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RESUMO

Alguns metabdlitos de plantas tém demonstrado potenciais aplicagbes
terapéuticas contra diversos virus genética e funcionalmente diferentes. Seus
mecanismos de acdo sao diversificados e, muitas vezes, multiplos. A relevancia das
espécies reativas derivadas do oxigénio e do nitrogénio nas patologias virais ja foi
evidenciada. Distictella elongata (Vahl) Urb. € uma espécie vegetal pertencente a
familia Bignoniaceae. Extratos etandlicos de folhas e caule de Distictella elongata foram
avaliados in vitro pela técnica do MTT quanto a sua atividade antiviral. Foram utilizados
dois modelos de virus de DNA: HSV-1 e VACV-WR, e um modelo de virus de RNA:
EMC. O extrato etandlico de folhas apresentou atividade anti-HSV-1 (CEsy= 142,8 £ 5,3
pug/mL), enquanto o extrato etandlico de caule ndo apresentou qualquer atividade nas
concentragdes testadas (CEsp > 500 pg/mL). O fracionamento cromatografico do extrato
de folhas forneceu nove fragdes. Aquelas que foram eluidas em AcOEt e ACOEt:MeOH
apresentaram atividade antiviral: anti-HSV-1(CEsq = 164,4 + 5,7 pug/mL) e anti-EMC
(CEsp = 36,6 £ 1,2 pg/mL) para a primeira e anti-HSV-1 (CEsp = 147,6 £ 3,3 pg/mL) para
a segunda. O bioensaio direcionado levou ao isolamento, por técnicas cromatograficas,
da flavona pectolinarina da fragdo AcOEt:MeOH, além de misturas dos terpenoides
acido ursdlico, acido oleandlico e acido pomdlico e o esteroide B-sistosterol presentes
na fragdo AcOEt. A pectolinarina apresentou atividade frente aos virus HSV-1 (CEsp =
314,5 £ 22,7 pg/mL) e VACV-WR (CEsp = 207,1 £ 9,6 pg/mL). Os terpenoides acido
oleandlico e ursdlico foram ativos frente ao HSV-1, CEso = 3,8 £ 0,6 yg/mL e 6,2 + 0,1
Mg/mL, respectivamente, porém com elevadas citotoxicidades: CCso = 4,2 + 0,8 pg/mL
para o acido oleandlico e CCsp = 8,1 £ 0,9 yg/mL para o acido ursdlico. O extrato de
folhas (CEAsy = 28,03 £ 0,46 ug/mL) e a fragdo AcOEt:MeOH (CEAs5, = 58,00 + 0,89
pug/mL) apresentaram atividade antioxidante frente ao DPPH, enquanto a fragdo AcOEt
nao apresentou atividade. O estudo fitoquimico do extrato de folhas de D. elongata
demonstrou que terpenoides e fendis, especiamente flavonoides heterosidicos como a
pectolinarina, sdo responsaveis por sua atividade antiviral. Além disso, a segunda
classe de substancias |he confere ainda a capacidade de sequestrar radicais livres.
Portanto, esses resultados sugerem uma possivel utilizagdo de metabdlitos especiais
de plantas como alternativas a atual farmacoterapéutica antiviral. Palavras-chave:
Distictella elongata, Bignoniaceae, antiviral, antioxidante, HSV-1, VACV-WR, EMC,
DPPH.



ABSTRACT

Some plant metabolites have been found to have potential therapeutic
applications against different genetically and functionally several viruses. Their
mechanisms of action are diverse and, often, multiple. The relevance of reactive oxygen
and nitrogen species in viral diseases has already been described. Distictella elongata
(Vahl) Urb is a vegetal specie of Bignoniaceae family. Ethanolic extracts of leaves and
stems from Distictella elongata were, in vitro, evaluated for their antiviral activity by MTT
assay. Two models of DNA viruses were used: HSV-1 and VACV-WR, and one model of
RNA virus: EMC. The leaves ethanolic extract presented anti-HSV-1 activity (ECso =
142.8 + 5.3 pg/mL) while the stems ethanolic extract did not present any activity in the
tested concentrations (ECsp > 500 pg/mL). The chromatographic fractionation of the
leaves extract provided nine fractions. The fractions that were eluted with EtOAc and
EtOAc:MeOH presented antiviral activity: anti-HSV-1(ECso = 164.4 + 5.7 pyg/mL) and
anti-EMC (ECsp = 36.6 £ 1.2 pg/mL) for the first and anti-HSV-1 (ECsp = 147.6 + 3.3
pug/mL) for the second. The directed bioassay left to isolation by chromatographic
techniques of pectolinarin of the EtOAc:MeOH fraction, in addition to mixtures of
terpenoids ursolic acid, oleanolic acid and pomolic acid and the steroid B-sistosterol
present in EtOAc fraction. The pectolinarin showed anti-HSV-1 (ECso = 314.5 + 22.7
pg/mL) and anti-VACV-WR (ECsp = 207.1 + 9.6 pg/mL) activities. The terpenoids
oleanolic acid and ursolic acid had activity against HSV-1, ECso = 3.8 £ 0.6 pg/mL and
6.2 £ 0.1 pyg/mL, respectively, but also elevated citotoxicity: CCsp = 4.2 + 0.8 pg/mL for
oleanolic acid and CCsp = 8.1 £ 0.9 pg/mL for ursolic acid. The leaves extract (EACsp =
28.03 + 0.46 pg/mL) and the fraction EtOAc:MeOH (EACso = 58.00 + 0.89 pg/mL)
presented antioxidant activity by DPPH assay, but the EtOAc fraction did not present
that. The phytochemical study of leaves extract of D. elongata demonstrated that
terpenoids and phenols, especially heterosidic flavonoids such as pectolinarin, were
responsible by its antiviral activity. Add to that the second class of substances confers to
it the free radicals scavenging capacity. Therefore these results suggest a possible
utilization of plant special metabolites such as alternatives to actual antiviral

pharmacotherapeutic.

Key words: Distictella elongata, Bignoniaceae, antiviral, antioxidant, HSV-1, VACV-WR,
EMC, DPPH.
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1. Introdugao

1. INTRODUCAO

A questao das enfermidades é motivo de curiosidade e preocupacao desde os
primérdios da humanidade. Utilizando-se do principio da tentativa e erro, através dos
meios disponiveis, muitas civilizagdes aprenderam bastante a respeito do combate aos
males fisicos e psicologicos (WENZCENOVICZ, 2002).

Os primeiros povos perceberam a existéncia de vegetais, ao lado daqueles que
Ihes serviam como alimento, dotados de maior ou menor toxicidade e que, quando
empregados no combate a doengas, apresentavam um potencial de cura (CUNHA,
2005). Ha relatos do uso de plantas com finalidades terapéuticas por volta de 3.000
a.C. na obra Pen Ts'ao do chinés Shen Nung (KO, 1999; TYLER, 1996).

Para o correto funcionamento de sua maquinaria celular, os vegetais
desenvolveram metabodlitos especiais que l|hes servem como mensageiros de
informacédo e fatores de protecdo perante agentes de estresse (GOTTLIEB et al.,
1996). O reino vegetal é, sem duvida, o mais relevante na contribuicdo de metabdlitos
secundarios com aplicagcbes ndao s6 medicamentosas, mas também cosméticas e
nutracéuticas (PINTO et al., 2002).

Os metabolitos especiais de origem vegetal sdo muitas vezes empregados
como fitofarmacos que, por definicdo, "sdo substancias ativas, isoladas de matérias
primas vegetais ou, mesmo, misturas de substancias ativas de origem vegetal"
(CALIXTO, 1997). Muitas dessas substancias s&o caracterizadas por possuirem
estruturas quimicas complexas e que dificiimente seriam obtidas através de processos
sintéticos. Exemplo classico é o da administragdo da digoxina (1) a pacientes que
sofrem de insuficiéncia cardiaca. Embora tenham se passado mais de 200 anos da
identificacdo estrutural desse heterosidio, esse fitofarmaco que ainda tem como fonte
espécies do género Digitalis permanece sendo amplamente empregado como
cardioténico (BARREIRO, 1990).

Também de grande valor historico, a quinina (2), isolada das cascas de
espécies de Cinchona, foi por quase 300 anos o unico principio ativo eficaz contra a
malaria. Essa doenga é reconhecida como grave problema de saude publica,
provocando a morte de mais de um milhdo de pessoas no mundo a cada ano
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006; VIEGAS JR. et al., 2006).

Isolados de Catharanthus roseus L., os alcaloides inddlicos vincristina (3) e

vimblastina (4) ligam-se aos microtubulos cromossémicos inibindo a metafase da
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1. Introdugao

mitose celular. Esses fitofarmacos s&o importantes agentes clinicos no tratamento de
leucemias, linfomas e céncer testicular (BUDMAN et al., 1997; NEWMAN et al., 2000).

on N\ N
HO
N
OH
@ O A
@OH N/
@ (1) (2)
(3)R=CHO
(4)R=CH;,

Os processos de semissintese de farmacos cujas substancias precursoras sao
metabodlitos  especiais de plantas também s&o valiosas ferramentas
farmacoterapéuticas. Das cascas de Taxus brevifolia Nutt. se isola um complexo
diterpenoide com atividade antineoplasica, o taxol, cujo medicamento € denominado
de paclitaxel (5). Porém, a concentracdo do mesmo nas cascas € extremamente baixa,
sendo essa forma de obtenc&o caracterizada como n&o ecologica e economicamente
inviavel. A solugdo desse problema se da através da producido semissintética do taxol
a partir das bacatinas como, por exemplo, a 10-desacetil-bacatina Ill (6). Essas s&o
outros taxanos encontrados abundantemente nas folhas de espécies do género Taxus.
Assim, ndo somente o taxol é sintetizado com bons rendimentos, mas também outros
farmacos como o docetaxel (7), substancia duas vezes mais ativa que seu analogo.
(NEWMAN et al., 2000; VIEGAS JR. et al., 2006).
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(6) (7)

Os metabdlitos secundarios de plantas possuem também importante papel

como protétipos ou modelos para obtencdo de farmacos sintéticos que possuam
atividades biologicas semelhantes aos originais. A cocaina (8), extraida das folhas de
espécies de Erytroxylum, foi o protdtipo dos anestésicos locais de sintese, como a
procaina (9) (ROBBERS et al., 1997).

)
(0]
o) %N\ T) N(
C /ko/\/ ~
(0]
@Kk HoN
(8)

(9)

Paralelamente aos fitofarmacos, os medicamentos fitoterapicos também sao
importantes no tratamento de diversas patologias nos dias de hoje. A RDC n.°48 de 16
de margo de 2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define esses
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medicamentos como sendo aqueles obtidos empregando-se exclusivamente matérias
primas vegetais. Além disso, possuem eficacia e riscos de seu uso reconhecidos
segundo critérios especificos e que garantam sua reprodutibilidade e constancia de
qualidade. Ressalta ainda que nao € permitida a adicdo aos mesmos de substancia
ativa, de qualquer origem, nem a associagdo desta com extratos vegetais (ANVISA,
2004).

Geralmente os medicamentos fitoterapicos possuem mais de uma substancia
bioativa que podem apresentar sinergismo. Com isso, a resposta farmacoldgica
apresentada pela associacao €, muitas vezes, maior do que aquelas obtidas para cada
uma das substancias isoladas. A artemisinina, por exemplo, um sesquiterpenoide
utilizado no combate ao Plasmodium falciparum e P. vivax apresenta uma
concentragdo inibitéria a 50% (Clsp) de 9,0 nM. Porém, quando associada a
flavonoides também presentes em Artemisia annua L., tem sua Clso reduzida para 2,2
nM (KAUFMAN et. al., 1998).

Outra possivel vantagem deste tipo de medicamento consiste na associagao de
mecanismos de substancias que agem em alvos moleculares diferentes. O extrato
lipofilico de Serenoa repens W. Bartram tem mostrado bons resultados no tratamento
da hiperplasia prostatica benigna. Esse apresenta fitoesteroides que inibem a enzima
5a-redutase e, consequentemente a formacédo de desidrotestosterona, que se liga a
receptores androgénicos presentes nas ceélulas prostraticas. Além disso, outras
substancias presentes nesse extrato possuem propriedades anti-inflamatérias,
antogonistas de receptores a-adrenérgicos e bloqueadoras de canais de calcio. Por
isso ha uma maior eficacia no alivio dos sintomas urolégicos de pacientes que sofrem
com essa doencga (YUNES et. al., 2001).

A expansdo do mercado de medicamentos fitoterapicos no Brasil € notdria.
Entre aqueles com maior numero de registros de formulagbes se encontram os
extratos de Ginkgo biloba L. e de Aesculus hippocastanum L. (castanha-da-india). O
primeiro se trata de um agente nootropico, eficaz no tratamento de doengas cognitivas.
O segundo possui atividade antiedema, eficaz no tratamento sintomatico de pacientes
que sofrem de insuficiéncia venosa crénica. Entre os extratos de plantas nativas ou
domesticadas no Brasil, destacam-se os preparados de Mikania glomerata Sprengel
(guaco), que apresenta atividade expectorante; Maytenus ilicifolia Schrad (espinheira-
santa), com atividade antiulcerogénica; Paullinia cupana Kunth (guarana), estimulante

do sistema nervoso central (SNC); além daquelas do género Passiflora (maracuja),
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que apresentam atividade sedativa e ansiolitica (CARVALHO et. al., 2008; RIBEIRO et.
al., 2005).

Os exemplos descritos acima ressaltam a importancia das plantas como fontes
farmacoterapéuticas que auxiliam no combate a diversas enfermidades que afetam o
sistema cardiovascular, trato gastrointestinal, sistema enddcrino, SNC; além de
doencas infectoparasitarias e neoplasias.

Nos ultimos anos varias doencas infecciosas humanas tém sido relatadas como
até entdo desconhecidas ou ainda caracterizadas como reemergentes, uma vez que ja
haviam sido controladas em épocas anteriores. A maioria dessas € de origem viral
(SCHATZMAYR et. al., 2001). Exemplo bem recente € o da pandemia chamada “gripe
suina”, cujo agente etioloégico € o virus H1N1 da familia Orthomyxoviridae. Tal
pandemia atraiu a atencdo de varios agentes de saude para os virus Influenza,
patogenos comuns que causaram graves problemas respiratorios e mortes no século
XX (KHANNA et. al., 2009).

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), considerada a doencga
emergente mais importante do século XX, € causada pelo virus HIV da familia
Retroviridae. Sua evolugdo € marcada por uma consideravel destruicdo de linfocitos
TCD4+ e que, depois de instaurada, torna o organismo susceptivel a infecgbes
oportunistas e até mesmo a disseminagao de tumores. No Brasil, desde a identificacédo
do primeiro caso da doenga em 1980 e até junho de 2006 ja foram notificados mais de
400 mil infectados pelo virus HIV. Em todo o mundo, esse numero ja ultrapassou os 39
milhdes (DUTRA et. al. 2008; SCHATZMAYR et. al., 2001).

Como exemplo de doenga reemergente, a dengue constitui hoje a mais
importante virose humana transmitida por mosquitos. Apenas entre o periodo
compreendido entre os meses de janeiro e julho de 2007 foram notificados pela
Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude 438.949 casos de dengue
classica, 926 casos de febre hemorragica da dengue e a ocorréncia de 98 Obitos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007; SCHATZMAYR et. al., 2001).

Os virus s&o particulas proteicas contendo acido desoxirribonucleico (DNA) ou
acido ribonucleico (RNA) e que so6 se replicam no interior de células, pois ndo podem
gerar energia ou sintetizar proteinas. Por isso, s&do considerados parasitas
intracelulares obrigatérios. Quando um virus infecta uma célula, a morte desta ocorre
principalmente devido a inibicdo de sua sintese macromolecular, com consequente
efeito citopatico (LEVINSON e JAWETZ, 2006).
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Muitas doencas virais podem ser prevenidas pela imunizagcdo ativa, como
poliomielite e sarampo. Porém, outras de grande relevancia clinica e epidemiolégica
como hepatite C, dengue e AIDS s&o causadas por virus que apresentam grande
numero de sorotipos, o que inviabiliza esse tipo de prevengédo (LEVINSON e JAWETZ,
2006). Geralmente, as diversas medidas sanitarias adotadas no controle das viroses
realmente se dao através de vacinas. Entretanto, quando o organismo ja se encontra
infectado, dificilmente adotam-se medidas para o seu tratamento. A maioria dos
medicamentos empregados apenas alivia os sintomas causados pelas infecgdes virais.
Poucas classes de farmacos atuam no ataque ao virus propriamente dito e esse
ataque na maioria das vezes ocorre de forma semelhante, ou seja, na inibicdo da
replicagdo viral. Dessa forma, ndo sao afetados os virus que permanecem em estado
latente, algo comum entre muitos desses agentes patologicos. Outro problema
encontrado para os atuais antivirais empregados é o seu baixo indice de Seletividade
(IS) ou indice Terapéutico (IT), justamente pelo fato de os virus se tratarem de
parasitas intracelulares obrigatorios. O potencial surgimento de virus mutantes
resistentes a esses farmacos corrobora a ineficacia da farmacoterapia atualmente
empregada (SILVA, 2006; SIMONI, 2003).

A relacdo entre drogas antivirais e produtos naturais é estreita. Basta citar como
exemplo a zidovudina (AZT) (10), analogo de nucleosidio inibidor da transcriptase
reversa; um dos farmacos mais prescritos para pacientes infectados pelo HIV.
Sintetizada pela primeira vez por Hitchens e Elion, essa droga teve como prototipos
duas substéncias isoladas de espécies de esponjas marinhas: espongouridina (11) e

espongotimidina (12) (NEWMAN et al., 2000; SILVA, 2006).
0 o
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Muitos estudos ja demonstraram a importancia de extratos e metabdlitos
especiais de plantas como potentes agentes inibidores de virus. Alguns sdo apontados
como alternativas viaveis aos atuais antivirais empregados ou, até mesmo, como seus

coadjuvantes no combate as doencgas virais. Espera-se que a necessidade de novas
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classes de antivirais que atuem em alvos moleculares diferentes ou ainda
simultaneamente em mais de um alvo possa ser suprimida pela diversidade estrutural
dos metabdlitos especiais encontrados no reino vegetal. Alguns mecanismos de agéo
e/ou alvos moleculares atribuidos a essas substancias ja foram elucidados e incluem:
a inibicdo da entrada do virus na célula, a inibicdo da sintese de DNA ou RNA e a
inibicdo de enzimas da reproducédo viral (JASSIM e NAJI, 2003; MUKHTAR et al.,
2008; NAITHANI et al., 2008).

Os sinais e sintomas da maioria das patologias virais sao decorrentes da morte
celular provocada pelo agente ou pela reagdo imunoldgica do hospedeiro (LEVINSON
e JAWETZ, 2006). Alguns virus podem ainda induzir a transformagdo maligna, levando
ao crescimento descontrolado da célula infectada e a formacdo de tumores. Ha
evidéncias de que espécies reativas derivadas do oxigénio (ROS) e espécies reativas
derivadas do nitrogénio (RNS) estejam intimamente envolvidas nesses processos.
Além disso, a esses radicais livres muitas vezes podem ser atribuidos os processos de
mutagdo que aumentam a taxa de viruléncia desses agentes infecciosos (AKAIKE,
2001). Isso motiva ainda mais a investigagao fitoquimica em busca de novos antivirais,
uma vez que mais de 8000 substancias flavonoidicas e/ou polifendlicas que possuem
atividade antioxidante intrinseca tem como origem biossintética a maquinaria celular
das plantas (NAITHANI et al., 2008).

Levantamentos de dados etnofarmacoldgicos para a identificacdo de espécies
vegetais aos quais 0s usos populares podem ser associados com patologias
provocadas por virus mostra que a familia Bignoniaceae, a qual pertence a espécie
Distictella elongata (Vahl) Urb., esta entre uma das mais citadas (BEDIR et al., 2009,
SILVA et al., 1998). Um projeto que avalia a atividade antiviral de espécies vegetais de
diversas familias botanicas, selecionadas de acordo com critério etnofarmacologico, &
assunto da tese de Geraldo Célio Brandao. Resultados parciais demonstram atividade
para os extratos de D. elongata.

A avaliacdo fitoquimica e de atividades antiviral e antioxidante de D. elongata
contribui para a investigagao de alternativas a atual farmacoterapéutica empregada no
combate as patologias virais, além de um maior conhecimento de espécies que

compdem a imensa biodiversidade brasileira.
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2. Revisao da Literatura

2.1 A familia Bignoniaceae

A familia Bignoniaceae pertence a ordem Lamiales e compreende oito tribos
com 104 géneros e 860 espécies (APG Il, 2003; CIPRIANI et al., 2007; PAULETTI et
al., 2003). Sua distribuicdo é predominantemente tropical, destacando-se a América
do Sul (MABBERLEY et al., 1997). O Brasil € o maior centro de diversidade dessa
familia com 55 géneros e 316 espécies, distribuidas nas tribos Crescentieae,
Tecomeae e Bignoniae. A duas primeiras tribos possuem representantes com habito
arboreo e arbustivo, enquanto a terceira apresenta espécies com habito arbustivo com
crescimento escandente (liana). No territério brasileiro sdo encontrados 45 géneros e
269 espécies da tribo Bignoniae, ou seja, 74% do total da mesma, que perfazem
aproximadamente 85% de espécies da familia encontradas no Brasil. Ocorre desde a
Amazénia até o Rio Grande do Sul, ndo possuindo um habitat Unico, pois suas
especies sdo encontradas no Cerrado, Mata Atlantica e regido Amazoénica (GENTRY,
1980; PAULETTI et al., 2003).

As plantas pertencentes a familia Bignoniaceae costumam ser utilizadas na
construcao civil, carpintaria e construcdo de instrumentos musicais devido a natureza
rigida da madeira. Também no planejamento citadino possuem utilidade como plantas
ornamentais, devido a beleza de suas flores, que tém nos ipés (Tabebuia spp.) o
exemplo mais conhecido no paisagismo urbano (PAULETTI et al., 2003).

Nos ultimos anos, muitas espécies da familia Bignoniaceae tém sido estudadas
do ponto de vista fitoquimico e farmacoldgico. Os principais metabdlitos secundarios
encontrados nesta familia sdo derivados fendlicos como xantonas, quinonas,
flavonoides e glicosideos de ariletanoides ou arilpropanoides; além de iridoides e
terpenoides (CIPRIANI et al., 2007; GACHET et al., 2009) (Figura 1, pag. 28). E
consideravel o numero de publicagbes sobre atividades biolégicas nas quais foram
avaliados extratos e/ou constituintes quimicos isolados, bem como substancias
sintetizadas com base nos metabdlitos isolados (CAMPANA et al., 2009; CORRAL et
al., 2002; GOULART et al., 1997).
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Crescentia alata L.
(AUTORE et al., 2001)

Arrabidaea patellifera Schitdl.
(MARTIN et al., 2008)

HO

wO—
0]

HO 0]
AN

Eccremocarpus scaber Ruiz. & Pav.
(VON POSER et al., 2000)

Campsis grandiflora K. Schum OH

(KIM et al., 2005)

Stereospermum zenkeri K.Schum.
(LENTA et al., 2007)

Jacaranda mimosifolia D. Don.
(GACHET et al., 2009)

Figura 1 - Exemplos da diversidade estrutural dos constituintes de espécies de
Bignoniaceae.
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A atividade antimicrobiana de extratos e substancias isoladas de espécies de
Bignoniaceae ja foi demonstrada em muitos estudos (Tabela 1, pag. 30). Isolada das
raizes de Newboldia laevis Seem., a nafto-antraquinona newbouldiaquinona A (13)
demonstrou atividade in vitro contra bactérias e leveduras. Para Enterobacter
aerogenes e Candida glabrata, as concentragdes inibitdrias minimas encontradas para
essa substancia foram, respectivamente, 24 e 13 vezes maiores que as dos
antimicrobianos de referéncia (gentamicina e nistatina) no combate a esses
microrganismos (EYONG et al., 2006).

O catalposideo (14) € um iridoide presente nas cascas de Catalpa ovata G.
Don. que apresenta algumas atividades biologicas. Entre essas se encontram a
inibicdo da produgédo de citocinas pro-inflamatérias por macrofagos ativados por
lipopolissacarideo (AN et al., 2002) e a protegao de células neuronais do estresse
oxidativo (MOON et al., 2003). Outras espécies de Bignoniaceae também demonstram

atividade anti-inflamatoria e/ou antioxidante (Tabela 2, pag. 31).
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Tabela 1 - Exemplos de espécies de Bignoniaceae que apresentam atividade
antimicrobiana
Espécie(s) Microrganismo(s) Substéncia(s) Referéncias

inibido(s) e/ou extrato(s)
ativo(s)
Mansoa hirsuta DC. e Fusarium niger e alcanais, ROCHA et
Clytostoma ramentaceum  Aspergilus oxysporum alcanodidis e al., 2004
Bur & K. Schum. (folhas) acido ursdlico
Markhamia lutea (Seem.) Herpes simplex tipo 1 e extratos VLIETINCK
K. Schum. cocksackie B2 virus etandlicos et al., 1995
(folhas e raizes)
Newbouldia laevis Cladosporium naftoquinonas  GAFNER et
(raizes) cucumerinum, Candida al., 1996
albicans, Bacillus
subtilis e Escherichia
coli
Stereospermum zenkeri Pseudomonas antraquinonas LENTA et
K.Schum. aeruginosa al., 2007
(cascas do caule)
Tabebuia impetiginosa Helicobacter pylori naftoquinonas  PARK et al.,
Martius (cascas do caule) 2006
Tabebuia avellanedae Cepas de lapachol e PEREIRA et
Lorentz ex Griseb Staphylococcus aureus derivados al., 2006
resistentes a meticilina
Zeyheria tuberculosa Staphylococcus aureus extrato etandlico BASTOS et
(Vell.) Bur. (caule) e metoxiflavonas  al., 2009

O lapachol (15),

Bignoniaceae, apresenta um

largo espectro de bioatividades:

uma naftoquinona comum a algumas espécies de

antibacteriana,

tripanossomicida, antiplasmaodica, antitumoral e antioxidante. Ndo € de se estranhar o

interesse na obtencdo de substancias bioativas derivadas do mesmo. E o caso da

atovaquona (16), um farmaco aprovado para o tratamento de penumonia provocada

por Pneumocystis ssp., malaria e toxoplasmose (EYONG et al., 2008). Muitas

substancias e/ou extratos advindos de espécies de Bignoniaceae possuem essas e

outras atividades promissoras (Tabela 3, pag. 32).
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Tabela 2 - Exemplos de espécies de Bignoniaceae que apresentam atividade anti-
inflamatoéria e/ou antioxidante

Espécie(s) Atividade biolégica Substancia(s) Referéncias
e/ou extrato(s)
ativo(s)
Arrabidaea Antioxidante C-glicosilxantonas  MARTIN et al.,
patellifera Schitdl. 2008
(folhas)
Catalpa Antioxidante extratos DVORSKA et
bignonioides Walt. metandlicos al., 2007

(folhas, flores e
frutos)

Catalpa ovata G.
Don. (caule)

Crescentia alata L.
(folhas)

Dolichandrone
falcata Seem
(caule)

Pachyptera
hymenaea (folhas)

Pithecoctenium
crucigerum (L.)
A.H. Gentry (caule)

Tabebuia
avellanedae
Lorentz ex Griseb
(cascas do caule)

Tabebuia
impetiginosa
Martius (cascas do
caule)

Zeyheria montana
Mart. (folhas)

Inibicdo da sintese de

oxido nitrico e de TNFa

Inibicdo da sintese de
oxido nitrico

Antioxidante

Antinociceptiva

Antioxidante

Inibicdo da sintese de
oxido nitrico

Inibicdo da agregagao
plaquetaria

Analgésica e anti-
inflamatoria

extrato metandlico PAE et al., 2003

extrato metandlico, AUTORE et al.,
flavonoides 2001

arilpropanoides APARNA et al.,
glicosilados 2009

extrato aquoso VERMA et al.,
2007

ariletanoides MARTIN et al.,
glicosilados 2007

iridoides, AWALE et al.,
ariletanoides 2005

glicosilados

fragao cloroférmica SON et al., 2006
do extrato

metanodlico

GUENKA et al.,
2008

extrato etandlico
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o)
(19) (16)
Tabela 3 - Exemplos de espécies de Bignoniaceae que apresentam outras atividades
biologicas
Espécie Atividade biolégica Substéancia(s) Referéncia
isolada(s) e/ou
extratos ativo(s0

Arrabidaea Tripanossomicida terpenoides LEITE et al.,
triplinervia H. Baill. 2006
(folhas)
Campsis Hipocolesterolemiante terpenoides KIM et al., 2005
grandiflora K.
Schum. (flores)
Cybistax Inibicdo de larvas do lapachol RODRIGUES et

antisyphilitica
Martius (caule)

Jacaranda
puberula Cham.
(folhas)

Mansoa hirsuta
D.C. (folhas)

Melloa quadrivalvis
(Jacq.) A.H.Gentry
(cascas do caule)

Stereospermum
kunthianum Cham.
(caule)

Tecomella
undulata Seem.
(cascas do caule)

Tecoma stans (L.)
Juss. ex Kunth
(folhas)

Aedes aegypti

Anti-leishmania

Vasorrelaxamento

Citotoxicidade

Antimalarica

Hepatoprotecao

Antidiabética

extrato metandlico

extrato etandlico

piranoftoquinonas

naftoquinonas e

antraquinona

extrato etandlico

extrato aquoso

al., 2005

PASSERO et
al., 2007

CAMPANA et
al., 2009

LIMA et al.,
2005

ONEGI et al.,
2002

KHATRI et al.,
2009

AGUILAR—,
SANTAMARIA
et al., 2009
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2.1.1 O género Distictella e a espécie Distictella elongata (Vahl.) Urb.

De acordo com Gentry (1973), o género Distictella apresenta aproximadamente
dez espécies na América Tropical, que ocorrem desde a Costa Rica até o Brasil. E
caracterizado por possuir fruto em capsula septigrafa, oblongo, tomentoso e achatado,
com duas valvas lenhosas, curvadas, o replum fixando o septo, o ultimo com
numerosas fileiras de cicatrizes lineares das sementes ao longo de cada bordo e
semente pubescente (SCUDELLER, 1997).

Distictella elongata (Vahl) Urb. (Figura 2, pag. 34) caracteriza-se por apresentar
a lamina foliolar obovada a eliptica, com dimensées 7,2-10,7 x 3,9-6,1 cm, base
arredondada, apice obtuso, margem inteira, levemente assimétrica, pilosa em ambas
as faces, nervuras secundarias em numero de seis a oito, inicialmente acompanhando
a primaria e com angulo de divergéncia levemente agudo; gavinha trifida;
inflorescéncia alongada e floribunda, com calice verde amarelado, 0,6-0,8 x 0,7-0,9
cm, campanulado, lepidoto, 5-mucronado; corola rosa, estreito campanulada, tubo
4,2-4,5 x 1,5-2 cm, lobo 1,5-1,6 x 1-1,1 cm; insercdo dos estames vilosa; ovario 0,2 x
0,1 cm, linear, lepidoto; disco nectarifero inconspicuo; fruto capsula septigrafa,
oblongo, superficie vilosa, nervura dorsal saliente, de coloragdo marrom-avermelhada.
No campo, essa espécie € facilmente reconhecida pelas flores esbranquicadas a
creme claro e fauce amarelada, com forte odor adocicado e pelos campos de
glandulas na porgédo apical do calice, geralmente muito visitados por formigas
(SCUDELLER, 1997).

Apresenta os seguintes sinbnimos: Bignonia elongata Vahl (basidnimo);
Amphilophium elongatum (Vahl) L.G. Lohmann; Distictis elongata (Vahl) Bureau ex
Benth; Doxantha elongata (Vahl) Miers e Pithecoctenium elongatum (Vahl) Klotzsch
(sinbnimos homotipicos); e Pithecoctenium obovatum Mart. ex DC. (sinbénimo
heterotipico) (FLORA BRASILIENSIS, 2009). N&o foram encontrados nomes
populares para a referida espécie na literatura.

Ocorre nos seguintes paises sul-americanos: Bolivia, Colémbia, Guiana,
Guiana Francesa, Peru, Venezuela e Brasil. E, neste ultimo, nos seguintes estados:
Amapa, Amazonas, Bahia, Goias, Mato Groso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Para, Parana, Rondénia, Roraima e Sdo Paulo (LOHMANN, 2007).
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1.5 mm

12,0 mm

10,0 mm

Figura 2 - Distictella elongata (Vahl.) Urb. — ramo fértil (a), vista lateral da flor (b), vista
frontal da flor (c), corola aberta (d), detalhe da antera (e), gineceu e disco nectarifero (f),
secgdo transversal do ovario (g), fruto (h) e semente (i) (Reproduzido de SCUDELLER,

1997).
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Ha dois registros de estudos de potencial bioatividade de espécies pertencentes
a esse género. O primeiro se refere a atividade citotoxica do extrato organico de
partes aéreas de Distictella magnoliifolia (HBK) Sandwith. Esse apresentou um indice
de letalidade de 81% para células de uma linhagem leucémica em ensaio in vitro
(SUFFREDINI et al., 2007). Bedir e colaboradores (2009) foram os primeiros a relatar
uma atividade bioldgica apresentada por Distictella elongata (Vahl) Urb. O extrato
cloroférmico de suas raizes apresentou atividade citotoxica significativa frente a
linhagens de células tumorais humanas do tipo SK-MEL (melanoma) e SK-OV-3
(carcinoma de ovario), com valores de Clso de 40 ug/mL e 56 pg/mL, respectivamente.
Através de técnicas cromatograficas classicas, isolaram deste extrato uma
naftoquinona até entdo inédita: 4,7-diidroxi-10-metoxi-2,2-dimetil-3,4-diidro-2H-

benzo[h]cromeno-5,6-diona (17), que ndo apresentou a referida atividade.
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2.2 Espécies vegetais com atividade antiviral

O uso de plantas medicinais no tratamento de pacientes acometidos por
infeccdes virais ainda hoje é acentuado. Diversas culturas usam tradicionalmente
chas, infusos, tinturas, elixires e capsulas de extratos vegetais com o propdsito de cura
ou alivio dos sintomas dessas doencas. Paises como China, india, Jap&o, Paquist&o,
Tailandia e do continente africano estdo entre aqueles que mais se destacam neste
tipo de intervencdo terapéutica antiviral. Entre as patologias virais mais combatidas
dessa forma destacam-se o resfriado comum, a gripe, o herpes, as hepatites e a AIDS.
Essa ultima é responsavel por um grande fomento na investigagdo fitoquimica e
farmacolégica na busca de novos farmacos antirretrovirais (JASSIM e NAJI, 2003;
MUKHTAR et al., 2008).

O primeiro interesse, que se tem registro, no desenvolvimento de novos
agentes antivirais a partir de plantas surgiu apds a segunda guerra mundial. Em 1952
a companhia farmacéutica Boots (Nottingham, Inglaterra) realizou uma triagem de 288
plantas a procura de alguma que apresentasse atividade anti-influenza. Essa atividade
foi encontrada para doze espécies. Desde entdo, muitos s&o os grupos de pesquisa
que realizam programas com esse tipo de selec¢ado, avaliagdo da atividade antiviral in
vitro ou in vivo de extratos vegetais (JASSIM e NAJI, 2003; MUKHTAR et al., 2008).

Nos anos 70, pesquisadores canadenses demonstraram que os sucos de
algumas frutas como uva, magéd e morango inibiam virus importantes como herpes
simplex (HSV), poliovirus tipo 1 (PV-1), coxsackievirus B5 (Cox-B5) e echovirus 7
(JASSIM e NAJI, 2003).

McCutcheon e colaboradores (1995) publicaram os resultados dos testes de
extratos metandlicos de 100 espécies vegetais britanicas frente a sete virus. Doze
deles apresentaram promissoras atividades em concentragdes ndo citotoxicas. Rosa
nutkana Presl var. nutkana e Amelanchier alnifolia Nutt. var. humptulipensis (Jones)
Hitchc., ambas da familia Rosaceae, foram ativas contra um coronavirus entérico.
Outro membro dessa familia, Potentilla arguta Pursh inibiu completamente o virus
sincicial respiratorio (RSV). Ipomopsis aggregata (Pursh) Grant var. aggregata
(Polemoniaceae) exibiu boa atividade contra o virus parainfluenza tipo 3. Lomutium
dissectum (Nutt.) Math. et Const. var. multifidiun (Nutt.) Math. et Const. (Umbelliferae)
inibiu o efeito citopatico do rotavirus. E os extratos preparados com as seguintes
espécies foram ativos contra o virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1): Conocephalum
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conicum (L.) Dum. (Conocephalaceae), Lysichiton umericunum Hulten et St. John
(Aracaceae), Polypodium glycyrrhizu D.C. Eaton (Polypodiaceae) e Verbuscum
thapsus L. (Scrophulariaceae).

Baseado no uso tradicional de plantas em Ruanda, um estudo testou dezenas
de extratos vegetais etandlicos frente a alguns virus. Alguns exibiram proeminentes
atividades. Podem ser citados como exemplos aqueles derivados de Crassocefalum
multicorymbosum (Klatt.) S. More (Asteraceae) e Laggera brivepes Olive et. Hiern
(Asteraceae) que reduziram, respectivamente, os titulos dos virus polio (PV) e
coxackie (Cox) na ordem de 10° (VLIETINCK et al., 1995),

Taylor e colaboradores (1996) testaram os extratos metandlicos de 22 plantas
nepalesas, cujos empregos populares eram associados a provaveis patologias virais.
Entre elas destacou-se a espécie Hypericum uralum Buch.-Ham. ex D. Don
(Hypericaceae), ativa contra os trés virus testados: HSV-1, poliovirus tipo 1 (PV-1) e
Sindbis.

Semple e colaboradores (1998) testaram 40 extratos obtidos de plantas
australianas com emprego popular. Os extratos de partes aéreas de Pterocaulon
sphacelatum (Labill.) F. Muell. (Asteraceae) e de raizes de Dianella longifolia R. Br.
var. grandis (Liliaceae), foram os mais ativos contra PV-1. Ja para a inibicdo do
citomegalovirus humano (HCMV), os melhores resultados foram obtidos para os
extratos de Euphorbia australis Boiss. (Euphorbiaceae) e Scaevola spinescens R. Br.
(Goodeniaceae).

Seis plantas medicinais da mata atlantica brasileira foram avaliadas quanto as
suas atividades inibitorias frente aos virus HSV-1 e poliovirus tipo 2: Cuphea
carthagenensis (Jacq.) MacBride (Lythraceae), Lippia alba (Miller) N.E. Brown
(Verbenaceae), Tillandsia usneoides (L.) L. (Bromeliaceae), Bromelia antiacantha Bert.
(Bromeliaceae), Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze (Araucariaceae) e Wilbrandia
ebracteata Cogn. (Cucurbitaceae). Dos extratos testados, aqueles preparados com
acetato de etila das partes aéreas de Cuphea carthagenensis e de Tillandsia
usneoides foram os que melhor apresentaram atividade frente ao HSV-1: IS (indice de
Seletividade) de 90 e 65, respectivamente. Extratos etandlicos e butandlicos de L. alba
(folhas), T. usneoides (partes aéreas) e W. ebracteata (partes subterréneas)
demonstraram atividade contra uma linhagem de HSV resistente a aciclovir
(ANDRIGHETTI-FROHNER et al., 2005).
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A partir do momento em que sdo demonstrados bons parametros de atividade
inibitéria viral (baixa CEsp e alto IS) para extratos vegetais, cresce o interesse no
isolamento de substancias que estejam neles presentes (JASSIM e NAJI, 2003;
MUKHTAR et al.,, 2008). Os proximos itens descrevem alguns metabdlitos, dentre
tantos isolados de plantas, que apresentam promissoras atividades antivirais. Dentre
0S mesmos se encontram aqueles que sao apontados como bons candidatos a se

tornarem novos farmacos antivirais e/ou seus prototipos.

2.2.1 Flavonoides
Os flavonoides constituem a maior classe de metabdlitos secundarios de plantas

com representantes que ja demonstraram alguma atividade antiviral (NAITHANI et al.,
2008).

Através de bioensaio guiado, Abou-Karam e Shier (1992) isolaram a
isoquercitrina (18) das folhas de Waldsteinia fragarioid Tratt. (Rosaceae), que inibiu
completamente, na concentragéo de 15,7 pyg/mL, o HSV-1, com CCso de 250 pg/mL.

HO
0—2—on
O i, SOH
OH 0 OH
(18)

Os flavondis canferol (19), quercetina (20) e hiperina (21), presentes no extrato
etanolico de partes aéreas de Geranium carolinianum L. (Geraniaceae) inibiram a
secrecdo dos antigenos HBsAg e HBeAg de uma linhagem de células humanas
infectadas pelo virus da hepatite B (HBV). Esses resultados sdo um indicio de que tais
substancias interferem no ciclo de vida viral (LI et al., 2008).

(21)
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Duas novas flavanas, 7-O-galoiltricetiffavana (22) e 7,4’-digaloiltricetiflavana
(23), isoladas das folhas de Pithecellobium clypearia (Jack) Benth. (Mimosaceae)
apresentaram valores de CEs iguais a 5,0 e 10,0 yg/mL, respectivamente, frente ao
RSV; 15,0 e 30,0 pg/mL frente ao HiN¢; 12,5 e 25,0 yg/mL contra o Cox-B3 e 20,0 e
30,0 pg/mL frente ao HSV-1. Para todos os testes foram encontrados IS com valores >
2,0. Os resultados foram obtidos através do ensaio da observacao de redugao do efeito
citopatico (CPE) (LI et al., 2006).

(22)R=H

o " (23) R = COOCgHs
HO

OH

Isolado do extrato metandlico dos frutos de Solanum torvum Swartz
(Solanaceae), o isoflavonoide sulfatado torvanol A (24) apresentou uma CEsp igual a
9,6 pg/mL no teste frente ao HSV-1 (ARTHAN et al., 2002).

(24)

A quercetina-3-ramnosideo (25) se mostrou mais ativa que o farmaco
oseltamivir ao inibir o efeito citopatico do virus influenza AMWS/33. Enquanto o
flavonoide inibiu 86% do efeito citopatico numa concentracédo de 100 pg/mL, o farmaco
apresentou tal efeito na ordem de 58%, quando avaliado na mesma concentragao. Nao

foi observada citotoxicidade nessa concentragdo (CHOI et al., 2009).

39



2. Revisao da Literatura

O\CVTS\QH
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(25)

O isoflavonoide calicosina-7-O--D-glicopiranosideo (26) foi isolado de
Astragalus membranaceus var. Mongholicu (BGE.) HSIAO (Fabaceae), uma erva
medicinal chinesa tradicionalmente utilizada no tratamento de miocardite viral. Ensaios
antivirais in vitro frente ao virus Cox-B3, agente etiolégico da doenga, demonstraram
boa atividade inibitéria, CEsy de 25 pg/mL e baixa citotoxicidade. Em um modelo de
miocardite murina, tratamento com 24 mg/kg da mesma substéncia por 14 dias
aumentou significativamente a taxa de sobrevida dos camundongos infectados com o
Cox-B3, além de aliviar os danos patoldgicos provocados pelo virus, reduzir os titulos

virais no coragao e aumentar a fungao ventricular esquerda (ZHU et al., 2009).

(26)

Duas C-glicosilflavonas, orientina (27) e vitexina (28) apresentaram CEsg de
11,7 e 20,8 pg/mL, respectivamente, frente ao virus parainfluenza tipo 3. Tais flavonas
foram isoladas das flores de Trollius chinensis Bunge (Ranunculaceae), planta
medicinal chinesa tradicionalmente utilizada no tratamento de infecgbes do trato
respiratério. Além de boas CEsp, apresentaram também altos valores de IS (32,1 e
16,0, respectivamente) (LI et al., 2002).
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(27) (28)

A Dbaicaleina (29), isolada da espécie Scutellaria baicalensis Georgi
(Lamiaceae), € uma flavona que inibe a replicacdo do HIV-1 numa relagdo dose-
dependente e que ja demonstrou exercer mais de um mecanismo de agédo contra o
mesmo. Além de inibir a transcriptase reversa, essa flavona interfere na interagdo das
proteinas do envelope viral com as células CD4+, bloqueando sua infeccdo (ASRES
et al., 2005).

COOH

(29)

A amentoflavona (30) esta entre os biflavonoides presentes em Rhus
succedanea L. (Anacardiaceae) que apresentam a propriedade de inibigdo da enzima
transcriptase reversa do HIV, com CEso de 119 pyM (LIN et al., 1997).
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Derivados prenilados de flavonoides sdo apontados como substancias com
proeminentes atividades antivirais. Esse é o caso da leachianona G (31), isolada das
raizes de Morus alba L. (Moraceae) e que inibiu a agcdo do HSV-1 in vitro (CEso = 1,6

com CCsp = 15,5 yg/mL) (DU et al., 2003). Em se tratando de inibigdo do HIV, a
presenga de grupos prenila no esqueleto flavonénico parece contribuir
significativamente para a atividade dessas substancias. Isso pode ser exemplificado
pelo flavonoide 6,8-diprenilaromadendrina (32), com valor de CEspigual a 2,1 pg/mL,
isolado das folhas de Monotes africanus Welw. & Kirk ex A. DC. (Dipterocarpaceae)
(MERAGELMAN et al., 2001).

OH

OH

OH ©O

(31)

2.2.2 Terpenoides

Uma ampla e diversa classe de metabdlitos formados pela condensacdo de
unidades de isopreno também ja tiveram muitos de seus representantes investigados
quanto a presenca de atividade antiviral (NAITHANI et al., 2008).

O caesalmino C (33) é um dos seis furanoditerpenos tipo cassano que foram
isolados das sementes de Caesalpinia minax Hance (Fabaceae) por Jiang e
colaboradores (2001). O mesmo exibiu atividade antiparainfluenza tipo 3, com CEsg =
8,2 yg/mL e IS = 23,9. Os outros cinco diterpenos também apresentaram boa atividade
indicando que substancias com esse tipo de estrutura podem ser bons candidatos a
farmacos antivirais. O mesmo pode ser dito para os tetranortriterpenoides, como, o
disoxilino A (34). Juntamente com outros analogos estruturais, tal triterpenoide
demonstrou atividade anti-RSV (CEso = 2,0 uyg/mL e CCso = 150 pg/mL) (CHEN et al.,
2007).
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HO 7 OHY
COCOH CHgy 6COC5H5

(33) (34)

O androgafolideo (35) € um diterpeno presente na espécie Andrographis
paniculata Nees (Acanthaceae) que ja foi testado em alguns ensaios antivirais. Lin e
colaboradores (2008) demonstraram que apenas 5,0 ug/mL do mesmo sao capazes de
inibir, in vitro, a expresséo de proteinas liticas do virus Epstein-Barr (EBV).

HO 0
\
0

Z

HO

(39)

O sesquiterpeno do tipo carotano, esquisanwilsoneno A (36) inibiu de forma
eficaz a secregdo dos antigenos HBsAg e HBeAg de uma linhagem de células
humanas infectadas pelo HBV. O mesmo foi isolado dos frutos de Schisandra
wilsoniana A. C. Smith (Schisandraceae) (MA et al., 2009). Ja o acido morénico (37) é
um triterpeno que foi isolado de Rhus javanica L. (Anacardiaceae) e apresentou
atividade anti-HSV in vitro e in vivo (KUROKAWA et al., 1999).

OH

OH
H3C

(36)
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Muitos triterpenoides, comuns a varias espeécies vegetais, demonstraram
potenciais atividades anti-HIV. Sdo exemplos o acido betulinico (38) e alguns de seus
derivados naturais e/ou sintéticos, que inibem a entrada do virus nas células; ja o
acido oleandlico (41), inibe a replicagdo do HIV in vitro. O limonoide (39) inibe a
protease viral; enquanto a saponina glicirrizina (40), isolada das raizes de Glycyrrhiza
glabra L. (Fabaceae), que ja foi testada até mesmo em pacientes infectados, inibe a
replicagao do HIV in vitro (ASRES et al., 2005).

.

OH

HO

(38)

2.2.3 Alcaloides

Os alcaloides s&o substancias nitrogenadas comuns a 15-20% das plantas
vasculares, possuem em sua estrutura um ou mais atomos de nitrogénio (NAITHANI et
al., 2008).

A inibicdo da a-glicosidase, importante na formag&o de particulas virais de HIV
infectantes é caracteristica para alguns alcaloides. Esses incluem os indolizidinicos,
como a castanospermina (42), isolada das sementes de Castanospermum australe A.
Cunn. (Papilionaceae) a e os piperidinicos como a 1-desoxinojirimicina (43), extraida
da folhas de espécies do género Morus (ASRES et al., 2005). Outro mecanismo de
acao de alcaloides anti-HIV é a inibicdo da transcriptase reversa, observado para a
nitidina (44), isolada das raizes de Toddalia asiatica L. Lam. (Rutaceae) (YANG et al.,
2001).
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2.2.4 Quinonas

Para a rhinacanthina C (45), uma das naftoquinonas isoladas da espécie
Rhinacanthus nasutus L. KURZ (Acanthaceae) observou-se uma CEsg de 1,1 pg/mL (IS
=7,3) frente ao HCMV (SENDL et al., 1996).

O acido crisofanico (46), uma antraquinona isolada das raizes de uma planta
medicinal australiana, Dianella longifolia R. Br. var. grandis (Liliaceae), inibiu a
replicagao de poliovirus 2 e poliovirus 3 in vitro (SEMPLE et al., 2001).

0
OH O  OH
Cr0 b
o\ 0P
o © N\
0
(45) (46)

2.2.5 Outras classes de metabdlitos especiais com atividade antiviral

O calanolideo A (47), uma cumarina isolada das folhas de Calophyllum
lanigerum Miq. (Guttiferae), demonstrou atividade inibidora da transcriptase reversa e

ja teve sua farmacocinética avaliada em humanos sadios (CREAGH et al., 2001).

45



2. Revisao da Literatura

As lignanas também possuem representantes com atividade antiviral. Para a
justicidina C (48), isolada das partes aéreas de Justicia procumbens L.
(Acanthaceae), foi observada uma concentragao inibitéria minima de 16 pg/mL para o
virus da estomatite vesicular (ASANO et al., 1996).
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(48)

Algumas substancias fendlicas comumente presentes nas células vegetais
como o acido cafeico (49) e o acido clorogénico (50), também ja tiveram atividades
antivirais avaliadas. Num estudo realizado por Chiang e colaboradores (2002), suas
CEso para o HSV-1 foram de 15,3 e 47,6 ug/mL, respectivamente; enquanto que para
o HSV-2 foram, respectivamente, 87,3 e 86,5 yg/mL. Outras ndo tanto comuns como
o arilpropanoide glicosilado luteosideo A (51), isolado das raizes de Markhamia lutea
(Benth.) K.Schum. (Bignoniaceae) apresentou uma CEsg de 0,87 pyg/mL e IS de 89,0
frente ao RSV (KERNAN et al., 1998).
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Outros  metabdlitos  secundarios tais como: saponinas, iridoides,
organossulfurados e taninos, também ja passaram por ensaios de atividade antiviral e

apresentaram atividades inibitérias a diversos virus (NAITHANI et al., 2008).

2.3 Virus e radicais livres

Um radical livre pode ser definido como um atomo ou molécula que contém um
ou mais elétrons ndo pareados. Os radicais livres mais comumente descritos sao
aqueles originados a partir do oxigénio. O oxigénio (O2), essencial no processo
respiratério aerobico de plantas e animais € reduzido a agua (H20) via agbes do
complexo mitocondrial citocromo C oxidase. Esse requer a adi¢do de quatro elétrons a

cada molécula de oxigénio:
Oz +4H" + 4e” > 2H,0

Durante esse processo de redugdo, sdo formadas espécies intermediarias como
0 anion superoxido (O,7), o peroxido de hidrogénio (H20,) e o radical hidroxila (HO").
Essas espécies quimicas sdao denominadas espécies reativas derivadas do oxigénio
(ROS). Elas apresentam tempos de meia-vida bem curtos, porém, como o proprio
nome enfatiza, possuem alta reatividade, requerendo pouca energia para iniciar
reacdes. Ao se combinar com outros atomos ou até mesmo macromoléculas, sao
formados novos radicais, como os alquila (RHO’) ou peréxido (ROO’), que dé&o
continuidade a uma série de reagbes em cadeia (BERGENDI et al., 1999).

As ROS sdo formadas principalmente no interior de células fagocitarias

(macrofagos e neutrdfilos) do sistema imune, num processo chamado explos&o
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respiratoria. Atraves de estimulos, como macromoléculas oriundas de microrganismos
e/ou citocinas, ocorre a ativagdo do sistema enzimatico NADPH oxidase presente
nesses leucocitos. Dessa forma, ocorre primeiramente a formagdo do anion
superoéxido, que por si sO ja possui agdo microbicida e que pode gerar outras ROS
ainda mais potentes. O peroxido de hidrogénio, por sua vez, é formado pela
dismutagéo do superoxido. E o radical hidroxila, o mais reativo dentre esses radicais, é
formado pela redugdo do perdxido de hidrogénio na presenga de ions metalicos como
Fe™ e Cu’. Outras ROS também sdo comumente formadas durante esse processo e
do mesmo modo exercem sua atividade combatendo microrganismos infectantes
(AKAIKE, 2001; BERGENDI et al., 1999).

Uma vez que os radicais livres nao possuem acido especifica sobre as
biomoléculas dos microrganismos infectantes, sua interagdo com as células do
hospedeiro podem provocar sérios danos teciduais. A peroxidacao de fosfolipidios leva
a disfuncdo da membrana plasmatica com perda de sua seletividade, a reacdo dos
radicais com proteinas leva a sua desnaturagdo e com os acidos nucleicos, a
processos de mutagcdo ou, até mesmo, a apoptose. Para que tais processos nao
ocorram ou, ao menos sejam minimizados, as células possuem sistemas de defesa
conhecidos como antioxidantes. Um antioxidante € uma substéncia que, em baixa
concentracido, impede a reacgao radicalar que levaria a um dano tecidual. Esse pode
ser uma enzima que impede a formagao dos radicais ou os elimina, como no caso da
superéxido dismutase, da glutationa peroxidase e da catalase. Pode ser também uma
molécula, como por exemplo, a glutationa e a vitamina E (a-tocoferol), que reage mol a
mol com um radical prevenindo a reagdo desse com uma macromolécula constitutiva
do tecido e que forma uma espécie mais estavel (BERGENDI et al., 1999).

Quando ha um desequilibrio, com a superproduc¢ao de radicais livres em relacao
a quantidade de agentes antioxidantes disponiveis nas células, ocorre o chamado
estresse oxidativo. Muitas patologias humanas que envolvem processos inflamatorios
costumam ser atribuidas aos radicais livres. Podem ser exemplificadas: artrite
reumatoide, aterosclerose, sindrome da angustia respiratéria do adulto, catarata,
diabetes, céncer, psoriase, doengas hepaticas, desordens imunoldgicas, entre outras
(BERGENDI et al., 1999).

Recentemente tem sido dada atenc¢ao ao 6xido nitrico (NO) e a outras espécies
radicalares derivadas do nitrogénio (RNS). Essas possuem alta reatividade e longos
tempos de meia vida. O NO é produzido através da enzima NO sintase (NOS).
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Existem pelo menos seis diferentes isoformas dessa enzima. A isoforma presente em
células do sistema imune na forma induzida produz o NO em grande quantidade
quando estimulada por fatores semelhantes aqueles que levam a producéo das ROS.
Esse exercera agdes antimicrobianas, antitumorais e citotoxicas (BERGENDI et al.,
1999).

Uma vez que em infecgdes provocadas por bactérias e fungos ha estimulos que
favorecem a producdo de espécies radicalares que combatam esses agentes
infecciosos, nas infecgdes virais também n&o haveria de ser diferente. Porém, algumas
caracteristicas tornam a produc¢do de radicais livres durante uma infecgao viral bem
peculiar porque, muitas vezes, a mesma se torna extremamente prejudicial ao
hospedeiro e nem tanto ao virus, como alguns estudos ja demonstraram (AKAIKE,
2001).

Jarefio e colaboradores (1998) apontaram o aumento da concentragdo de
malondialdeido sérico e outros produtos derivados da lipoperoxidacdo em criangas
infectadas pelo HIV. Também foi demonstrada a significativa diminuicdo da
concentracdo seérica de antioxidantes em criangas soropositivas quando comparadas
com criangas soronegativas. Esses resultados estdo entre outros que indicam o
envolvimento do estresse oxidativo nos danos fisioldgicos acarretados por infecgdes
virais.

As células infectadas por virus ativam indiretamente células fagocitarias a
produzirem citocinas pro-oxidantes, tais como fator de necrose tumoral (TNF) e
interleucina 1 (IL-1). O TNF interrompe a cadeia respiratoria mitocondrial em seu
estagio I, levando a produgao do anion superoxido. Como ja exposto, o superoxido da
origem a outras ROS como H20, e HO'. A IL-1 estimula a liberac&o de lactoferrina dos
lisossomas de neutrofilos. Essa proteina se liga a ions ferrosos, cujo acumulo acelera a
producdo do radical hidroxila através da reacdo de Fenton. A encubacido de
hepatocitos na presenga de sobrenadante de macréfagos ativados por virus influenza
B leva a depresséao respiratdria nessas células por danos oxidativos observados na
membrana mitocondrial, além de acelerar o seu processo apoptaotico. Porém quando
esse mesmo ensaio é repetido na presenga de vitamina E (antioxidante) ou anticorpos
monoclonais anti-TNF, esses efeitos lesivos n&do mais sdo observados (SCHWARZ,
1996).
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Os virus estimulam a expressao da enzima iNOS de duas formas:

- direta, como no caso do HIV, cuja glicoproteina gp41 presente em seu
envelope viral ativa a referida enzima;

- indireta, através de citocinas proinflamatorias como o interferon gama (IFN-y)
produzido por linfocitos T auxiliares ativados (AKAIKE e MAEDA, 2000).

Entre todas as espécies de radicais livres envolvidos nas patologias virais, o
peroxinitrito (ONOQO") tem sido apontado como a principal, apresentando elevada
reatividade e citotoxicidade. Esse radical € produzido através da reacdo entre o 6xido
nitrico e o anion superoxido, sendo, portanto, comum as vias de producdo das RNS e
das ROS. O peroxinitrito promove alteracbes nas fungdes de proteinas, lipidios e
acidos nucleicos através do processo de nitrosilacdo. A presenca seérica de
nitrotirosina, um dos produtos mais comuns da nitrosilagdo, € marcante em muitos
pacientes acometidos por viroses (AKAIKE e MAEDA, 2000).

Os danos teciduais promovidos pelos radicais livres em infecgdes virais
costumam ser mais evidentes que aqueles observados em infecgcbes por bactérias,
fungos ou protozoarios. Isso se deve a uma distingdo caracteristica entre o primeiro e
os ultimos tipos de infeccdo. Esses se tratam de parasitas extracelulares, enquanto
que aqueles s&o parasitas intracelulares obrigatorios. Bactérias, fungos e protozoarios
sdo fagocitados pelas células do sistema imune do hospedeiro, as mesmas que
produzem as ROS e RNS. Com isso, esses patdégenos sao confinados num sitio
especifico para o ataque dessas espécies radicalares. No entanto, o estimulo de
células fagocitarias promovido por virus acarreta em uma maior dificuldade em
promover toxicidade apenas sobre esses agentes infecciosos. Essas espécies geradas
no interior de neutréfilos e macréfagos se deslocam por poucos fentdmetros (10™° m),
mas seus produtos, incluindo aqueles derivados da peroxidagao lipidica, atravessam
as membranas dessas células, atingem a circulagdo sanguinea e indiscriminadamente
atacam células que se encontram infectadas ou n&do (Figura 3, pag. 51) (AKAIKE,
2001).

50



2. Revisao da Literatura

i L L

aE W

S @@(‘)@

Figura 3 — Radicais livres no combate a infecgbes bacterianas e virais. As bactérias sdo
fagocitadas pelo leucocito, que produz espécies radicalares para combaté-las (A). Os virus
ndo podem ser fagocitados por serem parasitas intracelulares. Nao ha formagao de foco para
o ataque dos radicais produzidos, que acabam lesionando células infectadas ou nao (B).

Dolganova e Sharanov (1997) mostraram que camundongos infectados por um
virus influenza A que receberam a administragcao de superéxido dismutase na dose de
100 Ul/dia entre os dias 4 e 8 apds a infeccdo tiveram um aumento na taxa de
sobrevida de 75% em relacdo aqueles que ndo a receberam. Isso denota o papel
importante do radical superoxido no processo patolégico da pneumonia induzida por
virus tipo influenza, uma vez que tal enzima catalisa a eliminagéo desse radical.

Em outro estudo, realizado por Akaike e colaboradores (1996), foi observada
que a administragdo de L-N®-monometil-arginina (L-NMMA), um inibidor da enzima
NOS promove incremento na taxa de sobrevivéncia de camundongos infectados pelo
virus HaN2 em relagdo aqueles nao tratados com o farmaco. Em bidpsia realizada nos
tecidos pulmonares dos camundongos nao tratados foi observada uma grande
concentragdo de nitrotirosina, o que implica que o peroxinitrito possui estreita
correlagdo com os danos patologicos acarretados pela virose.

A inibicdo de pneumonia também pd&de ser observada pela administracdo de L-
NMMA a camundongos infectados pelo HSV-1 no estudo realizado por Adler e
colaboradores (2003). Analises imuno-histoquimicas demonstraram indugao de iNOS
e presenga de nitrotirosina apenas nos camundongos infectados, mas nao tratados.
Os camundongos tratados tiveram complascéncia pulmonar semelhante aquela
observada para os néo infectados. O titulo viral encontrado para os camundongos
infectados que receberam a administracao de L-NMMA foi bem superior aquele obtido

para os camundongos infectados, mas ndo tratados. Tal indicio leva a concluir que os
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radicais livres gerados durante o processo infeccioso viral possuem efeito antiviral,
porém seus efeitos pro-inflamatérios parecem exercer papel bem mais significativo.

Durante uma infecgéo viral os radicais livres além de gerarem lesao tecidual,
induzem a transcricdo de genes virais, pelo fator de transcrigdo nuclear NF-k-B. O uso
de antioxidantes pode inibir esse fator (SCHWARZ, 1996). Camundongos
normalmente resistentes a miocardite murina provocada por Cox-B3 se tornaram
susceptiveis a mesma quando receberam dieta deficiente em dois agentes
antioxidantes (selénio e vitamina E). Esse resultado n&o foi observado para aqueles
que receberam dieta normal e/ou deficiente em apenas um dos antioxidantes. Além
disso, a deficiéncia desses dois nutrientes na dieta de camundongos infectados por
uma linhagem de Cox-B3 que ndo provoca miocardite murina levou a mutagdo da
mesma de tal forma que seu gendétipo se tornou mais similar ao de uma linhagem
virulenta, capaz de provocar a patologia. Portanto, a mutagdo de linhagens de virus
tornando-os mais virulentos também parece ter o envolvimento de radicais livres
(BECK et al., 2003).

A associagao entre infecgdes virais e neoplasias tem sido evidenciada. Estudos
recentes mostram que essa associagdo pode estar interligada através da formagao de
radicais livres. A oxidagao de bases que compdem o DNA esta envolvida no processo
de hepatocarcinogénese observado em pacientes infetados pelo virus da hepatite C
(HCV) (FARINATI et al., 2007). Ja a 8-nitroguanina, uma lesdo mutagénica do DNA
produzida pelo ONOOQO", esta presente de forma marcante em pacientes com neoplasia
cervical infectadas por subtipos de alto risco do virus do papiloma humano (HPV)
(HIRAKU et al., 2007).

O emprego de substéncias antioxidantes como coadjuvantes na terapia antiviral
€ relevante, uma vez que os radicais livres desempenham papéis importantes nos
processos patologicos virais. As plantas produzem muitos metabdlitos fendlicos que
possuem a propriedade de eliminar as ROS originadas nao sé pela cadeia respiratéria,
como também pela fotossintética. Esses podem ser uma poderosa ferramenta na
prevengao dos danos provocados pelos virus aos seus hospedeiros (NAITHANI et al.,
2008; SCHWARZ, 1996).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral
O objetivo desse trabalho foi o estudo biomonitorado de extratos e fragdes de
Distictella elongata (Vahl) Urb., uma espécie da familia Bignoniaceae, por ensaios in

vitro de atividade antiviral e antioxidante.

3.2 Objetivos especificos

- Obtencéo de extratos vegetais do caule e das folhas de Distictella elongata
(Vahl) Urb.;

- Avaliagcdo da potencial atividade antiviral (HSV-1, EMC e VAC-WR) desses
extratos;

- Fracionamento do extrato e fragbes ativas por técnicas cromatograficas para o
isolamento de substancias ativas;

- Avaliagdo da potencial atividade antiviral (HSV-1, EMC e VAC-WR) das
substancias isoladas;

- Avaliagdo da potencial atividade antioxidante dos extratos, fracdes e
substancias isoladas que apresentaram atividade antiviral.
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4.1 Materiais, métodos e equipamentos

O material vegetal seco em estufa ventilada Fanem mod. 501A foi pulverizado
em moinho de facas Marconi mod. MA-680.

As balangas utilizadas neste trabalho foram a analitica Mettler Toledo mod.
AB204 e a semi-analitica Nucleo.

Para separagbes cromatograficas em coluna, utilizou-se gel de silica 60 com
tamanho de particulas variando de 0,063-0,200, 70-230 mesh (Merck). Para
cromatografia em coluna rapida (sob pressé&o) utilizou-se gel de silica 60 com tamanho
de particulas variando de 0,063-0,200, 230-400 mesh (Merck) acoplada a bomba de
vacuo Fabbe mod. 131. As cromatografias em coluna foram monitoradas por
cromatografia em camada delgada.

Para cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia preparativa
(CCP), com espessura de 2,5 e 5,0 mm, respectivamente, foram utilizadas gel de silica
60G (Merck) e cromatofolhas (Al) de silica gel 60 Fs4 (Merck). A visualizagdo das
substancias em camada fina foi feita, quando possivel, sob luz ultravioleta (UV) a A
254 e 365 nm e, com os seguintes reveladores, assim preparados (WAGNER et al.,
1984):

a. Anisaldeido sulfurico — dissolveram-se 0,5 mL de anisaldeido em 10 mL de
acido acetico glacial. Em seguida, adicionaram-se 85 mL de metanol e 5 mL de acido
sulfurico concentrado;

b. Liebermann-Burchard - Misturaram-se 10 mL de anidrido acético a duas
gotas de acido sulfurico concentrado;

c. Reagente de Produtos Naturais + polietilienoglicol 4000 (NP/PEG) -
separadamente foram diluidos 1 g do acido difenilborico em 10 mL de metanol e 5g de
polietilenoglicol 4000 em 100 mL de metanol. Para revelagdo das placas
primeiramente era borrifada a solugdo do acido e, em seguida, a do polietilenoglicol.

d. Solugao de hidroxido de potassio a 5% - dissolveram-se 5 g de KOH em 100
mL de etanol;

e. Solucdo de cloreto de aluminio a 2% - dissolveram-se 2 g de AICIl3 em 100
mL de etanol;

f. Solugéo de cloreto férrico a 2% - dissolveram-se 2 g de FeCl; em 100 mL de

etanol;
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g. Reagente de Kedde — dissolveram-se 3 g de acido 3,5-dinitrobenzoico em
100 mL de metanol (solugdo A) e 5,7 g de KOH a 100 mL de agua (solugdo B).
Misturaram-se as solugdes A e B;

h. Reagente de Dragendorff - Solugdo A: dissolveram-se 1,7 g de nitrato de
bismuto (Ill) e 20 g de acido tartarico em 80 mL de agua. Solugdo B: dissolveram-se
16 g de iodeto de potassio em 40 mL de agua. Misturaram-se partes iguais de A e de
B.

Os solventes utilizados foram das marcas Merck, Aldrich, Quimex e Grupo
Quimica, de grau P.A. Os solventes de grau cromatografico utilizados foram da marca
Tedia Brasil.

A agua ultrapura utilizada foi obtida através de sistema de filtragdo de agua Milli-
Q Milli-Q Plus.

A concentracado das solucdes foi feita destilando-se o solvente, sob pressao
reduzida, em evaporador rotatorio Buchi, mod. B480.

A lavadora ultrassénica utilizada era da marca Unique, mod. USC 1400.

Os critérios de pureza adotados foram as analises de comatogramas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE); observagao de mancha unica em CCD,

variando-se a fase movel; o ponto de fusdo e/ou comparagdo com amostras de
referéncia e com dados da literatura.

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho de ponto de fuséo
MQAPF-301, Microquimica, e n&o foram corrigidos.

Para CLAE analitica utilizou-se cromatégrafo Waters, composto de injetor
automatico, modelo 2695, com sistema operacional computadorizado com software
Empower e detector de arranjos de diodos (DAD), modelo 2996, bomba modelo L-
62002, integrador modelo C-R4A.

Para CLAE preparativa utilizou-se cromatografo Shimadzu, equipado com
sistema de controle de bomba, mod. SCL-8A; detector UV-VIS, mod. SPD-6AV,
bombas mod. LC-8A; integrador mod. C-R4A.

A rotagao optica [a]p foi mensurada em polarimetro Bellingham + Stanley Ltda,
modelo ADP 220 (Laboratorio de Quimica Farmacéutica, FAFAR, UFMG).

A determinagdo estrutural das substéncias isoladas foi realizada através dos
métodos instrumentais de espectrometria de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN 'H, COSY H,H) e carbono (RMN *C, DEPT, HETCOR, HSQC,
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HMBC e HSQC-TOCSY), espectrometria de massas por eletrospray (ESMS),
espectrometria na regido do infravermelho (V) e espectroscopia na regido do UV.

Os espectros de RMN foram registrados no aparelho Bruker Avance DRX-400
(Departamento de Quimica, ICEX, UFMG). O solvente utilizado para solubilizagado das
amostras foi o dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds) da marca Tedia Brasil. Como
referéncia interna, foi utilizado o sinal relativo ao tetrametilsilano (TMS).

Os espectros de massa foram obtidos utilizando-se o espectrometro de massas
Bruker Daltonics, mod. ultrOTOFq, operando a uma voltagem de aceleragdo nominal
de 70 eV, no modo de detecgao positivo (Departamento de Quimica, Universidade de
S&o Paulo). Utilizou-se para solubilizar as amostras uma mistura de H,O:MeOH
(20:80).

Os espectros no IV foram registrados no espectrofotobmetro de infravermelho
Perkin-Elmer, modelo Spectrum One, com valores expressos em cm’ (Laboratdério de
Quimica Farmacéutica, FAFAR, UFMG).

Os espectros e as absorbancias das solucdes utilizadas nos ensaios
antioxidantes no UV foram registrados no espectrofotémetro Hitachi, modelo UV-2900.
Para obtencédo dos espectros realizou-se uma varredura na faixa de A 200 a 500 nm,
enquanto que para obtencdo das absorbancias do teste antioxidante utilizou-se A 516
nm. As amostras foram solubilizadas em metanol.

As células empregadas no ensaio antiviral foram incubadas em estufa para
cultura bacteriolégica Fanem, mod. 502A/4 e a manipulagdo das mesmas durante as
etapas de infeccdo e tratamento com amostras se deu em capela de fluxo laminar
Veco, mod. VLFS-12. A agitacdo das placas foi feita em Shaker New Brunswick
Scientific, mod. C24. As absorbancias das solugdes dos po¢os nessas contidos apos a
adicdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ila)-2,5-difeniltetrazdlico (MTT) foram
obtidas em leitor de ELISA Star Fax, mod. 2100, no A 492 nm. (Laboratério de
Virologia, ICB, UFMG).

As substancias de referéncia utilizadas sao indicadas em cada caso e eram das
marcas Sigma-Aldrich ou Merck.

Os reagentes empregados eram das marcas Vetec, Quimex, Merck, Synth,

Sigma e Reagen.

56



4. Segao experimental

4.2 Fitoquimica

4.2.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

A coleta de Distictella elongata (Vahl) Urb. foi realizada na manha do dia 07 de
maio de 2008 no Campus da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte,
Minas Gerais. A identificacdo da espécie coletada foi realizada pelo Prof. Dr. Jodo
Renato Stehmann, do Departamento de Botanica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB) da UFMG. Uma exsicata da mesma foi depositada no Herbarium do ICB sob o
registro BHCB 21862. Nao foram observados quaisquer sinais de insetos na mesma.
Foram coletados caule e folhas que, posteriormente, foram separados (Figura 4). As
etapas fitoquimica e de ensaios de atividades bioldgicas descritas nesse trabalho
foram todas realizadas com base nesse material.

Apenas com a finalidade de se averiguar possiveis alteragdes sazonais do perfil
cromatografico por CLAE do extrato de folhas de Distictella elongata, mais duas
coletas foram realizadas no mesmo local, mas em momentos diferentes:

- A primeira no dia 18 de margo de 2009;

- A segunda no dia 01 de setembro de 2009.

O material decorrente dessas Uultimas coletas fora identificado como
pertencentes a espécie D. elongata pela Prof.2 Dra. Lucia Lohmann, do Departamento
de Boténica da Universidade de S&o Paulo.

lFigura 4 - Distictella elongata (Vahl) Urb. coletada em 07 de maio de 2008.
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4.2.2 Preparo do material vegetal e extracao

Os fragmentos de caule e as folhas de D. elongata foram secos em estufa
ventilada (T <40 °C). Os primeiros permaneceram na estufa por 08 dias, enquanto as
folhas ficaram apenas por 05 dias, quando entdo se tornaram quebradigas ao toque.

Esses materiais foram separadamente pulverizados em moinho de facas, sendo
obtidos 1200 g de p6 de caule e 481 g de p6 de folhas. Separaram-se 10 g de cada
para maceragdo com 150 mL de etanol comercial (96°GL — 92,8°INPM) durante 48h.
Os extratos de caule (0,5 g — 5% de rendimento) e de folhas (1,4 g — 14% de
rendimento) assim obtidos foram utilizados para realizagdo de ensaios antivirais.

O restante do pé das folhas (aproximadamente 481 g), cujo extrato obtido por
maceragcdo de sua aliquota apresentou atividade antiviral relevante, passou por
processo de percolagcdo, que também utilizou etanol comercial como solvente. O
extrato resultante foi concentrado em evaporador rotatério, sob pressao reduzida a 40
°C; transferido para frasco previamente pesado e mantido em dessecador, sob vacuo,
para eliminagdo total do solvente. Apds a secagem total, esse extrato (EEF)
permaneceu armazenado em frasco de vidro fechado e acondicionado em geladeira. A
massa total do mesmo foi de 130,55 g (27,14 % de rendimento).

4.2.3 Fracionamento do extrato das folhas de D. elongata (Vahl) Urb.

Parte do extrato etandlico obtido por percolacédo das folhas (EEF) de D.
elongata (7,40 g) foi fracionado em coluna de gel de silica 60 (740 g), utilizando-se
como eluentes misturas de solventes com polaridades crescentes. De acordo com os
solventes empregados, foram obtidas nove fragcbes que foram denominadas com os
nomes referentes aos mesmos:

e Hexano (Hex);

Hexano : Diclorometano (1:1) (Hex:DCM);

¢ Diclorometano (DCM);

e Diclorometano : Acetato de etila (1:1) (DCM:AcOEt);
e Acetato de etila (AcOEt);

e Acetato de etila : Metanol (1:1) (AcOEt:MeOH);

e Metanol (MeOH);

e Agua (H20);

e Metanol a 3% de acido acético (MeOH 3% AcOH).
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Os volumes dos solventes empregados se encontram listados na Tabela 4.

As fragdes foram concentradas em evaporador rotatorio, sob pressao reduzida
a 40 °C; transferidas para frascos previamente pesados e mantidas em dessecador,
sob vacuo, para eliminagao total dos solventes.

Os rendimentos das fra¢des obtidos se encontram na Figura 5 (pag. 60).

O fracionamento do extrato de EEF teve por objetivo uma separacéo prelimiar
das substancias nele presentes. As fracbes assim obtidas passaram por ensaios de

atividade antiviral que direcionaram os fracionamentos subsequentes (Figura 5, pag.
60).

Tabela 4 - Volumes dos solventes empregados no fracionamento de EEF por
cromatografia em coluna de gel de silica

Solvente Volume (L)
hexano 3,95
hexano : diclorometano 11,75
diclorometano 8,12
diclorometano : acetato de etila 5,80
acetato de etila 8,30
acetato de etila : metanol 11,00
metanol 9,80
agua 2,40
metanol a 3% de acido acético 5,50
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MeOH 3% AcOH
1102mg (14,9%)

EEF
(7,49)

H,O
386mg (5,2%)

MeOH
600mg (8,1%)

AcOEt:MeOH
4004mg (54,1%)

500mg (6,8%)

AcOEt

DCM:AcOEt
583mg (7,9%)

DCM

47mg (0,64%)

Hex:DCM
60mg (0,81%)

Apresentou
atividade antiviral

Hex
18mg (0,24%)

Nao apresentou
atividade antiviral

Figura 5 - Rendimentos das fragdes obtidas no fracionamento de EEF (7,4 g) por

4.2.4 Prospeccao fitoquimica

cromatografia em coluna de gel de silica.

Realizou-se a prospecgao fitoquimica por cromatografia em camada delgada

saponinas e heterosideos cardioténicos.

dos extratos etandlicos de folhas (EEF) e do caule (EEC), bem como das fragbes
resultantes do fracionamento cromatografico de EEF. As amostras e substéncias de
referéncia empregadas foram previamente solubilizadas em metanol, acetato de etila
ou diclorometano; de acordo com suas afinidades quimicas. Dessa forma foram
obtidos os perfis cromatograficos em CCD para avaliagdo de taninos, heterosideos
flavénicos, agliconas flavonicas, antraquinonas, triterpenoides, cumarinas, alcaloides,
Diferentes sistemas de eluentes e
reveladores seletivos para cada classe de produto natural foram utilizados nas
analises (MARINI-BETTOLO et al., 1981; Wagner et al., 1984)
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a. Caracterizacao de fendis
- Fase movel: acetato de etila - acido formico - acido acético — agua (100:11:11:27);
- Revelador: cloreto férrico a 2%j;
- Padrbes de referéncia: catequina, rutina (Sigma-Aldrich);
- |ldentificagéo: substancias fendlicas se apresentam como manchas negro-azuladas

ou negro-esverdeadas no visivel.

b. Caracterizacao de flavonoides heterosidicos
- Fase movel: acetato de etila - acido formico - acido acético — agua (100:11:11:27);
- Revelador: AICI; a 2% ou NP/PEG seguido de aquecimento a 100 °C por 5 min;
- Padrdes de referéncia: rutina, vitexina e orientina (Sigma-Aldrich);
- Identificagdo: flavonoides aparecem como manchas de cor amarela ou laranja no

visivel e fluorescéncias amarelo-esverdeadas no ultravioleta (A 365 e 254 nm).

c. Caracterizagao de geninas flavbnicas
- Fase movel: cloroformio - acetato de etila (60:40);
- Revelador: AICI; a 2% ou NP/PEG com aquecimento a 100°C por 5 min;
- Padrdes de referéncia: quercetina, canferol, luteonina (Sigma-Aldrich);
- Identificagdo: flavonoides aparecem como manchas de cor amarela ou laranja no

visivel e fluorescéncias amarelo-esverdeadas no ultravioleta (A 365 e 254 nm).

d. Caracterizacdo de taninos
- Fase movel: cloroformio — acetona — acido formico (65:27:8);
- Revelador: cloreto férrico a 2%j;
- Padréo de referéncia: catequina (Sigma-Aldrich);
- Identificagdo: taninos aparecem como manchas negro-azuladas ou negro-

esverdeadas no visivel.

e. Caracterizacdo de compostos antracénicos
- Fase movel: tolueno - acetona - cloroformio (45:25:35);
- Revelador: hidréxido de potassio a 5% + aquecimento a 100°C por 5 minutos;
- Padrdes de referéncia: lapachol, aloina (purificados em laboratério);
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4. Secao experimental

- ldentificagdo: compostos antracénicos aparecem como manchas de coloragao
amarela a vermelha no visivel e fluorescéncias laranja a vermelha no ultravioleta (A
365 e 254 nm).

f. Caracterizagdo de cumarinas
- Fase movel: acetato de etila;
- Revelador: hidréxido de potassio a 5% + aquecimento a 100°C por 5 minutos;
- Padrao de referéncia: cumarina (purificada em laboratorio);
- ldentificagdo: cumarinas aparecem como manchas com fluorescéncia verde-azulada

ou amarelo-esverdeada no ultravioleta (A 365 e 254 nm).

g. Caracterizagao de saponinas
- Fase movel: cloroformio — metanol - agua (64:50:10);
- Revelador: anisaldeido sulfurico apds aquecimento a 100°C por 5 minutos;
- Padrao de referéncia: “Saponina Purificada” — VETEC 1364;
- Identificagdo: saponinas aparecem como manchas de coloragdo azul-violacea e

zonas amarelas no visivel.

h. Caracterizacao de heterosideos cardioténicos
- Fase movel: acetato de etila — metanol — agua (100:13,5:10);
- Revelador: reagente de Kedde;
- Padrao de referéncia: digoxina (purificada em laboratorio);
- ldentificagdo: heterosideos cardiotdnicos se apresentam como manchas de

coloragao rosa ou azul-violacea no visivel.

i. Caracterizacao de alcaloides
- Fase movel: cloroformio - metanol - agua (85:15:15);
- Revelador: reagente de Dragendorff;
- Padrao de referéncia: atropina (purificada em laboratério);
- ldentificag&o: alcaloides se apresentam como manchas de cor marrom ou laranja no

visivel.
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j. Caracterizac&o de triterpenoides e esteroides
- Fase movel: diclorometano — acetato de etila (1:1);
- Revelador: reagente de Liebermanm-Burchard + aquecimento a 100°C por 10
minutos;
- Padrdes de referéncia: lupeol, B-sitosterol (purificados em laboratorio);
- ldentificagdo: triterpenoides e esteroides se apresentam como manchas de cor
marrom ou cinza no visivel e fluorescéncias laranja a vermelho no ultravioleta (A 365 e
254 nm).

4.2.5 Perfis cromatograficos por CLAE-FR
Para a realizacdo de CLAE-FR foram preparadas solu¢cdes das amostras, a 10

mg/mL, em metanol grau CLAE. A dissolu¢gdo se deu com auxilio de ultrassonicagéo
durante 20 minutos. Posteriormente, essas solugdes foram filtradas em seringas
acopladas ao millex LCR com membrana PTFE modificada para filtracdo de solventes
organicos e aquosos 0,45 ym, 13 mm de didmetro. Os filtrados foram acondicionados
em vials para posterior analise em cromatografo.

Utilizou-se coluna LiChrospher® 100 RP-18 (particulas de 5 ym, 125 x 4mm d.i.,
Merck), e pré-coluna LiChrospher® 100 RP-18 (5 pym) e fluxo de 1mL/min. O forno da
coluna foi mantido a 40 °C. O volume de cada solu¢gdo de amostra injetado foi de 20
ML. Os cromatogramas foram obtidos em A2z, sendo registrados numa faixa espectral
de A 220 a 400 nm.

Como fase mével foram empregados os solventes metanol grau CLAE e agua
destilada filtrada em sistema Milli-Q. Aplicou-se um gradiente linear de MeOH:H,0O (5-
95% de MeOH em 60 min.), seguido de curto periodo de eluigdo isocratica (95% de
MeOH por 5 min.), para se retornar as condig¢des iniciais do gradiente (Tabela 5).

Tabela 5 - Gradiente de eluicdo empregado nas analises dos extratos e fragées por

CLAE-FR
Tempo (min) H20 (%) MeOH (%)
0 95 5
60 5 95
65 5 95
70 95 5
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4.2.6 Isolamento de AMF
A fracdo AcOEt:MeOH foi fracionada por meio de CLAE-FR preparativa com
coluna Agilent® RP-18 (particulas de 10 ym 21,2 x 250mm d.i.), pré coluna SIL 3227

Shimadzu® e detecgdo UVazonm, fluxo 4 mL/min e temperatura ambiente.

A fase movel foi composta de metanol grau CLAE e agua destilada filtrada em
sistema Milli-Q. O gradiente utilizado foi segmentado de modo a permitir a limpeza da
coluna antes de uma nova injegdo de amostra (Tabela 6).

Tabela 6 - Gradiente de eluigdo empregado no isolamento de AMF por CLAE-FR
preparativa

Tempo (min.) H20 (%) MeOH (%)

0 95 5
2 40 60
40 0 100

60 95 5

As amostras para injegdo foram assim preparadas: a aliquotas de 25 mg da
fragdo AcOEt:MeOH, em frascos Eppendorf, adicionou-se 1mL de metanol grau CLAE.
A dissolucao se deu com auxilio do ultrassom durante 20 minutos. Posteriormente, tais
solucbes foram filtradas em membranas com poros de 0,45 ym de diametro.
Finalmente, 200 yL desse filtrado, em seringa de vidro de 1 mL, foram injetados
manualmente no aparelho de cromatografia preparativa. Realizaram-se 28 injegdes de
200 pL da solugdo de amostra (25 mg) e foram obtidos 17 mg de um pé amarelo
amorfo com ponto de fusao (pf) na faixa de 248-251 °C, denominado AMF.

A Figura 6 (pag. 65) resume as etapas experimentais que levaram ao
isolamento de AMF.
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Hex

Hex:DCM

DCM

DCM:ACOEt

Cromatografia
em coluna de
gel de silica

CLAE-FR
preparativa
MeOH
Apresentou
atividade antiviral H,0
Nio apresentou MeOH
atividade antiviral 3%AcOH

Figura 6 - Etapas de isolamento de AMF do extrato de folhas de D. elongata.

4.2.7 Isolamento dos terpenoides

Para o isolamento dos terpenoides realizou-se novo fracionamento do extrato
etandlico de folhas de D. elongata (10 g) utilizando-se cromatografia em coluna rapida.
Empregou-se como fase estacionaria gel de silica 60 (100 g). O sistema de eluigao
utilizado foi: Hex:AcOEt (100:0; 95:5; 90:10; 85:15; 80:20; 70:30; 50:50; 20:80; 0:100),
seguido da eluicdo de AcoEt:MeOH e, posteriormente, de MeOH. As fragbes obtidas,
bem como os volumes de misturas de solventes empregados se encontram

discriminados na Tabela 7 (pag. 66).
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Tabela 7 - Novo fracionamento do extrato etanélico de folhas de D. elongata por
cromatografia em coluna de gel de silica

Fracao Massa mg Solvente Volume
(rendimento %)

H 33 (0,33) hexano 200 mL

HAS 1(0,01) hexano - acetato 200 mL
de etila (95:5)

HA10 154 (1,54) hexano - acetato 400 mL
de etila (90:10)

HA15 140 (1,40) hexano - acetato 400 mL
de etila (80:15)

HA20 108 (1,08) hexano - acetato 400 mL
de etila (80:20)

HA30 328 (3,28) hexano - acetato 400 mL
de etila (70:30)

HAS50 500 (5,00) hexano - acetato 500 mL
de etila (50:50)

HA80 385 (3,85) hexano - acetato 500 mL

de etila

A 265 (2,65) acetato de etila 500 mL

AM 1418 (14,18) acetato de etila — 500 mL
metanol (50:50)

M 997 (9,97) metanol 500 mL

Total 4329 (43,29)

Refracionamento de HA15

A fracdo HA15 (140 mg) mostrou-se como sendo uma das menos complexas
através de seu perfil em CCD. Toda a sua massa foi novamente submetida a
cromatografia em coluna rapida, empregando-se gel de silica 60 (4,2 g) e eluicdo com
um gradiente suave de Hex:AcOEt (0:100 a 50:50, seguido de 0:100). Foram obtidas
24 fragdes que foram reunidas segundo seus perfis cromatograficos em CCD (Tabela
8, pag. 67). A reunido das fracbes HA15 - 16 a 18, eluidas em Hex:AcOEt (80:20),

resultou num pé incolor, com massa de 3 mg que foi denominado HAT1. CCD
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demonstrou que a mesma se encontrava pura e se tratava de um terpenoide ou
esteroide, pois apresentou reagao positiva frente ao reagente de Liebermann-Burchard
(WAGNER et al., 1984). Devido o seu baixo rendimento, ngo foi analisada por RMN.

Tabela 8 - Fragdes resultantes de HA15

Fracdes Massa mg
(rendimento %)
HA15 — 1 2 (1,43)
HA15-2a5 24 (17,14)
HA15 -6 a15 32 (22,86)
HA15 - 16 a 18 3(2,14)
HA15-19a24 1(0,71)
Total 62 (44,28)

Refracionamento de HA50

A fracdo HAS0 (500 mg) foi a que apresentou perfil em CCD com maior numero
de manchas tipicas de terpenoides/esteroides segundo revelagcdo com o reagente
Liebermann-Burchard. Essa foi entdo recromatografada em coluna rapida de gel de
silica (15 g), utilizando-se como eluente misturas de hexano, acetato de etila e
metanol em gradiente de polaridades crescentes, obtendo-se 105 fragdes que foram
reunidas segundo seus perfis em CCD (Tabela 9).

Tabela 9 - Fragdes resultantes de HA50

Fracoes Massa mg
(rendimento %)

HA50 —1a 5 4 (0,80)
HA50-5a8 2 (0,40)
HA50 — 9 a 20 8 (1,60)
HA50 — 21 a 35 26 (5,20)
HAS50 — 36 a 50 34 (6,80)
HA50 — 51 a 73 99 (19,80)
HA50 — 74 a 89 38 (7,60)
HAS50 — 90 a 105 37 (7,40)

Total 248 (49,60)
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As fragdes HAS50 — 21 a 35 (26 mg), eluidas com Hex:AcOEt (70:30) mostraram
o mesmo perfil cromatografico por CCD, sendo assim reunidas. Entre as substancias
presentes se encontrava o B-sitosterol, identificado por comparagdo com padrédo de
referéncia dessa substancia em CCD.

A frac&o obtida da reunido de HA50 — 51 a 73 (99 mg), eluidas com Hex:AcOEt
(70:30), foi submetida a cromatografia de camada delgada preparativa, utilizando-se
gel de silica como fase estacionaria e como eluente DCM:AcOEt (60:40). A partir do
seu perfil cromatografico em CCD, duas misturas de terpenoides foram separadas: a
primeira, com massa de 5 mg, denominada de HAT4; e a segunda, com massa de 17
mg, chamada HATS. Apds analise por CCD, a amostra HATS foi enviada para analise
de RMN de 'H e "*C. HAT4 n3o foi submetida a esse tipo de andlise devido o seu
baixo rendimento.

A reunido das fragbes HAS0 — 74 a 89, eluidas em Hex:AcOEt (1:1) resultou
num pé branco amorfo, com massa de 38 mg, que foi denominado de HAT2. CCD
mostrou tratar-se de uma mistura de terpenoides; a analise RMN de 'H e ®C foi
realizada.

A reunido das fragcdes HA50 — 90 a 105, eluidas em AcOEt e AcOEt:MeOH
(1:1) resultou num p6 amarelo, com massa de 37 mg. Essa fragdo foi denominada de
HAT3 e se mostrou como uma mistura de terpenoides no cromatograma obtido por
CCD e na anélise de RMN de 'H e "°C realizada.

A Figura 7 (pag. 69) esquematiza as etapas realizadas na tentativa de se

isolarem terpenoides e/ou esteroides presentes em EEF de D. elongata.
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Extrato de folhas
D. elongata

Cromatografia em

coluna rapida

H HA10 HA20 HAS0 A M
HAS HA1S5 HA30 HAS0 AM
24 fragdes
Hex - AcOEt (80:20
HAI15 - 16
a 18 105 fragdes
\ 4
HATI1
Hex — AcOEt | Hex - AcOEt |AcOEt e AcOEt — MeOH
(70:30) (50:50) (50:50)
HAS50-51a73 HAS50 -90 a 105
CCD preparativa
DCM — AcOEt
(60:40) HA50 — 74 a 89
y
HAT4 HAT3
HATS
HAT2

Figura 7 - Esquema do novo fracionamento do extrato etanélico de folhas de D. elongata por
cromatografia em coluna de gel de silica.
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4.2.8 Caracterizaciao de AMF

a. Ultravioleta

Os espectros no UV do flavonoide isolado neste estudo foram obtidos em
metanol e utilizaram-se os aditivos quimicos descritos a seguir.

A marcha de leituras no UV realizada foi a seguinte:

- Solugéo estoque do flavonoide (0,3 mg/10mL);

- Solugéo estoque do flavonoide acrescida de 3 gotas de solu¢do metandlica de
MeONa 2,5% (preparado a partir de MeONa P.A., Grupo Quimica);

- Solugdo do item anterior acrescida de 3 gotas de solugdo aquosa de HCI 50%
p/v (preparado a partir de HCI P.A., Merck);

- Nova solugdo estoque de flavonoide acrescida de 6 gotas de solugéo
metandlica de AICI3 5% (preparado a partir de AICI;.6H20 P.A., Riedel);

- Solugéo do item anterior acrescida de 3 gotas de solugado aquosa de HCI 50%
p/v (preparado a partir de HCI P.A., Merck);

- Nova solugéo estoque de flavonoide acrescida de AcONa P.A. ndo hidratado
(Merck) até formagao de solugdo supersaturada. A leitura foi realizada ap6s 3 minutos
para garantir uma completa reagéo;

- Solugéo do item anterior acrescida de 5 gotas de H3BO3; P.A. (Reagen).

b. Hidrdlise

A hidrdlise da flavona isolada foi realizada a partir da adaptagdo da metodologia
de hidrolise acida total descrita por Hertog e colaboradores (1992).

A 2,0 mg da substéncia isolada, em metanol (1,0 mL), adicionaram-se 2 mL de
solucdo aquosa de HCI 2 M, que permaneceu em banho-maria a 80 °C por 4 h.
Posteriormente, essa solugao foi particionada com DCM em funil de separacédo. A fase
aquosa resultante foi submetida a analise por CCD, comparando-se com amostras de
diferentes de acgucares (D-glicose, L-ramnose, D-galactose e L-arabinose — Sigma-
Aldrich). Esta foi eluida com CHCIl3:MeOH:H,0 (70:30:4) e revelada com solugéo de
anisaldeido sulfurico seguido de aquecimento a 100 °C por 5 min. Para facilitar a

visualizacdo das manchas obtidas na placa, a mesma foi visualizada sob luz UV3gs.
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4.2.9 Dados fisico-quimicos das substancias isoladas das folhas do EEF
de Distictella elongata
- AMF: 4H-1-Benzopirano-4-ona,7-[[6-O-(6-desoxi-a-L-ramnopiranosil}-B-D-

glicopiranosil]oxi]-5-hidroxi-6-metoxi-2-(4-metoxifenil); (pectolinarina)

HO 0
HO
OH
O O\
HO 0
OH

o

OH

FM: C29H34015

Aspecto: p6 amarelo amorfo;

pf: 248-251 °C (250-253 °C, YOO et al., 2008);

[a]o?**: (MeOH, ¢ 0,5g/mL): - 0,06;

IV Vimax (cm™): 3353 (OH), 1656 (C=0), 1608, 1583 (aromatico C=C), 1068 (C-
O);

UV Amax nm (MeOH): 273,5; 328,5; Amax Nm (MeOH + MeONa): 295; 370,5; Amax
nm (MeOH + AcONa): 273,5; 328,5; Amax Nnm (MeOH + AICI3): 349; 298; 281,5; (MeOH
+ AICI3 + HCI): 348; 298; 281,5;

ESMS m/z: 623 [M + H]", 645 [M + Na]", 661 [M + K]";

RMN de 'H ppm (400 MHz, DMSO-d6): & 1,06 (3H, d, J = 4,0 Hz, H-6, Ram),
3,89 (1H, dd, Ha-6, Glc), 3,87 (3H, s, 6-OCH3), 3,78 (3H, s, 4-OCH3), 3,48 (1H, dd,
Hb-6, Glc), 5,12 (1H, d, J = 4,0 Hz, H-1, GlIc), 4,57 (1H, d, J = 1,1 Hz, H-1, Ram), 6,94
(1H, s, H-8), 6,93 (1H, s, H-3), 7,17 (2H, d, J = 8,0 Hz, H-3' e H-5), 8,04 (2H, d, J=8,0
Hz, H-2' e H-6"), 12,96 (1H, s, 5-OH);

RMN de ™C ppm (100 MHz, DMSO-d6): & 55,6 (4-OCH3), 60,3 (6-OCH3),
164,3 (C-2), 103,5 (C-3), 182,9 (C-4), 152,7 (C-5), 133,2 (C-6), 157,3 (C-7), 94,3 (C-8),
152,1 (C-9), 105,4 (C-10), 122,8 (C-1'), 128,4 (C-2' e C-6"), 114,8 (C-3' e C-5'), 162,8
(C-4", 100,4 (C-1, Glc), 73,2 (C-2, Glc), 76,5 (C-3, GIc), 69,5 (C-4, Glc), 75,8 (C-5,
Glc), 66,0 (C-6, Glc), 100,4 (C-1, Ram), 70,8 (C-2, Ram), 70,4 (C-3, Ram), 72,0 (C-4,
Ram), 68,3 (C-5, Ram), 17,8 (C-6, Ram);

Produtos da hidrdlise acida: pectolinarigenina, glicose e ramnose.
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- HAT2: acido ursolico

HO

Aspecto: p6 branco amorfo

RMN de 'H ppm (400 MHz, DMSO-d6): & 0,66 — 2,00 (sinais de grupos
metilicos e metilénicos: Has, Has, Has, Has, H27, H29 € H3o em 0,69, 0,71, 0,87, 0,91,
1,08, 1,29; 3,01 (m, hidrogénio carbindlico); 5,16 (sl, hidrogénio olefinico do C-12).

RMN de *C ppm (100 MHz, DMSO-d6): & 38,36 (C-1), 26,96 (C-2), 76,82 (C-3),
38,36 (C-4), 54,79 (C-5), 18,09 (C-6), 32,71 (C-7), 39,51 (C-8), 46,82 (C-9), 36,52 (C-
10), 23,25 (C-11), 124,51 (C-12), 138,29 (C-13), 41,58 (C-14), 28,24 (C-15), 24,60 (C-
16), 47,02 (C-17), 52,40 (C-18), 39,11 (C-19), 38,36 (C-20), 31,27 (C- 21), 36,52 (C-
22), 28,24 (C-23), 16,00 (C-24), 16,05 (C-25), 16,62 (C-26), 23,81 (C-27), 178,43 (C-
28), 17,02 (C-29), 21,06 (C-30).
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- HAT3: mistura de acido ursodlico e acido pomalico

Acido ursdlico Acido pomdlico

Aspecto: p6 amarelo amorfo

RMN de 'H ppm (400 MHz, DMSO-d6): 0,66-2,00 (sinais de hidrogénios ligados
a carbonos sp® dos esqueletos triterpenoidicos), 3,00 (m, hidrogénios carbindlicos dos
dois triterpenos), 5,13 (sl, hidrogénio ligado ao C-12 de ambos os terpenos).

Acido ursdlico - RMN de "3C-NMR ppm (100 MHz, DMSO-d6): & 38,45 (C-1),
27,54 (C-2), 76,90 (C-3), 38,50 (C-4), 54,87 (C-5), 17,99 (C-6), 32,71 (C-7), 39,60 (C-
8), 46,89 (C-9), 36,52 (C-10), 23,25 (C-11), 124,50 (C-12), 138,21 (C-13), 41,40 (C-
14), 28,24 (C-15), 23,91 (C-16), 47,02 (C-17), 52,39 (C-18), 39,10 (C-19), 38,36 (C-
20), 30,20 (C- 21), 36,56 (C-22), 28,24 (C-23), 16,00 (C-24), 16,00 (C-25), 16,91 (C-
26), 23,82 (C-27), 178,30 (C-28), 17,00 (C-29), 21,06 (C-30).

Acido pomélico - RMN de "*C-NMR ppm (100 MHz, DMSO-d6): & 38,24 (C-1),
28,24 (C-2), 76,82 (C-3), 41,08 (C-4), 54,79 (C-5), 18,12 (C-6), 32,71 (C-7), 41,08 (C-
8), 46,82 (C-9), 36,32 (C-10), 23,13 (C-11), 126,80 (C-12), 138,60 (C-13), 41,40 (C-
14), 28,24 (C-15), 26,40 (C-16), 46,82 (C-17), 53,19 (C-18), 71,63 (C-19), 41,63 (C-
20), 29,96 (C- 21), 36,56 (C-22), 28,24 (C-23), 16,27 (C-24), 15,09 (C-25), 16,59 (C-
26), 26,96 (C-27), 178,95 (C-28), 26,96 (C-29), 16,05 (C-30).
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- HATS: mistura de acido ursdlico, acido pomolico e acido oleandlico

Acido ursdlico Acido pomdlico Acido oleandlico

Aspecto: p6 marrom amorfo
RMN de 'H ppm (400 MHz, DMSO-d6): 0,60-2,00 (sinais de hidrogénios ligados
a carbonos sp® dos esqueletos triterpenoidicos), 3,00 (m, hidrogénios carbindlicos dos

trés triterpenos), 5,13 (sl, hidrogénio ligado ao C-12 de ambos os terpenos).

RMN de "*C-NMR ppm (100 MHz, DMSO-d6):

Acido ursdlico: 5 38,42 (C-1), 27,54 (C-2), 76,83 (C-3), 38,49 (C-4), 54,94 (C-5),
18,00 (C-6), 32,69 (C-7), 39,60 (C-8), 46,88 (C-9), 36,51 (C-10), 23,14 (C-11), 124,57
(C-12), 138,17 (C-13), 41,30 (C-14), 28,24 (C-15), 23,91 (C-16), 47,01 (C-17), 52,37
(C-18), 39,10 (C-19), 38,34 (C-20), 30,37 (C- 21), 36,30 (C-22), 28,11 (C-23), 16,06
(C-24), 16,06 (C-25), 16,90 (C-26), 23,80 (C-27), 178,23 (C-28), 16,90(C-29), 21,06
(C-30).

Acido pomdlico: 5 38,34 (C-1), 28,11 (C-2), 76,83 (C-3), 41,08 (C-4), 54,77 (C-
5), 18,00 (C-6), 32,69 (C-7), 41,08 (C-8), 46,81 (C-9), 36,30 (C-10), 23,14 (C-11),
126,85 (C-12), 138,57 (C-13), 41,63 (C-14), 28,11 (C-15), 26,40 (C-16), 46,81 (C-17),
53,18 (C-18), 71,62 (C-19), 41,63 (C-20), 29,98 (C- 21), 36,55 (C-22), 28,11 (C-23),
16,27 (C-24), 15,09 (C-25), 16,81 (C-26), 26,98 (C-27), 178,90 (C-28), 26,98 (C-29),
16,06 (C-30).

Acido oleandlico: & 38,49 (C-1), 26,98 (C-2), 80,14 (C-3), 38,42 (C-4), 54,94 (C-
5), 18,00 (C-6), 32,69 (C-7), 39,20 (C-8), 47,28 (C-9), 36,72 (C-10), 22,60 (C-11),
122,26 (C-12), 143,44 (C-13), 41,14 (C-14), 27,54 (C-15), 23,14 (C-16), 46,88 (C-17),
44,73 (C-18), 45,43 (C-19), 30,37 (C-20), 26,40 (C- 21), 32,34 (C-22), 27,93 (C-23),
15,21 (C-24), 15,24 (C-25), 16,90 (C-26), 25,96 (C-27), 179,15 (C-28), 32,81 (C-29),
23,43 (C-30).
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4.3 Atividades Biolégicas

4.3.1 Ensaios antivirais e citotoxicos

Células empregadas
Foram utilizadas células VERO de linhagem continua (YASUMURA et al.,

1963). Estas sao derivadas do rim do macaco verde e foram obtidas da "American

Type Culture Collection", Maryland - U.S.A., sub-cultivadas no Laboratério de
Virologia, ICB/UFMG. Foram cultivadas em meio MEM, acrescido de 5% de soro fetal
bovino (SFB) para a sua manutengdo. As linhagens celulares permaneceram
encubadas a 37 °C, em atmosfera contendo 5% de CO,. Adicionaram-se ao meio de

cultura os antimicrobianos fungizona (5 pyg/mL), penicilina (100 Ul/mL) e gentamicina
(50 pg/mL) a fim de se evitar o crescimento de bactérias e fungos no mesmo.
Virus testados

As amostras foram testadas frente aos virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1),
Vaccinia virus Western Reserve (VACV-WR) e virus da encefalomiocardite murina
(EMC).

HSV-1 é um virus de dupla-fita de DNA pertencente a familia Herpesviridae que
se encontra largamente espalhado pelo mundo. E agente etioldgico de varias afeccdes
humanas como gengivoestomatites, ceratoconjuntivites, doengas genitais e encefalites
(LOIZZO et al., 2008). Nos ensaios foi utilizada a amostra EK, um isolado clinico de
HSV-1, proveniente de herpes labial de adulto saudavel, que foi isolada em células de
rim de macaco verde africano (VERO).

VACV-WR é um virus de dupla-fita de DNA pertencente a familia Poxviridae. O
prototipo desta familia é o virus vaccinia, amplamente empregado na imunizagao
contra a variola (LEFKOWITZ et al., 2006). A amostra de VACV-WR empregada neste
trabalho foi gentilmente cedida pelo Dr. C. Jungwirth (Universidade de Wusburg,
Alemanha).

EMC é um virus de fita simples de RNA pertencente a familia Picornaviridae
que infecta alguns mamiferos, como porcos e macacos, podendo |hes causar sérias
complicagbes como encefalomielite e miocardite (KNOWLES et al., 1998). A amostra
do virus EMC foi cedida pelo Dr. I. Kerr, Londres, Reino Unido. Os estoques de virus
foram obtidos em cultivos de fibroblastos de camundongos (L-929).

Titulacéo por TCID

A diluicdo de virus exigida para infectar 50% de um determinado grupo de

células inoculadas é conhecida por TCIDsy. O calculo ndo prediz a quantidade de
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unidades infectantes presentes na suspenséo original de virus, mas em que diluicao
de virus o efeito citopatico (CPE) em células inoculadas € de 50% (REED e MUENCH,
1938).

Diluigbes seriadas das suspensdes de virus em meio DMEM 1% SFB foram
testadas frente a monocamadas celulares de 1,0 x 10* células por cavidade incubadas
em atmosfera umida a 5% de CO; a 37 °C. O CPE foi registrado a cada periodo de 24
h, por uma semana, observando-se o controle de células (células sem a presenga de
suspensao viral).

O CPE é classificado de 0-4, sendo, zero, a sua ndo ocorréncia; um, quando o
mesmo ocorre em menos de 50% das células; dois, cerca de 50% das células com
CPE; trés, cerca de 75% das mesmas com CPE; e quatro, quando ocorre total
destruicdo da monocamada de células.

As suspensoes de virus testadas neste estudo causaram o efeito de 100% de
destruicdo celular nas seguintes diluigdes: HSV-1 (2,5 x 10° TCID190 em 48 h), VACV-
WR (1,0 x 10° TCID1go em 72 h) e EMC (1,0 x 10° TCID190 €m 48 h).

Preparo das amostras empregadas

Os extratos, fragdes e substancias de D. elongata avaliados foram previamente
pesados e solubilizados em DMSO, com auxilio de ultrasson por 20 min., constituindo
amostras na concentragéo de 20 mg/mL.

Técnica de microscopia

Suspensodes celulares em MEM 5% SFB foram distribuidas em microplacas com
96 cavidades e incubadas por 24 h em atmosfera umida a 5% de CO; a 37 °C. Desta
forma, formaram-se monocamadas de células em cada pogo das placas com
aproximadamente 1,0 x 10* células por cavidade.

Decorrido esse tempo, descartou-se o meio de cultura dos pogos das placas e
acrescentaram-se em cada pog¢o onde seria avaliada a atividade antiviral de uma
determinada amostra: 288 pL de meio DMEM 1% SFB, 12uL da diluicdo da amostra a
ser avaliada (20 mg/mL) e 300 pyL da solugdo de virus. Diluigbes seriadas foram
realizadas objetivando-se o teste das amostras em concentragdes inferiores,
compreendendo uma faixa de 500 — 0,125 pg/mL. Posteriormente as placas foram
incubadas a 37 °C, em atmosfera Umida contendo 5% de CO, por 48 ou 72 h.
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Terminado o periodo de incubagao, as placas foram avaliadas qualitativamente com
auxilio de microscépio optico.

Para garantir a qualidade do método, os seguintes controles foram feitos:

a. Controle de células: pocos contendo apenas células acrescidas do meio
de cultura DMEM 1% SFB;
b. Controle de virus (controle negativo): pogos contendo células acrescidas

de meio de cultura DMEM 1% SFB e de suspensao de virus;

C. Controle de virus com DMSO: pocos contendo células acrescidas de
meio de cultura DMEM 1% SFB, suspenséao de virus e DMSO;
d. Controle de células com DMSO: pogos contendo células acrescidas de

meio de cultura DMEM 1% SFB e DMSO.

O primeiro controle (“a”) tinha por objetivo avaliar o comportamento das células
sem que as mesmas tivessem contato com qualquer interferente durante o periodo de
incubacdo. Com isso, 0s pogos reservados para esse controle serviram de padrao para
comparagao com aqueles em que fosse observada atividade citotoxica ou citopatica,
por exemplo.

O controle “b” serviu de referéncia para analise da atividade citopatica
provocada pelo virus testado durante o periodo de incubacao das placas.

O controle “c” serviu para verificar se o solvente empregado na diluigdo das
amostras exercia qualquer efeito antiviral ao inibir a atividade citopatica do virus
testado.

O controle “d” foi utilizado para avaliar se havia influéncia benéfica ou maléfica
do solvente utilizado para diluicgdo das amostras nas células VERO.

Pocos contendo células acrescidas apenas de meio de cultura DMEM 1% SFB e
de amostra a ser testada foram preparados a fim de se avaliar possivel efeito de
toxicidade celular provocado pelas amostras.

Os testes antivirais pela técnica de microscopia foram realizados em

quadruplicata para todas as amostras analisadas.

Técnica do MTT

Suspensodes celulares em MEM 5% SFB foram distribuidas em microplacas com

96 cavidades que foram incubadas por 24 h em atmosfera umida a 5% de CO, a 37
°C. Desta forma, formaram-se monocamadas de células em cada pog¢o das placas com
aproximadamente 1,0 x 10* células por cavidade.
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Decorrido esse tempo, descartou-se o meio de cultura dos pogos das placas e
acrescentaram-se em cada pog¢o onde seria avaliada a atividade viral de uma
determinada amostra: 288 uL de meio DMEM 1% SFB, 12 pL da diluicdo da amostra a
ser avaliada (20 mg/mL) e 300 pL da suspensao de virus. Diluigdes seriadas foram
realizadas objetivando-se o teste das amostras em concentragdes inferiores as suas
CCspo compreendendo uma faixa de 500 — 0,125 pg/mL. Posteriormente, as placas
foram incubadas a 37 °C, em atmosfera imida contendo 5% de CO, por 48 ou 72 h.

Terminado o periodo de incubagao, foram acrescentados em cada poco da placa 28 pL
do reagente MTT (solugéo a 2,0 mg/mL em PBS). Finalmente, decorridos 90 minutos
do acréscimo de MTT e, apos 15 minutos de agitagdo das placas, realizou-se a leitura
das mesmas em leitor de microplacas, a A 492 nm.

As porcentagens do efeito protetor conferidas as células para cada concentragao
de amostra testada foram calculadas da seguinte forma:

[(A-B)/(C - B)] x 100, onde:

- A: densidade 6ptica dos pogos com células tratados e infectados;

- B: densidade éptica dos pogos com células ndo-tratados e infectados;

- C: densidade 6ptica dos pogos com células nao-tratados e nao-infectados.

De posse dessas porcentagens e através de regressédo linear simples,
obtiveram-se entdo as concentragdes das fragdes, substancias e/ou extratos ativos que
apresentaram 50% de efeito antiviral: CEso (TWENTYMAN et al., 1987).

A concentragdo citotoxica a 50% (CCsp) para cada extrato, fracdo e substancia
também foi obtida de forma semelhante, com a porcentagem de efeito citotdxico
calculado da seguinte forma:

[(A-B)/A]x100, onde:

- A e B sdo a DOug, (densidade 6tica) das cavidades onde estdo presentes
células néo tratadas (A) e tratadas (B), respectivamente.

De posse dos valores de CEsg e CCsp, calculou-se o indice de seletividade (IS)
para cada extrato, fracdo e substancia ativa (RODRIGUEZ et al., 1990):

IS = CCso/ CEsp

Os testes antivirais pela técnica do MTT foram realizados em quadruplicata para
todas as amostras analisadas.
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4.3.2 Ensaio antioxidante

Os extratos e as fragdes do EEF de D. elongata que apresentaram atividade
antiviral foram avaliados quanto a sua atividade antioxidante, utilizando um teste de

atividade sequestradora de radicais livres.

Sequestrador de radicais livres (DPPH)

Foram preparadas solugdo de DPPH a 0,3 mM em etanol e solugbes etandlicas

das amostras em diversas concentragdes:

- Extrato etandlico de folhas de D. elongata (EEF): 5,0; 10,0; 20,0; 30,0 e 50,0
ug/ml;

- Fragdo AcOEt:MeOH do EEF: 12,5; 25,0; 50,0; 75,0 e 100,0 ug/mL;

- Fragdo AcOEt do EEF: 131,0; 252,0; 504,0; 756,0 e 1008,0 ug/mL.

O teste foi realizado em ftriplicata e o controle utilizado foi a rutina. Para a
realizacado da leitura adicionou-se uma aliquota de 1,0 mL da solucdo de DPPH a 2,5
mL da solugdo da amostra. A absorbancia foi lida a A 516 nm e a capacidade de
eliminar o radical DPPH (% de atividade antioxidante) foi calculada utilizando a

seguinte equacéao:

Atividade Antioxidante (%){Aﬁomf;;_ AA’“‘JS‘fajxlOO, onde:
ntrole

Ao € @ absorbéncia da solugdo de DPPH sem a amostra;

A

wosra € @ @bsorbancia da amostra com o DPPH.

Os percentuais da atividade antioxidante (% AAQ) das amostras foram calculadas
e o grafico da %AAO versus concentragao foi construido, obtendo-se a concentragéo
efetiva em 50% de atividade (CEsp) por meio da regressao linear (YAMASAKI et al.,

1994).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Fitoquimica
5.1.1 Prospeccao fitoquimica

A prospecgao fitoquimica dos extratos de D. elongata teve como objetivo
investigar as principais classes de metabdlitos especiais presentes nos mesmos.

Foram obtidos perfis cromatograficos em CCD de gel de silica para os extratos
etandlicos de folhas e de caule de D. elongata, utilizando-se reveladores seletivos
para as principais classes de metabdlitos secundarios. Foi avaliada a presenca de
fendis, taninos, flavonoides, antracénicos, alcaloides, cumarinas, heterosideos
cardioténicos, saponinas e terpenoides e/ou esteroides

Os resultados da prospeccédo fitoquimica obtida por CCD se encontram
resumidos na Tabela 10.

Tabela 10 - Avaliagio qualitativa de classes de metabélitos secundarios dos extratos
etandlicos de folhas e de caule de D. elongata

Classes de metabolitos secundarios
Extratos | FE | FH | FG | TA | AN | AL | HC | CM | SA | TE

Caule + + - - - - - - - ¥

Folhas + + - - - - - - - ¥

FE — fendis, FH — flavonoides heterosidicos, FG — geninas flavonicas, TA — taninos, AN —
antracénicos, AL — alcaloides, HC — heterosideos cardiotbnicos, CM — cumarinas, SA — saponinas, TE —
terpenoides e/ou esteroides; + presentes; - ausentes; Condigbes cromatograficas: vide item 4.2.4 (pag. 60).

A analise dos resultados mostrou a presenca de substancias fendlicas, em
ambos os extratos, pela observacdo de manchas acinzentadas como resultado da
reacao com cloreto férrico, similar ao padrao catequina. Porém, ndo houve indicativo
da presencga de taninos, uma vez que as bandas vistas nos cromatogramas de EEF e
EEC apresentaram Rfs bem inferiores ao padréo catequina num sistema de eluente
préprio para a classe de taninos (Figura 8 A, pag. 81). Entre os fendis observados, se
encontravam flavonoides heterosidicos, pela presenca de manchas amarelas ou
alaranjadas frente ao reagente NP/PEG, com Rfs proximos aquelas observadas pelas
substancias de referéncia dessa classe: rutina e vitexina (Figura 8 B, pag. 81). Essas
se confirmaram pela sua fluorescéncia verde ou amarela sob luz UV3g5 (Figura 8 C,
pag. 81). Nao foram vistas geninas de flavonoides nos extratos de D. elongata, uma

vez que, num sistema de eluente préprio para esse tipo de substancias, as manchas
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amareladas resultantes da reacgéo entre flavonoides e AlCl; dos seus cromatogramas
quase nao se deslocaram, ao contrario das geninas utilizadas como referéncia;
quercetina, canferol e luteonina (Figura 8 D). Esse dado foi confirmado pela
observagao da placa sob UVses (Figura 8 E) (Wagner et al., 1984). Esses resultados
estdo de acordo com a literatura cientifica, que aponta a presenca de fendis e
flavonoides para varias espécies da familia Bignoniaceae (GACHET et al., 2009;
MARTIN et al., 2007; PAULETTI et al., 2003).

Cat. EEF EEC  EEF EEC R 'V Beisiasi(Oms Y

Figura 8 - Cromatogramas obtidos por CCD de gel de silica dos extratos etandlicos de folhas
(EEF) e de caule (EEC) de D. elongata. Revelador para taninos, fenéis, flavonoides e flavonoides
heterosideos. A) Revelagdo com cloreto férrico (Cat = catequina). B) Revelagdo com NP/PEG (R
= rutina e V = vitexina) C) Revelagcdo com NP/PEG e luz UVs. D) Revelagdao com AICI; (Q =
quercetina, K = canferol e L= luteonina). E) Revelagdao com AICI; e luz UV;45. (WAGNER et al.,
1984). Condigoes cromatograficas: vide item 4.2.4 (pag. 61).
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Substancias antracénicas e naftoquindnicas sdo comumente encontradas em
espécies pertencentes a essa familia (EYONG et al., 2006; LENTA et al., 2007,
MARTIN et al., 2008; PEREIRA et al., 2006), incluindo as raizes da espécie de D.
elongata, das quais foi isolada a naftoquinona 4,7-diidroxi-10-metéxi-2,2-dimetil-3,4-
diidro-2H-benzo[h]cromeno-5,6-diona (BEDIR et al., 2009). Porém, no presente
estudo, observou-se que substancias antracénicas e naftoquinbénicas nao se

mostraram presentes nas folhas e no caule dessa espécie (Figura 9).

EEF EEC Lap Alo EEF EEC Lap Alo

Figura 9 - Cromatogramas obtidos por CCD de gel de silica dos extratos etanélicos
de folhas (EEF) e de caule (EEC) de D. elongata. Revelador para substancias
antracénicas. A) Hidroxido de potassio a 5% no visivel. B) Revelagao com hidréxido
de potassio a 5% e luz UV3gs. (Lap = lapachol, Alo = aloina) (WAGNER et al., 1984).
Condigoes cromatograficas: vide item 4.2.4 (pag. 61).

A prospeccéao fitoquimica revelou ainda uma diferenga fitoquimica entre EEF e
EEC. EEC apresentou menor diversidade de manchas referentes a terpenoides e/ou
esteroides, em relacdo a EEF (Figura 10, pag. 83). Terpenoides e esteroides s&o
substancias amplamente difundidas no reino vegetal, incluindo espécies de
Bignoniaceae (KIM et al., 2005; NAITHANI et al., 2008).

Nao foi evidenciada a presenga de cumarinas e saponinas, apontadas na
literatura como presentes no perfil fitoquimico de algumas espécies de Bignoniaceae
(CARVALHO et al.,, 2009; GACHET et al.,, 2009). Outras classes de metabdlitos

secundarios nao visualizados nos extratos de D. elongata costumam ser encontrados
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de forma mais restrita em alguns membros de Bignoniaceae. E o caso, por exemplo,

de alcaloides em espécies do género Incarvillea (FU et al., 2009) e de heterosideos

cardiotdénicos em Tynnanthus fasciculatus Miers (CARVALHO et al., 2009).

EEF EEC Lup Sit EEF EEC Lup Sit

Y.

Figura 10 - Cromatogramas obtidos por CCD de gel de silica dos extratos
etandlicos de folhas (EEF) e de caule (EEC) de D. elongata. Revelador para
terpenoides e/ou esteroides. A) Revelagdo com reagente de Liebermanm-Burchard.
B) Revelagdo com reagente de Liebermanm-Burchard e luz UV (Lup = lupeol e Sit
= B-sitosterol) (WAGNER et al., 1984). Condigbes cromatograficas: vide item 4.2.4

(pag. 63).
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5.1.2 Analise por CLAE-FR

Analises por CLAE-FR permitiram avaliar qualitativamente a composicéo

quimica de EEF e de EEC e, portanto, compara-las, além de direcionar a etapa do

fracionamento cromatografico realizado posteriormente.
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Minutes

Figura 11 - Perfis cromatograficos obtidos por CLAE-FR para EEF (A) e EEC (B) a A 220
nm. Os principais picos em comum entre os dois cromatogramas estao indicados por setas
e pelos seus TR (min). Condi¢gées cromatograficas: vide 4.2.5 (pag 63).

Nos perfis cromatograficos de EEF e EEC, observa-se o predominio de picos no

intervalo de 20 a 30 min., correspondendo a substancias de média polaridade. No

cromatograma de EEF observam-se ainda picos com TR maiores que 50 min. A analise

dos perfis cromatograficos dos dois extratos mostrou picos comuns aos mesmos.

A analise dos espectros de UV obtidos on line mostrou que os comprimentos de

onda maximos referentes as substancias responsaveis pelos picos com TR comuns

nos cromatogramas dos dois extratos (A) e (B) de D. elongata sdo iguais (Figura 11 e
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Figura 12). O cromatograma de EEF apresentou maior complexidade quando

comparado com EEC, por isso seus espectros de UV obtidos on line sdo mostrados
na Figura 12.
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Figura 12 - Perfil cromatografico de EEF a A 220 nm com os espectros de UV obtidos on
line para os principais picos. Condig6es cromatograficas: vide 4.2.5, pag 63.

Os picos compreendidos entre os TR 19,6 e 23,1 min. se referem a substancias
que possuem o mesmo grupo croméforo, como pode ser observado para os picos 1 e
2 (Figura 12). Esses espectros de UV apresentam Ans. com quatro bandas de
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absorcdo: Il (216-218 nm), lla (244-246 nm), | (290-292 nm) e la (329-333 nm). O
padrao de absorgdo no UV dessas substancias sugere que sejam arilpropanoides
e/ou seus derivados (GADZA, 2004). No intuito de se comprovar essa possibilidade,
foram analisados por CLAE-FR, utilizando-se as mesmas condigbes cromatograficas,
dois arilpropanoides: acido ferulico e cafeico (Figura 13).
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Figura 13 - Cromatogramas do acido cafeico (A) e do acido ferulico (B) com seus
respectivos espectros de UV obtidos on line a A 220 nm. Condigoes cromatograficas: vide
4.2.5, pag 63.

Como pode ser observado, os arilpropanoides apresentaram o mesmo padrao
de absor¢cdo no UV que as substancias de EEF, porém com tempos de retengao
menores (5,1 min. para o acido cafeico e 5,3 min. para o acido ferulico). Uma vez que
o sistema cromatografico utilizado se da em fase reversa com elevagdo da
concentragdo do modificador organico, observou-se que as substancias responsaveis
pelos picos compreendidos entre TR 19,6 e 23,1 min devem ser derivados de maior
peso molecular ou menos polares dos acido ferulico e cafeico, possivelmente ésteres,
tais como ariletanoides e/ou arilpropanoides (SNYDER et al., 1997).

Levantamento bibliografico de substancias com tais caracteristicas presentes
na familia Bignoniaceae apontaram que essas se tratam provavelmente de
ariletanoides e/ou arilpropanoides glicosilados, comuns a essa familia. A espécie
Arrabidaea harleyi A.H. Gentry, por exemplo, apresenta nas cascas de seu caule, os
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isbmeros verbascosideo (52) e isoverbascosideo (53) (LIMA et al., 2003). Ja a espécie
Tabebuia impetiginosa Stanley possui varios ariletanoides glicosilados nas cascas de
seu caule, como o osmantusideo (54) (WARASHINA et al., 2006). Espécies de
Jacaranda e outras Bignoniaceae também possuem esses tipos de matabdlitos
(GACHET et al., 2009).

Os picos com TR compreendidos entre 25,0 e 28,0 min, apresentaram também
espectros de absorgdo no UV com Ansx. como aquele visualizado em 3 (Figura 12,
pag. 85). Esse tipo de espectro no UV é tipico de flavonoides di-hidroxilados nas
posicdes 3’ e 4’ (anel B), uma vez que apresentam duas bandas de absor¢éo (bandas
| e Il), com a banda Il se dividindo em duas (lla e IIb) (MABRY et al., 1970). Analise da
luteonina nas mesmas condigdes cromatograficas que foram realizadas para EEF

mostram que o padréo de absorgédo no UV é similar (Figura 14, pag. 88).
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Figura 14 - Cromatograma da luteolina (1mg/mL) e espectro de UV obtido on
line aA 220 nm. Condigées cromatograficas: vide 4.2.5, pag 63.

Os picos com TR em 30,5 e 31,0 (Figura 12, pag. 85) apresentam espectros no
UV tipicos de flavonas: banda | compreendida entre A 310 e 350 nm e banda Il
compreendida entre A 250 e 280 nm (MABRY et al., 1970).

Os picos com TR maiores que 50,0 min apresentaram padroes de absorcao
variados. E de se esperar que os terpenoides contidos em EEF tenham sido eluidos
nesse tempo, uma vez que se trata de substancias menos polares e, que, raramente,
apresentam algum grupo cromoéforo para deteccdo em UV (DEWICK, 1997;
VOLPATO, 2005).

Analisando a Figura 11 (pag. 84) algumas diferengas entre EEF e EEC
puderam ser apontadas: As areas dos picos gerados pelas substéncias estao
diretamente relacionadas as concentragdes das mesmas. Portanto, pode-se sugerir
que EEF provavelmente possui uma maior concentragao das substancias que também
estao presentes em EEC, com exceg¢ao daquelas com TR 23,1 e 30,5 min. Isso pode
ser dito por que as amostras injetadas foram preparadas na mesma concentragao e
mesmas condigdes (secdo 4.2.5, pag. 63) (SNYDER et al., 1997). EEC apresenta uma
quantidade infima ou até mesmo n&o apresenta as substancias referentes aos picos
que aparecem nas regides compreendidas entre TR 25,0 e 28,0 min. (flavonoides
3',4’-OH) e acima de 50,0 min (terpenoides) do cromatograma de EEF. Portanto, a
concentracdo de fendis em EEC provavelmente € inferior a de EEF. Assim também
pode ser sugerido para a concentracdo de terpenoides, ja predita na prospecg¢ao
fitoquimica por CCD.
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5.2 Fitoquimica - fragoes originadas do EEF

O fracionamento, bem como o isolamento dos principais constituintes de EEF
foram guiados pelos bioensaios antivirais, como descrito na sec¢do 5.4 (pag. 123).

O fracionamento do EEF de D. elongata foi realizado em coluna cromatografica
utilizando como fase estacionaria gel de silica e solventes com polaridade crescente.
Obtiveram-se 9 fragbes: Hex, Hex:DCM, DCM, DCM:AcOEt, AcOEt, AcOEt:MeOH,
MeOH, H,O e MeOH a 3% AcOH.

5.2.1 Prospeccao fitoquimica

Os resultados da prospeccéao fitoquimica obtida por CCD para as fragbes
obtidas a partir do primeiro fracionamento do EEF de D. elongata se encontram
resumidos na Tabela 11.

Tabela 11 - Avaliagio qualitativa de classes de metabélitos secundarios das fragdes obtidas
de EEF de D. elongata

Classes de metabdlitos secundarios
Fracoes FE | FH |FG | TA|AN | AL | HC | CM | SA TE
Hex - - - - - - - - - +
Hex:DCM - - - - - - - - - +
DCM - - - - - - - - - +
DCM: AcOEt - - - - - - - - - ¥
AcOEt + + - - - - - _ R +
AcOEt:MeOH + + - - - - - - - -
MeOH + - - - - - - - - -
H.O - - - - - - - - - -
MeOH a 3% AcOH - - - - - - - - - -

FE — fendis, FH — flavonoides heterosidicos, FG — geninas flavonicas, TA — taninos, AN — antracénicos,
AL - alcaloides, HC — heterosideos cardioténicos, CM — cumarinas, SA — saponinas, TE — terpenoides e/ou
esteroides; + presentes; - ausentes; Condigdes cromatograficas: vide item 4.2.4 (pag. 60).

Como era de se esperar, os terpenoides e/ou esteroides presentes no EEF se
concentraram nas fragdes eluidas com os solventes menos polares (VOLPATO,
2005), com destaque para as fragbes DCM:AcOEt e AcOEt. Os mesmos ja nao foram
encontrados em AcOET:MeOH (Figura 15, pag. 90).
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RO DA A AM Lup Sit
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Figura 15 - Cromatogramas obtidos por CCD de gel de silica para as fracdes Hex:DCM,
DCM, DCM:AcOEt e AcOEt do EEF. Revelador para terpenos e/ou esteroides. HD = Hex:DCM, D =
DCM, DA = DCM:AcOEt, A = AcOEt, AM = AcOEt:MeOH, Lup = lupeol, Sit = B-sitosterol.
Condigoes cromatograficas: vide item 4.2.4 (pag. 63), A — visivel, B — UV3s; (WAGNER et al., 1984).

Os flavonoides se concentraram principalmente nas fragbes AcOEt e
AcOEt:MeOH. Essa ultima se mostrou a mais rica em substancias fendlicas. A fragao
MeOH apresentou resquicios de substancias fendlicas (Figura 16).

e AM M R Vi @

Figura 16 - Cromatogramas obtidos por CCD de gel de silica para as fragées AcOEt (A),
AcOEt:MeOH (AM) e MeOH (M). Revelador para flavonoides. R = rutina, V = vitexina, O =

orientina. Condigbes cromatograficas: vide item 4.2.4 (pag. 61), A — visivel, B — UV3s (WAGNER
et al., 1984).
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5.2.2 Analises por CLAE-FR

As analises das fracbes obtidas de EEF por CLAE-FR confirmam as

observagdes ja realizadas por CCD. As fragdes menos polares sdo as mais ricas em
terpenoides e/ou esteroides (metabdlitos menos polares). As substéncias de menor
polaridade, ou seja, com maiores TR observadas em EEF (Figura 12, pag. 85) se
concentraram nas fracbes Hex:DCM, DCM, DCM:AcOEt e AcOEt, principalmente
nessas duas ultimas. Também ha a confirmacdo do aparecimento de substancias
fendlicas na fragcdo AcOEt (flavonoide com TR 30,5 min.). A fragcdo AcOEt:MeOH tem
como substancia majoritaria o mesmo flavonoide detectado para a fragdo AcOEt
(Figura 17, pag. 92). Os derivados de ariletanoides discutidos na segéao 5.1.2 (pag.
84), que apresentavam picos com TR entre 19,6 e 23,1 min. no cromatograma de EEF
aparecem na fracdo AcOEt:MeOH, mas com areas dos picos reduzidas. Isso pode ter
ocorrido pela alta interagdo desses metabdlitos com os grupos silandis presentes no
gel de silica empregado como fase estacionaria durante a fase de fracionamento
cromatografico de EEF. Parte da concentragdo total dessas substéncias presentes em
EEF provavelmente nao foi eluida com nenhum dos solventes utilizados durante o seu
fracionamento. Logo, essas se encontraram com concentragdes reduzidas na fragao
AcOEt:MeOH. (Figura 17, pag. 92) (SNYDER et al., 1997).
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Figura 17 - Perfis cromatograficos obtidos por CLAE-FR a A 220 nm para as fragdes

Hex:DCM, DCM, DCM:AcOET, AcOEt e AcOEt:MeOH obtidas do fracionamento em gel de
silica do EEF. Condigoes cromatograficas: vide 4.2.5, pag. 63.
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As trés fragdes mais polares (MeOH, H,O e MeOH a 3% AcOH) (Figura 18)
nao apresentaram quaisquer substancias analisadas no cromatograma de EEF e/ou
concentragdes detectaveis dessas.

Para a fragdo MeOH observa-se um pico intenso em torno de 1 min. (Figura
18). Logo, as substancias mais polares presentes em EEF se concentraram nessa

fracao.
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Figura 18 - Perfis cromatograficos obtidos por CLAE-FR, a A 220 nm, para as
fragoes MeOH, H,O e MeOH a 3% AcOH obtidas do fracionamento em gel de silica
de EEF. Condicoes cromatograficas: vide se¢ao 4.2.5, pag. 63.
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5.3 Fitoquimica de EEF e caracterizagao das substancias isoladas

5.3.1 AMF

A substancia denominada AMF foi isolada da fragdo AcOEt:MeOH por CLAE-
FR preparativa. AMF se apresentou como um p6 amarelo amorfo, com ponto de fusédo
na faixa 248-251 °C.

A analise por CCD de AMF mostrou que a mesma se encontrava presente tanto
na fragdo AcOEt, quanto na fragdo AcOEt:MeOH (Figura 19). A fluorescéncia
esverdeada sob luz UVsgs ,ap0s revelagdo com AICl3 sugeriu que essa se tratava de
um flavonoide. A mancha no UV apresentava o mesmo padrao de fluorescéncia dos
dois flavonoides utilizados como referéncia: vitexina e orientina (WAGNER et al.,
1984).

&eOEt  AcOEt MeCH AMF Vitexna Onentina

Figura 19 - Cromatograma obtido por CCD de gel de silica para as fragdes
AcOEt, AcOEt:MeOH , AMF, vitexina e orientina. Revelador: AICI;. e UV345. Condigbes
cromatograficas: vide secdo 4.2.4, pag. 61. (WAGNER et al., 1984).

Analises por CLAE-FR de AMF e das fragbes AcOEt e AcOEt:MeOH indicaram
a presenca de AMF nas duas fragdes: pico com tempo de retengcdo aproximado de
30,5 min. e mesmo espectro de UV (Figura 20, pag. 95).
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No cromatograma da substancia isolada, considerando-se a propor¢éo da area

do pico de AMF em relagcdo ao total da area gerada por todos os picos, essa

corresponde a 86,3% do total (Figura 20).
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Figura 20 — Cromatogramas obtidos por CLAE-FR a A 220 nm das fragdes AcOEt e
AcOEt:MeOH, e da substancia AMF. Condigées, vide 4.2.5 pag. 63; AMF: 4,0 mg/mL, fragoes:
10 mg/mL.
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A caracterizagdo estrutural de AMF se deu através de experimentos
espectrométricos, como descrito a seguir.

A espectroscopia de absorgdo na regido de UV é uma das técnicas mais
simples disponivel para a analise estrutural de flavonoides, sendo utilizada para obter
informagdes a respeito de seu esqueleto basico e para definir padrdo de oxigenagao
da molécula.

Os flavonoides sado sintetizados nas células vegetais a partir de duas rotas
biossintéticas, a do chiquimato e a do acetato-malonato. A primeira utiliza aminoacidos

aromaticos (fenilalanina e tirosina) para formar o acido cumarico, que fornecera o anel
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aromatico B e trés atomos de carbono do anel C do esqueleto basico de flavonoides.
A segunda, por sua vez, fornecera o anel aromatico A pela condensagédo de trés
unidades de acetato (malonato). O esqueleto basico dos flavonoides, portanto, é
quimicamente caracterizado como CsC3Cs. O padrao de hidroxilagao basico dos anéis
aromaticos de um flavonoide, devido a sua rota biossintética é C-7, C-5 e C-4 (Figura
21) (DEWICK, 1997).

O espectro no UV de flavonoides apresenta duas bandas de absorgao, devido a
presenca de dois croméforos principais. O croméforo benzoila é responsavel pela
banda Il (A 240-285 nm) e o cromdéforo cinamoila é responsavel pela banda | (A 310-
370 nm) (Figura 21) (MABRY et al., 1970).

CoC5Cs .2 »_OH

HO 7 ¢

Cromoforo
cinamoila

Cromoforo 6
benzoila

Figura 21 - Esqueleto basico de um flavonoide e seus croméforos.

Analise de AMF por espectroscopia na regidao do UV mostrou bandas intensas
com maximos de absor¢édo em A 273,5 e 328,5 nm, sendo compativel com a estrutura
de uma flavona (250-280, 310-350 nm) (Figura 22 A, pag. 96). Com a adi¢do de
MeONa, houve deslocamento batocromico de ambas as bandas, A 295, 370,5 nm,
evidenciando a natureza fendlica de AMF. No entanto, o efeito hipocrémico observado
para a banda | é tipico da presencga de substituinte oxigenado em C-4’ (4’-OH nao
livre: O-CH3; ou O-acgucar, por exemplo) (Figura 22 B, pag. 96). Apos 5 min. do
acréscimo de MeONa, n&do houve alteragdo do espectro em relagdo aquele obtido logo
apdés o acréscimo. O espectro modificado em meio basico voltou a apresentar o
padrao obtido pela solugido estoque apds o acréscimo de HCI. Adigao de AICI; levou a
um efeito batocrémico da banda I, A 349 nm, e a divisdo da banda Il em outras duas,
lla — A 298 nm, lIb — A 281,5 nm (Figura 22 C, pag. 96). Esse resultado indica a
presenca de hidroxila nas posi¢cdes 3 ou 5. Apds a adi¢cao de HCI a solugao anterior,
nao foi observada qualquer alteragao no espectro, levando a concluir que ha hidroxila
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livre em C-5 (Figura 22 D). A adicdo de AcONa a solugao estoque nao provocou
qualquer alteracdo em seu espectro, indicando auséncia de OH livre em C-7 ou C-4’
(Figura 22 E). A essa ultima acrescentaram-se gotas de H3BOs;. Porém, ndo houve
deslocamentos significantes das bandas em relagdo ao espectro da solugédo estoque,
0 que indica auséncia de sistema di-hidroxi na estrutura de AMF (Figura 22 F)
(MABRY et al., 1970).
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Figura 22 - Espectros no UV para AMF sem e com adicdo de reagentes quimicos especificos:
A. solugao estoque de AMF sem adigao de qualquer reagente. B. Solugdo estoque + NaOMe. C.
Solugao estoque + AICI;. D. Solugao de “C” + HCI. E. Solugado estoque + NaOAc. F. Solugao de
“E” + H;BO;. Para maiores detalhes, vide secao 4.2.8, pag. 70.
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O espectro no IV de AMF (Figura 23) mostrou a natureza aromatica da
substancia pelas absorcdes em 1608 e 1583 cm', devidas a estiramentos C=C de
anel aromatico. A banda larga em 3353 cm™, relativa a vibragdes de deformagao axial
de O-H, indicou a presenca de hidroxila(s). J4 a banda em 1656 cm™ & tipica de
estiramento de C=0 conjugada com uma ligagdo C=C (a, B - insaturada). A baixa
intensidade de absorgdo da mesma indica uma ligagdo de hidrogénio intramolecular,
confirmando a presenga de OH em C-5, sugerida pelo espectro de UV. Em 2924 cm’™”
ha uma banda de absorcéo indicando deformacéao axial assimétrica de C-H de CH,. A
presenga de bandas na regido compreendida entre 1260 e 1000 cm” indicam
presenga de ligagdo C-O (deformacéo axial) (SILVERSTEIN et al., 2005).
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Figura 23 — Espectro no IV de AMF.
O ESMS forneceu os picos referentes aos ions aductos de proton 623 [M + HJ",
de sodio 645 [M + Na]" e de potassio 661 [M + K], caracterizando a massa molecular

de AMF como 622 u.m.a., compativel com a férmula molecular C29H34015 (Figura 24,
pag. 99) (SILVERSTEIN et al., 2005; YIM et al., 2003).
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Figura 24 - Espectro de ESMS para AMF.
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A natureza da genina e o numero de unidades de agucares de AMF foram
definidos pelos espectros de RMN de 'H e de *C.

Os singletos em & 6,94 e 6,93 ppm foram atribuidos a H-8 e H-3,
respectivamente. O dupleto em & 4,57, com J = 1,1 Hz e o dupleto em & 5,12 ppm,
com J = 4,00 Hz, foram atribuidos a dois hidrogénios dos carbonos anoméricos. De
acordo com as constantes de acoplamento para os sinais dos hidrogénios dos
carbonos anomeéricos dos agucares, a configuragdo de D-glicose e L-ramnose foram
determinadas como 3 e a, respectivamente (YIM et al., 2003). O dupleto em 1,06 (3H,
J = 4,0 Hz) indicou a presenga de grupo metila de ramnose. Dois singletos, com
integragao de 3H cada, referentes a hidrogénios de grupos metoxila em & 3,78 e 3,87
ppm foram observados e atribuidos a 4'-OCH3; e 6-OCH3;, respectivamente. O sinal em
5 12,96 confirmou a presenca de OH em C-5 (Figura 25). O espectro de 'H também
mostrou um sistema AA’XX’ formado por 2 dupletos: um a 8,04 e outro a 7,17 ppm,
cada um referente a 2H, com J = 8,0 Hz, que indicou que C-4' se encontrava O-
substituido (anel B) (MARKHAM, 1982).
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Figura 25 — Espectro de RMN de 'H de AMF (400 MHz, DMSO-d6).
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O espectro de *C também revelou a presenca de dois sinais que indicavam a
presenga de grupos metoxila em & 55,6 (4'-OCHs) e & 60,3 ppm (6-OCHj3). Nove sinais
apareceram na regiao entre d 66,0-76,5 ppm, indicando a presencga de dois agucares:
D-glicose e L-ramnose, confirmados pelos experimentos bidimensionais HMBC
(Figura 30, pag. 106; Figura 31, pag. 107; e Tabela 14, pag. 108) e HSQC-TOCSY
(Figura 32, pag. 109 e Tabela 15, pag. 110). A presenca de um sinal em & 17,8 ppm
referente a carbono de grupo metila da ramnose também foi observado (Figura 26). O
sinal em & 66,0 ppm foi atribuido ao C-6 da glicose, o que indicou a ligagao de outro
agucar, pois quando n&o ha agucar ligado a esse carbono, 0 mesmo apresenta sinal
em torno de 60,0 ppm (MOCCELINI et al., 2009) . O DEPT confirmou que o sinal em &
66,0 ppm era relativo a um grupo metileno (Figura 27, pag. 102). Portanto, o
dissacarideo se tratava do rutenosideo: [-D-glicopiranosideo (62>1) a-L-
ramnopiranosideo. As atribuicdes dos carbonos quaternarios, que nao apareceram no
espectro de'C, foram feitas de acordo com o experimento HMBC (Figura 31, pag.
107).
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Figura 26 — Espectro de RMN de ">C de AMF (100 MHz, DMSO-d6).
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Figura 27 — DEPT de AMF (100 MHz, DMSO-d6).

Através do experimento bidimensional HSQC pbde-se observar quais
hidrogénios se encontravam ligados a cada carbono, estimando-se até mesmo os
valores proximos dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios dos agucares (Figura
28, pag. 103 e Tabela 12, pag. 104). O espectro COSY também auxiliou na
elucidacdo estrutural de AMF ao apontar quais hidrogénios da molécula se
encontravam diretamente acoplados (Figura 29 e Tabela 13, pag. 105).
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Figura 28 — Experimento bidimensional HSQC de AMF (A), com expans&o da
regiao das absorgoes de agucares (B) (3,1 a 3,9 ppm) (400 MHz, DMSO-d6).
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Tabela 12 - Atribuigio dos sinais dos espectros de RMN de 'H e °C para AMF e comparagio com

dados da literatura (400 MHz, 100 MHz, DMSO-d6).

Posicao Tipo C AMF AMF Pectolinarina

Oc, ppm On. ppm Oc,ppm (YIM

et al., 2003)
2 C 164,3 - 164,0
3 CH 103,5 6,93 (s) 103,3
4 C 182,9 - 182,3
5 C 152,7 - 152,4
6 C 133,2 - 132,6
7 C 157,3 - 156,4
8 CH 94,3 6,94 (s) 94,3
9 C 152,1 - 152,1
10 C 105,4 - 105,8

- - - 12,96 (s, 5-OH) -

1 C 122,8 - 122,6
2’ CH 128,4 8,04 (d, J = 8,0 Hz) 128,4
3 CH 114,8 7,17 (d, J = 8,0 Hz) 114,7
4 C 162,8 - 162,3
5 CH 114,8 7,17 (d, J = 8,0 Hz) 114,7
6 CH 128,4 8,04 (d, J = 8,0 Hz) 128,4
6-OCH3 CHs 60,3 3,87 (s) 60,2
4'-OCH3 CH; 55,6 3,78 (s) 55,5
17 CH 100,4 5,12 (d, J = 4,0 Hz) 100,3
2’ CH 73,2 3,33 73,1
3’ CH 76,5 3,35 76,4
4’ CH 69,5 3,18 69,4
5” CH 75,8 3,63 75,7
6” CH, 66,0 3,89; 3,48 (dd) 65,9
17 CH 100,4 4,57 (d, J = 1,1 Hz) 100,3
2” CH 70,8 3,46' 70,7
3” CH 70,4 3,67" 70,4
4” CH 72,0 3,16' 71,9
5” CH 68,3 3,41 68,2
6” CHs 17,8 1,06 (d, J = 4,0 HZ) 17,7

" Deslocamentos aproximados obtidos pelo experimento HSQC.
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Tabela 13 - Principais interagdes homonucleares de spin-spin entre atomos de
hidrogénio obtidos do espectro COSY de AMF (400 MHz, DMSO-d6).

H(Suppm) H (54 ppm)
2H-2, 6’ (8,04) H-3',5 (7,17)
H-1"(5,12)  H-2"(3,33)
H-3" (3,35)  H-4"(3,18)
H-4" (3,18)  H-5"(3,63)
H-6" (3,48)  H-6"(3,89)

H-1” (4,57)  H-2” (3,46)
H-2” (346)  H-3” (3,67)

H-5” (3,41)  H-6” (1,06)

L L N R B B
9. 85 80 75 70 65 6.0 5. 5. 4. 4. 35 30 25 20 15 1.0 05 ppm

Figura 29 — Experimento bidimensional COSY de AMF (400 MHz, DMSO-d6).
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A posicao do dissacarideo em C-7 foi confirmada pela correlagcéo entre o sinal
de H-1 da glicose (& 5,12 ppm) e o sinal de C-7 (& 157,3 ppm) pelo HMBC (MABRY et
al., 1970 e MARKHAM, 1982).

A Tabela 14 (pag. 108) mostra as correlagdes entre H e C com constantes de
acoplamento 2J, *J e *J. H-3 (5 6,93 ppm) se acopla com uma constante de 2J com os
carbonos 2 e 4 (5 164,3 e 182,9 ppm); e com constante de *J com os carbonos 10 e
1 (5 105,4 e 122,8 ppm). H-8 (0 6,94 ppm) teve sua atribuigdo confirmada pelo seu
acoplamento 2J com os carbonos 7, 9 (3 157,3, 152,9 ppm) e >J com o carbono 6 (5
133,2 ppm), tendo ainda *J com C-5 (5 152,7 ppm). H-6" e H-2’ (3 8,04 ppm) tem 3J
com C-2 e C-4’ (5 164,3 e 162,8 ppm). H-3' e H-5’ (8 7, 17) mostram 2J com C-4 (5
162,8 ppm) e 3J com C-1’ (6 122,8 ppm). A correlagdo entre os hidrogénios de —OCH3;
(6 3,78 ppm) com C-4 em & 162,8 ppm e dos H de —OCHg3 (& 3,87 ppm) com C-6 em
campo mais baixo, & 133,2 ppm, definiram as localizagbes das metoxilas.
(SILVERSTEIN et al., 2007, YIM et al., 2003).
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Figura 30 — Experimento bidimensional HMBC de AMF (400 MHz, DMSO-d6).
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Figura 31 — Experimento bidimensional HMBC de AMF, com expansdes da regido
das absorc¢oes de aromaticos (6,5 a 8,5 ppm) (A) e da regido das absorgoes de
acucares (3,1 a 3,9 ppm) (B) (400 MHz, DMSO-d6).
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Tabela 14 - Principais interagdes heteronucleares de spin-spin a longa distancia (*Jcy,
%Jcn @ “Jcn) entre atomos de carbono e hidrogénio obtidas do espectro HMBC para AMF
(400 MHz, DMSO-d6)

Oc ppm

2
JcH

3
JcH

. |
JcH

o

QARON=TOgRWYN=0O

Qounwn-=

o0
Fa

S©®~NOoOOAWNO

164,3
103,5
182,9
152,7
133,2
157,3
94,3
152,1
105,4
122,8
128,4
114,8
162,8
114,8
128,4
60,3
55,6
100,4
73,2
76,5
69,5
75,8
66,0
100,4
70,8
70,4
72,0
68,3
17,8

H-3
H-3
H-8

H-8

2H-2',6'

6-OCHj3, H-8

1"-H

H-8
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Figura 32 — Experimento bidimensional HSQC-TOCSY de AMF (A), com expansio
da regido de agucares (3,1 a 3,9 ppm) (B) (400 MHz, DMSO-d6).
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Tabela 15 - Principais interagées heteronucleares spin-spin de atomos de carbono e
hidrogénio dos agucares de AMF obtidas do espectro HSQC-TOCSY (400 MHz, DMSO-d6).

H SH ppm C (5¢c ppm)
C-1" (100,4), C-2” (73,2),
H-1” 512(d,J=4,0Hz)  C-3'(76,5), C-4°(69,5)
C-1” (100,4), C-2” (73,2),
H-2” 3,33 C-3"(76,5), C-47(69,5),
H-3” 3,35 C-5"(75,8)
C-2’ (73,2), C-3"(76,5),
H-4” 3,18 C-47(69,5), C-57(75,8),
C-6” (66,0)
C-2’ (73,2), C-5"(75,8),
H-5" 3,63 C-6” (66,0)
C-47(69,5), C-57(75,8),
H-6” 3,89 (dd) C-6” (66,0)
H-6' 3,48 (dd) C-5"(75,8), C-6” (66,0)
H-1" 4,57 (sl) C-1” (100,4), C-3” (70,3)
H-2” 3,46 C-2” (70,8), C-5”(68,3)
H-3” 3,67 C-3” (70,3), C-4”(72,0)
C-2” (70,8), C-4”(72,0),
H-4" 3,16 C-5"(68,3)
H-5" 3,41 C-2” (70,8), C-5”(68,3)
3H-6” 1,06 (d,J=4,0HZ)  C-6”(17,8), C-4”(72,0),

C-5"(68,3)
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Com base em todas as informagdes obtidas das técnicas espectrométricas
empregadas, caracterizou-se AMF como pectolinarina (YIM et al., 2003). Esta é a
primeira vez que se descreve a presenca desta flavona numa espécie da familia

Bignoniaceae.

6,”

HO 0
HO 1
OH

6” O

HO
HO

A fim de confirmar a identidade dos acucares constituintes, realizou-se a
hidrolise acida de AMF (secédo 4.2.8, pag. 70).

O cromatograma obtido para a fragdo aquosa da particdo do hidrolisado de
AMF (pectolinarina) confirmou mais uma vez a presenga dos agucares D-glicose e L-
ramnose (Figura 33). E a genina (pectolinarigenina) liberada pela hidrolise de AMF
apresentou mancha com caracteristicas de uma aglicona flavonoidica, num sistema

de eluente préprio para geninas de flavonoides (Figura 34, pag. 112).

Agﬁcareside AMF D-glicose L-rhamnose D-galactose L-arabinose

Figura 33 - Cromatograma obtido para os produtos de hidrélise
de AMF contidos na fase aquosa em placa de gel de silica. Condigdes: vide
sec¢do 4.2.8, pag. 70.
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Rutina Quercetina AMF Genina de AMF

Figura 34 - Cromatograma obtido para o produto de
hidrolise de AMF contido na fase organica em placa de gel de silica.
Condigoes: vide sec¢ao 4.2.8, pag. 70.

5.3.2 Terpenoides

Para o isolamento dos terpenoides presentes na fragdo AcOEt realizou-se novo
fracionamento do extrato etandlico de folhas de D. elongata utilizando-se
cromatografia em coluna de gel de silica. A fraggo HA15 e HAS0 foram
recromatografadas em coluna de gel de silica e obtiveram-se as substancias
denominadas de HAT1, HAT2, HAT3, HAT4 e HATS (secdo 4.2.7, pag. 65).

A analise por CCD de HAT1, HAT2, HAT3, HAT4 e HAT5 revelou que as
mesmas se tratavam de misturas de substancias terpenoidicas e/ou esteroidais,
apresentando manchas semelhantes as do lupeol e do B-sitosterol frente ao revelador
Liebermann-Burchard (WAGNER et al., 1984).

HAT1 e HAT4 foram obtidas em pequenas quantidades n&o sendo possivel a
realizacdo de RMN. Para caracterizacado dos terpenoides presentes em HAT2, HAT3 e
HATS5, foram obtidos seus espectros de RMN de 'H e '*C e posterior comparagao com
dados da literatura.

O espectro de RMN de 'H de HAT2 apresentou sinais na regiao de d 0,66-1,50
ppm correspondendo a hidrogénios metilicos e metilénicos. O sinal em © 2,37 (s) ppm
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indicou a presencga de hidrogénio ligado ao carbono 18, que sugere um esqueleto do
tipo ursano. O sinal relativo ao hidrogénio carbindlico de C-3 apareceu em 6 3,01 (m).
Pode-se observar também um sinal em & 5,16 (sl) referente ao hidrogénio olefinico H-
12. (Figura 35, pag. 115). Esses sinais estdo de acordo com a estrutura proposta
(CASTILHO et al., 2001).

O espectro de RMN de ®*C de HAT2 apresentou os deslocamentos quimicos de
0 124,5 e 138,3 ppm atribuidos aos carbonos da ligagdo dupla em C-12 e C-13,
caracteristica de triterpenoide com esqueleto do tipo ursano e/ou oleanano. Foi
observado sinal de carbono de carbonila carboxilica referente a C-28 em & 178,4 ppm
e um sinal em & 76,8 ppm de carbono carbindlico de C-3. Diante disso, os outros
sinais do espectro de HAT2 foram comparados com os da literatura, observando-se
correspondéncia com o acido ursolico (CASTILHO et al.,, 2001) (Figura 35, pag. 115
e Tabela 16, pag. 116). Como outros sinais além daqueles que identificaram o acido
ursolico estavam presentes, mas em menor proporgdo, sugeriu-se que HAT2 se
tratava de uma mistura de triterpenoides com predominéncia do acido ursdlico.

O espectro de RMN de 'H de HAT3 apresentou os mesmos sinais descritos
para o espectro de 'H de HAT2. Porém, alguns desses sinais de HAT3 se
apresentaram duplicados e/ou com integragdo de numeros de hidrogénios dobrados
em relagdo aos de HAT2 (Figura 36, pag. 117). Esses dados estdo de acordo com a
presenca de dois triterpenos com esqueleto do tipo ursano em HAT3.

O espectro de RMN de *C de HAT3 (Figura 36, pag. 117) também apresentou
os deslocamentos assinalados para HAT2, porém com acréscimo de outros
caracteristicos de esqueleto do tipo ursano e/ou oleanano em proporgdes iguais. O
que levou a concluir que o mesmo se referia a uma mistura de acido ursélico com
outro triterpenoide. Para esse foram atribuidos os sinais em & 126,8 e 138,6 ppm
referentes aos carbonos olefinicos C-12 e C-13, & 178,95 a C-28 e mais dois
referentes a carbonos carbindlicos: um em & 76,82 ppm (C-3) e outro em & 71,63 (C-
19). Os outros sinais presentes no espectro, além daqueles do acido ursdlico,
identificaram o acido pomolico (Tabela 17, pag. 118) (CASTILHO et al., 2001).

O espectro de RMN de 'H de HAT5 apresentou os mesmos sinais relatados
para o espectro de 'H de HAT3. Porém, esse espectro se apresentou com maior
numero de sinais em relagdo a HAT3, sugerindo que essa fragdo se tratava de uma
mistura mais complexa, com a presenca de mais de dois triterpenos com esqueleto do
tipo ursano (Figura 37, pag. 119) (CASTILHO et al., 2001).
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O espectro de RMN de *C de HAT5 (Figura 37, pag. 119) também apresentou
os deslocamentos assinalados para HAT3, porém com acréscimo de outros com
caracteristicas de esqueleto do tipo ursano e/ou oleanano em propor¢des iguais. Isso
levou a concluir que o mesmo se referia a uma mistura de acido ursolico, com acido
pomolico, acrescidos de outro triterpenoide. Para esse foram atribuidos os sinais em &
122,6 e 143,4 ppm para os carbonos olefinicos C-12 e C-13, 6 179,15 ppm para o
carbono da carbonila carboxilica referente a C-28 e um carbono carbindlico em &
80,14 ppm referente a C-3. Os outros sinais presentes no espectro, além daqueles do

acido ursolico e do acido pomolico, identificaram o acido oleandlico (Figura 37, pag.
119 e Tabela 18, pag. 120).

Acido ursdlico

Acido pomélico

Acido oleandlico
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Figura 35 — Espectros de RMN de 'H (A) e de "°C (B) de HAT2 (400 MHz, 100 MHz,
DMSO-d6.
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Tabela 16 - Dados de RMN "*C do acido ursélico (Castilho, 2001; Mahato e Kundu,
1994) e da fragdao HAT2 (100 MHZ, DMSO-d6)

C Acido ursélico HAT2
Literatura ( &¢c, ppm) ( ¢, ppm)

1 CHa 38,8 38,4
2 CH. 27,3 27,0
3 CH 77,2 76,8
4 C 38,8 38,4
5 CH 55,2 54,8
6 CH. 18,4 18,1
7 CHa 33,3 32,7
8 C 39,6 39,5
9 CH 46,6 46,8
10 C 36,7 36,5
11 CH. 23,3 23,2
12 CH 124,6 124,5
13 C 138,1 138,3
14 C 41,3 41,6
15 CHa 28,2 28,2
16 CH; 24,3 24,6
17 C 48,1 47,0
18 CH 52,3 52,4
19 CH 39,1 39,1
20 CH 38,7 38,4
21 CHa 30,7 31,3
22 CH; 36,7 36,5
23 CHs 28,2 28,2
24 CHs 15,8 16,0
25 CHs 15,9 16,0
26 CHs 16,6 16,6
27 CHs 23,6 23,8
28 C 177,7 178,4
29 CHs 17,0 17,0

30 CHs 21,0 211
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Figura 36 — Espectros de RMN de 'H (A) e de "°C (B) de HAT3 (400 MHz, 100 MHz,

DMSO-d6).
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Tabela 17 - Dados de RMN **C do acido ursélico e acido pomélico (Castilho, 2001;
Mahato e Kundu, 1994) e da fragao HAT3 (100 MHz, DMSO-d6)

Literatura ( 8¢, ppm) HAT3
] ] (8¢, ppm)
Acido Acido Acido Acido
ursolico pomolico ursolico pomolico
1 CH; 38,8 38,2 38,4 38,2
2 CH; 27,3 28,1 27,5 28,2
3 CH 77,2 76,8 76,9 76,8
4 C 38,8 40,7 38,5 41,1
5 CH 55,2 54,8 54,9 54,8
6 CH; 18,4 18,0 18,0 18,1
7 CH; 33,3 32,6 32,7 32,7
8 C 39,6 40,7 39,6 41,1
9 CH 46,6 46,8 46,9 46,8
10 C 36,7 36,5 36,5 36,3
11 CH; 23,3 23,0 23,2 23,1
12 CH 124,6 126,7 124,5 126,8
13 C 138,1 138,5 138,2 138,6
14 C 41,3 41,3 41,4 41,4
15 CH; 28,2 28,1 28,2 28,2
16 CH; 24,3 25,8 23,9 26,4
17 C 48,1 46,8 47,0 46,8
18 CH 52,3 53,1 52,4 53,2
19 CH 39,1 391
C 71,6 71,6
20 CH 38,7 41,5 38,4 41,6
21 CH; 30,7 26,3 30,2 30,0
22 CH; 36,7 371 36,6 36,6
23 CHs 28,2 28,1 28,2 28,2
24 CHs 15,8 16,1 16,0 16,3
25 CHs 15,9 15,0 16,0 15,1
26 CHs 16,6 16,5 16,9 16,6
27 CHs 23,6 26,9 23,8 27,0
28 C 177,7 178,7 178,3 179,0
29 CHs 17,0 26,9 17,0 27,0
30 CHs 21,0 15,9 211 16,1
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Figura 37 — Espectros de RMN de 'H (A) e de "°C (B) de HAT5 (400 MHz, 100 MHz,

DMSO-d6).
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Tabela 18 - Dados de RMN "*C do acido ursélico, acido pomélico e acido oleandlico

(Castilho, 2001; Mahato e Kundu, 1994) e da fragdo HAT5 (100 MHz, DMSO-d6)

C Literatura (5., ppm) HATS5 (84, ppm)
Acido  Acido Acido Acido  Acido Acido
ursdlico pomodlico oleandlico ursodlico pomodlico oleandlico

1 CH, 38,8 38,2 38,5 38,4 38,3 38,5
2 CH, 273 28,1 27,4 27,5 28,1 27,0
3 CH 77,2 76,8 78,9 76,8 76,8 80,1
4 C 38,8 40,7 38,6 38,5 41,1 38,4
5 CH 55,2 54,8 55,1 54,9 54,8 54,9
6 CH, 184 18,0 18,2 18,0 18,0 18,0
7 CH; 33,3 32,6 32,5 32,7 32,7 32,7
8 C 39,6 40,7 39,2 39,6 41,1 39,2
9 CH 46,6 46,8 47,5 46,9 48,8 47,3
10 C 36,7 36,5 36,9 36,5 36,3 36,7
11 CH, 23,3 23,0 22,8 23,1 23,1 22,6
12 CH 1246 126,7 122,4 124,6 126,8 122,3
13 C 138,1 138,5 143,4 138,2 138,6 143,4
14 C 41,3 41,3 41,5 41,3 41,6 41,1
15 CH, 28,2 28,1 27,6 28,2 28,1 27,5
16 CHz, 24,3 25,8 23,3 23,9 26,4 23,1
17 C 48,1 46,8 46,6 47,0 46,8 46,9
18 CH 52,3 53,1 449 52,4 53,2 447
19 CH 39,1 39,1

C 71,6 71,6

CH; 45,8 45,4
20 CH 38,7 41,5 38,6 41,6

C 30,5 30,4
21 CH, 30,7 26,3 33,7 30,4 26,40 33,7
22 CH, 36,7 37,1 32,3 36,3 36,6 32,3
23 CH; 28,2 28,1 27,9 28,1 28,1 27,9
24 CH; 15,8 16,1 15,4 16,1 16,3 15,2
25 CH; 159 15,0 15,2 16,0 15,1 15,2
26 CH; 16,6 16,5 16,9 16,9 16,8 16,9
27 CH; 23,6 26,9 25,8 23,8 27,0 26,0
28 C 177,7 178,7 183,0 178,2 178,9 179,2
29 CH; 17,0 26,9 32,9 16,9 27,0 32,8
30 CHs 21,0 15,9 23,4 21,1 16,0 23,4
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Identificagao do B — sitosterol

A analise por CCD da fracdo HAS0 — 21 a 35, eluida com Hex:AcOEt (70:30),
revelou a presencga do esteroide [-sitosterol. Isso pdde ser observado pela mancha
caracteristicamente similar aquela do padrao frente ao revelador Liebermann-Burchard,
além de Rf idéntico ao da substancia de referéncia quando ambos foram eluidos nas
mesmas condigdes cromatograficas (Figura 38) (WAGNER et al., 1984).

HA50 — 21 a35 [} — sitosterol

-

Figura 38 - Cromatograma da fragio HA50-21 a 35 e do padrio de B-sitosterol.
Condicoes: vide se¢ao 4.2.4 — j, pag. 63.

5.3.3 Variacao na producdo dos metabdlitos secundarios de D. elongata
em diferentes épocas de coleta

A Figura 39 (pag. 122) mostra os perfis cromatograficos por CLAE-FR dos
extratos etandlicos das folhas de D. elongata coletadas em diferentes épocas. Os TRs
e o0s espectros de UV obtidos on line para os picos com maiores areas nos
cromatogramas das duas primeiras coletas ndo apresentam diferencgas significativas,
e, portanto, os metabdlitos secundarios responsaveis pelos mesmos estio presentes
em ambas as amostras. Quando se analisam as areas relativas desses picos,
observa-se que essas sdo menores no cromatograma da segunda coleta.

Ja o extrato obtido do material vegetal da terceira coleta apresentou maiores
variagodes em relagao aqueles das duas primeiras coletas. A area do pico com TR 30,5
min. no EEF da 32 coleta foi inferior a da primeira e superior a da segunda. As areas
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dos picos com TR compreendidos entre 19,6 e 23,1 min. da 32 coleta foram as mais
baixas obtidas, sendo que algumas das substancias desse grupo antes detectadas
nas duas primeiras coletas, ndo foram detectadas para essa. Em contrapartida, alguns
dos flavonoides 3’,4’-di-hidroxilados (TR 25,7 e 26,6 min) apresentaram picos com
maiores areas no cromatograma do material dessa ultima coleta. Os metabdlitos com
maiores TR (acima de 50,0 min) foram os que se apresentaram mais homogéneos

entre os EEF das trés coletas.
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Figura 39 - Perfis cromatogréaficos do extrato etandlico de folhas D. elongata em
diferentes épocas de coleta. Condigoes cromatograficas vide item 4.2.5, pag. 63.
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5.4 Atividade antiviral

Os ensaios de atividade antiviral foram realizados pelo doutorando Geraldo
Célio Brandao, no laboratorio de Virologia do ICB — UFMG, sob orientacdo da
Professora Erna G. Kroon.

Estes ensaios direcionaram a parte fitoquimica do trabalho, nas tentativas de se
isolarem substancias presentes no(s) extrato(s) e/ou fragdes ativos.

Os primeiros extratos obtidos por maceragao, para o caule e para as folhas de
D.elongata, tiveram suas atividades antiviral frente aos virus HSV-1, VACV-WR e
EMC e citotoxica, avaliadas pelas técnicas de microscopia e do MTT.

Para os testes contra HSV-1, a analise microscépica das cavidades da
microplaca tratadas com suspensdo desse virus e de macerado de folhas nas
concentragbes maiores ou iguais a 200 pg/mL revelou a presenga de um tapete de
células continuo; comparavel as cavidades do controle de células (cavidades sem
acreéscimo de virus ou amostras). As cavidades infectadas com HSV-1 e tratadas com
suspensao de macerado de folhas a concentragdes iguais ou inferiores a 150 pg/mL
nao apresentou o0 mesmo aspecto, pois ja ndo havia mais quantidade expressiva de
células.

O MTT possui cor amarela, mas quando o mesmo € reduzido, ha a formacao de
formazana, de cor roxa, que sofre absor¢cdo a A 492 nm (Figura 40). As células que
permanecem viaveis mantém a atividade de suas desidrogenases e tendem a provocar
a reducédo do MTT a formazana (TWENTYMAN et al., 1987). Portanto, quanto maior a
absorbancia nos pocgos de células a A 492 nm, maior a concentracdo de formazana nos

mesmos e, maior a probabilidade de as células neles contidas ndo terem sofrido efeito

NADK
> pe
O, — O
N— _N N= _N
) QCH:,, Q'CHs

citopatico.

S
CHg CH,

Formazana

Figura 40 - Formacio da formazana a partir do MTT.
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As DOy4g, observadas para o controle de virus e para o controle de virus +
DMSO foram similares, indicando que o solvente ndo exerceu qualquer efeito sobre a
atividade viral. Esse também nao exerceu influéncia sobre as células e/ou sobre a
atividade redutora de suas enzimas, como observado pela comparacédo das DO4g; do
controle de células e do controle de células + DMSO.

Por meio de regressao linear chegou-se a CEsy para o extrato etandlico de
folhas de D. elongata: 142,8 + 5,3 pyg/mL.

A atividade citotoxica foi analisada comparando-se as DO4g, médias das células
tratadas apenas com EEF com aquelas do controle de células (sem qualquer
tratamento). Dessa forma, a CCso para EEF, obtida por regresséo linear, foi de 310,0 +
8,1 ug/mL. O indice de seletividade (CCs¢/CEsp) para EEF foi igual a 2,2.

Segundo Vlietinck e colaboradores (1995) extratos vegetais que protegem as
células do efeito citopatico de uma suspensdo viral com titulo TCIDsy > 10° sdo
relevantes na busca de antivirais. Esse foi o caso do EEF de D. elongata, que
apresentou efeito protetor contra uma suspensao do virus HSV-1 com titulo 2,5 x 10°
TCID10o.

De acordo com Cos e colaboradores (2006), uma atividade antiviral é relevante
quando a amostra testada apresenta CEsp < 100 yg/mL ou IS > 2. Logo, EEF de D.
elongata apresentou atividade antiviral moderada frente ao HSV-1.

Todas as cavidades tratadas com a suspensao de HSV-1 e com macerado de
caule (EEC), independentemente da concentragcdo, apresentaram apenas alguns
grupos de células, células isoladas e muitos espagos vazios, comparaveis as
cavidades do controle negativo (controle de virus). Pela técnica do MTT, observou-se
que todas as cavidades tratadas com EEC apresentaram DO4g, semelhantes ao do
controle negativo. Logo, EEC nado apresentou atividade protetora de células frente ao
HSV-1.

A CCs para o EEC, obtida pela técnica do MTT, também n&o foi relevante, visto
que foi superior a concentragdo maxima dessa amostra empregada no teste (500
pug/mL).

Frente aos virus EMC e VACV-WR, nao foi observado qualquer efeito antiviral,
tanto para tratamento com macerado de folhas quanto para tratamento com macerado

de caule, mesmo em suas concentragbes maximas avaliadas (500 pg/mL).
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Uma vez que so foi observada atividade antiviral relevante para o macerado de
folhas, decidiu-se realizar o estudo fitoquimico biomonitorado com as folhas de D.
elongata (Figura 41).

Distictella elongata

EEC-Caule
CE50 > 500 |Jg/mL
CCs> 500 pg/mL)
% I:I Ativo frente ao HSV-1
EEF-Folhas I:I Inativo frente aos virus
testados
CE50= 142,8 * 5,3
ug/mL

Percolagdo do restante do po das
» folhas + fracionamento em
coluna de gel de silica

Figura 41 — Esquema do estudo fitoquimico biomonitorado pela atividade antiviral de
extratos de D. elongata.

O EEF, obtido por percolagdo, foi submetido a fracionamento em coluna
cromatografica de gel de silica (item 4.2.3; pag. 58), com o objetivo de se fazer uma
separacgao preliminar das substancias presentes. Foram obtidas nove fragdes que
foram avaliadas nos ensaios antivirais. Com isso, buscou-se o direcionamento de
quais substancias presentes no EEF seriam responsaveis pela atividade antiviral do
mesmo.

Das nove fragdes obtidas, apenas duas apresentaram atividade antiviral pelas
técnicas de microscopia e do MTT, avaliadas como descrito para EEF e EEC. A fragao
AcOEt:MeOH foi ativa frente ao virus HSV-1, apresentando CEsp igual a 147,6 + 3,3
pug/mL e CCsp > 500 pg/mL. Logo, seu IS foi superior a 3,4. A fragdo AcOEt também
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foi ativa frente a esse virus, com CEsp igual a 164,4 £ 5,7 ug/mL e CCso > 500 pg/mL.
Seu IS foi superior a 3,0.

Essas fracbes apresentaram CEso ligeiramente mais altas que aquela
apresentada pelo EEF. Isso poderia ser explicado por algumas argumentacoes:
diluicdo de substancias ativas entre essas fragdes, separagdo de substancias que
agiriam de forma sinérgica na inibicdo do virus ou aumento da concentracdo de
substancias nessas fragdes que inibem a atividade antiviral daquelas que s&o ativas
(CUNHA et al., 2006; KAUFMAN et. al., 1998, VIEGAS JR. et al., 2006).

A prospeccéo fitoquimica da fragcdo AcOEt revelou que essa era composta de
flavonoides e terpenoides/esteroides. Ja a fracdo AcOEt:MeOH possuia como
componentes flavonoides e outros fendis (secéo 5.2.1, pag. 89). A analise por CLAE-
FR mostrou que essas duas fragdes apresentavam em comum o flavonoide com TR
de aproximadamente 31,0 min. (se¢do 5.2.2, pag. 91). Esse resultado sugeriu que
esse flavonoide poderia ser o responsavel ou, uma das substancias responsaveis pela
atividade anti-HSV-1 de EEF. Diante disso, e aliado ao fato de que ha muitos registros
na literatura sobre a atividade antiviral de flavonoides, direcionou-se o trabalho para o
isolamento dessa substancia (CHOI et al., 2009; LI et al., 2002; LI et al., 2008).

A fracdo AcOEt apresentou ainda uma CEsp igual a 36,6 + 1,2 ug/mL, com IS >
13,7, frente ao virus EMC. O EEF ndo apresentou atividade contra esse virus,
indicando que através de seu fracionamento houve aumento da concentragdo de
substancia(s) ativa(s) na fragdo AcOEt ou a separacgéo dessa(s) de outra(s) que, antes
do fracionamento inibiam sua agao frente ao EMC. A fragdo AcOEt:MeOH né&o foi ativa
contra esse virus. Isso indicou que terpenoide(s)/esteroide(s) presentes na fracéo
AcOEt poderiam ser o0s responsaveis ou co-responsaveis pela acdo anti-EMC da
fracdo AcOEt. Isso pdde ser afirmado por serem essas substancias a principal
diferenca fitoquimica entre as fragcbes AcOEt e AcOEt:MeOH obtida pela prospecgao
fitoquimica em CCD de gel de silica e CLAE-FR de ambas (seg¢bes 5.2.1, pag. 89 e
5.2.2, pag. 91).

A fracdo DCM:AcOEt foi a unica que apresentou CCsg inferior a 500 ug/mL,
sendo essaigual a 17,06 + 1,2 pyg/mL. A analise fitoquimica dessa fragdo demonstrou
gue a mesma era rica em substancias terpenoidicas/esteroidais. Uma vez que o EEF
também apresentou atividade citotéxica e que a CCsg encontrada para DCM:AcOEt ter
sido bem inferior aquela do EEF, deduziu-se que nessa fracdo foram concentradas as
substancias responsaveis pela CCsp do EEF. Os varios relatos na literatura de

126



5. Resultados e Discussao

substancias terpenoidicas com essa propriedade reforcaram ainda mais essa hipotese
(FERNANDES et al., 2005; VECHIA et al., 2009).

A provavel participacdo de terpenoides e/ou esteroides na atividade antiviral
e/ou citotdxica das fragdes do EEF de D. elongata fomentou o interesse no isolamento
e/ou caracterizagcdo dos mesmos através de um segundo fracionamento de EEF
(secdo 4.2.7, pag. 65).

Nenhuma das fragcdes apresentou atividade contra o virus VACV-WR.

A Figura 42 (pag. 128) resume os resultados obtidos pelos ensaios antivirais
para as fragcdes do EEF e o direcionamento do estudo fitoquimico.

O flavonoide comum as fragbes com atividade anti-HSV-1 foi isolado conforme
descrito na sec¢éo 4.2.6 (pag. 64). Esse foi caracterizado estruturalmente como sendo
a flavona pectolinarina (se¢&o 5.3.1, pag. 94) e avaliado frente aos trés virus utilizados
neste trabalho. Os resultados se encontram apontados na Tabela 19.

Tabela 19 — Parametros de atividade antiviral e citotéxica para a pectolinarina obtidos
pela técnica do MTT

Parametros  Células VERO HSV-1 VACV-WR EMC
CEso - 314,56 £ 22,7 207,1+9,6 NA
pug/mL pug/mL
CCso 449,0 £ 13,0 - - -
pug/mL
IS - 1,4 2,2 -

NA — Nao apresentou

127



5. Resultados e Discussao

HEX
(CCso> 500 pg/mL)

HEX - DCM
(CCso> 500 pg/mL)

DCM Novo fracionamento
(CEsp > 500 pg/mL) de EEF com o
objetivo de se
CCsy> 500 pg/mL .
(CCsoz hg/mL) isolarem
terpenoides
Fraciona- DCM:AcOEt
mento por (CEso > 500 pg/mL) /
CC gel de (CCs= 17+ 1,2 pg/mL)
silica
AcOEt
EEF (CEso =164,4 £ 5,7 pg/mL) - HSV-1
(CEsp= 142,8 £ 5,3 pg/mL) (CEsp =36,6 = 1,2 pg/mL) - EMC
(CCsp= 310,0 + 8,1 pg/mL) (£ = Syl
AcOEt:MeOH
(CEso = 147,6 + 3,3 pg/mL)
(CCso> 500 pg/mL)
Ativo frente ao HSV-1
MeOH l
Ativo frente ao VACV-WR €0
(CEso > 500 ug/mL) Isolamento do
Ativo frente ao EMC (CCso> 500 pg/mL) flavonoide com
TR = 31,0 min
Inativo frente aos virus por CLAE-FR
testados H,0
Ativo frente ao HSV-1 ¢ inari
e (CEs > 500 pg/mL) Pectolinarina
Ativo frente ao HSV-1 e (CCs0> 500 pg/mL) (CEso = 314,5 £ 22,7 pg/ml) ~ HSV-1
a0 VACV-WR (CEsp = 207,1 £ 9,6 pg/ml) - VACV-WR
(CCsp =449,0 £ 13,0 ug/ml)
MeOH a 3% AcOH

(CCso> 500 pg/mL)

Figura 42 — Esquema do estudo fitoquimico biomonitorado de extratos de D. elongata
que levou ao isolamento da pectolinarina. 128
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O flavonoide pectolinarina apresentou atividade frente ao HSV-1 menor que as
fragdes que o continham. Isso sugere que esse apenas contribua para a atividade
anti-HSV do extrato e das fragbes, ndo sendo o unico responsavel pela mesma.
Outras substancias presentes no extrato e fragbes de folhas devem agir de forma
sinérgica com essa flavona inibindo a atividade de HSV-1 (AMOROS et al., 1992).

Pelo que foi observado na atividade anti-HSV-1 e na prospeccéo fitoquimica da
fragdo AcOEt, terpenoides/esteroides presentes na mesma devem exercer alguma
atividade contra o HSV-1. Ja para a fracdo AcOEt:MeOH, outras substancias fendlicas
presentes devem agir de forma sinérgica a pectolinarina contra esse virus.

O extrato de caule (EEC) n&o demonstrou atividade anti-HSV. Uma das
diferencgas fitoquimicas entre esse extrato e o extrato de folhas ativo esta na auséncia
ou na concentracdo reduzida de flavonoides com tempos de retengdo compreendidos
entre 25,0 e 28,0 min. no perfil cromatografico de EEF (secdo 5.1.2, pag. 84). Logo, esses
flavonoides devem exercer alguma atividade anti-HSV, o que também explicaria a
atividade da fragdo AcOEt:MeOH.

A pectolinarina, apos purificagdo, demonstrou atividade relevante anti-VACV-
WR. Provavelmente em meio ao extrato e fracbes essa ndo exerceu essa atividade
por se encontrar mais diluida e/ou pela presenca de outras substancias nos mesmos
que inibiam essa sua atividade (CUNHA et al., 2006; VIEGAS JR. et al., 2006).

De acordo com Cos e colaboradores (2006), a atividade antiviral frente ao
VACV-WR da pectolinarina pode ser classificada como relevante, pois apresenta IS >
2. Essa é a primeira vez em que se descreve alguma atividade antiviral para essa
flavona.

A auséncia de atividade da flavona frente ao virus EMC levou a deducéo de que
a atividade anti-EMC vista para a fracdo AcOEt provavelmente se deve apenas aos
seus terpenoides/esteroides.

A pectolinarina, isolada das folhas de D. elongata, bem como outros flavonoides
presentes podem exercer mecanismos de agao diferentes, ou até mesmo de forma
multipla, conforme ja foi apontado em alguns estudos:

- Interacdo do flavonoide com as glicoproteinas e/ou outras macromoléculas
presentes no envelope ou capsideo viral. As proteinas presentes na superficie de um
virus sdo essenciais para o processo de adsorcdo e, consequentemente, posterior
penetracdo dos mesmos as células do hospedeiro. Ao se ligarem irreversivelmente a

essas, os flavonoides podem acarretar a sua desnaturacido, levando a um efeito
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virucida. Mahmood e colaboradores (1993) demonstraram que a atividade inibitoria
dos virus HIV-1 e/ou HIV-2 apresentada por alguns representantes dessa classe se
deve a sua ligagcdo a gp120 do envelope viral. Esse tipo de mecanismo também foi
demonstrado por flavonoides presentes nos frutos de Sambucus nigra L.
(Caprifoliaceae) que inibiram a infec¢ao de células in vitro pelo virus HiNy (ROSCHEK
JR. et al., 2009).

- Inibicdo de enzimas necessarias a digestdo do envelope viral apos a entrada
do virus nas células ou a liberagdo de novas particulas virais apds sua produgao. A
hesperidina, presente em algumas frutas citricas, inibiu a enzima sialidase, necessaria
para esse estagio da replicagédo, diminuindo a taxa de infecgdo de células in vitro por
virus Influenza A (SAHA et al., 2009);

- Inibicdo de enzimas necessarias a replicacdo do material genético viral e/ou
proteinas necessarias na constituicdo de novas particulas virais produzidas. Esses
efeitos foram demonstrados para o virus CMV em fibroblastos cultivados in vitro e
tratados com genisteina e baicaleina (EVERS et al., 2005);

- Inibigdo de enzimas que exercem papel nas vias transdutoras de sinais
necessarias a reprodugao viral. Esse efeito ja foi visto em varios estudos com
isoflavonas e outros flavonoides e se da principalmente pela inibicdo da enzima
tirosina quinase, culminando na perda de infectividade de varios virus (ANDRES et al.,
2009);

- A interferéncia na modulagéo de citocinas importantes nas patologias virais ou
de seus receptores. A baicaleina, por exemplo, exerce esse efeito (LI et al., 2000).

As misturas de terpenoides HAT2, HAT3 e HATS5, provenientes do segundo
fracionamento de EEF, demonstraram, através de CCD em gel de silica, estar
presentes nas fracbes AcOEt e DCM:AcOEt (Figura 43, pag. 131). Essas misturas
nao foram avaliadas frente aos ensaios antivirais. Porém, a analise de padrées de
acido ursodlico e oleandlico, presentes nas misturas, foi realizada. Ambos os

triterpenoides foram ativos frente ao HSV-1 com os seguintes parametros:

- Acido oleandlico: CEsy = 3,8 + 0,6 ug/mL, CCso = 4,2 + 0,8 pg/mL;

- Acido ursélico: CEsp = 6,2 + 0,1 pug/mL, CCso=8,1+0,9 ug/mL.

Ambos apresentaram 6timos valores de CEsp, porém com valores de CCsp
muito préximos (COS et al., 2006). Os valores de IS para acido oleandlico e betulinico

foram, respectivamente, iguaisa 1,1 e 1,3.
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A atividade observada para cada um desses triterpenoides apontou a
participagdo dos mesmos na atividade anti-HSV apresentada pela fragdo AcOEt, mas
nao para o EMC. Isso implica que outros terpenoides ou esteroides presentes nessa
fracao desempenhem essa funcao.

DA A HAT2 Sit Lup bet olea wurs

& Fe-

DA A HAT3 Sit Lup bet olea urs DA A HATS Sit Lup bet olea wurs

L B ."w. -

‘ ~ s % 3 . Lo 2 L el

Figura 43 — Cromatogramas das misturas de terpenoides HAT2, HAT3 e HATS5, e das
fragoes DCM:AcOEt (DA) e AcOEt (A). Lup = Lupeol, Sit = B-sitosterol, bet = acido betulinico,
olea = acido oleandlico e urs = acido ursolico. Condigdes: vide se¢ao 4.2.4 - j, pag 63.

A antividade anti-HSV-1 do acido ursdlico ja foi previamente relatada por
Chiang e colaboradores (2005). O amplo espectro antiviral desse triterpenoide foi
demonstrado, pois esse inibiu também os virus de DNA adenovirus — 3 e HBV, além
dos de RNA Cox-B1 e enterovirus 7, in vitro.
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A acdo antitumoral e anti-HPV do &acido ursdlico foi relatada por Yim e
colaboradores (2006), que apontam essa sustancia como uma possivel alternativa no
tratamento de neoplasias cervicais associadas ao HPV.

Tanto o &acido oleandlico quanto o acido ursdélico foram apontados como
inibidores de enzimas necessarias ao ciclo de replicacdo do HIV-1. Esses
triterpenoides sao responsaveis pela acédo anti-HIV observada para muitas espécies
vegetais (ASRES et al., 2005).

Como demonstrado em varios trabalhos, a elevada citotoxicidade observada
para esses triterpenoides poderia contribuir para essa atividade apresentada pela
fragdo DCM:AcOEt (VECHIA et al., 2009). Porém, apesar de estarem presentes na
fragdo AcOEt, esta ndo demonstrou alta citotoxicidade. Esse resultado poderia ser
explicado por uma menor concentracdo dessas substancias e/ou a presenca de outras
substancias que inibiram a sua atividade citotoxica (CUNHA et al., 2006; VIEGAS JR.
et al., 20006).

Os triterpenoides acido ursolico e oleandlico, bem como muitos de seus
derivados, sdo descritos na literatura como potentes agentes citotoxicos, inibindo
varias linhagens de células tumorais. Isso justifica o interesse por essas substancias
como potenciais agentes no tratamento do cancer. Possiveis mecanismos de agéo
antitumoral desses terpenoides envolvem a inducdo da célula a apoptose, a sua
atividade anti-inflamatdria e, até mesmo, sua atividade antioxidante (VECHIA et al.,
20009).

Apesar de néo ter sido testado, o acido pomolico presente em EEC e na fragcéo
citotéxica de D. elongata deve ser um dos participantes nessa acado observada.
Fernandes e colaboradores (2005) apontaram tal substancia como potente inibidora
do crescimento de uma linhagem de células leucémicas, incluindo aquelas
multirresistentes a agentes antineoplasicos.

A Figura 44 (pag. 133) resume a analise antiviral e citotoxica do EEF de D.

elongata realizada neste trabalho.
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Presenca dos terpenoides:

Acido oleanolico
(CEso = 3,8 0,6 ug/mL)
(CCsp=4,2 £ 0,8 pg/mL)

Acido ursolico
(CEsp=6,2 £ 0,1 ug/mL)
(CCs0=8,1£0,9 pg/mL)

Acido pomolico

A
DCM:AcOEt
(CC50: 17,07 + 1,2
Fraciona- ug/mL)
mento por
CC de gel
de silica
AcOEt
EEF (CEsy=164,4 + 5,7 pg/mL) - HSV-1
(CEso = 142,8 £ 5.3 ug/mlL) (CEsp =36,6 = 1,2 pg/mL) - EMC
(CCso= 310,0 £ 8,1 pg/mL) (CCs0> 500 pg/mL)
AcOEt:MeOH
(CEsp=147,6 + 3,3 ug/mL)
(CCso> 500 pg/mL)
Ativo frente ao HSV-1
Ativo frente a0 VACV-WR v l

Ativo frente ao EMC

Presenca da flavona:

Inativo frente aos virus testados

Pectolinarina
(CEsp = 314,5 + 22,7 pug/ml) — HSV-1
(CEs = 207,1 £ 9,6 pg/ml) — VACV-WR
(CCsp = 449,0 + 13,0 pg/ml)

Ativo frente ao HSV-1 e ao EMC

Ativo frente ao HSV-1 e ao VACV-WR

Nao testado

Figura 44 — Resumo da anélise antiviral e citotoxica do EEF de D. elongata. 133
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5.5 Atividade antioxidante

Por apresentarem atividade antiviral, o extrato de folhas e as fragcbes AcOEt e
AcOEt:MeOH tiveram avaliadas suas potenciais atividades antioxidantes pela técnica
do DPPH. Esses ensaios foram realizados pelo aluno de iniciagao cientifica Glauber
M. Maciel.

O radical de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) apresenta uma forte absorgao
no espectro visivel (comprimento de onda de 515 a 517 nm) com coloragao violacea
intensa, devido a presenca de elétrons desemparelhados. Quando o DPPH é colocado
em presenga de substancias capazes de doar elétrons, a absorgéo é inibida. Ocorre a
descoloragao estequiométrica em relacido ao numero de radicais DPPH reduzidos por

moléculas doadoras de elétrons (H’) presentes na amostra testada. Isso ocorre porque
ao ser reduzido, o DPPH passa a apresentar coloragcdo amarela, ndo mais sofrendo
absor¢do no comprimento de onda analisado (Figura 45). Portanto, o grau de

descoloragdo indica a capacidade sequestradora de radical livre (BLOIS, 1955;
YAMAKASI et al., 1994).

02N N02 + O‘H —
O,N

NO,

) L)
\ o N
N \
NH
+
NO,

vinleta

Figura 45 - Reducio do DPPH pelo antioxidante BHT (di-terc-butilmetilfenol).

Os resultados das concentragdes eficazes para 50% de atividade antioxidante
(CEAs() obtidos por meio de regresséao linear se encontram na Tabela 20 (pag. 135).
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Tabela 20 — CEA;, obtidas pelas amostras testadas frente ao DPPH

Amostra CEA;5
(ug/mL)
EEF 28,03 + 0,46
AcOEt:MeOH 58,00 + 0,89
AcOEt 2036,12 + 111,50
Rutina 14,13 + 0,29

Como revelado pela analise fitoquimica dessas amostras, o EEF se apresenta

rico em substancias fendlicas. Essas sdo quimicamente caracterizadas como boas

doadoras de elétrons (H’), possuindo atividade sequestradora de radicais livres. Ao

estabilizarem o radical DPPH, doando-lhe um H°, a absorbancia do mesmo em Amax.

516 nm ndo mais é observada, de forma que quanto menor a concentracdo desse
radical em solugdo, menor a absorbancia da solugdo. Da mesma forma pode-se dizer
que quanto maior a concentragdo de fendis numa solugdo, maior a estabilizagcdo de
radicais DPPH e, portanto, maior a atividade antioxidante da mesma (YAMASAKI et
al., 1994; RICE-EVANS et al., 1997).

A atividade antioxidante da fracdo AcOEt:MeOH deve estar associada a
pectolinarina e outros flavonoides presentes na mesma. O EEF apresenta uma boa
atividade antioxidante, sendo composto de muitas substancias fendlicas como
flavonoides heterosidicos e, provavelmente, ariletanoides/arilpropanoides glicosilados.
A fracdo AcOEt, por sua vez, possui apenas o flavonoide pectolinarina e em
concentracao inferior a da fracdo AcOEt:MeOH, sendo formada predominantemente
por terpenoides, o0 que explica sua baixa atividade.

A quantidade de pectolinarina isolada de EEF ndo permitiu que fosse realizado
esse ensaio com a mesma. Porém, JEONG e colaboradores (2008) testaram a
atividade sequestradora de DPPH de quatro extratos de plantas coreanas do género
Cirsium que apresentavam predominantemente e/ou até mesmo so6 este flavonoide.
Em média, essas amostras apresentaram uma CEAsg de 14,64 £ 2,37 pyg/mL.

Esses resultados sugerem a participagdo da pectolinarina na atividade
sequestradora de DPPH observada nas amostras provenientes do EEF que foram
testadas. Além disso, JEONG e colaboradores (2008) também testaram a atividade

sequestradora de peroxinitrito, encontrando excelentes resultados para aquelas
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espécies ricas em pectolinarina (em média, essas apresentaram CEAsg igual a 7,84 +
0,89 pug/mL). Esses resultados demonstram o potencial antioxidante dessa flavona.

O ONOO™ é um dos principais responsaveis pelos danos teciduais observados
em patologias provocadas por virus, além de influenciar em processos carcinogénicos
e processos de mutagdo que levam ao aumento da viruléncia desses agentes
(AKAIKE e MAEDA, 2000). Portanto, a pectolinarina e/ou extratos e fragbes de D.
elongata que a possuam associados a outros flavonoides podem ser extremamente
uteis como alternativas terapéuticas no tratamento de doencgas virais. Isso porque,
além de possuirem atividade antiviral intrinseca, podem prevenir as consequéncias

nocivas geradas pelo ONOO™ e/ou por outros radicais livres.
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6. CONCLUSAO

Os extratos etandlicos do caule e das folhas de Distictella elongata (Vahl) Urb.
tiveram sua atividade antiviral avaliada frente aos virus HSV-1, EMC e VACV-WR por
técnicas de microscopia e do MTT. Apenas o extrato de folhas apresentou atividade
antiviral e essa se deu contra o virus HSV-1.

O fracionamento do extrato de folhas por cromatografia em coluna de gel de
silica forneceu nove fragdes, que foram avaliadas frente aos mesmos virus. Apenas as
fragbes AcOEt e AcCOEt:MeOH apresentaram atividade antiviral: a primeira frente aos
virus EMC e HSV-1, e a segunda frente ao virus HSV-1. Através de CLAE-FR e CCD
demonstrou-se que a fragcdo AcOEt era rica em terpenoides, enquanto que a fracao
AcOEt:MeOH apresentou-se constituida apenas de substéancias fendlicas. Em comum,
as duas apresentaram apenas uma flavona, que foi isolada da fragao AcOEt:MeOH por
meio de CLAE-FR preparativa. Através de técnicas espectrométricas, essa teve sua
estrutura elucidada, sendo a pectolinarina, isolada pela primeira vez de uma espécie
da familia Bignoniaceae. Esse flavonoide apresentou atividades anti-HSV-1 e anti-
VACV-WR, nunca antes relatadas na literatura.

Do EEF obtiveram-se, por técnicas cromatograficas, misturas dos terpenoides
presentes na fracdo AcOEt: acido ursélico, acido pomdlico e acido oleandlico; além do
esteroide [B-sitosterol. Os acidos ursodlico e oleandlico apresentaram atividade anti-
HSV-1 e citotdxica.

O extrato de folhas e a fragdo AcOEt:MeOH, ricos em fendis, apresentaram
atividade antioxidante através do ensaio de sequestro de radical livre (DPPH).

Os resultados encontrados apontam a necessidade da avaliacdo de outras
substancias presentes no EEF de D. elongata quanto as suas atividades antiviral e
antioxidante. E também fomentam avaliagbes mais abrangentes de metabdlitos
especiais de plantas, especialmente flavonoides e outros fendis, como potenciais
alternativas a atual farmacoterapéutica antiviral, ao agirem simultaneamente por duas
vias:

1. Inibigdo direta desses agentes patologicos através de seus mecanismos
antivirais;

2. Reducdo dos danos provocados ao hospedeiro pelos radicais livres,
habitualmente produzidos nesse tipo de infecgao.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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