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RESUMO

Desde os tempos antigos, os produtos naturais sdo utilizados como fonte de
medicamentos, para prevenir e tratar doencas. Atualmente, o alto custo e o tempo
despendido para as analises de produtos naturais tém sido significativamente
reduzidos pelo uso de abordagens modernas, como a analise quimiométrica, que
dao agilidade ao processo de desenvolvimento de novos produtos. Este trabalho
teve como objetivo a analise quimiométrica do extrato etandlico, da fragdo em
cloroférmio e subfracbes do extrato bruto das folhas de Zeyheria tuberculosa (Vell)
Bureau (Bignoniaceae), por Ressonancia Magnética Nuclear, com a caracterizagao e
quantificacdo dos compostos majoritarios presentes nestes, além da construcédo de
um modelo capaz de selecionar extratos potencialmente promissores, servindo como
guia para um posterior isolamento das substancias de interesse, viabilizando a
descoberta de compostos bioativos. A fragcdo em cloroformio que concentrou a
quase totalidade dos metabdlitos do extrato bruto, apresentou 100 % de atividade
inibitéria da linfoproliferacdo, sendo por isso escolhida para caracterizacdo e
quantificacdo dos compostos majoritarios presentes. A analise espectral de RMN da
fracdo em cloroférmio, incluindo experimentos 1D ('H, '*C, DEPT 90°, DEPT 135°) e
2D (J-Resolvido, HSQC e HMBC) permitiu a elucidagao estrutural detalhada de dois
compostos majoritarios, os Acidos Ursélico e Oleandlico, ambos identificados pela
primeira vez nesta espécie. Devido a importancia desses acidos no tratamento de
doencas da pele e varios tipos de cancer, foram determinadas as quantificacoes
relativas destes triterpenos no extrato bruto (ZTB), na fragdo em cloroformio (ZTP2)
e nas subfracdes, utilizando-se para este fim técnicas de RMN e ferramentas
quimiométricas (programas Matlab, AMIX e SIMCA). Todos os espectros foram
processados e analisados utilizando o programa TOPSPIN (BRUKER). Os
resultados quantitativos e qualitativos da analise quimiométrica por RMN do extrato
bruto, fracdo cloroférmica e subfragdes de Z. tuberculosa mostraram que as fragdes
ZTF3 (avaliada no teste MTT como sendo atoxica nas concentracbes de 10, 50 e
100 pug.mL") e ZTF6 (avaliada no teste MTT como sendo atdxica na concentragdo
de 10 ug.mL™" e citotdxica nas concentracdes de 50 e 100 ug.mL™") sdo as mais ricas
dos acidos oleandlico e ursélico, respectivamente, e por isso sao as mais
promissoras para o isolamento destes triterpenos. Ja a fracdo ZTF4 foi a segunda
fracdo mais rica tanto em acido ursolico como em acido oleandlico, sendo a mais
promissora para o isolamento destes dois acidos juntos, considerando ainda que
esta fragao foi avaliada no teste MTT como atéxica nas concentragcdes de 10 e 50
pg.mL'1, ¢ citotoxica apenas na concentragcao de 100 pg.mL'1. Os acidos ursdlico e
oleandlico possuem uma gama de propriedades terapéuticas e um alto valor
comercial, sendo de grande relevancia os resultados qualitativos e quantitativos,
obtidos neste trabalho, referentes a esses triterpenos encontrados nas folhas da
espécie Zeyheria tuberculosa. O modelo proposto neste trabalho foi eficiente,
conforme indicado pelos valores do parametro Q, e satisfatério para a classificagao
das amostras em grupos e subgrupos, segundo a presenga dos acidos ursélico e
oleandlico (composigdo quimica) e a concentragdo destes nas amostras, podendo
ser de grande utilidade na identificagdo de extratos potencialmente promissores,
servindo como guia para um posterior isolamento da(s) substancia(s) de interesse.

Palavras-chave: Acido Oleandlico. Acido Ursdlico. Quantificagdo. Quimiometria.
Teste MTT.
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ABSTRACT

Since ancient times, natural products are used as source of medicines to prevent and
treat disease. Currently, high cost and time taken for analysis of natural products
have been significantly reduced by the use of modern approaches such as
chemometric analysis, which gives flexibility to the process of development of new
products. This study aimed to chemometric analysis of the ethanol extract, fraction in
chloroform and subfractions of the crude extract of leaves Zeyheria tuberculosa (Vell)
Bureau (Bignoniaceae), for Nuclear Magnetic Resonance, with the characterization
and quantification of the major compounds present in these, as well as construction
of a model to select potentially promising extracts, serving as a guide for further
isolation of the substances of interest, enabling the discovery of bioactive
compounds. The fraction in chloroform which concentrated almost all the ethanol
extract metabolites, showed 100% inhibitory activity lymphocyte proliferation at a
concentration of 100 pgmL™', and is therefore chosen for characterization and
quantification of the major compounds present. The NMR spectral analysis of the
fraction in chloroform, including 1D experiments (*H, "*C, DEPT 90 °, DEPT135 °)
and 2D (J-Resolved, HSQC and HMBC) allowed the detailed structural elucidation of
two major compounds, ursolic and oleanolic acids, both identified for the first time in
this species. Due to the importance of these acids in the treatment of skin diseases
and various cancers, measurements were determined for these triterpenes in ethanol
extract (ZTB), fraction in chloroform (ZTP2) and the subfractions, using techniques
for this purpose NMR and chemometric tools (Matlab programs, AMIX and SIMCA).
All spectra were processed and analyzed using the program topspin (BRUKER). The
qualitative and quantitative results of the chemometrics analysis for NMR of the
ethanol extract, fraction in chloroform and subfractions of Zeyheria tuberculosa
showed that fractions ZTF3 (evaluated in MTT as being non-cytotoxic at
concentrations of 10, 50 and 100 pug.mL") and ZTF6 (measured in MTT as being
non-cytotoxic at the concentration of 10 ug.mL™" and cytotoxic at concentrations of 50
and 100 ug.mL™) are the richest of oleanolic and ursolic acids, respectively, and so
are more promising for the isolation of these triterpenes. The fraction ZTF4 was
second richer fraction both as oleanolic acid and ursolic acid, the most promising for
the isolation of these two acids together, also considering that this fraction was
evaluated in MTT as non-cytotoxic at concentrations of 10 and 50 g .mL™", and only
the cytotoxic concentration of 100 pyg.mL™. The ursolic and oleanolic acids have a
range of therapeutic properties and a high commercial value, being highly relevant
the qualitative and quantitative results obtained in this study, referring to these
triterpenes found in the leaves of the species Zeyheria tuberculosa. The model
proposed in this work was efficient, as indicated by the values of the Q parameter,
and suitable for the classification of samples into groups and subgroups according to
the presence of ursolic and oleanolic acids (chemical composition) and the
concentration of these in the samples, and it may be useful in the identification of
potentially promising extracts, serving as a guide for subsequent isolation of the
substance of interest.

Keywords: Oleanolic Acid. Ursolic Acid. Quantification. Chemometric. MTT Test.
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1 INTRODUGAO

Desde os tempos primitivos os vegetais sdo necessarios a existéncia da
sociedade como fonte de alimentos, de materiais para o vestuario, construcdo de
casas, defesa e ataque, na producado de meios de transporte, como instrumento de
trabalhos artisticos, culturais e religiosos, no controle de pragas e ainda com fins
medicinais, para prevencédo, tratamento e cura de doengas (PINTO et al., 2002;
SIMOES et al., 2003).

Dentro desse campo vasto de utilizagdo dos vegetais sera enfocado neste
trabalho apenas o seu potencial medicinal. Entretanto nem todos os vegetais
possuem propriedades medicinais. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define
planta medicinal como “todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos,
substancias que podem ser utilizadas para fins terapéuticos” (TORRES et al., 2005;
VEIGA JUNIOR et al., 2005).

As substancias que podem ser usadas na terapéutica sdo conhecidas como
metabolitos secundarios e ndo sdao comuns a maioria das plantas, sendo
caracteristicas de grupos taxonémicos como familia e género, sao classificadas de
acordo com a sua rota biossintética e sdo essenciais ao desenvolvimento, regulacéo,
equilibrio e defesa desses organismos (HARBORNE, 1999; MACEDO JUNIOR,
2007; FUNARI et al., 2013).

No inicio da década de 1990, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
divulgou que 65 — 80% da populagdo dos paises em desenvolvimento dependiam
das plantas medicinais como unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude
(VEIGA JUNIOR et al., 2005; BAGATINI et al., 2007). A facilidade na aquisicdo de
plantas, o baixo custo, a eficiéncia na prevencao e no tratamento de doencgas, e a
tradicdo do uso de plantas medicinais, contribuem para a grande utilizagdo desses
produtos naturais pelas populagdes dos paises em desenvolvimento (SIMOES et al.,
2003).

No Brasil, até 1996, a estimativa do consumo de medicamentos sintéticos era
em torno de 63%, porém esse consumo vinha por parte de apenas 20% da
populacdo. O restante utilizava os produtos de origem natural, principalmente as
plantas medicinais e seus extratos, como a principal ou a uUnica opg¢ao terapéutica
(AQUINO, 2007).
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Atualmente, 82% da populacdo brasileira, aproximadamente, utilizam
produtos a base de ervas, pois mesmo com a grande evolugdo da medicina
convencional a partir da segunda metade do século XX, ainda existem dificuldades
basicas na sua utilizacdo pelas populagdes carentes, que vao desde o acesso aos
centros de atendimentos hospitalares até a obtencdo de exames e medicamentos
(VEIGA JUNIOR et al., 2005; AQUINO, 2007).

O decreto presidencial no. 5.813, de 22 de junho de 2006, instituiu a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos como prioridade nacional e enfatiza a
necessidade do uso sustentavel da biodiversidade brasileira, uma vez que as
plantas medicinais de uso tradicional selecionadas tenham procedimentos de
controle de qualidade bem estabelecidos e executados, elas podem ampliar o
campo de opgoes terapéuticas, contribuindo assim para a ampliacdo e melhoria do
Sistema Unico de Saude (SUS) (FUNARI et al., 2013).

A nossa biodiversidade é ainda pouco explorada e seu uso racional, se
estruturado em pesquisa multidisciplinar e desenvolvimento tecnoldgico inovador,
trara grandes beneficios econémico e social ao pais. Os produtos naturais descritos
até hoje foram isolados ou registrados a partir de menos de 10% da biodiversidade
do mundo, sendo esta percentagem ainda menor quando se refere as atividades
biolégicas e/ou farmacologicas relatadas. (MISHRA E TIWARI, 2011; CRAGG E
NEWMAN, 2013; HAEFNER, 2003).

O alto custo e o tempo despendido para as analises de produtos naturais
impulsionaram muitas pesquisas sobre a racionalizagdo metodologica para tais fins.
Pouco tempo atras muitos métodos de fracionamento e purificagdo de produtos
naturais presentes em um extrato constituido por centenas de substancias,
encontradas em pequenas quantidades, frequentemente resultavam em substancias
ja conhecidas, presentes em varias espécies ou géneros (SASHIDHARA E
ROSAIAH, 2007; NG et al., 2009).

O alto gasto de energia e de solventes nas analises e preparo das amostras a
serem investigadas, despertam a atencdo de muitos pesquisadores, empresas e
orgaos regulamentadores, os quais tém buscando alternativas mais eficientes e
menos impactantes. Os profissionais da area de quimica dos produtos naturais

devem também dar atencdo a essas questdes, uma vez que as suas praticas
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laboratoriais podem trazer impactos diretos ao meio ambiente (GABER et al., 2011;
DAl et al., 2013).

Portanto, é de extrema importancia a utilizagdo de metodologias e métodos
analiticos capazes de mapear e identificar substancias bioativas em quantidades
minimas de extrato, sem os trabalhosos e dispendiosos fracionamentos e
isolamentos (NG et al., 2009).

Atualmente, o tempo gasto no processo de desenvolvimento de produtos
farmacéuticos e outros economicamente importantes, derivados da nossa
biodiversidade, tem sido significativamente reduzido pelo uso de abordagens
modernas que dao agilidade ao processo de desenvolvimento de novos produtos,
uma vez que permitem a selegcdo dos extratos potencialmente promissores para
estudos de atividade e isolamento dirigido para as substancias ativas de interesse
(NG et al., 2009).

Segundo Konishi et al. (2007) as comparagdes de amostras sdo importantes
na escolha de alvos potencialmente inovadores em extratos complexos, e unidas a
um vasto campo de ensaios moleculares que também requeiram quantidades
minimas de extratos e substancias, sendo esses ensaios utilizados
preferencialmente antes da decisdo pelo isolamento do composto de interesse. A
simples comparagédo entre um extrato ativo e um extrato inativo pode indicar os
metabdlitos essenciais a atividade observada para o primeiro (aqueles associados
aos sinais espectroscopicos e/ou cromatograficos observados apenas na amostra
ativa), agilizando a descoberta de compostos bioativos na pesquisa (FUNARI et al.,
2013).

Também, dentre as abordagens modernas, podem ser citadas as técnicas
quimiométricas de analise multivariada capazes de correlacionar um perfil
metabodlico a uma determinada atividade bioldgica. Elas permitem a classificagéo ou
a formacgado de conglomerados de dados ou clusters, utilizando para este fim a
analise de componentes principais (PCA) ou analise hierarquica de agrupamentos
(HCA), minimos quadrados parciais (PLS), analises discriminantes e analises de
correlagdes, entre outras (VERPOORTE et al., 2007).

Segundo Funari et al. (2012) o uso de analise multivariada de dados permitiu
0 agrupamento de amostras por semelhancgas na produgao de metabdlitos especiais

selecionados. Assim, a partir do pré-tratamento dos dados obtidos por técnicas de



22

separagao e/ou espectroscopicas, como a ressonancia magnética nuclear, poderéo
ser usadas técnicas quimiométricas capazes de selecionar informacdes relevantes
para diferentes propositos.

A ressonancia magnética nuclear vem se destacando na obtengao de perfis
metabdlicos de amostras complexas e nas analises qualitativas e quantitativas de
metabalitos provenientes de sistemas bioldgicos, por ser uma técnica n&do destrutiva,
possibilitando a obtencao de espectros em suspensao, em tecidos intactos, extratos
ou metabdlitos pré-purificados ou brutos. A incorporagdo de experimentos
bidimensionais ou n-dimensionais, assim como o uso de ferramentas estatisticas,
sdo alternativas interessantes para vencer alguns obstaculos dessa técnica, como a
sobreposicao de sinais em espectros de alta complexidade (RATCLIFFE et al., 2001;
VERPOORTE et al., 2007; WOLFENDER et al, 2009).

Objetivo Geral

Analise quimiométrica do extrato etandlico, da fragdo em cloroformio e
subfragcdes do extrato etandlico das folhas de Zeyheria tuberculosa (Vell) Bureau
(Bignoniaceae), por Ressonancia Magnética Nuclear, com a caracterizagédo e
quantificacdo dos compostos majoritarios presentes em quantidades minimas dos
referidos extrato, fragdo e subfragcdes, além da constru¢do de um modelo capaz de
selecionar extratos potencialmente promissores, servindo como guia para um
posterior isolamento das substdncias de interesse, viabilizando a descoberta de

compostos bioativos.

Objetivos Especificos

e Analise do perfil quimico da fragcdo em cloroférmio do extrato etandlico das

folhas de Zeyheria tuberculosa (Vell) Bureau (Bignoniaceae).
e Analise do perfil quimico das subfragdes oriundas da fragdo em cloroférmio.

e Elucidagdo estrutural dos compostos majoritarios presentes na fracdo em

cloroférmio.
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¢ Quantificagdes relativas dos compostos majoritarios presentes no extrato
etandlico, fracdo em cloroférmio e nas suas subfracdes, utilizando para este fim

a RMN e ferramentas quimiométricas.

e O uso da quimiometria por RMN para construgdo de um modelo capaz de
selecionar extratos potencialmente promissores, de forma qualitativa e
quantitativa, servindo como guia para um posterior isolamento das substancias

de interesse.

e Determinagdo do efeito citotoxico do extrato etandlico, da fragdo cloroférmica e
das subfracbes de Z. tuberculosa na viabilidade de macrofagos murinos,

utilizando o ensaio colorimétrico MTT.

Justificativa

No projeto do Milénio do Semi-Arido para o estudo da biodiversidade do
Semi-Arido nordestino, coube ao nosso grupo realizar o estudo fitoquimico de
algumas espécies de plantas, com base em um trabalho de sele¢do de plantas
ativas quanto a atividade tripanosomicida, inibidora da linfoproliferag&o, inibidora da
producao de ‘NO e atividade antibiética, realizado pelo IMSEAR (INSTITUTO DO
MILENIO DO SEMIARIDO). Entre as espécies escolhidas pelo IMSEAR encontra-se
a Zeyheria tuberculosa, cuja fragcdo em cloroférmio apresentou 100 % de atividade
inibitéria da linfoproliferacdo, sendo por isso disponibilizada a planta para
caracterizagdo e quantificacdo dos compostos majoritarios presentes. A fragéo
cloroférmica foi elaborada pelo nosso grupo e enviada para os referidos testes, os
quais foram executados pelo grupo da professora Dra. Milena Botelho Pereira
Soares, na FIOCRUZ/IMSEAR. O uso da quimiometria neste trabalho deve-se ao
fato de que a analise quimiométrica tem viabilizado economicamente o estudo
fitoquimico de plantas, sendo de grande eficiéncia na obtencdo de informacdes
quantitativas a respeito de metabdlitos presentes em misturas, muitas vezes em
quantidades muito pequenas, possibilitando a selecdo de extratos potencialmente
promissores para estudos de atividade e de isolamento dirigido para os compostos

bioativos de interesse.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 A Espécie Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bureau

A espécie Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bureau (Figura 1), de acordo com a
linha filogenética de Arthur Cronquist (BASTOS, 2008) apresenta a seguinte
classificacdo sistematica: Dominio Eukaryota, Reino Plantae, Sub reino
Viridaeplantae, Filo Tracheophyta, Sub filo Euphyllophytina, Infra filo Radiatopses,
Classe Magnoliopsida, Sub classe Lamiidae, Super ordem Lamianae, Ordem
Scrophulariales, Familia Bignoniaceae, Género Zeyheria, Espécie Zeyheria

tuberculosa (Vell.) Bureau.

Figura 1 - Zeyheria tuberculosa; (a) Folhas e Flores, (b) Frutos, (c) Sementes (d) Casca
(e) Madeira.

Fonte: http://www.achetudoeregiao.com.br/Arvores/Zeyheria_tuberculosa.htm. em 2014

A familia Bignoniaceae, é representada por mais de 100 géneros e 800
especies com distribuicdo pantropical, sendo o maior numero de espécies desta
familia encontradas no Neotrépico (MACHADO et al., 2006).

O género Zeyheria € composto pelas espécies Z. barbata Miq., Z. digitada
Mig., Z. fluviatilis Miq., Z. hamburiana Corr. Mello, Z. kuntzei K. Shum., Z.

surinanmensis Miq., Z. velloziana Miers, Z. montana Mart., Z. digitalis (Vell.) Hoehne
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e Z. tuberculosa (Vell) Bureau (BASTOS, 2008).

A espécie Z. tuberculosa recebe varios nomes populares como ipé-tabaco,
ipé-felpudo, bucho-de-carneiro, bucho-de-boi, ipé branco, bucho de bode e ocorre no
Brasil em area de mata atlantica a florestas deciduas de Sdo Paulo a Pernambuco,
em altitudes de 50-1000 m (ZIDKO, 2002; LUCCHESE, 2006).

A arvore é de médio a grande porte, atinge mais de 30 m de altura. Possui
folhas em tufos terminais, pentadigitadas, grandes (40-60 cm de comprimento x 25-
40 cm de largura), com peciolo longo (15-30 cm). A folha inteira, assim como o resto
da planta, é recoberta por um tomento espesso, semelhante a um veludo, sendo
desta caracteristica a origem do nome felpudo (FERREIRA E LUZ, 1985).

A inflorescéncia surge apds a brotagado das folhas, em panicula terminal com
20-30 cm, densa, piramidal, felpuda, com dezenas de pequenas flores (menos de 2
cm) pouco vistosas. O fruto possui capsula do tipo siliqua, lenhosa, grande (desde
13x10 cm até 20x15 cm), achatada, oval a oblonga e externamente muricada, isto €,
revestida de densas expansdes, sendo esta a razdo do nome da espécie, Z.
tuberculosa (FERREIRA E LUZ, 1985).

As sementes sdo aladas, achatadas; nucleo cordiforme, branco-amarelado,
felpudo, com 2 cm ou menos de diametro e ndo possuem dorméncia, germinando
facilmente entre 1 e 2 semanas quando colocadas sob uma fina camada de solo ou
palha umidoso (FERREIRA E LUZ, 1985).

Espécies pertencentes a familia Bignoniaceae (Jacaranda micranta Cham.,
Tabebuia caraiba Bur., Tecoma sambucifolia Kunth e T. stans L.) foram bastante
utilizadas como anestésico, antiinflamatoério, anticoncepcional, antisifilitico e
antireumatico por culturas indigenas da América do Sul (BASTOS, 2008).

Quanto as espécies do género Zeyheria, as raizes da Z. montana sao
bastante usadas na medicina popular contra as doencgas de pele. Ha indicagao de
que o extrato aquoso da Z. tuberculosa seja utilizado no tratamento do céancer, e
estudos biolégicos realizados com o caule desta espécie revelou atividade
antimicrobiana (BASTOS, 2008; SILVEIRA et al., 1975; WEINBERG et al., 1976). A
fracdo cloroférmica desta espécie apresentou-se ativa quanto a inibicdo da
linfoproliferagéo, em testes feitos pelo IMSEAR.

A literatura descreve o estudo fitoquimico de trés espécies do género

Zeyheria: a Z. Montana M., onde da madeira (extratos benzénico e etandlico) foi



isolada uma naftoquinona, o Lapachol (1), e das raizes os quindides a-Lapachona
(2), o Desidro-a-Lapachona (3) e o 4-hidroxi-a-Lapachona (4) (JACOME et al., 1999;
MAGANHA et al., 2006); a Z. digitalis (Vell.), de onde foi isolado a D-glicose (5), o
Acido Veratrico (6), a Vanilina (7), o Lapachol (1), a lignana Zeyherol (8) e o
B-Sitosterol (9) (SILVEIRA et al., 1975; FACCIONE et al., 2004); e a Z. tuberculosa
(Vell) Bureau, onde do extrato da folha foi isolada a lignana Zeiherol (8), e do extrato
do caule os flavondides 5,6,7-Trimetoxiflavona (10), 5,6,7,8-Tetrametoxiflavona (11),
4’-Hidroxi-5,6,7,8-Tetrametoxiflavona (12) e 3,5,7,8-Tetrametoxiflavona (13), o
Lapachol (1), a-Lapachona (2), o Desidro-a-Lapachona (3) o 4-Hidroxi-a-Lapachona
(4) e o B-Sitosterol (9) (BASTOS, 2008; GRAHAM et al., 2000; KUTNEY e
HANSSEN, 1971; WEINBERG et al.; 1976).
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2.2 Consideragoes sobre Triterpenos

Dentre os metabdlitos secundarios existe a familia dos terpendides
conhecidos pelas suas fungdes fisioldgicas e bioldgicas, sendo usados como anti-
inflamatorios, analgeésicos, anti-tumorais e a¢des no sistema cardiovascular, tendo
os triterpenos como um grupo importante (NIERO e MALHEIROS, 2007; PINTO et
al., 2008).

Os triterpenos (Csp) sdo formados estruturalmente por seis unidades de
isopreno (CsH1), biosintetizados pela ciclizagdo do esqualeno, a exemplo do Acido
Ursélico e Oleandlico. Estes acidos s&o isbmeros constitucionais distinguindo-se
apenas quanto a localizagao de dois grupos metila no anel E, localizados no caso do
acido ursélico em C-20 e em C-19, enquanto no acido oleandlico ambos estdo em C-
20 (PATOCKA, 2003).

Varias atividades bioldgicas destes dois acidos encontrados nas plantas tém
sido comparadas cientificamente, tais como antimicrobiana, hepatoprotetora,
antiparasitaria, antivirética, antiedematogénica, cardioprotetora em pacientes com
hiperglicemia, anti-inflamatéria, antioxidante, anti-tumoral, indugdo de apoptose,
antiproliferativa, imunorreguladora (SATTAR et al., 1995; SARASWAT et al., 1996;
LEITE et al.,, 2001; PAVLOVA et al., 2003; SHISHODIA et al., 2003; HSU et al.,
2004; MA et al., 2005; DZUBAK et al., 2006; JUAN et al., 2006; PATHAK et al., 2007;
HE E LIU, 2007; COSTA et al.,, 2008; IKEDA et al., 2008; TSAI E YIN, 2008;
CARVALHO et al, 2009; HUANG et al., 2011; CHECKER et al.,, 2012
SHANMUGAM et al., 2012; YANG et al., 2013).

Checker et al. (2012) utilizando em camundongos o modelo da doenca
enxerto-versus-hospedeiro para estudar o potencial imunomodulador do acido
ursolico, relatam que este acido inibiu a proliferacédo de linfocitos, induzida por ConA,
in vitro, de forma dose-dependente. Este acido também inibiu a ativagao,
proliferagdo e secregcdo de citocinas em macrofagos, células B e células T,
demonstrando a sua atividade imunossupressora.

A importancia dos acidos ursélico e oleandlico na terapéutica, principalmente
no tratamento de doengas da pele e varios tipos de céancer, justifica o seu alto valor
comercial. Estes dois triterpenos estdo disponiveis comercialmente e cada 25 mg do

acido ursolico (padrao analitico) custa R$ 2.094,00 reais e cada 10 mg do &acido
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oleandlico (padrao analitico) custa R$ 420,00 reais (SIGMA, 2015).

2.3 Consideragoes sobre Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de RMN foi desenvolvida no final da década de 1940,
objetivando o estudo das propriedades de nucleos atdmicos. Em 1951, os quimicos
perceberam que a espectroscopia de RMN também poderia ser usada para
determinar as estruturas de substancias organicas (SILVERSTEIN E WEBSTER,
1998).

Segundo esse estudo, os nlcleos de alguns elementos, como 'H e '°C,
comportam-se como se fossem imas girando em torno de um eixo. Desta forma, se
um composto contendo 'H ou "*C for colocado em um campo magnético muito forte
e irradiado simultaneamente com energia eletromagnética, os seus nucleos podem
absorver energia através de um processo chamado de ressonancia magnética.
Nesse contexto, “ressonancia” refere-se a transicdo do spin nuclear entre os niveis
de energia a e B em resposta a radiagdo de radiofrequéncia (KOSKELA, 2005;
SILVERSTEIN E WEBSTER, 1998).

Essa absorgdo de energia € quantizada e produz um espectro caracteristico
para o composto, sendo a absorcdo medida em espectrémetros de RMN. Para isso
dois tipos de espectrémetros podem ser utilizados: os de Onda Continua (OC) e os
de Transformada de Fourier (TF) (BENTO, 1997; GIL e GERALDES, 1987).

2.3.1 Método de Onda Continua (OC) ou Continuous Wave (CW)

No espectrébmetro de onda continua utiliza-se um ima que gera um campo
magnético e um oscilador de freqiéncia de radio. A condi¢gdo de ressonancia pode
ser obtida de duas maneiras: irradiando a amostra com energia eletromagnética de
frequéncia variavel, enquanto que o campo magnético € mantido constante, ou ainda
irradia-la com frequéncia constante, enquanto a forgca do campo magnético € variada
(KOSKELA, 2005).
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Estas duas abordagens sdo chamadas de varredura de frequéncia e varredura
de campo, respectivamente, onde, nas duas técnicas, a amostra esta em continua
irradiacdo da radiofreqiéncia transmitida. Cada nucleo é excitado individualmente,
levando-se varios minutos para ser fornecido o espectro, originado diretamente
como uma fungao da frequéncia (BENTO, 1997; WILLIAMS e FLEMING, 1987).

2.3.2 Método de Transformada de Fourier (TF)

Ao contrario do método CW, no qual cada nucleo € irradiado com frequéncias
consecutivas, no método TF a amostra € irradiada por um pulso curto e poderoso de
radio frequéncia, que excita todos os nucleos simultaneamente. Quando os nucleos
relaxam, produzem um sinal complexo chamado decaimento livre da indugao (DIL)
ou Free Induction Decay (FID) (GIL e GERALDES, 1987; SILVA, 2002).

Um computador converte as informacgdes que sao fornecidas como uma fungao
do tempo (FID) para um formato em fung¢ao da frequéncia, através de uma operagéo
matematica chamada Transformada de Fourier (TF) ou Fourier Transform (FT),
produzindo um espectro em poucos segundos. Neste espectro podem ser
explorados, entre outras caracteristicas, o deslocamento quimico (posigéo do sinal),
os acoplamentos (interagdes escalares) mostrados pelos sinais desdobrados e a
area do pico (integragao) (HOLLER et al., 2002).

2.3.3 Deslocamento Quimico (8) em ppm

Em uma determinada molécula alguns nucleos estdo em regides de maior
densidade eletrénica do que os outros e, como resultado, os nucleos absorvem
energia em forgas de campos magnéticos ligeiramente  diferentes.
Consequentemente, os sinais para esses nucleos ocorrem em posigdes diferentes
no espectro de RMN. A posicdo na qual um sinal aparece no espectro de RMN ¢é
chamada deslocamento quimico. Esse deslocamento depende do ambiente
magnético de cada nucleo, do efeito anisotropico, do efeito do solvente e das
ligagbes de hidrogénio (GIL e GERALDES, 1987; SILVERSTEIN E WEBSTER,
1998).
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Os deslocamentos quimicos sdo medidos em uma escala de (d). Diz-se que os
sinais a esquerda do espectro aparecem em campo baixo (alta frequéncia) e aqueles
a direita aparecem em campo alto (baixa frequéncia). Uma caracteristica observada
€ a relagao entre o numero de sinais no espectro e o numero de diferentes tipos de
nucleos no composto (PARELLA,1998; WILLIAMS e FLEMING, 1987).

2.3.4 Acoplamento (J) em Hz

A multiplicidade de um sinal em um espectro de RMN aparece como uma
consequéncia das interagbes magnéticas entre nucleos com spin (I # 0) transmitido
através das ligagdes da molécula e isto é conhecido como acoplamento escalar
(spin-spin). O sinal de RMN de um nucleo acoplado para “n” nucleos equivalentes
com spin | sera dividido em um multipleto com (2nl+1) linhas (KOSKELA, 2005).

A distancia, em hertz (Hz), entre duas linhas, ou seja, entre dois picos
adjacentes de um sinal de RMN desdobrado, € chamado de constante de
acoplamento (J). No caso do acoplamento a trés ligagdes em fragmentos H-C-C-H, J
ira depender do angulo diedro, no qual a relagdo de Karplus correlaciona o valor da
constante de acoplamento com o angulo diedro (SILVA, 2002; MACKIN E SHAKA,

1996).

2.3.5 Integragao

No calculo das areas de cada sinal, 0 mais importante ndo € a sua altura, mas a
area abaixo deste sinal. Esta area € proporcional ao numero de hidrogénios que
deram origem ao sinal. O programa que gera o espectro mede essas areas
automaticamente e constréi curvas de integragdo sob cada sinal (SHOOLERY, 1972;
SILVERSTEIN E WEBSTER, 1998).

2.3.6 Relaxacao Nuclear
Existem dois tipos principais de processos de relaxagcdo em RMN: a relaxacéo

spin-rede (ou longitudinal) e a relaxagao spin-spin (ou transversal). A relaxagéao

longitudinal € um decaimento exponencial de primeira ordem, caracterizado por um
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tempo de relaxagdo T (tempo de vida médio dos nucleos no estado de maior
energia). A relaxacdo transversal também é um processo de primeira ordem, que
pode ser caracterizada por um tempo de relaxacdo T,, sendo a causa do
alargamento das linhas de RMN (MACKIN E SHAKA, 1996; HOLLER et al., 2002).

2.3.7 RMN de "*C

Os espectros de '*C sZo normalmente menos complexos e mais faceis de
interpretar do que os espectros de RMN 'H. Um aspecto dos espectros de RMN de
3C que simplifica o processo de interpretagdo é que cada nlcleo de carbono em
uma molécula orgéanica produz apenas um pico de RMN de 3C, em fungao de que
os efeitos do acoplamento carbono-carbono, responsaveis pelo desdobramento de
sinais em picos multiplos, s&o cancelados (HOLLER et al., 2002; PARELLA,1998).

Os nucleos de "°C sao de baixa abundancia, de pequena razdo giromagnética e
de sensibilidade baixa. Os espectros de RMN de '*C s6 podem ser obtidos por
espectrdmetros de pulso de RMN FT, onde se torna possivel o acumulo de FIDs
(HOLLER et al., 2002; REIF et al., 1996).

2.3.8 DEPTs

Na interpretacdo de um espectro de RMN de BC ¢ de grande utilidade
identificar quais sinais pertencem ao nucleo de C (quaternario), CH (metinico), CHa
(metilénico) e CH3 (metila). Para as aplicagbes de rotina, os experimentos DEPT 90
e DEPT 135, séo suficientes. O DEPT 90 gera somente os sinais dos grupos CH,
enquanto que o DEPT 135 gera sinais negativos para os nucleos de carbono em

grupos CH; e sinais positivos para os grupos CH e CH3 (SILVA, 2002).

2.3.9 Experimentos de RMN Bidimensionais

2.3.9.1 HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence)
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Através dessa técnica, que depende dos acoplamentos 1JC,H, pode-se
distinguir os carbonos que contém os hidrogénios ja anteriormente assinalados no
espectro de RMN 'H, ou vice-versa. O espectro apresenta um eixo horizontal,
dimensao F,, que corresponde ao Oy e um eixo vertical, dimensado Fy,
correspondente ao &c. Outra técnica interessante relacionada ao HSQC ¢é o
experimento de RMN 2 D HSQC-TOCSY, que mostra correlagbes C,H,H ou seja tem
o aspecto de um HSQC mas, além das correlagées C,H ha também correlagdes H,H
como no TOCSY (KAISER, 2000; SILVA et al., 2005).

2.3.9.2 HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation)

O experimento HMBC, normalmente realizado para a caracterizacao estrutural
de moléculas organicas naturais e sintéticas, € uma técnica de correlacédo
heteronuclear que fornece informacdes sobre as interagcdes escalares entre
hidrogénios e carbonos a longa distancia e separados por duas, trés ou quatro
ligagdes covalentes (SILVA et al., 2005; RICCIO et al., 2003).

2.3.9.3 J-Resolvido

A técnica do J-Resolvido permite determinar as constantes de acoplamento,
J, que nado podem ser determinadas pelo espectro convencional de RMN 'He BC
totalmente acoplado, isto porque esta técnica separa, em duas dimensbdes, 0s
efeitos de deslocamento quimico e da constante de acoplamento. Em uma dimensao
do espectro 2D J-Resolvido observa-se a informacao do acoplamento e na outra
dimensao a informacao dos deslocamentos quimicos. Esta técnica é importante na
interpretacdo espectral de casos onde ocorre a sobreposicdo de sinais de
hidrogénio, ajudando a resolver os multipletos sobrepostos no espectro convencional
1D (BRAR E PHADHAN, 2003; PEDROZA, 2007)

24 Quimiometria

A Quimiometria é a aplicagdo de métodos estatisticos ou matematicos em

dados de origem quimica, para otimizar experimentos, obter conhecimento geral de
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sistemas quimicos e extrair as informagdes mais relevantes. A Sociedade
Internacional de Quimiometria (International Chemometrics Society - ICS) define a
Quimiometria como sendo “a ciéncia relacionada a medidas realizadas em um
sistema ou processo quimico, obtendo informacdes sobre o estado do sistema
através da aplicagao de métodos matematicos ou estatisticos”.

Os meétodos estatisticos, para analisar variaveis, estdo dispostos em dois
grupos: um que trata da estatistica, que olha as variaveis de maneira isolada — a
estatistica univariada, e outro que olha as variaveis de forma conjunta — a estatistica
multivariada.

Portanto, cada vez mais se necessita de ferramentas estatisticas que
apresentem uma visdo mais global do fendmeno, que aquela possivel numa
abordagem univariada. A denominagado “Analise Multivariada” corresponde a um
grande numero de meétodos e técnicas que utilizam, simultaneamente, todas as
variaveis na interpretacdo teorica do conjunto de dados obtidos (NETO, 2004).

Existem varios métodos de analise multivariada, com finalidades bem diversas
entre si, pois cada método tem sua fundamentagdo tedrica e sua aplicabilidade.
Quando o interesse é verificar como as amostras se relacionam, ou seja, o quanto
estas sdo semelhantes, segundo as variaveis utilizadas no trabalho, destacam-se
dois métodos, que podem ser utilizados: a analise de agrupamento hierarquico e a
analise fatorial com analise de componentes principais.

A anadlise exploratoria (anadlise de componentes principais e analise de
agrupamentos hieraquicos) e a calibracdo multivariada (método dos minimos
quadrados parciais) sdo areas da quimiometria bastante utilizadas (FERREIRA et al,
1999; ALVES, 2010)

2.4.1 Analise de Componentes Principais — PCA

A Analise de Componentes Principais (ACP) ou Principal Components
Analysis (PCA) é um método estatistico multivariado, utilizado para compressao de
dados sem perda de informacdes relevantes. Geralmente, a PCA é utilizada com o
objetivo de visualizar a estrutura dos dados, encontrar similaridades entre amostras,

detectar amostras anémalas (outliers) e reduzir a dimensionalidade do conjunto de
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dados. A analise de componentes principais aborda aspectos como a geragéo, a
selecdo e a interpretagdo das componentes investigadas, com o intuito de
determinar as variaveis de maior influéncia na formagao de cada componente, que
serdo utilizadas para estudos futuros, tais como de controle de qualidade, estudos
ambientais, estudos populacionais entre outros.

Esta analise descreve os dados contidos num quadro individuos-variaveis
numéricas: p variaveis serdo mediadas com n individuos, sendo considerada um
método fatorial, pois a redugao do numero de variaveis ndo se faz por uma simples
selecdo de algumas variaveis, mas pela construgdo de novas variaveis sintéticas,
obtidas pela combinacdo linear das variaveis inicias, por meio dos fatores
(BOUROCHE; SAPORTA, 1982). Assim, a anadlise € desenvolvida de maneira que
os conjuntos de dados possam ser representados por um numero reduzido de novas
variaveis chamadas de componentes principais (PC), que sao combinagdes lineares
das variaveis originais (LOPES, 2014; FERREIRA et al., 1999).

A PCA possibilita a identificagdo das medidas responsaveis pelas maiores
variagbes entre os resultados e transforma um conjunto original de variaveis em
outro conjunto (PC) com a menor perda de informagao possivel, buscando eliminar
algumas variaveis originais que possua pouca informagdo. Essa reducdo de
variaveis s6 sera possivel se as p variaveis iniciais ndo forem independentes e
possuirem coeficientes de correlacdo nao nulos.

A primeira componente, PC1, & definida na direcdo de maxima variéncia do
conjunto de dados. A PC2 ¢ definida na diregdo que descreve a maxima variancia no
espaco da PC1, de forma que cada componente principal, PC1, PC2, PC3 entre
outros, é responsavel pela fracdo sucessiva de varidncia de dados, consistindo em
um sistema de coordenadas ortogonais entre si e, portanto, ndo correlacionadas
(HAYASHI, 2012).

A maior parte da variancia total contida nos dados € explicada pelas primeiras
PC’s, as quais podem ser usadas para representa-los. Na analise exploratoria sao
examinadas as relagdes entre as amostras e entre as variaveis, através de graficos
de escores e loadings, os quais permitem avaliar a influéncia de cada variavel em
cada amostra, encontrando similaridades ou diferencas nos dados (FERREIRA,
2002).
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3 EXPERIMENTAL
3.1 Local de Realizagao do Trabalho

A coleta do material botanico foi realizada em Salinas (MG) pelo grupo de
botanica da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), dentro do projeto
do Milénio de estudo da biodiversidade nordestina (IMSEAR).

Os procedimentos de preparagao do extrato etandlico, fragcdes e subfragdes, a
identificacdo estrutural e a quantificagdo relativa dos constituintes quimicos das
folnas de Z. tuberculosa foram realizados nos Laboratorios de Pesquisa em
Recursos Naturais (Figura 2-a), e de Ressonancia Magnética Nuclear (Figura 2-b),
do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas, em
Maceio-AL.

O ensaio de atividade biolégica inibitéria da linfoproliferacdo da fragdo em
cloroférmio de Z. tuberculosa foi realizado no Laboratério de Engenharia Tecidual e
Imunofarmacologia do Centro de Pesquisas Gongalo Muniz da Fundagao Oswaldo
Cruz em Salvador-BA.

O ensaio de atividade citotoxica (MTT) dos extratos e fragdes de Z
tuberculosa foram realizados no Laboratério de Biologia Celular, do Instituto de

Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de Alagoas, em Maceio-AL.

Figura 2 - Laboratério de Pesquisa em Recursos Naturais (a), Laboratério de

Ressonancia Magnética Nuclear (b)

Fonte: Autora, 2014
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3.2 Material Botanico

A espécie Z. tuberculosa foi coletada em agosto de 2006, na cidade de
Salinas (MG), pela Dra. Tania Ribeiro, e selecionada no projeto do Milénio de estudo
da biodiversidade nordestina — IMSEAR. Uma exsicata encontra-se depositada no
Herbario de Plantas Medicinais da UEFS em Feira de Santana (BA), com o n° 186.

3.3 Materiais, Equipamentos, Métodos de Extragcao e Purificagao

3.3.1 Solventes

Os solventes utilizados foram: etanol, hexano, cloroférmio, acetato de etila,
acetona, metanol e agua destilada, sendo que na preparagdo do extrato bruto, nas
particbes e filtragbes cromatograficas os solventes utilizados foram destilados no
Laboratério de Pesquisa em Recursos Naturais. Os solventes deuterados utilizados
nas analises espectroscopicas foram cloroférmio deuterado, metanol deuterado e
TMS, da CIL (Cambridge Isotope Laboratories)

3.3.2 Analise Cromatografica

O adsorvente utilizado nas filtragdes cromatograficas foi o gel de silica
G 60 (70-230 Mesh ASTM, Merck, Darmstadt - Alemanha). A quantidade da silica foi
de 20 a 25 vezes a quantidade da amostra. Nas analises feitas através de
cromatografia em camada delgada (CCD) utilizou-se como adsorvente a silica gel 60
PF254 da Merck (Darmstadt - Alemanha). Na preparagao das placas de CCD foi
utilizado um espalhador mecanico com espessura de 0,25 mm, para a distribuicdo
da suspensédo de silica com agua destilada (10 mL) sobre as placas de vidro, que
foram ativadas em estufa a 100°C por uma hora. Também foram utilizadas placas de
CCD da Merck (Merck, Darmstadt - Alemanha).
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3.3.3 Reveladores

Os cromogramas nas cromatoplacas foram visualizados por irradiagdo com
Luz na regido do Ultravioleta (UV), nos comprimentos de onda 254 e 366 nm, por
imersdo em cuba com lodo, seguindo-se por borrifagdo com Sulfato Cérico, ou
Anisaldeido, ou solucdo de Acido Fosfomolibdico 5% ou solugdo de Liebermann-
Burchard. As placas apos borrifacdo foram aquecidas em estufa por 5 minutos, a
100 °C.
- Para a solugdo de Sulfato Cérico dissolveu-se 2,1 g de Ce(SO4), em uma solugéo
contendo 21 mL de H,S04 e 50 mL de agua destilada. Em seguida adicionou-se mais
agua destilada completando o volume da solugéo para 300 mL.
- Para a solugao de Anisaldeido foi preparada uma mistura de 3 mL de Anisaldeido
com 150 mL de Acido Acético Glacial, a qual foi adicionada a uma solucdo de 6 mL
de H,S04 e 141 mL de agua destilada.
- Para a solugdo de Acido Fosfomolibdico 5%, dissolveu-se 5 g de Acido
Fosfomolibdico em 100 mL de Alcool Etilico a quente (80-90°C), por 5 minutos.
- Para a solucio de Liebermann-Burchard misturou-se 50 mL de Anidrido Acético
com 10 gotas de Acido Sulfirico concentrado.

3.3.4 Preparacao do Extrato Bruto

Na preparagao do extrato etandlico utilizou-se uma forrageira para trituragao
das folhas (Nogueira, Itapia - S&do Paulo) e um extrator de ago inoxidavel para
extragao (Fabra - Sdo Paulo). A concentragao do extrato contendo grandes volumes

de solventes foi efetuada em evaporador rotativo sob pressao reduzida.

3.3.5 Métodos de Fracionamento e Purificagao

O procedimento de fracionamento do extrato etandlico envolveu técnicas
sequenciais como: particdo liquido-liquido e coluna filtrante de silica. Essas técnicas
fizeram-se necessarias por que o extrato bruto da folha utilizada é rico em clorofila e
em diversos outros compostos (conforme bioprospegcao realizada) e sua analise

espectroscopica direta seria extremamente trabalhosa, por isso o uso prévio da
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particdo liquido-liquido e da coluna filtrante permitiu o fracionamento do extrato
etandlico bruto em misturas menos complexas facilitando o trabalho de identificagao

e elucidacao estrutural.
3.3.6 Espectrémetros

Os experimentos de RMN unidimensionais ('H, "*C, DEPT 135, DEPT 90) e
bidimensionais (HSQC, HMBC, J-Resolvido) foram realizados em espectrémetro
BRUKER AVANCE (400 MHz para 'H e 100 MHz para '*C). Os deslocamentos
quimicos dos sinais dos carbonos dos solventes deuterados utilizados foram

expressos em escala 6 (delta).

3.4 Etapas de Fracionamento do Extrato Bruto
3.4.1 Preparacgao do Extrato Etandlico Bruto das Folhas de Z. tuberculosa

As folhas secas de Z. tuberculosa (5400 g) foram trituradas a p6 em uma
forrageira (Nogueira, ltapira — S&o Paulo). O material depois de pulverizado foi
submetido a extracdo com 20 L de Etanol a 90 % a temperatura ambiente (26+1 °C)
por 3 dias e filtrado. O procedimento de extragao com o residuo foi repetido por trés
vezes. Apds evaporacao do solvente por destilagcao a pressao reduzida em aparelho
rotatério a 50 °C e remog&o da agua residual em dessecador obteve-se o respectivo
extrato bruto (600,45 g), identificado como ZTB.

3.4.2 Particao Liquido-Liquido do Extrato ZTB das Folhas de Z. tuberculosa

Uma suspensao de 100 g do extrato etandlico bruto em uma solugao de
Agua/Metanol (3:2) foi extraida sucessivamente com Hexano (4 x 500 mL),
Cloroférmio (4 x 500 mL), Acetato de Etila (4 x 500 mL) e Butanol (4 x 500 mL). O
processo foi realizado seis vezes. Apds remocgao do solvente por destilagcdo a
pressao reduzida foram obtidas seis fragdes em Hexano (ZTP1) (90,30 g; 13,59 %),
Cloroférmio (ZTP2) (223,60 g; 33,65 %), Acetato de Etila (ZTP3) (25,40 g; 3,82 %);
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Butanol | (ZTP4) (15,45 g; 2,33 %), Butanol Il (ZTP5) (20,70 g; 3,11 %) e
Hidroalcoolica (ZTP6) (220,5 g; 20,39 %) (Fluxograma).

A particdo com Butanol deu origem a duas fragbes: ZTP4 e ZTP5. Isto
aconteceu porque a medida que a fase butandlica foi sendo concentrada as
primeiras coletas apresentaram-se como sendo um concentrado oleoso, ja as
ultimas coletas quando concentradas mostraram-se sdlidas, por isso a fase foi
separada em duas fragdes, butandlica | (oleosa) e butandlica Il (sélida).

No projeto do Milénio do Semi-Arido estas fracdes ja tinham sido preparadas
e submetidas aos ensaios de atividade inibitéria da linfoproliferagdo, na
FIOCRUZ/BA. A fracdo cloroférmica apresentou-se ativa quanto a inibicdo da
linfoproliferagdo. Por isso, a ZTP2 também foi a fragdo escolhida, nesta nova

particao, para dar continuidade ao processo de identificacdo do principio ativo.
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Fluxograma - Particao Liquido-Liquido do Extrato ZTB das Folhas de Z. tuberculosa.

Folhas de Zeyheria tuberculosa
(5400 g)

Extragdo com Etanol

Extrato Etanolico Bruto
(600 g)

- Solubilizagdo em Metanol
- Particdo com Hexano

Fracio em Hexano D o
(90,30 g) Fragao Hidroalcoolica

- Solubilizada em agua
- Particdo com Cloroférmio

Fragao em Cloroférmio

Fragao Hidroalcoolica
(223,60 g)

- Particdo com Acetato de Etila

Fragao em Acetato de Etila

(25,40 g) Fragao Hidroalcdolica

- Particdo com Butanol

Fracdo em Butanol l e |l Fracéo Hidroalcdolica
(15,45 g € 20,70 g) (220,50 g)
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3.4.3 Analise Geral dos Metabdlitos da Fracdo Cloroférmica utilizando a RMN

Uma amostra de 15 mg da fracao cloroférmica (ZTP2), proveniente do extrato
etandlico (ZTB), foi submetida a analise de RMN 'H e *C com o intuito de se obter
uma analise geral das classes de metabdlitos, com possivel identificagdo dos
metabdlitos ativos. Essa analise inicial indicou a presenca de sinais de substancias
reconhecidas na literatura pelo vasto campo de atividades bioldgicas, partindo-se
entdo para analises de RMN DEPTs 90° e 135° e Bidimensionais visando a

identificac&do estrutural das substancias presentes.
3.4 .4 Filtracdo da Fracdo ZTP2 Proveniente do Extrato ZTB

Dando continuidade ao fracionamento, 2150 g da fragdo ZTP2 foram
solubilizadas em Cloroféormio e em seguida incorporadas em gel de silica ativada
utilizando como solventes: Hexano, Cloroférmio, Metanol e mistura dos mesmos,
fornecendo nove fragbes identificadas conforme mostra a tabela 1. Essas fracbes
foram submetidas a analise comparativa através de CCD e reveladas com
Anisaldeido, Sulfato Cérico e/ou vapores de lodo.

Apos analise em CCD, que demonstrou similaridade entre as fragdes

provenientes da ZTP2, estas foram levadas para analise espectroscopica (RMN).

Tabela 1 - Filtragao da Fragao ZTP2 Proveniente do Extrato ZTB

Subfragoes da Filtragcao de ZTP2 Peso da Amostra

Hexano (ZTF1) 0,40 ¢
Hexano/Cloroférmio 1:1 (ZTF2) 105,80 g
Cloroférmio (ZTF3) 10,80 g
Cloroformio/Metanol 2% (ZTF4) 15,75 ¢
Cloroférmio/Metanol 5% (ZTF5) 12,25 g
Cloroférmio/Metanol 10% (ZTF6) 21,259
Cloroformio/Metanol 20% (ZTF7) 24,50 g
Cloroférmio/Metanol 1:1 (ZTF8) 13,25 ¢
Metanol (ZTF9) 9,00g

Fonte: Autora, 2014
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3.4.5 Analise do Perfil Quimico das Nove Fracgdes, provenientes de ZTP2, utilizando
a RMN

Foram enviadas para analise de RMN 'H amostras de 8 mg de cada uma das
fracdes provenientes de ZTP2, especialmente para se evitar o trabalho com fragdes
contendo muitas informagdes ja conhecidas, diminuindo assim custo financeiro e

desperdicio de tempo. Os perfis quimicos foram entdo comparados.

3.5 Prospeccao Fitoquimica

Foram realizados os testes de prospeccao fitoquimica com o extrato ZTB das
folnas da Zeyheria tuberculosa, seguindo-se a descricdo de Matos (1997). Os
meétodos utilizados nesta abordagem sao apenas qualitativos. Para os testes foram
utilizados sete tubos de ensaio, numerados de 1 a 7. Em cada tubo foram colocados

3 mg do extrato solubilizados em 4 mL de Etanol.
3.5.1 Teste para Fendis e Taninos
Para esse teste foram utilizadas duas solugdes previamente preparadas:

- Solugéo de HCI 3 mol.L™ — Adicionou-se 33,3 mL de HCI concentrado em

agua destilada suficiente para 100 mL de solugdo, em um baldo volumétrico.

- Solugéao de cloreto férrico (FeCls) — Adicionou-se 9 g de FeCl; em 50 mL de
agua destilada contendo 2 mL de acido cloridrico 3 mol.L™". Em seguida completou-

se o volume para 100 mL com etanol, em um baldo volumétrico.

No tubo de ensaio de numero 1 foram adicionadas trés gotas de solugao
alcodlica de FeCls 1 mol.L™". Agitou-se bem e observou-se a variagdo de cor e a
formacgao de precipitado verde escuro abundante. Este resultado foi comparado com
um teste em branco, usando-se agua e FeCls. A coloragao variando entre azul e

vermelho é indicativo de fendis. A formagao de um precipitado azul escuro indica a
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presenga de taninos pirogalicos (taninos hidrolisaveis). A cor verde indica a presencga
de taninos flobabénicos (taninos condensados ou catéquicos).

3.5.2 Teste para Antocianinas, Antocianidinas e Flavonodides

Para este teste foi preparada um solugdo de NaOH 1 mol.L™ dissolvendo-se 4
g deste reagente em agua destilada para 100 mL de solugdo em baldo volumétrico.
O tubo de niimero 2 foi acidulado com HCI 3 mol.L”" a pH 3 e os tubos 3 e 4 foram
alcalinizados com NaOH 1 mol.L™ a pH 8,5 e 11, respectivamente. A observacdo de
qualquer mudanca da coloracdo da solucédo foi interpretada como mostrado na
tabela 2.

Tabela 2. Variagao de Coloragao Observada nos Tubos (l)

Cor
Constituintes T’ubo 2 Tubo 3 Tubo 4

Acido Alcalino Alcalino

pH =3 pH = 8,5 pH =11
Antocianinas e Antocianidinas Vermelha Lilas Azul — Purpura
Flavonas, Flavondis e Xantonas - - Amarela
Chalconas e Auronas Vermelha Vermelha - Vermelho Purpuro
Flavanondis - - Vermelho Laranja

Fonte: Autora, 2014

3.5.3 Teste para Leucoantocianidinas, Catequinas e Flavononas

O tubo 5 foi acidulado por adicdo de HCI 3 mol.L™" até pH 1 - 3 e o tubo 6 foi
alcalinizado com NaOH 1 mol.L™" at¢ pH 11. Os tubos foram cuidadosamente
aquecidos. Foi observada modificagao na coloracdao por comparagdo com os tubos
com pH correspondentes usados no teste anterior. A interpretagdo dos resultados foi
feita como mostrado na tabela 3.
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Tabela 3 - Variagao de Coloragao Observada nos Tubos (ll)

Cor
Constituintes Tubo 5 Tubo 6
Meio Acido Meio Alcalino
Leucoantocianidinas Vermelha -
Catequinas (Taninos Catéquicos) Pardo-amarelada -
Flavononas - Vermelho Laranja

Fonte: Autora, 2014

3.5.4 Teste para Flavonadis, Flavanonas, Flavanondis e Xantonas

No tubo de numero 7, foram adicionados alguns miligramas de magnésio
granulado e 0,5 mL de HCI concentrado. Aguardou-se o término da reag¢ao indicado
pelo fim da efervescéncia. Comparou-se a cor dos tubos 5 e 7 (acidificados). O
aparecimento ou intensificacdo da cor vermelha é indicativo da presenga de

flavondis, flavanonas, flavanondis e/ou xantonas, livres ou seus heterosidios.

3.5.5 Teste para Esteroides e Triterpenoides

Adicionou-se 10 mL de uma solucdo etandlica do extrato em um béquer e
deixou-se secar em banho-maria. Extraiu-se o residuo seco do béquer com trés
porcoes de 2 mL de CHCIs. Filtrou-se a solucéo cloroférmica em um pequeno funil
fechado com um pouco de algoddo, coberta com uma pequena quantidade de
Na,SO4 anidro, para um tubo de ensaio bem seco. Adicionou-se 1 mL de anidrido
acético e agitou-se suavemente. Juntou-se cuidadosamente trés gotas de HySO4
concentrado. Tornou-se a agitar suavemente, e foi observado se havia o rapido
desenvolvimento de cores. A coloragdo azul seguida da verde permanente é um
indicativo da presenca de esterdides livres. A coloragdo parda até vermelha indica

triterpendides pentaciclicos livres.
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3.5.6 Teste para Saponinas

Os residuos insoluveis em cloroféormio, separados no teste anterior, foram
solubilizados em agua destilada e a solucao foi filtrada para um tubo de ensaio.
Agitou-se fortemente o tubo com a solugdo, por trés minutos e observou-se a
formagdo da espuma. Uma espuma persistente e abundante (colarinho) indica a

presenca de saponinas.

3.5.7 Teste para Alcaldides

O extrato foi colocado em um tubo de ensaio, solubilizado com metanol e
submetido a CCD. Apos eluigéo, a placa foi revelada com reagente de Dragendorff.
O surgimento de manchas de cor alaranjada sugere a presenga de alcaldides.

- Preparacéo do reagente de Dragendorff — 5 g de Subnitrato de Bismuto
foram solubilizados em 50 mL de agua, seguido da adicdo de 12 mL de HCI. Em
seguida, adicionou-se lentamente e sob agitagdo, 25 g de lodeto de Potassio. Apos
a dissolugéo, o volume foi completado com agua destilada para 100 mL de solugéo
em baldo volumétrico. A 25 mL desta solucdo foram adicionados 18 mL de Acido
Acético glacial e completou-se o volume para 100 mL com &gua destilada, obtendo-

se o reagente de Dragendorff.

3.5.8 Teste para Antraquinonas, Antronas e Cumarinas

Foram marcados pontos com o extrato em uma placa cromatografica, a qual
foi eluida em cloroférmio. A placa foi borrifada com uma solugcdo de Hidroxido de
Potassio a 10%. Observou-se a presencga das cores indicativas com luz na regido do
UV a 365 nm. A cor vermelha indica antraquinona, a amarela indica antrona e a azul

indica cumarina.
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3.6 Bioensaios

3.6.1 Ensaio de Viabilidade Celular (Teste MTT)

3.6.1.1 Reagentes e instrumentos usados no ensaio MTT

Foram utilizados no ensaio de viabilidade celular o DMSO (dimetilsulféxido;
Synth) e o MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio; Sigma). A
densidade Optica de cada poco foi medida a 540 nm em um analisador, e
absorbéncia de MTT e do produto formazan foi medida a 540 nm, em
espectrofotometro (SHIMADZU).

3.6.1.2 Animais

Os camundongos Swiss, fémeas, pesando entre 25-30 g foram provenientes
do Biotério da Universidade Federal de Alagoas. Estes animais foram mantidos no
Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, com ciclo de iluminagao claro/escuro, e
temperatura controlada em torno de 20+4 °C, com livre acesso a ragéo e agua.

O protocolo experimental foi realizado em conformidade com as diretrizes
institucionais e éticas (CEUA 055/2014).

3.6.1.3 Cultura de Células

Os procedimentos para obtencdo das células, plaqueamento e tratamento
foram realizados em camera de fluxo laminar. As células foram obtidas por lavado
peritonial de camundongos Swiss, com solugdo PBS/EDTA 10 mM gelada. A
suspensao celular obtida foi recolhida em tubo de falcon de 15 mL. O cultivo celular
deu-se em placas de poliestireno contendo 96 pocos. O numero de placas variou
conforme o tipo e o numero de experimentos, os quais foram realizados em triplicata.
O numero de células foi determinado por contagem em camara de Neubauer, tendo
sido utilizada uma aliquota de 10 uL proveniente da ressuspensdo de 10 pyL de
solugado de meio de cultura e células em 90 uL de corante azul tripan 0,02%, fator de

diluicdo 10, empregado para corar as células mortas. No plaqueamento celular foram
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preparados 23 mL do meio de cultura mais 1 mL de células, distribuidos em 92
pocos, sendo 200 pL/poco, equivalente a 1,5 x 10° células/poco, e quatro pogos para
cada concentragéo dos extratos (10 uL, 50 uL e 100 pL). As placas foram incubadas
em estufa para a adesdo por 2 h. Apds este tempo deu-se inicio ao teste
colorimétrico, tendo como controle de células viaveis as células n&o tratadas

(controle 1) e como controle de morte o Tween 3% (controle 2).
3.6.1.4 Ensaio de Viabilidade Celular por Reducdo do MTT

O efeito citotéxico do extrato e fragdes de Zeyheria tuberculosa Vell. Bureau
em macréfagos murinos foi determinado utilizando o método de ensaio da redugéao
do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT), de acordo com
Mosmann (1983). Os macrofagos peritoniais foram obtidos por lavado peritoneal e
distribuidos em placa de 96 pogos (2,5 x 10° células/pogo) e apds 2 h de incubagéo
(em estufa de CO2 a 37 °C), as células aderentes foram tratadas com extratos e
fracdes de Z. tuberculosa, por 24 h em concentracdes que variaram de 10 a 100
ug.mL™" em meio de cultura (RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal
bovino). Posteriormente, as células foram incubadas com MTT (5 ug.mL™"). Apés 4
horas de incubacao, a 37 °C, o sobrenadante foi descartado e a solugao de DMSO
(150 ul/pocgo) foi adicionada a cada placa de cultura. Apés 15 min de incubacgéo a
temperatura ambiente, as absorbancias do produto formazan do MTT, solubilizado
em DMSO, foram medidas em espectofotbmetro a 540 nm. A atividade de reducgao
do MTT foi determinada como sendo a percentagem de células viaveis (grupo
controle [(absorbancia de células tratadas / absorbancia de células néo tratadas) x
100]).
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3.6.1.5 Analise Estatistica

Na andlise estatistica foi utilizado o programa GraphPad Prism v. 5.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, California, USA).

3.6.1.6 Analise Correlativa

A analise correlativa entre o efeito citotoxico dos extratos e fragdes de Z.
tuberculosa e as respectivas concentragdes dos acidos ursdlico e oleandlico
presentes nos referidos extratos e fragdes foi realizada com o emprego do programa

Excell.

3.7 Quantificagées Relativas dos Metabdlitos Majoritarios Principais
Presentes nos Extratos Etandlico (ZTB), Cloroférmico (ZTP2) e Fragoes
(ZTF1-ZTF9) das Folhas de Z. tuberculosa

Na quantificagdo foram utilizadas 8 mg das seguintes amostras: ZTB (extrato
etanolico), ZTP2 (fracdo originado da particdo de ZTB) e ZTF1-ZTF9 (subfragdes
originadas da filtragdo de ZTP2). As amostras foram individualmente pulverizadas,
pesadas em tubos de vidros individuais, com capacidade de 1 mL, e solubilizadas
em 700 uL da solucdo prévia, solugado estoque, preparada a partir de 500 uL de
cloroférmio deuterado e 200 yL de metanol deuterado. Foi adicionado ainda 1 gota
de TMS para 14 mL da solugcdo estoque preparada. Apds solubilizagdo as onze
amostras foram adicionadas em tubos de RMN de mesma altura e didmetro, com
volume de 700 uL cada. O experimento foi feito em triplicata.

Todas as amostras foram submetidas a experimentos de RMN 'H, sendo
realizados em espectrometro de RMN BRUKER AVANCE 400 (9,4 Tesla),
observando-se o nucleo de hidrogénio a 400,13 MHz, equipado com uma sonda
multinuclear de deteccdo direta, para tubos com didmetro sw 5 mm. Os
experimentos foram realizados com sequéncias de pulsos de excitacdo de 30° e
sem supressao do sinal do solvente. Para cada amostra, 16 varreduras acumulativas

foram gravadas com os seguintes parametros: 64K pontos de dados (aquisi¢cao),
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com largura do pulso de 3.33 ps (angulo de 30°); tempo de aquisicdo 2 s,
relaxamento de 1 s, sendo a largura da janela espectral de 12 ppm. Foram aplicadas
Transformadas de Fourier com LB de 0,3 Hz para todas as amostras. Todos os
parametros, incluindo o RG (Ganho do Receptor) e a janela espectral, foram os

mesmos para todas as amostras analisadas.
3.7.1 Quantificagao Relativa Utilizando Calculos Matematicos

As quantificacdes por RMN 'H dos metabdlitos majoritarios presentes nos
extratos e fragbes foram feitas por normalizagdo com relacéo a area do sinal em 3,5
ppm do padrao interno (CD;OD), que foi adicionado em concentragdo constante
para todas as amostras.

A determinagdo quantitativa foi realizada pela analise de sinais distintos de
cada composto alvo que puderam ser claramente identificados nos espectros de
RMN "H dos extratos e fracoes da planta e sem qualquer sobreposicdo dos mesmos.
O sinal do metanol deuterado serviu como padrao interno e o sinal de TMS foi usado
como sinal de referéncia interna para os deslocamentos quimicos. Os
deslocamentos quimicos foram expressos em ppm, em relagdo ao sinal TMS-d.em
0,00 ppm.

Assim, curvas de integracao foram construidas e as areas de cada sinal foram
medidas e usadas em calculos matematicos simples (Equagao 1) que possibilitaram

a quantificagéo relativa.

Equagdo 1 (HOLZGRABE, 2010):

Onde:

n = quantidade de matéria (mol) de um composto;

A = area referente a linha de ressonancia;

N = numero de nucleos que absorvem na frequéncia da linha de ressonancia.

3.7.2 Quantificacao Relativa Utilizando Analise Multivariada
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Na determinagdo quantitativa por analise multivariada foram usados sinais
distintos de cada composto alvo que puderam ser claramente identificados nos
espectros de RMN 'H dos extratos e fracdes. Assim, a concentragao relativa do
acido ursolico foi medida pela integragdo do sinal em & 0,82 (s), referente a um
hidrogénio metilico, e a concentragao do acido oleandlico pela integracdo do sinal
em d 1,15 (s), sendo este também um hidrogénio pertencente a um grupo metilico.

Os dados dos experimentos de RMN H passaram por um pré-processamento
(calibracao, corregdes da fase e linha de base) com o uso do programa TOPSPIN
(BRUKER), sendo em seguida exportados para o programa Matlab para a etapa de
quantificacdo, onde todos os dados espectroscopicos foram normalizados e
escalonados. Os resultados das duas quantificacbes foram comparados, conforme
os dados apresentados nas tabelas 8-10 e 12.

Estes dados também foram analisados pelo método estatistico multivariado
PCA (Analise de Componentes Principais) para serem observadas as semelhancgas
entre os extratos e fracdes quantificados. A informacao de entrada para a producgao
dos PC’s é a tabela de dados construida no programa AMIX, a partir dos espectros
de RMN. Cada linha na tabela refere-se a um espectro (amostra) e cada coluna
refere-se aos buckets (variaveis). Assim, os espectros de RMN de todas as amostras
foram divididos em regides de tamanhos iguais, denominadas buckets, e, a seguir,
integradas. No programa AMIX foi escolhido a técnica classica de bucket retangular
simples e o tamanho de 0,05 ppm para cada bucket. Desta forma, os dados
espectroscopicos pré-processados no programa TOPSPIN, foram normalizados,
escalonados e convertidos no programa AMIX para o formato de tabela, a qual foi
salva como um arquivo do Excell, sendo em seguida transportada para o programa

SIMCA, onde foram produzidos todos os PC’s.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Prospecc¢ao Fitoquimica do Extrato ZTB das Folhas de Z. tuberculosa

A prospecgao fitoquimica teve como objetivo conhecer os constituintes
quimicos e/ou avaliar sua presenga no extrato da planta. Esta metodologia é
importante quando nao se dispde de estudos quimicos sobre a espécie de interesse.

A analise fitoquimica preliminar indica os grupos de metabdlitos secundarios
relevantes. Caso o interesse esteja restrito a uma classe especifica de constituintes
ou substancias responsaveis por certa atividade bioldgica, a investigacdo sera
direcionada para o isolamento e elucidagédo estrutural das substancias desejadas
(ESTEVAM, 2006).

A prospeccao fitoquimica do extrato etandlico (ZTB) obtido da folha de Z
tuberculosa sugeriu os seguintes constituintes quimicos: taninos, flavononas,

flavondis, xantonas, esteroides, triterpenos e saponinas (Tabela 04).
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Tabela 4 - Resultado da Prospeccao Fitoquimica do Extrato ZTB da Folha de

Z. tuberculosa

Extrato ZTB da Folha de

Z. tuberculosa

Constituintes Quimicos

1- Fendis -
2- Tanino +
1- Antocianinas -
2- Antocianidinas -
3- Flavonoides -
1- Leucoantocianidinas -
2- Catequinas -
3- Flavononas +
1- Flavonois +

2- Flavanonois -

3- Xantonas +
1- Esteroides +
2- Triterpenos +
1- Saponinas +
1- Alcaloides -

1- Antraquinonas -
2- Antronas -

3- Cumarinas -

(+) - Presente; (-) - Ausente.
Fonte: Autora, 2014

4.2 Analise Geral dos Metabdlitos e Identificagcao Estrutural dos Compostos

Presentes na Fragcao ZTP2

Neste trabalho foram realizados experimentos de RMN 'H e de RMN 'C da
fracao ZTP2, que foi a fracdo da particao do extrato bruto que apresentou atividade
imunomodulatéria. As demais fracbes da particdo, além de nao apresentarem

atividade imunomodulatéria, apresentaram-se pouco soluveis em solventes
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deuterados comuns e maior complexidade espectral, dificultando assim a obtengao

dos espectros adequados para as respectivas atribuigdes.

4.21 Analise Geral dos Metabdlitos Presentes na Fragcao ZTP2

4.2.1.1 RMN 'H da fragdo ZTP2

Os deslocamentos quimicos do espectro de RMN "H foram definidos segundo
as regides do espectro conhecidas como alifatica (0 a 1,5 ppm), acilica (2,0 a 3,0
ppm), olefinica e aromatica (4,6 a 8,5 ppm) e carbonilica (9,0 a 12,0 ppm).

No espectro de RMN 'H da fragdo ZTP2 (Figura 3) a regido alifatica (0 a 1,5
ppm) foi a que apresentou a maior quantidade de sinais, enquanto que a carbonilica
(9,0 a 12,0 ppm) uma menor quantidade. O referido espectro mostrou que as
absorcdes de 'H compdem alta concentragdo na regio alifatica (Hcw, Herz € Hera),
presencga de sinais de hidrogénio entre 3,0 ppm a 4,5 ppm, sendo bem visualizado
um duplo dupleto caracteristico de hidrogénio carbindlico, e presenga de sinais de

hidrogénio olefinico/aromatico na faixa entre 5,0 a 8,0 ppm.

Figura 3 - Espectro de RMN 'H da fragdo ZTP2 em CDCl,

ZTP2 1H
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Fonte: Autora, 2014

O perfil quimico do espectro de RMN 'H da fracdo ZTP2 permitiu atribuir a
presenca de substancias acidas, possivelmente triterpenos, acucares e compostos

aromaticos.
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Comparando os perfis quimicos dos espectros de RMN 'H da fragdo ZTP2
(extrato semi-bruto) e do extrato etandlico (bruto) observa-se ainda que ZTP2

concentrou a quase totalidade de metabdlitos do extrato etandlico (Figura 4).

Figura 04 - Espectro de RMN 'H do extrato ZTB (vermelho) e da fragdo ZTP2 (azul) em
CDCI;/CD;0D 5:2
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Fonte: Autora, 2014

4.2.1.2 RMN "*C da fracdo ZTP2

Os deslocamentos quimicos do espectro de RMN '*C foram definidos
segundo as regides do espectro conhecidas como alifatica (0 a 55 ppm), olefinica e
aromatica (110 a 155 ppm), carbonilica e acilica (155 a 220 ppm).

No espectro de RMN "*C da fracdo ZTP2 (Figura 5) a regido alifatica (0 a 55
ppm) foi a que apresentou a maior quantidade de sinais, enquanto que a carbonilica
e acilica (155 a 220 ppm) as menores quantidades. Foi observado neste espectro
uma alta concentragcédo de sinais na regido alifatica (C, CH, CH2 e CH3), presenca
de sinais de carbonos entre 60 ppm a 110 ppm, presenca de sinais de carbono
olefinico/aromatico e presenca de sinais carbono carbonila/acila na faixa entre 155 a
182 ppm (Figura 05).
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Figura 05 - Espectro de RMN "*C da fragdo ZTP2 em CDClI;
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O perfil quimico de RMN 'C da fragdo ZTP2 permitiu atribuir a presenca de

substancias acidas, possivelmente triterpenos, agucares e compostos aromaticos.

4.2.2 Identificacdo Estrutural dos Compostos Presentes na Fragao ZTP2
4.2.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear Unidimensional

A analise do espectro de RMN 'H da fragdo codificada como ZTP2, obtida a
400 MHz em CDCI; (Figuras 06 e 07) em conjunto com o espectro J-Resolvido
(Figuras 20-22), evidenciou a presenca de 11 sinais na regido mais blindada entre d
0,7 e 1,28. Porém, 3 destes sinais com deslocamento em & 0,78; 6 0,93 e & 0,98
possuem, cada um deles, duas metilas sobrepostas, perfazendo um total de 14
sinais, sendo 12 deles simpletos atribuidos a hidrogénios de grupos metilas ligados
a carbonos n&o hidrogenados e 2 dupletos relativos aos hidrogénios de metilas
ligadas a carbonos monohidrogenados (Tabela 05). Observa-se ainda, no espectro
de RMN 'H, 2 sinais sobrepostos em & 3,2 na forma de um duplo dupleto relativos a
hidrogénios carbindlicos e dois sinais tripleto em & 5,25 e & 5,29 relativos a
hidrogénios olefinicos (Figura 06; Tabela 05) (ARAUJO e CHAVES, 2005; JUNGES
et al., 2000).
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Figura 06 - Espectro de RMN 'H da fragao ZTP2 em CDCl,
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Figura 07 - Expanséo do Espectro de RMN 'H de ZTP2 em CDCl..
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A analise comparativa dos espectros de ">C (Figuras 08, 09 e 10), DEPT 90°
(Figuras 11, 12 e 13) e DEPT 135° (Figuras 14, 15) da fracdo ZTP2, juntamente com
a literatura, evidenciou duas substancias majoritarias: a primeira com um total de 30
atomos de carbonos: sendo 7 carbonos metilicos (& 15,66; 15,88; 17,19; 17,22;
21,36; 23,81; 28,35) e 9 carbonos metilénicos (6 18,54; 23,51; 24,37; 27,41; 28,24,
30,84; 33,26; 36,93; 38,96), com base no espectro DEPT 135°; 7 carbonos metinicos
(6 39,06; 39,28; 47,79; 52,89; 55,46; 79,30; 126,03), baseado nos dados obtidos a
partir do espectro DEPT 90° e 7 carbonos nao hidrogenados (6 37,22; 38,67; 39,74;
48,15; 138,19; 182,40), sendo um deles (& 182,40) um grupo carbonila, cuja
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informagao foi obtida a partir da analise do espectro de "*C, em conjunto com os
dados obtidos com os espectros DEPTs (90° e 135°). A segunda substancia também
com um total de 30 atomos de carbonos: sendo 7 carbonos metilicos (& 15,22;
15,76; 17,22; 23,79; 26,11; 28,31; 33,19) e 10 carbonos metilénicos (6 18,52; 23,21;
23,62; 27,38; 27,92; 32,68; 32,90; 34,06; 38,85; 45,82), com base no espectro DEPT
135°, 5 carbonos metinicos (& 41,32; 47,86; 55,81; 79,28; 122,81), baseado nos
dados obtidos a partir do espectro DEPT 90° e 8 carbonos n&o hidrogenados (&
30,88; 37,29; 38,96; 39,52; 41,90; 46,74; 144,67; 182,65), sendo um deles (
182,65) um grupo carbonila, cuja informacdo foi obtida a partir da analise do
espectro de *C, em conjunto com os dados obtidos com os espectros DEPTs (90° e
135°) (SILVA, 2006; SOLOMONS e FRYHLE, 2005). Estes dados conferem sinais
caracteristicos de esqueletos do tipo ursano e oleanano, respectivamente.

Os valores de deslocamentos quimicos sugerem a presenca de duas
carbonilas de grupo acido em & 182, 40 e 182,65; a presenca de dois carbonos
carbindlicos em 6 79,28 e 79,30 e a existéncia na molécula de duas ligagbes duplas
do tipo trissubstituida com sinais em & 122,81; 126,03; 138,19 e 144,67; ligagdes
estas caracteristicas dos esqueletos do tipo ursano e oleanano (JUNGES et al.,
2000; MAHATO & KUNDU, 1994). A analise completa dos deslocamentos quimicos
do RMN "3C encontra-se descrita na tabela 05.

Figura 08 - Espectro de RMN *C de ZTP2 com Expansdo em CDCl.
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Figura 09 - Expansio (1) do Espectro de RMN *C de ZTP2 em CDClI;
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Figura 10 - Expanséao (2) do Espectro de RMN "*C de ZTP2 em CDClI;
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Figura 11 - Espectro de RMN DEPT 90° de ZTP2 em CDCI;
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Figura 12 - Expansao (1) do Espectro de RMN DEPT 90° de ZTP2 em CDCI;
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Fonte: Autora, 2014

Figura 13 - Expansao (2) do Espectro de RMN DEPT 90° de ZTP2 em CDCI;
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Figura 14 - Espectro de RMN DEPT 135° de ZTP2 em CDCI;
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Figura 15 - Expansao (1) do espectro de RMN DEPT 135° de ZTP2 em CDCI;
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4.2.2.2 Ressonancia Magnética Nuclear Bidimensional

Para se obter um mapeamento estrutural mais preciso dos compostos foram
utilizados as técnicas bidimensionais de RMN (HSQC, HMBC e J-Resolvido).

A andlise dos espectros de RMN de 'H e '*C da fragdo ZTP2 indicaram a
natureza dos hidrogénios e dos carbonos das moléculas identificadas. Os espectros
de *C e DEPTs 90° e 135° possibilitaram a identificagdo dos sinais dos carbonos
quanto aos grupos metila, metileno, metinico e quanto aos carbonos n&o
hidrogenados, enquanto a numeragao dos sinais de carbonos foi feita com base na
literatura e na analise dos espectros HSQC e HMBC. A identificagdo dos hidrogénios
dos grupos foi feita com base nos espectros HSQC (Figuras 16-19), que mostrou a
correlacdo direta destes com os seus respectivos carbonos (Tabela 05) (CARVALHO
e BRAZ FILHO, 1993; KAISER, 2000; MALHEIROS et al., 1996).



Figura 16 - Espectro de RMN HSQC de ZTP2 em CDCl;
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Figura 17 - Expansao (1) do Espectro de RMN HSQC de ZTP2 em CDCI;
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Figura 18 - Expansao (2) do Espectro de RMN HSQC de ZTP2 em CDCl;
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Figura 19 - Expansao (3) do Espectro de RMN HSQC de ZTP2 em CDCI;
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A analise do espectro HSQC permitiu a observagao de todas as correlagdes

diretas C-H como indicado na tabela 05. Para a primeira molécula, com esqueleto

ursano, este espectro confirma as correlagdes do hidrogénio carbindlico (o 3,219)

com o carbono & 79,30; do hidrogénio vinilico (& 5,25) com carbono & 126,03 e dos
hidrogénios metilicos (& 0,922; 0,869; 0,936; 1,068; 0,989) com os seus respectivos
carbonos (& 15,66; 17,22; 21,36; 23,81; 28,35). Para a segunda molécula, com
esqueleto oleanano foi confirmada as correlagdes do hidrogénio carbindlico (o 3,272)

com o carbono & 79,28; do hidrogénio vinilico (& 5,29) com o carbono 6 122,81 e dos
hidrogénios metilicos (& 0,789; 0,798; 0,936; 1,127; 0,989; 0,912) com o0s seus

respectivos carbonos (0 15,76; 17,22; 23,79; 26,11; 28,31; 33,19).

Figura 20 - Espectro de RMN J-Resolvido de ZTP2 em CDCI;
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Figura 21 - Expansao (1) do espectro de RMN J-Resolvido de ZTP2 em CDCI;
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Figura 22 - Expansao (2) do espectro de RMN J-Resolvido de ZTP2 em CDCI;
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-0.01

A analise do espectro de RMN J-Resolvido permitiu a identificacdo da
multiplicidade dos sinais sobrepostos em & 3,2 como sendo dois sinais na forma de
um duplo dupleto, relativos a hidrogénios carbindlicos. Na analise também foi
possivel a visualizagdo de dois sinais na forma de dupletos, relativos aos
hidrogénios de metilas ligadas a carbonos monohidrogenados.

A analise do espectro HMBC (Figuras 23-26) (correlacdo H-C a longa
distancia) mostrou as interagbes observadas entre atomos de carbono n&o

hidrogenados.



Figura 23 - Espectro de RMN HMBC de ZTP2 em CDCI;
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Figura 24 - Expansao (1) do espectro de RMN HMBC de ZTP2 em CDCI;
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Figura 25 - Expansao (2) do Espectro de RMN HMBC de ZTP2 em CDCl;
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Figura 26 - Expansao (3) do Espectro de RMN HMBC de ZTP2 em CDCI;
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Fonte: Autora, 2014

Visando a determinagdo do modo como os carbonos hidrogenados estao
interligados através dos carbonos ndo hidrogenados, foram observadas as
correlagdes no espectro HMBC (Figuras 23-26), 2'?’JC,H. Assim, na primeira molécula
observa-se que o Cs (0 79,30) esta correlacionado com os hidrogénios dos grupos
metilas  H-23 (5 0,989) e H-24 (6 0,706). O C4 (6 38,67) quaternario, correlaciona
com o H-3 (& 3,219) e também com os hidrogénios H-23 (5 0,989) e H-24 (& 0,706).
Isto confirma que estas metilas estdo no mesmo carbono, a a hidroxila. O Cqo (
37,22) quaternario mostra correlagdo com os hidrogénios H-2 (& 2,045) e H-25
(6 0,922). Para a segunda molécula tem-se que o C3 (6 79,28) esta correlacionado
com os hidrogénios de duas metilas, H-23 (6 0,99) e H-24 (& 0,789), confirmando
que estas metilas estdo no mesmo carbono C4 (5 38,96) e que este esta ligado ao
Cs (6 78,28).

Na molécula de esqueleto ursano o Cg (& 39,74) quaternario mostra
correlagdo com os hidrogénios H-11 (& 1,32 e & 1,88) e com os hidrogénios das
metilas H-26 (& 0,836) e H-27 (& 1,068). Considerando que o Cyo (6 37,22) é um
carbono quaternario, que correlaciona com os hidrogénios H-25 (6 0,922), e estes
hidrogénios correlacionam com o carbono C; (0 38,96) e Cq (0 47,79), confirma-se
que a metila Cys esta ligada ao Cqo (0 37,22), e este esta ligado ao Cy (6 47,79). Na
molécula de esqueleto oleanano o C; (& 32,69) mostra correlagdo com os
hidrogénios das duas metilas, H-26 (5 0,798) e H-27 (& 1,127), que sdo as mesmas
correlagdes do Cg (6 39,52).
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A primeira molécula apresenta os hidrogénios H-11 (& 1,32 e & 1,88)
correlacionados com o Cgy (0 47,79) e com o Cg (0 39,74) quaternario. O H-12 (d
5,25) mostra correlagdo com o Cq3 (6 138,19) e com o carbono quaternario Cq4 (8
42,22), sendo que este ultimo mostra correlagdo com os hidrogénios das metilas
H-26 (o 0,836) e H-27 (d 1,068). Assim, as correlagbes observadas nos espectros
bidimensionais, que proporcionaram a determinagdo estrutural da substancia
identificada como sendo um triterpeno de esqueleto do tipo ursano conhecido como

Acido Ursélico (Figura 27), estdo demonstradas nas figuras 16-26, tabela 05.

Figura 27 - Estrutura do Acido Ursélico

Fonte: Autora, 2014

Quanto a segunda molécula identificada na fracdo ZTP2, observa-se que o
H12 (© 5,29) do C42 (6 122,81), identificado como carbono vinilico, mostra correlagao
com o Cys (& 41,90) quaternario, que esta correlacionado também com os
hidrogénios do C41 e com os hidrogénios das metilas Cy e Cy7. Observa-se ainda

que o Cq3 (0144,67) é altamente desprotegido, devido a ligagdo dupla, e esta
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correlacionado com os hidrogénios do Cq; e do C4s. Portanto, as correlagdes
mostram que a molécula identificada como sendo um triterpeno de esqueleto do tipo

oleanano, de fato é o Acido Oleandlico (Figura 28), estéo nas figuras 16-26.

Figura 28 - Estrutura do Acido Oleandlico

Fonte: Autora, 2014



Tabela 05: Analise Geral dos Metabdlitos da Fragao Cloroférmica por RMN 1D e 2D.
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N° & c &'H Tipo Dados da Literatura™ N°
1 182,65 C-AO* 181,0 28
2 182,40 C-AU* 180,0 28
3 178,25
4 177,75 C
5 177,61
6 161,51 C
7 158,13
8 154,84
9 152,81

10 151,83

1 148,60 C

12 148,06

13 144,67 C-AO 143,4 13

14 144,42

15 143,83

16 140,71

17 139,07

18 138,98

19 138,38

20 138,19 C-AU 138,0 13

21 132,25 C

22 131,81

23 131,77 CH

24 131,69 CH

25 131,57 7,531 CH

26 131,52

27 129,41

28 129,29 7,521 CH

29 129,24 7,521 C

30 129,19 7,521 C
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Tabela 05: Analise Geral dos Metabdlitos da Fragao Cloroférmica por RMN 1D e 2D (cont.)

N° & c &'H Tipo Dados da Literatura™ N°
31 129,10

32 128,99 7,413 CH

33 128,94 7,413 CH

34 128,70

35 128,64 7,607

36 128,60 7,607

37 128,02 7,482

38 126,54

39 126,50

40 126,33

41 126,26 7,47 CH

42 126,24 7,93

43 126,18

44 126,03 5,25 CH-AU 125,5 12
45 122,81 5,29 CH-AO 1221 12
46 115,12 C

47 113,14

48 108,57

49 108,50

50 108,22 6,709 CH

51 105,49 6,700

52 96,51 6,817

53 93,84 6,172

54 93,43 6,093

55 93,01 6,445

56 89,77 6,152

57 79,44

58 79,30 3,219 CH-AU 78,8
59 79,28 3,272 CH-AO 78,7
60 77,43 CH
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Tabela 05: Analise Geral dos Metabdlitos da Fragao Cloroférmica por RMN 1D e 2D (cont.)

N° & c &'H Tipo Dados da Literatura™ N°
61 62,47 CH,?

62 62,40

63 62,36

64 62,26 4,040 CH,

65 62,02 3,962 CH,

66 61,92

67 61,85 4,118 CH,

68 61,81

69 61,74

70 61,39

71 61,33 3,806

72 56,76

73 56,55 3,982

74 56,51 C

75 56,41

76 56,34

77 56,33 3,942

78 55,81 3,825 CH-AO 55,2 5
79 55,46 0,727 CH-AU 55,4 5
80 52,89 2,183 CH-AU 52,8 18
81 48,15 C-AU 48,1 17
82 47,86 CH-AO 47,6 9
83 47,79 1,525 CH-AU 47,5 9
84 46,74 C-AO 46,6 17
85 46,14 1,636; 1,166 CH,

86 45,82 2,905 CH,-AO 45,8 19
87 45,78 3,023

88 42,22 C-AU 42,0 14
89 41,90 C-AO 41,6 14
90 41,32 2,828 CH-AO 41,3 18
91 39,74 C-AU 39,6 8




72

Tabela 05: Analise Geral dos Metabdlitos da Fragao Cloroférmica por RMN 1D e 2D (cont.)

N° & c &'H Tipo Dados da Literatura™
92 39,52 C-AO 39,3 8
93 39,28 1,342 CH-AU 38,8 20
94 39,06 1,032 CH-AU 39,1 19
95 38,96 C-AO 38,7 4
96 38,96 CH»>-AU 38,8 1
97 38,85 1,635 CH,-AO 38,5 1
98 38,67 C-AU 38,8 4
99 38,63 0,972 CH,

100 37,29 C-AO 37,0 10

101 37,22 C-AU 37,0 10

102 36,93 1,715 CH>-AU 36,7 22

103 34,06 1,351 CH,-AO 33,8 21

104 33,96 1,225; 2,337 CH,

105 33,26 CH»>-AU 33,0 7

106 33,19 0,912 CHs-AO 33,0 29

107 33,16 1,479; 0,867 CH,

108 33,06 1,323 CH,

109 32,90 1,538 CH,-AO 32,6 7

110 32,68 1,778; 1,595 CH,-AO 32,3 22

111 32,12 C

112 32,04 1,264 CH,

113 30,88 C-AO 30,6 20

114 30,84 1,518; 1,323 CH»>-AU 30,7 21

115 29,89 CH

116 29,87 C

117 29,85 CH

118 29,80 1,264 CH,

119 29,66

120 29,55 CH,

121 29,46

122 29,30
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Tabela 05: Analise Geral dos Metabdlitos da Fragdo Cloroférmica por RMN 1D e 2D (conclusao)

N° & c &'H Tipo Dados da Literatura™ N°
123 28,35 0,989 CHs-AU 28,2 23
124 28,31 0,990 CHs-AO 28,1 23
125 28,24 1,322; 1,880 CH,-AU 23,3 11
126 27,92 1,085 CH,-AO 23,4 16
127 27,44 CH,

128 27,41 2,045 CH,-AU 27,3

129 27,38 1,610 CH,-AO 27,4

130 26,11 1,127 CHs-AO 26,0 27
131 25,73 1,323 CH,

132 24,98 1,628 CH,

133 24,37 2,011 CH,-AU 24,3 16
134 23,81 1,068 CHs-AU 23,6 27
135 23,79 0,936 CHs-AO 23,6 30
136 23,62 CH,-AO 23,1 11
137 23,51 1,905 CH»>-AU 28,2 15
138 23,21 1,616 CH,-AO 27,7 15
139 22,88 1,287 CH,

140 21,36 0,936 CHs-AU 21,2 30
141 18,54 1,362 CH,-AU 18,4

142 18,52 1,538 CH,-AO 18,3

143 17,22 0,798 CHs-AO 16,8 26
144 17,22 0,869 CHs-AU 16,9 29
145 17,19 0,836 CHs-AU 16,9 26
146 17,14 0,723 CH,

147 15,80 0,706 CHs-AU 15,5 24
148 15,76 0,789 CHs-AO 15,6 24
149 15,76 0,717 CH,

150 15,66 0,922 CHs-AU 15,7 25
151 15,52 CHs-AO 15,3 25
152 14,45

153 14,29 CH3

AU* = Acido Ursélico (**FALCAO et al., 2003); AO* = Acido Oleandlico (**MAHATO E KUNDU, 1994)

Fonte: Autora, 2014
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4.3 Anadlise do Perfil Quimico das Nove Fragcdes, Provenientes de ZTP2,
Utilizando a RMN

A comparagao dos perfis quimicos das subfragbes ZTF1-ZTF9 (Figuras 29-
37), provenientes da fragdo ZTP2, mostrou haver grande semelhanga entre os
constituintes das amostras ZTF3-ZTF8 (Figuras 31-36). Também semelhantes ao
extrato ZTP2, os referidos espectros mostraram alta concentracdo de sinais na
regido alifatica (Hcn, Hcrz € Hens), entre 0 a 1,5 ppm; devido a presenga de sinais de
hidrogénio entre 3,0 ppm a 4,5 ppm, sendo bem visualizado um duplo dupleto
caracteristico de hidrogénio carbindlico e presencga de sinais de hidrogénio olefinico
na faixa entre 5,0 a 8,0 ppm (Figuras 38-40). A fracdo ZTF2 (Figura 30) diferente
das demais fragdes apresentou maior concentracéo de sinais de hidrogénio entre
3,0 ppm a 4,5 ppm. A fragdo ZTF1 (Figura 29) foi a que apresentou maior diferenca
entre todas as fragcdes, apresentando poucos sinais no espectro, e demonstrando a
presenca de muita graxa.

Assim, o perfil quimico dos espectros de RMN 'H das fragdes ZTF3-ZTF8
permitiu atribuir a presenca de substancias acidas, da classe dos triterpenos,
possivelmente os mesmos identificados em ZTP2, os acidos ursélico e oleandlico, os
quais se apresentam nas fragdes ZTF3-ZTF8 como componentes majoritarios, além

de outros constituintes minoritarios.

Figura 29 - Espectro de RMN 'H da fragdo ZTF1 em CDCI,/CD;0D 5:2
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2

Figura 30 - Espectro de RMN "H da fragao ZTF2 em CDCIs/CDs;OD 5
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Figura 31 - Espectro de RMN 'H da fragao ZTF3 em CDCI;/CD;0D 5
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Figura 32 - Espectro de RMN 'H da fragao ZTF4 em CDCI;/CD;0D 5
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2

Figura 33 - Espectro de RMN 'H da fragao ZTF5 em CDCI;/CD;0D 5
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Figura 34 - Espectro de RMN 'H da fragao ZTF6 em CDCI;/CD;0D 5
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Figura 35 - Espectro de RMN 'H da fragao ZTF7 em CDCI;/CD;0D 5
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2

Figura 36 - Espectro de RMN "H da fragao ZTF8 em CDCI:/CDs;OD 5
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Figura 37 - Espectro de RMN 'H da fragdo ZTF9 em CDCI,/CD;0D 5
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Figura 38 - Espectro de RMN 'H da fragdo ZTP2 em CDCI,/CD;0D 5
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Figura 39 - Espectro de RMN 'H das fragdes ZTF1-ZTF9 em CDCI;/CD;0D 5:2
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Figura 40 - Espectro de RMN 'H das fragdes ZTF1-ZTF9 e do extrato ZTP2 em CDCl,/
CD,0D 5:2
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4.4 Quantificagdbes Relativas dos Metabdlitos Majoritarios Principais
Presentes nos Extratos Etandlico (ZTB), Cloroféormico (ZTP2) e Fragoes (ZTF1-
ZTF9) das Folhas de Z. tuberculosa

Para o conhecimento do perfil quimico da fracdo ZTP2 e das subfracdes
ZTF1-ZTF9, foram executados, inicialmente, experimentos de RMN 'Hea partir
destes dados foram escolhidos para quantificacdo a fracdo ZTP2 e as subfracdes
ZTF3-ZTF8, que continham os acidos ursolico e/ou oleandlico. Uma vez que a fragao
ZTP2 concentrou a quase totalidade de metabdlitos do extrato ZTB, conforme visto
na comparagao dos perfis, e apresentando o extrato etandlico sinais caracteristicos

dos referidos triterpenos, este extrato foi também escolhido para quantificagao.

4.4.1 Quantificagdo Relativa Utilizando Calculos Matematicos

A quantificacdo dos acidos ursolico (AU) e oleandlico (AO) presentes no
extrato ZTB, na fracdo ZTP2, e nas subfracbes ZTF3-ZTF8, foi feita mediante as
integragcdes de sinais caracteristicos desses triterpenos (AU = singleto em & 0,82 e
AO = singleto em & 1,15] e do sinal na forma de um quinteto em & 3,36 ppm do
padrdo interno (metanol deuterado), que foi adicionado sempre em volume
constante (200 uL), mais 500 pL de cloroférmio deuterado, totalizando 700 uyL de
solvente deuterado para todas as amostras. As concentragcdes dos triterpenos sdo
proporcionais a razdo entre as areas dos sinais analisados em relagdo ao sinal do
metanol deuterado (HOLZGRABE et al.,, 2005; MALZ E JANCKE, 2005). As
quantificacdes dos triterpenos foram feitas em triplicata.

Considerando lcpsop = valor da integracdo do quinteto do metanol deuterado,
lau = valor da integracdo do sinal do acido ursélico e Iao = valor da integracdo do
sinal do acido oleandlico (Tabelas 6 e 7), tem-se:



Metanol deuterado = CDs0OD
d=ml/v
0,89= m/0,2 mL

MM= 12,011+(4x2,0158)+15,999= 36,0732
n=m/MM
n=0,178/36,0732

nu= 0,004934411 mol

Vso.= 700uL= 0,7 mL= 0,0007L
Cwm= n/Vgq,
Cw= 0,004934411/0,0007

Cu= 7,04915857 mol.L™’

Quantificagdo dos Acidos Ursélico (AU) e Oleandlico (AO):

lcpsop = 1

Ay = area do sinal integrado do composto (X)

lau = Aau (area do sinal do acido ursélico integrado)
lao = Aao (area do sinal do acido oleandlico integrado)
Ny = numero de mols do composto (X)

nv= 0,004934411 mol (numero de mols do metanol deuterado)
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Vsol.= 700uL= 0,7 mL= 0,0007L (volume da solu¢ao contido em cada tubo de RMN)



Determinagdo do nimero de mols (ny) dos Acidos Ursélico e Oleandlico (MALZ E
JANCKE, 2005; SANTOS E COLNAGO, 2013):

n, N,

A, .
n, A, N,

nAU AAU . NAU

Nwm AM N|\/|

nAU AAU : 1
0,004934411 — 1 3

Nau — 0,004934411 . Aay

3

Nau — 0,001644804 . Aay

(férmula utilizada para o calculo do numero de mols

do acido ursélico contido nas amostras, tabela 8)

nAo AAO . NAO

Num AM NM

n AO AAO . 1

0,004934411 1 3

Nao — 0,001644804 . Ano

(férmula utilizada para o calculo do numero de mols

do acido oleandlico contido nas amostras, tabela 8)
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Determinac&o da concentragdo em mols.L™" (C,) dos Acidos Ursélico e Oleandlico na
amostra ZTF3 (as concentragdes molares desses triterpenos nas demais amostras
foram calculadas da mesma forma que na amostra ZTF3, conforme mostrado

abaixo):

Cau — Nau

Vsol.

Cauzrs — 0,0005975573
0,0007

Cauzes = 0,85365329 mol.L™ (férmula utilizada para o calculo da concentragao

molar do acido ursdélico, tabela 9)

Cao = Nno

Vsol.

Chaozrs — _0,0009763557
0,0007

Caozres = 1,39479386 mol.L™” (férmula utilizada para o calculo da concentracéo

molar do acido oleandlico, tabela 9)



Tabela 06 - Integragdes de Sinais dos Acidos Ursélico e Oleandlico

Codigo das Amostras

Quantificadas

Medidas das Integragdes dos Sinais

*AUs0.52 *AOs145  CD30Ds3 36
ZTF3 0,3860 0,5550! 1
ZTF4 1.0329 0,4634 1
ZTF5 0,9330: 0,2240- 1
Quantificagcao 1 ZTF6 1,2630 0,1502 1
ZTF7 0,8880 0,1030 1
ZTF8 0,6795 0,0543 1
ZTP2 0,4930- 0,2320- 1
ZTB 0,2990! 0,1820: 1
ZTF3 0,3320 0,5820: 1
ZTF4 0,9807 0,4829 1
ZTF5 0,8760: 0,1920! 1
Quantificagao 2 ZTF6 1,1677 0,1797 1
ZTF7 0,8610- 0,0970: 1
ZTF8 0,7409 0,0502 1
ZTP2 0,4870 0,2360 1
ZTB 0,3360- 0,2020r 1
ZTF3 0,3710! 0,6430 1
ZTF4 0,9482 0,5032 1
ZTF5 0,8690 0,2080! 1
Quantificagcao 3 ZTF6 1,4756 0,1548 1
ZTF7 0,6570: 0,0860: 1
ZTF8 0,7753 0,0587 1
ZTP2 0,5400t 0,2630! 1
ZTB 0,3070: 0,1860 1

AU* = Acido Ursolico; AO*
Fonte: Autora, 2014

= Acido Oleandlico
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Tabela 07 - Média das Integragées de Sinais dos Acidos Ursélico e Oleandlico

Cddigo - Nome das
Amostras Quantificadas

Média das Medidas das Integracdes dos Sinais

*AUs0,82 *AOs1,15 CD30Ds3,36
ZTF3 - Subfragéo Cloroférmio 0,3633 0,5936 1
ZTF4 - Subfragéo Cloroférmio / Metanol 2% 0,9873 0,4832 1
ZTF5 - Subfragéo Cloroférmio /Metanol 5% 0,8933 0,2081 1
ZTF6 - Subfragéo Cloroférmio/Metanol 10% 1,3021 0,1616 1
ZTF7 - Subfragéo Cloroférmio/Metanol 20% 0,8022 0,0960 1
ZTF8 - Subfragéo Cloroférmio/Metanol 1:1 0,7319 0,0544 1
ZTP2 - Fragéo em Cloroférmio 0,5070 0,2442 1
ZTB - Extrato Etandlico (Bruto) 0,3145 0,1905 1

AU* = Acido Ursdlico; AO* = Acido Oleandlico
Fonte: Autora, 2014

Tabela 08 - Quantificacdo Relativa dos Acidos Ursélico e Oleanélico

Codigo das Amostras NGmero de Mols (n) dos Acidos Ursélico e Oleandlico

Quantificadas

NAUs0 52 N AOs1 15 NcD30Ds: 36
ZTF3 0,0005975573 0,00097635507 0,0049344101
ZTF4 0,001623915 0,0007947693 0,004934411
ZTF5 0,001469303 0,0003422837 0,004934411
ZTF6 0,002141699 0,0002658003 0,004934411
ZTF7 0,001319462 0,0001579012 0,004934411
ZTF8 0,001203832 0,0000894773 0,004934411
ZTP2 0,000833916 0,0004016611 0,004934411
ZTB 0,000517291 0,0003133352 0,004934411

Fonte: Autora, 2014



Tabela 09 - Quantificagdo Relativa dos Acidos Ursélico e Oleanélico

Codigo das Amostras

Quantificadas

Concentragdo em mol.L” dos Acidos

Ursélico e Oleandlico

AUsos2 AOs1.15 CD30Ds3,36

ZTF3 0,85365329 1,39479386 7,049158501
ZTF4 2,3198786 1,1353847 7,04915857
ZTF5 2,0990043 0,4889767 7,04915857
ZTF6 3,0595710 0,3797147 7,04915857
ZTF7 1,8849457 0,2255731 7,04915857
ZTF8 1,7197610 0,1278248 7,04915857
ZTP2 1,1913080 0,5738016 7,04915857
ZTB 0,7389870 0,4476217 7,04915857
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Fonte: Autora, 2014

Os calculos do numero de mols e da concentragdo molar mostram que as
fragbes mais ricas em acido ursolico sédo ZTF6 (n = 0,002141699) e ZTF4 (n =
0,001623915). Logo se tem que a concentragao relativa do acido ursélico é maior
nas amostras ZTF6 e ZTF4, seguidas em ordem decrescente das amostras ZTF5,
ZTF7, ZTF8, ZTP2, ZTF3 e ZTB. Quanto ao acido oleandlico, as fragdes mais ricas
deste acido sdo ZTF3 (n = 0,000976355) e ZTF4 (n = 0,0007947693). Assim, a
concentracdo relativa do acido oleandlico € maior nas amostras ZTF3 e ZTF4,
seguidas em ordem decrescente das amostras ZTP2, ZTF5, ZTB, ZTF6, ZTF7, e
ZTF8.

Dividindo-se o numero de mols dos acidos ursolico e oleandlico presentes em
cada fragao pelo numero de mols destes acidos em ZTB, tem-se a razdo molar de
cada amostra relativa a ZTB. Logo, tém-se que a quantidade de acido ursdlico em
ZTF6 é 4,14 vezes maior que em ZTB, e em ZTF4 é 3,13 vezes maior que em ZTB.
A quantidade de acido oleandlico em ZTF3 é 3,12 vezes maior que em ZTB, e em
ZTF4 é 2,54 vezes maior que em ZTB. As razées molares ou quantidades relativas
das outras fragcdes em relacédo a ZTB estao na tabela 10.

A determinacdo da quantificagdo relativa € a maneira mais simples para se
obter uma informacao quantitativa, com base em espectros de RMN, na qual a razdo

molar de dois compostos pode ser calculada. Contudo, a quantificagao relativa nao
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apresenta a concentragao absoluta dos compostos na amostra, para este fim teria
que ser feita uma quantificagdo absoluta (SANTOS E COLNAGO, 2013).

Tabela 10 - Quantidades relativas dos Acidos Ursélico e Oleanélico em relagdo a ZTB

Caodigo das Amostras Quantidade Relativa (Razéo Molar: ZTFX/ZTB)
Quantificadas AUs052 AOs1,15
ZTF3 1,155 3,116
ZTF4 3,139 2,536
ZTF5 2,840 1,092
ZTF6 4,140 0,848
ZTF7 2,551 0,504
ZTF8 2,327 0,285
ZTP2 1,612 1,282

Fonte: Autora, 2014

4.4.2 Quantificacdo Relativa Utilizando Analise Multivariada

A quantificacdo realizada utilizando o programa de analise multivariada
Matlab (MATRIX LABORATORY) (Figuras 41-44) diferente da quantificacdo por
calculo matematico, na qual a razao molar entre dois compostos pode ser calculada,
€ apresentada na forma logaritmica, indicando a intensidade do sinal de RMN em
funcdo da concentragédo, é apresentada nas Figuras 41 e 43. Assim, as medidas
mostradas na tabela 12, obtidas a partir dos graficos, sdo medidas logaritmicas da
intensidade dos sinais dos acidos ursolico (6 0,82) e oleandlico (6 1,15) (Figuras 41
e 43, respectivamente), que permitem conhecer a propor¢cdo de uma amostra
relativa a outra (HOLZGRABE et al., 2005; MALZ E JANCKE, 2005). Contudo, essas
medidas nao revelam a concentracdo absoluta dos compostos na amostra
(quantificagéo absoluta) (MALZ E JANCKE, 2005; SANTOS E COLNAGO, 2013).



87

Figura 41 - Representacdo da Quantificagdo Relativa obtida com o emprego do

programa Matlab: (a) grafico PCA gerado na quantificagao, (b) sinais do acido ursélico

(5 0,82) quantificados nas amostras, (c) perfil médio relativo de todas as amostras.
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Fonte: Autora, 2015

Figura 42 - Representag¢ao da Quantificagao Relativa do acido ursélico obtida com o
emprego do programa Matlab: (a) quantificagdo 1, (b) quantificagdao 2, (c)
quantificacao 3, (d) As bolas coloridas representam as amostras quantificadas.
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O grafico (Figura 42) apresenta o teste de Kruscal-Wallis ANOVA com
p = 0,91721. Este teste ndo paramétrico € utilizado na comparagéo de trés ou mais
amostras independentes. Ele indica se ha diferenga entre pelo menos duas delas.
Quando o teste de Kruskal-Wallis conduz a resultados significativos, entdo pelo
menos uma das amostras é diferente das restantes. O teste ndo identifica onde
ocorrem e quantas sao as diferengas (LOPES, 2014).

Os resultados da quantificagdo mostram que ZTF6 (maior concentragdo) e
ZTF4 foram as amostras que apresentaram as maiores concentragdes de acido
ursolico, seguidas das amostras em ordem decrescente: ZTF7, ZTF8, ZTF5, ZTP2,
ZTF3 e ZTB (Tabelas 11 e 12). Comparando os resultados encontrados nesta
quantificagdo (Tabela 12) com os obtidos na quantificagdo manual (ZTF6 > ZTF4 >
ZTF5 > ZTF7 > ZTF8 > ZTP2 > ZTF3 > ZTB), tabelas 8-10, para o acido ursdélico,
observa-se que a amostra ZTF5 apresentou uma concentracdo maior de acido
ursolico do que as amostras ZTF7 e ZTF8, na quantificagado por Matlab, e menor que
ZTF7 e ZTF8 na quantificagdo manual (calculos matematicos). Assim, todas as
fracbes foram analisadas por PCA visando uma melhor compreensdo da

semelhancga entre as amostras e do resultado atipico mostrado pela fragdo ZTF5.
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Figura 43 - Representacdo da Quantificagdo Relativa obtida com o emprego do
programa Matlab: (a) grafico PCA gerado na quantificagdao, (b) sinais do acido

oleandlico (6 1,15) quantificados nas amostras (c) perfil médio relativo de todas as

amostras.
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Figura 44 - Representagcao da Quantificagao relativa do acido oleandlico obtida com o
emprego do programa Matlab: (a) quantificagao 1, (b) quantificagao 2,
(c) quantificagao 3, (d) amostra.

Kruskal-Wallis ANOVA
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O grafico (Figura 44) apresenta o teste de Kruscal-Wallis ANOVA com p =
0,95905 e mostra os resultados da quantificagcdo do acido oleandlico, cujo sinal
quantificado pode ser observado na figura 43. As amostras ZTF3 (maior
concentragdo) e ZTF4 foram as que apresentaram as maiores concentragdes de
acido oleandlico, seguidas das amostras em ordem decrescente: ZTP2, ZTF6, ZTF5,
ZTF7, ZTF8 e ZTB (Tabela 12). Comparando os resultados encontrados nesta
quantificagdo (Tabela 12) com os obtidos na quantificagdo manual (Tabelas 8) (ZTF3
> ZTF4 > ZTP2 > ZTF5 > ZTF6 > ZTF7 > ZTF8 > ZTB), observa-se que a amostra
ZTF6 apresentou uma concentragcdo maior de acido oleandlico do que a amostra
ZTF5, na quantificacdo por Matlab, e menor que ZTF5 na quantificagdo manual.
Portanto, todas as fragdes foram analisadas por PCA visando uma melhor
compreensao da semelhancga entre as amostras e dos resultados atipicos mostrados
pelas fracdes ZTF5 e ZTF®6.



Tabela 11 - Integragées de Sinais dos Acidos Ursélico e Oleanélico

Média dos valores de log na base 2 da intensidade do s sinal

Cédigo das Amostras de RMN para cada amostra (Log Intensity value)
Quantificadas
*AUs0,82 *AOs1,15
ZTF3 17,85 18,90
ZTF4 20,25 18,15
ZTF5 19,15 16,55
Quantificacao 1 ZTF6 20,50 16,90
ZTF7 19,35 16,50
ZTF8 19,30 16,40
ZTP2 18,55 17,00
ZTB 17,60 16,25
ZTF3 17,90 18,50
ZTF4 19,85 18,40
ZTF5 19,40 16,70
Quantificagao 2 ZTF6 19,95 16,80
ZTF7 19,35 16,65
ZTF8 19,25 16,60
ZTP2 18,25 16,85
ZTB 17,65 16,50
ZTF3 18,10 18,70
ZTF4 19,40 18,20
ZTF5 19,25 16,65
Quantificacao 3 ZTF6 20,45 16,70
ZTF7 19,00 16,60
ZTF8 18,95 16,50
ZTP2 18,30 16,90
ZTB 17,85 16,10

Fonte: Autora, 2014
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Tabela 12 - Quantidades Relativas dos Acidos Ursoélico e Oleanélico

Média dos valores de log na base 2 da

Cédigo - Nome intensidade do sinal de RMN para cada
das Amostras Quantificadas amostra (Log Intensity Value)
AU50,82 AOs1,15
ZTF3 - Subfracao Cloroférmio 17,95 18,70
ZTF4 - Subfragao Cloroférmio / Metanol 2% 19,83 18,25
ZTF5 - Subfracao Cloroférmio /Metanol 5% 19,27 16,63
ZTF6 - Subfragao Cloroférmio/Metanol 10% 20,30 16,80
ZTF7 - Subfragao Cloroférmio/Metanol 20% 19,23 16,58
ZTF8 - Subfragéo Cloroférmio/Metanol 1:1 19,17 16,50
ZTP2 - Fragao em Cloroférmio 18,37 16,92
ZTB - Extrato Etandlico (Bruto) 17,70 16,28

Fonte: Autora, 2014

Neste trabalho todas as amostras da quantificacdo foram avaliadas pelo
método PCA quanto a similaridade. A analise de Componentes Principais (PCA)
também é um método estatistico multivariado (utilizado para compressédo de dados
sem perda de informacgdes relevantes), onde sao examinadas as relagbes entre as
amostras e entre as variaveis, através de graficos de escores e loadings, os quais
permitem avaliar a influéncia de cada variavel em cada amostra, encontrando
similaridades ou diferengas nos dados (FERREIRA, 2002).

Os graficos de Componentes Principais (PC’s) (figuras 45-54) apresentados
neste estudo foram produzidos nos programas AMIX (BRUKER) e SIMCA
(UMETRICS). Nestes graficos as amostras das trés quantificagées sao apresentadas
com os seus devidos codigos (ZTF3, ZTF4, ZTF5, ZTF6, ZTF7, ZTF8, ZTP2 e ZTB)
seguidos de Q1 (no caso de amostras que vieram da quantificagao 1), Q2 (amostras
que vieram da quantificagdo 2) e Q3 (amostras que vieram da quantificagdo 3). As
amostras ZTF1 (Subfragdo Hexano), ZTF2 (Subfracdo Hexano / Cloroféormio 1:1) e
ZTF9 (Subfragdo Metanol) também foram analisadas pelo método PCA.
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Figura 45 - PCA das amostras das trés quantificagcoes (analise em ftriplicata),
produzido no programa de analise multivariada SIMCA. Grupo 1: Amostras ZTF3,
ZTF4, ZTF5, ZTF6, ZTF7 e ZTF8. Grupo 2: Amostras ZTP2 e ZTB. Grupo 3: Amostras
ZTF2. Grupo 4: Amostras ZTF9. Grupo 5: Amostras ZTF1.
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Figura 46 - Expansao do grupo 1 pertencente ao grafico PCA da figura 45.
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Quando foi aplicada a PCA aos dados espectroscopicos foi observada nos
graficos, representados nas figuras 45 e 46, uma separagdo entre as amostras
quantificadas, formando grupos, conforme a similaridade apresentada. As amostras
do grupo 3, 4 e 5 ndo foram quantificadas, pois ndo apresentaram nas analises dos
perfis quimicos os triterpenos alvos (acidos ursélico e olandlico), porém, como
vieram da mesma filtragdo, foram analisadas junto com as demais, no processo da
quantificacao.

Observa-se pela distancia onde se encontram os grupos 4 e 5 (fora da regiao
esférica) que de fato eles possuem uma composigdo quimica bem diferente dos
demais grupos, sendo ainda diferentes entre si. Observa-se ainda que o grupo 3
apesar de diferente, estd localizado relativamente préximo ao grupo 2, por
apresentar em sua composi¢ao quimica residuos dos triterpenos alvos, como visto
em seu perfil quimico.

As amostras dos grupos 1 e 2 apresentaram-se pouco dispersas.
Considerando PC1 e PC2 verifica-se que as amostras estao dispostas proximas uma
das outras, e ainda que paregam ser dois grupos diferentes, os valores expressos
nos dois eixos perpendiculares sdo baixos. Assim, mesmo que essas amostras
tenham vindo de filtragdes com mistura de solventes de diferentes polaridades, sao

amostras qualitativamente muito semelhantes.
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Figura 47 - Grafico de Loadings: PC1 e PC2 x Variavel (deslocamentos quimicos).
Grupo 1 (deslocamentos comuns aos acidos ursélico e oleandlico e ainda
deslocamentos exclusivos do acido oleandlico). Grupo 2 (deslocamentos comuns aos
acidos ursolico e oleandlico e ainda deslocamentos exclusivos do acido ursélico).
Grupo 3 (deslocamentos comuns a ZTF1, ZTF2, ZTF9, ZTP2 e ZTB). Grupo 4
(deslocamentos comuns a ZTF2, ZTP2 e ZTB)
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Fonte: Autora, 2015

O grafico de Loadings (Figura 47) representa PC1 e PC2 x Variavel, que
neste caso se trata dos deslocamentos quimicos ('H). Verifica-se nas duas
componentes principais consideradas nesta analise de PCA, que foram tomadas
como importantes as regides em que todos os espectros de hidrogénio das amostras
quantificadas apresentaram maiores quantidades de sinais e maiores intensidades
destes. Uma vez que todas as amostras quantificadas sao ricas em acido ursélico e
oleandlico, os sinais de maior intensidade sdo destes triterpenos.

No grafico grande parte dos deslocamentos mostrados no grupo 1 sédo do
sinal de um duplo dupleto em & 2.845 encontrado apenas no acido oleandlico, do
sinal de um duplo dupleto em & 3.095 referente ao hidrogénio carbindlico,
encontrado nos dois triterpenos, do sinal em & 5.695 também encontrado nos dois
acidos, referente a um tripleto do hidrogénio olefinico. Ja no grupo 2, muito préximo

ao agrupamento 1, foram considerados os deslocamentos referentes aos sinais das
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varias metilas pertencentes aos dois triterpenos, além dos deslocamentos do sinal
de um dupleto em & 2.195 encontrado apenas no acido ursodlico e ainda os
deslocamentos do sinal de um tripleto em & 5.245, referente ao hidrogénio olefinico,
também encontrado nos dois triterpenos.

Com base na analise acima, foi possivel perceber a diferenga entre os grupos
1 e 2, tendo como evidéncia os deslocamentos do sinal de um duplo dupleto do
acido oleandlico (grupo 1) e os do sinal de um dupleto do acido ursélico (grupo 2),
sinais estes comuns a todas as amostras quantificadas. O grupo 3 esta mais distante
devido aos deslocamentos na faixa de & 7.10 — 7.7 ppm e na faixa de & 3.5 - 5 ppm,
caracteristicos de sinais das amostras ZTF1, ZTF2, ZTF9 e encontrados ainda nas
amostras ZTP2 e ZTB. Ja no grupo 4 observa-se os deslocamentos nas faixas 6 3.9
—4.10 e na faixa de 6 7.00 - 8,00 ppm caracteristicos das amostras ZTF2, ZTP2 e
ZTB.

Assim, o grafico de loadings (Figura 47) complementa o grafico da figura 45 e
explica porque as amostras ZTP2 e ZTB, grupo 2 (Figura 45), encontram-se
centralizadas entre os grupos 1, 3, 4 e 5, devido ao fato destas amostras possuirem

sinais caracteristicos desses quatro grupos.

Figura 48 - Valores de contribuicao das Componentes Principais PC71 e PC2 na
variancia (R = 0,6899).
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O gréfico da figura 48 mostra a contribuicdo das componentes principais PC1
e PC2 na variancia, as quais explicaram apenas 68,99 % da variabilidade total dos
dados, conforme o valor do coeficiente R, representado pelo retangulo verde a
direita (somatério), ou seja, o retadngulo verde a esquerda mostra a contribuicdo de
PC1 e o retangulo verde a direita mostra a soma das contribui¢ées de PC71 e PC2. O
retdngulo verde representa R, paradmetro que explica a variagao total dos dados,
enquanto que o retadngulo azul representa Q, parametro de previsdo da variagao.
Quanto mais préximo de 1 for o valor de R mais bem explicada a variabilidade dos
dados no método ou modelo, e quanto mais préximo de 1 for o valor de Q mais
eficiente o método ou maior o poder preditivo do modelo (ERIKSSON et al., 2006).

Figura 49 - As colunas pareadas formam a curva de variancia. O melhor ponto de
contribuicdo é a partir do inicio da curva (componente 1) até o fim da curva
(componente 5), mostrados pelas setas em vermelho. Contribuicdo das cinco

Componentes Principais, PC7 a PC5, na variancia (R = 0,95305).
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Devido a semelhanga entre as amostras do grupo 1 (Figura 45), n&o foi
possivel distinguir entre as amostras desse grupo, usando apenas duas
componentes PC1 e PC2. Por isso partiu-se para a analise das componentes PC3,
PC4 e PC5, figuras 50-54. As cinco componentes PC1, PC2, PC3, PC4 e PC5
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explicaram 95,31 % da variabilidade total dos dados e foram escolhidas com base na

curva de variancia, mostrada no grafico da figura 49.

Figura 50 - Grafico de PC71 e PC3 das amostras quantificadas. As amostras foram

agrupadas (1-5) de modo semelhante aos grupos (1-5) do grafico de PC7 e PC2.
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Figura 51 - PC1 e PC4 das amostras quantificadas.
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As amostras do grupo 1 (ZTF3, ZTF4, ZTF5, ZTF6, ZTF7 e ZTF8), figura 46,
apresentam nos espectros de RMN "H o mesmo perfil quimico, mas diferenciados na
intensidade dos sinais dos metabdlitos majoritarios escolhidos para a quantificagao
(triterpenos) e consequentemente na concentragdo destes, conforme visto no
processo de quantificagdo. Na analise por PC1 e PC3 (Figura 50) nao foi novamente
possivel a diferenciacdo entre as amostras do grupo 1 (circulo vermelho),
semelhante a PC1 e PC2 (Figuras 45). Porém, na analise de PC1 e PC4 (Figura 51)
percebe-se que houve uma melhor separagado das amostras deste grupo, podendo-
se inclusive enumerar as amostras do grupo1 em subgrupos (1’- 4’), em circulos
vermelhos (Figura 51). Estes subgrupos apresentam as amostras com maior
similaridade possivel.

As amostras dos subgrupos 1’ (ZTF7 e ZTF8) e 2' (ZTF5 e ZTF6) s&o mais
semelhantes, por isso estdo mais proximas entre si do que as amostras dos
subgrupos 3’ (ZTF4) e 4’ (ZTF3). Observa-se que o fator chave de agrupamento
entre essas amostras € a concentragdo de acido oleandlico (o grafico de loadings
mostra os deslocamentos dos sinais do acido oleandlico, alguns até exclusivos deste
triterpeno, como variaveis importantes para a similaridade entre as amostras), ou
seja, o fator de similaridade agora € quantitativo, apesar da grande semelhanca
qualitativa. A amostra ZTF3 (subgrupo 4’) possui a maior concentracéo relativa de
acido oleandlico (Tabelas 08 e 12), por isso esta amostra € a mais separada de
todos os subgrupos. A amostra ZTF4 (subgrupo 3’) possui a segunda maior
concentracio relativa de acido oleandlico, o que explica a sua dispersdo dos demais
grupos. As amostras ZTF5 e ZTF6 estdo muito préximas e foram unidas no
subgrupo 2’ por apresentarem praticamente a mesma concentracdo de acido
oleandlico. A semelhanca quantitativa entre ZTF5 e ZTF6 explica os resultados
atipicos apresentados nas duas quantificacbes onde a amostra ZTF6 apresentou na
quantificacdo por Matlab uma concentragdo de acido oleandlico ligeiramente maior
do que a amostra ZTF5, e ainda ligeiramente menor que ZTF5 na quantificacéo
manual (Tabelas 12 e 08, respectivamente).

A similaridade das amostras ZTF7 e ZTF8 (subgrupo 1’, figura 51) ndo foi
explicada pela concentracdo de acido oleandlico, pois ZTF7 apresenta o dobro da
concentracdo de ZTF8, relativa a este acido. Partiu-se entdo para a analise de PC1
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e PC5, como também de PC2 e PC3 (Figura 52-54), com o intuito de se terem

respostas para a similaridade entre as amostras do subgrupo 1'.

Figura 52 - Grafico de PC71 e PC5 das amostras quantificadas.
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A similaridade das amostras ZTF7 e ZTF8 (subgrupo 1°) € explicada pela
concentracdo do acido ursdlico e ndo pela do acido oleandlico. As amostras mais
semelhantes no grafico da figura 52 foram agrupadas em subgrupos 1”- 3”. As
amostras do subgrupo 17 (ZTF5, ZTF7 e ZTF8), apesar da proximidade com as
amostras dos subgrupos 2” (ZTF4 e ZTF6) e do subgrupo 3” (ZTF3), estdo mais
agrupadas entre si, ou seja sdo mais semelhantes, pois possuem numero de mols
de acido ursélico semelhantes, tabela 08.

Esta semelhanca quantitativa entre ZTF5, ZTF7 e ZTF8, relativa ao acido
ursolico, explica também o resultado atipico mostrado pela fracdo ZTF5, a qual
apresentou uma concentragdo ligeiramente maior de acido ursolico do que as
amostras ZTF7 e ZTF8, na quantificacdo por Matlab, e ligeiramente menor que ZTF7
e ZTF8 na quantificacdo manual. A concentracido desse triterpeno também é o fator
responsavel da similaridade do subgrupo 2” (Figura 52), pois ZTF6 e ZTF4 foram as
amostras que apresentaram as maiores quantidades de acido ursalico.
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Figura 53 - Grafico de PC2 e PC3 das amostras quantificadas.
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Figura 54 - Expansao do grafico de PC2 e PC3 das amostras quantificadas.
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O grafico PC2 e PC3 da figura 53 apresenta as amostras ZTF3-ZTF8 bem
agrupadas (circulo vermelho), mas a expansao do referido agrupamento (Figura 54)

revela alguns agrupamentos nao visualizados em PC1 e PC5, e confirma outros
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agrupamentos vistos em PC17 e PC5. As amostras mais semelhantes no grafico da
figura 54 foram agrupadas em subgrupos 1"- 4.

M

A amostra ZTF3 esta bem junto de ZTB (subgrupo 1) por apresentarem
concentracdes de acido ursdlico semelhantes, da mesma forma que as amostras
ZTF4-ZTF5 (subgrupo 2"’) e ZTF7-ZTF8 (subgrupo 4’’) também estdo agrupadas
devido a similaridade quantitativa dessas amostras referente ao acido ursélico. O

subgrupo 3 (ZTF6) encontra-se isolado dos demais subgrupos (amostras) por

possuir uma concentracdo de acido ursolico quatro vezes maior que o das amostras

do subgrupo 1”7 e duas vezes maior que o das amostras do subgrupo 4’ (Tabela 10,
p. 89).

O grafico de loadings mostra os deslocamentos de sinais exclusivos do acido
ursolico, e outros deslocamentos ndo exclusivos, como sendo variaveis importantes

para a similaridade entre as amostras.

4.5 Bioensaio
4.5.1 Ensaio de Viabilidade Celular por Redugédo do MTT

Os resultados do ensaio de viabilidade celular por reducdo do MTT
apresentados na figura 55 e tabelas 14-16 mostram a porcentagem de macrofagos
murinos viaveis em relagdo aos controles 1 (células tratadas com RPMI) quando
comparado a células tratadas com diferentes concentragées (10, 50 ou 100 ug.mL™")
do extrato, fracdo e subfracdes de Z. tuberculosa por 24 horas.

O grupo controle 1 (células nao tratadas) foi considerado como tendo 100 %
de viabilidade celular. O grupo controle 2 apresentou citotoxicidade uma redugéo
significativa na viabilidade celular, cerca de 62 %, quando comparado ao grupo
tratado apenas com RPMI (Figura 55; Tabela 14).

Na concentracdo de 10 ug.mL™, os extratos e fracdes de Z. tuberculosa néo
apresentaram efeito citotoxico na viabilidade de macrofagos murinos: Os grupos de
células tratados com as fragcées ZTF3, ZTF5 e ZTF8 apresentaram 100 % de
viabilidade celular; o grupo tratado com o extrato ZTB mostrou 95,41 % de

viabilidade; os tratados com as fragbes ZTF4 e ZTF7 mostraram mais de 90 % de
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viabilidade; e os grupos tratados com a fragdo ZTF6 e o extrato ZTP2 apresentaram
mais de 87 % de viabilidade celular (Figura 55; Tabela 14).

Entretanto, nas demais concentracdes esses extratos e fracbes apresentaram
efeito citotdxico, havendo uma redugao estatisticamente significativa da viabilidade
celular, com excecao da fracdo ZTF3 e do extrato ZTB que permaneceram ambos
atoxicos. Os grupos tratados com ZTF3 e ZTB mantiveram os 100% de viabilidade
na concentracdo de 50 pug.mL™, e apresentaram 100 % e 93,59 % de viabilidade
celular na concentracdo de 100 pug.mL™", respectivamente. A fragdo ZTF4 mostrou-se
atéxica na concentragdo de 50 ug.mL™, e téxica na concentragdo de 100 ug.mL™". O
grupo tratado com esta fragdo, apesar de ter apresentado 81,71% de viabilidade na
concentracdo de 50 pg.mL™, teve sua viabilidade celular reduzida para 45,86 % na
concentracdo de 100 pug.mL™". As fracdes ZTF5 e ZTF6 apresentaram os maiores
efeitos citotdxicos nas concentracdes de 50 e 100 ug.mL™". As fragbes ZTF5, ZTF®6,
ZTF7, ZTF8 e o extrato ZTP2 se mostraram citotéxicas nas concentragées de 50 e
100 pg.mL™", pois os grupos tratados na concentragdo de 50 pug.mL™" tiveram suas
viabilidades reduzidas para 35,80 %, 35,80 %, 41,91 %, 47,68 % e 58,97 %,
respectivamente, e os grupos tratados na concentragdo de 100 pug.mL™ tiveram suas
viabilidades reduzidas para 40,38 %, 39,30 %, 40,78 %, 45,76 % e 41,22 %,
respectivamente (Figura 55; Tabela 14). Portanto, os resultados mostraram que as
fracdbes ZTF3 e ZTB ndo sdo citotdxicas nas concentragdes testadas. ZTF4 é
citotoxica a partir da concentracdo 100 pug.mL™". E todas as demais fragbes sdo

citotéxicas a partir da concentragdo 50 ug.mL™.
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Figura 55 - Efeito de Z. tuberculosa na viabilidade de macréfagos murinos, utilizando
o ensaio MTT. As células foram tratadas com os extratos e fragcoées de Z. tuberculosa
(10, 50 ou 100 pg.mL™") e expostas durante 24 horas. Os dados foram expressos como

% das células viaveis em comparagdao com o grupo controle e foram apresentados
como média + - SEM.
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Fonte: Autora, 2015

Tabela 13 - Média dos valores de absorbancia do ensaio de viabilidade celular

(MTT) com os extratos e fragdes de Z. tuberculosa nas concentragoes de 10, 50 e
100 pg.mL™".

Concentragdao Controle1 Controle2 ZTF3 2ZTF4 ZTF5 ZTF6 ZTF7 ZTF8 ZTP2 ZTB

10 pg.mL™ 100,0 38,31 103,7 92,16 119,3 87,23 92,01 1124 87,13 9541
50 pg.mL” 100,0 38,31 1358 81,71 3580 3580 4191 4768 5897 1173
100 pg.mL” 100,0 38,31 113,2 45,86 40,38 39,30 40,78 45,76 41,22 93,59

Fonte: Autora, 2014

Tabela 14 - Desvio padrdao dos valores de absorbancia do ensaio de viabilidade

celular (MTT) com os extratos e fragdes de Z. tuberculosa nas concentragdes de 10,
50 e 100 pg.mL"

Concentragdao Controle1 Controle2 ZTF3 2ZTF4 ZTF5 ZTF6 ZTF7 ZTF8 ZTP2 ZTB

10 pg.mL™ 0,0 1,188 3,828 9,873 13,63 2,711 4,760 5457 1573 8,122
50 pg.mL” 0,0 1,188 10,98 4514 2518 0,999 1,662 4,677 5,753 5,180
100 pg.mL” 0,0 1,188 41,40 3,318 2,594 1,874 4,536 5,085 2,118 7,145

Fonte: Autora, 2014
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Tabela 15 - Erro padrao dos valores de absorbancia do ensaio de viabilidade celular

(MTT) com os extratos e fragdes de Z. tuberculosa nas concentragoes de 10, 50 e 100

|.|g.mL'1
Concentragdo Controle1 Controle2 ZTF3 ZTF4 ZTF5 ZTF6 ZTF7 ZTF8 ZTP2 ZTB
10 pg.mL” 0,0 0,5938 1,914 4936 6,815 1,355 2,380 2,728 7,864 4,061
50 ug.mL" 0,0 0,5938 5492 2257 1,259 0,4996 0,8310 2,338 2,876 2,590
100 ug.mL" 0,0 0,5938 20,70 1,659 1,297 10,9369 2,268 2,543 1,059 3,573

Fonte: Autora, 2014

A espécie Z. tuberculosa é usada na medicina popular brasileira para o
tratamento de céncer e doengas de pele (BASTOS et al., 2009). Varios compostos
bio-ativos sao reportados na familia Bignoniaceae, e dentre os mais comuns e
farmacologicamente importantes estdo os acidos wursdlico e oleandlico
(RAHMATULLAH et al., 2010).

O ensaio MTT (brometo de tetrazolio) foi usado neste trabalho por ser um
indicador sensivel da morte celular (BEHL et al., 1994), além de ser amplamente
utilizado para calcular a atividade metabdlica de células viaveis, sendo facilmente
absorvido por estas (MOSMANN, 1983; KATO et al., 1997; SHEARMAN et al., 1994;
YAN et al., 1996). Para Heo et al. (2001) este método é adequado para quantificar a
viabilidade celular, uma vez que esta & determinada medindo-se a atividade das
enzimas succinato desidrogenases mitocondriais através da redugdo do MTT, ou
seja, estimando a capacidade da célula de clivar o anel tetrazdlio do sal brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (composto hidrosoluvel que apresenta
coloragcdo amarelo-palido em solugédo), pela agdo daquelas desidrogenases
presentes na mitocéndria, produzindo cristais de formazan (composto nao soluvel
em agua e de coloragcdo azul-escuro) (MOSMANN, 1983). A succinato
desidrogenase mitocondrial € ativa em células com o metabolismo da cadeia
respiratoria intacto. Assim, o formazan armazenado no citoplasma celular e
quantificado por espectrofotdmetro possui correlacdo direta com o numero de células
viaveis (TEIXEIRA, 2012).

Os resultados obtidos por Sarmento et al. (2014) no teste de toxicidade com
Artemia salina, utilizando o extrato bruto do caule de Z. tuberculosa, mostraram
auséncia de toxicidade, nas mesmas concentragbes usadas com as folhas, neste

trabalho. Semelhantemente a folha, as fragdes do caule apresentaram-se algumas
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atoxicas e outras toxicas, o que mostra a necessidade, segundo Bastos et al. (2009),
de mais estudos para uma espécie tdo usada na medicina popular.

Os resultados citotoxicos deste trabalho mostram que a reducdo da
viabilidade celular ocorreu com o aumento das concentragcdes dos extratos e
fracbes, com excegdo do extrato ZTB e da fragdo ZTF3, como relatado
anteriormente. Uma vez que os extratos e fracdes de Z. tuberculosa sao ricos em
acido ursolico e/ou oleandlico observa-se que a medida que as concentragdes dos
triterpenos aumentam também aumenta a citotoxicidade dos extratos e fracbes
(Tabelas 08 e 14; Figura 55).

Conforme Silva (2009) o acido ursolico quando avaliado pelo método MTT
nas concentragdes de 0,5; 2,0; 8,0; 32,0 e 128,0 yM demonstrou alta citotoxicidade
em 128,0 uM (média de 70,54% de lise celular), sendo por isso testado in vitro até a
concentracdo de 32,0 uM no trabalho citado, onde se mostrou potencialmente ativo
sobre formas intracelulares de Toxoplasma gondii. O acido oleandlico, que também
foi testado nas mesmas concentragdes, ndo apresentou qualquer citotoxicidade que
pudesse ser observada no teste de viabilidade celular (MTT).

Resultados de pesquisa indicam que o acido ursdlico tem um efeito protetor
dose-dependente contra a neurotoxicidade induzida pela proteina amildide em
células PC12. O pré-tratamento com a concentracdo de 10 uM resultou em um
decréscimo de 13-20% de niveis de EROS, devido a propriedade de eliminacédo de
radicais livres desse triterpeno (PEITRI et al., 1997; RAPIN et al., 1998), porém, na
concentracdo 100 yM houve uma redugao da viabilidade celular, conforme teste
MTT, com morte induzida de células PC12 (HEO et al., 2001).

O interesse na atividade citotoxica de triterpenos vem crescendo apods
descoberta da citotoxicidade seletiva exibida pelo acido betulinico contra o
melanoma, com indugdo de apoptose. A literatura também relata a citotoxicidade
significativa e pouco explorada, quando comparada com o acido betulinico,
apresentada pelo acido ursdlico e seus derivados esterificados contra algumas
linhagens de células tumorais (MA et al., 2005) acido betulinico.

A avaliagdo da citotoxicidade do acido ursélico e seus derivados realizada
pela REA (Estudo das Relagbes Estrutura Quimica e Atividade Bioldgica) e estudos

sobre 0 mecanismo citotéxico revelaram que os triterpenos que possuem dois
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grupos de formagéo de ligacdo de hidrogénio (um H-doador e um grupo carbonilo)
nas posi¢oes 3 e 28 exibem atividade citotoxica (MA et al., 2005).

4.5.2 Analise Correlativa: Atividade Citotdxica x Concentragdo de Acido Ursélico

Foi feita uma analise de correlagdo entre a atividade citotoxica apresentada
pelos extratos e fragdes as folhas de Z. tuberculosa versus a concentragao de acido
ursolico, presente nestes, usando o programa EXCEL.

A analise de correlagdo foi realizada apenas com o acido ursolico, porque
este demostrou no teste MTT ser o possivel causador do efeito citotoxico
apresentado pelos extratos e fragdes nas concentracdes de 50 e 100 pg.mL'1,
considerando que a maior concentragao de acido oleandlico foi em ZTF3 (atéxica em
todas as concentragdes), enquanto que a maior concentragdes de acido ursalico foi
em ZTF6, amostra que apresentou o maior efeito citotoxico. Os niveis desses
compostos foram obtidos por quantificagao, integrando-se a area do pico de sinais
caracteristicos de cada um deles, nos espectros de RMN 'H das amostras.

Os resultados da correlagdo entre a Viabilidade Celular (Teste MTT) e o niveis
de acido ursodlico mostraram valores negativos para a covariancia nas trés
concentragées 10, 50 e 100 pg.mL”'. Quando a covariancia assume valores
negativos isto indica que as duas variaveis em questdo, se relacionam de forma
negativa ou inversa, ou seja, quando uma cresce a outra diminui. Isso explica por
que o aumento das concentragdes dos extratos e fracdes de 10 para 50 e 100
ug.mL ™" diminui a viabilidade celular no MTT.

A covariancia sofre influéncia das escalas das variaveis e por isso apesar de
ser estatisticamente adequada para medir a relacao linear entre duas variaveis, ela
nao é adequada para comparar graus de relagdo entre variaveis. Para evitar essa
influéncia foi calculado o coeficiente de correlagdo de Pearson (R), através da
funcdo CORREL do Excel. Quando a correlagao é positiva, quanto mais préoximo de
1 for o valor de R mais perfeita é a relacdo (LOPES, 2014). No caso deste estudo,
como a correlagdo entre Viabilidade celular e niveis de acido ursolico & negativa,
quanto mais proximo de -1 for o coeficiente R, mais perfeita é a relacdo entre as

referidas variaveis.



Figura 56 - Analise Correlativa MTT x Concentragdo de AU em 10 pg.mL"
(R=-0,11519)
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O grafico da figura 56 acima, mostra que a correlagdo entre Numero de mols

de AU e a viabilidade celular, na concentragdo em 10 pg.mL'1, nao é tao boa, pois o

R=-0,11519 esta distante de -1 e préximo de zero. Estes resultados conferem com o

ensaio MTT realizado, pois todas as fragdes nessa concentracdo foram atodxicas,

mesmo os extratos e fracdes tendo quantidades diferentes de acido ursélico, como

mostra a quantificagéo.
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Figura 57 - Analise Correlativa MTT x Concentragdo de AU em 50 pg.mL"
(R=-0,72463)
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No entanto, quando a concentracdo das amostras aumentou para 50 pg.mL'1,
como mostra o grafico representado pela figura 57, a correlagdo entre Numero de
mols de AU e a viabilidade celular tendeu a ideal, pois 0 R = -0,72463 esta préoximo
de -1 e distante de zero. Estes resultados também conferem com o ensaio MTT
realizado, pois com o aumento da concentracdo das amostras de 10 para 50
pg.mL'1, e consequentemente um aumento 5 vezes maior de acido ursélico nestas

amostras, ocorreu uma diminuicido da viabilidade, com excecao de ZTF3 e ZTB .
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Figura 58 - Analise Correlativa MTT x Concentragdo de AU em 100 pg.mL”
(R=-0,72805)
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Resultado significativo de correlagdo, conforme mostrado pelo valor do
coeficiente de Pearson, R = -0,72805, aconteceu também na concentragdo de 100
ug.mL™" (Figura 58). Estes resultados conferem com o ensaio MTT realizado, uma
vez que houve um aumento 10 vezes maior de acido ursolico nesta concentracao,
consequentemente ocorreu uma diminuicdo da viabilidade, porém ZTF3 e ZTB
continuaram atipicas.

Os graficos de correlagdo mostram que a fragdo ZTF6 foi a mais citotéxica em

todas as concentragdes, sendo esta a fracado mais rica em acido ursolico.
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5 CONCLUSAO

A fragao cloroférmica concentrou a quase totalidade de metabdlitos do extrato
etandlico das folhas da Zeyheria tuberculosa. Desta fragdo, duas substancias
majoritarias foram elucidadas estruturalmente e quantificadas, os acidos ursdlico e
oleandlico. Isto com base nas analises por RMN unidimensionais e bidimensionais e
analise multivariada. Estes triterpenos também foram caracterizados e quantificados
no extrato etandlico e subfragdes oriundas da fracdo ZTP2.

O método de quantificagao utilizando analise multivariada demonstrou ser um
meétodo confiavel, com resultados semelhantes a quantificacdo manual. Além de ser
um método simples e rapido, j4& que em poucos minutos foram obtidas as
quantificacbes de varios sinais dos compostos majoritarios presentes no extrato
etandlico, na fragcdo em cloroférmio e subfragdes do extrato etandlico de Zeyheria
tuberculosa. Por estes motivos, este método foi considerado mais eficiente que o
método de quantificacdo manual.

Na analise multivariada (PCA), quando aplicada aos dados espectroscopicos,
PC1 e PC2 tiveram como chave do agrupamento e da separagao entre as amostras
o fator qualitativo. Ou seja, a presencga dos acidos ursadlico e oleandlico. Para PC1 e
PC4 o fator de similaridade foi o quantitativo, tendo como fator chave a concentragao
de acido oleandlico. PC1 e PC5 tiveram como fator de similaridade também o
quantitativo, sendo que, neste caso, o fator chave do agrupamento e da separagao
entre as amostras € a concentragao de acido ursalico.

A analise quimiométrica por RMN do extrato bruto, fracdo cloroformica e
subfracdes de Z. tuberculosa mostrou que as fracdes ZTF3 e ZTF6 sdo as mais
promissoras para o isolamento dos acidos oleandlico e ursolico, respectivamente. Ja
a fracdo ZTF4 foi a segunda fragdo mais rica tanto em acido ursolico como em acido
oleandlico, sendo a mais promissora para o isolamento destes dois acidos juntos.
Considerando ainda que esta fragdo foi avaliada no teste MTT como atdéxica nas
concentracdes de 10 e 50 ug.mL'1 e citotdxica apenas na concentracdo de 100
ug.mL™.

O modelo (PCA) construido neste trabalho, em conjunto com o método de
quantificagdo por analise multivariada, pode ser de grande eficiéncia na obtencao de

informacdes qualitativas e quantitativas a respeito de metabdlitos presentes em
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misturas, muitas vezes em quantidades muito pequenas. Este modelo foi eficiente,
conforme indicado pelos valores do parametro Q. Também foi satisfatorio para a
classificagdo das amostras em grupos e subgrupos, segundo a presenga dos acidos
ursolico e oleandlico (composigdo quimica) e a concentragdo destes nas amostras.
Portanto, o referido modelo pode ser de grande utilidade na identificagdo de extratos
potencialmente promissores, servindo como guia para um posterior isolamento da(s)

substancia(s) de interesse.
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