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RESUMO

Os testes bioldgicos realizados por pesquisadores colaboradores do NuBBE para as
espécies selecionadas para este estudo Brosimum glaziovii € Kielmeyera variabilis
indicaram K. variabilis como uma importante fonte de metabdlitos especiais bioativos.
O fracionamento bioguiado da fragcdo AcOEt dos galhos de K. variabilis para
isolamento de substancias com potencial antimalarico foi realizado via teste quimico
com B-hematina e in vitro com Plasmodium falciparum, levando a identificagdo das
xantonas oxigenadas 3,6-diidroxi-1,4,8-trimetoxixantona, 3,5-diidroxi-4-metoxixantona,
3,4-diidroxi-6,8-dimetoxixantona, 3,4-diidroxi-2-metoxixantona, 5-hidroxi-1,3-
dimetoxixantona, 2,3-dimetoxi-4-hidroxixantona, 3-hidroxi-2-metoxixantona e 2-hidroxi-
1-metoxi-xantona e o xantonoligndide kielcorina. Dentre as substancias isoladas, o
xatonolignéide kielcorina foi considerado ativo quando comparado ao padréao
cloroquina. A avaliagdo do potencial tripanocida também foi realizada para as
xantonas isoladas e dentre estas, a 3,4-diidroxi-2-metoxixantona foi a mais ativa,
principalmente para a cepa resistente ao benzonidazol (cepa Bolivia). Na fracao EHFB
das folhas de B. glaziovii foi observado o potencial antichagasico desta espécie. Os
resultados observados para 0s ensaios antioxidantes levaram ao isolamento dos
flavondides quercitrina, podocarpusflavona A e da mistura de quercetina-3-O-
glicosideo e quercetina-3-O-galactosideo, evidenciando a importancia dos grupos
catecdlicos na potencializacdo da acgao antioxidante. O estudo bioguiado pela
atividade antimicrobiana com seis cepas de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina culminou no isolamento de um derivado prenilado do floroglucinol (HGK-1) o
qual demonstrou ser responsavel pela potente atividade demonstrada pela fracdo
hexanica dos galhos de K. variabilis. As xantonas isoladas tiveram seu potencial
antimicrobiano avaliado nas mesmas cepas, sendo que a 3,4-diidroxi-2-metoxixantona
€ a unica que possui um grupamento catecol e demonstrou maior potencial quando
comparada as demais substancias descritas. Por intermédio da técnica CG-DIC foram
identificados 8 triterpenos e/ou esterdides, nas fragdes de baixa polaridade. Os
resultados obtidos nos testes antifungicos com fitopatégenos e patégenos humanos
mais uma vez evidenciam o potencial farmacoldgico da espécie K. variabilis, assim

como demonstram o potencial antimicético dos galhos de B. glaziovii.

Palavras-chave: Kielmeyera variabilis, Brosimum glaziovii, atividades bioldgicas,
xantonas, flavondides, triterpenos, esteroides.



ABSTRACT

Several biological activities have been carried out by NuBBE’s collaborators aiming the
identification of active extracts from plant species, and Brosimum glaziovii and
Kielmeyera variables showed to be important sources of bioactive secondary
metabolites. Bio-guided fractionation of the EtOAc bioactive fraction of the branches of
K. variabilis by using of the chemical test B-hematin, and in vitro by using of
Plasmodium falciparum, led to the isolation and identification of oxygenated xanthones
3,6-dihydroxy-1,4,8-trimethoxyxanthone, 3,5-dihydroxy-4-methoxyxanthone, 3,4-
dihydroxy-6,8-dimethoxyxanthone, 3,4-dihydroxy-2-methoxyxanthone, 1,3-dimethoxy-
5-hydroxyxanthone, 2,3-dimethoxy-4-hydroxyxantona, 3-hydroxy-2-methoxyxanthone
and 2-hydroxy-1-methoxyxanthone and xantonolignoid kielcorin. Among the
compounds isolated, the xatonolignoid keilcorine indicated activity when compared to
the standard chloroquine. The assessment of potential trypanocidal was also a part of
this work and among the isolated xanthones, 3,4-dihydroxy-2-methoxyxanthone
showed to be the most active, especially against the resistant strain to benzonidazole
(Bolivia strain). In hexane fraction of leaves from B. glaziovii was noted antichagasic
potencial for this specie. The antioxidant test used in this study led to the isolation of
several flavonoids with antioxidant activity: quercitrin, podocarpusflavone A and the
mixture of quercetin-3-O-glucoside and quercetin-3-O-galactoside, showing the
importance of catechol group for the potentiating of antioxidant activity. The bio-guided
antimicrobial activity using six strains of methicillin-resistant Staphylococcus aureus
resulted in the isolation of the prenylated phloroglucinol derivative (HGK-1), which
proved to be responsible for the potent activity exhibited by the hexane extract of the
branches of K. variabilis. The xanthones isolated were evaluated against antimicrobial
activity in the same strains, and the 3,4-dihydroxy-2-methoxyxanthone was the only
one that has a catechol, and presented the highest potential when compared to other
substances described. Through GC-FID technique eight triterpenes and steroids were
identified in the fractions of low polarity. The results obtained in tests against
pathogens and human fungal pathogens once again highlighted the pharmacological
potential of K. variabilis plant species, as well as demonstrate the antimycotic potential
of the branches of B. glaziovii.

Keywords: Kielmeyera variabilis, Brosimum glaziovii, biological activities, xanthones,
flavonoids, triterpenes, steroids.
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1. Introducao

Consideracoes sobre os taxons estudados

A familia Moraceae

A familia Moraceae compreende aproximadamente 75 géneros e 1550
espécies de distribuicdo ampla nas regides tropicais. No Brasil cerca de 30
géneros e 340 espécies ocorrem em toda a costa Atlantica, representados por
arvores, arbustos ou ervas geralmente lactescentes, mondicos ou didicos.
Ocorre um grande dimorfismo entre as folhas, distinguindo individuos jovens e

adultos.’

O género Brosimum

O género Brosimum (Moraceae) compreende aproximadamente 13
espécies que ocorrem na América Tropical.? Dentre estas espécies apenas
duas delas vem sendo mais estudadas do ponto de vista fitoquimico, sendo
elas: Brosimum gaudichaudii>* e B. acutifolium.?>%"8

Revisao bibliografica sobre o perfil quimico das espécies de Brosimum
revelou principalmente a ocorréncia de flavondides, lignanas, flavonolignanas,
isoflavonas, cumarinas preniladas, furanocumarinas e chalconas.®*789:10

O género Brosimum é tradicionalmente empregado na fotoquimioterapia
da psoriase, e algumas de suas espécies sdo utilizadas na medicina popular

amazdnica como anti-inflamatéria e antirreumatica."’
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A espécie Brosimum glaziovii

A espécie Brosimum glaziovii (Figura 1) pertencente a familia Moraceae
€ uma espécie endémica do Brasil e uma revisédo bibliografica sobre registros
fitoquimicos demonstrou a inexisténcia de estudos quimicos sobre esta

espécie.

Figura 1: A esquerda foto de um espécimen de Brosimum glaziovii do herbario do
Instituto de Botanica, Sdo Paulo-SP, Brasil. A direita foto de um espécimem de B.
glaziovii publicada por SOUZA."

A familia Clusiaceae

A biodiversidade da flora brasileira vem despertando muito interesse
devido ao grande numero de taxons ainda pouco estudados sob os aspectos
quimicos e bioldgicos. Muitas destas familias de plantas vém sendo alvo de
pesquisas cientificas devido ao interesse farmacoldgico, visando a busca por
novos constituintes protétipos de farmacos. Uma das familias bastante
estudadas na flora brasileira é a familia Clusiaceae, com cerca de 50 géneros e
1200 espécies de ocorréncia exclusiva nas regides tropicais. A maioria dos
representantes desta familia sdo arvores, arbustos ou ervas, sendo raramente

epifitas.'?
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Alguns géneros e espécies sao endémicos de certas areas, como por
exemplo, o género Symphonia L. e Pentadesma sabine 0s quais sao
encontrados unicamente na Africa.”® No Brasil ocorrem 21 géneros e 131
espécies distribuidos por todo territério nacional, principalmente nas regides
Amazonica, Cerrado e Mata Atlantica.”* Os géneros pertencem a trés
subfamilias, tendo inUmeras aplicacbes na medicina popular, destaque para
Hypericum e Vismia (Hypericoidae), Clusia, Calophyllum e Garcinia
(Calophylloidae) e Kielmeyera (Bonnetioideae).'?

Por intermédio de estudos anteriores observa-se que as xantonas sao
as substancias mais comumente encontradas em plantas superiores
pertencentes a familia Clusiaceae, sendo que além das xantonas encontram-se
também antraquinonas, flavondides, benzofenonas e terpenos. Muitos destes
metabdlitos tém chamado a atencdo por exibirem importantes atividades
biolégicas e quimicas.'®

As xantonas acumuladas neste grupo taxonémico podem ser mono-, di-,
tri-, tetra- e pentaoxigenadas e, ainda, alquiladas, glicosiladas e xantolignéides.
As xantonas naturais sdao de ocorréncia restrita, sendo encontradas
principalmente em trés familias de plantas - Clusiaceae, Gentianaceae e
Hipericaceae.

As xantonas oxigenadas vém merecendo atencao especial, por parte de
pesquisadores de diversas d&reas cientificas, devido ao grande potencial
biolégico por elas apresentado.'®'” Dentre os géneros constituintes da familia
Clusiaceae trés deles - Haploclathra, Vismia e Kielmeyera - merecem atencao

como excelentes fontes de xantonas oxigenadas.

O género Kielmeyera

As plantas do género Kielmeyera sao encontradas restritamente na
América do Sul sendo que das 47 espécies de plantas conhecidas, 45 sao
nativas dos ecossistemas brasileiros. Estas se encontram localizadas
principalmente no Cerrado brasileiro, mais especificamente na regido Centro-
Oeste onde as espécies do género Kielmeyera sao mais frequentemente

encontradas.'®
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Ha varios registros destas espécies na literatura sobre seus usos na
medicina popular. Os mais tradicionais estdo relacionados ao tratamento de
esquistossomose, leishmaniose, malaria, infecgdes bacterianas e flngicas.'®

Estudos fitoquimicos realizados com espécies do género indicam a
presenca de terpendides e derivados bifenilicos,®® cumarinas,?’ além de
xantonas, que sdo os constituintes majoritarios entre as plantas deste género.?

O perfil quimico de algumas espécies do género Kielmeyera ja
estudadas, tais como, K. coriaceae Mart., K. corymbosa (Sp.) Mart., K. excelsa
Camb., K. ferruginosa, K. petiolaris (Spr.) Mart.,, K. speciosa St. Hill, K.
rubriflora Camb. e K. variabilis Mart. confirmam as xantonas como marcadores

quimiotaxonémicos deste género.?®

A espécie Kielmeyera variabilis Mart.

A espécie vegetal Kielmeyera variabilis Mart. (Figura 2), popularmente
conhecida por malva-do-campo (sinonimia: pau-santo) encontra-se distribuida
em territério brasileiro nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana, Rio de

Janeiro, Goias e Piaui.?*

Figura 2: Foto de um espécimem de Kielmeyera variabilis (Fonte:
http:/timblindim.wordpress.com/arvores/pau-santo-1/).
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Em estudo anterior foram isoladas dos galhos de K. variabilis Mart. trés
xantonas: assiguxantona-B, 1,3,5,6-tetra-hidroxi-2-prenilxantona e kielcorina

além do acido 2,5-di-hidroxibenzéico (Figura 3).2>2

O OH =

HO “li] o ml; OH

OH
Assiguxantona-B 1,3,5,6-tetra-hidroxi-2-prenilxantona

HO COOH
::::OH

Acido 2,5-di-hidroxibenzoico

Figura 3: Substancias isoladas da espécie Kielmeyera variabilis Mart. em estudo

anterior.

Xantonas

Durante as ultimas décadas um grande numero de xantonas foi isolado
de plantas superiores, bem como de fungos e liquens. Sua importancia
quimiotaxonédmica em algumas familias e suas propriedades farmacoldgicas
tém despertado interesse de quimicos, biélogos e farmacélogos.?’

A palavra xantona é derivada do grego e significa amarelo, cor
apresentada pela grande maioria destes constituintes quimicos.?® A xantona,
também conhecida como 9H-xanten-9-ona, é estruturalmente formada por dois
anéis benzénicos (A e B) e uma y-pirona central (C), conferindo um arranjo

simétrico a este tipo de composto (Figura 4).
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Figura 4: Nucleo xant6nico basico numerado segundo a IUPAC.

Estas substéancias, de formula molecular Ci3HgO2 possuem a mesma
estrutura central com 6 atomos de carbonos conjugados com multiplas ligacoes
duplas, as quais as tornam mais estaveis. Devido ao fato da numeragdo do
ndcleo xanténico nem sempre ser tratada de maneira uniforme, a IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) publicou uma
recomendacgdo, em 2004, para estabelecer uma numeragéao padrao (Figura 4),
onde aos anéis benzénicos sdo atribuidas as denominagées de A e B e para o
anel y-pirona a denominacdo C. Todas as posi¢cbes de 1-4 e de 5-8 podem
estar substituidas, resultando em uma variedade de derivados xantdnicos que

2829 ou por rotas sintéticas.*

podem ser obtidos por meios naturais

Os compostos xanténicos de origem natural sédo classificados e
subdivididos de acordo com a natureza de seus substituintes. Pela
classificacdo as xantonas sado divididas em seis grandes grupos: xantonas
simples, xantonas glicosiladas, xantonas preniladas, xantonolignoides, bis-

xantonas e xantonas miscelanias (Figura 5).%°
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OH

OH
CH; O OH 0

i I i HO OH
O O O O OH
HO O OH ) OH

Fusaridina Mangiferina
(simples) (glicosilada)

e O
OH

OH

Mangostina OCH,

(prenilada) Kielcorina
(xantonolignéide)

OH O OH

:6?5 Xantofulvina
(miscelania)

Figura 5: Representantes para as diferentes classes de xantonas.

Globulixantona E
(bis-xantona)

A importéancia farmacolégica das xantonas

As xantonas exibem propriedades farmacolégicas muito bem
documentadas, atribuidas principalmente a seus heterociclos oxigenenados € a
diversidade dos isdsteros e grupos farmacoféricos que podem ser formados a

partir de xantonas naturais.®’
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Para esta classe de metabdlitos sdo atribuidas diversas propriedades
farmacoldgicas, tais como: sequestradora de radicais livres; antibacteriana para
cepas de bactérias multi-resistentes, como, por exemplo, atividade em
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, demonstrada pelas xantonas

tri-oxigenadas isoladas de Garcinia nigrolineata Planch. (Clusiaceae)®**®

e
pelas xantonas provenientes do extrato etandlico das raizes de Hypericum
sampsonii. J& foram relatadas também atividade nas cepas de Enterococci
resistentes & vancomicina,®* mycobacterium tuberculosis® entre outras.

Esta classe apresenta também atividade citotoxica, como exemplo pode-
se citar a atividade de a-mangostina isolada dos frutos de Garcinia mangostana
% e antitumoral, tal como demonstrado pelas xantonas isoladas de Garcinia
fusca.’’

Existem ainda relatos de atividade anti-inflamatéria,®® hepatoprotetora
como as xantonas de Cudrania tricuspidata (Moraceae),®® protetora
cardiovascular,®® inibicdo seletiva da ciclooxigenase-2*' como exemplo
destaca-se as xantonas 2,6-diidroxi-1,7-dimetoxixantona e 3,4-diidroxixantona
de Calophyllum membranaceum (Clusiaceae) além da atividade inibidora do
fator de agregacdo plaquetaria (PAF), representada pelas bis-xantonas de
Hypericum japonicum. “*** Além destas atividades destaca-se também para a
atividade antimalarica, um dos focos deste trabalho, demonstrada por
representantes da classe das xantonas, como por exemplo, pelas xantonas
covaxantona e mangostina isoladas das espécies Calophyllum caledonicum e

Garcinia mangostana (Clusiaceae).**

Atividade antimalarica

A malaria continua sendo um dos mais sérios problemas de saude e a
maior causa de mortalidade e morbidez nas regidbes endémicas. Existem
aproximadamente 243 milhdes de casos levando a aproximadamente 863.000
mortes, sendo que metade da populacdo mundial esteve em risco de
contaminacao durante o ano de 2008. No momento 109 paises e territérios
apresentam casos da doencga, dos quais 45 estdo dentro da regido Africana

segundo dados da Organizacdo de Mundial de Satde.*
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Embora a malaria seja uma doenca curavel e que pode ser prevenida,
ela aumentou nas décadas de 80 e 90 com o desenvolvimento da resisténcia
do parasita ao farmaco mais frequentemente utilizado (cloroquina), assim
como, pela resisténcia do vetor a inseticidas. Durante a década de 90 a doenca
re-emergiu em alguns paises na Asia Central, Leste Europeu e no sudeste da
Asia. A maioria dos casos registrados em 2006 ocorreu na Africa (86%),
seguida pelo Sudeste da Asia (9%) e Mediterraneo Oriental (3%) (Figura 6).

Figura 6: Incidéncia estimada de malaria por 1000 habitantes em 2006.*

O Brasil esta entre os 30 paises com maior incidéncia de malaria, sendo
0 pais que apresentou o0 maior numero de casos (549.184 em 2007) nas
Américas. Esta estimativa representa metade do niumero de casos da regiao
das Américas pela OMS. Mais de 350.000 casos foram reportados no Brasil no
periodo de 2001-2007 com um maximo de 603.532 ocorrendo em 2005. A
transmissdo ocorre principalmente na Regido da Amazbnia Legal, onde 10-
15% da populacao vive numa area de alto risco. Em 2007, 19% destes casos
foram causados por Plasmodium falciparum.*

O tratamento antimalarico é geralmente realizado por farmacos
pertencentes a classe dos: aminoquinolinos (cloroquina, amodiaquina,
primaquina), derivados de quimolinometanol (quinina, mefloquina, halofantrina),

diaminopirimidinas (pirimetamina), sulfonamidas (sulfadoxina, sulfadiazina),
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biguanidas (proguanil, clindamicina), sesquiterpenos (artemisinina, arteméter,
arteéter, artesunato) e naftoquinonas (atavaquone).*®

A descoberta de farmacos antimalaricos teve inicio com a quinina,
isolada em 1820 pelos cientistas franceses Pelletier e Caventou das cascas da
Cinchona ssp. (Rubiaceae), a qual era utilizada por indios Peruanos. A quinina
foi o primeiro farmaco utilizado para o tratamento da malaria. S6 em 1944 sua
sintese foi realizada por Woodward e Doering, entretanto esta era de alto custo
e complexa. A quinina ainda hoje utilizada é extraida de Cinchona spp.,
encontrada na América do sul e cultivada em Java.”’

Em 1940 a quinina serviu como modelo para a sintese da cloroquina
(CQ). Apesar do predominio pelas cepas de P. falciparum resitentes a CQ, esta
foi, até recentemente, o Unico farmaco viavel para a quimioterapia da malaria.
Ao longo dos ultimos 30 anos, a situacao piorou, com 0 aumento das cepas de
P. falciparum resistentes a CQ, sendo este o maior fator responsavel pelo
aumento da mortalidade ocorrida principalmente na Africa.*®

Apesar dos esforcos na obtencdo de novos farmacos antimalaricos
sintéticos, a contribuicdo mais efetiva recentemente, foi obtida pela pesquisa
com plantas medicinais. Em 1972, a artemisinina foi isolada da espécie
Artemisia annua, espécie utilizada durante milénios pela medicina chinesa. A
artemisinina apresenta uma nova estrutura farmacoférica compreendendo uma
lactona sesquiterpénica que possui uma ligacdo endoperdxido. Esta substancia
contribuiu para a obtencdo de seus derivados semi-sintéticos arteéter,
arteméter e artesunato de soédio, os quais estdo sendo cada vez mais
utilizados.*® Apesar da eficicia destas substancias contra P. falciparum
resistentes a CQ, para se evitar os risco de reincidéncia e resisténcia,
recomenda-se a utilizacdo destas substédncias em combinacdo com um
segundo farmaco antimalarico.*®

Um dos antimalaricos utilizados é atavaquone (Malarone®), uma
naftoquinona que apesar de sintética € um analogo de um produto natural, o
lapachol, isolado de espécies de Tabebuia (Bignoniaceae). Atavaquone,
quando em combinagdo com proguanil (Malarone®)® ¢ eficiente no tratamento
da malaria, entretanto o alto custo deste farmaco opde-se ao uso em grande

escala em muitos paises endémicos.”’
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Os alcaldides sao uma das mais importantes classes de produtos
naturais fornecedoras de farmacos desde os tempos ancestrais, estes tém sido
sucessivamente utilizados no tratamento de infec¢des parasitarias, um exemplo
disto é a quinina. Porém com o desenvolvimento de resisténcia pelo parasita
Plasmodium falciparum o farmaco cloroquina, assim como 0S novos com
estruturas unicas e diferentes mecanismos de agédo se fazem urgentemente
necessarios.** Com isto, o nimero de substancias pertencentes a outras
classes de metabdlitos vém sendo cada vez mais exploradas.

Recentemente trés artigos de revisao focando a atividade antiplasmodial
e antimalarica de substancias naturais e extratos, foram publicados. No
trabalho publicado por OLIVEIRA e col. em 2009 foi descrita a importancia dos
produtos naturais na descoberta de novos agente antimalaricos, destacando-se

a atividade dos alcaléides,®

sendo que como complemento deste trabalho,
também em 2009 foi publicado por BATISTA e col. uma revisdo destacando-se
0S novos agentes antimalaricos de origem n&o alcaloidal sendo estas
substancias pertencentes as classes dos terpenos, limondides, flavondides,
cromonas, xantonas, antraquinonas e miscelaneas.>®

O terceiro artigo de revisdo publicado em 2009 por KAUR e col. foca a
importancia da descoberta de novas substancias de origem natural, relatando
as substancias ativas pertencentes as diferentes classes de metabdlitos
secundarios.** Estes trés trabalhos demonstram como vém crescendo os
esforgos na tentativa de se descobrir novas substancias que possam vir a ser
utilizadas como antimalaricos ou como modelos nesta descoberta.

Salienta-se para a atividade das substancias da classe dos flavondides e
xantonas (Figura 7) as quais sao o foco deste trabalho e que demonstram ser

promissoras nas pesquisas em busca de novos modelos antimalaricos.
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Figura 7: Flavonoides e xantonas de origem natural com potencial antimalarico.**
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E consensual entre a comunidade cientifica que os produtos naturais
tem um papel dominante na descoberta de novos farmacos empregados no
tratamento de doencas humanas.®®* A maior parte dos agentes
quimioterapéuticos antimalaricos sdo baseados em produtos naturais e este
fato antecipa que novos lideres para o tratamento desta doenca podem
certamente emergir de plantas tropicais, sendo que a quimiodiversidade
bioldgica continua sendo uma importante fonte de modelos moleculares na
pesquisa com farmacos antimalaricos.>*°%>°

Com base neste contexto, faz-se necessaria a busca por novos agentes
antimalaricos de fontes naturais. Muitas espécies sdo utilizadas na medicina
tradicional nos paises endémicos, porém o numero daquelas que ja tiveram
seu potencial antimalarico testado cientificamente é ainda muito pequeno,
sendo menor ainda o numero de espécies, das quais ja foram isoladas
substancias ativas e que tiveram sua toxicidade determinada. Esta area de
pesquisa é de suma importancia e deve abranger ensaios in vitro e in vivo, bem
como o isolamento biomonitorado de substancias ativas. Os produtos finais
destes estudos serdo substancias naturais antimalaricas, potenciais farmacos
ou protétipos para o desenvolvimento de novos farmacos e/ou extratos
padronizados com atividade antimalarica, 0os quais sd0 necessarios para
estudos pré-clinicos e clinicos, quando o objetivo é o desenvolvimento de
fitoterapicos (fitomedicamentos) eficazes e seguros.>?

Um novo antimaldarico deve ser eficaz levando a morte das cepas
resistentes de P. falciparum, dentro de um periodo curto de tratamento (3 dias
ou menos) devido a toxicidade da maioria dos medicamentos até hoje
disponiveis para o tratamento. Além disso, deve ser seguro, apropriado para
uma formulagéo oral**®' e ter disponibilidade comercial a custo baixo, levando
em consideracdo a pobreza que existe na maioria dos paises das regides
endémicas. Com base no tratamento realizado com CQ que custa menos que
U$ 0,1 por tratamento, um novo farmaco competitivo economicamente deve ter
um custo menor que um U$ 1 por tratamento e acima deste valor ja pode ser
restritivo. Em segundo lugar deve-se levar em consideragcdo que devido ao
mercado de antimalaricos estar concentrado principalmente em paises pobres,
as oportunidades deste mercado s&o limitadas e, portanto o investimento na

descoberta e desenvolvimento de novos antimalaricos tem sido baixo e
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altamente dependente do apoio de grandes companhias farmacéuticas. Esse
apoio inclui as subvengdes que sao emitidas para a academia e grupos
industriais para a investigacado, além de novas parcerias publico-privadas, no

entanto o desequilibrio entre estas parcerias ainda é muito grande.”’

Atividade antioxidante

As atividades metabdlicas normais do organismo humano produzem
constantemente radicais livres. Estes sdo intermediarios que possuem elétrons
livres, ou ndo emparelhados em sua oérbita externa. Os elétrons livres destes
intermediarios fazem com que o0s mesmos se tornem altamente reativos,
atacando componentes celulares como DNA e RNA, membrana celular e
outras substancias oxidaveis, acelerando o envelhecimento e, podendo assim,
contribuir para o processo de doencas degenerativas.®®

A participacdo de radicais livres de oxigénio (RLO) nos processos
patoldgicos, nas intoxicagdes e no envelhecimento, vem se tornando uma area
de pesquisa de grande interesse. Esses RLO estdo envolvidos com diversas
patologias, tais como: cancer, doencas cardiacas, doencas inflamatérias,
doencas degenerativas (Alzheimer, Parkinson, arteriosclerose, deméncia senil,
etc) e em certas doencgas sanguineas.

Existem no nosso organismo enzimas e moléculas de baixo peso
molecular que s&o denominadas genericamente de antioxidantes por inibirem a
acao destes RLO. Um campo crescente de investigacao tem sido a procura de
antioxidantes de origem natural que possam ser utilizados como adjuvantes em
muitas doengas. Esses constituintes sdo representados por flavondides,
triterpendides, derivados fendlicos, peptideos, etc.

Os antioxidantes podem ser classificados em primarios e secundarios,
de acordo com seu tipo de acao e sintéticos ou naturais, de acordo com a
origem. Agem em pequenas concentragdes, quando comparados com o
substrato oxidavel, prevenindo significantemente, a oxidagdo do mesmo.*

O interesse por antioxidantes novos e seguros de fontes naturais vem
aumentando, principalmente para prevenir a deterioracao de alimentos e para

minimizar o dano oxidativo as células vivas. O uso de antioxidantes sintéticos



47

vem diminuindo devido a suspeita de atividade como promotores de
carcinogénese, bem como devido a rejeicdo de aditivos sintéticos em
alimentos. O papel de antioxidantes dietarios e seus beneficios para a saude
tem atraido grande atenc¢do nos ultimos anos, especialmente os extraidos de
plantas.

Na década de 80 teve inicio o interesse pelos antioxidantes naturais,
mais precisamente os de origem vegetal, devido aos estudos que
comprovaram os efeitos toxicos de doses elevadas de antioxidantes sintéticos
(butilhidroxitolueno, butilhidroxianisol e t-butilhidroquinona). Efeitos sobre o
peso do figado e marcada proliferagdo do reticulo endoplasméatico foram
observados.*®

Varias substancias de origem vegetal sdo apontadas como
antioxidantes. Assim o uso terapéutico de antioxidantes requer que sejam
determinados seus efeitos sobre diferentes moléculas bioldgicas, por isso,
muito embora extratos de plantas tenham sido consagrados pelo uso, é
necessario que trabalhos cientificos analisem tais propriedades.

Os antioxidantes vegetais sdo de natureza muito variada, mas os
compostos fendlicos tém sido apontados como responsaveis pela maior
capacidade antioxidante, sendo representados pelos flavondides e

isoflavonodides, taninos, lignanas, xantonas entre outros.

Atividade antimicrobiana

Os antibidticos foram considerados remédios milagrosos quando o
primeiro deles se tornou viavel ha meio século, porém esta popularidade levou
ao uso excessivo destes medicamentos. Ao longo das Ultimas décadas, é
notavel que os antibidticos estejam perdendo sua eficacia em cepas patégenas
que vém se tornando resistentes, tendo como agravante o fato de que novos
farmacos estdo chegando raramente ao mercado. Além disso, o0s
microrganismos podem adquirir resisténcia aos farmacos por multiplos
caminhos, portanto contornar o problema de resisténcia ndo € uma questao
trivial. Para abordar esta questdo companhias farmacéuticas tém recentemente

revivido esforcos para o desenvolvimento de novos antibi6ticos®® sendo este
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um tema de urgéncia devido ao aparecimento de cepas resistentes, tais como,
as cepas de Staphylococcus aureus resistentes a metilicina (MRSA).®!

As infeccoes causadas por MRSA (multidrug-resistant Staphylococcus
aureus), principalmente aquelas resistentes a meticilina, sdo atualmente um
grande problema de saude publica em hospitais e comunidades em todo o
mundo.®?

O tratamento atual envolve antibacterianos altamente toxicos como os
glicopeptideos vancomicina (Vancocin®) e teicoplanina (Targacid®), a
oxazolidinona linezolida (Zyvox®) e a combinagcdo de estreptograminas,
quinupristina e dalfopristina  (Synercid®). Apesar dos avancos no
desenvolvimento de novos antibiéticos, as infeccées por MRSA continuam
sendo uma preocupacao consideravel devido a resisténcia antecipada a estes
farmacos. Em 2002, cepas de MRSA totalmente resistentes a vancomicina
foram isoladas nos EUA. Também nos EUA foram relatados varios trabalhos
sobre resisténcia a linezolida em pacientes submetidos a tratamentos
prolongados.®® Portanto, h4 uma necessidade urgente em se desenvolver
antibioticos pertencentes a novas classes de metabdlitos, e a natureza € um
laboratério eficaz para identificacdo de substancias, na tentativa de combater o
problema de resisténcia aos farmacos disponiveis.

Os produtos naturais sdo uma fonte fundamental na pesquisa de novas
diversidades quimicas e um componente integral nas industrias farmacéuticas
atuais.

Alguns milhares de produtos naturais vém sendo isolados, alguns com
atividade antimicrobiana com grande potencial medicinal, ainda carecem de
muita investigagao farmacolégica.®*

Em trabalho publicado em 2010 por SALEEM e col. abrangendo as
descobertas de antibidticos potenciais de origem natural nos anos de 2000 a
2008, mais de 300 metabdlitos secundarios foram relatados por possuirem
atividade antimicrobiana que vai desde fraca até muito forte, porém menos da
metade deste numero demonstra um potencial antimicrobiano significante. Ano
apos ano as revisdes da literatura demonstram que pouco trabalho foi realizado
no intuito de desenvolvimento de antibi6ticos entre 2000 e 2004, e ainda que o
nuamero de estudos nesta &area continue aumentando, ainda é insuficiente

devido ao rapido aparecimento de cepas multirresistentes. No passado, muitos
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antimicrobianos foram derivados de microrganismos, e é esperado que estes
juntamente com as plantas, continuem sendo uma importante fonte de agentes
antimicrobianos.®®

A revisao feita por SALEEM e col. apresenta os compostos fendlicos
como o0 maior grupo de substancias antimicrobianas potenciais (47
substancias, incluindo 7 flavondéides e 3 lignanas), sendo os préximos grupos
os das quinonas (19), seguido pelos alcaléides (14).°

Em resumo estas informacdes enfatizam o potencial antimicrobiano dos
produtos naturais e destaca a necessidade de se continuar a explorar estas
fontes, nos valendo de técnicas de purificacdo dos metabdlitos, caracterizacao

e avaliacdo que estejam a nossa disposi¢ao.

2. Objetivos

v'Avaliacdo do potencial farmacolégico das espécies Brosimum glaziovii e
Kielmeyera variabilis, isolamento dos constituintes das matrizes ativas e

avaliacado farmacoldgica das substancias isoladas;

v'Determinagdo estrutural das substancias isoladas por técnicas
espectroscopicas e espectrométricas usuais e estudo de desreplicacdo das
matrizes de B. glaziovii e K. variabilis.
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3. Materiais e métodos

3.1 Instrumentos e materiais utilizados

v As concentragdes das solugdes foram efetuadas em rota-evaporador Biichi-
RE 121 sob presséo reduzida a 40°C;

v" Cromatoégrafo liquido da marca Varian ProStar analitico, consistindo de uma
bomba ternaria mod. 240, um detector de arranjo de diodo mod. 330 e um
injetor automatico mod. 410, controlados pelo programa Star Chromatography
Workstation versao 5.3;

v" Cromatégrafo liquido da marca Varian ProStar analitico, consistindo de uma
bomba ternaria mod. 240, um detector ultravioleta, controlados pelo programa
Star Chromatography Workstation verséo 5.3;

v Cromatografo liquido da marca Varian ProStar preparativo, consistindo de
duas bombas, um detector de ultravioleta, controlados pelo programa Star
Chromatography Workstation verséo 5.3;

v Todas as andlises nos cromatografos liquidos foram feitas com A = 254 nm,
exceto no cromatégrafo liquido com detector de arranjo de diodo;

v As colunas utilizadas nas analises por CLAE foram: Phenomenex C-18 (5
um, 250 x 4,6 mm para coluna analitica e 10 ym, 250 x 21,20 mm para coluna
preparativa) e coluna Phenomenex Luna Fenil-hexil (5 pm, 250 x 4,6 mm, para
coluna analitica) e coluna Phenomenex Fenil-hexil (10 ym, 250 x 21,20 mm
para coluna preparativa);

v’ Espectrometro de RMN Varian INOVA 500 (11,7 Tesla), operando em
frequéncia de 500 MHz para os nucleos de hidrogénio e 125 MHz para o
carbono;

v" Espectrédmetro de massas de alta resolugdo Bruker Daltonics utrOTOFq com
ionizacao por eletrospray. As amostras foram solubilizadas em MeOH e
introduzidas utilizando seringa (100 uL), adaptada a uma bomba de infusdo
com fluxo 100 pL h™. O capilar foi aquecido a 150 °C com fluxo de gas
nebulizante de 4 L min™ e 4 kV. Os dados foram adquiridos ho modo positivo e

negativo;
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v As leituras no ultravioleta e visivel foram realizadas em espectrofotdmetro
Amersham Biosciences Ultrospec 2100 pro e em leitor de microplaca Synergy
HT — BioTeK;
v' Cromatégrafo a gas acoplado a espectrometro de massas da marca
Shimadzu® modelo QP 5050A. Coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25
mm) com fase ligada DB-1MS (0,10 um de espessura de filme);
v' Cromatografo a gas Varian, modelo CP-3800 e detector de ionizacdo em
chama. As colunas utilizadas foram SPB-5 (5 % fenil-metil-silicone, 30 m x 0,25
mm x 0, 25 ym) e SPB-50 (50 % fenil-metil-silicone, 30 m x 0,25 mm x 0, 25
um);
v Os solventes utilizados foram da Synth (P.A.), J. T. Backer (grau HPLC),
solventes grau técnico, purificados em destilador semi-industrial com coluna de
fracionamento (4 m de altura): hexano, acetato de etila, etanol e metanol, além
dos solventes deuterados (CDCl;, DMSO-ds e MeOD) produzidos por Merck,
Aldrich ou Fluka e TMS (Aldrich) padréo interno;
v Para as separagdes cromatograficas em coluna aberta foram utilizadas as
seguintes fases estacionarias:

e Silica gel (SiO,) para cromatografia flash (0,035 — 0,070 mm, diametro
de poro ca 6 nm) ACROS Organics.

e Sephadex LH-20 Sigma-Aldrich

e C-18 Sorbent Technologies
v Para cromatografia em camada delgada foram utilizadas as seguintes fases
estacionarias:

e Placas comerciais de silica gel 60 com indicador de fluorescéncia

(UV2s4) 0,20 mm de espessura;

¢ Placas comerciais C-18;

¢ Placas de silica gel 60 G, preparadas aplicando-se uma suspensao da
fase em agua destilada, na proporcao 1:2 (m/v), sobre placas de vidro de 5, 10,
e 20 x 20 cm, obtendo-se espessuras variadas do adsorvente (0,25; 0,50; 0,75
e 1,00 mm) através de espalhador Quickfitt. Depois de preparadas as placas
foram secas a temperatura ambiente por um periodo de aproximadamente 6 h
e em seguida ativadas em estufa a 120 °C, por 2 h. As revelacdes foram feitas
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por: irradiacdo ultravioleta (UV 254 ou 366 nm) ou por nebulizacdo de
revelador;
v" As revelagbes das placas cromatograficas foram realizadas utilizando-se o
revelador universal:

eAnisaldeido/HOAc/MeOH/H,S0O4 (1:20:170:10).
v No teste com hipoxantina tritiada a amostras foram aspiradas pelo coletor de
células Harvester 96 Mach Il (Tomtec), a medida da incorporagéo foi feita em
MicroBeta 1450 (Wallac Trilux) e os calculos de Clsg foram efetuados com
auixlio do programa Origin (versao 8.0).

3.2 Métodos

3.2.1 Métodos utilizados na determinacao da atividade antimalarica

3.2.1.1 Ensaio in vitro da polimerizacao de heme

O ensaio foi baseado na metodologia de Baelmans e colaboradores,®®
com algumas modificagdes. Este teste consistiu na incubagcdo em microtubos
(eppendorfs) de 1,5 mL por 24 horas a 37 °C das seguintes solu¢des: 50 pL de
extratos dissolvidos em DMSO (a concentracao final de 2,5 mg/mL), com 100
uML de heme [14,6 mg de heme diluidos em 3,5 mL de NaOH (0,2 N) para o
preparo de solugdo de 6,4 mM], que foi preparada 60 minutos antes da
execucao do ensaio, incubada a 37 °C e protegida da luz, 200 pyL de tampéao
acetato de sédio (C2H3sNaO,.3H0) 0,5 M e 50 L de acido acético glacial (17,4
M) totalizando 400 uL por eppendorf. Para o controle foi feita a mesma solucéo
acima, utilizando-se no lugar de 50 uL de extrato 50 yL de solvente (DMSO).
Como controle positivo utilizou-se a cloroquina (3,87 mg de cloroquina
dissolvida em 250 uyL de DMSQO). A mesma solucdo supracitada foi feita
utilizando 50 pL da solugao de cloroquina no lugar dos 50 uL de extrato.

As solucbdes acima foram todas preparadas em triplicata. Elas foram
agitadas para homogeneizagao e deixadas em estufa a 37 °C por 24 horas. O

pH das solugdes foi igual a 3,8.
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Apés a incubacao, os eppendorfs foram centrifugados por 10 minutos e
o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado com 400 yL de DMSO
e deixado em centrifuga por seis minutos, em seguida foi lavado novamente
com 400 uL de MeOH e centrifugado por mais seis minutos. Posteriormente foi
dissolvido em 1000 uL de NaOH 0,1 M. Aliquotas de 20 pyL de B-hematina
solubilizadas foram transferidas para uma placa de 96 pocos com 180 uL de
NaOH 0,1 M, e lidas a 405 nm no leitor de microplacas.

As analises foram feitas sempre em triplicata para o célculo do desvio
padrdao e os dados foram expressos como porcentagem de inibicdo da
polimerizacao do heme e foram calculados pelo programa KC4 pelo emprego

da férmula a seguir.

% inibicao da formacéao de B-hematina = (A controle+ - A amostra) “100 / A controle+

3.2.1.2 Testes esquizonticidas in vitro com Plasmodium falciparum
utilizando o método de incorporacao de hipoxantina tritiada

Os testes in vitro com Plasmodium falciparum, de citotoxicidade bem
como o calculo do indice de seletividade foram realizados pela Mestranda
Isabela Oliveira de Freitas sob a supervisdo da Profa. Dra. Antoniana Ursine
Krettli do Centro de Pesquisas Rene Rachou/CPgRR - Fundagdo Oswaldo
Cruz/Fiocruz — Belo Horizonte, Minas Gerais — Brasil.

Para o teste esquizonticida, culturas sincronizadas com 1% de
parasitemia no estagio de anel e 1% de hematdcritos foram distribuidas em
microplacas de 96 pogos colocando-se 180 uL por poco. Os compostos
testados foram adicionados em diferentes concentracées na placa contendo os
parasitos. Os pogos controles (sem a adicao do fa&rmaco) continham hemacias
normais nao infectadas (controle negativo) e hemacias infectadas (controle
positivo). Ainda em cada experimento foram utilizados antimalaricos padrées,
como a cloroquina, artesunato ou mefloquina, testados em paralelo nas placas.
Cada composto ou farmaco foi testado em triplicata. Apds 24 horas de

incubacdo foram adicionados 20 pl da solucdo de [*H]-hipoxantina (1Ci/mMol)
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retornando por mais 18 horas de incubacdo.®” Apés este segundo periodo de
incubacdo, as microplacas foram congeladas a -70 °C de 6 a 10 horas para
promover a lise das hemacias. As amostras foram aspiradas pelo coletor de
células Harvester 96 Mach Ill (Tomtec), os filiros secos em microondas (3
minutos, poténcia média) e acondicionados em embalagem plastica apropriada
e adicionados 4 mL do liquido de cintilagcao. Os filtros foram lidos em MicroBeta
1450 (Wallac Trilux) para a medida de incorporacdo da [*H]-hipoxantina em
contagem por minuto (CPM). A viabilidade de P. falciparum na presenga dos
compostos foi demonstrada em curvas de inibicdo do crescimento do parasito
em funcdo da concentragdo dos farmacos com auxilio do programa Origin
(versado 8.0) no qual foi possivel determinar a dose inibitoria do crescimento de
50% dos parasitos (Clsp).

3.2.1.3 Teste de citotoxicidade

O sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium
(MTT) foi dissolvido em solucao tampéao fosfato (PBS) a 5 mg/mL. Apés 72 h,
10 pL de solucdo de MTT foram adicionados a cada poco e as placas foram
incubadas a 37 °C por 4 h. Ap6s centrifugacdo a 1400 r.p.m o meio foi
manualmente removido e os cristais de formazan foram dissolvidos em 150 uL
de DMSO. A densidade éptica (DO) de cada poco foi medida utilizando-se um
espectrofotdbmetro de varredura com comprimento de onda teste de 450 nm e
comprimento de onda de referéncia de 690 nm apds 30 s de agitagdo. Os
célculos para obtencdo das porcentagens de toxicidade foram realizados

utilizando-se a seguinte férmula.

(DO amostra — DO meio de controle)
% de toxicidade = 1 —

(DO controle de células — DO meio de controle)

A concentracdo de amostra requerida para inibir 50% do crescimento
das células em comparacao com as células controle (Clsp), foi determinada a
partir de curvas dose-resposta.®®
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3.2.1.4 Calculo do indice de seletividade (IS)

O indice de seletividade foi obtido dividindo-se o valor correspondente
ao Clso determinado para a atividade dos extratos e fracdes de K. variabilis pelo
valor de Clso determinado para as células cancerosas. O indice de seletividade

foi considerado interessante para valores maiores que 3.%

3.2.2 Métodos utilizados na determinacao da atividade tripanocida

O teste colorimétrico utilizando MTT para determinagdo da atividade
tripanocida foi realizado no Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular de
Parasitos — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP - Araraquara -
SP, pela pés-graduanda Gabriela Du6 Passerini sob a supervisdo da Profa.

Dra. Regina Maria Barreto Cicarelli.

3.2.2.1 Determinacao da atividade tripanocida: Teste do 3-(4,5-dimetil-2-
tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT)

O teste colorimétrico utilizando MTT®® foi realizado utilizando formas
epimastigotas de Trypanossoma cruzi (cepa Y). A forma epimastigota de T.
cruzi foi escolhida por ser uma forma nao infectante e de facil manutencdo em
cultura.

Os testes foram realizados em triplicata em placas de poliestireno com
96 pocgos estéreis e com tampa, em camara de fluxo laminar.

Apo6s diluicdo em DMSO, 3 pL de cada substancia testada nas
concentracdes desejadas (concentracdes finais de 100, 50, 25, 10, 5, 2,5 e 1
Mg/mL), ndo ultrapassando o limite de 3% de DMSO, uma vez que
porcentagens superiores conferem toxicidade ao parasita, foram adicionados a
97 uL de meio LIT (Liver Infusion Tryptose) contendo 1,0 x 10 parasitos/mL na
forma epimastigosta de T. cruzi (fase log). Foram realizados dois controles, um
na auséncia do parasita para cada poco teste, mas na presenca da amostra e

outro na auséncia desta, mas contendo parasitas.
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Para os extratos e fracbes, as concentracdes das substancias foram
extrapoladas até valores de 200, 300 e 500 pg/mL.

A placa foi incubada em camara Umida a 28 ‘C (BOD) por 72 horas. A
seguir adicionou-se 10 yL de solugdo MTT/PMS (2,5 mg/mL de MTT e 0,22
mg/mL de PMS) em todos os pocos e a placa foi incubada ao abrigo da luz por
75 minutos a 28 ‘C. Neste momento ocorre a reducédo do sal tetrazolium MTT
[3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium] em um produto
colorido, formazan, pela acdo da enzima succinato desidrogenase das
mitocéndrias. Foram adicionados 100 uL da solu¢do 10% SDS - 0,01 N HCI,
incubando a temperatura ambiente por 30 minutos ao abrigo da luz. Apds
solubilizacédo dos cristais de formazan e incubacao a temperatura ambiente, foi
feita a leitura.

A leitura da densidade optica (DO) foi realizada em espectrofotdmetro
(Leitor de Elisa — BioRad) a 595 nm e os resultados obtidos em absorbancia. A
porcentagem de parasitas mortos — % C (citotoxicidade) — foi calculada

segundo a equagao abaixo.®®

% C = [(Gs — Gp)/Go] X 100

Sendo que, G, representa o nimero de parasitas/mL nos pogos controle
e Gp representa o numero de parasitas/mL detectados em diferentes
concentragdes da substancia. Ac corresponde ao valor da absorbancia nos
pocos controle (na auséncia de amostra) com parasitas; A, corresponde ao
valor da absorbancia nos pocos controle (na auséncia de amostra) sem
parasita; A, representa o valor da absorbancia nos testes e Aym representa o
valor da absorbancia das diferentes concentracdes de substancia na auséncia

do parasita.
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3.2.3 Métodos utilizados na determinacao da atividade antioxidante

Os testes utilizando os radicais livres DPPH e ABTS foram realizados no
NuBBE - Instituto de Quimica — Araraquara — SP, pela bolsista de treinamento
técnico/FAPESP, Scheila Cristina Gutkoski Skrzek sob a supervisdo da Profa.
Dra. Dulce Helena Siqueira Silva.

3.2.3.1 Ensaio espectrofotométrico com DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

O radical DPPH apresenta absor¢do maxima em 517 nm. Neste
comprimento de onda avalia-se a absor¢do na auséncia e na presencga das
amostras-teste, sendo que na presenca de agentes antioxidantes ocorre
aumento da transmitancia.

A solucao de DPPH (200 uM), assim como as solugbes das amostras
foram preparadas em MeOH. Para os extratos e fragbes as amostras foram
testadas nas concentragées de 66,7; 33,3; 10,0; 6,67; 3,33; 2,67 e 1,67 pg/mL
e as substancias puras foram ensaiadas nas concentragdes de 33,3; 26,7;
20,0; 18,3; 6,7 e 1,7 yg/mL, bem como o padréo utilizado. Cada concentracao
foi testada em triplicata.

As placas de 96 pocos foram adicionados: 200 pL da solugdo de DPPH
previamente preparada e 100 pL das solugdes das amostras em diferentes
concentragdes. O controle positivo foi realizado com 200 uL de DPPH e 100 pL
de antioxidante padrédo. Para o controle negativo adicionou-se 200 yL de DPPH
e 100 uL de solvente.

As placas foram mantidas por 30 minutos ao abrigo da luz e a avaliagao
da forma reduzida de DPPH gerado, foi determinada através da diminui¢do da

absorbancia a 517 nm, em leitor de microplacas SYNERGY-HTS.”%"!
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Processamento dos dados:

Formula: % de sequestro do radical livre DPPH

% = (absorbancia do CONTROLE DPPH — absorbancia da AMOSTRA ou PADRAO)* 100

Absorbancia do CONTROLE DPPH

3.23.2 Ensaio com o radical ABTS [acido 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolino-6-sulfénico)]

O ensaio de sequestro do radical cationico ABTS foi conduzido de modo
a produzi-lo in situ. Para isso, inicialmente realizou-se a reagdo entre uma
solucdo aquosa na concentracdo de 7 mM do &cido sulfénico ABTS [2,2’-
azinobis (3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico)] e uma solu¢do aquosa de persulfato
de potéssio (2,45 mM), produzindo uma solugdo-estoque de ABTS"".

Esta mistura permaneceu ao abrigo da luz e em temperatura ambiente
de 12 a 16 horas. A solugéo foi diluida em metanol até uma absorbancia de
0,70 (+ 0,02) a 734 nm e equilibrada a 30 °C.

Na placa de 96 pocos, foram adicionados para as amostras: 300 pL de
ABTS e 10 pL de amostra em diversas concentracbes. Controle positivo: 300
ML de ABTS e 10 pL de antioxidante conhecido. Controle negativo: 300 uL de
ABTS e 10 pL de solvente.

As medidas foram efetuadas a 30 °C e a absorbancia monitorada no

primeiro e no sexto minuto a 734 nm.
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3.2.4 Métodos utilizados na determinacao da atividade antimicrobiana

3.2.4.1 Avaliacao da atividade antimicrobiana

Os ensaios antibacterianos foram realizados no “Centre for
Pharmacognosy and Phytotherapy — School of Pharmacy — University of
London”, Londres — Inglaterra, durante o estagio “sanduiche” sob a supervisao
do Prof. Dr. Simon Gibbons.

3.2.4.2 Preparo do meio de cultura

Utilizou-se 31,4 g de ISO-SENSITEST AGAR (Oxoid) para cada litro de
agua deionizada, purificada por um sistema Milli-Q. A mistura foi auto-clavada e
entdo foram transferidos 10 mL para cada tudo de centrifuga de 50 mL.

3.2.4.3 Preparo do meio Mueller-Hinton broth

A solugdo de Mueller-Hinton broth (MHB; Oxoid) foi preparada para
conter 20 e 10 mg/L de Ca* e Mg®, respectivamente em agua deionizada,
purificada por um sistema Milli-Q.

3.2.4.4 Cepas bacterianas

Foram utilizadas as seguintes cepas de Staphylococcus aureus
resistentes aos principais antibioticos no mercado: SA-1199B, XU212, ATCC
25943, RN4220, EMRSA15 e EMRSA16.

A cepa padrao ATCC 25943 e a cepa resistente a tetraciclina XU212
foram fornecidas por Gibbons e Udo (2000)"? A cepa SA-1199B foi fornecida
por Kaatz e col. (1993)"® e a cepa RN4220 foi fornecida por Ross e col.
(1989).”



60

3.2.4.5 Preparo das subculturas bacterianas

As cepas bacterianas foram adicionadas aos tubos contendo o meio de
cultura (AGAR) e encubadas por 24h a 37 °C.

3.2.4.6 Preparo das solucoes contendo as cepas bacterianas

Um inéculo com densidade de 5x10° cfu de cada cepa foi preparado em
solugéo salina normal (9 g de NaCl por litro de agua) por comparagdo com um
padréo de turbidez 0,5 MacFarland.

3.2.4.7 Preparo da solucao estoque das amostras

Para cada amostra uma solucdo estoque foi preparada nas
concentracodes iniciais de 512 pg/mL para extratos e fracdes e 128 pg/mL para

substancias puras, utilizando-se DMSO como solvente.

3.2.4.8 Ensaio para obtencao da concentracao inibitéria minima (CIM)

Uma nova solucdo de amostra foi preparada utilizando-se 100 yL da
solucao universal das amostras previamente preparada juntamente com 1,5 mL
da solugcéo de BROTH. Em cada pogo da placa de 96 pogos foram adicionados
100 pL da solugédo de BROTH e a estes foram adicionados em duplicata 100
ML da solugdo contendo as amostras a serem testadas. Foi realizada uma
diluicdo seriada partindo-se da concentracdo de 512 pg/mL até 1 pyg/mL para
extratos e fracoes e 128 pg/mL até 0,25 ug/mL para substancias puras. Sendo
0s pocos 11 e 12 utilizados como padrées. O poco 11 foi utilizado como padréo
de crescimento das cepas sem adicao de amostra e o poc¢o 12 utilizado como
padrdo da solucdo de MTT sem adicao das cepas bacterianas. Ap6s adi¢ao
das cepas, as placas foram incubadas por 18 h a 37 °C. Para determinagao da

concentragao inibitéria minima 20 uL de uma solugdo metandlica de 5 mg/mL
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de MTT (MTT; Sigma) foi adicionado a cada pog¢o e incubado por 20 min. O
crescimento bacteriano foi indicado pela mudanca de coloracdo de amarelo
para azul escuro. A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) foi registrada para a
menor concentracdo na qual o crescimento bacteriano nao foi observado’
(Figura 8).

CIM

/
O

Figura 8: Foto ilustrativa da realizagdo da medida da CIM.

3.2.4.9 Ensaio para obtencao da concentracao minima bactericida (CMB)

As solucdes foram preparadas seguindo o0 mesmo protocolo de preparo
das amostras descrito anteriormente para a obtencao da CIM e a estas foram
adicionadas as mesmas quantidades de microrganismos, testando-se apenas a
cepa SA-1199B. Apds a adicdo dos microrganismos as placas de 96 pocos
foram incubadas por 24 h a 37 °C. Apéds as 24 h de incubacgéo e sem adicao de
MTT, 25 uL de cada solucédo nas diferentes concentracbes de amostra foram
transferidos paras as placas de Petri correspondentes contendo meio de
cultura (AGAR). As Placas de Petri foram entdo incubadas por mais 24 h
(Figura 9).
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Transferéncia de Incubagéo por
25 pL se solucéao 24 ha37°C
para as Placas de

Petri

Figura 9: llustragdo do teste para a obtencdo da concentracdo minima bactericida
CMB.

A CMB foi obtida pela observacdo do crescimento das colénias nas
Placas de Petri apds as 24 h de incubacdo. O crescimento de novas col6nias
até trés diluicbes acima do valor ja obtido para CMI sugere que a substancia
testada tem carater bactericida, porém o crescimento em concentragdo maior
que trés vezes o CIM sugere que se trata de uma substancia com capacidade
bacteriostatica.

3.2.5 Métodos utilizados na determinacao da atividade antifungica com
patdogenos humanos: Candida albicans, Candida krusei, Candida

parapsilosis e Cryptococcus neoformans

Os ensaios antifungicos para os extratos e fragdes de Brosimum glaziovii
e Kielmeyera variabilis foram desenvolvidos no Laboratério de Micologia
Clinica, Departamento de Analise Clinicas, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — UNESP — Araraquara, sob a supervisdo da Profa. Dra. Maria

José Soares Mendes Giannini.

3.2.5.1 Microrganismos e condicoes de cultivo

Os fungos testados neste trabalho incluem Candida albicans ATCC
90028, Candida krusei ATCC 6258, Candida parapsilosis ATCC 22019 e
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Cryptococcus neoformans ATCC 90012. As cepas s&o originarias do
laboratério de Micologia Clinica do Departamento de Andlises Clinicas,
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP - Araraquara, sendo

cultivadas em Agar Sabourand-dextrose a temperatura ambiente.”

3.2.5.2 Metodologia do teste antifungico

Os ensaios antifungicos foram realizados pelo método de microdiluicao
em caldo e verificagdo de turbidez em leitor de microplacas conforme descrito
no documento M27-A2 do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
com algumas modificacdes. As andlises foram feitas em triplicata e o meio de
cultura utilizado foi RPMI 1640 com L-glutamina, acido
morfolinopropanosulfénico (MPQOs) 0,165 M (pH 7,0), suplementado com 2% de
glicose.

Os extratos e fragdes foram dissolvidos em DMSO e logo adicionados no
meio de cultura RPMI, alcangando uma concentragéo inicial de 250 pg/mL. A
suspensao de células fungicas foi preparada em solugdo salina 0,85% com
densidade éptica de 0,5 (McFarland) e entdo diluida na razao de 1:100 em
RPMI tendo uma densidade fungica equivalente a 1 x 10° unidades formadoras
de colénia/mL. Esta suspenséo foi inoculada sobre as microplacas com as
amostras diluidas numa concentragdo entre 250 ug/mL até a concentracao de
0,48 pg/mL. As microplacas foram incubadas sob agitagcdo constante a uma
temperatura de 37 °C, durante 24 horas para Candida albicans, C. parapsilosis
e C. krusei e 48 horas para Cryptococcus neoformans. O controle positivo
empregado nos ensaios de fungitoxicidade foi o fluconazol dissolvido em
DMSO. A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi definida como a
concentragdo capaz de inibir em 100 % o crescimento fungico, sendo este
analisado por espectrofotometria. Considerou-se que os extratos e fracdes que
apresentaram uma CMI menor que 75 pg/mL, demonstraram uma potente
atividade antimicrobiana; de 75 - 150 pg/mL, moderada atividade
antimicrobiana e de 150 — 250, fraca atividade antimicrobiana.”
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3.2.6 Métodos utilizados na determinacao da atividade antifungica com
fungos fitopatogenos

O teste foi realizado pelo laboratério de Fisiologia e Bioquimica de
Plantas do Instituto de Botanica pela técnica responsavel Cynthia Murakami,
sob a orientagdo da Dra. Maria Claudia Marx Young.

Os extratos (400 pg/10uL), fracées (200 pg/10uL) e o padrao positivo a
nistatina (1 pg/10uL) foram aplicados em cromatoplacas de silica-gel. Os
extratos e as fracoes de particdo hexanica e acetato de etila foram eluidas em
CHCI3:MeOH (97:3) enquanto as fracdes de particdo n-butandlica e aquosa
foram eluidas em CHCI;:MeOH (70:30) e em seguida nebulizadas com a
suspensdo de esporos dos fungos Cladosporium cladosporioides e
Cladosporium sphaerospermum e em seguida incubadas em camara umida a

25 °C, no escuro, por 48 horas.”®

3.2.7 Métodos utilizados nos estudo de desreplicacao

As injegbes foram realizadas pela técnica, Luciana Polese, do
departamento de Quimica Orgénica do Instituto de Quimica — UNESP,
Araraquara - SP.

3.2.7.1 Preparo das amostras para analise em CG-DIC

As fracdes hexanicas dos galhos e folhas de B. glaziovii e K. variabilis
(50 mg) foram dissolvidas em cloroformio (3,0 mL) e percoladas em coluna
cromatografica contendo uma mistura de celite:carvdo ativo (1:1, 100 mg) +
silica gel (200 mg) e eluidas com cloroférmio (10 mL). Apbés evaporacao em
temperatura ambiente os eluatos foram dissolvidos em hexano:AcOEt (7:3) e
analisados por CG-DIC em triplicata.
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3.2.7.2 CondicoOes para cromatografia gasosa

Todas as fracbes hexanicas foram analisadas por CG-DIC em
cromatografo a gas marca Varian modelo CP-3800 equipado com injetor split
[splitless inicial; 0,75 min (1:50); 2,00 min (1,20)] a 260 °C, e detector de
ionizacdo em chama a 310 °C para coluna SPB-5 e 290 °C para coluna SPB-
50. O volume injetado foi de 20 yL. Foram empregadas colunas capilares SPB-
50 (50 % fenil-metil-silicone, 30 m x 0,25 mm x 0, 25 ym) e SPB-5 (5 % fenil-
metil-silicone, 30 m x 0,25 mm x 0, 25 ym). Para SPB-50 a temperatura da
coluna utilizada foi de 280 °C (condicao isotérmica), entretanto para coluna
SPB-5 foi empregada uma temperatura inicial de 250 °C mantida por 12 min.,
seguido por um aumento na temperatura de 6 °C/min até 280 °C e entdo
mantida por mais 30 min. Foi utilizado nitrogénio como gas carreador com fluxo
de 1 mL/min. Os triterpenos e esterdis foram identificados por comparagao da
retencdo relativa (RR) das amostras com as RR dos padrdes de triterpenos e
esterdis. Como padréo interno utilizou-se o colesterol. O detector utilizado foi 0
de ionizacdo em chama (DIC).

3.2.7.3 Obtencao dos padroes de triterpenos e esterois

Os triterpenos e esterdis utilizados como padrdes foram previamente
isolados de espécies das familias Lauraceae e Rubiaceae, incluindo Alibertia
macrophylla, A. sessilis, Licaria rodriguesii, L. subbulata e Aniba parviflora. As
estruturas moleculares destes compostos foram identificadas com base nas
técnicas de RMN de 'H, RMN de '°C e EM.”"787®

3.2.8 Condicoes para cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de

massas

As injegdes foram realizadas pelo técnico do Departamento de Quimica
Orgénica do Instituto de Quimica — UNESP, Araraquara — SP, Dr. Alberto
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Camilo Alécio, em equipamento cedido pelo Prof. Dr. José Eduardo de Oliveira
- Coordenador do Cempeqc (IQ — UNESP).

As condigdes do equipamento utilizadas nos experimentos foram as
seguintes: temperatura do injetor de 280 °C; temperatura da interface de 300
°C; programacao da coluna com temperatura inicial de 50 °C permanecendo
por 3 min, sendo acrescidos 2 °C/min até atingir 295 °C, permanecendo por 20
min, perfazendo um tempo total de analise de 145,50 min; gas carreador hélio
(1 mL min'1); pressao inicial na coluna: 56,0 kPa; taxa de split 1:20 e volume
injetado de 1 L.

Para o espectrébmetro de massas (EM), foram utilizadas as seguintes
condi¢des: ionizagdo por impacto eletrébnico, modo positivo, com energia de
impacto: 70 eV; velocidade de aquisicdo dos dados foi de 769 u.m.a./s; e
fragmentos de m/z40 a 500 Da em full scan, medidos a intervalos de 0,5 s.

3.2.9 Coleta e identificacao do material botanico

As folhas e galhos de Brosimum glaziovii foram coletados na mata do
Instituto de Botanica, Sao Paulo-SP, Brasil, em 20/10/2006. As folhas e galhos
da espécie Kielmeyera variabilis foram coletados na Fazenda Campininha em
Mogi-Guagu em 19/01/2007. Ambos foram coletados pela Dra. Maria Claudia
Marx Young. As exsicatas de B. glaziovii (col. S. Romaniuc Neto 1298) e de K.
variabilis (SP 346310), encontram-se depositadas no herbario “Maria Eneida P.

Kaufman” do Instituto de Botanica, Sao Paulo-SP, Brasil.
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4. Resultados e discussao

4.1 Extracao e isolamento

4.1.1 Preparo dos extratos e fracoes

O material boténico foi seco a temperatura ambiente e triturado em
moinho de facas. O p6 obtido foi submetido a maceragédo exaustiva com etanol.
A concentragdo do solvente foi realizada sob pressdo reduzida em
rotaevaporador, obtendo-se os extratos das folhas e galhos de B. glaziovii e K.
variabilis. Os extratos etandlicos foram dissolvidos em mistura metanol:agua
(7:3) e submetidos a extragdo liquido-liquido com solventes de diferentes
polaridades: hexano, acetato de etila e posteriormente n-butanol, resultando

em quatro fracdes (Fluxograma 1).

Material vegetal a- Maceracdo exaustiva com etanol
seco e triturado ' _
b- Extragdo liquido-liquido

(3 x para hexano, AcOEt e n-BuOH)

Extrato
etandlico

Torta

Fracao
n-butandlica

Fluxograma 1: Preparo dos extratos e fragoes.
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Tabela 1: Rendimentos obtidos nos procedimentos de extracdo e particdo liquido-

liquido
Espécie Partes Massa do Tipo de Caodigos Massa dos
do material extracao ou extratos ou
vegetal seco (kg) fracao fracoes obtidos
J
(rendimento,%)>°
K. variabilis  folhas 1,5
etandlica EFK 94,0 (6,27)
hexéanica EHFK 1,6 (7,9)
acetato de etila  EAFK 6,0 (29,8)
n-butandlica EBFK 6,4 (31,8)
hidroalcodlica  EAQFK 1,9 (9,5)
K. variabilis  galhos 2,5
etandlica EGK 87,3 (3,50)
hexanica EHGK 3,7 (18,5)
acetato de etila EAGK 6,4 (32)
n-butandlica EBGK 5,3 (26,5)
hidroalcodlica  EAqGK 1,7 (8,5)
B. glaziovii  folhas 0,85
etandlica EFB 35 2(4,1)
hexanica EHFB 5(14,5)
acetato de etila  EAFB 1 23 (12,3)
n-butandlica EBFB 0,5 (5,0)
hidroalcodlica  EAqFB 0,7 (5,3)
B. glaziovii  galhos 2,5
etandlica EGB 57,3 (2,30)
hexanica EHGB 5(15,1)
acetato de etila EAGB 6,1 (35,9)
n-butandlica EBGB 1(12,2)
hidroalcodlica EAqGB 2,2 (12,9)

 Os extratos etanolicos tiveram seu rendimento calculado a partir do material botanico seco e
moido;

® As fragbes hexanica, acetato de etila, n-butandlica e hidroalcodlica tiveram seus rendimentos
calculados a partir da massa do extrato etandlico utilizada na partigao.

4.2 Isolamento dos metabodlitos secundarios

Durante os ultimos anos o NuBBE (Nucleo de Bioensaios, Biossintese e
Ecofisiologia de Produtos Naturais), laboratério no qual o presente estudo foi
desenvolvido, além do estudo quimico voltado para o isolamento e
determinagdo estrutural de micromoléculas, vem investindo esforgos em
técnicas de separacédo e identificacdo (HPLC/MS; HPLC/RMN) para obtencao
do perfil metabdlico, sem o prévio isolamento de substancias, muitas vezes
conhecidas, aplicando métodos para identificar os possiveis constituintes
bioativos na matriz complexa, antes de proceder ao isolamento (desreplicacao)
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e amplia suas pesquisas para outros organismos como marinhos e
microrganismos, além do investimento em biossintese e ecofisiologia de
substancias e espécies de interesse farmacolégico e cosmético. Assim, 0s
ultimos esfor¢cos vém sendo dirigidos para a pesquisa colaborativa, visando a
conservacao e uso sustentavel da biodiversidade do Estado de Sao Paulo,
realizando estudos visando o conhecimento da diversidade quimica e a busca
por substancias com potencial farmacologico. O presente trabalho tem um forte
componente colaborativo, tendo em conta a riqueza de substancias presentes
nas espécies estudadas e as atividades detectadas para as classes isoladas.

4.2.1 Triagem da atividade antimalarica

Uma das mais importantes estratégias na busca de novos farmacos € a
identificacdo de novos alvos e a subsequente descoberta de substancias que
sejam capazes de agir nestes alvos, sendo que um destes alvos na busca por

substancias antimalarica potenciais é a polimerizagdo de heme.®

Com base nestes fundamentos o teste de inibicdo da complexacao de B-
hematina foi a metodologia escolhida para um “screening” preliminar, por se
tratar de um teste quimico que pode ser realizado no préprio laboratério de
fitoquimica e foi implementado no nosso laboratério de pesquisa quando o
presente estudo teve inicio. Esta foi a metodologia preliminar empregada pela
Pés-doutoranda Patricia Mendonga Pauletti (Processo FAPESP n°
150774/2004-4) com o objetivo de identificar espécies vegetais e substancias
com potencial antimalarico e dessa forma contribuir com o projeto Tematico
“Conservation and sustainable use of the plant diversity from Cerrado and
Atlantic forest: chemical diversity and prospection for potential drugs, Phase II”
(Processo n° 03/02176-7, Programa Biota-FAPESP), cujo objetivo principal
consistiu na bioprospeccado de plantas da flora Paulista. Durante o trabalho
desenvolvido pela Pds-doutoranda foram selecionadas para estudo 8 familias e
26 espécies, num total de 49 extratos, dentre as espécies depositadas em
nossa extratoteca: Asteraceae (Baccharis dracunculifolia, Bidens segetum,
Calea pinnatifida, Mikania sp., Vernonia discolor e Viguiera arenaria);



70

Clusiaceae (Callycophyllum brasiliensis, Garcinia gardineriana e Kielmeyera
variabilis); Gersneriaceae (Nemathanthus fritschii e Sinnigia schiffneri);
Loganiaceae (Strichnos sp e S. pseudoquina); Lytraceae (Diplusodum
virgatus); Meliaceae (Cabralea canjerana, Guarea macrophylla e Trichilia
lepidota); Moraceae (Brosimum glaziovii, B. guianense, Ficus insipida, F.
pulchella e Sorocea bonplandii) e Rutaceae (Conchocarpus fontanesianus,
Metrodorea nigra e Zanthoxyllum rhoifolium) apresentaram substancias reativas
ao teste de B-hematina, indicativo de atividade para posterior ensaios in vitro.

Estas familias e géneros foram escolhidos por apresentarem atividade
antimaldrica relatada na literatura ou por possuirem quimiomarcadores capazes
de interagir com o heme, entre eles xantonas, alcal6ides e acridonas.

A partir dos dados preliminares obtidos as espécies Brosimum glaziovii e
Kielmeyera variabilis, as quais dentre outras espécies demonstraram potencial
antimalarico, foram selecionadas para dar continuidade aos estudos na busca
por metabdlitos com esta atividade.

No mecanismo do teste de inibicdo da complexacdao de B-hematina
assume-se que para a obtencdo dos aminoacidos essenciais, o parasita digere
a hemoglobina dentro do seu vacuolo digestivo e isso resulta na liberagéo de
grande quantidade de grupamentos heme que formam um produto chamado
hematina, o qual apresenta um fon ferro oxidado (Fe®*). A hematina é
altamente reativa e, por isso, dentro do parasita ela é altamente téxica podendo
levar o parasita a morte. No entanto, dentro do parasita normalmente ocorre a
agregacao da hematina formando a hemozoina, que € um agregado cristalino
insolvel e extremamente estavel, nesta forma este ndo é téxico para o
parasita.8"® Com isto a idéia principal é impedir que ocorra a formacdo de
hemozoina dentro do vacuolo digestivo do parasita, deste modo
proporcionando um acumulo de hematina e consequentemente a morte do
parasita. Uma das maneiras de impedir a agregacao da hematina é a formacgéao

de complexos sollveis, nos quais o Fe** seria quelado.

Inicialmente foram testados os extratos etanédlicos e fracdes de particao
das duas espécies em estudo Brosimum glaziovii e Kielmeyera variabilis
(Figura 10). A metodologia empregada no teste encontra-se descrita no item
3.2.1.1 dos materiais e métodos.
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Figura 10: Porcentagem de inibicdo da complexag¢do de -hematina para os extratos
etandlicos e fracdes de particao de B. glaziovii e K.variabilis, comparados ao controle
positivo (cloroquina).

A partir dos resultados obtidos pode-se dizer que as fragdes hexanica
das folhas de B. glaziovii (EHFB) e AcOEt dos galhos de K. variabilis (EAGK)
foram as mais promissoras no teste de complexacdo com B-hematina, quando
comparadas ao padrao cloroquina (98,2 %), demonstrando porcentagens de

inibicdo de complexacao de 85,8 e 99,2 %, respectivamente.

4.2.1.1 Estudo quimico da fracao AcOEt dos galhos de K. variabilis
(EAGK)

No teste quimico de inibicdo da complexacdo de B-hematina, realizado
para os extratos e fragdes de K. variabilis e B. glaziovii, a fragdo AcOEt dos
galhos de K. variabilis (EAGK) foi a mais promissora, esta fragdo foi entdo
selecionada para dar inicio ao estudo quimico na busca por substancias
potencialmente ativas.

Primeiramente uma andlise exploratéria com detector de arranjo de

diodos para esta fragéo foi realizada (Figura 11).
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Figura 11: Cromatograma analitico da fracdo EAGK, via CLAE-UV-DAD no modo
gradiente MeOH:H,O, 5-100% MeOH em 50 min., solu¢do 1 mg/mL, fluxo 1 mL/min,
coluna Phenomenex C-18, 5y, 250 x 4,6 mm, A = 254 nm, injegao de 20 pL.

Ao se analisar o perfil obtido por CLAE DAD observa-se 6 picos de maior
intensidade. Os espectros de absorgcéo referentes a estes picos apresentam
bandas de absorgéo no UV caracteristicas para xantonas.?

Para saber se a transposicdo do modo gradiente de eluicdo para o
isocratico em CLAE era possivel, dividiu-se a variacao do tempo de retencao
entre o primeiro pico e o ultimo pico (Atr) pelo tempo do gradiente (tg). Para
que a transposigcao seja possivel o valor encontrado deve ser menor que 0,25
para uma amostra que contenha fator de retencéao (k') entre 1 e 10 e menor
que 0,40 para uma amostra que contenha fator de retencao (k’) entre 0,5 e 20,
sendo o fator de retencao calculado para cada pico. Fazendo os calculos para

o cromatograma de EAGK obteve-se:
Atr/ tg = (35,47 — 26,59)/50 = 0,18
K = (tr-tm)/tm (eq. 1)

tr: tempo de retencao do pico

tm: tempo morto
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k' pico = (26,58 — 3,32)/3,32 = 7,00
k' pico2 = (35,47 — 3,32)/3,32 = 9,68

Apo6s a verificagdo de que seria possivel a separagdo em modo
isocratico, a melhor condigdo de separacao foi obtida utilizando-se MeOH:H,O
dopado com 0,1 % HOAc (50:50) como eluente (Figura 12).

g 35 S g
;

b

Y ,

Fra 2 Fra 4 Y
s , Fraé —— Fra8 ——_—— Fra10

Inicio

Figura 12: Cromatograma isocratico de EAGK via CLAE-UV-DAD analitica
[MeOH:H,0 (50:50) dopado com 0,1% HOAc, coluna Phenomenex C-18, 5u, 250 x 4,6

mm, A = 254 nm, fluxo 1 mL/min. em 60 min.].

Na transposicdo de CLAE analitica para a preparativa teve-se um
aumento no tempo de analise de 60 para 80 minutos (Figura 13). As fragcbes
coletadas manualmente e separadas por picos. As fragdes coletadas e as
estimativa dos tempos de retencdo observados para cada uma delas
encontram-se descritos na Tabela 2. Foram realizadas varias injegdes, num

total de 450,0 mg de amostra.
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Figura 13: Cromatograma isocratico de EAGK via CLAE preparativa [MeOH:H,O
(50:50) dopado com 0,1% HOAc, coluna Phenomenex C-18, 10 uym, 250 x 21,20 mm,

A = 254 nm, fluxo 1 mL/min em 80 min.].

Tabela 2: Fracbes obtidas na separacao por CLAE preparativa da fracdo AcOEt dos
galhos de K. variabilis (EAGK)

Fracao Estimativa dos Massa fracao (mg)
tempos de retencao (min)

Inicio 0-15,0 12,9
Fra 1 15,0-17,0 23,7
Fra 2 17,0-18,4 13,8
Fra 3 18,4 - 21,6 25,6
Fra 4 21,6 -27,0 20,2
Fra5 27,0 — 29,6 50,1
Fra 6 29,6 — 38,3 53,7
Fra7 38,3-424 30,2
Fra 8 42,4 - 51,5 47,2
Fra 9 51,4 -57,0 26,7
Fra 10 57,0 - 69,2 35,7
Fra 11 69,2 -77,1 30,4
Final 77,1 -80,0 15,7

Limpeza 45.4

As fracoes Fra 1, Fra 3, Fra 5, Fra 7, Fra 9 e Fra 11 foram analisadas

por RMN de 'H, onde constatou-se que a fragdo Fra 1 era constituida por uma
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mistura de trés substancias (1, 2 e 3) as quais foram identificadas em mistura e
que as fracoes Fra 3, Fra 5, Fra 7 e Fra 11 eram compostas pelas substancias
4,5, 6 e 7, respectivamente (Fluxograma 2), ainda pela analise de RMN de 'H
observou-se que a subfracao Fra 9 apresentava trés substancias, esta foi entao
submetida a uma nova separagcdo por CLAE preparativa, porém agora

utilizando-se novas condi¢cdes cromatograficas.

4.2.1.2 Fracionamento de Fra 9

A subfracdo Fra 9 (26,7 mg) foi submetida a novo fracionamento por
CLAE preparativa utilizando-se as seguintes condi¢des: coluna Phenomenex
Fenil-hexil, 25,0 cm x 4,6; MeOH:H>O (50:50) dopada com 0,1% HOACc; fluxo
de 12 mL/min, em 60 min (Figura 14).

Figura 14: Cromatograma isocratico via CLAE preparativa, da subfracdo Fra 9
[(Coluna Phenomenex Fenil-hexil, 25,0 cm x 4,6; MeOH:H,O (50:50) dopado com
0,1% HOAC; fluxo de 12 mL/min em 80 min.)].

Do fracionamento de Fra 9 foram obtidas trés subfracdes demoninadas
por Fra 9.1 (5,3 mg), Fra 9.2 (10,7 mg) e Fra 9.3 (7,9 mg). Ap6s analise de
RMN de 'H constatou-se o isolamento das substancias 8 (Fra 9.1) e 9 (Fra
9.2). O pico observado no cromatograma correspondente a fragao Fra 9.3 nao
pode ser identificado devido a qualidade dos espectros de RMN obtidos.
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O isolamento das substancias da fragdo AcOEt dos galhos de K.

variabilis estao descritos no Fluxograma 2.

CLAE preparativa:
coluna C-18 MeOH:H:0
(50:50) dopada com
0,1% HOAc

Fra 9

CLAE preparativa:
coluna Fenil-hexil; MeOH:H.O
(50:50) dopado com 0,1% HOAc

Fra 11

Fluxograma 2: Fluxograma do isolamento das substéncias da fracdo AcOEt dos
galhos de K. variabilis (EAGK).

Apés andlise detalhada dos dados espectroscdpicos obtidos para as
substancias isoladas conforme descrito no item 4.3.1, estas foram identificadas
como pertencentes a classe das xantonas (Figura 15), sendo elas: 3,6-diidroxi-
1,4,8-trimetoxixantona (1), 3,5-diidroxi-4-metoxixantona (2), 3,4-diidroxi-6,8-
dimetoxixantona  (3)  3,4-diidroxi-2-metoxixantona  (4),  5-hidroxi-1,3-
dimetoxixantona (5), 2,3-dimetoxi-4-hidroxixantona (6), kielcorina (7), 3-hidroxi-

2-metoxixantona (8) e 2-hidroxi-1-metoxixantona (9).
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Figura 15: Xantonas isoladas da fracdo EAGK [3,6-diidroxi-1,4,8-trimetoxixantona (1),
3,5-diidroxi-4-metoxixantona (2), 3,4-diidroxi-6,8-dimetoxixantona (3), 3,4-diidroxi-2-
metoxixantona (4), 5-hidroxi-1,3-dimetoxixantona (5), 2,3-dimetoxi-4-hidroxixantona
(6), kielcorina (7), 3-hidroxi-2-metoxixantona (8) e 2-hidroxi-1-metoxixantona (9)].

A partir da colaboragao estabelecida com a Profa. Dra. Antoniana Ursine
Krettli do Centro de Pesquisas Rene Rachou/CPgRR - Fundagdo Oswaldo
Cruz/Fiocruz — Belo Horizonte, Minas Gerais — Brasil, ambas as espécies foram
testadas in vitro em Plasmodium falciparum no intuito de validar a metodologia
de screening inicial de inibicdo da complexacdao de B-hematina e continuar a
avaliacao antimalarica agora por teste biolégico. A atividade antimaléarica in
vitro com Plasmodium falciparum foi avaliada pela Mestranda Isabela Oliveira
de Freitas.

Inicialmente testaram-se apenas os extratos etandlicos antes de se
prosseguir com os testes para as fragbes de particdo obtidas destes extratos
(Tabela 3). A metodologia empregada nos testes encontra-se descrita no item
3.2.1.2.
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Tabela 3: Atividade antimalarica in vitro com Plasmodium falciparum para os extratos
etandlicos das folhas e galhos de B. glaziovii e K. variabilis avaliada através dos

métodos tradicional (microscopia) e de incorporagéao de hipoxantina tritiada

Clso P. falciparum (ug/mL)

Extratos tradicional hipoxantina Conclusao
B. glaziovii (EFB) > 50 > 50 Inativa
B. glaziovii (EGB) >25 <25 Inativa
K. variabilis (EFK) ~6,25 <25 Parcialmente ativa
K. variabilis (EGK) <25 <25 Parcialmente ativa
cloroquina (controle) < 0,062 0,081 Ativa

Pela triagem inicial pode-se constatar que apenas a espécie K. variabilis
demonstrou potencial antimalarico, sendo consideradas ativas apenas as
amostras com Clsp < 25 pg/mL. Com base nestes resultados prosseguiu-se
com os testes para as fracoes de particao obtidas dos extratos etandlicos das

folhas e galhos desta espécie (Tabela 4).

Tabela 4: Atividade antimalarica das fracbes de particdo obtidas dos extratos
etandlicos das folhas e galhos de K. variabilis com Plasmodium falciparum, valores de
Clsg, utilizando o método de hipoxantina em experimentos distintos

Cls P. falciparum (pg/mL)

Fracoes Experimento 1* Experimento 2* Conclusao
EHFK 25 29,4 PA
EAFK 1,8 4,9 Ativo
EBFK 23,6 46,3 PA
EAgFK >50 >50 Inativo
EHGK 4,6 12 Ativo
EAGK 5,8 8,8 Ativo
EBGK >50 >50 Inativo
EAqGK >50 >50 Inativo
cloroquina (controle) 0,088 0,070 Ativo

*experimentos realizados em diferentes datas; *PA = parcialmente ativo.

Pelo método de hipoxantina tritiada pode-se observar que as fracoes
hexanica e n-BuOH das folhas (EHFK e EBFK) foram parcialmente ativas e que
a fracdo AcOEt das folhas (EAFK) e as fracoes hexanica e AcOEt dos galhos
(EHGK e EAGK) foram consideradas ativas, quando comparadas ao padrao

cloroquina. Para estas fracbes foram realizados experimentos para a
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determinacao da citotoxicidade com hepatécitos humanos HepG2, seguindo a
metodologia descrita no item 3.2.1.3 (Tabela 5).

Tabela 5: Atividade antimalarica com Plasmodium falciparum, média dos valores de
Clso e desvio padrao, das fracoes de particdo das folhas e galhos de K. variabilis, pelo
método de hipoxantina e citotoxicidade contra hepat6citos humanos HepG2 (valores
de DLs) e indice de seletividade (IS)

Clso_(pg/mL)* DLio (Mg/mL)

Fracoes X +S.D. X +S.D. IS Conclusao
EAFK 3,412.2 48137 14 Ativo/nao téxico
EAGK 712 73117 10 Ativo/nao téxico
EBFK 35+16 284+154 8 PA**/ndo téxico
EHFK 273 191+£250 7 PA**/ndo téxico
EHGK 815 14,718 1,8 Ativo/toxico

cloroquina 0,039+0,043 317195 8128  Ativo/n&o toxico

**Valores referentes a média e desvio padrdo de dois experimentos independentes; PA =
parcialmente ativo.

O indice de seletividade para a fracao EHGK (IS = 1,8) demonstrou que
esta apesar de possuir potencial antimalarico com Clsy de 85 ug/mL
apresentou alta toxicidade com relacéo as demais fragdes testadas. Segundo a
literatura, amostras com indice se seletividade abaixo de 3 sdo consideradas
toxicas."®

Estudos publicados por Bastos e col. ttm adotado como critério para
atividade antiplasmodial in vitro, que amostras com uma Clsp < 10 pg/mL
apresentam uma boa atividade; Clsp de 10 — 50 pg/mL sdo consideradas
moderadamente ativas; Clso de 50 — 100 pg/mL apresentam baixa atividade e
Clso > 100 pg/mL sdo consideradas inativas.®%

De todas as fracdes testadas destaca-se a atividade de EAFK (Clso de
3,4+2,2 pg/mL) e EAGK (Clso de 72 pug/mL), as quais demonstraram além de
uma boa atividade quando comparadas ao padrao utilizado cloroquina (Clsg =
0,039+0,043 pg/mL), um bom indice de seletividade, com IS de 14 e 10,
respectivamente.

Os resultados obtidos no teste in vitro utilizando cepas de Plasmodium
falciparum para as fracdes obtidas do extrato que demonstrou maior potencial
antimalarico (EGK) corroboraram os resultados obtidos no “screening”
realizado pelo teste de inibicdo da complexacdo de B-hematina, reafirmando o
potencial antimalarico da fracdo AcOEt dos galhos de K. variabilis (EAGK),
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sendo assim as xantonas isoladas desta fracdo (Figura 15), foram ensaiadas
nas mesmas cepas de Plasmodium falciparum (Tabela 6).

Tabela 6: Atividade antimalarica das xantonas obtidas da fragdo EAGK, no teste in

vitro utilizando cepas de Plasmodium falciparum, pelo método de hipoxantina tritiada

Xantonas de EAGK Clso (ug/mL) X +S.D Conclusao
1+2+3 50>1C50>25 IN
4 26,30 IN
5 IND IND
6 19,34 PA
7 6,8+0,3 AT
8 22,74 IN
9 50>|C50>25 IN
cloroquina 0,039+0,043 AT

IN = inativo; AT = ativo; PA = parcialmente ativo; IND = indeterminado.

Pela avaliacdo dos testes realizados in vitro pode-se observar que
apenas a xantona 7 (kielcorina), pertencente a subclasse dos xantonolignoides
foi considerada ativa com Clso de 6,8 yg/mL, sendo que dentre as xantonas
isoladas da fracdo EAGK esta € a mais apolar delas, podendo seu maior
potencial quando comprada as demais xantonas isoladas (oxigenadas) estar
relacionado a maior lipofilia desta substancia, porém s6 se pode confirmar seu
mecanismo de acdo através de estudos mais aprofundados de relacédo
estrutura atividade (REA).

As fracGes ativas e que demonstraram baixa toxicidade (EHFK, EAFK,
EBFK e EAGK) estdo em fase de avaliacdo in vivo utilizando ratos infectados
por Plasmodium berghei. Esta atividade esta sendo realizada sob a supervisao
da Profa. Dra. Antoniana Ursine Krettli do Centro de Pesquisas Rene
Rachou/CPgRR - Fundacdo Oswaldo Cruz/Fiocruz — Belo Horizonte, Minas

Gerais — Brasil.

4.2.2 Avaliacao da atividade tripanocida

Os extratos e fragdes de K. variabilis e B. glaziovii tiveram seu potencial

tripanocida avaliados na forma epimastigota de Tripanosoma cruzi.
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Dentre os extratos e fracdes obtidos dos galhos e folhas de B. glaziovii
testados, observou-se que as folhas demonstraram melhor potencial
principalmente a fracao hexanica (EHFB) com Clsy de 58,42 ug/mL.

Os extratos e fracbes de K. variabilis apresentaram melhores resultados
de Clsp quando comparados aos da espécie B. glaziovii. Conforme
demonstrado na Tabela 7, o exirato e fragbes dos galhos de K. variabilis
mostraram-se mais ativos que os das folhas, sendo que dentre as amostras
testadas para os galhos destaca-se o potencial tripanocida do extrato EtOH
(EGK), assim como suas fracbes de particdo hexanica (EHGK) e AcOEt
(EAGK) com valores de Clso de 9,46, 6,98 e 30,33 pg/mL. Este resultado
quando comparado com o farmaco atualmente usado contra a Doenca de
Chagas, o bezonidazol (Clso de 11,11 pg/mL), incentiva o estudo na busca de
metabdlitos secundarios nestas matrizes, que tenham acao atiprotozoaria, para
servirem de modelos no desenvolvimento de novos agentes terapéuticos para

o tratamento da Doenca de Chagas.

Tabela 7: Atividade tripanocida dos extratos e fra¢cdes de K. variabilis e B. glaziovii

Extratos e fracoes Clso (Mg/mL) Extratos e fracoes Clso (pg/mL)

EFK 111,46 EFB 212,93
EHFK 15,74 EHFB 58,42
EAFK 104,90 EAFB 97,96
EBFK 306,48 EBFB 539,49
EAgQFK 718,20 EAgQFB 519,22
EGK 9,46 EGB 469,05
EHGK 6,98 EHGB 107,63
EAGK 30,33 EAGB 105,13
EBGK 489,52 EBGB 286,55
EAqGK 537,59 EAqGB 508,27
benzonidazol* 11,11 benzonidazol* 11,11

* controle positivo.

Baseado nos resultados promissores obtidos para os extratos e fracoes
de K. variabilis, decidiu-se testar as xantonas isoladas da fracdo EAGK (Clso de
30,33 pg/mL). Estas substancias foram testadas nas cepas Y e Bolivia de T.
cruzi (Tabela 8).
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Tabela 8: Atividade antichagésica das xantonas isoladas da fracao AcOEt dos galhos
de K. variabilis em pg/mL

Substancias Clso (Cepa Y) Cls, (Cepa Bolivia)
1+2+3 ND 89,1
4 87,0 36,1
5 ND 70,5
6 ND 68,6
7 ND ND
8 110,6 125,0
9 124,1 130,2
benzonidazol* 9,0 25,6

* controle positivo; ND = n&o determinado.

Para as xantonas testadas pode-se observar que a com estrutura
pertencente a subclasse dos xantonoligndides, a kielcorina (7) mostrou-se
inativa nas cepas testadas. Todas as demais xantonas apresentaram atividade
fraca quando comparadas a atividade da fragdo de onde foram isoladas. A
substancia com maior potencial foi a xantona 4 (3,4-diidroxi-2-metoxixantona)
com Clso de 87,0 e 36,1 ug/mL para as cepas Y e Bolivia, destacando-se para
a atividade para a cepa Bolivia, mais resistente ao padrdo, o benzonidazol.
Estruturalmente a xantona mais ativa difere das demais identificadas por
apresentar um grupamento catecoélico, o qual pode estar relacionado a maior
atividade desta substancia.

4.2.3 Atividade antioxidante

4.2.3.1 Triagem antioxidante para os extratos etanodlicos e fracoes de
particao das espécies B. glaziovii e K. variabilis

A atividade antioxidante dos extratos etandlicos e suas respectivas
fracoes de particdo das folhas e galhos de B. glaziovii e K. variabilis foi avaliada
por métodos espectrofotométricos utilizando-se os radicais livres DPPH e
ABTS, conforme procedimento descrito no item 3.2.3.

Observando-se os valores de Cls (concentracdo inibitéria minima capaz
de inibir 50% dos radicais livres) demonstrado pela espécie B. gaziovii pode-se
constatar que para as folhas apenas a fracao n-BuOH (EBFB) apresentou
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moderada atividade sequestradora de radicais livres com Clso de 35,5 e 24,3
Mg/mL para os radicais DPPH e ABTS, respectivamente, quando comparada ao
controle positivo utilizado, a rutina com Clso de 6,2 e 7,4 pg/mL.

O extrato etandlico dos galhos de B. glaziovii (EGB) demonstrou
potencial antioxidante com Clsode 11,6 e 17,2 ug/mL para os radicais DPPH e
ABTS. Analisando-se as fragbes de particdo para este extrato pode-se inferir
que apesar das fragbes AcOEt (EAGB) e n-BuOH (EBGB) apresentarem
atividade sequestradora de radicais livres, esta atividade foi inferior a atividade
obtida para o extrato de partida, concluindo-se que a particdo do extrato ativo
levou a uma perda de atividade, sugerindo que a maior atividade para o extrato
total dos galhos pode estar ligada algum sinergismo entre as moléculas
constituintes deste extrato (Tabela 9). No entanto o estudo feito € preliminar
para inferir que houve perda de atividade por sinergismo.

Para a espécie K. variabilis observa-se que com excec¢ao das fracoes
hexanica e hidroalcodlica tanto os extratos etandlicos quanto as fracdes de
particdo AcOEt e n-BuOH dos galhos e folhas demonstraram ser eficientes no
sequestro de radicais livres quando comparadas ao controle positivo rutina. A
comparacdo dos valores de Clsy apresentados para as fracGes ativas dos
galhos e folhas demonstra que as fragbes AcOEt (EAFK) e n-BuOH (EBFK)
das folhas possuem maior potencial antioxidante com Clso de 3,5 e 4,4 pg/mL
para o radical DPPH e Clsy de 6,6 e 3,1 ug/mL para o radical ABTS,
respectivamente. Ainda por comparacao dos valores de Clso destas fracdes
com o respectivo extrato etandlico de origem (EFK), o qual apresentou Clsy de
7,5 e 7,0 yg/mL para os radicais DPPH e ABTS, respectivamente observa-se
que houve um pequeno aumento na atividade sequestradora de radicais
quando o mesmo foi particionado isto pode estar relacionado a concentracao
das moléculas ativas apds um fracionamento (Tabela 9).
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Tabela 9: Atividade antioxidante com os radicais livres DPPH e ABTS para os extratos
etandlicos e fragoes de particao de B. glaziovii e K. variabilis

Extratos e Cls Clso Extratos e Clso Cls
fracoes (Mg/mL) (pg/mL) fracoes (Mg/mL) (pg/mL)
B. glaziovii DPPH ABTS K. variabilis DPPH ABTS
EFB ND ND EFK 7,5 7,0
EHFB ND ND EHFB >66,6 ND
EAFB ND 35,9 EAFK 3,5 6,6
EBFB 35,5 24,3 EBFK 4.4 3,1
EAgQFB ND ND EAgQFK 27,4 27,5
EGB 11,6 17,2 EGK 13,9 2,8
EHGB ND ND EHGK 65,9 47,2
EAGB 16,9 11,8 EAGK 13,4 13,5
EBGB 22,9 23,3 EBGK 49 3,2
EAqGB ND ND EAQGK 46,6 46,6
rutina* 6,2 7,4 rutina* 6,2 7,4

“rutina: controle positivo; ND = ndo determinado.

As fracbes mais ativas AcOEt e n-BuOH das folhas de K. variabilis foram

submetidas a estudo quimico.

4.2.3.2 Estudo quimico da fracao AcOEt das folhas de K. variabilis (EAFK)

Inicialmente a fragdo EAFK (3,5 g) foi submetida a CC (¢ =4,5cm; 120 g
de fase estacionaria) de fase reversa C-18 sob pressao reduzida com gradiente
de eluigdo H,O/MeOH 95:5 - 0:100, fornecendo 17 subfra¢des. A reunido das
subfracbes através da analise dos seus perfis cromatograficos por CCDA
culminou em 9 subfragdes.

Na subfracdo EAFK-1 houve a formagcdo de um preciptado amarelo
claro, este foi separado do sobrenadante e lavado com MeOH em banho de
gelo. O precipitado denominado por FK-1 foi submetido a CCDA que indicou a
pureza da substancia, esta foi submetida as analises espectroscopicas de RMN
para determinacdo estrutural. Ap6s as analises espectroscopicas e
espectrométricas pode-se determinar a substancia FK-1 como sendo a
substancia pertencente a classe dos flavonoides, a quercitrina (10).

A subfracdo EAFK-6 apresentou a formacao de um precipitado amarelo
claro que foi separado e lavado com diferentes solventes (CHCI; e MEOH) e
posteriormente submetido a CCDA, o que indicou a pureza desta substancia.

Esta foi denominada por FK-2 e entdo submetida as andlises espectroscépicas
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e espectrométricas, por intermédio das quais foi determinada como sendo o
biflavonoide, podocarpusflavona A (11).

Os procedimentos empregados no isolamento das substancias 10 e 11
estao descritos no Fluxograma 3.

EAFK (3,5 g)

CC (C-18) Gradiente
H>0:MeOH 95:5 > MeOH 100%

17 subfracoes

Analise em CCDA
9 subfragbes

Lavagem com MeOH Lavagem com CHCls
em banho de gelo e MeOH

EAFK-1
146,7 mg

Substancia 10 Substancia 11
(24,5 mg) (4,5 mg)

Fluxograma 3: Estudo quimico da fragdo acetato de etila das folhas de K. variabilis
(EAFK), isolamento das substancias 10 e 11.

4.2.3.3 Estudo quimico da fracao n-BuOH das folhas de K. variabilis
(EBFK)

A fracdo n-butandlica das folhas de K. variabilis (EBFK - 3,5 g) foi
submetida a cromatografia de permeagdao em gel (Sephadex®, LH-20) em
modo isocratico utilizando MeOH como eluente resultando em 35 subfracées,
as quais foram avaliadas e reunidas de acordo com seu perfil em CCDA num
total de 7 subfragdes.

As subfragbes foram analisadas em CLAE-DAD [Coluna C-18;
MeOH:H>0 (5 a 100% MeOH); 230 < A < 400 nm; 1 mL/min). Os espectros de
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absorcdo na regido do ultravioleta das substancias presentes nestas
subfragdes exibiram absorcdes tipicas de flavondides.®

As analises por CLAE-DAD demonstraram que a subfracdo EBFK-2,
aparentemente apresentou uma menor quantidade de substancias. Diante
destas informacgdes optou-se por fraciona-la em CLAE-UV utilizando-se coluna
C-18 em sistema isocratico: MeOH:H,O (48:52) dopada com 0,1% HOAc e

fluxo de12 mL/min, em 30 min, previamente otimizado.

Figura 16: Cromatograma preparativo da subfracdo EBFK-2 em CLAE-UV (A = 254
nm) [Coluna C-18; MeOH:H,O (48:52) dopada com 0,1% HOAc; 12 mL/min, em 30

min)].

O fracionamento de EBFK-2 (Figura 16) resultou no reisolamento da
substancia 10 (quercitrina) anteriormente isolada da fracdo EAGK e no
isolamento de FK-3 (Fluxograma 4). Apés analises espectroscépicas e
espectrométricas de FK-3 constatou-se que se tratava de uma mistura de dois
flavondis, os quais foram identificados como sendo quercetina-3-0O-glicosideo
(12) e quercetina-3-O-galactosideo (13).
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EBFK-1 (225,7 mg)

EBFK-2 (330,4 mg)
CPG CLAE

Sephadex®, [C-18; modo

i Atico
LH-20; modo EBFK-3 (353,7 mg) isocratico
isocréatico MeOH:H0 (48:52),

: 0,1% HOAc,
(MeOH); 12 mL/min]

7 subfragbes

EBFK-4 (450,2 mg)

EBFK-5 (230,4 mg) —
(12 + 13)
(23,7 mg)

EBFK-6 (256,3 mg)

EBFK-7 (125,4 mg)

Fluxograma 4: Estudo quimico da fracado AcOEt das folhas de K. variabilis (EAFK),
reisolamento da substancia 10 e isolamento das substancias 12 e 13.

4.2.3.4 Avaliacao antioxidante das substancias isoladas das fracoes
AcOEt (EAFK) e n-BuOH (EBFK) dos galhos de K. variabilis

O estudo quimico das fracbes (EAFK e EBFK) as quais demonstraram
maior potencial para sequestrar radicais livres no teste com DPPH e ABTS
resultou no isolamento do flavonol (10), da biflavona (11) e da mistura de dois
flavondis (12 + 13), os quais foram identificados como sendo quercitrina (10),
isolada de ambas as fragdes, podocarpusflavona A (11) isolada de EAFK e da
mistura de quercetina-3-O-glicosideo (12) e quercetina-3-O-galactosideo (13)
isolado de EBFK (Figura 17).
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Figura 17: Flavondides isolados de K. variabilis [(quercitrina (10), podocarpusflavona
A (11), quercetina-3-O-glicosideo (12) e quercetina-3-O-galactosideo (13)].

Os flavondides isolados de Kielmeyera variabilis tiveram seu potencial
antioxidante avaliado nos testes quimicos com DPPH e ABTS e comparados a
rutina (controle positivo).

Os ensaios com os radicais DPPH e ABTS demonstraram que a mistura
contendo quercetina-3-O-glicosideo (12) e quercetina-3-O-galactosideo (13)
exibiu potente acado sequestradora de radicais livres, com Clsp = 4,1 € 5,0
ug/mL para DPPH e ABTS, respectivamente, quando comparada ao controle

positivo, a rutina com Clso de 6,2 e 7,4 ug/mL (Tabela 10).
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Tabela 10: Atividade antioxidante apresentada pelas substancias isoladas das fracoes
ativas de K. variabilis utilizando os radicais DPPH e ABTS; valores de Clsy expressos

em pgmL
Fracoes e substancias Cls, (ug/mL) DPPH  Cls (ug/mL) ABTS
puras
EAFK 3,5 6,6
EBFK 4,4 3,1
10 9,1 12,2
11 ND ND
12 +13 4.1 5,0
rutina® 6,2 7.4

*rutina: controle positivo; ND = ndo determinado.

Ao se comparar as substacias isoladas com suas respectivas fragdes de
origem pode-se observar que a substancia 10 (quercitrina) demostrou um
potencial sequestrador de radicais livres inferior ao da fracdo EAFK de onde
esta foi isolada, sugerindo que esta fragdo possue outras substancias
potencialmente sequestradoras de radicais livres que nao foram isoladas. Pelos
resultados obtidos para as substancias isoladas da fracdo EBFK observpu-se
que a mistura contendo as substancias quercetina-3-O-glicosideo (12) e
quercetina-3-O-galactosideo (13) demostrou um potencial sequestrador de
radicais livres comparavel a fracao de onde foram obtidas.

Pelos resultados obtidos concluiu-se que os flavondides que possuem
grupamento catecoélico no anel B (10, 12 e 13) apresentaram Cls
(concentragédo capaz de sequestrar 50% dos radicais livres) superiores aquela
mostrada pelo flavondide que apresenta um anel B monoidroxilado (11),
reafirmando a importancia do numero de hidroxilas fendlicas para a acao
sequestradora de radicais livres. A literatura descreve que substancias
catecélicas sdo excelentes sequestradoras de radicais livres.®® Os flavonéides
testados que apresentaram capacidade sequestradora de radicais livres (10, 12
e 13) possuem a mesma aglicona diferindo apenas na unidade de acucar,
porém a mistura de 12 e 13 foi mais ativa que a substancia 10. A substancia 11

nao demonstrou significante atividade sequestradora de radicais livres.
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4.2.4 Atividade antibacteriana

O isolamento bioguiado pela atividade antibacteriana nas cepas
resistentes de Staphylococcus aureus foi realizado no “Centre for
Pharmacognosy and Phytotherapy — School of Pharmacy — University of
London”, Londres — Inglaterra, sob a supervisado do Prof. Dr. Simon Gibbons.

Esta parte do trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana das espécies Brosimum glaziovii e Kielmeyera variabilis em seis
diferentes cepas de MRSA assim como o isolamento bioguiado dos compostos
responsaveis por tal atividade.

4.2.4.1 Triagem antibacteriana para os extratos etandlicos e fracoes de
particao das espécies B. glaziovii e K. variabilis e isolamento bioguiado

Dando inicio aos estudos de avaliagdo do potencial antimicrobiano, os
extratos etandlicos e suas respectivas fracoes de particao das folhas e galhos
de B. glaziovii e K. variabilis foram testados na cepa bacteriana de
Staphylococcus aureus (SA-1199B).

O teste para os extratos e fragdes foi realizado na concentracao inicial
de 512 pg/mL conforme descrito no procedimento experimental item 3.2.4.

Os dados de CIM revelaram uma acéo antibacteriana superior para a
espécie K. variabilis quando comparada a espécie B. glaziovii a qual
demonstrou ser inativa nas concentragdes testadas, sendo que apenas as
fracbes EHFB e EAGB (CIM de 512 e 256 pug/mL) demonstraram uma fraca
atividade.

A comparacdo dos valores de CIM entre os extratos etandlicos dos
galhos e folhas de K. variabilis demonstrou que os galhos possuem um maior
potencial antibacteriano com CIM de 32 pg/mL e que dentre suas fracoes de
particdo a fragdo mais promissora foi a fracdo hexanica (EHGK) com CIM de 16
Mg/mL atividade esta superior a atividade do controle utilizado, a norfloxacina
(Tabela 11).
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Tabela 11: Atividade antibacteriana dos extratos etandlicos e fragdes de particdo das
folhas e galhos de B.glaziovii e K.variabilis

B. glaziovii CIM (png/mL) K. variabilis CIM (pg/mL)
EFB >512 EFK 128
EHFB 512 EHFK 64
EAFB >512 EAFK 128
EBFB >512 EBFK 256
EAgQFB 512 EAgQFK >512
EGB >512 EGK 32
EHGB >512 EHGK 16
EAGB 256 EAGK 64
EBGB >512 EBGK 256
EAqGB >512 EAQGK >512
norfloxacina® 32 norfloxacina* 32

* Norfloxacina: controle positivo.

Salienta-se para a potencializacao da atividade ap6s o fracionamento do
extrato etandlico sugerindo que a substancia responsavel pela atividade ou o
conjunto de substancias ativas devem estar concentrados na fragdo EHGK
demonstrando CIM de 16 ug/mL. Devido a estes fatores a fracao hexanica dos
galhos de K. variabilis (EHGK) foi selecionada para dar continuidade ao estudo

de atividade antibacteriana prosseguindo-se para o isolamento bioguiado.

4.2.4.2 Estudo quimico bioguiado da fracao hexanica dos galhos de K.
variabilis (EHGK)

O estudo quimico da fragdo hexénica dos galhos de K. variabilis
objetivou o isolamento dos constituintes responsaveis pela atividade
antibateriana. Com esta finalidade, o fracionamento cromatogréafico foi guiado
por teste de susceptibilidade antibacteriana utilizando a cepa de S. aureus (SA-
1199B). As fracOes obtidas que apresentaram maior potencial antibacteriano
foram prioritariamente selecionadas para dar continuidade ao estudo
fitoquimico.

Dando inicio ao fracionamento da fracao hexanica dos galhos (EHGK)
1,0 g desta foi submetido & CPG (Sephadex®, LH-20) utilizando-se como
gradiente de eluicdo as fases moveis Hex/CHCIl; (90:10 -> 0:100) e
CHCI3/MeOH (1:1). As fragdes obtidas foram reunidas com base nos seus
comportamentos em CCDA culminando em seis subfragées.
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Todas as fracoes obtidas do fracionamento de EHGK tiveram seus
potenciais antibacterianos avaliados utilizando-se a cepa SA-1199B (Tabela
12).

Tabela 12: Atividade antibacteriana das fragées obtidas de EHGK para a cepa SA-
1199B

Fracoes Massa (mg) CIM (pg/mL) SA-1199B

EHGK-1 756,5 2

EHGK-2 70,4 8

EHGK-3 421 8

EHGK-4 33,9 256

EHGK-5 22,3 512

EHGK-6 35,0 128
norfloxacina® 32

* norfloxacina: controle positivo.

A purificagdo da fracao hexanica dos galhos (EHGK) por CPG levou a
potencializacao da atividade, o que pode ser constatado pelos valores de CIM
para as fracées EHGK-1, EHGK-2 e EHGK-3 com CIM de 2,8 e 8 pg/mL.

A fracdo mais ativa (EHGK-1) também apresentou maior quantidade de
massa e com base nestes resultados deu-se continuidade ao estudo
fitoquimico biomonitorado da fragdo EHGK-1. E importante ressaltar mais uma
vez que o fracionamento de EHGK (CIM de 16 ug/mL) levou a potencializagao
da atividade observada em EHGK-1 (CIM de 2 pg/mL), indicando que o
procedimento experimental bioguiado foi eficiente.

Parte da fracao EHGK-1 (740,0 mq) foi submetida a coluna de silica gel
utilizando-se gradiente de eluicao Hex/AcOEt (100:0 - 0:100) e AcOEt/MeOH
(100:0 - 0:100). As fracGes coletadas foram submetidas a CCDA e reunidas

em 17 subfracdes de acordo com as caracteristicas observadas (Tabela 13).
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Tabela 13: Subfra¢des obtidas da coluna em silica gel de EHGK-1

Caddigo da fracao Massa (mg) Caddigo da fracao Massa (mg)
EHGK-1.1 2,6 EHGK-1.10 48,3
EHGK-1.2 0,5 EHGK-1.11 17,9
EHGK-1.3 47 1 EHGK-1.12 4.5
EHGK-1.4 3,1 EHGK-1.13 6,2
EHGK-1.5 7,8 EHGK-1.14 7,3
EHGK-1.6 6,4 EHGK-1.15 171,3
EHGK-1.7 9,2 EHGK-1.16 113,5
EHGK-1.8 2227 EHGK-1.17 4.0
EHGK-1.9 39,0

A seguir, apds avaliagdo do perfil cromatografico a fracdo EHGK-1.8
(222,7 mq) foi submetida a novo fracionamento utilizando-se extragdo em fase
sélida (EFS) em cartucho de silica gel e gradiente de eluicdo Hex/AcOEt (0:100
- 100:0). Apéds andlise em CCDA foram obtidas 4 subfracdes (Tabela 14).

Tabela 14: Fracdes obtidas do fracionamento de EHGK-1.8 por EFS

Cddigo da fracao Massa (mg) Caddigo da fracao Massa (mg)

EHGK-1.8.1 55,9 EHGK-1.8.3 21,3
EHGK-1.8.2 92,7 EHGK-1.8.4 10,2

A purificacdo de EHGK-1.8.1 (55,9 mg) (Figura 18) empregando CCDP
em fase normal e gradiente de eluicdo Hex/AcOEt 5%, culminou no isolamento
da subfracdo denominada por HGK-1 (23,5 mq). Esta foi isolada como um éleo
amarelo e apds as andlises espectroscopicas de RMN pode-se constatar que
era composta por duas substancias, sendo estas, dois derivados prenilados do
floroglucinol, porém a completa identificacdo dos constituintes desta mistura

ainda nao foi concluida.
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Subfracao
HGK-1

Figura 18: CCDA para a fragdo EHGK-1.8.1 em Hex/AcOEt 5%.

Por CCDP, utilizando como eluente Hex/AcOEt 10%, foram obtidas 4
subfracbes de EHGK-1.10. Destas a subfracdo EHGK-1.10.3 (26,6 mg) devido
a seu perfil cromatografico e maior quantidade de massa foi selecionada para
dar prosseguimento a purificagcdo. EHGK-1.10.3 foi submetida a nova CCDP
em CHCI3/MeOH 1% de onde foram obtidas 6 subfracbes, resultando no
isolamento de HGK-2 (11,9 mg). Esta apds as anélises espectroscopicas e
espectrométricas foi determinada como sendo a mistura conhecida dos
esterdides B-sitosterol (14) e estigmasterol (15).

Também pela técnica de CCDP em Hex/AcOEt 15% foi obtida a
subfracdo denominada por HGK-3 (6,9 mg) a partir da subfracdgo EHGK-1.11
(17,9 mq). Esta foi caracterizada também como uma mistura dos esterodides B-
sitosterol (14) e estigmasterol (15) e além destes também se pode determinar
nesta mistura a substancia ergost-5-en-3-ol (16).

O estudo quimico da subfracdo inativa EHGK-6 (35 mg) por CCDP em
Hex/AcOEt 70% resultou em 10 subfracbes e na purificacdo da substancia
denominada por HGK-4 (1,0 mg). Esta foi identificada por meio da analise de
seus dados espectroscopicos e espectrométricos como a xantona conhecida
por osajaxantona (17).

Todos os procedimentos que resultaram na identificacao de substancias

da fracdo EHGK estao descritos no Fluxograma 5.
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Coluna em
Sephadex®, LH-20;
gradiente, 6
subfracdes (EHGK-1
a EHGK-6)

EHGK-1 (740,0 mg) (35,0 mg)

Coluna em silica gel com _ CCDP .
gradiente de eluicdo; 17 (H%'Qﬁggggs/")’
subfragcdes (EHGH1.1 a

EHGK-1.17

EHGK-1.11.5
HGK-4
(17)

(1.0 ma)

EHGK-1.8 EHGK-1.10 EHG
(222,7 mg) (48,3 mg) (17,

EFS com CCDP CCDP
gradiente de (Hex:AcOEt 10 %); (Hex:AcOEt 15 %);

eluicao; 4 4 subfracdes 10 subfragdes
subfragdes

EHGK-1.10.3 EHGK-1.11.5
EHGK- 1.8.1 (55,9 mg) (26,6 mg) (14 + 15 +16)
HGK-3
(6.9 ma)

CCDP CCDP
(Hex:AcOEt 5 %); (CHCI3:MeOH 1 %)

6 subfragoes 5 subfragdes

EHGK-1.10.3.5
EHGK- 1.8.1.3 HGK-2

ek (14 + 15)
(23,5 mg) (11,9 mg)

Fluxograma 5: Estudo quimico da fragdo hexanica dos galhos de K. variabilis
(EHGK), isolamento de HGK-1, HGK-2, HGK-3 e HGK-4.

As misturas de esterdides (HGK-2 e HGK-3) e a mistura de derivados do
floroglucinol (HGK-1) isoladas da fracdo ativa (EHGK-1) foram testadas nas
cepas de bactérias multirresistentes: SA-1199B, Xu212, ATCC 25943, RN4220,
EMRSA15 e EMRSA16. A fracdo ativa EHGK-1 também teve seu potencial
reavaliado para a cepa SA-1199B e avaliado nas demais cepas bacterianas
multiresistentes citadas (Tabela 15).
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Tabela 15: CIMs da fracado EHGK-1 e misturas purificadas desta fracdo HGK-1, HGK-
2 e HGK-3 em pg/mL

Caddigo SA- Xu212 ATCC RN4220 EMRSA EMRSA
1199B 25943 15 16
EHGK-1 2 0,5 1 0,5 1 0,5
HGK-1 2 0,25 2 0,25 1 0,5
HGK-2 ND ND ND ND ND ND
HGK-3 ND ND ND ND ND ND
norfloxacina* 32 8 0,5 0,5 0,5 128

* norfloxacina: controle positivo; ND = ndo determinado.

Pode-se observar que a mistura denominada por HGK-1 demonstrou
uma notavel atividade nas cepas de S. aureus multirresistentes testadas, com
valores de CIM entre 0,25 e 2 ug/mL, sendo esta uma potente atividade quando
comparada ao controle positivo (norfloxacina). Destaca-se sua atividade nas
cepas SA-1199B (susceptivel a varios antibacterianos) e EMRSA16 (um
isolado clinico resistente a meticilina) para as quais o controle positivo
norfloxacina apresentou CIM de 32 e 128 yg/mL, enquanto HGK-1 apresentou
CIM de 2 e 0,5 pg/mL, respectivamente. Para a cepa Xu212 (TetK, as quais
sao resistentes a eritromicina e tetraciclina) a mistura HGK-1 demonstrou um
valor de CIM de 0,25 pg/mL enquanto o controle positivo apresentou CIM de 8
pug/mL. Para a cepa resistente a macrolideos RN4220, HGK-1 apresentou CIM
de 0,25 pg/mL superior ao controle positivo. Para as cepas ATCC 25943
(susceptivel a varios antibacterianos) e EMRSA15, HGK-1 (CIM de 2 e 1
Mg/mL, respectivamente) apesar de ativo ndo superou a atividade apresentada
pelo controle positivo (CIM de 0,5 pg/mL) para ambas as cepas de
microrganismos.

As misturas conhecidas testadas HGK-2 e HGK-3 foram inativas nas
cepas de S. aureus multirresistentes testadas.

Com base nestes resultados pode-se inferir que a mistura HGK-1 é
provavelmente a responsavel pela atividade observada para a fracdo EHGK.

A substancia HGK-4 (osajaxantona) que foi isolada de uma fracdo nao

ativa nao foi testada devido a baixa quantidade de massa obtida.
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4.2.4.3 Atividade antibacteriana das xantonas isoladas de K. variabilis

Avaliagdes biol6gicas de substancias das classes das xantonas revelam
que estes compostos normalmente apresentam menores efeitos colaterais e
baixa tendéncia a induzir resisténcia a patégenos quando comparadas a
antibiéticos convencionais e substancias antibacterianas sintéticas, xantonas
naturais sdo conhecidas por suas potentes propriedades inibitérias a MRSA.”

Devido as indica¢des da literatura de que xantonas sé&o substancias com
potencial antibacteriano e ao fato da fracdo AcOEt dos galhos (EAGK), com
CIM de 64 ug/mL, ter sido a segunda fracdo mais ativa dos galhos de K.
variabilis e desta terem sido isoladas substéncias pertencentes a classe das
xantonas estas foram submetidas a avaliacdo antimicrobiana, utilizando-se as
mesmas cepas de microrganismos (MRSA) testadas anteriormente (Tabela
16).

Tabela 16: CIMs para as xantonas isoladas da fragdo EAGK CIM em pg/mL

Cadigo SA- Xu212 ATCC RN4220 EMRSA EMRSA
1199B 25943 15 16
1+24+3 64 64 128 64 128 32
4 32 32-16 64 32 64 16
5 128-64 ND 128 ND ND 64
6 128-64 128 128 ND ND 64
7 ND ND ND ND ND ND
8 64 64 64 64 64 32
9 64 128 64 64 64 32
norfloxacina®* 32 8 0,5 0,5 0,5 128

* norfloxacina: controle positivo; ND = ndo determinado.

A avaliacao do potencial antimicrobiano das xantonas isoladas de EAGK
demonstrou que estas possuem uma atividade que vai de moderada a fraca
estando entre 16-128 ug/mL, para as diferentes cepas bacterianas. A xantona
com maior potencial foi a xantona 4 (3,4-diidroxi-2-metoxixantona), a qual
demonstrou uma CIM de 16 pug/mL para a cepa EMRSA16, quando comparada
ao controle positivo norfloxacina (CIM de 128 pg/mL).

A xantona 4 difere das demais por ser a unica a possuir um grupamento
catecolico em sua estrutura. A xantona 7 (kielcorina), ativa em Plasmodium
falsiparum, foi considerada inativa para as cepas de microrganismos testadas.
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4.2.4.4 Avaliacao da concentracao minima bactericida

De todas as misturas purificadas e substancias isoladas que tiveram sua
CMI determinada, apenas HGK-1 demonstrou ser potencialmente
antibacteriana, com base nestes resultados esta foi selecionada para estudo de
CMB (concentragdo minima bactericida), para se determinar se esta substancia
tem potencial bactericida ou bacteriostatico.

Apbs 24 h de incubagédo das Placas de Petri contendo as solugdes da
amostra em diferentes concentracbes de microrganismos, as placas foram
observadas a olho nu para verificagdo de reaparecimento de colbnias
bacterianas.

Apenas a cepa SA-1199B foi testada e pode-se observar que ouve
crescimento bacteriano nas seguintes concentragdes 1, 2, 4, 8, 16 e 32 pg/mL.
Levando-se a conclusao de que HGK-1 possui um potencial bacteriostatico,
pois depois de colocadas novamente em meio de cultura nas placas de Petri as

colbnias voltaram a ser formadas.

4.2.5 Atividade antifungica

4.2.5.1 Avaliacao da atividade antifungica (patégenos humanos): Candida
albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis e Cryptococcus

neoformans

Dando inicio aos estudos antifUngicos das espécies B. glaziovii e K.
variabilis os extratos e fragcdes de particdo destas espécies foram testados em
quatro fungos oportunistas: Candida albicans, C. krusei, C. parapsilosis e
Cryptococcus neoformans.

Para a espécie B. glaziovii os melhores resultados foram obtidos para os
galhos sendo que a fragdo AcOEt (EAGB) demonstrou melhor atividade com
CIM de 62,5 pg/mL para as cepas Candida kusei e C. neoformans, sendo esta

atividade considerada moderada. Ainda para os galhos foi observada uma
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atividade também moderada para C. Krusei de 62,5 pg/mL para a fracdo n-
butandlica (EBGB).

Os dados de CIM (concentracao inibitéria minima capaz de inibir 100 %
o crescimento fangico) revelaram uma acgdo antifungica superior para 0s
extratos e fracdes de K. variabilis quando comparada a espécie B. glaziovii
(Tabela 17).

As atividades mais relevantes foram conseguidas com o fungo Candida
krusei, onde o extrato e as fragdes das folhas de K. variabilis demonstram forte
atividade, destacando-se para o extrato etandlico das folhas desta espécie
(EFK; CIM de 7,81 ug/mL), também observado para suas fragdes de particdo
hexanica (EHFK; CIM = 31,25 yg/mL), AcOEt (EAFK; CIM de 15,6 pg/mL) e n-
BuOH (EBFK; CIM de 31,25 ug/mL). Dentre as fracbes de particdo das folhas
de K. variabilis destaca-se para a fracdo de onde foram isoladas substancias
da classe dos flavondides EAFK, a qual apresentou a melhor atividade, quando
comparada aos padrdes utilizados anfotericina B (CIM de 2,0 ug/mL), sendo
superior ao segundo padrao de referéncia fluconazol (CIM de 64,0 pg/mL).

Forte atividade também foi notada com o mesmo fungo para os extratos
dos galhos de K. variabilis, sendo as atividades mais pronunciadas observadas
para o fungo Candida krusei pelo extrato bruto (EGK; CIM de 31,25 ug/mL) e
pela fragdo de particio AcOEt (EAGK; CIM de 15,6 pg/mL), superiores a
atividade do padrao fluconazol (CIM de 64,0 ug/mL). Da fracdo mais ativa
obtida dos galhos de K. variabilis foram isoladas xantonas oxigenadas e um
xantolignoide, podento estas substancias estarem relacionadas a capacidade
antifangica desta fracao.

Estes resultados quando comparados com a droga de referéncia o
fluconazol, para o fungo C. krusei resistente a este farmaco, incentiva o estudo
na busca de micromoléculas antifungicas nestas matrizes para servirem como
prototipos de novas substancias com potencial terapéutico no tratamento de
infecgdes fungicas.
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Tabela 17: Atividade antifungica dos extratos e fragcdes de particao de B. glaziovii e K.

variabilis
Extratos e C. albicans C. krusei C. C.
fracoes CIM (ug/mL) CIM (ug/mL) parapsilosis neoformans
CIM (ug/mL) CIM (pg/mL)
EFB > 250 250 > 250 125
EHFB > 250 > 250 > 250 > 250
EAFB > 250 125 > 250 125
EBFB > 250 125 > 250 > 250
EAqQFB > 250 > 250 > 250 > 250
EGB > 250 125 > 250 125
EHGB > 250 > 250 > 250 > 250
EAGB 250 62,5 125 62,5
EBGB 250 62,5 250 250
EAqGB > 250 > 250 > 250 > 250
EFK 250 7,81 250 62,5
EHFK > 250 31,25 250 250
EAFK 62,5 15,6 250 250
EBFK 250 31,25 250 62,5
EAgQFK > 250 250 > 250 250
EGK > 250 31,25 125 250
EHGK > 250 > 250 > 250 > 250
EAGK 250 15,6 > 250 62,5
EBGK > 250 125 > 250 250
EAqGK 250 > 250 > 250 > 250
anfotericina B* 2,00 2,00 2,00 1,00
fluconazol* 2,00 64,0 8,00 4,00

* CIM menor que 50 pyg/mL, atividade potente; CIM entre 50 e 150 pg/mL, atividade moderada;

CIM entre 150 e 250 pg/mL, atividade fraca; CIM acima de 250, inativo.

4.2.5.2 Avaliacao da
cladosporioides e C. sphaerospermum

atividade

com Os

fungos

Cladosporium

Dos extratos totais e fracbes de particdo testados nos fungos

Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum, pode-se observar (Figura

19) que apenas K. variabilis demonstrou potencial antifingico.
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Cladosporium sphaerospermum Cladosporium cladosporioides

1 23456789 10 11 12 13 14 15 1 23456789 10 11 12 13 14 15

Figura 19: Avaliagdo da atividade antifungica em Cladosporium sphaerospermum e C.
cladosporioides, para os extratos e fragées de B. glaziovii e K. variabilis: 1 (EFB), 2
(EHFB), 3 (EAFB), 4 (EGB), 5 (EHGB), 6 (EAGB), 7 (EFK), 8 (EHFK), 9 (EAFK) e 10
(EGK), 11 (EHGK), 12 (EAGK), 13 (EBGK), 14 (EAgGK), 15 (nistatina-controle

positivo).

Pela analise do teste qualitativo de bioautografia com o fungo C.
sphaerospermum pode-se observar que a fracdo AcOEt dos galhos de K.
variabilis (EAGK) foi a mais ativa (Tabela 18), apresentando substancias com

atividade moderada.
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Tabela 18. Fatores de retencdo para as substancias ativas no teste de atividade

antifangica utilizando C. sphaerospermum

codigo amostra Quantidade eluente C. sphaerospermum
(Mg)

Rf Potencial
1 EFB 400 CHCI3:MeOH (97:3) -- i
2 EHFB 200 CHCIl3:MeOH (97:3) -- i
3 EAFB 200 CHCl3:MeOH (97:3) - i
4 EBFB 200 CHCl3:MeOH (70:30) - i
5 EAgFB 200 CHCI3:MeOH (70:30) -- i
6 EGB 400 CHCI3:MeOH (97:3) -- i
7 EHGB 200 CHCl3:MeOH (97:3) - i
8 EAGB 200 CHCI3:MeOH (97:3) -- i
9 EBGB 200 CHCI3:MeOH (70:30) -- i
10 EAqGB 200 CHCl3:MeOH (70:30) - i
11 EFK 400 CHCl3:MeOH (97:3) - i
12 EHFK 200 CHCI3:MeOH (97:3) -- i
13 EAFK 200 CHCI3:MeOH (97:3) -- i
14 EBFK 200 CHCl3:MeOH (70:30) - i
15 EAgFK 200 CHCI3:MeOH (70:30) -- i
16 EGK 400 CHCI3:MeOH (97:3) 0,37/0,44/0,50/0,56/0,68

**/**/**/**/*
17 EHGK 200 CHCl3:MeOH (97:3) 0,85... *
18 EAGK 200 CHCI3:MeOH (97:3)  0,90/0,81/0,59/0,48/0,34/0,12.
*/*/**/**/*/*

19 EBGK 200 CHCI3:MeOH (70:30) 0,88... "
20 EAQGK 200 CHCI3:MeOH (70:30) -- i

*%k%

* = atividade fraca; ** = atividade média; = atividade forte; i = inativo.

Pode-se observar que para as amostras testadas com C.
cladosporioides novamente apenas EAGK demonstrou inibicdo dos fungos
fitopatdégenos, apresentando substancias com atividade moderada (Tabela 19).
Desta fracdo foram isoladas xantonas oxigenadas e um xantonolignéide que
podem estar relacionados a estas atividades, porém estas substancias ainda

precisam ter seu potencial antimicético avaliado.
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Tabela 19. Fatores de retencdo para as substancias ativas no teste de atividade

antifungica utilizando C. cladosporioides

codigo amostra quantidade eluente C. cladosporioides
(MO)

Rf Potencial
1 EFB 400 CHCl;:MeOH (97:3) -- [
2 EHFB 200 CHClI;:MeOH (97:3) -- [
3 EAFB 200 CHCl;:MeOH (97:3) -- i
4 EBFB 200 CHCl;:MeOH (70:30) - [
5 EAqQFB 200 CHCl;:MeOH (70:30) -- i
6 EGB 400 CHClI;:MeOH (97:3) - i
7 EHGB 200 CHCl;:MeOH (97:3) -- i
8 EAGB 200 CHCI;:MeOH (97:3) - i
9 EBGB 200 CHCl;:MeOH (70:30) -- i
10 EAqGB 200 CHCl;:MeOH (70:30) -- i
11 EFK 400 CHCl;:MeOH (97:3) -- [
12 EHFK 200 CHCI;:MeOH (97:3) - [
13 EAFK 200 CHClI;:MeOH (97:3) -- i
14 EBFK 200 CHCl;:MeOH (70:30) - [
15 EAgQFK 200 CHCl;:MeOH (70:30) - [
16 EGK 400 CHCI;:MeOH (97:3)  0,38/0,48/0,58/0,69  **/**/**/*
17 EHGK 200 CHCl;:MeOH (97:3) -- [
18 EAGK 200 CHCI;:MeOH (97:3)  0,73/0,51/0,48/0,40/0,32/0,14

**/*/**/**/**/**

19 EBGK 200 CHCl;:MeOH (70:30) 0,87.....*
20 EAqGK 200 CHClI;:MeOH (70:30) -- i

*k %k

* = atividade fraca; ** = atividade média; = atividade forte; i = inativo.

4.3 Determinacoes estruturais

Para facilitar a discussdo sobre a determinacdo estrutural das
substancias, estas foram agrupadas por classes de metabdlitos secundarios.
As substancias foram identificadas utilizando-se as analises de RMN uni e bi
dimensionais, espectrometria de massas de alta e baixa resolugéo, assim como

comparac¢ao com dados da literatura.

4.3.1 Xantonas

Pela analise dos dados espectroscopicos e espectrométricos das
substancias isoladas da fracdo acetato de etila dos galhos de K. variabilis
(EAGK) pode-se afirmar que todas as substéncias isoladas e identificadas

desta fracao pertencem a classe das xantonas.
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4.3.1.1 Identificacao das substancias 8 e 9

O O OCH3y
(@] OH @)
3-hidroxi-2-metoxixantona 2-hidroxi-1-metoxixantona

(8) (9

As substéncias 8 e 9 foram isoladas como p6s amorfos de coloracéo
amarela.

O espectro de RMN de '*C (Anexo 2) da substancia 9 apresentou 12
sinais absorvendo na regiao de carbonos aromaticos, onde 6 destes carbonos
encontram-se ligados a hidrogénios o que pode ser observado no espectro de
DEPT 1352 (Anexo 3). Destaca-se para a presenca no espectro de RMN de *C
do sinal em ¢ 175,3 caracteristico de carbonilas de cetonas conjugadas,
corroborando a caracterizagdo do esqueleto xanténico basico. O sinal em d¢
61,0 caracteristico de carbono metoxilico correlacionando pelo espectro de
gHMQC com o hidrogénio em &y 3,81 (3H, s) indicou a substituicdo de uma das
posicdes da xantona por uma metoxila (Anexos 4 e 5).

O espectro de RMN de 'H (Anexo 1) apresentou sinais referentes a
hidrogénios aromaticos em o4 8,13 (ddd, J = 8,0; 1,0 e 0,5 Hz) e em oy 7,54
(ddd, J = 8,0, 1,0 e 0,5 Hz) caracteristicos de hidrogénios com acoplamento
orto, meta e para, respectivamente e os sinais em oy 7,41 (ddd, J = 8,0; 8,0 e
1,0 Hz) e oy 7,79 (ddd, J = 8,0; 8,0 e 1,0 Hz) caracteristico para hidrogénios
acoplando com outros dois hidrogénios em orto e com um hidrogénio em meta.
Estes sinais indicaram a presenca de um anel aromatico dissubstituido, sendo
atribuidos ao anel B da xantona. A posi¢ao destes hidrogénios foi determinada
pela analise dos dados observados no mapa de contornos gHMBC (Anexos 6 e
7) pela correlagdo do carbono carbonilico com o hidrogéncio em 64 8,13 sendo
este atribuido ao hidrogénio H-8 (Figura 20). Ainda pelo espectro de RMN de 'H
notou-se a presenca de um anel A tetrassubstituido, pelos sinais em 847,38 (d,
J =90 Hz) e 7,27 (d, J = 9,0 Hz) acoplando entre si com constante de
acoplamento orto.
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A posicao da metoxila foi determinada pela irradiacdo dos hidrogénios
em &y 3,81 no experimento de NOESY 1D (Anexo 10). Com a irradiacao destes
hidrogénios pode-se observar que nao houve correlagdo dos hidrogénios
metoxilicos com os hidrogénios aromaticos. Com base nestas informacées e
nos deslocamentos de carbonos encontrados, a posicdo da metoxila foi
determinada como ligada ao carbono C-1 do anel A da xantona.

Figura 20: Correlacdo C-H (-----) observada no mapa de contornos gHMBC utilizada
na determinacao da posicao do hidrogénio H-8.

O espectro de massas no modo positivo (ESI) em alta resolucao para a
substancia 9 apresentou ion quasi-molecular m/z 243,0651 [M+H]" (Figura 21)

possibilitando atribuir a esta substancia a formula molecular C14H1¢Oa4.

Inten%_ +MS, 0.1min #3
x10

0.8 - 265.0478
0.6

OH
(L2

0.2 243.0651

0.0 - m R TR Y | (" N
1£|10 1(|30 1£|i0 2(I)O 2éo 24|10 2(|30 2é0 3(|)0 m/zI
Figura 21: Espectro de massas de primeira ordem da substancia 9, obtido em modo
positivo (ESI).

A partir dos resultados espectroscopicos e espectrométricos obtidos
(Tabela 20), a substancia 9 foi identificada como sendo a 2-hidroxi-1-
metoxixantona, cujos dados espectroscépicos estdo de acordo com a
literatura.®” O isolamento desta substancia ja havia sido relatado para outras
espécies do género Kielmeyera, sendo estas K. cuspidata Saddi,®” K.
coriaceae,?’ K. rupestris®® e K. speciosa.’’, porém é a primeira vez que esta é

relata na espécie K. variabilis.
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Tabela 20: Dados de RMN de 'H (500 MHz), RMN de ®C (125 MHz) e correlagdes
observadas nos mapas de contorno gHMQC e gHMBC das substancias 8 e 9 (DMSO-
db)

Subst. 9 Subst. 8
Posicao S Sy, mult.; gHMBC S 3y, mult.; gHMBC
J(Hz) J(Hz)
C-1 145,3 H-3 e 1-OMe 103,3 7.21;s
C-2 146,8 H-4 150,0 H-1 e 2-OMe
C-3 124,1 7,38; d; 9,0 166,2 H-1
C-4 113,5 7,27;d;9,0 101,7 6,31; s
C-4a 149,6 H-3 e H-4 154,8 H-1
C-10a 154,8 H-5,H-6 e H-8 1551 H-6 e H-8
C-5 117,6 7,54; ddd, H-7 117,2 7,44; d; 8,0 H-7
8,0;1,0e0,5
C-6 134,9 7,79; ddd, H-8 132,7 7,64; ddd; 8,0; H-8
8,0;8,0e1,0 8,0e1,5
C-7 123,8 7,41; ddd, H-5 122,9 7,31; ddd, 8,0; H-5
8,0;8,0e1,0 8,0e1,5
C-8 126,0 8,13; ddd, H-6 125,3 8,07;dd; (8,0 e H-6
8,0;1,0e0,5 1,5)
C-8a 121,5 H-7 e H-5 121,6 H-7
C-9a 116,2 H-4 112,3
C-9 175,3 H-8 172,6 H-1 e H-8
1-OMe 61,0 3,81; s
2-OMe 55,2 3,76; s

Por intermédio dos resultados obtidos nas analises de RMN de 'H e '*C,
bem como dos dados observados nos mapas de contornos heteronucleares
gHMQC e gHMBC e homonuclear gCOSY pode-se constatar que a substancia
8 € um isébmero posicional da substancia 9.

Pelo padrdo de acoplamento observado entre os hidrogénios no
espectro de RMN de 'H e gCOSY (Anexo 11, 18 e 19) em 848,07 (dd; J=8,0 e
1,5 Hz), 7,31 (ddd; J = 8,0, 8,0 e 1,5 Hz), 7,64 (ddd; J = 8,0; 8,0 e 1,5 Hz) e
7,44 (d; J = 8,0 Hz) o anel B foi determinado como dissubstituido, pela
correlagdo observada entre o carbono carbonilico e o hidrogénio em &y 8,07
(Figura 22) observado pelo mapa de contornos gHMBC, foi atribuida para este
hidrogénio a posi¢ao H-8 (Anexos 16 e 17).
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A posicao do hidrogénio H-1 foi determinada pela correlacédo observada
entre o carbono carbonilico em &¢c 175,0 com o hidrogénio em &y 7,21 (s)
(Figura 22) observada pelo mapa de contornos gHMBC.

Para a determinacao dos substituintes, os hidrogénios da metoxila em &y
3,76 (s) foram irradiados no experimento de NOESY 1D (Anexo 20)
demonstrando um ganho no sinal em &y 7,21 (H-1), concluindo-se que a
metoxila encontra-se ligada ao carbono C-2. Como ao irradiar os hidrogénios
metoxilicos ndo se observou ganho no sinal em &y 6,31 (s), para este
hidrogénio foi atribuida a posicao H-4, estando a hidroxila ligada ao carbono C-
3 (Figura 22).

WY ook
004

Figura 22: Correlecoes C-H (-----) observadas no mapa de contornos gHMBC

utilizadas na determinacdo das posicoes dos hidrogénios H-1 e H-8 e correlagao
observada no experimento de NOESY 1D (-----) na irradia¢gdo dos hidrogénios em &y
3,76.

O espectro de massas no modo positivo (ESI) em alta resolucao para a
substancia 8 apresentou ion quasi-molecular m/z 243,0646 [M-H]* (Figura 23)

permitindo atribuir a férmula molecular C14H100Oa.

Intens.: +MS, 0.2min #4
x104_
1.5 f
1_0__ (6] OH
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Figura 23: Espectro de massas de primeira ordem da substancia 8, obtido em modo
positivo (ESI).
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Pela analise dos dados espectroscopicos (Tabela 20) e espectrométricos
(Figura 23) a substancia 8 foi identificada como a 3-hidroxi-2-metoxixantona.*

4.3.1.2 Identificacao das substancias 4 e 6

O O
CLC T oo
O OH O OCHj4
OH OH

3,4-diidroxi-2-metoxixantona 4-hidroxi-2,3-dimetoxixantona
(4) (6)

As substancias 4 e 6 foram isoladas como p6s amorfos de coloracao
amarela.

O espectro de RMN de '*C (Anexo 22) para a substancia 4 apresentou
10 sinais na regido de carbonos aromaticos, estando cinco destes carbonos
ligados a hidrogénios, observados pelo mapa de contornos gHMQC (Anexos 23
e 24). Pode-se ainda observar a presenca dos sinais dos carbonos
quaternarios com absorcao em &¢ 146,3 e 142,2 atribuidos as posicoes C-2 e
C-3, respectivamente. O sinal em &¢ 174,7 foi atribuido ao carbono carbonilico
C-9. Além dos sinais referentes aos carbonos arométicos pode-se observar o
sinal de carbono em d¢ 55,8 sugerindo que a substancia 4 apresentava uma
metoxila como substituinte.

No espectro de RMN de 'H e gCOSY (Anexos 21, 27 e 28) foram
observados quatro sinais de hidrogénios aromaticos acoplando entre si. Um
dubleto em &y 8,16 (J = 7,5 Hz) atribuido ao hidrogénio H-8 pela correlacao
observada no mapa de contornos gHMBC com a carbonila (6¢c 174,7) (Figura
24); dois duplos dubletos em 67,42 (J=7,5e7,5Hz) e 7,79 (J=7,5e 7,5 Hz)
e o dubleto em 7,61 (J = 7,5 Hz), correspondentes aos hidrogénios H-7, H-6 e
H-5, respectivamente (Anexos 25 e 26).

Por intermédio da correlagdo observada no mapa de contornos gHMBC
do singleto em &y 7,13 com o carbono carbonilico da xantona em &, 174,7 este
foi determinado como o hidrogénio H-1 do anel A da xantona (Figura 24). A
presenca do um singleto em &y 7,13 sugereriu que o anel A da xantona estava
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penta-substituido, sendo um dos substituintes uma metoxila caracterizada pelo
sinal de hidrogénio em &4 3,88 e do carbono absorvendo em & 55,80.

O experimento de NOESY 1D realizado com irradiacado dos hidrogénios
com absorcao em &y 7,13 (Figura 24) promoveu um ganho de intensidade no
singleto em &y 3,88 (hidrogénios metilicos de um grupo metoxila), sugerindo
que a metoxila encontra-se ligada ao carbono C-2 (Anexo 29).

WY oo,

I O I OH

OH

Figura 24: Correle¢cbes C-H (-----) observadas no mapa de contornos gHMBC

utiizadas na determinacdo das posicoes dos hidrogénios H-1 e H-8 e correlagao
observada no experimento de NOESY 1D (-----) na irradia¢gdo dos hidrogénios em &y
7,13.

O espectro de massas de alta resolugdo no modo positivo para a
substancia 4 apresentou o ion quasi-molecular m/z 259,0624 [M+H]" (Figura

25), confirmando a férmula molecular C14H100Os.

Intens. | +MS, 0.5min #11
x104]
] 0
2.0 OCHjz 259.0624
1.5 l o) ! OH
1 OH
1.0 ]
0.5
0'O_-||||||||||||||||||'|||||‘|‘||'||”|'|||I|I“|‘|IT”.||‘|'||||||||||||||
75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 m/z

Figura 25: Espectros de massas de primeira ordem da substancia 4, obtido em modo
positivo (ESI).

Os dados obtidos para a substancia 4 (Tabela 21) sdo compativeis com
a 3,4-diidroxi-2-metoxixantona ja descrita previamente na literatura.’’ Esta
substancia havia sido relatada em duas outras espécies do género Kielmeyera

sendo elas K. coriaceae e K. corimbosa.*
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Os espectros de RMN de 'H (Anexo 30), '°C (Anexo 31) e DEPT (Anexo
32) , assim como os mapas de contornos gHMQC (Anexo 33) e gHMBC (Anexo
34 e 35) e o0 espectro de gCOSY (Anexos 36 e 37) para a substancia 6,
apresentaram-se muito similares aqueles observados para a xantona 4,
diferindo apenas pela presenga do carbono em d. 60,6 correlacionado pelo
mapa de contornos gHMQC com o hidrogénio em &y 3,85 sugerindo a presenca
de mais um grupo metoxilico na molécula. A posicdo deste grupo pode ser
atribuida pelas correlagdes observadas no mapa de contornos gHMBC entre o
carbono C-3 em &, 142,2 tanto com os hidrogénios metoxilicos em &y 3,85
quanto com o singleto referente ao hidrogénio H-1 em &y 7,15. Na xantona 4
descrita anteriormete a posicao C-3 era substituida por uma hidroxila. Ainda
pelo mapa de contornos gHMBC pode-se deteriminar a posicdo dos
hidrogénios H-1 (dy 7,15) e H-8 (84 8,18) pela correlacdo observada com o
carbono carbonilico em &; 175,4 (Figura 26).

O experimento de NOESY 1D permitiu determinar a posi¢cdo da metoxila
em Oy 3,89 como ligada ao carbono C-2 (Figura 26) pela irradiacado dos
hidrogéncios em &y 7,15 observando um ganho no sinal da metoxila em &4 3,89
(Anexo 38).

WY oon,

‘ 0 ‘ OCHs

OH

Figura 26: Correlecbes C-H (-----) observadas no mapa de contornos gHMBC

utilizadas na determinagcdo das posicoes H-1 e H-8 e correlagcdo observada no
experimento de NOESY 1D (-----) na irradiacao dos hidrogénios em &4 3,89.
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Tabela 21: Dados de RMN de 'H (500 MHz), RMN de ®C (125 MHz) e correlagdes
observadas nos mapas de contorno gHMQC e gHMBC das substancias 4 € 6 (DMSO-

d6)
Subst. 4 Subst. 6
Posicéo 3¢ 3. mult.; gHMBC 8¢ 3y, mult.; gHMBC
J(Hz) J(Hz)
C-1 96,0 7,13; s 95,4 7,15; s
C-2 146,3 H-1 e 2-OMe 150,2 H-1 e 2-OCHS3
C-3 142,2 H-1 142,2 H-1 e 3-OCH3
C-4 x x

C-4a * *

C-10a 155,3 H-5,H-6eH-8 1555 H-5, H-6 e H-8
C-5 117,9 7,61;d,75 H-7 118,2 7,66; d; 8,0 H-7 e H-6
C-6 134,2 7,79;dd; 7,5 H-8 134,9  7,84; ddd, 8,0, H-8

e7,5 8,0e2,0
C-7 123,6 7,42;dd;7,5 H-5 1241 7,46; dd; 8,0 e H-5
e75 8,0
C-8 125,7 8,16; d; 7,5 H-6 125,9 8,18;dd; 8,0 e H-6
2,0

C-8a 120,7 H-5e H-7 120,5 H-5e H-8
C-9a 112,0 116,8
C-9 174,7 H-1 e H-8 175,4 H-8

2-OMe 55,8 3,88; s 55,9 3,89; s

3-OMe 60,6 3,85; s

*valores ndo observados.

O espectro de massas de alta resolugdo no modo positivo (ESI) para a

substancia 6 apresentou o ion quasi-molecular m/z 273,0699 [M+H]"(Figura 27)

correspondendo a férmula molecular C15H120s.
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Figura 27: Espectro de massas de primeira ordem da substancia 6, obtido em modo

positivo (ESI).

A substancia 6 foi identificada como sendo a 4-hidrox-2,3-
dimetoxixantona (Tabela 21), ja isolada de outras espécies de Kielmeyera. Até
0 momento esta xantona ja foi isolada das espécies K. ferruginosa,® K.
coriaceae,’ K. rupestris,®® K. speciosa,® e K. rubriflora®, sendo agora também

isolada de K. variabilis no presente estudo.

4.3.1.3 Identificacao da substancia 5

O OCHs

I @) I OCHg;

OH
5-hidroxi-1,3-dimetoxixantona
(5)

A substancia 5 foi isolada como um pd amorfo de coloragdo amarela.

Por intermédio dos padrdes de acoplamento dos hidrogénios aromaticos
observados para a substancia 5 pode-se inferir que esta possui um padrao de
substituicdo diferente das xantonas descritas anteriormente.

As analises de RMN de 'H (Anexos 39 e 40) indicaram que a substancia
5 possui uma substituicdo no anel B, que pode ser observada pelos sinais de
trés hidrogénios aromaticos que acoplam entre si em 6y 7,35 (dd; J=8,0e 1,5
Hz), 7,10 (dd; J = 8,0 € 8,0 Hz) e 7,21 (dd; J = 8,0 e 1,5 Hz), atribuidos aos

hidrogénios H-8, H-7 e H-6, respectivamente. O hidrogénios em &y 7,35 foi
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atribuido a posicao H-8 (Figura 28) com base na correlacdo com o carbono
carbonilico C-9, observada no mapa de contornos gHMBC (Anexos 45 e 46).

A posicao dos hidrogénios do anel A da xantona foi determinada pelo
padrdo de acoplamento observado no espectro de RMN de 'H e pelas
correlacées no espectro de gCOSY (Anexos 47 e 48). Foram observados dois
hidrogénios aromaticos em 646,47 (1H; d; J= 2,5 Hz) e 6,67 (1H; d; J = 2,5 Hz)
acoplando entre si com padrdo meta. Nao foi observada a correlacdo entre
estes dois hidrogénios e o carbono carbonilico sugerindo que estes hidrogénios
nao ocupavam a posicao H-1.

Os espectros de *C (Anexo 41) e DEPT 1352 (Anexo 42) demostram
além dos 12 sinais referentes aos carbonos aromaticos da xantona e do sinal
de carbono carbonilico em d¢ 174,2, dois sinais de carbonos metoxilicos em &¢
56,1 e 55,9, correlacionados respectivamente aos hidrogénios em &y 3,86 e
3,90.

A posicao das metoxilas foi determinada pelo experimento de NOESY
1D (Anexos 49 e 50) por meio da irradiacdo dos hidrogénios da metoxila em &y
3,90 foi observado um aumento na intensidade dos sinais em oy 6,67 € 6,47,
sendo esta metoxila atribuida como substituindo no carbono C-3. Ao irradiar o0s
hidrogénios da metoxila em &4 3,86 foi observado o aumento na intensidade do
sinal em &y 6,47, concluindo que esta metoxila ocupava a posicao C-1(Figura
28).

O OCH;

‘ 0 ‘ OCHs

OH

Figura 28: Correlecbes C-H (-----) observadas no mapa de contornos gHMBC
utilizadas na determinagéo da posi¢cao do hidrogénio H-8 e correlagdes observadas no
experimento de NOESY 1D (-----) na irradiagao dos hidrogénios em &4 3,86 e 3,90.
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Tabela 22: Dados de RMN de 'H (500 MHz), RMN de ®C (125 MHz) e correlagdes
observadas nos mapas de contorno gHMQC e gHMBC da substancia 5 (DMSO-db6)

Posicdo  §; 8. mult.; J(Hz) gHMBC
c-1 161,4 1-OMe e H-2
c-2 95,1 6,47; d: 2,5 H-4
C-3 164,5 3-OMe; H-2 e H-4
C-4 93,1 6,67; d; 2,5 H-2
C-4a  159,0 H-4

C-10a 1445 H-6; H-7 e H-8
C-5 148,0 H-7
C-6 119,5  7,21;dd;8,0e 1,5 H-8
C-7 123,6 7,10; dd; 8,0 € 8,0
c-8 112,9  7,35;dd;8,0e 1,5 H-6
C-8a 1235 H-7
C9a 106,22 H-2 e H-4
c-9 174,2 H-8
1-OMe 56,1 3,86
3-OMe 55,9 3,90

O espectro de massas de alta resolugdo no modo positivo (ESI) para a
substancia 5 apresentou o ion quasi-molecular m/z 273,0758 [M+H]"(Figura 29)

confirmando a formula molecular C15H120s5.

Intens.: +MS, 5.1min #96
2000 - O OCHs
] 273.0758
1500 O O
] (0] OCHj3;
] OH
1000
500 295.0580
04 ) L . | f T TN TR — . -
e [P e I T T T S
50 100 150 200 250 300 350  m/z

Figura 29: Espectro de massas de primeira ordem da substéancia 5 obtido em modo
positivo (ESI).

Com base nos dados espectroscépicos (Tabela 22) e espectrométricos

(Figura 29) descritos anteriomente a substancia 5 foi identificada como sendo a
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5-hidroxi-1,3-dimetoxixantona. A xantona 5 ja havia sido relatada para as
espécies K. speciosa,®® K. rupestris,®® K. ferruginosa® e K. coriaceae.®®

4.3.1.4 Identificacao da mistura contendo as substancias 1,2 e 3

OCHLO  OCHs 0
HO ‘ 0 ‘ OH ‘ 0 ‘ OH
OCHj OH OCHj

3,6-diidroxi-1,4,8-trimetoxixantona 3,5-diidroxi-4-metoxixantona

(1) (2)

OCHL

HyCO ‘ 0 ‘ OH

OH

3,4-diidroxi-6,8-dimetoxixantona

@)

As substancias 1, 2 e 3 foram isoladas como um p6 amorfo de coloragao
amarela e foram identificadas em mistura por intermédio da andlise dos
espectros de RMN de 'H, '*C, gCOSY, NOESY 1D e dos mapas de contorno
gHMQC e gHMBC.

No espectro de massas em modo positivo (ESI) (Figura 30) foram
observados sinais de trés ions quasi-molecular em m/z 259, 289 e 319 [M+H]"

correspondentes as férmulas moleculares C14H100s, C15H1206 € C16H1407.

Inteni._- +MS, 0.8min #16
x10 ] OCHL
253 Q

] 289.0713 O O
201 O O HsCO 0 OH

] 0 OH OH
15 OH OCHj OCHO  OCHs
1.0 3 \ 319.0807 O O

] HO o OH

0.5 259.0622 OCHj

0'0_:| — TRV L IIII .I|ulI .|!.|“I.Jr .|l|| .I|;L_._

T ] 7T
150 200 250 300 350 400 450 m/z

Figura 30: Espectro de massas de primeira ordem da mistura contendo as
substancias 1, 2 e 3 obtido em modo positivo (ESI).
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No espectro de RMN de 'H (Anexos 51-53) foram observados dois
dubletos em oy 7,61 (d; J = 8,8 Hz) e 6,84 (d; J = 8,8 Hz) atribuidos aos
hidrogénios H-1 e H-2 do anel A tetrassubstituido corespondente a xantona 2.
Além destes foram observados trés duplos dubletos em &4 7,45 (dd, 7,7 e 1,7
Hz), 7,12 (dd; 7,7 e 7,7 Hz) e 7,16 (dd; 7,7 e 1,7 Hz), atribuidos aos hidrogénios
H-8, H-7 e H-6, respectivamente, correspondentes ao anel B da substancia 2.
Os hidrogénios das substancias 1, 2 e 3 puderam ser diferenciados
principalmente devido a estas substancias ndo estarem em proporgcoes iguais
na mistura e a partir desta informagdao foram atribuidos os carbonos
pertencente a cada substancia, também pela intensidade dos sinais
apresentados e pelas correlagcdoes observados nos mapas de contonos gHMQC
(Anexos 56-58) e gHMBC (Anexos 59 e 60).

A posicdo da metoxila foi determinada pela interagao observada entre o
carbono em &¢ 134,0 (C-4) e o hidrogénio em &y 6,84 atribuido a substancia 2 e
também com o sinal dos hidrogénios metoxilicos em &4 3,86.

A partir dos dados espectroscopicos (Tabela 23) e espectrométricos
(Figura 30) pode-se identificar a substancia 2 como a xantona trioxigenada 3,5-
diidroxi-4-metoxixantona.*

Pela andlise do espectro de RMN de 'H (Anexos 51-53), foram
atribuidos a substancia 3 (CisH2O¢), substancia esta majoritaria na mistura,
dois dubletos com acoplamento orto em 6y 7,37 (d; J = 8,6 Hz) € 6,78 (d; J =
8,6 Hz) atribuidos aos hidrogénios H-1 e H-2, respectivamente. A posicdo do
hidrogénio H-1 foi confirmada pela correlacdo observada entre o carbono
carbonilico em 6. 173,4 e o hidrogéncio em 6y 7,37 (Figura 31) pelo mapa de
contornos gHMBC (Anexo 60). Foram também observados dois dubletos com
constantes de acoplamento meta em &y 6,61 (d; J = 2,1 Hz) e 6,44 (d; J = 2,1
Hz), atribuidos aos hidrogénios H-5 e H-7, respectivamente sugerindo um anel
B tetrassubstituido para a substancia 3.

Para esta substancia foram atribuidas duas metoxilas em 64 3,88 e 3,84.
A posicao das metoxilas foi determinada pelo experimento de NOESY 1D. Ao
irradiar o sinal com deslocamento em &y 6,44 foi possivel observar um ganho
na intensidade do sinal de ambas as metoxilas em &4 3,88 e 3,84 e ao irradiar 0
sinal em dy 6,61 observou-se um ganho apenas nos sinal da metoxila em &y

3,88 (Anexos 63 e 64). A partir destes dados foram determinadas as posicoes
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das metoxilas, estando a metoxila em &y 3,88 ligada ao carbono C-5 e a
metoxila em &y 3,84 ligada ao carbono C-8 (Figura 31).

OCHD

HsCO ‘ 0 ‘ OH

OH

Figura 31: Correlegdo C-H (-----) observada no mapa de contornos gHMBC utilizada
na determinacdao da posicdo do hidrogénio H-1 e correlacbes observadas no
experimento de NOESY 1D (-----) na irradiacédo dos hidrogénios em &4 6,44 e 6,61.

A partir dos resultados obtidos nas analises espectroscopicas (Tabela
23), e espectrométricas (Figura 30) concluiu-se que a substéncia 3 € uma
xantona tetraoxigenada relatada apenas em estudo com a espécie Musua
ferrea (Clusiaciae),”” porém sendo o primeiro relato de isolamento para o
género Kielmeyera.

A substancia 1, por ser a substancia minoritaria na mistura ndo pode ter
todos os dados de carbono atribuidos. O pico do ion quasi-molecular atribuido
para a substancia 1 em m/z 319 [M+H]" corresponde a férmula molecular
C16H1407 sugerindo uma xantona pentaoxigenada.

Pelo espectro de RMN de 'H pode-se atribuir & substancia 1 o
hidrogénio em &y 6,32 (s/) correlacionando com o carbono em &¢ 95,7 (C-2) de
um anel A pentassubstituido e os hidrogénios em 84 6,39 (d; 1,9 Hz) e 6,41 (d;
1,9 Hz) correlacionando pelo espectro de gHMQC com os carbonos em &¢ 95,2
e 95,1 (C-5/C-7), respectivamente, atribuidos ao anel B da xantona.

Pelo espectro de RMN de 'C foi ainda observado o sinal em 5¢ 172,9
(C-9) o qual pelo mapa de contornos gHMBC n&ao demonstrou correlagdo com
nenhum dos hidrogénios referentes a esta molécula, sugerindo que os
carbonos C-1 e C-8 estao substituidos por metoxilas, uma vez que também néo
foi observado no espectro de RMN de 'H sinal referente a hidrogénio de
hidroxila quelatada com a carbonila em aproximandamente 12 ppm.
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A substéancia 1 foi identificada como a 3,6-diidorxi-1,4,8-trimetoxixantona,
porém para confirmacdo da posicao dos substituintes esta teria que ser
purificada.

Tabela 23: Dados de RMN de 'H (500 MHz), RMN de ®C (125 MHz) e correlagdes
observadas nos mapas de contorno gHMQC e gHMBC das substancias 2 e 3 (DMSO-
db)

Subst. 2 Subst. 3
Posicao & 3y, mult.; J(Hz) gHMBC 3¢ 8. mult.; JHz)  gHMBC
C-1 121,5 7,61; 0, 8,8 116,1 7,37; d, 8,6 H-2
C-2 113,2 6,84; d; 8,8 112,5 6,78; d; 8,6
c-3 154,9 H-1 145,1 H-1
C-4 134,0 H-2 e 4-OMe H-2
C-4a 149,1 H-1 132,1 H-1
C-10a  143,8 H-8 e H-6 159,1 H-5
C-5 145,8 H-7 93,1 6,61; d; 2,1 H-7
C-6 119,0 7,16; dd; 7,7 e H-8 164,2 H-5,H-7 e
1,7 6-OMe
C-7 123,4 7,12;dd; 7,7 e 95,1 6,44; d; 2,1 H-5
7,7
C-8 115,2 7,45;dd; 7,7 e H-6 161,4 H-7 e 8-
1,7 OMe
C-8a 123,6 H-7 105,9 H-5e H-7
C-9a 104,8 *
C-9 173,6 173,4 H-1
4-OMe 60,76 3,86; s
6-OMe 55,9 3,88; s
8-OMe 56,1 3,84; s

*valores ndo observados.
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4.3.1.5 Identificacao da substancia 7

OCHj

Kielcorina
(7

A substancia 7 foi isolada da fragdo AcOEt dos galhos de K. variabilis
como um p6 amorfo de coloragcdao amarelo claro.

No espectro de RMN de '*C (Anexo 68) foram obervados 24 sinais,
destacando-se para o sinal em d¢ 174,7 atribuido ao carbono carbonilico C-9 e
para os sinais em &c 77,8 (CH) e 76,4 (CH), os quais foram atribuidos aos
carbonos C-2” e C-17, respectivamente de um anel 1,4 dioxano. Além destes foi
observado o sinal em d¢ 59,8 referente a um carbono metilénico comprovado
pelo espectro de DEPT 135° (Anexo 69). Estes sinais ndo foram observados
para as demais xantonas isoladas, demonstando que esta possui um
substituinte diferente das demais. O espectro de RMN de '*C mostrou ainda a
presenca de duas metoxilas pelos sinais em 8¢ 55,8 e 55,7.

No espectro de RMN de 'H (Anexos 65-67) foram observados trés
duplos dubletos e um dubleto em 64 8,22 (dd; J=7,5 e 1,5 Hz), 7,49 (dd; J =
75e7,5Hz),7,86 (dd;, J=7,5e 7,5Hz)e 7,70 (d;, J= 7,5 Hz) acoplando entre
si (Anexos 75 e 76) sugerindo um anel dissubstituido, sendo este atribuido ao
anel B de uma xantona. Pelas correlagées observadas no mapa de contornos
gHMBC (Anexos 73 e 74) pode-se atribuir ao hidrogénio em dy 8,22 a posigéao
H-8. Foi observada ainda a correlagdo no mapa de contornos gHMBC do
singleto em &y 7,23 com o carbono carbonilico (C-9), sendo este atribuido ao
hidrogénio H-1 do anel A pentassubstituido da xantona. Por meio do
experimento de NOESY 1D (Anexos 78) a posicao da metoxila em oy 3,88 foi
atribuida ao carbono C-2, pela correlacdo observada com o hidrogénio

aromatico em oy 7,23.
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Ainda pelo espectro de RMN de 'H foram observados sinais de
hidrogénios aromaticos referentes a um anel aromatico adicional aos do
esqueleto xantbnico basico. Pelo acoplamento entre os hidrogénios
pertencentes a este anel inferiu-se que se tratava de um anel trisubstituido,
apresentando os sinais em &y 6,92 (dd; J=8,0 e 1,5 Hz) e em 646,85 (d; J =
8,0 Hz) e 7,08 (d; J=1,5).

Pelo experimento de NOESY 1D (Anexo 77) a posicao da metoxila em
oy 3,80 foi atribuida ao carbono C-3’ pela correlacdo observada entre os
hidrogénios metoxilicos e o hidrogénio em oy 7,08 (H-2').

A posicao do anel aromatico ligado ao anel 1,4-dioxano foi realizada pela
observagéao das correlagées por gHMBC entre o carbono em oc 76,4 (C-17) e
os hidrogénios em 9y 6,92 (H-6’) e 7,08 (H-2)).

A constante de acoplamento entre os hidrogénios em 64 5,10 (d; J = 8,0
Hz, H-1") e o hidrogénio em oy 4,43-4,40 (m, H-2”) sugere uma relacao trans
entre estes dois hidrogénios (Tabela 24).

No espectro de massas em alta resolugdo no modo positivo (ESI) para a
substancia 7 (Figura 32) foi observado o ion quasi-molecular m/z 437,1231

[M+H]" que confirma a estrutura proposta.

Intens. | +MS, 5.1min #95
8000 f
] O O OCHg 437.1231
6000 - (o)
| 0
4 i
000 HO OH
OCHs
2000 -
USSR VU U
100 200 300 400 500 600 700 m/z

Figura 32: Espectro de massas de primeira ordem em alta resolugéo da substancia 7,
obtido em modo positivo (ESI).
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Tabela 24: Dados de RMN de 'H (500 MHz), RMN de ®C (125 MHz) e correlagdes
observadas nos mapas de contorno gHMQC e gHMBC da substancia 7 (DMSO-db6)

Posicdo  §; 8. mult.; J(Hz) gHMBC
C-1 96,5 7.23; s
c-2 145,8 H-1 e 2-OCH,
C-3 139,6 H-1
C-4 132,5
C-4a 1412 H-1
C-10a 1553 H-5, H-6 e H-8
C-5 118,0 7,70; d; 7,5 H-5
C-6 134,8 7,86;dd;7,5e7,5 H-8
c-7 1242 7,49;dd;7,5e7,5 H-5
C-8 125,8 8,22;dd;75e1,5 H-6
C-8a  120,7 H-5e H-7
C9a 1139
c-9 174,7 H-1e H-8
c-1’ 126,6 H-1” e H-5’
c-2’ 112,1 7,08; d; 1,5 H-1" e H-6’
C-3’ 147,6 H-2’, H-5', 4-OH e 3-OCH3
c-4 147,3 H-6
C-5° 115,4 6,85; d; 8,0
C-6’ 120,8  6,92;dd;8,0e 1,5 H-1" e H-2’
C-1” 76,4 5,10; d; 8,0 H-2' e H-6’
c-2” 77,8 4,43 -4,40; m H-1"
C-3” 59,8  3,47€3,75d: 12,0
2-OMe 55,7 3,88;s
3-OMe 55,8 3,80; s
4-OH 9,22; s

A partir dos dados espectroscépicos e espectrométricos, bem como por

comparacdo com os dados da literatra® a substancia 7 foi identificada como

sendo o xantonoligndide kielcorina, ja isolado da espécie K. variabilis em

estudo anterior.?>?° Esta substancia ja havia sido relatada para a espécie K.

coriaceae.?°

Os xantonolignéides sdo uma classe de compostos tendo um grupo

fenilpropano ligado a uma orto-diidroxixantona por um anel 1,4-dioxano, os

quais sao considerados muito promissores por demonstrarem uma ampla

variedade de atividades biolégicas.?® O primeiro derivado natural deste grupo



122

.9 sendo esta a

de compostos foi descrito em 1969 por Gottlieb e co
substancia kielcorina. Gottlieb e col. afirmaram a configuragdo trans dos
prétons do anel 1,4-dioxano do xantoligndide natural kielcorina pela observacao
da constante de acoplamento axial-axial entre os hidrogénios H-1" e H-2” (J = 8

Hz).%

4.3.1.6 Identificacao da substéancia 17

. OH O
B
3 O (@)
Osajaxantona
(17)

A substéncia 17 foi isolada da fragcdo hexénica dos galhos de K.
variabilis como uma p6 amarelo claro. A baixa quantidade de massa obtida
dificultou a realizagao de todas as analises espectroscépicas.

No espectro de RMN de 'H (Anexo 79) pode-se observar a presenca dos
sinais de hidrogénios aromaticos em dy 7,53 (d, J = 3,0 Hz), 647,30 (dd, J= 9,0
e 3,0 Hz) e oy 7,42 (d, J = 9,0 Hz) acoplando entre si em anel aromatico
trissubstituido. Pode-se observar ainda a presengca do singleto em oy 6,38
atribuido a um anel aromatico pentasubstituido. Ainda pela analise dos dados
de RMN de "H foram observados sinais de dois dubletos caracteristicos para
hidrogénios em dupla ligagdo em o4 5,73 e 6,74 acoplando entre si com
constante J = 10,1 Hz. Observa-se também a presenca do singleto em oy 1,51
com integracao para seis hidrogénios referente a duas metilas (Tabela 25).

Por intermédio dos dados de '3C (Anexo 80) e gHMQC (Anexos 81 e 82)
os carbonos ligados a estes hidrogénios puderam ser atribuidos. As posigcoes
dos hidrogénios na molécula foram determinadas baseando-se nas interacdes
observadas no espectro de gHMBC (Anexo 83) bem como por comparacao

com os dados relatados na literatura.®
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Tabela 25: Dados de RMN de 'H (500 MHz), RMN de ®C (125 MHz) e correlagdes
observadas nos mapas de contorno gHMQC e gHMBC da substancia 17 (MeOD-d5)

Posicdo  §; 8. mult.; J(Hz) gHMBC

c-1 109,49 7,53; d: 3,0
C-2 156,0 H-4
C-3 125,7  7,30; dd; 9,0 € 3,0 H-2' e H-1'
C-4 120,0 7,42; d:9,0

C-4a >*

C-10a >*
C-5 95,8 6,38; s
C-6 162,2
C-7 105,5 H-2'
C-8 *

C-8a 1044

C-9a 1224
c-9 *

c-1’ 116,2 6,74; d: 10,1

c-2’ 129,0 5,73; d; 10,1

C-3’ 79,5

3-Me 287 1,51;s

*valores ndo observados.

O ion quasi-molecular em m/z 309,0805 [M-H]’, verificado no espectro de
massas obtido no modo negativo (ESI) da substancia 17 permitiu atribuir a esta

a férmula molecular C1gH140s5 (Figura 33).

Intens. ] -MS, 0.2min #5

4000 7 309.0805

OH ©
] _ OH
3000
] o o

2000

1000

0_- L o L t
1(|)0 1&|30 2(|)0 2&|30 S(I)O 3&'30 4(I)O 4£|30 5(I)O Im/z
Figura 33: Espectro de massas de primeira ordem em alta resolugédo para a

substancia 17 obtido no modo negativo (ESI).
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Pelas andlises dos dados espctroscopicos e espectrométricos,
associados aos dados da literatura a substancia 17 foi identificada como a
xantona osajaxantona,”® sendo esta substancia ja isolada de outras espécies
do género Kielmeyera, tais como K. corymbosa, '® K. ferruginosa® e K.

coriaceae.’™’

4.3.2 Flavonoides

Pela analise dos dados espectroscépicos e espectrométricos das
substancias isoladas da fracdo AcOEt e n-BuOH das folhas de K. variabilis
(EAFK e EBFK) pode-se afirmar que todas as substancias isoladas e
identificadas destas fragdes pertencem a classe dos flavondides.

4.3.2.1 Identificacao da substancia 10

OH

quercitrina
(10)

A substancia 10 foi isolada da fragdo AcOEt das folhas de K. variabilis
na forma de um preciptado amarelo claro.

O ion molecular observado no espectro de massas (Figura 34) em m/z
447 [M-H] apresentado pela substédncia 10 sugere a férmula molecular
Ca21H20011.
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IntenS.E -MS, 3.7min #70
150 = OH
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Figura 34: Espectro de massas de primeira ordem da substancia 10 obtido no modo

negativo (ESI).

O espectro de RMN de '*C da substancia 10 apresentou 21 sinais de
carbonos, destacando-se para os sinais em 6c 157,2, 134,6 e 177,7 atribuidos
aos carbonos C-2, C-3 e C-4, respectivamente. Estes trés sinais evidenciam o
anel C de um flavonol (Anexo 87).

O espectro de RMN de 'H (Anexos 84-86) apresentou sinais de
hidrogénios aromaticos de um flavonol cujos anéis A e B apresentam-se tetra e
trissubstituidos, respectivamente. Esta observacao foi deduzida pela presenga
de quatro dubletos e um duplo dubleto em 6 6,19 (d; J = 2,0 Hz), 6,38 (d; J =
2,0 Hz), 7,29 (d; J = 2,0 Hz), 6,86 (d; J= 8,5 Hz) e 7,25 (dd; J = 8,5 € 2,0 Hz)
relacionados aos hidrogénios H-6, H-8, H-2', H-5 e H-6’, respectivamente
(Tabela 26).

O espectro de RMN de 'H apresentou ainda sinais para uma unidade de
acucar, constatada pelo dubleto em &y 5,25, atribuido ao hidrogénio anomérico
H-1”. O valor da constante de acoplamento J = 1,5 Hz, calculada para este
sinal, indica um acoplamento do tipo equatorial-equatorial com o hidrogénio H-
2” em oy 3,97 (dd; J = 3,5 e 1,5 Hz) sugerindo uma configuragdo a, para a
unidade ramnose.

Pela correlacédo observada no mapa de contornos gHMBC (Anexo 94)
entre o carbono C-3 e o hidrogénio anomérico em &y 5,25 foi possivel
estabelecer a posicao da ramnose. A posi¢cdo do anel B foi confirmada pelas
correlagbes observadas entre o carbono C-2 e os hidrogénios em &y 7,29 e

7,25 atribuidos aos hidrogénios H-2’ e H-6’, respectivamente (Figura 35).
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Os mapas de contornos gHMQC e gHMBC corroboraram a atribuicao

correta das posicdes dos hidrogénios e carbonos da subunidade ramnose do
flavonol 10 (Anexos 88-94).

Figura 35: Principais correlegbes C-H (
gHMBC da substancia 10.

) observadas no mapa de contornos

Tabela 26: Dados de RMN de 'H (500 MHz), RMN de ®*C (125 MHz) e correlacées
observadas nos mapas de contorno gHMQC e gHMBC da substancia 10 (DMSO-db)

Posicdo  §; 8y mult.; J(Hz) gHMBC
c-2 157,2 H-2 e H-6
C-3 134,2 H-1"
c-4 177,7
C-5 161,3 H-6
C-6 98,7 6,19; d; 2,0 H-8
C-7 164,2 H-8
c-8 93,6 6,38; d; 2,0 H-6
c-9 156,2 H-8
C-10  104,0 H-6 e H-8
C-1 120,7 H-5'
c-2 115,6 7,29; d; 2,0 H-6’
c-3 1452 H-2' e H-5'
c-4 148,4 H-2’, H-5" e H-6’
C-5’ 115,4 6,86; d; 8,5
C-6’ 1211 7,25;dd; 8,5e2,0 H-2'
c1” 1018 5,25; d; 1,5
c-2” 70,0  3,97;dd;35e1,5
c-3” 70,5  3,50; dd;9,3e3,5 H-1"
c-4” 71,2 3,16; 19,3 H-6"
C-5” 70,3 3,20-3,23; m H-4”
c-6” 17,4 0,81; d; 6,5 H-4"

5-OH 12,6, s
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Pelas analises espectroscopicas e espectrométricas, bem como pela
comparacdo com os dados da literatura'® foi possivel identificar a substancia
10 como sendo a quercitrina. Este é o primeiro relato desta substancia para o
género Kielmeyera.

4.3.2.2 Identificacao da substancia 11

OH O

podocarpusflavona A

(11)

A substancia 11 foi isolada da fracdo AcOEt da folhas de K. variabilis
como um preciptado amarelo claro.

Os resultados observados nos espectros de RMN de 'H (Anexos 95 e
96) e '3C (Anexo 97), assim como nos mapas de contorno gHMQC (Anexo 98 e
99) e gHMBC (Anexos 100 e 101) permitiram caracterizar a substancia 11
como pertencente a classe dos biflavonéides do tipo flavona-flavona.

No modo de ionizag&o negativa (ESI), o espectro de massas exibiu um
pico referente ao ion quase-molecular em m/z 551 [M-H] correspondendo a
formula molecular C31H2001¢ (Figura 36).
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Intens. -MS, 0.8min #15
600 551.0633
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Figura 36: Espectro de massas de primeira ordem da substancia 11 obtido no modo

negativo (ESI).

No espectro de RMN de "*C (Anexo 97) destacam-se os sinais em &¢
163,8 e 103,0 atribuidos aos carbonos C-2 e C-3 de uma unidade flavona e os
sinais de carbonos em &¢c 163,2 e 103,2 atribuidos aos carbonos C-2” e C-3” da
outra unidade flavona, além destes destacaram-se os sinais em oc 181,7 e
182,1 correspondentes aos carbonos carbonilicos C-4 e C-4” das unidades | e
Il (Tabela 27).

O espectro de RMN de 'H (Anexos 95 e 96) mostrou a presenca de dois
singletos em dy 12,95 (Unidade 1) e 13,05 (Unidade Il), correspondentes a
hidroxilas quelatadas com ligagdo de hidrogénio intramolecular com o oxigénio
carbonilico situado em C-4 e C-4”. Sinais de um anel aromatico trissubstituido
contendo um carbono carbinélico foram observados em oy 7,97 (d; J = 2,5 Hz),
oy 7,14 (d; J=8,5 Hz) e oy 8,0 (dd; J = 8,5 e 2,5 Hz) atribuidos aos hidrogénios
H-2', H-5" e H-6’, respectivamente, juntamente com os dubletos de um anel
aromatico tetrassubstituido em oy 6,43 (d; J = 2,0 Hz) e em o4 6,17 (d; J = 2,0
Hz), atribuidos aos hidrogénios H-8 e H-6. Destaca-se ainda a presenca de
dois dubletos em &y 7,66 (d; J = 9,0 Hz), referentes aos hidrogénios H-2” e H-
6” e em 046,91 (d; J=9,0 Hz), atribuidos a H-3"” e H-5".

As correlagdes a longa distancia (Anexo 101) foram Uteis para
determinar as posicOoes dos substituintes e para designar a uniao
interflavonoidica, tipo 3'->8”, por intermédio da correlacdo do sinal de
hidrogénio em &y 7,97 (H-2’) com o carbono absorvendo em d¢c 104,1 (C-8”)
(Figura 37).
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O experimento de NOESY 1D (Anexo 104) com irradiagdo nos
hidrogénios atribuidos a metoxila absorvendo em &4 3,74 demonstrou um
ganho na intensidade do sinal em &4 6,91 (H-3” e H-5""), concluindo portanto
gue a metoxila encontra-se ligada ao carbono C-4" (Figura 37).

Figura 37: Correlecoes C-H (-----) observadas no mapa de contornos gHMBC
utilizadas na determinacdo das posicoes H-3 e H-2° e correlacdo observada no

experimento de NOESY 1D (-----) na irradiacao dos hidrogénios em &4 3,74.

A andlise destas informagdes em conjunto com os dados da literatura,'®
permitiu identificar a substancia 11 como a podocarpusflavona A, ainda nao
relatada para o género Kielmeyera.
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Tabela 27: Dados de RMN de 'H (500 MHz), RMN de ®C (125 MHz) e correlagdes
observadas nos mapas de contorno gHMQC e gHMBC da substancia 11 (DMSO-db)

Posicdo & 8u. mult.; J(Hz) gHMBC
c-2 163,8 H-3 e H-2
c-3 103,0 6,80; s
C-4 181,7 H-3
C-5 161,4 5-OH
C-6 98,8 6,17; d; 2,0 5-OH
C-7 164,1 H-8
C-8 94,0 6,43; d; 2,0 H-6
c9 157,3 H-8
C-10 1037 5-OH, H-3 e H-8
c-1 121,0 H-3' e H-5’
c-2 131,3 7,97, d: 2,5 H-6’

c-3 120,0 H-5’

c-4 159,6 H-2’ e H-6’

c-5 116,2 7,14;d:8,5

C-6’ 127,8  8,0;dd:85e2,5 H-2’

C-2” 1632 H-3”

C-3” 1032 6,86; s

c-4” 1821 H-3"

C-5” 1605 5"-OH

C-6” 08,7 6,40; s 5"-OH

cC-77  161,0 H-6"

C-8”  104,1 H-2’

C-9” 1545

C-10” 1036 5"-OH, H-3" e H-6"
C-1”” 1230 H-3", H-3", H-5" ¢ H-6"
C-2” 1280 7,66; d; 9,0 H-6"

C-3” 1145 6,91; d; 9,0 H-5

cC-4” 1622 H-2, H-3", H-5" e H-6"
C-5” 1145 6,91; d; 9,0 H-3"

C-6” 1280 7,66; d; 9,0 H-2"

4”-OMe 555 3,74; s

5-OH 12,95, s
5”-OH 13,05, s
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4.3.2.3 Identificacao da mistura contendo as substancias 12 e 13

quercetina-3-O-B-glicosideo quercetina-3-O-B-galactosideo
(12) (13)

Pela andlise dos espectros de RMN de 'H (Anexos 105-107) e *C
(Anexo 108) das substancias 12 e 13 pode-se concluir que estas pertencem a
classe dos flavonodides. Os sinais observados em oc 156,36/156,38,
133,37/133,53 e 177,50/177,46 foram correlacionados aos carbonos C-2, C-3 e
C-4, das substancias 12 e 13, respectivamente, sugerindo a presenca do anel
C tipico de um flavonol.

O espectro de RMN de 'H apresentou 0 mesmo deslocamento para os
hidrogénios H-6 e H-8 de ambas as substancias em &4 6,21 e 6,41,
respectivamente. Aos hidrogénios H-2’, H-5 e H-6’ da substancia 12 foram
atribuidos os sinais em 647,55 (d; J= 1,5 Hz), 6,85 (d; J = 8,5 Hz) e 7,66 (dd; J
= 8,5 e 1,5 Hz), respectivamente. Para a substancia 13 foi atribuido o conjunto
de sinais em &4 7,59 (m), 6,85 (d; J = 8,5 Hz) e 7,57 (m), correspondentes aos
hidrogénios H-2’, H-5" e H-6’, respectivamente. Esse conjunto de informacdes
sugerem que os flavonois 12 e 13 possuem a mesma aglicona apresentando
um anel A 5,7,9,10 tetrassubstituido e um anel B 1°,3’,4’-trissubstituido, sendo
esta a quercetina.'®

O espectro de RMN de 'H apresentou dois sinais caracteristicos de
hidrogénios anoméricos, o dubleto em 64 5,46 com constante de acoplamento
de 7,5 Hz e o dubleto em &y 5,37 com constante de 8,0 Hz, sugerindo a
presenca de duas unidades de B-hexoses, sendo estes sinais atribuidos aos
hidrogénios anomeéricos H-1” das substancias 12 e 13, respectivamente.

O espectro de *C revelou dois conjuntos de seis sinais em 8¢ 61,02 (C-
6”), 77,54 (C-5”), 69,98 (C-4”), 76,55 (C-3"), 74,14 (C-2”) e 100, 98 (C-1") os
quais foram atribuidos a unidade glicosidica da substancia 12 e o conjunto de
sinais em &¢ 60,18 (C-6”), 75,86 (C-5"), 67,97 (C-4”), 73,25 (C-3"), 71,26 (C-2)
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e 101,93 (C-1”) atribuidos a unidade galactosidica da substancia 13 (Tabela
28).

O esperimento de TOCSY 1D (Anexos 116 e 117) bem como os dados
observados nos mapas de contornos gHMQC e gHMBC e comparagao com 0s

dados da literatura'®

permitiram a atribuicdo dos hidrogénios das unidades
glicosidica e galactosidica.

A posicao da unidade glicosidica da substancia 12 foi determinada pela
correlacdo observada no mapa de contornos gHMBC (Anexo 113) do carbono
em ¢ 133,37 (C-3) com o hidrogénio anomérico em dy 5,46 (H-17), o mesmo foi
observado para a substancia 13 para a qual foi verificada a correlacao entre o
carbono em d¢ 133,53 (C-3) com o hidrogénio anomérico em oy 5,37 (H-17)

(Figura 38).

OH

Figura 38: Correlecbes C-H (-----) observadas no mapa de contornos gHMBC
utilizadas na determinacao das posicoes da unidade glicosidica para a substancia 12 e
galactosidica para a substancia 13.
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No espectro de massas em modo negativo de ionizacdo (ESI) foi
observado o pico de ion quasi-molecular em m/z 463 [M-H] correspondendo a
formula molecular C,1H20O+2 (Figura 39), confirmando as estruturas propostas e
que ambas possuem a mesma férmula molecular.

Intens.
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1000
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Figura 39: Espectro de massas de primeira ordem da mistura contendo as

substancias 12 e 13 obtido no modo negativo (ESI).
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Tabela 28: Dados de RMN de 'H (500 MHz), RMN de ®C (125 MHz) e correlagdes
observadas nos mapas de contorno gHMQC e gHMBC da mistura contendo as
substancias 12 e 13 (DMSO-db)

Subst. 12 Subst. 13
Posicéao 3¢ 8y mult.; gHMBC 3¢ 3y, mult.; gHMBC
J(Hz) J(Hz)
C-2 156,36 H-2’ e H-6’ 156,38
C-3 188,37 H-1” 133,53 H-1"
c-4 177,50 177,46
C-5 161,24 161,24
C-6 98,76 6,21; s/ H-8 98,76 6,21; s/ H-8
C-7 164,42 164,42
C-8 93,58 6,41; sl H-6 93,58 6,41; s/ H-6
C-9 156,27 156,22
C-10 103,94 H-6 103,88 H-8
C-1 121,96 H-2' 121,62 H-2'
C-2’ 116,04 7,55; 0,15 H-6’ 116,25 7,59; m H-6’
C-3 144,88 H-2' e H-5 144,87 H-6’
c-4 148,53 H-2' e H-6 148,55 H-2'
C-5’ 115,25 6,85; d, 8,5 115,25 6,85; d; 8,5
C-6’ 121,96 7,66;dd;85¢€ H-5 121,62 7,57; m
1,5
C-1” 100,98 5,46; d; 7,5 H-2" e H-3” 101,93 5,37;d;8,0 H-2"eH-
3
c-2” 74,14 3,24; m 71,27 3,58; dd,
8,0e 8,0
Cc-3” 76,55 3,25; m H-2” 73,25 3,39; dd, H-2”
8,0 e 3,0
c-4” 69,98 3,11, m H-2” 67,97 3,67; sl H-5" e
H-6"
C-5” 77,54 3,10; m 75,86 3,33; m
C-6” 61,02 3,57;m 60,18 3,34; m H-5”
3,60; m 3,35; m

4.3.3 Esteroides

Os esterdides sao triterpenos modificados contendo o sistema de anéis

tetraciclicos do lanosterol, mas sem a presenca das metilas nas posicées C-4 e
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C-14. Originados das fracoes lipidicas de vegetais e animais, o sitosterol e o
estigmasterol sdo os esterdides mais frequentemente encontrados no reino
vegetal.'® Quase sempre estes esterdides encontram-se em mistura devido as
suas semelhancas, entdo, na maioria das vezes, suas identificacbes sao
realizadas em mistura através de CG-EM.

4.3.3.1 Identificacdao da mistura contendo as substancias 14 e 15

X N
(IO
e o

..... ..B-sitosterol estigmasterol
(14) (15)

A mistura denominada por HGK-2, foi isolada da fracdo hexéanica dos
galhos de K. variabilis como cristais transparentes em formato de agulhas.

A anélise dos espectros de RMN de 'H e CG-EM, permitiu caracterizar
HGK-2 como sendo uma mistura de dois esteroides 14 e 15.

O espectro de RMN de 'H (Anexo 118) apresentou sinais caracteristicos
de hidrogénios olefinicos trans em &y 5,16 (d; J = 8,6 e 15,2 Hz) atribuido ao
hidrogénio H-22 e &4 5,02 (d; J = 8,6 e 15,2 Hz) atribuido ao hidrogénio H-23 do
estigmasterol.

A presenca do multipleto em &y 3,56-3,48 atribuido ao hidrogénio H-3 e
do dubleto em oy 5,35 atribuido ao hidrogénio olefinico H-6 (J = 5,2 Hz) e o
acumulo de sinais na regido em oy 0,6-2,4 atribuidos a presenca de varios
hidrogénios metilicos, metinicos e metilénicos sado sinais caracteristicos dos
esterdides B-sitosterol e estigmasterol.

O cromatograma obtido por cromatografia gasosa apresentou dois sinais
com os tempos de retengdo de 103,840 e 105,706 minutos (Figura 40). O
espectro de massas obtido por CG-EM (IE, +70 eV) para a substancia com Tg
= 103,840 min. apresentou o ion molecular em m/z 414 (Figura 41)
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confirmando a férmula molecular CogHs0O referente ao esterdide B-sistosterol
(14).

A substancia com Tg = 105,706 apresentou o ion molecular m/z 412
(Figura 42) obtido por CG-EM (IE, +70 eV) referente a féormula molecular
Ca9H450 confirmando a presenca do esterdide estigmasterol (15).
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Figura 40: Cromatograma da mistura HGK-2 contendo as substancias 14 e 15.
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Figura 41: Espectro de massas do (-sitosterol obtido por CG-EM (IE, +70 eV).
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Figura 42: Espectro de massas do estigmasterol obtido por CG-EM (IE, +70 eV).

Baseado nos dados espectrofotométricos de RMN de 'H e EM e
comparacao com os dados de fragmentacao das bibliotecas virtuais NIST 21 e
107 e WILEY MS BASE, bem como com os dados encontrados na literatura'®
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HGK-2 foi identificada como a mistura dos esterbides [-sitosterol e
estigmasterol.

4.3.3.2 Identificacao da mistura contendo as substancias 14, 15 e 16

B-sitosterol estigmasterol............ ergost-5-en-3-ol
(14) (15) (16)

A mistura denominada por HGK-3 foi isolada da fracao hexanica dos
galhos de K. variabilis como cristais transparentes em formato de agulhas.

A anélise dos espectros de RMN de 'H e CG-EM, permitiu caracterizar
HGK-3 como sendo uma mistura de substancias pertencentes a classe dos
esteroides.

O cromatograma obtido por cromatografia gasosa apresentou trés sinais
com os tempos de retencao de 102,723, 103,994 e 106,040 minutos (Figura
43).

qTIC
15.0¢6

106.040

12.5¢6
10.0¢6

7500e3 -

103.994

5000e3 -

2500¢3

102723

— L T T T — T T T — T T T T —d0 T T T P

Figura 43: Cromatograma da mistura HGK-3.

Os espectros de massas obtidos por CG-EM (IE, +70 eV) para a
substancias com Tr = 103,994 e 106,040 min. apresentaram os ions
moleculares m/z 414 e 412 confirmando a presenca dos esterdides B-sitosterol

e estigmasterol. O espectro de massas para a substancia com Tg= 102,723 (
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Figura 44) apresentou o ion molecular m/z 400 referente a formula
molecular CygH4s0. Através do banco de dado das bibliotecas virtuais NIST 21
e 107 e WILEY MS BASE foi possivel identificar esta substancia como sendo o
ergost-5-en-3-ol.
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Figura 44: Espectro de massas do ergost-5-en-3-ol obtido por CG-EM (IE, +70 eV).
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4.4 Estudo das fracoes apolares por cromatografia gasosa

A bioatividade de extratos de baixa polaridade tem sido frequentemente
associada a misturas complexas de triterpenos e/ou esteréides sem, no
entanto, uma analise mais detalhada de identificacdo dos componentes da
mistura. Isso acontece, em primeiro lugar, porque os procedimentos de
fitoquimica tradicionais, que incluem isolamento dos constituintes das misturas,
podem ser trabalhosos e relativamente caros. Em segundo lugar, devido a
complexidade estrutural, a andlise de triterpenos e esterdides por técnicas
espectroscopicas, tem se mostrado dificil em muitos casos. A cromatografia
gasosa (CG) surgiu como uma das melhores técnicas analiticas para
caracterizacao rapida, simples e relativamente barata de compostos apolares
de extratos de plantas.'”’

4.4.1 Identificacao dos triterpenos e esterdis das espécies B. glaziovii e K.
variabilis utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de
massas (CG-DIC)

As fracoes hexanicas das folhas e galhos de Brosimum glaziovii e
Kielmeyera variabilis foram analisadas por CG-DIC utilizando métodos que nao
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requereram pré-derivatizacées. O método CG-DIC utilizado neste estudo
empregou duas diferentes colunas: SPB-5 e SPB-50, as quais foram utilizadas
devido a sua menor polaridade, inércia frente a compostos organicos e
resisténcia a alto limite de temperatura. Tais aspectos as tornam ideais para
analises de extratos e fracdes semi-volateis de plantas nao derivatizados. Os
procedimentos de preparo das amostras, as condicoes cromatograficas e a
obtencéo dos padrdes se encontram descritos detalhadamente no item 3.2.7.

Os cromatogramas obtidos em coluna SPB-5 e SPB-50 para as fragdes
hexanicas de B. glaziovii (Figuras 45 a 48) permitiram a identificacdo de
componentes da mistura por comparagéo dos valores de retencéo relativa (RR)
das substancias com os valores de RR dos padrdes auténticos. A presencga de
cada triterpeno ou esterol foi adicionalmente confirmado pela co-injecdo de
padroes auténticos em ambas as colunas para evitar erros de identificacao
devido a sobreposicado das zonas de retengao.

Os resultados indicam que o esterol campesterol (18) e os triterpenos a-
amirina (19) e acetato de B-amirina (20) estdo presentes nas folhas e galhos de
B. glaziovii. Para os galhos foram identificados ainda os triterpenos lupenona

(22) e a-amirinona (21) e o esterol estigmasterol (15).
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Figura 45: Cromatograma (CG-DIC) em coluna SPB-5 para a fragdo hexanica das
folhas de Brosimum glaziovii [Pl = colesterol (TR = 18,60 min); 18 = campesterol (TR =
20,95); 19 = a-amirina (TR = 24,32 min.) e 20 = acetato de B-amirina (TR = 27,53

min.)].
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Figura 46: Cromatograma (CG-DIC) em coluna SPB-50 para a fragao hexanica das
folhas de Brosimum glaziovii [Pl = colesterol (TR = 13,06); 18 = campesterol (TR =
16,19); 20 = acetato de B-amirina (TR = 25,22 min.) e 19 = g-amirina (TR = 26,22

min.)].
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Figura 47: Cromatograma (CG-DIC) em coluna SPB-5 para a fragdo hexanica dos
galhos de Brosimum glaziovii [Pl = colesterol (TR = 18,53); 18 = campesterol (TR =
20,90 min.); 15 = estigmasterol (TR = 21,75 min.); 21 = a-amirinona (TR = 24,92 min.);
22 = |lupenona (TR = 24,93 min.); 19 = a-amirina (TR = 25,56 min.); 20 = acetato de -
amirina (TR = 27,50 min.)].
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Figura 48: Cromatograma (CG-DIC) em coluna SPB-50 para a fragdo hexanica dos
galhos de Brosimum glaziovii [Pl = colesterol (TR = 13,05 min.); 18 = campesterol (TR
= 16,15 min.); 15 = estigmasterol (TR = 17,13 min.); 20 = acetato de B-amirina (TR =
25,23 min.); 21 = a-amirinona (TR = 25,23 min.); 22 = lupenona (TR = 26,26 min.); 19
= a-amirina (TR = 26,26 min.)].

A Tabela 29 sumariza os resultados das analises de CG-DIC, indicando
parte da composicao quimica das fragdes hexanicas das folhas e galhos de B.

glaziovii.
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Tabela 29: Triterpenos e esterdis identificados nas fragdes hexanicas das folhas e
galhos de B. glaziovii por analises de CG-DIC (Colunas SPB-5 e SPB-50)

Substancias Folhas Galhos RR? RR®
a-amirina + + 1,381 2,015
S-amirina - - 1,318 1,799

lupeol - - 1,389 1,859
taraxerol - - 1,285 1,750
acetato de a~amirina - - 1,572 2,246
acetato de f-amirina + + 1,486 1,927
acetato de lupeol - - 1,582 2,265
acetato de baurenila - - 2,536
acetato de taraxerol - - 1,464 1,928
acetato de friedelanol - - 1,823 2,949
friedelina - - 1,580 2,776
lupenona - + 1,341 2,011

o~amirinona - + 1,341 1,940

S-amirinona - - 1,279 1,727

germanicona - - 1,264 1,658

campesterol + + 1,131 1,231

estigmasterol - + 1,175 1,302
[-sitosterol - . 1,263 1,482

RR = Retencéo relativa ao padrao interno (Colesterol):  Coluna SPB-5; ® Coluna SPB-50. (+)
presenca da substancia; (-) auséncia da substancia.

O mesmo procedimento foi empregado na identificagcdo dos triterpenos e
esterdis presentes nas folhas e galhos de K. variabilis. A partir da comparagéao
com as RR dos padroes auténticos identificou-se a presenca do esterol B-
sitosterol (14) tanto nas folhas quanto nos galhos e dos triterpenos lupenona
(22) e germanicona (23) presente apenas nos galhos (Figuras 49 a 52).
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Figura 49: Cromatograma (CG-DIC) em coluna SPB-5 para a fragdo hexanica das
folhas de K. variabilis [Pl = colesterol (TR = 18,60 min.); 14 = (3-sitosterol (TR = 23,46

min.)].
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Figura 50: Cromatograma (CG-DIC) em coluna SPB-50 para a fragdo hexanica das
folhas de K. variabilis [Pl = colesterol (TR = 13,10 min.); 14 = B-sitosterol (TR = 19,27

min.)].
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Figura 51: Cromatograma (CG-DIC) em coluna SPB-5 para a fragdo hexanica dos
galhos de K. variabilis [Pl = colesterol (TR = 18,66 min.); 14 = B-sitosterol (TR = 23,48
min.); 23 = germanicona (TR = 23,48); 22 = lupenona (TR = 24,88 min.)].

22

Figura 52: Cromatograma (CG-DIC) em coluna SPB-50 para a fragdo hexanica dos
galhos de K. variabilis [Pl = colesterol (TR = 13,16 min.); 14 = B-sitosterol (TR = 19,30
min.); 23 = germanicona (TR = 21,70 min.) e 22 = lupenona (TR = 26,29 min.)].

A Tabela 30 sumariza os resultados das analises de CG-DIC, indicando
parte da composi¢ao quimica das fragdes hexanicas das folhas e galhos de K.
variabilis. A presenga de tais substancias apolares foi evidenciada por
comparacdo com os valores de retencdo relativa dos auténticos padrées,
obtidos por colunas SPB-5 e SPB-50.
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Tabela 30: Triterpenos e esterdis identificados nas folhas e galhos de K. variabilis por
andlises de CG-DIC (Colunas SPB-5 e SPB-50)

Substancias Folhas Galhos RR? RR®
a-amirina - - 1,381 2,015
S-amirina - - 1,318 1,799

lupeol - - 1,389 1,859
taraxerol - - 1,285 1,750
acetato de a~amirina - - 1,572 2,246
acetato de f-amirina - - 1,486 1,927
acetato de lupeol - - 1,582 2,265
acetato de baurenila - - 2,536
acetato de taraxerol - - 1,464 1,928
acetato de friedelanol - - 1,823 2,949
friedelina - - 1,580 2,776
lupenona - + 1,341 2,011

o~amirinona - - 1,341 1,940

S-amirinona - - 1,279 1,727

germanicona - + 1,264 1,658

campesterol - - 1,131 1,231

estigmasterol - . 1,175 1,302
[-sitosterol + + 1,263 1,482

RR = Retencéo relativa ao padrao interno (Colesterol):  Coluna SPB-5; ® Coluna SPB-50. (+)
presenca da substancia; (-) auséncia da substancia.

A Figura 53 apresenta as estruturas dos triterpenos e esterdis
identificados nas folhas e galhos de B. glaziovii e K. variabilis, utilizando
cromatografia gasosa (CG-DIC).
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Figura 53: Estrutura dos esterois B-sitosterol (14), estigmasterol (15) e campesterol
(18) e dos triterpenos a-amirina (19), acetato de B-amirina (20), a-amirenona (21),
lupenona (22) e germanicona (23) de B. glaziovii e K. variabilis.
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5. Consideracoes finais

A avaliacao do potencial antimalarico das espécies Brosimum glaziovii e
Kielmeyera variabilis pelo teste quimico de inibicAo de complexacdo de [-
hematina e bioldgico utilizando Plasmodium falciparum indicou a espécie K.
variabilis como uma importante fonte de antimalaricos potenciais. Da fracao
ativa (acetato de etila dos galhos de K. variabilis) foram isoladas e identificadas
por meio de técnicas espectroscopicas e espectrométricas, xantonas
oxigenadas e um xantonolignéide, sendo estas uma mistura contendo a 3,6-
diidroxi-1,4,8-trimetoxixantona (1), 3,5-diidroxi-4-metoxixantona (2) e 3,4-
diidroxi-6,8-dimetoxixantona (3) e as xantonas 3,4-diidroxi-2-metoxixantona (4),
5-hidroxi-1,3-dimetoxixantona (5), 2,3-dimetoxi-4-hidroxixantona (6), kielcorina
(7), 3-hidroxi-2-metoxixantona (8) e 2-hidroxi-1-metoxixantona (9). As xantonas
isoladas tiveram seu potencial antimalarico avaliado nas cepas de Plasmodium
falciparum evidenciando a atividade da xantona pertencente a subclasse dos
xantonolignoides 7 (kielcorina), a atividade apresentada pela kielcorina reafirma
os dados da literatura que relatam o potencial biolégico para esta subclasse de
substancias. Os extratos e fracbes que demonstram maior atividade estao
sendo testados in vivo utilizando ratos infectados por Plasmodium berghei. Esta
etapa do trabalho contribuiu para a identificacdo dos constituintes majoritarios
da fracdo AcOEt dos galhos de K. variabilis e ainda para a obtencdo de
valiosos dados sobre o potencial antimalarico desta espécie.

Os extratos e fragbes de particdo de ambas as espécies, assim como as
xantonas isoladas de K. variabilis foram avaliados em cepas de Trypanosoma
cruzi, evidenciando a espécie K. variabilis como uma fonte de metabdlitos
bioativos e demonstrando que das xantonas testadas a que demonstrou maior
potencial foi a 3,4-diidroxi-2-metoxixantona (4) destacando-se para a atividade
demonstrada por esta na cepa Bolivia resitente a droga de referéncia, o
benzonidazol. Estruturalmente a xantona com maior potencial tripanocida difere
das demais identificadas por apresentar um grupamento catecélico, o qual
pode estar relacionado a maior atividade desta substancia. Para a espécie B.
glaziovii a fragdo mais ativa foi a fracdo hexanica das folhas (EHFB) a qual
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demonstrou Clso de 58,42 pg/mL, este dado sugere o potencial tripanocida das
folnas de B. glaziovii podendo vir a ser uma fonte de estudo futuros.

A avaliacdo do potencial de sequestro de radicais livres utilizando os
radicais DPPH e ABTS, indicou as fragdes AcOEt e n-BuOH das folhas de K.
variabilis como as mais pormissoras para este estudo, de onde foram isolados
os flavondides: quercitrina (10), podocarpusflavona A (11) e a mistura contendo
quercetina-3-O-glicosideo (12) e quercetina-3-O-galactosideo (13). Os ensaios
de sequestro de radicais livres para as substancias isoladas evidenciaram a
importancia dos grupos catecdlicos como potencializadores da atividade
antioxidante.

Durante o estudo bioguiado pela atividade antimicrobiana com seis
cepas distintas de bactérias resistentes a meticilina (MRSA), realizado no
“Centre for Pharmacognosy and Phyttherapy-University of London- School of
Pharmacy-London, UK”, durante estagio “sanduiche” foi constatada a atividade
da fracdo hexanica dos galhos de K. variabilis, atividade esta que guiou o
estudo para esta fragdo. Desta fracdo foi isolada a substancia ativa com
atividade similar ou superior a atividade demonstrada pelo padrao norfloxacina.
Sabe-se que se trata de uma mistura contendo dois derivados prenilados do
floroglucinol, porém esta esta em fase de elucidacéo estrutural. A avaliagdo do
potencial antimicrobiano das xantonas isoladas de EAGK demonstrou que
estas possuem uma atividade que vai de moderada a fraca para as diferentes
cepas bacterianas. A xantona com maior potencial foi a 3,4-diidroxi-2-
metoxixantona (4) a qual demonstrou ser mais ativa para a cepa bacteriana
EMRSA16, quando comparada ao controle positivo norfloxacina.

A técnica CG-DIC mostrou-se eficiente e rapida na identificacdo de
esterbides e triterpenos em misturas complexas. Neste estudo foram
identificados das fracbes apolares de ambas as espécies 8 compostos
lipofilicos sem a necessidade de etapas demoradas e caras de purificacao,
sendo estes, cinco triterpenos a-amirina (19), acetato de B-amirina (20), a-
amirenona (21), lupenona (22) e germanicona (23) e de trés esterdis
campesterol (18), estigmasterol (15) e B-sitosterol (14) das fracdes hexanicas
de B. glaziovii e K. variabilis.

Os extratos e fracbes das espécies selecionas para este estudo tiveram
ainda seu potencial antifungico em cepas fitopatbgenas e em patdégenos
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humanos avaliados concluindo-se que a fracdo AcOEt dos galhos de K.
variabilis (EAGK) foi a mais ativa quando testada nos fungos fitopatbgenos
Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum. Para os extratos e
fracoes testados em quatro fungos oportunistas: Candida albicans, C. krusei, C.
parapsilosis e Cryptococcus neoformans os dados de CIM revelaram uma acao
antifangica superior para os extratos e fragdes de K. variabilis quando
comparada a espécie B. glaziovii. As atividades mais relevantes foram
conseguidas com o fungo Candida krusei, onde o extrato e as fracdes das
folhas de K. variabilis demonstram forte atividade. Forte atividade também foi
notada com o mesmo fungo para os galhos de K. variabilis, sendo as atividades
mais pronunciadas observadas para o extrato bruto (EGK) e pela fracdo de
particao AcOEt (EAGK); superiores a atividade do padrao fluconazol.

Concluindo, mesmo que alguns ensaios aqui apresentados para
detecgdo de atividade sejam preliminares, o potencial bioldégico apresentado
pelas espécies estudadas sao muito animadores e geraram dados importantes
sobre o0 potencial biolégico/farmacolégico demonstrado neste estudo,
principalmente com a espécie K. variabilis. Os dados obtidos serdo essenciais
para dirigir estudos quimicos e farmacoldgicos adicionais com as substéancias
bioativas objetivando identificar possiveis protétipos dentre as classes de
metatabdlitos secundarios isolados. As informacdes contidas neste trabalho
demonstram a importancia dos estudos multidisciplinares na busca por
entidades farmacoldgicas uteis, bem como a grande importancia da
biodiversidade brasileira.
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Anexo 1: Espectro de RMN de 'H com ampliacdes da substancia 9
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 2: Espectro de RMN de ®C da substancia 9
(125 MHz — DMSO-db).
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Anexo 3: Espectro de DEPT 135° da substancia 9
(125 MHz — DMSO-g).

Anexo 4: Mapa de contornos 'H-"*C gHMQC da substancia 9
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 5: Ampliacdo do mapa de contornos 'H-"°C gHMQC da substancia 9
(500 MHz — DMSO-d).

Anexo 6: Mapa de contornos 'H-"°C gHMBC da substancia 9
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 7: Ampliacdo do mapa de contornos 'H-"°C gHMBC da substancia 9
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 8: Mapa de contornos 'H-"H gCOSY da substancia 9
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 9: Mapa de contornos 'H-"H gCOSY da substancia 9
(500 MHz — DMSO-d).

Anexo 10: Espectro de NOESY 1D, irradiando o sinal em 3y 3,81 da substéancia 9
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 12: Espectro de RMN de "°C da substancia 8
(125 MHz — DMSO-d).
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Anexo 13: Espectro de DEPT 135° da substancia 8
(125 MHz — DMSO-d).

Anexo 14: Mapa de contornos 'H-"°C gHMQC da substancia 8
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 15: Ampliagao do mapa de contornos 'H-"°C gHMQC da substancia 8
(500 MHz — DMSO-d).

Anexo 16: Mapa de contornos 'H-"°C gHMBC da substancia 8
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 17: Ampliacao do mapa de contornos 'H-"*C gHMBC da substancia 8
(500 MHz — DMSO-d).

Anexo 18: Mapa de contornos 'H-"H gCOSY da substancia 8
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 19: Ampliacao do mapa de contornos 'H-'"H gCOSY da substancia 8
(500 MHz — DMSO-g).

Anexo 20: Espectro de NOESY 1D, irradiando o sinal em dy 3,76 da substéncia 8
(500 MHz — DMSO-g).
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Anexo 21: Espectro de RMN de 'H com ampliacdes da substancia 4
(500 MHz — DMSO-d).

Anexo 22: Espectro de RMN de °C da substancia 4
(125 MHz — DMSO-d).
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Anexo 23: Mapa de contornos 'H-"°C gHMQC da substancia 4
(500 MHz — DMSO-d).

Anexo 24: Ampliacao do mapa de contornos 'H-"°C gHMQC da substancia 4
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 25: Mapa de contornos 'H-"°C gHMBC da substancia 4
(500 MHz — DMSO-d).

Anexo 26: Ampliacdo do mapa de contornos 'H-"°C gHMBC da substancia 4
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 27: Mapa de contornos 'H-'"H gCOSY da substancia 4
(500 MHz — DMSO-d).

Figura 28: Ampliacdo do mapa de contornos 'H-"H gCOSY da substancia 4
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 29: Espectro de NOESY 1D, irradiando o sinal em 647,13 da substancia 4

(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 30: Espectro de RMN de 'H com ampliagdes da substancia 6
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 31: Espectro de RMN de '*C da substancia 6
(125 MHz — DMSO-d).

Anexo 32: Espectro de DEPT 135° da substéncia 6
(125 MHz — DMSO-d).
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Anexo 33: Mapa de contornos 'H-"*C gHMQC da substancia 6
(500 MHz — DMSO-d).

Anexo 34: Mapa de contornos 'H-"°C gHMBC da substancia 6
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 35: Ampliacdo do mapa de contornos 'H-"°C gHMBC da substancia 6
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 36: Mapa de contornos 'H-'"H gCOSY da substancia 6
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 37: Ampliacdo do mapa de contornos 'H-'H gCOSY da substancia 6
(500 MHz — DMSO-d).

Anexo 38: Espectro de NOESY 1D, irradiando o sinal em 647,13 da substancia 6
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 39: Espectro de RMN de 'H da substancia 5
(500 MHz — DMSO-a).

Anexo 40: Ampliacéo do espectro de RMN de 'H da substancia 5
(500 MHz — DMSO-a).
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Anexo 41: Espectro de RMN de '*C da substancia 5
(125 MHz — DMSO-0b).

Anexo 42: Espectro de DEPT 135° da substéancia 5
(125 MHz — DMSO-d).
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Anexo 43: Mapa de contornos 'H-"°C gHMQC da substancia 5
(500 MHz — DMSO-d).

Anexo 44: Ampliacao do mapa de contornos 'H-"°C gHMQC da substancia 5
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 45: Mapa de contornos 'H-"°C gHMBC da substancia 5
(500 MHz — DMSO-d).

Anexo 46: Ampliacdo do mapa de contornos 'H-"°C gHMBC da substancia 5
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 47: Mapa de contornos 'H-'"H gCOSY da substancia 5
(500 MHz — DMSO-d).

Anexo 48: Ampliacao do mapa de contornos 'H-'"H gCOSY da substancia 5
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 49: Espectro de NOESY 1D, irradiando o sinal em 84 3,86 da substancia 5
(500 MHz — DMSO-d).

Anexo 50: Espectro de NOESY 1D, irradiando o sinal em 643,90 da substancia 5
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 51: Espectro de RMN de 'H da mistura contendo as substancias 1, 2 e 3
(500 MHz — DMSO-d).

Anexo 52: Ampliacao do espectro de RMN de 'H da mistura contendo as substancias
1,2 e 3 (500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 53: Ampliacéo do espectro de RMN de 'H da mistura contendo as substancias

1,2 e 3 (500 MHz — DMSO-dk).
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Anexo 54: Espectro de RMN de '°C da mistura contendo as substancias 1,2 e 3
(125 MHz — DMSO-g).
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Anexo 55: Espectro de DEPT 135° da mistura contendo as substancia1,2e 3
(125 MHz — DMSO-a).
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Anexo 56: Mapa de contornos 'H-"°C gHMQC da mistura contendo as substancias
1,2 e 3 (500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 57: Ampliacao do mapa de contornos 'H-"°C gHMQC da mistura contendo as
substancias 1, 2 e 3 (500 MHz — DMSO-d).

Anexo 58: Ampliacdo do mapa de contornos 'H-"°C gHMQC da mistura contendo as
substancias 1, 2 e 3 (500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 59: Mapa de contornos 'H-"*C gHMBC da mistura contendo as substancias

1,2 e 3 (500 MHz — DMSO-dj).
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Anexo 60: Ampliacdo do mapa de contornos 'H-"°C gHMBC da mistura contendo as

substancias 1, 2 e 3 (500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 61: Mapa de contornos '"H-'"H gCOSY da mistura contendo as substancias
1,2 e 3 (500 MHz — DMSO-d).

Anexo 62: Ampliagdo do mapa de contornos 'H-'"H gCOSY da mistura contendo as
substancias 1, 2 e 3 (500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 63

: Espectro de NOESY 1D, irradiando o sinal em 346,61 da mistura contendo
as substancias 1, 2 e 3 (500 MHz — DMSO-a).

Anexo 64

: Espectro de NOESY 1D, irradiando o sinal em 9§, 6,44 da mistura contendo
as substancias 1, 2 e 3 (500 MHz — DMSO-a).
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Anexo 65: Espectro de RMN de 'H da substancia 7
(500 MHz — DMSO-a).

Anexo 66: Ampliacao do espectro de RMN de 'H da substancia 7
(500 MHz — DMSO-a).
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Anexo 67: Ampliacao do espectro de RMN de 'H da substancia 7
(500 MHz — DMSO-g).

Anexo 68: Espectro de RMN de '*C da substancia 7
(125 MHz — DMSO-db).
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Anexo 69: Espectro de DEPT 135° da substéancia 7
(125 MHz — DMSO-a).

Anexo 70: Mapa de contornos 'H-"*C gHMQC da substancia 7
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 71: Ampliacao do mapa de contornos 'H-"°C gHMQC da substancia 7
(500 MHz — DMSO-d).

Anexo 72: Ampliagao do mapa de contornos 'H-"°C gHMQC da substancia 7
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 73: Mapa de contornos 'H-"*C gHMBC da substancia 7
(500 MHz — DMSO-d).

Anexo 74: Ampliacdo do mapa de contornos 'H-"*C gHMBC da substancia 7
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 75: Mapa de contornos 'H-'"H gCOSY da substancia 7
(500 MHz — DMSO-d).

Anexo 76: Ampliacdo do mapa de contornos 'H-'"H gCOSY da substancia 7
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 77: Espectro de NOESY 1D, irradiando o sinal em 84 3,80 da substancia 7

(500 MHz — DMSO-d).

Anexo 78: Espectro de NOESY 1D, irradiando o sinal em 643,88 da substancia 7

(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 79: Espectro de RMN de 'H da substancia 17

(500 MHz — MeOD-d,).
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Anexo 80: Espectro de RMN de ®C da substancia 17
(125 MHz — MeOD-d,).
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Anexo 81: Mapa de contornos gHMQC da substancia 17
(500 MHz — MeOD-d,).
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Anexo 82: Ampliacdo do mapa de contornos 'H-"*C gHMQC da substancia 17
(500 MHz — MeOD-d,).
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Anexo 83: Ampliacdo do mapa de contornos 'H-"*C gHMQC da substancia 17
(500 MHz — MeOD-d,).

Anexo 84: Espectro de RMN de "H da substancia 10
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 86: Ampliacéo do espectro de RMN de 'H da substancia 10

(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 87: Espectro de RMN de °C da substancia 10
(125 MHz — DMSO-0k).

Anexo 88: Mapa de contornos 'H-"°C gHMQC da substancia 10
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 89: Ampliacdo do mapa de contornos 'H-"°C gHMQC da substancia 10
(500 MHz — DMSO-d).

Anexo 90: Ampliacao do mapa de contornos 'H-"*C gHMQC da substancia 10
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 91: Ampliacdo do mapa de contornos 'H-"°C gHMQC da substancia 10
(500 MHz — DMSO-d).

Anexo 92: Mapa de contornos 'H-"°C gHMBC da substancia 10
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 93: Ampliagdo do mapa de contornos 'H-"°C gHMBC da substancia 10
(500 MHz — DMSO-d).

Anexo 94: Ampliacao do mapa de contornos 'H-"*C gHMBC da substancia 10
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 95: Espectro de RMN de 'H da substancia 11
(500 MHz — DMSO-d).

Anexo 96: Ampliacéo do espectro de RMN de 'H da substancia 11
(500 MHz — DMSO-a).
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Anexo 97: Espectro de RMN de '°C da substancia 11
(125 MHz — DMSO-0b).

Anexo 98: Mapa de contornos 'H-"°C gHMQC da substancia 11
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 99: Ampliacao do mapa de contornos 'H-"*C gHMQC da substancia 11
(500 MHz — DMSO-d).

Anexo 100: Mapa de contornos 'H-"°C gHMBC da substancia 11
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 101: Ampliagdo do mapa de contornos 'H-"°C gHMBC da substancia 11
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 102: Mapa de contornos 'H-'H gCOSY da substancia 11
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 103: Mapa de contornos 'H-"H gCOSY da substancia 11
(500 MHz — DMSO-d).

Anexo 104: Espectro de NOESY 1D, irradiando o sinal em dy 3,74 da substancia 11
(500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 105: Espectro de RMN de "H da mistura contendo as substancia 12 e 13
(500 MHz — DMSO-a).
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Anexo 106: Ampliacao do espectro de RMN de 'H da mistura contendo as
substancias 12 e 13 (500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 107: Ampliacéo do espectro de RMN de 'H da mistura contendo as
substancias 12 e 13 (500 MHz — DMSO-d).

Anexo 108: Espectro de RMN de °C da mistura contendo as substancias 12 e 13
(125 MHz — DMSO-d).
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Anexo 109: Espectro de DEPT 135° da mistura contendo as substancias 12 e 13
(125 MHz — DMSO-g).

Anexo 110: Mapa de contornos 'H-"°C gHMQC da mistura contendo as substancias
12 ¢ 13 (500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 111: Mapa de contornos 'H-"°C gHMBC da mistura contendo as substancias
12 ¢ 13 (500 MHz — DMSO-d).

Anexo 112: Mapa de contornos 'H-"°C gHMBC da mistura contendo as substancias
12 e 13 (500 MHz — DMSO-a).
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Anexo 113: Mapa de contornos 'H-"°C gHMBC da mistura contendo as substancias

12 e 13 (500 MHz — DMSO-d).

Anexo 114: Mapa de contornos 'H-'"H gCOSY da mistura contendo as substancias

12 e 13 (500 MHz — DMSO-db).
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Anexo 115: Ampliagao do mapa de contornos 'H-'"H gCOSY da mistura contendo as
substancias 12 e 13 (500 MHz — DMSO-d).
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Anexo 116: Espectro TOCSY 1D da mistura contendo as substancias 12 e 13
(500 MHz — DMSO-g).
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Anexo 117: Espectro TOCSY 1D da mistura contendo as substéancias 12 e 13
(500 MHz — DMSO-g).
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Anexo 118: Espectro de RMN de 'H da mistura contendo as substancia 14 e 15
(500 MHz — CDCI3-d)).
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