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RESUMO

A pandemia de COVID-19 impulsionou uma busca urgente por terapias eficazes
contra o SARS-CoV-2 capazes de combater tanto a infecg¢ao viral quanto as respostas
inflamatdrias associadas. Apesar do uso das vacinas no controle da doencga, a eficacia
reduzida contra novas variantes destaca a necessidade de alternativas terapéuticas.
Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo isolar e identificar substancias
com atividade antiviral frente ao SARS-CoV-2 e com atividade sobre a inibicdo da
liberagao de citocinas pré-inflamatodrias, a partir da triagem de espécies vegetais da
familia Asteraceae. Inicialmente, seis extratos etandlicos de espécies de Baccharis e
Campovassouria e fragbdes derivadas foram triados em células L929 infectadas com o
B-coronavirus murino MHV-3 em concentra¢des néo citotdxicas (10 e 30 pg/mL). O
extrato de Campovassouria cruciata, bem como as fragdes hexanica (Hex) e
diclorometanica (Dcm), foram os que mais reduziram a carga viral. Essas fragdes
também foram testadas em células Calu-3 infectadas com SARS-CoV-2, e a fracéo
Dcm reduziu a carga viral em 1,3 log. Também, foi avaliado o potencial dos extratos e
fragcdes de C. cruciata, Baccharis stylosa e Baccharis imbricata na inibicdo da
liberacdo de citocinas proé-inflamatérias em células A549 estimuladas com IFN-y e
TNF, sendo as fragbes diclorometanicas derivadas dos extratos as mais promissoras
e, portanto, selecionadas para os estudos fitoquimicos. Apods sucessivos
fracionamentos, foram isoladas quatro substancias da fragdo Dcm de C. cruciata, a
umbeliferona, a 3-epi-leptocarpina, uma lactona sesquiterpénica inédita, além da
leptocarpina e da arturina. Da fragdo Dcm de B. stylosa, foi isolado um flavonoide
inédito (3-O-(2-metil-butanoato)-5,7-di-hidroxi-4’-metoxi-flavona), com um grupo metil-
butirico como substituinte, além da descricdo dos dados espectroscopicos dos dois
diterpenos com esqueleto labdanicos ((E)-13-metil-12-(((9R,10R)-4,4,10-trimetil-8-
metilenodecahidronaftaleno-9-il)metileno)-2(5H)diona e nicandrona) isolados
anteriormente. E, da fragdo Dcm de B. imbricata, foi isolado do 12-epi-nicandrodiol,
relatado pela primeira vez nessa espécie. Na sequéncia, todas as substancias
isoladas foram avaliadas quanto ao potencial de inibicao da liberagao das citocinas IL-
6 e IL-8 em células A549 de adenocarcinoma pulmonar, estimuladas com IFN-y e TNF,
bem como a capacidade de inibir a produgéo de espécies reativas de oxigénio (EROs).
Todas inibiram, em maior ou menor proporcdo, os niveis de citocinas, de forma

concentragdo dependente, enquanto os niveis de EROs foram aumentados pela



umbeliferona, pelo flavonoide inédito e pelos dois diterpenos, e reduzidos pelas
lactonas sesquiterpénicas. Por fim, o potencial antiviral das substancias isoladas de
C. cruciata foi demonstrado através da reducdo da carga viral em células Calu-3
infectadas com SARS-CoV-2 (1,7 a 2,0 log). Os resultados obtidos evidenciam o
potencial promissor dos extratos de C. cruciata, B. stylosa e B. imbricata como fontes

promissoras de moléculas com atividades antivirais e anti-inflamatadrias.

Palavras-chaves: SARS-CoV-2; produtos naturais; antiviral; anti-inflamatério;

Baccharis; Campovassouria



ABSTRACT

The COVID-19 pandemic has driven an urgent quest for effective therapies against
SARS-CoV-2 capable of combating both viral infection and associated inflammatory
responses. Despite the use of vaccines in disease control, their reduced efficacy
against new variants underscores the need for therapeutic alternatives. In this context,
this study aimed to isolate and identify substances with antiviral activity against SARS-
CoV-2 and activity in inhibiting the release of pro-inflammatory cytokines, through
screening of plant species from the Asteraceae family. Initially, six ethanolic extracts
from Baccharis and Campovassouria species and derived fractions were screened in
L929 cells infected with the murine B-coronavirus MHV-3 at non-cytotoxic
concentrations (10 and 30 pg/mL). Campovassouria cruciata extract, along with
hexane (Hex) and dichloromethane (Dcm) fractions, showed the greatest reduction in
viral load. These fractions were also tested in Calu-3 cells infected with SARS-CoV-2,
with the Dcm fraction reducing viral load by 1.3 log. Additionally, the potential of
extracts and fractions from C. cruciata, Baccharis stylosa, and Baccharis imbricata in
inhibiting the release of pro-inflammatory cytokines in IFN-y and TNF-stimulated A549
cells was evaluated, with dichloromethane fractions from the extracts showing the most
promise and thus selected for phytochemical studies. Following successive
fractionations, four substances were isolated from C. cruciata Dcm fraction:
umbelliferone, 3-epi-leptocarpin, a novel sesquiterpene lactone, in addition to
leptocarpin and arturin. From B. stylosa Dcm fraction, a novel flavonoid (3-O-(2-methyl-
butyrate)-5,7-di-hydroxy-4'-methoxy-flavone) with a methyl-butyric group as
substituent was isolated, alongside the spectral data description of two labdane-type
diterpenes ((E)-13-methyl-12-(((9R,10R)-4,4,10-trimethyl-8-
methylenedecahydronaphthalen-9-yl)methylene)-2(5H)dione and nicandrona)
previously isolated. From B. imbricata Dcm fraction, 12-epi-nicandrodial, reported for
the first time in this species, was isolated. Subsequently, all isolated substances were
evaluated for their potential to inhibit the release of IL-6 and IL-8 cytokines in IFN-y
and TNF-stimulated A549 lung adenocarcinoma cells, as well as their ability to inhibit
reactive oxygen species (ROS) production. All showed concentration-dependent
inhibition of cytokine levels, while umbelliferone, the novel flavonoid, and the two
diterpenes increased ROS levels, and sesquiterpene lactones reduced them. Finally,

the antiviral potential of substances isolated from C. cruciata was demonstrated by



reducing viral load in Calu-3 cells infected with SARS-CoV-2 (1.7 to 2.0 log). These
findings highlight the promising potential of C. cruciata, B. stylosa, and B. imbricata
extracts as valuable sources of molecules with antiviral and anti-inflammatory

activities.

Keywords: COVID-19; SARS-CoV-2; natural products; antiviral; anti-inflammatory;

Baccharis; Campovassouria.
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1 INTRODUGAO

Em 2019, o coronavirus 2 da sindrome respiratéria aguda grave (SARS-CoV-
2), o sétimo coronavirus humano, foi descrito pela primeira vez em Wuhan, na China.
Desde entdo o virus se espalhou por todo o mundo e, em margo de 2020, a COVID-
19 foi declarada uma pandemia pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (CIOTTI
et al., 2020). Até o momento, ja foram confirmados mais de 7 milhdes de mortes em
todo o mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2024).

A rapida disseminacdo da doencga resultou em uma busca urgente por
estratégias terapéuticas eficazes contra o SARS-CoV-2. Muitos farmacos foram
utilizados com base em sua atividade in vitro ou em experiéncia clinica anterior em
outras doengas causadas por coronavirus (LUDWIG; ZARBOCK, 2020). Por exemplo,
o remdesivir, ritonavir, lopinavir, ribavirina e dexametasona foram utilizados para
reduzir os sintomas em pacientes com COVID-19. No entanto, todos eles apresentam
varios efeitos adversos (SINGH et al., 2020). Embora as vacinas sejam a estratégia
mais eficaz para controlar o SARS-CoV-2, ha preocupacdes sobre sua eficacia contra
novas variantes (TUEKPRAKHON et al., 2022).

Além disso, a Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS) causada por
coronavirus como o SARS-CoV-2 surge da producao desregulada de citocinas —
denominada “tempestade de citocinas” — contribuindo para a exacerbacdo dos
sintomas clinicos e, em ultima analise, levando a morte (FAJGENBAUM; JUNE, 2020).
Assim, existe um interesse significativo na identificacdo de novos agentes antivirais
capazes de controlar simultaneamente a liberacao de citocinas pro-inflamatérias.

Nesse contexto, os produtos naturais representam uma estratégia valida para
identificar novos compostos antivirais (SHAQRA et al., 2022). Alguns exemplos de
medicamentos antivirais que usaram produtos naturais como prototipos sao
oseltamivir, zanamivir e laninamivir, usados para tratar a gripe (NEWMAN; CRAGG,
2020). Produtos naturais de plantas, animais e organismos marinhos foram
amplamente investigados em relagao a seus efeitos contra o SARS-CoV-2. Algumas
dessas substancias ndo apenas reduzem a replicagao viral, mas também regulam as
respostas inflamatérias e modulam o sistema imunolégico (VERMA et al., 2020).
Exemplos incluem a tiloforina, alcaloide isolado de Cynanchum komaroviil, que

demonstra efeitos inibitérios notaveis contra SARS-CoV-2 em células Vero,
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juntamente com baicalina e baicaleina, presentes em Scutellaria baicalensis, que
exibiram inibicdo da replicacéo do virus no mesmo modelo (WANG et al., 2022).

O presente estudo se insere nessa busca por compostos bioativos contra o
coronavirus, com a investigagao fitoquimica de espécies da familia Asteraceae,
especificamente dos géneros Baccharis e Campovassouria. Esses dois géneros séao
encontrados exclusivamente nas Ameéricas, particularmente prevalentes em regides
de alta altitude (HATTORI, 2013; VERDI et al., 2005).

Estudos anteriores sobre espécies de Baccharis revelaram a presenca de
polifendis incomuns, que sao potenciais inibidores do SARS-CoV-2 capazes de
bloquear a entrada viral, a replicacéo e a sintese de proteinas. Exemplos disso sdo a
herbacetina, pectolinarina, miricetina e retusina (KAUL et al., 2021). Ja os principais
compostos bioativos identificados nas espécies de Campouvassouria sao lactonas
sesquiterpénicas. Algumas lactonas sesquiterpénicas estruturalmente semelhantes
aos germacranolidos, guaianolideos e heliangolidos identificados no género
(BOHLMANN et al., 1983) foram investigadas por suas atividades biologicas. Por
exemplo, descobriu-se que reynosina, artemisinina e tagitininas inibem proteinas do
SARS-CoV-2, bem como mediadores pro-inflamatérios (ABE et al., 2015; BADRAOUI
et al., 2022; MEJIAS et al., 2022; WANG et al., 2018a).

Dessa forma, o trabalho realizado busca ampliar o conhecimento sobre o
potencial bioativo de algumas espécies de Baccharis e da Campovassouria cruciata,
explorando a capacidade de substancias isoladas desses géneros de atuar na inibigéo
do SARS-CoV-2 e na liberagao de citocinas inflamatérias, a fim de que essas novas
moléculas bioativas possam complementar ou inspirar terapias mais seguras e

eficazes contra a COVID-19 e futuras pandemias virais.



20

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Isolar e identificar substéancias com atividade antiviral frente ao SARS-CoV-2 e
com atividade sobre a inibigdo da liberagao de citocinas pro-inflamatoérias, a partir da

triagem de espécies vegetais da familia Asteraceae.

2.2 Objetivos especificos

1. Obter drogas vegetais e produzir extratos de espécies selecionadas da familia
Asteraceae;

2. Realizar a desreplicagéo dos extratos obtidos utilizando cromatografia liquida de
ultra eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos e espectrdmetro de
massas com ionizagao por electrospray (UPLC-DAD-ESI- MS/MS);

3. Realizar o fracionamento por particdo entre solventes imisciveis dos extratos
obtidos, visando obter fragdes enriquecidas em diferentes classes de produtos
naturais;

4. Avaliar a atividade antiviral in vitro dos extratos e fragbes em culturas de células
L929 infectadas com coronavirus murino MHV-3;

5. Avaliar o efeito dos extratos e fragdes selecionados quanto a inibigao da liberagao
de citocinas pré-inflamatérias em modelo in vitro com células A549;

6. Isolar e elucidar as estruturas quimicas dos constituintes das fracoes selecionadas,
utilizando ferramentas espectroscopicas usuais;

7. Avaliar a atividade antiviral in vitro das substancias isoladas em culturas de células
Calu-3 infectadas com SARS-CoV-2 e avaliar seu efeito sobre mediadores pro-

inflamatoérios em células A549.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Produtos naturais como fontes de substancias bioativas

Segundo Newman e Cragg (2020) a utilizagdo de produtos naturais e/ou
derivados sintéticos constitui uma importante estratégia na descoberta e no
desenvolvimento de novos farmacos. Geralmente, essas substancias apresentam um
amplo espectro de atividades farmacoldgicas, sendo utilizados no tratamento ou
prevencao de diversas doencas humanas de alta prevaléncia, incluindo doencas
infecciosas, canceres, doencas relacionadas aos sistemas gastrointestinal e
cardiovascular, entre outras.

Mais da metade de todos os farmacos com massa molar inferior a 500 Da séo
baseados estruturalmente em algum produto natural e, esse percentual é ainda maior
para certas indicagbdes, como infecgcdes bacterianas e cancer. Os produtos naturais
fornecem substancias capazes de se ligarem a proteinas e diversos outros alvos
biolégicos, uma vez que possuem estruturas tridimensionais com estereoquimica
diversificada. Essas caracteristicas sdo correlacionadas com o aumento da
especificidade de ligacdo, diminuicdo da toxicidade, entre outras propriedades
relevantes (STONE et al., 2022).

As novas entidades quimicas podem ser descobertas, principalmente, a partir
de quatro fontes naturais: plantas, animais marinhos, fungos e bactérias. Dentre
essas, as substancias de origem vegetal sdo de alta relevancia (NAJMI et al., 2022).
Normalmente, as substancias isoladas de fontes naturais apresentam caracteristicas
estruturais unicas, incluindo maior numero de atomos de oxigénio e de centros quirais,
maior complexidade estérica, maior rigidez molecular e maior numero de receptores
e doadores de ligagbes de hidrogénio. Devido a essas caracteristicas unicas, o
desenvolvimento de analogos para melhorar a poténcia e propriedades
farmacocinéticas ou reduzir a toxicidade, constitui uma tarefa dificil e complexa para
a quimica medicinal (KOEHN; CARTER, 2005).

Considerando o numero de espécies de plantas no planeta e as varias vias
biossintéticas capazes de produzir uma extraordinaria diversidade quimica, a
biodiversidade em ambientes tropicais e equatoriais oferece um potencial
particularmente rico em compostos biologicamente ativos. O Brasil € o pais com a

maior biodiversidade do mundo, possuindo mais de 15% da todas as espécies vivas
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do planeta. Assim, devido a sua grande extensao territorial e aos diferentes habitats
em que as plantas se encontram, sabe-se que a flora brasileira possui uma elevada
variedade de classes de substancias e tipos estruturais de metabdlitos secundarios,
ainda pouco explorados (VALLI; RUSSO; BOLZANI, 2018).

A familia Asteraceae € uma das maiores familias de plantas com flores,
incluindo mais de 1600 géneros e 25.000 espécies. Esta amplamente distribuida em
todo o mundo, com varias espécies medicinais (ACHIKA et al., 2014; ROLNIK; OLAS,
2021). Dentre os diversos géneros pertencentes a essa familia, destaca-se os géneros
Baccharis e Campouvassouria, que constituem fontes potenciais de novos compostos
bioativos com atividades biologicas diversas, incluindo atividade antiviral e anti-

inflamatoria.

3.2 Género Baccharis

O género Baccharis pertence a familia Asteraceae, uma das maiores e mais
diversificadas familias de angiospermas (VERDI et al., 2005). Estima-se que o género
Baccharis seja constituido por cerca de 500 espécies, distribuidas principalmente no
Brasil, Argentina, Coldmbia, Chile e México, ocupando as regides mais elevadas. A
origem do nome Baccharis (Bakkharis) vem do grego, antiga denominagao para
algumas plantas arbustivas, e chegou a ser empregado para designar espécimes
diferentes das que hoje em dia recebem esse nome (BUDEL et al., 2005).

Atualmente existem aproximadamente 167 espécies de Baccharis relatadas no
Brasil, pertencentes a quatro subgéneros. Ha ocorréncia registrada em todos os
biomas brasileiros, com a maioria das espécies encontradas no Sul, Sudeste e Centro-
Oeste, apresentando consideravel relevancia na medicina popular, além de aspectos
econdémicos e ambientais (CAMPOS et al., 2016).

Espécies de Baccharis sédo consumidas tradicionalmente na forma de infusdes,
com indicagdes para tratar enfermidades do estdbmago e figado, anemias,
inflamacdes, diabetes, feridas e ulceras, febre, infecgbes bacterianas e fungicas,
sendo também descritas como eficazes para o processo de desintoxicacdo do
organismo (ABAD; BERMEJO, 2007; VERDI et al., 2005). Exemplos incluem
Baccharis articulata (carquejilla) e Baccharis crispa (carqueja), utilizadas como
diuréticas e digestivas; Baccharis illinita (cha-ventura, erva milagrosa) por suas

atividades anti-inflamatdrias, cicatrizantes e anti-infecciosas, bem como por sua agao
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protetora contra ulceras estomacais, além de Baccharis trinervis (chilca) no tratamento
de febre alta, edemas, feridas e caibras musculares (ABAD; BERMEJO, 2007).
Baccharis genistelloides é também muito utilizada no Brasil para tratar uma variedade
de doengas, tais como desordens digestivas e do figado, malaria, ulceras, diabetes,
anemia, diarreia, inflamagdes urinarias, amigdalite e verminoses, entre outras (MELO
et al., 2001).

A fitoquimica do género Baccharis tem sido extensivamente estudada desde o
inicio do século XX, resultando no isolamento de mais de 150 substancias. Embora o
género compreenda uma grande quantidade de espécies, apenas cerca de 120 foram
estudadas quimicamente. Os compostos mais frequentemente relatados séao
flavonoides e terpendides (KARAM et al., 2013). No que se refere as atividades
bioldgicas, cerca de 30 espécies de Baccharis ja foram estudadas, destacando-se os
efeitos alelopatico, antimicrobiano, citotoxico, anti-inflamatério, antifungico,
antioxidante, antiviral, gastroprotetor e hepatoprotetor. Entre as espécies mais
pesquisadas quanto a composi¢gdo quimica e atividades bioldgicas destacam-se B.
megapotamica, B. incarum, B. trimera, B. trinervis, B. salicifolia, B. crispa, B. coridifolia,
B. dracunculifolia, B. grisebachii e B. tricuneata (ABAD; BERMEJO, 2007; CAMPOS
et al., 2016; VERDI et al., 2005).

Baccharis dracunculifolia, comumente conhecida como alecrim-do-campo e
vassoura, € utilizada na medicina popular para o tratamento de inflamacao, disturbios
hepaticos e Uulceras estomacais (FIGUEIREDO-RINHEL et al., 2013). Estudos
fitoquimicos realizados com essa espécie demonstraram a presenga de varios
constituintes, incluindo acido cafeico (1), acido felurico (2), acido p-cumarico (3),
bacarina (4) e artepelina C (5) (LEMOS et al., 2007). No Brasil, as abelhas (Apis
mellifera) utilizam néctares florais de B. dracunculifolia para produzir propolis verde,
que apresenta diversas atividades biologicas descritas, incluindo o efeito
hepatoprotetor (BUFALO et al., 2010; SEO et al., 2003; VEIGA et al., 2017).
Guimaraes et al. (2012) relataram potente atividade antioxidante de B. dracunculifolia
em ratos, capaz de proteger as mitocéndrias isoladas do figado contra o dano
oxidativo e tal acdo contribui, provavelmente, para os efeitos antioxidante e
hepatoprotetor da propolis verde. Além disso, o extrato diclorometanico de folhas da
espécie apresentou atividade antifungica e antibacteriana, principalmente contra
Candida krusei e Cryptococcus neoformans, com valores de Clso de 65 pg/mL e 40

Mg/mL, respectivamente (FILHO et al., 2008), bem como atividade in vitro contra
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Leishmania donovani, com Clso de 45 pyg/mL (FILHO et al., 2009). Costa et al. (2019)
descreveram a atividade cicatricial do extrato hidroetandlico de partes aéreas de B.
dracunculifolia em modelo de ulcera induzida por acido acético, demonstrando a
regeneracao significativa do tecido lesado.

B. trimera é amplamente difundida na América do Sul, sendo conhecida
popularmente como carqueja. Decocgdes ou infusdes preparadas com esta planta sdo
usadas na medicina popular para tratar doengas do figado, reumatismo, diabetes,
assim como disturbios digestivos e renais (JANUARIO et al., 2004). Dentre os
compostos ja isolados dessa espécie estdo alguns flavonoides (ex.: quercetina (6),
luteolina (7) e apigenina (8)), acidos fendlicos (ex.: acido galico (9), acido cafeico (1),
acido clorogénico (10)) e monoterpenos, como o acetato de carquejila (11), descrito
como marcador da espécie (RABELO; COSTA, 2018).

Gené et al. (1996) sugeriram que B. trimera apresenta propriedades anti-
inflamatadrias e analgésicas que parecem ser devidas, pelo menos em parte, a inibigao
da biossintese das prostaglandinas. Por sua vez De Oliveira et al. (2012) avaliaram
as atividades antioxidante e anti-inflamatdria de seis extratos (diclorometénico, em
acetato de etila, n-butandlico, aquoso, enriquecido em saponinas e fendlicos) de
partes aéreas de B. trimera, verificando que o extrato fendlico apresentou o maior
potencial antioxidante em relagao aos demais extratos. Além disso, foi demonstrada a
atividade gastroprotetora e curativa do extrato hidroetandlico, também das partes
aéreas dessa mesma espécie, em modelos animais (LIVERO et al., 2016), bem como
o efeito cardioprotetor, ja que o extrato etandlico foi capaz de reverter as alteracbes
histopatoldgicas cardiacas e renais, além de reduzir a frequéncia cardiaca e a pressao
arterial nos modelos experimentais utilizados (SOUZA et al., 2019).

Extratos em n-hexano e diclorometano de partes aéreas de Baccharis
grisebachii mostraram-se eficazes contra as espécies de fungos Trichophyton rubrum
e Cryptococcus neoformans, além de exibir atividade contra Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), com Concentragao Inibitéria Minima (MIC) de 125
pg/mL (extrato em hexano) e 250 ug/mL (extrato em diclorometano) (FERESIN et al.,
2001). Dentre as substancias ja isoladas de B. grisebachii estao alguns derivados do
acido p-cumarico (3) (ex.: drupanina (12) e plicatina B (13)) e alguns flavonoides (ex.:
nevadensina (14) e gardenina B (15)) (FERESIN et al., 2003).

As substancias isoladas de Baccharis pedunculata, incluindo os flavonoides

pectolinaringenina (16) e penduletina (17), foram testadas para atividade antifungica,
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sendo eficazes contra alguns fungos patogénicos (RAHALISON et al., 1995). O extrato
etandlico de partes aéreas de Baccharis conferta e de alguns compostos isolados,
entre eles os flavonoides apigenina-4,7-dimetil éter (18), naringenina-4,7-dimetil éter
(19), pectolinaringenina (16) e cirsimaritina (20), apresentaram importante atividade
antiespasmaodica (WEIMANN et al., 2002).

Passero et al. (2011) mostraram a atividade inibitéria de alguns compostos
(acido cafeico (1), pectolinaringenina (16) e uma fragdo composta por acido oleandlico
(21) e acido ursolico (22)) isolados do extrato etandlico de Baccharis uncinella, contra
as formas amastigota e promastigota de Leishmania amazonensis e Leishmania
braziliensis. Ademais, trés diterpenos (acido ent-15p-senecioil-oxi-kaur-16-en-19-6ico
(23), acidos ent-kaur-16-en-19-6ico (24) e ent-16-oxo-17-nor-cauran-19-6ico (25))
isolados das partes aéreas de Baccharis retusa, foram eficazes contra as formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (UENO et al., 2018).

O dleo essencial, extraido das partes aéreas de B. salicifolia, demonstrou
atividade aleloquimica em besouros adultos da espécie Tribolium castaneum,
evidenciando um papel importante no controle de pragas. Os terpenos isolados do
6leo que produziram maior atividade téxica foram o B-pineno (26), a pulegona (27) e
o a-terpineol (28) (GARCIA et al., 2005). A toxicidade do 6leo essencial das folhas de
quatro espécies de Baccharis (B. articulata, B. ochracea, B. psiadioides e B. trimera)
foi testada contra o Alternaria alternata, um patdégeno que causa doengas em plantas.
Os dleos essenciais de B. ochracea e B. trimera apresentaram inibigdo do crescimento
do fungo e foram capazes de controlar o cancer de tronco (em tomates) causado por
esse patégeno (TOMAZONI et al., 2019).
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3.3 Género Campovassouria

O género Campovassouria, que também pertence a familia Asteraceae, ocorre
exclusivamente a América do Sul, om distribuicdo na Bolivia (por¢ao sul dos Andes),
Paraguai, Argentina e Uruguai. No Brasil, ocorre desde o Nordeste (Bahia), passando
pelo Sudeste (Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sdo Paulo), Centro-
Oeste (Mato Grosso do Sul) até a regido Sul (Parana, Santa Catarina e Rio Grande
do Sul). Apenas duas espécies do género ocorrem no Brasil, a Campovassouria
cruciata (Vell.) R.M. King & H. Rob. (sinonimias: C. bupleurifolia, Eupatorium
bupleurifolium) e a Campovassouria barbosae H.Rob. Aterceira espécie proposta para
0 género, Campovassouria brevipetiolata (R.M. King & H. Rob.), ocorre apenas no
Uruguai (HATTORI, 2013).

O género tem esse nome porque os botanicos se referiam a espécie
Eupatorium bupleurifolium DC. como vassoura do campo (KING; ROBINSON, 1971).
E importante ressaltar que esse género pertence a tribo Eupatorieae e a subtribo
Disynaphiinae, amplamente estudadas entre as décadas de 1970 e 1990, com base
na analise de microcaracteristicas florais, o que resultou em muitas mudancas
taxondmicas. No Brasil, os autores continuaram a adotar o conceito tradicional,
dificultando a compreensao dos taxons dessa tribo (NAKAJIMA et al., 2017). Um
estudo filogenético feito por Rivera et al. (2016), com foco nas Eupatorieae brasileiras,
demonstrou que existem muitos géneros e subtribos polifiléticos, indicando que sao
necessarias mudancas taxonémicas que incluam os taxons em novas classificacoes.

O teor de 6leos volateis das inflorescéncias e folhas de duas amostras de C.
cruciata foi analisado, demonstrando a presenca predominante de sesquiterpenos
oxigenados, incluindo o oxido de cariofileno (29), o globulol (30), o epiglobulol (31) e
o germacreno D (32) e de monoterpenos, como a-pineno (33), B-pineno (26), sabineno
(34) e limoneno (35) (DE SOUZA et al., 2021). Bohlmann et al. (1983) isolaram, de
fragcbes polares das partes aéreas de C. bupleurifolia (sin. C. cruciata), o0s
heliangolideos 1 (36), 2 (37) e 3 (38), os germacrolideos 4 (39), 5 (40) e 6 (41), o
guaianolideo 7 (42) e uma outra B-lactona, o 8,B3-tigloilguaiagrazielolideo (43).

Semelhangas quimicas sao encontradas entre os géneros Campovassouria,
Disynaphia e Grazielia, que possuem em sua composicao principalmente diterpenos
cauranos, germacranolideos, heliangolideos e B-lactonas (DE GUTIERREZ et al.,

2001). Os germacranolideos, guaianolideos e os heliangolideos também foram
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encontrados nas subtribos Eupatoriinae e Mikaniinae (DA COSTA; TERFLOTH;
GASTEIGER, 2005).
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3.4 COVID-19
3.4.1 Caracteristicas gerais

Desde o inicio do século XXI, trés cepas de coronavirus foram identificadas por
causar pneumonia mortal em humanos: o coronavirus da sindrome respiratoria aguda
grave (SARS-CoV), que surgiu na provincia de Guangdong (China), em 2002, e se
espalhou para cinco continentes por meio de rotas aéreas (KSIAZEK et al., 2003;
DROSTEN et al., 2003), o coronavirus da sindrome respiratoria do Oriente Médio
(MERS-CoV), identificado em 2012 na Peninsula Arabica, sendo camelos
dromedarios os hospedeiros do virus (HAAGMANS et al., 2014; ZAKI et al., 2012) e,
mais recentemente, o SARS-CoV-2, descoberto em dezembro de 2019 em Wuhan, na
China (LI et al., 2020; ZHU et al., 2020). Em margo de 2020 a COVID-19 foi declarada
uma pandemia pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS). Os ultimos dados revelam
mais de 700 milhdes de casos confirmados e mais de 7 milhdes de mortes, em todo o
mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2024).

Os coronavirus sao virus de RNA fita simples, envelopados, de sentido positivo,
de aproximadamente 30 kb. Sdo amplamente divididos em quatro géneros: a, B, y e
0, com base em sua estrutura gendmica. Os coronavirus a e [ infectam apenas
mamiferos (RABI et al., 2020). Além dos tipos altamente patogénicos SARS-CoV,
MERS-CoV e SARS-CoV-2, todos pertencentes ao género [B-coronavirus, outros
quatro, de baixa patogenicidade, sdo endémicos em humanos: HCoV-OC43, HCoV-
HKU1, HCoV-NL63 e HCoV-229E (WALLS et al.,, 2020). Os diferentes tipos de
coronavirus compartilham uma organizagao comum de seus genomas de RNA. Eles
possuem duas fases de leitura aberta, ORF1a e ORF1b, que traduzem as
poliproteinas pp1a e pp1ab, respectivamente. Assim, ORF1a codifica duas proteases,
a tipo papaina (PLP™) e a tipo 3C (3CLP™ ou MP™), sendo a ultima essencial para a
replicagao viral, ja que cliva a poliproteina em 11 locais distintos (NEEDLE; LOUNTOS;
WAUGH, 2015).

O SARS-CoV-2 é responsavel por causar a COVID-19, cujos principais
sintomas clinicos sédo febre, tosse seca, dor de cabeca e dispneia. O virus é
transmitido por meio de goticulas respiratorias e aerossois, € o periodo médio de
incubacao € de 4 a 5 dias antes do inicio dos sintomas. A doencga pode evoluir para
insuficiéncia respiratéria progressiva, devido ao dano alveolar, pneumonia secundaria

e Obito (ZHENG, 2020). Embora o sistema respiratorio seja o mais comumente
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afetado, ja foram relatadas manifestacbes multissistémicas para a COVID-19. Os
sistemas geralmente afetados incluem a orofaringe, com perda de paladar e dor de
garganta; o cardiovascular, com dor no peito, palpitacbes e arritmias; o
gastrointestinal, com diarreia, vOmito e nauseas; o neuroldgico, com cefaleia e
confusdo mental; o renal, com proteinuria e lesdo renal aguda; o cutaneo, com
erupcgao cutanea e urticarias; entre outros (MEHTA et al., 2021).

A entrada do virus nas células hospedeiras € mediada pela glicoproteina Spike
(S), formada por homotrimeros que se projetam da superficie viral. Essa proteina
compreende duas subunidades funcionais (S1 e Sz2), responsaveis pela ligagcdo ao
receptor da célula hospedeira e pela fusao das membranas virais e celulares (MILLET,
WHITTAKER, 2015; TORTORICI et al., 2019). Foi demonstrado que a proteina S da
superficie do SARS-CoV-2 se liga a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA-2),
do receptor de entrada nas células infectadas (LI et al., 2020). Além disso, Hoffmann
et al. (2020) sugeriram que a entrada do virus na célula dependia nao apenas na ECA-
2, mas também da serina protease transmembranar 2 (TMPRSS2). Dessa forma, a
ECA-2 permite a ligagdo do virus as células, enquanto a TMPRSS2 cliva a proteina
Spike, facilitando a fusdo da membrana viral com a celular. Essa dupla interacéo é
crucial para a infectividade do SARS-CoV-2 (SHIRBHATE et al., 2021).

Subsequentemente, o RNA viral é liberado no citoplasma e traduzido em
proteinas replicase, que sofrem clivagem para formar proteinas nao estruturais
individuais (Nsps), resultando na formacédo da RNA polimerase dependente de RNA
(RdRp). A protease do virus (PLP™) esta estritamente ligada a formacdo desse
complexo de replicase funcional e a promogao da disseminagao viral (LU et al., 2020).
O reticulo endoplasmatico (RE) é rearranjado pela replicase para formar vesiculas de
membrana dupla, que estdo envolvidas na replicacdo do RNA gendbmico e na
transcricdo de mRNAs subgenémicos (sg mRNAs). A transcricado do sg mRNAs resulta
na formagao de proteinas estruturais e acessorias. Essas proteinas sdo movidas para
o compartimento intermediario RE-Golgi para o brotamento viral. Por fim, 0 genoma
envolto na proteina N se reune para incorporar novos virions, que sao transportados
na vesicula e secretados pela membrana por meio de exocitose (HARRISON; LIN;
WANG, 2020). A Figura 1 mostra a fusdo de membrana do SARS-CoV-2, mediada
pela proteina S e pela TMPRSS2, a replicagao, a montagem e a liberagao do virus.

O virus sofre replicagdo e propagacao local, juntamente com a infeccéo de

células ciliadas nas vias aéreas. Este estagio dura alguns dias e a resposta imune
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gerada durante esta fase é limitada. Apesar de ter uma carga viral baixa neste
momento, os individuos sado altamente infecciosos. Em seguida, ha migragao do virus
do epitélio nasal para o trato respiratério superior através das vias aéreas condutoras.
Ocorre uma maior resposta imune durante esta fase envolvendo a liberagéo do ligante
da quimiocina de motivo C-X-C 10 (CXCL-10) e interferons (IFN-B e IFN-A) das células
infectadas pelo virus. A maioria dos pacientes néo progride além desta fase, pois a
resposta imune é suficiente para conter a disseminagao da infecgdo (PARASHER,
2021).

Cerca de um quinto dos pacientes infectados progridem para o estagio grave
da doencga, que comecga aproximadamente uma semana apos o inicio dos sintomas.
Essa fase é caracterizada pela dispneia e hipoxemia, evoluindo para a sindrome do
desconforto respiratério agudo (SDRA). Na SDRA ocorre uma lesao pulmonar, devido
a inflamacgao, o extravasamento vascular e consequente perda de tecido. Pacientes
nessas condicdes apresentam evidéncias de hiper inflamacgao sistémica, com
liberagcdo de interleucinas pré-inflamatérias e concentragbes elevadas de alguns
marcadores como D-dimero, ferritina e proteina C-reativa (PCR) (LAMERS;
HAAGMANS, 2022).
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Figura 1 - Ciclo de replicativo do SARS-CoV-2: estrutura, fusdo de membranas, replicagéo,

montagem e liberacgao viral

@ Ligagdo e entrada viral via fusdo i l I o

de membrana ou endocitose @ Exoci
\ wocitose

Citoplasma
Tradugdo de

J A @ pelipeptidecs :
Formagao b
dos virions .
) A ica
e
Ly Wong Autoprotedlise e clivagem
] "(2‘1— - @ co-translacional do
(, polipeptideo para gerar Nsps
RE-Golgi

ECA-2 T ?‘?.’-PRESZ

Froteases  Msps
Ll Brotos de

b B @ nucleccapsideo
) p % com proteinas
: 4 bty adetliael 3
o ; ag \
_ % o W3 ) 3 ®
o complexc RdRp /\’ % >
‘. Genoma viral Proteina N
3 o , ]

Sintese de . - : Ne
RNA viral
) f-“'wﬂ Tradugio de mRNA
____________‘_.-# W @ subgendmico em
oy - proteinas estruturais e | p—
2 sgtaveevl
Transcrigdo de mRNAs GTERECTA “rmx "' L £ x

Q subgendmicos
(g mRNAs)

o Reticulo endoplasmatico

Adaptado de: V’KOVSKI et al., 2021; ZHOU et al., 2021

3.4.2 “Tempestade de citocinas”

O termo “tempestade de citocinas” historicamente é descrito como uma
sindrome semelhante a sepse que ocorre apos infecgdes sistémicas e imunoterapias.
Ele se tornou amplamente utilizado, tanto em publica¢des cientificas quanto na midia,
para descrever uma exacerbada produgéo de citocinas na COVID-19 (NILE et al.,
2020).

As infeccbes virais induzem as respostas imunes inatas e adaptativas. Essas
respostas sdo iniciadas com a ativacao do sistema imune inato, que reconhece varios
padrées moleculares, como padrées moleculares associados a patdogenos (PAMPs) e
padrées moleculares associados a morte (DAMPs). A resposta imune adaptativa é
ativada com a inducao de células T e a liberacdo de varios anticorpos especificos
pelas células B. A ativacado da resposta imune inata e adaptativa estimula a liberacao
de varias citocinas e quimiocinas proé-inflamatoérias, que promovem ainda mais o

recrutamento de macréfagos e neutréfilos no local da infecgdo. Essas respostas
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imunes adaptativas e inatas bem coordenadas geralmente eliminam a infecgao viral.
Porém, as vezes a infecgao resulta na ativacdo de uma resposta inflamatdria intensa,
levando a destruigdo excessiva do tecido (SAPRA et al., 2021).

Dessa forma, pode-se dizer que as respostas imunes induzidas pelo SARS-
CoV-2 tém duas fases principais. A primeira fase é baseada na protegao contra o virus,
por meio da produgao de componentes antivirais e da inibicdo da progressao da
doencga, principalmente com a ativagdo das células dendriticas e macrofagos. A
segunda fase € um estado inflamatorio que pode levar a “tempestade de citocinas” e
induzir danos ao hospedeiro (CHOWDHURY et al., 2020).

A producao de IFN do tipo | € a principal resposta de defesa imunoldgica natural
contra infecgbes virais, promovendo a eliminagédo viral e regulando as respostas
imunes inatas e adaptativas. Normalmente, esses IFNs do tipo | desempenham um
papel antiviral nos estagios iniciais da infecgdo. No entanto, na COVID-19 grave ha
uma produgao deficiente de IFNs do tipo | e um aumento na liberagao tardia de IFN-
Y, que amplifica a inflamacao e leva a danos teciduais (HU; HUANG,; YIN, 2021).

Na infecgédo por SARS-CoV-2 o virus infecta o tecido epitelial respiratério e ativa
células imunes inatas locais para liberar citocinas inflamatérias, como interleucinas
(IL) 1, 6, 8 e 12, fator de necrose tumoral (TNF) e outras quimiocinas. Essas moléculas
entdo recrutam mais células imunes inatas (mondcitos, macréfagos, neutrofilos, e
células natural killer - NK) e ativam células imunes adaptativas (células T CD4* e
CD8") dos tecidos periféricos para produzir citocinas inflamatérias como IL-2, IFN-y e
TNF, que induzem mielopoiese e granulopoiese de emergéncia e agravam ainda mais
os danos pulmonares e epiteliais (YANG et al., 2021).

Vias inflamatodrias, incluindo a via de sinalizagao JAK/STAT, via de sinalizagao
celular IFN e via do NF-kB sao ativadas na tempestade de citocinas associada a
COVID-19. Além disso, os niveis de IL-1, IL-6, TNF, IFN-y e proteina 10 induzida por
IFN-y (IP-10) s&o elevados em pacientes com COVID-19 e acredita-se que tenham
papéis importantes no desenvolvimento do estado hiper inflamatério (ZHU et al.,
2020). E importante observar que ha uma correlagéo entre niveis de IL-6 elevados e
a mortalidade. Pacientes que morreram de COVID-19 apresentaram niveis séricos de
IL-6 significativamente mais altos, podendo este ser usado como um biomarcador
progndstico para detectar pacientes com maior suscetibilidade ao desenvolvimento de

uma tempestade de citocinas e prever o desfecho da doenca (CHEN et al., 2020).
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A tempestade de citocinas esta fortemente associada ao desenvolvimento e a
progressao da sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA). Os niveis séricos
de citocinas, que estdo significativamente elevados em pacientes com SDRA, é
positivamente correlacionado com a taxa de mortalidade. Além disso, a tempestade
de citocinas é um fator crucial na determinacdo do curso clinico da faléncia
extrapulmonar de multiplos 6rgaos. Isso explica parcialmente os sinais de faléncia de
orgaos fora do pulmé&o (como elevagbes nas enzimas hepaticas e creatinina)
observados em alguns pacientes com COVID-19 que ndo apresentam insuficiéncia
respiratoria, sugerindo que essa tempestade inflamatdria de citocinas é responsavel
pelos danos aos tecidos e o6rgaos extrapulmonares (YE; WANG; MAO, 2020).
Adicionalmente, essa superproducao de citocinas sistémicas, especialmente |L-2,
IFN-y, GM-CSF e TNF, pode desencadear uma resposta imune desregulada em
alguns pacientes, levando a complicagbes graves como a Sindrome de Ativacao
Macrofagica (MAS) e a Histiocitose Hemofagocitica (HLH) (ZANZA et al., 2022).

AFigura 2 resume os mecanismos imuno-patolégicos da COVID-19, ilustrando
como a liberacdo excessiva de citocinas pro-inflamatoérias pode causar inflamacgao
sistémica, danos ao endotélio vascular e comprometimento da fungdo de multiplos
orgéos, contribuindo para a gravidade da doenca.

Além da tempestade de citocinas, a linfopenia € uma manifestagao clinica
critica observada em pacientes com COVID-19. Linfopenia é a condic&o caracterizada
por uma redugao significativa na contagem de linfocitos, especialmente das células T
CD4* e CD8", no sangue periférico. Notavelmente, um estudo relatou que a gravidade
da linfopenia e a intensidade da tempestade de citocinas foram maiores em casos
graves de COVID-19 em comparagdo com casos leves. Isso sugere que os niveis
elevados de citocinas inflamatoérias estdo inversamente correlacionados com a
populacdo de células T, e esses parametros podem indicar a gravidade da doenca
(TAN et al., 2020).

Existe um ciclo de feedback entre estresse oxidativo e tempestade de citocinas,
que é responsavel por muitas consequéncias letais na infeccdo por COVID-19. O
estresse oxidativo induzido pelo SARS-CoV-2 é devido principalmente a disfuncao
mitocondrial. Geralmente o virus interrompe a homeostase mitocondrial por meio da
perda do potencial da membrana e abertura do poro de transicdo de permeabilidade,
seguido do aumento da liberagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Estas

estimulam a producao de citocinas pro-inflamatérias adicionais, como IL-13 e IL-6.
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Concomitantemente, TNF, IL-6 e IFN-y, que sdo as principais citocinas inflamatdrias
responsaveis pela tempestade de citocinas, previnem a fosforilagdo oxidativa
mitocondrial e, consequentemente, diminuem a producdo de ATP, resultando em
maiores niveis de EROs (GRAZIOLI; PUGIN, 2018; SALEH et al., 2020; SHANG et
al., 2022).

Figura 2 - Mecanismos imuno patoldgicos da COVID-19 e suas implicagbes clinicas
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MAS: Sindrome de Ativagdo Macrofagica; HLH: Histiocitose Hemofagocitica; SDRA: sindrome do

desconforto respiratério agudo

3.4.3 SARS-CoV-2 e produtos naturais

Produtos naturais bioativos de origem vegetal, animal e de organismos
marinhos tém sido amplamente investigados em estudos in vitro e in vivo e alguns
chegando a ensaios clinicos, indicando um papel relevante para o desenvolvimento
de novas estratégias terapéutica para a COVID-19. Como fontes valiosas de

compostos promissores, esses tém recebido atencdo significativa no combate a
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infeccdo pelo SARS-CoV-2, atuando na inibicdo de alvos essenciais como as
proteases MP° e PLP?, a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) e a
glicoproteina Spike (SHAQRA et al., 2022). Alguns desses compostos ndo apenas
reduzem a replicagdo viral, mas também regulam as respostas inflamatérias e
modulam o sistema imunoldgico, o que € desejavel considerando os danos causados
pela tempestade de citocinas (VERMA et al., 2020)

Um exemplo é a tiloforina, um alcaloide isolado da planta medicinal Cynanchum
komarovii. Wang et al. (2021) demonstraram que um racemato da tiloforina (44) exibiu
atividade inibitéria significativa contra SARS-CoV-2 em uma concentragao de 0,030
MM em células Vero, com um excelente perfil de seletividade. Além disso, a substancia
também exibiu eficacia em modelo de infeccdo em hamster dourado, reduzindo
significativamente a carga viral nos pulmdes. Outros exemplos s&o as wallichinas C
(45) e D (46) de Dryopteris wallichiana; a saponina A3 (47) e sua aglicona, o acido
glicirretinico (48), de Glycyrrhiza uralensis, e a baicalina (49) e baicaleina (50), que
também inibiram a replicac¢ao viral em células Vero E6 (HOU et al., 2022; NGWE TUN
et al., 2022; Yl et al., 2022).

Outros trabalhos demonstram que o extrato de Andrographis paniculata e o seu
principal compostos bioativo, o diterpeno labdanico andrografolideo (51), inibiram a
producao virions infecciosos de SARS-CoV-2 com Clso de 0,036 ug/mL e 0,034 uM,
respectivamente, em ensaio de redugao de placa de lise em células Calu-3 (SA-
NGIAMSUNTORN et al., 2021). O galato de epigalocatequina (52) presente no cha
verde, se liga diretamente a proteina S, impedindo a interagédo do virus com o receptor
ECA-2 e a subsequente entrada na célula (OHGITANI et al., 2021), enquanto o
resveratrol (53) e pterostilbeno (54) inibiram a replicagdo do SARS-CoV-2 em células
Vero, com Clso de 66 e 19 pM, respectivamente (TER ELLEN et al., 2021).
Adicionalmente, o extrato de folhas de Vitis vinifera, rico em compostos fendlicos, foi
capaz de inibir a replicagcdo do SARS-CoV-2 nos estagios iniciais da infeccado em
células Vero, bloqueando diretamente as proteinas na superficie viral, em uma
concentracéo de 10 yg/mL (ZANNELLA et al., 2021).

A atenuagao da tempestade de citocinas e da infiltracdo excessiva de células
imunes sdo consideradas etapas importantes para interromper a progressao para
doencga grave e reduzir a mortalidade. Embora o uso de corticosteroides em pacientes
em estagio grave demonstrou ser benéfico na redugédo da mortalidade e na atenuagéao

da inflamagcdo excessiva, esses apresentam varias desvantagens, incluindo
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imunossupressao, risco aumentado de infecgbes bacterianas secundarias e risco
aumentado de desenvolver complicagdes sistémicas (LOW et al., 2023).

Assim, Roshdy et al. (2020) prepararam um extrato contendo raizes de
Curcuma longa e sementes de Piper nigrum, que demonstrou propriedades
imunomoduladoras e potente atividade antiviral contra o SARS-CoV-2. Esse extrato
apresentou um efeito virucida in vitro contra o SARS-CoV-2 e atuou inibindo a
translocacao nuclear do NF-kB p50, o que pode atenuar a tempestade de citocinas
associada a infecgdo. Da mesma forma, algumas preparagdes utilizadas na medicina
tradicional chinesa, como Lianhuagingwen, Liu Shen e Chingguan Yihau, que
possuem em sua composigao diversas plantas, suprimiram a replicagdo do SARS-
CoV-2 e a produgédo excessiva de citocinas in vitro, tais como IL-6, TNF e IL-18 (MA
et al., 2020; RUNFENG et al., 2020; TSAI et al., 2021).

Considerando o perfil fitoquimico dos dois géneros supracitados, pode-se dizer
que espécies de Baccharis possuem uma ampla gama de polifendis, principalmente
flavonoides com padrdo de oxigenagdo menos frequente, enquanto o género
Campovassouria é caracterizado pela presenca de lactonas sesquiterpénicas. Ja foi
relatado que substancias de ambas as classes sao potenciais inibidores do SARS-
CoV-2, seja impedindo a entrada do virus na célula hospedeira ou interrompendo a
replicacado e a sintese de proteinas, conforme indicado por estudos in silico e in vitro
(KAUL et al., 2021). E o caso da herbacetina (55) e da pectolinarina (56), capazes de
inibir in vitro a principal protease viral 3CLP™ (JO et al., 2020), da miricetina (57), que
demonstrou eficacia significativa como antagonista de RdRp (SINGH et al., 2021) e
da retusina (58), que por sua vez, inibiu a replicacao do SARS-CoV-2 em células Vero
E6 e Calu-3 (LEAL et al., 2021). Ao empregar um ensaio de ligagdo competitiva in
vitro, (ZHU et al., 2023) constatou que a luteolina (59) & capaz de bloquear
significativamente a ligagao da proteina S ao receptor ECA-2, enquanto a naringenina
(60) foi identificada por (ABDALLAH et al., 2021) como um potente inibidor da MP™.

Algumas lactonas sesquiterpénicas estruturalmente semelhantes aos
germacranolidos, guaianolideos e heliangolidos identificados no género
Campovassouria (BOHLMANN et al., 1983) foram investigadas por suas atividades
biolégicas. Por exemplo, um estudo in silico com a artemisinina (61) demonstrou que
ela pode inibir a atividade da protease MP™, enquanto derivados da reynosina (62) e
da santamarina (63) séo capazes de inibir ndo sé a Mpro, como também a proteina
Spike (BADRAOUI et al., 2022; MEJIAS et al., 2022).
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3.4.4 Tratamentos

Muitas abordagens foram reveladas com base no progresso da pesquisa de
SARS-CoV-2, incluindo a inibicao da fusdo/entrada do virus na célula hospedeira, a
interrupcao da replicagao viral, a supressao da resposta inflamatoria excessiva, bem
como a combinac&o da medicina tradicional chinesa e da medicina ocidental (LI et al.,
2020).

O reposicionamento de farmacos também foi uma estratégia utilizada na
pandemia, uma vez que envolve a identificagdo e utilizagdo de medicamentos
existentes para tratar a infeccéo causada pelo SARS-CoV-2. E uma abordagem com
o objetivo de oferecer uma solugao rapida e econdmica, ja que esses medicamentos
possuem perfis de seguranca conhecidos e foram aprovados para outras indicagoes.
Alguns exemplos sdo o remdesivir, originalmente desenvolvido para o tratamento a

infecgao pelo virus Ebola; a ribavirina, um antiviral de amplo espectro, aprovado para
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tratar o virus da hepatite C em combinagao e o virus sincicial respiratorio e o lopinavir-
ritonavir, um antirretroviral para o tratamento do HIV (SINGH et al., 2020).

Além disso, o tratamento da tempestade de citocinas na COVID-19 é crucial
para reduzir a mortalidade e a morbidade associadas a doenca. Intervencdes
terapéuticas incluem o uso de corticosteroides, que inibem a resposta inflamatéria do
hospedeiro e suprimem a resposta imune, ou de inibidores de citocinas especificas,
como o tocilizumabe, que bloqueia a acédo da IL-6, e a anakira, um antagonista do
receptor de IL-1 que bloqueia a atividade da IL-1a e IL-18 (HU; HUANG; YIN, 2021).

Nos ultimos anos, varias vacinas baseadas em diferentes tecnologias foram
aprovadas para uso na prevengao da infeccao por SARS-CoV-2, a fim de alcancar a
imunidade de rebanho e reduzir os efeitos nocivos da doenca. Diversas plataformas
de vacinas foram desenvolvidas rapidamente e aprovadas para uso emergencial,
incluindo vacinas de mRNA, como as da Pfizer-BioNTech e Moderna, vacinas de vetor
viral, como a AstraZeneca e Johnson & Johnson, e vacinas inativadas, como a
CoronaVac. As vacinas de mRNA utilizam um fragmento do cédigo genético do virus
para induzir uma resposta imune, enquanto as vacinas de vetor viral utilizam um
adenovirus modificado para entregar a proteina spike do SARS-CoV-2 as células do
hospedeiro. As vacinas inativadas contém o virus morto, que n&o pode causar doencga,
mas ainda pode estimular uma resposta imunolégica (FRANCIS et al., 2022; SALLAM,;
AL-SANAFI; SALLAM, 2022).

3.4.5 Modelos experimentais na pesquisa do SARS-CoV-2

Desde o inicio da pandemia, modelos in vitro e in vivo tem sido utilizados para
entender a etiopatogenia da infecgdo por SARS-CoV-2. A utilizagdo de linhagens de
células imortalizadas in vitro sao uteis no conhecimento dos receptores e mecanismos
de infecgao, devido a facilidade de manipulagdo, enquanto os modelos in vivo séo
capazes de demostrar a replicagéo e a transmissao do patégeno (RIJSSBERGEN et
al., 2021).

Caldera-Crespo et al. (2022) revisaram os modelos animais mais bem
sucedidos de infecgdo por SARS-CoV-2, incluindo estudos em primatas que foram
considerados suscetiveis a infeccao e transmitiram o virus de forma semelhante aos
humanos, como por exemplo macacos Rhesus, Cynomolgus e macacos verdes

africanos; e modelos animais que nao requeriam laboratérios com nivel de
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biosseguranga 3 (BSL3), como é o caso dos modelos de virus da hepatite de
camundongo (MHV), modelo de furdo e modelo de hamster sirio.

O uso de outros betacoronavirus, como o coronavirus murino, € uma estratégia
para simular os principais aspectos da infeccdo por SARS-CoV-2. Entre os
coronavirus murinos, o grupo conhecido como coronavirus da hepatite murina (MHV),
€ capaz de induzir doenga grave e letal em camundongos, e algumas de suas
variantes s&do o MHV-1, MHV-A59 e MHV-3. Uma vantagem importante de usar estes
modelos de baixa de patogenicidade € a exigéncia de nivel de biosseguranca 2
(BSL2), o que torna o processo menos dispendioso e mais seguro para a triagem de
compostos de interesse terapéutico (KORNER et al., 2020).

Considerando que existe um interesse significativo na identificagdo de novos
agentes antivirais capazes de controlar simultaneamente a liberacao de citocinas pré-
inflamatdrias, os modelos que mimetizam a hiper inflamagdo na COVID-19 grave
também s&o importantes.

Em cultivo in vitro, células epiteliais respiratorias (A549, epitélio brénquico
transformado com células Ad12-SV40 2B [BEAS-2B] e Calu-3) ou células primarias
exibem padrdes de expressao semelhantes ao de moléculas associadas a entrada do
SARS-CoV-2, conforme destacado por sequenciamento de RNA unicelular (scRNA-
seq) ou imunocoloracdo (RYU; SHIN, 2021). Frequentemente, estudos sobre virus
respiratérios, como o virus sincicial respiratério (RSV) e o virus influenza, utilizam a
linhagem celular epitelial A549 (RAMIREZ et al., 2021).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Equipamentos

e Balanca analitica Metler, modelo AB 204.

e Balanca analitica Sartorius, modelo BP 211D.

e Balanga semi-analitica Nucleo, modelo PR 1000.

e Banho de ultrassom Unique, modelo USC 1400.

e Bombas de vacuo Fabbe (modelo 0320) e Edwards (modelo C 560786).

e Bomba peristaltica de bancada Watson Marlow, modelo 120S.

e Capela de fluxo laminar vertical Veco, modelo BioProtector 09.

e Centrifuga Hermle Z323K.

o Espectrometro de ressonancia magnética nuclear Bruker Avance DRX — 400
MHz.

o Espectrometro de ressonancia magnética nuclear Bruker Avance DRX — 600
MHz.

e Estufa de CO2 Forma Scientific, modelo 3158.

e Estufa de secagem com circulagéo de ar, Fanem.

e Evaporador rotatério Buchi, modelo B-480.

e Leitor de microplacas Tecan, modelo Infinite M200, com software i-control
para processamento de dados.

e Liofilizador de bancada Liotop, modelo L101.

¢ Microcentrifuga Cientec, modelo CT-14000.

e Micropipetas HTL, vol. ajustavel de 10 - 100 puL e 100 - 1000 pL.

e Microscopio Olympus, modelo CKX41.

e Phmetro Metrohm, modelo 827 pH lab.

e Pipetador automatico Drummond, modelo Pipet Aid XP.

e Purificador de agua Milli-Q Plus.

e Sistema de UPLC-MS/MS ACQUITY Ultra Performance LC™, Waters,
composto por detector de arranjos de diodo (DAD) modelo PDA 2996 coplado
a espectrometro de massas ACQUITY TQ (Water), equipado com fonte de
ionizagdo por spray de elétrons Z-spray (ESI) e software Mass Lynx™ (versao
4.1, Waters).
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Soprador térmico serigrafico Steinel, modelo HL-500.
Ultra centrifuga Hermle, modelo Z 323 K.
Ultrafreezer Liotop®, modelo UFR80.

Vortex Mixer, Vixar.

4.2 Solventes e reagentes

Acidos grau P.A.: 4cido férmico e acido cloridrico, Merck.

Acidos grau HPLC: acido férmico e acido fosférico, Merck.
Bicarbonato de sodio P.A., LS Chemicals.

Dimetilsulfoxido, Sigma-Aldrich.

Dimetilsulfoxido-d6, Sigma-Aldrich.

Meio de cultura RPMI-1640, R4130, Sigma.

Meio de cultura DMEM (Dulbeccos’s Modified Eagle Medium), Gibco.
Pastilhas de tampao fosfato salino, Sigma.

Silica gel 60 G, Merck.

Silica gel 60, 230-400 mesh, Merck.

Silica gel 60, 70-230 mesh, Merck.

Solventes grau HPLC acetonitrila e metanol, Tedia.

Solventes grau padrao analitico (P.A.): acetona, metanol e alcool etilico,
Quimex; alcool etilico 95%, Fmaia, tolueno, Merck.

Soro fetal bovino estéril, Gibco, Invitrogen.

Tubo de plastico tipo safe-lock de 2 mL, MDI.

4.3 Vidrarias e materiais diversos

Borrifador de vidro.

Camara de Neubauer, Labor Optik.

Capilar para aplicacdo em CCD.

Coluna para UPLC Waters Acquity UPLC® BEH HILIC (150 x 2,1 mm, 1,7 ym).
Coluna para HPLC-RF preparativo Agilient Prep-C18 (21,2 x 250 mm, 10 ym).
Cromatoplacas de vidro de 10 x10 cm.

Cubas cromatograficas de vidro Pirex.
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Frascos para cultura celular com tampa com filtro, ndo tratados, de 25 cm? e
75 cm?, Corning.

Kit de coloragao de laminas pandptico.

Microplaca de 96 pocos para cultivo celular, CellStar 655180, Greiner-Bio-One
Microplaca de 96 pogos para imunoensaio, Nunc F, MaxiSorp, Invitrogen.
Microtubo plastico de 2 mL e 1,5 mL do tipo safe-lock, Axygen.

Pipetas sorologicas descartaveis, estéreis, de 5 mL e 10 mL, Sarstedt.
Ponteiras plasticas, Corning.

Pré-coluna Waters Acquity UPLC® BEH HILIC (5 x 2,1 mm, 1,7 ym).

Seringas e agulhas de diferentes dimensdes.

Sistema de filtragao esterilizante, descartavel, membrana de 0,22 ym,
capacidade para 500 mL e 1000 mL, Corning.

Tubos plasticos do tipo Falcon com volumes de 15 e 50 mL, TPP.

Tubo de plastico tipo safe-lock de 2 mL, MDI.

Vials de vidro com tampa e septos de teflon para uso no injetor automatico de
sistema de HPLC e UPLC-MS.

4.4 Reveladores para Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Reagente anisaldeido - &cido sulfurico (WAGNER; BLADT, 1996):
Misturaram-se 0,5 mL de anisaldeido, 10,0 mL de acido acético glacial, 85,0
mL de metanol e 5,0 mL de acido sulfurico concentrado, sob banho de gelo,

nesta ordem.

4.5 Material Vegetal

O material vegetal foi coletado na Serra da Calgada (MG), no Parque Nacional

do Caparad (MG/ES) e no Parque Nacional do Itatiaia (RJ), pela equipe do Prof. Dr.

Geraldo Wilson Fernandes, Laboratério de Ecologia Evolutiva - Departamento de

Biologia Geral, Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB). Foi feito o cadastro do projeto

“Servicos Ecossistémicos providos por espécies nativas da Mata Atlantica” no Sistema

Nacional de Gestao do Patrim6énio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SisGen A5BF5DO0).


http://labs.icb.ufmg.br/leeb/
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Aidentificacdo das espécies foi feita pelo taxonomista Dr. Gustavo Heiden e as
exsicatas estdo depositadas no Herbario ECT (Herbario da Embrapa Clima
Temperado, Pelotas). Os numeros das exsicatas correspondentes a cada espécie

coletada estao representados na Tabela 1.

Tabela 1 - Espécies de Baccharis coletadas e os respectivos niumeros das exsicatas

Cédigo Identificagdo Boténica Exsicata

Serra da Calgada (MG)

B. sp1 Bacharis brevifolia DC. ECT 6259

Parque Nacional do Caparaé (MG/ES)

B. sp2 Baccharis calvescens DC. ECT 5549
B. sp3 Baccharis imbricata Malag. ECT 5912
B. sp4 Campovassouria cruciata (Vell.) R.M.King & H.Rob. ECT 5985

Parque Nacional do Itatiaia (RJ)

B. sp5 Baccharis oblongifolia (Ruiz & Pav.) Pers ECT 5930

B. sp6 Baccharis stylosa Gardner ECT 5950

O material vegetal foi seco em estufa com circulagdo forcada de ar, a
temperatura maxima de 40 °C. Em seguida, o material foi separado em folhas e
caules, e posteriormente pulverizado em moinho de facas. As drogas vegetais

pulverizadas foram armazenadas em sala com temperatura controlada.

4.6 Preparo dos extratos vegetais

Os materiais vegetais pulverizados foram submetidos a percolagcéo exaustiva
com etanol 96°GL. O solvente foi eliminado em evaporador rotatério, sob pressao
reduzida, a temperatura maxima de 45°C. Posteriormente, os extratos foram
liofilizados e armazenados em dessecador. O rendimento extrativo calculado de cada
extrato esta representado na Tabela 2.

Os extratos de B. brevifolia, B. imbricata e C. cruciata foram preparados pela

autora do presente trabalho. O extrato de B. calvescens foi preparado pela Mestre
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Alessandra Frade e os extratos de B. oblongifolia e B. stylosa foram preparados pelas

alunas Larissa Leandro e Ana Clara Rabelo, respectivamente.

Tabela 2 - Rendimento extrativo da percolagdo do material vegetal coletado

Espécie P:{;ﬁtga Droga vegetal (g) Extrato Etandlico (g) Rt?&d::lr;;r;to
Serra da Calgada (MG)
B. brevifolia Folhas 75,004 22,310 29,7
Parque Nacional do Caparaé (MG/ES)
B. calvescens Folhas 200,001 60,041 30,2
B. imbricata Folhas 100,008 39,200 39,2
C. cruciata Folhas 100,132 25,700 25,6
Parque Nacional do Itatiaia (RJ)

B. oblongifolia Folhas 200,000 26,376 13,2
B. stylosa Folhas 200,004 45,228 22,6

4.7 Fracionamento dos extratos de C. cruciata, B. stylosa e B. imbricata

Uma porgéao (2g) do extrato de C. cruciata obtido por percolacado exaustiva foi
solubilizada em 100 mL de solugdo metanol/agua (3:7) e submetida a particéo

sequencial com 3 x 50 mL de n-hexano, diclorometano e acetato de etila (Figura 3).
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Figura 3 - Fluxograma do fracionamento dos extratos etandlicos por particdo sequencial entre

solventes imisciveis

Extrato Etandlico

(2,09)

100 mL MeOH:agua (3:7)

Solugdo

MeOH:agua

3 x 50 mL Hexano

Fracdo Hexanica Solugdo

(Hex) MeOH:4agua

3 x 50 mL Diclorometano

Solugdo Fracdo Diclorometanica

MeOH:agua (Dem)

3 x 50 mL Acetato de Etila

Fracdo Acetato de Etila Fracdo Hidrometandlica

(Act) (MeOH/H,0)

Apos a remocgéao dos solventes em evaporador rotatorio, a temperatura maxima
de 45°C, foram obtidas as fragbes hexanica (Hex), diclorometanica (Dcm), acetato de
etila (Act) e hidrometandlica (MeOH/H20). As fragdes foram liofilizadas e o rendimento

de cada uma foi calculado (Tabela 3).
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Tabela 3 - Rendimento das fragdes obtidas por particdo entre solventes imisciveis

Extrato etanélico (g) Fracao Massa (g) Rendimento (% m/m)
C. cruciata
Hex 0,481 23,8
Dcm 0,281 13,9
2,024
Act 0,438 21,6
MeOH/H20 0,765 37,8
B. stylosa
Hex 0,399 19,57
Dcm 0,890 43,65
2,039
Act 0,148 7,26
MeOH/H20 0,522 25,60

B. imbricata

Hex 0,180 8,7
Dcm 0,539 259
2,074
Act 0,128 6,2
MeOH/H20 0,867 41,8

Posteriormente, o0 mesmo procedimento foi realizado em maior escala com
ambos os extratos, visando a obtencdo de uma maior quantidade da fragao
diclorometanica (Dcm). As fragbes foram liofilizadas e os rendimentos foram

calculados (Tabela 4).
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Tabela 4 - Rendimento das fragbes obtidas do extrato de C. cruciata, B. stylosa e B. imbricata

E::rnaétlti)co @) Fracao Massa (g) Rendimento (%)

C. cruciata

Hex 4,021 25,1

16,040 Dcm 3,066 19,1

MeOH/H20 8,644 53,9
B. stylosa

Hex 0,549 2,7

20,07 Dcm 15,442 76,9

MeOH/H20 2,036 10,1

B. imbricata

Hex 0,920 3.8
24,070 Dcm 10,558 43,9
MeOH/H20 11,524 47,9

O refracionamento das fra¢des diclorometanicas (Dcm), derivadas dos extratos
de B. sylosa e B. imbricata, foi feito por particdo com solugao alcalina (Figura 4). A
parte inicial desse procedimento foi realizada em tubos do tipo falcon (50 mL), sendo
o volume inicial dividido em dois tubos. Cada extragdo com a solugao basica (NaOH
5% ml/v) era seguida de centrifugacgéo (velocidade de rotagdo: 2.000 rpm // tempo: 3
minutos // temperatura: 25°C). Foram obtidas duas novas fragdes, denominadas DCM

1 e a DCM 2. Os rendimentos foram calculados e estao representados na Tabela 5.
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Figura 4 - Fluxograma do refracionamento da fragao Dcm, oriunda de B. stylosa

Fracdo Dcm

(1.09)

50 mL Diclorometano

Dcm

[ 25 mL em cada falcon ]
em solugcdo

5 x 25 mL NaOH (5% miv) [ 12,5 mL em cada falcon ]

[ Dcm ] [ Fase aquosa basica ]
H,O (lavagem) HCI (até pH ~3)
[ DCM 1 ] [ Fase aquosa acida ]

8 x 25 mL Diclorometano [ Funil de separagéo]

[ DCM 2 ] [ Fracdo aquosa acida ]

Tabela 5 - Rendimento extrativo de DCM 1 e DCM 2 a partir do refracionamento da fragéo

Dcm de B. stylosa

Dcm (g) Fragcao Massa (g) Rendimento (% m/m)
B. stylosa
DCM 1 8,216 82,2
10,0
DCM 2 0,255 2,5

B. imbricata

DCM 1 6,387 65,8
9,7

DCM 2 1,098 11,3




4.8 Fracionamento da Dcm de C. cruciata em coluna de silica gel

Uma porcéao da fragcdo Dcm de C. cruciata obtida (2,012 g) foi solubilizada em
10 mL de diclorometano e mantida em banho de ultrassom, até a completa
solubilizagdo. Em seguida foi incorporada em 6,040 g de silica gel (40-63 uym) e
transferida para uma coluna de vidro (38 cm % 4,2 cm d.i), empacotada com silica gel
(210,0 g) com as mesmas especificagdes. Foi utilizada uma eluicdo em gradiente com
uso de solventes de polaridade crescente (Tabela 6), em um fluxo de 7,4 mL/min. As

fragdes foram reunidas de acordo com seus perfis cromatograficos obtidos por CCD

de silica gel e UPLC-DAD, e o rendimento foi calculado (Tabela 7).

Tabela 6 - Série eluotropica utilizada no fracionamento de Dcm de C. cruciata por

cromatografia em coluna de silica gel

Fracoes Eluentes Volume por Fragao
1-23 n-Hexano:Diclorometano (4:6) 9mL
24 - 46 n-Hexano:Diclorometano (2:8) 9mL
47 -73 Diclorometano 9mL
74 -124 Diclorometano:Acetato de Etila (95:5) 9 mL
125 -171 Diclorometano:Acetato de Etila (9:1) 9mL
172 -194 Diclorometano:Acetato de Etila (85:15) 9 mL
195 - 218 Diclorometano:Acetato de Etila (8:2) 9mL
219 - 241 Diclorometano:Acetato de Etila (7:3) 9mL
242 - 301 Diclorometano:Acetato de Etila (6:4) 9 mL
302 - 321 Diclorometano:Acetato de Etila (1:1) 9mL
322 Acetato de Etila 200 mL
323 Acetato de Etila:Metanol (7:3) 200 mL
324 Acetato de Etila:Metanol (1:1) 200 mL




Tabela 7 - Reunido das fragdes obtidas no refracionamento de Dcm de C. cruciata por

cromatografia em coluna de silica gel e respectivos rendimentos

Fragbes Reunidas Massa (mg) Rendimento

(% m/m)

1-30 4,9 0,24
31-50 13,0 0,64
51-79 20,2 1,00
80 — 81 16,3 0,81
82-90 60,7 3,02
91-94 6,6 0,32
95 -105 16,7 0,83
106 - 115 7,6 0,37
116 — 119 2,5 0,12
120 - 135 22,0 1,09
136 — 139 5,4 0,26
140 — 159 77,9 3,87
160 — 165 6,5 0,32
166 — 191 139,7 6,94
192 — 197 13,3 0,66
198 — 216 91,1 4,52
217 - 219 16,9 0,84
220 - 247 336,5 16,7
248 — 250 39,2 1,94
251 — 254 33,3 1,65
255 - 279 232,7 11,6
280 — 289 41,7 2,07
290 — 299 29,9 1,48
300 - 320 111,2 5,53
321 14,4 0,72

322 44,2 2,20
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323 104,6 5,20
324 96,6 4,80
Massa recuperada: 1,60 g
Porcentagem de recuperacao: 79,5%

Os grupos de fragbes reunidas Fr. 166-191, Fr. 220-247 e Fr. 255-279, que
apresentaram maior massa, foram analisadas por UPLC-ESI-MS/MS e selecionadas

para purificacdo e refracionamento.

4.8.1 Purificacado de Fr. 166-191

O grupo de fragdes reunidas Fr. 166-191 (139,7 mg) foi purificado pela adi¢ao
de 5 mL de diclorometano, a temperatura ambiente. A suspenséao foi centrifugada, a
5.000 rpm por 10 minutos e, em seguida, o sobrenadante foi retirado. O procedimento
foi repetido por 5 vezes. Obteve-se assim 62,4 mg de um solido branco,

correspondente ao precipitado do tubo de ensaio.

4.8.2 Refracionamento de Fr. 220-247 por RP-HPLC em escala preparativa

O grupo de fragbes reunidas Fr. 220-247 foi refracionada por RP-HPLC em
escala preparativa (Waters 1525 Binary HPLC Pump/ Waters 2489 UV-Visible
Detector/ Waters 2707 Autosampler). Foi utilizada uma coluna de fase reversa (Agilient
Prep-C18; 21,2 x 250 mm, 10 ym) e porgdes da amostra foram injetadas no sistema
de HPLC na concentragcao de 30 mg/mL solubilizadas em ACN. Para a solubilizacao,
a amostra foi mantida em banho de ultrassom por 10 minutos, filtrada e transferida
para um vial adequadamente identificado e uma por¢ado de 800 uL foi injetada no
cromatografo. O fluxo de eluicédo foi de 14 mL/min e a detecgdo no ultravioleta (UV)
foi realizada em dois comprimentos de onda, 225 e 254 nm. O eluente utilizado foi
agua (A) e acetonitrila (B), empregando-se o gradiente descrito na Tabela 8. A coleta
das fragdes foi baseada nos picos detectados no cromatograma correspondentes a
cada uma das substancias. Foram realizadas 10 injegdes por HPLC em escala no

equipamento com porc¢oes da fragao, totalizando 336,5 mg de massa injetada.



54

Tabela 8 - Gradiente de eluicdo empregado na analise por RP-HPLC em escala preparativa

Tempo (min) % A % B
0 90 10
40 22 78
41 5 95
45 5 95
46 10 90
55 10 90

A: agua; B: acetonitrila

4.8.3 Refracionamento de Fr. 255-279 em coluna de silica gel

O grupo de fragbes reunidas Fr. 255-279 foi solubilizada em diclorometano e

mantida em banho de ultrassom, até a completa solubilizacdo. Em seguida foi

incorporada em silica gel (40-63 ym) e transferida para uma coluna de vidro (70 x 1,5

cm d.i), empacotada com silica gel com as mesmas especificagdes. Foi utilizada uma

eluicdo em gradiente com uso de solventes de polaridade crescente (n-hexano,

acetato de etila e metanol). As fragdes foram reunidas de acordo com seus perfis

cromatograficos obtidos por CCD de silica gel e UPLC-DAD, e o rendimento foi

calculado (Tabela 9).

Tabela 9 - Reunido das fragdes obtidas no fracionamento de Fr. 255-279 em coluna de silica

gel e respectivos rendimentos

Fragées Reunidas Massa (mg) Rendimento (% m/m)

1-37 6,8 2,92

38 -59 15,0 6,45

60 — 62 43,1 18,5

63 15,8 6,79

64 - 69 26,3 11,3

70 — 94 16,8 7,22

95 - 102 107,9 46,4

Massa recuperada:

231,7 mg



Porcentagem de recuperacgéo:

99,5%
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4.9 Fracionamento da Dcm de B. stylosa em coluna de silica gel

Uma porgao da fragdo Dcm de B. stylosa obtida (2,005 g) foi solubilizada em

10 mL de diclorometano e mantida em banho de ultrassom, até a completa

solubilizacdo. Em seguida foi incorporada em 6,034 g de silica gel (40-63 um) e

transferida para uma coluna de vidro (38,5 x 4,2 cm d.i), empacotada com silica gel

(170,0 g) com as mesmas especificagdes. Foi utilizada uma eluicdo em gradiente com

uso de solventes de polaridade crescente (Tabela 10), em um fluxo de 9,0 mL/min. As

fracdes foram reunidas de acordo com seus perfis cromatograficos obtidos por CCD

de silica gel e UPLC-DAD, e o rendimento foi calculado (Tabela 11).

Tabela 10 - Série eluotrdpica utilizada no fracionamento de Dcm de B. stylosa

Fragoes Eluentes Volume por Fragao
1-12 Hexano:Diclorometano (2:8) 9 mL
13-22 Hexano:Diclorometano (1:9) 9mL
23-42 Diclorometano 9mL
43 -74 Diclorometano:Acetato de Etila (95:5) 9mL

75-105 Diclorometano:Acetato de Etila (9:1) 9 mL

106 — 137 Diclorometano:Acetato de Etila (85:15) 9mL

138 - 168 Diclorometano:Acetato de Etila (8:2) 9mL

169 — 199 Diclorometano:Acetato de Etila (75:25) 9mL

200 - 220 Diclorometano:Acetato de Etila (7:3) 9mL
221 - 241 Diclorometano:Acetato de Etila (65:35) 9 mL
242 - 262 Diclorometano:Acetato de Etila (6:4) 9mL
263 — 283 Diclorometano:Acetato de Etila (1:1) 9 mlL
284 — 299 Diclorometano:Acetato de Etila (4:6) 9 mlL
300 - 301 Diclorometano:Acetato de Etila (3:7) 9 mlL

302 Diclorometano:Acetato de Etila (1:9) 9 mlL
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303 Acetato de Etila 200 mL

Tabela 11 - Reunido das fragdes obtidas no fracionamento de Dcm de B. stylosa por

cromatografia em coluna de silica gel e respectivos rendimentos

Fragbes Reunidas Massa (mg) Rendimento

(% m/m)

1-25 4,2 0,21
26 — 34 15,3 0,76
35— 51 24,0 1,20
52 - 65 10,9 0,54
66 — 94 15,4 0,77
95 -107 4,0 0,20
108 — 117 126,8 6,32
118 - 125 47,0 2,34
126 — 139 57,7 2,88
140 — 147 14,2 0,71
148 — 155 32,6 1,63
156 — 165 26,8 1,34
166 — 172 14,3 0,71
173 — 189 118,6 5,92
190 — 205 50,2 2,50
206 — 244 121,8 6,07
245 — 303 327,8 16,35

Massa recuperada: 1,019

Porcentagem de recuperagao: 50,5%

Os grupos de fragdes reunidas Fr. 173-189 e Fr. 245-303 foram analisados por

UPLC-ESI-MS/MS e selecionadas para purificacédo e refracionamento.
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4.9.1 Refracionamento de Fr. 173-189 e Fr. 245-303 por RP-HPLC em escala

preparativa

Os grupos de fragdes reunidas Fr. 173-189 e Fr. 245-303 foram refracionados
por RP-HPLC em escala preparativa (Waters 1525 Binary HPLC Pump/ Waters 2489
UV-Visible Detector/ Waters 2707 Autosampler). Foi utilizada uma coluna de fase
reversa (Agilient Prep-C18; 21,2 x 250 mm, 10 um). As amostras foram solubilizadas
em acetonitrila e mantidas em banho de ultrassom por 10 minutos. As solucdes foram
fitradas e transferidas para vials, sendo injetadas aliquotas de 800 pL no
cromatoégrafo. O fluxo de elui¢cao foi de 14 mL/min e a detecgao no ultravioleta (UV)
foi realizada em dois comprimentos de onda, 225 e 254 nm. O eluente utilizado foi
agua (A) e acetonitrila (B), empregando-se os gradientes descritos nas Tabelas 12 e
13. A coleta das fragcbes foi baseada nos picos detectados no cromatograma

correspondentes a cada uma das substancias.

Tabela 12 - Gradiente de eluicdo empregado no fracionamento de Fr. 173-189 por RP-HPLC

em escala preparativa

Tempo (min) % A % B
0 90 10
40 22 78
41 5 95
45 5 95
46 10 90
55 10 90

A: agua; B: acetonitrila

Tabela 13 - Gradiente de eluigdo empregado no fracionamento de Fr. 245-303 por de RP-

HPLC em escala preparativa

Tempo (min) % A % B
0 65 35
47 30 70
49 5 95
54 5 95

55 35 65



58

65 35 65

A: agua; B: acetonitrila

4 .10 Fracionamento de DCM 1 de B. imbricata em coluna de silica

Uma porgéao (1,005 g) da fragdo DCM 1 de B. imbricata obtida foi solubilizada
em 10 mL de diclorometano e mantida em banho de ultrassom, até a completa
solubilizagdo. Em seguida, esta foi incorporada em 3,0 g de silica gel (40-63 pym) e
transferida para uma coluna de vidro (70 x 3,0 cm d.i), empacotada com silica gel
(130,0 g) com as mesmas especificacbes. Foi utilizada eluicdo em gradiente
empregando a série eluotropica listada na Tabela 14, com fluxo de 9,0 mL/min. As
fragdes foram reunidas de acordo com seus perfis cromatograficos obtidos por CCD

de silica gel e UPLC-DAD, e o rendimento foi calculado (Tabela 15).

Tabela 14 - Série eluotrépica utilizada no fracionamento de DCM 1 de B. imbricata

Fracoes Eluentes Volume por Fragao
1-1 Diclorometano 9mL
12-34 Diclorometano:Acetato de Etila (95:5) 9 mL
35-57 Diclorometano:Acetato de Etila (9:1) 9mL
58-79 Diclorometano:Acetato de Etila (85:15) 9 mL
80 - 102 Diclorometano:Acetato de Etila (8:2) 9mL
103 -123 Diclorometano:Acetato de Etila (75:25) 9mL
124 - 146 Diclorometano:Acetato de Etila (7:3) 9mL
147 - 165 Diclorometano:Acetato de Etila (6:4) 9mL
166 — 189 Diclorometano:Acetato de Etila (1:1) 9 mL
190 — 212 Diclorometano:Acetato de Etila (4:6) 9mL
213 - 235 Diclorometano:Acetato de Etila (3:7) 9mL
236 — 257 Diclorometano:Acetato de Etila (2:8) 9mL
258 — 279 Diclorometano:Acetato de Etila (1:9) 9 mL
280 - 300 Diclorometano:Acetato de Etila (5:95) 9 mL

301 -400 Acetato de Etila 9mL



401 - 403

404 - 410

Acetato de Etila:Metanol (8:2)

Acetato de Etila:Metanol (6:4)

9mL

9mL
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Tabela 15 - Reuniao das fragdes obtidas no fracionamento de DCM 1 em coluna de silica gel

e respectivos rendimentos

Fragcoes Reunidas Massa (mg) Rendimento (%)

1-24 17,8 1,77

25 - 51 23,6 2,35

52 - 55 64,6 6,43

56 — 71 24,9 2,48

72-93 28,4 2,83
94 - 102 44 4 4,42
103 - 110 10,4 1,03
111-124 21,4 2,13
125 - 136 16,6 1,65
137 - 150 15,3 1,52
151 — 169 26,8 2,67
170 — 193 39,6 3,94
194 — 202 18,9 1,88
203 - 211 28,2 2,81
212 - 229 8,4 0,84
230 — 239 10,4 1,03
240 — 243 19,2 1,91
244 — 249 12,9 1,28
250 — 270 18,7 1,86
271 — 288 14,9 1,48
289 — 314 19,3 1,92
315-350 26,9 2,68
351 -378 25,4 2,53



60

379 -403 16,6 1,65
404 — 405 67,0 6,67
406 116,0 11,54
407 — 408 20,9 2,08
409 — 410 15,6 1,55
Massa recuperada: 0,73 g
Porcentagem de recuperagao: 77,0%

4.11 Analises por UPLC-DAD-ESI-MS/MS

Por¢cbes de 2 mg dos extratos etandlicos e das fragcdes obtidas foram
solubilizadas em ACN grau HPLC, com auxilio de ultrassom por 10 minutos. As
amostras foram centrifugadas por 10 minutos, a 10.000 rpm, os sobrenadantes foram
fitrados em membrana de PVDF (0,22 ym) e transferidos para vials previamente
identificados.

Para a obtengdo dos perfis cromatograficos, aliquotas de 4 pL das solugdes
obtidas foram injetadas em um sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(UPLC) (Waters), com detector de arranjo de diodos (DAD), acoplada a espectrometro
de massas (MS) com ionizagao por electrospray (ESI) e analisador quadrupolo. Para
tal, foi utilizada uma coluna de fase reversa (Acquity UPLC® BEH HILIC; 150 x 2,1
mm, 1,7 um, Waters), em combinagdo com uma pré-coluna (UPLC® BEH HILIC; 5 x
2,1 mm, 1,7 ym, Waters) com eluicdo em gradiente de ACN:H20 suplementados com
0,1% v/v de acido formico (Tabela 16), em um fluxo de 0,300 mL/min e detecgao no
ultravioleta (UV) no intervalo de 205 a 500 nm.

As analises por ESI-MS foram realizadas em modo exploratério (Scan) e os
ions monitorados no modo de ionizagdo positivo e negativo, separadamente, no
intervalo de relagdo massa/carga (m/z) de 20 a 2000 Da. Os paréametros utilizados
nas analises de espectrometria de massas estdo representados na Tabela 17.
Adicionalmente, os extratos obtidos por percolagao e suas respectivas fracdes foram
analisados em modo sequencial ou tandem (MS/MS) e os espectros de ESI-MS/MS
foram registrados com energia de colisdo com rampa de 15 até 70 eV na faixa de m/z
100 a 2000 Da.
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Tabela 16 - Gradiente de eluicdo empregado nas anadlises por UPLC-DAD-ESI-MS/MS

Tempo % A % B
0 95 5
10 5 95
15 5 95
16 95 5
18 95 5

A: agua; B: acetonitrila

Tabela 17 - Condigbes espectroscopicas definidas para as analises por UPLC-DAD-ESI-
MS/MS

Condigdes de deteccdo no modo ESI +/-

Capilaridade (kV) 3,5
Cone (V) 30
Extrator (V) 3
RF Lens (V) 0,10
Temperatura de dessolvatacao (°C) 350
Temperatura na fonte (°C) 120
Gas de dessolvatagdo (L/h) 550
Cone (L/h) 60

4.12 Elucidacao estrutural das substancias isoladas

Os espectros de RMN unidimensionais de hidrogénio ("H) e de carbono ('3C),
bem como o subespectro DEPT 135 e os mapas de contorno bidimensionais (COSY,
HSQC, HMBC e NOESY) foram obtidos em espectrémetros Bruker Avance DRX600
e Bruker Avance DRX400, no Laboratorio de Analises em Ressonancia Magnética
Nuclear de Alta Resolu¢dao (LAREMAR) do Departamento de Quimica-UFMG, pelo
Prof. José Dias de Sousa Filho. Como padrao interno utilizou-se o tetrametilsilano
(TMS) e, para as andlises, as amostras foram solubilizadas em cloroférmio deuterado

(CDCIs), acetona deuterada (Acetona-d6) ou dimetilsulféxido deuterado (DMSO-d6).
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Os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em ppm, e as constantes de

acoplamento (J) em Hz.
4.13 Ensaios biolégicos in vitro
4.13.1 Cultivo Celular

As células L929 (fibroblastos murinos, ATCC® CCL-1™), A549 (fibroblastos de
carcinoma pulmonar humano - CCL-185™) e VERO EG6 (células epiteliais renais de
macaco verde africano, ATCC, CCL-81) foram mantidas e cultivadas em meio RPMI
(Thermo Fisher Scientific™, EUA) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SFB,
Gibco, Thermo Fisher, Italia). As células Calu-3 (adenocarcinoma de pulmao humano,
ATCC HTB-55) foram cultivadas em meio Eagle modificado por Dulbecco com alto
teor de glicose (DMEM, Thermo Fisher Scientific™) suplementado com 1% de L-
Glutamina, 10% de SFB, 1% de aminoacidos nao essenciais (AANE) e 1% de solugéo
de piruvato de sddio. As células foram cultivadas em frascos de cultura estéreis de 75

cm?, na temperatura de 37° C e em estufa de CO2 (5%).

4.13.2 Avaliagao da viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio colorimétrico com sal
brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio (MTT), conforme proposto por
(MOSMANN, 1983).

Uma suspensao de células (L929, A549 e Calu-3) foi distribuida em placas de
96 cavidades (1x10* células/cavidade) e incubadas por 24 h, a 37 °C, em estufa de
CO2. Posteriormente, o meio foi substituido por 100 pyL de RPMI ou DMEM
suplementado com 2% de SFB contendo diferentes concentragbes das amostras.
Apds 24h de incubacédo, o sobrenadante foi descartado e, na sequéncia, adicionou-se
100 pL de uma solugdo de MTT (2 mg/mL) a cada cavidade e as placas foram
novamente incubadas por 4h. A solugdo de MTT foi entdo removida e substituida por
DMSO (100 pL/cavidade) para a solubilizagdo dos cristais de formazana. A
absorbancia foi medida em espectrofotdmetro em 570 nm.

Os valores de absorbancia medidos para cada concentracdo de cada amostra

testada foram transformados em porcentagens de viabilidade (X%), em relagao aos
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controles celulares (CC), os quais foram considerados 100% viaveis. Para tal, foi
utilizado a seguinte férmula:

X% = ((absorbancia amostra) X 100)/Concentracao

4.13.3 Triagem da atividade antiviral frente ao coronavirus murino MHV-3
e Origem da cepa viral

O virus empregado na triagem antiviral foi o Virus da Hepatite Murina 3 (MHV-
3), que possui uma sequéncia gendmica de RNA e pertencente ao género
Betacoronavirus. A cepa foi fornecida e sequenciada por Clarice Weis Arns e Ricardo
Duraes-Carvalho, da Universidade Estadual de Campinas (GenBank accession no.
MW620427.1).

e Determinacéao dos titulos virais

Antes de realizar os ensaios de avaliacdo da atividade antiviral dos extratos e
fragcdes, foi determinada a infecciosidade dos inéculos virais obtidos, expressos como
unidades formadora de placas (UFP). O titulo viral foi obtido através do método de
contagem de placas de lise, descrito por (BURLESON; CHAMBERS; WIEDBRAUK,
1992).

Suspencgodes de células L929 foram distribuidas em placas de 24 cavidades (1
x 10° células/cavidade), cultivadas em meio DMEM, suplementado com 7% de SFB,
e incubadas a 37 °C, em estufa de COz, até a confluéncia. Apds um intervalo de 24h,
0 meio de cultura de cada cavidade foi retirado e a monocamada celular foi lavada
com PBS. O estoque viral foi diluido (10" a 10%) e inoculado nas células. As placas
foram entdo incubadas durante 1 hora, e agitadas cuidadosamente em intervalos de
10 min, para uma melhor distribuicdo da suspensdo viral. Em seguida, foram
adicionados a cada cavidade 500 pL de meio DMEM suplementado com 2% de SFB
e contendo 0,8% m/v de carboximetilcelulose (CMC), e as placas foram incubadas por
48 horas. ApoOs esse periodo, as células foram fixadas com uma solugao de formol a
10% e coradas pela adicao de solugcéo de cristal violeta. Apés a lavagem, para a
retirada do excesso de corante, as placas foram secas em temperatura ambiente e

realizou-se a contagem das placas de lise visiveis e bem delimitadas. O titulo viral foi
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calculado através da seguinte formula e expresso em numero de unidades formadoras

de placas por mililitro (UFP/mL):

Titulo viral = média do nimero de placas de lise na menor diluicao

X reciproca da diluigdo

e Determinagao da Multiplicidade de Infecgao (MOI)

Para determinar a Multiplicidade de Infecgao (MOI) da amostra de MHV-3, isto
€, a relacao entre a quantidade de particulas infecciosas e a quantidade de células
por poco, foi obtida uma curva de crescimento viral através da infeccao de células
L929 com diferentes concentragdes virais (MOI's de 0,001; 0,01; 0,1 e 1).

Assim, células L929 foram semeadas em placas de 24 pogos (10° células/pogo)
e cultivadas por 24h, até a confluéncia. Em seguida, foram infectadas com diferentes
indices de multiplicagao para MHV-3. Os sobrenadantes foram recolhidos em tempos
pré-determinados (4, 8, 24 e 48 h apds a infeccdo — h.p.i) e a viabilidade celular foi
avaliada pelo ensaio do MTT. O experimento foi conduzido com triplicatas biolégicas.

Posteriormente, esses sobrenadantes foram utilizados nos ensaios de placa de

lise, com as células L929, a fim de avaliar producéo viral de cada intervalo de tempo.

e Ensaio de inibicdo da formacao das placas de lise

A triagem inicial dos extratos etandlicos de B. brevifolia, B. calvescens, B.
imbricata, C. cruciata, B. oblongifolia e B. stylosa, bem como das fragdes hexanicas e
diclorometanicas de C. cruciata e B. stylosa foi realizada pelo ensaio de inibicdo da
formacéao das placas de lise.

Para cada ensaio realizado, foram utilizados controles virais, nos quais as
células foram apenas infectadas e nao tratadas, bem como controles celulares, onde
as células nao foram infectadas nem tratadas.

Células L929 foram cultivadas em placas de 24 cavidades (1x10°
células/cavidade) e incubadas a 37° C, em atmosfera com 5% de COz, por 24h. Na
sequéncia, o meio foi cuidadosamente removido e adicionou-se 300 pL das solugdes
contendo os materiais-teste (extratos e fragdes solubilizados em 100 yL de DMSO +

400 pL de etanol — concentragdes: 30, 10 e 5 uyg/mL), sendo que os controles virais e
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celulares receberam apenas meio completo, e as placas foram incubadas por 1h. Em
seguida, retirou-se o sobrenadante e foram feitas duas lavagens com PBS. Apds as
lavagens, as placas foram infectadas com suspeng¢des de MHV-3 (120 ulL/cavidade;
MOI 0,01) e incubadas por mais 1h, sendo agitadas cuidadosamente em intervalos de
10 min, para uma melhor distribuicdo da suspenséo viral. As placas foram novamente
lavadas com PBS, tratadas com 300 uL de solugdes contendo os materiais-teste e
incubadas por um periodo de 16h. Apos esse periodo, os sobrenadantes foram
recolhidos, adicionou-se 300 pL de uma solugcdo de MTT em cada cavidade, a fim de
avaliar a viabilidade celular.

Para a titulagao viral, placas de 24 cavidades contendo monocamadas de L929
(preparadas 24h antes) foram infectadas com 120 pL de suspensdes dos
sobrenadantes coletados, diluidas em série (10" a 10), e incubadas por 1h, sendo
agitadas em intervalos de 10 min. Em seguida, foi adicionado 500 yL da solucéo de
meio DMEM suplementado com 2% de SFB contendo 0,8% m/v de CMC e as placas
foram novamente incubadas por 48h. As células foram entao fixadas com uma solugao
de formol a 10% e coradas pela adigao de cristal violeta. Depois da lavagem, para a
retirada do excesso de corante, as placas foram colocadas para secar a temperatura

ambiente e realizou-se a contagem das placas de lise.

4 .13.4 Ensaio de atividade antiviral frente ao SARS-CoV-2

Os ensaios com o coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave 2
(SARS-CoV-2) foram realizados pelo Dr. Leonardo Camilo de Oliveira em ambiente
NB-3 no Laboratério Federal de Defesa Agropecuaria de Minas Gerais (Lanagro).

Para avaliacao da atividade antiviral do extrato etandlico, fragcdes e compostos
isolados de C. cruciata também foi empregado o ensaio de inibicdo da formacao de
placas de lise, conforme descrito no item anterior. Os sobrenadantes das células Calu-
3 infectadas com SARS-CoV-2 (MOI 0,1) por 48h, foram titulados em células Vero
CCL-81 com 0,8% m/v de CMC. As placas foram entdo mantidas a 37° C com 5% de
CO2 por 3 dias e, em seguida, fixadas com uma solu¢ao de formol a 10% e coradas
pela adi¢cao de cristal violeta. Os titulos de virus foram determinados como unidades
formadoras de placas (PFU).
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4.13.5 Ensaio de liberagao de citocinas em células A549

Os extratos, fragcdes e substancias isoladas foram avaliados quanto a seu
potencial na atividade anti-inflamatéria em células pulmonares. Foi utilizado um
modelo padronizado pela Dra. Katia Freitas, adaptado de Chen et al. (2021), em que
as células de adenocarcinoma pulmonar A549 quando estimuladas com 10 ng/mL de
TNF e 10 ng/mL de IFN-y apresentaram o melhor perfil inflamatério, avaliado
principalmente pela exacerbagéo dos niveis de interleucina 6 (IL-6).

Dessa forma, as células A549 foram distribuidas em placas de 24 cavidades (1
x 10° células/cavidade), cultivadas em meio DMEM, suplementado com 7% de SFB,
e incubadas a 37 °C, em estufa de COz, até a confluéncia. Em seguida, essas células
foram tratadas com extratos, fragdes ou compostos isolados por 3h e entdo
estimuladas com 10 ng/mL de TNF e 10 ng/mL de IFN-y. Apds 24h, os sobrenadantes
celulares para a quantificacao de citocinas por ELISA. Para cada ensaio realizado,
foram utilizados controles, sendo eles células nao-estimuladas e ndo-tratadas, células
somente estimuladas e n&o-tratadas e células estimuladas e tratadas com
dexametasona (controle positivo).

Os sobrenadantes foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 min e quantificados
os niveis de IL-6, IL-8 e TNF usando kits de ensaio imunoenzimatico (ELISA) (DuoSet,

R&D Systems) de acordo com as instru¢des do fabricante.

4.13.6 Producédo de Espécies Reativas de Oxigénio Intracelulares (EROs)

Os niveis intracelulares de producao de espécies reativas de oxigénio (EROs)
foram avaliados usando o corante sensivel a oxidagdo DCFH-DA (diacetato de 2',7'-
diclorodiidrofluoresceina).

As células A549 foram cultivadas em placas de 24 pocos a uma densidade de
10° células/pogo e incubadas por 24h a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO2. Em
seguida, as células foram pré-tratadas com as substancias isoladas por 3h e entao
estimuladas com TNF e IFN-y.

O protocolo descrito anteriormente por Aranda et al. (2013) foi seguido para
conduzir esses experimentos. Para quantificar a geracao de EROs, apds a coleta de
sobrenadantes, as células foram lavadas com PBS e subsequentemente coradas com
DCFH-DA (10 pM) por 20 min em temperatura ambiente, protegidas da luz. A

fluorescéncia de DCF (com um comprimento de onda de excitagdo de 485 nm e um



67

comprimento de onda de emissdo de 535 nm) em PBS foi medida usando um
citbmetro de fluxo FortessaTM (BD Biosciences Pharmingen, Califérnia, EUA) e os

dados adquiridos foram analisados usando o software FlowJo.

4.13.8 Analises estatisticas

Os resultados dos ensaios in vitro realizados foram analisados empregando o
software GraphPad Prism, versao 8.0 (GraphPad Software Inc., EUA) usando ANOVA
one-way seguido, seguido pelo teste de Tukey para comparagdes multiplas. Os
resultados foram expressos com média + desvio padrdao e considerados

significativamente distintos quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise dos extratos selecionados por UPLC-DAD-ESI-MS

Os extratos de B. brevifolia, B. calvescens, B. imbricata. C. cruciata, B.
oblongifolia e B. stylosa foram obtidos conforme descrito na sec¢ao 4.6. A percolagao,
embora demande um periodo prolongado de execugao, € um meétodo extrativo mais
eficiente que a maceracgao, ja que continuamente o solvente saturado é substituido,
levando ao esgotamento do material vegetal (ZHANG; LIN; YE, 2018). Para avaliar
previamente o perfil fitoquimico dessas espécies, a técnica de UPLC-ESI-MS foi
adotada, com o objetivo de identificar putativamente os principais metabdlitos
especiais presentes nos extratos obtidos. A analise dos extratos foi feita conforme as
condigbes descritas na secéo 4.11 e os cromatogramas encontram-se representados

na Figura 5.

Figura 5 - Perfis cromatograficos obtidos por UPLC-DAD para os extratos etandlicos de B.
imbricata (A). B. bevifolia (B), C. cruciata (C), B. stylosa (D), B. calvescens (E) e B. oblongifolia (F)

(Condigdes cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.11)
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Utilizou-se como estratégia a comparagado dos dados espectrométricos e
espectroscopicos das substancias analisadas com aqueles ja descritos na literatura
para substancias ja identificadas em outras espécies desses mesmos géneros. Os
maximos de absorgao no espectro de ultravioleta (UV) (Amax.), a relagcdo massa/carga
(m/z) de cada pico e os possiveis compostos correspondentes estao representados
na Tabela 18.
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Tabela 18 - Identificagao putativa dos constituintes dos extratos etandlicos de B. imbricata, B. bevifolia, C. cruciata, B. stylosa, B. calvescens e B. oblongifolia a partir de

andlises por UPLC-DAD-ESI-MS/MS (Condi¢des cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.11)

Baccharis imbricata

. ions dos ) ions dos Substancias com
. . Amax. [M+H] [M-H] e e
Pico  Tr (min) fragmentos fragmentos Identificagédo caracteristicas semelhantes
(nm) (m/z) (m/z) - -
(m/z) (m/z) (isoladas desse género)
325 409, 405, 393, 361, Derivado de acido
1 290 295 579 325 577 367 cafeoilquinico
325 Acido di-O- 3,4-diCQA, 3,5-diCQA,
2 3.01 295 517 163 515 191,179, 173 cafeoilquinico 4, 5-diCQA"
3 3.43 325 531 177, 151, 143, 133 529 193, 179, 175, 173 Acido cafeoil- -
295 feruloilquinico
325 349, 349, 193, 193, Acido di-O-
4 3.80 295 ) i 543 179, 173, 155 feruloilquinico )
355 . .
5 4.48 270 331 316, 301, 298 329 299, 271 Flavonol (dimetilado) -
6 457 333 317 302, 257 315 300, 271, 255,167  Flanova (metilada) 3-O-metilquercetina,
270 eupafolina
325sh Flavanona ou Isosakuranetina,
7 5.25 287 161, 153 285 269, 243, 164 sakuranetina,
288 diiidroflavonol .. -
diidrooroxilina A
8 5.60 361/270 301 286, 269, 258,177, 299 284, 242, 150 Flavonol (metilado) -

153, 139
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Jaceosidina, dimetoxi-
centaureidina, cirsiliol,

9 5.76 332/268 331 316, 301, 287 329 299, 271 Flavona (dimetilada) 4'5. 7-triidroxi-6.8-
dimetoxiflavona
10 6.50 223 401 317 399 315, 300 N&o identificado -
1" 7.45 223 305 191 - - N&o identificado -
Baccharis brevifolia
. . Amax. [M+H]* lons dos [M-H]" lons dos o Substancias com
Pico  Tr (min) / fragmentos / fragmentos Identificagao caracteristicas semelhantes
(nm) (m/z) (m/z) (m/z) (m/z) (isoladas desse género)
383 355/325/282/ - o
1 0.59 230 247/229/163 353/309 N&o identificado -
2 1.94 325 355 176, 163 353 191, 179, 135 ACI.dO (,:)_. Acido clorogénico
295 cafeoilquinico
325 374/305/ - o
3 2.36 88 047 465/425/311 N&o identificado -
330 465 303 463 301 L .
4 2.89 260 427 247, 189, 163 425 245,179, 135 Flavona glicosilada Isoquercetina
325 Acido di-O- 3,4-diCQA, 3,5-diCQA,
5 3.00 295 517 163 515 191,179 cafeoilquinico 4,5-diCQA
330 o
6 3.17 260 449 303, 287, 147, 129 447 301, 255 Flavona glicosilada -
345 300 3-O-metilquercetina,
7 4.05 275 317 302, 153, 147 315 151, 119 Flavona eupafolina
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Isocanferideo, crisoeriol,

333 314, 299, hispidulina, jaceosidina,
8 4.58 275 331/301 317, 298, 287, 286 329/299 285 Mistura de flavonas dimetoxi-centaureidin,
284 cirsiliol,4',5, 7-triidroxi-6,8-
dimethoxiflavona
9 519 333 315 300, 282, 270, 254 313 298, 283, 269, 255 Flavona Circimaritina,
275 pectolinaringenina
312 595/573/ 327, 251, 217,149, . -
10 5.56 300 469 147,139 571/527/467 467, 439, 423, 375 Nao identificado -
312 593/467/ .. -
11 5.97 300 449/363 583/569/525 465 Nao identificado -
312 579/453/ .. -
12 6.67 300 289 289, 277, 147 555/511/451 Nao identificado -
312 621/555/ . . -
13 7.19 300 495/449 553 493, 449, 187 Nao identificado -
312 589/469/ . . -
14 7.90 300 449/425 889/517 Nao identificado -
312 589/470/ .. -
15 8.09 300 449 995/625 Né&o identificado -
Campovassouria cruciata
. . Amax. [M+H]* lons dos [M-H]" lons dos - i Sul’osféncias com
Pico  Tr (min) / fragmentos / fragmentos Identificagao caracteristicas semelhantes
(nm) (m/z) (m/z) (m/z) (m/z) (isoladas desse género)
1 1.71 317 325 163 323/369 161 Glicosideo de cido -
290 cafeico
2 1.94 325 355/449 163 353/447 191, 179, 173,135 Acido O- -
295 cafeoilquinico
3 2.65 324 163 135, 119, 107 161 133, 117, 105 Cumarina -
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4 2.91 ggg 449 287 447 285 Flavona glicosilada
5 3.00 325 517 ; 515 353, 191, 179, 161 Acido di-O-
295 cafeoilquinico
333 o
6 3.25 268 449 287 447 285, 175 Flavona glicosilada
333 285, 175 o
7 3.35 268 449/463 287, 301, 286, 257 447/461 299, 284. 163 Flavona glicosilada
8 3.63 333 491 287 489 285 Flavona
270
345 267, 257, 241, 175,
9 3.97 N 287 269, 179, 153 285 151 132 Flavona
345
10 4.05 70 317 302, 274, 133, 109 315 300, 271, 213, 137 Flavona
11 4.25 215 363 263, 172 407 ; Lactona
sesquiterpénica
245 227,201, 199
12 433 215 3;%2//2155/ 182, 177, 173, 157, 407 ; cos Lﬁf;?”gmca
145, 119, 109 qurterp
333 225 201, 181, 151,
13 4.47 0 271 243225, 189, 137 269 1o Flavona
345
14 4.61 301 285 258, 143, 119 299 284, 256 Flavona

270
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275, 163, 121, 199,

15 5.26 220 4037345/ 171, 173, 163, 147, 425 - Lactona -
305 sesquiterpénica
109
199, 163, 145, 133
405/347/ 229, 201, 183, 173 Lactona
16 547 220 247 201, 183, 157, 143, 391 i sesquiterpénica )
131
229, 201, 183,173
17 5.75 220 34;23705/ 287, 241, 197, 179 303 136 cos Ljf::”gmca -
183, 168, 157, 131 quiterp
265, 193, 149 . -
18 6.16 220 335/229 183, 168, 155, 143 333 315, 287 Nao identificado -
387/317/ 259, 253, 183, 161, 385 . -
19 6.38 223 269 123 315 329 Nao identificado -
20 8.10 223 403/301 285, 215, 139 401 299 Nao identificado -
21 8.29 210 303 267,241,159, 145, 301 - Nao identificado -
131, 119
Baccharis stylosa
Ams [M+H]* lons dos [M-H] ions dos Substancias com
Pico  Tr(min) mex ; fragmentos ; fragmentos Identificagdo caracteristicas semelhantes
(nm) (m/z) (m/z) (m/z) (m/z) (isoladas desse género)
349 .
1 2.81 252 611/469 - 609/341 301 Flavona Rutina
395 Acido O-p-
2 3.25 205 357 191, 177, 145 693 517,447,175 coumaroil-O- -

feruloilquinico
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3 3.92 312/293/275 303 - 301 179, 151 Nao identificado -
4 4.65 367/245 317 302, 2851’5274’ 191, 315 300, 271, 163 Flavonol 3-O-metilquercetina
311/292/281/ 337, 329, 303, 289, .
5 4.94 265/244 373 219 207, 191, 189 371 301, 275, 265, 195 Acetileno -
311/292/275/ :
6 5.12 261/236 287/305 161, 153 285 241, 239, 151 Acetileno -
311/292/ 270, 243, 228, 217, .
7 5.24 276/236 287 161, 153 285 164, 151 Acetileno -
387 385 . .
8 5.31 345/315/291 087 - 85 - Nao identificado -
345 315, 300, 271, 205,
9 5.55 290 387 329, 303 385 179, 151 Flavona -
360 .
10 5.61 265 301 286, 272, 269, 258 299 284, 240, 228, 211 Flavonol Isocanferideo
345
11 5.95 263 401 317, 302, 285, 196 399 315, 300 Flavona -
12 6.44 313/295/ 371 313, 287 369 285, 255 Acetileno -

264/245
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13 6.83 324 385 301, 286 383 299, 284 Estilbeno -
14 7.43 239 319/305 191 317 273, 2551’1?)1’ 217, N&o identificado -
15 8.32 275 371/301 - 339/299 - N&o identificado -
408 - e
16 10.51 323 621 191 815 - N&o identificado -
Baccharis calvescens
. . Amix. [M+H]* lons dos [M-H]" fons dos o Substancias com
Pico  Tr (min) / fragmentos y fragmentos Identificagédo caracteristicas semelhantes
(nm) (m/z) (m/z) (m/z) (m/z) (isoladas desse género)
1 1.94 325 355 297, 163 353 191, 179 Acido O- Acido clorogénico
295 cafeoilquinico
345 L .
2 2.87 250 465/303 315, 303, 257 463 301, 207 Flavona glicosilada Isoquercetina
325 Acido di-O- 3,4-diCQA, 3,5-diCQA, 4,5-
3 3.00 205 517/499 163 515 353, 191, 179, 161 cafeoilquinico diCQA
325 Acido di-O- 3,4-diCQA, 3,5-diCQA, 4,5-
4 3.21 295 517/499 163 515 353, 191, 179, 161 cafeoilquinico diCQA
Gardenina B,
5 3.92 228 359/303 281, 165 357/301 21, 1991’21547’ 133, Flavona 3-hidroxi-3',4’,5,7-tetra-

metoxiflavona, retusina
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325

6 4.16 288 273 153, 147 271 177,151, 119 Flavanona Naringenina
333 N
7 4.49 067 273 - 269 225, 281, 149 Flavona Apigenina
8 4.60 333 301 286 299 i Flavona Isocanfelrld.eo, .CI‘ISOGI'IOL
272 hispidulina
9 5.21 333 315 - 313 297, 283, 269, 255 Flavona Circimaritina,
274 pectolinaringenina
333 Apigenina-5-metil-eter, 2-
10 5.68 274 285 271 283 269 Flavona metoxiquercetina,
genkwanina
453 305, 287, 269, 241, . o
1" 6.36 278 305 159, 143, 119 555 - Nao identificado -
315/301/285/27 235, 163, 159, 565/521/299/ - o
12 6.51 284 21245 149, 135, 121 203 - Nao identificado -
13 6.79 278 577/451/433/28 - 553/509 - Nao identificado -
5/203
14 8.00 278 433/285 131 581/581 - Nao identificado -
886/737/589/43 411, 249, 235, I i
15 9.11 277 0/433/457 203, 191 455 409, 253 Né&o identificado -
Baccharis oblongifolia
. . Amax. [M+H]* lons dos [M-H]- ions dos - i Sul’)s?éncias com
Pico  Tr (min) / fragmentos / fragmentos Identificagao caracteristicas semelhantes
(nm) (m/z) (m/z) (m/z) (m/z) (isoladas desse género)
310 - o
1 1.96 242 387/409 243, 233,177,123 385/431 - N&o identificado -
310 - o
2 2.82 591/611 - 609 - N&o identificado -

242
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325 Acido di-O- 3,4-diCQA, 3,5-diCQA, 4,5-
3 3.04 205 517 247,163 515 191,173 cafeoilquinico HOQA
325 271, 255, 243, 177, Derivado do &cido
4 3.2 295 345/267 163 551 i cafeoilquinico )
5 3.89 330 738 - 637 - N3o identificado -
288
310
6 5.26 085 287/337 167, 147 307 237, 209, 173, 119 Flavanona -
350
7 5.64 205 301 255, 205, 147 299 271, 165 Flavonol -
8 6.50 243 557/579 295, 265, 255, 555 361, 315, 239 N3o identificado -
189, 163
279/335/ 295/311/ N
9 6.86 243 385 - 305 277,195, 183, 171 Nao identificado -
409/328/ 533, 505, 491, 487, N
10 9.57 269/248 593 473, 461, 447, 433 591 473, 459, 417 N3o identificado -
1 10.23 434/ 312/ 2782 637/635 469, 413, 393, 337 - - N3o identificado -
12 10.52 409/325/248 621 533, 505, 461, 433 815 - N3o identificado -
13 11.61 457/308/250 338/105 - 311 - N3o identificado -
14 11.78 474/ 4‘;50/ 33212 338/105 - - - N3o identificado -

Tacido di-cafeoilquinico

Referéncias: (CAMPOS et al., 2016; GRECCO et al., 2012; PIZZOLATTI et al., 2006; TAPIA et al., 2004; VERDI et al., 2005; ZAMPINI; ISLA; SCHMEDA-HIRSCHMANN, 2009)
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Com base nos espectros no UV, é possivel inferir a presengca de algumas
substancias com cromoforos caracteristicos. Assim, observou-se a presenca de
compostos derivados do acido clorogénico, que apresentam absor¢ao no UV com Amax
em aproximadamente 325 nm e em 296 nm (ombro) (BELAY; GHOLAP, 2009), bem
como flavondis (Amax: banda | = 350-385 / banda Il = 250-290), flavonas (Amax: banda |
= 310-350 nm / banda Il = 250-290) e flavanonas (Amax: banda | = ombro em 300-330
nm / banda Il = 270-295) (TSIMOGIANNIS et al., 2007). A analise conjunta com os
espectros de massas possibilitou deduzir algumas caracteristicas estruturais, a partir
da observacgao de ions resultantes da perda de agua, de grupos metila ou de agucares.

De acordo com os dados da literatura, dentre os principais constituintes do
género Baccharis estdo os compostos fendlicos e os terpendides. De maneira geral,
os flavonoides e os diterpenos diterpenos sdo as classes de maior ocorréncia
(CAMPOS et al., 2016). Ja para o género Campovassouria estao descritos diversos
sesquiterpenos oxigenados, incluindo o 6xido de cariofileno, globulol, epiglobulol e
germacreno D, bem como monoterpenos, como a-pineno, B-pineno, sabineno e
limoneno (DE SOUZA et al., 2021). Esses dados da literatura vdo de encontro aos
resultados da analise feita no presente trabalho, na qual foram identificados
putativamente derivados do acido cafeoilquinico e flavonoides metilados ou
glicosilados, além de alguns terpenos.

E interessante ressaltar que no extrato de C. cruciata alguns picos
apresentaram absorgdo no UV entre 215-220 nm e ions com algumas fragmentacgdes
especificas, como é o caso dos picos com Tr 4,33; 5,26 e 5,47 min. Considerando que
ja foram isoladas heliangolideos, germacrolideos e guaianolideos dessa espécie
(BOHLMANN et al.,, 1983) e que essa classe de metabdlitos é bastante comum
também em géneros da mesma tribo, foi possivel inferir a presenca de lactonas
sesquiterpénicas no extrato. Assim, o ion em m/z 363 [M+H]* e os ions em m/z 345
[M-H207*, 263 [M-C502H7]* e 245 [M-Cs02H7-H20]+, obtidos a partir da fragmentagcao
dos picos 11 e 12 (Tr = 4,25 e 4,33 min) indicam, respectivamente, o ion molecular
protonado e as sucessivas perdas de agua e de um grupo éster contendo 5 atomos
de carbono. Ja o pico 16 (Tr = 5,47 min) apresenta ions em m/z 347 [M+H]" e 247 [M-
Cs02H7]*, correspondentes ao ion molecular protonado e a perda de um grupo éster
idéntico ao observado para os picos 11 e 12.

Além disso, no extrato de B. stylosa os picos 5 e 6 (Tr = 4,94 e 5,12 min)

apresentaram maximos de absor¢cdo no UV em 312, 293, 281, 265 nm e 311, 292,
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260, 276, 237 nm, respectivamente, e os picos 7 e 12 (Tr = 5,24 e 6,44 min)
apresentaram Amax. de 311, 292, 276, 236 nm e 313, 295, 264, 245 nm,
respectivamente. Esses croméforos sdo caracteristicos de acetilenos, cujas estruturas
possuem duas ou mais ligagdes triplas e sédo relativamente instaveis, principalmente
na exposicao a luz UV, ao pH e a outros fatores (KONOVALOV, 2014). Os métodos
espectroscopicos sao os mais utilizados para a elucidagado dessas substancias, uma
vez que apresentam espectros no UV altamente caracteristicos. Geralmente observa-
se dois conjuntos de bandas, com comprimentos de onda mais longos de menor
intensidade e com comprimentos de onda mais curtas com intensidade muito alta.
Todas as combinacbes de ligagdes triplas e duplas conjugadas fornecem tipos
especiais de espectros UV (BOHLMANN; BURKHARDT; ZDERO, 1973).

Dessa forma, foi possivel comparar os espectros no UV obtidos com os dados
relatados por (BOHLMANN; BURKHARDT, ZDERO, 1973) para fazer algumas
inferéncias sobre as estruturas identificadas (Tabela 19). Por exemplo, a substancia
eluida no pico 6 apresenta espectro no UV muito semelhante ao de um acetileno com
sistema de conjugacdo CH=CH — [C=C(C], — CH=CH, enquanto aquele correspondente

ao pico 7 possui maximos de absorgéo no UV compativeis com um sistema [C=C], —
[CH=CH],. Alguns C17-acetilenos ja foram isolados de B. trinervis, enquanto Cio-

acetilenos foram isolados de B. pedunculata (JAKUPOVIC; SCHUSTER;
WASSHAUSEN, 1991). Mais recentemente, Minteguaiga et al. (2022) identificaram

Co-poliacetilenos em 6leo essencial de B. palustris.

Tabela 19 — Maximos de absor¢éo no ultravioleta (UV) de polienos

R — [CH = CH],, — [C=C],y — [CH=CH],» — R

comprimentos de onda comprimentos de onda
n n' n" mais longos mais curtos
nm (g x 10-) nm (€ x 10-3)
2 1 1 306(28) 290(31)
2 1 2 338(55) 316(52)
- 2 - 255(0.2) 240(0.4) 230(0.3)
1 2 - 280(15) 264(18) 251(13) 238(6) 210(42)

1 2 1 311(17) 292(20) 276(14) 261(8) 244(23) 235(30) 230(31)
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2 2 - 309(28) 294(33) 236(40)  226(24)
2 2 1 335(26) 313(36) 294(26) 277(14) 264(24)  249(29)

3 2 - 332(63) 315(61) 250(22) 242(12)

3 2 1 356(40) 330(51) 313(35) 274(24)  263(28)

- 3 - 307(0.1) 268(0.2) 269(0.2) 255(0.2) 210(150)

1 3 - 328(14) 307(0.2) 285(11) 271(8) 242(10)  231(70)

1 3 1 353(18) 328(25) 308(19) 289(10) 267(57) 254(70) 245 (65)
2 3 - 347(33) 325(41) 305(26) 288(14) 269(115) 259(58)

2 3 1 369(29) 342(39) 320(30) (289(81) 273(96)  242(66)
3 3 - 356(47) 333(56) 312(31) 283(92) 271(47)

- 4 - 355(0.1) 330(0.2) 308(0.2) 287(0.2) 233(275) 223(200) 211(90)
1 4 - 375(7) 348(11) 324(9) 303(6) 272(155) 258(108) 239(81)
1 4 1 391(9) 362(15) 337(12) 315(8) 287(86) 271(106) 258(81)
2 4 - 382 356 331 311 290 273

- 5 - 392(0.1) 362(0.2) 338(0.2) 312(0.2) 262(350) 249(250) 236(110)
1 5 - 410 378 349 327 285 265

Fonte: (BOHLMANN; BURKHARDT; ZDERO, 1973)

Com base nessas analises, pode-se dizer que os extratos selecionados
constituem uma promissora fonte de compostos bioativos, com potencial atividade
antiviral e anti-inflamatdria. Estudos anteriores sobre espécies de Baccharis revelaram
a presenca de polifendis com padrao de oxigenagao pouco usual que sao potenciais
inibidores do SARS-CoV-2. Esses compostos demonstraram a capacidade de impedir
a entrada do virus na célula hospedeira, impedir a replicacdo ou interromper a sintese
proteica, conforme indicado por estudos in silico (KAUL et al., 2021). Alguns exemplos
sdo a herbacetina e a pectolinarina, que inibiram in vitro a principal protease viral
3CLpro (JO et al., 2020), enquanto a miricetina mostrou eficacia significativa como
antagonista de RdRp (SINGH et al., 2021). A retusina, por sua vez, inibiu a replicagao
do SARS-CoV-2 em células Vero E6 e Calu-3 (LEAL et al., 2021). Por outro lado, os
polifendis podem desempenhar também um papel benéfico no processo inflamatério
(GIOVINAZZO et al., 2020). Exemplos s&o a baccharina e o artepelin C, isolados de
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B. dracunculifolia, que afetam diretamente a inflamagao ao modular a produgao de
citocinas pr6 e anti-inflamatérias (FERREIRA et al., 2021; SHAHINOZZAMAN et al.,
2020). Os poliacetilenos, que estdo presentes em espécies da familia Asteraceae,
também apresentam efeitos anti-inflamatérios descritos na literatura, relacionados a
modulagao do catabolismo das prostaglandinas e ao bloqueio do fator nuclear kappa
B (NF-kB), como é o caso do falcarinol e do falcarindiol (CHRISTENSEN; BRANDT,
2006; NEGRI, 2015).

Ja os principais compostos bioativos identificados no género Campouvassouria
sao lactonas sesquiterpénicas. Algumas delas, estruturalmente semelhantes aos
germacranolideos, guaianolideos e heliangolideos foram investigadas por suas
atividades biolégicas. Por exemplo, a reinosina, a artemisinina, as tagitininas e os
eupanolideos inibem as proteinas SARS-CoV-2, bem como as citocinas pro-
inflamatérias (ABE et al., 2015; BADRAOUI et al., 2022; MEJIAS et al., 2022; WANG
et al., 2018a).

5.2 Determinacgao dos Titulos Virais e da Multiplicidade de Infec¢ao (MOI)

O titulo viral calculado, conforme descrito na segdo 4.13.3, foi de 8,16 x 10°
PFU/mL.

A determinacgao do titulo viral consiste em um ensaio cujo objetivo é determinar
as concentragdes virais apropriadas a serem utilizadas em testes, como neutralizacao
de anticorpos, descoberta terapéutica antiviral, efeito citopatico (CPE), entre outros.
Embora existam varios métodos para medir a quantidade de virus na amostra, tais
como PCR-RT, Western Blot, ELISA e citometria de fluxo, esses normalmente
baseiam-se na quantidade de DNA, RNA ou proteinas para quantificacéo e, assim,
ndo medem a atividade biolégica do virus. Dessa forma, a fim de investigar a
infectividade de um virus, sdo necessarios ensaios in vitro para avaliar a capacidade
neutralizante de candidatos a anticorpos, bem como a eficacia de drogas antivirais
(LABARRE; LOWY, 2001).

A infectividade viral é determinada pela capacidade do virus de infectar e
replicar nas células hospedeiras. Para determinar a infectividade viral, existem duas
categorias de ensaios que podem ser realizados, os quantitativos, que incluem
ensaios de formagao de placa (PFA) e ensaios de formacéo de foco (FFA), e a que

contém ensaios de diluicdo de ponto final, que incluem dose infecciosa de cultura de
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tecidos de 50% (TCIDso), dose letal (LDso) e dose infecciosa de ovo (EIDso) (BAER;
KEHN-HALL, 2014).

Diante disso, foi determinado a multiplicidade de infec¢gdo (MOI) para o MHV-3
através da relagdo entre a quantidade de virus infecciosos e a quantidade de células
utilizadas por pogo. Foram usadas diferentes concentragdes de virus para infectar as
células L929, e a curva de multiplicagdo do MHV-3 encontra-se representada na

Figura 6.

Figura 6 - Curvas de multiplicagido de MHV-3 em fibroblastos murinos L929 (A) e viabilidade
das células infectadas (B).
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Em tempos pré-determinados (4, 8, 24 e 48 h apds a infecgdo — h.p.i) foram determinadas a A) producéo

viral e a B) viabilidade celular. O experimento foi conduzido com triplicatas bioldgicas.

E possivel observar uma acentuada reducdo do nimero de células viaveis ap6s
8h de infeccdo (Figura 6B), acompanhada pelo aumento de particulas virais (Figura
6A), estas avaliadas pela contagem do numero de placas de lise e calculo das
Unidades Formadoras de Placa (PFU/mL). Diante disso, foi escolhida a maior diluigao
que promoveu aproximadamente 60% da viabilidade celular e 0 menor tempo em que
se observou um aumento consideravel de PFU e dano reversivel. Como demonstrado
na figura, estipulou-se o MOI de 0,01 para o MHV-3 em células L929 e o intervalo de

16h pos-infecgao (h.p.i) para os ensaios da triagem antiviral.
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5.3 Triagem antiviral frente ao coronavirus murino MHV-3

Previamente a avaliagao da potencial atividade antiviral de qualquer amostra,
€ necessario avaliar sua citotoxicidade frente as linhagens de células utilizadas.
Assim, avaliou-se in vitro a citotoxicidade das amostras frente a linhagem de
fibroblastos murinos (L929 ATCC CCL-1™) utilizada no ensaio de atividade antiviral,
conforme descrito na sec¢éo 4.13.2. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio
do MTT, que se baseia na capacidade das células viaveis incorporarem o sal de
tetrazolio e reduzi-lo, a partir das desidrogenases das mitocondrias. Assim, é formado
um composto formazana, insoluvel e de coloragdo azul-escuro. Dessa forma, é
possivel medir quantitativamente a viabilidade através da quantidade de cristal
formado, uma vez que o valor de absorbancia é proporcional ao numero de células
viaveis (MOSMANN, 1983).

As amostras foram testadas nas concentragdes de 10 a 90 pg/mL. Os
resultados estdo representados em anexo (APENDICE A, pag. 217). Foi observada
citotoxicidade (valores inferiores a 80% de viabilidade celular) para os extratos de B.
imbricata, B. stylosa, B. oblongifolia e C. cruciata avaliados na concentragéo de 90
Mg/mL, enquanto os demais extratos (B. brevifolia e B. calvescens) nao apresentaram
reducao da viabilidade (p<0,001, ANOVA com p0és teste Tukey).

Para a triagem antiviral dos extratos foi utilizado um modelo experimental in
vitro com o 3-coronavirus murino MHV-3, conforme descrito na secéo 4.13.3 da parte
experimental. E importante ressaltar que as células foram tratadas com os extratos
antes e depois da infeccdo viral, nas concentracbes de 10 e 30 pg/mL.
Concomitantemente, a viabilidade celular foi avaliada com o ensaio do MTT. Os

resultados estéo representados na Figura 7.
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Figura 7 - Efeito dos extratos etandlicos nas cargas virais de fibroblastos L929 infectados
com MHV-3

>

10 pg/mL
% 30 pg/mL

Logso MHV-3 (PFU/mL)

B

150
125+
2
= e
S 100 o=
3
3 23
© i
o
'_a 50 52
_S ey
> i

25— 2
Oo 0\'&@
&

Os ensaios de placas foram realizados com sobrenadantes de células L929 (105 células/pogo)
infectadas com MHV-3 (MOI 0,01) durante 16h e tituladas em células L929. A) Efeito dos extratos a 10
e 30 yg/mL, na infecgédo pelo MHV-3; B) viabilidade celular apds 16h pds-tratamento com os extratos.
Os dados obtidos foram expressos em unidades formadoras de placa por mililitro (PFU/mL) e % de
viabilidade celular, em comparacdo com o grupo Veiculo (DMSO + Etanol) (*p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001 e ****p<0,0001 - ANOVA com pés-teste Tukey). CC: controle ndo infectado; CV: controle

viral.

Todos os extratos testados, com excegao da B. calvencens, provocaram uma
diminuicdo no titulo viral, com destaque para o de C. cruciata, que a 30 ug/mL
apresentou reducao de 1 log em comparacgédo ao veiculo. Além disso, a viabilidade

celular apos o tratamento com este extrato foi comparavel ao controle infectado (p >
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0,05), sugerindo que o extrato nédo era toxico para as células infectadas (Figura 7B).
Ademais, o extrato de B. stylosa foi 0 segundo mais promissor, na concentragao de
30 pg/mL.

Com base nesses resultados, os extratos de C. cruciata e B. sylosa foram
ressuspendidos em solugdo hidrometandlica e submetidos a fracionamento por
particdo entre solventes imisciveis (n-hexano, diclorometano e acetato de etila),
conforme descrito na secdo 4.7, obtendo-se assim as fragées n-hexanica (Hex),
diclorometanica (Dcm), em acetato de etila (Act) e hidrometandica (MeOH/H20). O
fracionamento de extratos vegetais, com o procedimento classico de particado entre
solventes imisciveis, tem por objetivo separar as substancias considerando sua
solubilidade e seu coeficiente de particdo em diferentes solventes (REGINATTO,
2017). Essas fragdes foram analisadas por UPLC-DAD-ESI-MS e os cromatogramas
foram comparados com os extratos de origem (APENDICE B, pag. 221).

Ao comparar os perfis cromatograficos dos extratos e fragcbes, pode-se
observar que a particdo entre solventes imisciveis foi eficiente, sendo possivel verificar
picos com maior tempo de retengdo nas fragdes n-hexénica e diclorometanica,
sugerindo a presenca de substancias de baixa e média polaridade e picos com menor
tempo de retencao na fracdo em acetato de etila, indicando a presenca de substancias
de maior polaridade. Considerando a analise detalhada dos extratos e as principais
substancias de interesse, as fracbes acetato de etila e hidrometandlica ndo foram
testadas no ensaio antiviral.

Assim, as fragdes Hex e Dcm de C. cruciata e B. stylosa foram avaliadas quanto
a atividade antiviral contra o0 MHV-3 (Figura 8). E importante ressaltar que a fragdo
Dcm da C. cruciata foi testada em concentragbes mais baixas (5 e 10 uyg/mL) devido
a viabilidade celular observada abaixo de 80% a 30 pg/mL (APENDICE A, pag. 217).
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Figura 8 - Efeito das fragGes de C. cruciata e B. stylosa nas cargas virais de fibroblastos L929

infectados com MHV-3
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Os ensaios de placas foram realizados com sobrenadantes de células L929 (105 células/pogo)
infectadas com MHV-3 (MOI 0,01) durante 16h e tituladas em células L929. A) Efeito das fracbes
hexanica (Hex) e diclorometanica (Dcm) de C. cruciata e B stylosa, na infeccdo pelo MHV-3; B)
viabilidade celular apds 16h pos-tratamento com as fragdes. Os dados obtidos foram expressos em
unidades formadoras de placa por mililitro (PFU/mL) e % de viabilidade celular, em comparagdo com o
grupo Veiculo (DMSO + Etanol) (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001 - ANOVA com poés-teste
Tukey). CC: controle nao infectado; CV: controle viral.

Ambas as fragdes Hex e Dcm de C. cruciata promoveram redugao significativa
da carga viral de MHV-3 e restauraram a viabilidade celular de forma semelhante ao
controle ndo infectado. Embora a fracdo Hex tenha demonstrado uma reducgao total

da carga viral na concentracéo de 30 pg/mL, a fragdo Dcm mostrou-se mais ativa em
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concentracao seis vezes menor (5 pg/mL), sugerindo assim uma maior poténcia dessa
fracdo em relagao a primeira. Nenhuma das fragdes de B. stylosa apresentou redugao
significativa da carga viral.

N&o ha relatos na literatura sobre a atividade antiviral de nenhum dos extratos
testados. Entretanto, ja foi relatada a atividade antiviral de varias espécies de
Baccharis, como por exemplo o extrato orgéanico (diclorometano:metanol) de B.
gaudicaudiana que apresentou atividade frente ao poliovirus tipo 2 (PV-2) (JAIME et
al., 2013), o extrato aquoso de B. ariculata, com atividade virucida contra o herpes
virus simples tipo 1 (HSV-1) (TORRES et al., 2011) e o extrato aquoso de B. trinevis,
que inibiu significativamente a replicagcdo do HSV-1 (ABAD et al., 1999). Também para
espécies da tribo Eupatorieae, que abrange o género Campovassouria, tais como
Eupatorium perfolatum, cujo extrato hidroalcoolico exibiu significativo efeito antiviral
frente a cepas do virus da Influenza A (DERKSEN et al., 2016) e Eupatorium fortunei,
cujo pré-tratamento com o extrato aquoso também reduziu a replicagdo desse mesmo
virus (CHOI et al., 2017).

5.4 Efeito do extrato e fragdes de C. cruciata frente ao SARS-CoV-2

Levando em consideragao o potencial antiviral do extrato e das fragdes Hex e
Dcm de C. cruciata, estas foram também avaliados em células Calu-3 infectadas com
SARS-CoV-2 (conforme descrito na secéo 4.13.4). O ensaio foi realizado pelo Dr.
Leonardo Camilo de Oliveira.

Antes dos ensaios, as amostras foram submetidas a testes de citotoxicidade
pelo ensaio do MTT, ndo demonstrando toxicidade nas concentracbes testadas
(valores superiores a 80% de viabilidade celular) (APENDICE A, pag. 217). Aatividade
antiviral foi avaliada pelo ensaio de placas e os resultados estdo representados na
Figura 9. O extrato apresentou redugcdo na carga viral de aproximadamente 2,0 log
na concentragcao de 30 ug/mL, enquanto a fragdo Dcm reduziu em 1,3 log, nessa

mesma concentrago.
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Figura 9 - Efeito do extrato e fragbes de C. cruciata na carga viral de células Calu-3
infectados com SARS-CoV-2
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Os ensaios de placas foram realizados com sobrenadantes de células Calu-3 (10° células/pogo)
infectadas com SARS-CoV-2 (MOI 0,1) durante 48h e titulados em células Vero CCL81 sobrepostas
com 0,8% de carboximetilcelulose. As células Calu-3 foram pré-tratadas 1 hora antes da infecgéo viral.
O tratamento das monocamadas infectadas foi mantido até 48 h.p.i, quando o sobrenadante foi coletado
e analisado quanto a infectividade utilizando ensaio de placa. Os dados obtidos foram expressos em
unidades formadoras de placa por mililitro (PFU/mL) comparados com Veiculo (DMSO + Etanol)
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001 - ANOVA com péds-teste Tukey).

N&o ha registros na literatura acerca da atividade frente ao SARS-CoV-2 desta
especie, sendo entdo a primeira vez documentada no presente trabalho. No entanto,
algumas plantas, conhecidas por suas propriedades medicinais, ja foram investigadas
por seu efeito antiviral. Exemplos disso sdo os extratos aquosos e etandlicos de
Artemisia annua e Artemisia afra, que apresentaram inibicido do SARS-CoV-2 em
células Vero E6 em concentragbes de 225 ug/mL. A. annua é utilizada na medicina
tradicional chinesa como antimaléarico, sendo esse efeito atribuido a artemisinina, uma
lactona sesquiterpénica (NIE et al., 2021). O extrato aquoso de Glycyrrhiza glabra,
conhecida como alcaguz, também reduziu a carga viral em células Vero EG, infectadas

com o coronavirus, na concentracéo de 2 mg/mL (VAN DE SAND et al., 2021).
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5.5 Efeito dos extratos e fracdes na reducao da liberacédo da citocina IL-6

O modelo in vitro padronizado envolveu a estimulagdo de células A549
simultaneamente com IFN-y e TNF. Esses mediadores pro-inflamatorios foram
escolhidos devido ao seu papel significativo na progresséo e exacerbacédo da COVID-
19. O IFN-y foi previamente identificado como um novo mediador de inflamagao e
coagulacdo na SARS (DRASLER et al., 2020), e niveis elevados de interleucina-6 (IL-
6) servem como marcador para prever o curso desfavoravel da COVID-19 (GONG et
al., 2020). A exacerbacéo da liberagdo de citocinas foi avaliada pela quantificagdo dos
niveis de IL-6 e TNF. Apos estimulagdo com IFN-y e TNF, as células A549 exibiram
um aumento de 3,75 vezes nos niveis de IL-6 (300,3 + 5,3 vs 81,43 + 0,9 pg/mL no
grupo basal, p < 0,0001) e um aumento de 33 vezes nos niveis de TNF (535,3 + 15,9
vs 16,14 = 1,0 pg/mL no grupo basal, p < 0,0001) ao longo do periodo de ensaio (24
h) (dados nao mostrados).

Considerando os resultados frente ao MHV-3, foram selecionados para esse
ensaio os extratos de C. cruciata e B. stylosa, bem como as fragdes Hex e Dcm de C.
cruciata e a fragdo Dcm de B. stylosa. Embora essa ultima ndo tenha apresentado
reducao significativa da carga viral de MHV-3, trabalhos anteriores com essa fragao,
realizados pelo nosso grupo de pesquisa, resultaram no isolamento de dois diterpenos
(que serao descritos posteriormente). Ja foi demonstrado que alguns terpenos podem
diminuir os sintomas associados a inflamacéo, reduzindo a liberag¢ao de citocinas pro-
inflamatorias (DEVI et al., 2024). O extrato de B. imbricata também foi incluido nesse
ensaio, pois apresentou uma discreta redugao da carga viral nas células L929
infectadas com MHV-3 e ja foi utilizado em trabalhos anteriores.

A citotoxicidade dos extratos e fragdes foi avaliada previamente em células
A549, pelo ensaio do MTT, e os valores de CCso foram calculados. Todos
apresentaram-se maiores que 20 ug/mL, com excec¢ao da fracdo Dcm de C. cruciata,
que apresentou CCso de 8,5 + 3,8 ug/mL (APENDICE A, pag. 217). Optou-se por
utilizar concentragdes entre 1 e 15 pg/mL.

As fragbes Hex e Dcm derivadas de C. cruciata demonstraram uma redugao
significativa da lieragao de IL-6 pelas células A549. A fragdo Dcm, em particular, exibiu
uma diminui¢ao de aproximadamente 20% na menor concentragao testada (1 ug/mL)
em comparagao ao grupo controle (células + citocinas). Além disso, a fracdo Dcm de

B. stylosa também apresentou uma redugao significativa, de aproximadamente 27%,
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nos niveis da citocina. Por outro lado, o extrato de B. imbricata destacou-se ao reduzir
os niveis de IL-6 em 78% em comparagdo com o controle, além de reduzir cerca de
57% mais do que a dexametasona, um anti-inflamatério usado como controle positivo
(Figura 10).

Figura 10 - Reducéo da citocina pré-inflamatéria IL-6 liberada por células A549 estimuladas

por TNF e IFN-y, e tratadas com extratos e fracdes de C. cruciata, B. stylosa e B. imbricata
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As citocinas foram medidas de acordo com o protocolo do kit de imunoensaio do sistema R&D. Os
resultados sdo apresentados como % dos niveis de citocina + desvio padrdao, em comparagdo com o
grupo controle (células + citocinas) (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001 - ANOVA com pos-
teste Tukey).

Diversos metabdlitos secundarios possuem propriedades imunomoduladoras,
facilitando a regulacdo positiva da expressdo de citocinas anti-inflamatdrias, ao
mesmo tempo que regulam negativamente a expressao de citocinas inflamatdrias,
incluindo IL-6, IL-17 e TNF (SAPRA et al., 2021). Varios extratos e compostos isolados
de plantas exibem propriedades anti-inflamatérias, incluindo espécies da tribo
Eupatorieae, que abrange o género Campovassouria. Por exemplo, Eupatorium
perfoliatum inibiu a liberagdo de NO em células RAW 264.7 estimuladas por LPS e a
atividade foi atribuida a eupafolina, uma lactona sesquiterpénica (MAAS; DETERS;
HENSEL, 2011). Da mesma forma, foi demonstrado que uma fragdo de

sesquiterpenos derivados de Eupatorium lindleyanum regula negativamente os niveis
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de TNF, IL-6 e IL-18 em um modelo murino de lesdo pulmonar aguda induzida por
LPS (CHU et al., 2016). Por sua vez, varias espécies do género Baccharis possuem
atividade anti-inflamatoéria descrita, como é o caso da B. notorsegila, cujo extrato
metandlico e as fragbes hexanica e acetato de etila reduziram os mediadores pro-
inflamatorios IL-6 € MCP-1 em células THP1 estimuladas com LPS (BURGOS et al.,
2023). Os extratos metandlicos de B. punctulata e B. trimera também reduziram a
expressao de IL-6, MCP-1 e IL-13 nesse mesmo modelo citado (BURGOS et al.,
2024), enquanto a Baccharis dracunculifolia inibiu a producédo de IL-6 e IL-10 em

macrofagos peritoneais murinos estimulados com LPS (BACHIEGA et al., 2013).

5.6 Fracionamento das fragdes selecionadas

Com base nos resultados obtidos nos testes bioldgicos, foi selecionada a fragao
diclorometanica (Dcm) de C. cruciata para dar prosseguimento ao estudo, visando
isolar constituintes ativos. Afragcdo Dcm de B. stylosa, embora nao tenha demonstrado
atividade contra o MHV-3, apresentou uma leve reducao nos niveis de IL-6. Por outro
lado, o extrato de B. imbricata mostrou uma atividade discreta contra o coronavirus
murino e uma redugéo significativa nos niveis desta citocina. E importante destacar
que a fracdo Dcm do extrato de B. imbricata foi utilizada pela autora em seu trabalho
de mestrado.

Portanto, além do fracionamento da Dcm de C. cruciata, serdo descritos
também os fracionamentos para as demais fragbes supracitadas (Dcm de B. stylosa
e Dcm de B. imbricata), considerando que essas ja foram previamente utilizadas pelo

NOsso grupo de pesquisa.

5.6.1 Fracionamento da fragdo Dcm de C. cruciata em coluna de silica gel

O fracionamento da fragao diclorometanica (Dcm) de C. cruciata, foi realizado
em coluna aberta de silica gel, conforme descrito na segéo 4.8 da parte experimental.
As fragbes foram reunidas de acordo com a semelhanga do perfil
cromatografico em cromatografia de camada delgada (CCD). Trés grupos de fragdes
reunidas, Fr. 166-191, Fr. 220-247 e Fr. 255-279, que apresentaram massa
consideravel, foram selecionadas para um subsequente refracionamento e os perfis

cromatograficos estao representados na Figura 11.
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Figura 11 - Perfis cromatograficos obtidos por UPLC-DAD para os grupos de fragdes Fr. 166-
191 (A), Fr. 220-247 (B) e Fr. 255-279 (C), oriundas da fragao Dcm de C. cruciata (Condi¢des
cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.11)
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Afracao Fr. 166-191 apresentou um pico majoritario com tempo de retencao de
2,71 minutos, e por isso foi purificada conforme descrito na secéao 4.8.1, utilizando
uma estratégia de solubilizacdo diferencial em diclorometano, onde a substéncia de
interesse apresentou baixa solubilidade no solvente empregado, em relagdo as
impurezas mais lipofilicas. O perfil cromatografico obtido para a substancia isolada,
ilustrado na Figura 12, permite afirmar que o processo de purificacao foi eficiente,

resultando na obtencao de um sélido branco, denominado PPT.
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Figura 12 - Perfil cromatografico obtido por UPLC-DAD para PPT (Condi¢des

cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.11)
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Para a Fr. 220-247, optou-se em realizar uma separacado por RP-HPLC em
escala preparativa. As condicbes cromatograficas foram otimizadas visando a
separagao de cada pico e para monitorar o processo de purificagao foi utilizada
deteccdo no UV em dois comprimentos de onda distintos, 225 e 254 nm. O
cromatograma obtido esta representado na Figura 13. Apos as inje¢des, as fragdes
foram coletadas, o solvente foi eliminado em evaporador rotatério e a agua residual
foi eliminada em liofilizador. Foram obtidas duas fracées principais denominadas
ClITr27,5 (pico 1; 94,6 mg; 47,6% m/m) e ClITr33,2 (pico 2; 17,3 mg; 8,7% m/m).
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Figura 13 - Perfil cromatografico obtido por RP-HPLC em escala preparativa para o

fracionamento de Fr. 220-247 (Condigbes cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.8.2)
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Por sua vez, o grupo de fragdes Fr. 255-279 foi purificado em coluna de silica
gel, conforme descrito na sec¢ao 4.8.3. As fragdes obtidas também foram reunidas por
semelhanca de perfis cromatograficos em CCD. A fragdo denominada F.63 foi
analisada por UPLC-DAD-ESI-MS e apresentou um perfil cromatografico com um pico

majoritario em 4,25 minutos, conforme a Figura 14.
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Figura 14 - Perfil cromatografico obtido por UPLC-DAD de F.63 (Condigbes cromatograficas:
vide Parte Experimental - item 4.11)
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5.6.2 Fracionamento da fragcdo Dcm de B. stylosa

O fracionamento da fracdo diclorometanica (Dcm) de B. stylosa foi realizado
em coluna de silica gel, conforme descrito na segédo 4.9 da parte experimental. A
reunido das fragdes foi feita com base na semelhanga do perfil cromatografico em
CCD de silica gel. Dois grupos de fragées principais, Fr. 173-189 e Fr. 245 -303, foram
selecionados para um subsequente fracionamento e os perfis cromatograficos estao
representados na Figura 15. Para a selecao, foi considerada n&o s6 a massa (mg),
mas também a complexidade da composicao das fragdes, analisadas em UPLC-DAD-
ESI-MS.
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Figura 15 - Perfis cromatograficos obtidos por UPLC-DAD para os grupos de fragdes
reunidas Fr. 173-189 (A) e Fr. 245-303 (B) (Condigbes cromatograficas: vide Parte Experimental -

item 4.11)
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Posteriormente, essas fragbes foram purificadas por RP-HPLC em escala
preparativa. Os cromatogramas obtidos estdo representados na Figura 16. Apés as
injecdes, as fragdes foram coletadas, o solvente foi eliminado em evaporador rotatério
e a agua residual foi eliminada em liofilizador. Foram obtidas as seguintes fragdes: S1
(Tr 32,7 min; 5,9 mqg), S2 (Tr 39,4 min; 2,6 mg), S3 (Tr 42,3 min; 3,9 mg) e S4 (Tr47,0
min; 10,7 mq), derivadas de Fr. 173-189; e Y1 (Tr 25,7 min; 2,6 mg), Y2 (Tr 27,6 min;
3,9 mg), Y3 (Tr 31,4 min; 8,2 mg), Y4 (Tr 39,7 min; 1,8 mg) e Y5 (Tr 45,8 min; 4,1 mg),
derivadas de Fr. 245-303. Em seguida, essas foram analisadas em UPLC-DAD-ESI-
MS e verificou-se que algumas possuiam mais de uma substancia, normalmente de
caracteristicas semelhantes. A fracdo S2 apresentou um pico majoritario em 6,78

minutos e, por isso, foi selecionada para a elucidacéo estrutural (Figura 17).
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Figura 16 - Perfil cromatografico obtido por RP-HPLC em escala preparativa para o

fracionamento dos grupos de fragdes reunidas Fr. 173-189 (A) e Fr. 245-303 (B) (Condicdes

cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.9.1)
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Figura 17 - Perfil cromatografico obtido por UPLC-DAD para S2 (Condigbes cromatograficas:
vide Parte Experimental - item 4.11)
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5.6.3 Fracionamento da fragdo DCM1 de B. stylosa

E importante ressaltar ainda que, anteriormente, a aluna de iniciacdo cientifica
Ana Clara Rabelo, na elaboragado do seu Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC),
havia realizado um subsequente fracionamento da fragdo Dcm de B. stylosa, com
extragcdo por solucdo alcalina, a fim de separar compostos com carater acido,
principalmente fendlicos, dos demais compostos presentes (secdo 4.7, Parte
Experimental).

Em relagdo aos flavonoides, sabe-se que os heterosideos sédo soluveis em
agua e alcoois diluidos, ao passo que as agliconas sao normalmente soluveis em
solventes organicos lipofilicos e, pelo carater fendlico, também em solugdes alcalinas
(ZUANAZZI; MONTANHA; ZUCOLOTTO, 2017). Com base nessa caracteristica,
realizou-se uma extragao liquido-liquido com uma solugédo de NaOH 5% (m/v), ja que
em meio alcalino, as hidroxilas fendlicas encontram-se desprotonadas e,

consequentemente, os compostos sdo mais soluveis em solucdo aquosa. Com a
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posterior acidificagdo, as agliconas voltam a sua forma nao-ionizada e podem ser
extraidas com solvente lipofilicos imisciveis em agua.

Assim, duas fracdes foram obtidas, a DCM 1, que corresponde aos compostos
que nao se desprotonaram em meio basico, e a DCM 2, enriquecida em compostos
fendlicos, no caso, principalmente os flavonoides. Em seguida, foi realizado um
fracionamento da DCM 1 através de uma filtracdo em funil sinterizado e posterior
purificacdo por RP-HPLC das fragbes selecionadas, obtendo-se assim duas fragdes,
denominadas A6 e B3 (Figura 18).

Figura 18 - Perfis cromatogréficos obtidos por UPLC-DAD para as fragbes A6 e B3

(Condigdes cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.11)
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5.6.4 Fracionamento da fragcdo Dcm de B. imbricata

O fracionamento por extragcdo em meio alcalino foi realizado pela autora,
durante o seu mestrado, com a fragao diclorometanica (Dcm) de B. imbricata. Dessa

forma, foram também obtidas as fracdes DCM1 e DCM2 (seg¢do 4.7, Parte
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Experimental). Do fracionamento de DCM2 por RP-HPLC em escala preparativa
obteve-se o betuletol (64), um flavonol dimetilado (RABELO, 2020).

OCHs

(64) betuletol

Posteriormente, a fragdo DCM 1 foi submetida a fracionamento em coluna de
silica gel, conforme descrito na seg¢do 4.10 da Parte Experimental. A analise por
UPLC-ESI-MS demonstrou que o grupo de fragdes reunidas Fr.240-243 apresentou

perfil cromatografico com um pico maijoritario em 7,12 minutos (Figura 19).

Figura 19 - Perfil cromatografico obtido por UPLC-DAD para o grupo de fragdes reunidas

Fr.240-243 (Condigbes cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.11)
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AFigura 20 mostra trés fluxogramas, resumindo dos fracionamentos realizados

com cada espécie.

Figura 20 - Fluxogramas dos fracionamentos de C. cruciata (A), B. stylosa (B) e B. imbricata (C)
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5.7 Elucidacéao estrutural das substancias isoladas

Foram obtidas quatro substancias de C. cruciata (PPT, F.63, ClITr27,5 e
ClITr32,2), trés substancias de B. stylosa (S2, A6 e B3) e uma substancia de B.
imbricata (Fr. 243). Essas substéncias foram analisadas por UPLC-DAD-ESI-MS, e
foram obtidos os espectros de RMN de 'H e de 3C, assim como os mapas de contorno
bidimensionais COSY, HSQC, HMBC e NOESY. A elucidacéao estrutural sera descrita

a seqguir.

5.7.1 Elucidagéao estrutural de PPT isolado de C. cruciata

Foi obtido um sdlido branco e o espectro de absorgdo no UV registrado para

PPT indicou Amaxem 219 e 323 nm, sugerindo se tratar de uma substancia aromatica.

Os espectros de massas apresentaram um ion em m/z 163 [M+H]* e em m/z 161 [M-
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H]. Os espectros de massas e de absor¢do no UV da substancia purificada estéao

representados na Figura 21.

Figura 21 - Espectro no UV (A) e espectros de massas (ESI+ e ESI-) (B) obtidos para PPT

(Condigbes cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.11)
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A comparagdo com dados da literatura, permitiu inferir que a substancia

pertence a classe das cumarinas, que podem ser classificadas em nao substituidas;

hidroxi-,

metoxi

(alcoxi)-

e metileno-di-hidroxi-cumarinas e seus glicosideos;
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furanocumarinas, piranocumarinas e 3,4-benzocumarinas (LOZHKIN; SAKANYAN,
2006). Os esqueletos das estruturas dos tipos de cumarinas estao representados na

Figura 22.

Figura 22 - Esqueletos carbdnicos das classes de cumarinas
R

1 0L, OO

N N RO o) ) o o) o)
R

(A) (B) (C)

HsC

HaC

(D) (E)

Cumarinas ndo substituidas (A); hidroxi- ou metoxi-cumarinas (B); furanocumarinas (C);

piranocumarinas (D) e 3,4-benzocumarinas (E)

Os dados do espectro de massas sugerem que PPT € uma hidroxi-cumarina,
uma vez que a massa molar obtida é de 162 Da. Além disso, foi feita uma analise por
CCD em silica gel 60 F2s4, e a detecgdo no comprimento de onda de 365 nm
demonstrou uma mancha de fluorescéncia azul (Figura 23). Segundo (WAGNER;
BLADT, 1996), cumarinas simples apresentam fluorescéncia azul ou azul esverdeada
intensa em 365 nm, enquanto as furano e piranocumarinas apresentam fluorescéncia
amarela, marrom, azul ou azul esverdeada nesse mesmo comprimento de onda.

Considerando a massa molar, pode-se inferir que se trata de uma cumarina simples.
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Figura 23 - Perfil cromatografico obtido por CCD de silica gel F2s4 para o sélido PPT (Condigbes

cromatograficas: eluente diclorometano/acetato (8:2); deteccdo UV-365 nm)

O espectro de RMN de '3C indicou sinais de ressonancia de 9 carbonos e, a

partir do sub-espectro DEPT 135, foi possivel determinar um sinal em 6C 162,0 ppm,

caracteristico de carbonila, trés carbonos quaternarios (6C 161,0; 156,9 e 112,8 ppm)
e cinco grupos metinicos (6C 144,6; 130,4; 113,7; 112,7 e 103,2 ppm) (Figuras 24 e

25).

Figura 24 - Espectro de RMN de 3C de PPT (Acetona-d6; 100 MHz)
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Figura 25 - Sub-espectro de DEPT-135 de PPT (Acetona-d6; 100 MHz)
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Correlacionando esses dados com os obtidos pelo espectro de massas, pode-
se dizer que a massa molar é compativel com a férmula molecular CoHsO3.

No espectro de RMN de 'H (Figura 26), foi possivel observar cinco sinais,
sendo quatro dupletos (6H 7,86; 7,51; 6,84 € 6,17 ppm) e um simpleto (dH 6,75 ppm),
correspondentes a um hidrogénio cada. Dessa forma, pode-se inferir que a hidroxila

esta na posicao 6 ou 7 do nucleo cumarinico.
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Figura 26 - Espectro de RMN de 'H de PPT (Acetona-d6; 400 Mhz)
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Nao foram obtidos os experimentos bidimensionais COSY, HSQC e HMBC, por
se tratar de uma substancia ja descrita na literatura. Através da comparagao entre os
dados apresentados por (OMI; FUKAI; FURUMOTO, 2020), PPT foi identificado com
a 7-hidroxicumarina (65), também denominada de umbeliferona. Os valores de

deslocamentos quimicos de 'H e '3C estao dispostos na Tabela 20.

(65) umbeliferona
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Tabela 20 - Dados de RMN de 'H e '3C obtidos para PPT (5 em ppm, Acetona-d6; 400 MHz)

e comparagao com os dados da literatura para umbeliferona

PPT Umbeliferona*
Posicao OH (Jem Hz) oC OH (Jem Hz) oC
2 - 162,0 - 161,0
3 6,17; d (9,4) 12,7 6,15; d (9,6) 112,9
4 7,86;d (9.4) 144.,6 7,85;d (9,6) 1447
5 7,51;d (8,2) 130,4 7,50; d (8,4) 130,4
6 6,84;d (8,2) 113,7 6,83; dd (8,4, 2,4) 113,7
7 - 161,0 - 162,0
8 6,75; s 103,2 6,74;d (2,4) 103,3
9 - 112,8 - 112,8
10 - 156,9 - 157,0
7-OH - - 9,51 -

d: dupleto; dd: dupleto duplo; s: simpleto

*Omi, Fukai e Furumoto (2020). RMNde 'H — 600 MHz, Acetona-de; RMN de 3C 150 MHz, Acetona-ds)

A umbeliferona € comumente encontrada em diversas espécies das familias

Apiaceae (Umbelliferae), Asteraceae e Rutaceae (MAZIMBA, 2017), mas esta é a

primeira descrigdo de sua ocorréncia em C. cruciata. Diversas propriedades

farmacoldégicas ja foram relatadas para essa substancia, dentre elas as atividades

antioxidante, anti-hiperglicémica, antitumoral, anti-inflamatdria, anti-hiperlipidémica e
imunomoduladora (CRUZ et al., 2020).

5.7.2 Elucidagéo estrutural de F.63 isolado de C. cruciata

Foi obtido um sdlido branco cristalino. O espectro de absor¢cdo no UV de F.63

apresentou Amaxde 225 nm e os espectros de massas apresentaram ions em m/z 725
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[2M+H]*, 385 [M+Na]*, 363 [M+H]*, 345 [M-H20+H]" e em m/z 769 [2M+HCOOH-H],
407 [M+HCOOH-H] e 361 [M-H] e, conforme demonstrado na Figura 27, sugerindo

a massa molar de 362 Da para a substancia.

Figura 27 - Espectro no UV (A) e o espectro de massas (ESI+ e ESI-) (B) de F.63 (Condigdes
cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.11)
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Observando o maximo de absorgao no UV e a massa molecular da substancia,

pode-se inferir que pertence a classe dos terpenos.
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O espectro de RMN de '3C indicou sinais de ressonancia de 20 carbonos e, a
partir do sub-espectro DEPT 135 e do mapa de contornos HSQC, foi possivel
determinar dois sinais de carbonila (6C 169,2 e 166,3 ppm), quatro carbonos
quaternarios (6C 141,0; 137,0; 126,6 e 57,1 ppm) e trés grupos metilénicos (6C 125,3;
43, 1 e 34,4 ppm) (Figura 28 e 29). Os sinais na regiao entre 60 e 80 ppm indicam a
presenga de carbonos ligados a atomos de oxigénio, enquanto os sinais na regiao de

100 a 150 ppm s&o caracteristicos de carbonos com hibridizagéo sp?.

Figura 28 - Espectro de RMN de 3C de F.63 (CDCls; 150 MHz)
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Figura 29 - Sub-espectro de DEPT-135 de F.63 (CDCls; 150 MHz)
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Esses dados espectrais sdo compativeis com um diterpeno ou uma lactona
sesquiterpénica prenilada. Verificando os dados da literatura sobre a composi¢ao
fitoquimica da tribo Eupatorieae e da subtribo Disynaphiinae, na qual esta incluido o
género Campovassouria, observou-se que 0s sesquiterpenos sao a classe de
constituintes predominante (DA COSTA; TERFLOTH; GASTEIGER, 2005; DE SOUZA
et al.,, 2021; ZHANG et al.,, 2008). Além disso, conforme citado anteriormente,
(BOHLMANN et al., 1983) isolaram, das partes aéreas de C. cruciata, heliangolideos,
germacrolideos e guaianolideos, que sao tipos de lactonas sesquiterpénicas.
Lactonas sesquiterpénicas sao metabdlitos secundarios, provenientes da via do
mevalonato, que sofrem ciclizacbes e subsequentes modificacdes oxidativas,
resultando em uma série de esqueletos carbociclicos conhecidos como
germacrolideos, heliangolideos, guaianolideos e eudesmanolideos, entre outros
(RODRIGUEZ; TOWERS; MFTCHEU, 1976). A Figura 30 representa os esqueletos

de alguns desses tipos de estruturas.
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Figura 30 - Esqueletos de alguns tipos de lactonas sesquiterpénicas

Germacranolideos (A); heliangolideos (B); guaianolideos (C e D); pseudoguaianolideos (E);

eudesmanolideos (F)

A andlise do espectro de RMN de 'H (Figura 31) revelou a presenca de um
simpleto (&8H 1,51 ppm) e de um dupleto (dH 1,98 ppm), correspondentes a trés
hidrogénios cada, bem como de um simpleto (6H 1,87 ppm), correspondente a seis
hidrogénios, demonstrando assim a presenca de quatro grupos metilicos. Esses
achados estdo em consonancia com o observado no espectro de RMN de'3C e no
subespectro DEPT-135.
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Figura 31 - Espectro de RMN de 'H de F.63 (CDCls; 600 Mhz)
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Com base nas informacdes descritas anteriormente, € possivel afirmar que a
molécula é composta por sete grupos metinicos (6H 6,14; 5,56; 5,30; 5,23; 4,95; 2,91
e 2,58 ppm). Correlacionando esses dados com os obtidos no espectro de massas,
pode-se dizer que a massa molar de 362 Da é compativel com a formula molecular
C20H260e.

A andlise do mapa de contornos HSQC (Figura 32) indicou a correlagao dos
sinais dos hidrogénios metilénicos em dH 5,80 e 6,40 ppm com o sinal do carbono em
oC 125,3 ppm (C-13), enquanto os sinais dos hidrogénios metinicos dH 6,14 e 5,30
ppm apresentaram correlagdo com as ressonancias dos carbonos em 8C 141,0 (C-3’)
e 124,3 (C-5) ppm, respectivamente. Para o sinal do hidrogénio em dH 4,95 ppm
observou-se uma correlagdo com o sinal do carbono em &C 66,5 ppm (C-3),
deslocamento caracteristico de ligagao C-O, assim como os hidrogénios metinicos em
OH 2,58 e 5,56 ppm, que apresentaram correlagdo com os sinais dos carbonos em 6C
59,6 (C-1) e 73,0 (C-6) ppm, respectivamente. As demais correlagdes observadas
estdo descritas na Figura 32.



Figura 32 - Mapa de contornos HSQC de F.63 (CDClI3)
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-
H-3/C-3

As estruturas dos esqueletos das lactonas sesquiterpénicas representadas na
Figura 30 (pag. 113) apresentam uma dupla ligacao adjacente a carbonila, ou seja,
um grupo a-metileno-y-lactona.

No espectro de RMN de 'H de F.63 (Figura 33) observa-se dois dupletos
centrados em 6H 5,80 e 6,40 ppm (H-13), com constantes de acoplamento de 2,0 Hz,
indicativos da presencga dos hidrogénios metilénicos de uma ligagéo dupla terminal.
Adicionalmente, a analise do mapa de contornos HMBC (Figura 34) indicou
correlagdes entre o sinal do carbono em 6C 169,2 ppm (C-12) com esses hidrogénios
metilénicos, confirmando a presencga do grupo a-metileno-y-lactona. Além disso, no
HMBC verifica-se também a correlagao entre o sinal da carbonila da lactona 6C 169,7
ppm com os sinais dos protons em 8H 5,56 (H-6) e 2,91 (H-7) ppm, indicando que
esses correspondem aos grupos metinicos, nas posicoes y e B, respectivamente.

ppm
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Figura 33 - Espectro de RMN de 'H de F.63 (CDCls; 600 Mhz)
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Figura 34 - Expansdes do mapa de correlagdes heteronucleares HMBC de F.63 (CDCls)

H-13 H—13ﬂ H-6 H-7 N
___ M i L / Y A4 WA

. ppm

£

ES F162

5 164
;_‘ e F166

_: 168
“z 2 @ &)

z F170

3 H-13/C-12 H-13/C-12 H-6/C-12

=

z 172

k!

i

-3

= F174

ES

- T T T T T 1 T T T T

6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 ppm  2.95 2.90 2.85 2.80 ppm

Os esqueletos de sesquiterpenos (Figura 30, pag. 113) dos tipos
germacrolideos (A) e heliangolideos (B) apresentam uma dupla ligagdo entre os
carbonos C-4 e C-5, que ndo estdo presentes nos gaianolideos (C e D), nos
pseudoguaianolideos (E) e nos eudesmanolideos (F). No espectro de RMN de 'H, o

sinal em &H 5,30 ppm (H-5) possui deslocamento quimco caracteristico de hidrogénio
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ligado a carbono sp2. E possivel observar, no mapa de contornos COSY (Figura 35),
a correlagao entre esse proton e o duplo dupleto em 8H 5,56 ppm (H-6), demonstrando
que esse ultimo € um hidrogénio alilico a dupla ligagdo. Adicionalmente, a constante
de acoplamento escalar entre esses sinais (H-5 e H-6) € de 11,0 Hz, sugerindo que
esses dois hidrogénios se encontram cis posicionados. A presenca de uma ligagao
dupla entre C-4 e C-5 descarta a possibilidade de que F.63 seja um guaianolideo,

pseudoguaianolideo ou um eudesmanolideo.

Figura 35 - Expansao do mapa de correlagbes homonucleares COSY de F.63 (CDCI3)
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O mapa de contornos HMBC (Figura 36A) indica manchas de correlagéo entre
os sinais dos carbonos 6C 1419 e 124,3 ppm, atribuidos a C-4 e C-5,
respectivamente, e o sinal dos hidrogénios em &H 1,87 ppm (H-15), indicando a
presenca desse grupo metilico na posicao 4. Além da magnitude da constante de
acoplamento Js6 (11,0 Hz), a correlagdo NOESY entre H-5/H-15 (Figura 36B) permitiu
a atribuicdo de uma geometria Z a ligacédo dupla C-4/C-5, confirmando a estrutura de

um heliangolideo.
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Figura 36 - Expansdes do mapa de correlagdes heteronucleares HMBC (A) e do mapa de
contornos NOESY (B) de F.63 (CDCls)
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O quarteto referente ao sinal do hidrogénio em 6H 6,14 ppm (H-3’) possui um
constante de acoplamento escalar de 7,0 Hz. O deslocamento quimico e a constante
de acoplamento sugerem tratar-se de um préton em posigdo geminal a um grupo
metilico, pertencentes a uma dupla ligacdo. O dupleto referente aos hidrogénios
metilicos em 6H 1,98 ppm (H-4’), corrobora a posi¢gao geminal desse grupo (Figura
37A). O sinal do préton olefinico (H-3’) em torno de 6,10 ppm é caracteristico de
angelatos (MARTINEZ et al., 1979).

As correlagcdes observadas no mapa de contornos HMBC entre os carbonos 6C
126,6 e 141,0 ppm, atribuidos a C-2’ e C-3’ respectivamente, e o sinal dos hidrogénios
em dH 1,87 (H-5’) e 1,98 (H-4’) ppm, confirmam a presenca dessas duas metilas na
insaturacéo (Figura 37B). E importante ressaltar que os sinais de H-15 e H-5' estédo
sobrepostos. Além disso, ha um sinal de correlagao entre o carbono 6C 166,3 ppm (C-
1’), referente a uma carbonila, e o sinal do préton em 6H 6,14 ppm (H-3’), indicando a
presenca do grupo éster adjacente a ligacao dupla C-2’/C-3’. Por fim, foi possivel fixar
a ligagao desse grupo esterificado na posi¢ao 8, uma vez que o sinal da carbonila em

ppm
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oC 166,3 ppm (C-1’) apresenta correlagao com o sinal de H-8 (dH 5,23 ppm) (Figura
37C).

Figura 37 - Expansoes do espectro de RMN de 'H (A) e do mapa de correlagdes
heteronucleares HMBC (B e C) de F.63 (CDCls)

ppm

~135

140

f\ H-5'
Hoa H—15/ \
A RSO 5e B SN J\
— o oY O
9O 6 0 W0 -
L] | o5 |
C-2" -
H-3 f H-4 /\ﬂ
\/ l
/ \ / Lv 7
Wj - / -
T T T T T C—é; =S -
6.15 ppm 2.00 1.95 ppm -4'/C-1
| L
mﬁ Tm
o [eo]
< ©
- N T T T T T T

H-3 I H-8
C *_ffNL\—..JJ( L__,NL_WUL ppm

3

r162

164

168

170

172

174

6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2  ppm

Os sinais de carbonos em &6C 59,6 e 57,1 ppm, atribuidos a C-1 e C-10
respectivamente, apresentam ressonancias na regido entre 60 e 80 ppm,
caracteristicas de carbonos de ligagao C-O, o que justifica a presenga de um grupo
oxirano entre esses atomos. As correlagdes no HMBC, entre os sinais dos hidrogénios
em 1,51 ppm e os sinais dos carbonos atribuidos a C-1 (59,6 ppm), C-9 (43,1 ppm) e

C-10 (57,1 ppm) permitiram definir a localizagado desse grupo metilico na posi¢céo 10
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(Figura 38). Por sua vez, a ressonancia do carbono carbindlico em 66,5 ppm foi

atribuida ao C-3, apontando a localizagao de uma hidroxila nesta posic¢ao.

Figura 38 - Expansdes do mapa de correlagdes heteronucleares HMIBC de F.63 (CDCIs)
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Sabe-se que as lactonas sesquiterpénicas sao formadas a partir da
condensacgao de trés unidades de isopreno, subsequente ciclizagcao e transformagao
oxidativa para produzir uma lactona cis ou trans-fundida (CHATURVEDI, 2011). Todos
os heliangolideos, germacrolidos e guaianolideos previamente isolados de C. cruciata
exibem um anel de lactona transfundido, onde H-7 tem orientagado a, sem excecao.

As correlagbes observadas entre os sinais H-7/H-1 e H-7/H-8 no mapa de
contornos NOESY (Figura 39) permitiram a determinagdo da orientacédo a de H-1 e
H-8. Embora existam correlacbes NOESY entre H-6 e H-7, porque estdo a 90° um do
outro, € importante destacar que eles estdo em um arranjo anti, com H-6 em
orientacdo B. Ademais, as correlacbes entre H-6/H-14 e H-6/H-3 sugerem a
orientagao 3 tanto do grupo 14-metil quanto do H-3.

Dessa forma, a estereoquimica relativa da substancia foi estabelecida pelas
correlagdes NOESY entre H-7/H-1 e H-6/H-14, demonstrando a transfusao do anel
oxirano, e entre H-7/H-8, indicando a orientacdo B para o grupo angeloiloxi. A
correlagdo entre H-6/H-3 e H-14/H-3 possibilitou atribuir a orientagdo a ao grupo

hidroxila em C-3.
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Figura 39 - Mapa de contornos NOESY de F.63 (CDCI3)
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Portanto, a estrutura de F.63 foi elucidada como sendo 8B-angeloiloxi-3a-
hidroxi-1a,10-epoxi-6H,7aH-helianga-42,11(13)-dien-6,12-olida ou 3-epi-
leptocarpina (66) que é aqui descrita pela primeira vez. Os mapas de contornos
bidimensionais COSY e HMBC completos encontram-se em anexo (APENDICES C,
pag. 218).
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(66) 3-epi-leptocarpina

5.7.3 Elucidagao estrutural de CIITr27,5 isolada de C. cruciata

Foi obtido um sélido branco cristalino. O espectro de absor¢dao no UV de
ClITr27,5 apresentou Amax de 225 nm e o0 espectro de massas revelou ions em m/z
385 [M+Na]*, 363 [M+H]", 345 [M-H20+H]*, 327 [M-2(H20)+H]* e em m/z 769
[2M+HCOOH-H], 407 [M+HCOOH-H], 397 [M+2(H20)-H] e 361 [M-H], conforme
demonstrado na Figura 40, indicando que a massa molecular da substancia é

provavelmente 362 Da.
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Figura 40 - Espectro de absorgdo no UV (A) e o espectro de massas (ESI+ e ESI-) (B) de
ClITr27,5 (Condigdes cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.11)
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A analise os dados espectroscopicos obtidos para CIITr27,5 indicou
semelhancgas estruturais com a lactona sesquiterpénica descrita no item 5.7.2,
incluindo a presenca de lactona a,B-insaturada, a estereoquimica Z da ligacao dupla
C-4/C-5, bem como a presencga de anel 1,10-oxirano e de grupo 8B-angeloiloxi.

Entretanto, algumas diferengas foram detectadas nos dados de RMN nos sinais
atribuidos a C-3 e C-15, que apresentaram deslocamentos quimicos de 66,5 e 17,1

ppm em F.63, enquanto para CIITr27,5 foram observados valores de 86C 72,3 e 23,1
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ppm. Além disso, a ressonancia de H-3 mostrou uma significativa diferenga no valor
de deslocamento quimico (&H 4,49 ppm em CIITr27,5 e 4,95 pp em F.63) e uma
mudanga na multiplicidade do sinal, sendo observado como um duplo dupleto em
ClITr27,5 e como um simpleto largo m em F.63. Por sua vez, o proton H-6 esta foi
atribuido ao sinal em &H 5,56 ppm no composto F.63 e em dH 6,66 ppm em CIITr27,5.
Essa diferenga de valores de deslocamento quimico de H-6 também é observada em
isbmeros que possuem grupo hidroxila posicionado em a ou (3. Por exemplo, a
heliangina, cujo grupo hidroxila em C-3 ocupa a posi¢ao [3, apresenta ressonancia de
H-6 em 6,67 ppm, enquanto na 3-epi-heliangina, com OH-3 na posi¢ao a, o sinal de
H-6 é observado em 5,59 ppm (SHEN et al., 2005). Segundo Holub e Samek (1977)
esta mudanga no deslocamento quimico, que também ocorre na nobilina (B OH-3) e
na 3-epi-nobilina (a OH-3), indica o efeito de repulsdo de van der Waals dos elétrons
da hidroxila em C-3 no préton H-6, o que s6 € possivel considerando a estereoquimica
Z da ligagcao dupla entre C-4 e C-5. Os dados do mapa de contornos NOESY
confirmam a orientagao 3 para o grupo angeloiloxi e 14-metil, pelas correlagdes entre
H-7/H-8 e H-6/H-14, respectivamente. Além disso, a correlacdo entre H-6/OH-3

confirma a orientagao 3 do grupo hidroxila em C-3 (Figura 41).
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Figura 41 - Mapa de contornos NOESY de CIITr27,5 (CDCls)
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Observados em conjunto, os dados espectroscopicos obtidos indicam que a
substancia ClITr27,5 é a leptocarpina (67), que foi anteriormente isolada de
Leptocarpha rivularis exibindo a estereoquimica caracteristica dos heliangolideos. A
estrutura molecular da leptocarpina e do acetato de leptocarpina ja foi estabelecida
por difracao de raios X (MARTINEZ et al., 1979, 1995; OBER; FRONCZEK; FISCHER,
1985).
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(67) leptocarpina

Os dados de RMN obtidos neste estudo permitiram reavaliar certos sinais que
foram previamente atribuidos por Ober, Fronczek e Fischer (1985). Especificamente,
C-11 e C-2' foram inicialmente atribuidos aos sinais de ressonancia em 126,9 e 137,4
ppm, respectivamente. No entanto, nossos dados sugerem uma corregdo dessas
atribuicées, com C-11 em dC 137,5 ppm e C-2' em 6C 126,9 ppm. Estas foram
corroboradas pelas manchas de correlagbes observadas no mapa de contornos
HMBC entre C-11 e H-13a/H-13b, bem como entre C-2' e H-4'/H-5'. Confirmagao
semelhante foi observada para os carbonos 14 e 15, relatados anteriormente com
valores de deslocamentos quimicos de 22,9 e 20,3 ppm, respectivamente, enquanto
nosso estudo revelou que C-14 tem deslocamento quimico de 8C 19,8 ppm e C-15 de
oC 23,1 ppm. Estas atribuicdes foram ainda confirmadas por manchas de correlagéao
no mapa de contornos HMBC, nomeadamente entre H-14 e C-1/C-9/C-10, e entre H-
15 e C-3/C-4/C-5 (APENDICE E, pag. 227). Os espectros de RMN de 'H e de 13C,
bem como dos mapas de contornos bidimensionais COSY, HSQC e HMBC
encontram-se em anexo (APENDICES D, pag. 219).

A Tabela 21 apresenta a atribuicdo dos dados espectroscopicos de RMN de 'H

e 13C obtidos para F.63 e ClITr27,5 e dados da literatura descritos para a leptocarpina.

Tabela 21 - Dados de RMN de 'H e '3C obtidos para F.63 e ClITr27,5 (CDCls; 600 MHz) e

dados da literatura relatados para a leptocarpina

F.63 CliTr27,5 Leptocarpina*

Posicéao Su (Jem Hz) &¢ Ou (J em Hz) oc Ou (Jem Hz) oc

1 2,8; m 59,6 12,83;m 60,8 1 2,80;dd(5,9) 60,68




10

11

12

13

14

15

2v

1,68; m

2,36; td (5,0;
13,0)

4,95; dd (5,0;
11,0)

5,30; d (10,5)

5,56; dd (2,5;
11,0)

291;s
5,23;s

1,30; dd (2,0;
13,5)

2,81; dd (4,2;
15,0)

5,80; d (1,5)
6,40; d (1,5)

1,51; s

1,87; s

6,14; q (7,2)
1,98: d (7,2)

1,87;s

34,4

66,5

141,9

124,3

73,0

48,8

75,5

43,1

57,1
137,0

169,2

125,3

18,6
17,1
166,3
126,9
140,5
15,9

20,5

1,73; m (2,4;
10,3; 15,0)

2,44, dt (4,3;
14,8)

4,49; s

5,32; d (10,8)

6,66; dd (2,0;
10,8)

2,9;s

5,20; s

1,34; dd (2,0;
15,0)

2,82;m

5,78; d (2,0)
6,36; d (2,0)

1,48; s

1,80; s

6,11, 9 (7,2)
1,98; dd (1,0; 7,2)

1,86; s

72,3

141,5

126,5

74,3

48,5

75,9

43,7

58,8
137,5

169,7

124,9

19,8

23,1
166,5
126,9
140,5
15,8

20,5

1,75; m (2,0;
9,0; 15,0)

2,45; td (5,5;
15,0)

4,50; dd (2,0;
5,0)

5,31; dd (2,0;
11,0)

6,70; dd (2,0;
11,0)

3,00; m

5,25; m

5,70; d (2,0)
6,30; d (2,0)

1,50; s

1,80; s

6,08; m
2,00; m

1,93; m

127

32,53

72,22

141,65

126,39

7417

48,44

75,82

43,63

58,70
126,93

169,58

124,74

22,94
20,33
166,42

137,42

19,67

15,70

d: dupleto; dd: duplo dupleto; td: triplo dupleto; m: multipleto; q: quarteto; s: simpleto

anao foi relatado

* Martinez et al. (1979) — '"H RMN, CDCIs; Ober, Fronczek e Fischer (1985) - '3C RMN 50,32 MHz,

CDCls.
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5.7.4 Elucidacgao estrutural de ClITr33,2 isolado de C. cruciata

Foi obtido um sélido branco cristalino. A substancia ClITr33,2 apresentou Amax
de 225 nm e sua analise por espectrometria de massas produziu ions em m/z 693
[2M+H]*, 387 [M+ACN+H]* e 347 [M+H]*, bem como em m/z 737 [2M+HCOOH-H],
391 [M+HCOOH-H] e 345 [M-H],, como representado na Figura 42.

Figura 42 - Espectro de absor¢cao no UV (A) e espectro de massas (ESI+ e ESI-) (B) de

CIITr33,2 (Condi¢des cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.11)
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O espectro de RMN de '3C indicou sinais de ressonancia de 20 carbonos. A
multiplicidade dos sinais foi estabelecida com base na analise do sub-espectro DEPT
135 e do mapa de contornos HSQC, observando-se dois sinais de carbonila (dC 169,7
e 166,5 ppm), quatro carbonos quaternarios (6C 141,9; 134,6; 127,2 e 42,8 ppm),
cincos sinais de carbonos metilénicos (6C 119,7; 110,9; 40,4; 33,4 e 30,9 ppm), seis
sinais de carbonos metinicos (6C 139,6; 78,6; 75,3; 65,6; 53,5 e 52,1 ppm) e trés
sinais de carbonos metilicos (dC 20,7; 16,0 e 13,5 ppm) (Figuras 43 e 44).

Figura 43 - Espectro de RMN de 3C de ClITr33,2 (CDClz; 150 MHZz)
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Figura 44 - Sub-espectro de DEPT-135 de CIITr33,2 (CDCIs; 150 MHz)
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A presenca dos grupos metilicos foi confirmada pela analise do espectro de
RMN de 'H (Figura 45), que apresentou trés sinais (6H 0,97; 1,85 e 1,98 ppm)
correspondentes a trés hidrogénios cada, o que esta de acordo com o observado pela

analise do espectro de '3C e o sub-espectro DEPT135.
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Figura 45 - Espectro de RMN de 'H de ClITr33,2 (CDCls; 600 MHZz)
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Correlacionando esses dados com os obtidos pelo espectro de massas, pode-
se dizer que a massa molar € compativel com a férmula molecular C20H2605. Assim,
a primeira diferenca entre ClITr33,2 e as demais substancias descritas anteriormente,
€ a auséncia de um atomo de oxigénio na estrutura.

A andlise do mapa de contornos HSQC (Figura 46) indicou a correlagao dos
sinais dos hidrogénios metilénicos em dH 5,49 e 6,17 ppm com o sinal do carbono em
0C 119,7 (C-13); e em dH 4,95 e 5,02 ppm com o sinal do carbono em &6C 110,9 ppm
(C-15). Ja o hidrogénio metinico dH 6,10 ppm apresentou mancha de correlagédo com
a ressonancia do carbono em 6C 139,6 ppm (C-3’). Para o hidrogénio em &H 3,53
ppm, observou-se uma mancha de correlagdo com o sinal do carbono em &6C 78,6
ppm (C-1), deslocamento caracteristico de carbono carbindlico, assim como entre o
hidrogénio metinico em &H 4,51 ppm e o sinal do carbono em 8C 75,3 ppm (C-6). As
demais correlagdes estdo apresentadas na Figura 46.
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A analise do espectro de RMN de 'H (Figura 47) revelou a presenca de dois

dupletos centrados em 6H 5,49 e 6,17 ppm (H-13a e H-13b), com constantes de

acoplamento de 3,0 Hz, atribuidos aos dois protons metilénicos de uma ligagao dupla

terminal. O mapa de contornos HMBC apresentou correlagcdes entre o carbono em 6C

169,9 ppm (C-12) e esses hidrogénios metilénicos, confirmando a presenca do grupo

a-metileno-y-lactona. A correlagcao entre C-11 (6C 134,6 ppm) e os sinais em 6H 4,51

e 2,86 ppm, permitiu atribui-los a H-6 e H-7, respectivamente (Figura 48).
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Figura 47 - Espectro de RMN de 'H de ClITr33,2 em CDCI3z (600 MHz)
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Figura 48 - Expansao do mapa de correlagdes heteronucleares HMBC de CIITr33,2 (CDCls)
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Uma segunda semelhanga com as substdncias descritas nas sessdes
anteriores é a presenga de um grupo angeloiloxi na estrutura. Assim, o sinal referente
ao hidrogénio em dH 6,10 (H-3’) e a constante de acoplamento J34 7,2 Hz corroboram
a posigcao geminal do grupo metilico (8H 1,98 ppm). As correlagbes observadas no
mapa de contornos HMBC (Figura 49) entre os sinais dos carbonos em 6C 139,6 e

127,2 ppm, atribuidos a C-3’ e C-2’ respectivamente, e o sinal dos hidrogénios em 6H
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1,85 (H-5’) e 1,98 (H-4’) ppm, confirmam a presenca de dois grupos metila como
substituintes da insaturacdo. Além disso, os sinais de correlacao entre o carbono 6C
166,9 ppm (C-1’), referente a uma carbonila, e os sinais dos prétons H-5’, H-4’ e H-3’,
confirmam a presencga do grupo éster adjacente a ligagao dupla C-2'/C-3’. A correlagéo
observada entre C-1’ e o hidrogénio em &H 5,32 ppm (H-8) possibilita identificar a

posicao de ligagao do grupo angeloiloxi em C-8.

Figura 49 - Expansao do mapa de correlagdes heteronucleares HMBC de CIITr33,2 (CDCls)
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No espectro de RMN de 'H foi possivel observar, ainda, dois simpletos em &H
5,03 e 4,95 ppm, correspondentes a um hidrogénio cada, caracteristicos de prétons
de uma ligacao dupla terminal. Por sua vez, a analise do mapa de contornos HMBC
(Figura 50) evidencia manchas de correlagcédo desses hidrogénios com o carbono
quaternario em &C 141,9 ppm (C-4), o carbono em &6C 53,5 ppm (C-5) e com o carbono

em 0C 33,4 ppm (C-3). Dessa forma, foi possivel fixar a dupla terminal na posigéao 4.
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Figura 50 - Expansao do mapa de correlagdes heteronucleares HMBC de CIITr33,2 (CDCls)
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Adicionalmente, verificou-se correlagao entre o sinal dos hidrogénios metilicos

em OH 0,97 ppm (H-14) com o carbono quaternario em 6C 42,8 ppm (C-10) e com os
carbonos em 6C 40,4; 53,5 e 78,6 ppm, atribuidos a C-9, C-5 e C-1 respectivamente,

indicando a presenga de um grupo metila ligado em C-10 (Figura 51).

Figura 51 - Expansao do mapa de correlagdes heteronucleares HMBC de CIITr33,2 (CDCls)
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Uma vez que nao se verifica sinais de ressonancia compativeis com a presenca
de uma insaturacado entre C-4 e C-5, pode-se descartar a possibilidade de que a
substancia tenha um esqueleto de germacrolideo ou heliangolideo. A presenca de um
grupo metilénico em C-4 e de um grupo metilico em C-10 sugere tratar-se de um
guaianolideo ou de um eudesmanolideo (Figura 30, pag. 113).

As correlagbes no mapa de contornos HMBC (Figura 52) do sinal do hidrogénio
em OH 2,27 ppm (H-5) com os sinais do carbono quaternario em &6C 42,8 (C-10), do
carbono em &C 13,5 ppm (C-14) e do carbono em &C 33,4 ppm (C-3), referente ao
grupo metilico, demonstram que a substancia possui um esqueleto eudesmanolideo.

Por fim, o carbono em &C 78,6 ppm, atribuido a C-1, apresenta ressonancia na
regido entre 60 e 80 ppm, caracteristica de carbonos de ligagdo C-O, enquanto o
hidrogénio correspondente, em &6H 3,53 ppm (H-1), apresenta ressonancia na regiao
entre 3,4 e 4 ppm, caracteristica de prétons de carbinois. Isso justifica a presenca de

um grupo hidroxila nessa posicao.

Figura 52 - Expansao do mapa de correlagdes heteronucleares HMBC de ClITr33,2 (CDCls)
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Com a analise do mapa de contornos NOESY (Figura 53) foi possivel observar

correlagdes entre H-7/H-8 e H-7/H-5, confirmando a orientagao 3 do grupo angeloiloxi
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e a orientacdao a de H-5. As correlacbes ente H-6/H-14 e H-5/H-1 corroboram a

orientagao B do grupo metila na posi¢cédo 14 e da hidroxila em C-1.

Figura 53 - Mapa de contornos NOESY de CIITr33,2 (CDCIs)
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A comparagao com dados da literatura indicou que CIlITr33,2 trata-se da
arturina (68), previamente isolada de Podanthus mitiqui (CESPEDES et al., 2001;
HOENEISEN; SICVA; BOHLMANN, 1980). Todos os sinais no espectro de RMN de
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'H foram atribuidos e sdo consistentes com aqueles relatados anteriormente por

Hoeneisen; Sicva; Bohimann (1980). E importante ressaltar que o isolamento dessas

trés lactonas sesquiterpénicas C. cruciata é descrito pela primeira vez no presente

trabalho.

(68) arturina

A Tabela 22 apresenta os dados espectroscopicos de RMN de 'H e '3C obtidos

para CIITr33,2 e comparagao com os dados da literatura para a arturina.

Tabela 22 - Dados de RMN de 'H e de '3C de CIITr33,2 (CDClsz; 600 MHz) e comparagao

com dados da literatura descritos para arturina

ClITr33,2 Arturina*
Posicao Ou (J em Hz) oc Su (J em Hz)
1 3,53; dd (4,6; 11,3) 78,6 3,54; dd (4,5; 11,0)
1,59; m 1,64; m (6,0; 13,0)
2 182 m 309 1,93; m (1,55; 6,0)
2,14; d (5,0; 12,5) 2,15; td (6,0; 13,0)
3 33,4
2,35; m (5,0; 14,0) 2,37;d (1,5; 3,0; 13,0)
4 141,9
5 2,27;d (11,0) 53,5 2,28;d (11,0)
6 4,51;t(11,0) 75,3 4,52; dd (11,0)
7 2,86; m (11,0) 52,1 2,87; m (2,5; 3,0; 11,0)
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8 5,82; m (3,0) 65,6 5,84; td (2,5)
1,63; m 1,64; m (2,5; 15,0)
9 40,4
2,40; dd (2,0; 15,0) 2,41;td (2,1; 5,1; 13;7)
10 42,8
11 134,6
12 169,9
5,49; d (3,0) 5,50; d (3,0)
13 119,7
6,17; d (3,0) 6,18; d (3,2)
14 0,97; s 13,5 0,98 s
4,95; s 4,96; d (0,9)
15 110,9
5,02; s 5,04; d (0,9)
1’ 166,9
2’ 127,2
3 6,10; m (1,5; 7,2) 139,6 6,11; m (1,5; 7,0)
4 1,98; dd (1,4; 7,2) 16,0 1,93; dd (1,5; 7,0)
5’ 1,85; s 20,7 1,86; s

d: dupleto; dd: dupleto duplo; td: triplo dupleto; m: multipleto; q: quarteto; s: simpleto; t: tripleto

* Hoewsen, Sicva e Bohimann (1980) — '"H RMN — 270 MHz, CDCls.

5.7.5 Elucidagao estrutural de S2 isolado de B. stylosa

Foi obtido um sélido amarelado. A fragdo S2 foi analisada por UPLC-ESI-MS e
0 pico em 6,78 minutos apresentou maximos de absor¢cdo no UV em 264 e 326 nm e
sua analise por ESI-MS no modo positivo de ionizagdo produziu ions em m/z 823
[2M+3(H20)+H]*, 769 [2M+H]* e 385 [M+H]*, enquando no modo negativo de
ionizacdo foram observados ions em m/z 767 [2M-H]" e 383 [M-H], conforme
demonstrado na Figura 54, sugerindo tratar-se de uma flavona com massa molecular
de 384 Da.
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Figura 54 - Espectro de absorcdo no UV (A) e espectro de massas (ESI+ e ESI-) (B) de S2

(Condigbes cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.11)
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A analise do espectro de RMN de 'H (Figura

55) evidenciou sinais de

ressonancia referentes a seis protons aromaticos, compreendendo dois dupletos

centrados em dH 7,13 e 7,82, com constante de acoplamento escalar de 8,6 Hz,

correspondentes a 2 hidrogénios cada, e dois simpletos em d6H 6,25 e 6,49,
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correspondentes a um hidrogénio cada. Esses dados sao compativeis com a presenca
de um anel aromatico p-dissubstituido (anel B) e de um anel aromatico tetrasubstituido
(anel A). Além disso, um simpleto foi observado em dH 3,84, correspondente a trés
hidrogénios, sugerindo a presenca de um grupo metoxila. O sinal relativo a
ressonancia de um préton em OH 12,17, é caracteristico de uma hidroxila

quelatogénica na posic¢ao 5 (Figura 55).

Figura 55 - Espectro de RMN de 'H de S2 (DMSO-d6; 600 MHz)
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Foi possivel observar ainda sinais em 6H 2,67; 1,70 e 1,54 ppm, referentes a
um hidrogénio cada e em dH 1,18 e 0,89, referentes a trés hidrogénios cada (Figura
56).
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Figura 56 - Expansoes do espectro de RMN de 'H de S2 (DMSO-d6; 600 MHz)
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O espectro de RMN de '3C (Figura 57) apresentou ressonancia de 21
carbonos, destacando dois sinais, em d8C 174,9 e 173,2, com deslocamentos quimicos
caracteristicos de grupos carbonilicos. A analise do sub-espectro DEPT-135 (Figura
58) possibilitou confirmar a presencga dos trés grupos metila (6C 55,5; 16,3 e 11,2) e
de sete grupos metinicos (6C 130,0; 114,4; 99,2; 94,3 e 40,1), além de evidenciar a
presenga de um grupo metilénico (8C 26,1). Correlacionando esses dados com os
obtidos pelo espectro de massas, pode-se dizer que a massa molar de 384 Da é

compativel com a féormula molecular C21H2007.
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Figura 57 - Espectro de RMN de 3C de S2 (DMSO-d6; 150 MHz)
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A andlise do mapa de contornos HSQC (Figura 59) indicou a correlagao dos
sinais de hidrogénio do anel aromatico p-dissubstituido (6H 7,14 e 7,82 ppm), com as
ressonancias dos carbonos em 6C 114,4 ppm (C3’ e C5’) e 130,0 ppm (C2’ e C6’),
respectivamente, enquanto os sinais em 0H 6,25 e 6,49 ppm apresentaram
correlagdes com os sinais de carbono em 8C 99,2 e 94,3 ppm, respectivamente. Ja
para o grupo metoxila (&H 3,84 ppm), observou-se a correlagdo com a ressonancia do

carbono em d8C 55,5 ppm. As demais correlagdes observadas estdo descritas na

Figura 59.
Figura 59 - Mapa de contornos HSQC de S2 (DMSO-d6)
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O mapa de contornos HMBC apresentou manchas de correlagao entre os sinais
atribuidos a H-3’ e H-5’ (6H 7,14 ppm) e os sinais dos carbonos em 6C 161,8 e 121,0
ppm, atribuidos respectivamente a C-4’ e C-1'. Adicionalmente, pode-se observar as
correlagdes dos sinais de H-2’ e H-6’ (6H 7,82 ppm) com os sinais do carbono C-4’ e
os sinais em dC 155,8 e 129,9 ppm, atribuidos a C-2 e C-3, respectivamente. O sinal
referente ao simpleto do grupo metila (6H 3,84 ppm) apresentou correlagao com o
sinal do carbono C-4’, possibilitando definir a localizacdo do grupo metoxila nessa
posicdo. As correlagbes entre H-6 e H-8 (dH 6,25 e 6,49 ppm) e o carbono em 6C
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103,4 ppm (C-10), podem indicar a posigdo meta desses grupos, o que é corroborado
pelas manchas de correlagdo entre H-6 e C-8 (6C 94,3 ppm) e H-8 e C-6 (6H 99,2
ppm). E possivel observar ainda sinais da correlacdo de H-6 e H-8 com o carbono em

0C 165,0 ppm, atribuindo-o a posicéo 7 (Figura 60).

Figura 60 - Expansao do mapa de correlagbes heteronucleares HMBC de S2 (DMSO-d6)
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A partir do mapa de correlagées homonucleares COSY (Figura 61), foi possivel
determinar a presenga de um grupo sec-butila, através das manchas de correlagéo
entre H-9’ (6H 2,67 ppm), H-10’ a/p (6H1,54 € 1,70 ppm), H-11’ (dH 0,89 ppm) e H-12’
(6H 1,18 ppm). No mapa de contornos HMBC (Figura 62) observou-se correlagdes
entre H-9', H-10’ o/B e H-11" com o sinal da carbonila em 8C 173,2 ppm (C-7’),
sugerindo se tratar de um éster sec-butilico. Também foi possivel verificar correlagdes
entre H-9'/C-10" e H-9'/C-12’; entre H-10’/C-9’ e H-10’/C-11’, além de H-11" e H-12
com C-9’e C-10.
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Figura 61 - Expansao do mapa de correlagbes homonucleares COSY de S2 (DMSO-d6)
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Figura 62 - Expansdes do mapa de correlagdes heteronucleares HMBC de S2 (DMSO-d6)
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Considerando a massa molar, além desse grupo éster, a estrutura possui ainda

uma hidroxila. As duas possibilidades de ligacao desses seriam nas posigdes 3 e 7.

Considerando o espectro no UV, o maximo de absor¢gdo da banda | (sistema

cinamoila) é 326 nm, caracteristico de uma flavona. Sendo assim, embora ndo haja

no mapa de contornos HMBC qualquer correlagao entre o sinal de C-3 e H-9’, pode-

se inferir que o acido 2-metilbutirico se encontra na posicéo 3, fixando assim a
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hidroxila na posicao 7. A presencga desse grupo éster ligado ao C-3 explica 0 maximo
de absorgdo no UV da banda cinamoila abaixo de 350 nm, ja que os elétrons do
oxigénio estdo em ressonancia com a carbonila. N&o foi encontrado na literatura
nenhuma substéncia com essa estrutura, tratando-se assim de uma flavona inédita
(69). A Tabela 23 apresenta os dados espectroscopicos de RMN de 'H e '3C obtidos
para S2 (3-O-(2-metil-butanoato)-5,7-di-hidroxi-4’-metoxi-flavona), em comparagéao
com o flavonol obtido da hidrolise do éster, o kaempferide. Flavonas C-glicosidicas
aciladas com o acido 2-metil-butirico foram isoladas de Trollius ledebouri, Trollius
chinensis e Hemistepta lyrata, porém com esse grupo éster ligado ao glicosideo
(DONG et al., 2010; LI et al., 2009; ZOU; YANG; ZHOU, 2004).

OCH,
.

Tabela 23 - Dados de RMN de 'H e de '3C obtidos para S2 (DMSO-d6; 600 MHz)

comparagao com dados da literatura descritos para canferideo

S2 Kaempferide*
Posicao OH (J em Hz) oC OH (J em Hz) oC
1 - -
2 155,8 146,9
3 129,9 947;s 136,7
4 174,9 176,6
5 12,17; s 161,1 12,43; s 156,8




10

21

10’

11

12’

6,25; s

6,49; s

7,82:d (8,5)

7,14: d (8,5)

7,14: d (8,5)
7,82 d (8,5)

3,84; s

2,67; m

1,70; m
1,54; m

0,89; m

1,18; d (6,5)

99,2

165,0

94,3

156,7

103,4

121,0

130,0

114,4

161,8

114,4

130,0

55,5

173,2

40,1

26,1

11,2

16,3

6,24; s
10,83; s

6,42; s

8,12; d (7,8)

7,18;d (7,8)

7,18;d (7.8)
8,12; d (7,8)

3,85; s

99,1

164,8

94,0

161,3

103,8

1241

129,8

114,7

160,1

114,7

129,8
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d: dupleto; dd: dupleto duplo; td: triplo dupleto; m: multipleto; q: quarteto; s: simpleto; t: tripleto

* (FANG et al., 2018) - '"H RMN e 3C RMN- 600 MHz; DMSO-d6

Para confirmar a presenga de uma hidroxila na posicdo 7 e do acido 2-

metilbutirico na posicdo 3, foi realizada uma analise espectrofotométrica no

ultravioleta. A substancia foi avaliada em metanol e na presenca de hidroxido de sédio

(NaOH) e acetato de sodio (NaOAc), com o objetivo de determinar os maximos de

absorcao (Amax). Os resultados estao apresentados na Tabela 24. O espectro no UV

da substancia em metanol confirma sua classificagdo como flavona, evidenciada pela
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banda | com Amax em 326 nm. A adicdo de NaOH promoveu um efeito batocrémico,
alterando o Amax para 273 nm na banda Il e para 360 nm na banda |. De forma similar,
a adicdo de NaOAc provocou deslocamentos comparaveis (banda I: Amax,= 357nm e
banda Il: Amax = 274nm) corroborando a presencga de uma hidroxila de carater acido
no anel A. Finalmente, ao adicionar acido a solugdo, os espectros retornaram as

condig¢des iniciais.

Tabela 24 - Analise espectroscopica no ultravioleta de S2 (em metanol e apds adigédo de
NaOH e NaOAc)

Banda Il (benzoila) Banda | (cinamoila)
Amax (nm) Amax (nm)
MeOH 264 326
MeOH + NaOH 273 360
MeOH + NaOAc 274 357
Adicao de acido 264 319

5.7.6 Elucidagao estrutural de A6 isolado de B. stylosa

Foi obtido um sdlido branco. A substancia A6 foi analisada por UPLC-ESI-MS e
o pico em 8,31 minutos apresentou maximos de absor¢cdo no UV em 221 e 276 nm e
ions em m/z 301 [M+H]* e 342 [M+ACN+H]*, conforme demonstrado na Figura 63.
Observando o maximo de absor¢ao no UV e a massa molecular da substancia, pode-
se inferir que pertence a classe dos terpenos. No modo de ionizagdo negativo, nao foi
possivel obter nenhum ion caracteristico da substancia, o que é comum para essa

classe de produtos naturais.
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Figura 63 - Espectro de absorcdo no UV (A) e espectro de massas (ESI+ e ESI-) (B) de A6
(Condigbes cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.11)

22158
34de-1
32e1 A
3.0e-1
28e1
2Be-1
24e-1
2281
2.0e-1
. 27658
1.6e-1
14de-1
1.2e1
1.0e-1
8.0e-2
6.0e-2
4082
2.0e-2
oo nm
220 240 2680 280 300 320 340 380 380 400 420 440 480 480 500
. 301.26 B
—— [M+H]*
®
34226 — [M+ACN+H]*
100.96
0 V] sl \_\»..‘_..‘\." s e 11774
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
100 311.45
162.17
311.60
| 378.32 619.46
28110 | M
£ 4104 19856 .
395.56
357.18 495.43 74290 756.48
486.11
28548 41040 534.64553.46 57274 o o3
230.06 : X
644.58 835.31 954.13 g71 23
i [ : 878.44 90470
A A A il
|
3 )0 T L R0 L,.L,J . JJ AT IR P A T Y
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

O espectro de RMN de '3C (Figura 64) indicou sinais de ressonancia de 20

atomos de carbono e, a partir da analise do sub-espectro DEPT 135 e do mapa de

contornos HSQC, foram identificados sinais de seis carbonos quaternarios (6C 169,7;

154,3;

151,6; 148,4; 39,9 e 33,6 ppm) e seis carbonos metilénicos (6C 108,0; 42,1;

40,1; 36,6; 23,4 e 19,1 ppm) (Figuras 65 e 66). Os demais sinais na regiao de 100 a

150 ppm s3o caracteristicos de carbonos com hibridizagcao sp?, enquanto o sinal em
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0C 169,7 sugere a presencga de uma carbonila. Diante disso, € possivel pressupor que

se trata de um diterpeno.

Figura 64 - Espectro de RMN de 3C de A6 (CDCIs; 100 MHz)
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Figura 65 - Sub-espectro de DEPT-135 de A6 (CDCls; 100 MHz)
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Figura 66 - Mapa de contornos HSQC de A6 (CDCls3)
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A analise do espectro de RMN de 'H (Figura 67) revelou quatro sinais (dH 2,18;
0,90; 0,85 e 0,83 ppm) correspondentes a trés hidrogénios cada, demonstrando assim
a presenga de quatro grupos metila, o que esta de acordo com o observado pela
analise do espectro de RMN de '®C e do subespectro DEPT-135. Dessa forma, é
possivel afirmar que a molécula é composta por quatro grupos metinicos (6H 5,92;
5,40; 3,18 e 1,24 ppm). Correlacionando esses dados com os obtidos pelo espectro
de massas, pode-se dizer que a massa molar de 300 Da é compativel com a férmula

molecular C20H2s02.
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Figura 67 - Espectro de RMN de 'H de A6 (CDCls; 400 MHz)
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O esqueleto de um diterpeno é formado a partir de ciclizagdes e rearranjos do
precursor geranilgeranil difosfato (GGPP), seguida de uma série de modificagcdes
(ASHOUR; WINK; GERSHENZON, 2010). As manchas de correlagao observadas no
mapa de contornos HMBC entre o carbono quaternario em &C 33,6 ppm (C-4) e os
sinais em 6H 0,83 e 0,90 ppm, atribuidos a duas metilas, indicam a substituicdo nesta
posicao 4, evidenciando a estrutura de um diterpeno (Figura 68). Também no HMBC,
€ possivel observar correlagdes entre os sinais desses mesmos hidrogéniso metilicos
(CH318 e CH319) e os carbonos em &6H 54,4 e 42,1 ppm, possibilitanto atribuir estes

sinais aos carbonos C-5 e C-3, respectivamente.
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Figura 68 - Expansao do mapa de correlagbes heteronucleares HMBC de A6 (CDCl3)
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A partir da analise do mapa de correlagdes homonucleares COSY (Figura 69)
e do mapa de contornos HMBC (Figura 70), foi possivel atribuir os demais sinas de
ressonancia do nucleo terpénico. No COSY, observa-se correlacdes entre os sinais
emoH 1, 22 ppm (H-5) e 1,74 ppm (H-6), entre H-6 e os sinais em 6H 2,45 e 2,12 ppm
(H-7) e entre o grupo metinico em &H 5,40 ppm (H-11) e o sinal em dH3,18 ppm,
atribuido a H-9. Ja no HMBC, verifica-se correlagdes entre H-5 e os sinais em 6C 40,1
e 53,8 ppm (C-1 e C-9, respectivamente) e entre H-9 e os sinais em 8C 40,1 e 39,9
ppm (C-1 e C-10, respectivamente). Também é possivel observar correlacédo entre os
sinais em ®H 0,90 ppm (H-18) e em 6C 19,1 ppm (C-2).



Figura 69 - Mapa de correlagbes homonucleares COSY de A6 (CDCls)
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Figura 70 - Mapa de correlagdes heteronucleares HMBC de A6 (CDClIs)
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No espectro de RMN de 'H (Figura 71A) foi possivel observar, ainda, dois
dupletos centrados em OH 4,76 e 4,42 ppm (J 1,3 Hz), correspondentes a um
hidrogénio cada, caracteristicos de protons de ligacao dupla terminal. No mapa de
contornos HMBC (Figura 71B) observa-se correlagées desses hidrogénios com os
sinais dos carbonos em 6C 53,8 ppm (C-9) e 6C 36,7 ppm (C-7), possibilitando definir
a posicao da dupla terminal em C-8. Adicionalmente, foram observadas manchas de

correlagao entre H-9 e H-7 (6H 2,12 ppm) e o carbono quaternario em 6C 148,4 ppm
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(Figura 71C). A correlagao entre o grupo metilico em &H 0,85 ppm e os carbonos em
0C 53,7 e 54,3 ppm, atribuidos a C-9 e C-5 respectivamente, observadas no mapa de
contornos HMBC (Figura 71D), permitiram determinar a ligagdo deste grupo em C-
10.

Figura 71 - Expansdes do espectro de RMN de 'H (A) e do mapa de correlagoes

heteronucleares HMBC (B e C) de A6
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Ainda no HMBC, observou-se uma mancha de correlacdo entre o sinal da
carbonila em 6C 169,7 ppm e o hidrogénio em &H 5,92 ppm (H-14), bem como deste
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hidrogéncio com os sinais dos carbonos em 8C 154,3 e 151,6 ppm, sugerindo a
presenca de uma lactona a, insaturada. A correlagédo entre os sinais dos prétons em
OH 2,18 ppm e o carbono em 8C 116,4 (C-14), indica a localizagao do grupo metila na
insaturagdo. O dupleto referente ao sinal do hidrogénio em 6H 5,40 ppm, atribuido a
H-11, apresenta constante de acoplamento escalar de 11 Hz, indicando sua
localizagcdo adjacente a hidrogénio metinico na posigcao 9. As correlagdes entre os
carbonos em 6C 154,3 e 151,6 ppm e o sinal do préton em dH 5,40 ppm indicam a

ligacdo dessa insaturagéo a lactona (Figura 72).

Figura 72 - Expansdes do mapa de correlagdes heteronucleares HMBC de A6 (CDCls)
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Dessa forma, pode-se caracterizar a substancia A6 como um diterpeno com
esqueleto labdéanico denominado (E)-13-metil-12-(((9R,10R)-4,4,10-trimetil-8-
metilenodecahidronaftaleno-9-il)metileno)-2(5H)diona (70). A Tabela 25 apresenta os

dados espectroscopicos de RMN de 'H e '3C obtidos para AG6.
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Tabela 25 - Dados de RMN de 'H e de '3C obtidos para A6 (CDCls; 400 MHz)

Posicao OH (J em Hz) oC

1,23; m

1 40,1
1,35; m
1,46; m

2 19,1
1,46; m
1,23; m

3 42 1
1,44; m

4 33,6

5 1,22; m 54,4
1,39; m

6 234
1,74; m
2,12;:m

7 36,7
2,46; m

8 148,4

9 3,18; d (10,5) 53,8

10 39,9

11 5,40; d (10,5) 11,4
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12 154,3
13 151,6
14 5,92; s 116,4
15 169,7
16 2,18;s 11,8
17 +42,d(14) 108,0
4,76; d (1,4)
18 0,90; m 33,5
19 0,83; m 21,9
20 0,85; m 21,8

d: dupleto; dd: dupleto duplo; td: triplo dupleto; m: multipleto; q: quarteto; s: simpleto; t: tripleto

Nao foi encontrada na literatura nenhuma substdncia com essa estrutura,
sendo a primeira vez descrita no presente trabalho. Entretanto, ja foram isolados em
outras espécies de Baccharis diterpenos com estruturas semelhantes, como 17-
hidroxi-labdan-7,13-dien-15-acido-16-lactona (71) e o acido furolabd-7-en-17-6ico
(72), isolados das partes aéreas de B. eggesi e B. pingraea, respectivamente
(BOHLMANN et al., 1985; WACHTER; MONTENEGRO; TIMMERMANN, 1999).

.
%,
Z

(71) 17-hidroxi-labdan-7,13-

dien-15-acido-16-lactona (72) acido furolabd-7-en-17-oico
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5.7.7 Elucidagao estrutural de B3 isolado de B. stylosa

A fracédo B3 foi analisada por UPLC-ESI-MS e o pico majoritario com Tr = 7,41
minutos apresentou maximos de absor¢do no UV em 229 nm e ions em m/z 305
[M+H]*, 287 [M-H20+H]* e 269 [M-2(H20)+H]*, conforme demonstrado na Figura 73.
Observando o maximo de absorgédo no UV e a massa molecular de B3, pode-se inferir

que pertence a classe dos terpenos, com duas fungdes oxigenadas na molécula.

Figura 73 - Espectro no UV (A) e o espectro de massas (ESI+ e ESI-) (B) de B3 (Condigbes
cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.11)
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Analisando os dados espectroscépicos obtidos para B3, foram observadas
semelhancas estruturais com o diterpeno descrito na secéo 5.7.6. Porém, o espectro
de RMN de '3C (Figura 74) indicou sinais de ressonancia de 29 carbonos e, a partir
das analises subsequentes do subespectro DEPT 135 (Figura 75), pdde-se inferir que

se tratava de uma mistura de dois diterpenos relacionados estruturalmente.

Figura 74 - Espectro de RMN de '3C de B3 (CDCls; 100 MHz)
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Figura 75 - Sub-espectro de DEPT-135 de B3 (CDCls; 100 MHz)
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Semelhantemente ao diterpeno descrito na segcédo 5.7.6, foram observados
sinais de correlacdo no mapa de contornos HMBC entre o carbono quaternario em 6C
33,5 ppm (C-4) e os sinais em 6H 0,82 e 0,89 ppm, correspondentes a duas metilas,
indicando a localizagdo das mesmas na posigao 4, sugerindo a estrutura de um
diterpeno. A correlagcao entre esses hidrogénios metilicos e os carbonos em 6C 42,1

e 55,2 ppm, possibilitou atribui-los respectivamente a C-3 e C-5 (Figura 76).
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Figura 76 - Expansao do mapa de correlagbes heteronucleares HMBC de B3 (CDCl3)

H-18 H-19
A\ \
[ \
[\ [y g
/ . / \
g - — S ppm
30
ca j H-18/C-4  H-19/C-4
— e
j 35
3 ) _
= << o= >
“} H-18/C-3  H-19/C-3 ) Fao
C-3 —
—45
- 50
—= == {4
c-5 ; H
- — 3 55
E H H
i 1,20 4 1,23
— HiaC4s 18CH3 60
0,81 0,89
T T T T T T T T T
1.00 0.95 0.920 0.85 0.80 0.75 0.70 0.65 0.60 0.55 ppm

No espectro de RMN de 'H (Figura 77) foi possivel observar quatro sinais em
OH 4,71 e 4,20 e em OH 4,68 e 4,24 ppm, correspondentes a um hidrogénio cada,
caracteristicos de protons de ligagdes duplas terminais. A analise do mapa de
contornos HSQC (Figura 78) indica correlagcbes desses hidrogénios com os carbonos
metilénicos em &6C 106,5 ppm e 6C 106,2 ppm, sugerindo que B3 € uma mistura de

dois diterpenos estruturalmente relacionados.
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Figura 77 - Espectro de RMN de 'H de B3 (CDCls; 400 MHz)
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A anadlise dos mapas de correlagdo homonucleares COSY e heteronucleares
HMBC possibilitou atribuir os demais sinais de ressonancia do nucleo terpénico. No
COSY observa-se correlagdes entre o sinal em dH 1, 74 ppm (H-6) e os sinais em dH
2,38 e 2,11 ppm, correspondentes ao grupo metilénico na posi¢céo 7 e também entre
os sinais de H-11’ e H-11” (6H 2,98 e 2,95 ppm) e H-9’ e H-9” (6H 2,54 e 2,53 ppm).
Ja no HMBC, verifica-se correlagdes entre H-5 (0H 1,23 ppm) e os sinais em &C 24,0
e 37,6 ppm (C-6 e C-7, respectivamente) e entre H-9 e os sinais em 6C 39,3 e 39,0
ppm (C-1 e C-10, respectivamente). Também & possivel observar correlagdo entre os
sinais em &H 0,89 ppm (H-19) e em 8C 19,4 ppm (C-2) (APENDICE F, pag. 228).

As manchas de correlacdo no HMBC (Figura 79) entre os hidrogénios em &6H
4,71 e 4,20 e os carbonos em dC 51,9 ppm (C-9) e 6C 37,6 ppm (C-7), bem como
entre dH 4,68 e 4,24 ppm e os carbonos em 6C 51,7 ppm (C-9) e 8C 37,6 ppm (C-7),
mostram que as duplas terminais, assim como em A6, encontram-se na posi¢ao 8.
Além disso, é possivel observar, também, a correlagdo dos dois grupos metila (6H
0,74 e 0,70 ppm) com os sinais dos carbonos em d6C 55,2 e 39,0 ppm, atribuidos a C-
5 e C-10 respectivamente, bem como com o C-9, evidenciando a localizagao de grupo

metila na posi¢cao 10, em ambos os constituintes da mistura.

Figura 79 - Expansdes do mapa de correla¢des heteronucleares HMBC de B3 (CDCls)
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Os sinais em 3C 203,0 e 201,3 ppm, observados no espectro de RMN de '3C,
sugerem a presenga de duas carbonilas. A correlagdo no mapa de contornos HMBC
entre os sinais em dC 201,3 ppm e dH 6,73 ppm indica a presenca de uma carbonila
adjacente a uma insaturacdo, na qual esta inserido este hidrogénio metinico. Amesma
caracteristica estrutural foi evidenciada no outro constituinte da mistura, observando-
se uma correlagao entre o sinal em 6C 203,0 ppm e do proton em dH 6,60 ppm (Figura

80), correspondente a carbonila a,B-insaturada.

Figura 80 - Expansao do mapa de correlagbes heteronucleares HMBC de B3 (CDCls)
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No mapa de contornos COSY ¢ possivel observar correlagdes entre o tripleto
centrado em &H 6,73 ppm, referente ao proton da carbonila a,B-insaturada, e um
dupleto centrado em &H 4,45 ppm, referente a dois hidrogénios, com valores de de
deslocamento queimico caracteristicos de oximetilenos, evidenciando, assim, a
presenca de uma hidroxila na posi¢cao 15. Em contrapartida, o sinal em dH 6,60 ppm
apresenta correlagdes com o dupleto centrado em 6H 10,2 ppm, caracteristico de
aldeido, indicando, portanto, a presenga dessa fungéo no segundo derivado (Figura
81).
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Figura 81 - Expansao do mapa de correlagdes homonucleares COSY de B3 (CDCIs)
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E possivel observar, ainda, no mapa de contornos HMBC, correlacdes entre o
sinal da carbonila em &C 201,3 (C-12’) e os hidrogénios metilénicos em 6H 2,98 e 2,59
ppm (H-11"), além da correlagdo com o grupo metilico em &H 1,76 ppm (H-16’). O
mesmo € visto no derivado com grupo aldeido, cujo sinal da carbonila em 8C 203,0
ppm (C-12"), apresenta corre¢gées com os hidrogénios metilénicos em dH 2,95 e 2,68
ppm (H-11") e o grupo metilico em 6H 2,25 ppm (H-16") (Figura 82A). Além disso, as
correlagdes entre os sinais de hidrogénio em 6H 2,98 ppm (H-11’) e 0 C-9’ (6C 51,7
ppm) e entre o 6H 2,95 ppm (H-11") e o sinal de C-9” (6C 51,9 ppm), permite localizar
esse grupo na posi¢cao 9, em ambas as substancias (Figura 82B). O sinal em 6C
192,8 ppm é caracteristico de carbonila de aldeido. E importante ressaltar a diferenca
nos valores de deslocamento quimico dos sinais dos carbonos metilicos C-16’ e C-

16”, devido ao efeito anisotrépico da carbonila.
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Figura 82 - Expansdes do mapa de correlagdes heteronucleares HMBC de B3 (CDCls)
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Os deslocamentos de C-13’ (6C 137,7 ppm) e C-13” (6C 153,0 ppm) foram
atribuidos com base nas correlagdes observadas no HMBC, sendo também possivel
notar o efeito anisotropico da carbonila aldeidica sobre o carbono 13’.

Dessa forma, pode-se caracterizar as substancias presentes em B3 como dois

diterpenos com esqueleto labdanico (73) e (74).
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(73) nicandrona (74)

O derivado com o grupo alcool (53) ja foi isolado de Physalis nicandroides
(TORRES et al., 2019) e é chamado nicandrona ((E)-15-hidroxilabda-8(17),13-dien-
12-ona). A comparacgéo entre os deslocamentos quimicos de 'H e '3C obtidos, com os

descritos na literatura estédo representados na Tabela 26.

Tabela 26 - Dados de RMN de 'H e '3C obtidos para B3 (5 em ppm, CDCI3; 400 MHz) e

comparagao com os dados da literatura

B3 (53) B3 (54) Nicandrona*
osicao Ou (J em Hz) &c Ou (J em Hz) &c O¢ oc
1 1,54 m 39,3 1,54 m 39,5 ol 39,2
. ) ) ; 1,09; td (13,0; .
1,09; m 1,09; m 13.0: 3,5)
1,55; m 1,55; m 1,46; m
2 19,4 19,9 19,3
1,47; m 1,47; m 1,58; m
1,40; dddd (13,0;
1,41; m 1,41; m 3,5; 3,5; 1,50)
3 42 1 421 42,0
1,20; m 1,20; m 1,20; td (13,0;
13,0; 4,5)
4 33,5 33,5 33,5
5  1123m 552 | 1,23;m 55,2 ;g;‘ dd (13,0; 55,1
6 174 m 24,0 1 m 24,0 o 24,0
1,32:m ’ 1,32:m , 1,32; dddd (13,0; ;

13,0; 13,0; 4,0)
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2,37: td (13,0;
2,38; m 2,38; m 4,0; 2,5)
7 37,6 37,6 38,3
2,11: m 2.11:m 2.13; td (13,0;
13,0 5,0)
8 1497 149,2 1496
9 {254m 517 |253;m 51,9 2,55; d (10,0) 51,6
10 39,0 39,0 39,0
2,98: dd (17,0;
2,98; m 2,95; m 10,0)
11 33,0 34,5 32,9
2,59; m 2,68; m 2,59; dd (17,0;
3.5)
12 201,3 203,0 201,1
13 137,7 153,0 137,7
14 1673:t(55 55 1389 ?'g?; dd (7.5 4313 6,739 (5,5:1,5) 1388
15 | 4.45;d(5,5) 60,3 | 102;d(7,5)  192.8 4,454t (55.1,0) 60,2
16 1176:s 120 1225:d(12) 126 176;dt(1,5:1,0) 11,9
4,68; m 4,71; m 4,69; dd (3,0; 1,5)
17 106,2 106,5 106,1
424: s 4,20; s 4,24; dd (3,0; 1,5)
18 1089:s 336 | 0,89: s 33,6 0,89: s 33,6
19 1081:s 21,8 | 0,81;s 21,8 0,82: s 21,8
20 074 149 | 070:s 14,8 0.74: s 14.8

d: dupleto; dd: duplo dupleto; td: triplo dupleto; m: multipleto; dq: duplo quarteto; s: simpleto

* Referéncia: Torres et al. (2019) — '"H RMN - 500 MHz, CDCls; '3C RMN 125 MHz, CDCla.

Ao comparar os cromatogramas do extrato etandlico de B. stylosa, da fragéao
DCM1 e das fragdes A6 e B3 (Figura 83), verifica-se que o derivado com a lactona (T
= 8,31 min) pode ser observado no extrato e na fragao DCM1, e o mesmo acontece
com o derivado com a hidroxila alcodlica (Tr = 7,41 min). No entanto, o derivado com
grupo aldeido (Tr = 7,31 min) sé pode ser observado na fragdo B3, sendo factivel
supor que ele resulte da oxidagdo da nicandrona, uma vez que foram utilizadas

condigbes extremas de pH.
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Figura 83 - Perfis cromatograficos obtidos por UPLC-DAD para o extrato etandlico e fragdes

DCM1, A6 e B3 de B. stylosa (Condi¢des cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.11)
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5.7.8 Elucidacgao estrutural de Fr.243 isolado de B. imbricata

Foi obtido um sdlido branco cristalino. A substancia em Fr.243 foi analisada por
UPLC-ESI-MS e o pico em Tr = 7,11 minutos apresentou maximos de absor¢céo no UV
em 210 nm e ions em m/z 577 [2M-2(H20)+H]*, 559 [2M-3(H20)+H]*, 541 [2M-
4(H20)+H]*, 307 [M+H]", 289 [M-H20+H]* e 271 [M-2(H20)+H]* e em m/z 657
[2M+HCOOH-H] e 351 [M+HCOOH-H], conforme demonstrado na Figura 84.
Observando o maximo de absorcao no UV e a massa molecular da substancia, pode-

se inferir que ela pertence a classe dos terpenos.
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Figura 84 - Espectro no UV (A) e o espectro de massas (ESI+ e ESI-) (B) de Fr.243
(Condigbes cromatograficas: vide Parte Experimental - item 4.11)
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O espectro de RMN de '3C indicou sinais de ressonancia de 20 carbonos e, a
partir do sub-espectro DEPT 135 e do mapa de contornos HSQC, foram identificados
sinais de quatro carbonos quaternarios (8C 149,2; 140,2; 39,6 e 33,7 ppm) e oito
carbonos metilénicos (6C 106,8; 59,2; 42,2; 39,1; 38,4; 28,6; 24,5 e 19,5 ppm)

(Figuras 85 e 86). Os sinais na regiao entre 60 e 80 ppm indicam a presenca de



174

carbonos ligados a atomos de oxigénio, enquanto os sinais na regido de 100 a 150
ppm sao caracteristicos de carbonos com hibridizagao sp?. Diante disso, é possivel

pressupor que também se trata de um diterpeno.

Figura 85 - Espectro de RMN de '3C de Fr.243 (CDCls; 600 MHz)
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Figura 86 - Sub-espectro de DEPT-135 de Fr.243 em CDCI3s (CDCls; 600 MHz)
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A analise do espectro de RMN de 'H (Figura 87) indica quatro simpletos (dH
1,66; 0,86; 0,79 e 0,68 ppm) correspondentes a trés hidrogénios cada, demonstrando,
assim, a presengca de quatro grupos metila. Adicionalmente, observa-se sinais
referentes a quatro hidrogénios metinicos (dH 5,51; 4,12; 1,46 e 1,05 ppm).
Correlacionando esses dados com os obtidos pelo espectro de massas, pode-se dizer

gue a massa molar de 306 Da é compativel com a formula molecular C20H3402.

Figura 87 - Espectro de RMN de 'H de Fr.243 (CDCls; 600 MHz)
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Analisando os dados espectroscopicos obtidos para Fr.243, foram observadas
semelhancgas estruturais com os diterpenos labdanicos descritos na seg¢ao 5.7.7, em
relacao a estrutura labdadieno e a dupla ligagao terminal em C-8.

Os deslocamentos do nucleo terpénico também foram atribuidos com base no
mapa de correlacbes homonucleares COSY e no mapa de contornos HMBC. Os sinais
de correlagdao no HMBC entre o carbono quaternario em 8C 33,6 ppm (C-4) e os sinais
em oH 0,79 e 0,86 ppm, correspondentes a duas metilas, indicam sua localizagao na
posicao 4. Também no HMBC, é possivel observar correlagdes entre os sinais desses
hidrogénios metilicos (18 e 19) e os carbonos em dH 55,7 e 42,0 ppm, possibilitanto
atribui-los a C-5 e C-3, respectivamente. No COSY, observa-se correlagdes entre o
sinal em 6H 1,05 ppm (H-5) e os sinais em 6H 1,72 e 1,30 ppm, correspondentes aos

hidrogénios metilénicos da posigao 6 e entre estes e os prétons em dH 2,37 e 1,92
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ppm, atribuidos a H-7. Além disso, observa-se também correlagdes entre os sinais da
dupla terminal em dH 4,86 e 4,67 ppm (H-17) com os sinais de H-7 (dH 1,92 ppm) e
H-9 (dH 1,46 ppm). Ja no HMBC, verifica-se correlagcbes entre H-5 (dH 1,05 ppm) e
os sinais em 8C 53,3 e 39,5 ppm (C-9 e C-10, respectivamente) e entre H-9 e os sinais
em &C 39,3 e 39,0 ppm (C-1 e C-10, respectivamente) (APENDICE F, pag. 228).
Assim como na nicandrona, essa substancia possui uma hidroxila terminal em
C-15. Isso € observado pelo mapa de contornos COSY (Figura 88), em que o sinal
referente ao tripleto em dH 5,51 ppm apresenta correlacido com os sinais em dH 4,23
e 4,17 ppm, caracteristicos de hidrogénios geminais a hidroxila. A correlagéo entre o
sinal do préton metinico H-14 e o sinal em &H 1,66 ppm (H-16) confirma a presenca
dessa metila na dupla ligac&o. A principal diferenca esta na presenga de uma hidroxila
em C-12, enquanto os derivados da fragdo B3 possuem uma carbonila nessa posicao.
O hidrogénio em &H 4,12 (H-12) possui valor de deslocamento quimico caracteristico
de préton geminal a hidroxila. No mapa de contornos HMBC, este apresentou
correlagdo com os carbonos em d6C 53,3 (C-9), 28,6 (C-11), 140,2 (C13), 126,7 (C-14)

e 10,7 (C-16), indicando sua localizac&o na posicéo 12 (Figura 89).

Figura 88 - Mapa de correlagdes homonucleares COSY de Fr.243 (CDCls)
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Figura 89 - Expansao do mapa de correlagdes HMBC de Fr.243 (CDCls3)
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Dessa forma, pode-se identificar a substancia presente em Fr.243 como um

diterpeno com esqueleto labdanico (75):
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A estereoquimica da ligacao dupla C-13/C-14 foi estabelecida como E a partir
da correlagdo entre o hidrogénio metilénico H-15 (dH 4,23) e o grupo metilico na
posi¢ao 16 (dH 1,66), no mapa de contornos NOESY (Figura 91).
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Figura 90 - Expansao do mapa de contornos NOESY de Fr.243 (CDCls)

H-16
H-15
J_JL i o ML‘J\_&WM ppm

& F-N @4&5

Y P

® o @, @@

' & B . T wmel
H-16 H-15/H-16 / //“ A A R

(. . vt PPN

: S o @  ef
@ '“\/_J _—2.0

= 8 I | # I
-2.5
=3.0
3.5
H-16H-15 L4 o

H-15 P o o
. i
. 4.5
4 = -

b o ' [
T T T T ¥ T \ T 5.0
5.0 4.5 1.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Torres et al. (2019) descrevem o isolamento de dois epimeros do nicandrodiol
(76), 12R e 128, sendo a configuragao determinada por uma analise de difracdo de
raios X. A comparacgao entre os deslocamentos da substéncia isolada de B. imbricata
e dos dois epimeros (Tabela 27) permitiu afirmar que a substancia presente em Fr.243
€ 0 12-epi-nicandrodiol (77). As diferengas foram observadas entre os sinais de H-9,
C-11, C-12, C-13, C-14 e C-16 que no isbmero 12R aparecem em 6H 2,01, 6C 30,1,
75,0, 142,3, 123,3 e 12,2, respectivamente, enquanto no 12S os sinais aparecem em
oH 1,47, 6C 28,6, 77,2, 140,2, 126,6 e 10,6, respectivamente. Os mapas de contornos
bidimensionais HSQC e HMBC completos encontram-se em anexo (APENDICE G,
pag. 229).
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Tabela 27 - Dados de RMN de 'H e '3C obtidos para Fr.243 (5 em ppm, CDClsz; 600 MHz) e

comparacao com os dados da literatura

Fr.243 Nicandrodiol* (55) 12-epi-nicandrodiol* (56)
Posicao Ou (J em Hz) Oc Ou (J em Hz) Oc Ou (Jem Hz) Oc
1,72; m 1,72; m 1,73; m
T 1092;td (13.0; 39,1 11,09 td (12,5; 39,0 | 0.02:td (12.5; 39,0
13.0; 4.0) 12,5 2,5) 12,5; 4,0)
1,55; m 1,56; m 1,57; m
2 19,5 19,3 19,4
1,47; m 1,51; m 1,49; m
. . 1,39; dddd
138 m 1,39; ddad (13,0; (13,0; 3.5: 3.5,
3,0; 3,0; 1,5) 10
3 11,16;td (13,5; 422 1o 42,1 110 42,1
13,5, 4.0) i50 4 1,17;1d (13,0;
= 13,0; 4,0)
4 33,7 33,6 33,6
1,05; dd (12,6; 1,18; dd (12,5; 1,06; dd (12,5;
5 28) 556 1’ 555 137 55,6
172:m 175: m 1r3m
6 1130;dddd (13,0, 245 1134dddd (13,0, 244 (11'21(;)_"1"398_ 24,4
13,0; 13,0; 4,0) 13,0; 13,0; 4,0) 13,0, 4.0}
2,37;dq (13,0; 2,41 1d (12,5; 4,0; 2,38; td (12,5;
13,0; 5,0) 2,5) 4,0; 2,5)
7 38,4 38,3 38,3
1,92; td (13,0; 2,04; td (12,5; 1,93; td (12,5;
13,0; 5,0) 12,5; 5,0) 12,5; 5,0)
8 149,2 149,1 149,1
9 |146:m 533 |201;m 52,5 ;’3)7; dd (10.0; 53,2
10 39,6 39,3 39,5
1,69; m 1,58; m 1,70; m
11 28,6 30,1 28,6
1,68; m 1,58; m 1,67; m
4,12; dd (9,0; , , 4,13; dd (9,0;
12140 773 {405dd(8530) 750 g0 77,2
13 140,2 142,3 140,2
14 |551:1(63) 126,7 | 2063149 (6,5 1233 |552:t(7,0) 126,6

1,5; 1,0)




15

16

17

18

19

20

4,23: dd (13,0;
7,0)

4,17; dd (13,0;
7,0)

1,66; m

4,86; d (1,2)
4,67; m

0,86; s
0,79; s

0,68; s

59,2

10,7

106,8

33,6
21,8

14,7

4.,2; dd (13,5;
6,5)

4,19; dd (13,5;
6,5)

1,70; dt (1,5; 1,0)

4,85 m
4,47;d (1,5)

0,88; s
0,81; s

0,67;s

59,1

12,2

106,5

33,6
21,7

14,6

4,24; dd (12,5;
7,0)

4,19; dd (12,5;
6,5)

1,67;s

4.87; m
4,68;d (1,5)

0,87;s
0,80; s

0,69; s

180

59,2

10,6

106,7

33,5
21,7

14,6

d: dupleto; dd: duplo dupleto; td: triplo dupleto; m: multipleto; dq: duplo quarteto; s: simpleto

* Referéncia: Torres et al. (2019) — '"H RMN - 500 MHz, CDCls; '3C RMN 125 MHz, CDCls.

(76) nicandrodiol

(77) 12-epi-nicandrodiol

5.8 Atividade dos compostos isolados sobre a liberagao de citocinas pro-inflamatérias

Com o objetivo de investigar o potencial efeito anti-inflamatério das substancias

isoladas, estas foram avaliadas no modelo in vitro de células A549 previamente

estimuladas com TNF e IFN-y, conforme descrito na seg¢ao 4.13.5.

Inicialmente, foram obtidos os valores de CCso desses compostos nas células

A549, com o objetivo de determinar as concentragdes a serem testadas. Foi utilizado

o método do MTT, descrito na secao 4.13.2, e a faixa de concentracao estabelecida

no ensaio foi de 1 a 200 uM (APENDICE A, pag. 217). Todas as substancias avaliadas

apresentaram valores de CCso maiores que 30 uM e os ensaios nas células A549

foram realizadas com concentragdes variando de 3,75 a 15 uM. Na Figura 92 estao
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representados os graficos com os niveis de IL-6 e IL-8 apds o tratamento com as
diferentes substancias isoladas, comparadas com o grupo controle. Como a IL-8 foi
identificada em pacientes com sindromes leves, ela também €& considerada um
possivel marcador para o prognéstico da doenga (LI et al., 2021).

Todos o0s compostos testados promoveram uma redugado significativa na
liberacdo de IL-6 no modelo utilizado, principalmente nas maiores concentragdes.
Também houve uma reducdo notavel nos niveis de IL-8, sendo que as substancias
foram testadas apenas nas maiores concentragoes.

Das substancias isoladas de C. crucita, a umbeliferona apresentou uma inibigao
da liberacado da citocina dependente da concentracdo, com uma reducao de 80,0 *
4,1% dos niveis de IL-6 e IL-8 quando ensaiadas a 15 pM, enquanto a 3-epi-
leptocarpina exibiu uma reducido de aproximadamente 40,0 £ 10,7% de IL-6 € 82,0 £
12,4% de IL-8. Em relagcédo aos constituintes isolados de B. stylosa e B. imbricata
destacam-se os dois diterpernos, A6 e 12-epi-nicandrodiol, que exibiram redugao dos
niveis de IL-6 e IL-8 de 85 a 90% em todas as concentragdes testadas. Os diterpenos
presentes em B3 também reduziram a liberacéo de IL-6 e IL-8 na maior concentracéo
testada (15 uM). Ja os flavonoides, S2 e betuletol, apresentaram redugao de IL-6 a 15

MM (~30 e 60%, respectivamente), porém nao reduziram significativamente IL-8.
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Figura 91 - Reducéo das citocinas pro-inflamatérias IL-6 e IL-8 liberadas por células A549 estimuladas por TNF e IFN-y, e tratadas com as substancias isoladas
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As citocinas foram medidas de acordo com o protocolo do kit de imunoensaio do sistema R&D. Os resultados sédo apresentados como % dos niveis de citocina * desvio padrao,
em comparagédo com o grupo controle (células + citocinas) (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001 - ANOVA com pés-teste Tukey).
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A umbeliferona possui propriedades antioxidante e anti-inflamatdria
demonstrada em varios modelos, incluindo estudos em animais (HASSANEIN et al.,
2020). Essa substancia mostrou efeitos protetores contra a lesdo pulmonar aguda
induzida por lipopolissacarideo (LPS) em camundongos, promovendo a redugao da
infiltracdo de células inflamatérias e diminuicdo dos niveis de citocinas pro-
inflamatdrias, como MCP-1, IL-6, IL-18 e TNF (WANG et al., 2019). Também atenuou
a secrecao de citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias em células HaCat expostas
ao TNF-a/IFN-y (LIM et al., 2019). No entanto, até onde sabemos, ndo ha relato
anterior sobre o efeito da umbeliferona em células A549 sob essas condi¢des
estimulatérias. Embora os efeitos da leptocarpina e da arturina nas citocinas
inflamatdrias nunca tenham sido relatados anteriormente, o potencial anti-inflamatério
e os efeitos imunorreguladores das lactonas sesquiterpénicas foram previamente
descritos (PACO et al., 2022). Um exemplo séo as tagitinas C, F e A, isoladas de
Tithonia diversifolia, que reduziram a produgao de IL-6, IL-8 e TNF em culturas de
neutréfilos humanos estimulados com LPS (ABE et al., 2015). Quando ensaiados em
macrofagos RAW264 estimulados por LPS, os eupalinolideos L e M, isolados de
Eupatorium lindleyanum, promoveram reducao nos niveis de TNF e IL-6 (WANG et al.,
2018a), enquanto um eudesmanolideo de Sonchus brachyotus suprimiu a produgao
de TNF, IL-6 e IL-10 nas concentragdes avaliadas (LEE et al., 2023).

Ainda que a nicandrona e o nicandodiol tenham sido avaliados anteriormente
frente a atividade inibitéria da acetilcolinesterase (TORRES et al., 2019), ndo ha
relatos do potencial anti-inflamatério desses compostos. Entretanto, diterpenos com
esqueleto labdano apresentam um amplo espectro de atividades biologicas, incluindo
atividade anti-inflamatéria (PAL et al., 2016). Exemplos sdo os hedycoronenos A e B,
isolados de Hedychium coronarium, que apresentaram potente atividade inibitoria de
IL-6 em células dendriticas derivadas da medula 6ssea estimuladas por LPS, em
concentragdes inferiores a 10 yM (VAN KIEM et al.,, 2012). Um novo diterpeno
labdanico (acido 15-nor-14-oxolabda-8(17),13(16)-dien-19-6ico), isolado de Thuja
oriental, inibiu significativamente a produgdo de oxido nitrico (NO) e também a
expressao de TNF, IL-1B e IL-6 em macrofagos RAW 264.7 estimulados por LPS,
assim com o diterpeno 15,16-epoxi-3a-hidroxilabda-8,13(16),14-trien-7-ona, isolado
de Leonurus japonicus, que nesse mesmo modelo, suprimiu a ativagao de NF-kB e a
producdo de TNF (KHAN et al., 2012; KIM et al., 2013). O andropanilideo D, isolado

de Andrographis paniculata, também apresentou resultados semelhantes, com a
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reducao da secrecao de TNF, IL-6 e IL-1[3, além de regular a expressao proteica de
COX-2 e iINOS em macréfagos RAW264.7 estimulados por LPS, em concentragdes
de 5a 10 uM (YU et al., 2024).

Diversos flavonoides possuem atividade anti-inflamatoéria demonstrada em
modelos in vitro e in vivo (PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016). A apigenina reduziu
significativamente a secrecao de IL-6 em células A549 estimuladas por phorbol-12-
miristato-13-acetato (PMA), quando avaliada a 40 uM (PATIL et al., 2015). Por sua
vez, o (-)-5,3'4'5'-tetraidroxiflavan-7-galato, isolado de Pithecellobium clypeatria,
inibiu a secregao de IL-6 induzida pelo virus influenza H1N1 em células A549 (KANG
et al., 2014). De maneira semelhante, biochanina A e baicaleina inibiram a secrecéo
de IL-6 e IL-8 em células A549 infectadas com o virus influenza H5N1 (SITHISARN et
al., 2013). Em um modelo de células A549 estimuladas com TNF, a mirecetina reduziu
a expressao de IL-6 e IL-8, em concentracdes variando de 20 a 60 uM (CHEN et al.,
2021). Em relagdo ao potencial anti-inflamatério do betuletol, foi relatado uma
supressao do gene IL-33, quando avaliado em concentragdes superiores a 50 pg/mL
em células de fibroblasto murino (Swiss 3T3) estimuladas com PMA. Além disso, esse
flavonol suprimiu significativamente a expressao da proteina ERK, da via de
sinalizacao PKCO/MEK/ERK, envolvida na indugdo de respostas inflamatorias
(SHAHA et al., 2022). No entanto, ndo foi encontrado nenhum relato sobre essa
substancia em modelos com liberagdes de citocinas inflamatérias.

Diante disso, pode-se observar o potencial das lactonas sesquiterpénicas, dos
polifendis e dos diterpenos na modulagdo de mediadores pré-inflamatérios, como IL-
6, TNF e IL-8, diretamente envolvidos nos processos inflamatérios causados por
coronavirus, especialmente o SARS-CoV-2. A regulagdo desses mediadores pode
auxiliar na protecao dos tecidos pulmonares e na redugdo de danos associados a
resposta imune exacerbada. Além disso, o potencial sinérgico de tais substancias em
combinacdo com antivirais convencionais pode representar uma estratégia
promissora para o tratamento de infecgbes virais graves e resistentes, destacando o

papel dos produtos naturais no desenvolvimento de terapias inovadoras.
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5.9 Efeito dos compostos isolados sobre a produgdo de EROs em células A549

Foi demonstrado que as proteases virais possuem a capacidade de
desencadear a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) através das vias
de sinalizacdo TNF e NF-kB. Esta interacdo complexa dentro do ambiente oxidativo
desempenha varios papéis dependendo dos niveis de superoxido dismutase e seus
derivados. Este desequilibrio tem o potencial de levar a lesdes pulmonares,
semelhantes as observadas em casos de infec¢ao pelo virus Influenza (FERNANDES
etal., 2020). Além disso, foi observada uma correlagdo entre mediadores inflamatorios
e marcadores de estresse oxidativo em pacientes com COVID-19 grave,
particularmente entre os niveis IL-6 e o indice de estresse oxidativo
(PETRUSHEVSKA et al., 2021).

Assim, o efeito dos compostos isolados na producdo de EROs foi também
examinado em células A549. A estimulacao de células A549 com TNF e IFN-y resultou
em aumento significativo nos niveis intracelulares de EROs, conforme avaliado por
citometria de fluxo usando DCFH-DA (Figura 93).

Quando comparado ao grupo controle (células+citocinas), a umbeliferona
promoveu um aumento de 70-80% (p<0,0001) dos niveis de EROs, em todas as
concentracdes avaliadas. Ja as lactonas sesquiterpénicas apresentaram uma redugao
desses niveis, com destaque para a artutina, que na concentracéo de 7,5 uM, reduziu
a produgédo de EROs em 61% (p<0,0001). Por sua vez, o flavonoide S2, isolado de B.
stylosa, exibiu valores quase 3 vezes superiores (p<0,0001) ao grupo controle, na
maior concentragao ensaiada (15 uM), indicando um impacto notavel na produgao
EROs, enquanto o betuletol demonstrou uma leve redugao desses niveis (~35%) na
menor concentragdo (3,75 pM). Curiosamente, os diterpenos exibiram resultados
distintos, pois, enquanto o A6 produziu o aumento dos niveis de EROs em 80%
(p<0,01), o 12-epi-nicandrodiol reduziu os niveis na menor concentragao (1 uM) e
promoveu um aumento de EROs nas maiores concentracbes. Ja B3, que é a
nicandrona e seu produto de oxidacdo, apresentou uma reducdo, porém nao

estatisticamente significativa em relagéo ao controle.
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Figura 92 - Efeito das substancias isoladas sobre a producao intracelular de EROs em

células A549 estimuladas por TNF e IFN-y
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Células A549 (105 células/pogo) foram semeadas em placas de 24 pogos e estimuladas com TNF e

INF-y, por 20 h e marcadas com a sonda DCFH-DA. A producédo de EROs foi medida pela intensidade

de DCF (excitagao - 485 nm; emissao - 535 nm) em citdmetro de fluxo. Os dados foram analisados em

software FlowJo e apresentados como % dos niveis de EROs * desvio padrdo comparados com o

grupo controle (células estimuladas com TNF e INF- y) (controle positivo: quercetina 50 uM) (*p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001 - ANOVA com pos-teste Tukey).

As cumarinas sao reconhecidas como uma classe de compostos antioxidantes,

associadas a agdes quelantes e de eliminagdo de radicais (TODOROV; SASO;

KOSTOVA, 2023). As propriedades antioxidantes da umbeliferona sao atribuidas a

sua capacidade de eliminar radicais livres, a quelagcdo de metais e a inibicdo da
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peroxidagao lipidica (MAZIMBA, 2017). No entanto, foi relatado que a umbeliferona
também pode aumentar os niveis intracelulares de EROs, induzindo assim a apoptose
nas células cancerigenas. Por exemplo, em linhagens celulares de carcinoma gastrico
(MKN-45) e de carcinoma pancreatico (MIA PaCa-2), essa substancia promoveu
elevacao nos niveis intracelulares de EROs em 14% e 41%, respectivamente
(ASLANTURK; ASKIN CELIK, 2023). Da mesma forma, células KB (carcinoma oral
humano) tratadas com umbeliferona a 50, 100 e 150 yM exibiram um aumento
moderado nos niveis de EROs (40%, 41% e 42%, respectivamente) em comparagao
com células nao tratadas (VIJAYALAKSHMI; SINDHU, 2017). Além disso, estudos
envolvendo arilcumarinas 7,8-diacetiladas, derivados de 3-arilcumarina e 7,8-diidroxi-
4-metilcumarina também demonstraram um aumento nos niveis intracelulares de
EROs em linhagens celulares de adenocarcinoma de pulmdo humano (GOEL et al.,
2007; MUSA et al., 2015; MUSA; KOLAWOLE, 2023).

Foi demonstrado que algumas lactonas sesquiterpénicas elevam a produgao
intracelular de EROs, com um mecanismo atribuido a indug¢ao de apoptose em células
tumorais (CHATURVEDI, 2011). Em contrapartida, descobriu-se que as lactonas
sesquiterpénicas de Artemisia austroyunnanensis diminuem os niveis de EROs de
uma maneira dependente da concentracdo em células RAW264.7 estimulados por
LPS, enquanto quatro lactonas sesquiterpénicas isoladas de Schkuhria pinnata
exibiram inibicdo moderada de EROs nesse mesmo modelo (KUDUMELA; MAZIMBA;
MASOKO, 2019; LIU et al., 2020). Esses resultados s&o consistentes com os dados
obtidos no presente trabalho, nos quais as lactonas sesquiterpénicas de C. cruciata
também apresentaram reducdo dos niveis de EROs de maneira concentragao-
dependente.

Assim como as cumarinas, os flavonoides possuem dupla acdo em relacéo a
homeostase de EROs, atuando como antioxidantes em condi¢des normais ou como
pro-oxidantes em células cancerigenas, desencadeando as vias apoptoticas e
regulando negativamente as vias de sinalizagdo  pré-inflamatdrias
(KOPUSTINSKIENE et al., 2020).

Alguns exemplos sao a baicaleina, uma flavona tri-hidroxilada, a isoorientina,
uma flavona glicosilada e a sotetsuflavona, uma biflavona isolada de Cycas revoluta,
que aumentaram consideravelmente os niveis de EROs em células A549 (KIM et al.,
2016; WANG et al., 2018b; XU et al., 2020). Em contraste, foi demonstrado que a

quercetina inibiu a apoptose celular e reduziu a geragdo de EROs em células A549
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estimuladas com LPS, ao passo que o pré-tratamento com o galato de
epigalocatequina foi capaz de atenuar o estresse oxidativo nessa mesma linhagem
estimulada com TNF (LEE et al., 2013; LV et al., 2024). Ja o betuletol 3-metil-éter,
isolado de Allagopappus dichotomus, induziu a produgdo de EROs em células de
leucemia humana (HL-60) na concentragao de 10 uM (RUBIO et al., 2010). Esse efeito
dual dos flavonoides sobre a produ¢ado de EROs também foi observado no presente
trabalho, uma vez que o betuletol apresentou uma ligeira redugdo de EROs na menor
concentracéo (3,75 uM). Entretanto, o flavonoide S2 aumentou drasticamente os
niveis a 15 uM, ressaltando que os efeitos na regulacdo de EROs podem variar
dependendo do composto especifico e do contexto celular.

O aumento de EROs intracelular como um dos mecanismos envolvidos na
ativagao da apoptose também ja foi relatado para alguns diterpenos com esqueleto
labdanico. Este € o caso do andrografolideo, que aumentou significativamente a
producao de EROs em células de osteosarcoma e da coronarina D, que apresentou o
mesmo efeito em células de carcinoma nasofaringeo (CHEN et al., 2017; WANG et
al., 2020). Na revisdo da literatura realizada n&o foram encontrados relatos de
diterpenos sobre a modulagao de EROs em modelo semelhante ao descrito neste
estudo. Porém, Sitarek et al. (2022) relataram o aumento dos niveis de EROS em
células A549 quando tratadas com trés diterpenos isolados de Plectranthus ornatos.
Esses achados sdo semelhantes aos resultados obtidos, ja que o diterpeno A6 e 0 12-
epi-nicandrodiol também promoveram um aumento dos niveis de EROs no modelo de
A549 aqui utilizado. No entanto, pode-se considerar que no 12-epi-nicandrodiol esse
efeito € dependente da concentracao, ja que a 1 yM houve uma redugao dos niveis
de EROs.

5.10 Efeito dos compostos isolados de C. cruciata na replicagao do virus SARS-CoV-
2

Visando explorar o potencial antiviral da umbeliferona e das lactonas
sesquiterpénicas isoladas de C. cruciata, estas foram avaliados em células Calu-3
infectadas com SARS-CoV-2. Previamente aos ensaios, a viabilidade celular das
substancias foi avaliada, ndo demonstrando toxicidade nas concentracbes testadas
(APENDICE A, pag. 217). A atividade antiviral foi determinada utilizando ensaio de

placas e os resultados sdo apresentados na Figura 94. A titulacdo da carga viral
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recuperada apoés tratamento com os diferentes compostos foi realizada em células
Vero CCL81. Todos as substancias exibiram atividade anti-SARS-CoV-2 em ambas as
concentragdes ensaiadas, com uma redugdo na carga viral de aproximadamente 1,7

a 2,0 log na concentragao de 7,5 uM.

Figura 93 - Efeito das substancias isoladas de C. cruciata nas cargas virais de células Calu-3
infectadas com SARS-CoV-2
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Os ensaios de placas foram realizados com sobrenadantes de células Calu-3 (10° células/pogo)
infectadas com Sars-CoV-2 (MOI 0,1) durante 48h e titulados em células Vero CCL81 sobrepostas com
0,8% de carboximetilcelulose. As células Calu-3 foram pré-tratadas 1h antes da infeccdo com SARS-
CoV-2. O tratamento das monocamadas infectadas foi mantido até 48 h.p.i, quando o sobrenadante foi
coletado e analisado quanto a infectividade utilizando ensaio de placa. Os dados obtidos foram
expressos em unidades formadoras de placa por mililitro (PFU/mL) + desvio padrdo e comparados com
Veiculo (DMSO + Etanol) (***p<0,001 e ****p<0,0001 - ANOVA com Tukey pés-teste).

Foi relatado anteriormente que a umbeliferona inibe a TMPRSS2 (protease
serina transmembranar 2) e a ECA-2 (enzima conversora de angiotensina Il), que séo
essenciais para a entrada do SARS-CoV-2 nas células. Esta inibigdo foi demonstrada
através de ensaios enzimaticos baseados em FRET (Transferéncia de energia de
ressonancia por fluorescéncia) e andlise de docking molecular (CHENG et al., 2023).
Até onde sabemos, o presente trabalho demonstra pela primeira vez a inibicao do
SARS-CoV-2 pela umbeliferona em células infectadas com Calu-3. Este resultado

demonstra o potencial da umbeliferona como agente antiviral e justifica a necessidade
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de estudos adcionais visando explorar sua potencial aplicagao terapéutica no manejo
de infecgdes pelo SARS-CoV-2.

Este estudo também apresenta o primeiro relato da atividade anti-SARS-CoV-
2 da leptocarpina e da arturina. Investigacbdes in silico anteriores apontaram os
potenciais efeitos antivirais das lactonas sesquiterpénicas contra as proteinas SARS-
CoV-2. Assim, a reinosina e a 4-fluoro-santamarin exibiram atividade potencial contra
a protease Mpro, RNA replicase e proteina Spike em analises de acoplamento
molecular (MEJIAS et al., 2022). Além disso, o composto antimalarico artemisinina e
seus derivados demonstraram a capacidade de se ligar ao sitio ativo do Mpro,
principalmente no residuo Cys145, inibindo assim o processo proteolitico crucial para
a replicagdo do virus (BADRAOUI et al., 2022). Avila-Galvez et al. (2022) relataram a
potencial atividade inibitoria do extrato de chicéria contra a Mpro e contra uma
protease semelhante a papaina (PLpro) do SARS-CoV-2. Posteriormente, as quatro
lactonas sesquiterpénicas mais abundantes (lactucina, lactucopicrina, 11p-13-
diidrolactucina e  11B-13-diidrolactucopicrina) identificadas neste extrato
demonstraram ser responsaveis pela inibicdo dessas proteases, ligando-se
efetivamente aos seus sitios ativos. Portanto, as lactonas sesquiterpénicas exibem
atividade anti-SARS-CoV-2 promissora, conforme demonstrado por dados da

literatura e também por nossos resultados em células infectadas com Calu-3.
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6 CONCLUSOES

A investigacao fitoquimica de C. cruciata resultou no isolamento de quatro
compostos descritos pela primeira vez na espécie, a umbeliferona, a nova lactona
sesquiterpénica 3-epi-leptocarpina, a leptocarpina e a arturina. Todos os sinais de
ressonancia destes compostos foram atribuidos inequivocamente através de extensa
analise de dados de RMN mono e bidimensional de 'H e '3C. Adicionalmente, do
extrato etandlico de B. stylosa foi isolado um flavonoide inédito, com um grupo metil-
butirico como substituinte, além da descricdo dos dados espectroscopicos dos dois
diterpenos labdanicos isolados anteriormente. O isolamento do nicandrodiol de B.
imbricata também foi relatado pela primeira vez desta espécie.

Todas as substancias isoladas apresentam potencial efeito na modulagao de
algumas citocinas proé-inflamatérias, demonstrado pela reducao significativa da
liberacdo de IL-6 em células A549 previamente estimuladas com IFN-y e TNF e
tratadas com as substancias. Alguns dos constituintes isolados também reduziram a
producgao intracelular de EROs no modelo de células A549 previamente estimuladas
com IFN-y e TNF, enquanto outras substancias aumentaram a produgao. Todos os
quatro compostos isolados de C. cruciata inibiram a replicagdo do SARS-CoV-2 em
células Calu-3.

Coletivamente, essas descobertas destacam C. cruciata, B. stylosa e B.
imbricata como fontes promissoras de moléculas bioativas, com potencial atividade

anti-inflamatodria e antiviral.
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APENDICE A

Figura A1 - Viabilidade das células L929 apds tratamento com extratos vegetais (A) e fragdes

de C. cruciata e B. stylosa (B), nas concentrag¢des de 10, 30 e 90 ug/mL
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Os dados obtidos foram expressos em % de viabilidade celular, comparado ao Veiculo (DMSO + Etanol)
(****p < 0,0001 - ANOVA com pos-teste de Tukey).

Figura A2 - Viabilidade de células Calu-3 apds tratamento com as fragées Hex e Dcm (nas

concentragdes de 10 e 30

pg/mL) (A) e dos compostos isolados (nas concentragbes de 3,75 e 7,5
uM) (B) de C. cruciata
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Os dados obtidos foram expressos em % de viabilidade celular, comparado ao Veiculo (DMSO + Etanol)
(ANOVA com poés-teste de Tukey).
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Tabela A1 - Valores de CCso dos extratos de C. cruciata, B. stylosa e B. imbricata e das

respectivas fragdes

C. cruciata CCsp (+ desvio padrao)
Extrato 22,3+ 8,1
Hex 31,2+£12,7
Dcm 8,5+3,8
B. stylosa
Extrato 40,9+ 16,4
Dcm 25,1+ 8,1
B. imbricata
Extrato 42,2 + 8,7

CCso: 50% concentragdo citotdxica; os valores representam a média de trés experimentos

independentes; faixa de concentragdo 0,8 — 100 ug/mL
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Tabela A2 - Valores de CCso Valores de CCso das substancias isoladas de C. cruciata, B.

stylosa e B. imbricata

C. cruciata CCs (* desvio padrao)
umbeliferona >200
3-epi-leptocarpina 105,2 + 31,7

leptocarpina 66,2 + 30,7
arturina 56,5 + 40,0
B. stylosa
S2 64,8 +9,2
A6 >200
B3 >200
B. imbricata
12-epi-nicandrodiol 82,2+ 18,0
betuletol >100

CCso: 50% concentracdo citotdxica; os valores representam a média de trés experimentos

independentes; faixa de concentragéo 1,5 — 200 yM.
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APENDICE B

Figura B1 - Perfis cromatograficos obtidos por UPLC-DAD para o extrato etandlico e

respectivas fragcoes de C. cruciata (A) e B. stylosa (B). (Condi¢gdes cromatograficas: vide Parte

Experimental - item 4.11)
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APENDICE C

Figura C1 - Mapa de correlagbes homonucleares COSY de F.63 (CDCls)
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Figura C2 - Mapa de correlagbes heteronucleares HMBC de F.63 (CDClIs)
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APENDICE D
Figura D1 - Espectro de RMN de 'H de CIITr27,5 (CDClIs; 600 MHz)
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Figura D3 - Sub-espectro de DEPT-135 de ClITr27,5 (CDCls; 150 MHz)
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Figura D4 - Mapa de contornos HSQC de CIITr27,5 (CDCls)
Ak
o8 "
et o
22 oA 9
CIRTAMEN Sl Y NEJ ) w1 /e g ‘ ol | o®
41—“1_1__\’:_1_1_'. ], I, .\I_,_J _\)\u_ _|__N.n. Aw | ppm
bt H-4'/C4"
] .
cqa HE ] . —H-14/C14
i T — HEICE= ., _nlsicts
-2a/C-. b
co | H2g_-02 H-2b/C-2
H-9/C-9 H-9a/C-9
c9 FicT® -
o7 ] H-7/C-T
;10 H-1/C1
o1 — o 3
C-3 H-3/C-3
=] H-6a/C-6 b/C . 7
cfachg. = a/ H-6b/C-6
c13 @B‘C’A R
C5 Wt Wt e
c1” 13
C11 H-31C-3
T3 - F
ca””




Figura D5 - Mapa de correlagbes homonucleares COSY de CIITr27,5 (CDCls)
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Figura D6 - Mapa de correlagbes heteronucleares HMBC de CIITr27,5 (CDCls)
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APENDICE E
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Tabela E1 - Correlagées de 'H-'H (NOESY) e correlagdes de '*C-'H (HMBC) de 3-epi-

leptocarpina, leptocarpina e arturina obtidas em solugédo de CDCls

3-epi-leptocarpina

NOESY, 'H

2a, 7, 9a
a1, 2B
B: 2q, 3, 14

2B, 6, 14

7,15

3,7,14, 15

1,5, 6, 8, 9q,
13a

7,90a, 9B, 13a

a:1,7,8,9B
B: 8, 9a, 14

Leptocarpina
HMBC, *C NOESY,'H HMBC, "*C
2 2q, 9a 2,8,10, 14
1,3,4,10 a: 2B, 3 1,10
1,3,4 B:2a,3,14 1,3,14,15
2a, 2B, 15, 1,2,4,5,
2,515 3-OH 15
3,15 6,7,15 3,7,15
5,7,14, 3- 4,5,7,8,
4,7,8,12 OH 12
5,11, 12, 5,6, 8, 9qa, 5,6,9, 11,
13 13a 12,13
1,6,9, 1,6,9, 10,
10,11 7,9qa, 9B, 13 11
1,10, 14 ) 1,10 14
1,7, 8,10, °‘B'_18' 7éG8’194B 1,2,7,8,
14 T 10, 14

Arturina
NOESY, 'H HMBC, 3C
2a, 3a ou 98,
3B, 5, 90, 14 9,14
a: 1, 3a 1,3,410
B: 14 1,3
@ 1’135% % 424515
B: 1 2,415
9 1747 6’ 7’
10, 14, 15
4,7,8,10,
14, 158 11
51 81 gaa 13a 6, 11
7,14 1,6,10
_ 1,10, 14
614 57810
o 11, 14

a:7,8,13B
B: 13a
3,6,98

7,8,11,12 a:8,13B

7,8,11,12 B: 13a
1,9,10 10ou9B,6

3141 517 3,5
1,5 5

11’ 2!7 3v, 5!

1,2,3,4 3

7,8,11,12
7,8,11,12
1,9,10

3,4,5,7

1,4,5
11’ 211 31’ 5!
1,2,3,4

a:7,8,13B
B:7,13a
23,5, 6,98
a: 3a
B: 6,14

5!

3, 14

7,12
7,11,12
1,5,9,10
3,4,5
3,4,5
1,4,5%5
1,2,3,5
1,2,3



APENDICE F

Figura F1 - Mapa de correlagbes homonucleares COSY de B3 (CDCls)
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Figura F2 - Mapa de correlagdes heteronucleares HMBC de B3 (CDCls)
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APENDICE G

Figura G1 - Mapa de contornos HSQC de Fr.243 (CDCls)
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