eluidos. A Fotografia

2 ilustra os aspectos das bandas reveladas apds o procedimento.
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Fotografia 2 - CCD dos extratos em etanol e diclorometano dos frutos S. edule eluidos com
solucdo de acetato de etila, acido acético, acido férmico e agua (100:11:11:26) e revelados com

solucéo de vanilina sulfurica
. w
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Fonte: Autoria prépria (2023).

! Extrato do fruto seco de S. edule obtido por maceracéo em etanol

2 Extrato do fruto fresco de S. edule obtido por extragéo por Soxhlet
em etanol

3 Extrato do fruto fresco de S. edule obtido por maceragéo em etanol

4 Extrato do fruto fresco de S. edule obtido por extragéo por Soxhlet
em diclorometano

> Extrato do fruto fresco de S. edule obtido por maceragdo em
diclorometano

Ao analisar-se a Fotografia 2 fica evidente que a polaridade de tal fase mével nédo foi
capaz de gerar uma boa separagdo dos constituintes presentes nas amostras 4 e 5, referentes aos
extratos em diclorometano. Isto pois, ndo houve a visualizacéo de praticamente nenhuma banda
nestas amostras, somente borrdes ao final da eluicdo, que dizem respeito o fato da fase movel
ter sido muito mais polar do que os componentes do extrato. Este resultado, ja era esperado
para os extratos em diclorometano, ja que se espera a extracdo de compostos muito pouco
polares.

Por outro lado, nos extratos etandlicos, visualizou-se bandas de coloragdo violeta.
Segundo Wagner e Bladt (2001), esta coloracdo é tipica de compostos terpendides e/ou
fenilpropandides, indicando que provavelmente nos extratos etandlicos foram extraidos
terpendides hidroxilados ligeiramente polares ou fenilpropandides polares. Além disso,
percebeu-se uma similaridade das bandas reveladas nos trés extratos em etanol (referentes as

aplicacdes das amostras 1, 2 e 3), cujas manchas apresentaram aproximadamente 0S mesmos
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fatores de retencdo (0,20; 0,44; 0,66; 0,71 e 0,88). Este comportamento é esperado, uma vez
que os extratos etandlicos, em geral, tendem a extrair aproximadamente 0s mesmos compostos,
diferindo-se apenas pelas suas respectivas concentracdes nos diferentes métodos de extracéo,
com excecdo dos compostos termolabeis que sdo pouco extraidos pelo método de Soxhlet.

Ademais, os diferentes fatores de retencdo dos componentes eluidos possibilitaram
realizar inferéncias sobre as polaridades destas substancias, de forma que aquelas que
permaneceram mais retidas na fase estacionaria e, portanto, mais proximas do local de
aplicacdo, sdo de carater mais polar do que aquelas substancias que foram bastante eluidas pela
fase movel. Ainda, observou-se uma retencdo de determinados compostos no local de aplicacdo
da placa, dos quais permaneceram-se muito retidos pela silica, indicando que provavelmente
referem-se aos aclcares de polaridade mais acentuada presentes no fruto.

Seguidamente, a revelacdo da segunda placa cromatografica, também eluida nesta
mesma fase movel, possibilitou mais inferéncias sobre os metabdlitos extraidos nos extratos do
fruto do chuchu. De acordo com Wagner e Bladt (2001), o revelador denominado como
Produtos Naturais — Polietileno glicol tem por objetivo a identificacdo seletiva de compostos
fenolicos, como flavonoides, cumarinas e entre outros. Dessa forma, ao se analisar a Fotografia
3, evidenciada abaixo, percebeu-se a inexisténcia destes compostos nos extratos etandlicos, mas
verificou-se, a seguir, a presenca de um tipo de composto fendlico, de coloracdo esverdeada
com Rf de aproximadamente 0,68, nos dois extratos em diclorometano. Em geral, realmente
ndo € esperado uma grande variedade deste tipo de metabdlito nos frutos do chuchu, ja que mais
de cinquenta por cento de sua composicdo € referente aos seus metabdlitos primarios e
nutrientes (INIGUEZ et al., 2008). Ainda, é possivel verificar também a presenca de bandas de
coloracdo vermelha fluorescente no topo da eluicdo dos extratos, referentes a clorofila, que
segundo Paloshi e colaboradores (1998), apresenta uma fluorescéncia tipica avermelhada na

visualizacdo em comprimento de onda de 365 nm.
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Fotografia 3 - CCD dos extratos em etanol e diclorometano dos frutos S. edule eluidos com
solugdo de acetato de etila, acido acético, acido férmico e agua (100:11:11:26) e revelados com
solucéo de Produtos Naturais — Polietileno glicol

Fonte: Autoria propria (2023).

! Extrato do fruto seco de S. edule obtido por maceracéo em etanol

2 Extrato do fruto fresco de S. edule obtido por extragéo por Soxhlet
em etanol

3 Extrato do fruto fresco de S. edule obtido por maceragdo em etanol

4 Extrato do fruto fresco de S. edule obtido por extragéo por Soxhlet
em diclorometano

> Extrato do fruto fresco de S. edule obtido por maceragdo em
diclorometano

Com o intuito de promover uma melhor separacdo dos componentes presentes nos
extratos em diclorometano, do qual a fase mdvel ndo foi tdo eficiente para promover sua
separagdo gradativa na silica gel, um eluente de carater menos polar foi empregado. Logo,
conforme evidenciado na Fotografia 4, a eluicdo em diclorometano e metanol (95:5) foi a ideal
para a promocdo da separacdo dos metabodlitos extraidos nestes extratos. Assim como 0S
extratos etanolicos, observou-se a presenca de bandas de coloracdo violeta avermelhada, que
segundo Wagner e Bladt (2001), provavelmente sdo referentes aos terpendides pouco polares
extraidos pelo diclorometano. Analogamente, também é possivel inferir que 0os componentes
de menor fator de retencéo (0,12 e 0,25), que foram mais retidos pelasilica, possuem uma maior
polaridade do que os componentes de maior Rf (0,52; 0,60; 0,72 e 0,75). Outrossim, também
foi possivel perceber uma similaridade dos aspectos das bandas dos extratos em diclorometano
do fruto de S. edule, uma vez que tais bandas apresentaram aproximadamente 0os mesmos fatores

de retencdo.
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Fotografia 4 - CCD dos extratos em diclorometano dos frutos S. edule eluidos com solugéo de

diclorometano e metanol (95:5) e revelados com solucéo de vanilina sulfarica
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Fonte: Autoria prépria (2023).

4 Extrato do fruto fresco de S. edule obtido por extragéo por Soxhlet
em diclorometano

> Extrato do fruto fresco de S. edule obtido por maceragdo em
diclorometano

5.2.1.2 Caracterizacéo dos extratos das folhas de Sechium edule

A caracterizacdo dos extratos das folhas de Sechium edule foi realizada com o mesmo
objetivo de obter um perfil quimico qualitativo prévio dos metabdlitos extraidos pelas técnicas
de maceracdo e Soxhlet. De maneira analoga a caracterizacdo dos frutos, foi efetuada uma
solubilizacdo total de tais extratos com o intuito de garantir a representatividade completa dos
metabolitos aplicados nas placas.

Nesse sentido, em primeiro plano, foi feita uma eluigé@o dos extratos em diclorometano,
aplicando-se uma fase movel composta por uma solucao de diclorometano — metanol (95:5), de
carater menos polar, a qual foi adequada para garantir uma boa separacdo dos metabdlitos de
menor polaridade gue teoricamente foram extraidos pelo diclorometano. Assim, a disputa de
afinidades quimicas dos componentes da amostra entre a fase estacionaria (de carater polar)
com a respectiva fase movel viabilizou a inferéncia sobre tais aspectos da polaridade dos
metabdlitos visualizados pela Fotografia 5. Ainda, a revelacdo da placa utilizando-se o
revelador universal de vanilina sulfirica garantiu também a avaliacdo mais geral do perfil de
tais metabolitos, de maneira com que os aspectos de coloragédo das bandas reveladas na placa,
apos o aquecimento desta, também viabilizou conclusées sobre os possiveis grupos de

metabdlitos eluidos.



65

Fotografia 5 - CCD dos extratos em diclorometano das folhas S. edule eluidos com solugéo de

diclorometano e metanol (95:5) e revelados com solucéo de vanilina sulfarica
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Fonte: Autoria propria (2023).

! Extrato da folha fresca de S. edule obtido por extragdo por Soxhlet
em diclorometano

2 Extrato da folha fresca de S. edule obtido por maceracdo em
diclorometano

3 Extrato da folha seca de S. edule obtido por extragdo por Soxhlet em
diclorometano

4 Extrato da folha seca de S. edule obtido por maceracdo em
diclorometano

Tendo em vista o resultado ilustrado na Fotografia 5, tornou-se possivel perceber um
perfil cromatografico bastante semelhante nas bandas eluidas dos 4 extratos em diclorometano.
Foram visualizadas em ambas as amostras, portanto, bandas de coloragéo violeta, que segundo
Wagner e Bladt (2001) séo tipicas de compostos terpendides e/ou fenilpropandides, com fatores
de retencdo aproximados de (0,05; 0,08; 0,16; 0,20; 0,23; 0,36; 0,58; 0,70; 0,75 e 0,90). Neste
sentido é esperado um perfil de compostos terpendides para os extratos em diclorometano, uma
vez que, em geral, os terpendides referem-se a uma classe de metabolitos de carater menos
polar, os quais sdo facilmente extraidos pelo solvente diclorometano, cuja menor polaridade
garante uma maior afinidade quimica com este grupo de compostos. Espera-se, no entanto, uma
diferenga na concentracdo destes metabolitos entre os extratos preparados por maceracéo e por
Soxhlet, visto que esta Gltima, por ser considerada uma técnica exaustiva, tende a concentrar
mais 0s metabdlitos do que a maceragdo (com excecdo aos metabdlitos termolabeis). Ainda,
sdo visualizadas bandas de coloracdo esverdeada em ambos os extratos, com fatores de retengédo
préximos de 0,98, dos quais sdo referentes a clorofila. Isto pdde ser inferido devido ao fato de

que, na visualizacdo da placa cromatografica em comprimento de onda de 365 nm, estas bandas
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apresentaram uma coloracdo vermelha, que segundo Paloshi e colaboradores (1998), séo tipicas
da clorofila. A Fotografia 6, portanto, ilustra a visualizagcdo da placa sobre luz UV com

comprimento de onda de 365nm.

Fotografia 6 - CCD dos extratos em diclorometano das folhas S. edule eluidos com solugéo de
diclorometano e metanol (95:5) e visualiza¢do em luz UV 365 nm

Fonte: Autoria propria (2023).

! Extrato da folha fresca de S. edule obtido por extracdo por Soxhlet
em diclorometano

2 Extrato da folha fresca de S. edule obtido por maceracdo em
diclorometano

3 Extrato da folha seca de S. edule obtido por extragdo por Soxhlet em
diclorometano

4 Extrato da folha seca de S. edule obtido por maceracdo em
diclorometano

Além da clorofila, a visualizacdo da placa cromatografica dos extratos em
diclorometano na luz UV em comprimento de onda de 365 nm também permitiu a verificacao
de duas bandas de coloracdo azul, com Rf préximo de 0,46, nos extratos 1 e 2, referentes as
amostras de folhas frescas. Como sdo manchas escuras, ndo é possivel ter um indicio de qual
classe de metabdlitos elas se referem. No entanto, pode-se concluir uma diferenca de extracdo
entre os perfis das folhas frescas e secas, visto que estes compostos somente foram detectados
nas amostras de folhas frescas.

Para os extratos etanolicos, foi efetuada uma eluicdo empregando-se a fase movel
composta por uma solucdo de acetato de etila — &cido férmico — &cido acetico — agua

(100:11:11:26). Considerada uma fase de carater mais polar, este eluente foi polar o suficiente
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para garantir uma boa separacdo dos metabolitos extraidos pelo etanol, que teoricamente,
esperam-se ser também de carater mais polar. Assim, a aplica¢do do revelador de vanilina
sulfurica seguida de aquecimento permitiu, portanto, a revelacdo de um perfil mais geral dos

metabolitos eluidos, conforme ilustra a Fotografia 7.

Fotografia 7 - CCD dos extratos em etanol das folhas S. edule eluidos com solugao de acetato de
etila, &cido acético, &cido formico e 4gua (100:11:11:26) e revelados com solucao de vanilina

sulfurica

Fonte: Autoria propria (2023).

! Extrato da folha fresca de S. edule obtido por extragdo por Soxhlet
em etanol

2 Extrato da folha fresca de S. edule obtido por maceracdo em etanol

3 Extrato da folha seca de S. edule obtido por extragdo por Soxhlet em
etanol

4 Extrato da folha seca de S. edule obtido por maceragdo em etanol

A visualizacdo de bandas de coloragdo violeta foi nitida em todas as amostras, de forma
a apresentarem um perfil de fatores de retencdo muito semelhantes nas quatro aplicagdes (0,13;
0,27; 0,40; 0,51; 0,76; 0,81 e 0,86). A coloracdo violeta, no entanto, diferentemente das
visualizadas nos extratos em diclorometano, muito provavelmente sdo referentes aos
fenilpropandides e/ou terpendides hidroxilados de carater ligeiramente polar. Isto pois,
utilizando-se o etanol como solvente extrator, é esperada a extragdo de metabolitos de
afinidades quimicas mais semelhantes ao etanol, ou seja, metabolitos de carater mais polar.
Além disso, infere-se também que as bandas de menor fator de retencdo apresentam uma

polaridade maior do que as bandas visualizadas com maior Rf.
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Quanto a visualizagdo sob luz UV nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm, foi
possivel verificar a existéncia de duas bandas escuras de Rf proximos de 0,32 e 0,37 em todos
0s extratos etanolicos, bem como uma banda escura de fator de retencdo aproximado de 0,57
nos extratos das folhas secas. Esta evidéncia, ilustrada pela Fotografia 8, indica, portanto, uma
diferenga no perfil de extragédo das folhas frescas e secas, visto que este a mancha evidenciada
no extrato das folhas secas ndo foi observada no extrato das folhas frescas.

Fotografia 8 - CCD dos extratos em etanol das folhas S. edule eluidos com solucéo de acetato de

etila, acido acético, acido formico e 4gua (100:11:11:26) e visualiza¢do em luz UV 254 nm

Fonte: Autoria prépria (2023).

! Extrato da folha fresca de S. edule obtido por extragdo por Soxhlet
em etanol

2 Extrato da folha fresca de S. edule obtido por maceracdo em etanol

3 Extrato da folha seca de S. edule obtido por extragdo por Soxhlet em
etanol

4 Extrato da folha seca de S. edule obtido por maceragdo em etanol

Posteriormente, uma elui¢do com revelacao utilizando-se o solvente Produto Natural —
Polietileno glicol teve por objetivo a identificacdo seletiva de compostos fendlicos, como
flavonoides, cumarinas e entre outros. Em geral, é esperado a presenca deste tipo metabolito
nos extratos etandlicos das folhas de S. edule, visto que ha uma similaridade entre as polaridades
destes compostos e, portanto, uma afinidade quimica entre estes para o processo de difusdo
durante extracdo, além da citacdo na literatura da presenca de compostos polifendlicos nas
folhas do chuchu. Assim, ao analisar-se a Fotografia 9, referente a visualizagdo em luz UV em
comprimento de onda de 365 nm, tornou-se possivel perceber a existéncia duas manchas

amareladas com fatores de retencdo proximos de 0,32 e 0,64 em todas as amostras aplicadas.
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No entanto, apesar da deteccdo destas manchas, ndo € possivel realizar nenhuma inferéncia
precisa a respeito de qual classe de metabolitos especificos elas se referem. Outrossim, fica
evidente também a presenca a clorofila extraida pelas amostras, marcadas por bandas de

coloracédo avermelhada com Rf préximo de 0,98.

Fotografia 9 - CCD dos extratos em etanol das folhas S. edule eluidos com solugao de acetato de
etila, &cido acético, &cido formico e dgua (100:11:11:26) e revelados com solugdo de Produtos
Naturais — Polietileno glicol

Fonte: Autoria propria (2023).

! Extrato da folha fresca de S. edule obtido por extragdo por Soxhlet
em etanol

2 Extrato da folha fresca de S. edule obtido por maceracdo em etanol

3 Extrato da folha seca de S. edule obtido por extragdo por Soxhlet em
etanol

4 Extrato da folha seca de S. edule obtido por maceragdo em etanol

5.2.2 Caracterizagéo dos extratos em diclorometano das folhas e frutos de Sechium edule
por GC — MS

Embora os extratos brutos em diclorometano das folhas e frutos da espécie Sechium
edule tenham sido submetidos a cromatografia gasosa, o processamento dos dados
cromatograficos foram inviabilizados devido a incapacidade de acesso ao laboratério de

cromatografia do CEFET-MG em detrimento do periodo de reforma deste.
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5.2.3 Caracterizagdo dos extratos em etanol das folhas e frutos de Sechium edule por
HPLC-MS

A avaliacdo do perfil quimico e cromatografico dos extratos etandlicos de Sechium
edule deu-se por intermédio do processamento dos cromatogramas obtidos na analise em
UHPLC-ESI-MS/MS pelo Software DataAnalysis (Bruker), de forma como que a deteccdo da
substancia foi realizada por dissec¢do de pico cromatogréafico com subsequente determinacéao
de sua formula de acordo com a massa exata e o padrdo isotopico (MS:) obtidos no
processamento dos dados espectrais. A posteriori, a identificacdo putativa das respectivas
substancias, ou seja, a inferéncia das substancias, foi baseada na comparagédo dos espectros de
fragmentacdo dos compostos (MSz) com espectros de referéncia de substéncias padrdo
provenientes do banco de dados in house de referéncia e publico MassBank (Horai et al., 2010),
assim como no programa Sirius Software 5.5.7. Ademais, também foi efetuada uma comparacéo
dos compostos anotados com o referencial bibliogréfico para a espécie, no intuito de verificar
a compatibilidade das substancias encontradas com aquelas ja listadas na literatura para
Sechium edule.

O processo de andlise dos dados obtidos para cada amostra, portanto, foi feito por
intermédio da disseccdo dos picos cromatograficos de maior intensidade nos cromatogramas
dos extratos, considerando-se o referencial do branco analitico de metanol, de maneira
considerar também somente as substancias referentes aos produtos do metabolismo vegetal, de
acordo com a formula de seus os ions precursores (MSz) e espectros de fragmentacdo (MSy).
Isto pois, dentre as centenas de substancias encontradas nos extratos durante o processamento
dos dados dos cromatogramas e espectros de massas, pode-se verificar que algumas delas
referiam-se a alguns produtos ndo derivados no metabolismo celular das plantas, como
pesticidas, agrotdxicos, antibidticos e entre outros produtos de origem sintética. Ainda, devido
a incompatibilidade ou caréncia de padrbes de referéncia no banco de dados do Software
DataAnalysis, alguns compostos com pico cromatografico de grande intensidade nas amostras
ndo puderam ser anotados, dos quais somente foram anotados suas massas exatas e padrao
monoisotopicos, fragmentos dos ions percussores, bem como a possivel formula molecular
sugerida pelo programa.

A titulo de exemplificacdo do processo de analise dos produtos encontrados para 0s
extratos etanolicos de Sechium edule, a anotacéo da substéancia fenilalanina do extrato em etanol
da folha fresca por maceracdo (FFEM) ocorreu da seguinte forma: em primeiro plano, no
cromatograma da amostra, evidenciado na Figura 8, selecionou-se o pico cromatografico de

grande intensidade referente ao tempo de retencéo de 2,1 minutos. Posteriormente, determinou-
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se sua férmula molecular de acordo com sua massa exata e seu padrao isotdpico (MS1) (m/z
166,0859) fornecido pelo processamento dos dados espectrais de seu ion percussor (também
evidenciados na Figura 8). Em seguida, a identificacdo putativa da fenilalanina foi baseada na
comparacédo do espectro de fragmentacdo do seu ion percurssor (MS;), considerando-se 0s trés
fragmentos de maior abundéncia relativa (m/z 120,0793 - 100%; m/z 166,0859 — 20%; m/z
121,0825 — 8%), com os espectros de referéncia de substancias padrdo provenientes do banco
de dados publico MassBank.

Figura 8 - (A) Cromatograma obtido para o extrato de folha fresca em etanol por maceracéo

(FFEM) de Sechium edule, (B) espectro de massas do ion do pico cromatografico em tr igual a

2,1 min, seu espectro de fragmentacao e espectro de fragmentacéo de referéncia da biblioteca
MassBank
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Fonte: Autoria propria (2024).

Nesta perspectiva, 0 processamento dos dados para os extratos etanolicos de frutos e
folhas do chuchu corroborou para a anotagédo das substancias listadas na Tabela 8, evidenciada
a seguir. Nesta, sdo anotadas a nomenclatura dos compostos encontrados e sua massa
monoisotdpica, tempo de retencdo (tr/min) referente, massa exata e padrdo monoisotdpico
(MSy/[M+H]* (m/z)), fragmentos dos ions percussores e sua abundancia relativa (MS2/ m/z,

abundancia relativa- %), ion molecular ([M+H]"), férmula molecular, bem como o referencial
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literario ja citado para o respectivo composto na espécie de S.edule. A seguir da Tabela 8, estdo
apresentadas também as formulas estruturais das substancias anotadas, evidenciadas pelas
Figuras 9 e 10. Os cromatogramas das amostras e espectros de massas das substancias

identificadas, por sua vez, foram inseridos nas figuras em anexo.



Tabela 8 - Substancias anotadas por UHPLC-ESI-MS/MS nos extratos etandlicos dos frutos e folhas de Sechium edule

Substancia anotada

Extrato tr (min) N Referéncia
(massa monoisotopica) [M+H]* (m/z) (m/z, abundancia relativa- %) [M+H] Molecular
Cerlalaning®® 1200793 (LOO): 166, 0. VASQUEZ, 2008
enfatanina 21 166.0859 00793 (1.00); 166.0859 (020 o\, No, CoH11NO;
(165.0790) 121.0825 (0.08) CORONEL et al. 2017
Triptofano?® 188.0703 (1.00); 146.0588 (0.31):
(204.0899) 3.7 205.0968 143.0717 (0.14) C11H13N202 C11H12N202 CERIO et al. 2019
Isoschaftosideo ou
Apigening.6- VIEIRA et al. 2018
Folha Fresca arabinosideo-8- 6.0 565.1525 Zggé%g ((5132)0 ) 566.1554 (033); Ca26H29014 Ca26H25014 ANZHEN et al. 2021
em Etanol por glicosideo™ ' ' CERIO et al. 2019
Macerac&o (564.1479)
(FFEM) Roifolina ou Apigenina VIEIRA et al. 2018
7-O-ramnoglucosideo®® 7.1 579.1678 271.0595 (1.00); 5791675 (0.21); C27H31014 C27H30014 ANZHEN et al. 2021
(576.1635) 433.1108 (0.19)
: CERIO et al. 2019
Diosmina ou Diosmetina VIEIRA etal. 2018
7-O-I‘UtiOSideOa'b 7.4 609.1783 301.0699 (1.00); 609.1779 (0'21); CogH33015 CosH3,015 ANZHEN et al. 2021
(608.1741) 463.1211 (0.20)
' CERIO et al. 2019
Tirosina®® 136.0747 (1.00); 165.0542 (0.70);
(181.0738) 1.4 182.0811 123.0431 (0.25) CoH12NO3 CoH11NO3 CORONEL et al. 2017
Folha Fresca . VASQUEZ, 2008
) o ) . :
em Etanol por Fenilalanina - 166.0857 1200795 (L00); 166.0858 (0.48) (., o CHANO,
Soxhlet (165.0790) 121.0828 (0.07) CORONEL et al. 2017
(FFES) VIEIRA et al. 2018
lsoschaftosideo ou 60 565 1508 565.1554 (1.00); 409.0898 (0.32); CothOus . .

Apigenina-6-

379.0797 (0.31)

ANZHEN et al. 2021



arabinosideo-8-
glicosideo®?
(564.1479)

Diosmina ou Diosmetina
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CERIO etal. 2019

VIEIRA et al. 2018

7-O-rutiosideo™ 7.4 609.1783 S0LO715 (LOO); 609.1779 (0.21) (o 4y o, CaHzO1s  ANZHEN etal. 2021
S08.1741 302.0730 (0.18)
( ' ) CERIO et al. 2019
) 593.2704 (1.00); 594.2736 (0.34);
Nao anotada 20.7 593.2705 533.2499 (0.16) Ca2H42NaOg C32H4209 -
) 621.3013 (1.00); 622.3043 (0.41);
Nao anotada 23.0 621.3017 561.2804 (0.23) Cs4H46NaOg C34H4609
; P . . VASQUEZ, 2008
Fenilalanina - 166.0858 1200794 (LOO); 1660860 (020) (., \ o CHANO,
(165.0790) 121.0829 (0.09) CORONEL et al. 2017
. VIEIRA et al. 2018
Luteolina 7-O- . .
glucosideoa’b 6.8 449.1073 287.0550 (1.00); 449.1070 (0.18); C21H21011 C21H20011 ANZHEN et al. 2021
(446.1006) 288.0584 (0.09)
. CERIO et al. 2019
Folla Seca em - piosmina ou Diosmetina 301.0704 (1.00); 609.1792 (0.22); VIEIRA el 2018
Etanol por 7-O-rutiosideo®? 7.4 609.1797 ' B ' o Ca2sH33015 Ca2sH32015 ANZHEN et al. 2021
M 5 463.1222 (0.18)
aceraceo (608.1741) CERIO et al. 2019
(FSEM) etal.
ab . . ANZHEN et al. 2021
Kaempferol 8.8 287 0549 287.0550 (1.00); 288.0583 (0.16); C1sHuOs C1sH10%
(286.0477) 153.0174 (0.12) CERIO et al. 2019
Crisoeriol®? 301.0705 (1.00); 258.0521 (0.52);
(300.0634) 10.1 301.0706 286.0470 (0.50) C16H1306 C16H1206 CERIO et al. 2019
NZo anotada 21.6 535.2673 5352673 (100); 2822783 (047): o\ o CarHagO7 -

536.2704 (0.42)
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i 637.2985 (1.00); 559.2671 (0.47); CasHasO10
Nao anotada 22.4 637.2986 638.3017 (0.41) C3sH44010
. . CasH1509 C3sH1409
Ndo anotada 230 6213035 621.3033 (1.00): 622.3065 (0.42): ]
561.2823 (0.22) CzsH46NaOg C34H4609
b : : VASQUEZ, 2008
Fenilalanina - 166.0858 1200792 (100); 166.0860 (020); .\ o CoHuNO,
(165.0790) 121.0827 (0.08) CORONEL et al. 2017
. VIEIRA et al. 2018
Luteolina 7-O-
glucoside® 6.8 449.1074 ;g;ggg? (éllg;))’ 449.1073 (0.18); C21H21011 C21H20011 ANZHEN et al. 2021
(448.1006) CERIO et al. 2019
Crisoeriol? 301.0707 (1.00); 286.0474 (0.51);
Folha Seca em (3000634) 10.1 301.0708 258.0525 (5.51) ) ( ) C16H13056 C16H1205 CERIO et al. 2019
Etanol por
Soxhlet N3o anotada 20.8 593.2740 222333 (§11.20), 594.2771 (0.37); CasHaoOs CasHs00 -
(FSES) 2529 (0.16)
) 535.2686 (1.00); 536.2720 (0.37);
N&o anotada 21.6 535.2690 447.2166 (0.11) Caz2H3907 Ca2H3507
. . C43H5105 C43H6005
N0 anotada 218 657 4530 657.4528 (1.00); 658.4563 (0.41); i
659.4586 (0.09) CasHssNaO1o CasHss010
. . C3sHa509 C3sH4409
Néo anotada 230 6913047 621.3047 (1.00); 622.3078 (0.41); )
561.2838 (0.24) CaaHasNaOg Ca4Ha609
Fruto Fresco Néo anotada® 145.0487 (1.00); 163.0598 (0.48),
0.9 325.1129 C12H2:0 C12H200 -
em Etanol por 1) 127.0377 (0.39) 1o 122010
Maceragéo N3o anotada® 231.0841 (1.00); 228.0757 (0.08);
(FRFEM) . 14 439.1781 232.0877 (0.08) CisHzNaO1 CisH32012 -



Nao anotada®

164.0703 (1.00);

146.0593

(0.51);
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3) 2.0 210.0763 210.0764 (0.17) C10H12NO4 C10H11NO4 -
TR : : VASQUEZ, 2008
Fenilalanina 01 166.0860 120.0793 (1.00); 166.0861 (0.22); CeHuNO, CeHuNO,
(165.0790) 146.0590 (0.11) CORONEL et al. 2017
Né&o anotada® 145.0488 (1.00); 163.0598 (0.50);
) 0.9 325.1131 127.0380 (0.43) C12H21010 C12H20010
N3o anotada L 1740761 174.0760 (1.00); 128.0696 (0.96); CHLNO CHUNOs )
Fruto Fresco 4 175.0793 (0.09)
em Etanol por Néo anotada 354.1179 (1.00): 355.1212 (0.19):
Soxh|et (5) 2.2 372.1286 1640702 ((§19) )1 ' ( ' ), CleHZZNOg ClGH21N09 -
(FRFES)
Diosmina ou Diosmetina VIEIRA etal. 2018
7-O-rutiosideo® 7.4 609.1797 3010705 (1.00); 609.1795 (0.2 (o \\ o CaHz01s  ANZHEN etal. 2021
(608.1741) 463.1224 (0.20)
' CERIO et al. 2019
Né&o anotada®
(6) 0.8 266.1237 248.1132 (1.00); 266.1238 (0.39); CioH20NO7 CioH19NO;7 -
266.1603 (0.15)
Fruto Seco em
Etanol por
~ 3 c . .
Macerago N&o anotada 0.9 395 1130 154.0488 (1.00); 163.0597 (0.49); CusHnOw CusHuOw i
(FRSEM) 1) 127.0378 (0.35)
N&o anotada 1.5 231.0840 2310843 (1.00); 232.0879 (0.12); CgH16NaOe CsH1606 -

205.0554 (0.02)

@ Anotacdo putativa baseada na férmula (SmartFormula) dos ions precursores (MS;) e espectros de fragmentagdo (MS;) e comparagdo com espectros de referéncia do banco de dados MassBank
usando o Software DataAnalysis (Bruker).

® Confirmagéo dos compostos quimicos baseados em uma pesquisa bibliografica na literatura para a espécie Sechium edule.

¢ Anotacdo putativa baseada na deconvolucéo espectral dos ions precursores e ions produto (MS; e ws2) empregando a ferramenta Sirius Software 5.5.7.



Figura 9 — Estruturas quimicas das substancias anotadas por UHPLC ESI-MS/MS nos extratos etandlicos dos frutos e folhas de Sechium edule
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Figura 10 — Estruturas quimicas das substancias anotadas por UHPLC ESI-MS/MS nos extratos etanolicos dos frutos e folhas de Sechium edule
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De acordo com os dados supracitados na Tabela 8, para os extratos etanolicos das folhas
de Sechium edule, foram anotados a classes de metabolitos flavondides, bem como alguns
aminoéacidos. De fato, sdo esperados uma capacidade de extracdo destas classes de compostos
pelo etanol, uma vez que suas polaridades relativamente altas corroboram para uma maior
afinidade quimica com tal solvente extrator, possibilitanto a facilidade do processo de difuséo
destas substancias no interior da célula vegetal. Desta forma, os aminoacidos anotados para 0s
extratos das folhas do chuchu foram: fenilalanina (VASQUEZ, 2008; CORONEL et al. 2017),
triptofano (CERIO et al. 2019) e tirosina (CORONEL et al. 2017). Os flavonoides e flavonas
anotadas, por sua vez, foram: isoschaftosideo ou apigenina-6-arabinosideo-8-glicosideo,
roifolina ou apigenina 7-O-ramnoglucosideo, diosmina ou diosmetina 7-O-rutiosideo, luteolina
7-O-glucosideo (VIEIRA et al. 2018; ANZHEN et al. 2021; CERIO et al. 2019), kaempferol
(ANZHEN et al. 2021; CERIO et al. 2019) e crisoeriol (CERIO et al. 2019).

Por outra perspectiva, para 0s extratos etanélicos dos frutos de S. edule, em geral,
somente foram anotados acUcares, aminoacidos e acidos graxos glicosilados. Este padrdo de
extracdo de metabdlitos para os frutos do chuchu ja era esperado, uma vez que, segundo Ifiguez
et al. (2008), a composicdo quimica e nutricional de frutos maduros da espécie é referente a
principalmente metabdlitos primarios, como carboidratos, proteinas, acidos graxos e entre
outros. Apesar de ndo ser esperada a presenca abundante de flavonoides ou outros compostos
do metabolismo secundério nos frutos de Sechium edule, para o extrato etanélico do fruto fresco
por Soxhlet (FRFES), foi anotado o flavondide diosmina ou diosmetina 7-O-rutiosideo
(VIEIRA etal. 2018; ANZHEN et al. 2021; CERIO et al. 2019), também encontrado nas folhas
da espécie.

Com o intuito de estabelecer um padrdo comparativo entre a capacidade de extracao de
metabolitos dos diferentes métodos extrativos aplicados para as folhas e frutos do chuchu,
criou-se 0 Quadro 1, que auxilia a visualizacdo comparativa da anotacdo das substancias

determinadas nas amostras pelos seus respectivos métodos de extracao.
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Quadro 1 — Substancias anotadas nos diferentes métodos de extragédo aplicados para as amostras de Sechium edule e suas respectivas classes e massas

de fons percussores

Extrato
. MS ScaP Folhas Frutos
Classe Substancia [M+H]
Frescas Secas Fresco Seco
(m/z)
Maceragéo Soxhlet Maceracdo | Soxhlet Maceracéo Soxhlet Maceracéo
Fenilalania 166.0859 + + + + + - -
) ) Triptofano 205.0968 + - - - - - -
Aminoéacidos

Tirosina 182.0811 - + - - - - -
Desconhecida 372.1286 - - - - - + -

Isoschaftosideo ou Apigenina-6-
. o 565.1525 + + - - - - -

arabinosideo-8-glicosideo
Roifolina ou Apigenina 7-O-
579.1678 + - - - - - -
ramnoglucosideo
Flavonoides N _ i i

Diosmina ou Diosmetina 7-O-rutiosideo 609.1783 + + + - - + -
Luteolina 7-O-glucosideo 449.1073 - - + + - - -
Kaempferol 287.0549 - - + - - - -
Crisoeriol 301.0706 - - + + - - -
Nao anotada 266.1237 - - - - - - +
Né&o anotada 325.1129 - - - - - + -
N&o anotada 439.1781 - - - - + - -
Né&o anotada 593.2705 - + - + - - -
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Né&o anotada

621.3017

Né&o anotada

535.2673

Né&o anotada

637.2986

N&o anotada

657.4530

N&o anotada

210.0763

Nao anotada

174.0761

Né&o anotada

231.0840

Fonte: Autoria propria (2024).
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Diante da visualizacdo dos dados expostos no quadro supracitado, tornou-se possivel
perceber que, em geral, o padrdo de extracdo dos diferentes métodos extrativos para o extrato
em etanol de Sechium edule foi bem semelhante para as folhas da espécie, uma vez que
observou-se a extracdo tanto de flavonoides quanto de aminoacidos em todas as amostras deste
material vegetal. No entanto, pode-se perceber que, dentro os padrdes de extracdo observados
para as folhas do chuchu, o processo de extracdo em etanol das folhas secas por maceracéo
(FSEM) foi o que apresentou maior eficiéncia extrativa, ja que refere-se ao método que
conduziu a presenca de maior variedade de metabdlitos identificados, sobretudo, em maior
namero de flavonoides. Tal fato observado ja era esperado, uma vez que, segundo Leite (2009),
a secagem do material vegetal durante o preparo do extrato corrobora para concentragdo
preliminar dos metabolitos, bem como para o retardamento da degradacdo destes, pois com a
baixa atividade de agua, evita-se um crescimento microbiano, reacdes enzimaticas e hidrolise
de tais produtos, proporcionando uma melhor eficiéncia do processo de difusdo destes para o
solvente extrator. Além disso, pelo fato da técnica de maceracdo consistir-se em um
procedimento realizado a temperatura ambiente, diferentemente da extracdo por Soxhlet que é
realizada a quente, evita-se a perda de metabdlitos termolabeis, garantindo-se a extracdo de
produtos naturais tanto volateis e ndo volateis, quanto termoestaveis e termoinstaveis
(TOMASI, 2021).

Em contrapartida, para os frutos do chuchu, também foi visualizado uma semelhanca no
perfil de extracdo dos diferentes métodos aplicados, ja que, em geral, verificou-se a presenca
de acUcares em todos os extratos, conforme esperado pelo referencial bibliogréafico citado por
Ifiiguez et al. (2008). No entanto, considerando-se a identificag&o de flavonoides, pdde-se notar
que somente o extrato etanélico do fruto fresco por Soxhlet (FRFES) foi capaz de extrair um
tipo de flavondide: a diosmina ou diosmetina 7-O-rutiosideo, também encontrada em extratos
da folha de S. edule. Nesta perspectiva, é possivel inferir que, em termos de extracdo de
flavonoides, este respectivo método extrativo apresentou uma melhor eficiéncia extrativa. Tal
resultado, portanto, pode ser explicado devido ao fato de que a técnica de Soxhlet, por conduzir
uma extracdo exaustiva da matéria orgénica vegetal, da qual ha a aplicacdo de grande numero
de ciclos de extracdo, corrobora para extrair totalmente ou quase a totalidade dos metabolitos
termoestaveis (JENSEN, 2007).

Ademais, com relacdo ao perfil de extracdo dos flavonoides anotados na anélise em
UHPLC-ESI-MS/MS dos extratos etanolicos de S. edule, é possivel, de certa forma,

correlacionar o uso popular medicinal do chuchu com a presenca de tais metabdlitos. Conforme
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citado por Vésquez (2008) e Vieira et al. (2018), a espécie € usualmente conhecida por
apresentar propriedades diuréticas, cardioprotetora, antioxidante, gastro e hepatoprotetoras,
além de apresentar atividades contra diabeles/hipoglicemia. Pode-se dizer, portanto, que estas
caracteristicas estdo estritamente relacionadas a presenca dos flavonoides anotados no estudo
em questdo. O isoschafotsideo (ou apigenina-6-arabinosideo-8-glicosideo), por exemplo, exibe
caracteristicas antioxidantes que ajudam a neutralizar os radicais livres, prevenindo o dano
celular e o estresse oxidativo (SOWA et al., 2023). Esta flavona também apresenta atividades
anti-inflamatorias, atuando na modulacéo de citocinas inflamatérias e inibindo a producéo de
mediadores pré-inflamatérios (GUAN et al., 2022). Além disso, conforme citado por Su et al.
(2022), o isoschaftosideo apresenta também propriedades hepatoprotetoras, no qual é capaz de
reduzir drasticamente a deposicéo lipidica nas células do tecido humano.

No caso da roifolina (ou apigenina 7-O-ramnoglucosideo), é relatado na literatura sua
atividade anti-inflamatoria, anti-diabética, hepatoprotetora, cardio protetora e antioxidativa
(ZENGIN et al., 2023). Outrossim, um estudo feito por ZHENG et al. (2022), apontou para o
potencial efeito anticancer desta flavona contra células tumorais do pancreas. Para a diosmina,
estudos indicam sua atividade gastroprotetora. A pesquisa feita por Arab et al. (2015) relata a
capacidade de protecdo de tal flavonoide contra lesbes gastricas induzidas. Estudos feitos para
a luteolina indicam que, seu metabdlito ativo ou derivados, como a luteolina 7-O-glucosideo,
apresentam caracteristicas antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria, antialérgica,
antidiabética, cardioprotetoras e neuroprotetoras (HUANG, 2023). Imran et al. (2019), além de
citar as propriedades antimicrobianas, anti-inflamatérias, antioxidantes cardio e
neuroprotetoras para o kaempferol, indica também uma potencial atividade inibitoria de
crescimento de células tumorais, sobretudo nos tecidos da pele, figado e cdlon. Por fim, com
relacdo ao crisoeriol, Aboulaghras et al. (2022) também cita caracteristicas antibacterianas, anti-
inflamatdria, antifingica, anti-osteoporose e neuroprotetoras.

Com relacdo a atividade anti-Trypanosoma cruzi somente é relatado por Uchiyama
(2009) e Izumi et al. (2011) o potencial efeito inibitdrio das flavonas apigenina e luteolina
contra o crescimento de células do protozoario Trypanosoma cruzi. De fato, conforme
evidenciado na Tabela 8, houve a anotacdo de tais produtos nos extratos etanolicos das folhas
de Sechium edule, poréem, na forma glicosilada em suas estruturas moleculares (apigenina-6-
arabinosideo-8-glicosideo, apigenina 7-O-ramnoglucosideo, luteolina 7-O-glucosideo). A
presenca de tais glicosideos, portanto, podem ou néo alterar a atividade destes fitofarmacos

contra 0 patdgeno em questdo, assim como sua contragdo nos extratos brutos pode ou nédo ser
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suficiente para relatar uma atividade satisfatoria nos ensaios bioldgicos. Dessa forma, tendo
como base estes resultados supracitados, evidencia-se a necessidade da realizacdo de uma
triagem in vitro de drogas anti T. cruzi para a averiguacdo da possivel atividade dos extratos

etanolicos da espécie contra o respectivo patogeno.

5.4 AVALIACAO DA BIOATIVIDADE DOS EXTRATOS DE Sechium edule

5.4.1 Ensaios biol6gicos para triagem in vitro de drogas anti — Trypanosoma cruzi

Com o intuito de averiguar a possivel atividade anti — Trypanosoma cruzi dos diferentes
tipos de extratos de Sechium edule, foi efetuado um ensaio de triagem inicial in vitro nos
extratos brutos e secos preparados. O respectivo ensaio, portanto, foi realizado pela Plataforma
de Bioensaios para Triagem de Drogas anti Trypanosoma Cruzi (PlaBio Tc) do grupo de
Genodmica Funcional de Parasitos (GFP) da Fiocruz. Os resultados encontrados para as amostras
foram evidenciados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Resultados encontrados para a triagem in vitro de drogas anti — Trypanosoma cruzi dos extratos brutos de Sechium edule

Tipo do extrato Codificagdo  Leitura Leitura Meédia DP Ccv BZ Solvente CP  Resultado Resultado
1 2 (%)  1ug/mL 1 (%) 2 (%)

Fruto fresco em etanol por maceracao FRFEM 3,1 3,2 3,2 0,1 2,2 1,3 DMSO 1% 3,1 0,0 0,0
Fruto fresco em etanol por Soxhlet FRFES 3,1 3,2 3,2 0,1 1,3 1,3 DMSO 1% 31 1,6 0,0
Fruto seco em etanol por maceragao FRSEM 3,1 3,2 3,2 0,1 1,9 1,3 DMSO 1% 3,1 0,1 0,0
Folha fresca em etanol por maceragéo FFEM 3,2 3,3 3,2 0,1 15 1,3 DMSO 1% 3,1 0,0 0,0
Folha fresca em etanol por Soxhlet FFES 3,1 3,4 3,3 0,2 6,4 1,3 DMSO 1% 3,1 14 0,0
Folha seca em etanol por maceragéo FSEM 3,2 3,4 3,3 0,1 3,9 1,3 DMSO 1% 3,1 0,0 0,0
Folha seca em etanol por Soxhlet FSES 3,2 3,3 3,2 0,1 0,9 1,3 DMSO 1% 3,1 0,0 0,0
Folha fresca em diclorometano por maceragéo FFDM 3,4 3,5 3,5 0,1 0,3 1,3 DMSO 1% 3,1 0,0 0,0
Folha seca em diclorometano por Soxhlet FFDS 3,2 3,1 3,2 0,1 1,3 1,3 DMSO 1% 3,1 0,0 1,7
Folha seca em diclorometano por maceracéo FSDM 3,0 3,3 3,2 0,2 6,8 1,3 DMSO 1% 3,1 4.6 0,0
Folha seca em diclorometano por Soxhlet FSDS 3,0 3,1 3,1 0,1 1,2 1,3 DMSO 1% 3,1 3,8 1,7

Fonte: PlaBio Tc da Fiocruz (2024).
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De acordo com a Plataforma de Bioensaios, sé&o considerados ativos contra o
Trypanosoma cruzi aqueles extratos que apresentarem capacidade de inibi¢do do protozoario
de, no minimo, 50% nos dois resultados. Nesta perspectiva, baseando-se nos dados da Tabela
9, infere-se que nenhuma das amostras testadas apresentou resultado satisfatério para a inibicao
do parasito. Os extratos em diclorometano dos frutos, no entanto, ndo foram testados na triagem
in vitro devido ao seu baixo rendimento, cuja massa foi totalmente utilizada para os ensaios
cromatograficos. Ademais, devido aos resultados negativos de atividade das amostras, 0s
ensaios subsequentes de ICso e citotoxicidade das potenciais drogas ndo foram efetuados.

Apesar de um resultado insatisfatorio na triagem in vitro de drogas anti-Trypanosoma
cruzi dos extratos de Sechium edule, os ensaios cromatogréficos efetuados em UHPLC-ESI-
MS/MS dos extratos etandlicos do chuchu identificaram a presenca de duas flavonas com
atividade anti-Trypanosoma cruzi ja relatada na literatura: a apigenina (UCHIYAMA, 2009) e
luteolina (IZUMI et al. 2011). A presenca dessas flavonas, portanto, poderiam corroborar para
uma possivel atividade da espécie contra o parasito. No entanto, tal atividade negativa
possivelmente esta atrelada a alguns fatores das amostras. O primeiro deles € o fato de que, por
terem sido somente testados os extratos brutos da espécie, a sua complexa matriz, que contém
centenas de substancias, proporciona um alto grau de diluicdo destas flavonas, cuja baixa
concentracdo talvez ndo teria sido suficiente para demonstrar uma capacidade de inibicdo
satisfatoria do protozoario. Um outro possivel motivo para este resultado, também associado a
circunstancia de terem sido somente avaliados o0s extratos brutos, se da pela possivel presenca
de outras substancias que, em conjunto e na interacdo com tais fitofA&rmacos, poderiam causar
a inibicdo da atividade destes. Além disso, a identificacdo destas flavonas em sua forma
glicosilada nos extratos etanolicos também diz respeito a uma outra possivel justificativa para
a atividade insatisfatoria destes contra o T. cruzi. Isto pois, a presenca de diferentes glicosideos
na estrutura da respectiva flavona pode promover uma alteracdo de sua potencial atividade
farmacoldgica, de maneira a modificar seu sitio de interacdo com os receptores das células do
patdégeno. Dessa forma, uma possivel solugdo para a verificacdo da real atividade ou ndo das
amostras de Sechium edule, seria promover o fracionamento de tais extratos, de forma testar

biologicamente somente as fragOes enriquecidas de tais flavonas.
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6 CONCLUSOES

Em funcdo dos resultados observados e discutidos neste trabalho para o preparo,
caracterizacdo quimica e avaliacdo da bioatividade de extratos de frutos e folhas de Sechium
edule contra o protozoario Trypanosoma cruzi, tornou-se possivel realizar as seguintes
inferéncias sobre o estudo efetuado. Em primeiro plano, a preparacdo dos extratos foi realizada
de maneira a promover um diferente perfil de extracdo de metabdlitos da planta, ao considerar-
se 0s seguintes fatores essenciais durante sua elaboracdo: o material da droga vegetal (folhas
ou frutos), seu estado inicial (folhas/frutos frescos ou secos), o tipo de método de extracdo
empregado (maceragdo ou Soxhlet) e o tipo de solvente extrator utilizado (etanol ou
diclorometano).

Dentre os metabolitos presentes no chuchu, foi possivel anotar para as amostras dos
extratos etandlicos das folhas os aminoacidos fenilalanina, triptofano e tirosina, e os flavonoides
e flavonas isoschaftosideo ou apigenina-6-arabinosideo-8-glicosideo, roifolina ou apigenina 7-
O-ramnoglucosideo, diosmina ou diosmetina 7-O-rutiosideo, luteolina 7-O-glucosideo,
kaempferol e crisoeriol. Nos extratos em etanol dos frutos de S. edule, foram identificados, de
modo geral, aclcares, aminoacidos e acidos graxos glicosilados. O flavondide diosmina ou
diosmetina 7-O-rutiosideo foi encontrado também para o extrato etanolico do fruto fresco por
Soxhlet (FRFES).

Verificou-se também um padréo de extracdo bem semelhante para os diferentes tipos de
extratos etandlicos das folhas da espécie. No entanto, pode-se perceber que a forma que
conduziu a maior eficiéncia de extracdo, por apresentar uma maior variedade de flavonoides
promissores foi 0 processo de extragcdo em etanol das folhas secas por maceracdo (FSEM). Para
os frutos dos extratos etandlicos do chuchu, o método de extracdo que conduziu a maior
eficiéncia de extracdo de flavonoides foi o extrato etanolico do fruto fresco por Soxhlet
(FRFES).

As propriedades medicinais do chuchu, conhecidas popularmente como diuréticas,
cardioprotetora, antioxidante, gastro e hepatoprotetoras, e anti - diabeles/hipoglicemia puderam
ser correlacionadas com a presenca dos respectivos flavonoides identificados, dos quais estudos
anteriores comprovaram tais propriedades supracitadas para estes produtos naturais. Com
relacdo a atividade anti-Trypanosoma cruzi, de fato foram encontradas as flavonas apigenina e
luteolina, citados por Uchiyama (2009) e Izumi et al. (2011) por apresentarem uma atividade

satisfatoria contra células do protozoario T. cruzi. No entanto, no presente trabalho, foram
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identificados somente as formas glicosiladas destes produtos, que puderam ou néo alterar sua
potencial atividade.

Os ensaios biologicos in vitro para triagem de drogas anti — Trypanosoma cruzi
apresentaram um resultado insatisfatorio para todos os extratos brutos analisados. Contudo, em
detrimento da identificacdo das flavonas glicosiladas apigenina e luteolina, citados na literatura
por apresentarem um potencial de inibicdo de crescimento das células, tem-se como
perspectivas futuras a realizacao do fracionamento dos extratos etanolicos das folhas da espécie,
de forma a testar biologicamente somente as fragdes enriquecidas de tais flavonas, eliminando
os possiveis fatores de interferéncia proporcionados pela matriz complexa dos extratos brutos
e averiguando-se de forma mais especifica sua real atividade contra o patégeno. Tem-se como
expectativa a realizacdo deste procedimento em extratos etandlicos das folhas secas preparados
por maceracdo (FSEM), uma vez que foi este respectivo método que apresentou uma melhor

eficiéncia extrativa.
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ANEXOS

Anexo A — Cromatograma do branco (MEOH) para caracterizacdo dos extratos etanélicos das
folhas de Sechium edule.

Chromatogram - Branco - MEOH HPLC_1-1_01_5288.d: BPC 100.0000-1501.0000 +All MS
Intens.
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Anexo B — Cromatograma do extrato de folha fresca em etanol por maceracdo (FFEM) de
Sechium edule.

Chromatogram - Felha FEM_1-3_01_5291.d: Dissect, Cmpd 14, 2.1 min
Intens.
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Anexo C — Dados espectrais para o extrato de folha fresca em etanol por maceracdo (FFEM)
de Sechium edule: espectro de massas para 0 pico cromatografico em TR igual a 2.1 min,
espectro de fragmentacdo para o ion precursor 166.0859 e espectro de fragmentacdo de
referéncia da biblioteca MassBank.

Compound Spectra - Folha FEM_1-3_01_5291.d
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Anexo D — Dados espectrais para o extrato de folha fresca em etanol por maceracdo (FFEM)
de Sechium edule: espectro de massas para 0 pico cromatografico em TR igual a 3.7 min,
espectro de fragmentacdo para o ion precursor 205.0967 e espectro de fragmentacdo de
referéncia da biblioteca MassBank.

Compound Spectra - Folha FEM_1-3_01_5291.d
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Anexo E — Dados espectrais para o extrato de folha fresca em etanol por maceracédo (FFEM)
de Sechium edule: espectro de massas para 0 pico cromatografico em TR igual a 6.0 min,
espectro de fragmentacdo para o ion precursor 565.1525 e espectro de fragmentacdo de
referéncia da biblioteca MassBank.

Compound Spectra - Folha FEM_1-3_01_5291.d

Intens. i = X
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Anexo F — Dados espectrais para o extrato de folha fresca em etanol por maceracédo (FFEM) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 7.1 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 579.1678 e espectro de fragmentacdo de referéncia da
biblioteca MassBank.

Compound Spectra - Folha FEM_1-3_01_3291.d
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Anexo G — Dados espectrais para o extrato de folha fresca em etanol por maceracdo (FFEM)
de Sechium edule: espectro de massas para 0 pico cromatografico em TR igual a 7.4 min,
espectro de fragmentacdo para o ion precursor 609.1779 e espectro de fragmentacdo de
referéncia da biblioteca MassBank .

Compound Spectra - Folha FEM_1-3_01_5291.d

Intens, 157, +MS, Dissect, 7.3-7.5min #1695-1740
x10%
609, 1783
3 *
2
1
N e 353.5852 558.3108
x10%[51, +M52(609.1783), 12.0-60.0eV, Dissect, 7.3-7.4min #1705-1711
3018699
.
2 609.1779
463.1211 L 3
xlth 51 CPgRR-CompoundBank: Diosmin, oTOF ESI %1[609 18), 30.0eV (P: 934, F: 982, R: 934, M: 1000)
301.0715 i
¢ J\/I V‘fj‘
2 463.1223
0
200 250 300 350 450 600 mfz
Anexo H — Cromatograma do extrato de folha fresca em etanol por soxhlet (FFES) de Sechium
edule.
Chromatogram - Folha FES_1-4_01_5292.d: BPC 99.0000-1501.0000 + All MS
Intens.
%108
]
& r =
I
£ O
¥ o
L)
=] w
s g
o &
54
S g
4 8§ E

o]
Tyrosine; LC-ES|-

El A

Time min]

Anexo I - Dados espectrais para 0 extrato de folha fresca em etanol por soxhlet (FFES) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 1.4 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 189.0816 e espectro de fragmentacdo de referéncia da
biblioteca MassBank.

Compound Spectra - Folha FES_1-4_01_5292.d

Inhens4 9, TENERE +M5, Dissect, 1.3-1.6min #271-330
x10° -

3
2 182.0811 324.1652

132.1011 ‘ 174-11235 2051182 231083847 1557 N 280.1394
L Ll L i 1 Ll 1 . .

1
+152(182.0811), 12.0-60.0eV, Dissect, 1.4-1,4min #284-293
1360747

2000 165:8542

1000 230431 70435 1820816

i

"
o 9. MassBank_ESI_MS2: Tyrosine; LC-ESI-ITFT; M52; CE 30.0 eV; [M+H]+, oTOF ESI +MS2(152.081) (P: 959, F: 991, R: 961, M: 1000)

=}
&

.0757
2000 165.0547

I 123.0440 147.0440

18249513
, | | F 29,2435
125 150 175 200 225 250 275 300 325 miz
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Anexo J — Dados espectrais para o extrato de folha fresca em etanol por soxhlet (FFES) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 2.2 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 166.0857 e espectro de fragmentacao de referéncia da
biblioteca MassBank.

Compound Spectra - Folha FES_1-4_01_5292.d

Iﬁifﬁsé 18. +M, Dissect, 2.1-2.37in 2426-476
x10 E
*
15
10
as 1200796
nn 1
x10%]18. +452(166.0857), 12.0-60.0eV, Dissect, 2. 1-2.3min #431-457
3 12048795
2
1 166.0858
*
) 1310482 143.0591 !
n
x10%]18. MassBank_ESI_MS2: Phenylalanine; LC-ESI-QTOF; MS2; CE, oTOF ESI +52(166.086) [F: 988, F: 989, R: 988, M: 1000)
B 1200790
2
1
40
0 f 131.0480 fﬁfﬂ

130 150 160 m/fz

Anexo K — Dados espectrais para o extrato de folha fresca em etanol por soxhlet (FFES) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 6.0 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 565.1528 e espectro de fragmentacdo de referéncia da
biblioteca MassBank.

Compound Spectra - Folha FES_1-4_01_5292.d

Intens. = -
ot 41, HWS,DESEFESESQ-G.Umln #1349-1375
2
1
211,089 587.1347
=
*x103AL, G265, 1528), 12.0-60.0eV, Dlggech, 5,8-5.0min # 1352-1371
*
10
0.5
295.0591 325.0697 3790757 098898 o7 190q 547,141
T 511.1210 529.1316
~a
x10HaL, MassBank_ESI_MS 2: Isoschaftoside; L C-ESI-QTOF; MS2; [M+H]+; CE, oTOF ES1 +MS2(565. 155) (P: 560, F: 671, R: 560, M: 1000)
547, 1948 2079954
10
427.1029 529.1342
0.5
5111236
09,0921
o4 445,136 4751235 v
0.0
300 350 400 450 500 550 600 mjz

Anexo L — Dados espectrais para o extrato de folha fresca em etanol por soxhlet (FFES) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 7.4 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 609.1383 e espectro de fragmentacdo de referéncia da
biblioteca MassBank.

Compound Spectra - Folha FES_1-4_01_5292.d

Intens. i X in = z
i 59. +MS, Dissect, 7.3 TE%H%LPEE 1678
*
3
2
! 283.1530
219.0986 243.1220 i 353.5852 478.2633 558.3106
o
x10%{53, +M52(609.1783), 12.0-50.0eV, Dissect, 7.3-7.4min #1635-1654
3010697
3
z
609.1779
1 483.1208 +*
w1459, CPgRR-CompoundBank: Diosmin, oTOF EST wﬁztsna. 18), 30.0eV (P: 925, F: 975, R: 925, M: 1000)
301.0715 o L oon @ oo
#
2 ° o g o
. 463.1223 e
oH
5 A4
500 550 600 mjz

200 250 300 350 400 450
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Anexo M — Dados espectrais para o extrato de folha fresca em etanol por soxhlet (FFES) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 20.7 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 593.2705 e espectro de fragmentacdo de referéncia da
biblioteca MassBank.

Compound Spectra - Folha FES_1-4_01_5292.d

Intensé 125. +M1, Dissect, 20.6:20.9min #4836-4307
x10 E
2
1
x10°]125. +M52(593.2705), 12.0-60.0¢V, Dissect, 20.7-30.8min #4551-4681
3 1

533.2499

447,2133 460.2214 505.2187

Anexo N — Dados espectrais para o extrato de folha fresca em etanol por Soxhlet (FFES) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 23.0 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 621.3017 e espectro de fragmentacdo de referéncia da
biblioteca MassBank.

Compound Spectra - Folha FES_1-4 01_5292.d

Intens. ¥ & X
ten fis2. +M5, Dissect, 228,23 I, #5245-5317
; @
3
2
1
2 T Foa54
x105]152, +M52(621.3017), 12.0-60.0eV, Dissect, 22,52 Ui, #5254-5268
*
10
0.5
561,2804
. 433.2345 447.2128 101.2283 533.2491

Anexo O — Cromatograma do extrato de folha seca em etanol por maceracdo (FSEM) de
Sechium edule

Chromatogram - Folha SEM_1-5_01_5293.d: BPC 100.0000-1501.0000 +All M5
Intens.
x105

171

B

2, CE

&
lucoside; ESI-TOF; M
| i

7-0-glucoside; ES

Diosmin

5
5]

=)
g Luteolin 1 S
E ESI-TOF; MS2; CE

25 Time [min]
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Anexo P — Dados espectrais para o extrato de folha seca em etanol por maceracdo (FSEM) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 2.1 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 166.0859 e espectro de fragmentacdo de referéncia da
biblioteca MassBank.

Compound Spectra - Folha SEM_1-5_01_5293.d

Intens. 443, +M5, Di ,0)-2, 3min #424-477
e issect, 2.0.2, 3min
*
L5
L0
05 120.0794
x104]13, -H152(166.0859), 12.0-60,0eV, Dissect, 2,1-2,2min #429-456
3 1208794
2
1 166.0860
*
1310481 149.0591
%1013, MassBank_ESI_MS2: Phenylalanine; LC-ESI-QTOF; MS2; CE, oTOF ESI +M52(166.086) (P: 990, F: 991, R: 990, M: 1000)
3 120.0830
2
1 16649890
131.0500 149.0600 v
i
120 130 150 160 mfz

Anexo Q — Dados espectrais para o extrato de folha seca em etanol por maceracao (FSEM) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 6.8 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 449.1073 e espectro de fragmentacdo de referéncia da
biblioteca MassBank.

Compound Spectra - Folha SEM_1-5_01_5293.d

Intens. 144, +MS, Dissect, 6, 7-7.min #1572-1623
o e g
4 *
3
: |
1 3
287.0552 £ IIB?1 | 471.0884
n
x10%]44, H452(449, 1073), 12.0-60,0eV, Dissect, 6.8-6.8min #1581-1592
5 2874550
4
2 49,1070
*
153.0178 A
xi0% |34 MassBank_ESI_MS2: Luteolin 7-O-glucoside; ESI-TOF; M52; CE, oTOF ESI +M52(449. 108) (P: 578, F: 979, R: 978, M: 1000)
5 287.0551
4
2 84
153.0179 “49#”
5 "
150 200 250 300 350 450 mfz

Anexo R — Dados espectrais para o extrato de folha seca em etanol por maceracdo (FSEM) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 7.4 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 609.1797 e espectro de fragmentacdo de referéncia da
biblioteca MassBank.

Compound Spectra - Folha SEM_1-5_01_5293.d

Intens, 1ag, HMS, D , Js3=7.5min #1697-1748
pere, issecl, 537 5min
4
2
: L
x10%]35 +M52(609.1797), 12.0-60.0€V, Dissect, 7.3-7.4min #1706-1721
8 3010704
5
4
suq 1792
2 463.1222
n |
x10%as. CPaRR CompoundBark: Diosmin, oTOF EST H;l;;,z(ﬁng 18), 3n OV (P: 925, F 977, R: 926, M: 1000)
8 301.0715 LA
‘ bOG
-
5 o o
463.1223
i |
o 1L

"
250 300 350 400 450 500 650 mjz
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Anexo S — Dados espectrais para o extrato de folha seca em etanol por maceracdo (FSEM) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 8.8 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 287.0549 e espectro de fragmentacao de referéncia da
biblioteca MassBank.

Compound Spectra - Folha SEM_1-5_01_5293.d

Intens. fsg, +MS, Dissect, 8.7-9.0min #2035-2092
fere, A issec imin
a *
3
2
1
45,0663
3 in #2037-
x10%]55. T H152(287.0549), 12.0-60.02V, Dissect, 8.7-8.9min #2037-2063
4 *
; |
2
1 153.0174
x104]5e. CPGRR-CompoundBank: Kaempferol, oTOF EST +M52(257.05%), 20.0gY (P: 984, F: 585, R: 984, M: 1000)
a 2674543 o
3
2 OH o
1
= ToH
a A

100 150 200 250 300 350 400 450 500 miz

Anexo T — Dados espectrais para o extrato de folha seca em etanol por maceracdo (FSEM) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 10.1 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 301.0706 e espectro de fragmentacdo de referéncia da
biblioteca MassBank.

Compound Spectra - Folha SEM_1-5_01_5293.d

I"tﬁlr'; 9. +M5, Dissect, 10.0-10, Jmin #2335-2361
x g
2
1
193.0982 235, 1692 2752004 232108 ||
x10%368. +M152(301,0706), 12.0-60.0eV, Dissect, 10.0-10,Jin #2536-235%
4
3
2 2588521 2868470
1 229.0434
. o 203.0335 | 1 )
x10%369. MassBank_ESI_M52: Chrysoeriol; ESI-TOF; MS52; CE, 6TOF ESL +M52(301.071) (P: 901, F: 950, R: 901, M: 1000)
A 3014687
3 286.0466
2
. 258.0521
0

140 160 180 200 220 240 260 280 300 mfz

Anexo U — Dados espectrais para o extrato de folha seca em etanol por maceracdo (FSEM) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 21.6 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 535.2673 e espectro de fragmentacdo de referéncia da
biblioteca MassBank.

Compound Spectra - Folha SEM_1-5_01_5293.d

Inhelnusé 158, 445, Dissect, 21,3-21.6min #4881-4957
X
535,2673
z *
1
522,5942
4333652 ) \
x10*]158. +M52(535.2673), 12.0-60.06V, Disseg, 31.5.21.5min 243074914
4 *
3
2
1
405.2058 419.2212 435“2515 44?.|2152 61,2311 507‘|2726 . ‘l
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Anexo V — Dados espectrais para o extrato de folha seca em etanol por maceracdo (FSEM) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 22.4 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 637.2986 e espectro de fragmentacao de referéncia da
biblioteca MassBank.

Compound Spectra - Folha SEM_1-3_01_3293.d

Intens. T1g5.
105

2

1

637&936‘“‘"5' Dissect, 22.1-22.6min #5022-5112

659.2802

n
x10%] 166
0.8
0.6
0.4
0.2
an

459.2146473.2306
N

503.2410

531.2359

5592671

587.2619
In

+Ms52(637. ZQES),GE%%

61942879

*

OeV, Dissect, 22.3-22.4min #5045-5065

Anexo W — Dados espectrais para o extrato de folha seca em etanol por maceracao (FSEM) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 23.0 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 621.3035 e espectro de fragmentacdo de referéncia da
biblioteca MassBank.

Compound Spectra - Folha SEM_1-5_01_5293.d

Intens. [171,
x109

4

2

+MS, Dissect, 22.8-23.2min #5142-5211

621.3035

x105]171.

20
L5
1.0
0.5
nn

561.2823
I

+HMS52(521.3035), 12.0-60.0eV, Disgsitg&isg—zlﬂmin #5151-5172

Anexo X — Cromatograma do extrato de folha seca em etanol por soxhlet (FSES) de Sechium

edule.

Chromatogram - Folha SES_1-6_01_5294.d: BPC 99.0000-1501.0000 +All MS

Intens.
x105

henylalanine, LC-ESI-QTOF MS

Luteolin 7-0-glucoside; ESI-TOF, MS2; CE

25 Time [min]
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Anexo Y — Dados espectrais para o extrato de folha seca em etanol por soxhlet (FSES) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 2.2 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 166.0859 e espectro de fragmentacao de referéncia da
biblioteca MassBank.

Compound Spectra - Folha SES_1-6_01_5284.d

Intens. i — in =
B 24, lsmgalssect. 2.1-2.3min #419-472
L ]
2
i 120,0793
% !
x0t 24, +MS2(166.0859), 12.0-60.0eV, Dissect, 2. 1-2.3min #423-453
4 1208792
3
2
166.0850
1 *
) 131.0477 1490590 |
n
x10H24. MassBank_ESL_M52: Phenylalanine; LC-ESI-QTOF; M52; CE, oTOF ESI +M52(166.086) (F: 991, F: 992, R: 991, M: 1000)
o 120.0830
3
2
i 1664890
1310500 1490600
. v
110 120 130 120 150 160 170 m/z

Anexo Z — Dados espectrais para o extrato de folha seca em etanol por soxhlet (FSES) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 6.8 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 449.1074 e espectro de fragmentacdo de referéncia da
biblioteca MassBank.

Compound Spectra - Folha SES_1-6_01_5294.d

Intens. J5 1. +Ms, Dissect, 6.7-7.0min #1510-1557
. 104 4491074 issed min

! 197.1173 287.0551 e
;

A n
x109{61. +M52(449,1074), 12.0-60.0eV, Dissect, 6.8-6.9min #1517-1535
2870553

449.1073

0.2
153.0177 |

lassBank_ESI_MS2: Luteolin 7-O-glucoside; ESLTOR; MS2; CE, oTOF ESI +MS2(449. 108) (P: 967, F: 968, R: 967, M: 1000)
287.0551

an
x105{61.

=

0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

84
153.0179 ?ﬂ
L "

150 200 250 300 350 400 450 500 miz

Anexo Al — Dados espectrais para o extrato de folha seca em etanol por soxhlet (FSES) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 10.1 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 301.0708 e espectro de fragmentagdo de referéncia da
biblioteca MassBank.

Compound Spectra - Folha SES_1-6_01_5294.d

Intens. 137, t, 10.0-10.2min #2221-2276
w10t 3Dm5mg\ssec in
3 *
2
1
193.0985 235.1696
o
x104]87. +M52(301.0708), 12,06, Dl Dissect, 10.0-10. Imin #2230-2252
3 *
2
2580525 286:0474
1
) 153.0176 203.0339 229.0497
x10%87, MassBank_ESI_MS2: Chrysoeriol; ESI-TOF; MS2; CE, oTOF ESI +M52(301.071) (P: 918, F: 961, R: 918, M: 1000)
3 30149697
2 286.0466
1 258,0521
0 ¥

125 150 175 200 225 250 275 300 325 mfz
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Anexo B1 — Dados espectrais para o extrato de folha seca em etanol por soxhlet (FSES) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 20.8 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 593.2740 e espectro de fragmentacao de referéncia da
biblioteca MassBank.

Cempound Spectra - Folha SES_1-6_01_5294.d

Intens. i r =

il 145, 593‘U{I-H\'!S,Dlsse:t, 20,6-20,9min #4706-4765
20 L 4
1.5
1.0
0.5 ‘
Aa I

%1027 145, MSZ{SQ}.Z?%)SQLE%-? .0eV, Dissect, 20.6-20.8min #4713-4743
=0 *
15
1.0
0.5 533.2529

447.2159 %D‘IZ‘Z‘H 505.2217 |,

Anexo C1 — Dados espectrais para o extrato de folha seca em etanol por soxhlet (FSES) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 21.6 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 535.2690 e espectro de fragmentacdo de referéncia da
biblioteca MassBank.

Compound Spectra - Folha SES_1-6_01_5204.d

Intens. i X in =
108 154, 522.53{;'5' Dissect, 21,4-21.9min #4855-4935
4
; 5353"9”_43.3353
499,3592 *
2 4553330 e3gee7 ¢
1 411.3074
N 434,3808
1047154, +MS2(535. 2690}, 12.0-60.0eV, Di 5-21.5min #4874-4880
* 3 ( ) eV, Disgect, 22, min
*
2
L
052069 419.2221 4352536 MT2U66 o) oonn 507.2739

Anexo D1 — Dados espectrais para o extrato de folha seca em etanol por soxhlet (FSES) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 21.8 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 657.4530 e espectro de fragmentacdo de referéncia da
biblioteca MassBank.

Compound Spectra - Folha 5ES_1-6_01_52%4.d

Intens. i X in =
w10® 157. 657.4530 +M3, Dissect, 21.6-22.0min #4837-4356
4 6524972
. 661,3001
2 653.5008 662.3034
| 659.4585 :
xlﬂq 157. +MS2(557.4530), 12.0-60.0eV, Dissect, 21.8-21.8min #4918-4924
.00
ToE 657.4528
0.50
fE 658.4563
- | esossas esrasm

Anexo E1 — Dados espectrais para o extrato de folha seca em etanol por soxhlet (FSES) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 23.0 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 621.3047 e espectro de fragmentacdo de referéncia da
biblioteca MassBank.

Compound Spectra - Folha SES_1-6_01_52%4.d

Intens. i ¥ z -
S 172, @Ei%’ﬁi?“’ 22.9-23.3min #5109-5181
3
2
; |
L
x105172. +MS2(621.3047), 12‘060‘0851 E%Iaiszt, 22.9-23.0min #5112-5130

1.00
0.75
0.50
0.25

561.2838 ‘
L

4472156 12308 505.2214 533.2524 593.2727
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Anexo F1 — Cromatograma do branco (MEOH) para caracterizacdo dos extratos etandlicos dos
frutos de Sechium edule.

Chromatogram - Branco - MEQH HPLC_1-1_01_5295.d: BPC 99.0000-1501.0000 +All MS

Intens.
x105

4

M

N
Time [min]

Anexo G1 —Cromatograma do extrato de fruto fresco em etanol por maceracdo (FRFEM) de
Sechium edule.

Chromatogram - FFEM_1-7_01_5296.d: BPC 99.0000-1501.0000 +All MS

L o

0

i
ool l‘lky A s
0 5 10 15 20 25 Time [min]
Anexo H1 — Dados espectrais para o extrato de fruto fresco em etanol por maceragéo (FRFEM)

de Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 0.9 min,
espectro de fragmentacdo para o ion precursor 325.1129 e espectro de fragmentacdo de
referéncia da biblioteca MassBank.

Compound Spectra - FFEM_1-7_01_5296.d

Intens. {3, t, 0.8-1.Imin #163-226
e M5, Digs in
2.0
15
0 163.0598
1450487 T
0.5 289,091
e | | 1840733 203.0527 19,0267 234.0975 271.0815 i 301131 | 343.1232
an h h
x104J3. +1M52(325.1129), 12.0-60.0eV, Dissect, 0.8-0.9min #173-180
2 1450487
3
2 ey 1638598
325.1126
1
i 223.0605 2530710 2710810 5018
. Iy h

Anexo 11 — Dados espectrais para o extrato de fruto fresco em etanol por maceracao (FRFEM)
de Sechium edule: espectro de massas para 0 pico cromatografico em TR igual a 1.4 min,
espectro de fragmentacdo para o ion precursor 439.1781 e espectro de fragmentacdo de
referéncia da biblioteca MassBank.

Compound Spectra - FFEM_1-7_01_5296.d

Intens. {7, +MS, Dissect, 1.3-1.6min #256-312

X105 2310840
3 *
T
2 332.1228 *
*
1 209.1020
TSI 300.1058 3711542
a
x105%7. M52(432, 1781), 12.0-60.08V, Dissect, 1.4-1.4min #275-284)
4 2310841
3
2
1
- *
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Anexo J1 — Dados espectrais para o extrato de fruto fresco em etanol por maceracao (FRFEM)
de Sechium edule: espectro de massas para 0 pico cromatografico em TR igual a 2.0 min,
espectro de fragmentacdo para o ion precursor 210.0763 e espectro de fragmentacdo de
referéncia da biblioteca MassBank.

Compound Spectra - FFEM_1-7_01_5296.d

Intens. T in &
0t 9. +M5.ﬂﬁ§55&31.9 2.2min #397-452
& *

4

2 164.0703
146.0594 192.0656

x104{3. +152(210.0763), 12.0-60.0eV, Dissect, 1.9-2.0min #403-427
1640703

15
1.0 14648593

0.5 210£TG4

117.0558 192.0655

Anexo K1 — Dados espectrais para o extrato de fruto fresco em etanol por maceracao (FRFEM)
de Sechium edule: espectro de massas para 0 pico cromatografico em TR igual a 2.1 min,
espectro de fragmentacdo para o ion precursor 166.0860 e espectro de fragmentacdo de
referéncia da biblioteca MassBank.

Compound Spectra - FFEM_1-7_01_5296.d

Intens. - =
A 10. Msi?é?s% 1.9-2.2min #412-472

1 120.0794

s
600010 +HMS2(166.0860), 12.0-60.0eV, Dissect, 2.0-2.2min #430-449
120,793

2000 166.0861

18.0633 | Bl 1460590 149.0587 1640699 |

Anexo L1 —Cromatograma do extrato de fruto fresco em etanol por soxhlet (FRFES) de
Sechium edule

Chromatogram - FFES_1-8_01_5297.d: BPC 99.0000-1501.0000 +All M5

Intens.
%109

5

IUM L WA W
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Anexo M1 — Dados espectrais para o extrato de fruto fresco em etanol por soxhlet (FRFES) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 0.9 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 325.1131 e espectro de fragmentacdo de referéncia da
biblioteca MassBank

Compound Spectra - FFES_1-8 01_3297.d

Intens. 33, +MS, Dissect, 0.9-1. 1min #178-229
«105 3251131 issec "
L
L5
10
0.5 145.0490 163.0599 289.0822
127.0380 | 1840735 2050622 271.0815 o | 3711024
*10473. “M52(325. 1131), 12.0-60.0eV, Dissect, 0.9-0.9min #183-131
1450488
4
127,380 163¢598
. )
3251131
‘ 223.0602 271.0815 ZBQ“UQIB *
L L 1

Anexo N1 — Dados espectrais para o extrato de fruto fresco em etanol por soxhlet (FRFES) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 1.2 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 174.0761 e espectro de fragmentacdo de referéncia da
biblioteca MassBank.

Compound Spectra - FFES_1-8_01_5297.d

Intens. g, +MS, Dissect, 1,1-1 2min #227-246
w104 174,0761 Isse "
5 *
4
2
128.0697 '
o h
x10H6. +M52{174,0761), 12.0-60.0eV, Dissect, 1.1-L.2min £228-240
128,0696 *
Lo
0.5
o )

Anexo O1 — Dados espectrais para o extrato de fruto fresco em etanol por soxhlet (FRFES) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 2.2 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 372.1286 e espectro de fragmentacao de referéncia da
biblioteca MassBank

Compound Spectra - FFES_1-8_01_5297.d

Intens. i K =
n® 14, 372128 15, Dissect, 2,1-2.3min #440-482

20
1.5
1.0

354.1180

05 e 322,143 i

An
x10%]14, +M52(372.1286), 12.0-60.0eV, Dissect, 2.1-2.3min #443-479
3544179

1.5
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0.5 372.1286
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Anexo P1 — Dados espectrais para o extrato de fruto fresco em etanol por soxhlet (FRFES) de
Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 7.4 min, espectro
de fragmentacdo para o ion precursor 609.1797 e espectro de fragmentacao de referéncia da
biblioteca MassBank.

Compound Spectra - FFES_1-8_01_5297.d

Intens. 173, i t, 7.3-7.5min £1542-1894
i i Hgsee min
2.0 *
1.5
10
= 197.1171 353.5856 631.1607
an
x10%]23. +M52(609. 1737), 12.0-60.0eV, Dissect, 7.3-7.4min #1850-1867
3 30,0705
2
09,1795
L 463.1224 *
x104]23. CPQRR-CompoundBank: Diosmin, oTOF ESI +M52(609. 18), 30.0eV (P: 917, F: 982, R: 917, M: 1000)
3 3010715 D w0
m o OH
2 o
o 0’ 0
1 463.1223 -
OH
0 i J
200 300 40 500 500 mfz

Anexo Q1 —Cromatograma do extrato de fruto seco em etanol por maceracdo (FRSEM) de
Sechium edule.

Chromatogram - FSEM_1-9_01_5298.d: BPC 100.0000-1501.0000 +All M5

Intens.
x103

6

!L . m r i W

a 5 10 15 20 25 Time Tminl

0

Anexo R1 — Dados espectrais para o extrato de fruto fresco em etanol por maceracao (FRSEM)
de Sechium edule: espectro de massas para 0 pico cromatografico em TR igual a 0.8 min,
espectro de fragmentacdo para o ion precursor 266.1237 e espectro de fragmentacdo de
referéncia da biblioteca MassBank.

Compound Spectra - FSEM_1-9_01_52398.d

Intens. i x #147-;
s 2 66,1237 +MS, Dissect, 0.7-1.0min #147-211

20
L5 296.1342
L0

0.5
2061026 24,1133 28,1 278.1239 | 3040792 3340839
g b
¥4z FM52(266, 1237), 12.0-60.02V, Dissect, 0.7-0.8min #156-173
8 2481132

266.1238

N

182.0813 130.|1014
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Anexo S1 — Dados espectrais para o extrato de fruto fresco em etanol por maceracao (FRSEM)
de Sechium edule: espectro de massas para 0 pico cromatografico em TR igual a 0.9 min,
espectro de fragmentacdo para o ion precursor 325.1130 e espectro de fragmentacdo de
referéncia da biblioteca MassBank.

Compound Spectra - FSEM_1-9_07_5298.d

Intens. {4,

+HMS, Dissect, 0.8-1.2min #175-235

%109 325.1130
7
1
1630598 289.0020
| | | 203.0527 371.1022 487.1653
o h i
x10]4. +452(325.1130), 12.0-60.0eV, Dissect, 0.9-0.9min #180-188
1450488
4
1638557
2 127,378 e
\ 223.0598 f ZSQ.IUQ L
h

Anexo T1 - Dados espectrais para o extrato de fruto fresco em etanol por maceracéo (FRSEM)
de Sechium edule: espectro de massas para o pico cromatografico em TR igual a 1.5 min,
espectro de fragmentacdo para o ion precursor 231.0840 e espectro de fragmentacdo de
referéncia da biblioteca MassBank.

Compound Spectra - FSEM_1-9_01_5298.d

Intens. {g,

-+, Dissect, 1.3-1.6min #280-334

X105 231,0840
15 +*
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0.5 332¢227 *
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. | . ‘ [ 366.5335 470.1074 5402161
1098, 10898 “M52(231.0840), 12.0-60.02V, Dissect, 1.5-1.5min #300-308
15 +*
10
0.5
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