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RESUMO

A espécie Mansoa hirsuta (Bignoniaceae), popularmente conhecida como
Cipé6 d'alho, é quimicamente pouco conhecida, embora seja popularmente utilizada
no tratamento de muitas infecgdes. O presente trabalho objetivou estudar o potencial
biologico dos extratos e fracdes obtidos das folhas de M. hirsuta, isolar e purificar os
possiveis principios ativos e estudar o perfil metabolédmico da planta. O material
vegetal foi coletado em cinco regides diferentes do Semi-Arido nordestino e foi
submetido a fitoquimica classica e analise metabolémica. Para tanto, o extrato bruto
das plantas de Gentio de Ouro foi obtido pela extragdo com etanol 96% e submetido
a fracionamento com diferentes solventes, enquanto os volateis foram extraidos por
Clavenger. Os compostos isolados foram identificados por GC-MS e dados de RMN.
O extrato e as subfra¢des foram submetidos a testes bioldgicos para esclarecer suas
possiveis atividades biolégicas. Os extratos brutos das plantas provenientes das
cinco regides foi submetido a analise por RMN para obtencéo de espectros 1D 'H e
2D COSY e J-resolvido. Os dados provenientes do RMN foram entdo submetidos a
métodos quimiométricos (HCA, PCA e PSL-DA) com vistas a classificar as espécies
de acordo com seu metaboloma. Os triterpenos pentaciclicos &cidos ursélico e
oleandlico e os esterdides estigmasterol, B-stitosterol e lupeol foram isolados,
juntamente com o dissulfeto de dialila e trissulfeto de dialila. A fragéo acetato de etila
inbiu a producdo de NO (57,92%) e a linfoproliferacéo (99.92%), enquanto os &cidos
ursdlico e oleandlico apresentaram valores de inibicdo maiores que 99%. A analise
metabdlica permitiu estabelecer que as plantas oriundas de Gentio de Ouro s&o ricas
em triterpernos pentaciclicos, enquanto as plantas de Boninal contém principalmente
flavondides em sua composi¢cdo quimica. Os resultados também sugerem que as
protoantocianidinas sdo os principais constituintes das plantas oriundas de Caetité,
enquanto saponinas sdo encontradas na plantas de Campo Alegre de Lourdes. As
plantas de Morro do Chapéu diferem daquelas das demais regibes por serem ricas

em oligossacarideos e amino4cidos.

Palavras-chave:. Mansoa hirsuta, fitoquimica, imunomodulacao, metabolémica.



ABSTRACT

Mansoa hirsute (Bignoniaceae), popularly known as Cipo d'alho, is chemically little
known, although it is popularly used in the treatment of many disesases. The present
studiy aimed to study the biological potential of the extracts and fractions obtained
from leaves of M. hirsuta, to isolate and purify the active principles and to study the
metabolomics of the plant. Plant materials were collected in five different regions
from Semi-Arid in northeastern Brazil and were submitted to classic phytochemistry
and analysis of the metabolomics. For that, the brute extract of the plants of Gentio
do Ouro was obtained by extraction with ethanol 96% and was submitted to
partitioning with different solvents, while the volatile were extracted by Clavenger
apparatus. The isolated compounds were identified by GC-MS and NMR. Extract and
subfractions were submitted to biological tests to clarify their possible biological
activities. The brute extracts of the plants provenientes of the five regions was
submitted to NMR analysis RMN to adquire 1D 'H and 2D COSY and J-resolved
spectra. NMR data were submitted to chemiometry (HCA, PC and PSL-of the) to
classify the species according to their metabolome. Pentacyclic triterpenes ursdlico
and oleanolic acids, and the steroids stigmasterol, [3-stitosterol and lupeol were
isolated, together with dialyl sulfide and trialyl sulfide. The ethyl acetate fraction was
able to inhibit the production of NO (57.92%) and proliferation of linfocites (99.92%),
while the acid ursdlico and oleanolic presented inhibition values greater than 99%.
Metabolic analysis allowed to establish that plants of Gentio do Ouro are rich in
pentacyclic triterpens, while plants from Boninal contains mostly flavonoids in its
chemical composition. The results also suggest that protoantocianidinas are the main
constituents of the plants from Caetité, while saponinas are found in the plants from
Campo Alegre de Lourdes. Plants of Morro do Chapéu were distinguished form the

other regions for being rich in oligosaccharides and aminoacids.

Keywords: Mansoa hirsuta, phytochemistry, metabolomics
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CONSIDERACOES GERAIS

1.1. INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas para o tratamento de uma diversidade de doengas é
tradicional h& centenas de anos pela humanidade (SANDES & DI BIASI, 2000). As
primeiras descricdes sobre plantas medicinais feitas pelo homem remontam as
sagradas escrituras a ao papiro de Ebers que inclui referéncia a mais de 7.000
drogas de natureza animal e vegetal, inseridas em mais de 800 féormulas e enumera
cerca de 100 doengas (PINTO et al, 2002). Ainda hoje, as plantas medicinais
constituem recurso terapéutico importante.

Um em cada quatro produtos vendidos nas farmécias é fabricado a partir de
materiais extraidos de plantas das florestas tropicais ou de estruturas quimicas
derivadas desses vegetais (SANTANA, 2002). Partindo-se da estimativa de que
existem, no minimo, 250.000 espécies de plantas superiores no planeta, a parcela
de espécies em uso €& muito pequena. Somente uma pequena parcela foi
investigada fitoquimicamente e o nimero submetido a ensaios biolégicos é ainda
menor (HAMBURGUER & HOSTETTMANN, 1991; SOERJATO, 1996) e estes
ndmeros ndo mudaram muito desde estes trabalhos.

O isolamento das primeiras substancias puras do reino vegetal comecga a
ocorrer no século XVIIl. Este século, juntamente com o XIX, caracterizam-se pelos
trabalhos de extracdo, principalmente de &cidos organicos e de alcaldides, sendo
desta época o isolamento de morfina (1806), quinina (1818) e estriquinina (1820)
(PINTO et al., 2002).

Somente nos Estados Unidos, em 1980, foram vendidos formalmente cerca
de US$ 8 bilhdes em medicamentos derivados de plantas. Durante os anos de 1959
a 1980, os medicamentos derivados de vegetais representaram 25% de todas as
prescricbes médicas dispensadas nas farmécias dos Estados Unidos (SANTANA,
2002). Entdo se nota que paises desenvolvidos investem neste tipo de recurso
natural.

Cerca de 33% da populacdo da industria farmacéutica provém de produtos de
sintese e equivale a um faturamento anual da ordem de U$$ 280 bilhdes. A

distribuicdo por origem de medicamentos mostra que 65% s&o preparados em
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laboratdrios, sendo 25% a partir de plantas e 10% a partir de microrganismos, se
considerarmos o mercado de drogas anticancerigenas e antibidticos estes
percentuais ficam ainda maiores: cerca de 70% foram desenvolvidas a partir de
recursos naturais (SANTANA, 2002). Assim os produtos naturais formam nichos
especiais.

O setor farmacéutico utiliza aproximadamente 90 espécies vegetais em suas
atividades de producdo de medicamentos (RATES, 2001). Dezessete das grandes
indastrias farmacéuticas mundiais tém programas de pesquisa e desenvolvimento na
area de recursos naturais. O grande interesse do setor em farmacos oriundos de
espécies vegetais € o baixo custo em relacdo aos produtos sintéticos (SANTANA,
2002).

Paises em desenvolvimento, como o Brasil, onde a implementacdo da
tecnologia em quimica fina farmacéutica ainda ndo ocorreu, as pesquisas em
recursos naturais assumem um papel importante, uma vez que a probabilidade de se
encontrar novos farmacos ativos é maior através do estudo de plantas do que nos
produtos sintéticos (LAPA, 1995). O custo de desenvolver um farmaco de origem
sintética pode chegar a varios milhdes de ddlares e levar entre 7 e 20 anos até que o
produto final estavel chegue ao mercado. Ja para o desenvolvimento de um produto
proveniente de recursos naturais prever-se um valor de 5 vezes menor (SANTANA,
2002).

A descoberta de produtos naturais bioativos constitui, portanto, ndo apenas
uma necessidade de sua identificacdo propria, mas principalmente, contribui para o
conhecimento de novas substancias quimicas bioativas, que podem ser usadas
como matrizes para descoberta de novos farmacos (MONTANARI & BOLZANI,
2001).

Nesse contexto, o Brasil apresenta uma flora rica, muito dela ainda né&o
explorada quimicamente com vistas a obtengcdo de produtos naturais bioativos,
sendo que as espécies vegetais estdo distribuidas nas vérias regides geograficas.
Entre estas podemos destacar a regido semi-arida do nordeste. O termo Semi-arido
e Caatinga sdo frequentemente utilizados de maneira equivocada. Caatinga é
empregada para um tipo de vegetagdo, enquanto o Semi-Arido pode ter uma
conotagdo geogréfica ou politica, a primeira relacionada a regido onde predomina o
clima Semi-Arido e a segunda a regido compreendida pelo poligono das secas. Os
limites da Caatinga podem ser considerados como coincidentes com os da regido

3
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Semi-Arido, porém ¢ importante ressaltar que dentro destes limites ha ambientes
mais umidos e com vegetacdo diferente da Caatinga. Longe de ser homogénea, a
vegetacdo do Semi-Arido apresenta uma grande variac&o fisiondmica e floristica,
relacionada a grande heterogeneidade do clima, solo e relevo. Apesar de até bem
pouco tempo ser considerada como uma vegetagdo degradada pela utilizagdo dos
tltimos cinco séculos e baixo nivel de endemismos, verifica-se que mesmo
apresentando areas muito antropizadas e com graus de desertificagdo acentuada,
ainda apresenta flora muito rica, desconhecida e com muitos endemismos,
representados por cerca de vinte géneros e mais de trezentas espécies
(LUCCHESE, 2006).

O Brasil concentra parte significativa da biodiversidade mundial, contando
com mais de 55.000 espécies catalogadas, constituindo uma fonte potencial de
compostos biologicamente ativos (SIMOES et al., 1999; MARINHO et al., 2008). Em
relacio a regido do Semi-Arido brasileiro falta informacdo bésica sobre a
caracterizagdo, funcionamento e potencialidades dos seus recursos naturais o que
gera um atraso cientifico e tecnolégico em relagdo as outras regides do pais. O
Semi-Arido brasileiro ocupa uma &rea de cerca de 955.000 km? e, apesar de ser
cortada por um razoavel sistema de rios, tem sérios problemas com os recursos
hidricos, pois parte dos seus rios sdo temporarios ocorrendo apenas no periodo de
chuvas. De modo geral, ocorre um progressivo aumento da altitude do litoral para o
Semi-Arido gue se estabiliza mais ou menos em 500 metros e, paralelamente, uma
redugdo da quantidade anual de chuvas associada a uma distribuicdo irregular
durante o ano, onde ocorrem longos periodos sem chuvas e varios meses com
chuvas. Essa paisagem geral pode ser modificada, dependendo principalmente do
aumento da altitude, que pode levar ao aumento da quantidade de chuvas.
Diferentemente de outras &reas semi-aridas do mundo, a do Brasil é bem populosa
com mais de 20 milhdes de habitantes que, devido a alguns fatores sdcio-
econdmicos, desenvolveram uma estrutura soécio-cultural peculiar e um forte
relacionamento com o uso dos recursos nhaturais disponiveis na regido. A
degradacdo ambiental da regido do Semi-Arido resultou do uso da terra de forma
inadequada e descontrolada, sendo ocasionada pela mé utilizacdo do solo que esta
diretamente associada a falta do conhecimento cientifico. Tentando mudar esse

quadro é necessario conhecer 0s recursos naturais dessa regido usando a
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conservacgao e utilizacdo racional desses recursos e, buscar novos medicamentos
para doencgas que incidem em grande parte da populacdo (GIULIETTI, 2006).

As informagdes dadas pela medicina popular sdo de extrema importancia na
procura de substancias ativas de plantas, pois dados da literatura revelam que é
muito mais provavel encontrar atividade bioldgica em plantas cuja coleta seja
orientada pelo seu uso popular do que as escolhidas ao acaso. Resulta-se que cerca
de 75% dos compostos puros naturais empregados nas industrias farmacéuticas
foram isolados seguindo recomendagdes da medicina popular.

Para uma grande parte das aplicagbes fitoquimicas, torna-se necessaria a
utilizagdo de métodos de separagdo, purificacdo e identificacdo dos produtos
naturais presentes em plantas. Dessa forma, o desenvolvimento da fitoquimica esta
diretamente relacionado a utilizacdo e ao desenvolvimento de técnicas rapidas e
precisas, que permitam o isolamento de compostos de interesse, normalmente
presente em pequenas quantidades, concomitantemente com constituintes quimicos
j& conhecidos e de grande ocorréncia em plantas (FERRI, 1995).

Embora uma planta possa conter centenas de metabdlitos secundarios,
apenas 0s compostos presentes em maior concentragdo sédo geralmente isolados e
estudados pela fitoquimica classica. A andlise de substancias ativas é muito
complexa e longa, j& que geralmente 0s compostos presentes em menor propor¢cao
na planta sdo os que geralmente apresentam melhores efeitos biol6gicos. Nesse
sentido, torna-se indispenséavel a andlise do potencial das fragBes e das substancias
puras em relagédo a sua concentragdo. Esta avaliacdo permite predizer se o principal
componente quimico responsavel pela atividade biolégica foi realmente
determinado. O fundamento bésico deste procedimento consiste no fato de que toda
substancia, independente de sua propor¢cdo na planta, e de ser conhecida ou néo,
pode ser um principio ativo (FILHO & YUNES, 1998).

Dentre as plantas selecionadas para o estudo investigativo de atividades
como tripanocida, leishmanicida , imunomoduladora e inibidora da produgcdo de
6xido nitrico pelo programa IMSEAR (Instituto Milénio do Semi-Arido) encontra-se a
Mansoa hirsuta D.C. (Bignoniaceae) que é quimicamente pouco conhecida. A familia
Bignoniaceae € bastante estudada e apresenta resultados biologicamente

relevantes, justificando assim a investigac&o quimica e farmacoldgica desta espécie.
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1.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1. Espécie botanica

A M. hirsuta D.C. é uma trepadeira lenhosa (Cipdé ou Liana), conhecida
vulgarmente como Cip6é d’alho, usada popularmente como antifingica, anti-
hipertensiva, diurética, além de ser utilizada no tratamento da diabetes e apresentar
atividade antitumoral (CHAVES & REINHARD, 2003; UMBUZEIRO, 2005).

A descrigdo da M. hirsuta C.D. feita por SILVA (1999a) € a de uma liana de
cerca de 4 m; ramos cilindros, com lenticelas, pubérilos, com tricomas multicelulares
e glandulosos. Suas folhas séo do tipo trifolioladas com peciolo 1,5-3 cm, foliolo 5-7
x 3,5-5,5 cm, discolores, semi-coriaceos, oblongo-elipticos, apice agudo, margem
lisa, levemente revoluta, base cortada a assimétrica, faces adaxial e abaxial
pubescentes a pubéculas, com tricomas multicelulares, glandulosos e tricomas
peltados; peciolos 5-10 mm; gavinhas trifurcadas no &pice. Inflorescéncia tirsoide.
Caélice ca. 15x8 mm, infundibuliforme, partido no apice formando 2-3-labios, lacinios
prolongados, com tricomas peltados e tricomas multicelulares; corola com
aproximadamente 6x4 cm, roxa, infundibuliforme, glabra na regido mediana-inferior e
pubescente na regido mediano-superior, tricomas glandulosos. Céapsula linear-
achatada com aproximadamente 12,5x1,5 cm.

O Brasil é considerado o centro da diversidade da Bignoniaceae, uma grande
familia botanica que compreende aproximadamente 800 espécies que em sua
maioria sdo encontradas em regides neotropicais. Vérias plantas desta familia séo
utilizadas popularmente no Brasil como adstringente, contra febre e para tratamento
de reumatismo, diarréia, cancer e infeccdes microbianas. Um grande numero de
efeitos biologicos tem sido experimentalmente observado incluindo atividades
antitumoral, antiinflamatério e antimicrobiana, entre outros. Algumas espécies de
Bignoniaceae tém sido testadas in vitro para a verificacdo de atividade antifingica.
Para a maioria dessas espécies, 0s compostos responsaveis pela atividade
antimicrobiana vém sendo isolados (LUCCHESE, 2006).

Os efeitos antifungicos do lapachol (1) e B-lapachona (2), naftoquinonas
encontradas em madeiras de espécies de Tabebuia, sdo bem conhecidos
(ITOKAWA et al., 1992). A resisténcia de fungos a antibiéticos em uso clinico esta

aumentando e isso exige o desenvolvimento de novas drogas. O metabolismo

6



Capitulo 1

secundario das plantas pode fornecer uma fonte de matéria-prima para o
desenvolvimento de novos agentes antifingicos. Naftoquinonas, lignanas,
triterpenos e flavonoides tém sido isolados das espécies da familia Bignoniaceae. No
entanto a composi¢do quimica da maioria continua desconhecida (ROCHA et al.,
2004). O extrato etandlico das folhas de M. hirsuta mostrou efeito vasodilatador
quando testado em anéis de aorta de ratos (CAMPANA et al., 2009), enquanto os
extratos etandlicos de Clytostoma ramentaceum e M. hirsuta mostraram acao

antifangica contra Fusarium oxysporum e Aspergillus niger (ROCHA et al., 2004).
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Uma nova naftoquinona, kigelinona (3), e uma nova lignana, kigeliol (4), juntos
com seis constituintes conhecidos incluindo lapachol e desidroxilapachona foram
isolados da madeira de Kigelia pinnata, que € uma planta da familia Bignoniaceae
nativa da Africa, encontrada abundantemente nos tropicos. Seu fruto é conhecido
por possuir uma atividade purgativa e sua casca uma agao cicatrizante para Ulceras
(INOUE et al., 1981).
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1.2.2. Doengas negligenciadas

Estima-se que menos de 10% dos gastos globais em pesquisa em saude séo
direcionados para doencas que representam cerca de 90% dos problemas de saude
globais (MOREL, 2003). Esta deficiéncia do mercado tem contribuido para a limitada
disponibilidade de drogas para o tratamento das doencas que acometem
principalmente individuos de paises em desenvolvimento. O setor privado investe
quase que exclusivamente no desenvolvimento de drogas voltadas para o
tratamento de patologias comuns em paises desenvolvidos (MOREL, 2003).

Dentre as doencas negligenciadas estd a doenca de Chagas, uma zoonose
causada pelo hemoflagelado Trypanosoma cruzi. A maior parte dos casos de
infeccdo em seres humanos ocorre através do contato da pele ou mucosas com as
fezes ou urina de insetos hemat6fagos (triatomineos) contaminados por T.cruzi. Este
protozodrio infecta quase 150 espécies de 24 familias de mamiferos domésticos e
selvagens, como também seres humanos (OMS, 1994).

A doenca de chagas esté presente em 18 paises do continente americano,
em duas zonas ecologicamente diferentes: a regido do cone sul, onde os vetores do
protozoério e humano convivem no mesmo ambiente peridomiciliar e a América
Central e o México, onde os vetores estdo presentes tanto em regibes povoadas
quanto em areas inabitadas (CHAGAS, 2003). As condi¢cbes precérias de habitagéo,
sobretudo em &reas rurais sdo os principais motivos para a expansao da doencga.

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (2003), a prevaléncia da
doenga de Chagas é de 13 milhdes de casos (CHAGAS, 2003). A incidéncia anual é
de 200 mil casos, em quinze paises latino-americanos. No Brasil, os dados
disponiveis del1995 indicavam que 4,2% da populagdo rural e 1,3% da populacdo
brasileira estavam infectada pelo T. cruzi em (BRENER et al., 2000). Por ser uma
enfermidade cronica debilitante e incapacitante, o custo econdmico é elevado, e,
como a populacdo acometida é habitualmente de baixo nivel sécio-econdémico, os
gastos sao cobertos pelo Estado.

Atualmente, h4 uma droga existente no mercado para o tratamento
especifico, o benzonidazol (5), um derivado do nitroimidazol (Rochagan®, Roche).
Outra substancia utilizada até recentemente € o nifurtimox (6), um nitrofurano
(Lampit®, Bayer 2502°, Bayer). Ambas s&o eficazes somente na forma aguda ou

crbnica recente da doenca, e ainda podem induzir efeitos colaterais toxicos ao
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paciente (URBINA et al., 2002). Assim é de extrema relevancia a busca de novas
substancias para o tratamento da doenca de Chagas, que apresentem maior eficacia

no tratamento de pacientes na fase cronica e menor toxicidade.
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Entre as estratégias utilizadas na busca de novas drogas eficazes contra o T.
Cruzi esta a triagem de moléculas que atuam em alvos importantes da biologia do
parasito. Dentre estes alvos moleculares mais utilizados estdo as enzimas
diidrofolato redutase (ZUCCOTTO, 2001), tripanotiona redutase (CHAN et al., 2002)
e cruzipaina (CAZZULO, 2001; CAZZULO, 2002). Inibidores da biossintese de
esterdides (URBINA et al., 2002) e andlogos mono- ou dissubstituidos de poliaminas
(BACCHI & YARLETT, 2002), componentes biol6gicos essenciais a viabilidade e
sobrevivéncia do protozoario, também sdo moléculas com potencial atividade
tripanocida.

Outro grande problema de saude publica sdo as leishmanioses, doengas
causadas por protozoarios do género Leishmania. De acordo com dados da
Organizacdo Mundial de Saude (2004), estima-se que este conjunto de doencgas
afete mais de 12 milhdes de pessoas em todo o mundo e esta presente em 88
paises, sendo que, 72 sdo considerados como paises em desenvolvimento e 13
estdo entre os menos desenvolvidos (LEISH, 2002). No Brasil, durante os anos de
1984 e 1999, 37.294 novos casos de leishmaniose visceral humana foram
notificados pelo Ministério da Saude e somente no periodo compreendido entre 1998
e 2000 87.350 novos casos ja foram registrados (LEISH, 2002). Recentemente o
aumento elevado na taxa de co-infecgdo em pacientes HIV positivos (ALVAR et al.,
1997) e o desenvolvimento de resisténcia dos parasitos as drogas existentes tém
aumentado a importancia desta doenca na saude publica (LEANDRO & CAMPINO,
2003).
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O tratamento das leishmanioses tem sido feito com a utilizacdo de metais
pesados, em particular os compostos antimoniais, como drogas de primeira escolha.
Quando este tipo de terapia ndo é efetivo, outros medicamentos séo usados, dentre
estes a pentamidina (7) e a anfotericina B (8) lipossomais, medicamentos de
administragdo injetavel para os quais o paciente necessita de superviséo clinica ou
hospitalizagdo durante o tratamento devido a gravidade dos possiveis efeitos
colaterais (BACAB & RODRIGUEZ, 2001). Dessa forma, a busca de novas

substancias, efetivas e seguras, para o tratamento das leshmanioses torna-se

prioritaria.
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Uma das principais linhas de investigagdo de novos tratamentos para
leishmanioses € a de desenvolvimento de farmacos capazes de bloquear alvos do
sistema biolégico do parasito vital & sobrevivéncia do mesmo, como por exemplo, 0s
mecanismos que levam a sintese de ATP e que definem o estado energético do

parasito. A fosforilagdo oxidativa € um processo essencial para preencher um nivel
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energético minimo necessério a sobrevivéncia do parasito. Dessa forma, drogas que
afetam a producdo mitocondrial de ATP, tais como as licochalconas e naftoquinonas,
sdo boas candidatas a drogas leishmanicidas. Moléculas com este mecanismo de
acdo diminuem os niveis de ATP intracelulares do parasito, uma vez que a glicélise
€ um processo ineficaz para contrabalancear o decréscimo de ATP (ORTEGA et al.,
2001).

Espécies vegetais podem servir como fonte de substancias com atividade
anti-protozoario. Da classe dos taninos, isolados de espécies vegetais, algumas
substancias demonstraram atividade leishmanicida, com acdo sobre formas
amastigotas da espécie L. lonovani (KIDERLEN et al., 2001). Extratos de vegetais
ricos em substancias polifendlicas inibiram o crescimento de formas amastigotas e
promastigotas de parasitos da espécie L. amazonensis (MENDONCA-FILHO et al.,
2004). O ¢dleo essencial da espécie Croton cajucara, rico em linalol (9), mostrou-se
ativo, inibindo o crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis
(SOCORRO et al.,, 2003). Extratos de espécies pertencentes a familia Rutaceae
apresentaram atividade contra formas tripomastigotas de T. cruzi (MAFEZOLI et al.,
2000). A chalepina (10), substancia isolada da espécie vegetal Pilocarpus spicatus,
exibiu atividade tripanocida (PAVAO et al., 2002). Dessa forma, diversas substancias
tém sido identificadas e suas atividades demonstradas contra protozoarios do

género Leishmania e da espécie T. cruzi.

H.C. _OH

H3C CHsz

1.2.3. As imunopatologias

As doencas mediadas pelo sistema imune s@o problemas de saude global,

estdo em crescimento em proporcdes epidémicas (KRENSKY et al.,, 2001) e
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demandam rapidez na pesquisa e desenvolvimento de novos tratamentos. Estas
doencgas incluem um amplo espectro de patologias, dentre elas a artrite reumatoide,
a diabetes mellitus tipo I, o lupus eritematoso sistémico, a esclerose multipla, a asma
e varias outras condigBes alérgicas. A incidéncia das imunopatologias tende a
aumentar com o envelhecimento da populagdo, tendo em vista 0 aumento da
expectativa de vida do ser humano (ROEP, 2003).

O transplante de 6rgédo é uma das grandes possibilidades terapéuticas para o
tratamento de diversas patologias. No entanto, a rejeicdo dos 6rgaos transplantados,
mediada pelo sistema imune, permanece como um fator que dificulta a utilizagdo
desta tecnologia, sendo necessario o0 tratamento continuo com drogas
imunossupressoras. E de grande relevancia, portanto, a descoberta de novas drogas
imunomoduladoras, tendo em vista a sua aplicabilidade em processos
imunopatoldgicos.

Drogas com agdo moduladora da ativagdo de macrofagos e linfocitos, como
os corticosterdides, tém sido amplamente utilizadas para o controle de respostas
imunoinflaméatorias indesejadas (KRENSKY et al., 2001). Os corticoides e a
ciclosporina (11) séo exemplos de drogas imunossupressoras eficazes disponiveis
atualmente no mercado, que causam Varios efeitos colaterais no paciente. No caso
dos corticoides, alguns dos efeitos colaterais observados sdo o retardo no
crescimento, necrose avascular de medula, osteopenia, Ulcera péptica, aumento do
risco de contrair infecgdes, aparecimento de catarata, hiperglicemia e hipertenséo,
hiperlipidemia e também nefrotoxicidade, sendo este ultimo efeito presente na
maioria dos pacientes tratados com a droga (KRENSKY et al., 2001; BURDMAN et
al., 2003).

Os corticoides tém seu mecanismo de a¢do imunomodulador baseado na
diminuic&o do numero de linfécitos no sangue periférico, na regulagdo da transcrigdo
de diversos genes e na inducdo de apoptose, sendo este Ultimo efeito do aumento
da concentracdo da proteina IkB, reduzindo a ativacdo do gene NFkB, que resulta
no aumento da apoptose das células ativadas. E de importancia central na acio dos
esterdides e na diminuicdo da produgéo de importantes citocinas pré-inflamatorias,
tais como TNF-q, II-1 e II-6, diminuindo consequentemente a acdo de macrofagos e
linfocitos (KRENSKY et al., 2001). A ciclosporina (11), droga inibidora da
calcineurina tem seu mecanismo de agdo baseado na inibicdo da transducgédo de
sinal desencadeada pela ativagao do receptor de linfocitos T, reduzindo a produgéo
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de linfocinas, incluindo a IlI-2, como também a expressdo de proteinas
antiapoptoticas. O tacrolimus (12) também inibe a ativacdo de células T através da
inibicdo da calcineurina (KRENSKY et al., 2001).
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A ativagdo de macrofagos leva a producdo de varios mediadores
imunolégicos sollveis, tais como citocinas, prostaglandinas, leucotrienos e radicais
livres de oxigénio e de nitrogénio. O &xido nitrico (NO) é um radical livre gasoso,
produzido por uma familia de enzimas, incluindo a éxido nitrico sintase constitutiva e
a Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) em processos inflamatérios (KAUFMANN &
KABELITZ, 1998; COTRAN et al., 2000; BOGDAN, 2001; ASLAN, 2002). Sendo
assim, substancias capazes de inibir a ativacdo de macrofagos tém potencial
utilizag&o como imunomoduladores.

Espécies vegetais podem ser uma fonte de substéncias com atividade
imunomoduladora. Recentemente foi demonstrado que substéncias quimicas
extraidas da espécie vegetal Crotalaria pallida inibem a producdo de NO in vitro de
forma concentracdo dependente (WENG et al, 2003). Outros exemplos de
moléculas com atividade imunomoduladora sdo as fisalinas, seco-esteroides
purificados da espécie Physalis angulata, que apresentam potente atividade
inibidora da producdo de 6xido nitrico in vitro e in vivo (SOARES et al., 2003) e a
espécie Dendrobium nobile da qual se isolou um sesquiterpeno com atividade
inibidora da proliferacéo de linfocitos (ZHAO et al., 2001).

1.2.4. Metabolomica e analise multivariada.

1.2.4.1. As “Omicas”

As plataformas tecnoldgicas conhecidas como 6émicas sdo aquelas que tém o
objetivo de isolar e caracterizar o maior nimero de biomoléculas de um mesmo
grupo, como 4&cidos desoxirribonucléicos (DNA), é&cidos ribonucléicos (RNA),
proteinas ou metabdlitos. A primeira dmica a ser denominada como tal foi a
gendmica. Este termo vem da palavra genoma, que por sua vez se deve a jungdo da
palavra gene e cromossoma. Gracas a grande aceitagdo desse termo,
transcriptomica, protedbmica e metaboldmica foram sugeridos para descrever a
expressdo de genes na forma de transcritos de mRNA, o conjunto de proteinas de
um organismo e ainda o conjunto de moléculas do organismo, respectivamente
(BINNECK, 2004; ROBERTSON, 2005). O conhecimento das émicas pode contribuir
para o isolamento e caracterizagdo de DNA, RNA, proteinas e metabdlitos. A
integracao das informagdes obtidas por essas plataformas s&o o objetivo principal de

14



Capitulo 1

biologia de sistemas, também conhecida como Gendmica Funcional (ROCHFORT,
2005).

1.2.4.2. Metabolbmica

N&o h& duvidas que conhecer as proteinas de um organismo é importante,
mas existe um universo de pequenas moléculas organicas que interagem
diretamente com as proteinas e outras macromoléculas (HALL, 2006). Essas
moléculas atuam como substratos, inibidores ou ativadores alostéricos de uma
enzima. Podem ser precursores de alguma molécula importante nas inUmeras rotas
metabdlicas celulares, ou até mesmo um residuo metabdlico de alguma via de
sintese ou degradacdo de macromoléculas que por algum motivo é estocada e
utilizada como defesa quimica contra alguns patégenos (ENGEL et al.,, 2002;
DEMAIN & VAISHNAYV, 2006). Essas pequenas, porém, importantes moléculas sdo
conhecidas como metabolitos (DIXON, 2001).

Esses metabolitos s@o divididos em dois grandes grupos: os metabdlitos
primérios e secundarios. Os primarios sdo aqueles que estédo diretamente envolvidos
nas rotas de sintese de degradagcdo das macromoléculas em qualquer ser vivo
(DIXON, 2001). J& os secundérios sdo mais comuns em plantas e fungos (CHALLIS
& HOPWOOD, 2003; HALL, 2006). Eles atuam como componentes estruturais de
defesa contra herbivoros e patdgenos, atrativos para polinizadores e agentes nas
interacOes interespecificas, como alelopatia (ENGEL et al.,, 2002; CHALLIS &
HOPWOOD, 2003).

O estudo desses metabdlitos visando a obtencédo de produtos efetivos contra
diversas doencas e passiveis de comercializacdo ja vem sendo feito desde o inicio
do século XX. Entretanto, a idéia de se analisar todo o conjunto de metabdlitos em
qualquer nivel de complexidade (organismo, 0Orgdo, tecido, célula ou mesmo
compartimentos celulares) s6 comecou a ganhar destaque nos ultimos anos,
conforme pode ser observado na Figura 1.1, onde é observado um aumento
significativo no nimero de publica¢des sobre esse tema nos ultimos anos (HORNIG
& HORNING,1971; NICHOLSON et al. , 1999; FIEHN, 2002; REO, 2002; LINDO et
al. , 2003, NICHOLSON & WILSON, 2003; WECKWERTH, 2003; BINO et al. , 2004,
FERNIE et al. , 2004; GOODACRE et al. , 2004; LINDO et al. , 2004a; LINDO et al.,
2004b; FUKUZAKI & KOBAYASHI, 2005; MUNGUR et al., 2005; ROBERTSON,
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2005; ROCHFORT, 2005; WECKWERTH & MORGENTAL, 2005). O nome dado a

todas as tecnologias envolvidas na analise desses metabdlitos foi metabolémica.
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Figura 1.1. Artigos publicados relacionado a metabolémica de 1975 até setembro de 2005.

1.2.4.3. Quimiometria

A sofisticacdo das técnicas instrumentais, impulsionada pela invasado de
microprocessadores e microcomputadores nos laboratérios quimicos, aumentou
significativamente nos ultimos 15 anos. Isto faz com que se torne necessario o
tratamento dos dados mais complexos do ponto de vista matematico e estatistico, a
fim de relacionar os sinais obtidos (intensidade, por exemplo) com os resultados
desejados (concentracéo) (BEEBE & SCASHOLTZ, 1998).

Muita énfase tem sido dada aos chamados sistemas multivariados, pelos
quais se podem medir muitas variaveis simultaneamente ao analisar-se uma
amostra qualquer. Entende-se por sistema multivariado aquele que analisa uma
qguantidade de dados multivariados que n&o apresentam uma informagdo direta
como resultado (KOWALSKI & BENDER, 1972). Os sistemas multivariados de forma
sequencial ou simultinea medem muitas varidveis para cada objeto, consistindo em

um método eficiente e de fécil interpretagdo. Nesses sistemas, a conversdo da
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resposta instrumental no dado quimico de interesse requer a utilizagdo de técnicas
de estatistica, algebra matricial e andlise numérica. Essas técnicas constituem-se,
atualmente, numa das melhores alternativas para a interpretacédo de dados e para a
aquisicdo do maximo de informac¢des sobre um sistema.

Para tanto, faz-se necessario 0 uso de softwares capazes de reconhecer
padrdes em andlises quimicas, o que tem permitido interpretar mais precisamente o0s
dados obtidos nos laboratérios de quimica analitica e, em consequéncia, das
andlises cromatograficas (BEEBE & SCASHOLTZ, 1998). Tem-se assim, a aplicacao
da quimiometria ou dos métodos quimiométricos (KWAN & KOWALSKI, 1980), os
quais utilizam métodos matematicos e estatisticos para definir ou selecionar as
condigdes 6timas de medidas e experiéncias e permitir a obtengdo do méaximo de
informacdes a partir da analise de dados quimicos multivariados. Os métodos
quimiométricos sao eficientes na andlise, obtencao e interpretacdo destes dados,
podendo solucionar varios tipos de problemas quimicos (XIE, 1987). Define-se
quimiometria como a &rea que se refere a aplicacdo de métodos estatisticos e
matematicos, assim como aqueles baseados em l6égica matematica, para interpretar
problemas de origem quimica (MUNCK, 2006). Assim, através destas andlises, as
informac¢des quimicas podem ser classificadas em categorias conforme suas
semelhancas ou diferengas, e ainda podem ser determinadas, propriedades de
interesse das amostras analisadas. Dentre as técnicas quimiométricas mais

utilizadas, a que foi empregada nesse trabalho foi a anélise exploratdria dos dados.

1.2.4.4. Analise exploratoria de dados

BEEBE & SCASHOLTZ (1998) consideram a andlise exploratéria dos dados
como uma ferramenta destinada a reunir amostras presentes em um grupo que
apresentem determinadas caracteristicas comuns, distinguindo-as de amostras com
caracteristicas diferentes. Ainda segundo esses pesquisadores, esse método
também auxilia na identificagdo de amostras ndo usuais - conhecidas também como
“outliers”, isto é, aquelas que ndo seguem o padrdo das demais amostras.

Em uma analise exploratoria, algoritmos matematicos reduzem grupos de
dados grandes e complexos para um conjunto de interpretacdo mais simples. Esses
calculos apontam as informacgdes importantes em poucas variaveis derivadas do
grupo de dados originais, como as correlagbes existentes entre as amostras e/ou
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variaveis independentes (BEEBE & SCASHOLTZ, 1998). CLEVE et al. (2000)
descrevem a utilidade de técnicas quimiométricas para avaliar dados analiticos
obtidos na industria téxtil. Neste setor, o0 emprego de técnicas espectroscopicas no
infravermelho proximo constitui uma facil ferramenta a ser empregada no controle de
qualidade. Entretanto, a grande quantidade de varidveis correlacionadas com o
processo produtivo gera problemas na avaliagdo das caracteristicas finais do
produto acabado. Assim, os autores sugerem que o0 emprego da quimiometria pode
auxiliar na determinacao de caracteristicas mais relevantes a serem consideradas, e
consequentemente, diminuir a quantidade de varidveis a serem avaliadas. Através
de uma andlise exploratéria foi possivel classificar as variaveis e avaliar a qualidade
dos dados originais. O estudo demonstrou que o uso da espectrometria de infra-
vermelho préximo acoplada a métodos quimiométricos foi eficiente para ser
empregado no controle de qualidade de amostras produzidas pelo segmento téxtil.

Em toda andlise multivariada, primeiramente define-se o problema, com a
determinagd@o da natureza do trabalho, ou seja, se é um problema exploratorio, de
classificagdo ou uma combinagéo desses fatores. Posteriormente, os dados obtidos
sdo organizados em um arquivo como uma matriz original X, que € construida por n
amostras e m variaveis, e cada amostra corresponde a uma linha e cada variavel
corresponde a uma coluna na matriz de dados, de onde € possivel a visualizacdo
dos dados brutos.

Antes da realizagédo da analise exploratdria dos dados, é importante atribuir o
mesmo peso para todas as variaveis, caso contrario alguns valores ou medidas
poderdo mascarar outras medidas e valores e a analise podera ficar comprometida.
Por isso, usualmente os dados sdo auto-escalonados antes do inicio da analise
exploratdria. Finalizada essa fase inicial de pré-processamento dos dados, passa-se
a fazer a analise de agrupamentos hierarquicos ou HCA (Hierarchical Cluster
Analysis), andlise de componentes principais ou PCA (Principal Component
Analysis) e a andlise dos minimos quadrados parciais discriminados ou PLS-DA
(Partial Least Square Discriminated) (BEEBE & SCASHOLTZ, 1998).

1.2.4.5. Analise de agrupamentos hierarquicos — HCA
O principal objetivo da HCA é apresentar os dados de maneira que se

enfatize o agrupamento natural, de acordo com semelhangas existentes entre as
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amostras. O agrupamento das amostras revela similaridade entre essas e os dados
sdo apresentados na forma de dendogramas, o que facilita o reconhecimento das
categorias. BERENTE et al. (2000) realizaram o desenvolvimento de um método
para determinagdo de antocianinas em vinhos empregando a CLAE e
posteriormente  classificaram amostras comerciais empregando métodos
quimiomeétricos. Apos o desenvolvimento do método cromatogréafico em fase reversa
para separar as principais antocianidinas presentes em amostras de vinhos, foi
utilizada a técnica de HCA para visualizar as relacfes existentes entre as bandas
cromatogréficas obtidas. Nove bandas foram computadas nas amostras analisadas e
0 emprego da técnica de HCA permitiu visualizar que as é&reas das bandas
cromatogréaficas de determinadas antocianidinas apresentavam elevada correlacao
entre si. As amostras que continham esses compostos puderam ser classificadas
como semelhantes. Esse trabalho demonstrou que a técnica de HCA permite a
visualizacdo do agrupamento das amostras que possuem caracteristicas
semelhantes entre si. BECKONERT et al. (2003) realizaram um estudo visando
estabelecer os efeitos metabdlicos e a toxicidade de 19 moléculas modelo com base
na HCA combinada com dados de *H RMN. As substancias foram administradas em
ratos para estudo de sua toxicidade cronica e subcrdnica. Amostras de urina foram
coletadas em 8 diferentes dias e horarios e, subsequentemente, analisadas por
RMN, sendo que as similaridades das respostas dos animais tratados com diferentes
substancias foi investigada pela HCA considerando dose e efeitos adversos. O
estudo revelou, por exemplo, que a toxicidade de algumas substancias era similar

independente do 6rgéo analisado (figado ou rim).

1.2.4.6. Analise de componentes principais — PCA

A analise por PCA pode apresentar relagbes entre amostras e variaveis, mas
também fornece um meio de reduzir a dimensao dos dados e pode ser aplicada
como uma ferramenta de visualizagdo. E um método que transforma dados
complexos em informagdes mais simples e ressalta os aspectos mais relevantes
(BEEBE & SCASHOLTZ, 1998). Essa técnica auxilia a visualizacdo de tendéncias
em um conjunto de dados que ndo sdo Obvias a olho nu. Ela ainda melhora a

visualizacdo das informacdes, agrupando as varidveis que estdo altamente
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correlacionadas em um novo conjunto de dados chamado de PCs (componentes
principais).

As PCs reduzem a dimensdo de um conjunto de dados, de forma que as
informag0des relevantes ficam condensadas e contidas nas primeiras componentes
principais e as informagfes irrelevantes ou aleatérias, nas Ultimas (BEEBE &
SCASHOLTZ, 1998). Isto pode ser observado, por exemplo, nos trabalhos
realizados por LIANG et al. (2004), os quais empregaram meétodos quimiométricos
para classificar os “fingerprintings” de cromatogramas obtidos através de CLAE de
produtos fitoterapicos produzidos a partir de Cortex cinnamomi e Erigeron
breviscapus com o objetivo de realizar o controle de qualidade destes. BERENTE et
al. (2000) também usaram a analise de componentes principais para a classificacdo
de amostras de vinhos. Este método mostrou-se apropriado para extrair as
informacdes relevantes encontradas nas varidveis originais, transformando-as em
poucas novas variaveis (PCs). Foi observado que as duas primeiras componentes
principais extrairam 70% de todas as informacdes relevantes e a interpretacdo
dessas duas componentes principais permitiu determinar as variedades de vinhos
que se correlacionavam. Assim, a utilizagdo dessa técnica torna possivel agrupar e
classificar amostras através da analise das componentes principais que s&o

apropriadas para se extrair as informacdes relevantes oriundas dos dados originais.

1.2.4.7. Minimos quadrados parciais discriminados ou PLS-DA

Embora a PCA seja uma técnica versatil, uma vez que ela explica a variancia
maxima no conjunto de dados, a andlise resultante pode ser complexa e ndo permitir
a separacdo adequada das amostras de acordo com as matrizes de dados
fornecida. Nesse contexto, A PLS-DA pode utilizar os dados oriundos da PCA e
modelar de forma mais definida as relagdes entre as matrizes, uma vez que é
possivel considerar variaveis secundarias por este método. O método produz um
conjunto de novas variaveis correlacionadas com os PCs e explica a covariancia
entre duas matrizes (CIOSEK et al.,, 2005). A PLS-DA foi utilizada para a
discriminacdo de diferentes histotipos de cancer de pulmdo, e também para
discriminar estes de cancer do colon, uma vez que permitiu a definicAo de um
conjunto de genes capazes de discriminar cancer de pulmao de metastases no célon

(MUSUMARA et al., 2005). VAN RUTH et al. (2010) aplicou a PLS-DA em amostras
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de gorduras e conseguiu identificar sete grupos referentes as origens das amostras
(leite, vaca, porco, galinha, coco, palmeira e palmiste) usando os perfis de &cidos
graxos, triacilglicerideos, a combinagéo dos perfis de 4cidos graxos e triacilgliceréis
e o perfil de compostos orgénicos volateis obtido a partir de PTR-MS. Os precgos de
preparacdes comerciais de espécies de Angelica, uma erva nativa chinesa usada no
tratamento de desordens ginecolégicas, além de artrite e anemia, sdo principalmente
determinados com base nas suas qualidades sensoriais além das propriedades
fisicas. TARACHIWIN et al. (2008) avaliaram a qualidade das raizes da planta
usando como variaveis secundarias suas origens geogréficas e as diferencas
sensoriais entre as variedades. Nesse estudo foi detectada uma ampla faixa de
metabolitos por 'H RMN e a PLS-DA permitiu 0 agrupamento das amostras com
base na &rea de cultivo (China e Japéo), além de mostrar que a qualidade sensorial

das amostras independe da &rea de cultivo.

1.2.4.8. Metabol6mica: aplicagdes em plantas

No passado a abordagem da gendmica ou protedbmica era aplicada para a
caracterizagdo dos organismos vivos isoladamente. No entanto, logo ficou evidente
que uma Unica 6mica ndo poderia satisfazer este objetivo ilimitadamente. Portanto,
muito recentemente, o produto final da expressdo génica, os metabdlitos, tornou-se
0 objetivo de uma nova 6mica, a metabolémica.

A metabolémica € uma sistematica de identificacdo e quantificagdo de todos
0os metabodlitos em um dado organismo ou amostra bioldgica. Naturalmente, as
plataformas de analise para a aquisicdo de dados sobre o conteddo de metabdlitos
sdo criticas para o sucesso dos estudos. Entre os varios candidatos, a ressonancia
magnética nuclear (RMN) revelou-se como uma ferramenta para permitir a deteccdo
de uma vasta gama de metabdlitos com robustez e exige apenas uma preparacao
muito simples da amostra. Mesmo com um dos principais inconvenientes para a
aplicacdo de RMN, sensibilidade baixa, a resolu¢cdo aprimorada e sensibilidade
fornecida pela espectroscopia de ressonancia magnética nuclear juntamente com
poderosas ferramentas quimiométricas, permitem que a metabolémica possa ser
aplicada em diversos campos da ciéncia das plantas.

A caracterizagdo quimica de vinhos tintos italianos a partir de diferentes

localizacdes geograficas na Puglia, regido do sul da Itélia, foi realizada usando
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dados de ressonancia magnética nuclear (‘H RMN). Métodos de estatistica
multivariada foram aplicados para os dados analiticos de RMN permitindo elaborar
uma técnica de controle de qualidade para vinhos (BRESCIA et al., 2002). A analise
metabdlica mostrou um claro aumento dos niveis de fenilpropandides em Brassica
rapa apos o tratamento com jasmonato de metila (LIANG et al., 2006).

A espectroscopia de 'H RMN juntamente com a andlise de componentes
principais foi utilizada no estudo da metabdlica de 12 formas cultivadas de Cannabis
sativa, para a diferenciagdo de cultivares de Cannabis baseada em uma variedade
de metabdlitos (CHOI et al.,, 2004). Em outro estudo, a RMN-metabolémica foi
aplicada a impressédo digital metabdlica de espécies de Ephedra permitindo a
discriminacdo de trés espécies diferentes dessa planta e a avaliagdo de nove ervas
comerciais de Ephedra (KIM et al., 2005). A utilizacdo de RMN para o controle de
qualidade de fitoterdpicos também tem sido explorada. Um exame de 14
preparagdes a partir de extratos aquosos e organicos dos comprimidos comerciais
de “feverfew” (BAILEY et al., 2002) mostrou que dois deles tinham uma composigao
muito diferente dos outros. As 12 amostras restantes foram distinguidas na maior
parte uma da outra, embora a diferenca néo tenha sido marcada e alguns grupos de
2 ou 3 amostras eram aparentes. Além disso, diferentes lotes de um mesmo produto
do mesmo fornecedor podem ser distinguidos. Dados espectroscépicos de RMN em
conjunto com a analise multivariada também foram relatados para a classificagéo de
amostras comerciais de catuaba. A técnica descrita permitiu a discriminacdo de
amostras com base no tipo de matéria-prima empregada em sua fabricacdo
(DAOLIO et al., 2008). Analise metabdlica de 11 espécies de llex incluindo duas
variedades foi realizada utilizando um método de espectroscopia de RMN acoplado
a analise de componentes principais (PCA) no software SIMCA-P (CHOI et al.,
2005). Resultados como estes mostrados anteriormente prova a eficacia de métodos

de analise multivariada na classificac@o e caracterizagdo de espécies de plantas.
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1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivos gerais

Estudar o potencial biolégico dos extratos e frac6es obtidos das folhas da M.
hirsuta, Cip6 d’'alho, isolar e purificar os possiveis principios ativos e estudar o peffil

metabolémico da planta.

1.3.2. Objetivos especificos

e Preparar os extratos etandlicos de plantas de M. hirsuta coletadas na regido
de Gentio de Ouro;

¢ Particionar o extrato etanélico de folhas de M. hirsuta;

¢ Realizar a prospeccéo fitoquimica para estabelecer as classes de metabdlitos
secundarios presentes no extrato e fracdes;

e Estudar as atividades biolégicas do extrato e fracbes com relagcdo aos
potenciais citotoxicos, leishmanicida, tripanocida, redutora do radical NO e
inibidora da proliferacao de linfécitos;

e Purificar possiveis compostos ativos por cromatografia em camada delgada e
cromatografia em coluna;

e Elucidar a estrutura das substancias isoladas com base em dados de GC-MS,
'H RMN e 2D-RMN;

¢ Aplicar as técnicas HCA, PCA e PSL-DA para a caracterizacdo metaboldémica
de espécies de M. hirsuta coletadas em diferentes locais do Semi-Arido e

e Estabelecer correlagbes entre varias variaveis (tipo de solo, constituicdo
quimica, relevo, meio ambiente), com a atividade biol6gica apresentada, de

modo a selecionar plantas com a melhor atividade possivel.
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EXPERIMENTAL

Experimento foi realizado na Universidade Federal de Alagoas, no Laborat6rio
de Pesquisa em Recursos Naturais do Departamento de Quimica — UFAL e na

Divisédo de Farmacognosia da Universidade de Leiden (Holanda).

2.1. REAGENTES, SOLVENTES E EQUIPAMENTOS

= Nas separagbes cromatogréficas em coluna, utilizou-se como adsorvente silica
gel 60 (70-230 Mesh ASTM) da (Merck - Darmstad — Alemanha). O comprimento
e o diametro das colunas utilizadas variaram conforme as quantidades das
amostras e de silica gel a serem utilizadas. Nas permeacdes em gel, utilizou-se
Sephadex LH-20 (Pharmacia, Suica;)

= Nas andlises comparativas atraveés de cromatografia em camada delgada (CCD),
utilizou-se gel de silica 60 PFzs4 da Merck. A suspenséo de silica, obtida em &gua
destilada, foi distribuida sobre placas de vidro através de um espalhador
mecanico para ter uma espessura de 0.15 mm.

= A revelacdo das substancias nas cromatoplacas foi realizada através da
exposicdo dessas a irradiacdo com luz na regido do UV, em comprimentos de
onda 254 e 366 nm, e os reveladores. Solugdo alcodlica de anisaldeido 10%,
solucdo acida de sulfato cérico, solucdo de acido fosfomolibidico e vapores de
iodo;

= Os solventes utilizados foram destilados no préprio laboratério para as particbes
e filtracbes (Morais de Castro LTDA, Recife-PE). Porém, nas colunas
cromatograficas e cristalizagbes foram utilizados solventes analiticamente puros
de grau P.A.

= A concentragdo das fragdes contendo grandes volumes de solvente foi efetuada
em evaporador rotativo sob pressao reduzida, tipo Blchler; enquanto que as
solug¢des contendo pequeno volume foram concentradas & temperatura ambiente
em capela de exaustéo;

= O critério de confirmag&o da pureza para as substancias isoladas aferiu-se o

ponto de fuséo;
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= Os extratos foram obtidos com n-hexano e depois com diclorometano e em
seguida submetidos a analise em um cromatrografo a gas Shimadzu, modelo
GC-17A, equipado com uma coluna DB-1, acoplado ao espectrometro de massas
Shimadzu, modelo GCMS-QP5050A (Shimadzu - Kyoto - Japéo) (Figura 2.1). Foi
utilizado hélio (He) como gas de arraste e os espectros de massas foram obtidos
por impacto eletrébnico com energia do feixe eletrénico de 70 eV. Foi também

analisado o etanol recuperado da extragdo bruta (Fluxograma 2.1).

Figura 2.1. Cromatografo gasoso acoplado ao espectrdmetro de massas

utilizado na identificagéo dos volateis.

2.2. TRATAMENTO DA PLANTA
2.2.1. Escolha da Planta

A espécie M. hirsuta D.C apresenta atividades biologicas, e faz parte das
plantas selecionadas no programa IMSEAR (Instituto do Milénio no Semi-arido) para
estudo quimico.
2.2.2. Coleta e Descricao da Planta
2.2.2.1. Fitoquimica classica

As folhas da planta em estudo foram fornecidas pelo projeto IMSEAR

(Instituto do Milénio do Semi-arido). A M. hirsuta trabalhada foi coletada e descrita

por Teonildes Nunes em 16/05/2002 no Brasil, Bahia, Santo Inécio, estrada Xique-
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Xique, para Gentio do Ouro, antes de Gameleira do Assurua, 11°19’ S e 42°40’ O.
Esté registrada no HUEFS (Herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana)
com numero de série de 59456. As plantas coletadas foram usadas no processo de

isolamento e purificagdo de substancias na fitoquimica cléssica.

2.2.2.2. Metaboldémica

As populagdes escolhidas foram: Campo Alegre de Lourdes (S 9° 28’ 9,8" W
43° 05’ 22.7”), Gentio de Ouro (S 11° 25’ 38.5” W 42° 31’ 13.7”) Morro do Chapéu (S
10° 55’ 35.1 W 42° 28" 24,0”), Boninal (S 12° 26’ 36.5” W41° 55’ 9.7") e Caetité (S
14° 06’ 57.9” W 42° 25’ 56,9”). Estas regides estao ilustradas e no Mapa da Figura
2.1. Na regido de canudos N&o foi encontrada espécie de Mansoa hirsuta por conta
do desmatamento, nesta regido do semi-arido da Bahia que faz vizinhanca com a

mata atlantica.

MAPA DA BAHIA

Fonte: Base Cartografica Digitsl
Superintendéncia de Estudos Escala 1:1.500 000
Econdmicos e Sociais da Bahia,
2000. Organizapéo Lisiane de

Proieca liconi
Melo Silva. roje¢ao policonica

Figura 2.2. Mapa com ilustracdo dos municipios os quais foram coletados os espécimes de

Mansoa Hirsuta D.C..

As folhas da M. hirsuta foram fornecidas pelo IMSEAR, coletadas e
autenticadas pelo botanico Cosme Correia em agosto de 2009 e um exemplar de
cada Populacdo da espécie coletada, se encontram depositados e registrados no

herbéario da Universidade Estadual de Feira de Santana sob nUmeros de série
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161172 (C. Alegre de Lourdes), 161174 (G. de Ouro), 161175 (M. do chapéu),
161176 (Boninal), 16177 (Caetité), estes espécimes também foram fotografadas,

para observar algumas caracteristicas fenotipicas.

G. do Quro

Boninal

Figura 2.3. Fotos dos espécimes de Mansoa Hirsuta nas regides coletadas.

2.2.3. Secagem e moagem das folhas

As folhas sadias da planta ja foram fornecidas secas para que nao houvesse
crescimento de microrganismos, sendo entdo separadas de residuos de outras

partes das plantas e pulverizadas em moinho tipo forrageiras.

2.2.4. Obtencéo do Extrato

2.2.4.1. Fitoquimica classica

A planta pulverizada com o peso total de 15,0 kg, foi extraida com 60 L de
etanol 90% v/v em extrator de aco inoxidavel a temperatura ambiente (27 — 30 °C)
por 96 h. A destilacdo do solvente sob pressdo reduzida em aparelho rotatério

forneceu 1800 g de extrato etandlico concentrado e homogéneo.
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2.2.4.2. Metaboldémica

As folhas dos 50 individuos da M. hirsuta, sendo 10 de cada populagéo,
foram secas em estufa a 40 graus e depois pulverizada em um liquidificador
industrial, sendo coletados aproximadamente 15,0 g de cada individuo e extraidas
separadamente com 150 mL de etanol 90 % em Erlenmayer de 250 mL, temperatura
ambiente (27 — 30 °C) por 96 h. A destilagdo do solvente sob presséo reduzida foi
realizada em aparelho rotatério, elaborando extratos etandlicos concentrado e
homogéneo. Depois todos os extratos foram liofilizados e 20 mg foram dissolvidas
em 500 pL de metanol deuterado e 500 pL de agua deuterada com tampao KH,PO,
pH 6.0, e para total dissolu¢cdo usou-se vortex e ultrason. As amostras foram entéo

centrifugadas, pipetados 700 pL e transferidos para tubos de RMN.

2.3. FRACIONAMENTO EM FASE REVERSA COM CARVAO ATIVO DO
EXTRATO ETANOLICO DA M. hirsuta

Pesou-se 250 g do extrato total e incorporou-se em carvao ativo até que todo
0 extrato tomasse forma de pd. Apds secagem completa (48 h) o material foi
colocado em um funil de Buchner forrado com papel de filtro e, uma camada de
silica (3 cm). Cobriu-se o material com outro papel de filtro. Com um funil de adigéo
eluiu-se o material com os solventes segundo um gradiente decrescente de
polaridade iniciando-se com EtOH:H,O (1:1), EtOH, AcOEt, Cloroférmio e Hexano.
Apos evaporacdo em aparelho rotatorio obteve-se 5 fragdes: hidroalcodlica 1:1 (130
g), alcodlica (35 g), acetato de etila (40 g), cloroférmio (41 g) e hexano (4 g). De
acordo com o Fluxograma 2.1.

Apos andlise de CCD em silica gel, a fracdo eluida com acetato (40 g) foi
utilizada para purificagdo segundo o Fluxograma 2.2 sendo obtidas oito fragdes.
Testes com base na cromatografia em camada de silica, a frac&o eluida com acetato
de etila (15 g) foi submetida a fracionamento cromatografico. Também no
Fluxograma 2.2, foi utilizada a frag&do oleosa eluida com hexano/acetato de etila (2 g)

submetida a coluna cromatogréfica e analisada em CG/EM.
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Fluxograma 2.1. Fracionamento em Fase Reversa em Carvao Ativo do Extrato

Etandlico da M. hirsuta.

Extrato Etandlico

Bruto (250 g) |

Partiggo em fase reversa em Carvgdo Ativo
com H-.CrEOH S0%

Fase H,0:EtOH 50% (130 g)

Residunl

Partigéo com EtOH

Fase Etandlica (35 o) I Residunl

Patticéo com AcOE

—
Fase Acetato (40 ) I Residuul

Particéo com CHCI,

Fase Clorafdrmica 41 g) I Residunl

Praticfo com Hexano

Fase Hexdnica (4 g I

Residunl
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Fluxograma 2.2. Particdo da fracdo em AcOEt da espécie M. hirsuta (folhas).

AcOEt (40 g) I

Filtragdo em funil corm silica (CLW)

BA1 HesxiAcOEt Hex/ACDE Hex/AcOEt AcOEt/heOH

MW¥% M2y MW% 31y 50 %) 14 g (B0 %) 4 g

HexiAcOEt HexfAcOEt AcOEt hleOH

10 % (213 g 20 % (05 o) (15 ) 5o
Coluna em silica MHEA I %

Hexd epe,

CHOI AcOEt (MelH

He:x

|OBA 1.1 |OBA 1.2 OBA15

e SE—
0BA1.2 I oBA 1.4 I

—iC GEM

* A fracdo de 15 g de acetato identificada como MHFA= foi submetida a um
fracionamento cromatografico em coluna de gel de silica, utilizando como fase mével
hexano (CgH14), acetato de etila (AcOEt) e misturas destes solventes. Coletou-se um
total de 100 fracdes com um volume médio de 5 mL cada. Essas fracbes, apos
andlise comparativa através de cromatografia em camada delgada (CCD) e
revelagdo com anisaldeido, sulfato cérico e/ou vapores de iodo, utilizando-se
diferentes sistemas de eluentes, foram reunidas em sete grupos (Tabela 2.1).

A fragdo {F-(43 - 60)} (2,05 g) (Tabela 2.1), foi submetida a uma coluna
cromatografica em silica gel. Nesta separacédo foi utilizado 6 g de silica e os
solventes foram CgHi4, CsH14/CHCI3 1:1 e CHCIs. Este procedimento experimental
resultou na obtencdo de composto sélido amorfo denominado MHFA1 (60 mg). A
fracdo {F-(74-100)} (1,04 g) (Tabela 2.1) foi submetida ao procedimento acima
descrito, que levou a purificagdo de um soélido amorfo denominado MHFA2 (70 mg).

A fragcdo eluida em cloroférmio (41 g) oriunda do extrato grama (Fluxograma
2.2) foi submetida a filtragcdo em silica gel sendo coletadas nove fracfes. Apos
analise em CCD, as fragcBes em hexano/cloroférmio a 30% e 50% foram reunidas em
uma Unica fracéo (10,4 g), e chamada de MHFC (Fluxograma 2.3).
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Tabela 2.1. Fracionamento Cromatografico da Fase MHFA das folhas de M.
hirsuta D.C.

Grupos Fracdes Reunidas Condicdes de eluicdo Massa Substancias

Isoladas(g)
| 1-10 C6H14 1,00 g -
Il 11-22 CeH14 /ACOEL 1% 515¢g -
1 23-35 CeH14 /ACOEL 2,5% 3.25¢g -
\Y 36 - 42 CsH14 /ACOEL 5% 1,10g -
Y, 43 - 60 CeH14 /ACOEL 10% 2,05¢g MHFA1
W 61-73 CsHi4 /ACOEL 1:1 1,049 -
VI 74 - 100 AcOEt 100% 1,409 MHFA2

Fluxograma 2.3. Particdo da fracdo em cloroférmio da espécie M. hirsuta

(folhas)
CHCL (41 g)
Filtrag&o ern funil
corm silica (CLW)

— e —
Hexano Hex/CHCI; Hex/CHCI; CHCl, MeOH
(10,34 1) 20 % (3.4 ) 80 % (4,0 g) (197 o) (3,08 g

—
Hex/CHCI, Hex/CHCI, CHC, CHCI; MelH
10% (5,02 g) 30% (B4 g (50 o) 80 % (1.7 g
Reunidas
MHFC
(104 g

* A fracdo MHFC= (Fluxograma 2.3) (10,4 g) foi submetida a um fracionamento
cromatogréafico em coluna de silica gel, utilizando como fase mdvel hexano (CgHi4),
cloroférmio (CHCI3), metanol (MeOH) e misturas destes solventes. Coletou-se um
total de 130 fracdes com um volume médio de 5 mL cada. Essas fracbes, apos
andlise comparativa através de CCD e revelacdo com anisaldeido, sulfato cérico
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e/ou vapores de iodo, utilizando-se diferentes sistemas de eluentes, foram reunidas

em doze grupos (Tabela 2.2).

Tabela 2.2. Fracionamento Cromatografico da Fase MHFC das folhas de M.
hirsuta D.C.

Substancias

Grupos Fracdes Reunidas Condicdes de eluicdo Massa Isoladas(g)

| 1-20 C6H14 1,00 g -

I 21-33 C6H14 /CHC|3 1% 0,50 g -

[l 34 -45 CgHy4 / CHCI3 2,5% 1,209 -

v 46 - 60 C6H14 / CHC|3 5% 0,80 g -

\Y 61 - 69 C6H14 / CHC|3 10% 1,00 g -

VI 70-75 CeHi4 / CHCI3 1:1 1,209 MHFC1
VI 76 -84 CHCI;/MeOH 5% 1,009 -
VI 85-94 CHCIy/MeOH 10% 0,509 -

IX 95 -100 CHCI;/MeOH 20% 0,709 -

X 101 - 112 CHCIy/MeOH 30% 1,30 g MHFC2
Xl 113 - 121 CHCI;/MeOH 50% 0,40 g -

Xl 122 - 130 MeOH 0,80 g -

A fracdo {F-(70 - 75)} (1,20 g) (Tabela 2.2), foi submetida a uma coluna
cromatografica em silica gel. Nesta separacdo foi utilizado 3 g de silica e os
solventes foram CgHi4, CsH14/CHCI3 1:1 e CHCIs. Este procedimento experimental
resultou na obtencdo de um composto: um solido cristalino MHFC1 (80 mg).

A fracdo {F-(101 - 112)} (1,30 g) (Tabela 2.2), foi submetida a uma coluna
cromatografica em silica gel. Nesta separacdo foi utilizado 3 g de silica e os
solventes foram CgHi4, CsH14/CHCI3 1:1 e CHCIs. Este procedimento experimental

resultou na obtencdo de um composto: um sdélido cristalino MHFC2 (60 mg).

2.4. HIDROLISE

Colocou-se 10 mg do material (OBA1) em 6 baldes de fundo redondo de 100
mL dissolvido em 10 mL de etanol. Adicionou-se a esta solugédo 20 mL da solugéo a
10% de KOH em etanol. O material foi submetido a refluxo por um periodo de 2
horas. Apos resfriar, o volume da solucdo foi reduzido & metade e adicionou-se 50
mL de agua destilada. A solucdo foi extraida em um funil com éter etilico (4 x 40
mL). A frac@o sollivel em éter foi lavada com agua e seca com Na,SO, anidro. A

solugéo alcalina foi acidificada com solucéo aquosa de HCl a 1% até pH ~ 1. Seguiu-
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se a extrac@o com éter etilico (4 x 40 mL). A frag@o orgénica foi lavada com solugéo
saturada de NaCl e seca com Na;SO, anidro. O material foi dividido em duas
fracdes. Uma para sililacao e outra para metilacdo seguindo-se analise por CG/EM.
As fracbes oleosas obtidas nos fracionamentos das partes de acetato e cloroférmio

foram hidrolisados para que podessem ser analisados em GC/EM (Fluxograma 2.4).

Fluxograma 2.4. Hidrélise do Oleo Extraido da Fragdo Acetato

OBA1

Hidrdlise alcaling
& Extraido corm &ter sulfdrico

Aquosa I Fragio Organica
Neutra e Basica

Tratado com HCl até pH 1,0
Extraido com éter sulfurico

\ | CGEM

Fragiao Organica Fragio Aquosa
Acida

Metilar com CH;3N, Sililar com BSTFA I

CGEM I CGEM I

2.5. METILACAO COM DIAZOMETANO

2.5.1. Preparagé&o do Diazometano (CHzNy)

O diazometano foi preparado pela mistura de duas solugdes. A solugéo A foi
preparada em um baldo de fundo redondo de 125 mL pela dissolucéo de 1,25 g de
KOH em 20 mL de agua destilada e, posterior adicdo de 6,25 mL de etanol. A
solugdo B foi preparada pela dissolucéo de 5,35 g de N-metil-N-nitroso-p-tolueno-
sulfonamida (Diazald) em 50 mL de éter anidro em uma ampola de decantacdo de
100 mL.

A solugdo A no baldo de fundo redondo foi colocada em banho de dleo sob
agitacdo. A este baldo foi conectada uma ampola de adigdo com a solugéo B e um

condensador reto contendo na saida um baldo coletor. Verteu-se, através de
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gotejamento a solugéo B sobre a solugdo A. O diazometano produzido foi recolhido

no baldo coletor.

2.5.2. Metilagédo com Diazometano

Cinco miligramas da fracdo acida foram solubilizadas com éter sulfurico seco
e adicionado na solugdo do diazometano recém preparada. A solucéo resultante foi
deixada em repouso por 12 horas e o éter removido por passagem de um fluxo de
Na.

2.6. SILILACAO COM BSTFA

Diluiu-se 1 mg da amostra em 100 pL de diclorometano mais 100 uL de BSTF
(N,O-bis(trimetilsilil)-trifluoracetamida) e aquecido em banho de areia a 70°C por 50
minutos, adiciona-se 100 pL de Hexano e concentrou-se em fluxo de nitrogénio até

100 pL e depois analisou-se em GC-MS.

2.7. CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS (CG/EM).

As fracbes oleosas e o0s solventes destilados das extragdes foram
analisadas por cromatografia gasosa-espectrometria de massas (CG/EM) em um
aparelho Shimadzu (Instituto de Quimica e Biotecnologia-IQB — UFAL).

As analises por CG/EM foram realizadas em aparelho Shimadzu CG/EM
QP5050 (no Depto. Quimica - UFAL). O CG operou com coluna capilar apolar HP-1
(30 m x 0,25 mm i.d. x 0,25 um de espessura do filme), tendo Hélio como gés de
arraste (1 mL/min). As amostras foram analisadas com energia de ionizagéo 70 eV,
corrente do filamento 220 pA, temperatura da fonte 190 °C e voltagem do
multiplicador 2000 V. O CG operou com temperatura programada: SREEB, EBVH e
EBVD - 35 °C (10 min), 2 °C/min, 120 °C, 8 °C/min, 310 °C (5 min); OBAL e suas
fagdes - 40 °C (5 min), 100 °C, 10 °C/min (2 min), 200 °C, 20 °C/min (5 min) e
ISOLADOS e HIDROLIZADOS e os Oleos extraidos da fracdo de acetato e
cloroférmio - 40 °C (1 min), 10 °C/min, 200 °C, 3 °C/min, 300 °C (20 min). Utilizou-se
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a mesma programacgao de temperaturas descrita acima. O analisador quadrupolo
operou na técnica SIM.

As amostras dos solidos isolados foram injetadas diretamente no CG-EM.

2.8. EXTRACAO PARA ANALISE DE VOLATEIS

Os extratos obtidos por hexano e diclorometano foram preparados no
Laboratério de Pesquisa em Recursos Naturais da UFAL utilizando-se de um
aparelho de Klavenger (Figura 2.2), usando em cada experimento duas folhas da M.

hirsuta para a extracao dos volateis por arraste a vapor.

Figura 2.4. Aparelho de klavenger utilizado na extracdo dos volateis de M. hirsuta.
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2.9. PROSPECCAO FITOQUIMICA

Os extratos da M. hirsuta utilizada neste trabalho foram submetidos a
prospeccdo fitoquimica, seguindo-se as metodologias descritas na literatura
(MATQOS, 1997; ESTEVAM, 2006; SILVA, 2006).

2.10. ENSAIOS BIOLOGICOS

2.10.1. Animais

Os camundongos utilizados para o desenvolvimento deste trabalho foram
provenientes do Biotério do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Fundacao
Oswaldo Cruz — Bahia. Preferencialmente foram utilizados camundongos machos e
fémeas, com idade aproximada de oito semanas, da linhagem BALB/c, sendo as
linhagens C57B1/6, CBA e Swiss Webster também utilizadas.

2.10.2. Avaliacao da citotoxicidade

Para a determinacéo da concentracdo atoxica para células de mamiferos, os
extratos e fragbes foram avaliados em diferentes concentragbes (0,1, 0,01 e 0,001
mg/mL e eventualmente a 0,05 e 0,005 mg/mL). Para este ensaio, foram utilizadas
células de bago (6:10°/poco) de camundongos isogénicos incubadas na presenca
das amostras e de timidina tritiada, durante 24 horas. Cada concentragdo das drogas
foi avaliada em triplicata em placa de 96 pogos, em estufa imida a 37 °C, com 5 %
de CO.. A cultura de células de bago foi feita em meio de cultura Dulbeco’s Modified
Eagle Meduim (DMEM) completo (suplementado com soro bovino fetal a 10 % e
gentamicina a 50 pg/mL). As drogas foram diluidas em meio de cultura no dia da
realizagdo do experimento. A timidina tritiada foi adicionada de forma a obter uma
concentracao final de 1 puCi por pogo.

Para este ensaio, dois controles foram feitos: um controle sem tratamento, no
qgual se incubou somente células e timidina tritiada, e um controle de células tratadas
com saponina (concentragéo final de 0,05 %), substancia com reconhecida atividade
citotoxica. Apos o periodo de incubacéo, as células foram coletadas em um filtro de
fibra de vidro, utilizando-se um coletor de células (Filtermate 196, Packard, Meriden,
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CT, EUA). Os filtros foram secos a temperatura ambiente durante 24 horas e,
posteriormente, lidos em contador de radiagdo beta (Beta Counter, Packard,
Meriden, CT, EUA). O percentual de citotoxicidade foi determinado comparando-se
os valores de radiagcdo incorporados pelas células incubadas na presenca dos
extratos com os valores do controle ndo tratado. A concentracdo dos extratos e
fracdes utilizada para os ensaios posteriores foi a mais elevada que apresentasse

uma toxicidade de até 30 %.

2.10.3. Avaliacao da atividade anti-Leishmania amazonensis

Para este ensaio foram utilizadas formas promastigotas de Leishmania
amazonensis obtidas de fase estacionéria de cultura axénica em meio LIT completo
enriquecido com soro bovino fetal a 10 % e gentamicina a uma concentracao final de
50 pg/mL. Os parasitos foram incubados na presenga dos extratos ou fragdes
vegetais em placa de 96 pocos. Foram plaqueados 5x10° parasitos/poco em volume
final de 200 ul, sendo cada substéncia avaliada em triplicata.

Dois controles foram preparados: um controle sem tratamento, consistindo da
cultura dos parasitos em meio de cultura LIT completo, e em controle de leishmanias
tratadas com parasitos em meio de cultura LIT completo, e um controle de
leishmanias tratadas com uma droga com atividade leishmanicida conhecida, a
anfotericina B a 25 pg/mL. Os parasitos foram incubados na presenga das drogas
durante 24 horas a 26 °C. Apoés esse periodo, adicionou-se o MTT (3-(4,5-Dimetil-
tiazol-2yl)-2,5-brometodifeniltetrazolio) e incubou-se novamente a 26 °C durante 2
horas, ap6s as quais foi feita a leitura das absorbancias em espectrofotdmetro (
pectra Max 190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA) no comprimento de onda
570 nm. A viabilidade dos parasitos foi avaliada com base no metabolismo do MTT,
sendo a mesma proporcional ao valor de absorbancia obtido. Os percentuais de
atividade anti-L.amazonensis foram definidos comparando-se os valores das
absorbancias dos pogos incubados com as drogas e os valores do controle néo

tratado.
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2.10.4. Avaliacéo da atividade anti-T. cruzi

Formas epimastigotas do T. cruzi (cepa Y) foram obtidas de cultura axénica
em meio de cultura LIT completo. Os parasitos foram plaqueados em placas de 96
pocos a 10’ parasitos/poco, em volume final de 200 pl. Foram realizados controles
sem tratamento, consistindo da cultura dos parasitos em meio de cultura LIT
completo, e com tratamento com uma droga com atividade anti-T. cruzi conhecida, a
anfotericina B a 25 pg/mL. Os parasitos foram incubados durante 24 horas a 26 °C
em presenca dos extratos ou fragbes testados. Apds esse periodo, adicionou-se o
MTT e incubou-se novamente a 37 °C durante 3 horas, uma vez que o metabolismo
desse sal pelos parasitos demonstrou-se mais intenso nesta temperatura. A leitura
foi feita a 570 nm em espectrofotometro (Spectra Max 190, Molecular Devices). Os
percentuais de atividade anti-T. cruzi foram determinados comparando-se os valores
das absorbancias dos pocos incubados com as drogas e os valores do controle néo

tratado.

2.10.5. Avaliacédo da inibicdo da producéo de 6xido nitrico

Com o objetivo de avaliar o efeito dos extratos e fragcdes de vegetais quanto a
inibicdo da producdo de Oxido nitrico, utilizaram-se macrofagos do exsudato
peritoneal de camundongos injetados, por via intraperitoneal, com tioglicolato a 3%
em salina. A lavagem peritoneal, com meio de cultura DMEM suplementado com 50
Mg/mL de gentamicina, foi feita apdés um periodo de 4-5 dias de injecdo do
tioglicolato. As células do exsudato peritoneal incubadas em placas de cultura de 96
pocos (2x10° células/poco) por um periodo de 2 horas, em estufa tmida a 37 °C e
5% de CO,. Apds este periodo, os pogos foram lavados com meio DMEM para
remocdo das células ndo-aderentes. As células aderentes foram estimuladas com
LPS (500 ng/mL) e IFN-y (5 ng/mL), na presenga ou n&o dos extratos ou fracdes, em
meio DMEM completo. Apdés 24 horas, 50 ul do sobrenadante de cada pogo foram
coletados e transferidos para placas de 96 pogos para a avaliagdo da quantidade de
nitrito através do método de Griess (DING et al., 1988).

A reacao de Griess foi feita adicionando-se aos 50 ul do sobrenadante/pogo
igual volume do reagente do Griess (solugcéo de sulfanilamida 1% e dihidrocloreto
naftiletiileno diamina — NEED — 0,1% em H3PO4 a 0,3 M). A leitura das placas foi feita
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imediatamente em espectrofotbmetro, no comprimento de onda de 570 nm. A
porcentagem de inibicAdo da produgdo de 6xido nitrico de cada extrato ou fracdo
avaliada foi determinada comparando-se os resultados obtidos com os resultados

dos sobrenadantes de culturas de células néo tratadas com drogas.
2.10.6. Avaliacéo da inibi¢céo de linfoproliferagao

Para avaliar a atividade inibidora da linfoproliferagéo dos extratos e fracoes de
vegetais, foram utilizadas células totais de baco de camundongos. As células (4x10°
/pogo) foram cultivadas em placas de 96 pogos, em meio DMEM completo, na
presenca ou ndo dos extratos ou fragbes e estimuladas com o mitdgeno
concanavalina A (Com A; 1 pg/mL; Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA), lectina
de origem vegetal (Canavalia ensiformis) capaz de provocar ativagdo policlonal de
linfocitos. Cada substancia foi testada em triplicata.

As células foram incubadas durante 48 horas em estufa imida a 37 °C e 5%
de CO,. ApGs este periodo, adicionou-se timidina tritiada (1 pCi/pogo) e incubou-se
novamente as células em estufa sob as mesmas condi¢des, por um periodo de 12-
48 horas. As células foram entdo coletadas para quantificacdo da radioatividade
beta, conforme descrito através da comparacdo da incorporacdo da tiamina em
culturas de células estimuladas com Con A somente ou em presenca dos extratos e

fragdes.
2.11. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

As andlises de RMN foram realizadas no Laboratério de Farmacognosia e
Metabolémica de Plantas, na Universidade de Leiden, em estagio doutoral realizado
na Holanda, sob orientagdo do Professor PhD Robert Verpoort. As anélises de 1D-
'H RMN, J-resolvido bem como os experimentos de correlagdo homonuclear *H-'H e
heteronuclear H-*C foram realizados a 25 °C em um espectrometro de RMN
modelo Bruker AVANCE Il 600MHz (600.13 MHz de frequéncia do préton) equipado
com uma crioprobe TCI e um sistema de gradiente Z. CDsOD foi usado como padréo
interno. Para adquirir os espectros de 1D-'H RMN, um total de 32768 pontos de
dados foram registrados cobrindo a janela espectral de 9615 Hz. 128 varreduras
foram aplicadas com uma sequéncia de um pulso padrdo com 30° de angulo de
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nutagcdo para excitagdo e pressaturacdo durante 2 sec de relaxagdo com campo
efetivo de yB1 = 50Hz para supresséo dos sinais de H,O residual (PRICE, 1999).
Uma funcéo de janela exponencial com um fator de alargamento de linha de 0.3Hz
foi aplicada primeiramente por transformada de Fourier. Os espectros resultantes
foram manualmente calibrados para a fase e a linha de base usando o padréo
interno TMSP em 0.0 ppm.

Para a aquisicéo dos espectros 2D-J-resolvido (AUE et al., 1976), uma matrix
de dados de 62 x 16384 cobrindo 50 x 7739.4 Hz foi usada e os espectros foram
adquiridos apds 16 varreduras para cada incremento em F1. A pressaturagdo foi
aplicada durante a relaxacdo de 1.5 segundo com um campo efetivo de yB; = 50Hz.
Os dados também foram calibrados no intervalo 512 x 32768 antes da analise por
transformada de Fourier com fung¢des de janela com em forma de sino para ambas
as dimensofes. Os dados no dominio da frequéncia resultante foram alinhados para
45° e entdo simetrizados ao longo da dimenséo F2 (F1 = OHz) e também calibrados
para o padrdo interno TSMP. Proje¢Bes 1D na dimensdo F1 foram extraidas dos
espectros 2D-J-resolvidos usando a rotina de projecao interna do programa Topspin
(verséo 2.1, Bruker Biospin).

Os espectros bidimensionais de correlagdo homonuclear de hidrogénio *H-'H
(COSY, DEROME et al., 1990) foram adquiridos com pressaturacdo (yB; = 50Hz)
durante uma relaxagcdo de 1.5 segundo. Uma matrix de dados de 1024 x 2048
pontos cobrindo 7739.4 x 7739.4 Hz foi registrada com 8 varreduras para cada
increment. Os dados foram preechidos com zero em 2048 x 2048 pontos antes da
transformada de Fourier 2D do tipo “States-TPPI” e uma funcgéo de janela na forma
de seno foi aplicada em ambas as dimensdes. O

Os espectros bidimensionais de correlagdo heteronuclear (HSQC, KAY et al.,
1992) foram registrados para uma matrix de 256 x 2048 pontos cobrindo 30182.7 x
7812.5 Hz com 64 varreduras para cada incremento. A transferéncia INEPT foi
otimizada para o acoplamento heteronuclear de 145 Hz e uma relaxagéo de 1.5
segundos. Os dados foram linearmente previsto para 512 x 2048 usando 32
coeficientes e entdo preenchidos com zero em 2048 x 2048 pontos antes da
transformada de Fourier 2D do tipo eco-anti eco e uma fungéo de janela na forma de
seno deslocada por por 11/2 em ambas as dimensdes foi aplicada. Proje¢bes 1D ao
longo do eixo F1 forma extraidas usando a ferramenta de projecdo positiva do
programa Topspin (verséao 2.1, Bruker Biospin).
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Os espectros bidimensionais de correlagdo heteronuclear para ligagbes
multiplas (HMBC, BAX et al., 1986) foram adquiridos usando uma matrix de 300 x
2048 pontos cobrindo 33201.9 x 6265.6 Hz apo6s 256 varreduras para cada
incremento. Um tempo de relaxagcdo de 1.5 segundos e uma transferéncia de
coeréncia otimizada para acoplamentos a distancia de 8 Hz foi aplicada. Os dados
foram linearmente previstos para 600 x 2048 pontos usando 32 coeficientes antes da
transformada de Fourier 2D do tipo eco-anti eco e uma fungéo de janela com forma
de sino deslocada por 1/2 na dimensdo F1 e 11/6 na dimenséo F2 foi aplicada. O

espectro final foi obtido por calculo de magnitude na dimenséo F2.

2.11.1. Anélise dos dados

Os espectros 'H RMN e J-resolvido foram automaticamente reduzidos a
arquivos ASCII usando o programa AMIX (v. 3.7, Bruker Biospin). As intensidades
espectrais foram escalonadas para o TMSP e reduzidas para as regides integradas
de igual largura (0.04 ppm para 'H e J-resolvido projetado, 0.5 ppm para o0 HSQC
projetada) correspondendo as regides de & 0.3-10.00. As regifes de 64.7-5.0 e &
3.28-3.34 foram excluidas das andlises por causa do sinal de agua e CH3;OH-d,
residual, respectivamente. As analises de PCA, HCA e PLS-DA foram realizadas
usando o programa SIMCA-P (v. 12.0, Umetrics, Umed, Sweden). Ambos o0s
métodos de escalonamento, Pareto e Unidade de Variancia (UV), foram aplicados ao
PCA e PLS-DA.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. TRATAMENTO DA PLANTA

3.1.1. Coleta e extrato da Planta

Inicialmente foi feito um estudo da distribuicdo da M. hirsuta em todo o semi-
arido com base nos dados fornecidos pela Universidade Estadual de Feira de
Santana, depois foram escolhidas 5 populacdes desta espécie com base nas
variagdes ambientais existente nesta regido, como altitude, relevo, stress hidrico,
solo dentre outros que podem vir a influenciar a variagdo de metabdlitos em uma
mesma espécie. Esta espécie foi escolhida a priori pelo programa IMSEAR (Instituto
do Milénio do Semi-arido criado em 2002 pelo ministério da ciéncia e tecnologia-
Brasil) para estar inclusa dentre as plantas de ocorréncia no semi-arido, com o
objetivo de fazer a bioprospeccdo quimica e farmacoldgica. Considerando que esta
espécie além de fazer parte de uma familia muito promissora em relagdo aos
compostos de interesse pela industria farmacéutica foi visto em uma primeira
triagem que esta tem um potencial imunomodulador interessante. Esta espécie ainda
€ desconhecida quimicamente e por isso foi também escolhida para fazermos o
estudo metabolomico.

De acordo com informacdes etnobotanicas e quimiossistematico, a planta foi
selecionada para estudo pelo programa IMSEAR. Desta planta foi obtida uma
grande quantidade de extrato etandlico, tornando possivel testar metodologias
diferentes para separagdo dos constituintes quimicos e algumas atividades

biologicas. Assim foi possivel escolher o método mais satisfatério.

3.1.2. Particdo em fase reversa em carvao ativo do extrato etandlico das folhas
da M. hirsuta

Este particionamento forneceu bons resultados, mostrando caracteristicas de
um extrato pouco complexo, apresentando poucas manchas e com boa separa¢éo
das substancias nas placas de CCD. Estas frac6es foram submetidas a separacao

por cromatografia em coluna de silica. Para guiar o trabalho de isolamento,
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realizamos os testes de prospecc¢ao fitoquimica paralelamente com os resultados

dos bioensaios com estas fragoes.

3.2. PROSPECCAO FITOQUIMICA DE EXTRATO ETANOLICO DA M. hirsuta
D.C.

O resultado da prospeccéo fitoquimica é mostrado na Tabela 3.1. O teste
para a deteccao de saponinas baseia-se na formagéao de espuma em forma de anel.
Pode ocorrer a formacédo de espuma por causa da agitacdo e oxigenagdo da agua,
mas este tipo de espuma néo é persistente. Ou pode ainda ndo ter concentracao
suficiente para formacdo de emulsdo. No nosso caso a espuma formada foi
persistente e abundante, indicando a presenca de saponinas e heterosideos em
geral no extrato bruto, e nas fragBes hidroetandlica e etandlica proveniente da
particdo. Assim, o teste caracterizou estas fragdes como as mais importantes caso
haja um interesse em isolar estes tipos de compostos da M. hirsuta D.C..

Os esterodides e triperpendides foram identificados pela cor esverdeada no
extrato bruto e nas fracdes de acetato de etila, cloroférmica e hexanica, indicando a
presenca de esterdides. Caso o interesse seja esse tipo de metabdlitos sugere-se
gue comece das fragdes apolares citadas.

Os resultados também foram positivos para a presenga de fendis e taninos
condensados no extrato bruto, nas fragfes hidroalcodlica, alcodlica e acetato de
etila, devido a formacao de precipitado verde caracteristico desse tipo de metabdlito.
Embora ndo tenha sido possivel identifica-los, ndo se descarta a possibilidade da
ocorréncia de taninos hidrolisareis, uma vez que a cor indicativa da presenca dos
mesmos nos extratos e fragdes pode ter sido mascarada pelas reagdes acima.

A presenca de flavonoides e suas subclasses podem ser indicadas pela
mudanca de cor da solucdo que os contém uma vez que as mesmas dependem do
pH do meio. Assim, uma alteracdo no equilibrio 4cido-base e as mudancas de cor
associadas com a mesma levam a identificagdo de antocianinas, antocianidinas,
flavonois, flavanonas, flavanondis e xantonas. Durante a realizacdo dos testes das
classes acima foi detectada alteragdo de cor no extrato bruto e nas fracdes

hidroalcodlica e alcodlica, com coloragdo amarelada e avermelhada confirmando a
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presenca de antocianinas e antocianidinas, além de flavondides das classes

flavonois, flavononas, flavonondis e/ou xantonas, livres ou seus heterosideos.

Tabela 3.1. Resultados da prospeccgéao feita com Extratos das folhas da Mansoa

hirsuta.

Extratos

Constituintes
Quimicos

Extrato
Etandlico
Bruto

Fracao
hidro-
alcodlica

Fracédo
Alcoodlica

Fracéo
Acetato
de Etila

Fracao
Cloro-
férmica

Fracéao
Hexanica

Fendis e taninos

Esterdides e
triterpénos

Saponinas

Alcaldides

Flavonéis, flavanonois,
flavanonas e xantonas

Antocianinas,
antocianidinas e
flavonoides

+

Legenda: Positivo = +; Negativo = —.

Obs.: Os resultados tratados como negativo referem-se aos testes que ndo demonstraram nenhum

indicio de reacdo aos métodos propostos.

O reagente de Dragendorff € usado em geral como revelador da presenca de

alcal6ides em extratos vegetais. Nas triagens feitas na familia das Bignoniaceas n&o

foram encontrados alcal6ides. No presente estudo, os extratos de folha de M. hirsuta

ndo reagiram com o reativo de Dragendorff, indicando a auséncia de alcaldides nas

folhas desta espécie.
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3.3. ATIVIDADES BIOLOGICAS

Os extratos de M. hirsuta foram submetidos a varios testes para estabelecer
seu potencial biolégico. Os ensaios para atividades larvicidas, moluscicida e

anticolinesterasica ndo apresentaram resultados significantes.

3.3.1. Atividade citotoxica das fragcGes das folhas de M. hirsuta

A avaliagédo da citotoxicidade foi testada para a escolha das concentragdes
dos extratos a serem utilizados nos ensaios posteriores como imunomodulagéo e
antiparasitarios. As concentracdes escolhidas foram aquelas que produziram um
nivel citotoxico menor que 30%. Foi determinada a concentracdo de 0,01 mg/mL
para as fracdes H,O/EtOH 1:1, que ndo apresentou niveis citotdéxicos, CHCIl3
apresentando 29,79%, CsHi4 com nivel citotoxico de 3,19% e AcOEt com 18,62%.
Este experimento faz-se necessario para racionalizar a pesquisa de fitofarmacos,
direcionada na busca de compostos naturais mais ativos e menos téxicos ou com

um risco/beneficio menor que as drogas disponiveis no mercado farmacéutico atual.

3.3.2. Atividade contra formas promastigotas de Leshmania amazonensis pelas

fracOes das folhas de M. hirsuta

Promastigotas de L. amazonensis foram incubados na presenga ou auséncia
dos extratos durante 24h. A viabilidade foi mensurada com base no metabolismo da
MTT pelas enzimas mitocondriais do parasito, uma vez que esta metodologia
oferece rapidez aos ensaios. As formas testadas dos parasitos utilizados nos
ensaios foram devido a facilidade de crescimento e obtengdo dos mesmos. Alguns
extratos apresentavam coloragdo, fato que pode interferir na absorvancia das
amostras. A correcdo foi efetuada analisando-se as placas ao microscopio com
confirmacdo através de contagem, na tentativa de observar a viabilidade dos
parasitos e comparar posteriormente com os resultados do método de metabolismo
da MTT. Nenhum extrato mostrou efeito significativo sobre as formas promastigotas
do parasito, uma vez que os percentuais foram menores que 60%, o que é

preconizado pela Fundag¢do Oswaldo Cruz (Bahia) como porcentual ideal minimo de
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atividade para que um extrato ou substancia seja considerado um bom candidato a

um novo farmaco.

3.3.3. Atividade contra formas epimastigotas do T. cruzi pelas fracbes das

folhas de M. hirsuta

Formas epimastigotas de T. cruzi foram incubadas na presenga ou auséncia
dos extratos durante 24h, sendo também tratadas de acordo com o método do MTT
previamente descrito. As formas testadas dos parasitos utilizados nos ensaios foram
escolhidas pelos mesmos motivos daquelas de L. amazonensis e a cor dos extratos
também foi corrigida para reduzir as interferéncias na absorvancia. A fragéo
H,O/EtOH né&o foi ativa contra o parasito, enquanto as fragbes EtOH, AcOEt e CHCl;
apresentaram percentagens de inibicdo do crescimento do mesmo de 19,89, 16,20 e
12,32%, respectivamente. A partir desses resultados obtidos podemos descartar a
possibilidade de haver compostos bioativos nas fragdes testadas, considerando que
as percentagens de inibicdo do crescimento do parasito foram menores que os 60%

preconizados como minimo aceitavel.

3.3.4. Inibicdo da producéo de Oxido nitrico pelas fragdes das folhas de M.

hirsuta

Macrofagos do exudato peritoneal de camundongos foram estimulados com
IFN-y e LPS na presenga ou auséncia dos extratos, durante 24h. A produgdo de
oxido nitrico foi estimada através da dosagem de nitrito pelo método de Griss. Os
resultados foram obtidos por dosagem de valores do controle estimulado e cultivado
na auséncia dos extratos e fragoes.

Uma inibic&o significativa da produg&o de oOxido nitrico foi causada pela fragdo
acetato de etila (57,92%, 0,01 mg/mL), enquanto as fragdes H,O/EtOH, EtOH e
CHCI; inibiram a producdo de NO entre 5-14%. A fragéo acetato de etila foi entéo
trabalhada no intuito de isolar o composto responsavel por tal atividade. Compostos
inibidores de NO geralmente tem potencial imunomodulador, e no caso deste
trabalho observa-se que a mesma fracéo de acetato de etila com atividade inibidora

deste radical livre, possui também efeito inibidor de linfocitos (COSTA, 2004).
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3.3.5. Inibi¢c&o da linfoproliferagéo das fragOes das particdes das folhas de M.

hirsuta.

Células de baco de camundongo foram estimuladas pelo mitégeno
concanovalina A na presenca ou auséncia das fracdes durante 48h. A inibicdo da
linfoproliferacdo foi determinada com base nos valores de incorporagédo de timidina
tritiada por células estimuladas e na auséncia das fragbes. No caso especifico da
linfoproliferagcdo, deve-se considerar que existe uma remota possibilidade de uma
acdo inespecifica das substancias presentes nas fragdes, que podem agir de forma
a impedir que a concanovalina A ligue-se as moléculas que levam a estimulacdo dos
linfocitos, e ndo por um mecanismo direto de inibigdo da ativacéo linfocitaria.

Para confirmar o efeito supressor, as fragdes foram submetidas a ensaios de
linfoproliferacdo por estimulacdo com antigeno e de rea¢des mistas linfocitérias nas
quais poderd ser observada a existéncia ou ndo da atividade em questdo. Os
resultados obtidos foram 65, 39,71, 8,74, 48,05 e 99,92% para o0 extrato bruto e as
fracdes H,O/EtOH, EtOH, CHCI; e AcOEt, respectivamente, sendo este Ultimo o
resultado mais significativo e promissor. No presente estudo, a fracdo AcOEt foi mais
ativa que o extrato bruto, o que pode ser explicado pelos efeitos antagonicos das
diferentes substancias presentes no mesmo, que uma vez separadas, mostraram
maior potencial imunomodulador. Substancias imunossupressoras podem ser
utilizadas em transplantes e doengas auto-imunes, que sao patologias que nos dias
de hoje ndo existem nenhum tipo de cura, apenas paliativos. Por isso esta foi uma
das fragBes que foram trabalhadas, a fim de isolar o composto responsavel por esta

atividade.

3.3.6. Atividades bioldgicas da fragdo acetato

Uma vez que a fragdo acetato exibiu o maior percentual de inibicdo de
linfoproliproferacdo, a mesma foi reparticionada em coluna de silica gel de onde foi
obtida uma subfracdo apolar oleosa, que de acordo com Rocha et al. (2004)
apresenta atividade antifangica contra Aspergillus niger e Fusarium oxysporium.
Sendo assim, esta subfracdo foi submetida aos testes bioldgicos mencionados

anteriormente e ndo mostrou efeito significativo sobre as formas in vitro dos
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parasitas L. amazonensis (3,38%) e T. cruzi e sobre a inibicdo da produgdo do
radical NO (14,18%). A mesma também n&o apresentou atividade de inibicdo da
linfoproliferagcdo causada pela concanovalina A, indicando que ela n&o contribui para
este efeito previamente observado na fragdo acetato.

Duas substancias, codificadas como MHFAl1 e MHFA2, também foram
isoladas da fracdo acetato e foram identificadas posteriormente como sendo 0s
triterpenos pentaciclicos &cido oleandlico e acido ursdlico. Estes triterpenos
apresentaram potencial imodussupressor uma vez que eles reduziram tanto a
linfoproliferacdo como a produgédo de NO, como pode ser visto na Tabela 3.2. N&o
foi possivel calcular os valores de LC50 para ambos os &cidos isolados a partir dos
resultados obtidos, o que indica que os valores de LC50 sdo superiores a 100
ug/mL, a maior concentracdo testada, o que esta de acordo com o trabalho de Costa
et al. (2008).

Tabela 3.2. Atividades bioldgicas dos triterpenos pentaciclicos isolados da

fracdo acetato de folhas de M. hirsuta.

Substéancia Citotoxicidade IC50 Inibicado da Inibicdo do NO
(%) Linfoproliferacdo | linfoproliferacéo (%) (%)
(ng/mL)
Acido oleandlico 70,8 8,51 99,35 41,5
Acido ursélico 69,9 2,80 99,17 44,1

3.3.7. Atividades biolégicas de MHFC1

A fragdo CHCI; também apresentou atividade imunomoduladora, embora
inferior & fragdo AcOEt, e por isso também foi reparticionada em coluna de silica gel
0 que levou ao isolamento de uma substancia codificada MHFC1, que foi revelada
como sendo uma mistura dos esterdides estigmasterol e B-sitosterol apos analise
por RMN. Esta mistura somente apresentou atividade inibitéria da produgdo de NO
(28,02%), a qual foi superior ao observado para fragéo antes do reparticionamento, o
que pode novamente ser explicado pelos efeitos antag6nicos das diferentes

moléculas presentes na fragéo.
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3.4. CROMATOGRAMAS E ESPECTROS DE MASSAS DOS COMPOSTOS
VOLATEIS

3.4.1. Andlise dos volateis

A analise por GC-MS dos voléateis obtidos das folhas de M. hirsuta por
Clavenger usando hexano como solvente de extragdo mostrou a presenca de uma
série homologa de n-alcanos e suas olefinas correspondentes. A comparacdo dos
dados espectrais com aqueles da biblioteca Wiley do aparelho indicou que estes
alcanos tinham alto peso molecular e pertenciam as familias n-C21, n-C22, n-C23, n-
C25, n-C27 e n-C29 com tempos de retencao de 68,0, 69,2, 70,1, 72,2, 74,3 e 76,0
minutos e abundancias de 4,6, 1,6, 29,3, 6,2, 5,3 e 4,9%, respectivamente, com as
olefinas homologas, predominantemente impares, na mesma faixa. As olefinas foram
identificadas pela presenca de picos com diferenga de 2 m/z quando comparados
com o n-alcano correspondente, o que é caracteristico da presenca de uma ligacéo
dupla na molécula (SILVERSTEIN & WEBSTER, 1997).

A analise dos volateis obtidos com diclorometano revelou a presenca de trés
compostos principais com tempos de retencdo de 36,7, 51,6 e 64,3 minutos e
abundéancias de 36,2, 29,6 e 5,3%, respectivamente, que ndo estavam na mesma
série homologa. Novamente, a comparacdo com a biblioteca Wiley permitiu a
identificacdo destes picos como sendo o 2-metil-3-heptanol, isobutirato isobutila e 3-
hexadecanol. Séries de alcodis secundarios e terciarios, tais como 4-metil-2-
pentanol e 4-metil-3-hexanol, foram previamente identificadas nas folhas de M.
hirsuta por CG-MS em diclorometano e outros solventes apolares (ROCHA et al.,
2004).

3.4.2. Anédlise da subfragcéo oleosa obtida da fragc&o acetato de etila

O reparticionamento da fracdo acetato de etila por cromatografia em coluna
de silica gel levou a obtengcdo de duas subfragdes, sendo uma delas em
hexane:acetate de etila 10% e a outra uma subfragdo oleosa codificada como OBAL.

A analise de OBA1 por CG-MS revelou a presenca de quatro compostos

principais, como mostrado na Figura 3.1. Trés destes compostos foram identificados
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como ésteres de &cidos graxos, que foram caracterizados pela perda de um
fragmento m/z 88 [CH3COOCH,CH;]"* resultante da clivagem da carbonila a-3. O
fragmentograma 3.1B sugere que o pico 1 do cromatograma 3.1A é o éster etilico do
acido hexadecanoico (4cido palmitico, CH3(CH;)14COOH) com tempo de retengéo de
18.8 minutos e abundancia de 35,1% e M** 284. O pico 2 (Figura 3.1A e 3.1C) foi
caracterizado como o éster etilico do &acido octadecandico (&cido estearico,
CH3(CH3)16COOH) com um tempo de retencéo de 20,8 minutos e abundancia de
30% e M™ 312. Os picos 3 e 4 mostraram tempos de retencdo de 20,3 e 20,5
minutos, respectivamente, e foram caracterizados como os ésteres etilicos dos
acidos 9,12-octadecadiendico (acido linoléico, Figura 3.1A e 3.1D) e 9,12,15-
octadecatriendico (acido linolénico, Figure 3.1A e 3.1E) com M+* de 308 e 306,
respectivamente. Ambos os &cidos apresentaram abundancias de 28.5%.

A cromatografia em coluna de silica gel de OBA; produziu cinco subfra¢des
codificadas OBA1.1, OBA1.2, OBA1.3, OBA1.4 and OBAL.5. A subfragdo OBAL1.1,
resultante da extragdo com hexano, continha todos os compostos do oleo bruto,
enquanto as outras subfragdes ndo produziram picos na analise por CG-MS.

A hidrélise com hidréxido de potéssio de OBA1 resultou na mistura dos acidos
graxos mencionados acima na forma livre. A presenca de acido graxos foi também
confirmada quando a solugéo resultante da metilagao foi analisada, uma vez que os
acidos graxos foram convertidos em ésteres metilicos correspondentes, que foram
caracterizados pela perda do fragmento m/z 74 [CH3COOCH;]™. Assim, o éster
metilico do &cido 9-octadecenoico (acido oléico), que n&o foi previamente detectado
no oleo bruto ou na subfragdo OBAL.1, foi agora observado.

Quando a fracdo acida foi sillada com BSTFA, esters trimetilsililanos dos
acidos palmitico, estearico, linolénico, linoléico e palmitoléico foram identificados.
Este ultimo acido também néo foi previamente detectado em qualquer das fracdes
analisadas. Todos os derivados sililados foram caracterizados pela presenca do

fragmento m/z 73 referente ao grupo trimetilsilil.
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Figura 3.1. Cromatogramas da subfracdo oleosa obtida da fragcdo acetato de etila (A) e

fragmentogramas dos ésteres etilicos dos acidos palmitico (B), estearico (C), linoléico (D) e a-

linolénico (E).

3.4.3. Anédlise do etanol recuperado do extrato bruto

Dois sulfetos com diferentes tempos de retencédo foram detectados quando o

etanol recuperado da preparacdo do extrato etanodlico bruto foi analisado por CG-

MS, como mostrado na Figura 3.2. Estes compostos foram identificados como

dissulfeto de dialila (pico 1, tempo de reten¢éo de 6,8 minutes, abundéncia de 27%,

M*™ 146, CgH10S2) e o trissulfeto de dialila (pico 2, tempo de retencdo de 11.2

minutos, abundancia de 51,1%, M™ 178, C¢H10S3). A Figura 3.3 propbe um

mecanismo de fragmentagao para estes dois sulfetos.
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dialila (B) e trissulfeto dialila (C).

54



Capitulo 3

A
(b) A‘t /A>4‘+
P S/R/ — /\/S\S e
@
—SHF
SN +

) A‘t /\/SN ¥
/\/SA‘ ) \/ m/'z 113

m/z 41

(0)
A X

(a)
c
I b
+

/\/SA‘ * ﬂ: /\/8\8;‘ *
\/ m/z 137

m/z 73
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O alho e a cebola sdo popularmente usados no Brasil como condimentos,
mas varios estudos foram realizados com vistas a estabelecer o potencial
terapéutico dessas plantas (TSAO et al., 2003). Estes estudos atribuiram as muitas
atividades bioldgicas destas plantas & presenca de compostos sulfurados na sua
composicao quimica, principalmente entre os volateis (TSAO et al., 2003; CUTLER &
WILSON, 2004). A molécula basica do aroma destas plantas € a alicina (13), um
dissulfeto oxigenado. De acordo com CUTLER & WILSON (2004), a alicina é o
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principal agente antimicrobiano do alho e é o precursor da alina (14), cuja reagéo é
catalisada pela enzima alinase quando os dentes de alho sdo esmagados. Os
autores testaram duas formulas em creme contendo alicina, que se mostraram mais
efetivas no tratamento de infec¢des causadas por uma cepa de Staphyloccoccus
aureus resistente a metilciclina do que a mupirocina, que € a droga de escolha para

o tratamento destas infecgdes.

I CI)_ i
+ E
//\\/st/’\\/’ /f//\/’?\_)rNHQ
COOH
13 14

Os sulfetos de dialila isolados do extrato etandlico bruto de M. hirsuta sé&o
derivados desoxigenados da alicina, que apresentaram atividade antitumoral
(MANIVASAGAM et al.,, 2005) e mostraram atividade contra a levedura Candida
albicans (TSAO e YIN, 2001), além de serem usados no controle de Sclerotium
cepivorum, um parasita da cultura de alho (TYSON et al., 2000). Assim, estes dois
compostos, que ddo o cheiro caracteristico do alho e sdo responsaveis pelos efeitos
bioldgicos atribuidos ao 6leo extraido do alho, justificam o nome popular da M.
hirsuta conhecida como cip6 d'alho ou alho bravo por ter aroma semelhante
(BLOCK, 1996).

3.5. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

3.5.1. MHFA1

A substancia codificada de MHFA1 apresentou-se como um solido branco
amorfo, de ponto de fuséo 291-292 °C (CHCls/MeOH).
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¢ Infra Vermelho (1V)

A carbonila carboxilica e o grupo hidroxila da substancia codificada como
MHFA1, foram confirmados por espectro do composto na regido do infravermelho
(IV) (Figuras 3.4), o qual revelou bandas de absorcéo de estiramento e deformagé&o
sugerido grupo hidroxilico (3442,69 cm™) e carbonila (1692,82 cm™) (MAHATO &
KUNDU, 1994; BARBOSA, 2007).

ZB'Z631

! T
3000 2000 1 El‘ﬂl]

Figura 3.4. Espectro da Substancia MHFA1 na Regido do Infravermelho.

e RMN 1D

A analise do espectro de RMN 'H da substancia codificada como MHFAL, de
cor branca (Figura 3.5), mostrou 7 sinais na regido mais blindada entre & 1,26 e
1,63; todos simpletos (s) (6 1,46; & 1,26; & 1,40; & 1,27; & 1,63; & 1,39; & 1,42)
referentes aos protons de grupos metilas ligados a carbonos ndo hidrogenados
(Figura 3.5); um sinal em & 3,67 na forma de um duplo dupleto (dd) com constante
de acoplamento (J) (J=7,20 Hz e J=13,20 Hz) relativo ao hidrogénio carbindlico que
esta orientado em estereoquimica e acoplado com os hidrogénios 6 1,42 e & 2,07;
um sinal em & 5,76 ftripleto (t) com J=3,60 Hz, relativo ao hidrogénio olefinico

acoplado com os hidrogénios & 1,42 e & 2,36 (Figura 36) (ARAUJO & CHAVES,
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2005). Neste espectro foram identificados, com o auxilio do HSQC e do COSY, 21
sinais na forma de multipletos (m), sendo 20 deles relativos aos prétons de grupos
metilenos H (5 1,46; 2,11), H (5 1,42; 2,07), H (d 1,87; 2,02), H (d 1,80; 1,95), H (d
1,42; 2,36), H (5 2,09; 2,45), H (5 1,57; 2,20), H (5 1,63; 2,12), H (5 1,69; 1,83), H (3
2,04; 2,22) e um sinal relativo ao proton de grupo metinico H (& 2,05). Foram
identificados ainda um sinal relativo ao hidrogénio H (6 1,23; J=10,60 Hz) na forma
de um dupleto (d), e um sinal relativo ao hidrogénio H (6 3,33; J=4,16 Hz e J=3,64
Hz) na forma de um duplo dupleto (dd), sendo estes sinais referentes a protons de
grupos metinicos. Todos os deslocamentos quimicos dos sinais do espectro de 'H

encontram-se na Tabela 3.3.
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Figura 3.5. Espectro de RMN H' de MHFA1 com Expans&o, Solvente CDCly/CD;0D 3:1
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Figura 3.6. Expanséo do Espectro de RMN H'de MHFA1, Solvente CDCI3/CD3;0OD 3:1

A anélise dos espectros de **C (Figuras 3.7 e 3.8), DEPT 90 (Figuras 3.9) e
DEPT 135° (Figuras 3.10 e 3.11) da substancia MHFAL conferiram uma indicagdo
de esqueleto oleananico mostrando a presenca de 30 atomos de carbonos: sendo 7
grupos metila (CHs) e 10 grupos metilenos (CH,), segundo o DEPT de 135° 5
grupos metinicos (CH), conforme o DEPT de 90° e 8 carbonos nado hidrogenados
(C), sendo um deles um grupo carbonila, segundo o espectro C* por diferenca com
0s DEPTs de 90° e 135° (SILVA, 2006; SOLOMONS & FRYHLE, 2005).
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O espectro de RMN **C (Figura 3.7) mostra também a presenca do carbono
carbindlico com deslocamento quimico em & 78,72 e ainda os deslocamentos
quimicos dos carbonos da ligagdo dupla C (& 122,22) e C (& 143,86), carbonos
vinilicos, ligagéo esta caracteristica dos esqueletos ursanico e oleananico (JUNGES
et al.,, 1999; MAHATO & KUNDU, 1994).

A MHFA1 apresenta o carbono da carbonila carboxilica com deslocamento
quimico em & 180,96. A analise completa dos deslocamentos quimicos do RMN *3C

encontra-se na Tabela 3.3.

e Determinacdo estrutural da substancia codificada como MHFAL, usando

espectros de RMN bidimensionais.

Para fazer um mapeamento estrutural mais preciso do que utilizando somente
as técnicas unidimensionais e dados de possiveis compostos similares da literatura,
foram utilizados as técnicas bidimensionais de RMN (HSQC, HMBC, COSY e
NOESY), que permitem correlacionar hidrogénios e/ou carbonos que possuam
alguma relacédo escalar ("Jun; "Jcn) ou espacial (H,H- ou H,C —-NOE) entre si
(KAISER, 2000).
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A andlise dos espectros de RMN de 'H e *C demonstraram a natureza dos
prétons e dos C-13. Os espectros de **C e DEPTs de 90° e 135° possibilitaram a
proposta de numeracdo dos sinais dos carbonos (Tabela 3.3). Ja& a proposta de
numeracdo dos sinais dos prétons foi feita via HSQC (Figura 3.12 e 3.13), que

mostrou a correlagdo direta destes com 0s seus respectivos carbonos (Tabela 3.3, p.

84).
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Figura 3.12. Espectro de RMN 2D HSQC de MHFAL, Solvente CDCI5/CD3;0D 3:1 .
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Figura 3.13. Expansao do Espectro de RMN 2D HSQC de MHFAL, Solvente CDCI3/CD3;0OD 3:1 .
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Através do espectro de HSQC observou-se as correlagdes do hidrogénio
carbindlico (6 3,67) com o carbono & 78,72; do hidrogénio vinilico (& 5,76) com o
carbono & 122,22 e dos hidrogénios metilicos (& 1,26; 1,27; 1,39; 1,40; 1,42; 1,46;
1,63) com os seus respectivos carbonos (6 15,46; 16,71; 32,95; 15,16; 23,40; 27,89;
25,77). As outras correlagdes estdo descritas na Tabela 3.3.

O espectro de RMN de COSY (Figuras 3.14 a 3.17) mostrou as correlagdes
entre os hidrogénios que estdo acoplados por *3J,4 (acoplamentos germinais e
vicinais) e ainda por “®Jy 4, permitindo assim a montagem de microfragmentos da
estrutura.

Acoplamentos geminais: Hia (6 1,46) e Hig (& 2,11), Hoa (& 1,42) € Hys (O
2,07), Hza (6 1,80) e Hzg (6 1,95), Hisa (8 2,09) e Hisg (8 2,45), Hiea (O 1,57) € Hies (O
2,20), Higa (© 1,63) € Higs (6 2,12), Ha1a (8 1,69) € Ha1p (8 1,83), Haza (8 2,04) e Hopg
(6 2,22).

Acoplamentos vicinais: Hia (6 1,46) e Hag (8 2,07), Hos (& 2,07) e Hs (8 3,67),
Hza (0 1,42) e H3 (8 3,67), Hs (0 1,23) e Hea (8 1,87), Hs (0 1,23) e Heg (0 2,02), Hes
(0 2,02) e Hza (5 1,80), Heg (3 2,02) e Hzg (3 1,95), Ho (5 2,05) € Hiia (5 1,42), Ho (O
2,05) e Hiig (6 2,36), Hi1a (8 1,42) e Hi2 (8 5,76), Hi1s (6 2,36) e Hi2 (8 5,76), Hisg (O
2,45) e Hiea (6 1,57), Hisg (8 2,45) e Hies (6 2,20), Hig (6 3,33) € Higa (8 1,63), Hig (8
3,33) e Hiog (0 2,12), H21a (6 1,69) € Hoza (8 2,04), Ha1a (6 1,69) € Hazs (6 2,22), Hoig
(6 1,83) e Haoa (8 2,04), Ho1e (6 1,83) e Haos (6 2,22).

Hidrogénios acoplados por “®Jy: Has (B 1,46) e Has (5 1,26), Hio (B
5,76) e Hig (0 3,33), Hazs (6 2,22) € Hipa (0 1,57)
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Figura 3.14 Espectro de RMN 2D COSY de MHFA1, Solvente CDCI3/CD3;0OD 3:1 .

%

Y 4 & »

o #

L L L L L E L L B
35 3.0 25 2.0 15 F2 [ppm]

F1 [ppm]

3.0 25 2.0

3.5

Figura 3.15. Expansao (1) do Espectro de RMN 2D COSY de MHFAL, Solvente CDCI5/CD;0D 3:1.
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Figura 3.16. Expansao (2) do Espectro de RMN 2D COSY de MHFAL, Solvente CDCI5/CD;0D 3:1.
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Figura 3.17. Reducdo dos Sinais da Expanséo (2) do Espectro de RMN 2D COSY de MHFAL,

Solvente CDCIs/CD;0OD 3:1.
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Os dados obtidos a partir do espectro HMBC (Figuras 3.18 a 3.22) foram os
responsaveis pela unido dos fragmentos, ja que existem interacbes com atomos de
carbono que ndo possuem hidrogénio na montagem da molécula. O espectro

NOESY (Figuras 44 a 46) ajudou na indica¢@o da estereoquimica.

. N
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Figura 3.18. Espectro de RMN 2D HMBC de MHFAL, Solvente CDCI;/CD;0D 3:1 .
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Figura 3.19. Expansao (1) do Espectro de RMN 2D HMBC de MHFAL, Solvente CDCI3/CD3;0D 3:1
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Figura 3.20. Espectro de RMN 2D NOESY de MHFA1, Solvente CDCIs/CDs0D 3:1 .
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Figura 3.21. Expanséo (1) do Espectro de RMN 2D NOESY de MHFAL, Solvente CDCI5/CD;0D
31.
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Figura 3.22. Expanséo (2) do Espectro de RMN 2D NOESY da MHFAL, Solvente CDCI5/CD;0D
31.

A figura 3.23 refere-se a montagem estrutural da molécula codificada como
MHFA1 e mostra alguns fragmentos (a-f) em vermelho montados com base no
espectro COSY (Figura 3.24) e a ligacdo destes em linhas pontilhadas, sugeridas
através das correlagdes observadas nos espectros HMBC e NOESY (Figuras 3.25 e
3.26), e com base nos principais valores de #3311 e 23Jc p.
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Figura 3. 24. Correlagbes Observadas no Espeatro HMBC de MHFAL. (a) **Jcu; (b) *Jep: (C)
Jem; (d) e
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Figura 3.26. Correlag6es Observadas no Espectro NOESY de MHFAL.
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Determinados alguns fragmentos (Figuras 3.23 e 3.24), partiu-se para
definicho de como estéo interligados estes fragmentos através dos carbonos néo
hidrogenados, sendo utilizado para isso o HMBC (Figuras 3.23 e 3.25), “Jc.
Partindo-se do fragmento a observa-se que: o C3 (6 78,72) esta correlacionado com
os hidrogénios de duas metilas, Cy3 (04 1,46) e Cx (On 1,26), as quais estdo
correlacionadas entre si (esta correlacdo em W também é mostrada no COSY) e
com o C4 (0 38,64), isto confirma que estas metilas estdo no mesmo carbono C,4 (6
38,64) e que este esta ligado ao Cz (6 78,72); o C4 (& 38,64) também mostra
correlacdo com o H (6 1,23) do Cs (d 55,22), e este H (8 1,23) mostra correlagéo
com o Cyp (0 36,93), 0 qual esta correlacionado com o H (& 1,40) da metila Cys5 (6
15,16), cujos hidrogénios estéo correlacionados com o C; (& 38,45). Isto confirma
que o fragmento a esté ligado através do C; (6 78,72) ao C, (6 38,24), que por sua
vez esté ligado as metilas Cy3 (6 27,89) e Cy4 (6 15,46) e a0 Cs (8 55,22), o0 qual esté
ligado ao Cio (® 36,93), que esta ligado a metila Cys (6 15,16) e ao fragmento a,
através do C; (0 38,45), fechando o primeiro ciclo. O NOESY mostra ainda que a
metila Cy3 (8 27,89) esté espacialmente proxima ao hidrogénio carbindélico H (6 3,67),
pois h& correlagdo do H (& 3,67) carbindlico, que se encontra na posi¢éo axial, com o
H (d 1,46) desta metila, na posi¢cdo equatorial (estas posi¢cdes sédo definidas no
espectro de *H pelo sinal em & 3,67 na forma de um duplo dupleto (dd) que mostra o
acoplamento do H-3 carbindlico com os hidrogénios H-2, J3=7,20 Hz e J3=13,20 Hz,
sendo que a correlagdo espacial com o H-2 (d 2,07) confirmada pelo espectro
NOESY);

Observando-se agora o fragmento b, os hidrogénios do Cg (8 18,27) e do C;
(® 32,69) correlacionam com o Cg (& 32,66) (a correlagdo do C; (& 32,69) é
confirmada pelo NOESY), sendo que o C7 (d 32,69) mostra ainda correlagdo com
duas metilas Cy (6 16,71) e Cy7 (8 25,77), que sdo as mesmas e Unicas correlacdes
do Cs (© 39,19); logo, considerando que o Cy (0 32,66) esta correlacionado com Cg
(© 18,27), C7 (0 32,69) e com a metila Cys (& 15,16), ligada ao Cio (0 36,93), e ainda
com a metila Cye (6 16,71), ligada ao Cg (6 39,19), conclui-se que o fragmento b esta
ligado ao Cg (6 39,19) através do C; (6 32,69), e o Cg (8 39,19) liga-se a metila Cys (0
16,71) e ao Cq (& 32,66), 0 qual esta ligado ao Cio (6 36,93), fechando o segundo

ciclo.
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Considerando o fragmento c, observa-se que o H (6 5,76) do Ci, (6 125,13),
identificado como carbono vinilico, bastante desprotegido, mostra correlagdo com o
Cis (0 41,68) quaternério, que esta correlacionado também com o Ci; (6 23,33) e
com as mesmas metilas do Cg (0 39,19), a Cy (0 16,71) e a Cy; (& 25,77);
observando-se ainda que o C;3 (0 143,86) € altamente desprotegido, devido a
ligagdo dupla, e estando este correlacionado com os hidrogénios do Ci; (6 23,33) e
do Ci5 (6 41,20), confirma-se entdo que o fragmento c esta fundido através do Ci, (6
125,13) ao Ci3 (© 143,86), o qual estd ligado ao Cis (6 41,68), que liga-se ao Cs (6
39,19), sendo este ligado a metila Cy (& 16,71) e ao Cy (d 32,66), fechando o
terceiro ciclo.

Todas as correlagbes observadas nos espectros HMBC (Figura 3.24), COSY
(Figura 3.25) e NOESY (Figura 3.26), que proporcionaram a determinagéo estrutural
da substancia MHFA1l (Figura 3.27), identificada como sendo um triterpeno da
classe oleandlica, conhecido como Acido Oleandlico (rotagdo especifica
[a]p?®®=+273°, CHCly/MeOH 3:1).

HO

~
z
z
Z
7

Figura 3.27. Estrutura do Acido Oleandélico (MHFA1L).
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Os valores dos deslocamentos dos sinais mostrados nos espectros
unidimensionais e bidimensionais e suas respectivas correlagfes também constam
na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3. Dados de RMN *H, **C (DEPT 90° e 135°), HSQC,
Deslocamento Quimico em ppm, Solvente CDCIs/CD;OD 3:1.

HMBC, COSY e NOESY, para a substancia MHFAL. Valores de

&g o HMBC cosY NOESY
Carbonos  sC*® SH SH &Ha SHb &Ha &Hb
1 CH, 38,45 1,46; 2,11 1,40 (H-25) 2,11 (H-1); [1,46 (H-1)] 1,46 (H-1); [2,11 (H-1)]; 2,07 (H-2)]
2 CH 26,66 1,42; 2,07 3,67 (H-3) 2,07 (H-2); [L,42(H-2)] 146 (H-1): 1,42 (H-2); 3,67 g?g;ﬂg{
3 CH 7872 367dd(0=130e 7,01z M (D207 (2140 (H'23Z;f'224§ 3,67 (H-3) 2,07 (H-2); 142 (H2) 3,67 (H-3) 2,07 (H-2); 1,23 (H-5); 1,46 (H-23)
4 c 38,64 1,23 (H-5); 1,46 (H-23); 1,26 (H-24)
5 CH 55,22 1,23 1,46 (H-23); 1,26 (H-24); 1,40 (H-25) 1,23 (H-5) 1,87 (H-2); 2,02 (H-6) 1,23 (H-5) 2,02 (H-6)
6  CH 18,27 1,87; 2,02 1,87 (H-6); [2,02 (H-6)] 23 (H-5); [1.23 (H-5); 1,80 (H-7); 1'95%;'
7 CH, 32,69 1,80; 1,95 1,27 (H-26) 1,80 (H-7); [L,95 (H-7)] 202 (H-6): 1,95 (H-7); [2,02 (H-6); 1'80%:'
c 39,19 1,27 (H-26); 1,63 (H-27)
1,87 (H-6); 2,36 (H-11); 5,76 (H-12); 1,40 _ . _ _ _
9 CH 47,58 2,05 250 1.27 (H-36) 2,05 (H-9) 1,42 (H-11); 2,36 (H-11) 2,05 (H-9) 1,80 (H-7)
10 cC 36,93 1,23 (H-5); 1,40 (H-25)
11 CH, 23,33 142,236 76 (H12)212 (H-19); 11'4207%_2256); 1,42 (H-11); [2.36 (H-11)] 200 (H-9): 5,76 (H-12); [2,05 (H-9()|_;|_51,;;5] 2,36 (H-11) 1,40 (H-25); 1,27 (H-26)
12 CH 122,22 5,76t (J=3,40 Hz) 5,76 (H-12) 1,42 (H-11); 2,36 (H-12); 3,33 (H-18) 576 (H-12) 1i6430(:'|4'_1215);_21'3267%_1212;_31'3:132%_1388;
2,36 (H-11); 3,33 (H-18); 1,63 (H-19);
13 C 143,86 212 (1.19)
2,36 (H-11); 5,76 (H-12); 2,20 (H-16);
“ o c 41,68 3,33 (H-18); 1,27 (H-26); 1,63 (H-27)
15  CH, 22,97 2,09; 2,45 3,33 (H-18) 2,09 (H-15); 2,45 (H-15) 240 (H-15):[2,09 (H-15); ;% 5:181 2,45 (H-15) 2,09 (H-15)
16 CH, 27,61 1,57; 2,20 1,63 (H-27) 1,57 (H-16); [2,20 (H-16)] 2,20 (H-16); [2é4415‘5(:_|k;—115‘5);'2i2527($—212(5);
17 C 46,37 3,33 (H-18)
18 CH 41,20 3,33 3,33 (H-18) 1,63 (H-19); 2,12 (H-19) 3,33 (H-18) 1,63 (H-19); 2,22 (H-22); 1,42 (H-30)
19  CH, 45,93 1,63; 2,12 1,39 (H-29); 1,42 (H-30) 1,63 (H-19); [2,12 (H-19)] 3,33 (H-18); 2,12 (H-19); [13;5333(54”_'1198)33
20 C 30,59 1,39 (H-29); 1,42 (H-30)
21 CH 33,81 1,69; 1,83 1,39 (H-29); 1,42 (H-30) 1,83 (H-21); [1,69 (H-21)] é'gg Eﬂgg g'gi E':ég ;;3 Eﬂgg] 1,83 (H-21) 1,42 (H-30)
1,60 (H-21); 1,83 (H-21); 2,22 (H-22); 1,57 (H-16); 1,69 (H-21); 1,83 (H-21);
22 CHp 32,51 2,04; 2,22 2,04 (H-22) 222 (H22]  |1'go EH_ZI;: 183 EH_Z& 204 EH-21§1 2,22 (H-22) (H-16) 2'04((H_22)): 1‘42((H_3g)
23 CHs 27,89 1,465 3,67 (H-3); 1,26 (H-24) 1,46 (Me-23) 1,26 (Me-24)
o4 CHa 15,46 1265 1,42 (H-2); 3,67 (H-3); 1,23 (H-5); 1,462(;' 1,26 (Me-24) 1,46 (Me-23)
25  CHs 15,16 1,40s
26  CHs 16,71 1,27s 1,42 (H-11)
27 CHs 25,77 1,63s 1,80 (H-7); 5,76 (H-12) 1,63 (H-27)  19% (H7): 2,05 (H-9); 2,09 (H-15); 2,20
(H-16)
28 C 180,96 2,45 (H-15); 3,33 (H-18); 2,22 (H-22)
29 CHs 32,95 1,39s 1,42 (H-30)
30  CHs 23,40 1,42s
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e Espectrometria de Massas (EM)

O espectro de massas (Figura 3.28) da substancia codificada como MAHF1,

identificada como acido oleandlico, obtido por ionizagdo quimica no modo positivo,

indicou o peso molecular de M = 456 u com formula molecular C3oH4503. O espectro

mostra o pico M+1 = 457 u. O ion molecular sofre uma fragmentacdo do tipo

retro-Diels-Alder (Figura 3.29), sendo mostrado no espectro o pico M-208 = 248 u,

que é caracteristico dessa classe de compostos (BUDZIKIEWICZ et al., 1964).

HO

L Acido Oleandlico

COOH

Dieno

COOH

HO

Diendfilo

Figura 3.29. Fragmentac&o do Acido Oleanélico do Tipo Retro-Diels-Alder.
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3.5.2. MHFA2

A substancia codificada de MHFA2 apresentou-se como um sélido branco
amorfo,de ponto de fuséo 291-292 °C (CHCls/MeOH).

e Infravermelho (IV)

A carbonila carboxilica e o grupo hidroxila da MHFA2 foram sugeridos por
espectro do composto na regido do Infravermelho (IV) (Figura 3.30), o qual
revelou bandas de absor¢cdo de estiramento e deformag&o sugerindo grupo
hidroxilico (3434,39 cm™) e carbonila (1690,79 cm™) (MAHATO & KUNDU, 1994;
BARBOSA, 2007).

61°85F!

50

6206

.
3000 2000 1000

Figura 3.30. Espectro da Substancia MHFA2 na Regido do Infravermelho.

e RMN 1D

A analise do espectro de RMN 'H da substancia codificada como MHFA2, de
cor branca (Figura 3.31), mostrou 7 sinais na regido mais blindada entre & 1,03 e
1,36; sendo 5 simpletos (s) (6 1,03; 1,09; 1,19; 1,23; 1,36) referentes aos prétons de
grupos metilas ligados a carbonos ndo hidrogenados e 2 dupletos (d) (8 1,13; J=6,4
Hz e & 1,20; J=8,0 Hz) relativos aos prétons de metilas ligadas a carbonos

78



Capitulo 3

monohidrogenados (Figura 3.32); um sinal em & 3,43 na forma de um duplo dupleto
(dd) com constante de acoplamento (J) (J=5,20 Hz e J=10,80 Hz) relativo ao
hidrogénio carbindlico que esti orientado em estereoquimica a e acoplado com os
hidrogénios 6 1,26 e & 1,85; um sinal em & 5,49 tripleto (t) com J=3,60 Hz, relativo ao
hidrogénio olefinico acoplado com os hidrogénios & 1,33 e & 2,17 (Figura 3.31)
(ARAUJO & CHAVES, 2005; JUNGES et al., 1999).

Neste espectro foram identificados ainda, com o auxilio dos espectros DEPTSs,
HSQC e COSY, 19 sinais na forma de multipletos (m), sendo 18 relativos aos
prétons de grupos metilenos H (6 1,27; 1,91), H (5 1,26; 1,85), H (5 1,64; 1,80), H (&
1,61;1,79), H (5 1,33; 2,17), H (5 1,79; 2,18), H (5 1,90; 2,27), H (5 1,60; 1,75), H (&
1,88; 1,94) e um sinal relativo ao préton de grupo metinico H (& 1,78). Foram
identificados ainda 4 sinais relativos aos hidrogénios & 0,99 (J=10,48 Hz), & 2,45
(J=11,4 Hz), 6 1,21 (J=8,1Hz) e d 1,12 (J=6,44), na forma de dupletos (d) referentes
a protons de grupos metinicos. Todos os deslocamentos quimicos dos sinais do

espectro de *H encontram-se na Tabela 3.4.

xxxxx

L

—
—

Figura 3.31. Espectro de RMN H' de MHFA2 com Expanséo, Solvente CDCly/CD;0D 3:1.
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Figura 3.32. Expans&o do Espectro de RMN H' de MHFA2, Solvente CDCl4/CD;0D 3:1 .

A andlise dos espectros de *C (Figuras 3.33 e 3.34), DEPT 90° (Figuras 3.35
e 3.36) e DEPT 135° (Figura 3.37) da substancia MHFAZ2 Ihe conferiu uma indicagéo
de esqueleto ursanico mostrando a presenca de 30 atomos de carbonos: sendo 7
grupos metila (CHs) e 9 grupos metilenos (CH.), segundo o DEPT de 135°, 7 grupos
metinicos (CH), conforme o DEPT de 90° e 7 carbonos néo hidrogenados, sendo um
deles um grupo carbonila, segundo o espectro **C por diferenca com os DEPTs de
90° e 135° (SILVA, 2006; SOLOMONS & FRYHLE, 2005).
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Figura 3.37. Espectro de RMN DEPT 135° de MHFA2, Solvente CDCIls/MeOD CDCIs/CD;0D 3:1.

O espectro de RMN *3C (Figura 3.33) mostra também a presenca do carbono
carbindlico com deslocamento quimico em & 78,15 e ainda os deslocamentos
quimicos dos carbonos da ligagdo dupla C (6 125,13) e C (& 137,86), carbonos
vinilicos, ligacdo esta caracteristica dos esqueletos ursanicos e oleananicos
(JUNGES et al., 1999; MAHATO & KUNDU, 1994).

A MHAF2 apresenta o carbono da carbonila carboxilica com deslocamento
quimico em & 180,26. A analise completa dos deslocamentos quimicos do RMN *3C

encontra-se na Tabela 3.4.

e Determinacdo estrutural da substancia codificada como MHFA2, usando

espectros de RMN Bidimensionais.

Para fazer um mapeamento estrutural mais preciso do que utilizando somente
as técnicas unidimensionais e dados de possiveis compostos similares da literatura,
foram utilizados as técnicas bidimensionais de RMN (HSQC, HMBC, COSY e
NOESY), que permitem correlacionar hidrogénios e/ou carbonos que possuam
alguma relacédo escalar ("Jun; "Jcn) ou espacial (H,H- ou H,C —-NOE) entre si
(CARVALHO e BRAZ FILHO, 1992; KAISER, 2000).
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A anélise dos espectros de RMN de 'H e *C da substancia codificada como

MHFA2 demonstraram a natureza dos prétons e dos carbonos. Os espectros de **C

e DEPTs de 90° e 135° possibilitaram a identificag&o dos sinais dos carbonos quanto

aos grupos metila, metileno, metinico e quanto aos carbonos nédo hidrogenados, mas

a numeracdo dos sinais de carbono foi feita através dos espectros de RMN COSY e

HMBC. A identificagdo dos hidrogénios dos grupos foi feita via HSQC (Figuras 3.38 e

3.39), que mostrou a correlagdo direta destes com 0s seus respectivos carbonos

(Tabela 3.4).

Através do espectro de HSQC observou-se as correlagdes do hidrogénio

carbindlico (6 3,43) com o carbono & 78,15; do hidrogénio vinilico (& 5,49) com
carbono & 125,13 e dos hidrogénios metilicos (& 1,03; 1,09; 1,13; 1,19; 1,20; 1,23;
1,36) com os seus respectivos carbonos (6 15,00; 16,31; 16,34; 14,75; 20,36; 27,39;

22,88). As outras correlagdes estdo descritas na Tabela 3.4.

O

Figura 3.38. Espectro de RMN 2D HSQC de MHFA2, Solvente CDCIs/CD;0D 3:1.
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Figura 3.39. Expansao do Espectro de RMN 2D HSQC de MHFA2, Solvente CDCI5/CD;0D 3:1.

O espectro de RMN de COSY (Figuras 3.40 a 3.43) mostrou as correlagbes
entre os hidrogénios que estdo acoplados por *3Ju4 (acoplamentos geminais e
vicinais) e ainda por “®J,;4, permitindo assim a montagem de microfragmentos da
estrutura.

Acoplamentos geminais: Hia (6 1,27) e Hig (& 1,91), Hoa (& 1,26) € Has (O
1,85), Hea (© 1,64) e Heg (& 1,80), Hza (6 1,61) € Hzg (8 1,79), H11a (8 1,33) € Hiig (8
2,17), Hisa (8 1,79) € Hisg (6 2,18), Hiea (8 1,90) e Higg (8 2,27), Hz1a (8 1,60) € Haig
(8 1,75), Hooa (6 1,88) € Haop (0 1,94).

Acoplamentos vicinais: Hia (6 1,27) e Hyg (0 1,85), Hig (& 1,91) e Haa (6 1,26),
Hig (8 1,91) e Hag (8 1,85), Hog (& 1,85) e H3 (8 3,43), Haa (8 1,26) € H3 (8 3,43), Hs
(6 0,99) e Hea (0 1,64), Hs (5 0,99) e Hes (0 1,80), Hea (5 1,64) € Hzg (8 1,79), Hep (O
1,80) e Hvza (6 1,61), Hg (& 1,78) € Hi1a (& 1,33), Hg (6 1,78) e Hiig (& 2,17), Hi1a (&
1,33) e Hi2 (6 5,49), Hi1s (6 2,17) e H12 (8 5,49), Hiss (6 2,18) e Hiea (8 1,90), Hisg (8
2,18) e Hies (8 2,27), Hig (8 2,45) e Hig (8 1,21), Hao (8 1,12) € Haia (& 1,60), Hyo (O
1,12) e Ha1g (8 1,75), H21a (8 1,60) € Haza (8 1,88), Ha1a (8 1,60) € Hag (8 1,94).
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Hidrogénios acoplados por “®Jy4: Haz (5 1,23) e Hyy (8 1,03), He (3 1,78) e
Hzs (& 1,09), Hiz ( 5,49) e Hig (O 2,45), His (O 2,45) e Hzia (O 1,60), Hig (B 2,45) e
Ha2a (3 1,88).

_h M M
£
8 . -
e 0 I
. * - ;
? * . ° :
j -

5 4 3 2 F2 [ppm]

Figura 3.40. Espectro de RMN 2D COSY de MHFA2, Solvente CDCIs/CDs0OD 3:1.
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Figura 3.41. Expansao (1) do Espectro de RMN 2D COSY de MHFA2, Solvente CDCI5/CD;0D 3:1.
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Figura 3.42. Expansao (2) do Espectro de RMN 2D COSY de MHFA2, Solvente CDCI5/CD;0D 3:1.
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O

Figura 3.43. Reducdo dos Sinais da Expanséo (2) do Espectro de RMN 2D COSY de MHFA2,
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Solvente CDCI3/CD50OD 3:1.

A analise do espectro HMBC (Figuras 3.44 e 3.45) (correlacdo H-C a longa

disténcia) foi o responsavel pela unido dos fragmentos definidos pela anélise do

espectro COSY, devido as interacbes observadas entre atomos de carbono néo

hidrogenados. A analise do espectro NOESY (Figuras 3.46 e 3.47) (correlagdo H-H

espacial) produziu informacdes relacionadas com a estereoquimica da molécula. A

montagem completa da estrutura da MHFA2 esté descrita a seguir:
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Figura 3.44. Espectro de RMN 2D HMBC de MHFA2, Solvente CDCI5/CD5;0D 3:1 .
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Figura 3.45. Expanséo do Espectro de RMN 2D HMBC de MHFA2, Solvente CDCI3/CD;0D 3:1.
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Figura 3.46. Espectro de RMN 2D NOESY de MHFA2, Solvente CDCI3/CD;0D 3:1.
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Figura 3.47. Expanséo (1) do Espectro de RMN 2D NOESY de MHFA2, Solvente CDCI5/CD;0D
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A Figura 3.48 refere-se a montagem estrutural da molécula codificada como
ZTC9 através de dados de RMN bidimensionais e mostra alguns fragmentos (a-f) em
vermelho montados com base no espectro COSY (Figura 3.49) e a ligacdo destes
em linhas pontilhadas, sugeridas através das correlagdes observadas nos espectros
HMBC e NOESY (Figuras 3.50 e 3.51), e com base nos principais valores de *3J,; 4 e

2-3
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Figura 3.48. Montagem Estrutural da MHFAZ2.
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Figura 3.49. Correlacdes Observadas no Espectro HMBC de MHFA2. (a) **Jcx; (b) 2Jep: (€)3Jom:
(d) “Jen.
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Figura 3.51. Correlag6es Observadas no Espectro NOESY de MHFA2.
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Determinados alguns fragmentos (Figuras 3.48 e 3.49), partiu-se para
definicho de como estéo interligados estes fragmentos através dos carbonos néo
hidrogenados, sendo utilizado para isso o espectro HMBC (Figuras 3.48 e 3.50),
3Jc.: Partindo-se do fragmento a observa-se que o Cs (3 78,15) esta correlacionado
com os hidrogénios das metilas Cy3 (6y 1,23) € Cy4 (04 1,03) e, através do H-3 (©
3,43), correlaciona com o C4 (6 38,24) quaternario, o qual também mostra
correlagdo com os hidrogénios das duas metilas Cy3 (0n 1,23) e Cy4 (04 1,03), que
estdo correlacionadas entre si (esta correlagdo em W também é mostrada no
COSY), isto confirma que estas metilas estdo no mesmo carbono, a a hidroxila; o
NOESY mostra ainda que a metila C,3 (dn 1,23) esta espacialmente préxima ao
hidrogénio carbindlico H-3 (& 3,43), pois ha correlacdo do H-3 (& 3,43) carbindlico,
gue se encontra na posi¢ao axial, com o H-23 (& 1,23), na posi¢ao equatorial (estas
posicdes s&o definidas no espectro de *H pelo sinal em & 3,43 na forma de um duplo
dupleto (dd) que mostra o acoplamento do H-3 carbindlico com os hidrogénios H-2,
J°=5,20 Hz e J°=10,80 Hz, sendo que a correlag&do espacial com 0 H-2¢q (51 1,85) é
confirmada pelo espectro NOESY); o H-5 (6 0,99) do Cs (d 54,96) monohidrogenado,
esta correlacionado com o Cy (6 36,48) quaternario, o qual mostra correlagdo com o
H-1 (5 1,91) do C; (6 38,35) e com os hidrogénios do C; (8 26,22) e da metila Cys (O
14,75) [cujos hidrogénios também correlacionam com o C; (& 38,35) e Cq (0 47,22)],0
NOESY mostra a correlagéo do Cz (6 78,15) com o H-5 (& 0,99), confirmando que
realmente o Cs (6 54,96) é o carbono monohidrogenado que esta ligado ao C4 (6
38,24). Logo, tem-se que o fragmento a esté ligado através do C; (6 78,15) ao C,4 (6
38,24), que por sua vez esta ligado as duas metilas C,3 (6 27,39) e Cy4 (6 15,00) €
ao Cs (6 54,96), que esta ligado ao Ci, (6 36,48), que se liga a metila Cys (6 14,75) e
ao C; (6 38,35), fechando o primeiro ciclo.

Partindo do fragmento b, observa-se que os hidrogénios do C; (& 32,66)
correlacionam com o Cg (6 39,07) quaternario, que mostra correlacdo com os
hidrogénios do C;; (6 27,58) e das metilas C,s (6 16,31) e C,7 (6 22,88), sendo que 0
Ci4 (0 41,63) quaternario também mostra correlagdo com estas mesmas metilas e
ainda com um dos hidrogénios do C; (& 32,66), porém vé-se que o carbono C; (6
32,66) esta ligado ao Cs (6 39,07) e ndo ao Cia (0 41,63), porque 0 Cis (0 41,63)
mostra correlagdo com hidrogénios mais distantes, os H dos carbonos Cis (& 22,80)

e Cis (0 52,54), que pertencem ao quarto ciclo, enquanto que todas as correlacdes
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do Csg (6 39,07) restringem-se aos segundo e terceiro ciclos. Tem-se ainda que o Cq
(6 47,22) est4 correlacionado com os hidrogénios das metilas Cys (6 14,75) e Cu6 (&
16,31) e também com os hidrogénios do Ci; (& 27,58), C; (& 38,35) e Cs (6 54,96)
comprovando que ele é o carbono monohidrogenado pertencente ao segundo e
terceiro ciclos; considerando que o Cyo (6 36,48) é 0 Unico carbono quaternario que
correlaciona com a metila Cys (& 14,75), cujos hidrogénios correlacionam com o
carbono C; (6 38,35) e Co (6 47,22), assim confirma-se que esta metila esta ligada
ao Cyo (0 36,48), e este esta ligado ao Cg (0 47,22) [O Cio (0 36,48) também esta
correlacionado com o H-9 (8 1,78) do Cg (0 47,22)]. Consequentemente, confirmou-
se que o fragmento b est4 ligado através do C; (6 32,66) ao carbono Cg (6 39,07),
que esta ligado a metila Cys (6 16,31) e ao Cq (0 47,22), que se liga a Cyo (6 36,48)
fechando o segundo ciclo.

Considerando agora o fragmento c, observa-se que os hidrogénios do Ci; (0
27,58) estéo correlacionados com o Cq (6 47,22) e com o0 Cg (8 39,07), e que o H-12
(8 5,49) do C;, (6 125,13), carbono vinilico bastante desprotegido, mostra correlacao
com o Cy3 (6 137,85), altamente desprotegido, e com o carbono quaternario Cy4 (8
41,63), sendo que este mostra correlagdo com os hidrogénios das metilas Cys (O
16,31) e C,7 (6 22,88). Logo, tem-se que o fragmento c esta ligado através do Cg (&
47,22) ao Cs (6 39,07), que esta ligado a metila Cy (6 16,31) e ao Ci4 (0 41,63), 0
qual se liga ao Ci3 (& 137,85), que se funde ao fragmento ¢ através do Ci (6
125,13), fechando o terceiro ciclo.

Todas as correlagbes observadas nos espectros HMBC (Figura 3.49), COSY
(Figura 3.50) e NOESY (Figura 3.51), que proporcionaram a determinagéo estrutural
da substancia MHFA2 (Figura 3.52), identificada como sendo um triterpeno da
classe ursanica conhecido como &cido ursélico (rotacdo especifica [a]p?*°=+242°,
CHCI3/MeOH 1:1).
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HO
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Figura 3.52. Estrutura do acido ursélico (MHFA2).

Os valores dos deslocamentos dos sinais mostrados nos espectros
unidimensionais e bidimensionais e suas respectivas correlacfes também constam
da Tabela 3.4.
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Tabela 3.4. Dados de RMN H, BC (DEPT 90° e 135°), HSQC, HMBC, COSY e NOESY, para a Amostra MHFAZ2. Valores de

Deslocamento Quimico em ppm, Solvente CDCIs/CD;0D 3:1.

C13 H! HMBC COosyY NOESY
Carbon gc3 SH SH SHa SHb SHa SHb
1 CH, 3835 1,27m; 1,91m 1,19 (H-25) 127 (H-1); 1,01 (- ©O% (H-D: 185 (H-2): 11,27 (H-1); 1’22 E:g]
, , , , 1,01 (H-1); 1,85 (H-2); 3,43 (H-3); [1.27 (H-1);
CH X X X X X X :
2 . 2622 1,26m; 1,85m 1,27 (H-1); 1,91 (H-1); 3,43 (H-3) 1,26 (H-2); [1,85 (H-2)] 101 (1) 1,26 (H2) 343 (Ha) 126 (D) 1,03 (H-24)
3 CH 7815  343dd(J=520e 10,80 Hz) 1,01 (H-1); 1,85 (H-2); 1,23 (H-23); 1,03 (H-24) 3,43 (H-3) 126 (H-2); 1,85 (H-2) 343 (H-3) 1,85 (H-2); 0,99 (H-5); 1,23 (H-23)
4 c 38,24 3,43 (H-3); 1,80 (H-6); 1,79 (H-7); 1,23 (H-23); 1,03 S)
5 CH 549 0,99d 0,99 (H-5) 1,64 (H-6); 1,80 (H-6) 0,99 (H-5) 1,64 (H-6)
6 CH, 17,88 1,64m; 1,80m 0,99 (H-5); 1,61 (H-7); 1,79 (H-7) 1,64 (H-6); (1,80 (H-6)] 180 (H6): 0.9 (HS) L7 (H-1): [0.99 (H5): g g 116y 0,99 (H-5); 1,61 (H-7); 1,36 (H-27)
1,64 (H-6); 1,61 (H-7)]
7 CH, 3266 1,61m; 1,79m 161 (H-7);[L79 (H-7)] 1,79 (H-7); 1,80 (H-6); [L.61 (H-7); 1,64 (H-6)]
s c 30,07 1,61 (H-7); 1,79 (H-7); 2,17 (H-11); 1,09 (H-26); 1,36 gg)
1,27 (H-1); 0,99 (H-5); 1,33 (H-11); 2,17 (H-11); 1,19 (H- , ,
9 CH 47122 1,78m 25 100 (.26) 1,78 (H-9) 1,09 (H-26); 1,33 (H-11); 2,17 (H-11)
0 ¢ 26.48 1,91 (H-1); 1,26 (H-2); 1,85 (H-2); 0,99 (H-5); 1,78 (H-9);
: 2,17 (H-11); 5,49 (H-12); 1,19 (H-25); 1,09 (H-26)
, L _ 1,78 (H-9); 2,17 (H-11); 5,49 (H-12); [1,78 (H-O);
11 CH, 27,58 1,33m; 2,17m 1,33 (H-11); [2,17 (H-11)] L33 (101540 (H12)]
12 CH 12513 5,49t (J=3,60 Hz) 2,17 (H-11); 2,45 (H-18) 5,49 (H-12) 1,33 (H-11); 2,17 (H-11); 2,45 (H-18) 549 (H-12) 2,17 (H-11); 2,45 (H-18); 1,13 (H-29)
13 ¢ 137,85 2,17 (H-11); 5,49 (H-12); 2,45 (H-18); 1,36 (H-27)
1,79 (H-7); 5,49 (H-12); 2,18 (H-15); 2,45 (H-18); 1,09
“oc 4163 (H-26); 1,36 (H-27)
15 CH, 22,80 1,79m; 2,18m 1,79 (H-15); 2,18 (H-15)] 218 (H-15): 1,79 (H-15); 1,90 (H-16); 2’271(6H)i 2,18 (H-15) 1,33 (H-11); 1,90 (H-16); 1,09 (H-26)
16 CH, 2376 Loom: 2,7m 133 (H11); 217 (H-11), 245 (H-18) 188 (H-22) 195 ) o 1o 1507 gy 218 (H19) 2,27 (H-16) [L9O (H-16) 218 (H- ) o7 ) o) 1,88 (H-22); 136 (H-27); 1,60 (H-21);
(H-22) 15)] 1,09(H-26)
2,27 (H-16); 2,45 (H-18); 1,60 (H-21); 1,75 (H-21); 1,88
woc 4145 (H-22); 1,95 (H-22)
18 CH 5254 2.45d 217 (H-11): 5,49 (H-12); 1,12 (H-20); 1,88 (H'zzzﬁg 2,45 (H-18) 1,60 (H-21); 1,88 (H-22); 5,49 (H-12); 1,21 (H-19) 2,45 (H-1) 121 (H-19); 1,60 (H-21); 11’8183((":"_2229);
10 CH 3860 1,21d 1,12 (H-20); 1,88 (H-22); 1,94 (H-22) 1,21 (H-19) 2,45 (H-18)
20 CH 3872 1,12d 2,45 (H-18) 1,12 (H-20) 1,60 (H-21); 1,75 (H-21)
, , , , 1,12 (H-20); 1,75 (H-21); 1,88 (H-22); 1,94 (H-22);
CH X X R X X X R
21 . 30,22 1,60m; 1,75m 1,88 (H-22); 1,95(H-22); 1,20 (H-30) 1,60 (H-21); [1,75 (H-21)] (160 (H21) 112 (H20y 175 (2D 1,20 (H-30)
22 CH, 3643 1,88m; 1,94m 218(H-15) 1,88 (H-22); [1,04 (H-22)] 60 (H-21): 1,88 (H-22); [1,94 (H-22); 1’602(1H)i
23 CH, 27,39 1,23s 1,03 (H-24) 1,23 (H-23) 1,03 (H-24)
24 CH; 1500 1,03s 1,03 (H-24) 1,23 (H-23) 1,03 (H-24) 1,64 (H-6)
25 CH, 1475 1,19s 1,19 (H-25) 1,64 (H-6)
26 CH; 1631 1,095 1,78 (H-9) 1,09 (H-26) 1,78 (H-9)
27 CH, 22,88 1,36s 1,36 (H-27) 1,64 (H-6)
28 C 18026 2,27 (H-16); 2,45 (H-18); 1,88 (H-22)
29 CH, 1634 1,13d (J=6.4 Hz) 2,45 (H-18); 1,21 (H-19); 1,60 (H-21)
30 CH, 2036 1,20d (J=8.,0 Hz)

97



Capitulo 3

3.5.3. MHFCla e MHFC1b

As substancias codificadas de MHFCla (componente predominante) e
MHFC1b foram isoladas como uma mistura e identificadas como sendo o0s
fitoesterdides B-sitosterol e estigmasterol, respectivamente, com base na
interpretacéo dos espectros na reacgéo do IV e RMN *H.

O espectro na regidao do IV revelou bandas de absor¢céo de estiramento e
deformagéo sugerindo a natureza alifatica dos componentes (2936, 2866, 1465,
1381 cm™), grupo hidroxilico (3432, 1054 e 1022 cm™) e de ligagéo dupla (1645 cm®
1. O espectro de RMN *H, por sua vez, revelou a presenca de sinais simples e
multiplos correspondentes aos hidrogénios dos grupos metilicos (varios sinais entre
5 0,96 a 0,68), de hidrogénio metilico carbindlico [6 3,56-3,47 (m, H-3 de MHF2)] e
de hidrogénios olefinicos [6 5,05-4,97 (m, H=6) e 6 5,19-5,11 (m, H-22 e H-23)]
(Tabela 3.5).

A anélise do espectro de RMN *3C e DEPT permitiu reconhecer a natureza dos
sinais correspondentes aos 4tomos de carbono triidrogenados (CHs), dildrogenados
(CH), monoiidrogenados (CH) e n&do hidrogenados (C) referentes ao componente
MHFC1la e, somente alguns, referentes a MHFC1b (Tabela 3.5). Dentre esses
carbonos, ressaltam-se os valores de deslocamento quimicos referentes aos
carbonos sp? [5 138,33 (C, C-5) e § 121,72 (CH, C-6) de ambos componentes] e [8
138,33 (CH, C-22) e § 129,04 (CH, C-23) de MHFC1b] e do carbono sp® oxigenado
de ambos componentes [6 71,80 (CH, C-3)] (Tabela 3.5).

Os compostos MHFCla e MHFC1b n&o foram injetados diretamente no
espectrobmetro de massas, uma vez que a andlise por CCD revelou apenas uma
mancha, quando na realidade estes compostos se dividiram em tempos de retengéo
diferente quando sililados e analisados em GC-MS (Figura 3.53 e 3.54) (BULL et al.,
2001).
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Tabela 3.5. RMN das substancias MHFCla e MHFC1b e do Modelo da Literatura
(MACARI et al., 1990) em CDCls, deslocamento em 8.

29
’ -4 .
,, . % A : 2
1B 18/”//,, N
19 z 19 2z
HO HO
'H MHFC1la MHFC1b Bc MHFC1la MHFC1b
H-3| 3,56-3,47 (m)| 3,56-3,47 (M) 1 37,23 CH, 37,23 CH,
2 31,63 CH, 31,63 CH,
3 71,80 CH 71,80 CH
H-6| 5,05-4,97 (m)| 4,97-5,19 (m) 4 42,27 CH, 42,27 CH,
5 138,33 C 138,33 C
6 121,72 CH 121,72 CH
H-22, H-23 x| 5,19-511 (m) 7 31,63 CH, 31,63 CH,
8 31,87 CH 31,87 CH
9 50,12 CH 50,12 CH
Me-18 0,68 s 0,68's 10 36,14 C 36,14 C
11 21,06 CH, 21,06 CH,
12 39,75 CH, 39,75 CH,
Me-19 0,96 s 0,96 s 13 42,29 C 39,75C
14 55,91 CH 56,85 CH
15 24,36 CH, 24,36 CH,
Me-21 0,91-0,78 sl 0,91-0,78 sl 16 28,25 CH, 28,93 CH,
17 56,85 CH 55,91CH
Me-26 0,91-0,78 sl 0,91-0,78 sl 18 11,85 CH,4 11,85 CHs
19 19,40 CH,4 19,97 CHs
Me-27 0,91-0,78 sl 0,91-0,78 sl 20 36,14 CH 40,52 CH
21 18,97 CH, 21,21 CH,
Me-29 0,91-0,78 sl 0,91-0,78 sl 22 31,87 CH, 138,33 CH
23 23,01 CH, 129,04 CH
24 45,82 CH 51,23 CH
25 29,11 CH 29,71 CH
26 19,83 CH,3 21,06 CH,
27 18,77 CH, 18,97 CHs
28 23,06 CH, 25,39 CH,
29 11,85 CH,4 12,26 CHs

Os dados espectrais discutidos, associados a andlise comparativa dos dados
espectrais dos respectivos compostos descritos na literatura permitiram identificar os
componentes MHFC1a e MHFC1b como sendo o -Sitosterol (15) e o estigmasterol

(16), respectivamente.
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Figura 3.53. Cromatograma dos compostos B-sitosterol e estigmasterol e espectro de massas.
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HO

m/z 158 m/z 213
Figura 3.54. Principais fragmentos no espectrometro de massas do B-sitosterol (MHFC1la) e
estigmasterol (MHFCL1b).

3.5.4. MHFC2

A substancia codificada de MHFC2 apresentou-se como um solido branco, de
ponto de fusdo 176-178 °C (MeOH). Sua natureza triterpendica foi sugerida por esta
apresentar coloracdo résea avermelhada frente ao reagente de Liebermann-Buchard
e coloragéo violeta em solugdo acida de sulfato cérico.

O espectro de absorcdo do infravermelho obtido em KBr, revelou bandas de
absorcéo indicativas da presenca de grupo hidroxila (3375 e 1043 cm™) e de grupos
alquila saturados (2943, 2870, 1454 e 1380 cm™). O espectro de RMN *H em CDCl3
a 300 MHz revelou sinais, cujos valores de deslocamentos quimicos e
multiplicidades estéo consistentes com a presenca de seis grupos metila terciarios
[(6 1,67, 30H (s), 6 4,67 (d, J = 2,4 Hz) e 4,55 (d, J = 2,4 HZ)] para um hidrogénio
cada, de hidrogénio metilico carbindlico [6 3,21, 1H (m)].

O espectro de massa obtido por impacto eletronico a 70 eV (Figura 3.55) em
espectrémetro de baixa resolucdo, forneceu o pico do ion molecular de m/z 426
(38%), compativel com a formula molecular C3oHs6O, € 0 pico base de m/a 218, que

sugere fragmentagdo envolvendo a reacéo do tipo retro Diels Alder em triterpeno
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pentaciclico da série lupano. Acompanhado de dois fragmentarios em m/z 203
(23%), 190 (12%) e 189 (71%) dentre outros de menores intensidades (Figura 3.56).

A substancia MHFC2 foi assim identificada como sendo o triterpendide
pentaciclico da série lupano, denominado 3B-hidroxi-lup-20(29)-ene (17), conhecido
como lupeol. De acordo com os dados espectrais discutidos e comparacao destes

com os descritos na literatura e com uma amostra auténtica (Tabela 3.6).

29

3
L

N 17
3

2

Tabela 3.6. RMN da substancia MHF2 e do Modelo da Literatura modelo do
lupeol (MAHATO E KUNDU, 1994) em CDCl3, deslocamento em 8.

29

.
»

'H MHFC2 Lupeol
H-3 3,21-3,16 (M) 3,21 -3,16 (m)
H-19 2,42-2,29 (m) 2,42-2,29 (m)
H-29a 4,67 (d, J=2,4 Hz) 4,66 (d, J=2,2 Hz)
H-29b 4,55 (d, J=2,4 Hz) 4,54 (d,J=2,2Hz)
Me-23 0,75s 0,76 s
Me-24 0,78 s 0,92s
Me-25 0,82s 0,80s
Me-26 0,93s 1,01s
Me-27 0,96 s 0,94 s
Me-28 1,02 s 0,74 s
Me-30 1,67 s 1,65s
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Intensidade
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Figura 3.55. Fragmentograma da amostra MHFC2.
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Figura 3.56. Principais fragmentos no espectrometro de massas do lupeol (MHFC2) entre

parénteses estdo as intensidades relativas.
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3.6. METABOLOMICA DA M. hirsuta

O Brasil apresenta 55 mil espécies vegetais catalogadas, o que corresponde
a uma parte significativa da diversidade vegetal do mundo (SIMOES et al., 2000).
Dentro deste contexto se destaca o Semi-Arido brasileiro, que é uma regido bastante
populosa principalmente constituida de individuos que muitas vezes ndo tem acesso
aos servicos basicos de saude e que, por isso, utilizam as plantas como recurso
principal no tratamento de doencas.

As plantas da familia Bignoneaceae s&o frequentemente encontradas e
usadas pela populagdo do Semi-Arido para este fim, sendo que uma vez que varias
espécies desta familia apresentam atividades biolégicas importantes como
antinociceptiva e antiinflamatéria em Catalpa bignonioides Walt (MUNOZ-
MINGARRO et al., 2003), antimicrobiana em Arrabidaea harleyi A.H. Gentry (LIMA et
al., 2003), Tabebuia aurea (BARBOSA-FILHO et al., 2004) e T. impetiginosa
(PEREZ & ANESINI, 1994), antimalarica em Tabebuia aurea (SILVA & QUEIROZ,
2003), antiviral em Tabebuia impetiginosa (SIMOES et al., 1999) citotoxicidade para
células de tumor pulmonar da linhagem NCIH-292 em Melloa quadrivalvis (Jacq.)
A.H. Gentry (LIMA et al., 2005) e atividade antitumoral contra células da linhagem 38
de carcinoma de célon e P-388 de leucemia (SUFFNESS et al., 1988), o que justifica
a necessidade da analise do perfil metaboldmico das espécies desta familia, dentre
elas a M. hirsuta.

A M. hirsuta pode ser encontrada em varias localidades no Semi-Arido
nordestino como as regides escolhidas no presente estudo (Campo Alegre de
Lourdes, Gentio de Ouro, Morro do Chapéu, Boninal e Caetité). Embora seja
guimicamente pouco conhecida, ela apresentou atividade imunomoduladora e
redutora do radical NO, como visto anteriormente. Por isso, ela foi escolhida para o
estudo metabolémico, uma vez que o mesmo permite estabelecer correlagbes entre
vérias variaveis (tipo de solo, constituicdo quimica, relevo, meio ambiente, etc) com
a atividade biolégica apresentada, de modo a selecionar plantas com a melhor
atividade possivel.

A partir da similaridade metabolomica obtida a partir da PCA, as 5 populagdes
de M. hirsuta foram divididas em cinco grandes grupos. A Figura 3.57 mostra o

resultado da PCA para as amostras das cinco regides pesquisadas, sendo que 0s
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dados permitiram estabelecer que dois componentes séo responsaveis por 57,40%
da variacdo das espécies, sendo 18.5% da variancia ao longo do eixo Y causada
pelo componente 2 e 38.9% da variancia no eixo X causada pelo componente 1. Foi
possivel observar a separacdo das espécies em regiées mais ou menos definidas,
embora sobreposi¢cdes tenham sido observadas, bem como a separagcdo dos
individuos dentro de uma mesma regido, o que pode ser atribuido a coleta de
plantas em idades distintas, pois o trabalho objetivou apenas visualizar a influéncia

de alguns fatores geogréaficos no metabolismo desta espécie.

A5

047

o
o

PC2 (18.5%)

-0471

-0.5 0.0 0.5
PC1 (38.9%)

Figura 3.57. Distribuicdo e agrupamento das regibes de coleta para os dois principais
componentes no modelo PCA. Al: Campo Alegre de Lourdes, A2: Gentio de Ouro, A3: Morro

do chapéu, A4: Boninal e A5: Caetité.

Uma vez que o padrao de separagcdo mostrou a sobreposicdo de espécies na
mesma area, as andlises subsequentes levaram em consideragdo variaveis
secundérias tais como as caracteristicas geogréficas. Para tanto, foi usada a PLS-
DA que permitiu a separagdo mais acentuada das plantas em cinco regides bem
definidas, como pode ser visto na Figura 3.58, o que é indicativo de que plantas de

uma determinada regido apresentam metabolismo particular, com pelo menos dois
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componentes principais que as definem e que ajudam a diferencia-las de espécies
de outra regido de coleta. A variacdo total observada para os dois componentes foi
de 42%, sendo que 18.9% da variancia ao longo do eixo Y foi causada pelo

componente 2 e 23.1% da variancia no eixo X causada pelo componente 1.

10t

PC2 (18.9%)
o

-107

-20 -10 0 10 20
PC1 (23.1%)

Figura 3.58. Distribuicdo e agrupamento das regides de coleta para os dois principais

componentes no modelo de PLS-DA. m1: Campo Alegre de Lourdes, ¢2: Gentio de Ouro, ¢3:

Morro do chapéu, -4: Boninal e : Caetité.

Os extratos brutos metanélicos de M. hirsuta foram submetidos a ‘H RMN e
posteriormente agrupados de acordo com a PLS-DA. Para identificar as substancias
nos espectros *H RMN, os sinais ocorrendo nas diferentes regibes do espectro
foram utilizados para classificar os tipos de metabolitos secundérios presentes nos
mesmos. A Figura 3.59 mostra um espectro de um dos extratos brutos de M. hirsuta.
Em geral, os sinais em & 0,5-3,0 sdo atribuidos a prétons alifaticos dos grupos metil
(CHs-), metileno (CH2-) e metino (CH-) tipicos de compostos ndo aromaticos,
indicando que os extratos apresentavam uma alta concentragdo dos mesmos.

Embora presentes, os sinais dos compostos aromaticos tiveram pouca intensidade.

106



Capitulo 3
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Figura 3.59. Espectro de *"H RMN de um dos extratos brutos de Mansoa hirsuta.

A Figura 3.60 mostra a distribuicdo dos deslocamentos quimicos observados
para os principais metabolitos nos extratos. Os escores em vermelho indicam as
regides e ao seu redor estdo os picos que se diferenciam entre uma regiao e outra.
A correlacdo entre os valores de & dos espectros de *H RMN na Figura 3.60 e os
dados da Figura 3.58 permite estabelecer que as plantas da regido de Gentio de
Ouro (Figura 3.58, PC1 entre -10 e +10 e PC2 -10), por exemplo, sdo ricas em
triterpenos e esterodides.

A fim de lidar com o congestionamento de sinais observado na Figura 3.60,
foram empregadas técnicas bidimensionais de RMN. Apesar de 'H RMN ser
considerada uma promissora ferramenta analitica para investigacdo metabolémica,
alguns problemas podem ser encontrados quando da aplicagdo desta técnica, dentre
eles a sobreposicdo de sinais. Neste caso, o congestionamento de sinais pode ser
resolvido aplicando diversas técnicas bidimensionais de RMN-2D, como foi aplicado
para a resolucdo dos metabdlitos nos extratos das populacdes de M. hirsuta. Dentre
as técnicas empregados, a 2D-'H-'H-J-resolvido mostrou eficiéncia e robustez do

sinal em diversas aplicagdes de metaboloémica (VIANT, 2003; CHOI et al., 2006).
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Figura 3.60. Distribuicdo e agrupamento dos sinais de ‘H RMN para os dois componentes

principais no modelo de PLS-DA.

No escore relativo a regido de Gentio de Ouro (Figuras 3.58 e 3.60) observa-
se deslocamentos quimicos relativos a triterpenos pentaciclicos (&cidos ursolico e
oleandlico) e esteroides, caracterizados pelos sinais referentes a regido blindada
entre & 1,03-1,36 ppm referentes aos prétons de grupos metila (CHs-) ligados a
carbono néo hidrogenado (2 dupletos, 8 1,13 ppme J=6,4 Hze 8 1,20 ppme J =
8,0 Hz), que foi confirmado no J-resolvido (Figuras 3.60 e 3.61). O hidrogénio
carbindlico dos triterpenos pentaciclicos foi caracterizado pela presenga de um duplo
dupleto em & 3,56 ppm (J = 5,20 Hz e 10,80 Hz, Figura 3.60 e 3.62). Os
deslocamentos quimicos relativos aos esterdides estigmasterol e B-sitosterol séo
simpletos na regido de 6 0,68-0,92 ppm (Figura 3.60 e 3.63), e no caso do lupeol em
uma regido mais ampla indo de & 0,68 a 1,68 ppm (Figura 3.60 e 3.63). Os demais
sinais relativos a estas substancias podem ser conferidos nos espectros de MHAF1,
MHAF2, MHFC1a, MHFC1b e MHFC2, conforme visto anteriormente.
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Figura 3.61. Espectro H-'H J-resolvido bidimensional de M. hirsuta na regido & 0-1.6 ppm

caracteristicos de triterpenos e esteroides.
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Figura 3.62. Espectro "H-'"H J-resolvido bidimensional de M. hirsuta na regido & 2,2-4,7 ppm

caracteristicos de triterpenos e esteroides.
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Figura 3.63. Espectro 'H-'H J-resolvido bidimensional de M. hirsuta na regido & 0-1.6 ppm

contendo simpletos caracteristico de ester6ides como estigmasterol e B-sitosterol.

No escore relativo a regidao de Boninal (Figuras 3.58 e 3.60) observa-se &
possivelmente relacionados a flavonoides, uma vez que estes compostos foram
detectados pela presenca no escore relativo a esta regido de uma grande
guantidade de sinais com & 6-8 ppm (Figura 3.60). O espectro J-resolvido (Figura
3.64) evidencia os sinais cujos valores de ©, multiplicidades e constantes de
acoplamento estdo compativeis com o esqueleto de flavonéides substituidos nos
anéis A (Figura 3.65), na posicdo 5, 6, 7 e 8 (0 6,78 e 6,72, simpletos) e anéis B do
tipo 1,4-dissubstituidos (& 7,66, 7,84 e 6,81, dupletos) de acordo com o descrito na
literatura para metoxiflavonas previamente isoladas de Bignoniaceae (KUTNEY &
HANSSEN, 1971; BASTOS et al., 2009).
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Figura 3.64. Espectro *H-'H J-resolvido bidimensional da M. hirsuta de Boninal na regido de

aromaticos caracteristica de flavondides.

3 ~_s _OCHs

CHO O

Figura 3.65. Estrutura da tangeritina, uma metoxiflavona 5,6,7,8-substituida no anel Ae 1’, 4'-

dissubstituida no anel B.

No escore relativo a regiao de Caetité (Figuras 3.58 e 3.60), os & encontrados
sugerem a presenca de taninos do tipo proantocianidinas (Figura 3.66) tais como
catequina e epicatequina, como previamente descrito para a M. hirsuta por
CAMPANA et al. (2009). Os & na regido entre 5,0 e 6,0 sdo caracteristicos de
protons aromaticos no anel A e o préton residual no anel D, enquanto a regido com &
entre 6,5-7,5 é caracteristica dos prétons localizados nos anéis B e E como descrito
por APPELDOORN et al. (2009). Estes dados estdo de acordo com o observado

111



Capitulo 3

para estas regides no espectro J-resolvido, que mostra a presenca de dupletos e

simpletos caracteristicos dos sinais acima.

HO

Figura 3.66. Estrutura geral de uma protoantocianidina (RAWAT et al., 1999).
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Figura 3.67. Espectro *H-'H J-resolvido bidimensional da M. hirsuta de Boninal na regido de

aromaticos caracteristica de flavondides.

O escore referente a regido de Campo Alegre de Lourdes (Figuras 3.58 e
3.60) mostra-se rico em sinais caracteristicos de prétons anoméricos de saponinas
(6 0,6-1,4 ppm) e dos protons de oligossacarideos (3,5-4,5 ppm). Os escores para a
regido de Morro do Chapéu, por sua vez, mostraram que esta regido é pobre em
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sinais para metabdlitos secundarios, apresentando apenas sinais na regido dos
oligossacarideos e aminoacidos.

A partir da analise dos espectros 1D, 2D e do PLS foi possivel identificar os
compostos do metabolismo primario cuja variancia contribui para PC1 e PC2. Sdo
eles glicose (formas a e (), os aminoacidos asparagina e alanina e o 4cido malico,
como pode ser visto na Tabela 3.7, cujos dados estdo de acordo com o encontrado
na literatura (LIANG et al., 2006; MANNINA et al., 2008).

Tabela 3.7. Deslocamentos quimicos caracteristicos dos metabdlitos primarios
selecionados de M. hirsuta detectados a partir da anélise do PLS e espectros
RMN 1D e 2D.

Metabolitos & (PPM) Multiplicidade J (H2) Protons Regiéo
3,60-3,83 M 434e 251 Campo Alegre
Glicose 3,80-3,89 2d 1,85 de Lourdes e
4,57-4,59 D 7,80 H-18 Morro do
5,18-5,19 D 3,80 H-1a Chapéu
2,85-2,90 Dd 17.0e 7.6 H-2 Gentio de
Asparagina Dd 17.0e43 H-2’ Ouro e Caetité
3,95 M - H-1
1,49 D 7,20 H-3 Gentio de
Alanina Ouro
3,70 M -
2,70 Dd 16,6 e 4,7 H-3a Caetité.
Acido malico | 2,80 Dd 16,6 € 6,6 H-3B
4,50 Dd 6,6 e4,7 H-2

Da similaridade metabolémica obtida a partir do PCA e PLS-DA 2D, as
plantas das diferentes regibes de coleta foram agrupadas. Entretanto, este
agrupamento pode ser observado somente do ponto de vista visual porque ambas
as técnicas objetivam a separacdo de cada amostra individual pela variancia
maxima. Consequentemente, o uso de mais variaveis Y & necessario para confirmar
0 agrupamento de M. hirsuta. Para tanto, as amostras foram analisadas por PLS-DA

3D, que permite usar mais que dois componentes, no nosso caso PC1, PC2 e PC3,

113



Capitulo 3

para uma melhor visualizagdo dos diferentes perfis metaboldmicos, como pode ser
visto na Figura 3.68, com uma variancia de 56,49%. As plantas coletadas de cinco
regides diferentes claramente podem ser classificadas em quatro grupos distintos,
como pode ser visto na Figura 3.69. O dendograma permitiu separar dois grandes
grupos: um que é composto pelas regides 4 e 5, e outro com as regides 1, 2 e 3, que
ainda se subdividem em mais dois grupo um composto pela regido 2, e 0 outro com
as regides 1 e 3. Com base na discusséo anterior, 0s grupos 4 e 5 sdo ricos em
compostos aromaticos (flavondides e protoantocianidinas, respectivamente),
enquanto o segundo grupo formando pelas regides 1, 2 e 3 é rico em triterpenos

pentaciclicos, esterdides e saponinas.

pLS-Companent 2 (18.8%),

i

‘Z 0 -1t 0 19 20
3

:,'J';é‘ 20

"y

e IR L mponant i (15 2%

Figura 3.68. Distribuicdo e agrupamento das regides de coleta para os dois principais
componentes no modelo PSL-DA 3D. e1: Campo Alegre de Lourdes, ¢2: Gentio de Ouro, e3:
Morro do chapéu, ¢4: Boninal e «5: Caetité.
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4,5 1,2,3
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Figura 3.69. Dendrograma dos resultados da PLS-DA para os espécimes de M. hirsuta
coletados em diferentes regides. 1 Campo Alegre de Lourdes, 2 Gentio de Ouro, 3 Morro do
Chapeu, 4 Boninal e 5 Caitité.

As Figuras 3.70 e 3.71 exibem o agrupamento dos espécimes de M. hirsuta
de acordo com o ambiente, isto €, caatinga ou caatinga arbustiva, o que permite
visualisar os metabdlitos que sdo diferentes entre as amostras levando em
consideragdo os ambientes citados. As plantas das regibes 1 e 2 (Caatinga
arbustiva) estdo agrupadas na regido positiva em relacdo a PC1, cujos d conferem
com aqueles das classes de terpenos pentaciclicos, esterbides e saponinas,
enquanto as planas provenientes das regides 3, 4 e 5 (Caatinga) foram agrupadas
na regido negativa em relagdo a PC1, cujos & séo atribuidos a aminoacidos,

oligossacarideos e compostos aromaticos (flavondides e protoantocianidinas).
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Figura 3.70. Distribuicdo e agrupamento dos espécimes de M. hirsuta de acordo com os

ambientes de coleta. #1: Campo Alegre de Lourdes, ¢2: Gentio de Ouro, m3: Mor
m4: Boninal e m5: Caetité.
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Figura 3.71. Distribuicdo e agrupamento dos sinais de "H RMN de acordo com

SIMCAP 11 - 210942009 08:90:26

o0 ambiente.
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Levando em consideracdo o tipo de solo, os espécimes de M. hirsuta foram
separados em trés classes (Figura 3.72), sendo que as plantas das regifes 1 e 2
estdo agrupadas na regido positiva em relacdo a PC1, sendo caracterizada pelos ©
de terpenos, esterbides e saponinas (Figura 3.73). A regido 4 coletada em um solo
muito arenoso esta agrupada em uma regido negativa em relacdo a PC1 , que é
caracterizada pelos & de compostos aromaticos. As espécimes de plantas coletadas
nas regides 3 e 5 coletadas em solo argilo-arenoso estéo localizadas na regiao
positiva em relacdo a PC2 e sado caracterizadas pelos © referentes a
oligossacarideos e aminoacidos (Figura 3.73).

Mansoa it M (PLS0A) 1 Arenoso
t{Comp. 1)t[Camp. 2] + Argilo-arenoso
Colored according to Obs D) {Sai) + Muito arenoso

]

MXIL) = 0.150488 12KI2) = 0.134309

HLHpeie Heelling 12 (0a5) SMCAR 11- 10N 04434

Figura 3.72. Distribuicdo e agrupamento dos espécimes de M. hirsuta de acordo com os tipos
de solo. m1: Campo Alegre de Lourdes, m2: Gentio de Ouro, ¢3: Morro do chapéu, ¢4: Boninal e

. Caetité.
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Figura 3.73. Distribuicdo e agrupamento dos sinais de "H RMN de acordo com o tipo de solo.

As espécimes coletadas nas regides 1, 2 e 3 em um relevo acidentado foram
agrupadas na regiao positiva em relagdo a PC1 rica em d referentes a triterpenos
pentaciclicos, esterdides e saponinas (Figuras 3.74 e 3.75). Os espécimes da regido
4 estado localizadas na regido negativa em relacdo a PC1 e na regido positiva em
relagdo a PC2 cujos & sdo caracteristicos de flavondides. As plantas da regido 5
estdo localizadas no histograma na regido negativa em relagéo a PC1 e negativa em
relacdo a PC2, sendo estas regides ricas em O referentes a protoantocianidinas,
aminoacidos e oligossacarideos.

A Tabela 3.8 ajuda a visualizar de forma resumida todos os resultados
observados no presente estudo de acordo com as caracteristicas geograficas

relacionadas com o local de coleta.
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3.74. Distribuicdo e agrupamento dos espécimes de M. hirsuta de acordo com o relevo. m1:
Campo Alegre de Lourdes, m2: Gentio de Ouro, ¢3: Morro do chapéu, ¢4: Boninal e ¢5: Caetité.
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Figura 3.75. Distribuicdo e agrupamento dos sinais de *"H RMN de acordo com o relevo.

119



Capitulo 3

Tabela 3.8. Resumo dos dados obtidos no estudo metabolémico da M. hirsuta D.C..

Caracteristicas

geograficas

Local de coleta

Campo Alegre de

Gentio de Ouro

Morro do Chapéu Boninal Caetité
Lourdes
Ricos em Saponinas, Triterpenos Aminoacidos e Flavonobides Taninos,
oligossacarideos pentaciclicos (acido oligossacarideos protoantocianidinas
ursolico e oleandlico),
fitoesterdides
Metabdlitos principais Glicose Asparagina e alanina Glicose - Asparagina e acido
malico
Ambiente Caatinga arbustiva Caatinga arbustiva Caatinga Caatinga Caatinga

Tipo de solo
Relevo

Altitude (metros)

Arenoso

Acidentado

517

Arenoso

Acidente

1100

Argilo-arenoso

Acidentado

469

Muito arenoso

Ondulado

1045

Argilo-arenoso

Pouco ondulado

700
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4. Conclusoes



Conclus&o

CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho expressam o potencial imonumodulador e
inibidor do radical NO dos triterpenos pentaciclicos acido ursoélico e acido oleandlico (> 99%)
isolados da M. hirsuta D.C. A triagem fitoquimica mostra a presenca de varias classses de
metabdlitos secundarios tais como fendis, taninos, esteréides e compostos flavbnicos. Os
bioensaios com o extrato AcOEt (PFR) mostraram atividades significativas acima de 60%
guanto a inibicdo de linfécitos, o que sugere a atividade imunossupressora do extrato. A
presenca do dissulfeto de dialila e trissulfeto de dialila no etanol recuperado, bem como
lupeol, estigmasterol e B-sitosterol. A analise metabélica permitiu estabelecer que as plantas
oriundas de Gentio de Ouro sao ricas em triterpernos pentaciclicos, enquanto as plantas de
Boninal contém principalmente flavondides em sua composicao quimica. Os resultados
também sugerem que as protoantocianidinas sdo constituintes presentes em maior
guantidade nas plantas oriundas de Caetité, enquanto saponinas predominam nas plantas
de Campo Alegre de Lourdes. As plantas de Morro do Chapéu diferem daquelas das demais

regibes por serem ricas em oligossacarideos e aminoacidos.
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Capitulo 1

CONSIDERACOES GERAIS

1.1. INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas para o tratamento de uma diversidade de doengas é
tradicional h& centenas de anos pela humanidade (SANDES & DI BIASI, 2000). As
primeiras descricdes sobre plantas medicinais feitas pelo homem remontam as
sagradas escrituras a ao papiro de Ebers que inclui referéncia a mais de 7.000
drogas de natureza animal e vegetal, inseridas em mais de 800 féormulas e enumera
cerca de 100 doengas (PINTO et al, 2002). Ainda hoje, as plantas medicinais
constituem recurso terapéutico importante.

Um em cada quatro produtos vendidos nas farmécias é fabricado a partir de
materiais extraidos de plantas das florestas tropicais ou de estruturas quimicas
derivadas desses vegetais (SANTANA, 2002). Partindo-se da estimativa de que
existem, no minimo, 250.000 espécies de plantas superiores no planeta, a parcela
de espécies em uso €& muito pequena. Somente uma pequena parcela foi
investigada fitoquimicamente e o nimero submetido a ensaios biolégicos é ainda
menor (HAMBURGUER & HOSTETTMANN, 1991; SOERJATO, 1996) e estes
ndmeros ndo mudaram muito desde estes trabalhos.

O isolamento das primeiras substancias puras do reino vegetal comecga a
ocorrer no século XVIIl. Este século, juntamente com o XIX, caracterizam-se pelos
trabalhos de extracdo, principalmente de &cidos organicos e de alcaldides, sendo
desta época o isolamento de morfina (1806), quinina (1818) e estriquinina (1820)
(PINTO et al., 2002).

Somente nos Estados Unidos, em 1980, foram vendidos formalmente cerca
de US$ 8 bilhdes em medicamentos derivados de plantas. Durante os anos de 1959
a 1980, os medicamentos derivados de vegetais representaram 25% de todas as
prescricbes médicas dispensadas nas farmécias dos Estados Unidos (SANTANA,
2002). Entdo se nota que paises desenvolvidos investem neste tipo de recurso
natural.

Cerca de 33% da populacdo da industria farmacéutica provém de produtos de
sintese e equivale a um faturamento anual da ordem de U$$ 280 bilhdes. A

distribuicdo por origem de medicamentos mostra que 65% s&o preparados em
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laboratdrios, sendo 25% a partir de plantas e 10% a partir de microrganismos, se
considerarmos o mercado de drogas anticancerigenas e antibidticos estes
percentuais ficam ainda maiores: cerca de 70% foram desenvolvidas a partir de
recursos naturais (SANTANA, 2002). Assim os produtos naturais formam nichos
especiais.

O setor farmacéutico utiliza aproximadamente 90 espécies vegetais em suas
atividades de producdo de medicamentos (RATES, 2001). Dezessete das grandes
indastrias farmacéuticas mundiais tém programas de pesquisa e desenvolvimento na
area de recursos naturais. O grande interesse do setor em farmacos oriundos de
espécies vegetais € o baixo custo em relacdo aos produtos sintéticos (SANTANA,
2002).

Paises em desenvolvimento, como o Brasil, onde a implementacdo da
tecnologia em quimica fina farmacéutica ainda ndo ocorreu, as pesquisas em
recursos naturais assumem um papel importante, uma vez que a probabilidade de se
encontrar novos farmacos ativos é maior através do estudo de plantas do que nos
produtos sintéticos (LAPA, 1995). O custo de desenvolver um farmaco de origem
sintética pode chegar a varios milhdes de ddlares e levar entre 7 e 20 anos até que o
produto final estavel chegue ao mercado. Ja para o desenvolvimento de um produto
proveniente de recursos naturais prever-se um valor de 5 vezes menor (SANTANA,
2002).

A descoberta de produtos naturais bioativos constitui, portanto, ndo apenas
uma necessidade de sua identificacdo propria, mas principalmente, contribui para o
conhecimento de novas substancias quimicas bioativas, que podem ser usadas
como matrizes para descoberta de novos farmacos (MONTANARI & BOLZANI,
2001).

Nesse contexto, o Brasil apresenta uma flora rica, muito dela ainda né&o
explorada quimicamente com vistas a obtengcdo de produtos naturais bioativos,
sendo que as espécies vegetais estdo distribuidas nas vérias regides geograficas.
Entre estas podemos destacar a regido semi-arida do nordeste. O termo Semi-arido
e Caatinga sdo frequentemente utilizados de maneira equivocada. Caatinga é
empregada para um tipo de vegetagdo, enquanto o Semi-Arido pode ter uma
conotagdo geogréfica ou politica, a primeira relacionada a regido onde predomina o
clima Semi-Arido e a segunda a regido compreendida pelo poligono das secas. Os
limites da Caatinga podem ser considerados como coincidentes com os da regido
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Semi-Arido, porém ¢ importante ressaltar que dentro destes limites ha ambientes
mais umidos e com vegetacdo diferente da Caatinga. Longe de ser homogénea, a
vegetacdo do Semi-Arido apresenta uma grande variac&o fisiondmica e floristica,
relacionada a grande heterogeneidade do clima, solo e relevo. Apesar de até bem
pouco tempo ser considerada como uma vegetagdo degradada pela utilizagdo dos
tltimos cinco séculos e baixo nivel de endemismos, verifica-se que mesmo
apresentando areas muito antropizadas e com graus de desertificagdo acentuada,
ainda apresenta flora muito rica, desconhecida e com muitos endemismos,
representados por cerca de vinte géneros e mais de trezentas espécies
(LUCCHESE, 2006).

O Brasil concentra parte significativa da biodiversidade mundial, contando
com mais de 55.000 espécies catalogadas, constituindo uma fonte potencial de
compostos biologicamente ativos (SIMOES et al., 1999; MARINHO et al., 2008). Em
relacio a regido do Semi-Arido brasileiro falta informacdo bésica sobre a
caracterizagdo, funcionamento e potencialidades dos seus recursos naturais o que
gera um atraso cientifico e tecnolégico em relagdo as outras regides do pais. O
Semi-Arido brasileiro ocupa uma &rea de cerca de 955.000 km? e, apesar de ser
cortada por um razoavel sistema de rios, tem sérios problemas com os recursos
hidricos, pois parte dos seus rios sdo temporarios ocorrendo apenas no periodo de
chuvas. De modo geral, ocorre um progressivo aumento da altitude do litoral para o
Semi-Arido gue se estabiliza mais ou menos em 500 metros e, paralelamente, uma
redugdo da quantidade anual de chuvas associada a uma distribuicdo irregular
durante o ano, onde ocorrem longos periodos sem chuvas e varios meses com
chuvas. Essa paisagem geral pode ser modificada, dependendo principalmente do
aumento da altitude, que pode levar ao aumento da quantidade de chuvas.
Diferentemente de outras &reas semi-aridas do mundo, a do Brasil é bem populosa
com mais de 20 milhdes de habitantes que, devido a alguns fatores sdcio-
econdmicos, desenvolveram uma estrutura soécio-cultural peculiar e um forte
relacionamento com o uso dos recursos nhaturais disponiveis na regido. A
degradacdo ambiental da regido do Semi-Arido resultou do uso da terra de forma
inadequada e descontrolada, sendo ocasionada pela mé utilizacdo do solo que esta
diretamente associada a falta do conhecimento cientifico. Tentando mudar esse

quadro é necessario conhecer 0s recursos naturais dessa regido usando a
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conservacgao e utilizacdo racional desses recursos e, buscar novos medicamentos
para doencgas que incidem em grande parte da populacdo (GIULIETTI, 2006).

As informagdes dadas pela medicina popular sdo de extrema importancia na
procura de substancias ativas de plantas, pois dados da literatura revelam que é
muito mais provavel encontrar atividade bioldgica em plantas cuja coleta seja
orientada pelo seu uso popular do que as escolhidas ao acaso. Resulta-se que cerca
de 75% dos compostos puros naturais empregados nas industrias farmacéuticas
foram isolados seguindo recomendagdes da medicina popular.

Para uma grande parte das aplicagbes fitoquimicas, torna-se necessaria a
utilizagdo de métodos de separagdo, purificacdo e identificacdo dos produtos
naturais presentes em plantas. Dessa forma, o desenvolvimento da fitoquimica esta
diretamente relacionado a utilizacdo e ao desenvolvimento de técnicas rapidas e
precisas, que permitam o isolamento de compostos de interesse, normalmente
presente em pequenas quantidades, concomitantemente com constituintes quimicos
j& conhecidos e de grande ocorréncia em plantas (FERRI, 1995).

Embora uma planta possa conter centenas de metabdlitos secundarios,
apenas 0s compostos presentes em maior concentragdo sédo geralmente isolados e
estudados pela fitoquimica classica. A andlise de substancias ativas é muito
complexa e longa, j& que geralmente 0s compostos presentes em menor propor¢cao
na planta sdo os que geralmente apresentam melhores efeitos biol6gicos. Nesse
sentido, torna-se indispenséavel a andlise do potencial das fragBes e das substancias
puras em relagédo a sua concentragdo. Esta avaliacdo permite predizer se o principal
componente quimico responsavel pela atividade biolégica foi realmente
determinado. O fundamento bésico deste procedimento consiste no fato de que toda
substancia, independente de sua propor¢cdo na planta, e de ser conhecida ou néo,
pode ser um principio ativo (FILHO & YUNES, 1998).

Dentre as plantas selecionadas para o estudo investigativo de atividades
como tripanocida, leishmanicida , imunomoduladora e inibidora da produgcdo de
6xido nitrico pelo programa IMSEAR (Instituto Milénio do Semi-Arido) encontra-se a
Mansoa hirsuta D.C. (Bignoniaceae) que é quimicamente pouco conhecida. A familia
Bignoniaceae € bastante estudada e apresenta resultados biologicamente

relevantes, justificando assim a investigac&o quimica e farmacoldgica desta espécie.



Capitulo 1

1.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1. Espécie botanica

A M. hirsuta D.C. é uma trepadeira lenhosa (Cipdé ou Liana), conhecida
vulgarmente como Cip6é d’alho, usada popularmente como antifingica, anti-
hipertensiva, diurética, além de ser utilizada no tratamento da diabetes e apresentar
atividade antitumoral (CHAVES & REINHARD, 2003; UMBUZEIRO, 2005).

A descrigdo da M. hirsuta C.D. feita por SILVA (1999a) € a de uma liana de
cerca de 4 m; ramos cilindros, com lenticelas, pubérilos, com tricomas multicelulares
e glandulosos. Suas folhas séo do tipo trifolioladas com peciolo 1,5-3 cm, foliolo 5-7
x 3,5-5,5 cm, discolores, semi-coriaceos, oblongo-elipticos, apice agudo, margem
lisa, levemente revoluta, base cortada a assimétrica, faces adaxial e abaxial
pubescentes a pubéculas, com tricomas multicelulares, glandulosos e tricomas
peltados; peciolos 5-10 mm; gavinhas trifurcadas no &pice. Inflorescéncia tirsoide.
Caélice ca. 15x8 mm, infundibuliforme, partido no apice formando 2-3-labios, lacinios
prolongados, com tricomas peltados e tricomas multicelulares; corola com
aproximadamente 6x4 cm, roxa, infundibuliforme, glabra na regido mediana-inferior e
pubescente na regido mediano-superior, tricomas glandulosos. Céapsula linear-
achatada com aproximadamente 12,5x1,5 cm.

O Brasil é considerado o centro da diversidade da Bignoniaceae, uma grande
familia botanica que compreende aproximadamente 800 espécies que em sua
maioria sdo encontradas em regides neotropicais. Vérias plantas desta familia séo
utilizadas popularmente no Brasil como adstringente, contra febre e para tratamento
de reumatismo, diarréia, cancer e infeccdes microbianas. Um grande numero de
efeitos biologicos tem sido experimentalmente observado incluindo atividades
antitumoral, antiinflamatério e antimicrobiana, entre outros. Algumas espécies de
Bignoniaceae tém sido testadas in vitro para a verificacdo de atividade antifingica.
Para a maioria dessas espécies, 0s compostos responsaveis pela atividade
antimicrobiana vém sendo isolados (LUCCHESE, 2006).

Os efeitos antifungicos do lapachol (1) e B-lapachona (2), naftoquinonas
encontradas em madeiras de espécies de Tabebuia, sdo bem conhecidos
(ITOKAWA et al., 1992). A resisténcia de fungos a antibiéticos em uso clinico esta

aumentando e isso exige o desenvolvimento de novas drogas. O metabolismo
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secundario das plantas pode fornecer uma fonte de matéria-prima para o
desenvolvimento de novos agentes antifingicos. Naftoquinonas, lignanas,
triterpenos e flavonoides tém sido isolados das espécies da familia Bignoniaceae. No
entanto a composi¢do quimica da maioria continua desconhecida (ROCHA et al.,
2004). O extrato etandlico das folhas de M. hirsuta mostrou efeito vasodilatador
quando testado em anéis de aorta de ratos (CAMPANA et al., 2009), enquanto os
extratos etandlicos de Clytostoma ramentaceum e M. hirsuta mostraram acao

antifangica contra Fusarium oxysporum e Aspergillus niger (ROCHA et al., 2004).
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Uma nova naftoquinona, kigelinona (3), e uma nova lignana, kigeliol (4), juntos
com seis constituintes conhecidos incluindo lapachol e desidroxilapachona foram
isolados da madeira de Kigelia pinnata, que € uma planta da familia Bignoniaceae
nativa da Africa, encontrada abundantemente nos tropicos. Seu fruto é conhecido
por possuir uma atividade purgativa e sua casca uma agao cicatrizante para Ulceras
(INOUE et al., 1981).
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1.2.2. Doengas negligenciadas

Estima-se que menos de 10% dos gastos globais em pesquisa em saude séo
direcionados para doencas que representam cerca de 90% dos problemas de saude
globais (MOREL, 2003). Esta deficiéncia do mercado tem contribuido para a limitada
disponibilidade de drogas para o tratamento das doencas que acometem
principalmente individuos de paises em desenvolvimento. O setor privado investe
quase que exclusivamente no desenvolvimento de drogas voltadas para o
tratamento de patologias comuns em paises desenvolvidos (MOREL, 2003).

Dentre as doencas negligenciadas estd a doenca de Chagas, uma zoonose
causada pelo hemoflagelado Trypanosoma cruzi. A maior parte dos casos de
infeccdo em seres humanos ocorre através do contato da pele ou mucosas com as
fezes ou urina de insetos hemat6fagos (triatomineos) contaminados por T.cruzi. Este
protozodrio infecta quase 150 espécies de 24 familias de mamiferos domésticos e
selvagens, como também seres humanos (OMS, 1994).

A doenca de chagas esté presente em 18 paises do continente americano,
em duas zonas ecologicamente diferentes: a regido do cone sul, onde os vetores do
protozoério e humano convivem no mesmo ambiente peridomiciliar e a América
Central e o México, onde os vetores estdo presentes tanto em regibes povoadas
quanto em areas inabitadas (CHAGAS, 2003). As condi¢cbes precérias de habitagéo,
sobretudo em &reas rurais sdo os principais motivos para a expansao da doencga.

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (2003), a prevaléncia da
doenga de Chagas é de 13 milhdes de casos (CHAGAS, 2003). A incidéncia anual é
de 200 mil casos, em quinze paises latino-americanos. No Brasil, os dados
disponiveis del1995 indicavam que 4,2% da populagdo rural e 1,3% da populacdo
brasileira estavam infectada pelo T. cruzi em (BRENER et al., 2000). Por ser uma
enfermidade cronica debilitante e incapacitante, o custo econdmico é elevado, e,
como a populacdo acometida é habitualmente de baixo nivel sécio-econdémico, os
gastos sao cobertos pelo Estado.

Atualmente, h4 uma droga existente no mercado para o tratamento
especifico, o benzonidazol (5), um derivado do nitroimidazol (Rochagan®, Roche).
Outra substancia utilizada até recentemente € o nifurtimox (6), um nitrofurano
(Lampit®, Bayer 2502°, Bayer). Ambas s&o eficazes somente na forma aguda ou

crbnica recente da doenca, e ainda podem induzir efeitos colaterais toxicos ao
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paciente (URBINA et al., 2002). Assim é de extrema relevancia a busca de novas
substancias para o tratamento da doenca de Chagas, que apresentem maior eficacia

no tratamento de pacientes na fase cronica e menor toxicidade.
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Entre as estratégias utilizadas na busca de novas drogas eficazes contra o T.
Cruzi esta a triagem de moléculas que atuam em alvos importantes da biologia do
parasito. Dentre estes alvos moleculares mais utilizados estdo as enzimas
diidrofolato redutase (ZUCCOTTO, 2001), tripanotiona redutase (CHAN et al., 2002)
e cruzipaina (CAZZULO, 2001; CAZZULO, 2002). Inibidores da biossintese de
esterdides (URBINA et al., 2002) e andlogos mono- ou dissubstituidos de poliaminas
(BACCHI & YARLETT, 2002), componentes biol6gicos essenciais a viabilidade e
sobrevivéncia do protozoario, também sdo moléculas com potencial atividade
tripanocida.

Outro grande problema de saude publica sdo as leishmanioses, doengas
causadas por protozoarios do género Leishmania. De acordo com dados da
Organizacdo Mundial de Saude (2004), estima-se que este conjunto de doencgas
afete mais de 12 milhdes de pessoas em todo o mundo e esta presente em 88
paises, sendo que, 72 sdo considerados como paises em desenvolvimento e 13
estdo entre os menos desenvolvidos (LEISH, 2002). No Brasil, durante os anos de
1984 e 1999, 37.294 novos casos de leishmaniose visceral humana foram
notificados pelo Ministério da Saude e somente no periodo compreendido entre 1998
e 2000 87.350 novos casos ja foram registrados (LEISH, 2002). Recentemente o
aumento elevado na taxa de co-infecgdo em pacientes HIV positivos (ALVAR et al.,
1997) e o desenvolvimento de resisténcia dos parasitos as drogas existentes tém
aumentado a importancia desta doenca na saude publica (LEANDRO & CAMPINO,
2003).
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O tratamento das leishmanioses tem sido feito com a utilizacdo de metais
pesados, em particular os compostos antimoniais, como drogas de primeira escolha.
Quando este tipo de terapia ndo é efetivo, outros medicamentos séo usados, dentre
estes a pentamidina (7) e a anfotericina B (8) lipossomais, medicamentos de
administragdo injetavel para os quais o paciente necessita de superviséo clinica ou
hospitalizagdo durante o tratamento devido a gravidade dos possiveis efeitos
colaterais (BACAB & RODRIGUEZ, 2001). Dessa forma, a busca de novas

substancias, efetivas e seguras, para o tratamento das leshmanioses torna-se

prioritaria.
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Uma das principais linhas de investigagdo de novos tratamentos para
leishmanioses € a de desenvolvimento de farmacos capazes de bloquear alvos do
sistema biolégico do parasito vital & sobrevivéncia do mesmo, como por exemplo, 0s
mecanismos que levam a sintese de ATP e que definem o estado energético do

parasito. A fosforilagdo oxidativa € um processo essencial para preencher um nivel
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energético minimo necessério a sobrevivéncia do parasito. Dessa forma, drogas que
afetam a producdo mitocondrial de ATP, tais como as licochalconas e naftoquinonas,
sdo boas candidatas a drogas leishmanicidas. Moléculas com este mecanismo de
acdo diminuem os niveis de ATP intracelulares do parasito, uma vez que a glicélise
€ um processo ineficaz para contrabalancear o decréscimo de ATP (ORTEGA et al.,
2001).

Espécies vegetais podem servir como fonte de substancias com atividade
anti-protozoario. Da classe dos taninos, isolados de espécies vegetais, algumas
substancias demonstraram atividade leishmanicida, com acdo sobre formas
amastigotas da espécie L. lonovani (KIDERLEN et al., 2001). Extratos de vegetais
ricos em substancias polifendlicas inibiram o crescimento de formas amastigotas e
promastigotas de parasitos da espécie L. amazonensis (MENDONCA-FILHO et al.,
2004). O ¢dleo essencial da espécie Croton cajucara, rico em linalol (9), mostrou-se
ativo, inibindo o crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis
(SOCORRO et al.,, 2003). Extratos de espécies pertencentes a familia Rutaceae
apresentaram atividade contra formas tripomastigotas de T. cruzi (MAFEZOLI et al.,
2000). A chalepina (10), substancia isolada da espécie vegetal Pilocarpus spicatus,
exibiu atividade tripanocida (PAVAO et al., 2002). Dessa forma, diversas substancias
tém sido identificadas e suas atividades demonstradas contra protozoarios do

género Leishmania e da espécie T. cruzi.
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H3C CHsz

1.2.3. As imunopatologias

As doencas mediadas pelo sistema imune s@o problemas de saude global,

estdo em crescimento em proporcdes epidémicas (KRENSKY et al.,, 2001) e
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demandam rapidez na pesquisa e desenvolvimento de novos tratamentos. Estas
doencgas incluem um amplo espectro de patologias, dentre elas a artrite reumatoide,
a diabetes mellitus tipo I, o lupus eritematoso sistémico, a esclerose multipla, a asma
e varias outras condigBes alérgicas. A incidéncia das imunopatologias tende a
aumentar com o envelhecimento da populagdo, tendo em vista 0 aumento da
expectativa de vida do ser humano (ROEP, 2003).

O transplante de 6rgédo é uma das grandes possibilidades terapéuticas para o
tratamento de diversas patologias. No entanto, a rejeicdo dos 6rgaos transplantados,
mediada pelo sistema imune, permanece como um fator que dificulta a utilizagdo
desta tecnologia, sendo necessario o0 tratamento continuo com drogas
imunossupressoras. E de grande relevancia, portanto, a descoberta de novas drogas
imunomoduladoras, tendo em vista a sua aplicabilidade em processos
imunopatoldgicos.

Drogas com agdo moduladora da ativagdo de macrofagos e linfocitos, como
os corticosterdides, tém sido amplamente utilizadas para o controle de respostas
imunoinflaméatorias indesejadas (KRENSKY et al., 2001). Os corticoides e a
ciclosporina (11) séo exemplos de drogas imunossupressoras eficazes disponiveis
atualmente no mercado, que causam Varios efeitos colaterais no paciente. No caso
dos corticoides, alguns dos efeitos colaterais observados sdo o retardo no
crescimento, necrose avascular de medula, osteopenia, Ulcera péptica, aumento do
risco de contrair infecgdes, aparecimento de catarata, hiperglicemia e hipertenséo,
hiperlipidemia e também nefrotoxicidade, sendo este ultimo efeito presente na
maioria dos pacientes tratados com a droga (KRENSKY et al., 2001; BURDMAN et
al., 2003).

Os corticoides tém seu mecanismo de a¢do imunomodulador baseado na
diminuic&o do numero de linfécitos no sangue periférico, na regulagdo da transcrigdo
de diversos genes e na inducdo de apoptose, sendo este Ultimo efeito do aumento
da concentracdo da proteina IkB, reduzindo a ativacdo do gene NFkB, que resulta
no aumento da apoptose das células ativadas. E de importancia central na acio dos
esterdides e na diminuicdo da produgéo de importantes citocinas pré-inflamatorias,
tais como TNF-q, II-1 e II-6, diminuindo consequentemente a acdo de macrofagos e
linfocitos (KRENSKY et al., 2001). A ciclosporina (11), droga inibidora da
calcineurina tem seu mecanismo de agdo baseado na inibicdo da transducgédo de
sinal desencadeada pela ativagao do receptor de linfocitos T, reduzindo a produgéo
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de linfocinas, incluindo a IlI-2, como também a expressdo de proteinas
antiapoptoticas. O tacrolimus (12) também inibe a ativacdo de células T através da
inibicdo da calcineurina (KRENSKY et al., 2001).
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A ativagdo de macrofagos leva a producdo de varios mediadores
imunolégicos sollveis, tais como citocinas, prostaglandinas, leucotrienos e radicais
livres de oxigénio e de nitrogénio. O &xido nitrico (NO) é um radical livre gasoso,
produzido por uma familia de enzimas, incluindo a éxido nitrico sintase constitutiva e
a Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) em processos inflamatérios (KAUFMANN &
KABELITZ, 1998; COTRAN et al., 2000; BOGDAN, 2001; ASLAN, 2002). Sendo
assim, substancias capazes de inibir a ativacdo de macrofagos tém potencial
utilizag&o como imunomoduladores.

Espécies vegetais podem ser uma fonte de substéncias com atividade
imunomoduladora. Recentemente foi demonstrado que substéncias quimicas
extraidas da espécie vegetal Crotalaria pallida inibem a producdo de NO in vitro de
forma concentracdo dependente (WENG et al, 2003). Outros exemplos de
moléculas com atividade imunomoduladora sdo as fisalinas, seco-esteroides
purificados da espécie Physalis angulata, que apresentam potente atividade
inibidora da producdo de 6xido nitrico in vitro e in vivo (SOARES et al., 2003) e a
espécie Dendrobium nobile da qual se isolou um sesquiterpeno com atividade
inibidora da proliferacéo de linfocitos (ZHAO et al., 2001).

1.2.4. Metabolomica e analise multivariada.

1.2.4.1. As “Omicas”

As plataformas tecnoldgicas conhecidas como 6émicas sdo aquelas que tém o
objetivo de isolar e caracterizar o maior nimero de biomoléculas de um mesmo
grupo, como 4&cidos desoxirribonucléicos (DNA), é&cidos ribonucléicos (RNA),
proteinas ou metabdlitos. A primeira dmica a ser denominada como tal foi a
gendmica. Este termo vem da palavra genoma, que por sua vez se deve a jungdo da
palavra gene e cromossoma. Gracas a grande aceitagdo desse termo,
transcriptomica, protedbmica e metaboldmica foram sugeridos para descrever a
expressdo de genes na forma de transcritos de mRNA, o conjunto de proteinas de
um organismo e ainda o conjunto de moléculas do organismo, respectivamente
(BINNECK, 2004; ROBERTSON, 2005). O conhecimento das émicas pode contribuir
para o isolamento e caracterizagdo de DNA, RNA, proteinas e metabdlitos. A
integracao das informagdes obtidas por essas plataformas s&o o objetivo principal de
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biologia de sistemas, também conhecida como Gendmica Funcional (ROCHFORT,
2005).

1.2.4.2. Metabolbmica

N&o h& duvidas que conhecer as proteinas de um organismo é importante,
mas existe um universo de pequenas moléculas organicas que interagem
diretamente com as proteinas e outras macromoléculas (HALL, 2006). Essas
moléculas atuam como substratos, inibidores ou ativadores alostéricos de uma
enzima. Podem ser precursores de alguma molécula importante nas inUmeras rotas
metabdlicas celulares, ou até mesmo um residuo metabdlico de alguma via de
sintese ou degradacdo de macromoléculas que por algum motivo é estocada e
utilizada como defesa quimica contra alguns patégenos (ENGEL et al.,, 2002;
DEMAIN & VAISHNAYV, 2006). Essas pequenas, porém, importantes moléculas sdo
conhecidas como metabolitos (DIXON, 2001).

Esses metabolitos s@o divididos em dois grandes grupos: os metabdlitos
primérios e secundarios. Os primarios sdo aqueles que estédo diretamente envolvidos
nas rotas de sintese de degradagcdo das macromoléculas em qualquer ser vivo
(DIXON, 2001). J& os secundérios sdo mais comuns em plantas e fungos (CHALLIS
& HOPWOOD, 2003; HALL, 2006). Eles atuam como componentes estruturais de
defesa contra herbivoros e patdgenos, atrativos para polinizadores e agentes nas
interacOes interespecificas, como alelopatia (ENGEL et al.,, 2002; CHALLIS &
HOPWOOD, 2003).

O estudo desses metabdlitos visando a obtencédo de produtos efetivos contra
diversas doencas e passiveis de comercializacdo ja vem sendo feito desde o inicio
do século XX. Entretanto, a idéia de se analisar todo o conjunto de metabdlitos em
qualquer nivel de complexidade (organismo, 0Orgdo, tecido, célula ou mesmo
compartimentos celulares) s6 comecou a ganhar destaque nos ultimos anos,
conforme pode ser observado na Figura 1.1, onde é observado um aumento
significativo no nimero de publica¢des sobre esse tema nos ultimos anos (HORNIG
& HORNING,1971; NICHOLSON et al. , 1999; FIEHN, 2002; REO, 2002; LINDO et
al. , 2003, NICHOLSON & WILSON, 2003; WECKWERTH, 2003; BINO et al. , 2004,
FERNIE et al. , 2004; GOODACRE et al. , 2004; LINDO et al. , 2004a; LINDO et al.,
2004b; FUKUZAKI & KOBAYASHI, 2005; MUNGUR et al., 2005; ROBERTSON,
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2005; ROCHFORT, 2005; WECKWERTH & MORGENTAL, 2005). O nome dado a

todas as tecnologias envolvidas na analise desses metabdlitos foi metabolémica.
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Figura 1.1. Artigos publicados relacionado a metabolémica de 1975 até setembro de 2005.

1.2.4.3. Quimiometria

A sofisticacdo das técnicas instrumentais, impulsionada pela invasado de
microprocessadores e microcomputadores nos laboratérios quimicos, aumentou
significativamente nos ultimos 15 anos. Isto faz com que se torne necessario o
tratamento dos dados mais complexos do ponto de vista matematico e estatistico, a
fim de relacionar os sinais obtidos (intensidade, por exemplo) com os resultados
desejados (concentracéo) (BEEBE & SCASHOLTZ, 1998).

Muita énfase tem sido dada aos chamados sistemas multivariados, pelos
quais se podem medir muitas variaveis simultaneamente ao analisar-se uma
amostra qualquer. Entende-se por sistema multivariado aquele que analisa uma
qguantidade de dados multivariados que n&o apresentam uma informagdo direta
como resultado (KOWALSKI & BENDER, 1972). Os sistemas multivariados de forma
sequencial ou simultinea medem muitas varidveis para cada objeto, consistindo em

um método eficiente e de fécil interpretagdo. Nesses sistemas, a conversdo da
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resposta instrumental no dado quimico de interesse requer a utilizagdo de técnicas
de estatistica, algebra matricial e andlise numérica. Essas técnicas constituem-se,
atualmente, numa das melhores alternativas para a interpretacédo de dados e para a
aquisicdo do maximo de informac¢des sobre um sistema.

Para tanto, faz-se necessario 0 uso de softwares capazes de reconhecer
padrdes em andlises quimicas, o que tem permitido interpretar mais precisamente o0s
dados obtidos nos laboratérios de quimica analitica e, em consequéncia, das
andlises cromatograficas (BEEBE & SCASHOLTZ, 1998). Tem-se assim, a aplicacao
da quimiometria ou dos métodos quimiométricos (KWAN & KOWALSKI, 1980), os
quais utilizam métodos matematicos e estatisticos para definir ou selecionar as
condigdes 6timas de medidas e experiéncias e permitir a obtengdo do méaximo de
informacdes a partir da analise de dados quimicos multivariados. Os métodos
quimiométricos sao eficientes na andlise, obtencao e interpretacdo destes dados,
podendo solucionar varios tipos de problemas quimicos (XIE, 1987). Define-se
quimiometria como a &rea que se refere a aplicacdo de métodos estatisticos e
matematicos, assim como aqueles baseados em l6égica matematica, para interpretar
problemas de origem quimica (MUNCK, 2006). Assim, através destas andlises, as
informac¢des quimicas podem ser classificadas em categorias conforme suas
semelhancas ou diferengas, e ainda podem ser determinadas, propriedades de
interesse das amostras analisadas. Dentre as técnicas quimiométricas mais

utilizadas, a que foi empregada nesse trabalho foi a anélise exploratdria dos dados.

1.2.4.4. Analise exploratoria de dados

BEEBE & SCASHOLTZ (1998) consideram a andlise exploratéria dos dados
como uma ferramenta destinada a reunir amostras presentes em um grupo que
apresentem determinadas caracteristicas comuns, distinguindo-as de amostras com
caracteristicas diferentes. Ainda segundo esses pesquisadores, esse método
também auxilia na identificagdo de amostras ndo usuais - conhecidas também como
“outliers”, isto é, aquelas que ndo seguem o padrdo das demais amostras.

Em uma analise exploratoria, algoritmos matematicos reduzem grupos de
dados grandes e complexos para um conjunto de interpretacdo mais simples. Esses
calculos apontam as informacgdes importantes em poucas variaveis derivadas do
grupo de dados originais, como as correlagbes existentes entre as amostras e/ou
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variaveis independentes (BEEBE & SCASHOLTZ, 1998). CLEVE et al. (2000)
descrevem a utilidade de técnicas quimiométricas para avaliar dados analiticos
obtidos na industria téxtil. Neste setor, o0 emprego de técnicas espectroscopicas no
infravermelho proximo constitui uma facil ferramenta a ser empregada no controle de
qualidade. Entretanto, a grande quantidade de varidveis correlacionadas com o
processo produtivo gera problemas na avaliagdo das caracteristicas finais do
produto acabado. Assim, os autores sugerem que o0 emprego da quimiometria pode
auxiliar na determinacao de caracteristicas mais relevantes a serem consideradas, e
consequentemente, diminuir a quantidade de varidveis a serem avaliadas. Através
de uma andlise exploratéria foi possivel classificar as variaveis e avaliar a qualidade
dos dados originais. O estudo demonstrou que o uso da espectrometria de infra-
vermelho préximo acoplada a métodos quimiométricos foi eficiente para ser
empregado no controle de qualidade de amostras produzidas pelo segmento téxtil.

Em toda andlise multivariada, primeiramente define-se o problema, com a
determinagd@o da natureza do trabalho, ou seja, se é um problema exploratorio, de
classificagdo ou uma combinagéo desses fatores. Posteriormente, os dados obtidos
sdo organizados em um arquivo como uma matriz original X, que € construida por n
amostras e m variaveis, e cada amostra corresponde a uma linha e cada variavel
corresponde a uma coluna na matriz de dados, de onde € possivel a visualizacdo
dos dados brutos.

Antes da realizagédo da analise exploratdria dos dados, é importante atribuir o
mesmo peso para todas as variaveis, caso contrario alguns valores ou medidas
poderdo mascarar outras medidas e valores e a analise podera ficar comprometida.
Por isso, usualmente os dados sdo auto-escalonados antes do inicio da analise
exploratdria. Finalizada essa fase inicial de pré-processamento dos dados, passa-se
a fazer a analise de agrupamentos hierarquicos ou HCA (Hierarchical Cluster
Analysis), andlise de componentes principais ou PCA (Principal Component
Analysis) e a andlise dos minimos quadrados parciais discriminados ou PLS-DA
(Partial Least Square Discriminated) (BEEBE & SCASHOLTZ, 1998).

1.2.4.5. Analise de agrupamentos hierarquicos — HCA
O principal objetivo da HCA é apresentar os dados de maneira que se

enfatize o agrupamento natural, de acordo com semelhangas existentes entre as
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amostras. O agrupamento das amostras revela similaridade entre essas e os dados
sdo apresentados na forma de dendogramas, o que facilita o reconhecimento das
categorias. BERENTE et al. (2000) realizaram o desenvolvimento de um método
para determinagdo de antocianinas em vinhos empregando a CLAE e
posteriormente  classificaram amostras comerciais empregando métodos
quimiomeétricos. Apos o desenvolvimento do método cromatogréafico em fase reversa
para separar as principais antocianidinas presentes em amostras de vinhos, foi
utilizada a técnica de HCA para visualizar as relacfes existentes entre as bandas
cromatogréficas obtidas. Nove bandas foram computadas nas amostras analisadas e
0 emprego da técnica de HCA permitiu visualizar que as é&reas das bandas
cromatogréaficas de determinadas antocianidinas apresentavam elevada correlacao
entre si. As amostras que continham esses compostos puderam ser classificadas
como semelhantes. Esse trabalho demonstrou que a técnica de HCA permite a
visualizacdo do agrupamento das amostras que possuem caracteristicas
semelhantes entre si. BECKONERT et al. (2003) realizaram um estudo visando
estabelecer os efeitos metabdlicos e a toxicidade de 19 moléculas modelo com base
na HCA combinada com dados de *H RMN. As substancias foram administradas em
ratos para estudo de sua toxicidade cronica e subcrdnica. Amostras de urina foram
coletadas em 8 diferentes dias e horarios e, subsequentemente, analisadas por
RMN, sendo que as similaridades das respostas dos animais tratados com diferentes
substancias foi investigada pela HCA considerando dose e efeitos adversos. O
estudo revelou, por exemplo, que a toxicidade de algumas substancias era similar

independente do 6rgéo analisado (figado ou rim).

1.2.4.6. Analise de componentes principais — PCA

A analise por PCA pode apresentar relagbes entre amostras e variaveis, mas
também fornece um meio de reduzir a dimensao dos dados e pode ser aplicada
como uma ferramenta de visualizagdo. E um método que transforma dados
complexos em informagdes mais simples e ressalta os aspectos mais relevantes
(BEEBE & SCASHOLTZ, 1998). Essa técnica auxilia a visualizacdo de tendéncias
em um conjunto de dados que ndo sdo Obvias a olho nu. Ela ainda melhora a

visualizacdo das informacdes, agrupando as varidveis que estdo altamente
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correlacionadas em um novo conjunto de dados chamado de PCs (componentes
principais).

As PCs reduzem a dimensdo de um conjunto de dados, de forma que as
informag0des relevantes ficam condensadas e contidas nas primeiras componentes
principais e as informagfes irrelevantes ou aleatérias, nas Ultimas (BEEBE &
SCASHOLTZ, 1998). Isto pode ser observado, por exemplo, nos trabalhos
realizados por LIANG et al. (2004), os quais empregaram meétodos quimiométricos
para classificar os “fingerprintings” de cromatogramas obtidos através de CLAE de
produtos fitoterapicos produzidos a partir de Cortex cinnamomi e Erigeron
breviscapus com o objetivo de realizar o controle de qualidade destes. BERENTE et
al. (2000) também usaram a analise de componentes principais para a classificacdo
de amostras de vinhos. Este método mostrou-se apropriado para extrair as
informacdes relevantes encontradas nas varidveis originais, transformando-as em
poucas novas variaveis (PCs). Foi observado que as duas primeiras componentes
principais extrairam 70% de todas as informacdes relevantes e a interpretacdo
dessas duas componentes principais permitiu determinar as variedades de vinhos
que se correlacionavam. Assim, a utilizagdo dessa técnica torna possivel agrupar e
classificar amostras através da analise das componentes principais que s&o

apropriadas para se extrair as informacdes relevantes oriundas dos dados originais.

1.2.4.7. Minimos quadrados parciais discriminados ou PLS-DA

Embora a PCA seja uma técnica versatil, uma vez que ela explica a variancia
maxima no conjunto de dados, a andlise resultante pode ser complexa e ndo permitir
a separacdo adequada das amostras de acordo com as matrizes de dados
fornecida. Nesse contexto, A PLS-DA pode utilizar os dados oriundos da PCA e
modelar de forma mais definida as relagdes entre as matrizes, uma vez que é
possivel considerar variaveis secundarias por este método. O método produz um
conjunto de novas variaveis correlacionadas com os PCs e explica a covariancia
entre duas matrizes (CIOSEK et al.,, 2005). A PLS-DA foi utilizada para a
discriminacdo de diferentes histotipos de cancer de pulmdo, e também para
discriminar estes de cancer do colon, uma vez que permitiu a definicAo de um
conjunto de genes capazes de discriminar cancer de pulmao de metastases no célon

(MUSUMARA et al., 2005). VAN RUTH et al. (2010) aplicou a PLS-DA em amostras
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de gorduras e conseguiu identificar sete grupos referentes as origens das amostras
(leite, vaca, porco, galinha, coco, palmeira e palmiste) usando os perfis de &cidos
graxos, triacilglicerideos, a combinagéo dos perfis de 4cidos graxos e triacilgliceréis
e o perfil de compostos orgénicos volateis obtido a partir de PTR-MS. Os precgos de
preparacdes comerciais de espécies de Angelica, uma erva nativa chinesa usada no
tratamento de desordens ginecolégicas, além de artrite e anemia, sdo principalmente
determinados com base nas suas qualidades sensoriais além das propriedades
fisicas. TARACHIWIN et al. (2008) avaliaram a qualidade das raizes da planta
usando como variaveis secundarias suas origens geogréficas e as diferencas
sensoriais entre as variedades. Nesse estudo foi detectada uma ampla faixa de
metabolitos por 'H RMN e a PLS-DA permitiu 0 agrupamento das amostras com
base na &rea de cultivo (China e Japéo), além de mostrar que a qualidade sensorial

das amostras independe da &rea de cultivo.

1.2.4.8. Metabol6mica: aplicagdes em plantas

No passado a abordagem da gendmica ou protedbmica era aplicada para a
caracterizagdo dos organismos vivos isoladamente. No entanto, logo ficou evidente
que uma Unica 6mica ndo poderia satisfazer este objetivo ilimitadamente. Portanto,
muito recentemente, o produto final da expressdo génica, os metabdlitos, tornou-se
0 objetivo de uma nova 6mica, a metabolémica.

A metabolémica € uma sistematica de identificacdo e quantificagdo de todos
0os metabodlitos em um dado organismo ou amostra bioldgica. Naturalmente, as
plataformas de analise para a aquisicdo de dados sobre o conteddo de metabdlitos
sdo criticas para o sucesso dos estudos. Entre os varios candidatos, a ressonancia
magnética nuclear (RMN) revelou-se como uma ferramenta para permitir a deteccdo
de uma vasta gama de metabdlitos com robustez e exige apenas uma preparacao
muito simples da amostra. Mesmo com um dos principais inconvenientes para a
aplicacdo de RMN, sensibilidade baixa, a resolu¢cdo aprimorada e sensibilidade
fornecida pela espectroscopia de ressonancia magnética nuclear juntamente com
poderosas ferramentas quimiométricas, permitem que a metabolémica possa ser
aplicada em diversos campos da ciéncia das plantas.

A caracterizagdo quimica de vinhos tintos italianos a partir de diferentes

localizacdes geograficas na Puglia, regido do sul da Itélia, foi realizada usando
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dados de ressonancia magnética nuclear (‘H RMN). Métodos de estatistica
multivariada foram aplicados para os dados analiticos de RMN permitindo elaborar
uma técnica de controle de qualidade para vinhos (BRESCIA et al., 2002). A analise
metabdlica mostrou um claro aumento dos niveis de fenilpropandides em Brassica
rapa apos o tratamento com jasmonato de metila (LIANG et al., 2006).

A espectroscopia de 'H RMN juntamente com a andlise de componentes
principais foi utilizada no estudo da metabdlica de 12 formas cultivadas de Cannabis
sativa, para a diferenciagdo de cultivares de Cannabis baseada em uma variedade
de metabdlitos (CHOI et al.,, 2004). Em outro estudo, a RMN-metabolémica foi
aplicada a impressédo digital metabdlica de espécies de Ephedra permitindo a
discriminacdo de trés espécies diferentes dessa planta e a avaliagdo de nove ervas
comerciais de Ephedra (KIM et al., 2005). A utilizacdo de RMN para o controle de
qualidade de fitoterdpicos também tem sido explorada. Um exame de 14
preparagdes a partir de extratos aquosos e organicos dos comprimidos comerciais
de “feverfew” (BAILEY et al., 2002) mostrou que dois deles tinham uma composigao
muito diferente dos outros. As 12 amostras restantes foram distinguidas na maior
parte uma da outra, embora a diferenca néo tenha sido marcada e alguns grupos de
2 ou 3 amostras eram aparentes. Além disso, diferentes lotes de um mesmo produto
do mesmo fornecedor podem ser distinguidos. Dados espectroscépicos de RMN em
conjunto com a analise multivariada também foram relatados para a classificagéo de
amostras comerciais de catuaba. A técnica descrita permitiu a discriminacdo de
amostras com base no tipo de matéria-prima empregada em sua fabricacdo
(DAOLIO et al., 2008). Analise metabdlica de 11 espécies de llex incluindo duas
variedades foi realizada utilizando um método de espectroscopia de RMN acoplado
a analise de componentes principais (PCA) no software SIMCA-P (CHOI et al.,
2005). Resultados como estes mostrados anteriormente prova a eficacia de métodos

de analise multivariada na classificac@o e caracterizagdo de espécies de plantas.
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1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivos gerais

Estudar o potencial biolégico dos extratos e frac6es obtidos das folhas da M.
hirsuta, Cip6 d’'alho, isolar e purificar os possiveis principios ativos e estudar o peffil

metabolémico da planta.

1.3.2. Objetivos especificos

e Preparar os extratos etandlicos de plantas de M. hirsuta coletadas na regido
de Gentio de Ouro;

¢ Particionar o extrato etanélico de folhas de M. hirsuta;

¢ Realizar a prospeccéo fitoquimica para estabelecer as classes de metabdlitos
secundarios presentes no extrato e fracdes;

e Estudar as atividades biolégicas do extrato e fracbes com relagcdo aos
potenciais citotoxicos, leishmanicida, tripanocida, redutora do radical NO e
inibidora da proliferacao de linfécitos;

e Purificar possiveis compostos ativos por cromatografia em camada delgada e
cromatografia em coluna;

e Elucidar a estrutura das substancias isoladas com base em dados de GC-MS,
'H RMN e 2D-RMN;

¢ Aplicar as técnicas HCA, PCA e PSL-DA para a caracterizacdo metaboldémica
de espécies de M. hirsuta coletadas em diferentes locais do Semi-Arido e

e Estabelecer correlagbes entre varias variaveis (tipo de solo, constituicdo
quimica, relevo, meio ambiente), com a atividade biol6gica apresentada, de

modo a selecionar plantas com a melhor atividade possivel.
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EXPERIMENTAL

Experimento foi realizado na Universidade Federal de Alagoas, no Laborat6rio
de Pesquisa em Recursos Naturais do Departamento de Quimica — UFAL e na

Divisédo de Farmacognosia da Universidade de Leiden (Holanda).

2.1. REAGENTES, SOLVENTES E EQUIPAMENTOS

= Nas separagbes cromatogréficas em coluna, utilizou-se como adsorvente silica
gel 60 (70-230 Mesh ASTM) da (Merck - Darmstad — Alemanha). O comprimento
e o diametro das colunas utilizadas variaram conforme as quantidades das
amostras e de silica gel a serem utilizadas. Nas permeacdes em gel, utilizou-se
Sephadex LH-20 (Pharmacia, Suica;)

= Nas andlises comparativas atraveés de cromatografia em camada delgada (CCD),
utilizou-se gel de silica 60 PFzs4 da Merck. A suspenséo de silica, obtida em &gua
destilada, foi distribuida sobre placas de vidro através de um espalhador
mecanico para ter uma espessura de 0.15 mm.

= A revelacdo das substancias nas cromatoplacas foi realizada através da
exposicdo dessas a irradiacdo com luz na regido do UV, em comprimentos de
onda 254 e 366 nm, e os reveladores. Solugdo alcodlica de anisaldeido 10%,
solucdo acida de sulfato cérico, solucdo de acido fosfomolibidico e vapores de
iodo;

= Os solventes utilizados foram destilados no préprio laboratério para as particbes
e filtracbes (Morais de Castro LTDA, Recife-PE). Porém, nas colunas
cromatograficas e cristalizagbes foram utilizados solventes analiticamente puros
de grau P.A.

= A concentragdo das fragdes contendo grandes volumes de solvente foi efetuada
em evaporador rotativo sob pressao reduzida, tipo Blchler; enquanto que as
solug¢des contendo pequeno volume foram concentradas & temperatura ambiente
em capela de exaustéo;

= O critério de confirmag&o da pureza para as substancias isoladas aferiu-se o

ponto de fuséo;
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= Os extratos foram obtidos com n-hexano e depois com diclorometano e em
seguida submetidos a analise em um cromatrografo a gas Shimadzu, modelo
GC-17A, equipado com uma coluna DB-1, acoplado ao espectrometro de massas
Shimadzu, modelo GCMS-QP5050A (Shimadzu - Kyoto - Japéo) (Figura 2.1). Foi
utilizado hélio (He) como gas de arraste e os espectros de massas foram obtidos
por impacto eletrébnico com energia do feixe eletrénico de 70 eV. Foi também

analisado o etanol recuperado da extragdo bruta (Fluxograma 2.1).

Figura 2.1. Cromatografo gasoso acoplado ao espectrdmetro de massas

utilizado na identificagéo dos volateis.

2.2. TRATAMENTO DA PLANTA
2.2.1. Escolha da Planta

A espécie M. hirsuta D.C apresenta atividades biologicas, e faz parte das
plantas selecionadas no programa IMSEAR (Instituto do Milénio no Semi-arido) para
estudo quimico.
2.2.2. Coleta e Descricao da Planta
2.2.2.1. Fitoquimica classica

As folhas da planta em estudo foram fornecidas pelo projeto IMSEAR

(Instituto do Milénio do Semi-arido). A M. hirsuta trabalhada foi coletada e descrita

por Teonildes Nunes em 16/05/2002 no Brasil, Bahia, Santo Inécio, estrada Xique-
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Xique, para Gentio do Ouro, antes de Gameleira do Assurua, 11°19’ S e 42°40’ O.
Esté registrada no HUEFS (Herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana)
com numero de série de 59456. As plantas coletadas foram usadas no processo de

isolamento e purificagdo de substancias na fitoquimica cléssica.

2.2.2.2. Metaboldémica

As populagdes escolhidas foram: Campo Alegre de Lourdes (S 9° 28’ 9,8" W
43° 05’ 22.7”), Gentio de Ouro (S 11° 25’ 38.5” W 42° 31’ 13.7”) Morro do Chapéu (S
10° 55’ 35.1 W 42° 28" 24,0”), Boninal (S 12° 26’ 36.5” W41° 55’ 9.7") e Caetité (S
14° 06’ 57.9” W 42° 25’ 56,9”). Estas regides estao ilustradas e no Mapa da Figura
2.1. Na regido de canudos N&o foi encontrada espécie de Mansoa hirsuta por conta
do desmatamento, nesta regido do semi-arido da Bahia que faz vizinhanca com a

mata atlantica.

MAPA DA BAHIA

Fonte: Base Cartografica Digitsl
Superintendéncia de Estudos Escala 1:1.500 000
Econdmicos e Sociais da Bahia,
2000. Organizapéo Lisiane de

Proieca liconi
Melo Silva. roje¢ao policonica

Figura 2.2. Mapa com ilustracdo dos municipios os quais foram coletados os espécimes de

Mansoa Hirsuta D.C..

As folhas da M. hirsuta foram fornecidas pelo IMSEAR, coletadas e
autenticadas pelo botanico Cosme Correia em agosto de 2009 e um exemplar de
cada Populacdo da espécie coletada, se encontram depositados e registrados no

herbéario da Universidade Estadual de Feira de Santana sob nUmeros de série
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161172 (C. Alegre de Lourdes), 161174 (G. de Ouro), 161175 (M. do chapéu),
161176 (Boninal), 16177 (Caetité), estes espécimes também foram fotografadas,

para observar algumas caracteristicas fenotipicas.

G. do Quro

Boninal

Figura 2.3. Fotos dos espécimes de Mansoa Hirsuta nas regides coletadas.

2.2.3. Secagem e moagem das folhas

As folhas sadias da planta ja foram fornecidas secas para que nao houvesse
crescimento de microrganismos, sendo entdo separadas de residuos de outras

partes das plantas e pulverizadas em moinho tipo forrageiras.

2.2.4. Obtencéo do Extrato

2.2.4.1. Fitoquimica classica

A planta pulverizada com o peso total de 15,0 kg, foi extraida com 60 L de
etanol 90% v/v em extrator de aco inoxidavel a temperatura ambiente (27 — 30 °C)
por 96 h. A destilacdo do solvente sob pressdo reduzida em aparelho rotatério

forneceu 1800 g de extrato etandlico concentrado e homogéneo.
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2.2.4.2. Metaboldémica

As folhas dos 50 individuos da M. hirsuta, sendo 10 de cada populagéo,
foram secas em estufa a 40 graus e depois pulverizada em um liquidificador
industrial, sendo coletados aproximadamente 15,0 g de cada individuo e extraidas
separadamente com 150 mL de etanol 90 % em Erlenmayer de 250 mL, temperatura
ambiente (27 — 30 °C) por 96 h. A destilagdo do solvente sob presséo reduzida foi
realizada em aparelho rotatério, elaborando extratos etandlicos concentrado e
homogéneo. Depois todos os extratos foram liofilizados e 20 mg foram dissolvidas
em 500 pL de metanol deuterado e 500 pL de agua deuterada com tampao KH,PO,
pH 6.0, e para total dissolu¢cdo usou-se vortex e ultrason. As amostras foram entéo

centrifugadas, pipetados 700 pL e transferidos para tubos de RMN.

2.3. FRACIONAMENTO EM FASE REVERSA COM CARVAO ATIVO DO
EXTRATO ETANOLICO DA M. hirsuta

Pesou-se 250 g do extrato total e incorporou-se em carvao ativo até que todo
0 extrato tomasse forma de pd. Apds secagem completa (48 h) o material foi
colocado em um funil de Buchner forrado com papel de filtro e, uma camada de
silica (3 cm). Cobriu-se o material com outro papel de filtro. Com um funil de adigéo
eluiu-se o material com os solventes segundo um gradiente decrescente de
polaridade iniciando-se com EtOH:H,O (1:1), EtOH, AcOEt, Cloroférmio e Hexano.
Apos evaporacdo em aparelho rotatorio obteve-se 5 fragdes: hidroalcodlica 1:1 (130
g), alcodlica (35 g), acetato de etila (40 g), cloroférmio (41 g) e hexano (4 g). De
acordo com o Fluxograma 2.1.

Apos andlise de CCD em silica gel, a fracdo eluida com acetato (40 g) foi
utilizada para purificagdo segundo o Fluxograma 2.2 sendo obtidas oito fragdes.
Testes com base na cromatografia em camada de silica, a frac&o eluida com acetato
de etila (15 g) foi submetida a fracionamento cromatografico. Também no
Fluxograma 2.2, foi utilizada a frag&do oleosa eluida com hexano/acetato de etila (2 g)

submetida a coluna cromatogréfica e analisada em CG/EM.
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Fluxograma 2.1. Fracionamento em Fase Reversa em Carvao Ativo do Extrato

Etandlico da M. hirsuta.

Extrato Etandlico

Bruto (250 g) |

Partiggo em fase reversa em Carvgdo Ativo
com H-.CrEOH S0%

Fase H,0:EtOH 50% (130 g)

Residunl

Partigéo com EtOH

Fase Etandlica (35 o) I Residunl

Patticéo com AcOE

—
Fase Acetato (40 ) I Residuul

Particéo com CHCI,

Fase Clorafdrmica 41 g) I Residunl

Praticfo com Hexano

Fase Hexdnica (4 g I

Residunl
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Fluxograma 2.2. Particdo da fracdo em AcOEt da espécie M. hirsuta (folhas).

AcOEt (40 g) I

Filtragdo em funil corm silica (CLW)

BA1 HesxiAcOEt Hex/ACDE Hex/AcOEt AcOEt/heOH

MW¥% M2y MW% 31y 50 %) 14 g (B0 %) 4 g

HexiAcOEt HexfAcOEt AcOEt hleOH

10 % (213 g 20 % (05 o) (15 ) 5o
Coluna em silica MHEA I %

Hexd epe,

CHOI AcOEt (MelH

He:x

|OBA 1.1 |OBA 1.2 OBA15

e SE—
0BA1.2 I oBA 1.4 I

—iC GEM

* A fracdo de 15 g de acetato identificada como MHFA= foi submetida a um
fracionamento cromatografico em coluna de gel de silica, utilizando como fase mével
hexano (CgH14), acetato de etila (AcOEt) e misturas destes solventes. Coletou-se um
total de 100 fracdes com um volume médio de 5 mL cada. Essas fracbes, apos
andlise comparativa através de cromatografia em camada delgada (CCD) e
revelagdo com anisaldeido, sulfato cérico e/ou vapores de iodo, utilizando-se
diferentes sistemas de eluentes, foram reunidas em sete grupos (Tabela 2.1).

A fragdo {F-(43 - 60)} (2,05 g) (Tabela 2.1), foi submetida a uma coluna
cromatografica em silica gel. Nesta separacédo foi utilizado 6 g de silica e os
solventes foram CgHi4, CsH14/CHCI3 1:1 e CHCIs. Este procedimento experimental
resultou na obtencdo de composto sélido amorfo denominado MHFA1 (60 mg). A
fracdo {F-(74-100)} (1,04 g) (Tabela 2.1) foi submetida ao procedimento acima
descrito, que levou a purificagdo de um soélido amorfo denominado MHFA2 (70 mg).

A fragcdo eluida em cloroférmio (41 g) oriunda do extrato grama (Fluxograma
2.2) foi submetida a filtragcdo em silica gel sendo coletadas nove fracfes. Apos
analise em CCD, as fragcBes em hexano/cloroférmio a 30% e 50% foram reunidas em
uma Unica fracéo (10,4 g), e chamada de MHFC (Fluxograma 2.3).
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Tabela 2.1. Fracionamento Cromatografico da Fase MHFA das folhas de M.
hirsuta D.C.

Grupos Fracdes Reunidas Condicdes de eluicdo Massa Substancias

Isoladas(g)
| 1-10 C6H14 1,00 g -
Il 11-22 CeH14 /ACOEL 1% 515¢g -
1 23-35 CeH14 /ACOEL 2,5% 3.25¢g -
\Y 36 - 42 CsH14 /ACOEL 5% 1,10g -
Y, 43 - 60 CeH14 /ACOEL 10% 2,05¢g MHFA1
W 61-73 CsHi4 /ACOEL 1:1 1,049 -
VI 74 - 100 AcOEt 100% 1,409 MHFA2

Fluxograma 2.3. Particdo da fracdo em cloroférmio da espécie M. hirsuta

(folhas)
CHCL (41 g)
Filtrag&o ern funil
corm silica (CLW)

— e —
Hexano Hex/CHCI; Hex/CHCI; CHCl, MeOH
(10,34 1) 20 % (3.4 ) 80 % (4,0 g) (197 o) (3,08 g

—
Hex/CHCI, Hex/CHCI, CHC, CHCI; MelH
10% (5,02 g) 30% (B4 g (50 o) 80 % (1.7 g
Reunidas
MHFC
(104 g

* A fracdo MHFC= (Fluxograma 2.3) (10,4 g) foi submetida a um fracionamento
cromatogréafico em coluna de silica gel, utilizando como fase mdvel hexano (CgHi4),
cloroférmio (CHCI3), metanol (MeOH) e misturas destes solventes. Coletou-se um
total de 130 fracdes com um volume médio de 5 mL cada. Essas fracbes, apos
andlise comparativa através de CCD e revelacdo com anisaldeido, sulfato cérico
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e/ou vapores de iodo, utilizando-se diferentes sistemas de eluentes, foram reunidas

em doze grupos (Tabela 2.2).

Tabela 2.2. Fracionamento Cromatografico da Fase MHFC das folhas de M.
hirsuta D.C.

Substancias

Grupos Fracdes Reunidas Condicdes de eluicdo Massa Isoladas(g)

| 1-20 C6H14 1,00 g -

I 21-33 C6H14 /CHC|3 1% 0,50 g -

[l 34 -45 CgHy4 / CHCI3 2,5% 1,209 -

v 46 - 60 C6H14 / CHC|3 5% 0,80 g -

\Y 61 - 69 C6H14 / CHC|3 10% 1,00 g -

VI 70-75 CeHi4 / CHCI3 1:1 1,209 MHFC1
VI 76 -84 CHCI;/MeOH 5% 1,009 -
VI 85-94 CHCIy/MeOH 10% 0,509 -

IX 95 -100 CHCI;/MeOH 20% 0,709 -

X 101 - 112 CHCIy/MeOH 30% 1,30 g MHFC2
Xl 113 - 121 CHCI;/MeOH 50% 0,40 g -

Xl 122 - 130 MeOH 0,80 g -

A fracdo {F-(70 - 75)} (1,20 g) (Tabela 2.2), foi submetida a uma coluna
cromatografica em silica gel. Nesta separacdo foi utilizado 3 g de silica e os
solventes foram CgHi4, CsH14/CHCI3 1:1 e CHCIs. Este procedimento experimental
resultou na obtencdo de um composto: um solido cristalino MHFC1 (80 mg).

A fracdo {F-(101 - 112)} (1,30 g) (Tabela 2.2), foi submetida a uma coluna
cromatografica em silica gel. Nesta separacdo foi utilizado 3 g de silica e os
solventes foram CgHi4, CsH14/CHCI3 1:1 e CHCIs. Este procedimento experimental

resultou na obtencdo de um composto: um sdélido cristalino MHFC2 (60 mg).

2.4. HIDROLISE

Colocou-se 10 mg do material (OBA1) em 6 baldes de fundo redondo de 100
mL dissolvido em 10 mL de etanol. Adicionou-se a esta solugédo 20 mL da solugéo a
10% de KOH em etanol. O material foi submetido a refluxo por um periodo de 2
horas. Apos resfriar, o volume da solucdo foi reduzido & metade e adicionou-se 50
mL de agua destilada. A solucdo foi extraida em um funil com éter etilico (4 x 40
mL). A frac@o sollivel em éter foi lavada com agua e seca com Na,SO, anidro. A

solugéo alcalina foi acidificada com solucéo aquosa de HCl a 1% até pH ~ 1. Seguiu-
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se a extrac@o com éter etilico (4 x 40 mL). A frag@o orgénica foi lavada com solugéo
saturada de NaCl e seca com Na;SO, anidro. O material foi dividido em duas
fracdes. Uma para sililacao e outra para metilacdo seguindo-se analise por CG/EM.
As fracbes oleosas obtidas nos fracionamentos das partes de acetato e cloroférmio

foram hidrolisados para que podessem ser analisados em GC/EM (Fluxograma 2.4).

Fluxograma 2.4. Hidrélise do Oleo Extraido da Fragdo Acetato

OBA1

Hidrdlise alcaling
& Extraido corm &ter sulfdrico

Aquosa I Fragio Organica
Neutra e Basica

Tratado com HCl até pH 1,0
Extraido com éter sulfurico

\ | CGEM

Fragiao Organica Fragio Aquosa
Acida

Metilar com CH;3N, Sililar com BSTFA I

CGEM I CGEM I

2.5. METILACAO COM DIAZOMETANO

2.5.1. Preparagé&o do Diazometano (CHzNy)

O diazometano foi preparado pela mistura de duas solugdes. A solugéo A foi
preparada em um baldo de fundo redondo de 125 mL pela dissolucéo de 1,25 g de
KOH em 20 mL de agua destilada e, posterior adicdo de 6,25 mL de etanol. A
solugdo B foi preparada pela dissolucéo de 5,35 g de N-metil-N-nitroso-p-tolueno-
sulfonamida (Diazald) em 50 mL de éter anidro em uma ampola de decantacdo de
100 mL.

A solugdo A no baldo de fundo redondo foi colocada em banho de dleo sob
agitacdo. A este baldo foi conectada uma ampola de adigdo com a solugéo B e um

condensador reto contendo na saida um baldo coletor. Verteu-se, através de

34



Capitulo 2

gotejamento a solugéo B sobre a solugdo A. O diazometano produzido foi recolhido

no baldo coletor.

2.5.2. Metilagédo com Diazometano

Cinco miligramas da fracdo acida foram solubilizadas com éter sulfurico seco
e adicionado na solugdo do diazometano recém preparada. A solucéo resultante foi
deixada em repouso por 12 horas e o éter removido por passagem de um fluxo de
Na.

2.6. SILILACAO COM BSTFA

Diluiu-se 1 mg da amostra em 100 pL de diclorometano mais 100 uL de BSTF
(N,O-bis(trimetilsilil)-trifluoracetamida) e aquecido em banho de areia a 70°C por 50
minutos, adiciona-se 100 pL de Hexano e concentrou-se em fluxo de nitrogénio até

100 pL e depois analisou-se em GC-MS.

2.7. CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS (CG/EM).

As fracbes oleosas e o0s solventes destilados das extragdes foram
analisadas por cromatografia gasosa-espectrometria de massas (CG/EM) em um
aparelho Shimadzu (Instituto de Quimica e Biotecnologia-IQB — UFAL).

As analises por CG/EM foram realizadas em aparelho Shimadzu CG/EM
QP5050 (no Depto. Quimica - UFAL). O CG operou com coluna capilar apolar HP-1
(30 m x 0,25 mm i.d. x 0,25 um de espessura do filme), tendo Hélio como gés de
arraste (1 mL/min). As amostras foram analisadas com energia de ionizagéo 70 eV,
corrente do filamento 220 pA, temperatura da fonte 190 °C e voltagem do
multiplicador 2000 V. O CG operou com temperatura programada: SREEB, EBVH e
EBVD - 35 °C (10 min), 2 °C/min, 120 °C, 8 °C/min, 310 °C (5 min); OBAL e suas
fagdes - 40 °C (5 min), 100 °C, 10 °C/min (2 min), 200 °C, 20 °C/min (5 min) e
ISOLADOS e HIDROLIZADOS e os Oleos extraidos da fracdo de acetato e
cloroférmio - 40 °C (1 min), 10 °C/min, 200 °C, 3 °C/min, 300 °C (20 min). Utilizou-se
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a mesma programacgao de temperaturas descrita acima. O analisador quadrupolo
operou na técnica SIM.

As amostras dos solidos isolados foram injetadas diretamente no CG-EM.

2.8. EXTRACAO PARA ANALISE DE VOLATEIS

Os extratos obtidos por hexano e diclorometano foram preparados no
Laboratério de Pesquisa em Recursos Naturais da UFAL utilizando-se de um
aparelho de Klavenger (Figura 2.2), usando em cada experimento duas folhas da M.

hirsuta para a extracao dos volateis por arraste a vapor.

Figura 2.4. Aparelho de klavenger utilizado na extracdo dos volateis de M. hirsuta.
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2.9. PROSPECCAO FITOQUIMICA

Os extratos da M. hirsuta utilizada neste trabalho foram submetidos a
prospeccdo fitoquimica, seguindo-se as metodologias descritas na literatura
(MATQOS, 1997; ESTEVAM, 2006; SILVA, 2006).

2.10. ENSAIOS BIOLOGICOS

2.10.1. Animais

Os camundongos utilizados para o desenvolvimento deste trabalho foram
provenientes do Biotério do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Fundacao
Oswaldo Cruz — Bahia. Preferencialmente foram utilizados camundongos machos e
fémeas, com idade aproximada de oito semanas, da linhagem BALB/c, sendo as
linhagens C57B1/6, CBA e Swiss Webster também utilizadas.

2.10.2. Avaliacao da citotoxicidade

Para a determinacéo da concentracdo atoxica para células de mamiferos, os
extratos e fragbes foram avaliados em diferentes concentragbes (0,1, 0,01 e 0,001
mg/mL e eventualmente a 0,05 e 0,005 mg/mL). Para este ensaio, foram utilizadas
células de bago (6:10°/poco) de camundongos isogénicos incubadas na presenca
das amostras e de timidina tritiada, durante 24 horas. Cada concentragdo das drogas
foi avaliada em triplicata em placa de 96 pogos, em estufa imida a 37 °C, com 5 %
de CO.. A cultura de células de bago foi feita em meio de cultura Dulbeco’s Modified
Eagle Meduim (DMEM) completo (suplementado com soro bovino fetal a 10 % e
gentamicina a 50 pg/mL). As drogas foram diluidas em meio de cultura no dia da
realizagdo do experimento. A timidina tritiada foi adicionada de forma a obter uma
concentracao final de 1 puCi por pogo.

Para este ensaio, dois controles foram feitos: um controle sem tratamento, no
qgual se incubou somente células e timidina tritiada, e um controle de células tratadas
com saponina (concentragéo final de 0,05 %), substancia com reconhecida atividade
citotoxica. Apos o periodo de incubacéo, as células foram coletadas em um filtro de
fibra de vidro, utilizando-se um coletor de células (Filtermate 196, Packard, Meriden,
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CT, EUA). Os filtros foram secos a temperatura ambiente durante 24 horas e,
posteriormente, lidos em contador de radiagdo beta (Beta Counter, Packard,
Meriden, CT, EUA). O percentual de citotoxicidade foi determinado comparando-se
os valores de radiagcdo incorporados pelas células incubadas na presenca dos
extratos com os valores do controle ndo tratado. A concentracdo dos extratos e
fracdes utilizada para os ensaios posteriores foi a mais elevada que apresentasse

uma toxicidade de até 30 %.

2.10.3. Avaliacao da atividade anti-Leishmania amazonensis

Para este ensaio foram utilizadas formas promastigotas de Leishmania
amazonensis obtidas de fase estacionéria de cultura axénica em meio LIT completo
enriquecido com soro bovino fetal a 10 % e gentamicina a uma concentracao final de
50 pg/mL. Os parasitos foram incubados na presenga dos extratos ou fragdes
vegetais em placa de 96 pocos. Foram plaqueados 5x10° parasitos/poco em volume
final de 200 ul, sendo cada substéncia avaliada em triplicata.

Dois controles foram preparados: um controle sem tratamento, consistindo da
cultura dos parasitos em meio de cultura LIT completo, e em controle de leishmanias
tratadas com parasitos em meio de cultura LIT completo, e um controle de
leishmanias tratadas com uma droga com atividade leishmanicida conhecida, a
anfotericina B a 25 pg/mL. Os parasitos foram incubados na presenga das drogas
durante 24 horas a 26 °C. Apoés esse periodo, adicionou-se o MTT (3-(4,5-Dimetil-
tiazol-2yl)-2,5-brometodifeniltetrazolio) e incubou-se novamente a 26 °C durante 2
horas, ap6s as quais foi feita a leitura das absorbancias em espectrofotdmetro (
pectra Max 190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA) no comprimento de onda
570 nm. A viabilidade dos parasitos foi avaliada com base no metabolismo do MTT,
sendo a mesma proporcional ao valor de absorbancia obtido. Os percentuais de
atividade anti-L.amazonensis foram definidos comparando-se os valores das
absorbancias dos pogos incubados com as drogas e os valores do controle néo

tratado.
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2.10.4. Avaliacéo da atividade anti-T. cruzi

Formas epimastigotas do T. cruzi (cepa Y) foram obtidas de cultura axénica
em meio de cultura LIT completo. Os parasitos foram plaqueados em placas de 96
pocos a 10’ parasitos/poco, em volume final de 200 pl. Foram realizados controles
sem tratamento, consistindo da cultura dos parasitos em meio de cultura LIT
completo, e com tratamento com uma droga com atividade anti-T. cruzi conhecida, a
anfotericina B a 25 pg/mL. Os parasitos foram incubados durante 24 horas a 26 °C
em presenca dos extratos ou fragbes testados. Apds esse periodo, adicionou-se o
MTT e incubou-se novamente a 37 °C durante 3 horas, uma vez que o metabolismo
desse sal pelos parasitos demonstrou-se mais intenso nesta temperatura. A leitura
foi feita a 570 nm em espectrofotometro (Spectra Max 190, Molecular Devices). Os
percentuais de atividade anti-T. cruzi foram determinados comparando-se os valores
das absorbancias dos pocos incubados com as drogas e os valores do controle néo

tratado.

2.10.5. Avaliacédo da inibicdo da producéo de 6xido nitrico

Com o objetivo de avaliar o efeito dos extratos e fragcdes de vegetais quanto a
inibicdo da producdo de Oxido nitrico, utilizaram-se macrofagos do exsudato
peritoneal de camundongos injetados, por via intraperitoneal, com tioglicolato a 3%
em salina. A lavagem peritoneal, com meio de cultura DMEM suplementado com 50
Mg/mL de gentamicina, foi feita apdés um periodo de 4-5 dias de injecdo do
tioglicolato. As células do exsudato peritoneal incubadas em placas de cultura de 96
pocos (2x10° células/poco) por um periodo de 2 horas, em estufa tmida a 37 °C e
5% de CO,. Apds este periodo, os pogos foram lavados com meio DMEM para
remocdo das células ndo-aderentes. As células aderentes foram estimuladas com
LPS (500 ng/mL) e IFN-y (5 ng/mL), na presenga ou n&o dos extratos ou fracdes, em
meio DMEM completo. Apdés 24 horas, 50 ul do sobrenadante de cada pogo foram
coletados e transferidos para placas de 96 pogos para a avaliagdo da quantidade de
nitrito através do método de Griess (DING et al., 1988).

A reacao de Griess foi feita adicionando-se aos 50 ul do sobrenadante/pogo
igual volume do reagente do Griess (solugcéo de sulfanilamida 1% e dihidrocloreto
naftiletiileno diamina — NEED — 0,1% em H3PO4 a 0,3 M). A leitura das placas foi feita
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imediatamente em espectrofotbmetro, no comprimento de onda de 570 nm. A
porcentagem de inibicAdo da produgdo de 6xido nitrico de cada extrato ou fracdo
avaliada foi determinada comparando-se os resultados obtidos com os resultados

dos sobrenadantes de culturas de células néo tratadas com drogas.
2.10.6. Avaliacéo da inibi¢céo de linfoproliferagao

Para avaliar a atividade inibidora da linfoproliferagéo dos extratos e fracoes de
vegetais, foram utilizadas células totais de baco de camundongos. As células (4x10°
/pogo) foram cultivadas em placas de 96 pogos, em meio DMEM completo, na
presenca ou ndo dos extratos ou fragbes e estimuladas com o mitdgeno
concanavalina A (Com A; 1 pg/mL; Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA), lectina
de origem vegetal (Canavalia ensiformis) capaz de provocar ativagdo policlonal de
linfocitos. Cada substancia foi testada em triplicata.

As células foram incubadas durante 48 horas em estufa imida a 37 °C e 5%
de CO,. ApGs este periodo, adicionou-se timidina tritiada (1 pCi/pogo) e incubou-se
novamente as células em estufa sob as mesmas condi¢des, por um periodo de 12-
48 horas. As células foram entdo coletadas para quantificacdo da radioatividade
beta, conforme descrito através da comparacdo da incorporacdo da tiamina em
culturas de células estimuladas com Con A somente ou em presenca dos extratos e

fragdes.
2.11. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

As andlises de RMN foram realizadas no Laboratério de Farmacognosia e
Metabolémica de Plantas, na Universidade de Leiden, em estagio doutoral realizado
na Holanda, sob orientagdo do Professor PhD Robert Verpoort. As anélises de 1D-
'H RMN, J-resolvido bem como os experimentos de correlagdo homonuclear *H-'H e
heteronuclear H-*C foram realizados a 25 °C em um espectrometro de RMN
modelo Bruker AVANCE Il 600MHz (600.13 MHz de frequéncia do préton) equipado
com uma crioprobe TCI e um sistema de gradiente Z. CDsOD foi usado como padréo
interno. Para adquirir os espectros de 1D-'H RMN, um total de 32768 pontos de
dados foram registrados cobrindo a janela espectral de 9615 Hz. 128 varreduras
foram aplicadas com uma sequéncia de um pulso padrdo com 30° de angulo de
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nutagcdo para excitagdo e pressaturacdo durante 2 sec de relaxagdo com campo
efetivo de yB1 = 50Hz para supresséo dos sinais de H,O residual (PRICE, 1999).
Uma funcéo de janela exponencial com um fator de alargamento de linha de 0.3Hz
foi aplicada primeiramente por transformada de Fourier. Os espectros resultantes
foram manualmente calibrados para a fase e a linha de base usando o padréo
interno TMSP em 0.0 ppm.

Para a aquisicéo dos espectros 2D-J-resolvido (AUE et al., 1976), uma matrix
de dados de 62 x 16384 cobrindo 50 x 7739.4 Hz foi usada e os espectros foram
adquiridos apds 16 varreduras para cada incremento em F1. A pressaturagdo foi
aplicada durante a relaxacdo de 1.5 segundo com um campo efetivo de yB; = 50Hz.
Os dados também foram calibrados no intervalo 512 x 32768 antes da analise por
transformada de Fourier com fung¢des de janela com em forma de sino para ambas
as dimensofes. Os dados no dominio da frequéncia resultante foram alinhados para
45° e entdo simetrizados ao longo da dimenséo F2 (F1 = OHz) e também calibrados
para o padrdo interno TSMP. Proje¢Bes 1D na dimensdo F1 foram extraidas dos
espectros 2D-J-resolvidos usando a rotina de projecao interna do programa Topspin
(verséo 2.1, Bruker Biospin).

Os espectros bidimensionais de correlagdo homonuclear de hidrogénio *H-'H
(COSY, DEROME et al., 1990) foram adquiridos com pressaturacdo (yB; = 50Hz)
durante uma relaxagcdo de 1.5 segundo. Uma matrix de dados de 1024 x 2048
pontos cobrindo 7739.4 x 7739.4 Hz foi registrada com 8 varreduras para cada
increment. Os dados foram preechidos com zero em 2048 x 2048 pontos antes da
transformada de Fourier 2D do tipo “States-TPPI” e uma funcgéo de janela na forma
de seno foi aplicada em ambas as dimensdes. O

Os espectros bidimensionais de correlagdo heteronuclear (HSQC, KAY et al.,
1992) foram registrados para uma matrix de 256 x 2048 pontos cobrindo 30182.7 x
7812.5 Hz com 64 varreduras para cada incremento. A transferéncia INEPT foi
otimizada para o acoplamento heteronuclear de 145 Hz e uma relaxagéo de 1.5
segundos. Os dados foram linearmente previsto para 512 x 2048 usando 32
coeficientes e entdo preenchidos com zero em 2048 x 2048 pontos antes da
transformada de Fourier 2D do tipo eco-anti eco e uma fungéo de janela na forma de
seno deslocada por por 11/2 em ambas as dimensdes foi aplicada. Proje¢bes 1D ao
longo do eixo F1 forma extraidas usando a ferramenta de projecdo positiva do
programa Topspin (verséao 2.1, Bruker Biospin).
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Os espectros bidimensionais de correlagdo heteronuclear para ligagbes
multiplas (HMBC, BAX et al., 1986) foram adquiridos usando uma matrix de 300 x
2048 pontos cobrindo 33201.9 x 6265.6 Hz apo6s 256 varreduras para cada
incremento. Um tempo de relaxagcdo de 1.5 segundos e uma transferéncia de
coeréncia otimizada para acoplamentos a distancia de 8 Hz foi aplicada. Os dados
foram linearmente previstos para 600 x 2048 pontos usando 32 coeficientes antes da
transformada de Fourier 2D do tipo eco-anti eco e uma fungéo de janela com forma
de sino deslocada por 1/2 na dimensdo F1 e 11/6 na dimenséo F2 foi aplicada. O

espectro final foi obtido por calculo de magnitude na dimenséo F2.

2.11.1. Anélise dos dados

Os espectros 'H RMN e J-resolvido foram automaticamente reduzidos a
arquivos ASCII usando o programa AMIX (v. 3.7, Bruker Biospin). As intensidades
espectrais foram escalonadas para o TMSP e reduzidas para as regides integradas
de igual largura (0.04 ppm para 'H e J-resolvido projetado, 0.5 ppm para o0 HSQC
projetada) correspondendo as regides de & 0.3-10.00. As regifes de 64.7-5.0 e &
3.28-3.34 foram excluidas das andlises por causa do sinal de agua e CH3;OH-d,
residual, respectivamente. As analises de PCA, HCA e PLS-DA foram realizadas
usando o programa SIMCA-P (v. 12.0, Umetrics, Umed, Sweden). Ambos o0s
métodos de escalonamento, Pareto e Unidade de Variancia (UV), foram aplicados ao
PCA e PLS-DA.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. TRATAMENTO DA PLANTA

3.1.1. Coleta e extrato da Planta

Inicialmente foi feito um estudo da distribuicdo da M. hirsuta em todo o semi-
arido com base nos dados fornecidos pela Universidade Estadual de Feira de
Santana, depois foram escolhidas 5 populacdes desta espécie com base nas
variagdes ambientais existente nesta regido, como altitude, relevo, stress hidrico,
solo dentre outros que podem vir a influenciar a variagdo de metabdlitos em uma
mesma espécie. Esta espécie foi escolhida a priori pelo programa IMSEAR (Instituto
do Milénio do Semi-arido criado em 2002 pelo ministério da ciéncia e tecnologia-
Brasil) para estar inclusa dentre as plantas de ocorréncia no semi-arido, com o
objetivo de fazer a bioprospeccdo quimica e farmacoldgica. Considerando que esta
espécie além de fazer parte de uma familia muito promissora em relagdo aos
compostos de interesse pela industria farmacéutica foi visto em uma primeira
triagem que esta tem um potencial imunomodulador interessante. Esta espécie ainda
€ desconhecida quimicamente e por isso foi também escolhida para fazermos o
estudo metabolomico.

De acordo com informacdes etnobotanicas e quimiossistematico, a planta foi
selecionada para estudo pelo programa IMSEAR. Desta planta foi obtida uma
grande quantidade de extrato etandlico, tornando possivel testar metodologias
diferentes para separagdo dos constituintes quimicos e algumas atividades

biologicas. Assim foi possivel escolher o método mais satisfatério.

3.1.2. Particdo em fase reversa em carvao ativo do extrato etandlico das folhas
da M. hirsuta

Este particionamento forneceu bons resultados, mostrando caracteristicas de
um extrato pouco complexo, apresentando poucas manchas e com boa separa¢éo
das substancias nas placas de CCD. Estas frac6es foram submetidas a separacao

por cromatografia em coluna de silica. Para guiar o trabalho de isolamento,
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realizamos os testes de prospecc¢ao fitoquimica paralelamente com os resultados

dos bioensaios com estas fragoes.

3.2. PROSPECCAO FITOQUIMICA DE EXTRATO ETANOLICO DA M. hirsuta
D.C.

O resultado da prospeccéo fitoquimica é mostrado na Tabela 3.1. O teste
para a deteccao de saponinas baseia-se na formagéao de espuma em forma de anel.
Pode ocorrer a formacédo de espuma por causa da agitacdo e oxigenagdo da agua,
mas este tipo de espuma néo é persistente. Ou pode ainda ndo ter concentracao
suficiente para formacdo de emulsdo. No nosso caso a espuma formada foi
persistente e abundante, indicando a presenca de saponinas e heterosideos em
geral no extrato bruto, e nas fragBes hidroetandlica e etandlica proveniente da
particdo. Assim, o teste caracterizou estas fragdes como as mais importantes caso
haja um interesse em isolar estes tipos de compostos da M. hirsuta D.C..

Os esterodides e triperpendides foram identificados pela cor esverdeada no
extrato bruto e nas fracdes de acetato de etila, cloroférmica e hexanica, indicando a
presenca de esterdides. Caso o interesse seja esse tipo de metabdlitos sugere-se
gue comece das fragdes apolares citadas.

Os resultados também foram positivos para a presenga de fendis e taninos
condensados no extrato bruto, nas fragfes hidroalcodlica, alcodlica e acetato de
etila, devido a formacao de precipitado verde caracteristico desse tipo de metabdlito.
Embora ndo tenha sido possivel identifica-los, ndo se descarta a possibilidade da
ocorréncia de taninos hidrolisareis, uma vez que a cor indicativa da presenca dos
mesmos nos extratos e fragdes pode ter sido mascarada pelas reagdes acima.

A presenca de flavonoides e suas subclasses podem ser indicadas pela
mudanca de cor da solucdo que os contém uma vez que as mesmas dependem do
pH do meio. Assim, uma alteracdo no equilibrio 4cido-base e as mudancas de cor
associadas com a mesma levam a identificagdo de antocianinas, antocianidinas,
flavonois, flavanonas, flavanondis e xantonas. Durante a realizacdo dos testes das
classes acima foi detectada alteragdo de cor no extrato bruto e nas fracdes

hidroalcodlica e alcodlica, com coloragdo amarelada e avermelhada confirmando a
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presenca de antocianinas e antocianidinas, além de flavondides das classes

flavonois, flavononas, flavonondis e/ou xantonas, livres ou seus heterosideos.

Tabela 3.1. Resultados da prospeccgéao feita com Extratos das folhas da Mansoa

hirsuta.

Extratos

Constituintes
Quimicos

Extrato
Etandlico
Bruto

Fracao
hidro-
alcodlica

Fracédo
Alcoodlica

Fracéo
Acetato
de Etila

Fracao
Cloro-
férmica

Fracéao
Hexanica

Fendis e taninos

Esterdides e
triterpénos

Saponinas

Alcaldides

Flavonéis, flavanonois,
flavanonas e xantonas

Antocianinas,
antocianidinas e
flavonoides

+

Legenda: Positivo = +; Negativo = —.

Obs.: Os resultados tratados como negativo referem-se aos testes que ndo demonstraram nenhum

indicio de reacdo aos métodos propostos.

O reagente de Dragendorff € usado em geral como revelador da presenca de

alcal6ides em extratos vegetais. Nas triagens feitas na familia das Bignoniaceas n&o

foram encontrados alcal6ides. No presente estudo, os extratos de folha de M. hirsuta

ndo reagiram com o reativo de Dragendorff, indicando a auséncia de alcaldides nas

folhas desta espécie.

46



Capitulo 3

3.3. ATIVIDADES BIOLOGICAS

Os extratos de M. hirsuta foram submetidos a varios testes para estabelecer
seu potencial biolégico. Os ensaios para atividades larvicidas, moluscicida e

anticolinesterasica ndo apresentaram resultados significantes.

3.3.1. Atividade citotoxica das fragcGes das folhas de M. hirsuta

A avaliagédo da citotoxicidade foi testada para a escolha das concentragdes
dos extratos a serem utilizados nos ensaios posteriores como imunomodulagéo e
antiparasitarios. As concentracdes escolhidas foram aquelas que produziram um
nivel citotoxico menor que 30%. Foi determinada a concentracdo de 0,01 mg/mL
para as fracdes H,O/EtOH 1:1, que ndo apresentou niveis citotdéxicos, CHCIl3
apresentando 29,79%, CsHi4 com nivel citotoxico de 3,19% e AcOEt com 18,62%.
Este experimento faz-se necessario para racionalizar a pesquisa de fitofarmacos,
direcionada na busca de compostos naturais mais ativos e menos téxicos ou com

um risco/beneficio menor que as drogas disponiveis no mercado farmacéutico atual.

3.3.2. Atividade contra formas promastigotas de Leshmania amazonensis pelas

fracOes das folhas de M. hirsuta

Promastigotas de L. amazonensis foram incubados na presenga ou auséncia
dos extratos durante 24h. A viabilidade foi mensurada com base no metabolismo da
MTT pelas enzimas mitocondriais do parasito, uma vez que esta metodologia
oferece rapidez aos ensaios. As formas testadas dos parasitos utilizados nos
ensaios foram devido a facilidade de crescimento e obtengdo dos mesmos. Alguns
extratos apresentavam coloragdo, fato que pode interferir na absorvancia das
amostras. A correcdo foi efetuada analisando-se as placas ao microscopio com
confirmacdo através de contagem, na tentativa de observar a viabilidade dos
parasitos e comparar posteriormente com os resultados do método de metabolismo
da MTT. Nenhum extrato mostrou efeito significativo sobre as formas promastigotas
do parasito, uma vez que os percentuais foram menores que 60%, o que é

preconizado pela Fundag¢do Oswaldo Cruz (Bahia) como porcentual ideal minimo de
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atividade para que um extrato ou substancia seja considerado um bom candidato a

um novo farmaco.

3.3.3. Atividade contra formas epimastigotas do T. cruzi pelas fracbes das

folhas de M. hirsuta

Formas epimastigotas de T. cruzi foram incubadas na presenga ou auséncia
dos extratos durante 24h, sendo também tratadas de acordo com o método do MTT
previamente descrito. As formas testadas dos parasitos utilizados nos ensaios foram
escolhidas pelos mesmos motivos daquelas de L. amazonensis e a cor dos extratos
também foi corrigida para reduzir as interferéncias na absorvancia. A fragéo
H,O/EtOH né&o foi ativa contra o parasito, enquanto as fragbes EtOH, AcOEt e CHCl;
apresentaram percentagens de inibicdo do crescimento do mesmo de 19,89, 16,20 e
12,32%, respectivamente. A partir desses resultados obtidos podemos descartar a
possibilidade de haver compostos bioativos nas fragdes testadas, considerando que
as percentagens de inibicdo do crescimento do parasito foram menores que os 60%

preconizados como minimo aceitavel.

3.3.4. Inibicdo da producéo de Oxido nitrico pelas fragdes das folhas de M.

hirsuta

Macrofagos do exudato peritoneal de camundongos foram estimulados com
IFN-y e LPS na presenga ou auséncia dos extratos, durante 24h. A produgdo de
oxido nitrico foi estimada através da dosagem de nitrito pelo método de Griss. Os
resultados foram obtidos por dosagem de valores do controle estimulado e cultivado
na auséncia dos extratos e fragoes.

Uma inibic&o significativa da produg&o de oOxido nitrico foi causada pela fragdo
acetato de etila (57,92%, 0,01 mg/mL), enquanto as fragdes H,O/EtOH, EtOH e
CHCI; inibiram a producdo de NO entre 5-14%. A fragéo acetato de etila foi entéo
trabalhada no intuito de isolar o composto responsavel por tal atividade. Compostos
inibidores de NO geralmente tem potencial imunomodulador, e no caso deste
trabalho observa-se que a mesma fracéo de acetato de etila com atividade inibidora

deste radical livre, possui também efeito inibidor de linfocitos (COSTA, 2004).
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3.3.5. Inibi¢c&o da linfoproliferagéo das fragOes das particdes das folhas de M.

hirsuta.

Células de baco de camundongo foram estimuladas pelo mitégeno
concanovalina A na presenca ou auséncia das fracdes durante 48h. A inibicdo da
linfoproliferacdo foi determinada com base nos valores de incorporagédo de timidina
tritiada por células estimuladas e na auséncia das fragbes. No caso especifico da
linfoproliferagcdo, deve-se considerar que existe uma remota possibilidade de uma
acdo inespecifica das substancias presentes nas fragdes, que podem agir de forma
a impedir que a concanovalina A ligue-se as moléculas que levam a estimulacdo dos
linfocitos, e ndo por um mecanismo direto de inibigdo da ativacéo linfocitaria.

Para confirmar o efeito supressor, as fragdes foram submetidas a ensaios de
linfoproliferacdo por estimulacdo com antigeno e de rea¢des mistas linfocitérias nas
quais poderd ser observada a existéncia ou ndo da atividade em questdo. Os
resultados obtidos foram 65, 39,71, 8,74, 48,05 e 99,92% para o0 extrato bruto e as
fracdes H,O/EtOH, EtOH, CHCI; e AcOEt, respectivamente, sendo este Ultimo o
resultado mais significativo e promissor. No presente estudo, a fracdo AcOEt foi mais
ativa que o extrato bruto, o que pode ser explicado pelos efeitos antagonicos das
diferentes substancias presentes no mesmo, que uma vez separadas, mostraram
maior potencial imunomodulador. Substancias imunossupressoras podem ser
utilizadas em transplantes e doengas auto-imunes, que sao patologias que nos dias
de hoje ndo existem nenhum tipo de cura, apenas paliativos. Por isso esta foi uma
das fragBes que foram trabalhadas, a fim de isolar o composto responsavel por esta

atividade.

3.3.6. Atividades bioldgicas da fragdo acetato

Uma vez que a fragdo acetato exibiu o maior percentual de inibicdo de
linfoproliproferacdo, a mesma foi reparticionada em coluna de silica gel de onde foi
obtida uma subfracdo apolar oleosa, que de acordo com Rocha et al. (2004)
apresenta atividade antifangica contra Aspergillus niger e Fusarium oxysporium.
Sendo assim, esta subfracdo foi submetida aos testes bioldgicos mencionados

anteriormente e ndo mostrou efeito significativo sobre as formas in vitro dos
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parasitas L. amazonensis (3,38%) e T. cruzi e sobre a inibicdo da produgdo do
radical NO (14,18%). A mesma também n&o apresentou atividade de inibicdo da
linfoproliferagcdo causada pela concanovalina A, indicando que ela n&o contribui para
este efeito previamente observado na fragdo acetato.

Duas substancias, codificadas como MHFAl1 e MHFA2, também foram
isoladas da fracdo acetato e foram identificadas posteriormente como sendo 0s
triterpenos pentaciclicos &cido oleandlico e acido ursdlico. Estes triterpenos
apresentaram potencial imodussupressor uma vez que eles reduziram tanto a
linfoproliferacdo como a produgédo de NO, como pode ser visto na Tabela 3.2. N&o
foi possivel calcular os valores de LC50 para ambos os &cidos isolados a partir dos
resultados obtidos, o que indica que os valores de LC50 sdo superiores a 100
ug/mL, a maior concentracdo testada, o que esta de acordo com o trabalho de Costa
et al. (2008).

Tabela 3.2. Atividades bioldgicas dos triterpenos pentaciclicos isolados da

fracdo acetato de folhas de M. hirsuta.

Substéancia Citotoxicidade IC50 Inibicado da Inibicdo do NO
(%) Linfoproliferacdo | linfoproliferacéo (%) (%)
(ng/mL)
Acido oleandlico 70,8 8,51 99,35 41,5
Acido ursélico 69,9 2,80 99,17 44,1

3.3.7. Atividades biolégicas de MHFC1

A fragdo CHCI; também apresentou atividade imunomoduladora, embora
inferior & fragdo AcOEt, e por isso também foi reparticionada em coluna de silica gel
0 que levou ao isolamento de uma substancia codificada MHFC1, que foi revelada
como sendo uma mistura dos esterdides estigmasterol e B-sitosterol apos analise
por RMN. Esta mistura somente apresentou atividade inibitéria da produgdo de NO
(28,02%), a qual foi superior ao observado para fragéo antes do reparticionamento, o
que pode novamente ser explicado pelos efeitos antag6nicos das diferentes

moléculas presentes na fragéo.
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3.4. CROMATOGRAMAS E ESPECTROS DE MASSAS DOS COMPOSTOS
VOLATEIS

3.4.1. Andlise dos volateis

A analise por GC-MS dos voléateis obtidos das folhas de M. hirsuta por
Clavenger usando hexano como solvente de extragdo mostrou a presenca de uma
série homologa de n-alcanos e suas olefinas correspondentes. A comparacdo dos
dados espectrais com aqueles da biblioteca Wiley do aparelho indicou que estes
alcanos tinham alto peso molecular e pertenciam as familias n-C21, n-C22, n-C23, n-
C25, n-C27 e n-C29 com tempos de retencao de 68,0, 69,2, 70,1, 72,2, 74,3 e 76,0
minutos e abundancias de 4,6, 1,6, 29,3, 6,2, 5,3 e 4,9%, respectivamente, com as
olefinas homologas, predominantemente impares, na mesma faixa. As olefinas foram
identificadas pela presenca de picos com diferenga de 2 m/z quando comparados
com o n-alcano correspondente, o que é caracteristico da presenca de uma ligacéo
dupla na molécula (SILVERSTEIN & WEBSTER, 1997).

A analise dos volateis obtidos com diclorometano revelou a presenca de trés
compostos principais com tempos de retencdo de 36,7, 51,6 e 64,3 minutos e
abundéancias de 36,2, 29,6 e 5,3%, respectivamente, que ndo estavam na mesma
série homologa. Novamente, a comparacdo com a biblioteca Wiley permitiu a
identificacdo destes picos como sendo o 2-metil-3-heptanol, isobutirato isobutila e 3-
hexadecanol. Séries de alcodis secundarios e terciarios, tais como 4-metil-2-
pentanol e 4-metil-3-hexanol, foram previamente identificadas nas folhas de M.
hirsuta por CG-MS em diclorometano e outros solventes apolares (ROCHA et al.,
2004).

3.4.2. Anédlise da subfragcéo oleosa obtida da fragc&o acetato de etila

O reparticionamento da fracdo acetato de etila por cromatografia em coluna
de silica gel levou a obtengcdo de duas subfragdes, sendo uma delas em
hexane:acetate de etila 10% e a outra uma subfragdo oleosa codificada como OBAL.

A analise de OBA1 por CG-MS revelou a presenca de quatro compostos

principais, como mostrado na Figura 3.1. Trés destes compostos foram identificados
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como ésteres de &cidos graxos, que foram caracterizados pela perda de um
fragmento m/z 88 [CH3COOCH,CH;]"* resultante da clivagem da carbonila a-3. O
fragmentograma 3.1B sugere que o pico 1 do cromatograma 3.1A é o éster etilico do
acido hexadecanoico (4cido palmitico, CH3(CH;)14COOH) com tempo de retengéo de
18.8 minutos e abundancia de 35,1% e M** 284. O pico 2 (Figura 3.1A e 3.1C) foi
caracterizado como o éster etilico do &acido octadecandico (&cido estearico,
CH3(CH3)16COOH) com um tempo de retencéo de 20,8 minutos e abundancia de
30% e M™ 312. Os picos 3 e 4 mostraram tempos de retencdo de 20,3 e 20,5
minutos, respectivamente, e foram caracterizados como os ésteres etilicos dos
acidos 9,12-octadecadiendico (acido linoléico, Figura 3.1A e 3.1D) e 9,12,15-
octadecatriendico (acido linolénico, Figure 3.1A e 3.1E) com M+* de 308 e 306,
respectivamente. Ambos os &cidos apresentaram abundancias de 28.5%.

A cromatografia em coluna de silica gel de OBA; produziu cinco subfra¢des
codificadas OBA1.1, OBA1.2, OBA1.3, OBA1.4 and OBAL.5. A subfragdo OBAL1.1,
resultante da extragdo com hexano, continha todos os compostos do oleo bruto,
enquanto as outras subfragdes ndo produziram picos na analise por CG-MS.

A hidrélise com hidréxido de potéssio de OBA1 resultou na mistura dos acidos
graxos mencionados acima na forma livre. A presenca de acido graxos foi também
confirmada quando a solugéo resultante da metilagao foi analisada, uma vez que os
acidos graxos foram convertidos em ésteres metilicos correspondentes, que foram
caracterizados pela perda do fragmento m/z 74 [CH3COOCH;]™. Assim, o éster
metilico do &cido 9-octadecenoico (acido oléico), que n&o foi previamente detectado
no oleo bruto ou na subfragdo OBAL.1, foi agora observado.

Quando a fracdo acida foi sillada com BSTFA, esters trimetilsililanos dos
acidos palmitico, estearico, linolénico, linoléico e palmitoléico foram identificados.
Este ultimo acido também néo foi previamente detectado em qualquer das fracdes
analisadas. Todos os derivados sililados foram caracterizados pela presenca do

fragmento m/z 73 referente ao grupo trimetilsilil.
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Figura 3.1. Cromatogramas da subfracdo oleosa obtida da fragcdo acetato de etila (A) e

fragmentogramas dos ésteres etilicos dos acidos palmitico (B), estearico (C), linoléico (D) e a-

linolénico (E).

3.4.3. Anédlise do etanol recuperado do extrato bruto

Dois sulfetos com diferentes tempos de retencédo foram detectados quando o

etanol recuperado da preparacdo do extrato etanodlico bruto foi analisado por CG-

MS, como mostrado na Figura 3.2. Estes compostos foram identificados como

dissulfeto de dialila (pico 1, tempo de reten¢éo de 6,8 minutes, abundéncia de 27%,

M*™ 146, CgH10S2) e o trissulfeto de dialila (pico 2, tempo de retencdo de 11.2

minutos, abundancia de 51,1%, M™ 178, C¢H10S3). A Figura 3.3 propbe um

mecanismo de fragmentagao para estes dois sulfetos.
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Figura 3.2. Cromatograma do extrato etandlico bruto (A) e fragmentogramas dos dissulfetos

dialila (B) e trissulfeto dialila (C).

54



Capitulo 3

A
(b) A‘t /A>4‘+
P S/R/ — /\/S\S e
@
—SHF
SN +

) A‘t /\/SN ¥
/\/SA‘ ) \/ m/'z 113

m/z 41

(0)
A X

(a)
c
I b
+

/\/SA‘ * ﬂ: /\/8\8;‘ *
\/ m/z 137

m/z 73

Figura 3.3. Mecanismo de fragmentacdo proposto para o dissulfeto de dialila (A) e trissulfeto
de dialila (B).

O alho e a cebola sdo popularmente usados no Brasil como condimentos,
mas varios estudos foram realizados com vistas a estabelecer o potencial
terapéutico dessas plantas (TSAO et al., 2003). Estes estudos atribuiram as muitas
atividades bioldgicas destas plantas & presenca de compostos sulfurados na sua
composicao quimica, principalmente entre os volateis (TSAO et al., 2003; CUTLER &
WILSON, 2004). A molécula basica do aroma destas plantas € a alicina (13), um
dissulfeto oxigenado. De acordo com CUTLER & WILSON (2004), a alicina é o
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principal agente antimicrobiano do alho e é o precursor da alina (14), cuja reagéo é
catalisada pela enzima alinase quando os dentes de alho sdo esmagados. Os
autores testaram duas formulas em creme contendo alicina, que se mostraram mais
efetivas no tratamento de infec¢des causadas por uma cepa de Staphyloccoccus
aureus resistente a metilciclina do que a mupirocina, que € a droga de escolha para

o tratamento destas infecgdes.

I CI)_ i
+ E
//\\/st/’\\/’ /f//\/’?\_)rNHQ
COOH
13 14

Os sulfetos de dialila isolados do extrato etandlico bruto de M. hirsuta sé&o
derivados desoxigenados da alicina, que apresentaram atividade antitumoral
(MANIVASAGAM et al.,, 2005) e mostraram atividade contra a levedura Candida
albicans (TSAO e YIN, 2001), além de serem usados no controle de Sclerotium
cepivorum, um parasita da cultura de alho (TYSON et al., 2000). Assim, estes dois
compostos, que ddo o cheiro caracteristico do alho e sdo responsaveis pelos efeitos
bioldgicos atribuidos ao 6leo extraido do alho, justificam o nome popular da M.
hirsuta conhecida como cip6 d'alho ou alho bravo por ter aroma semelhante
(BLOCK, 1996).

3.5. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

3.5.1. MHFA1

A substancia codificada de MHFA1 apresentou-se como um solido branco
amorfo, de ponto de fuséo 291-292 °C (CHCls/MeOH).
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¢ Infra Vermelho (1V)

A carbonila carboxilica e o grupo hidroxila da substancia codificada como
MHFA1, foram confirmados por espectro do composto na regido do infravermelho
(IV) (Figuras 3.4), o qual revelou bandas de absorcéo de estiramento e deformagé&o
sugerido grupo hidroxilico (3442,69 cm™) e carbonila (1692,82 cm™) (MAHATO &
KUNDU, 1994; BARBOSA, 2007).

ZB'Z631

! T
3000 2000 1 El‘ﬂl]

Figura 3.4. Espectro da Substancia MHFA1 na Regido do Infravermelho.

e RMN 1D

A analise do espectro de RMN 'H da substancia codificada como MHFAL, de
cor branca (Figura 3.5), mostrou 7 sinais na regido mais blindada entre & 1,26 e
1,63; todos simpletos (s) (6 1,46; & 1,26; & 1,40; & 1,27; & 1,63; & 1,39; & 1,42)
referentes aos protons de grupos metilas ligados a carbonos ndo hidrogenados
(Figura 3.5); um sinal em & 3,67 na forma de um duplo dupleto (dd) com constante
de acoplamento (J) (J=7,20 Hz e J=13,20 Hz) relativo ao hidrogénio carbindlico que
esta orientado em estereoquimica e acoplado com os hidrogénios 6 1,42 e & 2,07;
um sinal em & 5,76 ftripleto (t) com J=3,60 Hz, relativo ao hidrogénio olefinico

acoplado com os hidrogénios & 1,42 e & 2,36 (Figura 36) (ARAUJO & CHAVES,
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2005). Neste espectro foram identificados, com o auxilio do HSQC e do COSY, 21
sinais na forma de multipletos (m), sendo 20 deles relativos aos prétons de grupos
metilenos H (5 1,46; 2,11), H (5 1,42; 2,07), H (d 1,87; 2,02), H (d 1,80; 1,95), H (d
1,42; 2,36), H (5 2,09; 2,45), H (5 1,57; 2,20), H (5 1,63; 2,12), H (5 1,69; 1,83), H (3
2,04; 2,22) e um sinal relativo ao proton de grupo metinico H (& 2,05). Foram
identificados ainda um sinal relativo ao hidrogénio H (6 1,23; J=10,60 Hz) na forma
de um dupleto (d), e um sinal relativo ao hidrogénio H (6 3,33; J=4,16 Hz e J=3,64
Hz) na forma de um duplo dupleto (dd), sendo estes sinais referentes a protons de
grupos metinicos. Todos os deslocamentos quimicos dos sinais do espectro de 'H

encontram-se na Tabela 3.3.
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Figura 3.5. Espectro de RMN H' de MHFA1 com Expans&o, Solvente CDCly/CD;0D 3:1
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Figura 3.6. Expanséo do Espectro de RMN H'de MHFA1, Solvente CDCI3/CD3;0OD 3:1

A anélise dos espectros de **C (Figuras 3.7 e 3.8), DEPT 90 (Figuras 3.9) e
DEPT 135° (Figuras 3.10 e 3.11) da substancia MHFAL conferiram uma indicagdo
de esqueleto oleananico mostrando a presenca de 30 atomos de carbonos: sendo 7
grupos metila (CHs) e 10 grupos metilenos (CH,), segundo o DEPT de 135° 5
grupos metinicos (CH), conforme o DEPT de 90° e 8 carbonos nado hidrogenados
(C), sendo um deles um grupo carbonila, segundo o espectro C* por diferenca com
0s DEPTs de 90° e 135° (SILVA, 2006; SOLOMONS & FRYHLE, 2005).
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Figura 3.11. Expanséo do Espectro de RMN DEPT 135° de MHFAL, Solvente CDCI3/CDsOD 3:1 .

O espectro de RMN **C (Figura 3.7) mostra também a presenca do carbono
carbindlico com deslocamento quimico em & 78,72 e ainda os deslocamentos
quimicos dos carbonos da ligagdo dupla C (& 122,22) e C (& 143,86), carbonos
vinilicos, ligagéo esta caracteristica dos esqueletos ursanico e oleananico (JUNGES
et al.,, 1999; MAHATO & KUNDU, 1994).

A MHFA1 apresenta o carbono da carbonila carboxilica com deslocamento
quimico em & 180,96. A analise completa dos deslocamentos quimicos do RMN *3C

encontra-se na Tabela 3.3.

e Determinacdo estrutural da substancia codificada como MHFAL, usando

espectros de RMN bidimensionais.

Para fazer um mapeamento estrutural mais preciso do que utilizando somente
as técnicas unidimensionais e dados de possiveis compostos similares da literatura,
foram utilizados as técnicas bidimensionais de RMN (HSQC, HMBC, COSY e
NOESY), que permitem correlacionar hidrogénios e/ou carbonos que possuam
alguma relacédo escalar ("Jun; "Jcn) ou espacial (H,H- ou H,C —-NOE) entre si
(KAISER, 2000).
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A andlise dos espectros de RMN de 'H e *C demonstraram a natureza dos
prétons e dos C-13. Os espectros de **C e DEPTs de 90° e 135° possibilitaram a
proposta de numeracdo dos sinais dos carbonos (Tabela 3.3). Ja& a proposta de
numeracdo dos sinais dos prétons foi feita via HSQC (Figura 3.12 e 3.13), que

mostrou a correlagdo direta destes com 0s seus respectivos carbonos (Tabela 3.3, p.

84).
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Figura 3.12. Espectro de RMN 2D HSQC de MHFAL, Solvente CDCI5/CD3;0D 3:1 .
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Figura 3.13. Expansao do Espectro de RMN 2D HSQC de MHFAL, Solvente CDCI3/CD3;0OD 3:1 .
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Através do espectro de HSQC observou-se as correlagdes do hidrogénio
carbindlico (6 3,67) com o carbono & 78,72; do hidrogénio vinilico (& 5,76) com o
carbono & 122,22 e dos hidrogénios metilicos (& 1,26; 1,27; 1,39; 1,40; 1,42; 1,46;
1,63) com os seus respectivos carbonos (6 15,46; 16,71; 32,95; 15,16; 23,40; 27,89;
25,77). As outras correlagdes estdo descritas na Tabela 3.3.

O espectro de RMN de COSY (Figuras 3.14 a 3.17) mostrou as correlagdes
entre os hidrogénios que estdo acoplados por *3J,4 (acoplamentos germinais e
vicinais) e ainda por “®Jy 4, permitindo assim a montagem de microfragmentos da
estrutura.

Acoplamentos geminais: Hia (6 1,46) e Hig (& 2,11), Hoa (& 1,42) € Hys (O
2,07), Hza (6 1,80) e Hzg (6 1,95), Hisa (8 2,09) e Hisg (8 2,45), Hiea (O 1,57) € Hies (O
2,20), Higa (© 1,63) € Higs (6 2,12), Ha1a (8 1,69) € Ha1p (8 1,83), Haza (8 2,04) e Hopg
(6 2,22).

Acoplamentos vicinais: Hia (6 1,46) e Hag (8 2,07), Hos (& 2,07) e Hs (8 3,67),
Hza (0 1,42) e H3 (8 3,67), Hs (0 1,23) e Hea (8 1,87), Hs (0 1,23) e Heg (0 2,02), Hes
(0 2,02) e Hza (5 1,80), Heg (3 2,02) e Hzg (3 1,95), Ho (5 2,05) € Hiia (5 1,42), Ho (O
2,05) e Hiig (6 2,36), Hi1a (8 1,42) e Hi2 (8 5,76), Hi1s (6 2,36) e Hi2 (8 5,76), Hisg (O
2,45) e Hiea (6 1,57), Hisg (8 2,45) e Hies (6 2,20), Hig (6 3,33) € Higa (8 1,63), Hig (8
3,33) e Hiog (0 2,12), H21a (6 1,69) € Hoza (8 2,04), Ha1a (6 1,69) € Hazs (6 2,22), Hoig
(6 1,83) e Haoa (8 2,04), Ho1e (6 1,83) e Haos (6 2,22).

Hidrogénios acoplados por “®Jy: Has (B 1,46) e Has (5 1,26), Hio (B
5,76) e Hig (0 3,33), Hazs (6 2,22) € Hipa (0 1,57)
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Figura 3.14 Espectro de RMN 2D COSY de MHFA1, Solvente CDCI3/CD3;0OD 3:1 .
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Figura 3.15. Expansao (1) do Espectro de RMN 2D COSY de MHFAL, Solvente CDCI5/CD;0D 3:1.
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Figura 3.16. Expansao (2) do Espectro de RMN 2D COSY de MHFAL, Solvente CDCI5/CD;0D 3:1.
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Figura 3.17. Reducdo dos Sinais da Expanséo (2) do Espectro de RMN 2D COSY de MHFAL,

Solvente CDCIs/CD;0OD 3:1.
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Os dados obtidos a partir do espectro HMBC (Figuras 3.18 a 3.22) foram os
responsaveis pela unido dos fragmentos, ja que existem interacbes com atomos de
carbono que ndo possuem hidrogénio na montagem da molécula. O espectro

NOESY (Figuras 44 a 46) ajudou na indica¢@o da estereoquimica.
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Figura 3.18. Espectro de RMN 2D HMBC de MHFAL, Solvente CDCI;/CD;0D 3:1 .
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Figura 3.19. Expansao (1) do Espectro de RMN 2D HMBC de MHFAL, Solvente CDCI3/CD3;0D 3:1
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Figura 3.20. Espectro de RMN 2D NOESY de MHFA1, Solvente CDCIs/CDs0D 3:1 .
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Figura 3.21. Expanséo (1) do Espectro de RMN 2D NOESY de MHFAL, Solvente CDCI5/CD;0D
31.
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Figura 3.22. Expanséo (2) do Espectro de RMN 2D NOESY da MHFAL, Solvente CDCI5/CD;0D
31.

A figura 3.23 refere-se a montagem estrutural da molécula codificada como
MHFA1 e mostra alguns fragmentos (a-f) em vermelho montados com base no
espectro COSY (Figura 3.24) e a ligacdo destes em linhas pontilhadas, sugeridas
através das correlagdes observadas nos espectros HMBC e NOESY (Figuras 3.25 e
3.26), e com base nos principais valores de #3311 e 23Jc p.
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Figura 3. 24. Correlagbes Observadas no Espeatro HMBC de MHFAL. (a) **Jcu; (b) *Jep: (C)
Jem; (d) e
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Figura 3.26. Correlag6es Observadas no Espectro NOESY de MHFAL.
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Determinados alguns fragmentos (Figuras 3.23 e 3.24), partiu-se para
definicho de como estéo interligados estes fragmentos através dos carbonos néo
hidrogenados, sendo utilizado para isso o HMBC (Figuras 3.23 e 3.25), “Jc.
Partindo-se do fragmento a observa-se que: o C3 (6 78,72) esta correlacionado com
os hidrogénios de duas metilas, Cy3 (04 1,46) e Cx (On 1,26), as quais estdo
correlacionadas entre si (esta correlacdo em W também é mostrada no COSY) e
com o C4 (0 38,64), isto confirma que estas metilas estdo no mesmo carbono C,4 (6
38,64) e que este esta ligado ao Cz (6 78,72); o C4 (& 38,64) também mostra
correlacdo com o H (6 1,23) do Cs (d 55,22), e este H (8 1,23) mostra correlagéo
com o Cyp (0 36,93), 0 qual esta correlacionado com o H (& 1,40) da metila Cys5 (6
15,16), cujos hidrogénios estéo correlacionados com o C; (& 38,45). Isto confirma
que o fragmento a esté ligado através do C; (6 78,72) ao C, (6 38,24), que por sua
vez esté ligado as metilas Cy3 (6 27,89) e Cy4 (6 15,46) e a0 Cs (8 55,22), o0 qual esté
ligado ao Cio (® 36,93), que esta ligado a metila Cys (6 15,16) e ao fragmento a,
através do C; (0 38,45), fechando o primeiro ciclo. O NOESY mostra ainda que a
metila Cy3 (8 27,89) esté espacialmente proxima ao hidrogénio carbindélico H (6 3,67),
pois h& correlagdo do H (& 3,67) carbindlico, que se encontra na posi¢éo axial, com o
H (d 1,46) desta metila, na posi¢cdo equatorial (estas posi¢cdes sédo definidas no
espectro de *H pelo sinal em & 3,67 na forma de um duplo dupleto (dd) que mostra o
acoplamento do H-3 carbindlico com os hidrogénios H-2, J3=7,20 Hz e J3=13,20 Hz,
sendo que a correlagdo espacial com o H-2 (d 2,07) confirmada pelo espectro
NOESY);

Observando-se agora o fragmento b, os hidrogénios do Cg (8 18,27) e do C;
(® 32,69) correlacionam com o Cg (& 32,66) (a correlagdo do C; (& 32,69) é
confirmada pelo NOESY), sendo que o C7 (d 32,69) mostra ainda correlagdo com
duas metilas Cy (6 16,71) e Cy7 (8 25,77), que sdo as mesmas e Unicas correlacdes
do Cs (© 39,19); logo, considerando que o Cy (0 32,66) esta correlacionado com Cg
(© 18,27), C7 (0 32,69) e com a metila Cys (& 15,16), ligada ao Cio (0 36,93), e ainda
com a metila Cye (6 16,71), ligada ao Cg (6 39,19), conclui-se que o fragmento b esta
ligado ao Cg (6 39,19) através do C; (6 32,69), e o Cg (8 39,19) liga-se a metila Cys (0
16,71) e ao Cq (& 32,66), 0 qual esta ligado ao Cio (6 36,93), fechando o segundo

ciclo.
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Considerando o fragmento c, observa-se que o H (6 5,76) do Ci, (6 125,13),
identificado como carbono vinilico, bastante desprotegido, mostra correlagdo com o
Cis (0 41,68) quaternério, que esta correlacionado também com o Ci; (6 23,33) e
com as mesmas metilas do Cg (0 39,19), a Cy (0 16,71) e a Cy; (& 25,77);
observando-se ainda que o C;3 (0 143,86) € altamente desprotegido, devido a
ligagdo dupla, e estando este correlacionado com os hidrogénios do Ci; (6 23,33) e
do Ci5 (6 41,20), confirma-se entdo que o fragmento c esta fundido através do Ci, (6
125,13) ao Ci3 (© 143,86), o qual estd ligado ao Cis (6 41,68), que liga-se ao Cs (6
39,19), sendo este ligado a metila Cy (& 16,71) e ao Cy (d 32,66), fechando o
terceiro ciclo.

Todas as correlagbes observadas nos espectros HMBC (Figura 3.24), COSY
(Figura 3.25) e NOESY (Figura 3.26), que proporcionaram a determinagéo estrutural
da substancia MHFA1l (Figura 3.27), identificada como sendo um triterpeno da
classe oleandlica, conhecido como Acido Oleandlico (rotagdo especifica
[a]p?®®=+273°, CHCly/MeOH 3:1).

HO

~
z
z
Z
7

Figura 3.27. Estrutura do Acido Oleandélico (MHFA1L).
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Os valores dos deslocamentos dos sinais mostrados nos espectros
unidimensionais e bidimensionais e suas respectivas correlagfes também constam
na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3. Dados de RMN *H, **C (DEPT 90° e 135°), HSQC,
Deslocamento Quimico em ppm, Solvente CDCIs/CD;OD 3:1.

HMBC, COSY e NOESY, para a substancia MHFAL. Valores de

&g o HMBC cosY NOESY
Carbonos  sC*® SH SH &Ha SHb &Ha &Hb
1 CH, 38,45 1,46; 2,11 1,40 (H-25) 2,11 (H-1); [1,46 (H-1)] 1,46 (H-1); [2,11 (H-1)]; 2,07 (H-2)]
2 CH 26,66 1,42; 2,07 3,67 (H-3) 2,07 (H-2); [L,42(H-2)] 146 (H-1): 1,42 (H-2); 3,67 g?g;ﬂg{
3 CH 7872 367dd(0=130e 7,01z M (D207 (2140 (H'23Z;f'224§ 3,67 (H-3) 2,07 (H-2); 142 (H2) 3,67 (H-3) 2,07 (H-2); 1,23 (H-5); 1,46 (H-23)
4 c 38,64 1,23 (H-5); 1,46 (H-23); 1,26 (H-24)
5 CH 55,22 1,23 1,46 (H-23); 1,26 (H-24); 1,40 (H-25) 1,23 (H-5) 1,87 (H-2); 2,02 (H-6) 1,23 (H-5) 2,02 (H-6)
6  CH 18,27 1,87; 2,02 1,87 (H-6); [2,02 (H-6)] 23 (H-5); [1.23 (H-5); 1,80 (H-7); 1'95%;'
7 CH, 32,69 1,80; 1,95 1,27 (H-26) 1,80 (H-7); [L,95 (H-7)] 202 (H-6): 1,95 (H-7); [2,02 (H-6); 1'80%:'
c 39,19 1,27 (H-26); 1,63 (H-27)
1,87 (H-6); 2,36 (H-11); 5,76 (H-12); 1,40 _ . _ _ _
9 CH 47,58 2,05 250 1.27 (H-36) 2,05 (H-9) 1,42 (H-11); 2,36 (H-11) 2,05 (H-9) 1,80 (H-7)
10 cC 36,93 1,23 (H-5); 1,40 (H-25)
11 CH, 23,33 142,236 76 (H12)212 (H-19); 11'4207%_2256); 1,42 (H-11); [2.36 (H-11)] 200 (H-9): 5,76 (H-12); [2,05 (H-9()|_;|_51,;;5] 2,36 (H-11) 1,40 (H-25); 1,27 (H-26)
12 CH 122,22 5,76t (J=3,40 Hz) 5,76 (H-12) 1,42 (H-11); 2,36 (H-12); 3,33 (H-18) 576 (H-12) 1i6430(:'|4'_1215);_21'3267%_1212;_31'3:132%_1388;
2,36 (H-11); 3,33 (H-18); 1,63 (H-19);
13 C 143,86 212 (1.19)
2,36 (H-11); 5,76 (H-12); 2,20 (H-16);
“ o c 41,68 3,33 (H-18); 1,27 (H-26); 1,63 (H-27)
15  CH, 22,97 2,09; 2,45 3,33 (H-18) 2,09 (H-15); 2,45 (H-15) 240 (H-15):[2,09 (H-15); ;% 5:181 2,45 (H-15) 2,09 (H-15)
16 CH, 27,61 1,57; 2,20 1,63 (H-27) 1,57 (H-16); [2,20 (H-16)] 2,20 (H-16); [2é4415‘5(:_|k;—115‘5);'2i2527($—212(5);
17 C 46,37 3,33 (H-18)
18 CH 41,20 3,33 3,33 (H-18) 1,63 (H-19); 2,12 (H-19) 3,33 (H-18) 1,63 (H-19); 2,22 (H-22); 1,42 (H-30)
19  CH, 45,93 1,63; 2,12 1,39 (H-29); 1,42 (H-30) 1,63 (H-19); [2,12 (H-19)] 3,33 (H-18); 2,12 (H-19); [13;5333(54”_'1198)33
20 C 30,59 1,39 (H-29); 1,42 (H-30)
21 CH 33,81 1,69; 1,83 1,39 (H-29); 1,42 (H-30) 1,83 (H-21); [1,69 (H-21)] é'gg Eﬂgg g'gi E':ég ;;3 Eﬂgg] 1,83 (H-21) 1,42 (H-30)
1,60 (H-21); 1,83 (H-21); 2,22 (H-22); 1,57 (H-16); 1,69 (H-21); 1,83 (H-21);
22 CHp 32,51 2,04; 2,22 2,04 (H-22) 222 (H22]  |1'go EH_ZI;: 183 EH_Z& 204 EH-21§1 2,22 (H-22) (H-16) 2'04((H_22)): 1‘42((H_3g)
23 CHs 27,89 1,465 3,67 (H-3); 1,26 (H-24) 1,46 (Me-23) 1,26 (Me-24)
o4 CHa 15,46 1265 1,42 (H-2); 3,67 (H-3); 1,23 (H-5); 1,462(;' 1,26 (Me-24) 1,46 (Me-23)
25  CHs 15,16 1,40s
26  CHs 16,71 1,27s 1,42 (H-11)
27 CHs 25,77 1,63s 1,80 (H-7); 5,76 (H-12) 1,63 (H-27)  19% (H7): 2,05 (H-9); 2,09 (H-15); 2,20
(H-16)
28 C 180,96 2,45 (H-15); 3,33 (H-18); 2,22 (H-22)
29 CHs 32,95 1,39s 1,42 (H-30)
30  CHs 23,40 1,42s
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e Espectrometria de Massas (EM)

O espectro de massas (Figura 3.28) da substancia codificada como MAHF1,

identificada como acido oleandlico, obtido por ionizagdo quimica no modo positivo,

indicou o peso molecular de M = 456 u com formula molecular C3oH4503. O espectro

mostra o pico M+1 = 457 u. O ion molecular sofre uma fragmentacdo do tipo

retro-Diels-Alder (Figura 3.29), sendo mostrado no espectro o pico M-208 = 248 u,

que é caracteristico dessa classe de compostos (BUDZIKIEWICZ et al., 1964).

HO

L Acido Oleandlico

COOH

Dieno

COOH

HO

Diendfilo

Figura 3.29. Fragmentac&o do Acido Oleanélico do Tipo Retro-Diels-Alder.
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3.5.2. MHFA2

A substancia codificada de MHFA2 apresentou-se como um sélido branco
amorfo,de ponto de fuséo 291-292 °C (CHCls/MeOH).

e Infravermelho (IV)

A carbonila carboxilica e o grupo hidroxila da MHFA2 foram sugeridos por
espectro do composto na regido do Infravermelho (IV) (Figura 3.30), o qual
revelou bandas de absor¢cdo de estiramento e deformag&o sugerindo grupo
hidroxilico (3434,39 cm™) e carbonila (1690,79 cm™) (MAHATO & KUNDU, 1994;
BARBOSA, 2007).

61°85F!

50

6206

.
3000 2000 1000

Figura 3.30. Espectro da Substancia MHFA2 na Regido do Infravermelho.

e RMN 1D

A analise do espectro de RMN 'H da substancia codificada como MHFA2, de
cor branca (Figura 3.31), mostrou 7 sinais na regido mais blindada entre & 1,03 e
1,36; sendo 5 simpletos (s) (6 1,03; 1,09; 1,19; 1,23; 1,36) referentes aos prétons de
grupos metilas ligados a carbonos ndo hidrogenados e 2 dupletos (d) (8 1,13; J=6,4
Hz e & 1,20; J=8,0 Hz) relativos aos prétons de metilas ligadas a carbonos
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monohidrogenados (Figura 3.32); um sinal em & 3,43 na forma de um duplo dupleto
(dd) com constante de acoplamento (J) (J=5,20 Hz e J=10,80 Hz) relativo ao
hidrogénio carbindlico que esti orientado em estereoquimica a e acoplado com os
hidrogénios 6 1,26 e & 1,85; um sinal em & 5,49 tripleto (t) com J=3,60 Hz, relativo ao
hidrogénio olefinico acoplado com os hidrogénios & 1,33 e & 2,17 (Figura 3.31)
(ARAUJO & CHAVES, 2005; JUNGES et al., 1999).

Neste espectro foram identificados ainda, com o auxilio dos espectros DEPTSs,
HSQC e COSY, 19 sinais na forma de multipletos (m), sendo 18 relativos aos
prétons de grupos metilenos H (6 1,27; 1,91), H (5 1,26; 1,85), H (5 1,64; 1,80), H (&
1,61;1,79), H (5 1,33; 2,17), H (5 1,79; 2,18), H (5 1,90; 2,27), H (5 1,60; 1,75), H (&
1,88; 1,94) e um sinal relativo ao préton de grupo metinico H (& 1,78). Foram
identificados ainda 4 sinais relativos aos hidrogénios & 0,99 (J=10,48 Hz), & 2,45
(J=11,4 Hz), 6 1,21 (J=8,1Hz) e d 1,12 (J=6,44), na forma de dupletos (d) referentes
a protons de grupos metinicos. Todos os deslocamentos quimicos dos sinais do

espectro de *H encontram-se na Tabela 3.4.

xxxxx

L

—
—

Figura 3.31. Espectro de RMN H' de MHFA2 com Expanséo, Solvente CDCly/CD;0D 3:1.
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Figura 3.32. Expans&o do Espectro de RMN H' de MHFA2, Solvente CDCl4/CD;0D 3:1 .

A andlise dos espectros de *C (Figuras 3.33 e 3.34), DEPT 90° (Figuras 3.35
e 3.36) e DEPT 135° (Figura 3.37) da substancia MHFAZ2 Ihe conferiu uma indicagéo
de esqueleto ursanico mostrando a presenca de 30 atomos de carbonos: sendo 7
grupos metila (CHs) e 9 grupos metilenos (CH.), segundo o DEPT de 135°, 7 grupos
metinicos (CH), conforme o DEPT de 90° e 7 carbonos néo hidrogenados, sendo um
deles um grupo carbonila, segundo o espectro **C por diferenca com os DEPTs de
90° e 135° (SILVA, 2006; SOLOMONS & FRYHLE, 2005).
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Figura 3.33. Espectro de RMN c*®de MHFA2 com Expansao, Solvente CDCI3/CD;0OD 3:1 .
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Figura 3.34. Expans&o do Espectro de RMN C** de MHFA2, Solvente CDCly/CD;0D 3:1.
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Figura 3.35. Espectro de RMN DEPT 90° de MHFA2, Solvente CDCI;/CD;0D 3:1.
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Figura 3.36. Expansao do Espectro de RMN DEPT 90° de MHFA2, Solvente CDCI5/CD;0D 3:1.
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Figura 3.37. Espectro de RMN DEPT 135° de MHFA2, Solvente CDCIls/MeOD CDCIs/CD;0D 3:1.

O espectro de RMN *3C (Figura 3.33) mostra também a presenca do carbono
carbindlico com deslocamento quimico em & 78,15 e ainda os deslocamentos
quimicos dos carbonos da ligagdo dupla C (6 125,13) e C (& 137,86), carbonos
vinilicos, ligacdo esta caracteristica dos esqueletos ursanicos e oleananicos
(JUNGES et al., 1999; MAHATO & KUNDU, 1994).

A MHAF2 apresenta o carbono da carbonila carboxilica com deslocamento
quimico em & 180,26. A analise completa dos deslocamentos quimicos do RMN *3C

encontra-se na Tabela 3.4.

e Determinacdo estrutural da substancia codificada como MHFA2, usando

espectros de RMN Bidimensionais.

Para fazer um mapeamento estrutural mais preciso do que utilizando somente
as técnicas unidimensionais e dados de possiveis compostos similares da literatura,
foram utilizados as técnicas bidimensionais de RMN (HSQC, HMBC, COSY e
NOESY), que permitem correlacionar hidrogénios e/ou carbonos que possuam
alguma relacédo escalar ("Jun; "Jcn) ou espacial (H,H- ou H,C —-NOE) entre si
(CARVALHO e BRAZ FILHO, 1992; KAISER, 2000).

83



Capitulo 3

A anélise dos espectros de RMN de 'H e *C da substancia codificada como

MHFA2 demonstraram a natureza dos prétons e dos carbonos. Os espectros de **C

e DEPTs de 90° e 135° possibilitaram a identificag&o dos sinais dos carbonos quanto

aos grupos metila, metileno, metinico e quanto aos carbonos nédo hidrogenados, mas

a numeracdo dos sinais de carbono foi feita através dos espectros de RMN COSY e

HMBC. A identificagdo dos hidrogénios dos grupos foi feita via HSQC (Figuras 3.38 e

3.39), que mostrou a correlagdo direta destes com 0s seus respectivos carbonos

(Tabela 3.4).

Através do espectro de HSQC observou-se as correlagdes do hidrogénio

carbindlico (6 3,43) com o carbono & 78,15; do hidrogénio vinilico (& 5,49) com
carbono & 125,13 e dos hidrogénios metilicos (& 1,03; 1,09; 1,13; 1,19; 1,20; 1,23;
1,36) com os seus respectivos carbonos (6 15,00; 16,31; 16,34; 14,75; 20,36; 27,39;

22,88). As outras correlagdes estdo descritas na Tabela 3.4.

O

Figura 3.38. Espectro de RMN 2D HSQC de MHFA2, Solvente CDCIs/CD;0D 3:1.
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120
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Figura 3.39. Expansao do Espectro de RMN 2D HSQC de MHFA2, Solvente CDCI5/CD;0D 3:1.

O espectro de RMN de COSY (Figuras 3.40 a 3.43) mostrou as correlagbes
entre os hidrogénios que estdo acoplados por *3Ju4 (acoplamentos geminais e
vicinais) e ainda por “®J,;4, permitindo assim a montagem de microfragmentos da
estrutura.

Acoplamentos geminais: Hia (6 1,27) e Hig (& 1,91), Hoa (& 1,26) € Has (O
1,85), Hea (© 1,64) e Heg (& 1,80), Hza (6 1,61) € Hzg (8 1,79), H11a (8 1,33) € Hiig (8
2,17), Hisa (8 1,79) € Hisg (6 2,18), Hiea (8 1,90) e Higg (8 2,27), Hz1a (8 1,60) € Haig
(8 1,75), Hooa (6 1,88) € Haop (0 1,94).

Acoplamentos vicinais: Hia (6 1,27) e Hyg (0 1,85), Hig (& 1,91) e Haa (6 1,26),
Hig (8 1,91) e Hag (8 1,85), Hog (& 1,85) e H3 (8 3,43), Haa (8 1,26) € H3 (8 3,43), Hs
(6 0,99) e Hea (0 1,64), Hs (5 0,99) e Hes (0 1,80), Hea (5 1,64) € Hzg (8 1,79), Hep (O
1,80) e Hvza (6 1,61), Hg (& 1,78) € Hi1a (& 1,33), Hg (6 1,78) e Hiig (& 2,17), Hi1a (&
1,33) e Hi2 (6 5,49), Hi1s (6 2,17) e H12 (8 5,49), Hiss (6 2,18) e Hiea (8 1,90), Hisg (8
2,18) e Hies (8 2,27), Hig (8 2,45) e Hig (8 1,21), Hao (8 1,12) € Haia (& 1,60), Hyo (O
1,12) e Ha1g (8 1,75), H21a (8 1,60) € Haza (8 1,88), Ha1a (8 1,60) € Hag (8 1,94).
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Hidrogénios acoplados por “®Jy4: Haz (5 1,23) e Hyy (8 1,03), He (3 1,78) e
Hzs (& 1,09), Hiz ( 5,49) e Hig (O 2,45), His (O 2,45) e Hzia (O 1,60), Hig (B 2,45) e
Ha2a (3 1,88).

_h M M
£
8 . -
e 0 I
. * - ;
? * . ° :
j -

5 4 3 2 F2 [ppm]

Figura 3.40. Espectro de RMN 2D COSY de MHFA2, Solvente CDCIs/CDs0OD 3:1.
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Figura 3.41. Expansao (1) do Espectro de RMN 2D COSY de MHFA2, Solvente CDCI5/CD;0D 3:1.
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Figura 3.42. Expansao (2) do Espectro de RMN 2D COSY de MHFA2, Solvente CDCI5/CD;0D 3:1.
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O

Figura 3.43. Reducdo dos Sinais da Expanséo (2) do Espectro de RMN 2D COSY de MHFA2,

48
g
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Solvente CDCI3/CD50OD 3:1.

A analise do espectro HMBC (Figuras 3.44 e 3.45) (correlacdo H-C a longa

disténcia) foi o responsavel pela unido dos fragmentos definidos pela anélise do

espectro COSY, devido as interacbes observadas entre atomos de carbono néo

hidrogenados. A analise do espectro NOESY (Figuras 3.46 e 3.47) (correlagdo H-H

espacial) produziu informacdes relacionadas com a estereoquimica da molécula. A

montagem completa da estrutura da MHFA2 esté descrita a seguir:
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Figura 3.44. Espectro de RMN 2D HMBC de MHFA2, Solvente CDCI5/CD5;0D 3:1 .
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Figura 3.45. Expanséo do Espectro de RMN 2D HMBC de MHFA2, Solvente CDCI3/CD;0D 3:1.
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Figura 3.46. Espectro de RMN 2D NOESY de MHFA2, Solvente CDCI3/CD;0D 3:1.
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Figura 3.47. Expanséo (1) do Espectro de RMN 2D NOESY de MHFA2, Solvente CDCI5/CD;0D
3:1.
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A Figura 3.48 refere-se a montagem estrutural da molécula codificada como
ZTC9 através de dados de RMN bidimensionais e mostra alguns fragmentos (a-f) em
vermelho montados com base no espectro COSY (Figura 3.49) e a ligacdo destes
em linhas pontilhadas, sugeridas através das correlagdes observadas nos espectros
HMBC e NOESY (Figuras 3.50 e 3.51), e com base nos principais valores de *3J,; 4 e

2-3
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Figura 3.48. Montagem Estrutural da MHFAZ2.
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Figura 3.49. Correlacdes Observadas no Espectro HMBC de MHFA2. (a) **Jcx; (b) 2Jep: (€)3Jom:
(d) “Jen.
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Figura 3.51. Correlag6es Observadas no Espectro NOESY de MHFA2.
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Determinados alguns fragmentos (Figuras 3.48 e 3.49), partiu-se para
definicho de como estéo interligados estes fragmentos através dos carbonos néo
hidrogenados, sendo utilizado para isso o espectro HMBC (Figuras 3.48 e 3.50),
3Jc.: Partindo-se do fragmento a observa-se que o Cs (3 78,15) esta correlacionado
com os hidrogénios das metilas Cy3 (6y 1,23) € Cy4 (04 1,03) e, através do H-3 (©
3,43), correlaciona com o C4 (6 38,24) quaternario, o qual também mostra
correlagdo com os hidrogénios das duas metilas Cy3 (0n 1,23) e Cy4 (04 1,03), que
estdo correlacionadas entre si (esta correlagdo em W também é mostrada no
COSY), isto confirma que estas metilas estdo no mesmo carbono, a a hidroxila; o
NOESY mostra ainda que a metila C,3 (dn 1,23) esta espacialmente préxima ao
hidrogénio carbindlico H-3 (& 3,43), pois ha correlacdo do H-3 (& 3,43) carbindlico,
gue se encontra na posi¢ao axial, com o H-23 (& 1,23), na posi¢ao equatorial (estas
posicdes s&o definidas no espectro de *H pelo sinal em & 3,43 na forma de um duplo
dupleto (dd) que mostra o acoplamento do H-3 carbindlico com os hidrogénios H-2,
J°=5,20 Hz e J°=10,80 Hz, sendo que a correlag&do espacial com 0 H-2¢q (51 1,85) é
confirmada pelo espectro NOESY); o H-5 (6 0,99) do Cs (d 54,96) monohidrogenado,
esta correlacionado com o Cy (6 36,48) quaternario, o qual mostra correlagdo com o
H-1 (5 1,91) do C; (6 38,35) e com os hidrogénios do C; (8 26,22) e da metila Cys (O
14,75) [cujos hidrogénios também correlacionam com o C; (& 38,35) e Cq (0 47,22)],0
NOESY mostra a correlagéo do Cz (6 78,15) com o H-5 (& 0,99), confirmando que
realmente o Cs (6 54,96) é o carbono monohidrogenado que esta ligado ao C4 (6
38,24). Logo, tem-se que o fragmento a esté ligado através do C; (6 78,15) ao C,4 (6
38,24), que por sua vez esta ligado as duas metilas C,3 (6 27,39) e Cy4 (6 15,00) €
ao Cs (6 54,96), que esta ligado ao Ci, (6 36,48), que se liga a metila Cys (6 14,75) e
ao C; (6 38,35), fechando o primeiro ciclo.

Partindo do fragmento b, observa-se que os hidrogénios do C; (& 32,66)
correlacionam com o Cg (6 39,07) quaternario, que mostra correlacdo com os
hidrogénios do C;; (6 27,58) e das metilas C,s (6 16,31) e C,7 (6 22,88), sendo que 0
Ci4 (0 41,63) quaternario também mostra correlagdo com estas mesmas metilas e
ainda com um dos hidrogénios do C; (& 32,66), porém vé-se que o carbono C; (6
32,66) esta ligado ao Cs (6 39,07) e ndo ao Cia (0 41,63), porque 0 Cis (0 41,63)
mostra correlagdo com hidrogénios mais distantes, os H dos carbonos Cis (& 22,80)

e Cis (0 52,54), que pertencem ao quarto ciclo, enquanto que todas as correlacdes
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do Csg (6 39,07) restringem-se aos segundo e terceiro ciclos. Tem-se ainda que o Cq
(6 47,22) est4 correlacionado com os hidrogénios das metilas Cys (6 14,75) e Cu6 (&
16,31) e também com os hidrogénios do Ci; (& 27,58), C; (& 38,35) e Cs (6 54,96)
comprovando que ele é o carbono monohidrogenado pertencente ao segundo e
terceiro ciclos; considerando que o Cyo (6 36,48) é 0 Unico carbono quaternario que
correlaciona com a metila Cys (& 14,75), cujos hidrogénios correlacionam com o
carbono C; (6 38,35) e Co (6 47,22), assim confirma-se que esta metila esta ligada
ao Cyo (0 36,48), e este esta ligado ao Cg (0 47,22) [O Cio (0 36,48) também esta
correlacionado com o H-9 (8 1,78) do Cg (0 47,22)]. Consequentemente, confirmou-
se que o fragmento b est4 ligado através do C; (6 32,66) ao carbono Cg (6 39,07),
que esta ligado a metila Cys (6 16,31) e ao Cq (0 47,22), que se liga a Cyo (6 36,48)
fechando o segundo ciclo.

Considerando agora o fragmento c, observa-se que os hidrogénios do Ci; (0
27,58) estéo correlacionados com o Cq (6 47,22) e com o0 Cg (8 39,07), e que o H-12
(8 5,49) do C;, (6 125,13), carbono vinilico bastante desprotegido, mostra correlacao
com o Cy3 (6 137,85), altamente desprotegido, e com o carbono quaternario Cy4 (8
41,63), sendo que este mostra correlagdo com os hidrogénios das metilas Cys (O
16,31) e C,7 (6 22,88). Logo, tem-se que o fragmento c esta ligado através do Cg (&
47,22) ao Cs (6 39,07), que esta ligado a metila Cy (6 16,31) e ao Ci4 (0 41,63), 0
qual se liga ao Ci3 (& 137,85), que se funde ao fragmento ¢ através do Ci (6
125,13), fechando o terceiro ciclo.

Todas as correlagbes observadas nos espectros HMBC (Figura 3.49), COSY
(Figura 3.50) e NOESY (Figura 3.51), que proporcionaram a determinagéo estrutural
da substancia MHFA2 (Figura 3.52), identificada como sendo um triterpeno da
classe ursanica conhecido como &cido ursélico (rotacdo especifica [a]p?*°=+242°,
CHCI3/MeOH 1:1).
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Figura 3.52. Estrutura do acido ursélico (MHFA2).

Os valores dos deslocamentos dos sinais mostrados nos espectros
unidimensionais e bidimensionais e suas respectivas correlacfes também constam
da Tabela 3.4.
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Tabela 3.4. Dados de RMN H, BC (DEPT 90° e 135°), HSQC, HMBC, COSY e NOESY, para a Amostra MHFAZ2. Valores de

Deslocamento Quimico em ppm, Solvente CDCIs/CD;0D 3:1.

C13 H! HMBC COosyY NOESY
Carbon gc3 SH SH SHa SHb SHa SHb
1 CH, 3835 1,27m; 1,91m 1,19 (H-25) 127 (H-1); 1,01 (- ©O% (H-D: 185 (H-2): 11,27 (H-1); 1’22 E:g]
, , , , 1,01 (H-1); 1,85 (H-2); 3,43 (H-3); [1.27 (H-1);
CH X X X X X X :
2 . 2622 1,26m; 1,85m 1,27 (H-1); 1,91 (H-1); 3,43 (H-3) 1,26 (H-2); [1,85 (H-2)] 101 (1) 1,26 (H2) 343 (Ha) 126 (D) 1,03 (H-24)
3 CH 7815  343dd(J=520e 10,80 Hz) 1,01 (H-1); 1,85 (H-2); 1,23 (H-23); 1,03 (H-24) 3,43 (H-3) 126 (H-2); 1,85 (H-2) 343 (H-3) 1,85 (H-2); 0,99 (H-5); 1,23 (H-23)
4 c 38,24 3,43 (H-3); 1,80 (H-6); 1,79 (H-7); 1,23 (H-23); 1,03 S)
5 CH 549 0,99d 0,99 (H-5) 1,64 (H-6); 1,80 (H-6) 0,99 (H-5) 1,64 (H-6)
6 CH, 17,88 1,64m; 1,80m 0,99 (H-5); 1,61 (H-7); 1,79 (H-7) 1,64 (H-6); (1,80 (H-6)] 180 (H6): 0.9 (HS) L7 (H-1): [0.99 (H5): g g 116y 0,99 (H-5); 1,61 (H-7); 1,36 (H-27)
1,64 (H-6); 1,61 (H-7)]
7 CH, 3266 1,61m; 1,79m 161 (H-7);[L79 (H-7)] 1,79 (H-7); 1,80 (H-6); [L.61 (H-7); 1,64 (H-6)]
s c 30,07 1,61 (H-7); 1,79 (H-7); 2,17 (H-11); 1,09 (H-26); 1,36 gg)
1,27 (H-1); 0,99 (H-5); 1,33 (H-11); 2,17 (H-11); 1,19 (H- , ,
9 CH 47122 1,78m 25 100 (.26) 1,78 (H-9) 1,09 (H-26); 1,33 (H-11); 2,17 (H-11)
0 ¢ 26.48 1,91 (H-1); 1,26 (H-2); 1,85 (H-2); 0,99 (H-5); 1,78 (H-9);
: 2,17 (H-11); 5,49 (H-12); 1,19 (H-25); 1,09 (H-26)
, L _ 1,78 (H-9); 2,17 (H-11); 5,49 (H-12); [1,78 (H-O);
11 CH, 27,58 1,33m; 2,17m 1,33 (H-11); [2,17 (H-11)] L33 (101540 (H12)]
12 CH 12513 5,49t (J=3,60 Hz) 2,17 (H-11); 2,45 (H-18) 5,49 (H-12) 1,33 (H-11); 2,17 (H-11); 2,45 (H-18) 549 (H-12) 2,17 (H-11); 2,45 (H-18); 1,13 (H-29)
13 ¢ 137,85 2,17 (H-11); 5,49 (H-12); 2,45 (H-18); 1,36 (H-27)
1,79 (H-7); 5,49 (H-12); 2,18 (H-15); 2,45 (H-18); 1,09
“oc 4163 (H-26); 1,36 (H-27)
15 CH, 22,80 1,79m; 2,18m 1,79 (H-15); 2,18 (H-15)] 218 (H-15): 1,79 (H-15); 1,90 (H-16); 2’271(6H)i 2,18 (H-15) 1,33 (H-11); 1,90 (H-16); 1,09 (H-26)
16 CH, 2376 Loom: 2,7m 133 (H11); 217 (H-11), 245 (H-18) 188 (H-22) 195 ) o 1o 1507 gy 218 (H19) 2,27 (H-16) [L9O (H-16) 218 (H- ) o7 ) o) 1,88 (H-22); 136 (H-27); 1,60 (H-21);
(H-22) 15)] 1,09(H-26)
2,27 (H-16); 2,45 (H-18); 1,60 (H-21); 1,75 (H-21); 1,88
woc 4145 (H-22); 1,95 (H-22)
18 CH 5254 2.45d 217 (H-11): 5,49 (H-12); 1,12 (H-20); 1,88 (H'zzzﬁg 2,45 (H-18) 1,60 (H-21); 1,88 (H-22); 5,49 (H-12); 1,21 (H-19) 2,45 (H-1) 121 (H-19); 1,60 (H-21); 11’8183((":"_2229);
10 CH 3860 1,21d 1,12 (H-20); 1,88 (H-22); 1,94 (H-22) 1,21 (H-19) 2,45 (H-18)
20 CH 3872 1,12d 2,45 (H-18) 1,12 (H-20) 1,60 (H-21); 1,75 (H-21)
, , , , 1,12 (H-20); 1,75 (H-21); 1,88 (H-22); 1,94 (H-22);
CH X X R X X X R
21 . 30,22 1,60m; 1,75m 1,88 (H-22); 1,95(H-22); 1,20 (H-30) 1,60 (H-21); [1,75 (H-21)] (160 (H21) 112 (H20y 175 (2D 1,20 (H-30)
22 CH, 3643 1,88m; 1,94m 218(H-15) 1,88 (H-22); [1,04 (H-22)] 60 (H-21): 1,88 (H-22); [1,94 (H-22); 1’602(1H)i
23 CH, 27,39 1,23s 1,03 (H-24) 1,23 (H-23) 1,03 (H-24)
24 CH; 1500 1,03s 1,03 (H-24) 1,23 (H-23) 1,03 (H-24) 1,64 (H-6)
25 CH, 1475 1,19s 1,19 (H-25) 1,64 (H-6)
26 CH; 1631 1,095 1,78 (H-9) 1,09 (H-26) 1,78 (H-9)
27 CH, 22,88 1,36s 1,36 (H-27) 1,64 (H-6)
28 C 18026 2,27 (H-16); 2,45 (H-18); 1,88 (H-22)
29 CH, 1634 1,13d (J=6.4 Hz) 2,45 (H-18); 1,21 (H-19); 1,60 (H-21)
30 CH, 2036 1,20d (J=8.,0 Hz)
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3.5.3. MHFCla e MHFC1b

As substancias codificadas de MHFCla (componente predominante) e
MHFC1b foram isoladas como uma mistura e identificadas como sendo o0s
fitoesterdides B-sitosterol e estigmasterol, respectivamente, com base na
interpretacéo dos espectros na reacgéo do IV e RMN *H.

O espectro na regidao do IV revelou bandas de absor¢céo de estiramento e
deformagéo sugerindo a natureza alifatica dos componentes (2936, 2866, 1465,
1381 cm™), grupo hidroxilico (3432, 1054 e 1022 cm™) e de ligagéo dupla (1645 cm®
1. O espectro de RMN *H, por sua vez, revelou a presenca de sinais simples e
multiplos correspondentes aos hidrogénios dos grupos metilicos (varios sinais entre
5 0,96 a 0,68), de hidrogénio metilico carbindlico [6 3,56-3,47 (m, H-3 de MHF2)] e
de hidrogénios olefinicos [6 5,05-4,97 (m, H=6) e 6 5,19-5,11 (m, H-22 e H-23)]
(Tabela 3.5).

A anélise do espectro de RMN *3C e DEPT permitiu reconhecer a natureza dos
sinais correspondentes aos 4tomos de carbono triidrogenados (CHs), dildrogenados
(CH), monoiidrogenados (CH) e n&do hidrogenados (C) referentes ao componente
MHFC1la e, somente alguns, referentes a MHFC1b (Tabela 3.5). Dentre esses
carbonos, ressaltam-se os valores de deslocamento quimicos referentes aos
carbonos sp? [5 138,33 (C, C-5) e § 121,72 (CH, C-6) de ambos componentes] e [8
138,33 (CH, C-22) e § 129,04 (CH, C-23) de MHFC1b] e do carbono sp® oxigenado
de ambos componentes [6 71,80 (CH, C-3)] (Tabela 3.5).

Os compostos MHFCla e MHFC1b n&o foram injetados diretamente no
espectrobmetro de massas, uma vez que a andlise por CCD revelou apenas uma
mancha, quando na realidade estes compostos se dividiram em tempos de retengéo
diferente quando sililados e analisados em GC-MS (Figura 3.53 e 3.54) (BULL et al.,
2001).

98



Capitulo 3

Tabela 3.5. RMN das substancias MHFCla e MHFC1b e do Modelo da Literatura
(MACARI et al., 1990) em CDCls, deslocamento em 8.

29
’ -4 .
,, . % A : 2
1B 18/”//,, N
19 z 19 2z
HO HO
'H MHFC1la MHFC1b Bc MHFC1la MHFC1b
H-3| 3,56-3,47 (m)| 3,56-3,47 (M) 1 37,23 CH, 37,23 CH,
2 31,63 CH, 31,63 CH,
3 71,80 CH 71,80 CH
H-6| 5,05-4,97 (m)| 4,97-5,19 (m) 4 42,27 CH, 42,27 CH,
5 138,33 C 138,33 C
6 121,72 CH 121,72 CH
H-22, H-23 x| 5,19-511 (m) 7 31,63 CH, 31,63 CH,
8 31,87 CH 31,87 CH
9 50,12 CH 50,12 CH
Me-18 0,68 s 0,68's 10 36,14 C 36,14 C
11 21,06 CH, 21,06 CH,
12 39,75 CH, 39,75 CH,
Me-19 0,96 s 0,96 s 13 42,29 C 39,75C
14 55,91 CH 56,85 CH
15 24,36 CH, 24,36 CH,
Me-21 0,91-0,78 sl 0,91-0,78 sl 16 28,25 CH, 28,93 CH,
17 56,85 CH 55,91CH
Me-26 0,91-0,78 sl 0,91-0,78 sl 18 11,85 CH,4 11,85 CHs
19 19,40 CH,4 19,97 CHs
Me-27 0,91-0,78 sl 0,91-0,78 sl 20 36,14 CH 40,52 CH
21 18,97 CH, 21,21 CH,
Me-29 0,91-0,78 sl 0,91-0,78 sl 22 31,87 CH, 138,33 CH
23 23,01 CH, 129,04 CH
24 45,82 CH 51,23 CH
25 29,11 CH 29,71 CH
26 19,83 CH,3 21,06 CH,
27 18,77 CH, 18,97 CHs
28 23,06 CH, 25,39 CH,
29 11,85 CH,4 12,26 CHs

Os dados espectrais discutidos, associados a andlise comparativa dos dados
espectrais dos respectivos compostos descritos na literatura permitiram identificar os
componentes MHFC1a e MHFC1b como sendo o -Sitosterol (15) e o estigmasterol

(16), respectivamente.
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Figura 3.53. Cromatograma dos compostos B-sitosterol e estigmasterol e espectro de massas.
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m/z 158 m/z 213
Figura 3.54. Principais fragmentos no espectrometro de massas do B-sitosterol (MHFC1la) e
estigmasterol (MHFCL1b).

3.5.4. MHFC2

A substancia codificada de MHFC2 apresentou-se como um solido branco, de
ponto de fusdo 176-178 °C (MeOH). Sua natureza triterpendica foi sugerida por esta
apresentar coloracdo résea avermelhada frente ao reagente de Liebermann-Buchard
e coloragéo violeta em solugdo acida de sulfato cérico.

O espectro de absorcdo do infravermelho obtido em KBr, revelou bandas de
absorcéo indicativas da presenca de grupo hidroxila (3375 e 1043 cm™) e de grupos
alquila saturados (2943, 2870, 1454 e 1380 cm™). O espectro de RMN *H em CDCl3
a 300 MHz revelou sinais, cujos valores de deslocamentos quimicos e
multiplicidades estéo consistentes com a presenca de seis grupos metila terciarios
[(6 1,67, 30H (s), 6 4,67 (d, J = 2,4 Hz) e 4,55 (d, J = 2,4 HZ)] para um hidrogénio
cada, de hidrogénio metilico carbindlico [6 3,21, 1H (m)].

O espectro de massa obtido por impacto eletronico a 70 eV (Figura 3.55) em
espectrémetro de baixa resolucdo, forneceu o pico do ion molecular de m/z 426
(38%), compativel com a formula molecular C3oHs6O, € 0 pico base de m/a 218, que

sugere fragmentagdo envolvendo a reacéo do tipo retro Diels Alder em triterpeno
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pentaciclico da série lupano. Acompanhado de dois fragmentarios em m/z 203
(23%), 190 (12%) e 189 (71%) dentre outros de menores intensidades (Figura 3.56).

A substancia MHFC2 foi assim identificada como sendo o triterpendide
pentaciclico da série lupano, denominado 3B-hidroxi-lup-20(29)-ene (17), conhecido
como lupeol. De acordo com os dados espectrais discutidos e comparacao destes

com os descritos na literatura e com uma amostra auténtica (Tabela 3.6).

29

3
L

N 17
3

2

Tabela 3.6. RMN da substancia MHF2 e do Modelo da Literatura modelo do
lupeol (MAHATO E KUNDU, 1994) em CDCl3, deslocamento em 8.

29

.
»

'H MHFC2 Lupeol
H-3 3,21-3,16 (M) 3,21 -3,16 (m)
H-19 2,42-2,29 (m) 2,42-2,29 (m)
H-29a 4,67 (d, J=2,4 Hz) 4,66 (d, J=2,2 Hz)
H-29b 4,55 (d, J=2,4 Hz) 4,54 (d,J=2,2Hz)
Me-23 0,75s 0,76 s
Me-24 0,78 s 0,92s
Me-25 0,82s 0,80s
Me-26 0,93s 1,01s
Me-27 0,96 s 0,94 s
Me-28 1,02 s 0,74 s
Me-30 1,67 s 1,65s
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Intensidade
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Figura 3.55. Fragmentograma da amostra MHFC2.
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Figura 3.56. Principais fragmentos no espectrometro de massas do lupeol (MHFC2) entre

parénteses estdo as intensidades relativas.
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3.6. METABOLOMICA DA M. hirsuta

O Brasil apresenta 55 mil espécies vegetais catalogadas, o que corresponde
a uma parte significativa da diversidade vegetal do mundo (SIMOES et al., 2000).
Dentro deste contexto se destaca o Semi-Arido brasileiro, que é uma regido bastante
populosa principalmente constituida de individuos que muitas vezes ndo tem acesso
aos servicos basicos de saude e que, por isso, utilizam as plantas como recurso
principal no tratamento de doencas.

As plantas da familia Bignoneaceae s&o frequentemente encontradas e
usadas pela populagdo do Semi-Arido para este fim, sendo que uma vez que varias
espécies desta familia apresentam atividades biolégicas importantes como
antinociceptiva e antiinflamatéria em Catalpa bignonioides Walt (MUNOZ-
MINGARRO et al., 2003), antimicrobiana em Arrabidaea harleyi A.H. Gentry (LIMA et
al., 2003), Tabebuia aurea (BARBOSA-FILHO et al., 2004) e T. impetiginosa
(PEREZ & ANESINI, 1994), antimalarica em Tabebuia aurea (SILVA & QUEIROZ,
2003), antiviral em Tabebuia impetiginosa (SIMOES et al., 1999) citotoxicidade para
células de tumor pulmonar da linhagem NCIH-292 em Melloa quadrivalvis (Jacq.)
A.H. Gentry (LIMA et al., 2005) e atividade antitumoral contra células da linhagem 38
de carcinoma de célon e P-388 de leucemia (SUFFNESS et al., 1988), o que justifica
a necessidade da analise do perfil metaboldmico das espécies desta familia, dentre
elas a M. hirsuta.

A M. hirsuta pode ser encontrada em varias localidades no Semi-Arido
nordestino como as regides escolhidas no presente estudo (Campo Alegre de
Lourdes, Gentio de Ouro, Morro do Chapéu, Boninal e Caetité). Embora seja
guimicamente pouco conhecida, ela apresentou atividade imunomoduladora e
redutora do radical NO, como visto anteriormente. Por isso, ela foi escolhida para o
estudo metabolémico, uma vez que o mesmo permite estabelecer correlagbes entre
vérias variaveis (tipo de solo, constituicdo quimica, relevo, meio ambiente, etc) com
a atividade biolégica apresentada, de modo a selecionar plantas com a melhor
atividade possivel.

A partir da similaridade metabolomica obtida a partir da PCA, as 5 populagdes
de M. hirsuta foram divididas em cinco grandes grupos. A Figura 3.57 mostra o

resultado da PCA para as amostras das cinco regides pesquisadas, sendo que 0s
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dados permitiram estabelecer que dois componentes séo responsaveis por 57,40%
da variacdo das espécies, sendo 18.5% da variancia ao longo do eixo Y causada
pelo componente 2 e 38.9% da variancia no eixo X causada pelo componente 1. Foi
possivel observar a separacdo das espécies em regiées mais ou menos definidas,
embora sobreposi¢cdes tenham sido observadas, bem como a separagcdo dos
individuos dentro de uma mesma regido, o que pode ser atribuido a coleta de
plantas em idades distintas, pois o trabalho objetivou apenas visualizar a influéncia

de alguns fatores geogréaficos no metabolismo desta espécie.

A5

047

o
o

PC2 (18.5%)

-0471

-0.5 0.0 0.5
PC1 (38.9%)

Figura 3.57. Distribuicdo e agrupamento das regibes de coleta para os dois principais
componentes no modelo PCA. Al: Campo Alegre de Lourdes, A2: Gentio de Ouro, A3: Morro

do chapéu, A4: Boninal e A5: Caetité.

Uma vez que o padrao de separagcdo mostrou a sobreposicdo de espécies na
mesma area, as andlises subsequentes levaram em consideragdo variaveis
secundérias tais como as caracteristicas geogréficas. Para tanto, foi usada a PLS-
DA que permitiu a separagdo mais acentuada das plantas em cinco regides bem
definidas, como pode ser visto na Figura 3.58, o que é indicativo de que plantas de

uma determinada regido apresentam metabolismo particular, com pelo menos dois
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componentes principais que as definem e que ajudam a diferencia-las de espécies
de outra regido de coleta. A variacdo total observada para os dois componentes foi
de 42%, sendo que 18.9% da variancia ao longo do eixo Y foi causada pelo

componente 2 e 23.1% da variancia no eixo X causada pelo componente 1.

10t

PC2 (18.9%)
o

-107

-20 -10 0 10 20
PC1 (23.1%)

Figura 3.58. Distribuicdo e agrupamento das regides de coleta para os dois principais

componentes no modelo de PLS-DA. m1: Campo Alegre de Lourdes, ¢2: Gentio de Ouro, ¢3:

Morro do chapéu, -4: Boninal e : Caetité.

Os extratos brutos metanélicos de M. hirsuta foram submetidos a ‘H RMN e
posteriormente agrupados de acordo com a PLS-DA. Para identificar as substancias
nos espectros *H RMN, os sinais ocorrendo nas diferentes regibes do espectro
foram utilizados para classificar os tipos de metabolitos secundérios presentes nos
mesmos. A Figura 3.59 mostra um espectro de um dos extratos brutos de M. hirsuta.
Em geral, os sinais em & 0,5-3,0 sdo atribuidos a prétons alifaticos dos grupos metil
(CHs-), metileno (CH2-) e metino (CH-) tipicos de compostos ndo aromaticos,
indicando que os extratos apresentavam uma alta concentragdo dos mesmos.

Embora presentes, os sinais dos compostos aromaticos tiveram pouca intensidade.
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Figura 3.59. Espectro de *"H RMN de um dos extratos brutos de Mansoa hirsuta.

A Figura 3.60 mostra a distribuicdo dos deslocamentos quimicos observados
para os principais metabolitos nos extratos. Os escores em vermelho indicam as
regides e ao seu redor estdo os picos que se diferenciam entre uma regiao e outra.
A correlacdo entre os valores de & dos espectros de *H RMN na Figura 3.60 e os
dados da Figura 3.58 permite estabelecer que as plantas da regido de Gentio de
Ouro (Figura 3.58, PC1 entre -10 e +10 e PC2 -10), por exemplo, sdo ricas em
triterpenos e esterodides.

A fim de lidar com o congestionamento de sinais observado na Figura 3.60,
foram empregadas técnicas bidimensionais de RMN. Apesar de 'H RMN ser
considerada uma promissora ferramenta analitica para investigacdo metabolémica,
alguns problemas podem ser encontrados quando da aplicagdo desta técnica, dentre
eles a sobreposicdo de sinais. Neste caso, o congestionamento de sinais pode ser
resolvido aplicando diversas técnicas bidimensionais de RMN-2D, como foi aplicado
para a resolucdo dos metabdlitos nos extratos das populacdes de M. hirsuta. Dentre
as técnicas empregados, a 2D-'H-'H-J-resolvido mostrou eficiéncia e robustez do

sinal em diversas aplicagdes de metaboloémica (VIANT, 2003; CHOI et al., 2006).
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Figura 3.60. Distribuicdo e agrupamento dos sinais de ‘H RMN para os dois componentes

principais no modelo de PLS-DA.

No escore relativo a regido de Gentio de Ouro (Figuras 3.58 e 3.60) observa-
se deslocamentos quimicos relativos a triterpenos pentaciclicos (&cidos ursolico e
oleandlico) e esteroides, caracterizados pelos sinais referentes a regido blindada
entre & 1,03-1,36 ppm referentes aos prétons de grupos metila (CHs-) ligados a
carbono néo hidrogenado (2 dupletos, 8 1,13 ppme J=6,4 Hze 8 1,20 ppme J =
8,0 Hz), que foi confirmado no J-resolvido (Figuras 3.60 e 3.61). O hidrogénio
carbindlico dos triterpenos pentaciclicos foi caracterizado pela presenga de um duplo
dupleto em & 3,56 ppm (J = 5,20 Hz e 10,80 Hz, Figura 3.60 e 3.62). Os
deslocamentos quimicos relativos aos esterdides estigmasterol e B-sitosterol séo
simpletos na regido de 6 0,68-0,92 ppm (Figura 3.60 e 3.63), e no caso do lupeol em
uma regido mais ampla indo de & 0,68 a 1,68 ppm (Figura 3.60 e 3.63). Os demais
sinais relativos a estas substancias podem ser conferidos nos espectros de MHAF1,
MHAF2, MHFC1a, MHFC1b e MHFC2, conforme visto anteriormente.
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Figura 3.61. Espectro H-'H J-resolvido bidimensional de M. hirsuta na regido & 0-1.6 ppm

caracteristicos de triterpenos e esteroides.
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Figura 3.62. Espectro "H-'"H J-resolvido bidimensional de M. hirsuta na regido & 2,2-4,7 ppm

caracteristicos de triterpenos e esteroides.
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Figura 3.63. Espectro 'H-'H J-resolvido bidimensional de M. hirsuta na regido & 0-1.6 ppm

contendo simpletos caracteristico de ester6ides como estigmasterol e B-sitosterol.

No escore relativo a regidao de Boninal (Figuras 3.58 e 3.60) observa-se &
possivelmente relacionados a flavonoides, uma vez que estes compostos foram
detectados pela presenca no escore relativo a esta regido de uma grande
guantidade de sinais com & 6-8 ppm (Figura 3.60). O espectro J-resolvido (Figura
3.64) evidencia os sinais cujos valores de ©, multiplicidades e constantes de
acoplamento estdo compativeis com o esqueleto de flavonéides substituidos nos
anéis A (Figura 3.65), na posicdo 5, 6, 7 e 8 (0 6,78 e 6,72, simpletos) e anéis B do
tipo 1,4-dissubstituidos (& 7,66, 7,84 e 6,81, dupletos) de acordo com o descrito na
literatura para metoxiflavonas previamente isoladas de Bignoniaceae (KUTNEY &
HANSSEN, 1971; BASTOS et al., 2009).
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Figura 3.64. Espectro *H-'H J-resolvido bidimensional da M. hirsuta de Boninal na regido de

aromaticos caracteristica de flavondides.
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Figura 3.65. Estrutura da tangeritina, uma metoxiflavona 5,6,7,8-substituida no anel Ae 1’, 4'-

dissubstituida no anel B.

No escore relativo a regiao de Caetité (Figuras 3.58 e 3.60), os & encontrados
sugerem a presenca de taninos do tipo proantocianidinas (Figura 3.66) tais como
catequina e epicatequina, como previamente descrito para a M. hirsuta por
CAMPANA et al. (2009). Os & na regido entre 5,0 e 6,0 sdo caracteristicos de
protons aromaticos no anel A e o préton residual no anel D, enquanto a regido com &
entre 6,5-7,5 é caracteristica dos prétons localizados nos anéis B e E como descrito
por APPELDOORN et al. (2009). Estes dados estdo de acordo com o observado
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para estas regides no espectro J-resolvido, que mostra a presenca de dupletos e

simpletos caracteristicos dos sinais acima.

HO

Figura 3.66. Estrutura geral de uma protoantocianidina (RAWAT et al., 1999).
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Figura 3.67. Espectro *H-'H J-resolvido bidimensional da M. hirsuta de Boninal na regido de

aromaticos caracteristica de flavondides.

O escore referente a regido de Campo Alegre de Lourdes (Figuras 3.58 e
3.60) mostra-se rico em sinais caracteristicos de prétons anoméricos de saponinas
(6 0,6-1,4 ppm) e dos protons de oligossacarideos (3,5-4,5 ppm). Os escores para a
regido de Morro do Chapéu, por sua vez, mostraram que esta regido é pobre em
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sinais para metabdlitos secundarios, apresentando apenas sinais na regido dos
oligossacarideos e aminoacidos.

A partir da analise dos espectros 1D, 2D e do PLS foi possivel identificar os
compostos do metabolismo primario cuja variancia contribui para PC1 e PC2. Sdo
eles glicose (formas a e (), os aminoacidos asparagina e alanina e o 4cido malico,
como pode ser visto na Tabela 3.7, cujos dados estdo de acordo com o encontrado
na literatura (LIANG et al., 2006; MANNINA et al., 2008).

Tabela 3.7. Deslocamentos quimicos caracteristicos dos metabdlitos primarios
selecionados de M. hirsuta detectados a partir da anélise do PLS e espectros
RMN 1D e 2D.

Metabolitos & (PPM) Multiplicidade J (H2) Protons Regiéo
3,60-3,83 M 434e 251 Campo Alegre
Glicose 3,80-3,89 2d 1,85 de Lourdes e
4,57-4,59 D 7,80 H-18 Morro do
5,18-5,19 D 3,80 H-1a Chapéu
2,85-2,90 Dd 17.0e 7.6 H-2 Gentio de
Asparagina Dd 17.0e43 H-2’ Ouro e Caetité
3,95 M - H-1
1,49 D 7,20 H-3 Gentio de
Alanina Ouro
3,70 M -
2,70 Dd 16,6 e 4,7 H-3a Caetité.
Acido malico | 2,80 Dd 16,6 € 6,6 H-3B
4,50 Dd 6,6 e4,7 H-2

Da similaridade metabolémica obtida a partir do PCA e PLS-DA 2D, as
plantas das diferentes regibes de coleta foram agrupadas. Entretanto, este
agrupamento pode ser observado somente do ponto de vista visual porque ambas
as técnicas objetivam a separacdo de cada amostra individual pela variancia
maxima. Consequentemente, o uso de mais variaveis Y & necessario para confirmar
0 agrupamento de M. hirsuta. Para tanto, as amostras foram analisadas por PLS-DA

3D, que permite usar mais que dois componentes, no nosso caso PC1, PC2 e PC3,
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para uma melhor visualizagdo dos diferentes perfis metaboldmicos, como pode ser
visto na Figura 3.68, com uma variancia de 56,49%. As plantas coletadas de cinco
regides diferentes claramente podem ser classificadas em quatro grupos distintos,
como pode ser visto na Figura 3.69. O dendograma permitiu separar dois grandes
grupos: um que é composto pelas regides 4 e 5, e outro com as regides 1, 2 e 3, que
ainda se subdividem em mais dois grupo um composto pela regido 2, e 0 outro com
as regides 1 e 3. Com base na discusséo anterior, 0s grupos 4 e 5 sdo ricos em
compostos aromaticos (flavondides e protoantocianidinas, respectivamente),
enquanto o segundo grupo formando pelas regides 1, 2 e 3 é rico em triterpenos

pentaciclicos, esterdides e saponinas.

pLS-Companent 2 (18.8%),

i

‘Z 0 -1t 0 19 20
3
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Figura 3.68. Distribuicdo e agrupamento das regides de coleta para os dois principais
componentes no modelo PSL-DA 3D. e1: Campo Alegre de Lourdes, ¢2: Gentio de Ouro, e3:
Morro do chapéu, ¢4: Boninal e «5: Caetité.
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Figura 3.69. Dendrograma dos resultados da PLS-DA para os espécimes de M. hirsuta
coletados em diferentes regides. 1 Campo Alegre de Lourdes, 2 Gentio de Ouro, 3 Morro do
Chapeu, 4 Boninal e 5 Caitité.

As Figuras 3.70 e 3.71 exibem o agrupamento dos espécimes de M. hirsuta
de acordo com o ambiente, isto €, caatinga ou caatinga arbustiva, o que permite
visualisar os metabdlitos que sdo diferentes entre as amostras levando em
consideragdo os ambientes citados. As plantas das regibes 1 e 2 (Caatinga
arbustiva) estdo agrupadas na regido positiva em relacdo a PC1, cujos d conferem
com aqueles das classes de terpenos pentaciclicos, esterbides e saponinas,
enquanto as planas provenientes das regides 3, 4 e 5 (Caatinga) foram agrupadas
na regido negativa em relagdo a PC1, cujos & séo atribuidos a aminoacidos,

oligossacarideos e compostos aromaticos (flavondides e protoantocianidinas).
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Figura 3.70. Distribuicdo e agrupamento dos espécimes de M. hirsuta de acordo com os

ambientes de coleta. #1: Campo Alegre de Lourdes, ¢2: Gentio de Ouro, m3: Mor
m4: Boninal e m5: Caetité.
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Levando em consideracdo o tipo de solo, os espécimes de M. hirsuta foram
separados em trés classes (Figura 3.72), sendo que as plantas das regifes 1 e 2
estdo agrupadas na regido positiva em relacdo a PC1, sendo caracterizada pelos ©
de terpenos, esterbides e saponinas (Figura 3.73). A regido 4 coletada em um solo
muito arenoso esta agrupada em uma regido negativa em relacdo a PC1 , que é
caracterizada pelos & de compostos aromaticos. As espécimes de plantas coletadas
nas regides 3 e 5 coletadas em solo argilo-arenoso estéo localizadas na regiao
positiva em relacdo a PC2 e sado caracterizadas pelos © referentes a
oligossacarideos e aminoacidos (Figura 3.73).

Mansoa it M (PLS0A) 1 Arenoso
t{Comp. 1)t[Camp. 2] + Argilo-arenoso
Colored according to Obs D) {Sai) + Muito arenoso

]

MXIL) = 0.150488 12KI2) = 0.134309

HLHpeie Heelling 12 (0a5) SMCAR 11- 10N 04434

Figura 3.72. Distribuicdo e agrupamento dos espécimes de M. hirsuta de acordo com os tipos
de solo. m1: Campo Alegre de Lourdes, m2: Gentio de Ouro, ¢3: Morro do chapéu, ¢4: Boninal e

. Caetité.
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Figura 3.73. Distribuicdo e agrupamento dos sinais de "H RMN de acordo com o tipo de solo.

As espécimes coletadas nas regides 1, 2 e 3 em um relevo acidentado foram
agrupadas na regiao positiva em relagdo a PC1 rica em d referentes a triterpenos
pentaciclicos, esterdides e saponinas (Figuras 3.74 e 3.75). Os espécimes da regido
4 estado localizadas na regido negativa em relacdo a PC1 e na regido positiva em
relagdo a PC2 cujos & sdo caracteristicos de flavondides. As plantas da regido 5
estdo localizadas no histograma na regido negativa em relagéo a PC1 e negativa em
relacdo a PC2, sendo estas regides ricas em O referentes a protoantocianidinas,
aminoacidos e oligossacarideos.

A Tabela 3.8 ajuda a visualizar de forma resumida todos os resultados
observados no presente estudo de acordo com as caracteristicas geograficas

relacionadas com o local de coleta.
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3.74. Distribuicdo e agrupamento dos espécimes de M. hirsuta de acordo com o relevo. m1:
Campo Alegre de Lourdes, m2: Gentio de Ouro, ¢3: Morro do chapéu, ¢4: Boninal e ¢5: Caetité.
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Figura 3.75. Distribuicdo e agrupamento dos sinais de *"H RMN de acordo com o relevo.
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Tabela 3.8. Resumo dos dados obtidos no estudo metabolémico da M. hirsuta D.C..

Caracteristicas

geograficas

Local de coleta

Campo Alegre de

Gentio de Ouro

Morro do Chapéu Boninal Caetité
Lourdes
Ricos em Saponinas, Triterpenos Aminoacidos e Flavonobides Taninos,
oligossacarideos pentaciclicos (acido oligossacarideos protoantocianidinas
ursolico e oleandlico),
fitoesterdides
Metabdlitos principais Glicose Asparagina e alanina Glicose - Asparagina e acido
malico
Ambiente Caatinga arbustiva Caatinga arbustiva Caatinga Caatinga Caatinga

Tipo de solo
Relevo

Altitude (metros)

Arenoso

Acidentado

517

Arenoso

Acidente

1100

Argilo-arenoso

Acidentado

469

Muito arenoso

Ondulado

1045

Argilo-arenoso

Pouco ondulado

700
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Conclus&o

CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho expressam o potencial imonumodulador e
inibidor do radical NO dos triterpenos pentaciclicos acido ursoélico e acido oleandlico (> 99%)
isolados da M. hirsuta D.C. A triagem fitoquimica mostra a presenca de varias classses de
metabdlitos secundarios tais como fendis, taninos, esteréides e compostos flavbnicos. Os
bioensaios com o extrato AcOEt (PFR) mostraram atividades significativas acima de 60%
guanto a inibicdo de linfécitos, o que sugere a atividade imunossupressora do extrato. A
presenca do dissulfeto de dialila e trissulfeto de dialila no etanol recuperado, bem como
lupeol, estigmasterol e B-sitosterol. A analise metabélica permitiu estabelecer que as plantas
oriundas de Gentio de Ouro sao ricas em triterpernos pentaciclicos, enquanto as plantas de
Boninal contém principalmente flavondides em sua composicao quimica. Os resultados
também sugerem que as protoantocianidinas sdo constituintes presentes em maior
guantidade nas plantas oriundas de Caetité, enquanto saponinas predominam nas plantas
de Campo Alegre de Lourdes. As plantas de Morro do Chapéu diferem daquelas das demais

regibes por serem ricas em oligossacarideos e aminoacidos.
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