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RESUMO

Estudo quimico e potencial antiviral de Mimosa xanthocentra (Mimosaceae), uma planta
da dieta de cervideos no Pantanal

LUIZA MARIA DE MAGALHAES CAMARGO
Orientadora: Prof® Sénia Soares Costa
Co-orientadora: Prof® Maria Teresa Villela Romanos

Resumo da Dissertagdo de Mestrado submetida ao programa de Pés-graduagdo em Quimica de Produtos Naturais,
Ndcleo de Pesquisas de Produtos Naturais, Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos
necessdrios a obtengdo do titulo de Mestre em Ciéncias.

Mimosa xanthocentra Mart. (dorme-dorme) é uma planta herbdcea - pertencente a um género
medicinal e utilizada na dieta de dois mamiferos ameacados de extingdo no Pantanal (cervos-do-
pantanal e veados-campeiros) - para a qual ndo existem relatos de estudos quimicos e bioldgicos. O
presente estudo fteve como objetivos conhecer a composigdo quimica e avaliar os possiveis efeitos
benéficos, /n vitro, que poderiam surgir da ingestdo dessa planta pelos cervideos, tendo como enfoque
viroses de importancia humana e veterindria.

O estudo fitoquimico de M. xanthocentra levou a identificagdo de quatro flavondides. Foram
isoladas duas flavonas, isovitexina-2"-O-ramnopiranosideo e vitexina-2"-O-ramnopiranosideo, e uma
mistura dos flavondis avicularina e reinoutrina. Exceto pela avicularina, este é o primeiro relato dos
demais flavondides na familia Mimosaceae. A isovitexina-2"-O-ramnopiranosideo apresentou-se sob a
forma de rotdmeros em solugdo de DMDO-d;, cujas conformagdes diferem essencialmente no arranjo
da unidade dissacaridica em relagdo ao plano do esqueleto da aglicona. A elucidagdo estrutural dos
flavondides baseou-se nas andlises de RMN de *H e *C, mono e bidimensionais.

O extrato aquoso de M. xanthocentra (MxEA) foi avaliado quanto a atividade antiviral, sendo
possivel evidenciar uma agdo inibitéria frente a HSV-1, HSV-2, SHV-1 e BHV-1. O fracionamento
monitorado pelo ensaio antiviral permitiu a identificagdo de substdncias de classes quimicas diferentes
- flavondides e carboidratos - contribuindo para a atividade antiviral, com destaque para a atividade
anti-HSV-1 de isovitexina-2"-O-ramnopiranosideo (200 pg/ml; 87,4% de inibigdo). Adicionalmente,
verificou-se uma agdo sinérgica entre as substancias presentes em MxEA, o que poderia resultar em
efeitos benéficos através do uso dessa espécie vegetal pelos cervideos. Este é o primeiro relato de
atividade antiviral no género Mimosa e de atividade anti-HSV de isovitexina-2"- O-ramnopiranosideo.

Os resultados obtidos contribuiram para o conhecimento da composigdo quimica e do potencial
terapéutico de M. xanthocentra. Este trabalho reflete uma abordagem inovadora e otimista ao buscar
substdncias bioativas em uma planta pertencente a dieta de mamiferos ndo-primatas e sem relato de
uso medicinal.

Palavras-chave: Mimosa xanthocentra, Mimosaceae; Pantanal; cervideos; dieta; flavondides; flavonas
C-glicosidicas;  isovitexina-2"-O-ramnopiranosideo;  vitexina-2"-O-ramnopiranosideo;  avicularina;
reinoutrina; rotdmeros; atividade antiviral; sinergismo; HSV-1; HSV-2; BHV-1; SHV-1; polissacarideos;
ciclitol.

Rio de Janeiro

Outubro, 2007
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ABSTRACT

Chemical study and antiviral potential of Mimosa xanthocentra (Mimosaceae), a plant
composing the diet of deer in the Pantanal wetland

LUIZA MARIA DE MAGALHAES CAMARGO
Orientadora: Prof® Sénia Soares Costa
Co-orientadora: Prof® Maria Teresa Villela Romanos

Resumo da Dissertagdo de Mestrado submetida ao programa de Pés-graduagdo em Quimica de Produtos Naturais,
Ndcleo de Pesquisas de Produtos Naturais, Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos
requisitos necessdrios d obtengdo do titulo de Mestre em Ciéncias.

Mimosa xanthocentra Mart. (dorme-dorme) - an herbaceous plant that belongs to a medicinal
genus and is consumed by two endangered mammals in Pantanal wetland (marsh deer and pampas deer) -
was never studied before. The present work aims to investigate the chemical composition and evaluate
the beneficial effect of this plant consumption by those animals, through the /n vitro assessment of
the antiviral activity against viruses pathogenic for men and animals.

The phytochemical investigation of M. xanthocentra led to the identification of four
flavonoids. Two flavones, isovitexin-2"- O-rhamnopyranoside and vitexin-2"- O-rhamnopyranoside, and a
mixture of the flavonol glycosides avicularin and reynoutrin were isolated. Except for avicularin, this
work describes the first report of these flavonoids in Mimosaceae. The flavone isovitexin-2"-O-
rhamnopyranoside was detected as two rotamers in DMSO-di's solution and a preliminary
conformational analysis showed that their structures differ on the spatial arrangement of the
disaccharide part. The structures of flavonoids were elucidated on the basis of spectroscopic*H and
3¢ NMR data, including two-dimensional techniques.

The effect of M. xanthocentra aqueous extract (MxEA) on the infectivity of herpes viruses
was evaluated. MXEA was capable to inhibiting HSV-1, HSV-2, SHV-1 and BHV-1. The bioassay
fractionation led to the identification of two distinct chemical classes (flavonoids and carbohydrates)
of antiviral agents. The most interesting result was due to isovitexin-2"- O-rhamnopyranoside, which
causes 87.4 % (200 upg/ml) of inhibition on HSV-1. Furthermore, the synergistic action between
MxEA's compounds was detected, which could result in benefits for the continuous use of this plant by
both deer. This is the first report of antiviral activity for a Mimosa specie as well as for isovitexin-2'-
O-rhamnopyranoside.

The results presented here contributed to the knowledge of the chemistry and the
therapeutic potential of M. xanthocentra. This study reflects an innovative and hopeful approach in
the search of bioactive compounds from a plant composing the diet of a non-primate mammal, without
use in folk medicine.

Key-words: Mimosa xanthocentra, Mimosaceae; Pantanal wetland; deer; diet; flavonoids; flavone C-
glycoside; isovitexin-2"-O-rhamnopyranoside; vitexin-2"-O-rhamnopyranoside; avicularin; reynoutrin;
rotamers; antiviral activity. synergism; HSV-1; HSV-2; BHV-1; SHV-1; polysaccharides; cyclitol

Rio de Janeiro

Outubro, 2007
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Apresentagao




Esta dissertagdo possui cardter interdisciplinar e tem como enfoque a espécie
Mimosa xanthocentra (Mimosaceae), uma planta consumida pelos cervos-do-pantanal e
veados-campeiros e até entdo nunca estudada. Através desse trabalho pretende-se
conhecer a composigdo quimica dessa espécie vegetal e explorar, /n vitro, os potenciais

efeitos benéficos que poderiam surgir de sua ingestdo pelos cervideos.

Para efeito diddtico, os resultados aqui apresentados encontram-se divididos em
dois capitulos, precedidos de uma Introdugdo Geral. Cada capitulo é composto de uma
introdugdo, seguida pela descrigdo dos métodos empregados, resultados obtidos e
discussdo sobre os mesmos. As referéncias bibliogrdficas utilizadas sdo listadas no final de
cada capitulo. As figuras, grdficos e tabelas encontram-se no decorrer de seus

respectivos textos.

Na Introdugdo Geral sdo abordados os aspectos botdnicos e etnomedicinais de
Mimosa xanthocentra e do género Mimosa, além da descrigdo de seu habitat.
Adicionalmente, esta segdo relata a aplicabilidade de espécies de Mimosa na veterindria e

agricultura, bem como a insergdo dessas plantas no contexto dos cervideos.

O Capitulo I aborda os aspectos quimicos do género Mimosa e descreve o processo
de identificagdo, isolamento e elucidagdo estrutural de quatro flavonéides obtidos a partir

do decocto das partes aéreas de M. xanthocentra.

O Capitulo IT é dedicado aos ensaios antivirais e a identificagdo de substdncias
bioativas em M. xanthocentra. Busca-se nesta segdo conhecer os eventuais efeitos
benéficos que poderiam surgir do consumo dessa espécie, tendo como enfoque virus de

importdncia humana e veterindria.

As Consideragdes Finais concluem o trabalho e abordam algumas perspectivas

futuras.

Esta dissertagdo é encerrada por um ANEXO constituido dos cromatogramas e

espectros de RMN utilizados para andlise do perfil quimico.
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ASPECTOS GERATIS DO PANTANAL

O Pantanal, reconhecido pela UNESCO como Reserva da Biosfera, é considerado
um dos ecossistemas mais importantes, ndo somente pela sua biodiversidade, mas também
pela sua produtividade natural (POLIDO & SARTORI, 2007). Constitui uma das maiores
dreas alagdveis continuas do planeta, cobrindo aproximadamente 140 000 km? da Bacia do
Alto Paraguai e seus tributdrios, compartilhados por Brasil, Bolivia e Paraguai (JUNK et al,
2006). No Brasil, estima-se que 64 % do Pantanal estejam situados no Estado do Mato
Grosso do Sul e 36 % no Mato Grosso (CORREA, 2007).

A vegetagdo ¢ heterogénea e influenciada por quatro biomas: Floresta Amazdnica,
Cerrado (predominante), Chaco e Floresta Atlantica (HARRIS et a/, 2005). Diferentes
habitats, tipos de solos e regimes de inundagdo sdo responsdveis pela grande variedade de
formagdes vegetais e pela heterogeneidade da paisagem, delimitando o Pantanal em onze
sub-regides distintas, com destaque para Nhecolandia (19,5 % do Pantanal), Paiaguds (19,4
%), Bardo de Melgago (13,15 %) e Cdceres (9,0 %) (SILVA & ABDON, 1998) (Figura 1).

Figura 1: Localizagdo geogrdfica e delimitagées das sub-regides do Pantanal

Matogrossense (adaptado de MAPAS E IMAGENS DO PANTANAL, 2007)
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O fator ecoldgico que determina os padrdes e processos nho Pantanal € o pulso da
inundagdo, que segue um ciclo anual mono-modal, com amplitudes que variam entre dois e
cinco metros e com duragdo de trés a seis meses. Em termos fitofisiondmicos, a vegetagdo
do Pantanal é considerada um mosaico, agregando 16 classes de vegetagdo, destacando-se
os campos (31 %), cerraddo (22 %), cerrado (14 %), campos inunddveis (7 %), floresta
semidecidua (4 %), mata de galeria (2,4 %) e tapetes de vegetagdo flutuante ou “baceiros”
(2,4%) como as mais representativas (POLIDO & SARTORTI, 2007; HARRIS et a/,, 2005).

No Pantanal, foram repertoriadas 1863 espécies de plantas fanerdgamas, sendo
Leguminosae /atu sensu (240 espécies), Poaceae (212), Cyperaceae (92), Asteraceae (82),
Euphorbiaceae (78), Rubiaceae (62), Malvaceae (47) e Myrtaceae (45) as principais
familias. Os principais géneros sdo representados por Paspalum (35), Cyperus (29),
Ipomoea (24), Panicum (22), Eugenia (20), Ludwigia (19), Mimosa (18), Rhynchospora (18) e
Polygala (17). As principais briéfitas sdo aqudticas, como a Salvinia (3), Azolla (2) e
Marsilea (2) (POTT & POTT, 2004).

A regido destaca-se também por sua extraordindria concentragdo e abunddncia de
vida silvestre. Cerca de 120 espécies de mamiferos ocorrem no Pantanal, compreendendo as
maiores populagdes de espécies ameagadas, como o veado-campeiro (Ozotocerus
bezoarticus), o cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus), a ariranha (Pteronura
brasiliensis) e a onga-pintada (Panthera onca). Sdo observadas ainda 463 espécies de aves,
sendo 117 ameagadas de extingdo, 41 espécies de anfibios, 177 espécies de répteis e mais
de 260 espécies de peixes (HARRIS et a/,, 2005).

O frdgil equilibrio dos ecossistemas no Pantanal, definido pela sua dinamica
periddica de inundagdo, estd sendo ameagado pelas recentes tendéncias de
desenvolvimento. Os modelos tradicionais de pesca e pecudria vém sendo rapidamente
substituidos pela exploragdo intensiva, acompanhada pelo desmatamento e degradagdo dos
cursos hidrolégicos (HARRIS et a/, 2005).

Como medida de conservagdo e preservagdo da biodiversidade do Pantanal, em 1996,
o Servigco Social do Comércio (SESC) iniciou a compra de antigas fazendas de gado
desativadas, entre os rios Cuiabd e Sdo Lourengo, no municipio de Bardo de Melgago (MT),
criando a Estdncia Ecolégica SESC Pantanal, posteriormente reconhecida como Reserva

Particular do Patrimdnio Natural (RPPN) (De OLIVEIRA, 2005).
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A RPPN-SESC Pantanal possui aproximadamente 106 000 hectares, com paisagem
composta predominantemente por cerrado, seguido de floresta amazdnica e chaco,
apresentando fauna e flora ricas. Sua criagdo aumentou em um tergo a drea preservada do

Pantanal do Mato Grosso (De OLIVEIRA, 2005).

Cobertura do solo na RPPN SESC Pantanal

Legenda
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Figura 2: Cobertura vegetal na drea de abrangéncia da RPPN SESC Pantanal, municipio de

Bardo de Melgago/MT,56°a57°We16°al7°S (COSTA, 2004)

ESCOLHA DO MATERIAL VEGETAL E ALVO BIOLOGICO

Estudos visando conhecer a biodiversidade da Reserva Particular do Patrimdnio
Natural-SESC Pantanal vém sendo desenvolvidos por diferentes equipes de pesquisa,
pertencentes a diversas instituigdes no Pais, sendo que esta dissertagdo de mestrado se

inclui em dois desses projetos.

O primeiro projeto, intitulado “Perfil quimico e possiveis implicagdes de

substdncias potencialmente envolvidas na selegdo e mecanismos de defesa nas relagdes
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ungulado-planta na RPPN SESC Pantanal”, desenvolvido pelas equipes do Prof. Luiz
Flamarion Barbosa de Oliveira (Segdo de Mastozoologia, Museu Nacional, UFRJ) e da Prof®.
Sdnia Soares Costa (Laboratério de Quimica de Produtos Naturais Bioativos, NPPN, UFRJ),
focaliza, especialmente, os hdbitos alimentares de veados-campeiros (Ozotoceros
bezoarticus) e cervos-do-pantanal (Blastocerus dichotomus), assim como os efeitos

benéficos potenciais de componentes quimicos das plantas da dieta desses cervideos.

Para realizagdo do projeto foi delimitada uma regido de 6 661 hectares na RPPN,
onde a vegetagdo predominante é o campo com murundus. Os cervideos na regido de estudo
foram observados quanto a sua atividade de forrageamento, e as plantas componentes da
dieta desses animais foram repertoriadas, classificadas e submetidas a estudos quimicos e
farmacolégicos (COSTA et al, 2006; De OLIVEIRA, 2005).

Através de um levantamento preliminar, verificou-se que vinte e duas plantas
dicotiledoneas e monocotiledoneas de diversas familias compdem a dieta daqueles animais
na regido escolhida para estudo na RPPN (Tabela 1). Observou-se, ainda, que algumas das
plantas consumidas sdo tidas como medicinais para o homem; a maior parte utilizada para

tratar problemas infecciosos, inflamatérios e intestinais (Figura 3).

W hemorragia
e hemoptise
0 parasitas intestinais 2%
Odarea % [ picada de serpente

1%

[ problemes gastricos
8%
O doencas
inflametorias
7%

Figura 3: Uso em medicina popular de espécies vegetais pertencentes aos géneros das

plantas da dieta dos cervideos (COSTA et al, 2002).
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Esta dissertagdo de mestrado apresenta-se, ainda, como parte de um segundo
projeto financiado pelo SESC, intitulado “Avaliagdo do potencial antiviral de plantas
componentes da dieta de cervideos na RPPN-SESC Pantanal”, coordenado pela Prof®.
Sonia Soares Costa (Laboratério de Quimica de Produtos Naturais Bioativos, NPPN, UFRJ)
e em colaboragdo com as pesquisadoras Dra. Isabela Cristina Simoni (Instituto Bioldgico de
Sdo Paulo), Prof®. Maria Teresa Villela Romanos (Laboratério Experimental de Drogas
Antivirais e Citotéxicas, IMPPG, UFRJ) e Prof®. Mdrcia Dutra Wigg (Laboratério
Experimental de Drogas Antivirais e Citotdxicas, IMPPG, UFRJ).

Sabe-se que substdncias que fazem parte do mecanismo de protegdo da planta
contra ataques de predadores (herbivoria), podem também agir contra infecgdes
provocadas por bactérias, fungos e virus. Com base nesta assertiva, esse projeto teve como
interesse principal buscar nas plantas consumidas por cervideos na RPPN-SESC Pantanal
substdncias potencialmente terapéuticas com enfoque sobre agentes antivirais, em uma

abordagem pioneira sob o ponto de vista conceitual (COSTA, 2004).

Alguns virus patogénicos de importdncia para a medicina veterindria e humana - virus
DNA e RNA - foram escolhidos para o desenvolvimento do projeto. Dentre os virus de
DNA, o projeto incluiu os virus portadores de envelopes HSV-1 (herpes simplex tipo 1),
HSV-2 (virus herpes tipo 2), SHV-1(virus herpes suino do tipo 1 ou virus da doenga de
Aujeszky) e BHV-1 (virus herpes bovino do tipo 1 ou virus da rinotraqueite infecciosa
bovina). Jd os virus RNA utilizados pertencem a categoria dos ndo envelopados (rotavirus

suino, reovirus avidrio e virus da doenga de Gumboro - IBDV).

Os resultados do projeto nos ensaios antivirais - virus patogénicos para o homem e
animais - para todos os extratos testados podem ser observados na Tabela 1. A atividade
antiviral foi expressa na forma de Indice de Inibi¢do Viral (IIV). Os valores acima de 2
indicam alta atividade antiviral, entretanto um indice de inibigdo inferior a 1 pode ser
indicativo de uma atividade antiviral ndo desprezivel (pode-se melhorar a resposta apds

fracionamento do extrato).
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Tabela 1: Plantas da dieta de cervos-do-pantanal e veados-campeiros na RPPN-SESC

Pantanal e resultados gerais dos ensaios antivirais obtidos para os extratos das plantas da

dieta dos cervideos testadas nas respectivas concentragdes maximas ndo toxicas (CMNT)

(COSTA, 2004)

Virus Patogénicos para Mamiferos

Virus Patogénicos

para Aves
Plantas Nome popular | HSV-1 | HSV-2 | SHV-1 | BHV-1 |Rotavirus |Reovirus | IBDV
(Vero) | (Vero) |(MDBK) |(MDBK) | (MA-104) | (Vero) (RK-13)
Dicotileddneas
Vernonia scabra (Asteraceae) Assa-peixe 3,25 1,98 1,26 1,00 0,30 0 0
Polygonum acuminatum | Fumo-bravo 3,00 1,98 413 2,90 ndo 0 0,40
(Polygonaceae) testado
Discolobium pulchellum (Fabeaceae) | Cortiga-do- 0 0 0 0 0,60 0,09 0,62
brejo
Sida santaremensis (Malvaceae) Anxuma- 0,30 0 0 0 0 0,50 0,13
amarela
Mimosa xanthocentra | Dorme-dorme | 4,13 1,78 2,00 1,15 0,90 0 0,50
(Mimosaceae)
Desmodium distortum (Fabaceae) Fumeirinho 07 0,50 0,01 0 0,50 0 0,50
Cecropia pachystachya | Embaliba 0,75 0 3,75 414 0,25 0,24 0,74
(Cecropiaceae)
Pavonia angustifdlia (Malvaceae) Roseira-do- 0,75 0,15 175 0,90 0,50 0,24 0,50
brejo
Melochia villosa (Sterculiaceae) Malva 0,20 nao 3,75 440 0,07 0,24 0
testado
Sida sp (Malvaceae) Anxumdo ndo 1,25 0,01 0 0,50 0,24 0,50
testado
Ludwigia nervosa (Onagraceae) Pinheiro-do- | 1,20%- |2,65*- |1,00 0 0,26"- 0,62 0,25
brejo 1,508 2,158 0,108
Mimosa debilis (Mimosaceae) Dorme-dorme | 0,25 0 1,74 1,13 0,90 0,38 0
Sebastiania corniculata Anxuma 0,30 0,85 1,50 0,50 0 0,62 0,40
(Euphorbiaceae)
Phyllanthus amarus | Fura-pedra 0,70 1,10 1,74 117 0,19 0,38 -0,20
(Euphorbiaceae)
Rynchanthera novemnervia | - 0 0 1,01 0 0,64 0,88 0,03
(Melastomataceae)
Andira cuyabensis (Fabaceae) Fruta-do- 1,25 1,00 2,75 1,40 0,16 156 0,02
veado
Lippia alba (Verbenaceae) Erva-cidreira | 0,25 0 0 0 0 143 0,15
Sabicea aspera (Rubiaceae) Cipé 2,75 1,00 2,75 2,90 0 1,31 0,28
Monocotileddnea
Brachiaria humidicola (Poaceae) Capim 0,10 1,75 1,50 0,63 043 0,38 0,78
africano
Brachiaria sp (Poaceae) Capim-de-rola | 2,20 2,75 2,00 2,40 0,50 0,38 0,78
Oryza latifolia (Poaceae) Capim-arroz | 1,00 0,19 0,37 0 0,40 0,50 0,53

Obs. (1) Os indices A e B se referem a partidas de planta coletadas em 2 épocas distintas na RPPN-
SESC Pantanal. (2) A espécie Axonopus purpusii (Poaceae; Monocotileddnea), também consumida
pelos cervideos, ndo foi submetida aos ensaios antivirais.
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Dentre os itens da dieta daqueles cervideos se encontra a espécie Mimosa
xanthocentra Mart. (Mimosaceae), nunca estudada sob o ponto de vista quimico. Sob o
aspecto bioldgico, esta espécie vegetal foi objeto de estudo em monografias de conclusdo
de curso de graduagdo, realizadas durante o desenvolvimento deste dltimo projeto, no
Instituto Bioldgico de Sdo Paulo e Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gdes - UFRJ
(VASSALO, 2003; LUQUE, 2004; MANHA, 2004; ALMEIDA, 2005).

Esta espécie vegetal, que faz parte de um género botdnico com uso difundido na
medicina popular, foi escolhida como enfoque desta dissertagcdo de mestrado tendo em
vista o seu consumo por parte dos cervideos e seu potencial valor terapéutico. Os virus
herpes foram escolhidos como alvo bioldgico para estudo nessa dissertagdo com base nos
resultados obtidos nos ensaios antivirais de triagem realizados com as plantas da dieta de

cervideos no Pantanal (Tabela 1).

O GENERO Mimosal L.

Mimosa L. é um dos maiores géneros de leguminosas da subfamilia Mimosaceae,
contendo aproximadamente 500 espécies, compreendendo ervas, arbustos e, raramente,
drvores. E origindrio das regides centrais da América do Sul, estendendo-se desde as
planicies fropicais do México até o nordeste da Argentina. O maior centro de
diversificagdo de espécies de Mimosa é o Brasil central, que atualmente possui uma rica

diversidade e elevado endemismo (HEARD & PETTIT, 2005).

Espécies de Mimosa podem ser encontradas nas margens de rios, em terras
sazonalmente inunddveis, ao longo de valas e em savanas sazonalmente dmidas, sendo
consideradas plantas daninhas capazes de infestar extensas dreas de agricultura,
residéncias, lazer, beiras de estradas e dreas abandonadas (HEARD & PETTIT, 2005;
YUSUF et al., 2003).
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Figura 4: Foto Mimosasp (JUNGLE SEEDS & GARDENS, 2007)

O interesse nessas plantas surgiu da necessidade de se conhecer os aspectos
quimicos e bioldgicos associados com os movimentos de suas folhas (KIRK et al, 2003). A
maioria das espécies de Mimosa, muitas delas conhecidas como sensitivas, possuem folhas
capazes de se fechar rapidamente quando estimuladas pelo toque ou calor (UEDA &
YAMAMURA, 1999). Entretanto, atualmente sdo muitos os relatos existentes a respeito de

sua importancia na medicina popular, veterindria e fitoquimica.

Movimento foliar em Mimosa L.

A sensibilidade das plantas as perturbagdes mecdnicas ¢ um aspecto essencial do
comportamento desses seres. A resposta a estimulos tdteis pode ser responsdvel por
comportamentos agressores, como captura de insetos e es‘rr'angulamen’ro de drvores, ou
"elegantes”, como assegurar a polinizagdo cruzada das flores e permitir a "navegagdo” das

raizes através das barreiras do solo (PATIL & VAITAPURKAR, 2007).

Para as espécies de Mimosa, dois movimentos foliares principais podem ser

observados: a nictinastia e a tigmonastia. A Figura 5 representa o movimento foliar
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caracteristico de plantas sensitivas, relacionado ao rdpido fechamento dos foliolos quando

estimulados pelo toque.

Figura 5: Foto do fechamento dos foliolos de M. pudica apés o toque. A esquerda

observam-se os foliolos abertos (antes do toque) e a direita, os foliolos fechados (apds o

toque) (ENCYCLOPEDIA BRITANNICA ON LINE, 2007)

Nictinastismos sdo movimentos ritmicos circadianos, ou seja, causados por fatores
que variam conforme seja dia ou noite. Sdo largamente observados em leguminosas, estando
relacionado a abertura das folhas durante o dia e fechamento durante a noite (UEDA &
NAKAMURA, 2006). O mecanismo fisiolégico bdsico associado a este movimento resulta de
variagdes ha pressdo de turgor nas células motoras, localizadas em lados opostos do pulvino,
chamados zonas extensoras e flexoras. As mudangas no turgor sdo dependentes do fluxo
de ions potdssio e cloreto através das membranas celulares, juntamente com fluxos de
dgua, afetando assim as propriedades osméticas dessas células (MACHADO &
RODRIGUES, 2004). Duas substdncias enddgenas bioativas sdo responsdveis pelo controle
deste movimento: o fator de abertura foliar (responsdvel por “acordar” a folha) e o fator
de fechamento foliar (responsdvel por fazer a folha “dormir"). Estudos indicam que cada
género de planta possui os seus préprios fatores foliares, contradizendo a hipétese de que
este movimento seja controlado por fito-hormédnios comuns a todas as plantas. Os fatores
responsdveis pelo nictinastismo em espécies de Mimosa foram isolados de M. pudica e

encontram-se representados na Figura 6.
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Estrutura quimica dos fatores de movimento responsdveis pelo nictinastismo de
M pudica

O tigmonastismo € o movimento rdpido em resposta a um estimulo mecdnico. E
responsdvel pelo fechamento rdpido dos foliolos das plantas sensitivas quando tocadas e
ndo se restringe ao local do toque, se propagando para os foliolos e folhas vizinhas (Figura
5). O mecanismo associado a este movimento assemelha-se ao nictinastismo, resultando
também da perda de turgor das células motoras localizadas na base dos foliolos e do
peciolo. Ainda ndo se sabe ao certo como as células motoras distantes do sitio inicial de
estimulo recebem o sinal, entretanto suspeita-se do envolvimento de sinalizadores elétricos
e quimicos (BRAAM, 2005).

Em 1999, UEDA & YAMAMAURA identificaram e isolaram trés substancias
responsdveis pelo tigmonastismo das folhas de M. pudica: L-malato de potdssio, trans-
aconitato de magnésio e o sal dimetilaménio (Figura 7). Estas substdncias, quando
combinadas, foram capazes de induzir o movimento rdpido das folhas, sem qualquer

alteracdo do nictinastismo.

OH c8o

COOK /=<_ . Me NH;" X"
KOOC)\/ kod c8o Mg*

L - Malato de potdssio Trans-aconitato de potdssio e magnésio  Sal de dimetilaménio

Estrutura das substdncias responsdveis pelo tigmonastismo em M. pudica
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A ESPECIE Mimosa xanthocentra Mart.
Mimosa xanthocentra ou dorme-dorme, na cultura popular, foi descrita pela primeira

vez por Martius, em 1838 (Figura 8).

dimn

Figura 8: Foto da exsicata de Mimosa xanthocentra (Jardim Botanico, RT). Amostra

coletada em Bela Vista, MS.

A descrigdo da espécie segue a seguinte classificagdo taxondmica categorizada em

APG II (2003):

Angiospermae
Eudicotiledoneae
Eurosidae T
Fabales
Fabaceae Lindl (1836)
Mimosaceae R. Br (1814)
Mimosa Linnaeus (1753)

Mimosa xanthocentra Mart. (1838)
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Mimosa xanthocentra é uma espécie nativa da América do Sul, com relato de
ocorréncia em paises como Brasil, Venezuela, Bolivia, Colombia, Argentina e Paraguai. No
Brasil, encontra-se amplamente disseminada, podendo ser encontrada nos estados do
Ceard, Distrito Federal, Goids, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,

Pard, Piaui, Rio de Janeiro, Rondédnia, Sdo Paulo e Tocantins (BARNEBY, 1992) (Figura 9).

Figura 9: Distribuigdo de espécies de Mimosa xanthocentra pela América do Sul (adaptado

de BARNEBY, 1992)

E uma planta herbdcea, com folhas bipinadas sensiveis ao toque. Possui
inflorescéncias em espiga; flores pequenas, aglomeradas, hermafroditas, na cor résea, e

fruto craspédio (BARNEBY, 1992).

Ndo existem relatos acerca da utilizagdo de M. xanthocentra na medicina popular ou
de estudos quimicos e bioldgicos relacionados a esta espécie, entretanto, a correlagdo
desta planta com as demais espécies do género Mimosa L., para as quais sdo atribuidas
propriedades etnomedicinais e nutritivas, permite justificar a sua presenga entre as

plantas consumidas pelos cervideos no Pantanal.
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Usos etnomedicinais de outras espécies de Mimosa L.

Segundo COSTA et al (2006), a subfamilia Mimosaceae ¢ uma das mais
representativas quanto ao nimero de espécies contribuintes para a dieta dos cervideos na
RPPN-SESC Pantanal, sendo Mimosa L. um dos principais representantes entre os géneros

cujas espécies sdo utilizadas na medicina popular.

Espécies de Mimosa sdo amplamente utilizadas na medicina popular de diversos
paises, como Brasil, México, Paquistdo, India e Indonésia (HUSSAIN et al, 1979;
GROSVENOR et al, 1995; MORS et al, 2000; DHILLON & CAMARGO-RICALDE, 2005;),

com uma ampla variedade de usos.

Em um levantamento bibliogrdfico foram repertoriadas 19 espécies de Mimosa com
relatos de uso etnomedicinal (Tabela 2). A maior aplicabilidade dessas plantas estd
relacionada, principalmente, ao tratamento de problemas dermatoldgicos, dores, febre,
feridas e desordens no trato respiratorio e geniturindrio (Figura 10). Usos minoritdrios
incluem tratamento de desordens relacionadas ao trato gastrintestinal, sistema nervoso
central (SNC), ao sistema cardiovascular, entre outros. Na Tabela 2 encontram-se
representadas as espécies de Mimosa com uso etnomedicinal, seus nomes populares e

respectivas aplicagdes.

O Picada ou mordida de H Outros; 6,50%
animais; 4,30% Respiratério; 15,20%

N Cardiovascular e
hemorragico; 4,30%

B Gastrintestinal; 13,00%

i Dor, Febre, Feridas;
17,50%

1 SNC; 6,50%

Geniturinario; 15,20%

Dermatoldgicos;
17,50%

Figura 10: Aplicagbes etnomedicinais de plantas pertencentes ao género Mimosal.
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As partes utilizadas da planta, assim como as formas de uso e maneiras de

administragdo sdo bastante variadas.

Em relagdo a M. pigra, as raizes sdo utilizadas em preparagées para inalagdes no
caso de gripes e resfriados; o decocto e infuso das folhas sdo utilizados, respectivamente,
como enxdgiie bucal nas dores de dente e no tratamento de insuficiéncia cardiaca e

diarréia. Os frutos sdo utilizados para problemas nos olhos (MILLER,2004).

As cascas de M. dystachia sdo aproveitadas na cura de feridas na pele e como uma
goma para estancar o sangramento na boca (DHILLION & CAMARGO-RICALDE, 2005). No
estado da Paraiba, o decocto das cascas de M. ophthalmocentra e M. tenuiflora, ambas
conhecidas popularmente como jurema, é utilizado para o tratamento de bronquite e tosses
(AGRA et al, 2007). O extrato alcodlico das partes aéreas de M. hamata é utilizado, na

India e Paquistdo, para o tratamento de infeccdes bacterianas (HUSSAIN et al, 1979).
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Tabela 2 (Parte I): Espécies de Mimosa com uso etnomedicinal e suas aplicagbes

Espécie

Nome vulgar

Uso popular

M. acutistipula®?

Jurema;

jurema-preta

Bebida alucinégena (vinho de jurema);

tratamento de desordens no aparelho

geniturindrio  feminino  (dismenorréia,
amenorréia, leucorréia, menopausa e
infecgoes)

M. adenocarpd® Arranha-gato Ulcera®

M. adherens

M. alba

M. albida* Doengas estomacais, insdnia, dores no corpo

M. bimucronata *

Espinheiro;
espinheiro-de-cerca;
espinho-roxo;
espinho-de-maricd;

maricd; unha-de-gato

Asma; bronquite; febre; emoliente

M. caesalpiniafolia*  Sabid Béquica

M. dystachia* Feridas na pele e sangramento na boca

M. hamata® Antibacteriana

M. hostilis*° Espinheiro; Bebida alucindégena (vinho de jurema);

espinheiro-preto;
jurema; Jurema-

preta

Ulcera; bronquite e erisipela

M. invisa *

Malicia-de-mulher

Diurética, cdlculos renais

M. lacerata*®

Feridas na boca

Referéncia de Tabela 2 (Parte I): *MORS et al, 2000; 2AGRA & DANTAS, 2006;
3COELHO & Da SILVA, 2003; “DHILLION & CAMARGO-RICALDE, 2005; °HUSSAIN et
al., 1979; *OHSAKT et al, 2006.
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Tabela 2 (Parte II): Espécies de Mimosa com uso etnomedicinal e suas aplicagdes

Espécie Nome vulgar Uso popular
M. ophthalmocentra™ Jurema Alucindgeno; bronquite e tosse
M. pigra® Inalagdo em gripes; dor de dente;
problemas nos olhos; picada de cobra;
insuficiéncia cardiaca; diarréia.
M. pudica’®° Dormideira; Purgativa; emética; reumatismo; difteria;

juquiri; malicia-de-
mulher; sensitiva;

vergonha

tumores; leucorréia; tonico; gonorréia;
furdnculo; cortes, feridas, asma, diarréia,
hemoptiase, sedativo; veneno de cobra e

picada de escorpido.

M. tenuefolia 113

Tepescohuite;

jurema

Queimaduras, inflamagdo; problemas de

pele; bronquite; tosse.

M. texana*

Dor de cabega, febre, reumatismo, fadiga.

M. velloziana®

Dorme-maria;
dormideira;
dormideira-
grande;  malicia-

das-mulheres;

Purgativa; emética; reumatismo; difteria;
contra tumores e furlnculos; leucorréia;

t6nico; gonorréia.

sensitiva
M. verrucosa' ™ Jurema; jurema- Sedativo; nharcético; adstringente;
preta infecgdes externas; febrifugo. contra
dlcera.

Referéncias Tabela 2 (Parte II): *MORS et al, 2000; “DHILLION & CAMARGO-RICALDE,
2005; "AGRA et al, 2007; BMILLER, 2004; °GIRISH et al, 2004; ®AHMAD & ISMAIL,
2003; "DOMINGUEZ et al, 1989; “PALACIOS et al, 1991; BAGRA et al, 2007,
"“DESMARCHELIER et a/, 1999; "BATISTA et al, 1999.
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Os efeitos associados a alteragdes no SNC, como efeitos alucindgenos e sedativos,
estdo relacionados a presenga de alcaléides em espécies de Mimosa. Na Maldsia, o decocto
das raizes de M. pudica pode ser ingerido para tratamento de neuroses e como
tranqiilizante (efeito sedativo), em uma atividade atribuida ao alcaléide mimosing,
encontrado nesta espécie. Nas espécies M. gphthalmocentra, M. hostilis e M. verrucosa, o
efeito alucindgeno é atribuido aos alcaléides N, N-dimetiltriptamina e Afmetiltriptamina

(GUPTA et al, 1979; BATISTA et al, 1999; AHMAD & ISMAIL, 2003).

HO Z N/\rNHz NHCH3 N(CHs),
Z COOH \ \
(e} N N
H H

Mimosina MN-metiltriptamina N N-dimetiltriptamina

Estrutura dos alcaldides, com atuagdo no SNC, encontrados em Mimosal.

Baseando-se nesses conhecimentos populares, estudos fitoquimicos e bioldgicos

foram conduzidos de forma a confirmar o uso popular de algumas espécies de Mimosa.

Em relagdo a M. pigra, a atividade de seu extrato frente as bactérias
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa e ao fungo Candida
albicans, justifica o uso desta planta no tratamento de feridas infeccionadas e infecgdes
nos olhos e pele. O seu uso no tratamento de diarréia ndo foi validado em estudos /n vitro

frente a Escherichia coli (MILLER, 2004).

Ao extrato alcodlico das partes aéreas M. hamata é atribuida uma atividade
antibacteriana de amplo espectro. O extrato foi capaz de inibir Salmonella typhosa,
Salmonella para A e B, Shigella dysenteriae, Shigella flexneriae, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus jaecalls, Vibrio cholera, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
albus, Diplococcus pneumoniae, Corynebacterium diphtheriae. A atividade desta planta é

atribuida ao dcido gdlico e galato de etila (HUSSAIN et al/, 1979).

M. tenuiflora, conhecida popularmente como “tepescohuite” e utilizada no
tratamento de infecgdes cutdneas e queimaduras, foi avaliada quanto a atividade

antibacteriana. Os extratos aquosos e etandlicos desta planta inibiram o crescimento de
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bactérias (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Proteus vulgaris,
Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus subtilis), do fungo Candida albicans e de
dermatéfitos ( Trychophyton mentagrophytes, Trychophyton rubrum, Microsporum canis e

Microsporum gypseum) (LOZOYA et al.,, 1989).

Estudos recentes apontam para as propriedades cicatrizantes de M. tenuiflora,
confirmadas pela redugdo em 92 % das varizes de pacientes tratados com o extrato desta
planta. Esta atividade cicatrizante é atribuida aos taninos presentes nas cascas desta

planta (RIVERA-ACRE et al,, 2007).

Outros usos populares também foram confirmados, como a utilizagdo de M. pudica
no fratamento de picadas de cobras e a utilizagdo de M. verrucosa como agente
antiinflamatério. Estudos mostraram que o extrato aquoso das raizes de M. pudica inibiu a
atividade das enzimas hialuronidase e protease, presentes no veneno de cobra indiana, e o
extrato de M. verrucosa apresentou uma considerdvel atividade antioxidante, que poderia
estar contribuindo para a atividade antiinflamatéria desta planta (DESMARCHELIER et al,
1999; GIRISH et al., 2004).

Usos de espécies de Mimosa L. na agricultura e dieta animal

A Fixagdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN) é a redugdo do hitrogénio molecular da
atmosfera em amdnia realizada por microorganismos que, quando em associagdo com as
plantas, sdo capazes de suprir parte ou toda a hecessidade de hitrogénio dessas plantas

(MATOS et al, 2005).

Quase todas as espécies pertencentes a familia Fabaceae (também conhecida como
Leguminosae), inclusive as do género Mimosa L., apresentam simbiose de suas raizes com
bactérias do género RAizobium, que captam o nitrogénio atmosférico, a partir do ar do solo,
convertendo-o numa forma utilizdvel pela planta. O nitrogénio incorporado na biomassa da
planta, além de contribuir para o seu desenvolvimento, forna-se disponivel para outras

plantas e para os animais que a consomem (WANG et a/, 1999; MATOS et al., 2005).
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O Nordeste brasileiro é uma regido caracterizada por indices pluviométricos
irregulares (longos periodos de estiagem e mad distribuigdo de chuvas), o que compromete a
produtividade dos rebanhos em regime de pastejo, devido, principalmente, a limitagdo das
fontes protéicas e energéticas disponiveis. Entre as diversas formas de minimizar ou
reduzir o problema de escassez de forragem durante o periodo de seca, destaca-se a
utilizagdo de espécies forrageiras leguminosas arbustivo-arbéreas. Mimosa caesalpiniifolia,
conhecida por sabid, ¢ uma leguminosa comum em alguns sitios ecoldgicos do Nordeste
muito consumida pelos animais no periodo chuvoso, sendo utilizada também como
suplemento alimentar nos periodos de escassez, quando fenada. Esta forrageira pode
atingir até 7,0 m de altura e possui caules contendo, em média, 17 % de proteina bruta

(VIEIRA et al, 2005).

Em um estudo realizado por MIRANDA & PASSOS (2004), visando conhecer os
hdbitos alimentares do bugio-ruivo (um dos ma cacos mais folivoros da regido neotropical)
na Floresta de Araucdria (Parand), verificou-se que Mimosa scabrella (bracatinga) estava
entre as principais espécies ingeridas por esses animais, estando presente em sua dieta
durante grande parte do ano, servindo como fonte de frutos e folhas. M scabrella, assim
como Gochonatia polymorpha, outra espécie também consumida por esses animais, sdo
consideradas espécies pioneiras e se mostram bem presentes em vdrios estdgios
sucessionais da Floresta de Araucdria e outras formagées florestais comuns no Brasil

(MIRANDA & PASSOS, 2004).

Jurema-preta (Mimosa tenuiflora) é uma leguminosa arbérea pioneira e altamente
disseminada na regido Nordeste do Brasil. Ele pode crescer abundantemente e suas folhas,
talos e frutos sdo consumidos por ruminantes, contribuindo significativamente para a dieta
animal, devido a sua baixa digestibilidade e evidéncia da redugdo da digestibilidade de

gramineas (BAKKE et a/,, 2007).

Em relagdo a Mimosa pigra, sdo vdrios os relatos encontrados acerca de sua
presencga na dieta de animais. Esta espécie possui um elevado conteldo protéico (20 a 23 %
de peso bruto), constituindo um componente nutritivo na dieta de inimeros animais, como
carneiros, faisdes e bufalos. Na Nigéria, M. pigra é encontrada como uma parte saborosa e

estdvel do suplemento alimentar dos grandes herbivoros na reserva Yankari Game, sendo
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observadas inlimeras trilhas, abertas por esses animais, entre os arbustos desta planta. Os
elefantes envolvem os galhos com suas frombas, puxando suas folhas ou comendo todo o
arbusto, enquanto bufalos e antilopes sdo encontrados pastando em M pigra. Em outros
paises, como Austrdlia e Taildndia, rebanhos bovinos, caprinos e eqiiinos também sdo
encontrados pastando em plantagdes de M. pigra. Mesmo sendo amplamente utilizada, esta
espécie vegetal continua crescendo durante a época seca e recupera sua condigdo de salde

na época Umida, quando os animais sdo afastados pelas cheias (MILLER, 2004).

Além da participagdo na dieta de animais, espécies de Mimosa podem ser usadas em
associagdes de cultivo com espécies ndo leguminosas, melhorando a qualidade da biomassa
(MATOS et al,, 2005). A biomassa resultante da poda das drvores, queda natural de ramos
e folhas, e outras formas, pode ser incorporada ao solo, aumentando a disponibilidade de
nitrogénio e outros nutrientes para as espécies vegetais crescendo nesta drea (MATOS et

al,, 2005).

Na Austrdlia, M. pigra é utilizada como adubo verde, sendo capaz de aumentar a
fertilidade do solo, promovendo a redistribui¢do de nutrientes do solo mais profundo para a
superficie. Seu valor como adubo estd associado a sua simbiose com espécies de RAizobium,
responsdvel por elevar o nivel de carbono orgdnico, nitrogénio total, fésforo e zinco

disponiveis no solo (MILLER, 2004).

No México, em um estudo realizado sobre os aspectos culturais e ecoldgicos das
espécies de Mimosa, verificou-se que 50% das espécies encontradas neste pais sdo
utilizadas, em sua maioria, como fonte de madeira para combustivel e construgdo de cercas
e abrigos para animais. As espécies M. aculeticarpa, M. dystachia, M. luisiana e M.
polyantha sdo utilizadas como cercas vivas para proteger campos de milho. M texana é
consumida por humanos e animais no estado de Guanajuato. M. biuncifera é usada na
inddstria de peles, na tanagem do couro e na fabricagdo de ferramentas de fazenda. M.
albida e M. mollis é utilizada ha ornamentagdo, enquanto M. benthamii serve de fonte de
néctar para abelhas meliferas. Muitas espécies também sdo utilizadas no controle da
erosdo dos solos e na regeneragdo de seus nutrientes em ferras ndo-cultivadas e campos de
pastagens, uma vez que a presenca de Mimosa sp. altera positivamente os fatores

bioldgicos e fisicos do solo sob suas copas (DHILLION & CAMARGO-RICALDE, 2005).
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0S CERVIDEOS

Os cervideos - ungulados da ordem Artiodactyla (mamiferos caracterizados pela
presenga de cascos com nimeros pares de dedos de apoio) - constituem os ruminantes de
vida silvestre mais distribuidos no mundo, sendo encontrados em quase todos as
continentes. No mundo existem 17 géneros e 45 espécies de cervideos distribuidos nas
Américas, Europa, Asia e Africa (DUARTE, 1997; BERNDT, 2005). Sdo encontrados em
diferentes habitats (florestas, savanas, montanhas, regides pantanosas e dridas), podendo
ser do tipo “grazer" (ingestdo de grande quantidade de material vegetal abundante e pouco
digestivel, como gramineas) ou "browser” (selegdo preferencial das partes mais digestivas
das plantas, como folhas, brotos e flores) (LATHAM, 1999; De OLIVEIRA, 2005; BERNDT,
2005).

Os veados-campeiro (Ozotoceros bezoarticus L., 1758) e cervos-do-pantanal
(Blastocerus dichotomus I., 1811) (Mammalia Cervidae) sdo cervideos hativos da América do
Sul e encontrados na regido da RPPN-SESC Pantanal. Atualmente, essas espécies
encontram-se em acentuado declinio populacional, principalmente pela alteragdo de habitat
(destruigdo do ambiente para agricultura e confinamento), por doengas introduzidas pelo
gado e caga indiscriminada (UHART et a/, 2003; WEBER & GONZALES, 2003; COSTA et
al., 2006).

Fotos cedidas pelo Prof L. F. B. de Oliveira

Figura 12: Foto do veado-campeiro (a esquerda) e cervo-do-pantanal (a direita)
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Patogenos que acometem cervideos

E crescente o reconhecimento de que a vida silvestre pode exercer um papel
significativo na epidemiologia de doengas novas e emergentes, que representam sérios
riscos ao bem-estar animal (doméstico e silvestre), salide humana, conservagdo da vida

silvestre e produtividade econdmica (BOHM et a/; 2006).

No Pantanal, assim como em outras localidades, é possivel observar interagdes entre
animais silvestres e domésticos, que compartilham habitats e recursos naturais e podem
estar expostos as mesmas doengas infecciosas. Em relagdo a transmissdo de doengas entre
esses animais, hd um especial interesse nos ungulados silvestres, que frequentemente se

encontram em contato com rebanhos domésticos (BOHM et al, 2007; KOPPEL et al,, 2007).

Originalmente, a maioria das infecgdes € introduzida na populagdo de cervideos
através do contato com o gado infectado. Uma vez contaminado, o cervideo pode migrar,
favorecendo o espalhamento da doenga para novas populagdes, tanto de cervos quanto de
rebanhos domésticos. Como conseqiiéncia, a erradicagdo e controle da doenga tornam-se
mais dificil, devendo envolver medidas de controle tanto na populagdo silvestre quanto na
doméstica. Ainda, a transmissdo de doengas inter-especifica pode favorecer a entrada de
doengas zoondticas na populagdo humana, normalmente através da ingestdo de carne, leite e
dgua contaminados, ou através do contato ocupacional com os animais domésticos

infectados (BOHM et al, 2007; KOPPEL et a/, 2007).

Estudos indicam que os cervideos podem ser infectados por um grande nimero de
patdgenos, muitos deles compartilhados com os animais domésticos e a populagdo humana.
Na Tabela 3 encontram-se resumidos os principais patégenos que acometem cervideos,

incluindo bactérias, virus, helmintos e protozodrios.

Entre as viroses observadas em cervideos, a febre aftosa, a diarréia viral bovina e a
lingua azul estdo associadas a grandes perdas econdmicas para a pecudria do Brasil e do

mundo.
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INTRODUCAO GERAL

Tabela 3 (Parte I): Principais patdgenos que acometem cervideos e incidéncia em outros

hospedeiros (adaptado de BOHM et a/, 2007)

Patégeno

Outros hospedeiros

Bactérias

Mycobacterium avium
Mycobacterium bovis
Yersinia pseudotuberculosis
Leptospira spp.

Salmonella spp.

Escherichia coli
Brucella abortus, B. ovis
and B. suis

Erysipelothrix rhusiopathiae

Borrelia burgdorferi

Ehrlichia phagocytophila

Rebanhos bovino e caprino

A maioria dos rebanhos domésticos e humanos (zoonose)
Humanos (zoonose)

Rebanhos bovino e suino, cavalos e humanos (zoonose)

A maioria dos rebanhos domésticos, aves domésticas e humanos
(zoonose)

Humanos (zoohose)

Rebanhos bovino, caprino e suino e humanos (zoonose)

Rebanhos bovino, caprino e suinos, aves domésticas e humanos
(zoonose)

Humanos (zoonose)

Rebanhos bovino, caprino e ovino, cavalos e humanos (hospedeiros

acidentais)

Virus

Virus da febre aftosa

Virus da encefalomielite ovina
(Louping Il virus)

Virus do Vale do Nilo ocidental
(West Nile virus)

Virus da Lingua Azul

Virus da doenga hemorrdgica
epizodtica

Virus da diarréia viral bovina
Parapoxvirus

Virus da meningoencefalite

transmitida por carrapato

Rebanhos bovino, ovino, caprino e suino e humanos (hospedeiro
acidental)

Rebanhos ovino, bovino (ocasionalmente) e suino, cavalos e
humanos (zoonose)

Cavalos e humanos (zoohose)

Rebanhos bovino e ovino e humanos (hospedeiro acidental)
Rebanhos bovino, ovino (subclinica) e humanos (hospedeiro
acidental)

Rebanho bovino

Rebanhos bovino, ovino e caprino e humanos (zoonose)

Humanos (zoohose)
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Tabela 3 (Parte II): Principais patdgenos que acometem cervideos e incidéncia em outros

hospedeiros (adaptado de BOHM et a/, 2007)

Patégeno Vias de transmissdo Outros hospedeiros
Helmintos
Trichostrongylus spp. Rebanhos bovino, ovino e caprino e humanos (hospedeiro acidental)

Marshallagia marshalli
Teladorsagia sp.
Ostertagia sp.
Skr.jabinagia kolchida
Haemonchus contortus
Trichuris ovis

Cooperia spp.
Oesophagostomum spp.
Elaphostrongylus cervi
Dictyocaulus spp
Fascioloides magna
Fasciola hepdtica
Echinococcus granulosus

Cysticercus tenuicollis

Rebanho ovino e humanos (hospedeiro acidental)

Rebanho ovino e humanos (hospedeiro acidental)

Rebanhos bovino e ovino e humanos (hospedeiro acidental)
Rebanhos bovino, ovino e caprino e humanos (hospedeiro acidental)
Rebanho ovino e humanos (hospedeiro acidental)

Ruminantes domésticos e humanos (hospedeiro acidental)
Rebanhos bovino, ovino e caprino e humanos (hospedeiro acidental)
Rebanhos bovino, ovino, caprino e suino e humanos (zoonose na Afr‘ica)
Rebanhos ovinos e caprino e humanos (hospedeiro acidental)
Rebanho bovino e humanos (hospedeiro acidental)

Rebanhos bovino e ovino e humanos (hospedeiro acidental)
Rebanhos bovino e ovino e humanos (hospedeiro acidental)
Humanos (zoonose)

Rebanhos bovino, ovino, caprino e suino e humanos (hospedeiro

(Taenia hydatigena) acidental)
Protozodrios
Cryptosporidium spp. Humanos (zoonose)
Toxoplasma gondii Humanos (zoonose)
Sarcocystis spp. Rebanhos bovino e ovino e humanos (zoonose; raramente)

Neospora caninum

Rebanho bovino

A febre aftosa é uma enfermidade viral, muito contagiosa, de evolugdo aguda, que

afeta naturalmente os animais biungulados domésticos e selvagens. A doenga é causada por

um virus de RNA pertencente a familia Picornaviridae, género Aphtovirus, e caracteriza-se

por febre e formagdo de vesiculas na cavidade bucal e espagos interdigitais. No Brasil, a

febre aftosa é um fator limitante para o desenvolvimento econdmico da indidstria animal,

pois afeta os produtores, empresdrios e familias rurais por seus efeitos desfavordveis
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sobre a produgdo, produtividade e rentabilidade da pecudria. Os prejuizos econdmicos de
maior impacto devem-se a queda de produgdo, como também ao custo operacional de um
programa de erradicagdo, a interferéncia da presenga de animais domésticos de fazenda e
exportagdo de carnes para outros paises (CLAVIJO & KITCHING, 2003; ALEXANDERSEN
et al, 2003; GRUBMAN, 2005).

O virus da diarréia viral bovina possui distribuigdo mundial e é considerado o agente
viral mais importante de bovinos, apés o virus da febre aftosa. Trata-se de um virus de
RNA envelopado pertencente a familia Flaviviridae, género Pestivirus, cuja infecgdo tem
sido associada a uma ampla variedade de manifestagdes, que incluem desde infecgdes
inaparentes até enfermidades altamente fatais, como a Doenga das Mucosas. No Brasil, a
infecgdo tem sido descrita desde o final da década de 60 e estd amplamente difundida nos
rebanhos de leite e corte. A situagdo epidemioldgica atual da infecgdo no pais ainda é pouco
conhecida, entretanto vdrios estudos soroldgicos revelaram uma prevaléncia de anticorpos
que varia entre de menos de 10% em gado de corte a mais de 70% em gado de leite
(FLORES, 2003; KOPPEL et al, 2007; PASSLER, 2007).

A Lingua Azul é uma doenga viral, ndo contagiosa, transmitida por dipteros do
género Culicoides, que afeta ruminantes domésticos e selvagens. O virus da Lingua Azul é
um Orbivirus da familia Reoviridae cujo genoma é constituido de dupla fita de RNA. A
infecgdo caracteriza-se por inflamagdo das membranas mucosas, hemorragia e edemas, com
perdas econdmicas atribuidas ao aborto, a queda do desempenho reprodutivo e a perda de
condigdo corporal. Grande parte do territério brasileiro encontra-se inserido dentro da
zona epidémica, com soroprevaléncia variando de 1,22%, para o Rio Grande do Sul a
89,69%, para o Sergipe, com soroprevaléncias altas também para os estados de Minas
Gerais (76,3%), Rio de Janeiro (40,86%), Sdo Paulo (53,73%) e Santa Catarina (37,75%)
(BREARD et al, 2005; COSTA et al., 2006).

Cervideos e M. xanthocentra
Em qualquer continente ou regido, a forma com que os animais percebem seu
ambiente e tomam decisdes de forrageamento sdo importantes para o entendimento das

intferagdes entre animais e plantas. O comportamento alimentar desses animais é
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dependente da distribuigdo espacial e da disponibilidade quantitativa e qualitativa do
alimento (BERNDT, 2005).

Tendo em vista a atual situagdo dos cervos-do-pantanal e veados-campeiros ho
Pantanal, o conhecimento dos hdbitos alimentares desses animais pode contribuir para a sua
conservagdo, através da manutengdo e preservagdo do habitat destas espécies ou ainda
através dos efeitos benéficos propiciados por esses alimentos, sob os aspectos nutritivos e
medicinais.

As caracteristicas nutritivas de M. xanthocentra foram avaliadas em um estudo
realizado por BERNDT (2005), visando identificar as contribuigdes das diferentes espécies
vegetais consumidas pelos veados-campeiros no Parque Nacional das Emas-GO (PNE). Assim
como os cervideos da RPPN-SESC Pantanal, os veados-campeiros do PNE também se
alimentam de M. xanthocentra, ingerindo os brotos, botdes, flores e frutos da planta
(COSTA et al, 2006; BERNDT, 2005).

Segundo BERNDT (2005), as folhas mostraram-se a parte mais nutritiva de M.
xanthocentra, sequidas pelos brotos, frutos, sementes e flores. Em relagdo aos nutrientes
analisados, o teor de proteinas mostrou-se o mais elevado (9,6 - 19,5 %), apresentando
também um significativo teor de cinzas para folhas, frutos e sementes (4,7 %). Quanto aos
macrominerais, o maior teor observado refere-se ao potdssio (7,1 - 10,5 %), seguido de
cdlcio, fosforo, magnésio e enxofre.

Dessa forma, os dados apresentados quanto aos aspectos nutritivos de M.
xanthocentra justificam, sob este ponto de vista, a sua escolha e consumo por esses

animais.

NOVA FERRAMENTA PARA A BUSCA DE SUBSTANCIAS BIOATIVAS

Desde os tempos antigos, o homem tem sempre recorrido a natureza para as suas
necessidades bdsicas, incluindo medicamentos. Ainda hoje, 80% da populagdo mundial
recorrem a fitoterapia como primeira alternativa de tratamento, enquanto os outros 20%

utilizam produtos obtidos de plantas como componentes de indmeros fdrmacos

(CHATTOPADHYAY & NAIK, 2007).
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A selegdo de plantas com usos etnomedicinais, visando a identificagdo de
substancias bioativas, é uma das estratégias mais utilizadas na obtengdo de novos
fdrmacos, devido a maior probabilidade de sucesso e margem de seguranga (De OLIVEIRA,
2005). Entretanto, a busca por substancias potencialmente terapéuticas a partir de plantas
consumidas por animais parece-nos fambém uma fonte confidvel, sendo, inclusive, capaz de

inferir sobre as propriedades medicinais dessas plantas.

E cada vez maior a evidéncia de que os animais, como insetos, pdssaros e primatas,
fazem a escolha de seus alimentos de modo a promover seu conforto e salde. A observagdo
de chimpanzés em atividade de alimentagdo revelou que algumas plantas consumidas por
eles, quando feridos ou doentes, eram utilizadas popularmente no tratamento dos mesmos
sintomas apresentados por esses animais, sendo evidenciada também uma diferenga quanto

aos hdbitos alimentares dos animais sauddveis e doentes (KRIEF et a/, 2005).

Da mesma forma, o baixo indice parasitdrio observado para os chimpanzés pode ser
atribuido ao consumo de plantas com propriedades antiparasitdrias, uma vez que algumas
espécies vegetais consumidas por eles sdo usadas ha medicina popular para o tratamento de
verminoses. Sugere-se que 0 acesso permanente a pequenas quantidades de uma grande
diversidade de plantas estd possivelmente fazendo o papel de “medicagdo preventiva”,
mantendo baixo o nivel de patdgenos e mantendo a doenga em um estado subclinico (KRIEF

et al, 2005).

A ingestdo de partes de plantas ndo-nutritivas, como as cascas de drvores, e o
comportamento andmalo durante a alimentagdo, como mascar partes amargas da planta e
engolir folhas inteiras (sem mastigar), associada ds propriedades bioldgicas e medicinais
relatadas para essas plantas, corroboram a assertiva de que a escolha de alimentos pelos

animais é refletida em sua saude.

De posse desses dados, o estudo de plantas componentes da dieta de animais nos

parece uma alternativa bastante (til na busca de substancias bioativas.
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A inexisténcia de estudos quimicos sobre Mimosa xanthocentra - uma planta da
dieta de dois mamiferos ameagados de extingdo no Pantanal (cervos-do-pantanal e veados-
campeiros) e pertencente a um género medicinal - e as propriedades antivirais reveladas
nos ensaios de triagem anteriores justificaram o presente trabalho, cujos objetivos

encontram-se abaixo descritos.

OBJETIVO GERAL

Conhecer a composigdo quimica de uma planta consumida por cervideos no Pantanal e
avaliar os possiveis efeitos benéficos que poderiam surgir da ingestdo dessa espécie
vegetal, através de ensaios focalizando alguns virus de importdncia na sadde humana e

veterindria.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar um estudo fitoquimico das partes aéreas de M. xanthocentra, tendo

como enfoque o isolamento e a caracterizagdo estrutural de flavondides:;

Confirmar a atividade antiviral do extrato aquoso de M. xanthocentra, com

enfoque em virus herpes de importdancia humana e veterindria;

Caracterizar as substdncias ativas presentes no extrato aquoso de M.

xanthocentra, monitorado pela atividade anti-herpética;

Avaliar os eventuais efeitos sinergisticos que surgem da combinagdo das

substancias encontradas no extrato aquoso de M. xanthocentra
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Capitulo I

Estudo Fitoquimico de Mimesa xanthocentra



Vegetais, microorganismos e, em menor escala, animais sdo possuidores de um
arsenal metabélico capaz de produzir, transformar e acumular inimeras substancias ndo
relacionadas de forma direta a manutengdo de suas vidas, mas capazes de estabelecer uma
interface quimica entre o organismo produtor e o ambiente circundante, garantindo
vantagens para a sobrevivéncia e perpetuagdo da espécie, em seu ecossistema (Dos
SANTOS, 2003; GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

Essas substdncias, denominadas metabdlitos secunddrios, estdo diretamente
envolvidas com a adequagdo do produtor a seu meio, atuando em aspectos como a defesa
contra herbivoros e microorganismos, protegdo contra raios UV, atragdo de polinizadores
ou animais dispersores de sementes e participagdo na alelopatia. A produgdo e acumulagdo
de metabdlitos secunddrios estdo restritas a um ndmero limitado de organismos, com
bioquimica e metabolismo especificos e dnicos, caracterizando-se como elementos de

diferenciagdo e especializagdo (Dos SANTOS, 2003).

FLAVONOIDES: ASPECTOS QUIMICOS E IMPORTANCIA BIOLOGICA

Os flavonéides compreendem uma classe de metabdlitos secunddrios, de baixo peso
molecular, derivados da condensacdo de uma molécula de dcido cindmico com trés unidades
de malonil-CoA, formando uma estrutura bdsica polifendlica do tipo C6-C3-Cé6 (DEWICK,
2002). Exceto pelo coral marinho Echinophora lamellosa e os fungos Aspergillus candidus e
Phallus impudicus, apenas as plantas possuem a capacidade de biossintetizar estas
substdncias (IWASHINA, 2000).

A diversidade estrutural dos flavondides pode ser atribuida ao nivel de oxidagdo e
ds variagbes na complexidade do esqueleto carbdnico bdsico, promovida por reagées de
alquilagdo glicosilagdo ou oligomerizagdo. As modificagdes no anel central (anel C; Figura
13) desses compostos levam a diferenciagdo dos flavonéides em classes distintas, sendo os
principais representantes as chalconas, flavanonas, flavanonol, flavonas, flavonol,

isoflavonas, flavan-3-ol e antocianidinas (TAHARA, 2007).
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flavonol isoflavona flavan-3-ol antocianidina

Figura 13: Alguns esqueletos bdsicos de flavondides

Atualmente, sdo conhecidos aproximadamente 10 000 flavondides diferentes. Estes
podem ser encontrados em frutas, vegetais, sementes, cascas de drvores, raizes, troncos,
flores, chds e vinhos, representando um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural (NLJVELDT et a/, 2001; ZUANAZZI &
MONTANHA, 2003).

Diversas fungdes sdo atribuidas aos flavondides nas plantas, como a protegdo dos
vegetais contra a incidéncia de raios ultravioleta (agdo antioxidante e como filtro solar),
protegdo contra patégenos (bactérias, fungos e virus) e herbivoria (inseticida), atuagdo nha
alelopatia e na sinalizagdo quimica entre autétrofos e heterétrofos (simbiose, potogénese,
alimentagdo e oviposigdo), controle da agdo de hormdnios vegetais, entre outros. A
importdncia farmacolégica desses compostos resulta, principalmente, de sua capacidade de
modulagdo enzimdtica, gerando efeitos como neuro-estimulatério, analgésico, antitumoral,
antibacteriano, antiviral, antialérgico, antiulcerogénico, entre outros (HARBORNE &

WILLTIAMS, 2000; ZUANAZZI & MONTANHA, 2003; TAHARA, 2007).
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Biossintese de flavonéides
Segundo DEWICK (2002), a rota biossintética dos flavondides pode ser

esquematizada como mostra a Figura 14.
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OH O OH O
flavanona diidroflavonol
Flavona sintase Flavonol sintase

OH O OH O
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Figura 14: Rota biossintética de flavonas e flavondis (adaptado de WINKEL-SHIRLEY,
2001; DEWICK, 2002).
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As unidades de carboidrato sdo adicionadas apés a completa biossintese da aglicona,

entretanto, no caso de Cglicosilflavonas, a adigdo do aglcar ocorre em uma etapa anterior

a sintese da flavona, uma vez que o aglcar encontra-se diretamente ligado ao nicleo

flavonoidico. Estudos indicam que a ¢glicosilagdo ocorre apds a oxidagdo da flavanona, mas

a Cglicosiltransferase ainda ndo foi encontrada na natureza (Figura 15) (IWASHINA,

2000; MARINOVA et al., 2007).

OH OH
HO o} ‘\\©/
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naringenina-chalcona naringenina

Dioxigenase

OH
OH
HO O\
OH O
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OoH OH
OH
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Flavona sintase
-

glc
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ot O . : OH O .
isovitexina 2-hidroxinaringenina-6-C-glucosideo

Figura 15: Rota biossintética da isovitexina (6-C-glucosilapigenina) (adaptado

MARINOVA et al, 2007).
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ASPECTOS QUIMICOS DO GENERO Mimosa L.

Apesar de nunca estudada quimicamente, Mimosa xanthocentra encontra-se inserida
em um género para o qual ja foram relatados o isolamento e caracterizagdo de vdrias
substancias, como saponinas, alcaléides, terpendides e, principalmente, flavonéides
(LOBSTEIN et al, 2002; DINDA et al, 2006). A seguir serdo apresentados os flavonéides

descritos na literatura para espécies de Mimosa.

Flavondides em Mimosa L.

Sdo poucos os estudos acerca da identificagdo de flavondides em espécies de
Mimosa, entretanto, um grande nimero de substdncias jd foi isolado, compreendendo
flavondides da classe das flavonas, flavondis, flavanonas e chalconas. Em relagdo as

espécies investigadas, o maior nimero de trabalhos é atribuido a Mimosa pudica.

As espécies M. pudica, M. longihirsuta, M. pigra e M. invisa se encontram
amplamente distribuidas na Maldsia, onde sdo consideradas como plantas daninhas, devido a
infestacdo de dreas de cultivo, beiras de estradas e terrenos abandonados. Em um estudo
comparativo realizado com essas plantas, verificou-se que M. pigra e M. invisa sdo espécies
intfimamente relacionadas, apresentando um mesmo padrdo flavonoidico. Foram relatados os
isolamentos de agliconas (kaempferol; apigenina e acacetina) e glicosideos de flavonol
(quercetina 3-ramnosideo; quercetina 3-rutinosideo; quercetina 3,7-di-ramnosideo;
kaempferol 3-ramnosideo; kaempferol 3,7-di-ramnosideo) e flavona (luteolina 7-

arabinosideo) a partir dessas espécies (YUSUF et a/,, 2003).

Em relagdo as demais espécies, os flavondis kaempferol 7-rutinosideo e kaempferol
3-glucosideo-7-ramnosideo foram identificados em M. pudica, enquanto o flavonol
quercetina 3-glucosideo-7-ramnosideo foi obtido de M. /ongihirsuta. Estas duas espécies
compartilham ainda os flavondides quercetina 7-ramnosideo, kaempferol-3-rutinosideo,
luteolina 3'-xilosideo e acacetina 7-rutinosideo. A aglicona 7-metoxiquercetina foi

encontrada nas quatro espécies de Mimosa citadas acima (YUSUF et a/, 2003).

Dois espécimes de M. pudica, provenientes de Madagascar e da Colombia, também
foram comparados quimicamente, revelando que, apesar de se tratar das mesmas espécies

vegetais, o ambiente tem uma ampla influéncia no tipo de flavonéide sintetizado. Para o
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espécime coletado em Madagascar, foram identificados os flavondides isoquercitring,
apigenina-7-glucosideo, orientina, isoorientina e duas flavonas C-glicosidicas bastante
raras, a 4'-hidroximaisina e cassiaoccidentalina B. Do espécime coletado na Coldmbia foram
obtidos os flavondis miricetina, hiperina e quercitrina. O flavonol avicularina constitui a
dnica substancia comum aos dois espécimes. Entretanto, em nenhum desses exemplares
foram identificadas as flavonas 2"-O-ramnosilorientina e 2"-C-ramnosilisoorientina,
obtidas a partir de uma amostra de M. pudica coletada em Vanuatu (Melanésia, Oceania)

(LOBSTEIN et af, 2002).

Ainda em relagdo a M. pudica, também foi relatada a ocorréncia de 7,3',4'-triidroxi-
3,8-dimetoxiflavona. Trata-se de uma classe de flavondides incomuns, em que a hidroxila
em C-5 é perdida durante a biossintese. Esses flavonéides foram observados em algumas
espécies da familia Leguminosae. Nesses casos observa-se a co-ocorréncia de 5-hidroxi e
5-desoxiflavondides como resultado de uma agdo conjunta das enzimas chalcona redutase e

chalcona sintase (KIRK et a/, 2003).

Recentemente, como parte de um estudo visando & obtengdo de substdncias
bioativas a partir de plantas medicinais brasileiras, procedeu-se a investigagdo fitoquimica
das partes aéreas de Mimosa hostilis (jurema), resultando no isolamento de flavondides e
terpendides. Em relagdo aos flavondides, foram isoladas agliconas de flavona (5,8,4'-
triidroxiflavona;  genkwanina; apigenina e 8-metoxiapigenina), flavanonas (4'-
metoxinaringenina;  6-hidroxi-5,4'-dimetoxiflavanona, naringenina, sakuranetina e
artocarpanona) e chalconas (isoliquiritingenina; 5,7-diidroxi-4'-metoxichalcona; 4'-

metoxiisoliquiritingenina e 5,8 ,4'-triidroxichalcona) (OHSAKT et al,, 2006).

Outras chalconas também foram isoladas de espécies de Mimosa. Trata-se das
kukulkaninas A e B, obtidas a partir de M. tenuefolia, uma planta usada historicamente no
México para o tratamento de queimaduras e ha prevengdo de inflamagdo (DOMINGUEZ et

al. 1989).

Na Figura 16 encontram-se as estruturas das agliconas de flavonas e flavondis
encontradas em espécies de Mimosa L. Podem-se ainda observar as estruturas das duas

flavonas Cglicosidicas raras que ocorrem nesse género.
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R=H: apigenina
R=CH;: acacetina

OH

Ri=H; R2=R3=0H: 5,8,4'-triidroxiflavona
Ri=R3=OH; R2=OCHj3: 8-metoxiapigenina

R1=R3=OCHj3; R2=H: genkwanina

OH O

kaempferol

O
7.3' 4'-triidroxi-3,8-dimetoxiflavona

miricetina

Introdugdo

luteolina

R=H: quercetina
R= CHj;: 7-metoxiquercetina
0 4'-hidroximaisina
HO
HO OH

Figura 16: Estruturas das agliconas de flavonas e flavondis encontradas em espécies de

Mimosa. Em destaque, a estrutura de cassiaoccidentalina B e 4'-hidroximaisina, duas

flavonas raras isoladas de M. pudica.
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MATERIAL VEGETAL

As partes aéreas (folhas e caules) de Mimosa xanthocentra foram coletadas no
Posto Sdo Luiz, ha Reserva Particular do Patrimdnio Natural SESC-Pantanal (RPPN) (16° 41'
13.08"S; 56° 10' 29.89"0), Estado do Mato Grosso, Brasil. Uma amostra vegetal da espécie
foi prensada e sua exsicata depositada e identificada no Herbdrio UPCB da Universidade
Federal do Parand, sob o registro nimero UPCB 48062, sob a responsabilidade da Profa.

Dra. Raquel Rejane Bonato Negrelle.

PREPARACAO DOS EXTRATOS
A planta foi seca ao ar livre, cortada em pedagos pequenos e triturada. As partes
aéreas secas e moidas foram extraidas, uma Unica vez, por decocgdo com dgua destilada

(10% p/v). Apés filtragdo em papel, os extratos foram congelados e liofilizados.

FRACIONAMENTO DO EXTRATO

O fracionamento do extrato aquoso das partes aéreas de M. xanthocentra, visando
o isolamento de flavondides, foi feito com o auxilio de duas técnicas: partigdo com
solventes orgadnicos e cromatografia em coluna. Todos os processos de purificagdo foram

monitorados por cromatografia em camada delgada (CCD).

Partigdo com solventes orgdnicos

O extrato aquoso foi submetido a um processo de partigdo utilizando-se acetato de
etila e n-butanol, em ordem crescente de polaridade. Este processo se baseia numa
extragdo liquido-liquido, cuja separagdo ocorre por dissolugdo seletiva e distribuigdo entre
as fases de dois solventes imisciveis. As substdncias presentes no extrato sdo separadas
em trés faixas distintas de polaridade, obtendo-se uma fragdo em acetato de etila, uma
fragdo butandlica e uma fragdo aquosa residual (Esquema 1). Na fragdo acetato de etila
sdo separadas, em geral, moléculas de baixa e média polaridade, como por exemplo, dcidos
graxos, flavondides, terpenos e cumarinas. J& as moléculas de maior polaridade, como

aquelas conjugadas com unidades de carboidratos, vdo permanecer preferencialmente na
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fase butandlica. Os carboidratos, aminodcidos e taninos, por exemplo, serdo encontrados na

fase aquosa residual (FALKENBERG et a/, 2004).

Extrato
| Acetato de Etila
| |
Fragdo em Fragdo
Acetato de Etila Aquosa
| Butanol
| |
Fragdo Fragdo
Aauosa Butanédlica

Esquema 1: Partigdo do extrato aquoso com solventes organicos.

Cromatografia em coluna

Foram empregadas a cromatografia de adsorgdo em fase inversa, utilizando silica
silanizada RP-2 (70-230 mesh) ou RP-18 (40-63 um, Merck) e a cromatografia por exclusdo
molecular, utilizando gel Sephadex LH-20-100 lipofilico (25-100 pm; Sigma) ou gel
Sephadex G-10 (40-120 p; Pharmacia Fine Chemicals).

Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Todos os processos de fracionamento e purificagdo foram monitorados por CCD
utilizando silica 60 Fzs4 em Aluminio (Merck) como suporte. As fases mdveis utilizadas
foram n-butanol / dcido acético / dgua (BAW) na proporgdo 8:1:1. Os cromatogramas foram
visualizados sob luz ultravioleta em dois comprimentos de onda, 254 nm e 365 nm, e
revelados com solugdo de sulfato cérico para detecgdo de substdncias fendlicas
(especialmente flavondides), seguidas de aquecimento (50° C) em chapa aquecedora
Corning. Ao proceder a observagdo dos cromatogramas sob luz ultravioleta, as manchas
referentes aos flavondides mostram-se como manchas escuras em 254 nm e roxa, rosa ou
avermelhada sob o comprimento de onda de 365 nm. Apés revelagdo com sulfato cérico, as
manchas referentes aos flavondides revelam-se de amarelo a alaranjado (SABUDAK et al,

2005).

-49-



RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Para elucidagdo estrutural das substancias isoladas utilizaram-se espectros de
Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) de *H e *C, mono e bidimensionais, tendo como
solvente deuterado o DMSO-dj utilizou-se os seguintes espectrometros:

Bruker DRX-400 (*H: 400,14 MHz; *C: 100,61 MHz);
Bruker DRX-300 (*H: 300,13 MHz; BC: 75,48 MHz);

Técnicas 2D utilizadas:

COSY (COrrelation Spectroscopy) - estabelece as correlagdes entre os hidrogénios
que estdo acoplados por duas ou trés ligagdes (*>Ji ), geminais ou vicinais, possibilitando
discernir a multiplicidade dos sinais observados no espectro de RMN 'H (NADJA et a/,
2005; KAISER, 2000).

HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence) - estabelece as correlagdes
entre carbonos e hidrogénios diretamente ligados conectados (‘7). O modo de detecgdo
indireta fornece maior sensibilidade para a técnica, que gera espectros editados com o eixo
horizontal correspondendo aos deslocamentos quimicos dos hidrogénios (34) e o eixo
vertical correspondendo aos deslocamentos quimicos dos carbonos (5¢) (BREITMAIER,
2002; NADJA et al,, 2005).

HSQC-ED (Heteronuclear Single Quantum Coherence - Editing) - tem o mesmo
aspecto de um HMQC, sé que neste caso envolvendo transiges quanticas simples e, além
disso, é editado com os cruzamentos devidos a grupos CH, em fase oposta a grupos CH e
CHs, como em um DEPT 135 (KAISER, 2000).

HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence) - estabelece as correlagdes entre
hidrogénios e carbonos acoplados a longa distancia (**J¢n). Assim como o HMQC, o modo
de detecgdo indireta aumenta a sensibilidade do experimento. O espectro é apresentado
com o eixo horizontal correspondendo aos &y e o eixo vertical correspondendo aos &

(BREITMAIER, 2002; NADJA et al, 2005).
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MODELAGEM MOLECULAR

Os cdlculos foram realizados em software CS Chem3D Pro, alternando simulagées de

dindmica molecular e minimizagdo de campo de forga molecular MM2.

PREPARACAO E FRACIONAMENTO DO EXTRATO AQUOSO

No estudo fitoquimico de M. xanthocentra, foram utilizadas duas coletas de material
vegetal (folhas e caules), em dois periodos de seca (junho de 2002 e setembro de 2003). O
material vegetal obtido em cada coleta foi processado separadamente para preparagdo dos

extratos.

Tabela 4: Dados da coleta de M. xanthocentra

Codigo  Periodo da Coleta  Massa de Material Vegetal Seco

MxA Junho 2002 36789
MxB Setembro 2003 320¢

O extrato aquoso foi obtido através da decocgdo a 10% (p/v) das partes aéreas
secas e moidas da planta. Neste processo, o material vegetal é colocado em contato com a
dgua em aquecimento. Apés 10 minutos em dgua fervente com constante agitagdo, o
aquecimento é retirado e a preparagdo € deixada em repouso até seu resfriamento a
temperatura ambiente. Uma vez filtrados, os extratos tiveram seu volume reduzido por
evaporagdo em banho-maria, foram congelados e liofilizados.

Os extratos referentes as duas coletas foram cromatografados em CCD (BAW
8:1:1; sulfato cérico), buscando-se os flavondides. Nestas condigbes, ambos apresentaram o
mesmo padrdo de cromatograma, sendo observados dois flavondides majoritdrios (R7's
iguais a 0,56 e 0,68), além de manchas flavonoidicas minoritdrias.

O perfil flavonoidico semelhante possibilitou a unido dos extratos, obtendo-se assim
27,6 g de extrato aquoso, codificado como MxEA (Extrato Aquoso de M. xanthocentra).

2,0 g de MxEA foram separados para andlises de perfil quimico e atividade bioldgica.
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Fracionamento de MxEA

MxEA (25,6 g) foi ressuspendido em dgua destilada, porém, parte do extrato
permaneceu insollvel. As fragdes insolivel (MxIn; 5,37 g) e solivel (MxSol; 20,2 g) foram
separadas por centrifugagdo.

MxSol foi particionada sucessivamente com acetato de etila e butanol, em ordem
crescente de polaridade, obtendo-se trés fragdes: MxAc (acetato de etila; 816,3 mg),
MxBu (butandlica; 3,33 g) e MxAq (aquosa residual; 14,87 g). Para o cdlculo do rendimento,
todas as fragbes foram liofilizadas. Separou-se uma amostra de 100 mg de cada fragdo
para andlises de perfil quimico e atividade bioldgica.

O Esquema 2 resume o processo de particdo de MxEA, com os rendimentos

individuais de cada fragdo, em relagdo a MxEA.

MxEA
H.0
|
| 1
MxIn MxSol
21 %
| Acetato de Etila
| |
MxAc Fragdo
3% Aauosa
| Butanol
| |
MxBu MxAq
13 % 58 %

Esquema 2: Fracionamento de MxEA

Todas as fragdes obtidas a partir deste processo foram analisadas por CCD (BAW
8:1:1; sulfato cérico), verificando-se que os flavonéides majoritdrios do extrato
permaneceram preferencialmente na fragdo butandlica. Parte dos flavondides majoritdrios
e outros flavonéides minoritdrios de média e baixa polaridade (Rf's entre 0,68 e 0,88) sdo

encontrados na fragdo em acetato de etila.
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FRACIONAMENTO DE MxBu

MxBu foi solubilizada em dgua destilada, com formagdo de um precipitado marrom
claro (MxBu/PT). A fragdo hidrossolivel (MxBu/SN) foi cromatografada em coluna de
silica de fase inversa RP-2 (29 x 2,8 cm; gradiente H,O/EtOH) fornecendo 5 fragdes
(Esquema 3). Em MxBu2 e MxBu3, segundo perfil em CCD (BAW 8:1:1; sulfato cérico), foi
verificada a presenga de dois flavondides majoritdrios (R 0,56 e 0,68), enquanto em
MxBu4 observou-se apenas o flavonéide de R 0,56. Uma terceira mancha flavonoidica (Rf
0,41) foi observada em MxBu2.

O Esquema 3 resume o processo de fracionamento de MxBu, com as massas obtidas

e o gradiente H,O/EtOH em que cada fragdo foi eluida.

MxBu
3,234
I H:0
I |
MxBu/Sn MxBu/PT
451,1 mg
RP-2 (H0:EtOH) |
1:0 10 1:0 | 1:0 ] 9:1a0: 1)
MxBul MxBu2 MxBu3 MxBu4 MxBu5
1,249 330,8 mg 124,5 mg 242,2 mg 664,7 mg

Esquema 3: Fracionamento de MxBu

FRACIONAMENTO DE MxBu3

O perfil cromatogrdfico de MxBu3, observado em CCD (BAW 8:1:1; sulfato cérico),
mostrou a presenga de duas manchas majoritdrias caracteristicas de flavondides (R 0,56
e 0,68), além de manchas de menor intensidade relativas a substdncias ndo-flavonoidicas.
Na tentativa de purificar os flavondides ai presentes, esta fragdo foi submetida a uma
cromatografia em coluna Sephadex LH-20 (22 x 2,5 cm; eluigdo com EtOH). Foram obtidas
2 subfragdes: MxBu3A e MxBu3B (fragdo flavonoidica).

Apés purificagdo, MxBu3B foi comparada a MxBu2 por CCD (BAW 8:1:1; sulfato

cérico). Devido ao perfil cromatogrdfico bastante semelhante (o flavondide de R7 0,41
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contido nesta U(ltima era bastante minoritdrio), MxBu3B e MxBu2 foram unidas e

codificadas como MxBu2'.

O Esquema 4 resume o processo de purificagdo de MxBu3 e unido de MxBu2 e

MxBu3B, com as massas de cada fragdo obtida.

MxBu3
1245 mg

Sephadex LH-20

MxBu3A
28,1 mg

Esquema 4: Fracionamento de MxBu3

FRACIONAMENTO DE MxBu2’

MxBu3B + MxBu2= MxBu2'

MxBu3B
90,5 mq

421,3 mg

MxBu2' foi fracionada em coluna de fase inversa RP-2 (24,0 x 1,4 cm; H,O/MeOH),

originando 4 fragdes (Esquema 5). Por meio de andlise por CCD (BAW 8:1:1; sulfato cérico),

foi verificada em MxBu2'B a presencga dos flavondides de R 0,56 e 0,68, sendo o segundo o

majoritdrio da fragdo. Em MxBu2'C sé foi observada a presenga do flavonéide de R 0,56,

enquanto que nas demais fragdes ndo sdo encontradas flavondides.

O fracionamento de MxBu2' encontra-se resumido no Esquema 5.

ISOLAMENTO DE MxF1

O perfil cromatogrdfico de MxBu2'C (78,1 mg), observado em CCD (BAW 8:1:1;

sulfato cérico), indicava a presenga de apenas 1 flavondide (R 0,56), além de manchas ndo-

flavonoidicas. Visando a purificagdo do flavonéide ai presente, este foi submetido a uma

cromatografia em coluna de silica de fase inversa RP-18 (23 x 1,2 cm; gradiente

H.O/MeOH), originando 5 fragdes (Esquema 5). Em MxBu2'II ainda foi verificada a

presenga do flavondide de R7 0,68, enquanto que em MxBu2'IV observou-se o flavonéide de

R7 0,56, além de outras substdncias ndo-flavonoidicas. Em MxBu2'III foram obtidos 28,8
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mg do flavondide de R 0,56 puro. Este foi codificado como MxF1, o primeiro flavondide
isolado de M. xanthocentra, e submetido das andlises espectroscépicas de RMN de 'H e °C,
experimentos mono e bidimensionais.

No Esquema 5 encontra-se resumido o processo de obtengdo de MxF1, com as
massas das fragdes obtidas a partir da cromatografia em coluna RP-18 e o gradiente em

que cada fragdo foi eluida.

MxBu2'
421,3 mg
| RP-2 (gradiente H.O: MeOH)
| 1:0a7:3 | 7:3 |7:3 |7:3a0:1
MxBu2'A MxBu2'B MxBu2'C MxBu2'D
195,2 mg 115,7 mg 78,1 mg 10,3 mg
| RP-18 (gradiente H.0: MeOH)
[1:004:1 [4:1a7:3 | 7:3 [7:3 |1:1a0:1
MxBu2'T MxBu2'II MxBu2'IIT MxBu2'TV MxBu2'v
8,5 mg 6,3 mg 28,8 mg 41,3 mg 1,9mg

l

Esquema 5: Fracionamento de MxBu2' e isolamento de MxF1

FRACIONAMENTO DE MxBu2'B

Na tentativa de separar os dois flavondides presentes em MxBu2'B, esta amostra
foi cromatografada em coluna de fase inversa RP-18 (285 x 1,2 cm; gradiente
H,O/MeOH), fornecendo 3 fragdes (Esquema 6). Apenas na segunda fragdo (MxBu2'II)
pode ser observada a presenga de flavondides, segundo andlise por CCD (BAW 8:1:1; sulfato
cérico). Esta coluna mostrou-se ineficiente em separar os dois flavondides principais de
MxBu2'B, porém permitiu uma maior purificagdo da fragdo flavonoidica.

Analisando o perfil cromatogrdfico de MxBu2'II por CCD, ainda foi possivel
detectar a presenga de manchas ndo-flavonoidicas. Visando uma maior purificagdo desta

fragdo, esta foi re-cromatografada em coluna de silica de fase inversa RP-2 (24,0 x 1,4 cm;
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gradiente H,O/MeOH), dando origem a trés subfragdes (Esquema 6), sendo que apenas ha
segunda (MxBu2'BIIb) foi observada a presenga de flavondides.
A marcha para fracionamento de MxBu'B, as massas das fragdes e o gradiente em

que cada fragdo foi eluida encontram-se expostas no Esquema 6.

MxBu2'B
115,7 mg
RP-18 (gradiente H.O: MeOH)
[1:0a7:3 7:3al:1 J1:1a0: 1
MxBu2'BI MxBu2'BII MxBu2'BITI
10,8 mg 97,1 mg 5,0 mg
RP-2 (gradiente H.O: MeOH)
|1:0 1:0a7:3 |7:3a0:1
MxBu2'BIIa MxBu2'BIIb MxBu2'BIIc
4,2 mg 59,5 mg 33,4 mg

Esquema 6: Fracionamento de MxBu2'B

ISOLAMENTO DE MxF2

Para isolamento do segundo flavondide majoritdrio de M. xanthocentra, codificado
como MxF2 (Rf 0,68), a partir de MxBu2'IIb, foram realizadas trés cromatografias em
coluna Sephadex 6-10 (27,0 x 1,2 cm) sucessivas, todas utilizando dgua como eluente. Este
tipo de suporte cromatogrdfico foi muito eficiente ao promover uma maior purificagdo da
fragdo flavonoidica que, mesmo apés sucessivas cromatografias em coluna de fase inversa,
continuava apresentando impurezas (manchas ndo-flavonoidicas observadas em CCD-BAW
8:1:1; sulfato cérico), mostrando eficiéncia também em separar os dois flavondides
majoritdrios de Rf's tdo proximos. As segundas fragdes de cada coluna encontram-se
sempre enriquecidas em MxF2, porém até a segunda coluna ainda pode ser detectada a
presenga de MxF1 nesta fragdo. Através da terceira coluna, foi possivel separar parte de
MxF2 de MxF1, o que é observado quando se analisa MxBu2'BIIb/2/2/2 por CCD (BAW
8:1:1; sulfato cérico). Em MxBu2'BIIb/2/2/3 ainda sdo detectados tragos de MxF1 e

outras substancias ndo flavonoidicas.
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O Esquema 7 sumariza todas as cromatografias em coluna Sephadex 6-10

realizadas, culminando com o isolamento do flavondide MxF2.

MxBu2'BIIb
59,5 mg

Sephadex 6-10/1 (27 x 1,2 cm)

MxBu2'BIIb/1 MxBu2'BIIb/2 MxBu2'BIIb/3
9,6 mg 43,6 mg 4,4 mg
Sephadex 6-10/2 (27 x 1,2 cm)
I |
MxBu2'BIIb/2/1 MxBu2'BIIb/2/2 MxBu2'BIIb/2/3
2,6 mg 33,6 mg 5,4 mg
Sephadex 6-10/3 (14,7 x 1,2 cm)
MxBu2'BIIb/2/2/1 MxBu2'BIIb/2/2/2 MxBu2'BIIb/2/2/3
1,4 mg 15,9 mg 14,6 mg

!

Esquema 7: Marcha para isolamento de MxF2

FRACIONAMENTO DE MxBu4

O cromatograma obtido por CCD (BAW 8:1:1; sulfato cérico) de MxBu4, revelou que
esta fragdo era composta majoritariamente por MxF1 (Rf 0,56). Na tentativa de purificar
o flavondide ai presente e obter mais massa de MxF1, esta fragdo foi cromatografada em
coluna Sephadex LH-20 (18,5 x 1,2 cm; eluigdo com EtOH), fornecendo 3 subfragdes
(Esquema 8). Apds esse processo, foi possivel observar em MxBu4B a presenga de MxF2
(Rf 0,68) e outras substdncias ndo-flavonoidicas juntamente com MxF1.

Levando-se em conta a ineficiéncia da cromatografia anterior em purificar e separar
os flavonéides contidos em MxBu4, MxBu4B foi re-cromatografada em coluna de silica de
fase inversa RP-2 (24,0 x 1,4 cm; gradiente H,O/MeOH), originando 3 fragdes (Esquema
8). O conjunto flavonoidico MxBu4BII, contendo MxF1 e MxF2, mostrou-se com maior grau

de pureza, segundo andlise por CCD.
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O Esquema 8 resume o processo de fracionamento e purificagdo de MxBu4, com as

massas das fragdes e o gradiente de solvente em que cada fragdo foi obtida.

MxBu4
242,2 mg
LH-20 (EtOH)
| |
MxBu4A MxBu4B MxBu4C
69,7 mg 123,6 mg 47,8 mg
RP-2 (gradiente H.O: MeOH)
1:0 1:0a7:3 7:3a0:1
MxBu4BI MxBu4BII MxBu4BIII
23,1 mg 88,5 mg 9,7 mg

Esquema 8: Fracionamento de MxBu4

FRACIONAMENTO DE MxBuFU e RE-ISOLAMENTO DE MxF1

MxBu4BII foi comparado a outras fragdes remanescentes de colunas anteriores
através de CCD (BAW 8:1:1; sulfato cérico). MxBu4BII e MxBu2'IV, de perfis
cromatogrdficos semelhantes, foram unidas e codificadas como MxBuFU (unido de
subfragdes provenientes da fragdo butandlica).

Visando o isolamento de mais massa de MxF1, a fragdo MxBuFU foi cromatografada
em coluna Sephadex G-10 (27,0 x 1,2 cm; eluigdo com H,0), originando 3 sub-fragdes
(Esquema 9). Em MxBuFU2, segundo CCD (BAW 8:1:1; sulfato cérico), foi detectada a
presenca de pelo menos dois flavondides (R 056 e 0,68), juntamente com outras

substdncias de cardter ndo-flavonoidico, enquanto que em MxBuFU3 observou-se apenas a

presenca de MxF1.
MxBuFU
129,8 mg
Sephadex 6-10 (H:0)
I I
MxBuFU1 MxBuFU2 MxBuFU3
7.1 mg 18,5 mg 83,4 mg

Esquema 9: Fracionamento de MxBuFU
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FRACIONAMENTO DE MxAc

Para uma primeira purificagdo, a fragdo em acetato de etila (MxAc) foi fracionada
em coluna Sephadex LH-20 (22 x 2,5 cm; eluigdo com EYOH), originando trés subfragdes
(Esquema 10). Apenas em MxAcB, segundo andlise por CCD (BAW 8:1:1; sulfato cérico), foi
verificada a presenga de flavondides.

MxACcB, apds liofilizagdo, foi ressuspendida em dgua destilada. Parte do material
permaneceu insollvel, formando duas novas frages: MxAcB-Aq (fragdo hidrossolivel) e
MxAcB-Et (fragdo etandlica).

No Esquema 10 encontra-se resumido o fracionamento de MxAc com as massas das

fragbes obtidas através deste processo.

MxAc
695,8 mg
Sephadex LH-20

| |
MxAcA MxAcB MxAcC
188,9 mg 309,1 mg 162,2 mg

| Ho
MxAcB-Aq MxAcB-Et
208,8 mg 95,2 mg

Esquema 10: Fracionamento de MxAc

ISOLAMENTO DE MxF3

A fragdo MxAcB-Aq foi cromatografada em coluna de silica de fase inversa RP-2
(24,0 x 1,4 cm; gradiente H,O/MeOH) fornecendo 6 fragdes (Esquema 11). Da segunda a
sexta fragdes foram encontrados flavondides de perfis cromatogrdficos em CCD (BAW
8:1:1; sulfato cérico) bastante diferentes e varidveis (R entre 0,56 e 0,98). Todos os
conjuntos foram liofilizados para quantificagdo.

Ao ressuspender MxAcB-AqV em dgua, houve a formagdo de um precipitado
amarelo. Estes cristais (MxAcB-AqVPT) foram separados por centrifugagdo, lavados
exaustivamente com dgua destilada e comparados com o sobrenadante (MxAcB-AqVSN)

por CCD (BAW 8:1:1; sulfato cérico), mostrando tratar-se de um flavondide puro de R7
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0,86. Este flavondide foi codificado como MxF3, o terceiro flavondide isolado de M.
xanthocentra. Em MxAcB-AqVSN, quando analisado por CCD, ainda foram encontrados
tragos de MxF3, juntamente com um segundo flavonéide de Rf 0,73.

O Esquema 11 sumariza todas as etapas para isolamento do flavondide MxF3,
juntamente com as massas e o gradiente de solvente em que cada fragdo foi obtida através

da cromatografia em coluna de silica RP-2.

1:0a7:3 | MxAcB-AqI
129,8 mg

73 MxAcB-AqIT

15,6 mg

7:3 ] MxAcB-AqIII

25,7 mg
MxAcB-Aq
208,8 mg
7:3] MxAcB-AqIV MxAcB-AqVSN
RP-2 13,2 mg 15,1 mg

(gradiente H.O/MeOH)

7:3]  MxAcB-Aqv | H:0
23,2 mg

7:3a]0: 11 MxAcB-AqVI MxAcB-AqVPT ‘
34,4 mg 8,1mg

Esquema 11: Marcha para isolamento de MxF3

-60-



CAPETULO I
Elucidagéo Estrutural de MxFI

ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE MxF1

O flavonéide codificado como MxF1 (28,8 mg; Rf 0,56; BAW 8:1:1), isolado da
fragdo butandlica proveniente da partigdo do extrato aquoso de Mimosa xanthocentra,
apresentou-se como um pé amorfo amarelo.

A proposta estrutural para MxF1 foi baseada nos dados de RMN de *H e *C, DEPT
135, COSY, HMQC e HMBC obtidos em DMSO-g; (concentragdo: 48,0 mg/ml).

RMN de *H

Analisando-se o espectro de RMN de *H para MxF1 (Espectro 1) podemos observar
sinais compativeis para um flavonéide de natureza glicosidica (aglicona + carboidrato).

O sinal mais deslocado do espectro (simpleto; 13,54 ppm) corresponde ao hidrogénio
de uma hidroxila localizada na posigdo 5 do anel A da aglicona. Este se encontra em ligagdo
de hidrogénio com o oxigénio da carbonila na posigdo 4, aumentando a sua desblindagem. Na
regido entre 6,0 e 8,0 ppm encontram-se os hidrogénios de nicleos aromdticos, enquanto
que na regido entre zero e 55 ppm encontram-se os hidrogénios da porgdo glicidica da

molécula.
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Espectro 1: Espectro de RMN de *H de MxF1 (300 MHz). Pardametros: NS 32, SWH 7788
Hz, TD 32768, REF TMS TEMP 27°C. TMS: tetrametilsilano (substdncia de referéncia).
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Espectro de RMN de *H de MxF1 (300 MHz). Expansdo da regido entre 6,0
ppm e 8,0 ppm. Pardmetros: NS 32, SWH 7788 Hz, TD 32768, REF TMS TEMP 27°C.

Os dupletos localizados em 6,92 ppm (J = 8,6 Hz) e 7,91 ppm (J = 8,6 Hz) (Espectro
2), com integragdo para dois hidrogénios cada um, sdo relativos aos hidrogénios do anel B
da aglicona. As constantes de acoplamento na faixa de 8-9 Hz indicam uma correlagdo orto
entre esses hidrogénios, revelando um padrdo de anel aromdtico para-substituido (sistema
tipo AA'XX'). Estes sinais sdo atribuidos respectivamente aos H-3'/5' e H-2'/6". A
equivaléncia em deslocamentos quimicos ocorre devido a simetria apresentada por este
anel, sendo caracteristico de anel B substituido na posigdo 4' (padrdo 4'-OH).

Em 6,75 ppm pode ser observado um simpleto caracteristico de hidrogénio da
posigdo 3 do anel C, indicando tratar-se de um flavonéide da classe das flavonas.

Para o anel A, além da presenga de uma hidroxila em 5 (Espectro 1), foi observado
um simpleto em 6,50 ppm (Espectro 2). Segundo MARKHAM & GEIGER (1994), um anel A
5,7-diidroxilado tem seus H-6 e H-8 com deslocamentos quimicos na faixa de 6,16-6,25
ppm e 6,39-6,56 ppm, respectivamente. Hidroxilagdo, c-glicosilagdo ou C-alquilagdo em C-6
ou C-8 ndo causam alteragdo significativa no deslocamento quimico do hidrogénio

remanescente do anel A, enquanto que uma O - substituigdo em 7 é capaz de desblindar os
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hidrogénios 6 e 8. Com base nesses dados, o sihal em 6,50 ppm ¢ atribuido ao H-8 e a
auséncia de um segundo sinal entre 6,16-6,25 ppm indica uma substituigdo em C-6.
Esses dados permitem propor para a aglicona de MxF1 a estrutura da apigenina

(5,7 4-triidroxiflavona; Figura 17), com substitui¢do na posigdo 6 (anel A).

Figura 17: Estrutura da aglicona de MxF1 (R = substituinte)

O espectro de RMN de *H para MxF1 - principalmente na regido entre zero e 5,0
ppm - assim como o espectro de *C, discutido posteriormente, apresentam um elevado grau
de complexidade devido a duplicidade de alguns sinais. Este fendmeno é decorrente da
existéncia de dois isémeros rotacionais (rotdmeros) de MxF1, o que é comum em flavonas
C-glicosiladas (RAYYAN et a/, 2005). O fenomeno de rotamerismo serd abordado, em
detalhes, mais adiante na se¢do Atropoisomerismo em Flavonas C-glicosiladas.

Na regitio do espectro de RMN de *H expandida no Espectro 3 (zero - 5,0 ppm),
encontram-se os hidrogénios referentes a duas unidades de carboidrato. Sdo evidenciados
dois sinais de hidrogénios anoméricos: um dupleto em 4,64 ppm (vizualizado como um
tripleto devido a duplicidade), com deslocamento quimico compativel com c-glicosilagdo, e
um simpleto em 5,07 ppm (duplicado em 5,00 ppm), compativel com O-glicosilagdo

(MARKHAM & GEIGER, 1994).
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Espectro 3: Espectro de RMN de *H de MxF1 (300 MHz), com supressdo de HO.
Expansdo da regido entre 0,0 ppm e 5,0 ppm. Pardmetros: NS 16, SWH 7788 Hz, TD
32768, PULPROG zgpr, REF TMS TEMP 27°C. Os sinais marcados com » correspondem aos

hidrogénios duplicados devido ao rotamerismo.

A duplicidade, com conseqiiente sobreposigdo de sinais, dificulta o cdlculo da
constante de acoplamento para os hidrogénios da porgdo sacaridica, porém, ndo impedindo
algumas estimativas. A constante de acoplamento na faixa de 8,8-9,9 Hz observada para

"m

H-1" (4,64 ppm) mostra uma relagdo trans-diaxial entre H-1" e H-2" indicando uma ligagdo
do tipo p-C-glicosidica.

Um dupleto em 0,51 ppm (J = 5,46 Hz), duplicado em 0,59 ppm (J = 5,22 Hz), é
atribuido aos hidrogénios metilicos de uma ramnose. A pequena constante de acoplamento

observada para o H-1" (5,07 ppm) faz com que este sinal aparega como um simpleto largo,
indicando uma relagdo 7rans-diequatorial entre H-1" e H-2" (J = 0-1 Hz), caracteristico de
uma molécula de ramnose. Atribuimos, assim, o sinal em 5,07 ppm ao hidrogénio anomérico

da ramnose.
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O sinal de hidrogénio anomérico de um aglcar ligado a outro aglcar pode ser
facilmente diferenciado do hidrogénio anomérico de um agticar ligado a aglicona por ligagdo
O-glicosidica, uma vez que o primeiro aparece mais blindado em relagdo ao segundo
(MARKHAM & GEIGER, 1994). No caso da ramnose, H-1" possui deslocamento quimico
compativel com O-glicosilagdo a um segundo carboidrato.

Com base nos dados parciais, pode-se propor para MxF1 a estrutura de uma flavona
com esqueleto de apigenina substituida na posigdo 6 por uma unidade de carboidrato
(aglcar interno em C-glicosilagdo) que, por sua vez, se encontra ligada a uma molécula de
ramnose (agUcar externo em O-glicosilagdo). A glicosilagdo em C-6 ja havia sido evidenciada
pela auséncia do sinal correspondente ao H-6, neste caso, sendo confirmada pelo

deslocamento quimico de H-1".

RMN de '3C e DEPT 135

No espectro de RMN de C foram observados 35 sinais (Espectro 4), sendo 11
sinais duplicados devido ao rotamerismo. Dezoito sinais sdo atribuidos aos carbonos da
aglicona do flavondide e os dezessete restantes aos carbonos das duas unidades de
carboidrato.

Na regido entre 183 ppm e 103 ppm, e entre 95 ppm e 85 ppm, sdo encontrados os
carbonos da aglicona, enquanto os carbonos dos aglicares possuem deslocamento quimico ha
regido entre 102 ppm e 100 ppm, e entre 83 ppm e 18 ppm.

Os deslocamentos quimicos referentes aos trés carbonos centrais do anel C (C-2, C-
3 e C-4) sdo diagnésticos para a distingdo do tipo de flavondide. Para C-4, uma carbonila
cetdnica af-insaturada, é atribuido o sinal mais desprotegido do espectro (182,66 ppm;
duplicado em 182,30 ppm) (Espectro 5), caracteristico de flavonas (176,3-184 ppm). Em
103,17 ppm é encontrado o sinal atribuido a C-3, cujo valor de deslocamento estd
relacionado a auséncia de oxigenagdo neste mesmo carbono (no caso dos flavonéis, C-3
aparece na regido entre 136-139 ppm). A ndo oxigenagdo em C-3 também influencia o
deslocamento quimico de C-2 (163,86 ppm), promovendo uma desprotegdo deste carbono
(no caso de flavondis, C-2 aparece ha regido entre 154-150 ppm) (MARKHAM & CHARTI,
1982).
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Espectro 4: Espectro de RMN de “C de MxF1 (75 MHz). Pardmetros: NS 22528, SWH
21186 Hz, TD 65536, REF TMS, TEMP 27°C.

Apenas quatro sinais sdo observados para o anel B, uma vez que a simetria do anel
promove uma equivaléncia em deslocamentos quimicos para os carbonos 3' e 5' (116,62 ppm)
e2'e6' (128,97 ppm).

Os sinais em 161,78 ppm e 163,37 ppm sdo atribuidos, respectivamente, aos
carbonos 5 e 7 do anel A, apresentando deslocamentos quimicos compativeis com
hidroxilagdo nestas posigdes. Observa-se ainda em 93,58 ppm (sinal duplicado em 94,85
ppm) e 109,58 ppm (sinal duplicado em 109,17 ppm) os sinais referentes aos C-8 e C-6
(Espectro 6), respectivamente, indicando uma C-glicosilagdo neste (ltimo carbono. Da
mesma forma que ho espectro de RMN de *H, uma substituigdo em C-6 ou C-8, em um
flavonéide 5,7-diidroxilado, ndo altera significativamente o deslocamento quimico do
carbono do metino aromdtico ndo-substituido. Como a faixa de deslocamentos quimicos
desses carbonos é distinta e ndo-sobreponivel, uma substituigdo em um desses carbonos

pode ser identificada sem ambigliidade (MARKHAM & CHARI, 1982).
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Espectro 5: Espectro de RMN de *C de MxF1 (75 MHz). Expansdo da regido entre 190
ppm e 115 ppm. Pardmetros: NS 22528, SWH 21186 Hz, TD 65536, REF TMS, TEMP 27°C.
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Espectro 6: Espectro de RMN de *C de MxF1 (75 MHz). Expansdo da regido entre 110
ppm e 60 ppm. Pardmetros: NS 22528, SWH 21186 Hz, TD 65536, REF TMS, TEMP 27°C.
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Para a porgdo glicosidica, os sinais em 71,89 ppm (duplicado em 71,48 ppm) e 100,94
ppm (duplicado em 101,27 ppm) sdo atribuidos aos carbonos anoméricos das duas unidades
de carboidrato, sendo o primeiro referente ao aglcar interno em C-glicosilagdo com a
aglicona, e o segundo a ramnose (aglicar externo).

A inversdo do sinal em 62,26 ppm (duplicado em 61,79 ppm) no espectro de DEPT 135
(Espectro 7) indica a presenca de um metileno (CHz) na molécula do aglcar interno.
Excluindo-se os sinais referentes a molécula de ramnose, os demais sinais sdo compativeis
com os observados para a glucose.

Segundo MUZITANO (2006), o C-2 da glucose possui um deslocamento quimico em
torno de 74,2 ppm, em DMSO-d;, quando o mesmo ndo se encontra substituido. A presenga
de um sinal mais desblindado atribuido a este carbono (75,16 ppm, duplicado em 76,36 ppm)
indica a presenga de uma ponte interglicosidica nesta posigdo, ou seja, a glucose € o agticar

diretamente ligado a aglicona e, ligado ao C-2 da glucose, temos a ramnose.
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: Espectro de DEPT 135 de MxF1 (75 MHz). Pardmetros: NS 3072, SWH
21186 Hz, REF TMS, TEMP 27°C.
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A partir dos dados de RMN de “C e DEPT 135, além dos dados de RMN de *H,
pode-se propor para MxF1 a estrutura da apigenina 6-¢C(2"-O-ramnopiranosil-
glucopiranosideo). Esta serd confirmada através dos espectros de RMN de 'H e BC

bidimensionais (COSY, HMQC e HMBC).

COSY *H -*H

A partir da andlise do COSY (correlagdo homonuclear 'H-'H) foi possivel identificar
os deslocamentos quimicos de todos os hidrogénios da molécula através de seus
acoplamentos seqiienciados (Espectro 8). Através do acoplamento entre H-2',6' e H-3'5'

pode ser confirmado o padrdo 4'-OH evidenciado ho espectro de RMN de *H.

] C 36

Correlacdes Aglicona - 88

R e e e T
PPM 72 68 64 60 56 52 48 44 40 36 32 28 24 20 16 12 08 04 PPM

Espectro 8: Espectro de RMN 2D - COSY 90 de MxF1 (300 MHz). Pardmetros: NS 8,
SWH 3004 Hz, TD 1024, REF TMS, TEMP 27°C.

Na expansdo entre zero e 5,0 ppm (Espectro 9) sdo observados os acoplamentos
seqiienciados dos hidrogénios das duas moléculas de aglcar, corroborando com os

assinalamentos dos sinais ho espectro de *H.
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DMSO

Correlagées Glicose

Correlagées Ramnose |

Tt 1Tt T T T T Tt T T T T 1T
PPM 4.4 40 3.6 3.2 238 24 20 1.6 12 0.8 04 PPM

Espectro 9: Espectro de RMN 2D - COSY 90 de MxF1 (300 MHz). Expansdo da regido
entre 0,0 e 5,0 ppm. Pardmetros: NS 8, SWH 3004 Hz, TD 1024, REF TMS, TEMP 27°C.

HMQC

A partir dos dados do espectro de HMQC foi possivel estabelecer a correlagdo
direta heteronuclear 'H-"C dos hidrogénios do aglcar e da aglicona com seus respectivos
carbonos.

Devido & complexidade dos espectros de RMN de *H e °C, relativo a duplicidade de
alguns sinais, o espectro de HMQC (Espectros 10 e 11), juntamente com o COSY, foi uma
ferramenta importante para o assinalamento dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios e

carbonos de MxF1, sem ambigiiidade.
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Espectro 10: Espectro de RMN 2D - HMQC de MxF1 (300 MHz; 75 MHz). Pardametros:
NS 32, SWH 3004 Hz, TD 1024, REF TMS, TEMP 27°C.
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Espectro 11: Espectro de RMN 2D - HMQC de MxF1 (300 MHz; 75 MHz). Expansdo da
regido entre 2,0 e 5,0 ppm. Parametros: NS 32, SWH 3004 Hz, TD 1024, REF TMS, TEMP

27°C.
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HMBC
O espectro de HMBC (Espectros 12 a 15) mostrou as correlagdes a longa distancia

23 Juc para os hidrogénios da aglicona e das duas unidades de carboidrato.
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Espectro 12: Espectro de RMN 2D - HMBC de MxF1 (300 MHz; 75 MHz). Pardmetros:
NS 128, SWH 4807 Hz, TD 2048, REF TMS, TEMP 27°C.

Para os anéis A e C da aglicona foram observadas apenas correlagdes a longa distdncia
?Jnc. Foram correlacionados o sinal de OH-5 (13,54 ppm) com C-10 (103,33 ppm) e C-6
(109,58 ppm), além de sua correlagdo direta com C-5 (161,78 ppm). Detectaram-se também
as correlagdes entre H-3 (6,75 ppm) e C-2 (163,86 ppm) e entre H-8 (6,50 ppm) e C-9
(156,81 ppm).

O espectro apresentou, para o anel B da aglicona, correlagdes 3T;c entre H-2',6' (7 91

ppm), C-4 (160,47 ppm) e C-2 (163,86 ppm) e entre H-3'5' (6,92 ppm) e C-1' (121,59 ppm).
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Espectro 13: Espectro de RMN 2D - HMBC de MxF1 (300 MHz; 75 MHz). Expansdo da
regido entre 120 e 180 ppm. Pardmetros: NS 128, SWH 4194 Hz, TD 2048, REF TMS,

TEMP 27°C.
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Espectro 14: Espectro de RMN 2D - HMBC de MxF1 (300 MHz; 75 MHz). Expansdo da
regido entre 100 e 130 ppm. Pardmetros: NS 128, SWH 4194 Hz, TD 2048, REF TMS,

TEMP 27°C.
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Espectro 15: Espectro de RMN 2D - HMBC de MxF1 (300 MHz). Expansdo da regido
entre 30 e 80 ppm. Pardmetros: NS 128, SWH 4194 Hz, TD 2048, REF TMS, TEMP 27°C.

Para as moléculas de carboidrato também foram observadas correlagdes a longa
distdncia que permitiram corroborar o tipo de substituigdo proposta. Para a glucose, a
principal correlagdo ocorre entre H-1" (4,64 ppm) e C-6 (109,58 ppm), confirmando a -
glucosilagdo na posigdo 6 da aglicona. Ndo pode ser evidenciada a correlagdo entre H-1"
(5,07 ppm) e C-2" (75,16 ppm), porém os dados de RMN de *H e C, quando comparados
aos dados da literatura (MARKHAM & CHARI, 1982; RAYYAN et a/, 2005), confirmam a
presenca de uma ligagdo interglicosidica do tipo (1-2). Esta unidade dissacaridica

composta por ramnose e glucose, ligadas entre si através da posigdo 1 da ramnose com a

posigdo 2 da glucose, é conhecida como neo-hesperidose (HARBORNE & WILLIAMS, 1982).
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Proposta Estrutural

Apds comparagdo com os dados da literatura (RAYYAN et a/, 2005) confirma-se para
MxF1 a estrutura da flavona apigenina-6-C-a-ramnopiranosil-(1- 2)-8-glucopiranosideo
(Figura 18), também conhecida como isovitexina-2"- O-ramnopiranosideo. Os dados de RMN

'H e 3C para a molécula estdo listados na Tabela 5 e corroboram a estrutura proposta.

-

Figura 18: Estrutura de MxF1.

Esta substdncia foi descrita pela primeira vez em 1976, a partir de Crataegus
monogyna (Rosaceae) (JAY, 1994). Este é o primeiro relato dessa flavona na familia

Mimosaceae.

Sdo raros os estudos sobre a atividade bioldgica de isovitexina-2"-O-
ramnopiranosideo, sendo relatados sua propriedade de atrair agentes polinizadores

(IWASHINA, 2003) e sua atividade anti-hepatotoxica (HOFFMANN BOHM et a/,, 1992).
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Tabela 5: Dados de RMN de *H (300 MHz) e °C (75 MHz) de MxF1 (DMSO-d). A e B
referem-se, respectivamente, aos isémeros majoritdrio e minoritdrio.

5 (ppm) o4 (ppm); m: J (Hz) Correlagées HMBC
Aglicona: apigenina
A B A B

2 163,86

3 103,17 6,75. s H-3 - C-2,C-10

4 182,66 182,30

5 161,78 OH-5 — C-5, C-6, C-10
6 109,58 109,17

7 163,37

8 93,58 94,85 6,50; s H-8 — C-6, C-9, C-10
9 156,81 157,04

10 103,33 104,25

I 121,59

2',6' 128,97 791:d:8,6 H-2'/6' — C-2, C-4
3,5 116,62 6,92;d. 8,6 H-3'/5' — C-1'
4 160,47
Aglcar interno: 6-C-glucopiranose

1" 71,89 71,48 4,64; d H-1"— C-6, C-7, C-2"
2" 75,16 76,36 435 t 4,15; t H-2" — C-1"

3" 80,58 80,19 3,35

4" 70,91 311

5" 82,01 3,16

6" 62,26 61,79 3,70 3,47

Aglcar externo: 2"-O-ramnopiranose

1" 100,94 101,27 5,07 5,00 H-1" — C-3", C-5"
2" 71,18 3,60 H-2" — c-2"

3" 70,91 311
4" 72,14 2,93 H-4" — C-3"

5" 68,80 2,50

6" 18,11 18,34 051;d:546 059:d:5,18 H-6"—C-5"
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ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE MxF2

O flavondide codificado como MxF2 (15,9 mg; R 0,68; BAW 8:1:1), isolado da fragdo
butanédlica proveniente da partigdo do extrato aquoso de Mimosa xanthocentra,
apresentou-se como um pé amorfo amarelo.

A proposta estrutural para MxF2 foi baseada nos dados de RMN de *H e °C, DEPT
135, COSY, HMQC e HMBC obtidos em DMSO-d, (concentragdo: 26,5 mg/ml).

RMN de *H
O espectro de RMN de *H para MxF2 (Espectro 16) apresentou sinais com padrdo
semelhante aos observados para MxF1, mostrando-se tratar também de um flavondide de

natureza Cglicosidica.

13.0992
7.9985
7.9769
6.8718
6.8504

—— 66316
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OH-5 /

; MV O I P4

8 g &3 8 S g8 =8 g g

o - N - - ~ < N~ oo - ©
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Espectro 16: Espectro de RMN de 'H de MxF2 (400 MHz). Pardametros: NS 16, TD
32768, REF TMS TEMP 27°C.
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Para o anel B foi verificado um padrdo 4'-OH, justificado pela observagdo de dois
dupletos (Espectro 17) - 7,98 ppm (J = 8,62 Hz) e 6,87 ppm (J = 8,62 Hz) - integrados
para dois hidrogénios cada um (sistema tipo AA'XX'). Estes sinais sdo atribuidos
respectivamente aos H-2'/6' e H-3'5', e a magnitude da constante de acoplamento indica
uma correlagdo orto entre eles.

Os sinais observados para os anéis A e C caracterizam uma flavona Cglicosilada,
sendo os trés simpletos em 13,09 ppm, 6,63 ppm e 6,06 ppm atribuidos respectivamente
aos OH-5, H-3 e H-6. Ao contrdrio de MxF1, o sitio de substituigdo na aglicona de MxF2 é
a posigdo 8, o que é corroborado pelo deslocamento quimico de H-6 e pela auséncia do sinal

referente a H-8 (6,39-6,56 ppm) (MARKHAM & GEIGER, 1994).

_— 3200448
— 3191797
— 2749647
T— 2741083
2653.533
2427499

H-2'/6 .
H-3
H-6
M - - — N A
A 7‘8 7‘6 7‘4 7‘2 7.‘0 ‘ 6‘8 6‘6 6‘4 6‘2 6‘0

Espectro 17: Espectro de RMN de *H de MxF2 (400 MHz). Pardmetros: NS 16, TD
32768, REF TMS TEMP 27°C. Expansdo da regido entre 8,0 e 6,0 ppm.

Esses dados permitem propor para a aglicona de MxF2 a estrutura da apigenina

(5,7 4-triidroxiflavona; Figura 19), com substitui¢do na posigdo 8 (anel A).
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Figura 19: Estrutura da aglicona de MxF2 (R = substituinte)

Os dois sinais de hidrogénios anoméricos (Espectro 18) revelam a presenga de duas
moléculas de carboidrato. O dupleto em 4,82 ppm (J = 9,45 Hz), condizente com &
glicosilagdo, ¢ atribuido ao hidrogénio anomérico (H-1") de um agucar diretamente ligado a
aglicona, enquanto o simpleto em 4,99 ppm € atribuido ao hidrogénio anomérico (H-1") de
um aglcar externo.

Em 0,48 ppm (J = 6,06 Hz) observa-se um dupleto referente aos hidrogénios
metilicos de uma ramnose. O simpleto atribuido a H-1" (relagdo #rans-diequatorial entre H-
1" e H-2") e seu deslocamento quimico caracteristico de CO-glicosilagdo a uma segunda
molécula de aglcar, corroboram para a atribuigdo da ramnose como agticar externo.

A constante de acoplamento na faixa de 8,8 - 9,9 Hz observada para H-1" mostra
uma relagdo frans-diaxial entre H-1" e H-2". Comparando-se os dados de RMN de *H de
MxF2 e MxF1, suspeita-se que, assim como em MxF1, o aglcar interno também seja uma
molécula de glucose.

Com base nos dados parciais, pode-se propor para MxF2 a estrutura da flavona
apigenina substituida na posigdo 8 por um dissacarideo, sendo a unidade externa uma

molécula de ramnose.
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Espectro 18: Espectro de RMN de 'H de MxF2 (400 MHz). Pardmetros: NS 16, TD
32768, REF TMS TEMP 27°C. Expansdo da regido entre 8,0 e 6,0 ppm.

RMN de *c

No espectro de *C foram observados 23 sinais (Espectro 19), sendo 11 referentes
a aglicona e 12 as duas unidades de carboidrato.

O padrdo de sinais observados confirma a estrutura da aglicona de MxF2 e sua
substituigdo por um dissacarideo (Espectro 20). Os sinais da carbonila cetonica (C-4) em
181,62 ppm e de C-3 em 102,37 ppm reforgam a existéncia de uma flavona, cujo esqueleto
(apigenina) € atribuido com base nos sinais em 129,23 ppm (C-2',6') e 116,43 ppm (C-3'5). A
C-glicosilagdo na posigdo 8 é confirmada pelos deslocamento quimicos de C-6 (99,56 ppm) e
C-8 (105,14 ppm).

A presenga de duas unidades de carboidrato é corroborada pela existéncia de dois
carbonos anoméricos (Espectro 21). O sinal em 72,72 ppm é atribuido ao C-1" do aglcar
interno em C-glicosilagdo, enquanto que o sinal em 100,71 ppm é compativel com O-

glicosilagdo a uma segunda molécula de agticar.
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Espectro 19: Espectro de RMN de *C de MxF2 (100 MHz). Pardmetros: NS 4096, TD
32768, REF TMS, TEMP 27°C.
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Espectro 20: Espectro de RMN de *C de MxF2 (100 MHz). Expansdo da regido entre 180
e 114 ppm. Pardmetros: NS 4096, TD 32768, REF TMS, TEMP 27°C.
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Espectro de RMN de *C de MxF2 (100 MHz). Expansdo da regido entre 110
e 18 ppm. Pardmetros: NS 4096, TD 32768, REF TMS, TEMP 27°C.

Os deslocamentos quimicos dos carbonos da porg¢do glicidica sdo compativeis com
uma glucose e uma ramnose. O sinal mais blindado do espectro em 18,21 ppm (carbono
metilico) corrobora a presenca de uma ramnose, enquanto que o sinal em 61,77 ppm
(metileno) confirma a presenga de uma glucose. A ramnose é atribuida a posigdo externa no
dissacarideo e a sua ligagdo ao carbono 2 da glucose pode ser confirmada pelo sinal em 75,5
ppm (C-2").

A partir dos dados de RMN de 'H e '*C pode-se propor para MxF2 a estrutura da
apigenina 8-C-(2"- OC-ramnopiranosil - glucopiranosideo). Esta serd confirmada através dos
espectros de RMN de *H e °C bidimensionais (COSY, HMQC e HMBC).

Para mais detalhes sobre os critérios de atribuigdo dos sinais, veja a segdo sobre a

Elucidagdo Estrutural de MxF1.
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COSY *H -*H

Elucidagéo Estrutural de MxFZ2

A partir da andlise do COSY (correlagdo homonuclear 'H-'H) foi possivel identificar

os deslocamentos quimicos de todos os hidrogénios da molécula através do acoplamento

seqiienciado dos hidrogénios (Espectro 22).

Na expansdo entre 2,8 e 5,0 ppm (Espectro 23) sdo destacados os acoplamentos que

foram cruciais para o assinalamento dos sinais de hidrogénio das duas moléculas de aglcar.

Em amarelo encontram-se os acoplamentos referentes aos hidrogénios diastereotopicos do

metileno da glicose (H-6") (A= H-6"_ H-6"; B= H-6"_ H-5").

[T B

b Jy
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Correlagées Ramnose
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RN
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Espectro 22: Espectro de RMN 2D - COSY GP de MxF2 (400 MHz). Pardmetros: NS 8,

SWH 6410 Hz, TD 4096, REF TMS, TEMP 27°C.
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Espectro 23: Espectro de RMN 2D - COSY GP de MxF2 (400 MHz). Expansdo da regido
entre 5,0 e 2,8 ppm. Pardmetros: NS 8, SWH 6410 Hz, TD 4096, REF TMS, TEMP 27°C.

HSQC-ED

A partir dos dados do espectro de HMQC foi possivel estabelecer a correlagdo
direta heteronuclear 'H-*C dos hidrogénios do aglcar e da aglicona aos seus respectivos
carbonos (Espectros 24 e 25), confirmando-se assim os deslocamentos quimicos atribuidos

através dos espectros de RMN de *H, *C e COSY.
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Espectro 24: Espectro de RMN 2D - HSQC-ED de MxF2 (400 MHz 100 MHz).
Pardmetros: NS 16, SWH 6410 Hz, TD 2048, REF TMS, TEMP 27°C.
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Espectro 25: Espectro de RMN 2D - HSQC-ED de MxF2 (400 MHz; 100 MHz). Expansdo
da regido entre 4,2 e 2,8 ppm. Parametros: NS 16, SWH 6410 Hz, TD 2048, REF TMS,
TEMP 27°C.
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HMBC

O espectro de HMBC (Espectros 26 a 28) mostrou as correlagdes a longa distdncia

23 Juc para os hidrogénios da aglicona e das duas unidades de carboidrato.
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Espectro 26: Espectro de RMN 2D - HMBC de MxF2 (400 MHz; 100 MHz). Pardmetros:
NS 16, SWH 5630 Hz, TD 1024, REF TMS, TEMP 27°C.

Para os anéis A e C da aglicona foram observadas correlagdes a longa distancia °Jyc e
*Jnc. Foram correlacionados o sinal de H-6 (6,06 ppm) com C-7 (162,51 ppm) e C-8 (105,14
ppm), além da correlagdo de H-3 (6,63 ppm) com C-2 (163,8 ppm), C-10 (105,14 ppm) e C-1'
(121,88 ppm).

Em relagdo ao anel B da aglicona, foram detectadas correlagdes *Jy . entre H-2',6'
(7,98 ppm), C-4' (161,0 ppm) e C-2',6' (129,23 ppm) e entre H-3'5" (6,89 ppm), C-1' (121,88
ppm) e C-3'5' (116,4 ppm). Verificou-se também a correlagdo *>Jnc entre H-3'5' (6,89 ppm),
C-3 (102,37 ppm) e C-4' (161,0 ppm).
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Espectro 27: Espectro de RMN 2D - HMBC de MxF2 (400 MHz; 100 MHz). Expansdo da
regido entre 8,0 e 4,6 ppm. Pardmetros: NS 16, SWH 5630 Hz, TD 1024, REF TMS, TEMP
27°C.
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Espectro 28: Espectro de RMN 2D - HMBC de MxF2 (400 MHz; 100 MHz). Expansdo da
regido entre 4,4 e 2,2 ppm. Pardmetros: NS 16, SWH 5630 Hz, TD 1024, REF TMS, TEMP
27°C.
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Para as moléculas de carboidrato também foram observadas correlagdes a longa
distdncia que permitiram corroborar o tipo de substituigdo proposta. Para a glucose, a
principal correlagdo ocorre entre H-1" (4,82 ppm) e C-8 (105,14 ppm), confirmando a &
glucosilagdo na posigdo 8 da aglicona. Em relagdo a ramnose, a correlagdo entre H-1" (4,99
ppm) e C-2" (75,51 ppm) confirma a presenga de uma ligagdo interglicosidica do tipo (1-2).
Esta unidade dissacaridica composta por ramnose e glucose, ligadas entre si através da

posigdo 1 da ramnose com a posi¢gdo 2 da glucose, é conhecida como neo-hesperidose

(HARBORNE & WILLIAMS, 1982).

Proposta Estrutural

Apds comparagdo com os dados da literatura (RAYYAN et a/, 2005) confirma-se para
MxF2 a estrutura da flavona apigenina-8-C-a-ramnopiranosil-(1- 2)--glucopiranosideo
(Figura 20), também conhecida como vitexina-2"- O-ramnopiranosideo. Os dados de RMN 'H

e C para a molécula estdo listados na Tabela 6.

HO

Figura 20: Estrutura de MxF2.

Esta substdncia, assim como MxF1, foi descrita pela primeira vez em 1976, a partir
de Crataegus monogyna (Rosaceae) (JAY, 1994), sendo este o primeiro relato para a familia
Mimosaceae. Para este flavondide sdo atribuidas atividades antioxidante, antimitética
frente a células de cdancer de mama (NINFALI et a/, 2007) e anti-hepatotéxica.

(HOFFMANN BOHM et al., 1992).
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Tabela 6: Dados de RMN de *H (300 MHz) e 3¢ (75 MHz) de MxF2 (DMSO-ds)

3¢ (ppm) o (ppm); m: J (Hz) Correlagées HMBC

Aglicona: apigenina

2 163.8
3 102,37 6,63.s H-3 — C-2,C-10, C-T'
4 181,6
5 161,0
6 99,56 H-6 — C-7,C-8
7 162,51
8 105,14 6,06; s
9 156,33
10 105,14
I 121,88
2',6' 129,23 7,98 d:8,6 H-2'/6' — C-2', C-4', C-6'
3.5 116 4 6,89.d. 8,6 H-3'/5' — C-3,C-1', C-3'/5', C-4'
4 161,0
Aglcar interno: 8-C-glucopiranose
1" 72,72 4.82; d H-1" - c-8, C-9, C-2", C-3"
2" 75,51 4,09; t H-2" - c-1", ¢-3", C-1"
3" 80,48 3,45 H-3" - ¢-1", c-2"
4" 72,29 3,36 H-4"— C-3"
5" 82,14 3,26
6" 61,77 3,77 e3,50; d
Aglcar externo: 2"-O-ramnopiranose
1" 100,71 499:s H-1" - ¢c-2", ¢c-2"
2" 71,29 3,56; s H-2" - C-1"
3" 70,66 3,14; dd
4" 70,98 2,92:1 H-4" — C-5", C-6"
5" 68,65 2,28
6" 18,21 048;d H-6" — C-6"
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ATROPOISOMERISMO EM FLAVONAS C-GLICOSILADAS

O atropoisomerismo, isomerismo rotacional ou rotamerismo é um tipo de
estereoisomerismo caracteristico de sistemas em que a rotagdo em torno de uma ligagdo
simples é impedida, produzindo uma barreira energética suficientemente elevada, de modo
a permitir o isolamento ou simplesmente a detecgdo dos diferentes rotdmeros ou
atropoisémeros. Este fendmeno pode ser observado por sistemas sp®-sp?, sp2-sp?, ou

mesmo em sistemas sp>-sp® (Dos SANTOS et al/, 2007).

Tratando-se de flavondides, o atropoisomerismo é comumente observado em
flavonas C-glicosiladas (XIE et a/, 2003). Os rotdmeros sdo criados pelo impedimento
rotacional em torno da ligagdo C(sp?)-C(sp?) do aglicar com a aglicona, podendo ser
evidenciada pelo alargamento ou duplicagdo dos sinais nos espectros de RMN de *He B ¢

(JAY, 1994; MARKHAM & GEIGER, 1994; LEWIS et al, 2000; RAYYAN et al., 2005).

O primeiro relato de rotamerismo em flavonas relacionava-se exclusivamente das
flavonas contendo um substituinte 8-C-hexosil, ndo sendo observados para os andlogos 6-C-
hexosil (TAY, 1994). Segundo RAYYAN (2005), este fenomeno era atribuido a interagdo
entre o anel B da flavona e o substituinte 8-C-hexosil, restringindo a rotagdo do anel B
e/ou da hexose, levando a uma mistura de rotameros distinguiveis por RMN em razdo da
duplicidade de sinais. A distdncia entre o substituinte 6-C-hexosil e o anel B dificultava a

interagdo entre eles, ndo sendo detectdveis os sinais duplicados ou rotdmeros.

Para os flavonas 6-C-glicosiladas, os primeiros rotdmeros sé foram detectados ho
caso de 6-C-glucosilflavonas substituidas na posigdo 7 por uma metoxila ou um grupo O-p-
glucosil, o que era explicado pelo impedimento estérico do substituinte em orto, levando a
restricdo da rotagdo em torno do eixo C-6-C-1" (LEWIS et a/, 2000). Quanto mais
volumoso fosse o substituinte em C-7, maior era o impedimento estérico e o nimero de
sinais duplicados no espectro de °C. Foram relatados os rotdmeros de swertisina e
swertiajaponina (DAVOUST et a/, 1980). Em concordancia com os relatos anteriores estd o
rotamerismo verificado para as flavonas isovitexina 7-O-p-D-glucopiranosideo (NGRBAEK

et al,, 2000), spinosina e 6"-feruloilspinosina (CHENG et a/, 2000) (Figura 21).
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. R'=H;R"= CH3 D.R=H
'= OH; R"= CH; E. R= feruloil
H; R'=

Figura 21: Estruturas das flavonas A-I. (A) swertisina, (B) swertiajaponina, (C) isovitexina
7-0O-p-D-glucopiranosideo, (D) spinosina, (E) 6"-feruloilspinosina, (F) schaftosideo, (6)
apigenina-  6-C-a-L-arabinopiranosil-8-C-p-D-xilopiranosideo, (H) apigenina 6-C-p-D-

xilopiranosil-8-C-a-L-arabinopiranosideo e (I) isocarlinosideo .

Segundo XIE et a/ (2003), a presenga de um substituinte adicional no anel A,
estando ele localizado em C-7 ou C-8, seria o requisito necessdrio para a existéncia de dois
rotdmeros sobre o eixo C-6-C-1". Em seu trabalho ¢ relatada a existéncia de rotameros
para as flavonas 6,8-di-C-glicosiladas, como o schaftosideo, a apigenina- 6-C-a-L-
arabinopiranosil-8-C-p-D-xilopiranosideo, a apigenina  6-C-p-D-xilopiranosil-8-C-a-L-

arabinopiranosideo e  isocarlinosideo  (Figura 21).
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ROTAMEROS DE MxF1

Como abordado anteriormente na seg¢do sobre a Elucidagdo Estrutural de MxF1, a
andlise dos espectros de RMN de *H e C para MxF1 revelou a presenca de sinais
alargados e/ou duplicados, sugerindo a existéncia de dois rotameros desta flavona em

solugdo de DMSO-ds.

A presencga destes dois estereoisomeros pode ser facilmente verificada através da
variagdo da temperatura durante os experimentos de RMN. O aumento da temperatura leva
d rdpida interconversdo dos dois rotdmeros, provocando a coalescéncia dos sinais
duplicados. A baixa temperatura e/ou a temperatura ambiente reduz a velocidade de
rotagdo em torno da ligagdo C-glicosidica, tornando possivel a detecgdo dos dois rotdmeros

(LEWIS et al, 2000).

De forma a confirmar a presenga de dois rotdmeros para MxF1, em solugdo de
DMSO-d;, foram realizados experimentos de RMN de *H (Espectro 29) e DEPT 135
(Espectro 31) em duas temperaturas, 22°C e 60°C, mantendo-se constantes os demais

pardmetros.

RMN de *H

Analisando-se o espectro de RMN de *H (Espectro 29), observa-se que, com o
aumento da temperatura, os sinais que se encontravam duplicados a 22°C aparecem como

um Unico sinal a 60°C, confirmando a existéncia de dois rotdmeros de MxF1.

O efeito deste tipo de isomerismo apresenta-se mais pronunciado nos hidrogénios
da porgdo sacaridica, o que é verificado observando a coalescéncia dos sinais referentes
aos H-1" (4,64 ppm), H-2" (4,35 e 4,15 ppm), H-1" (5,07 e 5,00 ppm), H-6" (0,51 e 0,59

m

ppm), além do deslocamento dos H-5" (2,33 ppm) e H-4" (2,92 ppm) para campo mais baixo.
Os sinais que aparecem nha regido entre 3,0 e 4,0 ppm ndo puderam ser analisados devido a

sobreposicdo com os sinais das hidroxilas alcoélicas das duas unidades de carboidrato.

O anel B da aglicona parece ser insensivel a este fendmeno, uma vez que, apds a

variagdo de temperatura, ndo sdo detectadas quaisquer alteragdes nos sinais referentes
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aos H-2'/6 (7,91 ppm) e H-3'/5" (6,92 ppm). Este comportamento pode ser atribuido a
distancia do anel B ao sitio de glicosilagdo, o que corrobora com a afirmativa de que este
efeito estd relacionado com a ligagdo C(sp*)-C(sp?) do aglicar com a aglicona. Nos anéis A
e C, o efeito do rotamerismo pode ser verificado pelo alargamento dos sinais referentes a

H-3 (6,75 ppm) e H-8 (6,50 ppm).

A)

H-2'/76'
H-3/5'

H-2/76'

e L

8.0 T.D 7.0 B:b 6.0 5.5 2.0 4.5 4.0 3.5 3.0 Zsh 2.0 1:9 1.0 ppm

Espectro 29: Espectro de RMN de *H de MxF1 (300 MHz). A: Pardmetros: NS 16, SWH
7788 Hz, TD 32768, REF TMS, TEMP 60°C. B: Pardmetros: NS 16, SWH 7788 Hz, TD
32768, REF TMS, TEMP 22°C.

Através da integragdo dos sinais duplicados dos hidrogénios metilicos da ramnose

(H-6") (Espectro 30) verificamos que os dois rotdmeros de MxF1 encontram-se a uma

proporgdo de 44:56, em solugdo de DMSO- .
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Espectro de RMN de *H de MxF1 (300 MHz). Expansdo da regido entre 0,7
e 0,4 ppm. Pardmetros: NS 16, SWH 7788 Hz, TD 32768, REF TMS, TEMP 22°C.

DEPT 135

O espectro de DEPT 135 para MxF1 (Espectro 31), assim como o espectro de RMN
de *H, apresentou coalescéncia de sinais quando a temperatura é elevada para 60°C.

Para o anel B, o aumento da temperatura ndo promoveu quaisquer alteragdes nos
sinais dos C-2'/6' (128,97 ppm) e C-3'/5' (116,62 ppm). Entretanto, é perfeitamente claro o
efeito do rotamerismo sobre os anéis A e C, o que é corroborado pela unido dos sinais
referentes aos C-3 (103,33 e 103,17 ppm) e C-8 (94,85 e 93,58 ppm).

As moléculas de glucose e ramnose, como jd observado no espectro de RMN de *H,
mostraram-se altamente sensiveis ao rotamerismo, uma vez que a maioria dos sinais
atribuidos a porgdo sacaridica apresentou coalescéncia com o aumento da temperatura,
sendo ressaltados os sinais dos C-1" (71,89 e 71,48 ppm), C-2" (76,36 e 75,16 ppm), C-6"
(62,26 e 61,79 ppm), C-1" (101,27 e 100,94 ppm), C-6" (18,34 e 17,11 ppm).

Em contraposigdo com a afirmativa acerca da existéncia de rotdameros apenas para
os andlogos 7-O ou 8-C-substituidos das flavonas 6-C-glicosiladas, verificamos a presenga
destes isdmeros para isovitexina-2"-C-ramnopiranosideo (MxF1), que ndo possui qualquer
substituinte diferente de uma hidroxila em C-7. Recentemente, RAYYAN et a/ (2005)
relataram a existéncia de rotdmeros para este mesmo flavondide, quando em solugdo de
DMSO-d,, revelando que a rotagdo restrita em torno da ligagdo C(sp?®)-C(sp?) entre o
aglcar e a aglicona também poderia ser observada em algumas flavonas substituidas na

posigdo 6 por uma porgdo sacaridica volumosa.
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Espectro 31: Espectro de DEPT 135 de MxF1 (75 MHz). A: Pardmetros: NS 3072, SWH
21186 Hz, REF TMS, TEMP 60°C. B: Pardmetros: NS 3072, SWH 21186 Hz, REF TMS,
TEMP 22°C.

Com base em andlises conformacionais, CHENG et a/. (2000) excluiram a existéncia
de rotdmeros para a flavona isovitexina-2"-O-glucopiranosideo a temperatura ambiente.
Segundo os autores, a presenga de uma metoxila em C-7 como na spinosina, aumenta a
barreira energética entre dois minimos de energia, corroborando para a existéncia de dois
conformeros predominantes nos espectros de RMN (Figura 22). A auséncia desta metoxila
(isovitexina-2"- O-glucopiranosideo) reduz significativamente a barreira energética entre
os dois minimos de energia, sendo possivel a rdpida interconversdo dos diferentes

conférmeros a tfemperatura ambiente.
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Figura 22: Dois conformeros de spinosina obtidos através de modelagem molecular (CS

Chem 3D Pro) (CHENG et al., 2000).

A partir dos espectros de RMN de *H e *C realizados a 22°C e 60°C, fica explicita
a existéncia de dois isdmeros rotacionais para MxF1 em solugdo de DMSO-d¢, cujas
estruturas tridimensionais puderam ser propostas com base em andlises de modelagem
molecular (Figura 23). As estruturas conformacionais para os dois rotdmeros diferem
essencialmente no arranjo da unidade dissacaridica em relagdo ao plano do esqueleto da

parte aglicona.

angulo diedro €5-C6-C1"-C2" = 103,8° angulo diedro €5-C6-C1'-C2' = -82,5°
14,340 kcal 14,638 kcal

Figura 23: Dois conformeros de isovitexina-2"-CO-ramnopiranosideo (MxF1) obtidos

através de modelagem molecular.

ROTAMEROS DE MxF2
Analisando-se os espectros de RMN de *H e °C para MxF2 (Espectros 16 e 19),
ndo é detectada a presenga sinais duplicados, indicando que ndo hd rotdmeros para este

flavondide.
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Em contradigdo com o fato aqui observado, RAYYAN et al (2005) relatam a
existéncia de rotameros para a mesma substancia, vitexina-2"-O-ramnopiranosideo (MxF2),
revelada pela presenga de sinais (a maioria dos sinais referentes a aglicona e ao agticar)
duplicados no espectro de RMN de *H. Para as flavonas 8-C-glicosiladas orientina, vitexina-
2"-0O-(4"-acetilramnopiranosideo) e vitexina também é verificada a presenga destes

isdmeros (Figura 24).

Sabe-se que a presenga de flavonas rotaméricas e suas proporgdes relativas sdo
influenciadas pelo solvente utilizado, pela posicdo de ligagdo na aglicona e pela estrutura do
aglcar (RAYYAN et al, 2005). Para MxF2, o fator limitante da presenga de rotdmeros
pode ser atribuido ao uso de DMSO-d, ao contrdrio do CD;OD utilizado por RAYYAN. Em
estudo comparativo utilizando DMSO-d; e CDs;OD, verificou-se que as proporgoes dos
rotdmeros minoritdrios aumentavam consideravelmente quando os compostos eram
solubilizados em CDs;OD. Tal fato sugere que o metanol estaria contribuindo para a
estabilizagdo de duas conformagdes principais, provocando um aumento na barreira
energética de equilibrio entre os conformeros e, assim, permitindo a detecgdo dos

rotdameros por RMN.

A substituigdo do DMSO-d, pelo CD;OD ha realizagdo dos espectros de RMN de *H

e 13C permitird confirmar a existéncia de rotdmeros para o flavondide MxF2 (vitexina-2"-

O-ramnopiranosideo).

OH O OH O
Vitexina orientina vitexina-2"-O-(4"-acetilramnopiranosideo)

Estruturas das flavonas 8-C-glicosiladas relatadas por RAYYAN et a/, 2005
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ELUCIDAGAO ESTRUTURAL DE MxF3

O material flavonoidico codificado como MxF3 (8,1 mg; Rf 0,86; BAW 8:1:1), isolado
da fragdo acetato de etila proveniente da partigdo do extrato aquoso de Mimosa
xanthocentra, apresentou-se sob a forma de granulos amarelos.

A proposta estrutural para MxF3 foi baseada nos dados de RMN de *H e *C, DEPT
135, HQC, HMBC e COSY obtidos em DMSO-d; (concentragdo 13,5 mg/ml)

RMN de *H
Analisando-se o espectro de RMN de *H para MxF3 (Espectro 32) podemos
observar sinais compativeis para um flavonéide de natureza glicosidica (aglicona +

carboidrato).
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Espectro 32: Espectro de RMN de *H de MxF3 (300 MHz). Pardmetros: NS 32, SWH
7788 Hz, TD 32768, REF TMS, TEMP 27°C.
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O sinal mais desblindado do espectro (simpleto; 12,63 ppm) corresponde ao
hidrogénio de uma hidroxila localizada na posi¢do 5 do anel A da aglicona, em ligagdo de
hidrogénio com o oxigénio da carbonila em 4. Na regido entre 6,0 e 8,0 ppm encontram-se
os hidrogénios de nicleos aromdticos, enquanto que na regido entre 20 e 55 ppm
encontram-se os hidrogénios da porgdo glicidica da molécula.

Para o anel B foi verificado um padrdo diferente do observado para MxF1 e MxF2
(Espectro 33). Os sinais em 7,56 ppm (dd; *J= 8,38 Hz; 2J=2,0 Hz), 7,47 ppm (d; =20
Hz) e 6,84 ppm (d; J = 8,38 Hz) evidenciam um sistema ABX, sendo atribuidos,
respectivamente, aos H-6', H-2' e H-5. O acoplamento meta entre H-2' e H-6" e o
acoplamento orto entre H-5' e H-6' caracterizam um anel B substituido na posigdo 3' e 4

(padrdo 3',4'-OH).

e oo

S s g ~ oi
23882 IS
S8 8 ]
ENIE SIS & &

— 2058.785
— 2050.382
1917.161
1855.174

Espectro 33: Espectro de RMN de *H de MxF3 (300 MHz). Expansdo da regido entre 6,0
e 8,0 ppm. Parametros: NS 32, SWH 7788 Hz, TD 32768, REF TMS, TEMP 27°C.
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Para o anel A sdo observados simpletos em 6,38 ppm e 6,18 ppm, correspondentes
respectivamente aos H-8 e H-6. A magnitude dos deslocamentos quimicos observados para
esses dois hidrogénios corrobora com um padrdo 5,7-diidroxilado e com a auséncia de
metilagdo ou glicosilagdo nessas posigdes (substituicdo em OH-7 desloca os sinais de H-6 e
H-8 para campo baixo) (MARKHAM & GEIGER, 1994).

A auséncia de um sinal referente a H-3 evidencia a presenga de um flavonol.

Esses dados permitem propor para a aglicona de MxF3 a estrutura da quercetina
(3.5,7,3' 4'-pentaidroxiflavonol; Figura 25). O provdvel sitio de substitui¢cdo na aglicona é a

posigcdo 3, uma vez que ja foram descartadas as demais posigdes.

Figura 25: Estrutura da aglicona de MxF3.

Na regido dos hidrogénios da porgdo glicosidica (Espectro 34) encontram-se os
hidrogénios referentes a duas unidades de carboidrato. Sdo evidenciados dois hidrogénios
anoméricos: um simpleto em 5,57 ppm e um dupleto em 5,33 ppm (J = 7,21 Hz), ambos com
deslocamento quimico caracteristico de O-glicosilagdo direta a aglicona.

A diferente intensidade dos sinais dos hidrogénios anoméricos e outros hidrogénios
da porgdo glicidica, associada d presenga de sinais relativos a uma dnica aglicona e com
deslocamentos quimicos que evidencie apenas um sitio de substituigdo, sugere a presenga
de dois flavondides em MxF3. Dessa forma, MxF3 corresponde a uma mistura de dois
flavondides - um flavondide majoritdrio (serd denominado MxF3A, H-1," em 5,57 ppm) e um

minoritdrio (serd denominado MxF3B, H-1" em 5,33 ppm) - que compartilham a mesma
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aglicona e posigdo de substituicdo, mas diferem quanto a identidade do aglcar. A
integragdo dos sinais relativos aos hidrogénios anoméricos indica que esses flavonéides
encontram-se na proporgdo de 2:1.

Em relagdo ao flavonéide MxF3A, sdo observados apenas cinco sinais de hidrogénios
de carboidrato, sugerindo a presenga de uma pentose. Excetuando-se o dupleto em 4,15
ppm (J =2,67 Hz), os demais sinais aparecem como multipletos, impossibilitando a
determinagdo da constante de acoplamento.

Para MxF3B, a sobreposicdo de seus sinais aos de MxF3A dificulta inferir sobre o

ndmero de hidrogénios da molécula de aglcar e seus deslocamentos quimicos.

1674.351
1247.067
1244397
1116.886
1114.762
1110.936
1070.211
1066.333
751.895

750.460

748.806

__— 1606.157
—— 1598.940

S/
J
T

DMSO

T T T T T T T T T T T T T T T
°PM 54 52 50 438 46 4.4 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24

Espectro 34: Espectro de RMN de *H de MxF3 (300 MHz), com supressdo de HO.
Expansdo da regido entre 2,4 e 6,0 ppm. Pardmetros: NS 32, SWH 7788 Hz, TD 32768,
REF TMS, TEMP 27°C.

Com base nos dados parciais, pode-se propor que MxF3 seja constituido por dois

flavondis com esqueleto de quercetina (MxF3A e MxF3B), ambos substituidos na posigdo 3
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por uma unidade de carboidrato em ligagdo CO-glicosidica. Os sinais dos hidrogénios da
porgdo glicidica de MxF3A sugerem a presenga de uma pentose como agtcar.
RMN de '°C e DEPT 135

O espectro de RMN C forneceu 24 sinais (Espectro 35). Quatorze sinais sdo
atribuidos aos carbonos da aglicona e os dez sinais restantes aos carbonos de duas
unidades de carboidrato, indicando a presenga de duas pentoses.

Os sinais em 116,0 ppm (C-2' e C-5'), 145,6 ppm (C-3'), 149,0 ppm (C-4') e 121,4 ppm
(C-6") confirmam o padrdo 3',4'-diidroxilado para o anel B. O padrdo 5,7-diidroxilado do anel

A é confirmado pelo deslocamento quimico dos C-6 (99,3 ppm), C-7 (165,2 ppm) e C-8 (94,1
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Espectro 35: Espectro de RMN de *C de MxF3 (75 MHz). Pardmetros: NS 67584, SWH

21186 Hz, TD 65536, REF TMS, TEMP 27°C.
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Os deslocamentos quimicos dos carbonos do anel C corroboram a presenga de um
flavonol. A oxigenagdo na posigdo 3 provoca a desprotegdo dos sinais referentes a C-4
(178,1 ppm) e C-3 (133,1 ppm), e a protegdo de C-2 (157,3 ppm), o que é evidenciado em
MxF3 (MARKHAM & CHARTI, 1978).

O sitio de O-glicosilagdo pode ser facilmente diagnosticado analisando-se os
deslocamentos quimicos da aglicona do flavondide. Em termos gerais, a presenga de uma
glicosilagdo promove a protecdo do carbono substituido, enquanto que o carbono orto ou
para em relagdo a posigdo de glicosilagdo sofre uma desprotegdo. A auséncia desses efeitos
exclui a posigdo 7 como possivel sitio de substituigdo (WARKHAM & CHART, 1982).

No caso de glicosilagdo na OH-3, além da protegdo ja esperada para C-3
(aproximadamente 2,0 ppm), a desprotegdo de C-2 (carbono em relagdo orfo a C-3) é
especialmente pronunciada, sendo da ordem de 9,2 ppm (MARKHAM & CHARI, 1982).
Comparando-se os deslocamentos quimicos de C-2 e C-3 com as faixas esperadas para um
flavonol (145-150 ppm para C-2 e 136-139 ppm para C-3), podemos afirmar sem
ambigliidade que o sitio de glicosilagdo na aglicona de MxF3 ¢é a posigdo 3.

A diferente intensidade dos sinais relativos ds duas unidades de carboidrato
corrobora a presenca de dois flavondides em MxF3 (MxF3A e MxF3B), ambos
compartilhando a mesma aglicona.

Em relagdo a MxF3A (flavonéide majoritdrio), o deslocamento quimico relativamente
alto do carbono anomérico (C-1,") revela que, além da O-glicosilagdo, esta pentose
encontra-se sob a forma furanosidica. A inversdo do sinal em 60,85 ppm (C-5") no espectro
de DEPT 135 (Espectro 36) indica a presenca de um metileno (CH;) na molécula de aglcar.
Os sinais da porgdo glicidica sdo compativeis com os observados para a arabinofuranose.

Para MxF3B (flavondide minoritdrio), o deslocamento quimico do carbono anomérico
(C-15") sugere a presenga de uma pentose sob a forma piranosidica. Assim como observado
para o flavonéide majoritdrio, a inversdo do sinal em 66,25 ppm no espectro de DEPT 135
(Espectro 36) indica a presenga de um metileno (CH;) na molécula de agtcar. Os sinais da

porgdo glicidica desse flavonéide sdo compativeis com os observados para a xilopiranose.
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Espectro 36: Espectro de DEPT 135 de MxF3 (75 MHz). Pardmetros: NS 4096, SWH
21186 Hz, REF TMS, TEMP 27°C.

A partir dos dados de RMN de *C e DEPT 135, além dos dados de RMN de 'H,
verifica-se que MxF3 corresponde a uma mistura de dois flavonéis de mesma aglicona e
sitio de substituigdo (MxF3A e MxF3B). Pode-se propor para MxF3A a estrutura da
quercetina 3-C-arabinofuranosideo e para MxF3B a estrutura da quercetina 3-C-
xilopiranosideo. Estas serdo confirmadas através dos espectros de RMN de *H e C

bidimensionais (COSY, HMQC e HMBC).

COSY *H -*H

A partir da andlise do COSY (correlagdo homonuclear 'H-'H) foi possivel identificar os
deslocamentos quimicos de todos os hidrogénios dos dois flavondides presentes em MxF3,

através do acoplamento seqiienciado dos hidrogénios (Espectro 37).
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Espectro 37: Espectro de RMN 2D - COSY 90 de MxF3 (300 MHz). Pardmetros: NS 8,
SWH 3004 Hz, TD 1024, REF TMS, TEMP 27°C.
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Espectro 38: Espectro de RMN 2D - COSY 90 de MxF3 (300 MHz). Expansdo da regido
entre 8,0 e 6,0 ppm. Pardmetros: NS 8, SWH 3004 Hz, TD 1024, REF TMS, TEMP 27°C.
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Na expansdo entre 6,00 e 8,00 ppm (Espectro 38), observou-se o acoplamento entre
H-6' e H-5'. Embora ndo tenha sido possivel visualizar o acoplamento de H-6' com H-2', as
informagdes fornecidas pelos espectros de RMN de 'H e °C, juntamente com o espectro de
COSY, evidenciam o padrdo 3',4'-diidroxilado para o anel B. Da mesma forma, observou-se a

correlagdo entre H-6 e H-8 corroborando o padrdo 5,7-diidroxilado para o anel A da

N ,ﬂ
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Espectro 39: Espectro de RMN 2D - COSY 90 de MxF3 (300 MHz). Expansdo da regido
entre 6,0 e 2,0 ppm. Pardmetros: NS 8, SWH 3004 Hz, TD 1024, REF TMS, TEMP 27°C.

Na expansdo da regido entre 6,0 e 2,0 ppm (Espectro 39) podem-se observar as
correlagdes seqlienciadas dos hidrogénios das moléculas de arbinose (MxF3A) e xilose
(MxF3B). Em relagdo a MxF3B, a resolugdo do espectro de COSY impossibilitou a

observagdo das correlagdes entre H-2p"—H-3p" e H-35"—>H-45".
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HMQC

O espectro de HMQC (Espectros 40,41 e 42), através da correlagdo direta
heteronuclear 'H-"*C entre os hidrogénios do aglcar e da aglicona aos seus respectivos
carbonos, permitiu corroborar os deslocamentos quimicos previamente estabelecidos pelos

espectros de RMN de *H e C e COSY.
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Espectro 40: Espectro de RMN 2D - HMQC de MxF3 (300 MHz; 75 MHz). Parametros:
NS 32, SWH 3004 Hz, TD 1024, REF TMS, TEMP 27°C.
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Espectro 41: Espectro de RMN 2D - HMQC de MxF3 (300 MHz; 75 MHz). Expansdo da
regido entre 8,0 e 5,0 ppm. Pardmetros: NS 32, SWH 3004 Hz, TD 1024, REF TMS, TEMP
27°C.

As correlagdes evidenciadas no espectro de HMQC foram fundamentais para a

atribuigdo dos deslocamentos quimicos de todos os hidrogénios da molécula de aglicar do

flavonéide MxF3B (Espectro 42).
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Espectro 42: Espectro de RMN 2D - HMQC de MxF3 (300 MHz; 75 MHz). Expansdo da
regido entre 4,6 e 2,7 ppm. Pardmetros: NS 32, SWH 3004 Hz, TD 1024, REF TMS, TEMP
27°C.

HMBC

O espectro de HMBC (Espectro 43) mostrou as correlagdes a longa disténcia > Jy ¢
para os hidrogénios da aglicona e da molécula de arabinose do flavonéide MxF3A. Em
relagdo a MxF3B, as correlagdes a longa distancia ndo puderam ser determinadas sem

ambigliidade devido a menor proporgdo desse flavondide em MxF3.
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Espectro 43: Espectro de RMN 2D - HMBC de MxF3 (300 MHz; 75 MHz). Pardmetros:

NS 96, SWH 4807 Hz, TD 2048, REF TMS, TEMP 27°C.

Para o anel A da aglicona (Espectro 44) observam-se correlagdes 3J de H-8 (6,38

ppm) com C-6 (99,3 ppm) e C-10 (104,2 ppm), assim como correlagdes entre H-6 (6,18 ppm)

e 0s carbonos 8 (94,1 ppm) e 10 (104,2 ppm). Foram detectadas também correlagdes 2Jyc

entre H-8 e C-9 (156,8 ppm) e H-6 e C-5 (161,6 ppm).

O padrdo 3'4'-dissubstituido do anel B pode ser corroborado ao observarmos, no

espectro de HMBC, apenas correlagdes a longa distdncia para os hidrogénios 2', 5' e 6'. Para

H-6' (7,56 ppm) observam-se correlagdes com C-5' (115,9 ppm) e C-4' (149,0 ppm), enquanto

H-5' (6,84 ppm) correlaciona-se com C-3' (145,6 ppm) e C-6' (121,4 ppm). Sdo observadas

ainda correlagdes de H-2' (7,47 ppm) com os carbonos 1' (122,2 ppm) e 4’ (149,0 ppm), além

de sua correlagdo com o C-2 (157,3 ppm) do anel C.
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Espectro 45: Espectro de RMN 2D - HMBC de MxF3 (300 MHz; 75 MHz). Expansdo da
regido entre 5,0 e 2,5 ppm. Pardmetros: NS 96, SWH 4807 Hz, TD 2048, REF TMS, TEMP
27°C.

Para a molécula de arabinose (MxF3A) (Espectro 44 e 45), sdo observadas
correlagdes 2Jy. de H-2" e H-4" com C-3". A correlagdo *Jy ¢ entre H-1" e C-4" corrobora
com a proposta da forma furanosidica para a molécula de arabinose. Apesar dos dados do
espectro de HMBC ndo permitirem a confirmagdo da posi¢do de glicosilagdo, os dados
obtidos no espectro de RMN de *H e B¢, em comparagdo com dados da literatura, sdo

suficientes para confirmar, sem ambigiiidade, a O-glicosilagdo na posigdo 3 do anel C.

Proposta Estrutural

Apds comparagdo com os dados da literatura (MARKHAM & CHARI, 1982) confirma-
se para MxF3A a estrutura do flavonol quercetina-3- O-p-arabinofuranosideo (Figura 26),
também conhecida como avicularina. Os dados de RMN 'H e *C para a molécula estdo

listados na Tabela 7 e corroboram a estrutura proposta.

OH

g or J

Figura 26: Estrutura de MxF3A.

Esta substdncia foi descrita pela primeira vez em 1940, a partir de Polygonum
aviculare (KHADEM & MOHAMMED, 1958). Em 2002 foi relatada a presenga deste
flavonol em Mimosa pudica (Mimosaceae) (LOBSTEIN et a/, 2002).
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Este flavondide é bastante comum, sendo a ele atribuidas atividades bioldgicas como

antioxidante, hepatoprotetora (AN et a/, 2005) e inibidor das enzimas aldose redutase

(SHIMIZU et al, 1984) e dcido graxo sintase (WANG et al., 2006).

Tabela 7: Dados de RMN de *H (300 MHz) e 3C (75 MHz) de MxF3A (DMSO-d.)

3¢ (ppm) o4 (ppm); m: J (Hz) Correlagdoes HMBC
Aglicona: quercetina
2 157.3
3 133.8
4 1781
5 1616 OH; 12,63; s
6 99,3 6,18; s H-6—C-5, 8, 10
7 165,2
8 94,1 6,38; s H-8—C-6, 9, 10
9 156,8
10 104,2
I 122,2
2 116,0 747.d:20 H-2'-»C-2,1, 4
3 145,6
4 1490
5’ 115,9 6,84; d; 8,38 H-5'-C-3', 6'
6' 1214 756;dd; 20e 8,38 H-6'->C-4', 5'
Aglcar: 3-O-arabinofuranose
1" 108,3 557 s H-1"—C-4"
2" 82,6 4,15;d H-2"—C-3"
3" 774 3,70
4" 86,3 3,55 H-4"—C-3"
5" 61,1 3,38
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Em relagdo & MxF3B, os dados obtidos através dos espectros de RMN de *H e *C em
comparagdo com os dados da literatura permitem propor para esse flavondide minoritdrio a
estrutura da quercetina-3-O-p-xilopiranosideo (Figura 27), também conhecido como
reinoutrina (DICK et a/, 1987; LU & FOO, 1997). Os dados de RMN 'H e *C para a molécula

estdo listados na Tabela 8 e corroboram a estrutura proposta.

Figura 27: Estrutura de MxF3B.

Esta substancia foi descrita pela primeira vez em 1956, sendo encontrada em frutas
como magds, péras e uvas (DICK et al, 1987; NACZK & SHAHIDI, 2006). Sdo poucos os
estudos relacionados a esse flavondide, sendo a ele atribuida apenas a atividade
antioxidante (YAN et a/, 2002; KIM et al., 2004). Este constitui o primeiro relato de

quercetina-3-O-xilopiranosideo na familia Mimosaceae.
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Tabela 8: Dados de RMN de *H (300 MHz) e 3¢ (75 MHz) de MxF3B (DMSO-d)

3¢ (ppm) o4 (ppm); m: J (Hz) Correlagdoes HMBC
Aglicona: quercetina
2 157.3
3 133.8
4 1781
5 1616 OH; 12,63; s
6 99,3 6,18; s H-6—C-5, 8, 10
7 165,2
8 94,1 6,38; s H-8—C-6, 9, 10
9 156,8
10 104,2
1 122,2
2 116 ,0 747.d;20 H-2'-C-2,1, 4
3 145,6
4 149,0
5 115,9 6,84; d; 8,38 H-5'-C-3', 6'
6’ 1214 7.56;dd; 20e 8,38 H-6'-C-4',5'
Aglcar: 3-O-xilopiranose
1" 101,98 5,33;d; 7,21
2" 73,82 3,30
3" 76,26 3,20
4" 69,61 3,40
5" 66,25 37e30
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As lesdes herpéticas tém sido documentadas desde os tempos antigos, na Grécia,
por Hipocrates (460/377 a.C.), e em Roma, por Herddoto (484/425 a.C.), historiador que
descreveu a doenga como causadora de pequenas vesiculas ha boca, ulceragdes nos ldbios e
febre (M\IRANDA, 2002).

A familia Herpesviridae, a que pertencem os virus herpes, pode ser dividida em trés
subfamilias principais, Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae, as
quais diferem entre si pelo tipo de célula em que a laténcia se estabelece e pela extensdo
de seu ciclo replicativo produtivo (EFSTATHIOU et a/, 2005).

Os virus pertencentes a subfamilia alfa compartilham a mesma estrutura viral,
organizagdo e estratégias de expressdo do genoma, e um ciclo baseado em uma infecgdo
latente e duradoura no sistema nervoso periférico (TOMISHIMA et al/, 2001). Possuem o
maior nimero de hospedeiros e tendem a se replicar rapidamente, produzindo particulas
virais e efeito citopdtico em questdo de horas. Entre outros, compreendem os virus Herpes
simplex dos tipos 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2), Herpes Bovino tipo 1 (BHV-1) e Herpes Suino tipo
1 (SHV-1), sendo os dois primeiros pertencentes ao género Simplexvirus, e os Ultimos ao
género Varicellovirus POMERANZ et al., 2005).

Os HSV-1 e HSV-2 compreendem os patdgenos mais amplamente distribuidos entre
os herpesvirus humanos, sendo que o HSV-1 é adquirido cedo na vida e resulta, na maioria
das vezes, em infecgbes orais, enquanto o HSV-2 é adquirido sexualmente e resulta em
infecgdes genitais (EFSTATHIOU et a/, 2005). O BHV-1 e o SHV-1 sdo membros
economicamente importantes da familia dos herpesvirus (BUSH & PRITCHETT, 1985),
estando associados ds infecgdes respiratorias (BHV-1 e SHV-1), genitais (BHV-1) e do
sistema nervoso central (SHV-1) em suinos e ruminantes (GERDTS et a/, 2000).

A infecgdo pelos virus herpes possui uma ampla distribuicdo mundial. Estima-se que
aproximadamente 80% da populagdo mundial apresentem anticorpos séricos anti-HSV (tipo
1 ou 2), sendo que este nimero aumenta para 95% em pacientes HIV-positivos (BROWN et
al, 2002). O BHV-1 e o SHV-1 estdo presentes de forma enzoética no Brasil hd vdrios anos,
com evidéncias soroldgicas da infecgdo em, virtualmente, todos os locais onde foram

pesquisados (ROEHE et al/,, 1997).
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Os herpesvirus sdo virus de DNA com simetria clbica (icosaédrica), dotado de
envelope e com didmetro entre 150 a 200 nm (NETO et al/., 1991).

A particula infecciosa consiste em quatro componentes (Figura 28): (1) um core
contendo o DNA linear de fita dupla, protegido por um cerne em forma de tora; (2) um
capsideo icosaédrico (6ARNER, 2003); (3) um tegumento, onde se encontram inseridas
duas proteinas importantes: a-TIF (a-Trans Inducing Factor), responsdvel por acionar a
cascata de replicagdo viral, e a VHS (Virion Host Shut-Off), responsdvel pelo bloqueio da
sintese de macromoléculas da célula hospedeira (MIRANDA, 2002) e; (4) um envelope

contendo glicoproteinas susceptiveis ao sistema imune hospedeiro (6ARNER, 2003).
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Figura 28: Modelo esquemdtico da particula de HSV (adaptado de pathmicro.med.sc.edu).

PROPRIEDADES BIOLOGICAS

Segundo WHITLEY et a/ (2001), as propriedades bioldgicas dos herpesvirus que
controlam o curso de suas infecgdes sdo: (1) neuroinvasividade (capacidade de invadir o
cérebro); (2) neurotoxicidade (capacidade de multiplicar e destruir o cérebro) e; (3)
laténcia (capacidade de permanecer na forma ndo-replicativa nos neurdnios dos ganglios da
raiz dorsal e do sistema nervoso auténomo).

Em humanos, associada a essas propriedades encontra-se o fato do HSV aumentar o
risco de infecgdo por HIV, estimulando a replicagdo desse virus apés infecgdo (SACKS et
al, 2004), com conseqiiente aumento da liberagcdo de particulas virais no plasma,

favorecendo a progressdo para AIDS (MIRANDA, 2002).
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Em termos gerais, a replicagdo dos virus herpes pode ser resumida has seguintes
etapas (Figura 29): (1) adsorgdo ds células hospedeiras suscetiveis e penetragdo nessas
células através da fusdo direta do envelope viral com a membrana citoplasmdtica; (2)
liberagdo do nucleocapsideo e proteinas virais nho citoplasma da célula e migragdo para o
nicleo; (3) desnudamento do dcido nucléico viral; (4) circularizagdo do DNA viral, com
conseqiiente sintese de proteinas reguladoras precoces, proteinas funcionais (por exemplo,
polimerases de dcidos nucléicos) e proteinas estruturais; (5) replicagdo do genoma viral
pela DNA polimerase viral; (6) montagem do capsideo viral e maturagdo das particulas
virais, com aquisi¢do das proteinas do tegumento e do envelope com as glicoproteinas; e (7)

liberagdo da célula por exocitose (MIRANDA, 2002; POMERANZ et a/, 2005).
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Figura 29: Esquema das etapas de replicagdo Viral (adaptado de POMERANZ et al., 2005)
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PATOGENESE

Entrada e Disseminagdo

A principal porta de entrada para HSV-1 e HSV-2 é a presenca de abrasdes nas
camadas de células epiteliais das mucosas oral ou genital. As células epiteliais infectadas
servem como fonte original de particulas virais e correspondem ao sitio primdrio de
replicagdo e amplificagdo do indculo viral (6ARNER, 2003). A transmissdo do HSV-1 dd-se
por contato direto com as lesdes ou através de secregdes orofaringeas - havendo
geralmente necessidade de contato intimo, enquanto a do HSV-2 pode ocorrer durante
relagdes sexuais ou verticalmente, da mde para o recém-nascido (no momento do parto) ou
para o feto (transplacentariamente) (NETO et a/, 1991).

A infecgdo natural por SHV-1 e BHV-1 normalmente ocorre pela via oronasofaringea,
sendo este Ultimo também adquirido via trato genital (NAUWYNCK et al, 2007;
MUYLKENS et al, 2007). As mucosas do trato respiratorio superior e genital
correspondem ao sitio primdrio de infecgdo e replicagdo, entretanto, o SHV-1, apés
replicagdo primdria nas células do trato respiratério superior, dissemina-se através dos
nervos cranianos até o sistema hervoso central e através do sistema linfdtico e sanguineo
até outros drgdos internos, sendo os 6rgdos reprodutivos os principais alvos. A replicagdo
viral nesses sitios é responsdvel por causar desordens respiratérias, hervosas e
reprodutivas em suinos (NAUWYNCK et a/,, 2007).

Para esses virus de importdncia veterindria, em caso de infecgdo no trato
respiratorio, o contato direto focinho-focinho é a forma preferencial de transmissdo,
entretanto a transmissdo por aerossol também pode ocorrer. A infecgdo genital requer
contato direto no acasalamento, podendo também ser transmitida através de sémen
contaminado (MUYLKENS et al/,, 2007).

Uma vez no interior da célula alvo, os virus ddo inicio ao ciclo de replicagdo litica, que
corresponde a uma expressdo seqiiencial dos genes virais que podem levar tanto a produgdo
de nova progénie viral ou a morte celular (GARNER, 2003). A morte celular pode ser

resultante de processos de necrose ou apoptose durante a replicagdo viral (MUYLKENS et



al, 2007). As novas particulas virais liberadas penetram pelas terminagdes nervosas que
inervam os epitélios infectados e sdo transportados pelos axonios, em um sentido
retrégrado ao estimulo nervoso, para os corpos celulares dos neurdnios dos ganglios
sensoriais, onde o virus é replicado, causando infecgdo no SNC, ou assumir o estado de

laténcia (GARNER, 2003; TOMISHIMA et a/, 2001).

Laténcia e Reativagdo

O sucesso dos virus herpes enquanto patdgenos e a chave para sua manutengdo
estdo ha sua capacidade de estabelecer laténcia duradoura dentro do hospedeiro infectado
(EFSTATHIOU et a/, 2005). A reativagdo do virus latente pode ocorrer apds exposigdo a
estimulos predisponentes estressantes que diminuem sua resisténcia imunoldgica
(BARBOSA et al, 2005). Uma vez reativados, os virus iniciam novo ciclo replicativo
culminando com a transmissdo para individuos ndo infectados sem, necessariamente

apresentar sintomas clinicos (MUYLKENS et a/,, 2007).

Sdo fatores responsdveis pela reativagdo do HSV latente: (1) estimulos fisicos como
dano tecidual periférico e irradiagdo pela luz UV; (2) estimulagdo sistémica; (3) estresse
emocional ou fisico; (4) desequilibrio hormonal; (5) menstruagdo; (6) hipertermia
transitéria e; (7) fdrmacos que estimulam a sintese de prostaglandinas (GONGCALVES,
1999).

No caso dos animais, constituem fatores estressantes: (1) aparecimento de doengas
concomitantes; (2) transporte veicular; (3) aclimatagdo a um novo ambiente; (4) nascimento
de crias e (B) tratamento com imunossupressores, por exemplo, corticosteréides

(POMERANZ et al., 2005).

MANIFESTACOES CLINICAS
A infecgdo por HSV pode se apresentar de formas diferentes, possuindo graus de
gravidade que variam desde infecgdes subclinicas até aquelas que induzem a incapacidade

permanente ou morte (JONES & ISAAC, 2004). A Tabela 9 resume as manifestagées
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clinicas mais comuns que ocorrem nas infecgdes causadas por HSV-1 e HSV-2.

Tabela 9: Principais caracteristicas fisiopatoldgicas e clinicas das infecgdes por HSV

(NETO et al, 1991; MIRANDA, 2002)

Infecgdes Formas Clinicas Manifestagdes Clinicas e Sintomas
Orofaringe  Gengivoestomatite
(P)** Assintomdtica ou febre, Ulceras na garganta, lesdes
vesiculares e ulcerativas, edema, linfadenopatia
Herpes labial localizada, anorexia e/ou dor.
(R)**
Genital Herpes genital ~ Mdculas, pdpulas, vesiculas, plistulas e crosta. Febre,
(P, R)** disdria, linfadenopatia inguinal e mal-estar.
Ocular Ceratoconjuntivite Adenopatia pré-auricular, fotofobia, lacrimejamento,
(P,R)** edema e lesées dendriticas da cérnea.
Cutaneas Eczema herpético Dor, queimagdo, coceira, formigamento, erupgdo de
(P R)** vesiculas, pdstula e crosta.
*SNC Encefalite Encefalite focal, febre, alteragdes de consciéncia,
(P R)** comportamento bizarro, desordem mental e alteragdes
neuroldgicas.

Neonatal Irritabilidade, perturbagdo  mental, tremores,
anorexia, instabilidade de temperatura, elevagdo das
fontanelas, distirbios piramidais, faléncia respiratéria,

Herpes neonatal  hepatite, sangramento, choque, vesiculas,
(P)** ceratoconjuntivite, coriorrinite, microoftalmia e
displasia da retina.
Disseminada Herpes Invasdo progressiva do trato respiratério superior,
Disseminada esofago e trato gastrintestinal, lesées extensas nos
(P.R)** orgdos genitais internos, perineo e reto.

*Sistema Nervoso Central

**Infecgdo Primdria (P) ou Recorrente (R)
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O SHV-1, também conhecido como virus da Pseudoraiva, é o agente etioldgico da
Doenga de Aujeszky, uma séria enfermidade que acomete animais domésticos e silvestres,
podendo causar grandes perdas em criagdes de suinos, devido d alta mortalidade de leitées
de até trés semanas de idade, a perda de peso em animais adultos, e ainda a alta taxa de
abortamentos e a mortalidade perinatal (CUNHA et a/, 2003; GERDTS et a/,, 2000). Nos
suinos adultos predominam os sintomas respiratorios e conseqiiente perda de peso, com
casos mais raros de anormalidades do SNC, que variam desde tremores musculares leves
até violentas convulsdes (POMERANZ et al., 2005).

A gravidade da doenga causada pelo BHV-1 ¢ influenciada por fatores como: grau de
viruléncia da cepa viral, resisténcia e imunidade do hospedeiro, idade e potencial infecgdo
bacteriana concomitante (MUYLKENS et a/, 2007). Constituem manifestagdes clinicas da
infecgdo por BHV-1: conjuntivite, pneumonia, desordens genitais, abortos e infecgdes no
trato respiratorio superior. Este virus é capaz de induzir a imunossupressdo, predispondo
as infecgbes bacterianas secunddrias (Pasteurella haemolytica, Pasteurella multocida e

Haemophilus somnus) e conseqliente pneumonia (JONES, 2003).

IMPORTANCIA E INCIDENCIA

O BHV-1 tem distribuigdo mundial, apresentando-se mais comumente em rebanhos
confinados e em grandes fazendas de criagdo (BARBOSA et al, 2005). Pesquisas
soroldgicas no rebanho bovino da Austrdlia e Nova Guiné mostraram que 74% dos rebanhos
e 30% dos bovinos transportam ftitulos significativos de anticorpos contra esse virus.
Normalmente a infecgdo ndo costuma ser fatal, e as mortes, em grande parte, devem-se
aos abortos e a redugdo da condigdo corporal e produgdo de leite. Nos rebanhos leiteiros,
0s prejuizos podem situar-se entre 25 e 50 délares por cabega (CAVALCANTE, 2000).

A infecgdo pelo virus causador da Doenga de Aujeszky ocorre em quase todos os
paises do mundo com expressdo ha suinocultura (POMERANZ et a/., 2005), caracterizando-
se por sinfomas nervosos e respiratérios, por um alto indice de mortalidade entre leitdes

ndo imunes e por graves transtornos reprodutivos em porcas prenhes. As perdas



econdmicas derivadas da infecgdo por este virus decorrem do elevado indice de
mortalidade e morbidade entre leitdes, queda de produtividade das matrizes e redugdo no
desenvolvimento dos animais em crescimento e terminagdo (JUNQUEIRA, 2003).

Atualmente, a infecgdo por HSV constitui um grande problema de salde publica,
confirmado pela epidemia de herpes genital e pelo aumento da aquisigdo do HIV em
associagdo com o HSV (LIESEGANG, 2001). O HSV-1 infecta 60-80% da populagdo
mundial, enquanto a prevaléncia do HSV-2 em adultos pode variar de 7 a 80% dependendo
do pais e das prdticas sexuais e contraceptivas (CUNNINGHAM et a/, 2006), sendo que a
soroprevaléncia mundial é de 22% (COREY & HANDSFIELD, 2000).

O HSV-2 ¢ a causa de uma das doengas sexualmente transmissiveis (DST) mais
comuns de todo o mundo, o herpes genital (¢ uma das trés DSTs mais prevalentes nos
Estados Unidos), que ocasionalmente pode levar ao herpes neonatal, resultando em severa
morbidade e morte (CUNNINHAM et a/, 2006; COREY & HANDSFIELD, 2000). O HSV-1
¢ responsdvel pelo herpes ocular, a maior causa de cegueira no mundo ocidental, e pela
encefalite esporddica, resultando em severa morbidade e mortalidade. O HSV-1 tem sido
encontrado, em um ndmero crescente de casos, como agente etioldgico do herpes genital,
particularmente em adolescentes (CUNNINGHAM et al., 2006).

Estudos indicam que a infecgdo prevalente pelo HSV-2 constitui um fator de risco
significativo para aquisigdo do HIV, tanto em homens quanto em mulheres, aumentando em
trés vezes a chance de adquirir o HIV (FREEMAN et a/, 2006). Da mesma forma,
individuos imunocomprometidos, como os portadores do HIV, constituem um grupo de risco
nas infecgbes por HSV. Nesses pacientes, a infecgdo litica ou persistente pelo HSV
estimula a replicagdo do HIV, com conseqliente aumento da liberagdo de particulas virais no
plasma, favorecendo a progressdo para AIDS (SACKS et al, 2004). Além disso, a
imunossupressdo promovida pelo HIV estimula a replicagdo do HSV nas células epiteliais,
promovendo lesdes herpéticas mais invasivas e dolorosas, contribuindo ainda para a

disseminagdo das particulas virais em outros érgdos (WIRANDA, 2002).



VIRUS HERPES EM CERVIDEOS

A primeira evidéncia de infecgdo herpética em cervideos, observada ha década de
oitenta, foi puramente soroldgica, identificada através da neutralizagdo cruzada com BHV-
1. Atualmente, ndo se sabe ao certo se os cervideos estejam infectados com BHV-1 ou
outro virus a ele relacionado, entretanto ja foram relatados o isolamento de alfa-
herpesvirus (todos relacionados ao BHV-1) exclusivos de cervideos, como o herpesvirus
cervideo tipo 1 (CerHV-1), herpesvirus rangiferina (RanHV) e elk herpesvirus (EIkHV)
(DEREGT et al; 2005; THIRY et al., 2006).

O CerHV-1 foi isolado de secregdes ocular e nasal de um cervo vermelho escocés
(Cervus elaphus elaphus) com lesGes oculares. Este virus é responsdvel por causar
conjuntivite e lesdes nasais em filhotes de cervos vermelhos estressados. RanHV, um
isolado genital, também conhecido como herpesvirus cervideo tipo 2, foi isolado de
secregdo vaginal do cervideo Rangifer tarandus apds injegdo de corticosterdides, utilizadas
para reativagdo do virus latente. EIkHV, outro isolado genital, foi obtido a partir do sémen
de um alce macho do Canadad. Este dltimo, assim como o RanHV, é responsdvel por causar
infecgbes genitais subclinicas em suas espécies hospedeiras (DEREGT et a/; 2005; THIRY
et al, 2006).

TRATAMENTO DAS INFECCOES HERPETICAS
Como os virus compartilham muitos dos processos metabdlicos da célula hospedeira,
¢ dificil encontrar fdrmacos que sejam seletivos para o patégeno. Todavia, existem algumas

enzimas que sdo especificas do virus e que podem constituir alvos potenciais para os

fdrmacos (RANG et al., 2004).

BHV-1 e SHV-1
Em relagdo a esses virus, ndo existe tratamento especifico. Apés um surto, pouco
pode ser feito para alterar o curso da doenga no rebanho. Quando ndo for decidido pela

eliminagdo total do plantel, recomenda-se administrar antibiéticos para evitar infecgoes



secunddrias. Entretanto podem-se tomar medidas profildticas: (1) vacinagdo; (2) eliminagdo
do animal infectado; (3) sacrificio de todos os animais da granja e desinfecgdo rigorosa.
Constituem desvantagens da vacinagdo: (1) necessidade de conviver com o virus; (2)
impossibilidade de introduzir animais sadios sem vacinagdo; (3) necessidade de vacinagdo
nas granjas vizinhas e (4) adoecimento de bezerros e aborto em fémeas gestantes, no caso

do BHV-1 (CAVALCANTE, 2000: JONES, 2003; JUNQUEIRA, 2003).

HSV-1 e HSV-2

Para o tratamento de infecgbes causadas pelos virus Herpes simplex dos tipos 1 e 2,
encontram-se disponiveis alguns fdrmacos antivirais, cujos mecanismos de agdo estdo
associados a inibigdo da DNA polimerase viral ou da adsorgdo do virus a célula hospedeira
(RANG et al, 2004).

Dentre os fdrmacos anti-herpesvirus, o mais utilizado € o aciclovir. Este representa
o protdtipo de um grupo de agentes antivirais que sofrem fosforilagdo intracelular por uma
cinase viral (timidinocinase), transformando-se em inibidores da sintese do DNA viral. Uma
limitagdo do aciclovir estd relacionada ao desenvolvimento de resisténcia, que tem sido
associada a um de trés mecanismos: auséncia ou produgdo parcial de timidinocinase viral,
alteragdo da especificidade de substrato da timidinocinase ou alteragdo da DNA
polimerase viral (HAYDEN, 2003).

A seguir, encontram-se representados os agentes anti-herpesvirus disponiveis no

mercado (Figura 30):



CAPITULO IT

Introdugdo
Inibidores da Penetragdo do Virus na Célula
HO
Docosanol
Inibidores da sintese de DNA viral
0 0
N N
NH \j NH \\l
H2 N N\CH20CH2CH20H H2 N \CHZCHZCH(CHZOH)CHZOH (NaO),PCOONa
Aciclovir Penciclovir Foscarnet Sédico
NH, 0
I
N/’l \\H:H:I:
O O)\N o N
N LI/OH HO
NH \\l O "o 0
Hzm)\\ N
N N\CH20CH(CH20H)CH20H HO How wm™
Ganciclovir Cidofovir Vidarabina Idoxuridina

Figura 30: Agentes anti-herpesvirus em uso clinico aprovados pelo FDA (Food & Drug

Administration)

PROBLEMATICA DA TERAPIA ANTIVIRAL

A eficdcia da terapia antiviral encontra algumas implicagdes praticas, tais como:

- Interferéncia no metabolismo da célula normal hospedeira (HAYDEN et a/, 2003);

J Mutagdo viral para escapar das agdes dos fdrmacos e da defesa imunoldgica, o que
leva a resisténcia aos agentes antivirais (KHAN et a/, 2005);

J Com a resisténcia, acaba-se alterando a posologia, utilizando-se equivocadamente
doses cada vez mais altas, potencializando as reagdes adversas graves no

hospedeiro (KHAN et a/, 2005);
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Os agentes antivirais inibem apenas a replicagdo ativa, de modo que a replicagdo do
virus pode recomegar apés a interrupgdo do farmaco (HAYDEN et a/, 2003);
Nenhum agente antiviral elimina o virus latente ou que ndo se encontra em fase de

replicagdo (HAYDEN et a/, 2003).

Estas implicagdes fazem com que novos agentes antivirais, com diferentes

mecanismos de agdo, sejam extremamente necessdrios.

PLANTAS MEDICINAIS NA BUSCA POR NOVOS AGENTES ANTIVIRAIS

O uso de produtos naturais com propriedades terapéuticas é tdo antigo quanto a
civilizagdo humana e, por muito tempo, produtos de origem mineral, animal e vegetal foram
as principais fontes de farmacos (RATES, 2001). Ainda hoje, nas regides mais pobres do
pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas
em feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais residenciais (MACIEL et
al., 2002).

Na luta pela sobrevivéncia, as plantas desenvolveram mecanismos de protegdo
através da defesa quimica. Estas substdncias ou metabdlitos secunddrios, embora ndo
essenciais para o organismo produtor, garantem vantagens para sua sobrevivéncia e para a
perpetuagdo da espécie (McRAE et al/, 2007). Sdo fungdes atribuidas a esses compostos:
defesa contra herbivoria, defesa contra microorganismos (bactérias, fungos e virus),
defesa contra outras plantas competindo por nutrientes, luz e protegdo contra danos
causados pela luz UV (ACAMOVIC & BROOKER, 2005).

As diversas classes quimicas de metabdlitos secunddrios incluem terpenos, taninos,
alcaldides, saponinas, flavondides e polissacarideos (Dos SANTOS, 2003). Tendo em vista a
diversidade estrutural dessas substancias, estes sdo capazes de interagir com diferentes
alvos celulares e moleculares, incluindo enzimas, receptores hormonais, receptores para
neurotransmissores e transportadores de membrana, produzindo entdo seu efeito
terapéutico (ACAMOVIC & BROOKER, 2005).

Os produtos naturais derivados de plantas representam aproximadamente 25% do



ndmero total de fdrmacos em uso clinico, incluindo cldssicos como atropina, codeing,
digoxina, morfina e quinina (PHILLIPSON, 2007). No inicio do século XX, antes do advento
da "Era Sintética", 80% de todos os remédios eram obtidos de raizes, troncos e folhas
(McCHESNEY et al, 2007). Entre 1981 e 2002, 60 e 75% dos fdrmacos contra o cdncer e
doengas infecciosas, respectivamente, foram obtidos a partir de fontes naturais (LAM,
2007). De fato, mais de 90% das classes terapéuticas disponiveis ho mercado sdo produtos
naturais ou seus derivados sintéticos e, curiosamente, ainda hoje, aproximadamente dois
tergos da populagdo mundial recorre ds plantas medicinais como primeiro tratamento
(McCHESNEY et al, 2007).

Tendo em vista a problemdtica da terapia antiviral atualmente disponivel,
principalmente no que concerne ao desenvolvimento de resisténcia, a busca por produtos
naturais que apresentem atividade antiviral € um dos métodos alternativos e as pesquisas
nesta drea vém crescendo nas Ultimas décadas.

Em 2005, nos Estados Unidos, um dos quatro fdarmacos em fase final de estudos
clinicos era uma substdncia de origem natural com atividade antiviral. A Calanolida A, uma
dipiranocumariana isolada de Calaphy/lum lanigerium var austrocoriaceum (Whitmore) P. F.
Stevens (Clusiaceae), uma drvore da floresta tropical da Maldsia, é um farmaco anti-HIV,
com um mecanismo de agdo Unico. Possui especificidade para a transcriptase reversa do

HIV-1, sendo efetivo contra cepas resistentes ao AZT (BALUNAS & KINGHORN, 2005).

Calanolida A

Estrutura da dipiranocumarina com atividade antiviral
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Outros metabolitos secunddrios também sdo capazes de interferir em diversas

etapas do ciclo de replicagdo viral, como pode ser observado na Tabela 10.

Tabela 10: Alvos terapéuticos virais e/ou mecanismo de agdo de metabdlitos de origem

vegetal (Adaptado de JASSIM & NAJT, 2003)

Classe de substdncia

Alvo terapéutico/ Mecanismo de agdo

Furanocumarinas e furanocromonas

Alcaléides

Policetideos
Polissacarideos
Tiofenos

Flavonéides

Terpenos
Lignanas

Proteinas e peptideos

Interagdo com DNA e RNA na presenga de luz UVA
Interagdo com DNA, polinucleotideos e proteinas
virais

Interagdo com a membrana viral

Tnibigdo da adsorgdo viral

Interagdo com membrana viral

Inibicdo da adsorcdo e sintese de dcidos nhucléicos
virais

Tnibigdo da sintese de DNA viral

Inibigdo da replicagdo de virus de DNA e RNA
Interagdo com a fungdo ribossomal da célula
hospedeira, inibigdo da sintese de proteinas virais e

da transcriptase reversa do HIV

JUSTIFICATIVA DO BINOMIO M. xanthocentra - ATIVIDADE ANTIVIRAL

A escolha do estudo das propriedades antivirais de Mimosa xanthocentra - uma

espécie para a qual ndo existem relatos sobre a composigdo quimica e atividades bioldgicas

- pode ser atribuida a trés fatores:

Ll Apesar de ndo apresentar um uso popular no fratamento de doengas, esta planta

pertence a um género reconhecidamente medicinal, havendo relatos da utilizagdo
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de outras espécies de Mimosa no tratamento de infecgdes;

Substédncias pertencentes a classes quimicas reconhecidamente antivirais, como
saponinas, alcaléides, terpenos, flavondides e polissacarideos, ja foram
identificadas em espécies do género Mimosa;

Esta planta é componente da dieta de cervideos no Pantanal. Estudos indicam que
a escolha dos alimentos por animais como insetos, pdssaros e primatas estd
associada d sua salide e bem-estar, sugerindo que os metabdlitos secunddrios
auxiliem esses animais ho combate e tratamento de doencas (KRIEF et al/,
2005). Adicionalmente, em pesquisa realizada por UHART et a/. (2003) visando
avaliar o estado de salde dos veados-campeiros na Reserva Campos Del Tuyd
Wildlife, Argentina, verificou-se que todos os animais examinados apresentaram
boas condigbes fisicas, quando comparados aos ruminantes domésticos (gado
bovino), o que poderia ser atribuido as plantas consumidas pelos primeiros, cujo
uso continuo poderia estar atuando na prevengdo ou cura das doengas adquiridas

por esses animais.

Desta forma, este estudo visa a identificagdo de substdncias potencialmente
terapéuticas em M. xanthocentra e a avaliagdo dos potenciais efeitos benéficos que
poderiam surgir da ingestdo desta espécie vegetal pelos cervideos, tendo como enfoque
viroses de importancia humana e veterindria.

Os ensaios antivirais para HSV-1 e HSV-2 foram realizados por mim, sob orientagdo
direta da Profa. Maria Teresa V. Romanos (LEDAC, IMPPG/UFRJ), enquanto que os
experimentos com SHV-1 e BHV-1 foram realizados pela equipe da Dra Isabela Cristina

Simoni (Instituto Bioldgico, SP).
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PREPARACAO E FRACIONAMENTO DO EXTRATO AQUOSO

Materiais e Métodos

A preparagdo do extrato aquoso de M. xanthocentra, assim como seu fracionamento

inicial através da partigdo com solventes orgdnicos, segue o protocolo detalhadamente

descrito na segdo Materiais e Métodos, Capitulo I.

No Esquema 12 encontra-se resumido o processo de preparagdo e fracionamento do

extrato aquoso de M. xanthocentra, com os rendimentos (em porcentagem de massa) de

cada fragdo em relagdo ao extrato. As fragdes marcadas em verde foram triadas quanto a

atividade anti-HSV.

Partes aéreas secas e moidas de M. xanthocentra

¢ Decocgdo 10% p/v

Extrato aquoso (MxEA)

| H.o

MxIn
21 %

MxSol

| Acetato de Etila

MxAc
3%

Fragdo Aquosa

| Butanol

I I
MxBu MxAq
13 % 58 %

Esquema 12: Resumo esquemdtico do processo de preparagdo e fracionamento do extrato

aquoso de M. xanthocentra.

-137-



FRACIONAMENTO BIOMONITORADO

Apés triagem inicial, as fragdes mais ativas frente aos virus herpes foram
submetidas a um processo de fracionamento bioguiado com o auxilio de técnicas de
precipitagdo com etanol e cromatografia em coluna. Todos os processos foram monitorados

por cromatografia em camada delgada (CCD).

Precipitagdo com etanol

A precipitagdo com etanol foi realizada visando a separagdo dos macrometabdlitos,
como os polissacarideos e proteinas, dos micrometabdlitos (monossacarideos,
dissacarideos, dcidos fendlicos, aminodcidos, entre outros). O etanol adicionado em meio
aquoso, ha proporgdo de 1:1, compete com as moléculas em solugdo pela interagdo com a
dgua. A maior proporgdo de etanol e a maior facilidade de acesso a essa molécula fazem
com que a dgua se ligue preferencialmente ao etanol provocando a precipitagdo das
macromoléculas. As micromoléculas permanecem sollveis, pois sdo facialmente solvatadas
pelo etanol (CUT et al, 2007).

Apés a precipitagdo, sobrenadante e precipitado foram separados por centrifugagdo
(3000 rpm; 20 min). O precipitado, retomado em dgua, e o sobrenadante, apds evaporagdo

do etanol, foram liofilizados e quantificados.

Cromatografia em coluna
Como métodos cromatogrdficos foram realizadas a cromatografia de adsorgdo em
fase reversa e exclusdo molecular, segundo métodos descritos na segdo Materiais e

Métodos, Capitulo I.

Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A detecgdo de substdncias fendlicas em CCD segue os mesmos procedimentos
descritos na se¢do Materiais e Métodos, Capitulo I.

Para detecgdo dos carboidratos em CCD utilizou-se silica 60 Fyss em Aluminio

(Merck) como suporte e n-butanol/ etanol/ dgua (BEW) na proporgdo 40:11:19 como fase



movel. Os cromatogramas foram visualizados sob luz ultravioleta em dois comprimentos de
onda, 254 nm e 365 nm, e revelados com solugdo de sulfato cérico, seguidas de
aquecimento (50° C) em chapa aquecedora Cornig. Apés revelagdo com sulfato cérico, as

manchas referentes aos aglicares revelam-se marrom escuro.

INSTRUMENTOS

Para avaliagdo do perfil quimico das fragdes ativas utilizaram-se as técnicas

espectroscépicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Infravermelho (IV).

Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram realizados em espectrometro Bruker AC200A (‘H:
200,16 MHz; BC: 50,33 MHz), obtendo-se espectros de RMN de *H e *C utilizando DO

como solvente deuterado.

Infravermelho
Para realizagdo dos espectros de Infravermelho, utilizou-se o aparelho Nicolet

Magna-IR-760. As amostras foram preparadas em pastilha de KBr ou filme de Nujol.

FRACIONAMENTO DE MxAq
A fragdo MxAq (13,0 g) foi solubilizada em dgua destilada na proporgdo de 8 ml/g e
a solugdo resultante foi precipitada com etanol na proporgdo 1:1. Uma aliquota de MxAq (1,8

g) foi separada para a realizagdo dos espectros de RMN e para os ensaios bioldgicos.

O sobrenadante (MxAq/SN) de coloragdo castanho-claro e o precipitado de
coloragdo marrom-escuro (MxAq/PT) foram separados por centrifugagdo, colocados em

banho-maria para evaporagdo do etanol e liofilizados para posterior ensaio antiviral.
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O Esquema 13 resume o processo de fracionamento de MxAq, com as massas

obtidas de cada fragdo.

MxAq
|  EroH
MxAq/SN MxAq/PT
759 40g

Esquema 13: Fracionamento de MxAq

ISOLAMENTO DO FLAVONOIDE MxF1

Tendo em vista os numerosos relatos existentes na literatura a respeito da
atividade antiviral de flavondides, resolveu-se avaliar o efeito de MxF1 (isovitexina-2"-O-
ramnopiranosideo), o flavonéide majoritdrio de M. xanthocentra, frente aos virus Herpes
simplex dos tipos 1 e 2.

O isolamento desta substancia segue o protocolo detalhadamente descrito na segdo

Materiais e Métodos, Capitulo I.

PREPARO DAS AMOSTRAS PARA TESTE

As amostras foram pesadas em balanga analitica e solubilizadas em dgua destilada
para uma concentragdo inicial de 400 pg/ml. Para as amostras pouco sollveis em dgua, fez-
se a adigdo de DMSO em até 10% do volume final. As solugdes foram filtradas em

membrana Millipore (0,22 pm), aliquotadas e conservadas a temperatura de -20°C.

Combinagoes de Fragdes
As combinagdes foram preparadas a partir das solugdes estoque (400 pg/ml) de
MxIn, MxBu, MxAc e MxAq, imediatamente antes de cada experimento. A concentragdo de

cada fragdo na combinagdo bindria foi estabelecida segundo as proporgdes relativas em que
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estas se encontravam no extrato, baseando-se nos rendimentos observados (Esquema 13).
A partir da unido (v/v) de pares de fragdes foram obtidas solugdes a 400 pg/ml de cada
combinagdo, que foram diluidas para a realizagdo dos experimentos de citotoxicidade e
antivirais.

Na Tabela 11 encontram-se as proporgdes relativas (v/v) e as concentragdes de

cada fragdo na combinagdo.

Tabela 11: Proporgdes e concentragdo de cada fragdo nas combinagdes obtidas a partir de

MxIN, MxBu, MxAc e MxAq.

Combinagdo Proporgdo Concentragdo
(A + B) (ml fragdo/ ml combinagdo) (ug/ml)

A B A B A B
MxIn MxBu 0,6 04 240 160
MxIn MxAc 09 01 360 40
MxIn McAq 0,45 0,55 180 220
MxBu MxAc 0,75 0,25 300 100
MxBu MxAq 0,22 0,78 88 312
MxAc MxAq 0,055 0,945 2 378

ENSAIOS ANTIVIRAIS

SISTEMA HOSPEDEIRO

A infecgdo e patogénese virais dependem da sintese de proteinas e dcidos nucléicos
no interior da célula infectada (JENSEN et a/, 2000), uma vez que os virus ndo possuem
maquinaria metabdlica prdpria, necessitando usurpar a de uma célula hospedeira (HAYDEN,

2003).
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O emprego da cultura de células como sistema hospedeiro constitui a base dos
experimentos bioldgicos, principalmente no que concerne ao estudo de agentes antivirais
(JENSEN et al, 2000). Além de ser um método prdtico e economicamente vidvel, permite a

triagem de um grande nimero de substdncias (HU & HSIUNG, 1989).

No presente estudo utilizou-se cultura de células Vero (rim de macaco verde
africano; Cercopitheccus aethiops) para os virus Herpes simplex e MDBK (rim bovino;

Mardin and Darby Bovine Kidney) para os virus Herpes suino e bovino.

Preparo da cultura de células
- Células Vero: uma vez tripsinizadas, as células foram ressuspendidas em meio

Minimo Essencial de Eagle (MEM-Eagle) acrescido de 0,03 mg/ml de glutamina, 50 pg/ml de
garamicina, 2,5 mg/ml de fungizona, solugdo de bicarbonato de sédio a 0,25%, HEPES 10
mM e 10% de soro fetal bovino (SFB). As células em cultura foram incubadas a 37°C por 48
horas, de modo a formar uma monocamada confluente.

- Células MDBK: mantidas em MEM-Eagle acrescidos de 10% de soro fetal bovino
(SFB) (MANHA, 2004).

Efeito Citopatogénico (CPE)
A avaliagdo, /n vitro, da eficdcia de um agente antiviral pode se dar por diferentes

métodos, sendo que o mais comumente utilizado envolve redugdo do titulo viral através da
comparagdo da morfologia das células infectadas ndo-tratadas (controle) e tratadas. A
alteragdo morfoldgica da célula, chamada Efeito Citopatogénico (CPE), inclui fendmenos
como fusdo e arredondamento celulares, com eventual perda do contato célula-célula a
medida que as células arredondadas se destacam da monocamada confluente (FISCHER et
al,, 2001).

Para virus que causam um indubitdvel CPE, como os virus herpes, a visualizagdo deste

efeito através de um microscépio dptico invertido constitui um método rdpido e prdtico de



avaliagdo da atividade antiviral, uma vez que permite a triagem de um grande nimero de

substancias (SMEE et a/, 2002).

AMOSTRA VIRAL

As amostras de HSV-1 e HSV-2, ambas resistentes ao aciclovir (HSV-ACVr),
pertencem a colegdo do LEDAC (Laboratdrio Experimental de Drogas Antivirais e
Citotdxicas) e foram isoladas a partir do fluido de vesiculas caracteristicas de herpes
labial (HSV-1) e herpes genital (HSV-2).

As amostras de BHV-1 e SHV-1 pertencem ao Centro de Pesquisa e Desenvolvimento

de Sanidade Animal, Instituto Bioldgico, Sdo Paulo.

Titulagdo Viral

A titulagdo dos virus foi realizada para se estabelecer a dose que produz efeito
citopatogénico (CPE) em 50% das culturas de células inoculadas (TCIDso/ml), de acordo
com o cdlculo estabelecido por REED & MUENCH (1938).

Monocamadas de células confluentes, acrescidas de meio de manutengdo celular
(MEM sem SFB), foram inoculadas com diluigdes logaritmicas decimais (107 a 107) dos
virus, realizadas utilizando-se o meio de manutengdo celular como diluente. As sete
diluigdes virais foram analisadas em sextuplicata (microplaca de 96 pogos) e as células

inoculadas foram incubadas a 37°C por 48 horas em ambiente de 5% de CO.,.

CITOTOXICIDADE

Previamente & avaliagdo da atividade antiviral de uma substdncia € necessdrio
defterminar sua foxicidade para o sistema hospedeiro empregado, de forma a garantir a
atuagdo exclusiva da substdncia sobre o virus. A citotoxicidade serd avaliada segundo dois
critérios: alteracdo morfoldgica e viabilidade celular (WALKER et al, 1972; NEYNDORFF
et al, 1990).



Alteragdo morfoldgica celular

1. Células Vero

Dilui¢8es seriadas ao dobro de todas as substadncias, utilizando meio de manutengdo
celular como diluente, foram colocadas em contato com as monocamadas de células
confluentes. As sete concentragdes (200 pg/ml; 100 pg/ml; 50 pg/ml; 25 pg/ml; 12,5
ug/ml; 6,2 ug/ml; 3,1 pg/ml) foram analisadas em quadruplicata e as células deixadas
incubar a 37°C em ambiente contendo 5% de CO..

Apés 48 horas de incubagdo, as células foram examinadas ao microscopio dptico
invertido e comparadas com o controle (células + meio de manutengdo) buscando-se
possiveis alteragdes morfoldgicas (células arredondadas, vacuolos e/ou deslocamentos da
monocamada da superficie suporte) (RODRIGUEZ et a/, 1990). A maior concentragdo da
substancia que ndo causou alteragdo celular, ou seja, efeito citotdxico, é denominada

Concentragdo Mdxima Ndo-Téxica (CMNT), sendo utilizada para os estudos antivirais.

2. Células MDBK
Em uma microplaca de 96 pogos foram semeadas 3,0 x 10* células/ml em cada pogo.
Apds 24 horas de incubagdo a 37°C em ambiente contendo 5% de CO,, descartou-se o
sobrenadante e adicionou-se em cada pogo 100 pl das diluigées ao dobro das amostras, com
duas repetigdes para cada diluigdo. Apds 96 horas de incubagdo, as células foram
examinadas ao microscépio oOptico invertido buscando-se as possiveis alteragdes
morfoldgicas. A concentragdo das amostras que ndo provocou alterages morfoldgicas nas

células foi considerada a Concentracdo Mdxima Ndo-Téxica (CMNT) (MANHA, 2004).

Viabilidade celular

A viabilidade celular na presenga das substdncias foi avaliada segundo a técnica “dye-

uptake"” (NEYNDORFF et al/, 1990), com modificagdes. Esta técnica consiste na dosagem,



em espectrofotometro (492 nm), do corante Vermelho Neutro incorporado seletivamente

pelas células vivas.

A porcentagem de células vidveis € obtida pela férmula:

(DO substancia) - (DO controle de células)  x 100

(DO corante) - (DO controle de células)

Plotando-se os valores de porcentagem de células vidveis (obtidos para cada
concentragdo de substdncia) em um grdfico, obtém-se a concentragdo capaz de causar
efeito téxico em 50% das culturas de células (CCsp).

Esta técnica foi aplicada apenas para as células Vero.

Mediante a apresentagdo das metodologias empregadas para avaliagdo da
citotoxicidade, cabe aqui ressaltar que as diferengas existentes entre as técnicas
apresentadas estdo relacionadas a execugdo dos experimentos em laboratérios diferentes,
como foi dito anteriormente (pdg 136). As concentragdes mdximas utilizadas, a partir da
qual sdo realizadas as diluigdes, sdo aleatérias e padronizadas para cada laboratério. Da
mesma forma, a avaliagdo da viabilidade celular e cdlculo da CCs, fazem parte da rotina no
LEDAC, mas ndo no Instituto Bioldgico. Isto justifica a auséncia destes dados hos

experimentos realizados em células MDBK.

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL
Monocamadas de células (Vero e MDBK) foram tratadas com as substdncias ha

CMNT, imediatamente inoculadas com dilui¢ées logaritmicas decimais dos virus e incubadas
durante 48 h (células Vero) ou 96 h (células MDBK) a 37°C, em ambiente contendo 5% de
CO.,. Paralelamente fez-se a titulagdo viral em cultura de células ndo-tratadas (controle de

virus).
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O ftitulo viral em cultura de células tratadas e ndo-tratadas foi determinado
segundo método estatistico de Reed & Muench (ALMEIDA, 2005).

A atividade antiviral, dada pela redugdo do titulo viral das células tratadas em
relagdo ao controle, foi expressa em Indice de Inibicdo Viral (IIV) e Porcentagem de

Inibigdo (PI).

IIV (LAGROTA; 1978)

ITV = Titulo Controle Virus - Titulo Células Tratadas

PT (NISHIMURA, TOKU & FUKUYASU; 1977)
Sendo T as unidades infecciosas na cultura de células tratadas, e C as unidades

infecciosas do controle de virus, temos que:

PI=| 1-antilogT| x100

antilog C
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ATIVIDADE ANTIVIRAL DE M. xanthocentra
De modo a avaliar a atividade antiviral de M. xanthocentra, seu extrato aquoso
(MxEA) foi testado frente a HSV tipos 1 e 2 (cepas resistentes ao aciclovir, o principal

farmaco de escolha para o tratamento de lesdes herpéticas), SHV-1 e BHV-1.

Citotoxicidade

Para a avaliagdo do efeito inibitdrio de uma substancia ou composto frente aos virus
€ necessdrio, primeiramente, conhecer seu efeito sobre as células. Avaliar a citotoxicidade
de uma substdncia é fundamental para excluir uma falsa atividade antiviral em virtude de
seu efeito lesivo sobre as células (ALMEIDA, 2005).

A determinagdo do efeito citotdxico baseou-se nas alteragdes morfoldgicas das
células, permitindo estabelecer a Concentragdo Madxima Ndo-Téxica (CMNT) de cada
extrato, fracdo ou substdncia. Para as células Vero, avaliou-se também a sua viabilidade,
determinando a porcentagem de células vivas (vidveis) e a CCso (Concentragdo capaz de
produzir efeito Citotoxico em 50% das culturas de células).

Cada substdncia submetida aos ensaios antivirais teve a sua citotoxicidade avaliada

e os resultados serdo discutidos juntamente com os resultados antivirais.

Atividade antiviral de MxEA
Na Tabela 12 podem ser encontrados os resultados dos ensaios antivirais obtidos

para MxEA frente a HSV-1, HSV-2, BHV-1 e SHV-1.

Tabela 12: Resultados gerais dos ensaios de citotoxicidade e antivirais obtidos para MxEA

testado nas respectivas CMNT (N/A: Ndo avaliada)

Virus Célula  CMNT (ug/ml)  CCso (ug/ml) IIV PT (%)
HSV-1 Vero > 200 > 200 0,50 68,4
HSV-2 Vero > 200 > 200 1,50 96,8
BHV-1 MDBK 250 N/A 1,15 93,0
SHV-1 MDBK 250 N/A 2,00 99,0
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Analisando-se os resultados, verificamos que MxEA apresentou baixa toxicidade
para ambas as células utilizadas, com valores de  CMNT variando de 200 a 250 pg/ml. Para
as células Vero, cuja viabilidade foi avaliada, verificamos que a CCso foi superior a 200

Hg/ml (CMNT).

Em relagdo aos ensaios antivirais, MXEA foi capaz de atuar, em cultura de células,
frente a virus de importdncia na veterindria e na medicina humana. Exceto para o HSV-1,
MXxEA foi capaz de inibir em mais de 90% a infecciosidade dos virus testados, destacando-
se o SHV-1, cuja inibi¢do atingiu 99%. Para o HSV-1 foi verificada apenas uma inibigdo

moderada (68,4%).

200 pg/ml 250 pg/ml
o 100; 250 pg/ml
=}
>
2 8017 200 pg/ml
-
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HSV-1 " HSV-2 BBHV-1 © SHV-1

Figura 32: Atividade antiviral de MxEA, frente aos quatro virus testados, em porcentagem

de inibigdo (PI)

De posse dos dados obtidos, M. xanthocentra pode ser considerada uma fonte
promissora de substdncias antivirais. Apesar de ndo existirem relatos acerca do uso desta
espécie na medicina popular, plantas pertencentes ao género Mimosa sdo freqiientemente
usadas medicinalmente contra diferentes processos infecciosos. Dessa forma, parece-nos
plausivel supor que moléculas com propriedades terapéuticas estejam presentes nesta

planta, sendo capazes de promover efeitos benéficos para humanos e animais.
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Plantas medicinais com atividade antiviral

Sdo indmeros os dados encontrados ha literatura sobre o uso de extratos de plantas
e de substdncias isoladas a partir desses extratos contra infecgbes causadas por virus,
sendo que uma grande variedade dessas espécies vegetais ¢ utilizada pela populagdo com

aparente sucesso no combate a processos infecciosos.

Em um recente estudo realizado por NOLKEMPER et a/. (2006), verificou-se que
seis plantas da familia Lamiaceae - Melissa officinalis (erva-cidreira), Mentha piperita
(horteld-pimenta), Prunella vulgaris (brigula ou erva-férrea), Rosmarinum officinalis
(alecrim), Salvia officinalis (sdlvia) e Thymus vulgaris (fomilho) - amplamente utilizadas na
medicina popular para o tratamento de doengas inflamatdrias e digestivas, apresentaram

atividade frente aos virus Herpes simplex dos tipos 1 e 2.

Plantas pertencentes a medicina popular de povos das mais diferentes culturas
também tiveram sua atividade antiviral avaliada. Pongamia pinnata (Fabaceae), utilizada na
medicina popular indiana para o tratamento de lesdes dermatoldgicas e genitais, apresentou
atividade anti-HSV-1 e anti-HSV-2 (ELANCHEZHIYAN et al, 1993). Da medicina
tradicional chinesa, Agrimonia pilosa (Rosaceae), Pithecellobium clypearia (Fabaceae) e
Punica granatum (Lythraceae) foram capazes de atuar frente ao HSV-1, enquanto que
Blumea /laciniata (Asteraceae), Elephantopus scaber (Asteraceae), Laggera pterodonta
(Asteraceae), Mussaenda pubescens (Rubiaceae), Schefflera octophylla (Araliaceae) e
Scutellaria indica (Labiatae) foram capazes de atuar frente ao RSV (Virus Respiratério

Sincicial), um virus de RNA (LI et a/, 2004).

Pesquisas visando selecionar plantas brasileiras com atividade antiviral contra virus
humanos e animais estdo cada vez mais difundidas. Persea americana (Lauraceae;
abacateiro), cujas folhas sdo utilizadas na medicina popular brasileira no tratamento de
infecgdes urindrias, bronquite e reumatismo, apresentou uma potente atividade frente ao
SHV-1, BHV-1, adenovirus tipo 3 e HSV-1 (ALMEIDA et al, 1998). Stryphnodendron
adstringens (Leguminosae), conhecida como barbatimdo e usada empiricamente como
agente cicatrizante, adstringente, antimicrobiano, antifingico, antidiarréico e
hipoglicemiante, e Guazuma ulmifolia (Sterculiaceae), conhecida como mutamba e usada

medicinalmente como cicatrizante, anti-ulcerogénico, hipoglicemiante e antimicrobiano,
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foram capazes de reduzir a infecciosidade promovida pelos virus Herpes bovino (BHV-1) e

Poliovirus tipo 1, sendo este Ultimo um virus de RNA (FELIPE et a/, 2006).

A Tabela 13 fornece-nos uma visdo geral sobre os relatos encontrados na literatura

a respeito de espécies medicinais com atividade inibidora de virus herpes. Essas espécies

vegetais sdo usadas, principalmente, no fratamento de lesdes e infecgdes da pele, na

maioria dos casos.

Tabela 13 (Parte I): Plantas utilizadas na medicina popular com atividade anti-HSV.

Familia da planta e nome cientifico Pais e uso tradicional Virus
Saxifragaceae
Nepal
Bergenia ligulata Hsv-1!
Febre, bolhas e oftalmia.
Ulmaceae
Nepal
Holoptelia integrifdlia Hsv-1!
Inchago reumdtico
Apocynaceae
Quénia
Infecgdes dermatoldgicas, doengas
HSV-1?
Carissa edulis parasitdrias, problemas abdominais,

HSV-2?
enxaqueca e doengas sexualmente
transmissiveis
Etidpia HSV-18

Acokanthera schimperi
Escabiose, lepra
Geraniaceae
Bulgdria
Hsv-1°
Geranium sanguineum Erupgdes cutdneas, alivio de prurido, ;
HSV-2

coceira e lesdes na pele

Referéncias da Tabela 13 (Parte I): 'RATBHANDARI et a/, 2001; °TOLO et al, 2006 ;
’SERKEDJIEVA et al.; ®’6EBRE-MARIAM et al., 2006.
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Tabela 13 (Parte II): Plantas utilizadas na medicina popular com atividade anti-HSV.

Familia da planta e nome cientifico Pais e uso tradicional Virus
Asteraceae
Bolivia
Hsv-1*
Baccharis ginistelloides Anti-helmintico, tratamento de

Ulcera e resfriado

Etiopia HsV-18
Inula confertiflora
Herpes, micoses, feridas e eczemas

Lamiaceae
Bolivia
HsV-1*
Satureja boliviana Tratamento de resfriado, anti-

séptico, anti-helmintico e inseticida

Polygonaceae

Argentina

Desinfetante, remédio para lavagem ~ HSV-1°
Polygonum punctatum

de pustulas, feridas e rachaduras e

no tratamento de hemorréidas

Anacardiaceae
Argentina
HSV-1°
Lithraea molleoides Diurético, tratamento de doencas

digestivas, e respiratdrias

Lythraceae
Brasil
Anti-hipertensivo, doengas

Cuphea carthagenensis HsV-17
cardiovasculares, febre, laxante,

diurético e diaforético

Referéncias da Tabela 13 (Parte II): *ABAD et a/, 1999; °KOTT et al, 1999 ;
"ANDRIGHETTI-FROHNER et al, 2005; 86EBRE-MARIAM et al., 2006
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Tabela 13 (Parte III): Plantas utilizadas na medicina popular com atividade anti-HSV.

Familia da planta e nome cientifico Pais e uso tradicional Virus

Euphorbiaceae

Argentina HSV-1°
Sebastiana brasiliensis
Anti-séptico para feridas

Argentina HSV-1°
Sebastiana klotzschiana
Anti-séptico para feridas

Euphorbia cotinifolia Colombia

v HSV‘29
Euphorbia tirucalli Ulcera, cdncer, tumores, feridas
Bromeliaceae

Hipertensdo, reumatismo,
Tillandisia usneoides hemorraidas, colagogo, diurético, HsV-17

doengas renais e of talmoldgicas
Ebenaceae

Etidpia HSV-18
Euclea schimperi

Escabiose, lepra
Leguminosae

Etidpia

HSV-18

Melilotus elegans Hemorrdidas, inflamagdes bucais e

feridas laceradas

Referéncias da Tabela 13 (Parte III): °KOTT et a/, 1999; "ANDRIGHETTI-FROHNER et
al., 2005; 86EBRE-MARIAM et al., 2006; °KHAN et a/, 2005

Além de espécies vegetais utilizadas na medicina popular, o estudo de plantas
ingeridas por animais pode ser considerado uma fonte alternativa na busca de substancias

potencialmente terapéuticas.

Estudos apontam que a selegdo de alimentos por parte de alguns animais, como
pdssaros, insetos e primatas, estd associada com seu estado de salde, sugerindo uma

possivel agdo das substdncias presentes nessas plantas no combate e fratamento de
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doengas (KRIEF et a/, 2005). Da mesma forma, a selegdo de alimentos pelos cervos-do-
pantanal e veados-campeiros, pode estar condicionada aos possiveis efeitos benéficos do
forrageamento desses cervideos. As propriedades antivirais destas plantas poderiam estar
beneficiando os animais através do uso continuo, sendo, por isso, fundamentais para sua
salide e conservagdo. Estas plantas, por sua vez, podem ser consideradas uma arma
importante para a descoberta de agentes antivirais menos téxicos e com um espectro de

agdo mais abrangente, principalmente para virus resistentes aos farmacos em uso clinico.

ATIVIDADE ANTIVIRAL DAS FRACOES DE MxEA

A pesquisa de substdncias derivadas de plantas estd baseada no potencial dos
metabdlitos secunddrios como fonte de produtos naturais bioativos, uma vez que essas
substdncias que fazem parte do mecanismo de protegdo da planta podem também agir
contra infecgdes provocadas por fungos, bactérias e virus.

De forma a determinar a classe quimica e até a substdancia envolvida com a atividade
antiviral de M. xanthocentra, MxEA foi submetida a um fracionamento. As fragoes
insolivel (MxIn), butandlica (MxBu), acetato de etila (MxAc) e aquosa (MxAq), obtidas no
processo de partigdo com solventes orgdnicos (n#-butanol e acetato de etila) foram as
primeiras fragdes selecionadas quanto a atividade antiviral.

As Tabelas 14 e 15 resumem os resultados dos ensaios de citotoxicidade e

antivirais, respectivamente, obtidos para as fragdes testadas.

Tabela 14: Resultados dos ensaios de citotoxicidade para MxIn, MxBu, MxAc e MxAq.

Amostra Células Vero Células MDBK

CMNT (ug/ml) CCso (ug/ml) CMNT (ug/ml) CCs (ug/ml)

MxIn 100 > 200 N/A N/A
MxBu 100 > 200 500 N/A
MxAc 50 200 125 N/A
MxAq 100 > 200 500 N/A

N/A: Ndo avaliada
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Das fragées avaliadas, MxAc mostrou-se a mais téxica para ambas as linhagens
celulares. Para as células Vero, a medida que se avanca no sentido da fragdo mais
purificada, ocorre um aumento da toxicidade, uma vez que todas as fragdes testadas
apresentaram uma CMNT inferior a obtida para o extrato aquoso. Entretanto, para as

células MDBK ocorre justamente o oposto, exceto para MxAc.

Tabela 15: Resultados gerais dos ensaios antivirais obtidos para MxIn, MxBu, MxAc e

MxAq testadas nas respectivas CANT

Amostra Hsv-1 HsV-2 BHV-1 SHV-1

IIV PI(%) IIV PI(%) IIV PI(%) IIV  PI (%)

MxIn 0,75 82,2 1,65 97.8 N/A N/A N/A N/A

MxBu 0 0 0,25 43,8 10 90,0 1,50 96,8
MxAc 0 0 0 0 0,24 425 1,0 90,0
MxAq 0 0 0,50 68,4 0,30 499 1,24 94,2

N/A: Ndo avaliada

Porcentagem de Inibigdo
(%)

MxIn MxBu MxAC MxAQ

HSV-1 = HSV-2 mBHV-1 © SHV-1

Figura 33: Atividade antiviral de MxIn, MxBu, MxAc e MxAq frente aos quatro virus

testados, em porcentagem de inibigdo (PT)
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Para os herpesvirus humanos, MxIn mostrou-se a fragdo mais ativa, sequida das
fragdes MxAq e MxBu, respectivamente (Figura 33).

Analisando-se os resultados obtidos para HSV-1 verificamos que a atividade
encontrada no extrato estd concentrada em MxIn. As demais fragdes ndo apresentaram
qualquer efeito sobre este virus.

Em relagdo ao HSV-2, a fracdo MxIn mostrou-se a mais ativa, apresentando uma
inibigdo superior ao extrato com apenas metade de sua concentragdo. Entretanto, podemos
observar a participagdo das substdncias encontradas em MxBu e MxAqQ na atividade de
MxEA, uma vez que estas fragdes foram capazes de inibir de forma fraca a moderada a
infecciosidade deste virus. A fragdo MxAc ndo apresentou qualquer efeito sobre este
virus.

Para os virus de origem animal, a maior atividade inibidora foi encontrada em MxBu.
Entretanto, a inibi¢do promovida por esta fragdo ndo foi capaz de exceder a do extrato,
mesmo com o dobro de sua concentragdo. As fragcdes MxAc e MxAq realizaram uma fraca
inibigdo de BHV-1, enquanto que para SHV-1 a inibigdo ocorreu na faixa de 90%. MxIn ndo
foi avaliada frente a esses virus.

Apesar dos quatro virus testados pertencerem a mesma familia
(Alphaherpesviridae), podemos observar uma seletividade das substdncias encontradas no
extrato em relagdo a esses virus. No caso de HSV-1, MxIn foi a Unica fragdo a apresentar
alguma atividade. As substdncias presentes em MxAc parecem atuar apenas frente ao
BHV-1 e SHV-1, que por sua vez pertencem a géneros diferentes de HSV-1 e HSV-2. Dos
quatro virus, o SHV-1 parece ser o mais sensivel ds substancias presentes em MxBu, MxAc

e MxAq.

Composigdo quimica de MxBu, MxAc, MxAq e MxIN
O comportamento de cada fragdo obtida a partir de MxEA em relagdo aos virus
testados estd relacionado a suas diferentes composigdes quimicas, assim como ds

diferengas entre os virus.



Os perfis quimicos das fragdes MxBu, MxAc e MxAq foram estabelecidos por
Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-
UV), enquanto que o perfil quimico de MxIn foi estabelecido por Infravermelho (IV).

Os cromatogramas e espectros obtidos para MxEA e suas fragdes (MxBu, MxAc e

MxAQq) encontram-se disponiveis para andlise no ANEXO.

1. MxBu
Um elevado nimero de substancias fenélicas pode ser observado em MxBu, sendo os
flavondides (principalmente as flavonas) as substdancias majoritdrias em relagdo a massa.
Dentre as substdncias minoritdrias presentes nesta fragdo destacam-se os dcidos fendlicos
e os carboidratos de baixo peso molecular.
De posse destes dados, parece-nos plausivel supor que os flavondides sdo as
substancias que respondem pela atividade antiviral de MxBu. Posteriormente serd discutida

a existéncia de flavondides com atividade antiviral.

2. MxAc
Para MxAc verifica-se também a presenga de um grande nimero de substdncias
fendlicas, sendo que a variedade de flavondides (principalmente flavonéis) encontradas
nesta fragdo € superior a de MxBu. Observam-se também substancias de baixa polaridade,
como aquelas derivadas de dcidos graxos e alguns poucos dcidos fendlicos. Das fragoes
analisadas, MxAc tem o menor conteldo sacaridico.
Os dados obtidos sugerem que os flavondides também sejam as substdncias que

respondem pela atividade antiviral de MxAc.

3. MxAq
A fragdo MxAq é a mais pobre em substancias fendlicas, sendo possivel observar
alguns poucos dcidos fendlicos, com base em CLAE-UV. A classe de substdncias
predominantes nesta fragdo sdo os carboidratos, devendo estes ser os responsdveis pela
sua atividade antiviral. Posteriormente serd discutida a existéncia de carboidratos com

atividade antiviral.
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4. MxIn

O espectro de IV (Espectro 46) obtido para MxIn (sélido amorfo) apresentou
absorgoes em 1621 cm?, 1400 cm-1 e 1247 cm! caracterizando um polissacarideo (HUANG
et al., 2007).

A banda intensa e larga em 3371 cm™ é atribuida & vibragdo de deformagdo axial da
ligagdo O-H, em ligagdo de hidrogénio intra e intermolecular. Em 2938 cm™ e 2849 cm™
observa-se a deformagdo axial simétrica e assimétrica da ligagdo C-H e em
aproximadamente 1420-1330 cm™, a vibragdo da deformagdo angular no plano de O-H. As
absorcdes entre 1200-800 cm™ referem-se ds deformacdes axiais das ligagdes C-O e C-C
do anel, enquanto que na regido entre 950 cm™ e 750 cm™ sdo observadas as vibragdes C-H
do carbono anomérico (CHARLES et a/, 2008; CUNHA et al; 2007; FIGUEIRO et al;
2004).

A presenca de absorcdes intensas em 1621 cm™, 1400 cm™ e 1240 cm™ pode ser
justificada pelo elevado conteldo protéico da fragdo, sendo atribuida respectivamente as
deformagodes axiais de C=O (Banda de amida I), angulares de N-H (Banda de amida IT) e
axiais de C-N (Banda IT de amida) (CHARLES et a/, 2008; BOULET et a/, 2007; CUNHA
et al; 2007).

Esses dados permitem confirmar a presenga majoritdria de um polissacarideo em
MxIn, porém ndo sdo suficientes para a identificagdo estrutural deste carboidrato.

Posteriormente serd discutida a existéncia de polissacarideos com atividade

antiviral.
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Espectro 46: Espectro de IV de MxIn. Parametros: Pastilha de KBr, NS: 16, RES: 4000,
S6G: 2,0; MV: 0,6329, AP: 90,0, DETEC: DTGSKBr

ATIVIDADE ANTIVIRAL DAS FRACOES OBTIDAS DE MxAq

Tendo em vista a sensibilidade de trés dos quatro virus testados frente & MxAq,
resolveu-se proceder a um estudo mais aprofundado desta fragdo.

Uma solugdo aquosa de MxAq foi adicionada de etanol, na proporgdo 1:1, visando a
precipitacdo das macromoléculas (precipitado; MxAqQ/PT) e sua separagdo das
micromoléculas (sobrenadante; MxAq/SN). De forma a verificar quais destes metabdlitos
estariam respondendo pela atividade de MxAq. As fracdes MxAq/PT e MxAq/SN foram

submetidas aos ensaios frente aos quatro virus.

As Tabelas 16 e 17 resumem os resultados obtidos dos ensaios de citotoxicidade e

antivirais, respectivamente, obtidos para as fragdes testadas.
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Tabela 16: Resultados dos ensaios de citotoxicidade para MxAq/PT e MxAq/SN.

Amostra Células Vero Células MDBK

CMNT (ug/ml) CCso (ug/ml) CMNT (ug/ml) CCso (ug/ml)

MxAq/PT 100 > 200 500 N/A
MxAq/SN > 200 > 200 500 N/A

N/A: Ndo avaliada

Os resultados obtidos mostraram uma baixa toxicidade para as fragdes avaliadas,
com uma CMNT variando de 100 a 500 pg/ml. Pode-se observar também um comportamento
diferenciado quando as duas linhagens celulares sdo analisadas. Ambas as fragdes
comportam-se de maneira semelhante nas células MDBK, enquanto que as células Vero

parecem ser mais sensiveis a MxAq/PT .

Tabela 17: Resultados dos ensaios antivirais obtidos para MxAq/PT e MxAq/SN testadas

nas respectivas concentragdo mdaxima ndo-téxica (CMNT).

Amostra HSV-1 HSV-2 BHV-1 SHV-1

IIV PI(%) IIV PI(%) IIV PI(%) IIV  PI (%)

MxAq/PT 0,89 871 1,00 90,0 2,76 99.8 1,89 98,7
MxAq/SN 150 96,8 1,25 94,4 1,26 945 2,62 99.8

De posse dos resultados dos ensaios antivirais verifica-se que a medida que se
caminha no sentido da fragdo mais purificada, ocorre um aumento da atividade (Figura 34).
Para o HSV-1 observamos que a atividade antiviral aumenta em mais de 80% com o
fracionamento de MxAq. O fato de MxAq ndo ter qualquer efeito sobre este virus pode
estar relacionado a interagdo existente entre os macro e micrometabdlitos de MxAq/PT e
MxAq/SN, respectivamente, o que impediria a aproximagdo dessas moléculas ao sitio ativo

do virus.
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Figura 34: Atividade antiviral de MxAq, MxAq/PT e MxAq/SN frente aos quatro

virus testados, em porcentagem de inibigdo (PT)

Em relagdo ao HSV-2, também observamos um aumento significativo da atividade
antiviral, porém em menor magnitude do que a observada para o HSV-1. Ambas as fragdes
realizaram uma forte inibigdo do virus, entretanto MxAq/PT apresentou uma atividade
bastante semelhante a MxAq/SN com apenas metade de sua concentragdo.

Para os virus de origem animal, a maior potencializagdo da atividade com o
fracionamento estd relacionada ao BHV-1, em que se pode observar um aumento da
atividade de aproximadamente 50% quando se compara com a fragdo mde (MxAq). Apesar
de BHV-1 e SHV-1 pertencerem ao mesmo género, verifica-se um comportamento
antagdhico desses virus em relagdo as fragdes. Enquanto o BHV-1 apresenta-se mais
sensivel as macromoléculas presentes em MxAq/PT, a maior sensibilidade do SHV-1 esta
relacionada as micromoléculas de MxAq/SN. Entretanto, ambas as fragées foram capazes
de inibir de maneira eficaz a infecciosidade promovida por esses virus, com uma inibigdo

superior a 90%.
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Composigdo quimica de MxAq/PT e MxAq/SN

O perfil quimico de MxAqQ/PT foi estabelecido com base no espectro de IV,
enquanto que MxAg/SN foi avaliada segundo espectros de RMN de *H e *C e IV. Por
problemas de solubilidade da amostra e sensibilidade do aparelho, ndo foi possivel obter os

espectros de RMN de MxAq/PT.

1. MxAq/PT
Analisando-se o espectro de IV de MxAq/PT (Espectro 47) verificamos um perfil
bastante semelhante ao obtido para MxIn, entretanto o espectro do primeiro encontra-se
melhor resolvido devido a maior purificagdo da fragdo. Os dados do espectro de IV, aliados
ao principio da precipitagdo visando a separagdo dos macro e micrometabélitos, sugerem a

presenga majoritdria de polissacarideos em MxAq/PT.
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Espectro 47: Espectro de IV de MxAq/PT. Pardmetros: Pastilha de KBr, NS: 16, RES:
4000, SG: 2,0; MV: 0,6329, AP: 90,0, DETEC: DTGSKBr
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O espectro de IV apresentou absorgdes em 1621 cm?, 1406 cm! e 1240 cm’,
caracteristicas de polissacarideos, sendo atribuidas, respectivamente, a deformagdo axial
da ligagdo C=0, a deformagdo angular no plano de O-H e & vibragdo da ligagdo acetal
(HUANG et al, 2007; LIMA et al, 2007). A absorgdo entre 3391 cm™ é atribuida a
deformagdo axial da ligagdo O-H, em ligagdo de hidrogénio intra e intermolecular e em
2934 cm™ observa-se a deformagdo axial simétrica e assimétrica da ligagdo C-H. A banda
em 1326 cm pode ser atribuida & deformagéo angular no plano de C-H (FIGUEIRO et al,
2004; CUNHA et al, 2007; CHARLES et al, 2008).

As absorc¢des entre 1200-800 cm™ referem-se a vibracdes de deformagdo axial das
ligagdes C-O e C-C da hexopiranose, sendo as bandas em 1075 cm-1 e 1045 cm-1 atribuidas
ao estiramento da ligagdo C-O (FIGUEIRé et al, 2004; CUNHA et al., 2007; CHARLES et
al,, 2008;).

Apesar do maior grau de purificagdo em relagdo a MxIN, o conteldo protéico de
MxAq/PT ainda é elevado, o que é corroborado pelas absor¢des intensas em 1621 cm™, 1406
cm’ e em 1240 cm’, que em caso de proteinas sdo atribuidas respectivamente ds
deformagodes axiais de C=O (Banda de amida I), angulares de N-H (Banda de amida IT) e

axiais de C-N (Banda IT de amida) (CUNHA et a/, 2007; CHARLES et al., 2008).

A sobreposicdo de absor¢des na regido de ligagdo C-H de anomérico (950 - 750 cm™)
torna esta parte do espectro complexa. Entretanto, as bandas podem ser Unicas para cada
aglcar que constitui o polissacarideo, fornecendo informagdes adicionais aos dados

fornecidos pelas absor¢des entre 1200-1000 cm™ (KACURAKOVA et al, 2000).

Segundo dados da literatura, as absorgdes em 871 cm? e 1075 cm™? caracterizam
moléculas de galactana (KACURAKOVA et al,, 2000; HANG et al., 2007), sugerindo que um

dos carboidratos constituintes do polissacarideo de MxAq/PT seja a galactose.

As galactomananas sdo polissacarideos constituidos de uma cadeia polimérica de
residuos de p-D-manopiranose em ligagdo do tipo (1—4), substituidos na posigdo O-6 por
unidades de a-D-galactopiranose. Sdo produzidas comercialmente em larga escala, com
aplicabilidade nas indistrias de alimentos, tintas, cosméticos e fdrmacos, devido as suas

propriedades reoldgicas (GANTER et a/, 1997).



As galactomananas representam o dnico polissacarideo jd relatado para o género
Mimosa. Galactomananas foram isolados de Mimosa scabrella (Mimosaceae), comumente
conhecida como bracatinga, uma drvore leguminosa muito abundante no sul do Brasil

(GANTER et al, 1997).

Segundo FIGUEIRO et al, (2004), o espectro de IV das galactomananas possui duas
bandas de absorcdo caracteristicas em 812 cm™ e 871 cm™. Como visto anteriormente, a

segunda absorgdo refere-se a galactana, sendo a primeira atribuida @ manana.

Analisando-se o espectro de IV de MxAq/PT ndo ¢é possivel observar a absorgdo em
812 cm™. Esta poderia estar presente em sobreposi¢do com outra banda, uma vez que ndo

se trata de um polissacarideo puro.

De posse desses dados, pode-se sugerir que MxAqQ/PT apresenta majoritariamente
polissacarideo nha sua composigdo e que a galactose seja um dos carboidratos que
constituem a estrutura desta molécula. Entretanto a elucidagdo estrutural completa deste
polissacarideo depende de novas etapas de purificagdo e de dados espectroscépicos e

espectrométricos complementares.

2. MxAq/SN
O espectro de IV de MxAqQ/SN (Espectro 48) apresenta um perfil bastante

semelhante aos espectros obtidos para MxIn e MxAq/PT.

As absorgdes em 1627 cm™, 1405 cm™ e 1239 cm™ também sugerem a presenga de
carboidratos em MxAq/SN. As bandas em 3381 cm™ e 2937 cm’ sdo atribuidas,
respectivamente, a um grupo O-H em ligagdo de hidrogénio e ao estiramento simétrico e
assimétrico da ligagdo C-H. A menor intensidade da banda em 1617 cm™ (C=0) sugere um
menor conteldo protéico em relagdo das duas fragdes anteriores. Assim como para MxIn e
MxAq/PT, as absor¢des entre 1200-800 cm™ referem-se a vibragdes das ligagdes C-O e C-
C do anel, enquanto que na regido entre 950 cm™ e 750 cm™ sdo observadas as vibragdes C-
H do carbono anomérico (FIGUEIRO et al, 2004; CUNHA et al, 2007; CHARLES et al,
2008).
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Espectro 48: Espectro de IV de MxAq/SN. Pardmetros: Filme de Nujol, NS: 16, RES:
4000, SG: 2,0; MV: 0,6329, AP: 90,0, DETEC: DTGSKBr

Apesar do espectro de IV de MxAQ/SN apresentar absorgdes semelhantes aos
espectros de MxIn e MxAqQ/PT (provdvel presenga de polissacarideos), os dados obtidos
com base no espectro de RMN de *H e *C para esta fragdo indicam a presenca majoritdria
de um carboidrato de baixo peso molecular, o que é coerente com a técnica utilizada para o
fracionamento de MxAq.

No espectro de RMN de *C (Espectro 49) para MxAq/SN podem ser observados
sete sinais. A auséncia de sinal referente a carbono anomérico e o padrdo dos sinais
observados sugerem a presenga de um ciclitol em MxAq/SN.

O sinal de carbono mais blindado do espectro é atribuido a uma metoxila (59,04
ppm), enquanto que o sinal mais desprotegido representa o sitio de metilagdo (82,08 ppm).
Os demais sinais (71,42; 70,96; 70,76; 69,82 e 69,12 ppm) sdo atribuidos aos cinco
carbonos restantes que formam o anel de seis membros do ciclitol (OBENDORF et a/,

2005; JAIN et al, 2007).
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Espectro 49: Espectro de RMN de C de MxAq/SN (50 MHz). Pardmetros: NS 15000,
SWH 14992 Hz, TD 30016, REF TMS, TEMP 27°C.

No espectro de RMN de *H (Espectro 50), apenas dois sinais (3,41 e 3,82 ppm)
podem ser observados de maneira nitida, uma vez que os demais se encontram em
sobreposicdo com os sinais das hidroxilas alcodlicas da molécula, impossibilitando a
identificagdo de suas multiplicidades. O fato do sinal mais desprotegido do espectro (3,82
ppm) aparecer como um simpleto largo sugere a existéncia de uma pequena constante de
acoplamento, como a observada em sistemas do tipo Heq-Hax-Heq € Hax-Heq-Hax. Entretanto, a
baixa resolugdo do espectro impossibilita afirmar sem ambigiiidade a presenga de um
desses sistemas. Em 3,41 ppm encontra-se o simpleto atribuido aos hidrogénios da
metoxila, enquanto que o sinal em 3,88 ppm é atribuido ao hidrogénio do sitio de

metoxilagdo (OBENDOREF et a/, 2005; JAIN et al., 2007).
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Espectro 50: Espectro de RMN de *H de MxAq/SN (200 MHz). Pardmetros: NS 64, SWH
3000 Hz, TD 16000, REF TMS, TEMP 27°C.

Carboidratos de baixo peso molecular, assim como polissacarideos, jd foram isolados
de Mimosa scabrella. Dentre os metabdlitos solliveis em etanol, foram identificados
oligossacarideos (ajugose, verbascose, stachiose, rafinose e sacarose), oligossacarideos
derivados de ciclitéis (O-a -D-galactopiranosil (1—6)-0-a-D-galactopiranosil (1—6)-0-a-D-
galactopiranosil (1—2)-D-3-metil-chAiro-inositol), monossacarideos (glucose, galactose,
frutose), polidis (glicerol, eritritol, arabinitol, manitol, galactiol e sorbitol) e ciclitéis (myo-
inositol e pinitol) (GANTER et a/, 1991).

Os dados obtidos nos espectros de RMN de 'H e C para MxAq/SN sdo
insuficientes para a determinagdo estrutural do ciclitol dessa fragdo, entretanto, a
comparagdo com dados de RMN de *C da literatura permite excluir o myo-inositol, pinitol,
bornesitol, sequoitol, ononitol e quebrachitol como os provaveis ciclitéis presentes em M.
xanthocentra (Figura 35) (BOLIN et al., 1984; MISRA & SIDDIQI, 2004; SURESHAN et
al., 2004).

-166-



OH HO
HO
HO, oH HO OH
HO OH
HO HO OCH3;
HO OH OH OCHg,
OH OH
myo-inositol pinitol bornesitol
o OH OH
OH
HO HO
OH
OH HO O HaCO OH
OH OCH3 OH
Quebrachitol ononitol sequoitol

Estruturas do myo-inositol e demais ciclitois monometoxilados

De posse desses dados, sugere-se que o principal constituinte de MxAq/SN seja um

metoxi-ciclitol. Para elucidagdo estrutural completa sdo necessdrios dados
espectroscopicos e espectrométricos complementares do derivado peracetilado da

amostra.

Carboidratos com atividade antiviral

A maioria dos relatos sobre atividade antiviral de polissacarideos estd restrita ao
grupo dos polissacarideos sulfatados, principalmente os isolados de algas marinhas. Como
regra geral, para estas substdncias, a atividade antiviral é atribuida a uma estrutura
polimérica e a presenga de uma carga elétrica negativa, que na maioria das vezes é
fornecida por grupos sulfatos (MASTROMARINO et al, 1997). O mecanismo de agdo
desses polissacarideos anidnicos estd relacionado a inibigdo de uma etapa da replicagdo
subsegiiente a internalizagdo viral ou & inibigdo da adsorgdo do virus a célula hospedeira
(LIU et al, 2004).

Em um estudo realizado por CHATTOPADHYAY et al (2007) verificou-se uma
potente atividade anti-HSV-1 e anti-HSV-2 (cepas resistentes ao aciclovir) do extrato
aquoso da alga Grateloupia indica. A atividade antiviral desta espécie é atribuida a uma
galactana sulfatada. Este polissacarideo é constituido de residuos de galactopiranose em
ligagdo a- (1—4) e a-(1—3). Os grupos sulfatos, quando presentes, podem estar localizados

nos carbonos 2, 4 ou 6, sendo essenciais para a atividade antiviral.



As galactanas sulfatadas sdo os principais polissacarideos extracelulares produzidos
por algas vermelhas, podendo ser do tipo carragenanas e agaranas. Ambas sdo formadas
por um esqueleto repetitivo de residuos de p-galactopiranosil ligadas (1—3) alternado com
residuos de a-galactopiranosil ligadas (1—4), sendo o primeiro pertencente a serie D e o
segundo a série L. Tendo em vista o seu elevado potencial antiviral frente ao HSV-2, as
carragenanas isoladas da alga Meristiella gelidium sdo consideradas as mais ativas dentre
os polissacarideos sulfatados obtidos de algas vermelhas. Para este mesmo carboidrato foi
verificada uma atividade frente ao virus Dengue tipo 2 (F-TISCHER et a/, 2006).

Sdo poucos os relatos encontrados na literatura a respeito de polissacarideos
neutros com atividade antiviral.

De Polygonatum cyrtonema (Liliaceae), uma erva usada na medicina tradicional
chinesa, foi isolada uma frutana com atividade anti-HSV-2. A frutana em questdo é um
polissacarideo neutro com ramificagdes constituidas por dois residuos de p-D-
frutofuranosil ligados (2—6) a cada trés residuos de p-D-frutofuranose em ligagdo (2—1),
que formam o esqueleto principal. Apesar da atividade atribuida a frutana natural, a
sulfatagdo deste carboidrato aumenta em dez vezes a sua atividade, o que mostra a
importdncia desses grupos negativamente carregados para a atividade antiviral de
polissacarideos.

Para os carboidratos de baixo peso-molecular, em especial os ciclitéis, as atividades
s6 sdo observadas em substdncias sintéticas cujo precursor é uma molécula pertencente a
esta classe (EKBLAD et al, 2006; SHASTINA et al, 2003). Tendo em vista a extensdo
dessas modificagBes estruturais, a atividade destas substdncias foge ao escopo deste
trabalho e ndo justifica a provdvel atividade antiviral do ciclitol presente em M.

xanthocentra.
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ATIVIDADE ANTIVIRAL DE ISOVITEXINA-2"- O-RAMNOPIRANOSIDEO

Os flavondides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural. Essa classe de compostos é
amplamente distribuida no reino vegetal (ZUANAZZI & MONTANHA, 2003), sendo
encontrados em frutas, vegetais, sementes, cascas de drvores, raizes, talos, flores, chds e
vinhos (NIJVELDT et a/, 2001).

Tendo em vista o amplo espectro de atividades atribuido a estes compostos
(antitumoral, antiinflamatéria, antioxidante, antiviral, etc.) e o grande nimero de relatos
existente na literatura acerca de sua atividade antiviral, resolveu-se avaliar o efeito de
isovitexina-2"-O-ramnopiranosideo (MxF1), o flavondide majoritdrio de M. xanthocentra,
frente aos virus Herpes simplex dos tipos 1 e 2.

Na Tabela 18 podem ser encontrados os resultados dos ensaios antivirais obtidos

para MxF1 frente ao HSV-1e ao HSV-2.

Tabela 18: Resultados gerais dos ensaios de citotoxicidade e antivirais obtidos para MxF1

testado na respectiva concentragdo maxima ndo-toxica (CMNT).

Virus Célula  CMNT (ug/ml) CCso (ug/ml) IIV PI (%)
HSV-1 Vero > 200 > 200 0,90 874
HSV-2 Vero > 200 > 200 -0,40 -60,2

Os resultados obtidos indicam um efeito antagonico de MxF1 em relagdo aos dois
virus (Figura 36), ou seja, enquanto para o HSV-1 é observada uma inibigdo superior a 80%,
o HSV-2 parece ser estimulado pelo flavonéide, uma vez que a infecciosidade viral aumenta
de 60,2% em relagdo ao controle ndo tratado. Ndo foi observado qualquer efeito citotéxico
para MxF1 na concentragdo utilizada.

Este é o primeiro relato de atividade antiviral atribuida a este flavondide, e
representa também o primeiro relato de atividade anti-herpética para uma flavona

glicosilada.
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Figura 36: Atividade antiviral de MxF1 frente ao HSV-1 e HSV-2, em porcentagem de
inibi¢do (PT)

Atividade de flavondides frente a Virus Herpes

A maioria dos estudos sobre a atividade antiviral de flavondides restringe-se ao
grupo das flavonas de maior ocorréncia, flavondis, chalconas e seus andlogos sintéticos
(ZUANAZZI & MONTANHA, 2003), sendo os flavondis os mais amplamente estudados.

A atividade anti-HSV-1 /n vitro dos principais flavondides isolados do bdlsamo de
prépolis foi investigada por AMOROS et al. (1992). Os flavondis galangina, kaempferol e
quercetina mostraram-se ativos frente ao HSV-1, enquanto apenas uma flavona, a luteoling,
apresentou tal atividade. Uma andlise da relagdo estrutura-atividade para esses compostos
mostrou que os flavondis parecem ser mais ativos que as flavonas. No entanto, a atividade
dos flavondis decresce com o aumento do nimero de hidroxilas (galangina > kaempferol >

quercetina).

Galangina kaempferol quercetina luteolina

Figura 37: Estruturas dos flavonéides do bdlsamo de prépolis com atividade anti-HSV
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Os glicosideos de flavonol (Figura 38) também sdo capazes de reduzir a
infecciosidade dos virus herpes, como a afzelina e quercetina 3-O-a-D-arabinopiranosideo
(atividade anti-HSV-1, cepas resistentes ao Aciclovir), isolados das folhas do abacateiro
(Persea americana;’ Lauraceae) (ALMEIDA et al, 1998), a isoquercitrina, responsdvel pala
atividade anti-HSV-1 de Waldsteinia fragarioides (Michx) Tratt. (Rosaceae) (ABOU-
KARAM et al, 1992) e o kaempferol-3-O-galactosideo, responsdvel pela atividade anti-
herpética de Linum capitatum Kit (Linaceae) (ILIé et al., 2004). Para a quercitrina e sua
aglicona quercetina foi verificada a capacidade de reduzir a infecciosidade do HSV-1 e

virus pseudoraiva (Virus herpes Suino tipo 1) (MUCST et a/, 1985).

A quercetina € o flavondide mais amplamente distribuido entre os alimentos e talvez
o mais estudado. O mecanismo de sua atividade antiviral é principalmente virucida, sendo
também capaz de atuar por um mecanismo de agdo intracelular, inibindo a replicagdo viral
(KAUL et al, 1985). Esta atividade estd relacionada a sua capacidade de se ligar a
proteinas do capsideo viral e a polimerases, interferindo na sintese de dcido nucléico viral

ou provocando danos ao DNA (KAUL et a/, 1985; FORMICA et al/, 1995).

OH

quercetina 3-O-a-D-arabinopiranosideo isoquercitrina

OH

OH HO OH

Quercitrina kaempferol 3-O-galactosideo

Figura 38: Estruturas dos glicosideos de flavonol com atividade em virus herpes
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A maioria dos relatos sobre atividade anti-herpética de flavonas estd relacionada ds
flavonas metoxiladas, como a 5,6,7-trimetoxiflavona (TMF), isolada de Callicarpa japonica
(Verbenaceae) (HAYASHLI et al,, 1997), a pectolinarigenina , isolada de Hebe cupressoide
(Scrophulariaceae) (PERRY et al, 1994) e a acacetina, isolada de Scoparia dulcis
(Scrophulariaceae) (HAYASHTI et al, 1993). As furanoflavonas (ovalifolina e o pongol metil
éter) (LIKHITWITAYAWUID et a/, 2005) assim como as bisflavonas (robustaflavona,
amentoflavona e ginkgetina) também sdo capazes de reduzir a infecciosidade dos virus
herpes (HAYASHT et al, 1992; LIN et a/, 1998). Ndo hd relatos sobre a atividade anti-
herpética de glicosideos de flavona.

A ginkgetina, originalmente isolada de &inkgo biloba (Ginkgoaceae), foi obtida como
o componente ativo de Cephalotaxus drupacea Siebold e Zuccarini (Cephalotaxaceae),
sendo capaz de atuar frente ao HSV-1 e HSV-2 através, principalmente, da supressdo da
sintese de proteinas virais e da replicagdo viral e, mais fracamente, através de um
mecanismo de agdo virucida (HAYASHI et al/, 1992). Robustaflavona e amentoflavona
foram isolados de RhAus seccedaneae L. (Anacardiaceae) e &arcinia multiflora Champ.
(Guttiferae) como parte de um programa para buscar novos agentes antivirais de fontes
naturais. Robustaflavona foi a mais ativa, inibindo tanto o HSV-1 quanto o HSV-2, quando
comparados ao controle positivo (Aciclovir). A amentoflavona mostrou uma fraca atividade

frente ao HSV-1, ndo apresentando nenhum efeito sobre HSV-2 (LIN et a/, 1998).

OCH;

Acacetina

ovalifolina pongol metil éter

Figura 39: Estruturas das metoxiflavonas e furanoflavonas com atividade anti-HSV
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Robustaflavona Amentoflavona

Figura 40: Estruturas das bisflavonas com atividade anti-HSV

Das cascas de raizes da amoreira (Morus alba L., Moraceae), foi isolado um
flavonéide com atividade anti-herpética, a Leachianona 6. Trata-se de uma flavanona
prenilada que, quando comparada com o aciclovir (Controle positivo), é capaz de atuar de
forma eficaz sobre o HSV-1 (DU et a/, 2003).

As flavanas e flavandis - flavonéides que perderam a carbonila cetdnica durante sua
biossintese - tfambém é atribuida atividade anti-herpética. 7- O-galoiltricetiflavana e 7,4" -
di- O-galoiltricetiflavana, duas flavanas isoladas de Pithecellobium clypearia (Fabaceae alt.
Leguminosae), sdo capazes de atuar frente ao HSV-1 (LI et al/, 2006). P. clypearia é uma
erva usada na medicina popular chinesa para o tratamento de infecgdes no trato

respiratorio (LI et a/., 2006).
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Figura 41: Estruturas das flavanonas e flavanas com atividade anti-HSV

A flavanona hesperitina e o flavanol catequina sdo flavondides também encontrados
nos alimentos. Estudos de mecanismo de agdo para essas substdncias revelaram que
enquanto a catequina é capaz de reduzir a infecciosidade do HSV-1 através de uma
interagdo irreversivel com o virus (efeito virucida), a hesperitina atua através de um

mecanismo de agdo intracelular, inibindo a replicagdo viral (KAUL et al/,, 1985).

oH OH
O OCH; OH
o HO O
OH
© OH
Quercetina hesperitina Catequina

Figura 42: Estruturas da quercetina, hesperitina e catequina

Ndo menos importante, porém mais rara, é a atividade antiviral das chalconas, o
precursor biossintético dos demais tipos de flavonéides. Em sua dissertagdo de mestrado,
GONCALVES (1999) demonstrou a atividade anti-HSV-1-ACVr para as chalconas derricina
e derricidinag, isoladas de Derris sericea (Leguminosae). Em relagdo ao mecanismo de agdo,
praticamente toda a atividade antiviral apresentada pela derricidina foi intracelular, ndo
apresentando nenhuma atividade extracelular. Por outro lado, o mecanismo de agdo da

derricina foi principalmente virucida.
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derricina Derricidina

Figura 43: Estruturas das chalconas com atividade anti-HSV
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SINERGISMO DE FRACGES DE MxEA FRENTE A HSV-1 E HSV-2

A grande maioria dos fitoterdpicos disponiveis no mercado é encontrada sob a forma
de extratos de plantas ou suas combinagdes. Segundo os fitoterapeutas, as interagdes
sinérgicas existentes entre os componentes individuais dessas preparagbes seriam
fundamentais para a sua eficdcia, o que seria corroborado pelo fato dos supostos principios

ativos estarem presentes em uma concentragdo muito baixa para exercer qualquer efeito

terapéutico (WILLIAMSON et a/, 2001).

Tendo em vista a atividade antiviral observada para o extrato de M. xanthocentrae
suas fragdes, resolveu-se avaliar os potenciais efeitos benéficos que surgem da combinagdo
das substdncias encontradas nas diferentes fragdes. Adicionalmente ds razdes acima
apresentadas, esta andlise é fambém justificada pelo fato de que a planta é consumida
pelos cervideos como um todo, sendo plausivel supor que as diferentes classes quimicas de
metabolitos presentes na planta possam atuar em conjunto nos efeitos antivirais jd

observados para MxEA e suas fragdes.

Para este estudo foram realizadas combinagdes bindrias das fragdes insolivel
(MxIn), butandlica (MxBu), acetato de etila (MxAc) e aquosa (MxAq), utilizando-se a
proporgdo em que as mesmas se encontram presentes no extrato. Cada combinagdo teve sua
citotoxicidade avaliada e os ensaios antivirais foram realizados com as combinagdes em

suas respectivas CMNT.

Na Tabela 19 podem ser encontrados os resultados dos ensaios de citotoxicidade e

antivirais para as seis combinagées das fragdes frente ao HSV-1 e HSV-2.
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Tabela 19: Resultados gerais dos ensaios de citotoxicidade e antivirais obtidos para as

seis combinagdes de MxIn, MxBu, MxAc e MxAq, testado nas respectivas CMNT

Amostra CMNT CCxo HsV-1 HsV-2

IIV PI(%) TIIV PI(%)

MxIn 100 > 200 0,75 82,2 1,65 97.8
MxBu 100 > 200 0 0 0,25 43,8
MxAc 50 200 0 0] 0 0

MxAq 100 > 200 0 0 0,50 68,4
MxIn + MxBu > 200 > 200 020 3690 2,00 99,0
MxIn + MxAc > 200 > 200 0 0 1,35 95,5
MxIn + MxAq > 200 > 200 0,10 205 2,00 99,0
MxBu + MxAc > 100 > 200 -0,15 -29,5 1,35 95,5
MxBu + MxAq > 100 > 200 0 0 05 68,4
MxAc + MxAq > 100 > 200 0 0 1,0 90,0

Os resultados obtidos mostraram uma baixa toxicidade para as combinagdes
avaliadas, com os valores de CMNT variando de 100 a 200 pg/ml. Exceto por MxBu +
MxAq, cuja CMNT manteve-se a mesma de suas fragdes isoladas, as demais combinagdes
apresentaram uma redugdo de suas citotoxicidades quando comparadas a pelo menos um de
seus constituintes isolados, destacando-se MxIn + MxAc, cuja CMNT apresentou um

aumento de 150% em relagdo a fragdo mais téxica (MxAc; CMNT = 50 pg/ml).

A reducdo do efeito téxico, além do aumento de uma determinada atividade
bioldgica, ¢ um dos beneficios que podem surgir da interagdo entre uma ou mais
substdncias. Este efeito é observado através da combinacdo de MxIn, MxBu, MxAc e
MxAq, uma vez que cinco das seis combinagdes mostraram-se menos citotoxicas quando
comparadas a pelo menos um de seus constituintes isolados, sendo que trés combinagdes

atingiram valores de CMNT semelhantes a MxEA (200 pg/ml) (Figura 44).
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Figura 44: Citotoxicidade de MxEA, suas fragoes e combinagdes bindrias de fragdes, em

relacdo a CMNT

Comparando-se os resultados obtidos para MxIn, MxBu, MxAc, MxAq e suas
combinagdes bindrias frente ao HSV-1 (Figura 45), verificamos que, assim como para as
fragdes isoladas, este virus apresentou-se pouco sensivel ds combinagdes obtidas a partir
dessas fragdes, entretanto parece haver interagdes diferenciadas entre as fragdes
isoladas e as combinagdes e o virus.

As combinagdoes MxIn + MxBu, MxIn + MxAq e MxIn + MxAc apresentaram uma
atividade antiviral quase nula quando comparadas a MxIn, a fragdo mais ativa frente ao
HSV-1. Este comportamento parece estar relacionado a um antagonismo entre as
substdncias presentes nessas fragdes, com destaque para agdo antagbnica existente entre
MxIn e MxAc, em que se observa uma anulagdo da inibigdo viral promovida por MxIn
(redugdo da atividade em aproximadamente 82%).

Ao contrdrio do antagonismo anterior, as fracées MxAc e MxBu, quando combinadas,
parecem atuar em sinergismo. Esta agdo conjunta, entretanto, ocorre no sentido de
estimular a infecciosidade viral, podendo ser observado pelo aumento em 29,5% do titulo
viral quando comparado ao controle ndo-tratado e as préprias fragdes isoladas, cujas

atividades eram nulas.
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Para as combinagdes MxBu + MxAq e MxAc + MxAq ndo foi detectado qualquer
efeito sobre o virus, uma vez que as atividades das combinagdes permaneceram nulas assim

como as fragdes isoladas.
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Figura 45: Atividade antiviral de MxIn, MxBu, MxAc, MxAq e suas combinagdes bindrias

frente ao HSV-1, em porcentagem de inibigdo (PI)

Analisando-se o desempenho das mesmas combinagdes e fragdes isoladas em relagdo
ao HSV-2 (Figura 46), observamos um comportamento bastante distinto do observado para
o primeiro virus. Todas as combinagdes mostraram-se ativas frente ao HSV-2, com uma
atividade entre moderada e alta.

As fragdes MxIn e MxAc, quando combinadas, parecem atuar de maneira antagdnica
frente ao HSV-2, assim como observado para HSV-1, uma vez que a atividade de MxIn +
MxACc é inferior & MxIn, a fragdo mais ativa.

As combinagdes MxIn+ MxBu e MxIn + MxAq apresentaram uma atividade superior
a das fragdes isoladas, o que pode ser atribuido a um possivel sinergismo entre as
substancias presentes nessas fragdes. Entretanto, como as atividades dessas combinagdes
apresentam valores préximo a soma das atividades das fragdes isoladas, essa maior inibigdo

da infecciosidade viral pode estar relacionada a um efeito aditivo e ndo sinérgico. Como as
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substancias presentes nas fragSes isoladas e has combinagdes encontram-se em
concentragdes diferentes, fica dificil inferir, sem ambigiiidade, se o aumento da atividade

estd relacionada ao sinergismo ou ao efeito aditivo.

100- y »
7 7 A 7 ,

804" 7 é

it d é

404 [ %

204 | é

0 ——
% % % %

Figura 46: Atividade antiviral (em Porcentagem de Inibigdo; PT) de MxIN, MxBu, MxAc,

MxAq e sua combinagdes bindrias frente ao HSV-2

Para as combinagdes MxBu + MxAc e MxAc + MxAq sdo observados os aumentos
mais significativos na atividade antiviral. Nesses casos, a presenga de interagdes sinérgicas
entre os componentes quimicos de cada fragdo é claramente detectada, uma vez que a
atividade das combinagdes é muito superior a de suas fragdes isoladas, mesmo estas
dltimas estando em concentragdo superior a primeira. A grande discrepdncia de valores
entre as atividades antivirais de MxBu, MxAqQ MxAq e suas combinagdes exclui a
existéncia de efeito aditivo. Ainda em relagdo a MxBu + MxAc, é possivel observar um
comportamento oposto quando se compara os dois virus estudados. Ao contrdrio do que
observamos com o HSV-1, esta combinagdo é capaz de inibir em mais de 90% a

infecciosidade promovida pelo HSV-2.

-180-



A combinacdo MxBu + MxAQq parece ndo apresentar qualquer efeito sobre HSV-2,
uma vez que sua atividade antiviral apresenta o mesmo valor que a fragdo mais ativa que
compoe esta combinagdo.

De posse dos dados apresentados, é possivel comprovar a existéncia de interagées
entre as substdncias presentes em MxEA, o que poderia ser responsdvel pelos potenciais
efeitos benéficos que surgiriam da ingestdo das partes aéreas de M. xanthocentra pelos
cervideos, seja pela redugdo da toxicidade ou pela potencializagdo da atividade antiviral
associada a determinadas substancias.

A teoria do efeito da combinagdo de fdrmacos sugere que apenas substdncias com
diferentes mecanismos de agdo podem apresentar sinergismo, podendo resultar de
bloqueios em seqiiéncia, inibigdo competitiva ou complementar (AMOROS et al, 1992).
Como ndo se conhece o mecanismo de agdo de cada fragdo, estes experimentos apenas
confirmam a possibilidade de interagdes sinérgicas entre uma ou mais substdncias
presentes em MxEA. Entretanto, a presenga de substdncias de classes quimicas diferentes
nessas fragdes reforga a idéia de sinergismo, levando-nos a crer que os carboidratos e

flavondides ai presentes estariam atuando por mecanismos distintos.

Sinergismo em produtos naturais

Sabe-se que compostos fendlicos como os flavondides, amplamente distribuidos nos
alimentos e formulagdes fitoterdpicas, podem potencializar a atividade bioldgica de outras
substancias por sinergismo ou mecanismos semelhantes (KAMATOU et a/, 2006).

Em um estudo sobre a agdo antimaldrica, /n vitro, da artemisinina, verificou-se que
sua atividade era potencializada pelos flavondides artemetina e casticina (WILLIAMSON
et al, 2001). Em outro estudo foi verificada a atividade antitumoral de combinagdes
bindrias obtidas a partir dos flavondides genisteina, baicaleina, naringenina e quercetina.
Dentre as combinagdes possiveis, apenas haringenia + genisteina ndo apresentou
sinergismo nha inibigdo do crescimento de células de cdancer de mama, sendo este
comportamento atribuido a similaridade estrutural dessas substancias (WILLIAMSON et

al, 2001).
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A atividade sinérgica de flavondides frente a virus também foi verificada. Em um
estudo realizado por AMOROS et al. (1992) com os flavondides isolados do bdlsamo de
prépolis, constatou-se a eficdcia de combinagdes bindrias de flavonas e flavondis ndo
glicosilados contra HSV-1, sendo os melhores resultados derivados das seguintes
combinagdes: kaempferol + apigenina; quercetina + crisina; galangina + apigenina;

kaempferol + luteolina e quercetina + apigenina.

OH O

Naringenina

crisina galangina Luteolina

Figura 47: Estruturas de alguns flavondides com atividade sinérgica comprovada.
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A combinagdo de fdrmacos tem se tornado padrdo para o tratamento de infecgdes
causadas por alguns virus, como o HIV e o virus da hepatite C. As vantagens dessa terapia
antiviral combinada resultam do sinergismo entre os fdrmacos, com potencializagdo dos
efeitos antivirais, e da supressdo do aparecimento de resisténcia, uma vez que o virus é
capaz de sofrer mutagdes e da defesa imunolégica (DREW, 2006; KHAN ef a/, 2005).
Ainda ndo é claro se as experiéncias observadas com esses virus de RNA podem ser
aplicadas aos virus de DNA, porém a pesquisa nessa drea vem crescendo
consideravelmente.

O aciclovir e a vidarabina sdo dois farmacos utilizados no tratamento de infecgdes
causadas por virus herpes, sendo o aciclovir o farmaco de primeira escolha devido a sua
eficdcia e seguranga. Ambos os fdarmacos sofrem ativagdo no interior da célula através da
fosforilagdo por uma timidinocinase viral (aciclovir) ou por uma cinase celular (vidarabina),
tornando-se inibidores da sintese de DNA viral. Quando combinados, esses farmacos foram
capazes de atuar sinergicamente frente ds cepas selvagens do virus do Varicella-zoster
(VZV), HSV-1 e HSV-2. Para as cepas resistentes ao aciclovir (mutagdo na timidinocinase
viral), a suscetibilidade a vidarabina ndo foi alterada na presenga do aciclovir, indicando que
a fosforilagdo de ambos os fdrmacos é essencial para o sinergismo. Verificou-se também
que uma mutagdo na DNA polimerase viral é capaz de abolir o efeito sinérgico, o que pode
ser atribuido a uma alteragdo na especificidade do substrato para ambos os fdrmacos,
comprovando que a natureza do sitio de ligagdo na DNA polimerase é importante para seus
efeitos antivirais sinérgicos frente aos virus herpes (SUZUKI et a/,, 2006).

Como visto anteriormente, as plantas medicinais, quando combinadas, podem ter
seus efeitos terapéuticos alterados, uma vez que existe sempre a possibilidade de
sinergismo entre duas ou mais substdncias, que em conjunto podem fornecer importantes
atividades biolégicas (JASSIM & NAJI, 2003). Este mesmo principio tem sido aplicado na
combinagdo de fdrmacos antivirais com extratos de plantas ou produtos naturais obtidos a
partir desses extratos, tendo como objetivo de reduzir os efeitos téxicos ou potencializar

os efeitos benéficos.



Em um estudo realizado por CORINA et a/. (1999) verificou-se que a combinagdo dos
extratos de Actium lappa (Asteraceae), Calendula officinalis (Asteraceae) e Geranium
robertianum (Geraniaceae) com o aciclovir mostrou-se mais eficiente no combate a ceratite
herpética do que a monoterapia com aciclovir.

Interagbes sinérgicas entre flavondides, polissacarideos e fdrmacos antivirais
também sdo relatadas na literatura. A robustaflavona é uma bisflavona isolada de RAus
seccedaneae (Anacardiaceae) capaz de inibir a infecciosidade dos virus Herpes simplex dos
tipos 1 e 2 (LIN et a/, 1998). Quando em combinagdo com a lamivudina e o penciclovir, dois
andlogos nucleosidicos utilizados no combate ao virus da Hepatite B (HBV), verificou-se que
a robustaflavona era capaz de atuar sinergicamente potencializando a atividade antiviral
desses farmacos (ZEMBOWER et al,, 1998).

Para a 5,6,7-trimetoxiflavona (TMF) foi demonstrada sua agdo sinérgica com o
aciclovir, sendo atribuida ao aumento do “pool” intracelular do fdrmaco promovido pelo
flavondide. Outros flavondides como a quercetina, apigenina e quercitrina também sdo
capazes de interagir /n vivo e in vitro com o aciclovir (HAYASHTI et al,, 1997).

Sabe-se que os polissacarideos, em especial os sulfatados, sdo capazes de inibir os
primeiros estdgios da infecgdo viral, como a adsorgdo do virus a célula hospedeira ou a
penetragdo viral. Em um estudo realizado por OH et a/., (2000), verificou-se que o APBP,
uma proteina dcida ligada a um polissacarideo, apresentou uma potente atividade contra o
HSV-1 e HSV-2, em cultura de células. A combinagdo deste polissacarideo com o aciclovir e
a vidarabina foi capaz de potencializar a atividade antiviral frente ao HSV-1, através de
interagdes sinérgicas. Em relagdo ao HSV-2, a combinagdo de APBP com o aciclovir também
promoveu uma potencializagdo da atividade antiviral através de sinergismo, entretanto, a
combinagdo do polissacarideo com a vidarabina reduziu a atividade anti-HSV-2, indicando
um antagohismo entre essas substancias.

As vdrias razdes para uma quimioterapia antiviral combinada incluem sinergia dos
efeitos antivirais, antagonismo na tfoxicidade ou distribuigdo da toxicidade entre os
sistemas orgdnicos, prevengdo do surgimento de cepas resistentes e aumento da resposta

imunoldgica (OH et al, 2000). A identificagdo de compostos antivirais com estruturas
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moleculares diferentes dos andlogos nucleosidicos é de suma importdncia para se
estabelecer tratamentos eficientes, uma vez que se buscam substdncias que possam atuar
por mecanismos de agdo diferentes. Dessa forma, parece-nos plausivel propor que os
extratos brutos de plantas e seus produtos naturais, como os flavondides e polissacarideos,
possam ser utilizados em uma terapia combinada para o tratamento de infecgdes causadas
por virus, possibilitando uma redugdo significativa da dose dos agentes antivirais visando
uma redugdo da toxicidade, aumento da eficdcia terapéutica e supressdo do aparecimento

de cepas resistentes.

-185-



ABAD, M. J.; BERMEJO, P.; GONZALES, E.; IGLESIAS, I.; IRURZUN, A.; CARRASCO, L.
Antiviral activity of Bolivian plant extracts. General Pharmacology, v. 32, n. 4, p.
499-503, 1999.

ABOU-KARAM, M.; SHIER, W. T. Isolation and characterization of an antiviral flavonoid
from Waldsteinia fragarioides. Journal of Natural Products, v. 55, n. 10, p. 1525-
1527, 1992.

ACAMOVIC, T.; BROOKER, J. D. Symposium on 'Plants as animal foods: a case of catch 22?
Biochemistry of plant secondary metabolites and their effects in animals.
Proceedings of Nutrition Society, v. 64, p. 403-412, 2005.

ALMEIDA, A. P.; MIRANDA, M. M. F. S.; SIMONI, L. C.; WIGG, M. D.; LAGROTA, M. H. C.;
COSTA, S. S. Flavonol monoglycosides isolated from the antiviral fractions of
Persea americana (Lauraceae) leaf infusion. Phytotherapy Research, v. 12, p. 562-
567,1998.

ALMEIDA, N. M. R. Efeito Inibitério de extratos de plantas coletadas na reserva
Particular do Patriménio Natural - SESC sobre o virus Herpes Simplex Tipo 2
resistente ao Aciclovir. Monografia de conclusdo de curso, Instituto de Microbiologia
Prof. Paulo de Gdes, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2005.

AMOROS, M.; SIMOES, C. M. O.; GIRRE, L. Synergistic Effect of Flavones and Flavonols
Against Herpes Simplex Virus Type 1 in Cel Culture. Comparison with the Antiviral
Activity of Propols. Journal of Natural Products, v. 55, n.12, p. 1732-1740, 1992.

ANDRIGHETTI-FROHNER, C. R; SINCERO, T. C. M.; DA SILVA, A. C. SAVI, L. A
GAIDO, C. M. BETTEGA, J. M. R; MANCINI, M. DE ALMEIDA, M. T. R.
BARBOSA, R. A.; FARIAS, M. R; BARARDI, C. R. M.; SIMOES, C. M. O. Antiviral
evaluation of plants from Brazilian Atlantic Tropical Forest. Fitoterapia, v. 76, p.
374-378, 2005.

BARBOSA, A. C. V. D; DE BRITO, W. M. E. D.; ALFAIA, B. T. Soroprevaléncia e fatores de
risco para a infecgdo pelo herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1) no Estado de Goids,
Brasil. Ciencia Rural, v. 35, n. 6, p. 1368-1373, 2005.

BALUNAS, M. J.; KINGHORN, A. D. Drug discovery from medicinal plants. Life Sciences,
v. 78, p. 431-441, 2005.

BOLIN, H. R; STAFFORD, A. E.; FLATH, R. A. Cyclitols of soybean leaves. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, V. 32, P. 685-687, 1984.



BOULET, J. C.; WILLIAMS, P.; DOCO, T. A fourier transform infrared spectroscopy study
of wine polysaccharides. Carbohydrate Polymers,v. 69, p. 79-85, 2007.

BROWN, T. J.. McCRARY, M.; TYRING, S. K. Antiviral agents: nonantiviral drugs. Journal
of the American Academy of Dermatology, v. 47, p. 581-599, 2002

BUSH, C. E.; PRITCHETT, R. F. A Comparison of the Genomes of Bovine Herpesvirus Type 1
and Pseudorabies Virus. Journal of General Virology, v. 66, p. 1811-1817, 1985.

CAVALCANTE, F. A. Rinotraqueite infeccios bovina (nariz vermelho), diagndstico e
controle. Instrugdes Técnicas, n. 28, p. 1-2, EMBRAPA-Acre, 2000.

CHARLES, A. L., HUANG, T. C.; CHANG, Y. H. Structural analysis and characterization of a
mucopolysaccharide isolated from roots of cassava (Manihot esculenta Crantz L.).
Food Hydrocolloids, v. 22, n. 1, p. 184-191, 2008.

CHATTOPADHYAY, K.. MATEU, C. 6.; MANDAL, P.; PUJOL, C. A.. DAMONTE, E. B.; RAY,
B. Galactan sulfate of Grateloupia indica: Isolation, structural features and antiviral
activity. Phytochemistry, v. 68, n. 10, p. 1428-1435, 2007.

COREY, L.. HANDSFIELD, H. Genital Herpes and Public Health. Journal of the American
Medlical Association, v. 283, n. 6, p. 791-794, 2000.

CORINA, P.; DIMITRIS, S.; EMANUIL, T.; NORA, R. Treatment with acyclovir combined
with a new Romanian product from plants. Oftalmologia, v. 46, p. 55-57, 1999.

CUL F.J.; TAO, W.VY.; XU, Z H.; GUO, W. J.; XU, H.Y.; AO, Z. H.; JIN, J.; WEL, Y. Q.
Structural analysis of anti-tumor heteropolysaccharide GFPS1b from the cultured
mycelia of &Grifola frondosa GF9801. Bioresource Technology, v. 98, p. 395-401,
2007.

CUNHA, EM.S.; NASSAR, AF.C.. LARA, M.C.CSH., BERSANO, J.G.. VILLALOBOS,
E.M.C.; LOURENCO, A.T.A. Detecgdo de anticorpos contra o Virus da Doenga de
Aujeszky (VDA) em Javalis (Sus scrofa) no estado de Sdo Paulo, Brasil: Dados
preliminares. Arguivos do Instituto Biologico, Sdo Paulo, v.70, 2003. Suplemento
Trabalho apresentado na REUNIAO ANUAL DO INSTITUTO BIOLéGICO, 16.,
2003, Sdo Paulo. Resumo 129.

CUNHA, P. L. R.; MACIEL, J. S.; SIERAKOWSKI, M. R.; DE PAULA, R. C. M.; FEITOSA, J. P.
A. Oxidation of cashew tree gum exudate polysaccharide with TEMPO reagent. Journal
of the Brazilian Chemical Society, v. 18, n. 1, p. 85-92, 2007.

CUNNINGHAM, A. L. DIEFENBACH, R. J.; MIRANDA-SAKSENA, M.; BOSNJAK, L.; KIM,
M.. JONES, C.. DOUGLAS, M. W. The Cycle of Human Herpes Simplex Virus



Infection: Virus Transport and Immune Control. The Journal of Infectious
Diseases, v. 194, n. 1, p. 11-18, 2006.

Dos SANTOS, R. I. Metabolismo bdsico e origem dos metabélitos secunddrios. In: :
SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL, E. P.. GOSMANN, 6.: De MELLO, J. C. P.; MENTZ, L.
A.; PETROVICK, P. R. Farmacognosia: da planta ao medicamento. Rio Grande do Sul:
Editora da Universidade - UFRGS, p. 403-434, 2003.

DREW, L. W. Is combination antiviral therapy for CMV superior o monotherapy?. Journal
of Clinical Virology, v. 35, n. 4, p. 485-488, 2006.

DU, J.. HE, Z-D.; JIANG, R-W.; YE, W-C.. XU, H-X.; BUT, P. P-H. Antiviral flavonoids
from the root bark of Morus albal. Phytochemistry,v. 62, p. 1235-1238, 2003.

EFSTATHIOU, S.; PRESTON, C.M. Towards an understanding of the molecular basis of
herpes simplex virus latency. Virus Research, v. 111, n. 2, p. 108-119, 2005.

EKBLAD, M.; BERGSTROM, T.; BANWELL, M. 6. BONNET, M.; RENNER, J.. FERRO, V.;
TRYBALA, E. Anti-herpes simplex virus activities of two novel disulphated cyclitols.
Antiviral chemistry & chemotherapy, v.17,n.2, p. 97-106, 2006.

ELANCHEZHIYAN, M. RAJARAJAN, S.; RAJENDRAN, P.. SUBRAMANIAN, S
THYAGARAJAN, S. P. Antiviral properties of the seed extract of an Indian
medicinal plant, Pongamia pinnata, Linn., against herpes simplex viruses: /n-vitro
studies on Vero cells. Journal of Medical Microbiology,v. 38, n. 4, p. 262-264, 1993.

FELIPE, A. M. M. RINCAO, V. P.; BENATI, F. J.; LINHARES, R. E. C.; GALINA, K. J.; DE
TOLEDO, C. E. M.; LOPES, G. C.; DE MELLO, J. C. P.; NOZAWA, C. Antiviral effect
of Guazuma ulmifolia and Stryphnodendron adstringens on Poliovirus and Bovine
Herpesvirus. Biological and Pharmaceutical Bulletin, v. 29, n. 6, p. 1092-1095, 2006.

FIGUEIRO, S. D.; GOES, J. C. MOREIRA, R. A; SOMBRA, A. S. B. On the physico-
chemical and dielectric properties of glutaraldehyde crosslinked galactomannan-
collagen films. Carbohydrate Polymers, v. 56, p. 313-320, 2004.

FISCHER, N. O.; MBUY, 6. N. K. WOODRUFF, R. I. HSV-2 disrupts gap junctional
intercellular communication between mammalian cells in vitro. Journal of Virological
Methods, v. 91, p. 157-166, 2001.

FORMICA, J. V.. REGELSON, W. Review of the biology of quercetina and related
bioflavonoids. Food and Chemical Toxicology, v. 33, n. 12, p. 1061-1080, 1995.



FREEMAN, E. E.; WEISS, HA.: GLYNN, J. R.; CROSS, P. L., WHITWORTH, J. A.; HAYES,
R. J. Herpes Simplex Virus 2 Infection Increases HIV Acquisition in Men and
Women: Systematic review and meta-analysis of Longitudinal Studies. AIDS, v. 20,
p. 73-83, 2006.

F. -TISCHER, P. C. S. TALARICO, L. B. NOSEDA, M. D. GUIMARAES, M. P. B
DAMONTE, E. B.; DUARTE, M. E. R. Chemical structure and antiviral activity of
carrageenans from Meristiella gelidium against herpes simplex and dengue virus.
Carbohydrate Polymers, v. 63, p. 459-465, 2006.

GANTER , J. L. M. S.. , CARDOSO, A. T. M.; KAMINSKI, M.; REICHER, F. Galactomannan
from the seeds of Mimosa scabrella. a scale-up process. International Journal of
Biological Macromolecules, v. 21, p. 137-40, 1997.

GANTER, J. L. M. S.; CORREA, J. B. C.; REICHER, F.; HYERAUD, A.. RINAUDO, M. Low
molecular weight carbohydrate composition of Mimosa scabrella (bracatinga) seeds.
Plant Physiology and Biochemistry,v. 29, n. 2, p. 139-146, 1991.

GARNER, J. A. Herpes simplex virion entry into and intracellular transport within
mammalian cells. Advanced Drug Delivery Reviews, v. 55, n. 11, p. 1497-1513, 2003.

GEBRE-MARIAM, T.; NEUBERT, R.; SCHMIDT, P. C.; WUTZLER, P.; SCHMIDTKE, M.
Antiviral activities of some Ethiopian medicinal plants used for the treatment of
dermatological disorders. Journal of Ethnopharmacology, v. 104, p. 1-15, 2006.

GERDTS, V., BEYER, J.. LOMNICZI, B METTENLEITER, T. C. Pseudorabies virus
expressing bovine herpesvirus 1 glycoprotein B exhibits altered neurotropism and
increased neurovirulence. Journal of Virology,v.74,n. 2, p. 817-827, 2000.

GONCGALVES, J. L. S. Efeito dos flavondides na propagagdo do Virus Herpes Simplex Tipo 1
e Virus da Diarréia Vira Bovina em células HEp-2. Dissertagdo de Mestrado,
Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gdes, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, 1999,

HAYASHI, K.; HAYASHI, T.. MORITA, N. Mechanism of action of the antiherpesvirus
biflavone ginkgetin. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 36, n. 9, p. 1890-
1893, 1992.

HAYASHI, K. HAYASHI, T. OTSUKA, H.. TAKEDA, Y. Antiviral activity of 5,6,7-
trimethoxyflavone and its pontentiation of the antiherpes activity of acyclovir.
Journal of Antimicrobial Chemotherapy,v. 39, p. 821-824, 1997.



HAYASHI, K; HAYASHI, T.. ARISAWA, M. MORITA, N. Antiviral agents of plant origin.
Antiherpetic activity of acacetin. Antiviral chemistry & chemotherapy, v. 4, n.1, p.
49-53, 1993.

HAYDEN, F. 6. Antimicrobianos (continuagdo). Agentes antivirais (ndo-retrovirais). In:
GOODMAN & GILMAN. As bases farmacoldgicas da terapéutica. Editora McGraw-
Hill, 10° Edigdo, p. 985-1010, 2003.

HUANG, Q.; JIN, Y.; ZHANG, L., CHEUNG, P. C. K.; KENNEDY, J. F. Structure, molecular
size and antitumor activities of polysaccharides from Poria cocos mycelia produced
in fermenter. Carbohydrate Polymers,v. 70, n. 3, p. 324-333, 2007.

HU, J. M.; HSIUNG, G. D. Evaluation of new antiviral agents: I. In vitro perspectives.
Antiviral Research, v. 11, p. 217-232, 1989.

ILIE, S. B. KONSTANTINIVIE, S. S. TODOROVIE, Z. B. Antimicrobial activity of
bioactive componet from flower of Linum capitatum Kit. Physics, Chemistry and
Technology, v. 3,n. 1, p. 73-77, 2004,

JAIN, R.; JAIN, S.; SHARMA, A.; ITO, H.; HATANO, T. Isolation of (+)-pinitol and other
constituents from the root bark of Tamarindus indica Linn. Journal of Natural
Medicines, v. 61, n. 3, p. 355-356, 2007.

JASSIM, S. A. A NAJI, M. A. Novel Antiviral Agents: A Medicinal Plant Perspective.
Journal of Applied Microbiology, v. 95, p. 412-427, 2003.

JENSEN, L. H.; NORRILD, B. The effects of cell pasajes on the cell morphology and the
outcome of herpes simples virus type 1 infection. Journal of Virological Methods, v. 84,
p. 139-152, 2000.

JONES, C. Herpes simplex virus type 1 and bovine herpesvirus 1 latency. Clinical
Microbiology Reviews,v. 16, n .1, p. 79-95, 2003.

JONES, C. A.; ISAACS, D. Management of Herpes Simplex Virus Infections. Current
Paedriatics, v.14, p. 131-136, 2004.

JUNQUEIRA, O. M. Doenga de Aujeszky. Boletins Técnicos, Serrana Nutrigdo Animal.
Disponivel em www.serrana.com.br/n_boletins.asp

KACURAKOVA, M.; CAPEK, P.; SASINKOVA, V.. WELLNER, N.; EBRINGEROVA, A. FT-IR
study of plant cell wall model compounds: pectic polysaccharides and hemicelluloses.
Carbohydrate Polymers, v. 43, p. 195-203, 2000.



KHAN, M.T.H.; ATHER, A.; THOMPSON, K.D.; GAMBARI, R. Extracts and molecules from
medicinal plants against herpes simplex viruses. Antiviral Research, v. 67, p.107-119,
2005.

KAMATOU, G. P.P.; VILTOEN, A. M.; VAN VUUREN, S. F.; VAN ZYL, R.L. In vitro Evidence
of Antimicrobial Synergy Between Salvia chamelaeagnea and Leonotis leonurus.
South African Journal of Botany,v.72,p. 634-636, 2006.

KAUL, T. N.; MIDDLETON, E.; OGRA, P. L. Antiviral effect of flavonoids on human viruses.
Journal of Medical Virology, v. 15, p. 71-79, 1985.

KOTT, V., BARBINI, L.. CRUANES, M.; MUNOZ, J. DE D.; VIVOT, E.; CRUANES, J.
MARTINO, V.; FERRARO, 6.; CAVALLARO, L.; CAMPOS, R. Antiviral activity in
Argentine medicinal plants. Journal of Ethnopharmacology, v. 64, n. 1, p. 79-84,
1999.

KRIEF, S.; HLADIK, C. M.; HAXAIRE, C. Ethnomedicinal and Bioactive Properties of Plants
Ingested by Wild Chimpanzees in Uganda. Journal of Ethnopharmacology, v. 110, p.
1-15, 2005.

LAGROTA, M. H. C. Atividade antiviral in vitro de substdncias sintéticas e naturais.
Dissertagdo de Mestrado, Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gdes,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, 1978.

LAM, K. S. New aspects of natural products in drug discovery. Trends in Microbiology, v.
15, n. 6, p. 279-289, 2007.

LIKHITWITAYAWUID, K.. SRITULARAK, B.. BENCHANA, K.; LIPIPUN, V.. MATHEW,
J.. RAYMOND F. SCHINAZI, R. F Phenolics with antiviral activity from Millettia
Erythrocalyx and Artocarpus Lakoocha. Natural Product Research, v. 19, n. 2, p.
177-182, 2005.

LIMA, A. M. F.; ANDREANL, L.; SOLDI, V. Influéncia da adigdo de plastificante e do
processo de reticulagdo na morfologia, absorgdo de dgua e propriedades mecdnicas
de filmes de alginato de sddio. Quimica Nova, v. 30, n. 4, p. 832-837, 2007.

LIN, Y-M.; FLAVIN, M. T.. SCHURE, R.; CHEN, F-C.; SIDWELL, R.; BARNARD, D. L.
HUFFMAN, J. H.; KERN, E. R. Antiviral activities of biflavonoids. Planta Medica, v.
65, p. 120-125, 1998.

LIESEGANG, T. J. Herpes Simplex Virus Epidemiology an Ocular Importance. Cornea, v.
20, n. 1, p. 1-13, 2001.



LIU, F.. LIV, Y., MENG, Y.. YANG, M. HE, K. Structure of polysaccharide from
Polygonatum cyrtonema Hua and the antiherpetic activity of its hydrolyzed
fragments. Antiviral Research, v. 63, n. 3, p. 183-189, 2004.

LI, Y.; LEUNG, K-T.; YAO, F.,00I,L. S. M.; OOI, V. E. C. Antiviral flavans from the leaves
of Pithecellobium clypearia. Journal of Natural Products, v. 69, p. 833-835, 2006.

LI, Y, OOI, L. S. M.; WANG, H.; BUT, P. P. H; OOI, V. E. C. Antiviral activities of
medicinal herbs traditionally used in southern mainland China. Phytotherapy
Research, v. 18, n. 9, p. 718-722, 2004.

MACIEL, M. A. M.; PINTO, A. C.; VEIGA JR, V. F. Plantas medicinais: a necessidade de
estudos multidisciplinares. Quimica Nova, v. 25, n. 3, p.429-438, 2002.

MANHA, A.P. dos S. Atividade antiviral da plantas brasileiras contra Herpes Bovino e virus
da Doenga de Gumboro. Monografia de conclusdo de curso, Faculdade de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Metodista de Sdo Paulo, 2004.

MASTROMARINO, P.; PETRUZZIELLO, R.; MACCHIA, S.; RIETI, S.; NICOLETTI, R
ORSI, N. Antiviral activity of natural and semisynthetic polysaccharides on early steps
of rubella virus infection. Journal of Antimicrobial Chemoterapy, v. 39, p. 339-345,
1997.

McCHESNEY, J. D.; VENKATARAMAN, S. K.; HENRTI, J. T. Plant natural products: back to
future or into extinction? Phytochemistry, v. 68, p. 2015-2022, 2007.

McRAE, J.; YANG, Q.. CRAWFORD, R.; PALOMBO, E. Review of the methods used for
isolating pharmaceutical lead compounds from tfraditional medicinal plants.
Environmentalist, v. 27, p. 165-174, 2007.

MIRANDA, M. M. F. S. Viroses dermotrépicas. In: SANTOS, N. S. O.; ROMANOS, M. T.
V.. WIGG, M. D. Introdugdo a virologia humana. 1% Edigdo, Editora Guanabara Koogan
S. A., p. 75-99, 2002.

MISRA, L. N.; SIDDIQI, S. A. Dhaincha (Sesbania bispinosa) leaves: a good source of
antidiabetic (+)-pinitol. Current Science, v. 87, n. 11, p. 1507, 2004.

MUCSI, I.. PRAGAI, B. M. Inhibition of virus multiplication and alteration of cyclic AMP
level in cell cultures by flavonoids. Cellular and Molecular Life Sciences, v. 41, n. 7,
p. 930-931, 1985.



MUYLKENS, B.; THIRY, J.; KIRTEN, P.; SCHYNTS, F.; THIRY, E. Bovine herpesvirus 1
infection and infectious bovine rhinotracheitis. Veterinary Research, v. 38, n. 2, p.
181-209, 2007.

NAUWINCK, H., GLORIEUX, S.; FAVOREEL, H.. PENSAERT, M. Cell Biological and
molecular Characteristics of Pseudorabies Virus Infections in Cell Cultures and in

Pigs with Emphasis on the Respiratory tract. Veterinary Research, v. 38, p. 229-
241, 2007.

NEYNDORFF, H. C.; BARTEL, D. L.; TUFARO, F.; LEVY, J. G. Development of a model to
demonstrate photosensitizer-mediated viral inactivation in blood. Transfusion, v.
30, p. 485-490, 1990.

NETO, V. A; BALDY, J. L. S. Doengas Transmissiveis. Editora Sarvier, 3% edi¢do, 509-511,
1991.

NISHIMURA, T.. TOKU, K.; FUKUYASU, H. Antiviral compounds. XII. Antiviral activity of
aminohydrazones of alkoxyphenyl substituted carbonyl compounds against influenza
virus in eggs and mice. Kitasato Archives of Experimental Medicine, v. 50, p. 39-46,
1977.

NIJVELDT,R. J.. NOOD, E.. HOORN, D. E. C.; BOELENS, P. 6. NORREN, K.; LEEUWEN, P.
A. M. Flavonoids: a review of probable mechanism of action and potential
applications. American Journal of Clinical Nutrition, v. 74, p. 418-425, 2001.

NOLKEMPER, S.; REICHLING, J.. STINTZING, F. C.. CARLE, R.; SCHNITZLER, P.
Antiviral effect of aqueous extracts from species of the Lamiaceae family against
Herpes simplex virus type 1 and type 2 /n vitro. Planta Medica, v. 72, n. 15, p.1378-
1382, 2006.

OBENDORF, R. L.; MCINNIS, C. E.. HORBOWICZ, M.; KERESZTES, I.; LAHUTA, L. B.
Molecular structure of lathyritol, a galactosylbornesitol from Lathyrus odoratus
seeds, by NMR. Carbohydrate Research, v. 340, n. 7, p. 1441-1446, 2005.

OH, K. W.; LEE, C. K.; KIM, VY. S.; EO, S. K.; HAN, S. S. Antiherpetic Activities of Acidic
Protein Bound Polissacharide Isolated from Ganoderma /ucidum alone and in
combinations with acyclovir and Vidarabine. Journal of Ethnopharmacology, v. 72, p.
221-227, 2002.

PERRY, N. B.; FOSTER, L. M. Antiviral and antifungal flavonoids, plus triterpene, from
Hebe cupressoides. Planta Medica, v. 60, p. 491-492, 1994.

PHILLIPSON, J. D. Phyftochemistry and pharmacognosy. Phytochemistry, article in press
(doi:10.1016/ j.phytochem.2007.06.028), 2007



POMERANZ, L. E. REYNOLDS, A. E. HENGARTNER, C. J. Molecular Biology of
Pseudorabies Virus: Impact on Neurovirology and Veterinary Medicine. Microbiology
and Molecular Biology Reviews, v. 69, n. 3, p. 462-500, 2005.

RAJBHANDARI, M.; WEGNER, U.; JULICH, M.; SCHOPKE, T.; MENTEL, R. Screening of
Nepalese medicinal plants for antiviral activity. Journal of Ethnopharmacology, v.
74,n. 3, p. 251-255, 2001.

RANG, H. P.; DALE, M. M.; RITTER, J. M.. MOORE, P. K. Fdrmacos antivirais. In: RANG, H.
P.. DALE, M. M.; RITTER, J. M.; MOORE, P. K. Farmacologia, Editora Elsevier, 5°
Edicdo, 2004.

RATES, S. M. K. Plants as source of drugs. Toxicon, v. 39, p. 603-613, 2001.

REED, L. J.. MUENCH, H. A simple method of estimating fifty percents endpoints.
American Journal of tropical Medicine and Hygiene, v. 27, p. 493-497, 1938.

ROEHE, P. M.; Da SILVA, T. C. NARDI, N. B; OLIVEIRA, L. 6. ROSA, J. C. A.
Diferenciagdo entre os virus da rinotraqueite infecciosa bovina (BHV-1) e
herpesvirus da encefalite bovina (BHV-5) com anticorpos monoclonais. Pesquisa
Veterindria Brasileira,v. 17, n. 1, p. 41-44,1997.

RODRIGUEZ, D. J.; CHULIA, J.; SIMOES, C. M. O.; AMOROS, M.; MARIOTTE, A. M.
GIRRE, L. Search for in vitro antiviral activity of a new isoflavone glycoside from
Ulex europaeus. Planta Medica, v. 56, p. 59-62, 1990.

SACKS, S. L.; GRIFFITHS, P. D.; COREY, L.; COHEN, C.; CUNNINGHAM, A.; DUSHEIKO,
G. M.; SELF, S.. SPRUANCE, S.; STANBERRY, L. R.; WALD, A.; WHITLEY, R. J.
Introduction: Is viral shedding a surrogate marker for transmission of genital
herpes? Antiviral Research, v. 6351, p. S3-510, 2004

SERKEDJIEVA, J.. IVANCHEVA, S. Antiherpes virus activity of extracts from the
medicinal plant Geranium sanguineum L. Journal of Ethnopharmacology, v. 64, n. 1, p.
59-68, 1999.

SHASTINA, N.S.. TUCHNAYA, O.A. EINISMAN, L.I; KASHIRICHEVA, I.I;
STEPANOV, A.E.; YURKEVICH, A. M.; SHVETS, V. I. Asymmetrically Substituted
myo-Inositols. XXXIX. The Synthesis of Conjugate of 2',3'-Didehydro-3'-
deoxythymidine with Phosphatidylinositol: A New Nucleoside Phospholipid with
Potential Anti-HIV Activity. Russian Journal of Bioorganic Chemistry,v. 29, n. 3, p.
267-273, 2003.

SMEE, D. F.; MORRISON, A. C; BARNARD, D. L. SIDWELL, R. W. Comparision of
colorimetric, fluorometric, and visual methods for determinig anti- influenza (HIN1



and H3N2) virus activities and tfoxicities of compounds. Journal of Virological
Methods, v. 106, p. 71-79, 2002.

SURESHAN, K. M.; MIYASOU, T. WATANABE, Y. Total synthesis of the proposed
structure of “brahol” and the structural revision. Tetrahedron Letters, v. 45, p.
3197-3201, 2004.

SUSUKI, M., OKUDA, T.; SHIRAKI, K. Synergistic Antiviral Activity of Acyclovir and
Vidarabine against Herpes Simplex Virus Types 1 and 2 and Varicella-zoster virus.
Antiviral Research, v.72, p. 157-161, 2006.

TOLO, F. M.; RUKUNGA, 6. M.; MULI, F. W.; NJAGI, E. N.. NJUE, W.; KUMON, K.
MUNGAT, 6. M\.; MUTHAURA, C. N.; MULI, J. M.; KETER, L. K.; OISHI, E.; KOFI-
TSEKPO, M. W. Anti-viral activity of the extracts of a Kenyan medicinal plant
Carissa edulis against herpes simplex virus. Journal of Ethnopharmacology, v. 104, p.
92-9, 2006.

TOMISHIMA, M. J; SMITH, 6. A.; ENQUIST, L. W. Sorting and Transport of Alpha
Herpesviruses in Axons. Traffic,v. 2, p. 429-436, 2001.

UHART, M. M.; VILA, A. R BEADE, M. S.; BALCARCE, A KARESH, W. B. Health
evaluation of Pampas Deer (Ozotoceros bezoarticus celer) at Campos Del Tuyd
Wildlife Reserve, Argentina. Journal of Wildlife Deseases, v. 39, n. 4, p. 887-893,
2003.

WALKER, W. E.; WAISBREN, B. A.; MARTINS, R. R.; BATAYAS, 6. E. A method for
determining sensitivities of antiviral drugs in vitro for possible use as clinical
consultation. Applied Microbiology., v. 23, p. 232-235, 1972.

WHITLEY, R. J.; ROIZMAN, B. Herpes simplex virus infections. Lancet, v. 357, p. 1513-
1518, 2001.

WILLTIAMSON, E. M. Synergy and other inferactions in phytomedicines. Phytomedicine, v.
8, n.5, p. 401-409, 2001.

ZEMBOWER, D. E.; LIN, Y.-M.; FLAVIN, M. T.; CHEN, F.-C.; KORBA, B. E. Robustaflavone,
a potential non-nucleoside anti-hepatitis B agent. Antiviral Research, v. 39, n. 2, p.
81-88, 1998.

ZUANAZZI, J. A. S.; MONTANHA, J. A. Flavonoids. In: SIMOES, €. M. O.; SCHENKEL, E.
P.. GOSMANN, G.; De MELLO, J. C. P, MENTZ, L. A PETROVICK, P. R.
Farmacognosia: da planta ao medicamento. Rio Grande do Sul: Editora da

Universidade - UFRGS, p. 577-614, 2003.



Consideragades Finais




Os estudos realizados nessa dissertacdo de mestrado contribuem para o
conhecimento dos aspectos quimicos e bioldgicos de Mimosa xanthocentra, uma espécie

vegetal até entdo nunca estudada.

Neste estudo pioneiro sobre essa espécie, foram identificados trés flavonéides
inéditos na familia Mimosaceae - isovitexina-2"-O-ramnopiranosideo, vitexina-2"-O-
ramnopiranosideo e reinoutrina - e um flavonol relatado pela segunda vez no género Mimosa
(avicularina). Além disso, a flavona isovitexina-2"-O-ramnopiranosideo apresentou-se sob a
forma de rotameros em solugdo de DMSO-d, sendo possivel verificar, através de estudos
preliminares de modelagem molecular, duas conformagdes principais para este flavonéide. O
trabalho em questdo € o segundo relato de rotamerismo para esse flavondide e representa

a primeira proposta de estrutura tridimensional dos dois rotameros.

O potencial terapéutico de M. xanthocentra foi comprovado pela atividade anti-
HSV-1, HSV-2, SHV-1 e BHV-1 apresentada por seu extrato aquoso (MxEA) e pela
identificagdo de substdncias antivirais de diferentes classes quimicas (flavondides e
carboidratos), com destaque para isovitexina-2"- O-ramnopiranosideo, cuja atividade anti-
HSV-1 constitui o primeiro relato de atividade antiviral para esse flavonéide e de atividade
anti-HSV para uma flavona glicosidica. Além disso, estudos de sinergismo permitiram a
comprovagdo da existéncia de interagdes entre as substdncias presentes em MxEA. Este
constitui o primeiro relato de identificagdo de substancias antivirais em M. xanthocentrae

no género Mimosa.

Numerosos estudos relatam a busca por substdncias bioativas a partir de plantas
empregadas medicinalmente pelo homem, portanto, utilizando a etnofarmacologia como
ferramenta. Alguns estudos mostram que plantas consumidas por primatas - hdbito
considerado como auto-medicagdo por especialistas - sdo fontes de substdncias
potencialmente terapéuticas. Considerando-se as duas estratégias, a abordagem da
presente dissertagdo é bastante inovadora e otimista ao buscar substdncias bioativas em

uma planta pertencente a dieta de mamiferos ndo-primatas, sem relato de uso medicinal.



CONSIDERACOES FINALS
Conclusées Gerais e Perspectivas

No Pantanal, cervos-do-pantanal e veados-campeiros encontram-se em contato com o
gado, o que contribui para a transmissdo de doengas a partir desses animais domésticos.
Dessa forma, com base nos resultados obtidos /n vitro, pode-se extrapolar que a ingestdo
de plantas com atividade antiviral, como M. xanthocentra, poderia trazer vantagens para
aqueles cervideos ameagados de extingdo, que se beneficiariam através do uso continuo

dessa espécie vegetal, contribuindo para sua salide e conservagdo.

Os resultados significativos observados nessa dissertagdo justificam uma posterior
investigagdo do comportamento dessa planta sobre virus de DNA sem envelope e virus de
RNA envelopados, permitindo conhecer melhor o perfil de atuagdo das substdncias
presentes em M. xanthocentra. Pretende-se ainda dar continuidade aos ensaios antivirais
dos flavondides, verificando o comportamento de isovitexina-2"-CO-ramnopiranosideo
frente aos virus animais e a atividade antiviral dos demais flavonéides isolados.
Adicionalmente, serdo realizados novos esforgos visando isolar e caracterizar
estruturalmente o ciclitol e o polissacarideo de M. xanthocentra, com subseqiiente estudo

do mecanismo de inibicdo viral dessas substdncias.
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ANEXO
Perfil Quimico

PERFIL QUIMICO DE Mimosa xanthocentra POR CLAE-UV

As andlises em CLAE modo analitico foram executadas em cromatdgrafo
SHIMADZU® LC-10AD com detector "Diode Array” (SHIMADZU® modelo SPD-M10A) e
controladas por uma estagdo de trabalho SHIMADZU® modelo CMB-10A. Coluna de fase
inversa RP-18 (5 ym, 4,6 x 250 mm, Symmetry ShieldTM, WATERS®, USA). Os espectros
do UV foram adquiridos na escala de 200-400 nm.

A determinagdo de compostos fendlicos das amostras (conc. 10 mg/ml) foi realizada
utilizando um gradiente de H,O contendo 0,01% de H3PO, (A) e Acetonitrila (B). O fluxo de

elui¢do foi de 1 ml/min com volume de injegdo de 20 pl.

Tabela: Esquema do gradiente de solventes (CLAE-UV).

Tempo (minutos) Solvente A (H,0 %) Solvente B (Acetonitrila %)

5 90 10
10 80 20
15 78 22
20 70 30
30 65 35
35 60 40
40 50 50
45 0 100

A seguir serdo apresentados os cromatogramas do extrato aquoso (MxEA) e fragdes
butandlica (MxBu), acetato de etila (MxAc) e aquosa (MxAq), acompanhados dos espectros
de UV obtidos para os picos majoritdrios. O flavondide isovitexina-2"- O-ramnopiranosideo
foi eluido nas mesmas condigdes e utilizado como padrdo (tempo de retengdo igual a 21,51

min).
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MxBu (Espectros 1-6)
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ANEXO
Perfil Quimico

PERFIL QUIMICO DE Mimosa xanthocentra POR RMN DE *H E 3¢

A seguir serdo apresentados os espectros de RMN de *H e " C obtidos para o
extrato aquoso (MxEA) e fragdes butandlica (MxBu), acetato de etila (MxAc) e aquosa

(MxAg), utilizando o espectrémetro Bruker AC200A (*H: 200,16 MHz; *C: 50,33 MHz).
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