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RESUMO

Magonia pubescens é uma espécie natural do cerrado brasileiro usada na medicina popular. As
cascas de seus caules, por exemplo, sdo utilizadas pela populacdo para a producdo de sabdes
caseiros para tratar seborreias e problemas de pele. Além disso, suas raizes sdo empregadas para
tinguijar, uma pratica tradicional indigena de pesca, de onde surge seu nome popular tingui. Esse
trabalho descreve o estudo da composi¢do quimica das inflorescéncias, raizes e galhos da M.
pubescens por meio do emprego de técnicas de cromatografia, espectroscopia de absor¢do no UV,
espectrometria de massas e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear. O 6leo essencial
das inflorescéncias da M. pubescens foi estudado pela primeira vez e foi avaliado o efeito da
radiacdo gama, em diferentes doses, em sua integridade. Identificaram-se 14 componentes
pertencentes as classes dos monoterpenos, sesquiterpenos e acidos graxos. Todos os 0Oleos
essenciais, obtidos de material vegetal ndo irradiado ou irradiados, com doses de 1, 3, 5 ou 10
kGy, apresentaram atividade contra células de leucemia mieloide humana K562 e células de
adenocarcinoma de mama humano MDA-MB-435. O 6leo essencial obtido de material ndo
irradiado (OEy) foi 0 mais ativo contra as células K562 (ICso 22,10 + 1,98 ug/mL), enquanto o
6leo essencial obtido de material irradiado com 3 kGy (OEs) foi o mais efetivo contra as células
MDA-MB-435 (ICs 29,05 + 2,70 pg/mL). Observou-se que a irradiacdo do material vegetal ndo
alterou de forma significativa a atividade citotdxica desses 6leos. O estudo fitoquimico do extrato
etandlico das raizes permitiu o isolamento de sete metabdlitos secundarios (meleina,
estigmasterol, escopoletina, eriodictiol, cleomiscosina A, lophirona A e proantocianidina Ay),
todos identificados pela primeira vez nessa espécie. Além disso, foi realizado um estudo
biomonitorado do extrato etandlico buscando fracBes com atividades antiparasitarias. Foram
identificadas fracfes com atividades amebicida (ICso 15,91 - 67,15 ug/mL contra Naeglari
fowleri), leishmanicida (1Cso 5,99 - 24,95 ug/mL) e tripanocida (ICso 22,11 - 51,15 ug/mL). Por
fim, o fracionamento fitoquimico classico dos extratos hexanico e diclorometanico obtidos dos
galhos permitiu o isolamento e identificacdo de lapachol, estigmasterol, escopoletina e
maniladiol, todos identificados pela primeira vez nessa espécie. Por meio da analise por UHPLC-
HRMS dos extratos aquosos particionados dos galhos foram identificados 53 compostos que
ainda ndo haviam sido descritos para a espécie, incluindo cumarinas, flavonoides, terpenos e
saponinas. Além disso, na analise de citotoxicidade dessas fracBes foi possivel identificar fracbes
biologicamente ativas (ICso 32,68 pg/mL para THP-1, 1Csp 40,85 pg/mL para K562 e 1Csp 75,12
pg/mL para MDA-MB-231).

Palavras-chave: Sapindaceae, Magonia pubescens A.St.-Hil., éleos essenciais, citotoxicidade,

atividade antiparasitaria.
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ABSTRACT

Magonia pubescens is a natural species from the Brazilian cerrado which are employed in
traditional medicine. For example, the trunk bark is used to produce homemade soaps to treat
seborrhea and skin problems. Moreover, its roots are popularly used in a traditionally indigenous
practice called “tingujar”, the source of its the popular name “tingui”. This work describes the
study of the chemical composition of inflorescences, roots and branches of M. pubescens through
the use of chromatographic techniques, UV absorption spectroscopy, mass spectrometry and
nuclear magnetic resonance spectroscopy. The essential oil from M. pubescens inflorescences was
studied for the first time, and the effect of gamma radiation on its chemical integrity was evaluated
at different radiation doses. In this oil, 14 components were identified, belonging to the classes of
monoterpenes, sesquiterpenes and fatty acids. All essential oils obtained from plant material non-
irradiated or irradiated, with doses of 1, 3, 5 or 10 kGy showed cytotoxic activity against myeloid
leukemia K562 and human breast adenocarcinoma MDA-MB-435 strains. Non-irradiated
material provided the most active oil (OE,) against K562 cells (ICso 22.10 + 1.98 pg/mL), whereas
the 3 kGy irradiated material furnished the most effective oil (OE3) against MDA-MB-231 (I1Cs
29.05 + 2.70 pg/mL. However, no significant changes were observed for the cytotoxic activity of
the oils between radiated and non-irradiated materials. The phytochemical study of the ethanolic
extract of the roots yielded seven secondary metabolites (scopoletin, stigmasterol, eriodictyol,
cleomiscosin A, lophirone A, proanthocyanidine A2 and mellein), all identified for the first time
in this species. Furthermore, a biomonitored study was carried out with the ethanolic extract to
obtain fractions with antiparasitic activities. Fractions were identified with amebicidal (1Cso 15.91
- 67.15 pg/mL against Naeglari fowleri), leishmanicidal (ICso 5.99 — 24.95 ug/mL) and
trypanocidal (ICso22.11 —51.15 pg/mL). Finally, the classical phytochemical study of the hexanic
and dichloromethanic extracts from the branches led to the isolation lapachol, stigmasterol,
maniladiol and scopoletin, all identified for the first time in this species. Fifty-three compounds
were also identified through UHPLC-HRMS analysis of partitioned aqueous extracts from
branches, including cumarins, flavonoids, terpenes and saponins. In addition, the cytotoxicity
analysis of these aqueous extracts established biologically active fractions (ICso 32.68 ug/mL for
THP-1, I1Cs0 40.85 pg/mL for K562 and 1Cso 75.12 pg/mL for MDA-MB- 231).

Keywords: Sapindaceae, Magonia pubescens A.St.-Hil., essential oils, cytotoxicity,

antiparasitic activity.
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CC — Cromatografia em Coluna
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COSY - Correlation Spectroscopy (Espectroscopia de Correlagao)

DC —Doenga de Chagas

DEPT — Distortionless Enhancement by Polarization Transfer (Intensificagdo sem
Distorgéo por Transferéncia de Polarizagdo)

DTGS — Deuterated Triglycine Sulfate (Sulfato de Triglicina Deuterado)

DTNs — Doencas Tropicais Negligenciadas

ESI — Electrospray

eV — elétron-volt

FTIR — Fourier-transform infrared spectroscopy (Espectroscopia de Infravermelho por
Tranformada de Fourier)

GC-FID - Gas Chromatography Mass Spectrometry Flame lonization Detector
(Cromatografia a Gas Acoplado a Detector por lonizacdo de Chama)

GC-MS — Gas Chromatography Mass Spectrometry (Cromatografia a Gas Acoplado a
Espectrometria de Massas)

HMBC — Heteronuclear Multiple Bond Correlation Spectroscopy (Espectroscopia de

Correlacdo Heteronuclear a Multiplas Ligacdes)
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HSQC - Heteronuclear Single Quantum Coherence Spectroscopy (Espectroscopia de
Correlacio Heteronuclear de Quantum Unico)

ICso — Half maximal inhibitory concentration (concentracdo inibitéria para 50% das
células)

IS — indice de seletividade

IV — Infravermelho

J — Constante de acoplamento escalar

LC-MS - Liquid Chromatography Mass Spectrometry (Cromatografia Liquida Acoplada
a Espectrometria de Massas)

LIT — Liver Infusion Tryptose (Infusdo de Triptose de Figado)

m/z — Relagdo massa-carga

MTT — Metiltetrazol

OEs — Oleos essenciais

OMS - Organizacdo Mundial da Saude

g — quadrupole (quadrupolo)

R — Reflectancia

RMN — Ressonancia Magnética Nuclear

RMN de *3C — Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13

RMN de *H — Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio

TMS — Tetrametilsilano

TOF — Time of flight (Tempo de voo)

Tr — Tempo de Retengdo

UHPLC-HRMS - Ultra High Performance Liquid Chromatography High Resolution
Mass Spectrometry (Cromatografia Liquida de Ultra Performance Acoplada a
Espectrometria de Massas de Alta Resolucao)

UV — Ultravioleta
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APRESENTACAO

Nesse trabalho foi realizada a investigacdo fitoquimica em extratos obtidos de

diferentes partes da espécie Magonia pubescens. Para facilitar a leitura e compreensao,
essa tese foi organizada em capitulos de acordo com as diferentes partes (inflorescéncias,
raizes e galhos) estudadas da planta. Cada capitulo, com excecao ao capitulo 1, conta com
uma breve introducéo, descrigdo experimental, discussdo dos resultados e concluséo.

No capitulo 1 é apresentada uma breve revisao bibliografica sobre a familia
Sapindaceae com énfase na espécie M. pubescens. Essa espécie é a unica no género
Magonia (subf. Dodonaeoideae, fam. Sapindaceae). Visto a familiaridade bioquimica de
plantas taxonomicamente préximas, também sdo apresentadas as atividades bioldgicas
encontradas para as Sapindaceaes e para 0s compostos identificados em espécies
pertencentes a subfamilia Dodonaeoideae.

No capitulo 2 sdo discutidos os estudos realizados com as inflorescéncias da
planta. Nesses estudos, 6leos essenciais foram obtidos a partir de amostras do vegetal
ndo-irradiada e irradiadas com radiagdo gama, nas doses de 1, 3, 5 e 10 kGy. A
identificacdo dos compostos presentes nos 6leos essenciais foi realizada com uso de
técnicas de GC-MS e GC-FID e a composic¢ao dos mesmos foi confirmada por meio do
uso de bancos de dados e do indice de Retencdo. Foram identificados 14 metabolitos nos
6leos essenciais de M. pubescens, dos quais nove ndo haviam sido descritos anteriormente
para essa planta. Foram analisadas as atividades citotoxicas de todas as amostras de 6leos
essenciais frente a duas linhagens de cancer (leucemia mieloide humana K562 e
adenocarcinoma de mama humano MDA-MB-231) e todas as amostras apresentaram
atividade citotdxica. Observou-se que a irradiacdo do material vegetal tem pouco efeito
sobre a citotoxicidade das amostras. Os resultados do estudo apresentado nesse capitulo
foram publicados no periodico Chemistry & Biodiversity?.

O capitulo 3 é dedicado ao estudo fitoquimico das raizes da M. pubescens. O
extrato etandlico das raizes foi obtido por técnica de maceracéo, fracionado por particdo
liquido-liquido e elaborado em diferentes técnicas de cromatografia em coluna. A
identificacdo dos compostos isolados foi feita por meio de técnicas espectrométrica

(espectrometria de massas) e espectroscopicas (espectroscopia no infravermelho e

! Moraes, A. R. A., Camargo, K. C., Simdes, M. O., Ferraz, V. P., Pereira, M. T., Evangelista, F. C., Sabino,
A.P., Duarte, L. P., Alcantara, A. F., Sousa, G. F., ‘Chemical Composition of Magonia pubescens Essential
Oils and Gamma-Radiation Effects on Its Constituents and Cytotoxic Activity in Leukemia and Breast
Cancer Model’, Chemistry and Biodiversity, v.18, e2100094, 2021.
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ressonancia magnética nuclear em uma e duas dimensdes). Foram isolados sete
metabdlitos e todos foram relatados pela primeira vez para essa espécie. Os compostos
Também foi realizado, nesse trabalho, um estudo bioguiado visando a identificagdo de
subfracdes do extrato com alta atividade antifingica, antiparasitaria e inseticida, levando
a identificacdo de extratos promissores.

No capitulo 4 sdo descritos os resultados do estudo fitoquimico dos galhos da
espécie. Foi obtido o extrato aquoso do material vegetal seco, que posteriormente foi
fracionado em marcha quimica. As fragdes obtidas foram testadas contra duas linhagens
de células de cancer (leucemia mieloide K562 e adenocarcinoma de mama MDA-MB-
231) e apresentaram citotoxicidade. As fracdes ativas foram analisadas por um sistema
UHPLC-HRMS, que permitiu a identificagdo putativa de 53 compostos presentes no
extrato, todos descritos pela primeira vez para a espécie. Posteriormente foram obtidos os
extratos hexanico e diclorometanico dos galhos que foram fracionados por coluna
cromatografica classica. Foram isoladas quatro substancias dos galhos, lapachol,
escopoletina, maniladiol e estigmasterol, todas identificadas pela primeira vez nos galhos

da espécie.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

O uso de plantas para fins terapéuticos é uma pratica milenar, que surgiu ainda nas
primeiras comunidades humanas da histéria. Antigas civilizacBes deixaram relatos de
diversos tratamentos medicinais realizados a base de ervas (Neto et al., 2020). Com o
desenvolvimento da ciéncia e tecnologia, 0s produtos naturais passaram a ser
manipulados para a producdo de farmacos altamente eficientes na prevencdo e no
tratamento de doencas. Foi a descoberta de metabolitos com atividade bioldgica aliada
aos métodos sintéticos laboratoriais que permitiram o desenvolvimento de farmacos de
grande eficiéncia no combate a diferentes doencas (Newman e Cragg, 2020)

O Brasil é o pais com a maior biodiversidade do planeta e abriga 15% das espécies da
Terra (Valli et al., 2018). Entre toda essa biodiversidade, estima-se que 0S povos
originarios brasileiros tenham conhecimento da aplicacdo medicinal de aproximadamente
1300 espécies de plantas do pais (Funari e Ferro, 2005). Além disso, cerca de 25% da
receita da industria farmacéutica brasileira € obtida a partir do comércio de produtos
derivados de plantas (Ferreira et al., 2014, Valli et al., 2018). Esses dados mostram que
a fitoquimica possui perspectivas promissoras no Brasil, principalmente na busca por
novos metabolitos que podem produzir avangos na area da fitoterapia e contribuir para o

desenvolvimento da industria farmacéutica brasileira.

1.1 - A familia Sapindaceae

Sapindaceae é a principal familia da ordem Sapindales e compreende entre 140 e 150
géneros, que somam um total de quase 2000 espécies (Medina et al., 2021). Esse grande
numero de espécies permite a existéncia das mais variadas estruturas vegetais, desde
trepadeiras e arbustos até arvores de grande porte. Dentre os géneros de Sapindaceas, 22
sdo encontrados nas regides tropicais brasileiras, principalmente na floresta amazonica e
no cerrado (Ferruci, 2000; Araujo e Costa, 2007; Acevedo-Rodriguéz, 1990).

A principal caracteristica fitoquimica dessa familia € o alto teor de saponinas
encontradas em seus individuos. Entretanto, muitos outros metabdlitos secundarios estdo
presentes em suas espécies. Na literatura foi relatada a presenca de alcaloides,
proantocianidinas, flavonas, poli-isoprenos, sesquiterpenos e esteroides, dentre outros,
em especies pertencentes as Sapindaceas (Umadevi e Daniel, 1991).

A familia Sapindaceae gera impacto econémico e possui espécies com variados usos

comerciais. Algumas dessas espécies sdo fontes de madeira para construgdo civil ou para
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confeccdo de objetos, moveis e artesanatos, como a Magonia pubescens, Paullinia
cupana, Paullinia pinnata, Sapindus saponaria e Talisia cupularis. Destacam-se também
espécies com frutos comestiveis, que sdo representadas principalmente pelas Paullinia
cupana (guarand), Litchi chinensis (lichia) e a Talisia esculenta (pitomba). Existem ainda
espécies com fungbes paisagisticas, como as Allophylus edulis, Cardiospermum
grandiflorum, Matayba guianensis e Tripterodendron filicifolium (Guarim-Neto, 2000;
Silva, 2011).

Levantamentos etnomedicinais revelaram que extratos de plantas da familia
Sapindaceae sdo comumente empregados no tratamento de febres, Ulceras, dores,
problemas dermatologicos, diarreias e desinterias, entre outros (Sofidiya et al., 2012).
Estudos de atividade bioldgica mostraram a grande versatilidade dos extratos dessas
espécies. Na Tabela 1 (pag. 4-7) sdo apresentados alguns resultados, obtidos a partir de
um levantamento bibliografico realizado em bases de dados académicas (SciFinder,
Scielo e Google Scholar), das atividades bioldgicas descritas para espécies de
Sapindaceae, compreendendo suas principais subfamilias, Dodonaeoideae e

Sapindoideae.
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1.2 - Subfamilia Dodonaeoideae e estudos fitoquimicos

A subdivisdo da familia Sapindaceae foi proposta originalmente por Radlkofer, que
a organizou em quatro principais subfamilias, Xanthoceratoideae, Hippocastanoideae,
Sapindoideae e Dodonaioideae. Dentre elas, a Dodonaioideae € a segunda maior
subfamilia, compreendendo pelo menos 29 géneros de quatro diferentes tribos,
totalizando 136 espécies (Harrington et al., 2009). Apesar disso, muito pouco se conhece
sobre a maioria de suas espécies e hd muita dificuldade na classificacao filogenética entre
elas (Buijsen et al., 2003). A prospec¢éo fitoquimica dos membros dessa subfamilia pode
ajudar na compreensdo da sua filogenia.

Na Tabela 2 (pag. 9) é apresentado um breve levantamento acerca da fitoquimica da
subfamilia Dodonaeoideae, a qual pertence a espécie Magonia pubescens. Como
anteriormente mencionado, as saponinas constituem a classe mais popular de metabdlitos
secundarios presentes em toda a familia Sapindaceae (Umadevi e Daniel, 1991). Séo
encontradas principalmente nas raizes dessas plantas, mas podem estar presentes em
sementes, cascas e galhos. Terpenoides, principalmente os hopanos, também podem ser
encontrados em alguns membros da subfamilia Dodonaeoideae. Entre 0s compostos

encontrados ainda se incluem flavonoides, fendis e esteroides (Umadevi e Daniel, 1991).
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1.3 - A espécie Magonia pubescens

A espécie Magonia pubescens (sinonimia
Magonia glabrata) pertence a familia ' f
Sapindaceae (subf. Dodonaeoideae), e ao género ' :
monoespecifico Magonia, é endémica do cerrado
brasileiro, conhecida popularmente como tingui
ou timbéd e possui diferentes aplicacdes
populares. Na Figura 1 é apresentada a foto de um
individuo dessa espécie.

M. pubescens estad presente na regido central
do pais, principalmente nos estados de Goias,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Minas
Gerais. Ela ¢ uma arvore de médio porte, que
alcanca cerca de 7 a 9 m de altura (Macedo et al.,
2009; Aguiar et al., 2015).

Suas frutas e sementes sdo usadas

popularmente para o preparo de sabdes caseiros,

utilizados no tratamento de dermatites e

Figura 1 - Fotografia de exemplar
Magonia pubescens (acervo pessoal).

seborreias. Estas partes da planta também séo
usadas na medicina tradicional como inseticida e
larvicida (Mesquita et al., 2009; Arruda et al., 2003). Infusdes da raiz séo empregadas
como tranquilizante e as raizes também sdo usadas na pesca com a funcéo de tinguijar,
técnica de uso popular que consiste no envenenamento da agua de rios e lagos com chés
e extratos que matam os peixes e facilitam a sua pesca (Aguiar et al., 2015). As arvores
de M. pubescens encontram também usos decorativos e para o reflorestamento. Sua
madeira pode ser empregada na construcéo civil, na producdo de moéveis e na produgdo
de carvdo (Lima et al., 2015).

Ainda se sabia muito pouco sobre a constituicdo quimica de M. pubescens e sobre os
possiveis compostos biologicamente ativos associados ao uso popular da espécie para fins
medicinais. Estudos relatam a presenca de taninos condensados de unidades monoméricas
da catequina flavan-3-ol (1) no cortex do caule de M. pubescens (Fig. 2, pag. 11) (Silva
et al., 2004). Uma fracdo enriquecida com esse material foi eficiente no combate contra

a proliferacdo de larvas do mosquito Aedes aegypti (Valotto et al., 2010). O extrato
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etanolico bruto das raizes apresentou também toxicidade no combate a larvas desse inseto

(Arruda et al., 2003) e sobre as larvas do Aedes afbopictus (Guimaraes et al., 2001).

CC
OH

@

Figura 2 - Estrutura quimica de flavan-3-ol (1).

Extratos etandlicos das cascas do caule dessa espécie apresentaram atividade contra
carrapatos. Estudos mostram que larvas de Rhipicephalus sanguineus (Carrapato-
vermelho-de-cdo) e de Rhipicephalus microplus (Carrapato-do-boi) tém seu crescimento
inibido por esses extratos (Fernandes et al., 2008a; Fernandes et al., 2008b). As larvas do
mosquito Culex quinquefasciatus também tiveram seu crescimento inibido com a
presenca de extratos etandlicos das cascas do caule de M. pubescens (Zanon et al., 2006).

Quanto a atividade antimicrobiana, os extratos etandlicos brutos de cascas do caule,
sementes e raizes dessa espécie foram avaliados na inibicdo de diversos fungos e
bactérias, apresentando resultados positivos que apontam na direcdo de novos estudos
para aplicacdo antisséptica desse material (Pimenta et al., 2000). Um estudo sobre o
emprego de extratos da casca do caule do tingui em agua clorificada na conservagéao de
peixes apds a pesca revelou resultados promissores (Miranda et al., 2016).

H& poucos trabalhos publicados acerca do isolamento de constituintes quimicos de
M. pubescens (Araujo et al.,1993; Silva et al., 2010). Uma prospeccdo fitoquimica
preliminar realizada para a espécie permitiu a identificacdo de esteroides, taninos,
alcaloides, saponinas e flavonoides nas folhas e flavonoides e alcaloides nas cascas dos
troncos da arvore (Silva et al., 2010). Foram isolados o quebrachitol (2) e a
proantocianidina A (3) da casca dos frutos do tingui (Fig. 3, pag. 12) (Araujo et al.,
1993). Constituintes volateis das inflorescéncias de M. pubescens foram também
identificados por GC-MS utilizando a técnica de extracdo por headspace. Entre os 20
compostos identificados foram encontrados furanoides, diterpenos e sesquiterpenos
(Aguiar et al., 2015).
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Figura 3 - Estrutura quimica do quebrachitol (2) e da proantocianidina A; (3) isolados da M.
pubescens.

Sendo assim, uma nova investigacao acerca da constituicdo quimica de M. pubescens
pode contribuir ndo s6 para um melhor entendimento do género Magonia, como também

para a descoberta e isolamento de potenciais substancias com atividades bioldgicas.
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CAPITULO 2 — ESTUDO FITOQUIMICO DAS
INFLORESCENCIAS DE Magonia pubescens

Os Oleos essenciais (OES) podem ser obtidos de varias espécies vegetais, bem
como de diferentes partes da planta, e sdo compostos principalmente de monoterpenos,
sesquiterpenos e fenilpropanoides (Ma et al., 2020). OEs ndo sao apenas fundamentais na
producdo de perfumes e esséncias nas industrias cosméticas e aditivos no setor
alimenticio, mas também sdo Uteis em tratamentos medicinais. Eles apresentam diferentes
propriedades bioldgicas, como antioxidante, antisseptica, expectorante, anti-inflamatoria,
analgésica e anestésica, entre outras (Wani et al., 2021). Destacando a aplicagéo potencial
desses extratos na industria, um exemplo de medicamento anti-inflamatério brasileiro
baseado em OE é o Acheflan®, obtido de Cordia verbenacea, comercializado no Brasil,
EUA, Canada e Japdo (Bolzani et al., 2012).

Os OEs apresentam, inclusive, atividade citotoxica, que pode ser explorada na
medicina (Chen et al., 2018; Spyridopoulou et al., 2019; Xu et al., 2018). Um estudo, que
avaliou OEs de dezesseis espécies em uma triagem geral, mostrou que todos eles possuem
atividade contra cinco linhagens de células de cancer testadas, sendo elas MCF7, T47D e
MDA-MB-231 (cancer de mama), K562 (eritroleucemia mieloide crénica) e-SH-SY5Y
(neuroblastoma) (Najar et al., 2020), confirmando a existéncia desse potencial citotoxico.
Nessa triagem, os menores valores de 1Csg foram do OE obtido de Cinnamomum
zeylanicum, para os ensaios com MCF7 (ICso = 20,8 ppm), MDA-MB-231 (ICso = 20,1
ppm), K562 (ICso = 5,2 ppm) e SH-SY5Y (ICso = 21,8 ppm), enquanto o OE de Citrus
limon apresentou o melhor resultado contra a linhagem celular T47D (ICso = 19,6 ppm)
(Najar et al., 2020).

Existe relato da atividade citotoxica do extrato etandlico das raizes de

M. pubescens (ICso = 7,9 pg/mL contra células MDA-MB-231), mas ndo ha estudos
sobre a citotoxicidade de seus 6leos essenciais na literatura, destacando este componente
como um alvo de pesquisa interessante (Mesquita et al., 2009).

E importante também avaliar o efeito da radiacio sobre a composicao e atividade
bioldgica dos OEs, uma vez que estes sdo obtidos principalmente de materiais vegetais
frescos e a radiacdo gama é frequentemente empregada como uma alternativa para reduzir
a brotacao e/ou amadurecimento das plantas e pode eliminar microrganismos, parasitos e

pragas (Sharma et al., 2020).
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A radiacdo de produtos naturais, principalmente de produtos alimenticios, é uma
técnica amplamente difundida no cenario mundial. Apos a aprovagdo da Organizacao
Mundial da Satde (OMS) na década de 1970, definindo doses mais baixas que 10 kGy
como seguras para serem aplicadas em produtos naturais, mais de 50 paises endossaram
nova legislacdo de salde e adotaram a radiacdo alimentar (Ravindran et al., 2019).
Embora um limite de doses de 10 kGy de radiacdo gama seja comprovadamente seguro,
estd demonstrado que o processo de irradiacdo pode causar alteracdes na composicdo
quimica relativa do 6leo extraido (Kim et al., 2020).

Devido ao efeito sinérgico dos seus componentes, pequenas mudangas na
composicdo dos OEs podem alterar suas atividades bioldgicas. Essas misturas complexas
podem conter pequenas quantidades de substancias que podem induzir fortemente a
atividade bioldgica de todo o 6leo. No estudo da atividade antibacteriana dos OEs de
Thymus vulgaris, por exemplo, os 6leos brutos apresentaram maior atividade contra o
crescimento da cepa do que o carvacrol e timol isolados, principais componentes de seu
oleo essencial, evidenciando que o sinergismo desempenha um papel importante na
atividade dos OEs (Lemos et al., 2017).

Hé evidéncias de que a radiagdo gama causa altera¢fes na atividade citotoxica dos
OEs (Aratjo et al., 2017). No estudo dos OEs de Solanum stipulaceum, Osorio e
colaboradores (2015) relataram um aumento da atividade antileucémica relacionado a
exposi¢do a radiagdo gama. O OE ndo irradiado ndo apresentou citotoxicidade contra a
crescimento da linhagem celular. Os melhores resultados encontrados foram 1Cso = 40,12
+ 1,65 pug/mL para o OE obtido de material vegetal submetido a 10 kGy de radiacdo gama.
Os autores concluiram que a irradiacdo de material vegetal causa alteracfes na

composicdo que podem influenciar a citotoxicidade (Osorio et al., 2015).

2.1 - Objetivos

O objetivo nesta parte do trabalho foi a obtencdo dos Oleos essenciais das
inflorescéncias ndo-irradiadas e irradiadas de Magonia pubescens, estudar sua
composi¢do quimica e analisar o efeito de diferentes doses de radiacdo gama na
integridade quimica e na atividade citotoxica desses extratos. Para atingir esses objetivos

foram necessarios:
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e irradiar amostras de inflorescéncias de M. pubescens em diferentes doses
(1, 3, 5 e 10 kGy) de radiacdo gama;

e obter dleos essenciais de amostras de inflorescéncias de M. pubescens
irradiadas e ndo-irradiada;

e avaliar a composicao quimica dos 6leos essenciais empregando GC-MS e
GC-FID;

o verificar alteracGes na composi¢do quimica das amostras associadas ao uso
de radiacdo gama;

e avaliar a citotoxicidade dos 0leos essenciais, ndo-irradiado e irradiados,
contra linhagens de cancer de mama (MDA-MB-231) e leucemia (K562) e avaliar o

efeito da irradiacdo sobre a atividade bioldgica.

2.2 - Experimental

2.2.1 - Coleta e identificacdo do material vegetal de M. pubescens

As inflorescéncias de M. pubescens foram coletadas pela boténica Prof.2 Dr.2 Maria
Olivia Mercadante-Simdes, no municipio de Montes Claros, MG (coordenadas
geograficas 16° 44° 13° S, 43° 51’ 53’ O) em novembro de 2018. Uma exsicata da
espécie foi depositada no herbario da UFMG sob o n® 106750. A atividade de acesso ao

Patrimonio Genético foi cadastrada no SisGen e recebeu o nimero AAC6COE.

2.2.2 - Preparacdo e irradiacdo das inflorescéncias de M. pubescens

As inflorescéncias de M. pubescens foram secas a temperatura ambiente e moidas
em moinho de martelo. Foram preparadas cinco fracdes de 100 g cada do material moido.
Quatro destas foram armazenadas em sacos plasticos zip-lock e submetidas as doses de 1,
3, 5 e 10 kGy de radiacdo gama em um irradiador GammaBeam-127, modelo IR-214
(Nordion Inc.), equipado com fonte de ®Co, a temperatura ambiente (22 °C). A taxa de
dose foi de 2,81 kGy/h. O irradiador foi calibrado com um dosimetro padréo Fricke, e as
doses absorvidas foram controladas pela distancia de exposicdo de cada amostra a fonte.

Uma fracdo de 100 g foi reservada sem radiacéo.

2.2.3 - Extracdo dos 6leos essenciais
Os 6leos essenciais foram obtidos individualmente para as diferentes amostras,

ndo-irradiada e irradiadas, por meio de hidrodestilacdo, por trés horas, em aparelho
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Clevenger. O hidrolato obtido foi extraido com cloroférmio (3 repetices com 5 mL de
solvente) e o solvente da fragdo organica foi evaporado a temperatura ambiente por 24
horas, obtendo-se os dleos essenciais OEq, OE;, OE3, OEs e OE1o. O subindice atribuido

indica a dose de radiacdo recebida pelo material vegetal.

2.2.4 - Analise por GC-MS e GC-FID

Todos os 6leos essenciais obtidos foram analisados em GC-MS e GC-FID. Foram
analisadas as amostras OEo, OE1, OE3, OEs e OE1 € uma amostra contendo mistura de
hidrocarbonetos C10 a C18 empregada com padrao de alcanos.

As analises em GC-MS foram realizadas em um cromatografo GCMS-QP2010
ULTRA (Shimadzu). Foi empregada uma coluna Rxi-1MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 um
(Restek) e gas hélio a 3,0 mL/min como gas de arraste. A rampa de temperatura
empregada iniciou com 50 °C (5 min), até 220 °C com variacao de 3 °C/min e o detector
MS (impacto eletronico a 70 eV) mantido a 300 °C. O volume de injecao foi de 1,0 pL.

As andlises em GC-FID foram realizadas em um cromatografo a gas HP 7820A
(Agilent) e coluna Rxi-1MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 um (Restek). As amostras foram
solubilizadas na concentracdo de 1% em cloroférmio e analisadas em rampa de
temperatura de 50 °C (5 min), 3 °C /min, até 220 °C (detector a 250 °C) utilizando H: a

4 mL/min como gas de arraste (volume de inje¢do: 1,0 uL).

2.2.5 — ldentificacdo de compostos

Os componentes dos 0Oleos essenciais foram identificados a partir de dados de
massas e de tempo de retencdo. A analise comparativa dos dados de fragmentacdo dos
espectros de massas obtidos foi feita por software (GCMS Postrun Analisys, v.4.20,
LabSolutions) por meio de comparagdo com os bancos de dados FFNSC2, NIST27,
NIST147, SHIM1607, WILEY7. Foram selecionados compostos com mais de 90% de
similaridade entre os espectros e os disponiveis nos bancos de dados.

Os compostos identificados putativamente por meio dos bancos de dados foram
também avaliados por seus valores de indice de Retengdo (IR). O indice de Retencéo foi
calculado ou pelo método de aproximacdo de van Den Dool e Kratz, feita pela
linearizagéo dos valores de log t'rpn) dos padrdes de hidrocarbonetos com o nimero de
atomos de carbono da molécula, ou pelo célculo aritmético relativo ao indice de retencéo

segundo a equacdo de IR (pag. 18).



Capitulo 2 — Estudo fitoquimico das inflorescéncias de Magonia pubescens 18

t —t
IR = 100z + 100.n. (trRx — trrz)

(tTRx g4y — tTRZ)

Na equacdo, trr corresponde aos tempos de retencdo composto X e dos
hidrocarbonetos C, usados como referéncia. Os valores de indice de Retencéo calculados
foram comparados com dados disponiveis na literatura para identificacdo dos
componentes do 6leo essencial. Quando possivel, empregaram-se dados obtidos de
colunas semelhantes aquela usada na analise do GC-FID, nomeadamente colunas do tipo
DB-1, HP-1, Ultra-1 e SPB-1, seguindo informagdes do fabricante.

2.2.6 — Ensaios MTT de citotoxicidade

A avaliacdo da atividade citotoxica das amostras OEo, OE1, OE3, OEs e OEjg foi
realizada utilizando linhagens de células humanas MDA-MB-231 (adenocarcinoma
mamario), K562 (leucemia mieloide crbnica) e Wi-26VA4 (células saudaveis de
fibroblastos pulmonares). Analises in vitro foram conduzidas por meio do método de
plagqueamento de 1x107 células em microplacas de 96 pogos. Depois do plagueamento
das células, as microplacas foram incubadas por no minimo 24 h a 37 °C na presenca de
5% de CO>. Os pogos foram lavados com meio de cultura (RPMI-1640 + 20% soro fetal
bovino inativado + 2 mM L-glutamina + 100 U/L penicilina) e incubados com amostras
nas concentragdes de 0,1, 1,0, 10,0 e 100,0 pg/mL. Células sem tratamento foram usadas
como controle negativo. Depois da incubacao por 48 h, o meio em cada poco foi removido
e descartado ¢ 100,0 puL de 5% MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio) (Sigma-Aldrich, EUA) foram adicionados para determinar a viabilidade
celular. Medidas colorimétricas foram realizadas a 550 nm empregando um equipamento
Spectramax M5e (Thermo Fisher Scientific, EUA), como leitor de microplacas. Todos 0s
experimentos foram realizados em triplicata. A densidade 6tica do formazan formado em
celulas controle ndo tratadas foram medidas como 100% de viabilidade. Os resultados
foram expressos como medidas de 1Csp (a concentracéo letal de fArmaco capaz de reduzir
a viabilidade celular em 50%). Valores de ICso foram calculados utilizando o software
OriginPro 8.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA). O indice de
Seletividade (IS) calculado corresponde a razéo entre a atividade citotoxica frente as
células WI-26VA4 (células dos fibroblastos pulmonares saudaveis) e a linhagem de

tumor celular.
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2.3 — Resultados e discussdo da andlise da composi¢do quimica dos o6leos
essenciais das inflorescéncias de M. pubescens

Os 6leos essenciais foram obtidos por hidrodestilacdo, em aparelho Clevenger,
das inflorescéncias de M. pubescens, secas e moidas. Parte do material vegetal foi
previamente submetido a diferentes doses de radiacdo, 1, 3, 5 e 10 KGy (levando a
obtencdo de OE;, OEs, OEs e OE1o, respectivamente) e os resultados sdo analisados a
sequir.

As hidrodestilagdes forneceram um material oleoso de cor amarelada. A extragéo
do 6leo obtido de material ndo-irradiado (OEo) levou ao rendimento de 0,11% (m/m) em
relacdo a massa seca das inflorescéncias. Os 6leos obtidos de materiais irradiados OEj,
OE3z, OEs e OEio, apresentaram rendimentos de 0,10%, 0,10%, 0,12% e 0,09%,
respectivamente. Na Figura 4 (pag. 20) é apresentado o cromatograma GC-FID dos OEs
extraidos. Um total de 30 picos foram observados nos cromatogramas obtidos, dos quais
14 corresponderam a compostos que puderam ser identificados por meio de comparacéo
com os espectros de massa e indice de retencdo da literatura (Tabela 3, pag. 21-22). Na
Figura Al.a (Apéndice, pag. 160) estdo apresentadas as estruturas quimicas dos
componentes identificados nos OEs de M. pubescens.
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No total, 13 constituintes foram identificados na fracdo ndo irradiada (OEy)
correspondendo a 77,7% do Oleo extraido. Um composto adicional, o a-selineno, foi
identificado apenas a partir das fracOes irradiadas (OE;, OEs, OEs e OEig). Quatro
isdbmeros, os aldeidos lilacos A, B, C e D (Figura Al.b, pag. 160), ndo puderam ser
diferenciados pelo espectro de massas, nem pelo indice de retencdo, mas sua presenca foi
indicada em trés picos diferentes do cromatograma. No OE da amostra ndo-irradiada,
OEy, os principais componentes foram hotrienol (35,9%), 6xido de cis-linalol (17,0%) e
oxido de trans-linalol (10,2%). Nas amostras irradiadas OE1, OE3, OEs e OEuo, acido
palmitico (17,4%-24,7%), e nerolidol (3,5%-5,6%) também foram determinados como
compostos volateis principais, além do hotrienol (17,7%-23,4%), oxido de cis-linalol
(8,1%-15,2%) e oOxido de trans-linalol (5,1%-9,8%). Dos 14 compostos identificados,
cinco (6xido de trans-linalol, hotrienol, e acidos palmitico, linoleico e oleico) foram
anteriormente descritos para esta planta (Aguiar et al., 2015) e, portanto, nove
constituintes estdo sendo relatados pela primeira vez para M. pubescens.

Observaram-se variagcdes nos teores de monoterpenos, sesquiterpenos e acidos
graxos dos OEs obtidos sob diferentes doses de radiacdo (Tabela 4, pag. 24). Houve uma
queda na concentracdo total de monoterpenos (compostos majoritarios) entre a fracdo
ndo-irradiada e as fracdes irradiadas. Essa alteracdo pode ser consequéncia da extracdo
mais eficiente de sesquiterpenos e acidos graxos nas fracOes irradiadas, que passaram a
compor uma porcentagem maior da massa total do extrato obtido. Para as fracdes
irradiadas, observou-se o decréscimo da concentracdo de sesquiterpenos com o aumento
da dose de radiacdo. A concentracdo de monoterpenos variou, com uma queda inicial em
OEs que receberam doses de até 3 kGy e posterior aumento de concentracdo para doses
mais altas, enquanto a concentracdo total de acidos graxos apresentou aumento e se
manteve constante para 0os OESs que receberam doses de até 5 kGy e mostrou uma queda
para a dose de 10 kGy.
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Tabela 4 - Concentrac@es relativas para as diferentes classes de compostos identificados
na composicdo dos 6leos extraidos da M. pubescens obtidos apos diferentes doses de

radiacdo

Concentracéo relativa (%0)
OE;, OE; OE; OEs OEgp
Monoterpenos 660 419 334 398 496

Sesquiterpenos 0,7 6,0 5,9 51 3,8
Acidos graxos 1,3 1,7 1,7 1,7 1,0

Classe

Na literatura, encontram-se evidéncias do efeito irregular da radiacdo gama sobre
a obtencdo de constituintes vegetais. Em um estudo dos efeitos da radiacdo gama para
sucos de laranja armazenados, apenas a concentracdo relativa de alguns monoterpenos
especificos (o limoneno e o linalol, principalmente) apresentaram redugcdo na
concentracdo para todas as doses de radiacdo empregadas no estudo, mas, de forma geral,
0 conteudo de monoterpenos variou dentro dos limites aceitaveis para as diversas doses
de radiacdo empregadas (Fan e Gates, 2001), o que indica que o efeito da radiacdo gama
¢ complexo e ndo pode ser previsto por simples analise da classe de compostos.
Tendéncias de alteragdes no contetido de sesquiterpenos devido a radiacdo gama também
foram relatadas na literatura. No estudo com Oleos essenciais dos frutos de Piper
guineense, o contetdo de sesquiterpenos, incluindo principalmente D-germacreno, S-
farneseno, zingibereno e pg-cariofileno, sofreu aumento significativo de concentracdo

quando o material vegetal foi submetido a radiagdo gama (Onyenekwe, 1997).

2.4 — Resultados e discussdo da citotoxicidade dos Oleos essenciais das
inflorescéncias de M. pubescens contra linhagens de células tumorais de cancer de
mama e leucemia

Com o objetivo de avaliar a citotoxicidade do 6leo essencial de M. pubescens e
verificar o efeito da radiacdo gama nesta atividade, OEo, OE1, OEs, OEs e OE1o foram
testados contra células humanas de cancer de mama (MDA-MB-231) e de leucemia
mieloide crénica (K562). Para o calculo do indice de seletividade, as amostras foram
testadas frente a fibroblastos pulmonares saudaveis (WI-26VA4). Os farmacos
etoposideo e imatinibe foram empregados como controles (Tabela 5, pag. 25).

Todos os OEs testados apresentaram atividade contra ambas as linhagens celulares

de cancer, com valores de ICso inferiores a 100 pg/mL. As amostras também apresentaram
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bom indice de seletividade, variando de 1,72 a 2,97 contra a linhagem celular MDA-MB-

231, maior que o farmaco de controle etoposideo (IS 0,62).

Tabela 5 - Citotoxicidade e seletividade de OEq, OE1, OEs, OEs e OE1o contra linhagens
celulares MDA-MB-231 e K562

ICso (ng/mL) + DP* indice de Seletividade

Amostras

MDA-MB-2312 K562° WI-26 VA4® MDA-MB-231 K562

OEo 38,10 £3,85 22,10+£1,98 65,60+ 3,70 1,72 2,97
OE: 33,25+2,90 42,40 £3,10 98,70 £6,90 2,97 2,33
OE; 29,05 +2,70 32,40+3,80 68,70 £4,45 2,36 2,12
OEs 41,10 £ 3,15 65,72+490 86,90+7,01 2,11 1,32
OE1o 50,60 £ 6,92 2755+2,44 92,40 +£5,85 1,83 3,35
Etoposideo 14,03 £2,45 9,11+£1,3 8,63+0,13 0,62 0,95
Imatinibe ND 1050+1,05 69,63 +3,13 ND 6,63
Valor p <0,05? <0,05° <0,05¢ ND ND

“Valores apresentados com média * desvio padrdo; ND ndo-determinado; ®MDA-MB-231,
Etoposideo vs todas as amostras testadas; "K562 Imatinibe e etoposideo vs todas as amostras
testadas; *WI-26VVA4 Imatinibe e etoposideo vs todas as amostras testadas,

Quanto a citotoxicidade contra células da linhagem K562 de leucemia, OE, foi a
amostra que exibiu a melhor atividade (ICso = 22,10 + 1,98 pg/mL). Essa amostra
apresentou a maior concentracdo de monoterpenos entre todos os OEs analisados (66,0%
da composicao total).

Sesquiterpenos e &cidos graxos, apesar de presentes em menor concentragao,
também podem contribuir para a atividade citotoxica observada contra as células K562.
Existem relatos sobre 6leos essenciais de folhas e sementes de Laurus nobilis, ricos em
sesquiterpenos, que apresentaram citotoxicidade contra o crescimento de células K562
(ICs0 = 95 uM e 75 ug/mL, respectivamente) (Saab et al., 2012). H& relatos de inibi¢éo
moderada a alta no crescimento de células K562 promovida por diversos sesquiterpenos
e derivados, obtidos de L. nobilis, sendo 3a-peroxiarmefolina o mais ativo (ICso = 4,57 +
3,85 mM) (Juliantii et al., 2012). Células K562 apresentaram também sensibilidade a
presenca de alguns acidos graxos, especialmente &cidos graxos poli-insaturados, como o
acido linoleico (ICso = 101,9 uM) (Ge et al., 2009) presente no OE de M. pubescens.

Os resultados de citotoxicidade indicaram que as amostras OEo, OE; e OEs

apresentaram melhor atividade contra a linhagem celular MDA-MB-231 (ICso = 38,10 +
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3,85; 33,25 + 2,90; 29,05 + 2,70, respectivamente). Considerando a baixa variacdo da
citotoxicidade entre as amostras testadas, € possivel inferir que a irradiagdo das
inflorescéncias de M. pubescens ndo causou mudangas expressivas na atividade citotdxica
contra nenhuma das linhagens estudadas.

Ha relatos na literatura sobre acido graxos, sesquiterpenos e monoterpenos com
atividade contra células MDA-MB-23. Por exemplo, os acidos linoleicos conjugados
(mistura de isdbmeros diendicos desses acidos) sdo acidos graxos capazes de induzir
apoptose em células de cancer de mama da linhagem MDA-MB-231 (Miglietta et al.,
2006). Sesquiterpenos também exibiram potencial atividade anticancerigena em diversos
estudos, com elevada citotoxicidade contra células MDA-MB-231. Quinze
sesquiterpenos obtidos de Parasenecio roborowskii foram avaliados em relacdo a sua
citotoxicidade, e o eudesmano apresentou o0 menor valor de 1Cso 9,2 pg/mL (Pang et al.,
2017). Sesquiterpenos lactdnicos obtidos de Carpesium humile apresentaram ainda maior
citotoxicidade contra células MDA-MB-231 (ICso < 8 pg/mL) (Xu et al., 2018). Os dleos
essenciais de M. pubescens apresentaram sesquiterpenos e acidos graxos na sua
composicdo que podem contribuir com a atividade citotoxica observada. O conteudo de
monoterpenos dos extratos também pode ser parcialmente responsavel pela
citotoxicidade observada para os 6leos essenciais de M. pubescens. Existem evidéncias
da citotoxicidade de monoterpenos contra células MDA-MB-231, por exemplo, o alcool
perililico, que é capaz de inibir 90% do crescimento celular em uma concentracdo de
3 uM (Rabi et al., 2009).

2.5— Consideracdes finais

Nesse estudo pbde-se caracterizar a composicdo dos o6leos extraidos das
inflorescéncias da M. pubescens. Foram identificados 13 componentes no 6leo extraido
do material vegetal ndo-irradiado, compreendendo monoterpenos, sesquiterpenos e
acidos graxos. Além disso, na anélise de amostras desses 6leos obtidas de material vegetal
submetido a radiacdo gama, um componente adicional foi identificado («a-selineno). Do
total dos 14 compostos identificados por meio de técnicas de GC-FID e GC-MS, nove
ndo haviam sido identificados anteriormente na espécie M. pubescens.

Verificou-se também que houve algumas alteracfes causadas pela radiagdo na
concentracdo relativa dos componentes do 0leo essencial. Todas as amostras de OEs

analisadas, ndo-irradiada ou irradiadas, apresentaram atividade citotoxica (ICso
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<100 pg/mL) contra linhagens celulares de cAncer de mama humano (MDA-MB-231) e
de leucemia (K562), indicando que a radiacdo ndo afetou de forma significativa a
atividade citotoxica destes 6leos. O 6leo essencial ndo-irradiado foi a amostra mais efetiva
contra células K562 (ICso = 22,10 £ 1,98). Contra a linhagem MDA-MB-231, OE,, OE:
e OEz apresentaram maior citotoxicidade (1Cso = 38,10 + 3,85, 33,25 £+ 2,90, 29,05 + 2,70,

respectivamente).
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CAPITULO 3 — ESTUDO FITOQUIMICO DAS RAIZES DE

Magonia pubescens

Magonia pubescens € uma espécie promissora para estudos fitoquimicos por
apresentar usos na medicina popular e na pesca. Infusdes das raizes dessa espécie sdo
empregadas como tranquilizante e o extrato etandlico das raizes € usado para tratar feridas
e dores. As raizes também sdo usadas na pesca, com a fungéo de tinguijar, técnica de uso
popular que consiste no envenenamento da dgua de rios e lagos com chas e extratos que
matam os peixes e facilitam a sua pesca (Aguiar et al., 2015).

Ha também um relato sobre a atividade leishmanicida do extrato etandlico da
casca do caule de M. pubescens (Mendes, 2006) o que mostra uma aplicagéo potencial de
constituintes quimicos de M. pubescens no controle de doencas tropicais negligenciadas
(DTNs), um grande desafio enfrentado pelos paises tropicais ao redor do globo.

As DTNs estdo fortemente associadas a pobreza e tém alto impacto
socioecondmico, sendo responsaveis pela incapacitacdo de 48 milhdes de pessoas e de
152.000 mortes por ano (Zanella et al., 2020). O Brasil tem ocorréncias de 12 entre as
DTNs reconhecidas pela OMS, sendo um dos paises mais afetados pelas DTNs, sendo o
pais mais afetado da América Latina e regido do Caribe. A Doenca de Chagas (DC) é a
principal DTN que afeta o Brasil. A DC é causada por um protozoario (Trypanosoma
cruzi) e transmitida por vetores, podendo causar complicagdes cardiacas e morte subita.
Estima-se que ha sete milhdes de portadores da doenca de Chagas no mundo, sendo de
1,3 a 3,2 milhdes no Brasil. E relatado que a DC causa quase 6000 mortes por ano no
Brasil, sendo uma das doengas de maior prioridade de controle pelo Ministério da Saude
(Zanella et al., 2020). Leishmaniose é outra DTN reconhecida pelo Ministério da Saude
e também uma de suas prioridades (Ministério da Saude, 2010). O Brasil é classificado
pela OMS como um dos 25 paises com alta incidéncia de leishmaniose. Entre 1999 e
2018, foram notificados 68.000 casos de leishmaniose visceral e 460.000 casos de
leishmaniose tegumentar, com transmissdo notificada em todo o territério nacional (Luna
e Campos 2020).

A administracdo dos medicamentos existentes para essas doencas € restrita devido
aos seus graves efeitos adversos e ao surgimento de parasitos resistentes ao tratamento.
Assim, ha uma necessidade urgente de desenvolvimento de novos farmacos eficazes,

seguros e de baixo custo para o tratamento de DTNs (WHO, 2021). Os produtos naturais
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sdo fontes de compostos bioativos que podem ser candidatos no desenvolvimento de
novos farmacos terapéuticos.

Estima-se que o mercado de produtos farmacéuticos de origem vegetal ou
derivados movimente cerca de US$26 bilhGes por ano em todo o planeta. Economias
como os EUA e a Europa tiveram faturamentos de 38% e 28%, respectivamente, desse
mercado em 2011. Todos esses fatores tornam interessante o desenvolvimento da area de
produtos naturais, que comeca com a descoberta da composi¢ao fitoquimica das plantas.
Esse campo de investigacdo ainda é insuficiente no Brasil, onde a grande maioria das
espécies de plantas é sequer conhecida (Pinto et al., 2002; Joly et al., 2011; Alves, 2013).

Os produtos naturais também podem oferecer soluc¢des para reduzir a incidéncia
de pragas em plantacGes. Os extratos vegetais contém metabolitos secundarios tais como
compostos fendlicos, taninos, cumarinas, quinonas, flavonoides, saponinas, terpenoides
e alcaloides, que tém se mostrado potencialmente significativos na protecdo de plantas
contra microrganismos e insetos (Yusoff et al., 2020). Apesar do potencial da M.
pubescens, ainda nao existem estudos fitoquimicos publicados relatando o isolamento de
constituintes das raizes dessa planta. Nesse contexto, foi realizado um estudo dos seus
constituintes quimicos e avaliagdo de atividades bioldgicas.

3.1 - Objetivos

O objetivo do trabalho relatado neste capitulo foi realizar o estudo fitoquimico de
raizes da Magonia pubescens e analisar a atividade bioldgica de seus extratos e
componentes. Para atingir esse objetivo, o trabalho foi desenvolvido com duas diferentes
abordagens.

Primeira abordagem — Método classico:

e obter extrato etandlico das raizes de Magonia pubescens;

e particionar o extrato etanélico por extra¢do liquido-liquido;

e isolar metabdlitos das fragdes mais apolares, obtidas apds particdo do
extrato etandlico, por meio de fracionamento em coluna cromatogréfica e guiado por
analises de cromatografia em camada delgada;

e caracterizar os compostos isolados empregando métodos espectroscopicos
(IV e RMN) e espectrometria de massas;

e avaliar a atividade bioldgica dos constituintes isolados.
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Segunda abordagem — Fracionamento bioguiado:

e realizar ensaios de atividades antiparasitarias, inseticidas e antifungicas
dos extratos, bem como das fragdes e substancias puras obtidas;

e selecionar fracbes com melhores atividades bioldgicas e fraciona-las

utilizando técnicas cromatogréaficas.

3.2 — Experimental

A nomenclatura dos extratos foi feita da seguinte forma: letra E, para extrato; H
para hexanico; D para diclorometanico; A para acetato etilico; B para butandlico; E para
etandlico; Aq para aquoso e R para raizes. A notacdo empregada para codificar as
substancias ou misturas isoladas no estudo fitoquimico das raizes de Magonia pubescens

tem as iniciais da planta seguida por ordem de isolamento.

3.2.1 — Métodos gerais
Algumas metodologias gerais foram utilizadas no fracionamento e identificacdo

de compostos em diferentes etapas da tese e estdo descritas a seguir.

3.2.1.1 — Rotacdo 6tica ([a]p)

A determinagéo do valor da atividade otica foi realizada em polarimetro Perkin
Elmer, modelo 343, usando a linha D do sddio, a 20 °C. Para a realizacdo da medida, o
composto foi dissolvido em metanol seco e foram utilizados 1 mL de volume e 1 dm de

caminho 6tico. A concentracdo c esta expressa em g/100mL.

3.2.1.2 — Espectroscopia no infravermelho (1V)

Foram realizados experimentos de espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR). Foi utilizado um espectrometro Bruker IFS 66/S
equipado com um detector de sulfato de triglicina deuterado (DTGS) e um maodulo de
reflexdo total atenuada por cristal de diamante (ATR). Os espectros de FTIR foram
adquiridos a partir de uma média de 64 varreduras obtidas com resolugio de 8 cm™. Foi
calculada a razdo de reflectancia (R/Ro), onde R e Ro séo as reflectancias medidas na

amostra e no cristal limpo, respectivamente.
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3.2.1.3 — Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrofotdmetros Bruker Avance DRX-
400 (400 MHz para *H e 100 MHz para *C), Bruker AMK 500 (500 MHz para 'H e 125
MHz para **C) e/ou Bruker Avance 11l 600 (600 MHz para *H e 150 MHz para 3C).
Empregaram-se diferentes solventes deuterados (indicados no espectro) contendo
tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. A escolha do solvente deuterado foi feita
em func¢&o da solubilidade da substancia. Os valores de deslocamento quimico (o) foram
expressos em ppm e as constantes de acoplamento (J) em Hz. Foram utilizados programas
COSY, DEPT, HSQC e HMBC convencionais da biblioteca de pulsos de BRUKER.

3.2.1.4 — Espectrometria de massas

A andlise de espectrometria de massas foi realizada em um espectrometro VG
AutoSpec FISON. O espectrometro foi equipado com uma fonte de ionizacdo por
electrospray (ESI) e analisador g-TOF. As condic¢des da fonte foram as seguintes: modo
positivo e negativo; temperatura do gas 150 °C; fluxo de gas 10 L/min; nebulizador (N2)

35 psi; tensdo capilar 1800 V; faixa de massa m/z 50-1000.

3.2.1.5 — Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada foi realizada sobre cromatoplacas (4 x 6,5
cm, aprox.) de silica gel tipo G de 0,3 mm de espessura, com indicador de fluorescéncia
a 254 nm. A deteccéo das substancias sobre as placas foi realizada pela incidéncia de luz
ultravioleta a 254 e/ou 360 nm, ou ainda utilizando revelador pulverizado sobre a placa
seguido de aquecimento. Os reveladores utilizados foram solucdo de acido sulfurico
(solucédo de H2O/H2SO4/AcOH 4:1:20) ou vanilina (EtOH/H2SO4/AcOH 15:1:1,3)

3.2.1.6 — Cromatografia preparativa (CP)

Utilizaram-se placas (20 x 20 cm) de 1 mm de espessura de silica-gel tipo G, com
indicador de fluorescéncia a 254 nm. A guantidade de amostra maxima por placa foi de
40 mg. A deteccdo dos produtos sobre as placas foi realizada pela incidéncia de luz
ultravioleta a 254 e/ou 360 nm ou pulverizando solugéo relevadora de &cido sulfdrico nas

bordas recortadas.
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3.2.1.7 — Cromatografia em coluna (CC)

Na realizacdo de colunas cromatogréaficas se empregou silica-gel de 0,063 — 0,200
nm. Na preparacdo da coluna, a silica-gel foi suspensa em eluente e compactada em
seguida. A amostra foi aplicada dissolvida ou adsorvida em silica-gel. Foram usadas
proporcdes de 30:1 a 50:1 entre a massa de fase estacionaria e amostra. As colunas foram

eluidas com gradiente de polaridade de solventes.

3.2.1.8 — Cromatografia de excluséo molecular

As colunas foram realizadas utilizando Sephadex LH-20 como fase estacionaria.
A Sephadex foi previamente estabilizada em suspensdo com metanol (4,1 mL/g) durante
12 h no minimo. Em seguida a coluna foi eluida com a mistura de solventes indicadas na
descricéo de cada coluna, a partir da eluicdo de 3x 0 volume morto da coluna. A amostra,
apos filtracdo, foi adicionada & coluna dissolvida no eluente, sem ultrapassar 5% do

volume morto da coluna.

3.2.2 — Estudo fitoquimico das raizes de Magonia pubescens.

3.2.2.1 - Coleta e identificacdo do material vegetal

Raizes de M. pubescens foram coletados no municipio de Montes Claros
(coordenadas geograficas 16° 25° 26°° S, 43° 32’ 10”° O), no norte de Minas Gerais em
outubro de 2019 pela Prof2. Dr2. Maria Olivia Mercadante-Simdes (UNIMONTES). Uma
exsicata da amostra coletada encontra-se depositada no herbario da UFMG sob o0 n°
106750. A atividade de acesso ao Patrimdnio Genético foi cadastrada no SisGen e recebeu
0 nimero AAC6COE.

3.2.2.2 - Preparacdo dos extratos das raizes de M. pubescens

O material vegetal coletado secou a temperatura ambiente e foi pulverizado em
moinho de martelos. Apds a moagem foi obtido o p6 das raizes. O extrato foi obtido por
meio de maceracgdo exaustiva em etanol de 1 kg desse material, a temperatura ambiente,
por sete dias, com quatro repeticbes. ApOs a remocdo do solvente em evaporador
rotatdrio, obtiveram-se 123 g de extrato etandlico das raizes (EER).

O extrato bruto foi solubilizado em 1 L de mistura metanol/agua (2:8) e fracionado
por particdo empregando 500 mL de hexano, 500 mL de diclorometano e 4x500 mL de

acetato de etila. Apos estas extracGes o metanol foi removido e na fracéo resultante foram
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adicionados 500 mL de agua e esta foi particionada com 4x500 mL de n-butanol. Na

Figura 5 (pag. 34) é apresenta um esquema do processo.

Extrato etandlico
(EER)

1. Solubilizagdo em 1 L de metanol/agua (2:8)
2. Extragdo com 500 mL de hexano

Fracao hidroalcoolica

de diclorometano

Extragcdo com 500 mL

/Frag: ao hexéni%

Fracao

Frac¢ao hidroalcoolica

Extracao com 500 mL
de acetato de etila (4x)

\ . ™ .
s\dlclorometamcal Fracio

S~ — EER
H/

D

Fracao

Fracao hidroalcodolica

1. Secagem para

remog¢do de metanol

2. Solubilizacdo em 500 mL de agua
2. Extragdo com 500 mL de n-butanol (4x)

acetato-etilica
Fracao
EER%

Fracdo aquosa

Fracao
EER
Ad

Fragao butanolica

Fracao
EERB

Figura 5 — Elaboracéo do extrato etanélico das raizes (EER) de Magonia pubescens.

Uma parte (250 mg) do extrato bruto e de cada fragdo foi reservada para realizacéo

de ensaios biologicos. O fracionamento do extrato etanodlico das raizes deu origem a

fracdo EERnp (8,7 Q) a partir das fragbes hexanica e diclorometénica agrupadas, por

apresentarem o mesmo perfil cromatogréfico em CCD. Além disso, foram obtidas as
fracOes acetato-etilica (EERA, 46,0 g), butandlica (EERs, 47,6 g) e aquosa (EERAq,

18,4 g).

3.2.2.3 - Elaboracdo da fragdo EERHD
EERwp (8,70 g) foi submetida a coluna de silica-gel 60 (70-230 Mesh). Foram

empregados hexano e acetato de etila como eluentes, em ordem crescente de polaridade.

Obtiveram-se dez fragdes de aproximadamente 250 mL cada. Na Figura 6 (pag. 37) €
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apresentado um esquema de fracionamento de EERH/p mostrando as fragdes que levaram
ao isolamento de MPO1, MP02, MP03, MP04, MP05, MP06 e MPOQ7. Foram
selecionadas para purificagdo as fragdes de EERn/p que apresentaram massa suficiente e

aparente simplicidade de composicao de acordo com o perfil em CCD.

Al (1,09 g, eluida com hexano/AcOEt 7:3) — A fracdo Al foi purificada em coluna

Sephadex LH-20 eluida com metanol, da qual foram coletadas 11 fracGes de
aproximadamente 25 mL cada, que foram reunidas em duas fragfes, Al.1 (86 mg) e Al.2
(22,9 mg).

Al.l (86 mg) — Foi purificada em coluna de silica-gel 60 (70-230 Mesh)
empregando hexano, diclorometano e acetona como eluentes, em ordem crescente de
polaridade. Obtiveram-se 15 fragdes. As fracOes 4 a 12 foram reunidas em Al.1.1 (74,1
mg, eluida com hexano até diclorometano/acetona 9:1). Parte da fragdo A1.1.1 (40 mg)
foi submetida a uma placa preparativa de silica-gel 60 (70-230 Mesh), empregando
diclorometano/acetona (9,5:0,5) como eluente, de onde obteve-se, apds elaboracao,
MPO1 (12,6 mg) como um solido branco.

Al.2 (22,9 mg) — Essa fracdo foi submetida a uma placa preparativa de silica-gel
60 (70-230 Mesh), empregando diclorometano/acetona (9,5:0,5) como eluente obtendo

MPO02 (7,5 mg) como um solido branco.

A2 (119,59 mg, eluida com hexano/AcOEt 4:6) — Foi purificada em coluna de silica-gel

60 (70-230 Mesh), empregando diclorometano e acetona como eluentes, em ordem
crescente de polaridade. Foram coletadas 34 fracdes de 10 mL cada, aproximadamente,
reunidas em cinco fracOes, das quais apenas as fracGes mais promissoras foram
purificadas, A2.1 (26,8 mg) e A2.2 (73,7 mg).

A2.1 (26,8 mg, eluida com diclorometano até diclorometano/acetona 9:1) — Essa
fracdo foi submetida a coluna de silica-gel 60 (70-230 Mesh) empregando hexano e
acetato de etila como eluentes, em ordem crescente de polaridade. As fragdes coletadas
foram reunidas em trés grupos. O grupo mais promissor A2.1.2 (6,8 mg, eluido com
acetato de etila) foi purificado por placa preparativa de silica, eluida em hexano/acetato
de etila (3:7) por duas vezes consecutivas, obtendo o composto MP03 (3,3 mg) como um
solido branco.

A2.2 (73,7 mg, eluida com diclorometano/acetona 8,5:1,5 até
diclorometano/acetona 7:3) — Essa fracdo foi submetida a uma coluna de silica-gel 60
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(70-230 Mesh), empregando diclorometano e acetona como eluentes, em ordem crescente
de polaridade. As fragcfes coletadas foram reunidas em quatro grupos. O grupo mais
promissor A2.2.2 (457 mg, eluido com diclorometano/acetona 9:1 até
diclorometano/acetona 1:1) foi fracionado por cromatografia em coluna de silica-gel 60
(70-230 Mesh), empregando diclorometano e acetona como eluentes, em ordem crescente
de polaridade. Obtiveram-se 12 fracdes reunidas em trés grupos. A fracdo A2.2.2.1 (17,9
mg, eluida com diclorometano até diclorometano/acetona 9,1:0,9) foi purificada em
coluna de silica-gel 60 (70-230 Mesh), empregando diclorometano e dioxano (8:2).
Foram obtidos trés grupos. Um dos grupos obtidos (A2.2.2.1.2, 8 mg) foi purificado por
placa preparativa, utilizando diclorometano/acetona 7:3, levando a obtencdo de um sélido

branco identificado como MP04 (1,5 mg).

A3 (466,9 mg, eluida com hexano/AcOEt 2:8) — A fragdo A3 foi purificada em coluna de

silica-gel 60 (70-230 Mesh), empregando diclorometano e acetona como eluentes, em
ordem crescente de polaridade. Foram coletadas 12 fraces de 50 mL cada,
aproximadamente, reunidas em dois grupos, A3.1 (165,5 mg) e A3.2 (235,3 mg).

A3.1 (165,5 mg, eluida com diclorometano) — A fracéo foi purificada em coluna
Sephadex LH-20 com 250 mL de metanol. As 39 fracdes coletadas foram reunidas em
quatro subfracdes, sendo uma considerada promissora, A3.1.1 (48,7 mg). Essa fracéo foi
purificada por meio de solubilizagdo parcial em acetona e diclorometano e filtragéo,
obtendo-se o s6lido branco MPO05 (15,6 mg).

A3.2 (235,3 mg, eluida com diclorometano/acetona 9:1) — A fracdo foi purificada
em coluna Sephadex LH-20 com 250 mL de metanol e 250 mL de mistura metanol/agua
(8:2). As 23 fragdes coletadas foram reunidas em duas subfragdes, sendo elas A3.2.1 (35,5
mg) e A3.2.2 (41,0 mg).

A3.2.1 (35,5 mg, eluida com metanol) — A fracdo foi purificada por meio

de uma placa preparativa eluida com diclorometano/metanol (9:1), obtendo-se o

composto MPO06 (5,2 mg).

A3.2.2 (41,0 mg, eluida com metanol/agua 8:2) - A fracdo foi purificada

por meio de uma placa preparativa eluida com diclorometano/metanol (9:1),

obtendo-se 0 composto MP07 (8,1 mg).
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3.2.2.4 - Elaboracdo da fracdo EERA

A fragdo EERA (46,0 g) foi submetida a cromatografia em coluna de Sephadex
LH-20. Foi empregado metanol como eluente e obtiveram-se 12 fracdes (B1 a B12) de
aproximadamente 100 mL cada. A solubilidade limitada de EERa levou a perda de
material retido na fase estacionaria. Na Figura 7 (pag. 39) é apresentado um esquema do
fracionamento de EERAa indicando apenas as fragfes consideradas mais promissoras com
base no fracionamento bioguiado. Foram selecionadas as fracGes com atividade bioldgica

antifungica, inseticida ou antiparasitaria.

B8 (606,6 mq) — Essa fracdo foi submetida a purificagdo em coluna com Sephadex
LH-20 como fase estacionaria e 200 mL de metanol como fase mdvel (coluna B8). As 20
fracOes coletadas foram reunidas em trés subfracGes (B8.1 a B8.3). A massa total de B8

ndo foi integralmente recuperada da coluna devido a baixa solubilidade deste extrato.

B9 (579,7 mq) — Essa fracdo foi submetida a uma coluna Sephadex LH-20 e eluida
com 200 mL de metanol (coluna B9). As 20 fragdes coletadas foram reunidas em quatro
subgrupos (B9.1 a B9.4). A massa total de B9 néo foi integralmente recuperada da coluna

devido a baixa solubilidade deste extrato.

B10 (399,0 mq) —Foi purificado utilizando coluna Sephadex LH-20 com 120 mL

de metanol (coluna B10). As 12 fragdes coletadas foram reunidas em dois subgrupos

(B10.1 e B10.2). A massa total de B10 néo foi integralmente recuperada da coluna devido
a baixa solubilidade deste extrato. Apenas a subfracdo B10.1 foi submetida a testes de

atividade bioldgica, por ser a inica com quantidade de massa suficiente.

B11 (354,9 mq) — Foi submetida a uma coluna Sephadex LH-20 com 100 mL de

metanol como eluente (coluna B11). As dez fragdes coletadas foram reunidas em dois
subgrupos (B11.1 e B11.2). A massa total de B11 néo foi integralmente recuperada da
coluna devido a baixa solubilidade deste extrato. Apenas o subgrupo B11.2 foi submetido

a testes de atividade biologica, por ser o Unico com quantidade de massa suficiente.
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EERA
46,0 g
Coluna B
B8 B9 B10 B11
606,6 mg] 579,7 mg 399,0 mg] 354,9 mg
Coluna B8 Coluna B9 Coluna B10 Coluna B11
BS.1 B8.2 B8.3 B9.1 B9.2 B9.3 B9.4 B10.1 B11.2
83,0 mg 66,4 mg 72,5 mg 182,3 mg 94,8 mg 18,4 mg 17,0 mg 29,5 mg 24,5 mg

Figura 7 — Elaboracéo da fracdo EERA.

3.2.2.5 - Elaboracéo da fracdo EERs

A fracdo EERs (47,6 g) foi submetida a coluna de Sephadex LH-20 (coluna C).
Foi empregado metanol como eluente e obtiveram-se cinco fracdes de aproximadamente
250 mL cada. Na Figura 8 é apresentado o esquema de fracionamento da fracdo EERs.

Todas as fracbes foram submetidas a avaliagdo da atividade antiflngica.

EER
47,60 g

Coluna C C1
1,49 g

2
2,34 g

C3
1,67 g

C4
2,45 g

Cs
2,87 g

Figura 8 — Elaboracéo da fracdo EERB.

3.2.3 — Atividade antiparasitaria

Foram realizados diferentes ensaios para determinar a atividade antiparasitaria de
compostos/extratos ao longo desse trabalho. As amostras foram avaliadas frente a
inibicdo contra parasitos das espécies Acanthamoeba castellani, Naegleria fowleri,

Trypanosoma cruzi, Leishmania amazonensis e L. donovani
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3.2.3.1 - Atividade contra Acanthamoeba castellani

A atividade antiacanthamoeba foi determinada por ensaio de Alamar Blue®.
Microplacas de 96-pogos foram plaqueadas em duplicata com 50 uL de uma solugcéo
estoque de 10* de células/mL. As amebas foram deixadas por 15 min em descanso para
aderir as microplacas e conferidas usando microscopio invertido Leika DMIL. Depois
disso, 50 uL de diluicdo em série das fragcbes ou dos compostos puros foram adicionados
em cada poc¢o (em todos os testes, 1% DMSO). Finalmente, o reagente de ensaio Alamar
Blue® foi adicionado a cada pogo com concentragio de 10% do volume do meio. As
placas de teste contendo Alamar Blue® foram incubadas por 120 h a 28 °C com uma leve
agitacdo. Subsequentemente, as placas foram analisadas, durante um intervalo de tempo
entre 72 e 144 h, em um leitor de microplacas modelo 689 (Biorad, Hercules, CA) usando
comprimento de onda de teste de 570 nm e comprimento de onda de referéncia 630 nm.
Porcentagens de inibicdo de crescimento, concentracdo inibitéria de 50% (ICso) foram
calculados por analise de regressdo linear com limite de confianca de 95%. Todos 0s
experimentos foram executados em triplicatas e todos os valores médios foram

calculados.

3.2.3.2 - Atividade contra Naegleria fowleri

As andlises in vitro foram realizadas empregando o método Alamar Blue®.
Trofozitas de Naegleria fowleri na fase de crescimento logaritmico foram contados por
um contador celular automatico Countess Il FL para atingir uma concentragdo de 10°
células por poco. Dessa suspensdo preparada de células, 50 uL foram adicionados por
poco em uma microplaca de 96-pogos. O experimento envolveu a incubacao dos parasitos
testados com diferentes concentragfes dos extratos avaliados. Todas as amostras foram
dissolvidas em 2% DMSO, como dose final méxima sem efeitos adversos ao parasito.
Diluicdes seriadas de cada amostra foram preparadas em meio de cultura e 50 uL foram
adicionados a placa. Anfotericina B e metilfosina foram usadas como farmacos de
referéncia e controle positivo. Como etapa final, o reagente Alamar Blue® foi adicionado
as placas (10% do volume do meio), entdo as placas foram incubadas com leve agitagdo
por 48 ha 37 °C. Em seguida, fizeram-se as leituras de placas no leitor EnSpire Multimode
(PerkinElmer, Espanha) empregando comprimento de onda de 570 nm e comprimento de
onda de referéncia de 630 nm. A atividade amebicida foi expressa como valores de ICs.

Esses valores foram calculados por anélise de regresséo linear com limite de confianca
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de 95% usando software SigmaPlot 12.0. Todos os ensaios foram realizados em triplicata

e os resultados apresentados séo baseados nos valores médios dos resultados.

3.2.3.3 - Atividade tripanocida

Formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi foram cultivadas a 26 °C em infus6es
de meio de infusdo de triptose de figado (LIT), suplementado (5%) com soro fetal
desativado por aquecimento (56 °C por 30 min). Parasitos em fase de crescimento
logaritmico foram distribuidos em microplacas de 96 pogos. As amostras dissolvidas em
DMSO foram diluidas em série em 100 pL de meio LIT e suplementadas com 10% de
soro fetal bovino inativado por calor para obter as concentracdes desejadas selecionadas
na primeira triagem. Cada poco foi incubado por 72 h com aumento da concentracéo das
amostras, variando de 10 ug/mL a 100 ug/mL. DMSO foi usado para dissolver a maior
dose dos compostos sem induzir quaisquer efeitos nos parasitos. A placa foi verificada
visualmente usando um microscépio invertido, em seguida, analisada por um leitor de
placa multimodo EnSpire (PerkinEImer, MA, EUA) usando um comprimento de onda de
teste de 570 nm e um comprimento de onda de referéncia de 630 nm. A atividade
tripanocida foi expressa como valores de 1Cso (a concentragdo de uma amostra que causou
uma reducdo de 50% na viabilidade do parasito). Esses valores foram calculados por
analise de regressdo linear com limites de confianga de 95%.

3.2.3.4 - Atividade leishmanicida

A atividade leishmanicida in vitro foi avaliada contra formas promastigotas de
Leishmania amazonensis e L. donovani que foram cultivados a 26 °© C em meio RPMI
1640 modificado (Gibco) e suplementado com 20% de soro fetal bovino inativado pelo
calor, vitaminas e aminoécidos. Os parasitos foram plaqueados a 1x10%/100 uL/poco em
microplaca de 96 pocos. As fragcOes e compostos puros testados foram dissolvidos em
DMSO e adicionadas posteriormente a 100 uL/pogo para obter a concentracdo final de
100 ug/mL e submetidos a dilui¢cdes posteriores. Todos 0s ensaios foram realizados em
triplicata. A atividade foi medida com contador 6tico de microscépio invertido, analisada
estatisticamente da mesma maneira que o teste tripanocida e expressada em valores de
I Cso.
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3.2.4 — Atividade antifungica

A atividade antifungica foi analisada como inibicdo do crescimento micelar. As
espécies de fungo (Alternaria alternata, Botrytis cinerea e Fusarium oxysporum) foram
plaqueadas em placa de Petri contendo &gar modificado que inclui a adi¢do de 0,05
mg/mL de sais de brometo de metiltetraz6lio (MTT) e solucdo das amostras analisadas
diluidas em metanol na concentracao de 1 mg/mL. Foram utilizados ensaios sem amostra
como controle. O crescimento de colbnias em placas de Petri incubadas por 48 h foi
digitalizado e medido. A atividade antiflngica foi expressa em valores de porcentagem
de inibicdo (%l), calculada como %l = (C — T/C) x 100, onde C é o diametro da coldnia

de controle e T é o didmetro das coldnias testadas.

3.2.5 — Atividade inseticida

Os efeitos antirrepulsivos dos extratos da M. pubescens foram testados em larvas
de Chrysodeixies calcites (Lepidoptera, Noctuidae) de acordo com tratamento em toda a
planta e folhas cortadas em discos em um ambiente controlado. Apenas larvas adultas da
mesma faixa etaria foram usadas para os testes, depois de serem privadas de alimentacédo
por uma hora. Para este proposito, a criagdo em massa de animais foi conduzida em
laboratério. Os testes foram realizados empregando folhas de pimenta cultivadas em
vasos no laboratorio. As concentragdes de 0,4 pg/mL, 2 pg/mL e 4 pg/mL de extratos
dissolvidos em uma solucéo de etanol foram testadas em comparagdo com a amostra
controle, que néo recebeu extrato.

Para os testes repulsivos, as folhas de pimenta foram cortadas em discos com 1
cm de diametro. Quatro discos de folhas foram colocados equidistantes em um substrato
de plastico em uma placa de Petri. Em seguida, 2 pL. de cada uma das solugdes preparadas
foram uniformemente espalhados nos discos em caixas com dois tipos de distribuigéo:
com escolha (dois discos tratados com 0s extratos e outros dois apenas com 0 mesmo
volume de etanol da amostra de controle) e sem escolha (quatro discos tratados com 0s
extratos, e como amostra controle quatro discos em outra caixa tratados apenas com
etanol). Apos os tratamentos, quatro larvas foram trancadas em cada caixa com cinco
repeticdes por dispositivo. Apds 24 h de exposicao os discos foram escaneados e a area
consumida pelas larvas foi calculada por meio de software OriginPro 8.0 (OriginLab
Corporation, Northampton, MA, EUA). Extratos que levaram a valores de consumo

acima de 60% foram considerados de alta atividade. Os resultados foram expressos com
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base em analises qualitativas em termos de “forte antialimenticio”, “fraco

antialimenticio” ou “supressor de apetite”.

3.3 — Resultados e discussao sobre o isolamento e caracterizagdo de constituintes
das raizes de Magonia pubescens

O estudo fitoquimico do extrato etandlico das raizes de M. pubescens permitiu o
isolamento de sete metabdlitos secundarios: meleina (MPQ1), estigmasterol (MP02),
escopoletina (MPO03) eriodictiol (MP04), cleomiscosina A (MP05), lophirona A (MP06)
e proantocianidina Az (MPQ7). O conjunto de dados fisicos e espectroscépicos dos
compostos isolados estdo disponiveis no Apéndice (pag. 151-157).

3.3.1 — Determinacéo estrutural de MPO1

No espectro no IV de MPO1 (Fig. 9) destacam-se bandas de absor¢édo de hidroxila
(3348 cm?, estiramento de ligagdo O-H) e de carbonila de lactona com anel de seis
membros (1732 cm™, estiramento de ligagdo C=0). As bandas de absor¢do em 1670 e
1516 cm™ (estiramento de ligagdo C=C), além da banda em 814 cm™* (deformac&o angular
de ligagdo =C-H), sdo caracteristicas de anéis aromaticos.
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Figura 9 - Espectro no IV de MPO1 (ATR).

No espectro de RMN de tH (Fig. 10, pag. 44) e no mapa de contornos COSY (Fig.
11, pag. 44) de MPO01 observaram-se um sistema de spin ABC formado por dupletos, em
on 6,68 (1H, d, J=7,5 Hz) € 6,87 (1H, d, J=8,4 Hz), e um multipleto em on 7,37-7,41 (1H,
m), que por suas caracteristicas poderiam pertencer a um sistema aromatico

trissubstituido. Observam-se, também, um dupleto referente a hidrogénios metilicos em
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on 1,52 (3H, d, J=6,4Hz) e dois multipletos em on 2,90-2,93 (2H, m) e Jn 4,68-4,75 (1H,

m) que sugerem uma cadeia CH,-CH-CHs. Ademais, foi observado um sinal em 64 11,01

(1H), caracteristico de um hidrogénio de hidroxila envolvido em ligag&o de hidrogénio.
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Figura 10 - Espectro de RMN de *H de MP01 (CDCls, 600 MHz).
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A partir dos resultados anteriores e com a analise dos espectros de RMN de 3C e
do mapa de contornos HSQC (Fig. 12 e Fig. 13, pag. 46, respectivamente), identificaram-
se sinais de dez 4tomos de carbono, compreendendo um atomo de carbono metilico, um
atomo de carbono metilénico, cinco &tomos de carbonos metinicos e quatro 4&tomos de
carbonos nao hidrogenados, com destaque para o sinal em dc 170,2 referente a carbonila
de um grupo éster ou lactona.

As andlises dos espectros de RMN de tH e 3C e dos mapas de contornos COSY
e HSQC permitiram a identificacdo de sinais caracteristicos de um anel aromaético, de
uma cadeia contendo trés atomos de carbonos hidrogenados e de uma carbonila de grupo
éster, que fornecem pistas sobre a natureza do metabolito secundario. A presenca desses
grupos aponta na direcdo de uma estrutura de esqueleto cumarinico para o composto
MPOL.
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Figura 12 - Espectro de RMN de **C do composto MP01 (CDCls; 150 MHz).
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A partir da analise do mapa de contornos HMBC (Fig. 14) foi proposta a estrutura
da meleina (Fig. 15, pag. 47) para o composto MPO1. Entre as correlaces observadas,
destacaram-se as do hidrogénio metilénico H4 (5n 2,93) com trés atomos de carbono do
anel aromatico (C9 oc 108,6, C5 oc 118,2 e C10 oc 139,7).
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Figura 14 — Expansao do mapa de contornos HMBC do composto MP01 (CDCls, 600 MHz).
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Devido a valores de deslocamento do hidrogénio H3 (61 4,72) e do carbono C1
(6c 170,2), bem como a banda de absorgdo em 1732 cm™ no espectro no IV, foi proposta
a existéncia de um segundo anel na molécula, esse lactonico.

Esses dados e a comparagcdo dos mesmos com a literatura (Chacon-Morales et al.,
2013) permitiram confirmar MP0O1 como a (-)-meleina (Fig. 15). A atribuicdo de todos
0s sinais € apresentada na Tabela 6. O valor absoluto da rotacdo Otica encontrado para
MPO1 ([«]o? = -87,9° em metanol, ¢ 0,1) ndo foi 0 mesmo valor descrito na literatura
paraa (+)-meleina ([a]p = +92° em metanol, ¢ 1,14) (Chacon-Morales et al., 2013) devido
a presenca de impurezas e diferenca das condi¢fes experimentais. No entanto, o valor

encontrado indica o sentido oposto de rotacédo da luz plano-polarizada relatado para a (+)-

meleina, que indica que MPO1 trata-se da R-(-)-meleina.

OH O

Figura 15 — Estrutura quimica da R-(-)-meleina.

Tabela 6 - Atribuicao dos dados de 6+ (600 MHZz) e dc (150MHZz) para o composto MP01

N. on (ppm) doc (ppm)  dc (ppm)*
1 - 170,2 170,0
3 4,68-4,75 (1H, m) 76,4 76,2
4 2,90-2,93 (2H, m) 34,9 34,7
5 6,68 (1H, d, J=75Hz) 1182 118,0
6 7,37-7,41 (1H, m) 136,4 136,2
7 6,87 (1H, d, J=8,4Hz)  116,6 116,4
8 - 162,6 162,3
9 - 108,6 108,4
10 - 139,7 139,5
11 152(3H,d, J=64Hz) 21,0 20,9

*dados obtidos da literatura. Analise em 100 MHz, CDClIs (Chacén-Morales et al., 2013)

A meleina e seus derivados formam uma subclasse de cumarinas. Embora sua

principal fonte de obtencdo sejam fungos, esses compostos podem ser obtidos a partir de
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plantas e insetos (principalmente de formigas). A meleina foi isolada pela primeira vez
em 1933 do fungo Aspergillus melleus. Esse composto possui atividade larvicida,

citotdxica, inibidora de protease HCV, antiflingica e herbicida (Reveglie et al., 2020).

3.3.2 — Determinacdo estrutural de MP02

O composto denominado MP02 apresentou formula molecular Ca9HagO,
determinada mediante espectrometria de massas (m/z 413,3 [M+H]", m/z calc. 413, 3783).
Segundo esse dado, MP02 possui seis graus de insaturagdo. No espectro no IV de MP02
(Fig. 16) foi observada banda em 3410 cm™ (estiramento de ligagdo O-H), caracteristica
de hidroxila, além de possiveis bandas de alcenos em 1705 cm™ (estiramento de ligacéo

C=C) e 968 cm™* (deformac&o angular de ligagdo =C-H).
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Figura 16 - Espectro de 1V de MP02 (ATR).

No espectro de RMN de *H (Fig. 17, pag. 49) de MP02 observou-se um multipleto
em on 3,48-3,56 (1H), com valor caracteristico de sinal de atomos de hidrogénio ligado a
carbono hidroxilado. Também se observaram trés sinais de hidrogénios olefinicos em Jn
5,03 (1H, dd, J=8,8 Hz, J=15,1 Hz), 615,16 (1H, dd, J=8,7 Hz, J=15,1 HZ) € 61 5,33-5,37

(1H, m), indicando a presenca de ao menos duas ligacdes duplas.
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Figura 17 - Espectro de RMN de *H do composto MP02 (CDCls; 500 MHz).

No espectro de RMN de *C (Fig. 18) observou-se sinais para 29 carbonos, com
perfil indicativo da presenca de esteroide. Os dados de RMN de *H e $3C permitiram supor
a presenca do estigmasterol (Fig. 19, pag. 50). Os sinais de atomos de carbono olefinicos
em oc 140,7 e oc 121,7 permitiram inferir uma ligagéo dupla entre os carbonos C5 e C6.
Também se observaram os sinais caracteristicos de atomos de carbonos olefinicos C22
(oc 138,3) e C23 (dc 129,3) e o carbono carbindlico (C3, oc 71,9). Além disso, foram

observados sinais na regido de metilas.
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Figura 18 - Espectro de RMN de **C de MP02 (CDClIs; 150 MHz).
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O conjunto dos dados de espectroscopia e a comparacdo dos dados de RMN de
13C com os existentes na literatura (Forgo e Kover, 2004) permitiram a identificagdo do
composto MP02 como o estigmasterol (Fig. 19), um esteroide comumente isolado de

fontes vegetais e amplamente conhecido. A atribuicdo de sinais é apresentada na

Tabela 7.

Tabela 7 - Atribuicéo dos dados dc (150MHz) para o composto MP02

Figura 19 - Estrutura quimica do estigmasterol.

N. oc(ppm)  dc (ppm)* N. oc(ppm) dc (ppm)*
1 37,3 37,6 16 28,9 28,9
2 31,6 319 17 56,0 56,3
3 719 72,0 18 12,3 12,2
4 42,3 42,5 19 19,4 19,5
5 140,7 140,8 20 40,5 40,4
6 1217 121,8 21 21,2 214
7 319 32,1 22 138,3 138,3
8 319 32,2 23 129,3 129,7
9 50,2 50,5 24 51,3 51,5
10 36,5 36,5 25 31,9 32,2
11 21,1 21,2 26 21,2 21,2
12 39,7 40,0 27 19,0 19,2
13 42,2 42,2 28 24,8 254
14 56,0 57,1 29 12,1 12,2
15 24,8 24.5

*dados obtidos da literatura. Analise em 125 MHz, CDCI3 (Forgo e Kover, 2004)
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O estigmasterol é um esteroide largamente disponivel na natureza. Foi isolado
pela primeira vez em 1906 de Physostigma venenosum e possui diversas atividades
relatadas na literatura, incluindo antiosteoartritica, anti-hipercolestrolémica, citotoxica,
antitumoral, antimutagénica, antioxidante, anti-inflamatoria, atividade sobre o sistema
nervoso central, além de efeitos hipoglicemiantes. Em pesquisas mais recentes, foram
demonstradas as atividades acaricida e antimicrobiana desse composto. O estigmasterol
foi capaz de reduzir a proliferacdo de acaros com efeitos semelhantes aos do
fenolvalerato, um inseticida sintético (Kaur et al., 2011, Nong et al., 2017, Yusuf et al.,
2018).

3.3.3 — Determinacéo estrutural de MP03

MPO03 apresentou formula molecular CioHgOs, determinada mediante
espectrometria de massas (m/z 215,0319 [M+Na]*, m/z calc. 215,0309), o que indica sete
graus de insaturacdo para essa molécula. No espectro no IV de MP03 (Fig. 20) foi
observada banda em 3429 cm™ de estiramento de ligagdo O-H, indicativa da presenca de
grupo hidroxila. Também se observaram bandas de intensidade média em 1705 cm™
(estiramento de ligagdo C=C) e fracas em 802 cm™ (deformagcéo angular de ligagdo =C-

H) e 1597 cm™ e 1647 cm™ (estiramento de ligacdo C=C de anel aromatico), indicativas
da presenca de anel aromético.
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No espectro de RMN de 'H (Fig. 21) de MP03 pode ser observado um sistema de
spin AM, formado por dois dupletos em on 6,27 (1H, d, J=9,5 Hz) e 6w 7,60 (1H, d, J=9,5
Hz), caracteristicos de atomos de hidrogénios vicinais a atomos de carbono de uma
ligacdo dupla cis. Além disso, sdo observados sinais para dois hidrogénios arométicos em
0n 6,85 (1H, s) e o1 6,92 (1H, s), que sugere um sistema aromatico tetrassubstituido, com
hidrogénios em posicdo para. Também se observou um sinal em on 3,96 (3H, S)

caracteristico de um grupo metoxila.

— o N © WO

© i o N

~N N O O 0 O

P v —
© A(d) B(d)
o 7.60 6.27
(s2]
[

h 9.47 H\ 9.50

.21

83 =
22 5

L e e e e A
7.6 7.5 7.4 73 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3
f1 (ppm)

,7.61
\7.59
~7.26
,6.92
6.85

J121 =
100
104 ~
111 =
320 —

T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
@

Figura 21 - Espectro de RMN de *H de MP03 (CDCls; 500 MHz).

No espectro de RMN de *C de MPO03 se observaram sinais referentes a dez
atomos de carbono. A andlise do espectro de RMN de *C e do mapa de contornos HSQC
(Fig. 22 e Fig. 23, pag. 53) permitiu identificar sinais referentes a um dtomo de carbono
metilico, quatro atomos de carbono metinicos e cinco atomos de carbonos ndo
hidrogenados, incluindo um atomo de carbono carbonilico. Os deslocamentos de *C e 'H
permitiram inferir a presenca de um anel aromatico, um derivado de &cido carboxilico (dc
161,4) e uma ligacdo dupla (dc 113,4 e 6c 143,3), somando sete graus de insaturagéo,
indicando que MPO03 deve apresentar um anel aromatico. A necessidade de um anel
adicional, considerando o numero de insaturacdes da molécula, e a andlise de CCD,
revelada com luz ultravioleta a 254 nm, que apresentou uma mancha azul claro,

permitiram propor que MP03 possui esqueleto basico de cumarina.
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A anélise do conjunto desses dados permitiu propor a estrutura do composto
MPO03 como da cumarina monometoxilada (Fig. 25, pag. 55), estrutura confirmada a
seguir pela analise do mapa de contornos HMBC. O esqueleto basico de cumarinas possui
nove atomos de carbonos com esqueletos C6-C3. Na estrutura proposta, o sistema C6 é
um anel aromatico e a unidade C3 € uma lactona a,f-insaturada.

No mapa de contornos HMBC (Fig. 24) observaram-se sinais referentes as
correlagBes do atomo de hidrogénio H4 (Jw 7,60) com os atomos de carbono em oc 107,5
(C5) e 6c 161,5 (C2). O &omo de hidrogénio H5 (J+ 6,85) apresentou correlagcbes com
0s sinais em oJc 143,3 (C4), oc 144,0 (C6), oc 149,7 (C9) e oc 150,3 (C7). Essas

correlagdes permitiram determinar a ligacdo entre os dois anéis da molécula.

60

70

80

90

f1 (ppm)

H5,C4

—_— —— >

H5,C7 2 H5,C6
Hs,co”
— @E‘LCZ === 160
8‘.0 7‘.5 7‘.0 6‘.5 6‘.0 5‘.5 5‘.0 4‘.5 4‘.0 3‘.5
f2 (ppm)

Figura 24 — Expansdo do mapa de contornos HMBC de MP03 (CDCls; 600 MHz).

Esses dados e a comparacdo com os dados da literatura (Jerezano et al., 2011)
permitiram estabelecer a estrutura de MP03 como escopoletina (Fig. 25, pag. 55). A

atribuicao de todos os sinais é apresentada na Tabela 8 (pag. 55).
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Figura 25 — Estrutura quimica da escopoletina.

Tabela 8 - Atribuigéo dos dados de o+ (600 MHz) e dc (150MHz) para o composto MP03

N. oH (ppm) dc (ppm) doc (ppm)*
2 161,5 161,5
3 6,27 (1H, d, J=95Hz) 1134 112,2
4 7,60 (1H, d, J=95Hz) 1433 1435
5 6,85 (1H, s) 107,5 108,0
6 144.0 145,0
7 150,3 150,7
8 6,92 (1H, s) 103,2 103,2
9 149,7 149,9
10 111,5 110,8
OMe 3,96 (3H, 9) 56,4 59,1

*dados obtidos da literatura. Analise em 125 MHz, DMSO-ds (Jerezano et al., 2011)

A escopoletina ¢ uma cumarina fendlica isolada a partir de muitas plantas. A
bioacumulacdo de escopoletina em vegetais é frequentemente correlacionada com
ataques microbianos e outros fatores estressantes. Este composto possui algumas
atividades bioldgicas relatadas, entre elas, antibacteriana, antifingica, anticonvulsiva,
anti-inflamatoria e antirreumatica. Além disso, em testes de apoptose de células SH-
SY5Y, foi demonstrado que essa cumarina € capaz de atenuar efeitos de

neurodegeneracao (Gnonlonfin et al., 2012, Zhou et al., 2019b, Gay et al., 2020).

3.3.4 — Determinacdo estrutural de MP04
MPO04 apresentou férmula molecular CisH120e, determinada mediante
espectrometria de massas (m/z 287,0559 [M-H*]", m/z calc. 287,0561). A formula leva a
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uma substancia que possui dez graus de insaturacdo. No espectro no IV de MP04 (Fig.
26) observou-se a banda de hidroxilas (3336 cm™, estiramento de ligagio O-H). Além
disso, as bandas observadas em 860 cm™ e 775 cm™ (deformagao angular de ligagdo =C-

H) indicam a presenca de anel aromatico na estrutura da molécula.
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Figura 26 - Espectro de 1V de MP04 (ATR).

No espectro de RMN de *H de MP04 (Fig. 27, pag. 57) observou-se um sistema
de spin AXz, formado por dtomos de hidrogénio com sinais em Jn 2,73 (1H, dd, J=3,0
Hz, J=17,1 Hz), 3,05 (1H, dd, J=13,0 Hz, J=17,1 Hz) e 6n 5,26 (1H, dd, J=3,0 Hz, J=13,0
Hz). Além disso, sinais de dois &tomos de hidrogénio observados em 6+ 6,02 (1H, d, J=2,2
Hz) e 01 6,05 (1H, d, J=2,2 Hz) sugeriram um sistema aromatico 1,2,4,6-tetrassubstituido,
com hidrogénios em posi¢des meta. No espectro também foram observados sinais
pertencentes a um segundo anel aromatico trissubstituido em 6w 6,82 (1H, dd, J=2,2 Hz,
J=8,1 Hz), 61 6,91 (1H, d, J=8,1 Hz) e 61 7,01 (1H, d, J=2,2 Hz). Ademais, se observou
um sinal em 64 12,07 (1H, s). Esse sinal é caracteristico de um hidrogénio fendlico
desblindado por ligacdo de hidrogénio intramolecular em flavonoides com carbonila na
posicdo C4. A presenga de dois anéis aromaticos, do sistema AX: e, sobretudo, do sinal
em on 12,07 do atomo de hidrogénio fendlico sugerem que MP04 é um flavonoide com

esqueleto basico de flavanona.
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Figura 27 — Espectro de RMN de *H de MP04 e expansdes do espectro (CDCl; + piridina-ds;
600 MHz).

A anélise do espectro de RMN de **C (Fig. 28, pag. 58) e do mapa de contornos
HSQC (Fig. 29, pag. 58) permitiu inferir e classificar 15 atomos de carbono, sendo, um
atomo de carbono metilénico, seis 4&tomos de carbonos metinicos e oito atomos de
carbono nédo hidrogenados, incluindo um atomo de carbono carbonilico, destacando os

sinais caracteristicos da unidade C3, sendo a carbonila (C4) em oc 195,7, e os &tomos de
carbono C2 e C3em oc 79,1 e oc 43,1.
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Figura 29 — Expansdo do mapa de contornos HSQC do composto MP04 (CDClI; + piridina-ds;
600 MHz).

O valor da rotacio 6tica encontrada para MP04 ([a]p?° = -19,7° em metanol, ¢ 0,1)

ndo foi idéntico ao valor descrito na literatura para o eriodictiol ([a]p = -1,9° em metanol,
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¢ 0,5) (Zhang et al., 2006) devido a presenca de impurezas e diferenca das condicdes
experimentais. Apesar disso, os valores encontrados indicam o mesmo sentido de rotacdo
da luz plano-polarizada, que sugerem a configuracdo S para 0 composto isolado. Esses
dados e a comparagdo com os dados da literatura (Zhang et al., 2006) permitiram

estabelecer a estrutura de MP04 como o S-(-)-eriodictiol (Fig. 30). A atribuicao dos sinais

é apresentada na Tabela 9.

Tabela 9 - Atribuigdo dos dados de on (600 MHz) e dc (150MHz) para o composto MP04

Figura 30 — Estrutura quimica do S-(-)-eriodictiol.

N. oH (ppm) dc(ppm)  dc(ppm)*
2 5,26 (dd, 1H, J=3,0 Hz, J=13,0 Hz) 79,1 79,5
3 2,73 (dd, 1H, J=3,0 Hz, J=17,1 Hz); 43,1 431
3,05 (dd, 1H, J=13,0 Hz, J=17,1 Hz)
4 195,7 196,8
5 164,3 164,3
6 6,05 (d, 1H, J=2,2 Hz) 95,7 95,1
7 167,8 167,3
8 6,02 (d, 1H, J=2,2 Hz) 96,7 96,1
9 163,3 163,8
10 102,3 102,3
1 130,0 130,8
2 7,01 (d, 1H, J=2,2 Hz) 1135 113,7
3 146,3 145,9
4 1459 1455
5 6,91 (d, 1H, J=8,1 Hz) 115,2 115,2
6’ 6,82 (dd, 1H, J=2,2 Hz, J=8,1 Hz) 118,1 118,2
OH 12,07 (5)

*dados obtidos da literatura. Analise em 150 MHz, CD30D (Zhang et al., 2006)
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O eriodictiol é um flavonoide da subclasse das flavanonas. Estudos apontam que
este composto possui acdo antioxidante, anti-inflamatéria, anticancerigena,
neuroprotetora, cardioprotetora, antidiabética, antiobesidade e hepatoprotetora.
Trabalhos recentes relatam que essa substancia promove um efeito neuroprotetor, capaz

de reduzir inflagBes induzidas por lipopolissacarideos (He et al., 2019, Islam et al., 2020).

3.3.5 — Determinacdo estrutural de MPO5

MPO5 apresentou férmula molecular CxHigOg, determinada mediante
espectrometria de massas (m/z 409,0901 [M + Na]*, m/z calc. 409,0894). Essa formula
indica um composto com 12 graus de insaturagéo. No espectro no IV de MPO05 (Fig. 31)
observa-se a banda em 3440 cm™ de estiramento de ligagdo O-H de grupo hidroxila. As
bandas em 3082 cm™ e 3008 cm™ indicam a presenca de alceno e/ou anel aromatico.
Bandas em 852 cm™ e 818 cm™ (deformacio angular de ligagio =C-H) indicam a

presenca de anel aromatico. Também se observa a banda de estiramento da ligacdo C=0
de carbonila em 1697 cm™.
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Figura 31 - Espectro no IV de MPO05 (ATR).

A analise do espectro de RMN de *H e do mapa de contornos COSY (Fig. 32 e
Fig. 33, respectivamente, pag. 61-62) indicou a presenca de trés sistemas de spin.
Primeiro, um sistema ABCM com sinais de a&tomos de hidrogénio em J4 3,59 (1H, dd,
J=3,8 Hz, J=12,6 Hz), or 3,90 (1H, dd, J=2,6 Hz, J=12,6 Hz), 61 4,21-4,25 (1H, m) e Jn
5,09 (1H, d, J=8,1 Hz), e um segundo sistema ABC correspondente a um anel aromatico
1,3,4-trissubstituido com sinais de atomos de hidrogénio em Jn 6,91 (1H, d, J=8,1 Hz),
on 6,99 (1H, dd, J=2,0 Hz, J=8,1 Hz) e on 7,09 (1H, d, J=2,0 Hz). Uma anélise

comparativa desses dois sistemas com dados descritos na literatura indica a presenca de
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uma unidade C6-C3 correspondente ao alcool coniferilico. Por outro lado, sinais para dois
hidrogénios de um sistema AM em 6x 6,31 (1H, d, J=9,5 Hz) e 6w 7,87 (1H, d, J=9,5 Hz)
e o sinal para um hidrogénio aromético em Jn 6,81 (1H, s) indicam a presenca de uma
unidade de cumarina. Todos esses dados indicam que MPO05 é formado por uma unidade

de alcool coniferilico e uma unidade de cumarina (Fig. 40, pag. 67).
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Figura 33 — Expansdo do mapa de contornos COSY de MP05 (CDs;OD + piridina-ds; 600
MHz).

A andlise do espectro de RMN de *3C e mapa de contornos HSQC (Fig. 34 e Fig.
35, pag. 63) permitiu a identificacdo de sinais para 20 carbonos, distribuidos da seguinte
forma: um atomo de carbono carbonilico, dois &tomos de carbono metilicos, um atomo
de carbono metilénico, oito &tomos de carbono metinicos e oito atomos de carbono néo

hidrogenados.
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Figura 35 — Expansdo do mapa de contorno HSQC de MP05 (CDsOD + piridina-ds; 600 MHz).

Os resultados observados permitiram confirmar a estrutura que é constituida por

um derivado do &lcool coniferilico ligado a uma cumarina (Fig. 36, pag. 64) para o



Capitulo 3 — Estudo fitoquimico das raizes de Magonia pubescens

64

composto MPO05, reforcada pela analise do mapa de contornos HMBC, a seguir. O sinal
do atomo de hidrogénio do sistema AM em J 6,31 (H3) apresenta correlagédo com o sinal
de atomo de carbono carbonilico (dc 163,7, C2) e com o carbono aromatico em Jc 113,9
(C10), dados que confirmam a estrutura da subunidade de cumarina. O sistema de
cumarina proposto possui sete graus de insaturacdo e dez atomos de carbono, as

correlagdes encontradas podem ser observadas em destaque na Figura 36 e no mapa de

contornos HMBC (Fig. 37).

HO
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Figura 36 — Estrutura quimica de MP05, com destaque para correlages observadas em

experimentos HMBC e COSY da-subunidade de cumarina.
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Os dados do mapa de contornos HMBC também confirmam a subunidade
derivada do alcool coniferilico. Como correlagdes mais caracteristicas destacam-se
aquelas do sinal do 4&tomo de hidrogénio benzilico H7’ (6n 5,09) com os 4tomos de
carbono C1’ (dc 129,3), C2’ (dc 113,2) e C6’ (dc 122,9). Esses dados permitiram fixar a
posicdo da unidade C3 no anel aromatico. Essa subunidade C3 contém os atomos de
hidrogénio do sistema ABCM, cujos sinais foram observados no mapa de contornos
COSY (on 3,59, on 3,90, du 4,23 e on 5,09). Outro substituinte do anel aromatico foi
inferido a partir do acoplamento dos sinais dos 4&tomos de hidrogénio da metoxila (dn
3,86, H10’) com C3’ (dc 150,2) no mapa de contornos HMBC. Um grupo hidroxila foi
proposto como terceiro substituinte do anel devido ao valor de deslocamento de um dos
sinais dos a&tomos de carbono e a formula molecular do composto estabelecida a partir do
espectro de massas. As correlacdes da subunidade derivada do alcool coniferilico podem
ser observadas em destaque na Figura 38 e no mapa de contornos HMBC, na Figura 39

(pag. 66).

Figura 38 — Estrutura quimica de MP05, com destaque para correlacfes observadas em

experimentos HMBC e COSY da-subunidade do derivado de alcool coniferilico.
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Figura 39 — Expansao do mapa de contornos HMBC de MPQ5 (CDsOD + piridina-ds; 600
MHz), com destaque para as correlagfes do sistema coniferilico.

Outra informagdo importante esta relacionada a constante de acoplamento entre
os hidrogénios H7’ e H8” que foi de 8,1 Hz indicando uma configuragao trans entre estes
hidrogénios. A atribuicdo de todos os sinais € apresentada na Tabela 10 (pag. 67). O valor
absoluto da rotagio 6tica encontrado para MP05 ([a]p? = +18,6° em metanol, ¢ 0,1) ndo
foi o mesmo valor absoluto descrito na literatura para o 7°S,8’S ([a]p = -2,3° em metanol,
¢ 0,2) (Yang et al., 2014) provavelmente devido a presenca de impurezas e diferenca das
condigOes experimentais. No entanto, o valor encontrado indica o sentido oposto de
rotacdo da luz plano-polarizada descrito para o estereois€omero 7°S,8’S, sugerindo que
MPO5 apresenta a configuragdo inversa ao composto descrito por Yang et al (2014). Esses
dados e a comparagdo com os dados na literatura (Tuyen et al., 2020) permitiram
estabelecer a estrutura de MP05 como 7°R,8’R-(+)-cleomiscosina A (Fig. 40, pag. 67).
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Figura 40 — Estrutura quimica da 7’R,8’R-(+)-cleomiscosina A.

Tabela 10 - Atribuicéo dos dados de 6+ (600 MHz) e oc (150MHz) para o composto MP05

N. oH (ppm) dc (ppm) dc (ppm)*
2 1638 163,1
3 6,31 (1H, d, J=9,5 Hz) 115,0 114,1
4 7,87 (1H, d, J=9,5 Hz) 147,1 146,3
5 6,81 (1H, s) 102,8 102,6
6 148,4 1476
7 140,1 139,4
8 134.4 133,5
9 140,8 140,1
y10 J— 114,0 113,2
11 3,89 (3H,s) 57,7 56,7
ro - 129,3 128,6
2 7,09 (1H, d, J=2,0 Hz) 113,2 112,7
. L— 150,2 149,4
L — 149,6 148,8
5> 6,91 (lH, d, J=8,1 Hz) 117,3 116,5
6 6,99 (1H,dd, J=2,0Hz,J=8,1 Hz)  122,9 122,1
7 509 (1H, d, J=8,1 Hz) 79,0 78,2
8  4.21-4,25 (1H, m) 80,9 80,1
9> 359 (lH, dd, J=3,8 Hz, J=12,6 Hz), 62,5 61,9
3,90 (1H, dd, J=2,6 Hz, J=12,6 Hz)
10 3,87 (3H,s) 57,3 57,1

*dados obtidos da literatura. Analise em 125 MHz, CDsOD (Tuyen et al., 2020)
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A cleomiscosina A é uma cumarinolignana isolada de diferentes espécies de
plantas. Existem relatos de atividades hepatoprotetora e anti-inflamatdria para este

composto (Begum et al., 2018).

3.3.6 — Determinacdo estrutural de MP06

MPO06 apresentou férmula molecular CsoH220g, determinada mediante
espectrometria de massas (m/z 533,1216 [M+Na] *, m/z calc. 533,1207). Essa férmula
indica uma molécula com 20 graus de insaturacdo. No espectro de absorcao na regido do
IV (Fig. 41) pode ser identificada a presenca de hidroxila, revelada pela banda em 3275
cm? (estiramento de ligagdo O-H). A banda em 1624 cm™ indica a presenca de carbonila
(estiramento de ligacdo C=0 de cetona «,f-insaturada). As bandas observadas em 1593
e 1454 cm (estiramento de ligacio C=C de anel aromatico) e em 802 cm™ (deformacéo

angular de ligacdo =C-H) indicam a presenca de anel aromaético.
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Figura 41 - Espectro de 1V de MP06 (ATR).

A analise do espectro de RMN de 'H e do mapa de contornos COSY de MP06
(Fig. 42 e Fig. 43, respectivamente, pag. 69-70) permitiu observar um sistema de spin
AM formado por dupletos em on 4,69 (1H, d, J=12,2 Hz) e 61 6,02 (1H, d, J=12,2 Hz).
Observaram-se sinais caracteristicos que indicam a presenca de quatro anéis aromaticos.
Dois deles indicaram estruturas aromaticas 1,4-dissubstituidas, formadas por dois
sistemas de spin. O primeiro como A>M> com sinais em 6n 6,58 (2H, d, J=8,6 Hz) e 7,15
(2H, d, J=8,6 Hz), e um segundo também A>M>, com sinais em J+ 6,62 (2H, d, J=8,6 Hz)
e 7,18 (2H, d, J=8,6 Hz). Os outros dois anéis aromaticos indicaram estruturas 1,2,4-

trissubstituidas. Um desses anéis apresenta sinais em on 6,75 (1H, d, J=2,3 Hz), 6+ 6,87
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(1H, dd, J=2,3 Hz, J=8,9 Hz) e 61 7,91 (1H, d, J=8,9 Hz) e 0 outro apresenta sinais em
0n 6,16 (1H, d, J=2,4 Hz), on 6,36 (1H, dd, J=2,4 Hz, J=9,0 Hz) e 61 8,17 (1H, d, J=9,0

Hz). Além desses, se observou um simpleto em 61 8,25 (1H, s).

NN ONA TN ONOVONTPGQONNILLMOMPHAHADNDOONNMNOLNOMAHO
N—= 00—~ 0QgQWWOWONMNOUPpOOUOLIHOINILMHOMOHOMM— O ON O
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e
A(d)
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6.7 6.5

6.6
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Figura 42 - Espectro de RMN de H de MP06 (CDsOD; 600 MHz).
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No espectro de RMN de *C (Fig. 44, pag. 71) se observaram sinais de 30 a&tomos
de carbono. A analise desse espectro combinado com os dados do mapa de contornos
HSQC (Fig. 45, pag. 71) permitiu a identificacdo de 17 4&tomos de carbono metinicos,
dois 4tomos de carbono carbonilicos e 11 atomos de carbono ndo hidrogenados. O
conjunto dos dados de RMN anteriormente comentados esta de acordo com uma possivel
estrutura de biflavonoide, que possua 30 carbonos, quatro anéis aromaticos e duas
carbonilas (oc 178,0 e oc 205,7).
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Figura 44 - Espectro de RMN de *C de MP06 (CDs;0D; 150 MHz).
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A partir dos dados de ressonancia descritos, e dados da literatura, foi proposto um
esqueleto biflavonoide para o composto MP06 (Fig. 46). Com a finalidade de confirmar
a estrutura proposta, foi obtido o mapa de contornos HMBC para o composto. As
correlagGes dos sinais do &tomo de hidrogénio benzilico H19 (on 4,69) com os sinais dos
atomos de carbono C27/C31 (oc 131,3) e C21/C25 (oc 130,6) permitiram estabelecer suas
conexdes com ambos 0s anéis aromaticos 1,4-dissubstituidos. O sinal atribuido a H19 (dn
4,69) também apresentou correlagcBes com o0s sinais da carbonila de cetona em oc 205,7
(C12), dos atomos de carbono C11 (oc 45,7) e C3 (6c 123,5) do anel da isoflavona. Essas
correlagdes podem ser observadas em destaque na Figura 46 e no mapa de contornos
HMBC (Fig. 47).

HO

Figura 46 — Estrutura quimica de MP06, com destaque para algumas correlagdes observadas em
experimentos HMBC e COSY.
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Figura 47 — Expansdo do mapa de contornos HMBC de MP06 (CDs;0D; 600 MHz), com

destaque para as correlacdes do hidrogénio H19.
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No mapa de contornos HMBC também se observaram correlaces do sinal do
atomo de hidrogénio H11 (o+ 6,02) com o sinal do atomo de carbono néo hidrogenado
C3 (dc 123,5) da isoflavona. O sinal do &tomo de hidrogénio H11 (on 6,02) também se
acopla com ambos os sinais dos atomos de carbono carbonilicos (C4, 6c178,0, e C12, oc
205,7) e com C2 (oc 158,2). Essas conectividades confirmam a existéncia de uma unidade
de C3 formada pelos carbonos C2, C3 e C4 (dc 158,2, 123,5 e 178,0, respectivamente).
Essas correlagcbes podem ser observadas em destaque na Figura 48 e no mapa de
contornos HMBC da Figura 49.

— COSY

HO OH —> e

Figura 48 — Estrutura quimica de MP06, com destaque para algumas correlacdes observadas em
experimentos HMBC e COSY.
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Figura 49 — Expansdo do mapa de contornos HMBC de MP06 (CDs;0D; 600 MHz), com
destaque para as correlacdes do hidrogénio H11.
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O sinal do atomo de hidrogénio H18 (Jn 8,17) de um dos anéis aromaticos
trissubstituidos apresenta correlacdo com a carbonila C12 (¢ 205,7). O sinal do atomo
de hidrogénio aromatico H5 (on 7,91), do anel trissubstituido restante, revela o
acoplamento deste com o atomo de carbono da carbonila C4 (oc 178,0). Esses dados
permitem localizar os demais substituintes da estrutura. Essas correlacbes podem ser
observadas em destaque na Figura 50 e no mapa de contornos HMBC da Figura 51.
Considerando o valor de deslocamento quimico do hidrogénio H2 (on 8,25) e para
completar a substituicdo do &tomo de carbono C2 (Jc 158,1), se propde a formacéo do

anel C por meio de um atomo de oxigénio, levando a estrutura final.

Figura 50 — Estrutura molecular proposta para o composto MP06, com destaque para algumas

das correlagbes observadas no mapa de contornos HMBC.
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Figura 51 - Expansdo do mapa de contornos HMBC de MP06 (CDs;0D; 600 MHz), com
destaque para as correlacdes dos hidrogénios H18 e H5.
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A atribuicdo de todos os sinais € apresentada na Tabela 11. O valor da rotacao
Gtica encontrado para MP06 ([a]o?° = +32,8° em metanol, ¢ 0,1) ndo foi o0 mesmo valor
absoluto descrito na literatura para a lophirona A ([¢]o?®® = +65 em metanol, ¢ 0,56)
(Ghogomu et al., 1987) devido a presenca de impurezas e diferenca das condigdes
experimentais. Apesar disso, os valores encontrados indicam o0 mesmo sentido e rotacao
da luz plano-polarizada, que sugerem a configuracao absoluta do composto como sendo

R. Os dados de RMN e a comparacdo com dados da literatura (Ghogomu et al., 1987)

permitiram estabelecer a estrutura de MP06 como a R-(+)-lophirona A (Fig. 52).

Tabela 11 - Atribuicéo dos dados de 1 (600 MHz) e oc (150MHz) para o composto MP06

HO

24

Figura 52 — Estrutura quimica da R-(+)-lophirona A.

Carbono oH (ppm) oc (ppm) oc (ppm)*
2 8,25 (1H, s) 158,2 156,4
3 - 123,5 1221
4 --- 178,0 175,4
5 7,91 (1H, d, J=8,9 Hz) 129,1 128,2
6 6,87 (1H, dd, J=2,3 Hz, 117,4 115,9

J=8,9Hz)
7 - 165,5 163,4
8 6,75 (1H, d, J=2,3 Hz) 104,2 103,1
9 --- 160,3 158,5
10 - 118,1 1171
11 6,02 (1H, d J=12,2 Hz) 45,7 43,9
12 --- 205,7 204,5
13 --- 115,3 1141
14 --- 167,8 166,8
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Tabela 11 - Atribuicdo dos dados de J+ (600 MHz) e dc (150MHz) para o composto MP06
(cont.)

N. oH (ppm) dc (ppm) dc (ppm)*
15 6,16 (1H, d, J=2,4 Hz) 104,4 103,3
16 167,7 166,1
17 6,36 (1H, dd, J=2,4 Hz, J=9,0 110,1 109,9
Hz)
18 8,16 (1H, d, J=9,0 Hz) 135,2 134,5
19 4,69 (1H, d, J=12,2 Hz) 55,2 53,4
20 135,7 1345
21 7,15 (1H, d, J=8,6 Hz) 130,6 129,4
22 6,58, (1H, d, J=8,6 Hz) 116,9 115,8
23 157,6 156,4
24 6,58, (1H, d, J=8,6 Hz) 116,9° 115,8
25 7,15 (1H, d, J=8,6 Hz) 130,6 129,4
26 136,7 135,6
27 7,18 (1H, d, J=8,6 Hz) 131,6° 130,0
28 6,62 (1H, d, J=8,6 Hz) 117,0° 116,0
29 157,6 156,5
30 6,62 (1H, d, J=8,6 Hz) 117,0° 116,0
31 7,18 (1H, d, J=8,6 Hz) 131,6° 130,0

*dados obtidos da literatura. Analise em 100 MHz, CD3COCD3 (Ghogomu et al., 1987);

abvalores determinados apenas por comparacdo com a literatura.

A lophirona A é um biflavonoide obtido as partir de diferentes espécies de plantas.
Existem poucos estudos na literatura investigando as propriedades bioldgicas da
lophirona A. Dentre as atividades atribuidas a esse composto, destacam-se as atividades

antiplasmodial e antibacteriana (Eteme et al., 2018).

3.3.7 — Determinacdo estrutural de MPO7

MPOQ7 apresentou formula molecular CsoH24012, determinada por espectrometria
de massas (m/z 599,1160 [M+Na] *, m/z calc. 599,1160). Portanto, essa molécula possui
19 graus de insaturacdo. No espectro no IV de MPO7 (Fig. 53, pag. 77) pode ser
identificada uma banda em 3271 cm™ (estiramento de ligagio O-H), indicando a presenca
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de hidroxila. As bandas em 1608 cm™ (estiramento de ligagdo C=C), e em 802 cm™
(deformacdo angular de ligacdo =C-H) indicam a presenca de ligacdo dupla de alceno

e/ou anel aromatico.
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Figura 53 - Espectro no IV de MP07 (ATR).

No espectro de RMN de *H e no mapa de contornos COSY (Fig. 54 e Fig. 55, pag.
78-79) podem-se observar os sinais para um sistema de spin AB formado por dupletos
em on 4,10 (1H, d, J=3,4 Hz) e on 4,44 (1H, d, J=3,4 Hz) que poderiam pertencer a uma
cadeia C3. Também foram observados sinais de outra possivel cadeia C3 formada por um
sistema ABX_, compreendendo dois dupletos duplos em on 2,79 (1H, dd, J=2,8 Hz,
J=17,2 Hz) e 61 2,98 (1H, dd, J=5,0 Hz, J=17,2 Hz), um multipleto em Jn 4,27-4,30 (1H,
m) e um simpleto em Jn 4,97 (1H, s). Foi identificado um sistema com sinais em Jn 6,04
(1H, d, J=2,3 Hz) e a Jn 6,11 (1H, d, J=2,3 Hz), possivelmente de um anel aromatico
tetrassubstituido com hidrogénios em posi¢cdo meta. Um sinal em Jn 6,13 (1H, s) foi
atribuido a um anel aromatico pentassubstituido. Os sinais em 6 6,84 (1H, d, J=8,3 Hz),
7,06 (1H, dd, J=2,2 Hz, J=8,3 Hz) e on 7,19 (1H, d, J=2,2 Hz) foram atribuidos a um
sistema aromatico trissubstituido, por possuirem correlagdes no mapa de contornos
COSY, assim como os sinais em Jx 6,86 (1H, d, J=8,3 Hz), on 7,02 (1H, dd, J=2,1 Hz,
J=8,3Hz) e on 7,19 (1H, d, J=2,2 Hz), que foram atribuidos a um outro sistema aromatico

trissubstituido.
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Figura 54 - Espectro de RMN de H de MP07 (CDsOD; 600 MHz).
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No espectro de RMN de *3C (Fig. 56, pag. 80) observaram-se sinais de 30
carbonos. A analise deste espectro combinado com os dados do mapa de contornos HSQC
(Fig. 57, pag. 80) permitiram a identificacdo de 13 atomos de carbono metinicos, um
atomo de carbono metilénico e 16 atomos de carbonos ndo hidrogenados. Esses sinais
estdo de acordo com uma estrutura com quatro anéis aromaticos e duas cadeias C3,

levando a propor um composto formado por duas unidades de flavonoides.
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As posicdes dos substituintes nos anéis aromaticos do biflavonoide foram
determinadas mediante analise detalhada do mapa de contornos HMBC permitindo
propor a estrutura quimica de MPQ7 apresentada na Figura 58 (pag. 82).

A partir da correlagdo do sinal do 4&tomo de carbono UC10 (oc 105,3) do anel
aromatico tetrassubstituido com o sinal do atomo de hidrogénio UH3 (o1 4,10), o sistema
de spin do tipo AB foi identificado como um substituinte no anel. A unido entre os &tomos
do sistema de spin AB foi previamente identificada no mapa de contornos COSY (UH3
(01 4,10) e UH4 (61 4,44).

No mapa de contornos HBMC, o sinal do atomo de hidrogénio UH3 (Jn 4,10)
apresentou correlacdo com o sinal do atomo de carbono UC1’ (Jc 133,5) de um anel
aromatico trissubstituido. Além disso, ndo foram observadas correlagdes entre 0s sinais
do a4tomo de hidrogénio UH4 (on 4,44) da cadeia C3 e do &tomo de carbono UC1’ (dc
133,5), de modo que se pdde supor que a cadeia C3 desse flavonoide se completa com
um atomo de carbono néo hidrogenado UC2 (Jc 101,2), por meio do qual se une ao anel
trissubstituido. O atomo de carbono UC2 (Jc 101,2) pbde ser identificado pelas
correlag@es de seu sinal com os sinais do &tomo de hidrogénio UH4 (dn 4,44). A conexao
entre os dois blocos de flavonoides (U e L) é indicada pelo acoplamento observado no
mapa de contornos HMBC entre 0s sinais do atomo de hidrogénio UH3 (1 4,10) e do
atomo de carbono LC8 (dc 108,2). Essas correlagdes podem ser observadas em destaque

na Figura 58 e no mapa de contornos HMBC da Figura 59 (péag. 82).

Figura 58 — Estrutura quimica de MPQ7, com destaque para as correlacdes observadas para o

bloco superior (upper, U).
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Figura 59 — Expansdo do mapa de contornos HMBC de MP07 (CDs;0D; 600 MHz), com

destaque para as correlages do bloco superior (upper, U).

No segundo bloco (L), o sinal do &tomo de hidrogénio LH6’ (0w 7,02) do segundo
anel trissubstituido apresentou acoplamento, no HMBC, com o sinal do &tomo de carbono
LC2 (6c 82,8). O atomo de carbono LC2 pertence a cadeia C3, juntamente com 0s a&tomos
de carbono LC3 (0¢ 68,0) e LC4 (¢ 30,9), como foi observado pela analise de seus sinais
no mapa de contornos COSY (sistema spin ABX>) e no mapa de contornos HSQC. Os
sinais dos atomos de hidrogénio LH3 (o1 4,29) e LH4 (61 2,79 e 1 2,98) correlacionam
com o sinal do atomo de carbono LC10 (6c 103,5) do anel aromatico pentassubstituido.
Ambos o0s atomos de carbono LC2 (Jc 82,8) e LC3 (dc 68,0) apresentam deslocamentos
que indicam estarem ambos ligados a um atomo de oxigénio cada. Essas correlacdes
podem ser observadas em destaque na Figura 60 (pag. 83) e no mapa de contornos da
Figura 61 (pag. 83).
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Figura 60 — Estrutura quimica de MP07, com destaque para as correlacGes observadas para o
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Figura 61 — Expansdo do mapa de contornos HMBC de MP07 (CDs;0D; 600 MHz), com
destaque para as correlacdes do bloco inferior (lower, L).

1 (ppm)

Com os quatro anéis aromaticos identificados, somam-se 16 graus de insaturacao

na estrutura proposta. A partir do déficit de graus de insaturacdo, propbe-se que as

estruturas de ambos os blocos de flavonoides possuem uma cadeia C3 ciclizada,

caracteristica de flavonois. A formacdo do ultimo anel foi deduzida de maneira a

completar o nimero de graus de insaturacdo calculados para a molécula.
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A atribuicdo de todos os sinais € apresentada na Tabela 12. A estereogquimica nao
pode ser confirmada uma vez que nao foi obtido o mapa de contornos NOESY. O valor
absoluto da rotag&o 6tica encontrado para MP07 ([a]o?° = +62,8° em metanol, ¢ 0,1) ndo
foi 0 mesmo valor descrito na literatura para a proantocianidina Az ([¢]o? = +58,9 em
metanol, ¢ 0,75) (Kamiya et al., 2001) provavelmente devido a presenca de impurezas e
diferenca das condices experimentais, mas sugere tratar-se do mesmo composto. Os
dados espectroscopicos obtidos, comparados com resultados da literatura (Kamiya et al.,
2001), permitiram a identificacio de MPO7 como a U2S,U3R,U4R,L2R,L3R-(+)-
proantocianidina Az (Fig. 62).

Figura 62 — Estrutura quimica da U2S,U3R,U4R,L2R,L3R-(+)-proantocianidina A..

Tabela 12 - Atribuicdo dos dados de J+ (600 MHz) e éc (150MHz) para MPO7

N. oH (ppm) dc(ppm)  dc (ppm)*
U2 - 101,2 100,2

U3 4,10 (1H, d, J=3,4 Hz) 68,9 68,1

U4 4,44 (1H, d, J=3,4 Hz) 30,2 29,3

us - 155,3 157,0

U6 6,04 (1H, d, J=2,3 Hz) 99,2 98,3

Uy A— 159,0 158,1

Us 6,11 (1H, d, J=2,3 Hz) 97,4 96,7

U] J— 158,0 154,2

U10 --- 105,3 104,3
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Tabela 12 - Atribuicdo dos dados de 1 (600 MHz) e dc (150MHz) para MP07 (cont.)

N. oH (ppm) dc(ppm)  dc(ppm)*
ur - - 132,1 132,5
U2 7,18 (1H, d, J=2,2 Hz) 116,7 1157
|05 L— 146,5 1456
{07 EI— 1472 146,8
US* 6,84 (1H, d, J=8,3 Hz) 116,5 116,1
U6 7,06 (1H,dd, J=2,2 Hz, J=8,3Hz)  120,7 1198
L2 4,97 (1H,s) 82,7 81,8
L3 4,27-4,30 (1H, m) 67,8 67,0
L4 2,79 (1H, dd, J=2,8 Hz, J=17,2 Hz), 30,7 29,9

2,98 (1H, dd, J=5,0 Hz, J=17,2 Hz)

I J— 1575 156,6
L6 6,13 (1H,s) 97,5 96,5
Iy A— 153,2 152,3
X J— 108,1 107,2
- J— 153,0 152,1
L10 - 103,3 102,5
193 LA— 132,2 131,2
L2’ 7,19 (1H, d, J=2,2 Hz) 116,9 116,0
Ly - 146,8 146,0
| 7L — 1476 146,3
L5 6,86 (1H, d, J=8,3 Hz) 117,0 115,6
L6  7,02(1H,dd, J=22 Hz, J=8,3Hz) 1213 120,4

*dados obtidos da literatura. Analise em 125 MHz, CDz0D (Kamiya et al., 2001)

As proantocianidinas sdo uma classe de biflavonoides isolados de plantas. A

principal atividade bioldgica relacionada a proantocianidina A, é sua capacidade

antioxidante, que em alguns estudos foi maior do que a dos antioxidantes sintéticos

hidroxitolueno butilado (BHT) e hidroxianisol butilado (BHA). Alguns estudos também

relatam uma eficiente atividade anti-inflamatdria promovida por essa substancia (Xu et
al., 2010a, Oldoni et al., 2016, Lu et al., 2011).
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3.4 — Atividade antiparasitaria dos compostos isolados

A busca por substancias com atividade antiparasitaria estd relacionada com a
melhoria na qualidade da salde do ser humano. A espécie de ameba Acanthamoeba
castellani é capaz de causar infeccdes de pele e de cérebro. E mais conhecida por causar
queratites na cornea, capaz de levar a dores fortes e cegueira. Apesar dos esforcos da
comunidade cientifica, o tratamento de queratites causada por A. castellani ndo é
totalmente eficaz (Shing et al., 2020). A espécie Naegleria fowleri € também uma ameba,
e é responsavel por casos de infeccdo cerebral e ainda ndo ha cura para a enfermidade
provocada por esse parasito (Zeouk et al., 2021). A espécie Trypanosoma cruzi €
responsavel pela doenca de Chagas, uma enfermidade infecciosa que pode evoluir e levar
a casos de meningite e encefalite. Esse parasito é altamente adaptavel e capaz de se
disseminar com facilidade entre diferentes espécies de mamiferos. Por conta de sua
adaptabilidade, é imprescindivel a busca por maneiras de eliminar esse parasito (Jansen
et al., 2018). As espécies do género Leishmania séo as causadoras da leishmaniose, uma
doenca infecciosa que esta presente em quase 100 paises do mundo — principalmente nos
tropicos, incluindo o Brasil (Akhound et al., 2017).

Alguns dos compostos isolados de M. pubescens, limitados pelas quantidades
extraidas, foram testados frente a espécies de parasitos Acanthamoeba castellanii,
Naegleria fowleri, Trypanosoma cruzi, Leishmania amazonensis e L. donovani. Os

resultados estdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 — Valores de ICso na avaliacdo de atividade antiparasitaria de metabdlitos
isolados de M. pubescens

) I1Cso (ug/mL)

Codigo - : _ : .
A. castellanii N. fowleri T. cruzi L. amazonensis L. donovani

MPO1 >50 50 - 100 >100 >100 >100

MPO3 >100 > 100 >100 >100 >100

MP04 >100 > 100 >100 >100 >100

MPO5 100 100 >100 >100 >100

MPO06 >100 > 100 >100 >100 >100

Os resultados de 1Cso mostram que a maioria dos compostos ndo possui atividade
antiparasitaria frente aos microrganismos testados. A excecdo, € o composto MP0O1

(meleina) que foi ativo contra amebas da espécie Naeglaria fowleri. Amebas dessa



Capitulo 3 — Estudo fitoquimico das raizes de Magonia pubescens 87

espécie sdo infecciosas e causam um tipo de meningoencefalite em contato com seres
humanos. N&o existem métodos de tratamentos seguros e eficazes contra a proliferacdo
desse protozoario, mas estudos publicados mostram que ha potencial no uso de produtos
naturais para o tratamento. Substancias como a inoloxina A e anfotericina B, por exemplo,
apresentaram excelentes resultados na inibicdo dessa ameba (ICsg 21,27 +2,25 uM € 0,12
+ 0,03 UM, respectivamente) (Zeouk et al., 2021). O valor de ICso encontrado para a
meleina, apesar de ser maior do que os de outras substancias investigadas para o

tratamento deste parasito, torna essa substancia potencial para estudos futuros.

3.5 — Fracionamento bioguiado por atividade bioldgica

O fracionamento bioguiado consiste no acompanhamento das etapas de
fracionamento por meio de ensaios de atividades biologicas das fragcdes obtidas. Esses
ensaios permitem a prévia selecdo de fracGes mais promissoras, que podem levar ao
isolamento de metabdlitos bioativos frente a atividade testada. Nesse trabalho, o extrato
etandlico das raizes de M. pubescens e suas fraces e subfracdes foram testados em
relacdo a atividades antiflngicas, inseticidas e antiparasitarias.

3.5.1 — Fracionamento bioguiado por atividade antifingica

Diferentes amostras de M. pubescens foram testadas frente as espécies de fungos
Alternaria alternata, Botrytis cinerea e Fusarium oxysporum. A observacgéo de atividade
antifingica dos extratos de M. pubencens € uma evidéncia de uma possivel aplicacéo
tecnoldgica desses extratos (Wenderoth et al., 2019).

Existem mais de 400 espécies de fungos do género Alternaria que podem atacar
mais de 100 espécies diferentes de cultivares. A contaminacdo por fungos A. alternata
pode levar a perda da colheita e até a intoxicacdo do consumidor por micotoxinas. Por
iSS0, é necessaria a busca de substancias capazes de inibirem o crescimento dessa praga.

Botrytis cinerea esta classificado em segundo lugar entre os principais patégenos
fangicos do mundo em patologia molecular de plantas, em termos econémicos, sendo a
principal causa biologica de problemas pds-colheita, uma vez que é responsavel pela
formacgdo de mofo cinzento. Os esporos desses fungos estdo geralmente presentes na
superficie de frutas, que, durante 0 manuseio pés-colheita, podem fornecer um ambiente
adequado para a germinacao de esporos, principalmente em frutos danificados (Simone
et al., 2020).
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O fungo Fusarium oxysporum causa a murcha de Fusarium da banana, uma
pandemia que tem ameacado o cultivo e o comércio de exportacdo dessa fruta. Esse € um
dos principais fatores de estresse bidtico que afeta as bananas e a murcha de Fusarium é
considerada a doenga mais destrutiva e amplamente disseminada nas regides produtoras
de banana em todo o mundo. O fungo é transmitido pelo solo e inicialmente se estabelece
em uma relacéo biotréfica interagindo com células vegetais vivas do hospedeiro para, em
seguida, em sua fase necrotrofica, atacar esses tecidos. Frequentemente, o fungo persiste
em areas cultivadas por anos devido a sua fase de sobrevivéncia, além de sobreviver e se
multiplicar em hospedeiros alternativos. A doenga é caracterizada pelo amarelecimento
das folhas jovens e divisdo do pseudocaule e, eventualmente, morte da planta (Rocha et
al., 2021)

Os resultados das andlises preliminares do extrato etanélico das raizes (EER) e
suas fracbes EERnp, EERA, EERB € EERAq estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 — Atividade antifingica do extrato etandlico de raizes e fracGes obtidas de M.
pubescens

% de inibicdo + DP*

Cddigo
A. alternata B. cinerea F. oxysporum
EER 22,88 + 8,37 29,44 +11,71 9,16 + 8,32
EERwp 13,73 + 12,89 28,67 + 6,44 21,06 + 7,64
EERa 41,36 + 1,86 49,08 + 6,88 11,60 + 8,17
EERs 32,94 +1,69 44,41 +528 25,03 +4,51
EERAq 14,75 + 11,04 15,40 + 5,04 --

* concentragdo testada 1 mg/mL

Nesse teste preliminar foram selecionadas apenas fragfes com capacidade de
inibicdo superior a 40% contra pelo menos um dos organismos testados. Assim, as fracoes
EERA e EERg foram fracionadas em coluna cromatogréfica Sephadex LH-20 e suas
subfracdes submetidas a novos testes. As 12 fracdes obtidas da fracdo EERA (B1 a B12)
foram testadas frente as espécies A. alternata e B.cinerea, enquanto as cinco fracbes
obtidas a partir de EERs (C1 a C5) foram testadas apenas para a inibi¢do de B. cinerea.
Os resultados estdo apresentados na Tabela 15 (pég. 89).
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Tabela 15 — Atividade antifungica de subfracdes de EERa € EERB

% de inibicdo = DP*

Cadigo
A. alternata B. cinerea

Bl 15,71 + 6,32 14,94 + 20,42
B2 14,04 + 2,65 14,33 + 14,23
B3 23,23 + 4,47 12,95 + 11,74
B4 24,29 +4,29 12,38 19,26
B5 18,61 + 5,74 0,23 + 24,29
B6 20,93 +5,04 8,01 + 23,61
B7 31,02 +556 -

B3 45,08 + 3,59 15,19 + 13,04
B9 51,30 + 4,93 23,02 + 18,20
B10 45,66 + 6,39 36,16 + 15,13
Bi1 55,47 + 4,44 38,50 + 12,08
B12 55,52 + 6,56 28,99 + 17,54
Cl - 20,89 + 12,62
C2 - 5,87 +14,71
C3 - 17,97 +6,33
C4 - 12,12 +12,54
C5 - 15,13 9,09

* concentragao testada 1 mg/mL

Novamente foram selecionadas fragdes que apresentaram inibi¢do de pelo menos

40% dos individuos para posterior fracionamento. Os ensaios de inibi¢do do fungo B.

cinerea apresentaram altos valores de desvio padréo, mostrando uma grande varia¢ao nos

valores obtidos. Estatisticamente esses resultados nao sao conclusivos, e nenhuma fracao

foi selecionada segundo a sua atividade inibitoria frente a esse fungo.

As fracBes B8, B9, B10 e B11 foram fracionadas e testadas frente as linhagens de

fungo A. alternata. B12 néo foi fracionada devido a pequena quantidade obtida.

Todas as fracGes obtidas de B8 (B8.1 a B8.3), B9 (B9.1 a B9.4), B10 (B10.1) e

B11 (B11.2) foram testadas frente a espécie A. alternata. Os resultados estdo

apresentados na Tabela 16 (pag. 90).
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Tabela 16 — Atividade antifungica de subfracdes obtidas de B8, B9, B10 e B11

% de inibicédo = DP*

Codigo A. alternata
B8.1 19,57 +3,51
B8.2 44,77 + 3,99
B8.3 31,84 £2,25
B9.1 4570 +1,31
B9.2 49,82 +3,65
B9.3 41,95 + 0,99
B9.4 45,97 + 2,59

B10.1 51,18 +1,93
B11.2 48,32 + 3,45

* concentragdo testada 1 mg/mL

N

crescimento de mais de 40% dos individuos do fungo estudado, comprovando a atividade
das fragoes.

Entretanto, as massas das fracOes ativas ndo foram suficientes para realizar
posteriores testes de atividade antifingica e por isso o acompanhamento bioguiado foi

interrompido nessa etapa.

3.5.2 — Fracionamento bioguiado por atividade inseticida

Chrysodeixis chalcites é uma espécie de traca que pode afetar o crescimento das
plantagOes de banana e tomate. As larvas dessas moscas se alimentam da casca do fruto
da banana, prejudicando o comércio da fruta. O tratamento da plantacdo é feito com
grandes quantidades de pesticidas, que por sua vez, podem ser danosos ao meio ambiente
e a saude das comunidades que vivem proximas as plantacfes (Fuentes et al., 2018).
Sendo assim, foi realizada a avaliacdo da atividade do extrato etandlico das raizes de M.
pubescens (EER) e de fracGes obtidas desse extrato (EERHp, EERA, EERB € EERAq)

contra Chrysodeixis chalcites. Os resultados observados estdo apresentados na Tabela 17
(pég. 91).
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Tabela 17 — Atividade inseticida do extrato etandlico de raizes e fracdes obtidas de M.
pubescens

o Resultados
Cadigo _
C/ escolha (%) S/ escolha (%) Conclusao

EER 92,14 95,16 Forte antialimenticio
EERuD 60,52 -27,67 Fraco antialimenticio
EERA -108,09 61,10 Supressor de apetite
EERs -6,69 60,71 Supressor de apetite
EERAq -74,57 4473 Supressor de apetite

A atividade inseticida foi calculada com base na alimentacdo de insetos com
folhas tratadas/ndo tratadas com os extratos (teste de herbivoria). A area consumida das
folhas foi usada como base de calculo e os resultados foram fornecidos por software
OriginPro 8.0. Valores positivos indicam que o vegetal ndo foi consumido pelos insetos.
Valores negativos indicam que o vegetal foi consumido, inclusive em propor¢éo maior
ao controle sem tratamento. Extratos que levaram a valores acima de 60% foram
considerados de alta atividade. A analise qualitativa dos resultados levou a determinacéo
dos extratos como forte antialimenticio, fraco antialimenticio ou supressor de apetite.

Os resultados mostraram que o extrato etanolico das raizes da M. pubescens possui
atividade inseticida. A fracdo desse extrato que apresentou melhores resultados foi
EERH/D, que se revelou como supressora alimentar, indicando que o uso dessa fragéo
impede que os insetos consumam o vegetal.

A fracdo ativa EERnp foi fracionada, porém as massas obtidas para cada
metabdlito (MP01-MPO07) ndo foram suficientes para realizar ensaios de atividade

inseticida.

3.5.3 — Fracionamento bioguiado por atividade antiparasitaria

O extrato etandlico (EER) das raizes de M. pubescens e algumas fracdes obtidas
(EERnD, EERA, EERB € EERAq) foram testados frente a espécies de parasitos
Acanthamoeba castellanii, Naegleria fowleri, Trypanosoma cruzi, Leishmania

amazonensis e L. donovani. Os resultados das analises estdo apresentados na Tabela 18
(pag. 92).
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Tabela 18 — Valores de 1Cso na avaliagdo de atividade antiparasitaria do extrato etanolico
de raizes e fracGes obtidas de M. pubescens

Ly I1Cso (ug/mL)
Cadigo
A. castellanii N. fowleri T. cruzi L. amazonensis L. donovani

EER 100-50 95,31 36,11 30,56 30,20
EERHD >100 185,36 NT NT NT
EERA <50 71,64 45 44 27,73 28,77
EERs <50 91,55 4427 32,95 48,40
EERAq >100 S/A a 200 >200 >200 >200

S/A — Sem atividade, NT — ndo testado

Nesse teste preliminar foram selecionadas apenas fragcdes com valores de 1Cso
inferiores a 50 pg/mL. Assim, as fragcdes EERa e EERg foram fracionadas e suas
subfracdes foram submetidas a novos testes. As 12 fracOes obtidas da fracdo EERa (B1
a B12) e as cinco fracdes obtidas a partir de EERs (C1 a C5) foram testadas para todos

0s cinco parasitos estudados. Os resultados estdo apresentados na Tabela 19.

Tabela 19 — Valores de ICso na avaliagdo de atividade antiparasitaria de subfracdes
obtidas do fracionamento bioguiado de M. pubescens

Codigo I1Cs0 (ug/mL)
A. castellanii N. fowleri T. cruzi L. amazonensis L. donovani
Bl 49,35+ 14,11  S/Aa 200 >100 >100 >100
B2 4536 +11,20 S/Aa 200 >100 >100 >100
B3 4932+11,18 S/Aa200 >100 >100 >100
B4 43,95 + 9,65 S/A a 200 >100 >100 >100
B5 5357+12,58 S/Aa200 >100 >100 >100
B6 50,19 £ 6,93 S/A a 200 >100 >100 >100
B7 46,94 £ 6,25 S/A a 200 >100 >100 >100
B8 56,61 £ 14,51 67,15+13,46 51,09 +4,28 >50 >100
B9 52,05+8,34 1939+329 2459+261 20,8 £ 1,36 21,21 +£0,96
B10 52,00+11,35 1591+0,38 22,11+3,44 24,95 £ 1,52 24,52 + 3,56
B11l 50,94 +4,46 23,44+475 22,82+0,23 19,75 + 3,87 23,01 £ 4,59
B12 72,69+041 2657+1,06 30,92+2.27 27,91 + 3,97 48,01 £6,21
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Tabela 19 — Valores de ICso na avaliagdo de atividade antiparasitaria de subfragdes
obtidas do fracionamento bioguiado de M. pubescens (cont.)

IC /mL
Cadigo 0 (pg/mL)

A. castellanii N. fowleri T. cruzi L. amazonensis L. donovani

C1 66,07 +4,29 3520+264  40,2+0,551 5,99 +0,55 >50
C2 68,92 +1521 37,40+6,65 51,15+ 3,52 27,39+49 49,25 +£5,09
C3 57,39+3,00 29,11+424 33,98+6,08 6,68 + 1,6 49,93 + 1,36
C4 60,47+3,29 31,77+4776  50,9+213 7,92 +1,37 >50
C5 63,57 +158 39,78+2,08 41,05+4,06 6,76 + 1,59 >50

S/IA — Sem atividade

Todas as fracOes apresentaram atividade antiparasitaria em pelo menos um dos
microrganismos testados. As subfracbes obtidas da fracgdo EERa (B1 a B11)
apresentaram valores similares de 1Cso (43,95 + 9,65 a 56,61 + 14,51) contra a ameba
Acanthamoeba castellani, considerando o desvio padrdo. Além disso, as fracGes B9, B10
e B11 apresentaram os melhores valores de 1Csg na inibicdo do desenvolvimento de N.
fowleri (ICs0 = 19,39 + 3,29, 15,91 + 0,38 e 23,44 + 4,75, respectivamente), T. cruzi (ICso
=24,59+2,61,22,11+ 3,44 ¢ 22,82 +0,23, respectivamente) e L. donovani (ICso = 21,21
+ 0,96, 24,52 + 3,56 e 23,01 £ 4,59, respectivamente). As subfracdes obtidas da fracdo
EERs (C1, C3, C4 e C5) apresentaram alta atividade antiparasitaria contra a espécie L.
amazonensis (ICsp de 5,99 + 0,55 a 7,52 + 1,37).

As fragdes ativas estdo sendo analisadas com o objetivo de identificar seus
componentes a fim de compreender a atividade antiparasitaria observada. Esse trabalho
estd sendo continuado em parceria com a Universidad de La Laguna (Espanha) e
Universita de Roma La Sapienza (Italia). Os extratos serdo fracionados utilizando
equipamentos de HPLC e UHPLC e analisados por meio de técnicas de espectrometria

de massas e RMN.

3.6 — Consideracoes finais

O estudo fitoquimico do extrato etandlico das raizes permitiu o isolamento de sete
metabdlitos secundarios: meleina (MPO01), estigmasterol (MPQ2), escopoletina (MP03)
eriodictiol (MPO04), cleomiscosina A (MPO05), lophirona A (MP06) e proantocianidina
A> (MPQ7). Todas as sete substancias foram isoladas pela primeira vez de M. pubescens

e suas identificacdes contribuiram para o conhecimento do perfil quimiotaxénomico da
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espécie. Os metabdlitos isolados foram testados frente a diferentes linhagens de parasitos
para avaliar o potencial inibitério dessas substancias. A meleina apresentou atividade
(ICs0 = 50-100 ug/mL) contra amebas da espécie Naeglaria fowleri.

O estudo bioguiado das fracBes do extrato etandlico das raizes da M. pubescens
permitiu a identificacdo de fracbes com promissoras atividades bioldgicas. Destacam-se
as atividades antifingicas contra a proliferacdo de A. alternata apresentadas pelas
subfracbes B8.2, B9.1, B9.2, B9.3, B9.4, B10.1 e B11.2. Também foi observado que o
extrato etanolico das raizes e a subfragdo EERwH/p atuam como supressores alimentares
no combate as moscas Chrysodeixis chalcites. Por fim, foi identificada atividade
antiparasitaria nesses extratos, visto que foi observado para diferentes subfracdes a
capacidade de inibi¢do do crescimento de amebas (Acanthamoeba castellani e Naegleria
fowleri) e protozoarios (Trypanosoma cruzi, L. donovani e L. amazonensis). Os resultados
dessas investigacGes apontam caminhos promissores para pesquisas futuras com esta

espécie.
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CAPITULO 4 — ESTUDO FITOQUIMICO DOS GALHOS DE

Magonia pubescens

Apesar do potencial biolégico relatado na literatura para Magonia pubescens, ndo
foram encontrados relatos sobre o estudo fitoquimico ou citoxicidade dos galhos desta
espécie. No entanto, ha relatos sobre a atividade citotdxica de extratos de outras partes da
planta. Mesquita e col. (2009), por exemplo, avaliaram a citotoxicidade de extratos
etanolicos de raizes de M. pubescens e encontraram o valor de I1Cso de 7,9 pg/pL contra
linhagens de células de cancer de mama MDA-MB-231. Portanto € interessante analisar
a composicdo quimica dos extratos ativos dos galhos de M. pubescens, bem como avaliar
sua atividade na inibi¢do do crescimento de células tumorais.

Todos os anos, cerca de 14,1 milhGes de pessoas recebem o diagnostico de cancer
em todo o mundo. O cancer ¢ uma doenca que pode afetar muitos tecidos humanos
diferentes. Atualmente, os principais tratamentos para a doenca incluem quimioterapia,
radioterapia, imunoterapia ou terapia com celulas-tronco. Os efeitos adversos desses
tratamentos, no entanto, podem ter danos duradouros (Ahmed et al., 2020, Khoury et al.,
2020). Alem disso, o tratamento do cancer enfrenta dificuldades em sua eficacia, sendo a
resisténcia aos medicamentos, a toxicidade e a baixa especificidade as mais frequentes.
Entretanto, evidéncias de usos tradicionais de plantas mostram que elas tém grande
potencial para o desenvolvimento de novas curas para doencgas conhecidas (Khoury et al.,
2020, Ly et al., 2020). Extratos de plantas tém sido usados ha muito tempo como fonte
de novos compostos para o tratamento do cancer e hoje em dia sdo a principal fonte de
farmacos para essa finalidade.

Um tipo de cancer com alta incidéncia é a leucemia, termo genérico que pode
designar quatro diferentes doengas. O tratamento da leucemia é feito por meio de
quimioterapia intensiva ou transplante de células-tronco, mas esses sao tratamentos com
efeitos adversos graves. E necessario encontrar medicamentos nao toxicos com efeitos
colaterais minimos para o tratamento da leucemia, e a atividade citotoxica demonstrada
por muitos extratos vegetais € um caminho prospero (Huang et al., 2019). Maher e col.
(2021) descrevem os usos tradicionais de 20 plantas de diferentes regides do mundo que
podem ser utilizadas para o tratamento da leucemia, destacando entre elas Litchi
chinensis, uma espécie da familia Sapindaceae (Maher et al., 2021). O cancer de mama é
outra enfermidade preocupante, e é a principal causa de mortalidade feminina em todo o
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mundo. O tratamento, que consiste principalmente em quimioterapia, cirurgia e
radioterapia, € ineficaz em alguns casos, levando a necessidade da busca de novos
compostos bioativos (Pathiranage et al., 2020). Muitos extratos de plantas da familia
Sapindaceae apresentam atividade citotoxica contra cancer de mama, como Litchi
chinensis (Wang et al., 2006), Majidea zanquebarica (Gowri, 2020) e Sapindus trifoliatus
(Rao e Lakshimi, 2012).

Como ndo ha estudos de citotoxicidade para os extratos dos galhos da Magonia
pubescens, apesar do potencial avaliado a partir da literatura, é interessante realizar a
avaliacdo desses extratos na inibicdo do crescimento de células tumorais, bem como

analisar a composicdo dos extratos ativos dessa espeécie.

4.1 — Objetivos
O trabalho descrito neste capitulo teve como objetivo isolar e identificar os compostos
de extratos dos galhos de Magonia pubescens A. St.-Hil. Além disso, realizar estudos
para investigar a composi¢cdo quimica por meio de analises por UHPLC-HRMS e avaliar
a citotoxicidade de extratos aquosos de galhos. Para atingir esses objetivos o trabalho foi
desenvolvido com duas diferentes abordagens.
Primeira abordagem — Método classico:
e preparar extratos hexanico, diclorometanico, acetato etilico e etandlico dos
galhos de M. pubescens;
o isolar metabdlitos dos extratos hexanico e diclorometanico dos galhos por
meio de fracionamento em coluna cromatografica e guiado por analises de CCD;
e determinar a estrutura quimica dos compostos isolados empregando

métodos espectroscopicos (IV e RMN).

Segunda abordagem — Screening fitoquimico:

e obter o extrato aquosa de galhos de Magonia pubescens;

e fracionar o extrato obtido por meio de marcha quimica utilizando parti¢cGes
liquido-liquido sucessivas;

o realizar andlises de citotoxicidade das fracGes do extrato aquoso frente a
células humanas de leucemia e cancer de mama;

e identificar, empregando sistema UHPLC-HRMS, compostos presentes nas
fragOes do extrato aquoso.
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4.2 — Experimental

O estudo fitoquimico foi desenvolvido a partir dos galhos secos e moidos de M.
pubescens. Os extratos hexanico, diclorometanico, acetato etilico e etandlico foram
obtidos por maceracdo com 0s respectivos solventes. Dois destes extratos (hexanico e
diclorometéanico) foram submetidos a fracionamento por coluna cromatogréafica de silica
e foram isolados quatro metabdlitos secundarios. Em uma segunda abordagem, o extrato
aquoso, obtido por decocgdo, foi particionado e as trés fragdes obtidas foram testadas
frente a trés linhagens celulares de cancer. Essas frages foram também analisadas por

UHPLC-HRMS para identificacdo de metabolitos secundarios.

4.2.1 — Coleta e identificagcdo do material vegetal de M. pubescens

Os galhos de individuos da espécie M. pubescens foram coletados pela boténica Prof.?
Dr.2 Maria Olivia Mercadante-Simdes (UNIMONTES) no municipio de Montes Claros,
MG (coordenadas geograficas 16°25” 26°” S, 43°32° 10’ O) em setembro de 2017. Uma
exsicata da espécie encontra-se depositada no herbario da UFMG sob o n® 106750. A
atividade de acesso ao Patriménio Genético foi cadastrada no SisGen e recebeu o niUmero
AAC6COE.

4.2.2 — I1solamento e determinacdo estrutural de constituintes dos galhos de M. pubescens

Os métodos gerais aplicados ao estudo fitoquimico dos galhos foram semelhantes
aos métodos descritos no “Capitulo 3 — Raizes”, e podem ser conferidos no item “3.2.1 —
Me¢étodos gerais”, na pagina 31.

A nomenclatura dos extratos foi feita da seguinte forma: letra E, para extrato; H
para hexanico; D para diclorometanico; A para acetato etilico; E para etandlico; e G para
galhos. A notagdo empregada para codificar os compostos isolados dos galhos de M.
pubescens tem as iniciais da planta seguida por ordem de isolamento, enumerados em
sequéncias aos compostos descritos no capitulo 3.

O material vegetal coletado secou a temperatura ambiente e foi pulverizado em
moinho de martelos. Ap6s a moagem, parte do material (1,298 kg do p6 dos galhos) foi
submetido ao processo de maceracdo exaustiva, a temperatura ambiente, por sete dias,
com quatro repeti¢des, levando & obtencdo dos extratos. Foram obtidos extratos com os
seguintes solventes: hexano (EHG), diclorometano (EDG), acetato de etila (EAG) e

etanol (EEG). Na Figura 63 (pag. 99) é apresentado um esquema dos processos de
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maceracdo realizados. Os extratos foram obtidos apos filtracdo e remocao dos solventes,

por meio de destilacdo sob pressédo reduzida em evaporador rotatdrio.

Galhos moidos

(1289 g)
- 1. Extra¢do com hexano
Extrato hexanico 2. Filtragao
EHG
(2,20 g)
Torta 1
1. Extragdo com diclorometano
Extrato diclorometéanico 2. Filtragao
EDG
(2,64 2)
Torta 2
1. Extragdo com acetato de etila
Extrato acetato etilico 2. Filtragao
EAG
(442 g)
Torta 3
1. Extragdo com etanol
Extrato etandlico 2. Filtracdo
EEG
(398,45 g)
Torta 4

Figura 63 — Preparacgdo dos extratos dos galhos de Magonia pubescens.

4.2.2.1 — Elaboracdo do extrato hexanico (EHG)

O extrato hexanico (2,20 g) foi submetido ao fracionamento por meio de coluna
cromatografica (coluna D) em silica-gel 60 (70-230 Mesh). Foram empregados hexano,
cloroférmio, acetato de etila e etanol como eluentes, em ordem crescente de polaridade.
Obtiveram-se 244 fragOes de aproximadamente 30 mL cada, que foram reunidas em 18
grupos, apos analise por CCD. Na Figura 64 (pag. 100) é apresentado um esquema de
fracionamento de EHG mostrando apenas as frac6es D1, D2 e D3 que levaram a obtencéo
dos compostos MP02, MP08 e MPOQ9, respectivamente. As demais fragdes foram
investigadas, mas ndo levaram ao isolamento e identificacdo de metabolitos pela sua
complexidade. Analises de TLC mostraram a presenca de muitos compostos nessas
fracbes, revelando a riqueza que metabdlitos biossintetizados pela espécie. Estudos
futuros com maior massa de material vegetal devem ser realizados para o isolamento de

outros metabolitos.
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EHG
220¢g
Coluna D
D1 D2 D3
53-62 90 -133 155-171
Adigdo de Adigdo de
hexano / filtragao hexano / filtracio Coluna D3
MPO08 MP02 D34
25,6 mg 15,3 mg 72,7 mg
Coluna D3 .4
MPO09
15,1 mg

Figura 64 — Elaboracéo da fracdo EHG.

D1 (74,9 mg, hexano/CHClI; 3:2) — apresentou-se como um soélido amarelo alaranjado
soluvel em cloroférmio. Apds a adi¢do de hexano, cristais alaranjados do composto
MPO08 foram obtidos com massa de 25,6 mg e foram submetidos a analise por RMN de
'H, de 1°C e DEPT135.

D2 (88,2 mg, hexano/CH2Cl> 2:8) — apresentou-se como um sélido amarelado soltivel em
cloroformio. Apoés a adicdo de hexano, um precipitado branco do composto MP02 foi
obtido com massa de 15,3 mg e foi submetido & analise por RMN de H, de 3C e
DEPT135.

D3 (272,0 mg, CH2Cl2/AcOEt 9:1) — apresentou-se como solido amarelo esverdeado
solivel em cloroférmio. Adicionou-se hexano e o precipitado obtido (204,0 mg) foi
fracionado em nova coluna cromatografica (coluna D3) de silica-gel 60 (70-230 Mesh),
empregando cloroférmio e acetato de etila em gradiente de polaridade. Foram obtidas 42
fragOes de 15 mL, que foram reunidas em sete subfracdes. A subfracdo D3.4 (72,7 mg,
CHCI3s/AcOEt 9:1) foi purificada em coluna cromatografica de silica-gel 60 (70-230
Mesh) (coluna D3.4) utilizando cloroférmio como eluente. Um solido branco,
denominado MPQ9 de massa 15,1 mg foi obtido e analisado por RMN de H, de *C e
DEPT135.
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4.2.2.2 — Elaboracdo do extrato diclorometanico (EDG)

O extrato diclorometénico (2,64 g) foi submetido ao fracionamento por coluna
cromatografica de silica-gel 60 (70-230 Mesh) (coluna E). Foram empregados
cloroférmio, acetato de etila e metanol como eluentes, em ordem crescente de polaridade.
Obtiveram-se 220 fracbes de aproximadamente 30 mL cada, que foram reunidas em 20
grupos apos analise por CCD. Estes grupos foram recromatografados. No entanto, apenas
E1 levou ao isolamento de substancia. Na Figura 65 é apresentado um esquema de

fracionamento que levou a obtencdo de MPO3.

EDG
2,64 ¢

Coluna E

E1l
128 - 140

MPO03
22,2 mg

Figura 65 — Elaboracéo da fracdo EDG.

E1l (166,6 mg, CHCI3/AcOEt 7:3) — apresentou-se como um solido ligeiramente
esverdeado soltvel em cloroférmio. Este sélido foi tratado com hexano, filtrado levando
a obtencdo de MP03, 22,2 mg, que foi analisado por RMN de H, de *C e DEPT135.

O estudo fitoquimico dos extratos hexanico e diclorometanico dos galhos de M.
pubescens permitiram a identificacdo de quatro metabdlitos secundarios, sendo eles
lapachol (MP08), maniladiol (MPQ9), estigmasterol (MP02) e escopoletina (MP03). Os
extratos acetato etilico e etanolico ndo foram trabalhados. A numeracdo dos compostos

foi feita em sequéncia aos compostos isolados das raizes e descritos no capitulo 3.

4.2.3 — Preparagéo do extrato aquoso e fracionamento por particao

Foi realizada extracdo por decoccdo com outra parte do p6 dos galhos obtidos no
item 4.2.2 (pag. 98). Para isso 20 g do material moido foram aquecidos a 60 °C em agua
com agitacdo por 2 h. O extrato obtido (EAQG) foi elaborado utilizando marcha quimica
(Silva et al., 2012). para obter as fragdes EAQG1, EAqG2, EAqQG3 e EAqG4 (Fig. 66).
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Para a realizacdo da marcha quimica, EAqQG foi alcalinizado com hidréxido de
amonio até atingir aproximadamente pH 10. Em seguida foram realizadas extracGes com
100 mL de acetato de etila e éter etilico (3:1) por trés vezes. Ambas as fragdes obtidas,
aquosa (FAQ) e organica (FO), foram acidificadas com HCI até aproximadamente pH 2.
Apos acidificacdo, a fracdo aquosa (FAQ) foi extraida com 100 mL da mistura de acetato
de etila e éter etilico (3:1) por trés vezes, gerando uma fase aquosa (EAqG1) e uma fase
organica (EAQGZ2). A fracdo organica (FO) acidificada foi extraida por trés vezes com
100 mL de solucdo aquosa de HCI (pH 2), dando origem a fase aquosa (EAQG3) e a fase
organica (EAgG4). O diagrama apresentado na Figura 66 resume a marcha quimica
utilizada. Os solventes organicos foram eliminados utilizando evaporador rotatorio e 0s

extratos aquosos foram liofilizados.

EAqG
1. alcalinizado com NH,OH; pH 10 -11
2. extragdo com AcOEVELO (3:1) x3

Fase aquosa Fase orginica
FAq FO
1. acidificado com HCI; pH 1-2 1. acidificado com HCI; pH 1-2
2, extragdo com AcOEt/Et,O (3:1) x3 2. extragdo com solugdo aquosa de HCI (pH 2) x3
Fase aquosa Fase orginica Fase aquosa Fase organica
EAqGI1 EAqG2 EAqG3 EAqGA4

Figura 66 — Marcha quimica para o particionamento do extrato aquoso dos galhos de M.
pubescens.

4.2.4 — Anélise por UHPLC-HRMS

EAQG2, EAqG3 e EAqG4 foram analisadas qualitativamente por cromatografia
liquida de ultra-performance (UHPLC) - ionizacéo por eletrospray (ESI) - espectrometria
de massa em tandem (MS?). As amostras foram solubilizadas em 5 mg/mL em metanol.
Uma amostra de metanol foi analisada como branco. As anélises de UHPLC-HRMS
foram realizadas em um sistema Nexera UHPLC (Shimadzu) acoplado a um
espectrometro de massa ES/IQ/TOF de alta resolugdo maXis ETD (Bruker, EUA) e
controlado pelo pacote de software Compass 1.5 (Bruker). As fragdes (20 uL) foram
injetadas em uma coluna Shim-Pack XR-ODS Il (C18, 2,2 um, 2,2 x 200 mm,
Shimadzu) a 40 °C usando uma taxa de fluxo de 200 pL/min. O gradiente de eluente foi

formado por duas fases moveis, A e B (0,1% de &cido formico em agua e ACN,
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respectivamente), comecando com solucdo de B a 5% durante os 0,5 min iniciais, seguido
por um aumento linear até uma solugédo de 100% de B durante 12,5 min, e uma retencao
final por 1 min da solugdo 100% de B. Os cromatogramas foram monitorados por
ultravioleta nos comprimentos de onda de 214 e 254 nm. Os espectros de massa foram
adquiridos no modo positivo a uma taxa de espectros de 5 Hz. Os parametros da fonte de
ions foram definidos para deslocamento da placa final de 500 V, voltagem capilar de
4.500 V, pressdo do nebulizador de 2,0 bar e fluxo de gés de 8,0 L/min e 200 °C. Os dados
dependentes da fragmentacéo do precursor foram realizados em energias de coliséo de 40
eV. A analise foi feita por ESI mod+, com varreduras de 100 a 1500 m/z. Os compostos
foram detectados por anélise cromatografica de pico com subsequente determinacdo da
formula de acordo com a massa exata e padrdo de is6topo (MS?) e comparac&o de bancos
de dados de espectros de fragmento do composto (MS?2). Um banco de dados interno de
compostos padréo, o banco de dados de espectros publicos MassBank (Horai et al. 2010),
e 0 banco de dados calculados in silico serviram como fontes de espectros de fragmentos

ESI de referéncia.

4.2.5 — Ensaios MTT de citotoxicidade

A avaliacdo da atividade citotoxica das amostras EAqG2, EAQG3 e EAqG4 foi
realizada com linhagens de células humanas MDA-MB-231 (adenocarcinoma mamario),
K562 (leucemia mieloide cronica), THP-1 (leucemia monocitica aguda) e Wi-26VA4
(células saudaveis de fibroblastos pulmonares). Analises in vitro foram conduzidas por
meio do método de plagueamento de 1x107 células em microplacas de 96 pogos. Depois
do plagueamento das células, as microplacas foram incubadas por no minimo 24 h a 37
°C na presenca de 5% de CO>. Os pocos foram lavados com meio de cultura (RPMI-1640
+ 20% soro fetal bovino inativado + 2 mM L-glutamina + 100 U/L penicilina) e incubados
com amostras a concentragdes de 0,1, 1,0, 10,0 e 100,0 pg/mL. Células sem tratamento
foram usadas como controle negativo. Os farmacos etoposideo, citarabina e imatinibe,
empregados no tratamento do cancer, foram usadas como controle positivo. Depois da
incubagdo por 48 h, o meio em cada pogo foi removido, descartado, ¢ 100,0 uL de 5%
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, Sigma-Aldrich, EUA)
foram adicionados para determinar a viabilidade celular. Medidas colorimétricas foram
realizadas a 550 nm empregando um equipamento Spectramax Mb5e (Thermo Fisher
Scientific, EUA), como leitor de microplacas. Todos os experimentos foram realizados

em triplicata. A densidade otica do formazan formado em células controle ndo tratadas
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foram medidas como 100% de viabilidade. Os resultados foram expressos como medidas
de ICso (a concentracdo letal de farmaco capaz de reduzir a viabilidade celular em 50%).
Valores de ICso foram calculados utilizando o software OriginPro 8.0 (OriginLab
Corporation, Northampton, MA, EUA). O indice de Seletividade (IS) calculado
corresponde a razao entre a atividade citotoxica frente as células W1-26VVA4 (células dos

fibroblastos pulmonares saudaveis) e a linhagem de tumor celular.

4.3 — Resultado e discussdo do isolamento e caracterizacdo de constituintes dos
galhos de Magonia pubescens

O isolamento dos metabolitos dos galhos dessa planta constitui uma frente de
trabalho desse capitulo. Para isso, foram fracionados, por cromatografia em coluna, 0s
extratos hexanico e diclorometanico. Foram isolados o lapachol (MP08), o maniladiol
(MPO09), estigmasterol (MP02) e escopoletina (MP03). Todos os compostos foram
isolados pela primeira vez da M. pubescens. MP02 e MP03 também foram isolados das
raizes da espécie e MP03 e MP08 foram identificados posteriormente nas analises de
UHPLC-HRMS. A determinacdo estrutural dos compostos MP08 e MP09 esta descrita a
seguir. O conjunto de dados fisicos e espectroscopicos dos compostos isolados estao
disponiveis no Apéndice (pag. 152, 153, 158 e 159).

4.3.1 — Determinagé&o estrutural de MP02 e MP03

Os compostos MP02 e MP03 também foram identificados nas raizes da espécie e
a elucidacdo estrutural estd apresentada em itens proprios no capitulo 3 (pag. 48 e pag.
51, respectivamente). A presenca desses metabolitos foi identificada por comparacao dos

dados de RMN com a literatura.

4.3.2 — Determinacéo estrutural de MPO08

MPO08 foi obtido como um s6lido alaranjado cristalino. Em seu espectro de RMN
de 'H (Fig. 68, pag. 105) sdo observados sinais caracteristicos de um sistema aromatico
dissubstituido, em: 6n 7,67 (1H, dt, J=7,5 Hz, J=1,4 HZz), 61 7,75 (1H, dt, J=1,4 Hz, J=7,5
Hz), o4 8,07 (1H, dd, J=1,4 Hz, J=7,5 Hz) e dn 8,12 (1H, dd, J=1,4 Hz, J=7,5 Hz). No
espectro também sdo observados dois simpletos em 6+ 1,68 e 1,79, integrados para trés
hidrogénios cada, que foram atribuidos a presenca de duas metilas no composto. Também

se observaram outros dois sinais, sendo um dupleto em Jn 3,31 (2H, d, J=7,4 Hz) e um
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tripleto em on 5,21 (1H, m), este ultimo indicando a presenca de uma ligagdo dupla de
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Figura 68 — Espectro de RMN de *H de MP08 (CDCls; 400 MHz).

Nos espectros de RMN de *C e DEPT135 (Fig. 69 e Fig. 70, pag. 106,
respectivamente) observam-se os sinais de 15 atomos de carbono, sendo atribuidos a dois
de 4tomos de carbono metilico, dois atomos de carbono metilénico, cinco de d&tomos de
carbono metinico e sete atomos de carbono nao hidrogenado (o carbono metilénico com
deslocamento em dc 29,7 foi atribuido a impureza). Observam-se dois sinais em oc 181,7
e 184,6 caracteristicos de &tomos de carbono de carbonila. Os sinais em Jc 119,7, 123,5,
133,9 e 152,7 indicam a presenca de duas ligacdes duplas, com destaque ao sinal
registrado em Jc 152,7 que pode ser atribuido a um atomo de carbono pertencente a um
sistema endlico. Também se observaram dois sinais de carbonos relacionados a duas

metilas em dc 17,9 e 25,8 e um sinal de CHz em Jd¢c 22,6.
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Figura 69 — Espectro de RMN de **C de MP08 (CDClz; 100 MHz).
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Figura 70 — Espectro DEPT 135 de MP08 (CDCls; 100 MHz).
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Os dados de RMN e a comparacdo com dados da literatura (Dawson et al., 1989)

permitiram estabelecer a estrutura do MP08 como o lapachol (Fig. 71). As atribuicdes

de sinais sdo apresentadas na Tabela 20.

Figura 71 — Estrutura quimica do lapachol.

Tabela 20 — Atribuicéo dos dados de Jn (400 MHz) e oc (100 MHz) para MPO08

N. doH (ppm) doc(ppm)  dc (ppm)*
1 8,07 (1H, dd, J=1,4 Hz, J=7,5 Hz) 126,8 126,7
2 7,67 (1H, dt, J=1,4 Hz, J=7,5 Hz, 134,9 134,7
J=7,5 Hz)
3 7,75 (1H, dt, J=1,4 Hz, J=7,5 Hz, 132,9 132,8
J=7,5Hz)
4 8,12 (1H, dd, J=1,4 Hz, J=7,5 Hz) 126,1 126,0
5 _ 129,5 129,4
6 — 181,7 181,6
7 — 152,7 152,7
8 e 123,5 1234
9 . 184,6 184,5
10 — 132,9 132,9
11 3,31 (2H, d, J=7,4 Hz) 22,6 22,6
12 5,21 (1H, m) 119,7 119,6
13 . 133,9 133,7
14 1,68 (3H, s) 25,8 25,7
15 1,79 (3H, s) 17,9 17,8

*dados obtidos da literatura. Anélise em 100 MHz, CDClIs (Dawson et al., 1989)
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O lapachol é uma naftoquinona largamente descrita na literatura. Foi primeiro
isolado em 1882 da arvore Tabebuia avellanedae, e seu nome é derivado do nome popular
dessa espécie, “lapacho” (Hussain et al., 2007). O lapachol possui comprovada atividade
antitumoral e antiproliferativa. Além disso, possui também atividade antiangiogénica,
leishmanicida, antiabscesso, antitlcera, antiedémica, anti-inflamatoria, antimalarica,
antisséptica, antiviral, bactericida, fungicida, inseticida, pesticida, protisticida,
esquistossomicida, termiticida e viricida (Hussain et al., 2007, Epifano et al., 2014, Lima
etal., 2004).

4.3.3 — Determinacdo estrutural de MP09

MPO9 foi obtido como um s6lido cristalino. No espectro de RMN de *H (Fig. 72)
séo observados oito simpletos referentes a oito metilas em 610,79, 0,80, 0,89, 0,91, 0,94,
0,99, 1,00 e 1,22, indicando a possibilidade de o composto possuir um esqueleto
terpénico. Além dos sinais das metilas, observou-se um sinal de hidrogénio de carbono
de ligacdo dupla (Jn 5,25) e sinais de dois hidrogénios ligados a carbonos carbinélicos
(0H 4,20 e 61 3,21).
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Figura 72 — Espectro de RMN de *H de MP09 (CDCls; 400 MHz).
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Nos espectros de RMN de C e DEPT135 (Fig. 73 e Fig. 74, pag. 110,
respectivamente) foram observados sinais referentes a oito atomos de carbono metilico,
nove atomos de carbono metilénico, seis &tomos de carbono metinico e sete atomos de
carbono ndo-hidrogenado, totalizando 30 sinais de &tomos de carbono. Os sinais em dc
15,5, 15,6, 16,9, 21,5, 24,0, 27,1, 28,1 e 33,3 sdo referentes aos oito grupos metila da
molécula detectados no espectro de RMN de 'H. Os sinais em Jc 79,0 e 66,1 sdo
caracteristicos dos atomos de carbono ligados a grupo hidroxila, enquanto 0s sinais em
oc 143,6 e 122,3 correspondem a uma ligagdo dupla, com valores tipicos de triterpenos

da classe dos oleananos (Mahato e Kundu, 1994).
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Figura 73 — Espectro de RMN de *C de MP09 (CDCls; 100 MHz).



Capitulo 4 — Estudo fitoquimico dos galhos de Magonia pubescens 110

™

~ OO N —=H0OWVWWOWUOUANMMNUOUAN—OLL T OO O
(o] DOV OONITMNOONNTTMHOOOLWNLW
— NOUINMTTFTTFTOMOOOMOMOANANNNNAN A~
| e e e N ee——

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100
fl (ppm)

Figura 74 — Espectro DEPT135 do composto MP09 (CDCls; 100 MHz).

Os dados de RMN e a comparacdo com dados publicados (Maia et al., 2000)

permitiram estabelecer a estrutura do MP09 como o maniladiol (Fig. 75). A atribuicéo

dos sinais € apresentada na Tabela 21 (péag. 111).

Figura 75 — Estrutura quimica do maniladiol.
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Tabela 21 — Atribuicio dos dados de RMN de *3C (dc, 100 MHz) para o composto MP09

N. oc(ppm)  oc (ppm)* N. oc(ppm)  dc(ppm)*

1 38,6 38,0 16 66,1 65,4
2 27,2 26,7 17 36,9 36,8
3 79,0 78,4 18 49,1 48,6
4 38,8 38,3 19 46,6 46,1
5 55,2 54,7 20 30,9 30,4
6 18,4 17,8 21 34,2 33,7
7 32,7 32,2 22 30,6 29,1
8 39,9 39,4 23 28,1 27,6
9 46,9 46,4 24 15,6 151
10 37,3 36,8 25 15,5 15,0
11 23,5 23,0 26 16,9 17,1
12 122,3 121,8 27 27,1 26,7
13 143,6 143,0 28 21,5 21,0
14 43,8 43,3 29 24,0 23,7
15 35,6 35,1 30 33,3 32,7

*dados obtidos da literatura. Analise em CDCl3 (Maia et al., 1989)

O triterpeno maniladiol foi isolado pela primeira vez de Manila elemi, em 1940
(Quijano et al., 1998). Um estudo recente relatou que esse triterpeno possui atividade

antissalmonela, apresentando potencial bactericida (Sokodjou et al., 2020).

4.4 — Composicao quimica dos extratos aquosos de M. pubescens

O extrato EAQG foi particionado por marcha quimica em quatro fracdes (EAqGL,
EAQG2, EAqQG3 e EAqG4) (Silva et al., 2012). A fracdo EAgG1, muito polar, ndo foi
investigada por limitacdes de solubilidade. As demais fragdes apresentaram solubilidade
adequada para o estudo. Considerando a marcha quimica empregada, espera-se que a
fracdo EAQG2 concentre os constituintes de carater acido, EAqQG3 concentre 0s
compostos basicos e EAqG4, os compostos solUveis em solvente organico. Entretanto,
ndo foram feitas analises quantitativas para confirmar a eficacia da separacdo por marcha

quimica proposta.
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EAQG2, EAgG3 e EAgG4 foram analisadas em um sistema UHPLC-HRMS. Os
cromatogramas obtidos estdo apresentados na Figura 76 (pag. 113). Os valores de massa
exata e os perfis de fragmentacdo obtidos para as substancias dos picos presentes nos
cromatogramas das fragcbes EAqG2, EAQG3 e EAqG4 foram usados para identificar os
compostos presentes nos diferentes extratos. Os dados obtidos nessa analise foram
comparados com os dados de trés bancos de dados: (i) CPgRR — banco de dados do
Instituto René Rachou, Fiocruz Minas; (ii) MassBank — banco de dados publico (Horai et
al., 2010); e (iii) UNPD — banco de dados com espectros obtidos in silico. Foram
excluidos os picos que ndo obtiveram correspondéncia com os espectros dos bancos de

dados consultados.

4.4.1 — Anélise da composicao da fracdo EAqG2

Na Tabela 22 (pdg.114-115) estdo apresentados os compostos identificados
putativamente para a fragdo EAqG2, por UHPLC-HRMS, a partir da comparagdo com 0s
bancos de dados. As estruturas quimicas dos compostos estdo apresentadas no Apéndice
(Fig. A2, pag. 161).
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(1) Branco — Metanol

0 10 20 30 40 50 Time [min]
(i) EAqG2

o 10 20 30 40 50 Time [min]
(iii) EAqG3

o 10 20 30 40 50 Time [min]
(iv) EAqG4

0 10 o 30 40 50 Time [min]

Figura 76 — Cromatogramas obtidos em UHPLC—-HRMS para as fracdes EAQG2 (ii),

EAQGS3 (iii) e EAQG4 (iv) e branco em metanol (i).
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No total, 18 compostos foram identificados putativamente para a fracdo EAqQG2
por UHPLC-HRMS. Em Tr igual a 35,1 min o espectro de massas obtido para o
composto correspondente apresentou valores de m/z e dados de fragmentacdo compativeis
com trés isdbmeros, a swertilactona D (G13a), a tisanolactona (G13b) e a swertilactona C
(G13c). Por limitacdo da técnica aplicada, ndo foi possivel distinguir entre esses
isdmeros, mas permite inferir a presenca de composto da classe de triterpenos no extrato.
Os compostos com Tr 39,2 min e 39,3 min (derivados do acido cindmico, G15 e G16)
também sdo isdbmeros e 0s picos nesses tempos podem ter sido gerados pelo mesmo
composto, em alta concentragdo. Compostos concentrados, nas analises de cromatografia,
podem levar mais tempo para percorrer o espaco da coluna e serem identificados em
tempos de retengdes proximos. Por fim, em Tr 18,2 min foram identificados ambos os
compostos quercetina (G5) e afzelina (G6), que neste caso coeluiram, mas cada um gerou
um pico [M+H]* préprio. Como esses compostos ndo sao isdbmeros, é plausivel presumir
a presenca putativa de ambas as substancias na amostra.

Nenhum composto identificado putativamente foi descrito anteriormente na
literatura para a M. pubescens. Apesar disso, alguns deles foram descritos para espécies
da familia Sapindaceae. A escopoletina (G2) foi encontrada na espécie Cardiospermum
corindum L. (Silva et. al., 2014) e a afzelina (G6) foi registrada em espécies como
Koelreuteria paniculata e Dimocarpus longan (Mostafa et al., 2016; Xue et al., 2015).
Outras plantas desta familia apresentam também a quercetina (G5) em sua composicao,
como Allohyllus serratus, Litchi chinensis e Dodonea viscosa (Umadevi e Daniel, 1991),
e 0 acido glicirretinico (G11) ocorre na espécie Filicium decipiens (Bari e Kato-Noguchi,
2017).

Alguns compostos identificados possuem atividades bioldgicas conhecidas na
literatura. Na Tabela 23 (pag. 117) séo apresentadas essas substancias e as atividades a

elas atribuidas.
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Tabela 23 — Atividades bioldgicas relatadas para os compostos identificados

putativamente para a fragdo EAqG2

Composto Atividade bioldgica Referéncia
Fraxetina (G1) antioxidante Fernandezgggftero etal.,

antioxidante, anti-

Escopoletina (G2) inflamatoria, vasodilatadora

Acido 3-O-metilelagico
4’-0-a-L-
ramnopiranosideo (G3)
7'-Multijuguinona (G4) inibidora de acetilcolesterase

Quercetina (G5) neuroprotetora, antioxidante

antiviral, antibacteriana e
antioxidante

] inibidora de a-amilase e a-
Afzelina (G6) glicosidade, citotoxica

tripanocida, antifungica,
Lapachol (G8) microbicida, anti-
inflamatoria, antiproliferativa

Cinchonina (G9) antimalarica

antitumoral, anticoagulante,
Acido glicirretinico anti-inflamatdria,
(G11) antidiabético, antiviral,
bactericida, antiparasito

antiglicante, antioxidante,
anti-inflamatoria,
Resveratrol (G10) neuroprotetora,
anticancerigena,
antileucémica
1-Metil-2-dodecil-
4(1H)quinolona (G14)
Acido 4-metoxi- anti-inflamatoria, inibidora de
cindmico (G15) a-glicosidase

bactericida, anticarcinogénica

Yang et al., 2015,
Jamuna et al., 2015,
Ruphin et al., 2016

Ha et al., 2016, Jain et
al., 2014a

Serrano et al., 2010
Xu et al., 2019
Torres—Naranjo et al.,
2016, Fouseki et al.,
2016
Salas et al., 2008, Souza
et al., 2008, Peres et al.,
2017
Weselucha—Birczynska e
Nakamoto, 1996,
Zhou et al., 2019a, Jiang
et al., 2014, Radwan et
al., 2016, Mohammed et
al., 2015, Langer et al.,
2016

Galiniak et al., 2019,
Huang et al., 2019

Wang et al., 2013, Huang
etal., 2012
Soujanya et al., 2018,
Ernawati et al., 2017

4.4.2 — Analise da composicdo da fracdo EAqG3

Na Tabela 24 (pag. 118-119) sdo apresentados os compostos de EAQG3

identificados putativamente por UHPLC-HRMS a partir da comparagdo com os bancos

de dados. As estruturas quimicas dos compostos estdo apresentadas no Apéndice (Fig.

A3, pag. 162).
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Para a fracdo EAQG3 analisada por UHPLC-HRMS foram identificados
putativamente 21 compostos. Desses, dois também estavam presentes na fracdo EAqG2,
a escopoletina (G2) e o acido glicirretinico (G11). Existem trés tempos de retencdo nos
quais ndo foi possivel distinguir entre os isémeros identificados putativamente pelos
bancos de dados. Em Tr 17,3 min, o (-)-4-cuparenol (G21a), o a-isocomeno (G21b) e a
(+)-plagiochilina W (G21c) foram identificados, ndo sendo possivel, com os dados
disponiveis, precisar qual seria 0 composto presente. Em Tr 26,4 min, também houve
correspondéncia para trés substancias, o acido hovénico (G27a), o acido 2,6-di-
hidroxibetulinico (G27b) e o é&cido esculéntico (G27c). Em Tr 28,7 min houve
correspondéncia nos bancos de dados para os isdmeros acido lansoiolico (G28a) e
petatrichol A (G28b). Nenhum dos compostos identificados na fragdo EAqQG3 (com
excecdo a G2 e G11, anteriormente citados para a fragdo EAqGZ2), foram descritos na
literatura como metabdlitos da M. pubescens ou outra planta da familia Sapindaceae.
Alguns compostos identificados possuem atividades biologicas conhecidas. Na Tabela 25
estdo apresentadas essas substancias e as atividades a elas atribuidas (exceto para G2 e

G11 que foram apresentados na Tabela 23, pag. 117).

Tabela 25 — Atividades biologicas relatadas para compostos identificados putativamente
para a fracdo EAQG3

Composto Atividade bioldgica Referéncia
neuroprotetora, antioxidante, Yu et al., 2009; Wang
Formononetina (G25) antidiapética, antin.ociceptiva, etal., 2012; Ca}vendish
anti-inflamatéria, anti- etal., 2015; Qiu et al.,

hiperglicémica, hepatoprotetora 2016; Jin et al., 2017
Niu et al., 2014; Forino

anti-inflamatéria, anti- etal. 2016: Jinet al.

Acido esculéntico (G27c) hiperglicamica

2019
Acido lansidlico (G28a) antimutagénico, inseticida Matsumoto et al., 2018
Litseacolideo L (G30) antitubercular Pan et al., 2010

moderador de sistema

; a Dat et al., 2004
imunoldgico

Acido liquidambérico (G32)

4.4.3 — Anélise da composicao da fracdo EAqG4

Na Tabela 26 (pag. 121-122) sdo apresentados 0s compostos de EAQG4
identificados putativamente por UHPLC-HRMS a partir da comparagdo com os bancos
de dados. As estruturas quimicas dos compostos estdo apresentadas no Apéndice (Fig.
A4, pag. 163).
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Na analise da fracio EAgG4 por UHPLC-HRMS foram identificadas
putativamente 19 substancias quimicas. Dessas, trés estavam presentes na fracdo EAqG2
(o lapachol, G8a, a quercetina, G5, e a afzelina, G6) e duas foram identificadas na fragcéo
EAQG3 (cleomiscosina B, G22, e litseacolideo L, G30).

Pode-se observar que em quatro tempos de retencdo distintos ndo foi possivel
diferenciar, por meio da espectrometria de massas, isomeros. Em Tr 25,0 min o espectro
pode corresponder ao lapachol (G8), a S-lapachona (G8b) ou a a-lapachona (G8c). No
tempo de retengdo 38,8 min séo identificados outros trés isdbmeros, a lup-1-en-3-ona
(G38a), a isomultiflorenona (G38b) e o taraxer-14-en-34-ol (G38c). Nos Tr 25,6 min e
25,7 min foram detectados outros dois isémeros, 0 acido 2a,3a-di-hidroxi-urs-12-en-28-
oico (G35) e o acido 2p-hidroxibrionolico (G36), que podem corresponder a0 mesmo
composto, presente em alta concentragcdo na amostra, gerando saturagao da coluna.

Entre os 14 compostos identificados putativamente, além dos cinco presentes
nas fracOes anteriores (G8a, G5, G6, G22 e G30), nenhum havia sido relatado para M.
pubescens na literatura. Alguns compostos identificados tém atividades bioldgicas
conhecidas. Na Tabela 27 estdo apresentadas essas substancias e as atividades a elas
atribuidas.

Tabela 27 — Atividades bioldgicas relatadas para os compostos identificados
putativamente na fracdo EAqG4

Composto Atividade bioldgica Referéncia
antioxidante, Zheng et al., 2017; Naeimi et
. anticancerigena, al., 2017; Wang et al., 2018,
Fisetina (G33) neuroprotetora, anti- Liuetal., 2017; Zhang et al.,
inflmatoria 2019
antialérgica,

Lee et al., 2016; Lee et al.,

Tricina (G34) antiangiogenica, anti- 2017; Han et al., 2016; Seki et
inflamatoria
’ al., 2012
hepatoprotetora

B-lapachona (G8b) tripanocida, antifungica Salas et al., 2008; Souza et al.,

2008
a-lapachona (G8c) tripanocida, antifungica Salas etal, 220(?(?8 Souzaetal.,
Acido 2a,3a-di-hidroxi- a_nt|V|raI, ,ar.]t" Ryu et al., 1993; Sosa et al.,
inflamatoria,

urs-12-en-28-oico 2002; Chan et al., 2011; Woo

antioxidante,

(G35) o etal., 2011
antileucémica
Taraxer-14-en-34-ol - - .
(G38c) anti-inflamatéria Naik et al., 2004

(92)-Licopeno (G42) antioxidante Gamez et al., 2014
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4.5 — Citotoxicidade das fragOes do extrato aquoso de M. pubescens

As fragcbes EAQG2, EAgG3 e EAqG4 foram ensaiadas contra a proliferagéo de
duas linhagens de leucemia (K562 e THP-1) e uma linhagem de cancer de mama (MDA-
MB-231). Foram usados fibroblastos pulmonares saudaveis (WI1-26VVA4) para fins de
calculos de seletividade. Os farmacos etoposideo, citarabina e imatinibe, empregados no
tratamento do cancer, foram usadas como controle. Os resultados obtidos a partir dos

ensaios de citotoxicidade empregando MTT sdo apresentados na Tabela 28.

Tabela 28 — Valores de ICso nas analises de citotoxicidade dos compostos EAQGZ2,
EAQG3 e EAqG4

1Cs0 (ng/mL) £ DP *

Amostra THP-1 K562 MDA-MB-231 WI-26 VA4
EAQG2 3750+£190 40,85+2,25 38,10 £ 2,10 82,02 £4,25
EAQG3 42,28 +264 56,18 £ 3,02 30,72 £ 1,66 76,11 + 3,80
EAQG4 32,68 +£1,62 52,78 +£3,45 51,62 + 3,00 75,12 £ 3,95

Etoposideo 12,04 +2,32 9,11+1,33 12,00 + 0,63 8,63 £0,13
Citarabina 12,70 +1,20 ND ND 58,70 £ 3,76

Imatinibe ND 10,50 + 1,05 ND 69,63 + 3,13

Valor P <0,052 <0,05° <0,05¢ <0,054
indice de Seletividade (1S)

Amostra THP-1 K562 MDA-MB-231
EAQG2 2,19 2,00 2,15
EAQG3 1,80 1,35 2,48
EAQG4 2,30 1,42 1,46

Etoposideo 0,72 0,95 0,72
Citarabina 5,97 ND ND
Imatinibe ND 7,48 ND

*DP — desvio padrdo; ND — Nao ensaiados; a: THP-1, citarabina e etoposideo vs todos o0s
compostos testados; b: K562, imatinibe e etoposideo vs todos os compostos testa.dos; c:
MDA-MB-231, etoposideo vs todos os compostos testados; d: WI-26\VVA4, etoposideo,
citarabina e imatinibe vs todos 0s compostos testados.

Todas as fracdes ensaiadas apresentaram boa atividade citotoxica, com valores de

ICso inferior a 60 ug/mL para qualquer uma das linhagens de células cancerosas testadas.
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O melhor resultado observado foi para a fragdo EAqG3 (ICso = 30,72 + 1,66), ativa contra
as células de cancer de mama (MDA-MB-231) e com indice de seletividade (IS = 2,48)
superior ao farmaco controle etoposideo (IS = 0,72). A fracdo EAqG2 apresentou a
melhor atividade contra a linhagem de células K562 de leucemia (ICso = 40,85 + 2,25) e
a fracdo EAqGA4 foi mais ativa contra as linhagens de células THP-1 (ICso = 32,68 + 1,62).
Os valores de IS de todas as amostras contra as linhagens de leucemia THP-1 (IS de 1,80
até 2,30) e K562 (IS de 1,35 até 2,00) foram relativamente baixos, em comparagdo com
os farmacos controle citarabina (IS = 5,97 para THP-1) e imatinibe (IS = 7,48 para K562)

Analisando os compostos identificados putativamente pela analise de UHPLC-
HRMS para EAQG2, € possivel atribuir essa atividade, ao menos parcialmente, a alguns
compostos. O lapachol (G8), por exemplo, possui comprovada atividade anticancerigena
(Epifano et al., 2014), inclusive contra a linhagem K562 (Salustiano et al., 2010). Outros
compostos identificados que possuem atividade citotoxica incluem a quercetina (G5)
(Altundag et al., 2019), a cinchonina (G9) (Genne et al., 1994), derivados do acido
cindmico (G15 e G16) (De et al., 2011) e o acido glicirretinico (G11) (Yuan et al., 2008).

Considerando os compostos identificados putativamente por meio de UHPLC-
HRMS para EAqG3, também € possivel sugerir 0s possiveis responsaveis pela atividade
bioldgica observada. Entre os compostos identificados putativamente para a fracdo
EAQG3, destacam-se a escopoletina (G2) (Liu et al., 2012), os derivados do acido
betulinico (G27b) (Gao et al., 2008) e a formononetina (G25) (Zhou et al., 2014) com
atividade inibitoria de células da linhagem MDA-MB-231 relatada. Além desses
compostos, alguns compostos da classe dos litseacolideos, possuem também atividade
citotoxica relatada. Nao existem estudos que indiquem se o litseacolideo L (G30) possui
atividade citotoxica, mas por familiaridade, é possivel que essa substancia também seja
citotoxica (Cheng et al., 2001).

Por fim, entre os compostos identificados pela analise de UHPLC-HRMS para a
fracdo EAQG4 destacam-se alguns com atividade citotoxica citados anteriormente, como
o lapachol (G8) (Epifano et al., 2014) e seus derivados (a-lapachona, G8b e s-lapachona,
G8a), a quercetina (G5) (Altundag et al., 2017), e os litseacolideos (G30) (Cheng et al.,
2001). Além desses, a fisetina (G33) (Kumar et al., 2019), a tricina (G34) (Moheb et al.,
2013), a isochondodendrina (G37) (Uche et al., 2017) e o lup-1-en-3-ona (G38a)
(Koohang et al., 2009) também foram relatados na literatura por apresentarem atividade

citotoxica.
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4.6 — Consideracdes finais

O estudo fitoquimico dos extratos hexanico (2,20 g) e diclorometanico (2,64 g)
dos galhos da M. pubescens permitiu o isolamento e identificacdo de quatro substancias
isoladas pela primeira vez dos galhos de M. pubescens, lapachol (MP08), maniladiol
(MP09), estigmasterol (MP02) e escopoletina (MP03).

A identificagédo putativa de componentes das fracdes EAqG2, EAqG3 e EAqG4
permitiu tragar o perfil fitoquimico do extrato aquoso dos galhos da M. pubescens. O
screening fitoquimico revelou a presenca de uma variedade de classes de compostos
diferentes, como cumarinas, flavonoides, triterpenos e saponinas. Nenhum dos compostos
identificados putativamente havia sido isolado da espécie M. pubescens, e poucos foram
identificados em plantas da familia Sapindaceae.

As fracOes dos extratos aquosos dos galhos de M. pubescens apresentaram
atividade citotoxica contra diferentes linhagens de cancer. A fracdo EAqQG3 foi a mais
ativa contra o cancer de mama da linhagem MDA-MB-231 (ICso = 30,72 £ 1,66),
enquanto a fracdo EAQG2 teve a maior atividade contra células K562 de leucemia (I1Cso
= 40,85 + 2,25) e a fragdo EAqG4 contra as linhagens THP-1 (ICso = 32,68 £ 1,62).
Varios compostos presentes nas fracdes ativas foram identificados por UHPLC-HRMS.
No total, foram identificados putativamente 53 componentes, sendo que em oito tempos
de retengdo mais de um isdbmero foi sugerido, e estes ndo puderam ser distinguidos por

limitacOes da técnica empregada.
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CONCLUSOES

Nesse trabalho foi realizado o estudo fitoquimico de inflorescéncias, raizes e
galhos de Magonia pubescens A. St.-Hil. Nos 6leos essenciais das inflorescéncias foram
identificados 14 componentes no 6leo essencial obtido do material vegetal néo irradiado,
dentre estes, nove foram descritos pela primeira vez nesta espécie. Os 6leos essenciais da
espécie apresentaram atividade inibitoria no crescimento de linhagens de células K562 de
leucemia mieloide e células MDA-MB-231 de cancer de mama. O 6leo essencial nédo-
irradiado foi a amostra mais ativa contra células K562 (ICso 22,10 + 1,98). Contra a
linhagem MDA-MB-231, os 6leos OEq, OE1 e OEz apresentaram maior citotoxicidade
(ICs0 38,10 £ 3,85, 33,25 £ 2,90, 29,05 £ 2,70, respectivamente). Além disso, observou-
se que o uso de radiacdo gama ndo afetou significativamente a composicdo e a
citotoxicidade desses dleos.

As fragOes hexanica e diclorometénica, combinadas, obtidas por particéo liquido-
liquido do extrato etanodlico das raizes de Magonia pubescens, permitiram o isolamento
de sete metabdlitos, meleina, estigmasterol, escopoletina, eriodictiol, cleomiscosina A,
lophirona A e proantocianidina A.. Todas os sete compostos foram isolados pela primeira
vez de M. pubescens nesse trabalho, o que contribui para o conhecimento do perfil
quimiotaxondmico da espécie. Esses compostos foram avaliados quanto a atividade
antiparasitaria contra cinco diferentes espécies de parasitos (amebas Acanthamoeba
castellani e Naeglaria fowleri, e parasitos Leishmania amazonensis, L. donovani e
Trypanosoma cruzi). A meleina apresentou moderada atividade (ICso = 50-100 ug/mL)
contra amebas da espécie Naeglaria fowleri.

Também foi realizado o estudo bioguiado do extrato etanolico das raizes e suas
fracOes obtidas por parti¢do liquido-liquido. As fragdes foram avaliadas quanto a sua
atividade antifungica (contra os fungos Alternatia alternata, Botrytis cinerea e Fusarium
oxysporum), atividade inseticida (contra moscas Chrysodeixis chalcites) e atividade
antiparasitaria (contra amebas Acanthamoeba castellani e Naeglaria fowleri e parasitos
Leishmania amazonensis, L. donovani e Trypanosoma cruzi). Esse estudo permitiu
identificar que a fracdo combinada de hexano e diclorometano € supressora alimentar para
moscas da espécie Chrysodeixis chalcites. Também se observou que subfracbes das
fracbes acetato etilica e butandlica possuem atividade contra fungos do género A.
alternata (ICs0 19,57 + 3,51 a 51,18 + 1,93 para subfracdes da fracdo acetato etilica e 1Csp
5,87 £ 14,71 a 20,89 + 12,62 para subfracdes da fragdo butandlica). Por fim, observou-se
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0 potencial antiparasitario desses extratos, por meio da capacidade de inibicdo do
crescimento de amebas: Acanthamoeba castellani (1Cso de 43,95 + 9,65 a 56,61 + 14,51)
e Naegleria fowleri (ICso de 15,91 + 0,38 a 23,44 + 4,75); e protozoarios: Trypanosoma
cruzi (ICsp de 22,11 + 3,44 a 24,59 + 2,61), Leishmania. donovani (ICsp de 21,21 + 0,96
a24,52 + 3,56) e L. amazonensis (ICso de 5,99 £ 0,55 a 7,52 + 1,37). Os resultados dessas
investigacdes permitiram estabelecer e consolidar parcerias com laboratérios no exterior.

Os galhos da espécie M. pubescens foram investigados em duas linhas de trabalho,
uma classica e outra bioguiada. A partir dos extratos hexanico e diclorometanico foi
possivel o isolamento de quatro substancias: lapachol, maniladiol, estigmasterol e
escopoletina. Todos os compostos isolados foram identificados pela primeira vez nos
galhos dessa espécie. Foi possivel observar que as fracdes obtidas possuem atividade
citotoxica contra linhagens de leucemia THP-1 e K562 e cancer de mama MDA-MB-231.
A fragcdo EAQG3 foi a mais ativa contra o cancer de mama da linhagem MDA-MB-231
(ICs0 = 30,72 + 1,66), enquanto a fragdo EAQG2 teve a maior atividade contra células
K562 de leucemia (ICso = 40,85 + 2,25) e a fragdo EAgG4 contra as linhagens THP-1
(ICs0 = 32,68 £ 1,62). O screening fitoquimico, utilizando a técnica de UHPLC-HRMS,
realizado para essas fragcdes mostrou a diversidade de compostos presentes nos extratos
dessa espécie, que incluem triterpenos, saponinas, flavonoides, cumarinas, entre outros.
No total, foram identificados putativamente 53 metabolitos por meio dessa técnica.

Os resultados da presente tese revelam que os extratos da Magonia pubescens A.
St.-Hil. possuem um potencial fitoquimico ainda pouco investigado. Os variados extratos
e compostos isolados apresentam uma gama de atividades biologicas, inclusive atividades
citotdxicas que podem contribuir para o isolamento futuro de novas substancias com
potencial farmacoldgico e para a caracterizacdo quimotaxonémica do género Magonia e
da familia Sapindaceae.
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1. Dados fisicos e espectroscopicos
Os dados fisicos e espectroscopicos obtidos para os compostos isolados estéo

sumariados a seguir.

1.1 - MPO1
Metabélito MP01
R-(+)-Meleina

OH O

.
’
’y

Sélido branco

[a]o? (¢ 0,1, metanol) -87,9°

1V vimax 3348, 2920, 2850, 1732, 1670, 1516, 1462, 1076,
1038, 814, 721 cm*

RMN de H (3, 600 MHz, | 1,52 (3H, d, J=6,5 Hz), 2,90-2,93 (2H, m), 4,68-
CDCls) 4,75 (1H, m), 6,68 (1H, d, J=7,5 Hz), 6,87 (1H, d,
J=8,4 Hz), 7,37-7,41 (1H, 1), 11,01 (1H, s)

RMN de 3C (4, 150 MHz, | 21,0, 34,9, 76,4, 108,6, 116,5, 118,2, 136,4, 139,7,
CDCla) 162,5, 170,2
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1.2 - MP02
Metabodlito MP02

Estigmasterol

Solido branco
[a]o? (c 0,1, metanol) | -49,5°

IV Vmax 3410, 2931, 2850, 1705, 1458, 1377, 1045, 968 cm’
RMN de ™H (3, 600 | 0,70, 0,80, 0,81, 0,85, 1,01, 1,03, 3,48-3,56 (1H, m) 5,03
MHz, CDCls) (1H, dd, J=8,8 Hz, J=15,1 Hz), 5,16 (1H, dd, J=8,6 Hz,

J=15,1 Hz), 5,33-5,37 (1H, m)

RMN de ¥C (d,121, 122, 19,0, 19,4, 21,1, 21,2, 21,2, 24,4, 24,7, 28,9,
150MHz, CDCls) 31,6, 31,9, 31,9, 33,9, 36,5, 37,3, 39,7, 40,5, 42,2, 42,2,
50,2, 51,3, 56,0, 56,9, 71,8, 121,7, 129,3, 138,3, 140,7
EM m/z (%) 413,3 Da [M+H]", calc. 413, 3778 Da
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1.3 - MPO3
Metabdlito MP03
Escopoletina C|) o) 0
BV

Sélido branco

1V vmax 3336, 3190, 2954, 2923, 2854, 1709, 1631,
1597, 1450, 1342, 1253, 1157, 1084, 1061,
1014, 957, 860, 818, 775 cm™

RMN de 'H (8, 600 MHz, | 3,96 (3H, s), 6,27 (1H, d, J=9,5 Hz), 6,85 (1H,

CDCls) s), 6,92 (1H, s), 7,60 (1H, d, J=9,5 Hz)
RMN de BC (3, 150 MHz, | 56,4, 103,2, 107,5, 111,5, 113,4, 143,3 144,0,
CDCly) 149,7, 150,3 161,4

EM m/z (%) 215,0319 Da [M+Na]", calc. 215,0309 Da
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1.4 - MPO0O4

Metabdlito MP04

R-(+)-Eriodictiol

S6lido branco

[a]o? (¢ 0,1, metanol)

-19,7°

1V Vmax

3336, 3190, 2954, 2924, 2854, 1709, 1631, 1597,
1450, 1342, 1253, 1157, 1084, 1061, 1014, 957, 860,
818, 775 cm’?

RMN de H (4, 600 MHz,
CDCls + piridina-ds)

2,73 (1H, dd, J=3,0 Hz, J=17,1 Hz), 3,05 (1H, dd,
J=13,0 Hz, J=17,1 Hz), 526 (1H, dd, J=3,0 Hz,
J=13,0 Hz), 6,02 (1H, d, J=2,1 Hz), 6,05 (1H, d, J=2,1
Hz), 6,82 (1H, dd, J=2,2 Hz, J=8,2 Hz), 6,91 (1H, d,
J=8,1 Hz), 7,01 (1H, d, J=2,2 Hz)

RMN de BC (o, 150 MHz,
CDCls + piridina-ds)

43,1,79,1,95,7,96,7 102,3, 113,5, 115,2, 118,0, 130,0
145,9, 146,3, 163,2, 164,3, 167,8, 195,7

EM m/z (%)

287,0559 Da [M-H"] calc. 287,0561 Da
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1.5 - MPO0O5

Metabdlito MP05

7°R,8’S-(+)-Cleomiscosina A

S6lido branco

[a]o® (c 0,1, metanol)

+18,6°

1V Vmax

3440, 3082, 3008, 2924, 2850, 1697, 1612, 1577,
1442, 1419, 1277, 1234, 1126, 1057, 852, 818, 752

cm?

RMN de H (4, 600 MHz,
CDsOD + piridina-ds)

3,59 (1H, dd, J=3,8 Hz, J=12,7 Hz); 3,86 (3H, 5); 3,89
(3H, 5); 3,90 (1H, dd, J=2,6 Hz, J=12,6 Hz); 4,21-4,25
(1H, m); 5,09 (1H, d, J=8 Hz); 6,31 (1H, d, J=9,5 Hz),
6,81 (LH, s), 6,91 (1H, d, J=8,1 Hz), 6,99 (1H, dd, J=2
Hz, J=8,1 Hz); 7,09 (1H, d, J=2 Hz); 7,87 (lH, d,
J=9,5 Hz)

RMN de ©C (3, 150 MHz,
CDsOD + piridina-ds)

57,3,57,7,62,5,79,0, 80,8, 102,8, 113,2, 113,9, 115,0,
117,3,122,9, 129,3, 134,3, 140,1, 140,8, 147,1, 148,8,
149,6, 150,2, 163,7

EM m/z (%)

409,0901 Da [M + Na]*, calc. 409,0894 Da
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1.6 — MP06

Metabdlito MP06

R-(-)-Lophirona A

Sélido branco

[a]o® (c 0,1, metanol)

+32,8°

1V Vmax

3274, 2954, 2923, 2854, 1704, 1623, 1593, 1511,
1454, 1253, 1226, 1095, 802 cm™

RMN de ™H (9, 600 MHz,
CD30D)

4,69 (1H, d, J=12,1 Hz), 6,02 (1H, d, J=12,2 Hz), 6,16
(1H, d, J=2,4 Hz), 6,36 (1H, dd, J=2,4 Hz, J=9,0 H2),
6,58, (2H, d, J=8,5 Hz), 6,62 (2H, d, J=8,6 Hz), 6,75
(1H, d, J=2,3 Hz), 6,87 (1H, dd, J=2,3 Hz, J=8,9 Hz),
7,15 (2H, d, J=8,6 Hz), 7,18 (2H, d, J=8,6 Hz), 7,91
(1H, d, J=8,9 Hz), 8,16 (1H, d, J=9,1 Hz), 8,25 (1H,
s)

RMN de °C (3, 150 MHz,
CD30D)

45,6, 55,2, 104,1, 104,4, 110,1, 115,2, 116,9, 116,9,
117,0,117,0, 117,4, 118,0, 123,5, 129,0, 130,6, 130,6,
131,3, 131,3 135,2, 135,7, 136,7, 157,6, 157,6, 158,1,
160,3, 165,4, 167,6, 167,7, 177,9, 205,7

EM m/z (%)

533,1216 Da [M+Na] *, calc. 533,1207 Da
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1.7 -MPO7

Metabdlito MPQ7
U2S,U3R,U4R,L2R L3R-(+)- OH
Proantocianidina A2

Solido branco

[@]o? (c 0,1, metanol) +62,8°

1V vmax 3271, 2924, 2854, 1705, 1608, 1516, 1450, 1257,
1103, 1011, 972, 879, 802 cm™

RMN de 'H (3, 600 MHz, | 2,79 (1H, dd, J=2,8 Hz, J=17,3 Hz), 2,98 (1H, dd,
CDsOD) J=5,0 Hz, J=17,1 Hz), 4,10 (1H, d, J=3,4 Hz), 4,27-
4,30 (1H, m), 4,44 (1H, d, J=3,4 Hz), 4,97 (1H, s),
6,04 (1H, d, J=2,4 Hz), 6,11 (1H, d, J=2,3 Hz), 6,13
(1H,s), 6,84 (1H, d, J=8,3 Hz), 6,86 (1H, d, J=8,3 Hz),
7,02 (1H, dd, J=2,1 Hz, J=8,2 Hz), 7,06 (1H, dd, J=2,2
Hz, J=8,3 Hz), 7,18 (1H, d, J=2,2 Hz), 7,19 (1H, d,

J=2,2 Hz)
RMN de C (s, 150 MHz, | 30,2, 30,7, 67,8, 68,9, 82,7, 97,4, 97,5, 99,2, 101,2,
CDs0D) 103,3, 105,3, 108,1, 116,5, 116,6, 116,8, 116,9, 120,7,

121,3,132,1, 133,4, 146,5, 146,8, 147,2, 147,6, 153,0,
153,2, 155,3, 157,5, 157,8, 159,0

EM m/z (%) 599,1160 Da [M+Na] *, calc. 599,1160 Da




Apéndice 158

1.8 - MP08
Metabélito MPO08 @)
Lapachol O ‘ OH
X
O

Solido amarelo alaranjado

RMN de 'H (a8, 400 | 1,69 (3H, s), 1,79 (3H, s), 3,31 (2H, d, J=7,4 Hz)
MHz, CDClz) 5,21 (1H, m), 7,67 (1H, dt), 7,75 (1H, dt, J=1,4
Hz, J=7,6 Hz), 8,07 (1H, dd, J=1,4 Hz, J=7,6 Hz),
8,12 (1H, dd, J=1,4 Hz, J=7,7 Hz)

RMN de *C (¢, 100 | 17,9, 22,7, 25,8, 119,7, 123,5, 126,1, 1268,
MHz, CDClzs) 129,5, 132,9, 132,9, 133,9 134,9, 152,7, 181,7,
184,6
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1.9 - MP09

Metabdlito MP09

Maniladiol

Sélido branco

RMN de 'H (5, 400
MHz, CDCls)

0,79 (3H, s), 0,80 (3H, s), 0,89 (3H, s), 0,91 (3H,
s), 0,94 (3H, s), 0,99 (3H, ), 1,00 (3H, s) € 1,22
(3H, s), 013,21 (1H, m), 5n 4,20 (1H, m), 015,25
(1H, 1)

RMN de BC (¢, 100
MHz, CDCls)

15,5,15,6, 16,9, 18,4, 21,5, 23,5, 24,0, 27,1, 27,2,
28,1, 30,6, 30,9, 32,7, 33,3, 34,2, 35,6, 36,9, 37,3,
38,6, 38,8, 39,9, 43,8, 46,6, 46,9, 49,1, 55,2, 66,0,
79,0, 122,3, 143,5
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Figura Al - Estruturas quimicas a) dos compostos identificados por CG-FID e CG-MS na
composicdo do 6leo extraido de M. pubescens (OE); b) dos isdmeros ndo diferenciados pelas
técnicas empregadas.
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GY G10 Gl11 G12

G13a G13b G13c G14

G15 G16 G17 G18

Figura A2 — Estruturas quimicas dos compostos identificados putativamente por UHPLC-
HRMS para a fracdo EAQG2.
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Figura A3- Estruturas quimicas dos compostos identificados putativamente por UHPLC-
HRMS para a fracdo EAQG3.
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Figura A4 — Estruturas quimicas dos compostos identificados putativamente por UHPLC-
HRMS para a fracdo EAqGA4.

2. Espectros de massas identificados para a fracdo EAqG2
Os compostos descritos no Capitulo 4 foram determinados por meio de

espectrometria de massas. Sao apresentadas aqui 0s espectros de massa para 0s tempos

de retencdo relevantes (Espectro MS) e os espectros de massa de fragmentacdo que
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correspondem aos compostos identificados (Espectro MS?) das analises da fracdo

EAQG2.

Intenss.j +MS, Dissect, 10.7-11.6min #960-1024
x10°-

416:1512
1‘5j

1.0]
200,042

051
] 293,0267

0.0 . { L ; . : . : . . ; . : ;
200 400 600 800 1000 1200 1400 miz

Figura A2.1 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com Tr 11,0 min.

lnten%- +MS2(209.0422), 15.0-60.0eV, Dissect, 10.9-11.5min #975-1021
x10%]

209.0424
*
2.0
1.5
1.0

0.5

0.0 —ulul : ‘ . : . : ; . ; ; v . .
200 400 600 800 1000 1200 1400  miz

Figura A2.2 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacdo do ion m/z 209,0422.

IntensS: +MS, Dissect, 13.3-13.8min #1150-1182
x10°4
] 193.0476

17 449,0676

768.0987 915.1563

200 ' 400 ' 600 ' 800 1000 ' 1200 ' 1400 miz

Figura A2.3 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com Tgr 13,6 min.

Itens +MS2(193.0476), 15.0-60.0eV, Dissect, 13.3-13.7min #1152-1180)
X109 1930476
3
2]
4]
200 400 600 800 1000 1200 1400  miz

Figura A2.4 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacdo do ion m/z 193,0476.
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Intens. ] +MS, Dissect, 15.0-15.8min #1271-1325

207 189.1009

4630828

1 317.0265
0.0-- l ‘ll“ \ i Bt | 11

200 400 600 ' 800 1000 ' 1200 ' 1400 miz

942.? 827

Figura A2.5 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com Tr 15,6 min.

Intens +MS2(463.0828), 15.0-60.06V, Dissect, 15.2-15.7min #1282-1318
x10%
37 317.0262
2_
1:
1 463.0826
l &
U [ | —————————————
200 400 600 800 1000 1200 1400 miz

Figura A2.6 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacao do ion

m/z 463,0828.

Intens. | +MS, Dissect, 16.3-16.6min #1360-1384]
x104]

3] 549.1549

387:1031

2]

1 292.2247

1]

200 400 600 800 1000 1200 1400 m/z

Figura A2.7 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com Tr 16,4 min.

Intens.] +MS2(292.2247), 15.0-60.0eV, Dissect, 16.5min #1375

4]
X104 2922253
1.25 ¢

1.003
0.75
0,50
0.25

0.00% hmh‘hlill Hl n ; . \ ; , : ; ’ . ; - ; "
200 400 600 800 1000 1200 1400 m/z

Figura A2.8 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacdo do ion m/z 292,2247.
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Intens. ] +MS, Dissect, 18.0-18.3min #1489-1513

433.4090

303.0470

11 1871316
- | o1
200 400 600 800 1000 1200 1400  miz

Figura A2.9 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com Tr 18,2 min.

Intens. ] +MS2(303.0470), 15.0-60.0eV, Dissect, 18.2-18.2min #1500-1504

4]
e 303.0470
2.0] *

1

1.51
]

0,03 — s g kol | . : , ; ; ; . , ; : . -
200 400 600 800 1000 1200 1400 m/z

Figura A2.10 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacéo do fon m/z 303,0470.

Intens‘i: +MS2(433.1090), 15.0-60.0eV, Dissect, 18.0-18.3min #1492-1507
x10%]

2.57
287.0527
2.04

433.1076
0.5
] *

N Load
200 400 600 800 1000 1200 1400 m/z

0.0+

Figura A2.11 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacao do fon m/z 433,1090.

Intenss.‘ +MS, Dissect, 18.2-18.6min #1501-1529
x10°4

0.8 4174141

0.6

0.4+

0.2+

2314353 l
Al ll

0.0+ , ’ ! il i i ; ; . ; ; : . ; :
200 400 600 800 1000 1200 1400 miz

Figura A2.12 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com Tg 18,5 min.
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itens. | FMS2(417.1141), 15.0-60.0eV, Dissect, 18.3-18.5min #1512-1527)
gl 417.1142

4
0.8 »

0.6

0.4+

192.0753
0.2

-Ih. Llh s lL Lo

200 ' 400 ' 600 ’ 800 ' 1000 ' 1200 ' 1400 miz

0.0

Figura A2.13 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacdo do fon m/z 417,1141.

Intens. 1 +MS, Dissect, 24.8-25.3min #2008-2040
x109]
] 2430983
3]
2]
]
e 490.2219 5eg 7780 1115.5535
200 400 600 800 1000 1200 1400 miz

Figura A2.14 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com Tg 25,0 min.

Intens, +MS2(243.0983), 15.0-60.0eV, Dissect, 24.9-25.2min #2017-2033
. 243.0081
] .
1 187.0358
2
1
N
200 400 600 800 1000 1200 1400 miz

Figura A2.15 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacéo do fon m/z 243,0983.

Intens +MS, Dissect, 27.1-27.6min #2172-2208|

x104]
4] 2951858
37
21
.
4494728 8714401
1028.5246
200 ' 400 ' 600 ' 800 " 1000 1200 1400 miz

Figura A2.16 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com Tr 27,4 min.
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Intens. | +MS2(295.1858), 15.0-60.0eV, Dissect, 27.4-27.4min #2190-2193
5000
] 2214142

1 &
40004
3000
20004

1000

200 ' 400 ' 600 ‘ 800 ' 1000 ' 1200 ' 1400  miz

Figura A2.17 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacéo do fon m/z 295,1858.

intens +MS, Dissect, 28.0-28.6min #2235-2274
x10%
4713388
4
37
21
13 279.2273 5884517
1139,5876
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Figura A2.18 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com Tr 28,2 min.

Intens4.; +MS2(471.3388), 15.0-60.0eV, Dissect, 28.2-28.2min #2247-2251
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Figura A2.19 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacéo do ion m/z 471,3388.

Inﬁr&. 1 +MS, Dissect, 28.9-29.4min #2298-2334
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Figura A2.20 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com Tgr 29,1 min.
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Intens. +MS2(229.0825), 15.0-60.0eV, Dissect, 29.0-29.1min #2307-2311
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Figura A2.21 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacéo do fon m/z 229,0825.

Intens4. 1 +MS, Dissect, 31.4-32.0min #2478-2522
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Figura A2.22 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com Tg 31,7 min.

Intens. | +MS2(235.1657), 15.0-60.0eV, Dissect, 31.7-31.8min #2500-2508|

4]
AT 235.1656
15 *

05

001 l L . : . : . . . . : : ,
200 400 600 800 1000 1200 1400 miz

Figura A2.23 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacéo do fon m/z 235,1657.

|ntens4. 1 +MS, Dissect, 34.9-35.4min #2734-2766)
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Figura A2.24 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com Tg 35,1 min.
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lntens‘it +MS2(455.3449), 15.0-60.0eV, Dissect, 35.1min #2748,
s 455.3434
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Figura A2.25 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacéo do fon m/z 455,3449.
lntenss- +MS, Dissect, 34.9-35.6min #2730-2782
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Figura A2.26 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com Tg 35,3 min.

Itens. +MS2(328.2586), 15.0-60.06V, Dissect, 35.2-35.3min #2756-2761
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Figura A2.27 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacao do ion m/z 328,2586.
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Figura A2.28 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com Tr 39,2 min.
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intens. +MS2(179.0669), 15.0-60.0eV, Dissect, 39.3-39.4min #3079-3084
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Figura A2.29 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacéo do fon m/z 179,0669.
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Figura A2.30 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com Tg 41,0 min.

Intens.’ +MS2(307.2578), 15.0-60.0eV, Dissect, 41.0min #3212

4]
x10 307.2565
0.8 .

0.6
0.4

0.24
By smge0
200 400 600 800 1000 1200 1400 m/z

Figura A2.31 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacao do fon m/z 307,2578.

Intenss. 1 +MS, Dissect, 48.0-48 4min #3806-3838
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Figura A2.32 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com Tg 48,2 min.
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intens, | +MS2(505.3739), 15.0-60.06V, Dissect, 48.3min #3825
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Figura A2.33 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacéo do fon m/z 505,3739.

3. Espectros de massas identificados para a fragdo EAqQG3
Os compostos descritos no Capitulo 4 foram determinados por meio de

espectrometria de massas. Sdo apresentadas aqui 0s espectros de massa para 0s tempos
de retencdo relevantes (Espectro MS) e os espectros de massa de fragmentagdo que
correspondem aos compostos identificados (Espectro MS?) das analises da fracao
EAQGS3.

Intense. +MS, Dissect, 0.6-1.4min #74-129
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Figura A3.1 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 0,9 min.

intens ] +MS2(190.1071), 15.0-60.0eV, Dissect, 0.9-1 3min #94-126
X10%1 490.1060
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Figura A3.2 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacdo do ion m/z 109,1071.
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Intens.] +MS, Dissect, 13.5-13.8min #1370-1393
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Figura A3.3 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 13,7 min.

ntens. | +MS2(193.0490), 15.0-60.06V, Dissect, 13.6-13.7min #1378-1389
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Figura A3.4 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacdo do ion m/z 193,0490.

Intens | +MS, Dissect, 15.5-15.8min #1557-1583
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Figura A3.5 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 15,6 min.

Intens. ] +MS2(417.1531), 15.0-60.0eV, Dissect, 15.6-15.7min #1564-1574)
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Figura A3.6 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacdo do ion m/z 417,1531.



Apéndice 174
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Figura A3.7 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 17,3 min.

Intens. | +MS2(219.1726), 15.0-60.0eV, Dissect, 17.2-17.4min #1712-1728|
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Figura A3.8 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacdo do ion m/z 219,1726.

Intenss._ +MS, Dissect, 18.5-18.9min #1823-1848|
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Figura A3.9 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 18,8 min.

Intens. +MS2(387.1064), 15.0-60.0eV, Dissect, 18.6-18.9min #1826-1846
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Figura A3.10 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacéo do fon m/z 387,1064.
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Intens.; +MS, Dissect, 20.5-20.8min #2011-2040
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Figura A3.11 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 20,6 min.

Intens. +MS2(187.1248), 15.0-60.0eV, Dissect, 20.6-20.8min #2017-2036
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Figura A3.12 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacdo do ion m/z 187,1248.

Intens. | +MS, Dissect, 21.7-21.8min #2120-2134
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Figura A3.13 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 21,7 min.

Intens. | +MS2(651.4080), 15.0-60.0eV, Dissect, 21.7-21.8min #2123-2130
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Figura A3.14 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentagao do ion m/z 651,4080.
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Intenss_ +MS, Dissect, 22.0-22.3min #2158-2180
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Figura A3.15 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 22,2 min.

Intens. +MS82(269.0800), 15.0-60.0eV, Dissect, 22.1-22.2min #2159-2174,
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Figura A3.16 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacéo do fon m/z 269,0800.

Intens.i +MS, Dissect, 23.4-23.8min #2275-2303
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Figura A3.17 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 23,5 min.

Intens‘i: +MS2(637.4294), 15.0-60.0eV, Dissect, 23.5-23.6min #2283-2287
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Figura A3.18 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacéo do fon m/z 637,4294.
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Intens. 4 +MS, Dissect, 26.2-26.6min #2495-2521
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Figura A3.19 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 26,4 min.

Intens. +MS2(489.3556), 15.0-60.0eV, Dissect, 26.3-26.4min #2502-2508
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Figura A3.20 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacdo do fon m/z 489,3556.

Intens5.; +MS, Dissect, 28.6-28.9min #2672-2697
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Figura A3.21 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 28,7 min.

Intens. +MS2(457.3662), 15.0-60.06V, Dissect, 28.6-28.8min #2677-2688
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Figura A3.22 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacéo do fon m/z 457,3662.
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Figura A3.23 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 30,9 min.
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Figura A3.24 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacao do fon m/z 471,3428.

Intens. +MS, Dissect, 36.4-36.9min #3299-3331
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Figura A3.25 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 36.6 min.
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Figura A3.26 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacdo do ion m/z 457,3617.
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Intenssj +MS, Dissect, 36.8-37.5min #3327-3375
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Figura A3.27 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 37,2 min.

Intens. 1 +MS2(341.2639), 15.0-60.0eV, Dissect, 37.2-37.2min #3354-3356

341.2636
51 *

200 ' 400 ' 600 ' 800 ' 1000 ' 1200 ' 1400  miz

Figura A3.28 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacdo do ion m/z 341,2639.

Intens. | +MS, Dissect, 45.0-45.3min #3911-3935
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Figura A3.29 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 45,2 min.

Intens +MS2(447.3419), 15.0-60.06V, Dissect, 45.3min #3929
o] 447.3400
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Figura A3.30 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacao do ion m/z 447,3419.
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Intens;t. | +MS, Dissect, 49.6-50.0min #4247-4275|
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Figura A3.31 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 49,7 min.
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Figura A3.32 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacao do ion m/z 469,3245.

4. Espectros de massas identificados para a fracdo EAqG4
Os compostos descritos no Capitulo 4 foram determinados por meio de

espectrometria de massas. S4o apresentadas aqui 0s espectros de massa para 0s tempos
de retencdo relevantes (Espectro MS) e os espectros de massa de fragmentagdo que
correspondem aos compostos identificados (Espectro MS?) das analises da fracdo
EAqGA4.

Intens;‘.: +MS, Dissect, 17.7-18.4min #1523-1571
x10%]
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Figura A4.1 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 18.1 min.
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Intens4._ +MS2(303.0489), 15.0-60.0eV, Dissect, 18.2min #1553|
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Figura A4.2 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacdo do ion m/z 303,0489.
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Figura A4.3 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 18,2 min.

Intens4; +MS2(433.1113), 15.0-60.0eV, Dissect, 18.0-18.2min #1538-1556)
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Figura A4.4 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacdo do ion m/z 303,0489.

Intenss.; +MS, Dissect, 18.5-18.9min #1579-1603|
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Figura A4.5 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 18,7 min.
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Intens. 4 +MS2(387.1053), 15.0-60.0eV, Dissect, 18.5-18.8min #1580-1602
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Figura A4.6 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacédo do ion m/z 387,1053.
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Figura A4.7 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 20.2 min.
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Figura A4.8 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacdo do ion m/z 287,0525.
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Figura A4.9 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 20,3 min.
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Figura A4.10 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacéo do fon m/z 331,0788.
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Figura A4.11 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 25,0 min.
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Figura A4.12 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacéo do fon m/z 243,0999.
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Figura A4.13 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 25,6 min.
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Figura A4.14- Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacédo do ion m/z 473,3585.
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Figura A4.15 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 34,3 min.
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Figura A4.16 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentagéo do ion

m/z 595,2872.
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A4.17 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 37,1 min.
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Figura A4.18 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacéo do fon m/z 341,2628.
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Figura A4.19 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 38.8 min.
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Figura A4.20 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacao do fon m/z 425,3731.
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Figura A4.21 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 42,7 min.
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Figura A4.22 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacdo do ion m/z 405,3672.
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Figura A4.23 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 43,5 min.
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Figura A4.24 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacao do fon m/z 310,3066.
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Figura A4.25 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 45,0 min.
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Intens.{ +MS2(441.3488), 15.0-60.0eV, Dissect, 45.0min #3573
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Figura A4.26 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacdo do fon m/z 441,3488.
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Figura A4.27 - Espectro de massas (HR-ESI, modo positivo) do pico com TR 51,0 min.
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Figura A4.28 - Espectro de massas MS? obtido a partir da fragmentacdo do fon m/z 537,4427.
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5. Espectros de massas para substancias isoladas das raizes de Magonia pubescens
(MP02 a MPQ7)
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Figura A5.1 - Espectro de massas obtido para MP02.

100+ 2150 1.03ef
2471

2570
3011
413.3
2130 407.1
1721 03] 2732 3391
159.0 7 1 325.1/355 3369.1 142 ee 053
O T T T T T “’” ‘ T ‘ I‘| H \| “ !“ IH ‘(\ |I \‘ |I ‘ T T T T T T T T T T T T T T T T miz
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850

Figura A5.2 - Espectro de massas obtido para MPO03.
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Figura A5.3 - Espectro de massas de alta resolucao obtido para MP03.
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Figura A5.4 - Espectro de massas obtido para MP04.
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Figura A5.5 - Espectro de massas de alta resolucao obtido para MPO04.
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Figura A5.6 - Espectro de massas obtido para MPO05.
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Figura A5.7 - Espectro de massas de alta resolucéo obtido para MPO05.
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Figura A5.8 - Espectro de massas obtido para MPO06.
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Figura A5.9 - Espectro de massas de alta resolucdo obtido para MPO06.
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Figura A5.10 - Espectro de massas obtido para MPO07.
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Figura A5.11 - Espectro de massas de alta resolugéo obtido para MPO07.



