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RESUMO

Este trabalho envolve um estudo fitoquimico dos extratos hexanico e
cloroférmico das raizes de Maytenus distichophylla e da avaliacdo da atividade
biolégica dos extratos e compostos isolados. Este estudo resultou no isolamento dos
compostos: 3-oxofriedelano e 3,7-dioxofriedelano, com esqueleto friedelanico; 3-oxo-
olean-9(11),12-dieno, do tipo oleano; 11¢-hidroxilup-20(29)-en-3-ona e 30-hidroxilup-
20(29)-en-3-ona, do tipo lupano; pristimerina e tingenona, quinonametideos; (-
sitosterol, um esteroide e um triacilglicerol. As estruturas quimicas das substancias
foram determinadas utilizando métodos espectroscopicos (IV, RMN de 'H e de *3C) e
espectrométrico (CG-EM). O estudo da atividade biolégica consistiu da avaliacdo da
atividade antimicrobiana (antibacteriana e antifingica), ensaio de toxicidade em
Caenorhabditis elegans e calculos de atividade bioldégica promissora, por meio de
ferramentas in silico. Todas as substancias testadas diminuiram significantemente a
viabilidade de Staphylococcus aureus MRSA. Os compostos tingenona e a mistura de
pristimerina e 11a-hidroxilup-20(29)-en-3-ona e 0s extratos hexanico e cloroférmico,
causaram uma reducéo da viabilidade de S. aureus, de aproximadamente 75%. Nas
condi¢cBes testadas nao foi observado nenhum efeito sobre a viabilidade de Candida
albicans. Os testes no estagio L4 de C. elegans, que é o estagio larval utilizando em
ensaios de infeccdo, indicaram como bons candidatos a utilizacao do extrato hexanico
e a mistura de pristimerina e 11ea-hidroxilup-20(29)-en-3-ona, para o tratamento da
infeccdo bacteriana in vivo. Os demais compostos afetaram a viabilidade de C.
elegans indicando que os mesmos apresentam potencial nematicida. Os calculos in
silico realizados utilizando os métodos SVM (Support Vector Machine) e Bayes (naive-
Bayes Classifier) indicaram que os compostos lupanicos possuem potencial atividade
no tratamento de doencas cardiacas e como inibidores da enzima B-lactamase. Os
compostos 3-oxo-olean-9(11),12-dieno, 1le-hidroxilup-20(29)-en-3-ona e 30-
hidroxilup-20(29)-en-3-ona, apresentaram uma atividade promissora em Varios tipos

de cancer, principalmente cancer de mama e cancer de ovario.

Palavras-chave: Celastraceae, Maytenus distichophylla, triterpenos

pentaciclicos, atividade antibacteriana, cancer de mama e ovario.



ABSTRACT

The phytochemical study of hexane and chloroform root extracts from Maytenus
distichophylla was performed yielding natural products from a variety of classes such
as friedelane, oleanane, lupane, quinonemethide and steroid compounds. The isolated
compounds were identified as 3-oxofriedelane, 3,7-dioxofriedelane, 3-oxo-olean-
9(11),12-diene, 11-hydroxylup-20(29)-en-3-one, 30-hydroxylup-20(29)-en-3-one,
tingenone and p-sitosterol. Furthermore, one triacylglycerol and a mixture of
11o-hydroxylup-20(29)-en-3-one/pristimerin were also isolated in this study. Their
chemical structures were determined by spectroscopic (IR, H and C-NMR) and
spectrometric (GC-MS) methods. The antimicrobial activity (antibacterial/antifungal)
was evaluated for the extracts and isolated compounds. All substances reduced the
viability of Staphylococcus aureus MRSA, however no effect was observed for Candida
albicans. The most active samples were tingenone, the mixture of 11-hydroxylup-
20(29)-en-3-one/pristimerin and the hexane and chloroform extracts, with a reduction
of 75% approximately. The toxicity was also assayed using a Caenorhabditis elegans
model in L1 and L4 phase. All tested compounds were non-toxic in L1 phase. However,
only the hexane extract and the mixture 11a-hydroxylup-20(29)-en-3-one/pristimerin
allowed the nematodes survival in L4 phase (larval phase used on infection tests).
Once these two samples also showed high antibacterial activity, they present
themselves as potential candidates to in vivo treatment of bacterial infections. The toxic
substances displayed a nematicide potential that could be explored in parasitological
studies. Moreover, in silico calculations were performed for 3-oxo-olean-9(11),12-
diene, 11a-hydroxylup-20(29)-en-3-one and 30-hydroxylup-20(29)-en-3-one using the
SVM (Support Vector Machine) and Bayes (naive-Bayes Classifier) methods. The
lupane compounds showed a potential for treatment of heart diseases and inhibition
of p-lactamase enzyme. Also, all three substances displayed promising activity for

several types of cancer, mainly breast and ovary cancer.

Keywords: Celastraceae, Maytenus distichophylla, pentacyclic triterpenes,

actibacterial, breast and ovarian cancer.



INTRODUCAO 1

1. INTRODUCAO

Durante o processo de selecdo e evolucao natural, as plantas desenvolveram
uma enorme diversidade estrutural de metabdlitos (YUNES e FILHO, 2001). Muitos
desses metabolitos apresentam atividades bioldégicas (NEWMAN, et al.,, 2012).
Portanto, podemos dizer que o reino vegetal constitui uma importante fonte de
substancias naturais portadoras de propriedades biologicas distintas. Além disso,
muitos compostos isolados de plantas servem de modelo para o desenvolvimento de
farmacos (McCHESNEY et al., 2007). Newman e Cragg (2012) relatam que 74% das
substancias que sao utilizadas em medicamentos nos Uultimos 30 anos, séo
relacionados a produtos naturais. Os produtos naturais também podem gerar
analogos estruturais com maior atividade biolégica e com menor efeito colateral
(GORDALIZA, 2007), utilizando processos de semi-sinteses que levam a modificacao
estrutural de grupos ja existentes.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimou que em torno de 65% da
populacdo mundial utiliza fitoterapicos derivados da medicina tradicional como uma
primeira op¢do no cuidado da saude, com maior prevaléncia nos paises em
desenvolvimento (WHO, 2000).

O prémio Nobel de Medicina e Fisiologia de 2015 foi concedido aos cientistas
Dr. William C. Campbell, irlandés, e Dr. Satoshi Omura, japonés, por criarem novas
terapias para combater doencas causadas por vermes nematddeos e para a Dra.
Youyou Tu, chinesa, por desenvolver uma nova terapia contra a maléaria. Os trabalhos
destes pesquisadores envolveram dois produtos naturais antimicrobianos, a
avermectina e artemisina (Figura 1.1, p. 2), que combatem doencas parasiticas como
a malaria e oncocercosis. Um dos ganhadores, a Dra. Youyou Tu da Academia de
Medicina Tradicional Chinesa, desenvolveu seu trabalho inspirado na medicina
tradicional para o tratamento da maléria, depois de ler um texto chinés escrito no ano
248 d.C., relatando o uso da erva artemisia annua, para aliviar sintomas da malaria.
Inspirada neste texto e a partir do remédio erval, ela obteve a substancia ativa
artemisinina. Esta substancia se mostrou como um farmaco de expressiva acao
antimaléarica, e estima-se que, anualmente na Africa, ele salva a vida de
aproximadamente 100.000 pessoas (GUNTHER, 2015).
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Figura 1.1 Estrutura quimica da avermectina, utilizada no tratamento de doencas
causadas por vermes nematodeos e artemisina, portadoras de expressiva

acdo antimalérica.

1.1 Quimica de Produtos Naturais no Brasil

A quimica de produtos naturais no Brasil vem se tornando cada vez mais
importante ja que existe uma grande diversidade estrutural dos compostos organicos
isolados de plantas da flora brasileira. Sua contribuicdo para esse campo e o potencial
relacionado ao desenvolvimento social e econdmico reafirma a contribuicdo da
fitoquimica para o avanco cientifico e tecnolégico do Brasil.

A biodiversidade genética vegetal brasileira € complexa, contando com mais de
55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350 a 550.000 existentes,
sendo que em torno de 50% delas sdo angiospermas, cujas principais caracteristicas
envolvem a presenca de flores e frutos. Popularmente, a muitas delas séo atribuidas
atividades bioldgicas consideradas importantes (SIMOES e SCHENKEL, 2001). Em
funcao disso, a quimica de produtos naturais envolve varias linhas de investigacao,
sendo que a maioria delas é direcionada para o estudo de plantas utilizadas na
medicina tradicional. Neste contexto, a familia Celastraceae se destaca pela presenca

de constituintes com propriedades farmacoldgicas importantes.
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1.2 Familia Celastraceae

E reconhecido que, desde a antiguidade, espécies da familia Celastraceae tém
sido utilizadas devido as suas propriedades medicinais (SPIVEY et al.,, 2002). O
extrato bruto de muitas delas é popularmente utilizado para fins terapéuticos, tais
como estimulante, supressor de apetite, sedativo, emético, purgativo, restaurador da
memoria, contraceptivo masculino, antitumoral, antileucémico, antibacterial, inseticida
e repelente de insetos (SPIVEY et al., 2002; NIERO et al., 2011).

Dentre as espécies mais estudadas no Brasil, citam-se as dos géneros (Figura
1.2) Maytenus Juss., Salacia Mart., Goupia Reiss., Austroplenckia Lund. e Franhofera
Mart. (BARROSO et al., 1984; CARVALHO-OKANO, 1992). As principais classes de
compostos isolados de espécies da familia Celastraceae envolvem: triterpenos
(RODRIGUES et al., 2015), sesquiterpenos (ALARCON et al., 2015), alcaloides
(ZHOU et al., 2015), flavonoides (WANG et al., 2016) e esteroides glicosilados
(RODRIGUES et al., 2015).

Géneros brasileiros da
familia Celastraceae:

Maytenus Juss.
Salacia Mart.
Goupia Reiss.

Anctrnnlanrlkia

Figura 1.2 Géneros brasileiros pertencentes a familia Celastraceae: Maytenus Juss.,
Salacia Mart., Goupia Reiss., Austroplenckia Lund. e Franhofera Mart.

Fonte: http://www.portalpower.com.br/trabalho-escola/mapa-capitais-

brasil/.


http://www.portalpower.com.br/trabalho-escola/mapa-capitais-brasil/
http://www.portalpower.com.br/trabalho-escola/mapa-capitais-brasil/
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1.3 Terpenoides

Os principais constituintes bioativos, encontrados em maior quantidade nas
espécies da familia Celastraceae pertencem a classe dos terpenoides. Esta classe
possui uma grande diversidade de metabdlitos secundarios com estruturas quimicas
distintas, formadas por unidades de isopreno C5 (2-metilbuta-1,3-dieno). Como
exemplo destes metabdlitos cita-se os triterpenos (C30), formados por seis unidades
de isopreno, e que sdo encontrados com frequéncia em extratos menos polares de

espécies da familia Celastraceae (SPIVEY et al., 2002).

1.4 Triterpenos

As rotas biossintéticas de muitos triterpenos sédo conhecidas (DEWICK, 2009).
A estes compostos € atribuida uma ampla faixa de atividades bioldgicas tais como
bactericida, fungicida, larvicida, tripanocida, antimalarico, hipoglicémico, antioxidante,
cardioprotetor, antitumoral, anti-inflamatério, antireumatico, antiartritico e
antimutagénico (RODRIGUES et al., 2015), tornando-os atrativos como novos
potenciais farmacos.

Os principais triterpenos isolados de espécies da familia Celastraceae
pertencem a série dos friedelanos (a), oleanos (b), lupanos (c), taraxeranos (d),
guinonametideos (e) e damaranos (f) (Figura 1.3, p. 5). Os compostos triterpenoides
quinonametideos formam um pequeno grupo de derivados D:A-friedo-nor-oleano que
invariavelmente contém grupos funcionais oxigenados, ligados no carbono 2 e 3. Até
0 momento, estes compostos somente foram encontrados em espécies da familia
Celastraceae e Hippocrateaceae, sendo, portanto, considerados como indicadores
guimiotaxondmicos (ALVARENGA e FERRO, 2006).
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(a) Friedelano (b) Oleano (©) Lupapo .
(friedelina) (3-oxo-olean-9(11),12-dieno) (30-hidroxilup-20(29)-en-3-ona)

P
2
z

(d) Taraxerano (e) Quinonametideo (f) Damarano
(taraxerol) (celastrol) (damarano)

Figura 1.3 Exemplos de esqueletos de diferentes séries de triterpenos.
1.5 Quinonametideos

Desde o isolamento do celastrol (Figura 1.3) em 1936, realizado por
pesquisadores chineses, uma variedade de quinonametideos (Figura 1.4) foi
encontrada em espécies de Celastraceae e suas estruturas quimicas, juntamente com
uma variedade de atividades biologicas tem sido reportada (DA SILVA et al., 2016;
NOSSACK et al., 2004, MENEZES et al., 2006). Estes compostos possuem
importantes propriedades como antitumoral, antimicrobiano, antibiotico, antimalarico,
além de atividade espermicida (ALVARENGA et al., 2006).

L

\COOCH,
N

Pristimerina Tingenona Maitenina Netzahualcoyeno

Figura 1.4 Alguns exemplos de quinonametideos isolados de Celastraceae.
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Aspectos biogenéticos

Compostos do tipo friedelano e quinonametideos, presentes em algumas
plantas da familia Celastraceae e Hippocrateaceae, estudos envolvendo cultivos de
células levam a estabelecer um tipo de relacionamento biogenético entre essas duas
classes de triterpenoides (Figura 1.5).

O ponto inicial para a biossintese de quinonametideos requer oxidoesqualeno
como um intermediario central, que pela acdo da enzima ciclase € transformado em
3B-friedelanol, considerado como o primeiro intermediario ciclico. Posteriormente,
pela acdo de uma oxidoredutase, ocorre a conversao de 3B-friedelanol a friedelina,
gue provavelmente deve ocorrer entre as folhas e as raizes. E, a transformacgéo de

friedelina a quinonametideo deve ser realizada nas raizes (CORSINO et al., 2000).

Oxidoesqualeno

~ ~ AN AN N

Ciclase l

Oxidoredutase

_ =

3B-friedelanol friedelina

Quinonametideo

Figura 1.5 Esquema simplificado da biossintese de quinonametideos a partir dos

precursores oxidoesqualeno e B-friedelinol.
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1.6 Género Maytenus

O nome Maytenus é derivado da palavra “Maytén” um nome utilizado por
Chilenos da etnia Mapuche. De acordo com o folclore sulamericano, um grande
namero de aplicagbes medicinais tem sido atribuido a diferentes espécies do género
Maytenus (NIERO et al., 2011). Em funcao disso, nos ultimos anos ocorreu um

aumento significativo do interesse por plantas deste género.

No Brasil, existem 76 espécies reconhecidas de Maytenus, que estédo
plenamente adaptadas a uma variedade de habitats, principalmente da floresta
amazonica e da mata atlantica. Espécies de Maytenus podem alcancar até 15 m de
altura, sendo sua madeira utilizada para diferentes finalidades. Assim, neste género
h& algumas espécies que se encontram em perigo de extingdo devido ao rapido
desmatamento do bioma (GROPPO et al., 2014).

Fito preparacfes e substancias puras obtidos de diferentes espécies de
Maytenus tém sido pesquisadas em funcdo de suas propriedades terapéuticas. A
maioria das propriedades biolégicas tem sido correlacionada a presenca de
compostos fendlicos, particularmente flavonoides, glicosideos, terpenos, esteroides e

alcaloides (NIERO et al., 2011).

O principal uso popular de espécies do género Maytenus esta associado
principalmente ao tratamento de distirbios gastrintestinais (Tabela 1.1). Varios
estudos corroboram a eficacia de varias espécies, no tratamento de asmas, como

antitumoral, antiviral, anti-inflamatorio e como antisséptico (DUARTE et al., 2002).
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Tabela 1.1 Usos medicinais tradicionalmente atribuidos a espécies do género

Maytenus

Especies Usos Medicinais tradicionais

M. ilicifolia Antiulcera, diurético, laxativo, antitumoral, digestivo, abortivo,
anticonceptivo, antisséptico, antiasmatico, analgésico, anti-

inflamatdrio, emenagogo

M. truncata Antidlcera, anti-inflamatério.

M. robusta Antitlcera

M. rigida Analgésico, antisséptico, anti-inflamatorio
M. aquifolium Antitlcera, analgésico

M. salicifolia Antialérgico e para aliviar coceira

M. obtusifolia Antitlcera, anti-inflamatorio, antitumoral

Fonte: NIERO et al., 2011.

Como exemplos de triterpenos isolados de raizes de Maytenus no NEPLAM,
citam-se 6-oxo-tingenol, 3,7-dioxofriedelano, 3-oxo-29-hidroxifriedelano e tingenona
de Maytenus imbricata (RODRIGUES, 2012); 3,11-dioxofriedelano, 3,16-

dioxofriedelano e 3-oxo-12a-hidroxifriedelano de Maytenus gonoclada (SILVA, 2014).

1.7 Maytenus distichophylla

A espécie M. distichophylla, assim como outras do género Maytenus, é
popularmente conhecida como “espinheira santa”. E uma arvore de médio porte,
medindo de 6 a 12 m de altura e é uma espécie bem adaptada as condicdes
ambientais da regidao sudeste e sul do Brasil (Figura 1.6). Devido ao seu bonito porte,
ela tem sido utilizada em projetos ornamentais e, em funcdo do interesse pela fauna
nativa, é também recomendada para a composicao de reflorestamentos heterogéneos

destinados ao repovoamento de areas degradadas (DUARTE, 2013).
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Figura 1.6 Foto do tronco (a), flores e folhas (b) e folhas(c) de Maytenus distichophylla
Fonte: Tarciso Leao e Alex Popovkin:

https://www.flickr.com/search/?g=maytenus+distichophylla).

A partir de estudos fitoquimicos de folhas de M. distichophylla foram isolados e
elucidados os triterpenos pentaciclicos: 3,16,21-trioxo-66,12a-dihidroxi-1-en-
friedelano, 3-oxofriedelano, 3B-hidroxifriedelano, 3,12-dioxofriedelano, 3-o0x0-29-
hidroxifriedelano, 3-oxo-12a-hidroxifriedelano, 38,24-dihidroxifriedelano, 3-0xo0-30-
hidroxifriedelano, as misturas de 38-esteariloxi-urs-12-eno e 33-esteariloxi-olean-12-
eno; 3p6-hidroxi-urs-12-eno e 3gB-hidroxi-olean-12-eno. As estruturas quimicas de
alguns destes triterpenos estéo representadas na Figura 1.7, p. 10 (FERREIRA, 2014;
DUARTE, 2013; DUARTE et al., 2013).


https://www.flickr.com/search/?q=maytenus+distichophylla)
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3,16,21-triox0-64,12a- 3-oxofriedelano 3p-hidroxifriedelano
dihidroxi-1-en-friedelano

3,12-dioxofriedelano 3-0x0-29-hidroxifriedelano 3-0x0-30-hidroxifriedelano 3-0x0-12a-hidroxifriedelano

Figura 1.7 Triterpenos pentaciclicos isolados de folhas de M. distichophylla.

O extrato hexanico das folhas de M. distichophylla foi submetido a testes de
atividade antibacteriana in vitro, por meio dos quais foi observada uma significativa
atividade contra Bacillus cereus. O extrato cloroférmico, a mistura de 33-esteariloxi-
urs-12-eno e 3B-esteariloxi-olean-12-eno, a mistura de 3(-hidroxi-urs-12-eno e 3[3-
hidroxi-olean-12-eno, 3B-hidroxifriedelano e 3,24-dihidroxifriedelano apresentaram
atividade inibitoria do crescimento de Staphylococus aureus (FERREIRA, 2014).

Em relacao a estudos anteriormente realizados com raizes de M. distichophylla,
somente foi encontrado um relato abordando o isolamento de dois alcaloides
sesquiterpénicos piridinicos, conhecidos como wilforina e ebinifolina (Figura 1.8, p.
11), isolados da fracéo cloroférmica do extrato metanolico (DUARTE, 2013). Portanto,
neste trabalho foi realizado um estudo mais detalhado das raizes de Maytenus
distichophylla, uma planta originaria da Bahia, que é utilizada na medicina popular

para o tratamento de Ulcera estomacal.
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Figura 1.8 Estrutura quimica da wilforina e ebinifolina isoladas de raizes de M.

distichophylla.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Desenvolvimento de um estudo fitoquimico das raizes da espécie Maytenus
distichophylla para a identificacdo dos metabolitos que contribuam para o estudo

guimiotaxondmico e para incrementar o conhecimento quimico e biolégico da espécie.

Objetivos especificos

e Realizacdo do estudo fitoquimico das raizes de Maytenus distichophylla,
visando o isolamento, a elucidacao estrutural e a identificacdo dos metabolitos
secundarios presentes nas raizes.

e Confirmacdo das estruturas dos metabdlitos secundarios isolados, utilizando
métodos espectroscopicos.

e Estabelecimento das relacdes fitoquimicas entre espécies da familia
Celastraceae e contribuicdo para o estudo quimiotaxonémico.

e Avaliacdo do potencial biol6gico da espécie por meio da realizacéo de estudos
de atividade biologica de extratos e das substancias isoladas.

e Realizacdo de célculos de predicdo de atividade biologica por meio de

ferramentas in silico.
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CAPITULO | - Estudo Fitoquimico

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Descricéao geral

Para o isolamento dos constituintes quimicos dos extratos hexanico e
cloroférmico das raizes de Maytenus distichophylla, foram utilizadas as seguintes
técnicas de separacdo: cromatografia em coluna de silica de 70-230 mesh (CC),
cromatografia em camada preparativa (CCP) e cromatografia liquida de média
pressédo (CLMP).

Os solventes utilizados foram hexano, cloroformio, acetato de etila e metanol
puros e em mistura com gradiente de polaridade. A proporcao de fase estacionéaria
utilizada nas colunas de silica foi determinado pela quantidade e complexidade da
mistura da amostra.

As placas preparativas (CCP) foram preparadas com uma espessura de 0,50
mm e a amostra aplicada continha uma carga de aproximadamente 10 mg por placa,
em placas de 10 por 20 cm.

As CLMP foram realizadas no equipamento BIOTAGE® Isolera™ Spektra One,
foram usadas colunas de silica de 10 e 25 g (SNAP ULTRA HP Sphere 25 um) e 100
g (Snap KP-Sil), estas foram escolhidas seguindo as sugestbes do fabricante e de
acordo com a quantidade de amostra.

Depois de obtidas as fracdes da cromatografia em coluna, estas foram
avaliadas por cromatografia de camada delgada (CCD), o aparecimento de uma Unica
mancha € usado como critério para considerar que o composto tem uma pureza
aceitavel para sua andlise estrutural. As placas foram preparadas com espessura de
0,25 mm e utilizadas depois de serem ativadas em estufa a 100 °C por 1 h; apds a
eluicdo as placas foram reveladas com uma solugéo 1:1 v/v de vanilina (1% m/v em
etanol) e acido perclérico (3% v/v em agua) seguido de aquecimento (100 °C) em
estufa.

As faixas de fusdo dos compostos isolados foram determinadas em aparelho
Microquimica MQAFP-302.
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Algumas fragGes foram selecionadas para serem analisadas por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-EM), no Laboratério de
Cromatografia do Centro Federal de Educacédo Tecnoldgica de Minas Gerais (CEFET-
MG) em cromatografo a gas Agilent 7890A GC 5975 séries MSD, equipado com
detector de massas e coluna HP 5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym).

Os espectros de absorcdo no infravermelho foram obtidos no equipamento
Perkin Elmer Frontier Single Range-MIR com acessério ATR no Laboratorio de
Quimica Analitica do Departamento de Quimica da UFMG.

As andlises de ressonancia magnética nuclear (RMN) para a determinacdo
estrutural dos compostos isolados, foram realizadas nos espectrometros Bruker
Avance DPX-200 e Bruker Avance DRX-400 do Laboratério de Ressonéancia

Magnética de Alta Resolucédo (LAREMAR) do Departamento de Quimica da UFMG.

3.2 Coleta e identificagdo do material vegetal

As raizes de Maytenus distichophylla foram coletadas em Brejo Novo, no
Municipio de Jequi€, Bahia, no ano de 2011. A planta foi identificada pela Professora
Dra. Guadalupe Licona de Macedo do Departamento de Botanica da Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB). Uma exsicata do material encontra-se
depositada no herbario do Departamento de Botanica da UESB, sob o niumero HUESB
2093.

3.3 Preparacao dos extratos das raizes de Maytenus distichophylla

O material vegetal foi submetido a secagem a temperatura ambiente, depois foi
pulverizado em moinho de martelos e 1722,3 g do material moido foram obtidos.
ExtracOes exaustivas foram realizadas pela maceracdo das raizes com solvente em
ordem crescente de polaridade. O processo consistiu em deixar o material submergido
em solvente durante uma semana, filtrar e recuperar o solvente destilando a pressao
reduzida e separar o material remanente da destilacdo (extrato), repetindo esse
processo trés vezes para cada solvente, observando uma diminui¢cdo da coloracéo a

medida que os componentes foram extraidos.
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Os extratos obtidos foram: extrato hexanico (EH), cloroférmico (EC), acetato-

etilico (EAc) e metandlico (EM), Figura 3.1, p. 15.

Raizes moidas
M. distichophyila
1,7 Kg.

Extracdo exaustiva
cam Hexano

. R EC
_P Torta 1 > Filtrar | P =284

Recuperacio Extracio exaustiva Recuperagdo
perag com CHCl; do solvente
do solvente :

EH Torta 2
m=114g

Extragdo exaustiva
com acetatode etila

L

Filtrar

Recuperagdo _ | Extracdo exaustiva
do solvente com MeOH
A 4
EAc
m=563¢g

EM
m=1815¢g

Recuperagdo
do salvente

Figura 3.1 Esquema utilizado para obtencdo dos extratos de raizes de Maytenus

distichophylla.

3.4 Elaboracédo do extrato hexanico (EH)

Foram obtidos 11,4 g de extrato hexanico com uma cor laranja de aparéncia
pastosa. Foram separados 2,0 g para testes bioldgicos e o restante (9,4 g) foi
submetido a cromatografia em coluna, com 500 g de silica gel 60 (70-230 mesh) que
foi cromatografado com hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros e em
misturas com ordem crescente de polaridade.

Da coluna realizada com o extrato de EH foram coletadas 211 fra¢des, de 200
mL cada uma, que foram reunidas em 15 grupos (EH1-EH25) de acordo com os perfis
apresentados nas placas de CCD. O Esquema 3.2, p. 16, apresenta o fracionamento

dos extratos EH e EC.
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Figura 3.2 Esquema do estudo fitoquimico com os extratos hexanico e cloroformico.
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Tabela 3.1 Fracdes obtidas e eluentes utilizados para coluna EH

Solvente Proporcgéo Fracdes
Hexano 100 1-8
Hexano: CHCls 90:10 9-48
Hexano: CHCls 50:50 49-117
CHCIz 100 118-142
CHClIs: AcOEt 50:50 143-171
AcOEt 100 189-207
Metanol 100 208-211

Grupo EH4

Este grupo corresponde as fragdes 75-82, com uma massa de 28,3 mg de um
sélido de cor amarela. Foi analisado seu perfil em CCD e foram visualizadas trés
manchas com boa separacado. Foi realizada uma nova coluna de silica gel 60 (230-
400 mesh) e obteve-se um sélido, com uma Unica mancha em CCD, massa de 3 mg
e cor amarelada. Foi analisada por CG-EM, usando o equipamento descrito na se¢ao
3.1, p. 14, com as seguintes condi¢cdes: rampa de temperatura de 22 °C até 90 °C em
1 min, depois 5 °C/min até 220 °C, 10 °C/min até 290 °C e em 290 °C por 6 min, sendo
uma corrida de 40 minutos. E por comparacdo com a biblioteca NIST foi identificada

como 3-oxo-friedelano (M1) com 93% de probabilidade.

Grupo EH5

As fracdes 118-124 apresentaram-se como um solido amarelo de massa 198,6
mg. A CCD realizada mostrou 6 manchas néo bem resolvidas de diferentes cores. Foi
realizada uma cromatografia em coluna utilizando-se 10 g de silica gel 60 (230-400
mesh), e como fase movel hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros e em
mistura, e foram obtidas 165 fracdes de 10 mL. Dessas fracBes foram agrupadas
(EH5.0) as fragBes 111 a 137 (23 mg), eluida com CHCIs, que apresentavam duas
manchas préximas em CCD. Foram realizadas varias analises por CCP, para isolar
0s compostos. Foram obtidos 10 mg de um sélido branco que apresentava uma Unica
mancha em CCD de cor rosa ao ser revelada. Esse sélido foi caracterizado por RMN

como um triacilglicerol (M2).
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Grupo EH5.1 e EH5.1.1

O grupo EH5.1 (92,3 mg) resultou do agrupamento das fracdes 138-160 de
EH5, com massa de 92,3 mg de um sélido amarelo. Foi realizada uma CLMP com
uma coluna de 10 g SNAP Ultra HP (25 um) e foram coletadas 65 fragdes usando uma
fase mével em ordem crescente de polaridade com os solventes hexano, cloroférmio,
acetato de etila e metanol.

Dessa coluna as fragcbes 37-45 foram agrupadas levando a obtencdo de
EH5.1.1 (42,0 mg) este foi fracionado usando cromatografia em coluna com silica gel,
e hexano, CHCIs, acetato de etila e metanol como eluentes. As fracbes 37 a 46
levaram a obtencao de 26,0 mg de um solido branco identificado apds analise por
RMN como sendo o B-sitosterol puro (M3) e com uma faixa de fuséo de 133,4 — 134,3
°C.

Grupo EHS8

As fragOes 146 a 152 de coluna EH foram agrupadas obtendo-se uma massa
de 2,9 g. Foi feita uma coluna de silica gel utilizando como fase movel em ordem
crescente de polaridade, hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, obtendo-se
145 fragdes. A fracdo 25, com uma massa de 8,0 mg, apresentou uma unica mancha,
gue apods analise por RMN foi identificada como M3. As fracdes 30-32 foram
agrupadas apresentando uma uUnica mancha de cor amarela que apds analise por
RMN foi identificada como 3-oxo-olean-9(11),12-dieno (M4) com uma massa de 12,0

mg, apresentou-se como um solido branco.

Grupo EH8.1 e EH8.1.1

As fracdes 57 a 61, da coluna do grupo EH8, foram agrupadas para formar o
grupo EH8.1 (85 mg) esse foi submetido a cromatografia por coluna de silica gel 60
(230-400 mesh) e foram obtidas 122 frac6es de 10 mL que foram agrupadas de acordo
com perfilem CCD. As fragdes 17 a 21 de EH8.1 foram agrupadas e nomeada como
grupo EH8.1.1 (38 mg). Este grupo foi fracionado em coluna usando os solventes
hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol em ordem crescente de polaridade. As
fracOes 18 e 19 foram agrupadas ja que apresentavam uma unica mancha, e o sélido
branco obtido foi anlisado por RMN de H e *3C e identificado como o 30-hidroxilup-

20(29)-en-3-ona (M5) com uma massa de 9,0 mg.



PARTE EXPERIMENTAL 19

Grupo EH8.2, EH8.2.1 e EH8.2.1.1

As fracdes 62 a 68, de EH8, foram agrupadas (EH8.2, 236 mg) com base no
perfil de CCD e submetidas a cromatografia em coluna, as fragbes da 5 a 10, eluidos
com hexano, apresentaram uma uUnica mancha, foram agrupadas e analisadas por
RMN identificada como M4. A fragdo 36, eluida com hexano-cloroférmio 50%, também
mostrou uma unica mancha em CCD, com uma massa de 13,0 mg, depois da analise
por RMN foi identificada como 11ea-hidroxilup-20(29)-en-3-ona (M6).

As fracBes 40 a 47, de EH8.2, foram agrupadas formando o grupo EH8.2.1 (113
mg), esse foi submetido a cromatografia em coluna sendo recolhidas 63 fragbes de 5
mL. A fracdo 10 foi identificada como M4 (4,0 mg), eluente hexano-cloroférmio 50%,
e afracdo 32, eluida com cloroférmio, como M5 (15,0 mg). As fracdes 33 e 34, eluidas
com cloroférmio, foram agrupadas, para formar o grupo EH8.2.1.1 com uma massa
56 mg. Foi feita uma cromatografia em coluna de silica gel 60 (230-400 mesh) e foram
obtidas 55 fracbes de 10 mL, as fracbes 27 a 31, eluidas com cloroférmio,
apresentavam uma Unica mancha azul ao ser reveladas com vanilina/acido perclorico
com uma massa de 8,8 mg, o solido amarelo obtido ao ser analisado por RMN foi
identificado como uma mistura de 11a-hidroxilup-20(29)-en-3-ona (M6) e pristimerina
(M7).

Grupo EH9

As fracdes 153 a 155 de EH foram agrupadas, com uma massa de 960 mg,
submetida a cromatografia em coluna de silica gel 60 (230-400 mesh) e foram obtidas
140 fracdes de 10 mL. As fragcdes 89-92, cloroférmio-acetato 20%, foram agrupadas
para formar o grupo EH9.1 com uma massa de 30 mg. Este foi fracionado em coluna
onde foram obtidas 36 fragdes de 10 mL. A fracéo 7 (hexano-cloroférmio 50%), depois
de ser analisado seu perfil CCD, apresentou uma unica mancha e uma massa de 5
mg, e foi identificada como 3,7-dioxo-friedelano (M8) apds andlise de RMN de 'H e
13C com uma faixa de fusdo de 154,4 — 157,9 °C.

As demais fracbes de EH, bem como das outras colunas, também foram

trabalhadas, mas nao levaram ao isolamento de nenhum composto.
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3.5 Elaboragéo do extrato cloroformico (EC)

Foram obtidos 28,4 g de extrato cloroformico com uma cor avermelhada de
aparéncia pastosa. Foram separados 4,0 g para testes bioldgicos e o restante (24,4
g) foi submetido a cromatografia em coluna, com 500 g de silica gel 60 (70-230 mesh)
que foi cromatografado em ordem crescente de polaridade utilizando hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros e em misturas com ordem crescente de
polaridade.

Da coluna realizada com o extrato de EC foram coletadas 85 fracfes, de 200
mL cada. De acordo com os perfis apresentados nas placas de CCD e devido ao
tempo para finalizar o trabalho, foi selecionada a fragdo 47 (4,2 g) eluida com uma
mistura de cloroférmio e 30% de acetato de etila, para o fracionamento. Todas as
fracOes coletadas apresentaram uma forte coloracéo alaranjada e avermelhada, o que

€ indicio da presenca de quinonametideos.

ECleEC1.1

Em uma coluna com 250 g de silica gel, foram cromatografados os 4,24 g da
fracdo 47 de EC, e foram obtidas 215 fracGes de 20 mL cada. As fracdes 125-136
foram agrupadas para a formacgédo de EC1.1 (984 mg) e foram fracionadas. Dessa
coluna foram obtidas 118 fracbes de 10 mL cada. Ao avaliar os perfis de CCD de
ECL1.1, foram agrupadas as fracfes 21-23 (em cloroférmio) que foi identificada por
RMN como M3 (17 mg).

Também foram agrupadas as fracdes 42-47 (cloroférmio-acetato 20%) que
apresentaram uma unica mancha vermelha na cromatoplaca. Depois da analise por
RMN, foi determinado que o composto obtido correspondia a estrutura da tingenona
M9 (28 mg), com uma faixa de fusdo de 147,9 — 151,8 °C.

N&o foram determinados os pontos de fusdo de todos os compostos, ja que
alguns foram isolados em quantidades pequenas, e por isso foram priorizados 0s

ensaios de atividade bioldgica.
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4. DETERMINACAO ESTRUTURAL

Na Tabela 4.1 estédo listados os compostos isolados a partir das raizes de
Maytenus distichophylla, do extrato hexanico (EH) e cloroférmico (EC). A maioria dos
compostos isolados sao triterpenos pentaciclicos, caracteristicos do género

Maytenus.

Tabela 4.1: Substancias e misturas isoladas das raizes de Maytenus distichophylla

Caodigo da
Substancias Extrato
amostra
M1 3-Oxofriedelano (ou friedelina) EH
M2 Triacilglicerol EH
M3 B-Sitosterol EH + EC
M4 3-Oxo-olean-9(11),12-dieno EH
M5 30-Hidroxilup-20(29)-en-3-ona EH
M6 11 a-Hidroxilup-20(29)-en-3-ona EH
M6 + M7 | 11lea-hidroxilup-20(29)-en-3-ona e Pristimerina EH
M8 3,7-Dioxofriedelano EH
M9 Tingenona EC

O composto M1 foi identificado por meio do espectro de massas pela
comparacdo com a biblioteca de referéncia NIST. Os demais foram identificados a
partir dos espectros de absorcao no infravermelho e os dados obtidos pelos espectros
de RMN de H, 3C e subespectro DEPT 135, analisados e comparando com dados

publicados na literatura.
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4.1 M1: 3-Oxofriedelano

A Figura 4.1.1 corresponde ao espectro de massas obtido para M1. A

comparacao deste espectro com os espectros do banco de dados da biblioteca NIST,

permitiu identificar M1 como sendo 3-oxofriedelano, com 92% de certeza. O ion

molecular (Mt) aparece em m/z 426 e ao comparar com o perfil de fragmentacéo na

literatura, os dez picos de maior intensidade coincidiram e estdo em m/z: 69 (pico
base), 109, 95, 55, 125, 123, 82, 96, 41 e 67. (NIST, 2009)
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Figura 4.1.1 Espectro de massas da ionizacéo por impacto de elétrons de M1.

A quantidade de amostra obtida (m = 3 mg) de M1 néo foi suficiente para a

andlise por RMN. Conforme relatado por Corsino e colaboradores (2000), os

triterpenos friedelanicos como o 3-oxofriedelano, sdo biossintetizados nas folhas e

levados para as raizes onde sdo transformados em quinonametideos (como

pristimerina), isto pode justificar a pequena quantidade isolada de M1.
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4.2 M2: Triacilglicerol

Ha'

Ha C O CO R Cadeia A

Hb C (0] coO R Cadeia B

Ha C o) co R Cadeia A

Ha'

R=CH2- CH2- (CH2)n- CHs
o B ®

O triacilglicerol foi isolado como um sdlido transltcido, a partir de EH. A Figura
4.2.1 corresponde ao espectro de RMN de 'H do triacilglicerol. Neste espectro é
observado um multipleto entre &4 5,24-5,34, referente ao atomo de hidrogénio b, dois
duplos dupletos em &, 4,10-4,19 (J1 = 11,9 Hz e J2 = 5,9 Hz) e 544,26-4,34 (J: = 11,9
Hz e J2 = 4,3 Hz) referente aos hidrogénios Ha, Ha' (4H); 1 2,27-2,35 corresponde
aos hidrogénios metilénicos a a carbonila (6H), o sinal em 04 1,26 corresponde aos
demais hidrogénios metilénicos da cadeia alifatica, e o tripleto 04 0,85-0,91 (J = 4,45
Hz, 9H) corresponde aos hidrogénios das metilas terminais w (GUNSTONE et al.,
2007).

No espectro de RMN de *3C (Figura 4.2.2) os sinais em dc 173,30 e 172,89
foram atribuidos as carbonilas das cadeias A e B, respectivamente. No subespectro
DEPT 135 (Figura 4.2.3) foi possivel observar sinais em oc 62,13 e 6c 68,91 referentes
aos atomos de carbono metilénicos a e metinico b respectivamente, e em ¢ 14,12

referentes aos atomos de carbono metilicos ¢y (GUNSTONE et al., 2007).
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Figura 4.2.2 Espectro de RMN de *3C de M2 (CDCls, 100 MHz).
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Figura 4.2.3 Subespectro DEPT 135 de M2 (CDCls, 100 MHZz).
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4.3 M3: B-Sitosterol

M3 é um sdlido branco e cristalino, que foi obtido dos extratos hexanico e
cloroférmico. Na Figura 4.3.1 é apresentado o espectro na regido do IV que mostra
bandas de absorcdo em 3371 cm referente ao estiramento da ligagdo OH, 2926-
2867 cm™ caracteristicas de estiramento simétrico e assimétrico da ligacdo CH de
grupos alifaticos, 1467 e 1369 cm referentes a deformacédo angular no plano de
ligacdo simples CH de grupos alifaticos. As bandas que apareceram na faixa de 840
a 742 cm correspondem a ligacdo C-H fora de plano da insaturacédo dos carbonos
C5-C6.
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Figura 4.3.1 Espectro na regiao do IV (ATR) de M3.
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O espectro de RMN de 'H (Figura 4.3.2) de M3 apresenta um multipleto de
OH 3,45-3.48 que é atribuido ao hidrogénio do carbono carbindlico C3, um dupleto em
04 5,34-5,37 que € atribuido a H-6 que é um hidrogénio olefinico.

No espectro de RMN de *3C (Figura 4.3.3) aparecem 27 sinais, sendo que dois

possivelmente se encontram sobrepostos, o que daria um total de 29 sinais, sugerindo
a estrutura de um esteroide. O sinal em O 71,83 foi atribuido ao carbono C3 contendo
0 grupo hidroxila e os sinais em Oc 140,79 e Oc 121,73 atribuidos aos carbonos

olefinicos das posicdes C5 e C6, respectivamente.

R70 Shirley g
!
I

r T T T T T T T T T T T T T T T T
375 370 365 360 355 350 345 3.40 335
f1 (ppm)

1.05—




DETERMINACAO ESTRUTURAL

107

T T T T T T
M a0 50 40 30 20 1 a

T T T T T
150 140 130 120 110 100 a0
1 {anm)

Figura 4.3.3 Espectro de RMN de 13C de M3 (CDCls, 100 MHz).
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Figura 4.3.4 Subespectro DEPT 135 de M3 (CDCls, 100 MHz).
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Os dados obtidos a partir do espectro de RMN de *3C e subespectro DEPT 135
foram comparados com os da literatura (DE-EKNAMKUL e POTDUANG, 2003) e séo
apresentados na Tabela 4.3.1 e permitiram confirmar que M3 trata-se do B-sitosterol.

Tabela 4.3.1 Comparacéo dos dados de RMN de '3C de M3 com os dados da literatura

para o B-sitosterol

Referéncia
. (DE-EKNAMKUL e
No.do C Tipo de C oc* M3 POTDUANG,

2003)
1 CH> 37,28 37,22
2 CH> 31,69 31,63
3 CH 71,83 71,80
4 CH> 42,35 42,19
5 C 140,79 140,72
6 CH 121,73 121,71
7 CH> 31,94 31,87
8 CH 31,94 31,87
9 CH 50,18 50,10
10 C 36,53 36,48
11 CH2 21,11 21,07
12 CH> 39,81 39,74
13 C 42,35 42,26
14 CH 56,80 56,73
15 CH> 24,32 24,29
16 CH2 28,26 28,22
17 CH 56,09 56,02
18 CHs 11,80 11,84
19 CHs 19,42 19,39
20 CH 36,16 36,12
21 CHs 18,80 18,76
22 CH> 33,99 33,91
23 CH> 26,14 26,02
24 CH 45,88 45,81
25 CH 29,20 29,11
26 CHs 19,83 19,80
27 CHs 19,06 19,01
28 CH> 23,10 23,04
29 CHs 12,00 11,97

Solvente: *CDClz, 100 MHz.

29
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4.4 M4: 3-Oxo-olean-9(11),12-dieno
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O espectro na regido do IV (Figura 4.4.1) de M4 apresentou bandas de forte
intensidade em 2945, 2922 e 2867 cm™, correspondendo as deformacées axiais de
ligacdo CH de grupos CHs e CH2. A banda em 892 cm™ corresponde a deformacéo
fora do plano da ligacdo dupla (MAIA et al., 2000). A banda de absor¢cdo em 1712
cm sugere a presenca de carbonila no composto. A presenca de uma banda em
3407 cm?, sugere a presenca de agua durante a andlise da amostra, caracteristica

do grupo hidroxila.

o

Figura 4.4.1 Espectro na regido do IV (ATR) de M4.
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O espectro de RMN de 'H (Figura 4.4.2) apresentou dois dupletos em o+ 5.63
(J = 5,6 Hz) e 61 5,53 (J = 5,6 Hz), correspondente a hidrogénios olefinicos. Este
espectro apresenta também oito simpletos em &+ 0,88; 0,90; 1,01; 1,08; 1,11, 1,17,
1,21; 1,26; correspondendo a oito grupos metilas caracteristicos de esqueleto
triterpénico.

O espectro de RMN de 13C (Figura 4.4.3), que apresentou 30 sinais de carbono,
confirmando a natureza triterpénica de M4, e o subespectro DEPT 135 (Figura 4.4.4)
apresentaram sinais em &c 117,54 e 120,63 correspondentes aos CH dos carbonos
11 e 12 e dc 147,71 e 152,35 atribuidos a C13 e C9. Em &¢ 217,67 aparece um sinal

gue foi atribuido ao carbono carbonilico.
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Figura 4.4.2 Espectro de RMN de 'H para M4 (CDCIz, 400 MHz).
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Figura 4.4.4 Subespectro DEPT 135 para M4 (CDCls, 100 MHZz).

Os dados obtidos a partir dos espectros de RMN de 3C e subespectro DEPT
135 foram comparados com os da literatura (BARNES et al, 1984) e séao
apresentados na Tabela 4.4.1 e permitiram identificar M4 como sendo o 3-oxo0-olean-

9(11),12-dieno. Para o atomo de carbono C14 pode se observar uma diferenca
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consideravel no deslocamento quimico entre M4 e o relatado na literatura. No entanto,

para o 3p-olean-9(11),12-diol foi relatado para C14 o valor de é¢c 43,14 (MENEZES,

2004) e para o &acido 3-oxo-olean-9(11),12-dien-30-oico o valor de o&c 44,4

(MUHAMMAD et al., 2000), compostos com mesmo esqueleto que M4, estes dados

sugerem que o valor reportado por Barnes (1984) deve estar incorreto.

Tabela 4.4.1 Comparacédo dos dados de RMN de 13C de M4 com os dados da literatura

para o 3-ox0-olean-9(11),12-dieno

No.do C Tipode C 6c* M4 (BEST\?&?E?M)
1 CH> 37,06 37,0
2 CHz 34,63 34,5
3 C 217,67 217,5
4 C 47,36 47,2
5 CH 51,85 51,7
6 CH2 19,65 19,1
7 CH> 31,34 31,2
3 C 40,70 40,6
9 C 152,35 1521
10 C 38,27 38,1
11 CH 117,54 117,3
12 CH 120,63 120,4
13 C 147,71 147,2
15 CH> 27,25 27,2
16 CH2 25,74 25,6
17 C 32,19 32,1
18 CH 45,73 45,6
20 C 31,13 31,6
21 CH> 34,54 34,5
22 CH> 37,84 37,7
23 CHz 26,93 26,8
24 CHs 21,31 21,2
o5 CHs 20,61 20,5
27 CHs 25,26 25,2
28 CHs 28,74 28,7
29 CHs 33,18 33,1
30 CHs 23,71 23,6

Solvente: *CDCl3, 100 MHz

30




DETERMINAGAO ESTRUTURAL 34

4.5 M5: 30-Hidroxilup-20(29)-en-3-ona
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O espectro de RMN de 'H (Figura 4.5.1) de M5 apresentou sinais de
hidrogénios olefinicos sendo dois simpletos em 6+ 4,90 e &1 4,94, caracteristicos do
esqueleto lupéanico (SILVA, 2014). Apresentou, também um sinal em &1 4,12 integrado
para dois hidrogénios indicando grupo oximetilénico (-CH20H).

No espectro de RMN de 3C (Figura 4.5.2) foram identificados 30 sinais de
carbono, que correspondem a estrutura de um triterpeno. Foram observados os sinais
de 6 metilas, &c 14,38, &c 15,71, &¢c 15,90, &¢c 17,63, d¢c 20,94 e dc 26,60, sugerindo
gue uma das sete metilas do esqueleto lupanico encontrava-se hidroxilada. O sinal
em &c 218,00 foi atribuida ao carbono da carbonila em C3, e o sinal em dc 64,97
atribuido ao carbono metilénico C30. Também foram observados os sinais em &c
106,85 e Oc 154,64 que correspondem aos carbonos olefinicos C29 e C20,
respectivamente.

Os dados de RMN de *3C foram comparados com os dados da literatura (TINTO

et al., 1992) o que permitiu identificar M5 como a 30-hidroxilup-20(29)-en-3-ona.
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Figura 4.5.1 Espectro de RMN de *H de M5 (CDClz, 400 MHz).
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Tabela 4.5.1 Comparacéo dos dados de RMN de '3C de M5 com os dados da literatura

para 30-hidroxilup-20(29)-en-3-ona

No.doC | TipodeC | 8*MS | (riNro doop
1 CH: 39,50 39.6
2 CH2 34,04 341
3 C 218,00 2183
4 C 47,22 47.3
S CH 54,82 54.9
6 CHz 19,59 19,7
7 CH 33,51 336
8 C 40,73 40,8
9 CH 49,66 497
10 C 36,79 36,9
11 CH: 21,48 21.6
12 CHz 26,71 26,7
13 CH 38,06 381
14 C 42,78 429
15 CH2 27,32 27.4
16 CHz 35,33 354
17 C 42,93 43,0
18 CH 48,78 488
19 CH 43,70 43,8
20 C 154,64 1547
21 CH 31,68 318
22 CH> 39,75 39,8
23 CHs 26,60 26.7
24 CHs 20,94 21,0
25 CHs 15,90 16.0
26 CHs 15,71 15.8
27 CHs 14,38 145
28 CHs 17,63 17,7
29 CH> 106,85 106.,8
30 CH2 64,97 65,0

Solvente: *CDClz, 100 MHz
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4.6 M6: 11a-Hidroxilup-20(29)-en-3-ona
Ha Hb
29
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O composto M6 foi isolado como um sélido branco e cristalino, dos extratos
hexanico e cloroférmico. O espectro na regido de IV apresentou sinais em 3505 e
3395 cm?, caracteristica de deformacdo axial de hidroxila; em 2938 e 2863 cm™
atribuidos a deformacéo axial das ligacdes CH de CHs e CHz, em 1764 cm referente
a deformacédo axial do grupo carbonila (MENEZES, 2004). Apresentou também,

banda intensa em 880 cm™ atribuida a presenca de insaturagéo.

T v T T T ¥ T T T ¥ T T i T ¥ T T T T T
2300 JE00 3300 H00 2700 2400 2100 1800 1500 1200 200 600

L=

Figura 4.6.1 Espectro de absorcéo da regiao do IV de M6 (ATR).
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O espectro de RMN de 'H de M6 (Figura 4.6.2) apresenta sinais de um dupleto
triplo em &y 3,87-3,94 (J1 = 4,8 Hz, J2 = 10,8 Hz) correspondente a um hidrogénio
carbindlico (H-11), também apresenta sinais em &+ 4,60 e 6+ 4,72 que correspondem
a hidrogénios olefinicos de uma dupla ligagéo terminal.

No espectro de RMN de '3C (Figura 4.6.3), sdo registrados os sinais de
0c 109,96 e &¢ 150,22 que correspondem aos carbonos de uma olefina caracteristica
de C29 e C20 em esqueleto lupéanico.

Os sinais do espectro de RMN de 3C e do subespectro DEPT 135 (Figura
4.6.4), indicam um lupano duplamente funcionalizado com uma carbonila em C3, com
deslocamento quimico em &c 218,64, e uma hidroxila na posi¢do 11, com &c 70,50. A
estrutura do composto foi determinada através da comparac¢éo dos dados obtidos para
M6 com a literatura (SILVA, 2007), esses dados sédo apresentados na Tabela 4.6.1 e

correspondem ao composto 11a-hidroxilup-20(29)-en-3-ona.

83 398 394 392 340

70 6.5 &.0 55 50 45 41 3.5 3.0 2.5 20 15 10 0.5 0.0
1 {oam)

Figura 4.6.2 Espectros de RMN de *H de M6 (CDClz, 400 MHz).
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Tabela 4.6.1 Comparacéo dos dados de RMN de '3C de M6 com os dados da literatura

para 11 a-hidroxilup-20(29)-en-3-ona

No.doC | TipodeC | &utMs | (VTR0
1 CH2 42,11 42,07
2 CH: 34,28 34,21
3 C 218,64 218,84
4 C 47,74 47,63
S CH 54,84 54,76
6 CH2 19,68 19,64
7 CHz 34,28 34,27
8 C 42,47 42,41
9 CH 54,98 54,87
10 C 38,25 38,20
11 CH 70,50 70.49
12 CH2 37,55 37.44
13 CH 37,24 37.17
14 C 42,67 42,16
15 CH2 27,44 27 41
16 CH2 39,84 3980
17 C 43,08 43,05
18 CH 47,65 47,63
19 CH 47,70 47,70
20 C 150,22 150,20
21 CH2 29,84 29,78
22 CHz 35,45 35,40
23 CHs 27,45 27 46
24 CHs 20,80 20.77
25 CHs 16,67 16,71
26 CHs 16,89 16.86
27 CHs 14,46 14.42
28 CHs 18,10 18,08
29 CHo 109,96 109,95
30 CHs 19,40 19.37

Solvente: *CDCls, 100 MHz
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4.7 M6 + M7: 11a-Hidroxilup-20(29)-en-3-ona e pristimerina

Ha Hb

S

N
N
3

M6 23 A M7

A mistura de M6 e M7 foi obtida como um sélido cristalino de cor avermelhada,
a partir do extrato hexanico. O espectro no IV apresentou bandas em 3350 e 1597
cm atribuidas a presenca de grupos hidroxila e alqueno respectivamente. A mistura
apresenta trés tipos de carbonila: cetona, éster e cetona conjugada, no entanto, no
espectro podem ser observadas apenas duas bandas, em 1732 e 1704 cm?,
caracteristicas do grupo carbonila. Apresentou, também, bandas em 2942 e 2867
cm? que correspondem a deformacéo axial da ligacdo CH de grupos CHz e CH2. A
banda que corresponde ao grupo —OH esta com baixa intensidade devido a técnica

gue foi utilizada para a obten¢éo dos espectros.

T L T T T T T T T T T T T T
300 250 3300 300 210 24N 2900 1800 1500 12200 800 B

l.'-"'l.

Figura 4.7.1 Espectro na regido IV de M6 e M7 (ATR).
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O espectro de RMN de 'H (Figura 4.7.2) apresenta sinais de hidrogénio em oy
7,02 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-6), 61 6,54 (1H, s, H-1), 61 6,36 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-7) que
s&o caracteristicos de triterpenos da classe dos quinonametideos. Também aparecem
sinais em O+ 4,60 e On 4,72 que sao caracteristicos de hidrogénios olefinicos de uma
dupla ligacao terminal de triterpenos da classe dos lupanos (MENEZES, 2004).

No espectro de RMN de *3C (Figura 4.7.3) sdo registrados os sinais de dc
109,96 e ¢ 150,22 que séo caracteristicos dos carbonos olefinicos do composto M6.

Os sinais dos carbonos olefinicos &c 146,00; 6c 134,16; &¢c 127,39; &¢c 119,55;
Oc 118,14 e do carbono metoxilico &c 51,57 foram atribuidos aos carbonos de M7
(MENEZES, 2004).

A identificacdo da mistura foi obtida pela comparacdo dos dados obtidos com
a literatura conforme apresentado na Tabela 4.7.1. A partir destes dados foi possivel
identificar M6 como sendo a 1la-hidroxilup-20(29)-en-3-ona e M7 como
pristimerina. Pela intensidade dos sinais de *3C e a integracéo dos hidrogénios, pode-
Se sugerir que 0os compostos estdo presentes numa proporcao de aproximadamente

1:1 na mistura.
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Figura 4.7.2 Espectro de RMN de H de M6 + M7 (CDClz, 400 MHz).
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Tabela 4.7.1 Comparacédo dos dados de RMN de *3C de M6 + M7 com os dados da

literatura para a mistura de 1la-hidroxilup-20(29)-en-3-ona e

pristimerina
No.do | Tipo de 5c* M6 REfe&%nC'a No.do | Tipo de Refehr/ﬁnc'a
c | ¢ Sy | €| o7 | sowr | cemeneo
1 CH: 42,11 42,07 1 CH 119,55 119,6
2 CH> 34,28 34,21 2 C 178,33 178,4
3 C 218,64 | 218,84 3 C 146,00 146,1
4 C 47,74 47,63 4 C 117,16 117,0
5 CH 54,84 54,76 5 C 127,39 127,5
6 CH> 19,68 19,64 6 CH 134,16 133,9
7 CH> 34,28 34,27 7 CH 118,14 118,1
8 C 42 47 42 .41 8 C 170,16 169,9
9 CH 54,98 54,87 9 C 42,07 42,9
10 C 38,25 38,20 10 C 164,80 164,7
11 CH 70,50 70,49 11 CH: 33,55 33,6
12 CH2 37,55 37,44 12 CH> 29,75 29,7
13 CH 37,24 37,17 13 C 39,41 39,4
14 C 42,67 42,16 14 C 45,05 45,0
15 CH2 27,44 27,41 15 CH2 28,63 28,7
16 CH2 39,84 39,80 16 CH2 36,37 36,4
17 C 43,08 43,05 17 C 30,54 30,6
18 CH 47,65 47,63 18 CH 44,29 44.4
19 CH 47,70 47,70 19 CH: 30,90 30,9
20 C 150,22 | 150,20 20 C 39,79 40,4
21 CH2 29,84 29,78 21 CH> 29,65 29,9
22 CH: 35,45 35,40 22 CH> 34,79 34,8
23 CHs 27,45 27,46 23 CHs 10,27 10,2
24 CHs 20,80 20,77 25 CHs 38,28 38,3
25 CHs 16,67 16,71 26 CHs 21,61 21,6
26 CHs 16,89 16,86 27 CHs 18,07 18,3
27 CHs 14,46 14,42 28 CHs 31,60 31,6
28 CHs 18,10 18,08 29 C 178,76 178,7
29 CH> 109,96 | 109,95 30 CHs 32,69 32,7
30 CHs 19,40 19,37 31 CHs 51,57 51,50

Hb

Solvente: *CDCl3, 100 MHz
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4.8 M8: 3,7-Dioxofriedelano
30 29
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O composto M8 foi isolado como um sélido branco, cristalino, em forma de
agulhas. O espectro na regido do IV (Figura 4.8.1) de M8 apresentou bandas de
absorcdo em 2981-2859 cm™ caracteristica de estiramento simétrico e assimétrico da
ligacdo CH de compostos alifaticos. Além disso, também apresentou bandas em 1451
e 1392 cm caracteristicas da deformacdo angular de ligacées simples CH de
compostos alifaticos. Em 1708 cm™ aparece uma banda de carbonila, de forte

intensidade, correspondente aos dois grupos carbonila no triterpeno.

1704
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Figura 4.8.1 Espectro na regido de IV (ATR) de M8.
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O espectro de RMN de 'H (Figura 4.8.2) apresentou sete simpletos em 61 0,77,
0,88, 0,91, 0,96, 1,00, 1,07, e 1,18 relativos a sete metilas e um dupleto em &x 0,88
associado a metila C23, caracteristicas de esqueleto friedelano (RODRIGUES, 2011).

Nos espectros de RMN de *3C e subespectro DEPT 135 (Figuras 4.8.3 e 4.8.4)
observam-se um total de 30 sinais de carbono. Os sinais em dc 210,93 e 210,48
indicaram que no esqueleto friedelano existiam duas carbonilas.

Os dados de RMN de '3C foram comparadas com dados da literatura (SILVA,

2014) e permitiram identificar M8 como sendo do 3,7-dioxofriedelano.
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Figura 4.8.2 Espectro de RMN de 'H de M8 (CDCls, 400 MHz).
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Figura 4.8.3 Espectro de RMN de 3C de M8 (CDCls, 100 MHz).
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Figura 4.8.4 Subespectro DEPT 135 de M8 (CDCls, 100 MHZz).
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Tabela 4.8.1 Comparacéo dos dados de RMN de '3C de M8 com os dados da literatura

para o 3,7-dioxofriedelano

No.doC | TipodeC | Be*M8 | o'y pors

1 CH> 21,82 21,66
2 CH2 41,05 40,89
3 C 210,93 210.82
4 CH 58,02 57,84
S CH 47,18 47,02
6 CH> 57,08 56,90
7 C 210,48 210.35
8 C 63,69 6351
9 C 42 55 42.38
10 CH 59,23 5905
11 CH2 35,67 35,50
12 CH> 30,02 29 86
13 C 39,57 39.39
14 C 37,65 37.48
15 CH2 31,99 31,81
16 CH2 36,48 36,31
17 C 30,30 30,14
18 CH 41,98 41,81
19 CH2 35,12 34,94
20 C 28,23 28,07
21 CH: 32,97 32.81
22 CH2 38,83 38,66
23 CHs 6,98 6.84

24 CHs 15,33 15.18
25 CHs 18,42 18.28
26 CHs 19,39 19,24
27 CHs 19,64 19,48
28 CHs 32,26 32,11
29 CHs 31,73 3157
30 CHs 34,72 34,57

Solvente: *CDClz, 100 MHz
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4.9 M9: Tingenona
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O composto M9 foi isolado como um sélido alaranjado, isolado dos extratos EH
e EC. O espectrono IV (Figura 4.9.1) de M9 apresentou bandas de absor¢céo em 2926-

2867 cm, caracteristica de estiramento simétrico e assimétrico da ligacdo CH de

compostos alifaticos. O sinal em 1727 cm é caracteristica da presenga de carbonila

de cetona e uma banda em 1668 cm indica a presenca de uma segunda carbonila

conjugada. A banda observada em 3434 cm™ que é caracteristica da hidroxila, ndo

estd intensa devido a técnica que foi utilizada para a obtencéo do espectro.
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Figura 4.9.1 Espectro da regiao de IV de M9 (ATR).



DETERMINAGAO ESTRUTURAL 51

O espectro de RMN de 'H (Figura 4.9.2) apresentou sinais em &n 7,07 (1H, d,
J = 7,1 Hz, H-6); &n 6,55 (1H, s, H-1); &4 6,40 (1H, d, J = 7,1 Hz, H-7) que séo
caracteristicas de triterpeno quinonametideo.

O espectro de RMN de 3C (Figura 4.9.3) apresenta 28 sinais de carbono,
sendo os sinais na regido de dc 117-180, correspondentes a carbonos olefinicos e
carbonilico, caracteristicos de triterpeno com esqueleto quinonametideo.

Os valores de deslocamento quimico dos espectros de RMN de 3C e
subespectro DEPT 135 (Figura 4.9.4), foram comparados com a literatura

(RODRIGUES, 2011) e permitiram identificar este composto como tingenona.
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Figura 4.9.3 Espectro de RMN de 3C de M9 (CDCls, 100 MHz).
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Tabela 4.9.1 Comparacéo dos dados de RMN de '3C de M9 com os dados da literatura

para a tingenona

Referencia
No.do C Tipode C 6c* M9 (RODRIGUES,

2011)
1 CH 118,79 119,8
2 C 178,42 178,4
3 C 146,14 146,0
4 C 117,25 117,1
5 C 127,77 127,7
6 CH 133,64 133,6
7 CH 118,16 118,1
8 C 168,71 168,7
9 C 42,75 42,7
10 C 164,73 164,7
11 CH> 33,83 33,8
12 CH2 29,97 29,9
13 C 40,67 40,6
14 C 44,68 44,6
15 CH2 28,55 28,5
16 CH:2 35,55 35,5
17 C 38,19 38,2
18 CH 43,58 43,5
19 CH2 32,10 32,0
20 CH 41,91 41,8
21 C 213,49 213,6
22 CH2 52,55 52,5
23 CHs 10,27 10,2
25 CHs 39,05 39,0
26 CHs 21,57 21,5
27 CHs 19,73 19,7
28 CHs 32,58 32,5
30 CHs 15,10 15,1

Solvente: *CDCls, 100 MHz




ATIVIDADE BIOLOGICA 54

CAPITULO Il - Atividade Biolbgica
5. Ensaio de toxicidade
5.1 Descricao Geral

O nematddeo Caenorhabditis elegans tem sido usado como um modelo animal
importante em diferentes areas como a neurobiologia e a genética. As caracteristicas
gue fazem dele uma boa opcao séo: a facilidade para sua manipulacdo genética, o
programa de desenvolvimento completamente descrito, 0 genoma bem caracterizado,
a facilidade de manutencéo, ciclo de vida curto e prolifico e 0 seu tamanho pequeno
(LEUNG et al., 2008).

O modelo de teste de toxicidade utilizando C. elegans é valido visto que o0s
resultados das anadlises realizadas assemelham-se aqueles observados em
experimentos utilizando modelos classicos de organismos eucariotas. Muitos dos
processos basicos fisioldgicos e respostas ao estresse que sao observados em outros
eucariotas e murinos (subfamilia de roedores miomorfos Murinae que inclui ratos) sao
similares aos observados em C. elegans. Por meio de dados de bioinformatica
constatou-se que 60-80% dos humanos possuem genes homologos ortologos em C.
elegans (KALETTA e HENGARTNER, 2006). Sendo genes ortélogos aqueles que
foram separados por um processo de especiacdo, onde cada coépia divergiu para

espécies distintas, eles partiham de um ancestral comum e possuem funcdes

similares.

Figura 5.1 Foto de Caenorhabditis elegans, adulto, hermafrodita. Fonte: BOYD et al.,
2012.

Existem relatos na literatura de varios testes utilizando C. elegans, para
determinar a toxicidade e eficacia de um numero elevado de compostos. A principal

vantagem desse modelo € a de se avaliar a toxicidade e a eficacia dos compostos in
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vivo e em maior escala utilizando microplacas, isto €, simultaneamente sdo avaliados

varios compostos em um curto espaco de tempo.

A inclusdo do modelo de C. elegans nas primeiras etapas do desenvolvimento
de farmacos antifungicos ou de antimicrobianos permite, in vivo, a determinacdo de
doses ndo toxicas, a selecao dos compostos mais promissores e 0 acompanhamento
da concentracdo efetiva em um dnico ensaio, consequentemente reduzindo

consideravelmente os experimentos em animais (THEVISSEN et al., 2011).

Para testar a eficacia dos compostos no modelo de infec¢éo de C. elegans, a
sobrevivéncia dos nematddeos infectados é monitorada na auséncia e na presenca
das substancias em andlise. Quando um composto quimico ndo tem atividade no
modelo de infeccdo in vivo, s6 uma média de 10-20% dos nematddeos permanecera
viva (THEVISSEN et al., 2011).

A aplicacdo do modelo C. elegans permite estabelecer uma classificagédo dos
potenciais de toxicidade entre os compostos, favorecendo a escolha mais racional dos
posteriores testes in vivo, com reducdo dos estudos em animais (DENGG e VAN
MEEL, 2004). Este fato contribui para o estudo da toxicidade potencial de novos
compostos farmacéuticos. Varios estudos de tolerabilidade/letalidade apresentam
boas correlagdes entre os resultados obtidos de testes realizados com C. elegans e
com roedores (DENGG et al., 2004). Assim, o0 modelo C. elegans proporciona uma

resposta rapida e de baixo custo, da toxicidade de compostos farmacéuticos.

O ciclo de vida do C. elegans é apresentado na Figura 5.2. A maior parte da
populacdo de C. elegans é hermafrodita, sendo que 0os machos, responsaveis pela
variabilidade genética representam 0,1% dos individuos. O ciclo de vida dura de 21-
23 dias em temperatura ambiente, podendo se alterar em velocidade em duas outras
temperaturas permissivas. Durante o desenvolvimento o animal passa por quatro
estagios larvais L1, L2, L3 e L4 (adulto jovem) que antecede o individuo considerado
adulto, apto para a postura de ovos. Portanto, os ovos constituem um

desenvolvimento embrionario externo e eclodem no estéagio L1 (CORSI, 2006).

Os testes de toxicidade normalmente séo realizados nos estagios L1 e L4. No
estagio L1 pode se controlar as concentracdes iniciais e as condicdes de crescimento

e no L4 é o estagio larval utilizado em ensaios de infecc¢ao.
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Os testes de toxicidade sdo importantes na avaliacdo da potencial atividade
nematicida e, assim, na aplicacdo em Parasitologia para o desenvolvimento de novos

farmacos.
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Figura 5.2 Ciclo de vida de Caenorhabditis elegans hermafrodita, a 22 °C. Quando a
embriogénesis é completada, as larvas L1 saem da casca do ovo e
comecam o desenvolvimento pos-embrionario, que € dependente da
disponibilidade de fontes nutricionais adequadas. O animal continua seu
desenvolvimento através das etapas L2-L4, até atingir a adulta. Observa-
se gbnadas escuras expandindo-se durante esse periodo de tempo. O
tempo de permanéncia em cada etapa do desenvolvimento € indicado nas
setas.

Fonte: http://francisco-scientiaestpotentia.blogspot.com.br/2014 05 01 archive.html
(adaptado).

Os compostos isolados de Maytenus distichophylla (M1, M3 a M9), bem como
0s extratos hexanico, cloroférmico, acetato-etilico e metandlico, foram submetidos aos
ensaios de toxicidade em C. elegans. E, também, aos testes de avaliacdo do potencial
bacteriostatico/bactericida,  utilizando  Staphylococcus aureus MRSA e
fungistatico/fungicida, por meio de testes com Candida albicans 5314. Estes ensaios
sao essenciais e preliminares para posterior avaliagdo da potencialidade de utilizagao
dos compostos para tratamento de infeccdes bacterianas e fungicas, utilizando C.

elegans como modelo de infecgéo.


http://francisco-scientiaestpotentia.blogspot.com.br/2014_05_01_archive.html
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5.2 Metodologia

Os testes foram realizados pela professora Dra. Viviane Alves Gouveia e seu
grupo de pesquisa, do Laboratdrio de Biologia Celular de Microrganismos (LBCM) do

Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG.
a) Preparo de amostras

Solucdes estoque das amostras foram preparadas utilizando DMSO 100%
como solvente. Devido as diferentes solubilidades das amostras em DMSO, diferentes
concentragbes foram utilizadas para realizacdo do teste. Na Tabela 5.1 estéo
compiladas as concentragdes finais de cada extrato e constituinte de M. distichophylla

utilizado nos ensaios realizados.

Tabela 5.1 Concentragao das amostras isoladas de Maytenus distichophylla utilizadas

nos testes
Ly Cadigo Conc. Final
Cadigo* Nome Anter?or (ng/mL)
CO Extrato hexanico EH 27,4
DS Extrato cloroférmico EC 27,8
ES Extrato acetatoetilico EAE 40,8
FS Extrato metandlico EM 40,8
C1 3-Oxofriedelano M1 11,0
C2 B-Sitosterol M3 16,1
C3 3-Oxo-olean-9(11),12-dieno M4 20,0
ca 11_a—_Hidrpxilup-20(29)-en-3-ona e M6: M7 54.8
Pristimerina

C5 11 a-Hidroxilup-20(29)-en-3-ona M6 29,6
C6 30-Hidroxilup-20(29)-en-3-ona M5 32,0
C7 3,7-Dioxofriedelano M8 45,6
(0f ] Tingenona M9 56,0

*Cddigos atribuidos pela equipe que realizou o teste
b) Cultivo de microrganismos

Candida albicans (SC5314) foi mantida em meio de cultivo YPD sdlido. Para os
ensaios, uma colénia de C. albicans isolada do meio sélido, foi crescida em meio YPD
liquido a 28 °C, sob agitacdo e mantida durante 18 h. Staphylococcus aureus MRSA
(ATCC) foi mantida em LB sélido e para os ensaios foi crescida, a partir de uma colénia
isolada, durante 18 h em meio LB liquido. Os estoques foram preservados a -80 °C.
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c) Cultivo e manutencédo de Caenorhabditis elegans

A linhagem tipo selvagem N2 Bristol obtida do Caenorhabditis Genetics Center
(CGC) foi mantida em meio especifico “Nematode Growth Media” (NGM) semeado
com Escherichia coli OP50, a 20 °C (BRENNER, 1974). Para os ensaios de toxicidade
0s nematddeos foram mantidos em meio tampdo M9 (KH2PO4 3.0 g, Naz2POa4 6,0 g,
NaCl 5,0 g em 1L de 4gua e 1 mL de MgSOs 1 mol L1), usando um protocolo padréo
modificado (LIONAKI e TAVERNARAKIS, 2013).

d) Ensaio de viabilidade antimicrobiana

Para avaliacao da viabilidade celular, microbiana ou de C. elegans, foi realizado
o teste colorimétrico de metabolizacdo de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio]) Sigma. Este teste se fundamenta na absorcdo do MTT pelas
células metabolicamente ativas, sendo 0 mesmo reduzido pela succinato
desidrogenase no interior da mitocéndria, a um produto insolavel e de cor purpura,
chamado formazan (HJERTSTEDT et al., 1998). Para este ensaio, realizado em
placas de 96 pocos, a suspensao dos microrganismos C. albicans ou S. aureus
(~ 2x10° células/mL), em 200 uL de tampdo M9, foram adicionadas de 2% (v/v) dos
compostos e incubados durante 24 h a 28 °C. Em seguida, 20 pL de MTT (5 mg/mL)
foram adicionados a suspensao e a mistura incubada durante 4 ha 18 ha 28 °C. O
meio de cultivo foi removido e 100 pL de DMSO foram adicionados para solubilizacao
do azul de formazan. A absorbancia foi medida em espectrofotémetro (550 nm) e
utilizada para determinar a viabilidade celular em comparagcdo com as mesmas

suspensdes celulares ndo expostas aos compostos.
e) Andlises de toxicidade dos compostos em C. elegans

A exposicado a diferentes compostos potencialmente bioativos foi realizada
utilizando dois sistemas distintos, em placas de 96 pocos: (1) larvas L1 em tampéao
M9 durante 24 h (exposi¢ao aguda de L1) e (2) larvas L4 com alimentagédo normal de
E. coli OP50 por 12 dias.

Todas as exposicdes foram realizadas a 25 °C, na auséncia de alimentacéo

normal (E. coli OP50), utilizando DMSO como controle negativo.

Apos a exposicdo aguda e crbénica de L1, a viabilidade de C. elegans foi medida
por ensaio de MTT (JAMES e DAVEY, 2007).
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f) Analise da toxicidade cronica dos compostos em C. elegans (viabilidade e
sobrevivéncia)

Os ensaios de toxicidade cronica (exposicédo crbnica) e sobrevivéncia de C.
elegans com determinacdo de LT50 (SOLIS e PETRASCHECK, 2011), que
representa 50% de letalidade em uma concentracdo de um dado composto, foi
realizada utilizando C. elegans adultos jovens (L4) em tampéao M9 (em placas de 96
pocos) na presenca de FUdR, um inibidor de timidilato sintase, adicionada ao tamp&o
M9 para impedir a producéo de descendéncia de C. elegans (MITCHELL, et al. 1979),
e utilizando a concentragdo maxima dos compostos. Apos exposicao de larvas L4, a
porcentagem de sobrevivéncia foi usada para avaliar a sobrevida, assim o0s
nematddeos observados em estéreo-microscopio foram considerados como mortos
se ndo responderem ao estimulo mecanico com a alga utilizada para manipulacéo

(“worm picker”).

5.3 Resultados

A potencial interferéncia dos compostos sobre a viabilidade celular de S. aureus
MRSA e C. albicans foi avaliada por meio do teste de MTT. As taxas de sobrevivéncia
(%) de S. aureus MRSA e C. albicans frente as amostras testadas, quando
comparadas aos mesmos microrganismos expostos ao DMSO (solvente), estédo

apresentadas na Figura 5.3, p. 60.

Todos os compostos causaram uma diminuicéo significativa da viabilidade de
S. aureus MRSA. N&o foram detectados efeitos sobre a viabilidade de C. albicans na
concentracdo maxima testada. As amostras C0O, C4 (EH, M5: M6) (Figura 5.3A, p. 60),
C8 e DS (M9 e EC), Figura 5.3B, apresentaram a maior reducao de viabilidade de S.

aureus, sendo a reducao de aproximadamente 75% ou mais.

Os compostos foram isolados dos extratos hexéanico e cloroférmico. Ao
comparar a atividade desses dois extratos (CO e DS) pode se observar que eles
apresentam uma atividade maior que 0s extratos acetato-etilico e metandlico (ES e
FS). Isso pode ser atribuido a presenca dos compostos triterpenos pentaciclicos na
mistura, os quais tém comprovada atividade antibacteriana (RODRIGUES et al.,

2012). Além disso, a tingenona (C8), isolada do extrato cloroférmico, teve a mesma
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atividade que o extrato (DS), o que pode indicar que a atividade deste, esta associada

a presenca da tingenona.

No momento, esta sendo avaliado se 0s compostos que apresentaram
atividade tém carater bacteriostatico ou bactericida, sendo o segundo caso o mais
interessante no que se refere as infeccdes humanas. Bem como a determinacéo da
concentracgao inibitéria minima, para que os compostos sejam utilizados em ensaio de

infecgéo/ tratamento no modelo de C. elegans.
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Figura 5.3A Atividade biolégica dos compostos, isolados de Maytenus distichophylla,
sobre a viabilidade dos microrganismos patogénicos S. aureus MRSA
(ATCC) e C. albicans (SC5314).
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Figura 5.3B Atividade biolégica dos compostos, isolados de Maytenus distichophylla,
sobre a viabilidade dos microrganismos patogénicos S. aureus MRSA
(ATCC) e C. albicans (SC5314).

A potencial toxicidade aguda (24 h) das amostras sobre larvas L1 de C. elegans
foi avaliada por teste de MTT (Figura 5.4). Nenhum dos compostos apresentou

toxicidade sobre os nematdédeos no tempo e concentracdo testados.
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Figura 5.4. Avaliagdo da potencial toxicidade para C. elegans, dos compostos

isolados de Maytenus distichophylla (toxicidade aguda L1).
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Para alguns compostos observou-se um aumento na formacgéo de azul de
formazan, que sugere uma inducédo de proliferacdo de C. elegans. Entretanto larvas
L1 ndo se multiplicam, entédo valores superiores a 100% indicam nimero maior de
nematddeos nestes poc¢os, superestimando a leitura espectrofotométrica da avaliacédo

da toxicidade aguda dos compostos sobre C. elegans.

7

Para verificar se ndo é observada toxicidade dos compostos sobre os
individuos no estagio L4, visto que este € o estagio larval utilizado em ensaios de
infecgdo, foram realizadas curvas de sobrevivéncia na presenca de alimentacdo
normal de E. coli OP50 e na presenca dos compostos de interesse (toxicidade/
exposicao cronica) na concentracdo maxima testada. Os resultados observados nas
curvas de sobrevida (Figura 5.5, p. 63) demostram que na concentragéo testada os
nematddeos apresentaram reducdo significativa da LT50 para quase todos os
compostos, exceto CO e C4, quando comparados ao controle, indicando que a
exposicao cronica a eles afeta a viabilidade dos C. elegans, sendo assim estes
poderiam ser considerados nematicidas, propriedade que pode ser aproveitada no
campo da Parasitologia. Estes dados, preliminares e que estdo sob nova analise, ndo
excluem a utilizacdo dos outros compostos como antimicrobianos, em concentracdes
mais baixas (testes em andamento), considerando seus efeitos sobre a viabilidade de
S. aureus demonstrada anteriormente.

O resultado da analise sobre os efeitos dos compostos sobre a viabilidade de
S. aureus juntamente com a néao toxicidade dos compostos para larvas L1 e L4 de C.
elegans, sinaliza positivamente para a utilizacdo do extrato hexanico e a mistura de
pristimerina e 11¢-hidroxilup-20(29)-en-3-ona (CO e C4) que apresentaram atividade,
para tratamento da infeccdo bacteriana in vivo, abrindo portas para potenciais novos

farmacos.
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Figura 5.5 Curvas de sobrevida de C. elegans L4 na presenca das substancias
isoladas de Maytenus distichophylla. Os compostos que apresentaram um
LT50 maior a 5 dias sédo considerados com potencial terapéutico, isso foi

observado para as amostras CO (8 dias) e C4 (6 dias).
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6. Estimativa in silico de atividade biolégica

6.1 Introducéo

A pesquisa com produtos naturais, em geral, € de custo elevado e demanda
um tempo bastante prolongado para a avaliacdo das propriedades farmacoldgicas e
toxicolégicas dos compostos isolados. Para minimizar estes custos bem como diminuir
o tempo de realizacéo de testes biologicos, ultimamente tém-se realizado a triagem
virtual para fornecer uma direcéo efetiva para os ensaios biol6gicos dos compostos
isolados. Essa triagem realizada em um computador (in silico) representa uma
ferramenta que contribui para o descobrimento e desenvolvimento de novos
compostos bioativos (OLIVEIRA et al., 2014).

Métodos in silico constituem um avan¢o na Farmacologia propiciando uma
avaliacdo e predicdo de efeitos ou de alvos moleculares que um determinado
composto pode apresentar. Estes métodos tratam-se de um conjunto de abordagens
metodoldgicas, utilizando modelos computacionais e processos estatisticos
relacionados a dados ja publicados sobre farmacologia e toxicologia de varios
compostos ja conhecidos.

A maioria dos compostos naturais, isolados por processos fitoquimicos, é
obtida em quantidades da ordem de miligramas. Assim sendo, uma selecédo ou
“screening” prévio in silico dos compostos naturais de interesse, a partir de resultados
positivos previamente estabelecidos, facilita a interagdo com grupos de pesquisas em
areas especificas da biologia, para realizar os testes de interesse, que garantem o

uso dos recursos cientificos e laboratoriais de forma mais eficiente.

6.2 Quimioinformética

O Professor Dr. Julio Lopes, Departamento de Quimica, ICEx, UFMG,
desenvolveu um “software” por meio do qual sdo realizados calculos dos compostos
com diferentes alvos bioldgicos, utilizando os métodos SVM (Support Vector Machine)
e Bayes (naive-Bayes Classifier), utilizando os “data sets” do ChEMBL. As principais

caracteristicas destas bases de dados sdo apresentadas a seguir.
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ChEMBL data set

ChEMBL é uma base de dados “Open Access” que contém informacdes sobre
a funcéo e farmacocinética (absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excrecédo) de um
grande nimero de compostos bioativos com potencial farmacéutico. Esses dados séo
abstraidos de publicacdes cientificas, analisados e padronizados para maximizar sua
gualidade e utilidade para aplicacdo no desenvolvimento de farmacos (GAULTON et
al., 2017). Neste inicio de 2017, esta base de dados ja contém mais de 65.000
publicacbes, 50 “data sets” depositados, com mais de 1,6 milhdes compostos
diferentes representados na base de dados e 14 milhdes de valores de atividades
biolégicas, associadas a mais de 1,2 milhdes de ensaios. Esses ensaios estdo
mapeados para 11.000 alvos bioldgicos, incluindo 9052 proteinas das quais 4255 séo
de humanos (GAULTON et al., 2017).

Métodos SVM e naive-Bayes

Um algoritmo tipico de aprendizado de maquina “aprende” ou gera uma fungao
gue mapeia uma colecédo de dados relacionados a um conjunto de resultados. Em
guimioinformatica esses dados de entrada séo tipicamente uma descricdo das
moléculas. O resultado é um progndéstico se uma molécula é ativa ou inativa frente a
uma determinada proteina ou uma familia de proteinas. Algoritmos do tipo de
aprendizagem de maquina que tém sido utilizados em quimioinformatica, incluem
maquina de suporte de vector, métodos de montagem, arvores de deciséo, redes

neuronais e classificadores tipo naive-Bayes (WATSON, 2008).

Uma maquina de suporte de vector (SVM) é um algoritmo de computador que
“aprende”, por exemplo, a classificar objetos. SVMs tém sido utilizados com sucesso
em uma grande variedade de aplicacdes bioldgicas. O SVM é uma entidade de
processamento estabelecida para maximizar uma funcédo matematica particular para
uma colecdo de dados (NOBLE, 2006). Um classificador naive-Bayes € gerado
utilizando um conjunto (“set”) de treinamento de casos onde cada um deles é
conhecido e pertence a uma determinada classe (ativo ou inativo). Ao contar o nimero
de vezes que um caso aparece para cada classe, o classificador “aprende” a distinguir

as principais caracteristicas das diferentes classes. Os classificadores naive-Bayes
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sao atrativos pela sua simplicidade e podem ser gerados em tempo linear (WATSON
et al., 2008).

Os resultados obtidos ap6s o uso dos calculos in silico, indicam os alvos
biolégicos para os quais 0os compostos testados apresentaram alguma interagdo. Os
alvos indicados foram filtrados com base nos valores de Pa-Pi (probabilidade de ser
ativo, menos a probabilidade de ser inativo) obtidos pelo software empregado. Valores
maiores a 0,1 para o método SVM e de 0,8 para o método Bayes, foram considerados
como os de maior probabilidade de atividade para ser analisados. Esses valores foram
ordenados e apresentados como um ranking em ordem decrescente de prioridade.
Porém, com esse primeiro filtro os resultados ainda foram numerosos, sendo para
11 a-hidroxilup-20(29)-en-3-ona (M6), com o método SVM, 54 alvos provaveis e com
0 método Bayes, 114; para 30-hidroxilup-20(29)-en-3-ona (M5) pelo método SVM, 66
e 0 Bayes, 282. Para 3-oxo-olean-9(11),12-dieno (M4) pelo método SVM foram 8 alvos
provaveis e método Bayes 16.

6.3 Resultados e discussao

Com a colaboracgéo do Professor Dr. Julio Lopes do Departamento de Quimica
da UFMG, calculos in silico foram realizados para encontrar potenciais atividades
biolégicas que poderiam ser atribuidas para alguns compostos. Para estes calculos
foram selecionados os compostos da série oleano e lupano isolados de Maytenus
distichophylla. Nas analises foram utilizados os métodos SVM e naive-Bayes.

Para discusséo, foram selecionados aqueles alvos que correspondiam aos
‘rankings” de maior probabilidade de ser ativo, sendo comparados os primeiros 20
resultados de cada método, dando prioridade as coincidéncias de alvos obtidas em
cada método.

Com base em dados da literatura, o alvo obtido foi correlacionado com a
doenca ou com efeitos associados a ele. Para cada composto, alguns alvos podem
estar correlacionados com as mesmas doencgas, 0 que é interessante visto que
aumenta a probabilidade do composto ser ativo no tratamento.

Os resultados de atividade em alvos bioldgicos, doencgas ou efeitos associados

ao alvo, considerados como de maior relevancia foram tabelados para os compostos
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11e-hidroxi-lup-20(30)-en-3-ona (Tabela 6.1), 30-hidroxilup-20(29)-en-3-ona (Tabela
6.2, p. 68) e 3-oxo-olean-9(11),12-dieno (Tabela 6.3, p. 69).

Tabela 6.1 Alvos bioldgicos, doencas e efeitos relacionados ao alvo, selecionados in

silico para 11 a-hidroxilup-20(29)-en-3-ona (M6)

Al Doenca ou efeitos Método | Método
VO
relacionados ao alvo Bayes* | SVM*
Troponina do musculo ] 1 5
) Ataque cardiaco

cardiaco

Resisténcia a antibioticos 2 8
B-lactamase o

penicilinicos
SR Cancer de mama 3 12
ZPR1 Cancer 8 7
NCI ADR RES Carcinoma de mama / ovario 9 10
Cisteina protease ATG4B Cancer 18 14

* Ranking das atividades dos data sets do ChEMBL de cada composto com base
nos valores de Pa-Pi (probabilidade de ser ativo menos a probabilidade de ser
inativo). Para o método SVM o corte minimo foi de 0,1 e para o método Bayes o
corte minimo foi de 0,8.
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Tabela 6.2 Alvos biologicos, doencas e efeitos relacionados ao alvo, selecionados in
silico para 30-hidroxilup-20(29)-en-3-ona (M5)

Alvo Doenca ou efeitos Método | Método
relacionados ao alvo Bayes* | SVM*

Troponina do musculo Ataque cardiaco - 1
cardiaco

B-lactamase Resisténcia a antibioticos - 2

penicilinicos

OVCAR 4 Céancer de ovario 2
Acetilcolinesterase Doenca de Alzheimer 3 4
WM 115 Cancer de pele 4

NCI H226 Cancer de pulméao 5 12
HS 578T Cancer de mama 8 20
SHP77 Cancer de pulméao 12 7
CaMKinase delta Leucemia mieldide aguda 17 18

* Ranking das atividades dos data sets do ChEMBL de cada composto com base
nos valores de Pa-Pi (probabilidade de ser ativo menos a probabilidade de ser
inativo). Para o método SVM o corte minimo foi de 0,1 e para o método Bayes o

corte minimo foi de 0,8.



ATIVIDADE BIOLOGICA

69

Tabela 6.3 Alvos biologicos, doencas e efeitos relacionados ao alvo, selecionados in

silico para 3-oxo-olean-9(11),12-dieno (M4)

Alvo Doenca ou efeitos Método | Método
relacionados ao alvo Bayes* | SVM*
Anidrase carbonica Il Artrite reumatoide, ltipus e 1 4
diabetes tipo 1
Acetilcolinasterase Doenca de Alzheimer - 1
HCC1806 Cancer de mama 2 -
SF268 Glioblastoma - 2
NCI ADR RES Carcinoma de mama / ovario - 3

* Ranking das atividades dos data sets do ChEMBL de cada composto com base

nos valores de Pa-Pi (probabilidade de ser ativo menos a probabilidade de ser

inativo). Para o método SVM o corte minimo foi de 0,1 e para o método Bayes o

corte minimo foi de 0,8.

Lupanos

Para 11 a-hidroxilup-20(29)-en-3-ona (Tabela 6.1) e 30-hidroxilup-20(29)-en-3-

ona (Tabela 6.2, p. 68) foram determinados possiveis efeitos em alvos bioldgicos de

interesse, tais como, efeitos sobre a troponina do musculo cardiaco e em inibidores

de B-lactamases.

A atividade sobre a troponina do musculo cardiaco foi a mais importante

determinada para a 11ea-hidroxilup-20(29)-en-3-ona (Tabela 6.1, p. 67). A troponina é
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um complexo de trés proteinas regulatérias (troponina C, troponina | e troponina T),
envolvido na contracdo do musculo cardiaco, mas ndo do musculo liso (FERNANDES
et al., 1998). Pode ser relacionado com as lesées no musculo cardiaco provocados
por um ataque cardiaco.

Aos dois compostos lupanicos, acima citados, também foram atribuidos efeitos
sobre os inibidores das B-lactamases que pertencem a uma familia de enzimas
envolvidas na resisténcia bacteriana aos antibioticos p-lactamicos. A acao destes
inibidores envolve o rompimento do anel B-lactamico permitindo que antibiéticos do
tipo penicilinico atuem. Estratégias para combater esta forma de resisténcia incluem
o desenvolvimento de novos antibiéticos B-lactamicos que sdo mais resistentes ao
rompimento e ao desenvolvimento de novos inibidores enziméticos B-lactamicos.
Embora eles exercam uma atividade antibidtica baixa, ajudam na prevencdo da
degradacao bacteriana dos antibiéticos B-lactamicos e por isso incrementam a faixa
de bactérias onde os farmacos sao efetivos (ESSACK, 2001).

Aos dois compostos lupanicos acima, também foi atribuida atividade em alvos
envolvidos em cancer de mama e cancer de ovario (Tabela 6.1 e 6.2).

Além disso, 0 estudo in silico atribuiu a 11e-hidroxi-lup-20(30)-en-3-ona
possivel atividade sobre os alvos SR (Signal Recognition Particle Receptor), ZPR1
(Proteina citoplasmica zinc-finger), NCI ADR RES e a cisteina protease ATG4B
(Tabela 6.1).

O alvo SR situado em células mamarias € utilizado para alterar a funcao de
proteinas secretérias da membrana do reticulo endoplasmico (OGG et al., 1992). O
alvo ZPR1 (Proteina citopldsmica zinc-finger) € uma proteina que transloca do
citoplasma até o nucleo, depois do tratamento das células com mitégenos. As células
sem ZPR1 ndo sdo viaveis, portanto, essa proteina é essencial para a funcéo
nucleolar normal na proliferacdo das células, e esta relacionada com o tratamento do
cancer (GALCHEVA-GARGOVA et al., 1998). O alvo NCI-ADR-RES é uma linhagem
celular relacionada com o carcinoma em tecidos de ovarios e mama (Base de dados:
CANCER RESEARCH UK).

O alvo cisteina protease ATG4B, situado no citoplasma, esta envolvido no
transporte vacuolar e na autofagia (Base de dados: UNIVERSAL PROTEIN
RESOURCE). A autofagia ajuda na eliminacdo de agregados intracelulares e

organelas danificadas, promove a senescéncia celular, a produgcdo de antigenos
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superficiais, que protegem contra a instabilidade do genoma e prevé a necrose, sendo,
portanto, importante na prevencao de doengas como o cancer, a neuro degeneracao,
cardiomiopatia, diabetes, doencas do figado, doencas autoimunes e infec¢gbes (GLICK
e BARTH, 2010).

Por meio do estudo in silico foi atribuido a 30-hidroxilup-20(29)-en-3-ona,
(Tabela 6.2), atividade sobre o alvo: OVCAR-4, que é uma linhagem celular
cancerigena relacionada ao adenocarcinoma seroso de ovario de alto grau (Base de
dados: SWISS INSTITUTE OF BIOINFORMATICS); sobre a enzima
acetilcolinesterase, cuja inibicdo € uma estratégia promissora para o tratamento de
desordens neurologicas como a enfermidade de Alzheimer, deméncia senil, ataxia e
miastenia grave (MUKHERJEE et al., 2007). Outros alvos foram o WM 115, que
corresponde a uma linhagem celular relacionada com céancer de pele, é derivado de
um tumor primario epitelioide que expressa o antigeno proteoglicano caracteristico de
melanomas (Base de dados: SIGMA-ALDRICH); o NCI H226, uma linha celular do
tecido pulmonar relacionada ao mesotelioma e ao carcinoma de célula escamosa que
séo formas de céancer tipicas do pulméo (ATCC); o HS 578T, que é uma linha celular
epitelial de glandula mamaria relacionada com o cancer de mama (ATCC); SHP 77
gue € também uma linhagem celular epitelial de pulmé&o, relacionada com carcinoma
e cancer de pulméao (ATCC); e sobre a CaMKinase delta que € uma enzima que opera
a cascata de sinais entre CaMKK-CaMK1 iniciadas pelo célcio, que parece exercer
um papel importante no processo de apoptose de células de eritroleucemia (Base de
dados: SWISS INSTITUTE OF BIOINFORMATICS).

Oleanos

Ao triterpeno 3-oxo-olean-9(11),12-dieno o estudo in silico atribuiu possivel
atividade sobre a anidrase carbonica lll (CA3), uma metaloenzima que catalisa a
hidratacao reversivel de dioxido de carbono. A expressédo do gene da CA3 € especifico
do tecido e apresenta altos niveis no musculo esquelético e menores no tecido
cardiaco e tecido liso. Ela é insuficiente nos musculos de pacientes portadores de
miastenia grave. Autoanticorpos de CA3 tém sido encontrados em maiores
guantidades em pacientes com artrite reumatoide, lUpus eritematoso sistémico e
diabetes tipo 1 (CHENGENG, et al., 2012).
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Nos dois métodos in silico utilizados, os lupanos apresentaram maior atividade
para alvos relacionados com doencgas cardiacas e inibidores de B-lactamase
associados a resisténcia bacteriana a antibiéticos penicilinicos. Os trés compostos
avaliados in silico apresentaram atividade promissora em varios tipos de cancer,
principalmente para cancer de mama e de ovério (Tabela 6.1, 6.2 e 6.3). Essa

atividade pode ser atribuida a similaridade da estrutura destes triterpenos

pentaciclicos, com a de varios horménios.
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7. CONCLUSAO

Neste trabalho foi realizado o estudo fitoquimico dos extratos hexanico e
cloroférmico das raizes de Maytenus distichophylla (Celastraceae), coletadas na
Bahia, Brasil. Os extratos e substancias isoladas foram testados para atividade
antibacteriana contra Staphylococcus aureus e antifingica contra Candida albicans.
Ensaio de toxicidade aguda em Caenorhabditis elegans e calculos para a
determinacdo da atividade biolégica promissora, mediante métodos de
guimioinformatica também foram realizados.

O estudo fitoquimico consistiu na preparacdo de extratos hexanico,
cloroformico, acetato-etilico e metandlico. Dos extratos hexéanico e cloroférmico foram
isoladas as seguintes substancias de diferentes classes: Os friedelanos, 3-
oxofriedelano e 3,7-dioxofriedelano; o oleano, 3-oxo-olean-9(11),12-dieno; os
lupanos, 1lea-hidroxilup-20(29)-en-3-ona e 30-hidroxilup-20(29)-en-3-ona; 0s
guinonametideos, pristimerina e tingenona; o esteroide, (-sitosterol e um
triacilglicerol. As estruturas quimicas das substancias foram determinadas utilizando
métodos espectroscopicos (IV, RMN de 'H e de *3C) e espectrométrico (CG-EM).

Os triterpenos pentaciclicos 3,7-dioxofriedelano, 3-oxo-olean-9(11),12-dieno,
11 e-hidroxilup-20(29)-en-3-ona, 30-hidroxilup-20(29)-en-3-ona, pristimerina,
tingenona e triacilglicerol, foram descritos pela primeira vez como constituintes de
Maytenus distichophylla.

Todas as substancias mostraram atividade antibacteriana, diminuindo
significativamente a viabilidade de S. aureus MRSA, principalmente a tingenona, a
mistura de pristimerina e 11 a-hidroxilup-20(29)-en-3-ona e 0s extratos hexanico e
cloroférmico, enquanto nenhum dos compostos testados apresentou atividade
antifangica.

Os testes no estagio L4 de C. elegans, que é o estagio larval utilizando em
ensaios de infecc¢ao, indicaram como bons candidatos a utilizag&o do extrato hexanico
e a mistura de pristimerina e 11ea-hidroxilup-20(29)-en-3-ona, para o tratamento da
infeccdo bacteriana in vivo. Os outros compostos ndo apresentaram toxicidade no
estagio L1, mas apresentaram no estagio L4, indicando a sua potencial atividade

nematicida.
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Os célculos in silico realizados utilizando os métodos SVM e Bayes indicaram
gue os compostos avaliados, 3-oxo-olean-9(11),12-dieno, 11a-hidroxilup-20(29)-en-
3-ona e 30-hidroxilup-20(29)-en-3-ona, apresentaram uma atividade promissora em
varios tipos de cancer, principalmente cancer de mama e cancer de ovario. Além
disso, os compostos tipo lupano, mostram uma possivel atividade no tratamento de
doencas cardiacas e como inibidores de B-lactamase.

Esse trabalho colabora para o estudo quimiotaxonémico do género Maytenus
e da familia Celastraceae e contribui para o conhecimento de possiveis atividades
bioldgicas de compostos isolados de plantas, importante para o desenvolvimento de

farmacos e fitoterapicos que ajudem a populagdo em geral.
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