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RESUMO
Palavras-chave: Orchidaceae, Maxillaria, Trypanosoma, Leishmania, cancer, estilbenos,

xantona, compostos fendlicos.

O género Maxillaria, pertencente a familia Orchidaceae, compreende
aproximadamente 470 espécies de distribuicdo exclusivamente neotropical. No Brasil,
ocorrem cerca de 100 espécies, sendo metade delas exclusivamente brasileiras.
Considerando o nimero limitado de estudos relacionados ao género, o presente trabalho
teve por objetivo o isolamento e identificacdo dos constituintes quimicos presentes na
espécie Maxillaria picta, bem como a avaliagdo dos potenciais antiproliferativo, anti-
Trypanosoma e anti-Leishmania do extrato, fragdes e substancias isoladas. O estudo
quimico conduziu ao isolamento dos triterpenos 24-metilenocicloartenol e eburicol; da
mistura de esterdides campesterol, estigmasterol e sitosterol e do esterdide glicosilado
daucosterol; dos estilbenos foiumbeno B e foiumbeno C; e dos &cidos florético, 4-O-
cafeiolchiquimico, 5-O-cafeiolchiquimico e 5-O-cafeiolquinico e da xantona
mangiferina. A avaliacdo da atividade antiproliferativa da fracdo cloroférmica, bem
como suas subfracBes, mostrou atividade citostatica inibindo o crescimento de algumas
linhagens de células cancerosas humanas. A mistura de estilbenos proveniente da fragcdo
cloroférmica, na qual o foiumbeno B estava em maior propor¢do, apresentou uma
promissora atividade antiproliferativa em todas as linhas testadas, indicando que a
substancia €, ao menos em parte, responsavel, pela atividade observada no extrato bruto
metanolico e na fragdo cloroférmica. A avaliacdo da atividade biologica frente a
Trypanosoma cruzi mostrou uma significativa atividade da frag&o cloroférmica sobre as
formas epimastigotas e tripomastigotas do parasito. Na avaliacdo da atividade biologica

frente a Leishmania amazonensis foi observada que a fracdo cloroférmica apresentou a



melhor atividade sobre a forma promastigota. Por apresentar melhor indice de
seletividade, a fracdo hidrometanodlica foi submetida ao ensaio com as formas
amastigotas axénicas, sendo praticamente inativa. A mangiferina purificada néo

mostrou atividade positiva nos trés ensaios bioldgicos realizados.



ABSTRACT
Keywords: Orchidaceae, Maxillaria, Trypanosoma, Leishmania, cancer, stilbenes,

xanthone, phenolic compounds.

The genus Maxillaria belongs to the Orchidaceae family and comprises about 470
species of neotropical distribution, exclusively. In Brazil about 100 species are found,
and half of which are exclusively Brazilian. Considering the lack of studies on the
gender, the present study aimed to isolate and identify the chemical constituents present
in the species Maxillaria picta, as well as to the evaluate the anti-proliferative, anti-
Trypanosoma and anti-Leishmania potential of the extract, fractions and isolated
compounds. The chemical study led to isolation of the triterpenes eburicol and 24
metilenocicloartenol; the mixture of steroids campesterol, stigmasterol and sitosterol
and the glycosylated steroid daucosterol; the stilbenes phoyunbene B and phoyunbene
C; floretic, 5-O-caffeyolshikimic, 4-O-caffeyolshikimic and 5-O-caffeyolquinic acids
and the xanthone mangiferin. The evaluation of the antiproliferative activity of
chloroform fraction and subfractions showed positive cytostatic activity, with strong
growth inhibition of some human cancer cell lines. The mixture of stilbenes in which
phoyunbene B was in greater proportion, showed promising antiproliferative activity
observed in the crude methanol extract and chloroform fraction. The evaluation of
biological activity against Trypanosoma cruzi revealed a significant activity for the
chloroform fraction against epimastigote and trypomastigote forms of the parasite. In
the evaluation of biological activity against the Leishmania amazonensis the chloroform
fraction showed again the best activity against the promastigote form. In spite of the

highest selectivity index, the hydromethanolic fraction was subjected to the assay, being



virtually inactive against axenic amastigotes. The isolated xanthone mangiferin showed

no activity in the three assays performed.
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1. INTRODUCAO

1.1. QUIMICA DE PRODUTOS NATURAIS

A humanidade sempre demonstrou um enorme interesse por muitas substancias
organicas extraidas de fontes naturais. A producdo de pigmentos, venenos e perfumes,
assim como o uso de produtos naturais para fins medicinais, particularmente da flora, séo
alguns dos exemplos da versatilidade dessa fonte para beneficio humano (Bolzani, 2006).

Sinais do uso de plantas medicinais e até mesmo tdxicas foram encontrados nas
mais antigas civilizacdes (Kanegusuku, 2006), sendo a pratica mais antiga encontrada pelo
homem para o tratamento, prevencdo e até mesmo a cura de doengas, servindo como uma
rica fonte de compostos biologicamente ativos (Andrade et al, 2007).

Através das observacdes de reacdes distintas nos individuos, essas civilizacdes
obtiveram um conhecimento empirico que serviu de suporte para a descoberta das
propriedades nocivas ou benéficas dos vegetais, utilizados ainda nos dias de hoje em
pesquisas farmacolodgicas (Silva, 2011).

Os estudos fitoquimicos de plantas medicinais desempenham nos dias de hoje, um
importante papel no processo de descoberta de novos farmacos, no qual o levantamento
bibliogréafico juntamente com o conhecimento popular servem de base para a identificacdo
da possivel atividade farmacoldgica de plantas medicinais, assim como a realizacdo de
investigacOes das plantas utilizadas para a garantia de sua eficacia e seguranca terapéutica
(Santos et al, 2008). Aproximadamente 40% de todos os farmacos disponiveis atualmente,
foram desenvolvidos por meio de produtos naturais que, se somados as drogas usadas
como antibidticos e antitumorais, o percentual sobe para cerca de 70% (Calixto, 2003).

Portanto, o estudo quimico de plantas, visando a obtencdo de compostos que
possuem atividade bioldgica significativa no organismo humano, constitui uma linha de
pesquisa de grande interesse na area de Produtos Naturais, sendo que a descoberta destes é

de suma importancia no desenvolvimento de novos medicamentos.

1.2. AFAMILIA ORCHIDACEAE

A familia Orchidaceae constitui uma das mais numerosas familias de plantas

floriferas, recebendo destaque entre as demais em ornamentacdo por conta da grande
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variedade de cores e formas (Azevedo e van den Berg, 2007). De acordo com Gutiérrez
(2010), Cameron e colaboradores (1999) e Menini Neto e colaboradores (2007), a familia é
constituida por cerca de 800 géneros, totalizando entre 20.000 e 30.000 espécies nativas e
mais de 400.000 hibridos.

Além de possuirem sofisticados mecanismos de atracdo de polinizadores, as
orquideas sdo consideradas as plantas geneticamente mais evoluidas do planeta (Oliveira,
1999). Representantes da familia podem ser encontrados em todo o mundo devido a sua
capacidade de adaptacdo a diversos ambientes predominando, porém, nas areas tropicais.
As orquideas podem crescer como epifitas sobre arvores e arbustos, ou ainda serem
rupiculas, terricolas ou saprofitas (Muller et al., 2007).

Apesar de todo o fascinio e do largo cultivo desta planta para ornamentacéo,
existem poucos relatos do uso das orquideas como plantas medicinais. Os primeiros
remontam a idade antiga, na Grécia, no entanto, poucos grupos se dedicaram nos ultimos
anos ao estudo fitoquimico com espécies da familia Orchidaceae (Suttleworth et al., 1991).

Um dos primeiros relatos existentes na era moderna € o uso da orquidea Olho-de-
boneca, nome popular da espécie vegetal Dendrobium nobile, na medicina tradicional
chinesa. Estudos mostraram que os alcaloides isolados dos pseudobulbos dessa espécie, a
dendrobina (1) e 3-hidroxi-2-oxodendrobina (2), estimulam a secrecéo da saliva e possuem
atividade antipirética (Soares et al, 2012; Wang et al.,,1985), enquanto que oS
diidrofenantrenos 2,2'-diidroxi-3,3',4,4',7,7'-hexametoxi-9,9',10,10'-tetrahidro-1,1'-
bifenantreno (3), 2,8-diidroxi-3,4,7-trimetoxi-9,10-diidrofenantreno (4) e 2-hidroxi-4,7-
dimetoxi-9,10-diidrofenantreno (5) também isolados de D. nobile, apresentaram atividade
antifibrotica quando testadas em células HSC-T6, uma linhagem imortalizada de células

estreladas de figado de camundongo (Yang et al, 2007).

OH /?
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4 R1=OCH3; RQ:OH

CH30 R]_ 5 R]_:H; R2=H

O estudo da espécie vegetal Coelogyne nitida levou ao isolamento dos
fenantrenoides flavidina (6), coelogina (7), coeloginina (8) e flacidina (9) (Veerraju et al,
1989).

6 Ri=R,=R3=R,=H;

7 R;= CH3; R;=0OH; R3=H; R,=OCHj;
8 R;= Rs=R,=H; R,= OCHg

9 R;= CH3;; R;=0OH; Rs= Rs=H

De Cymbidium aloifolium foram isolados os estilbenoides aloifol I (10), aloifol Il
(11), batatasina Il (12) e gigantol (13) (Juneja et al., 1987). Ja o estudo quimico de
Pholidota yunnanensis conduziu ao isolamento dos estilbenos trans-3,3’-diidroxi-2’,4’,5-
trimetoxiestilbeno (14), trans-3-diidroxi-2’,3”,5-trimetoxiestilbeno (15), trans- 3,3’-
diidroxi-2,5’-dimetoxiestilbeno (16) e trans-3,4’-diidroxi-2’,3’,5-trimetoxiestilbeno (17)
(Guo et al. 2006), este ultimo se apresentando altamente eficaz na inibi¢cdo do crescimento

de células carcinoma hepatocelular (Wang et al. 2012).

gina
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R3 10 R;= CHj3; R,=OCH3. R;=R,= H
CH30 O 11 R,;=R3;=CHj; R,=H; R,=OH
‘ ORs ) Ri=R,=R;=R,=H;
R, 13 Ry= R,=H; R;=OH; R,=CHj
OR;

OH 14 R1:OCH3; R,=H

o O 15 R,;=H: R,=CH,
3 §
O OCH; 16 R,=H: R,=H
R,0 17 R,;=OH: R,=CH

Ry

Em Ephemerantha fimbriata foram obtidas as lignanas (+)-pinoresinol (18) e (+)-
siringaresinol (19), os fenantrenos frimbriol-A (20) e frimbriol-B (21), além do acido
trimetdxibenzdico (22) e da denbinobina (23) (Tezuka et al., 1993), sendo que a dltimo
mostrou efeito contra a génese de tumores em células de cancer de colon (Yang et al,
2005). Da espécie Vanilla planifolia, que durante muitos séculos foi cultivada visando a
producdo de baunilha (Cardoso et al, 2005), foram isolados os compostos fendlicos
vanilina (24), &cido vanilico (25), 4-hidroxibenzaldeido (26), acido ferdlico (27), &cido p-
cumérico (28) e 3,4-hidroxibenzaldeido (29) (Sinha et al., 2007).

OCHj
OH
H ......
R 18 R=H
OH 19 R=0OCH; 20 R;=0CHj3; R,=0CH,

OCHj

21 Ry=H; R=H
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COH
CH,0 2
CHs;
Rl 24 R, = CHOe R2=OCH3 27 R, = CH=CHCOOH e R2=OCH3
25 R;=COOHe R,=0OCH; 28 R;=CH=CHCOOH e R,=H
26 R;=CHO e R,=H 29 R; =CHO e R,=0OH
Rz

OH

InvestigacBes quimicas com a espécie vegetal Pleione formosona revelaram a
presenca dos polifendis pleioantrenina (30), 1-(4-hidroxibenzil)-4,7-dimetoxi-9,10-
diidrofenantreno-2-ol (31), pleiobibenzinina A (32) e pleiobibenzinina B (33) (Shiao et al.,
2009). Pomini e coloboradores (2012) realizaram em nosso laboratério o estudo quimico
de Miltonia flavescens, levando ao isolamento do flavonoide hortensina (34) que foi ativo

contra linhagens de células cancerosas humanas.

(30) Re= H; Ry= CH; (32)R=H

(31) Ry= CHs; R,= H (322) R=Ac
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(33) R=H

(33 a) R= Ac

Em trabalhos anteriores realizados com a espécie Eria convallarioides foram
relatados o isolamento dos compostos esteroidais erianol (35), otochilona (36) e
ciclootochilona (37) (Majumder et al.,, 1989) e de Epidendrum mosenii, conhecida
popularmente como “orquidea-da-praia”, foram relatados o isolamento dos triterpenos 24-
metilenocicloartanol (38) e folidotina A (39), os quais demonstraram potente efeito

analgésico em varios modelos de dor (Cechinel Filho, 2000).
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38 R=H o n

RO I
Y 9R= 7

Todos esses resultados evidenciam a diversidade de metabdlitos secundéarios

presentes na familia Orchidaceae, bem como seu potencial bioativo.

1.3. O GENERO Maxillaria

A subtribo Maxillariinae, pertencente a tribo Cymbideae, corresponde a
aproximadamente 472 espécies de orquideas de distribuicdo exclusivamente neotropical.
No pais, ocorrem cerca de 100 espécies, sendo metade delas exclusivamente brasileiras.
Esta tribo esta divida em sete géneros, sendo que um deles, Maxillaria, é objeto de nosso
estudo (Koehler, 2007).

Pouco se sabe sobre as substancias com potencial biolégico do género em questéo.
Investigacbes quimicas realizadas com a espécie de origem mexicana M. densa, muito
utilizada como relaxante muscular (Gutiérrez, 2010), revelaram a presenca dos
estilbenoides 2,5-diidroxi-3,4-dimetoxifenantreno (40), nudol (41), gimnopusina (42) e
eriantridina (43) (Estrada et al, 2004), sendo que os ultimos apresentaram interessantes

atividades antifungicas (Déciga-Campos et al, 2007).
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40 R1:R4:OH e R,=R3=H;
41 R;=R;=H e R,=R4=0OH
42 R; =H; R,=R4=0H e R;=0CHjs;

1.4. ESPECIE VEGETAL Maxillaria picta

A espécie M. picta € endémica do bioma Mata Atlantica, no Sul e Sudeste do
Brasil. A distribuicdo principal é sobre a Serra do Mar, que vai do litoral norte de Santa
Catarina ao estado do Rio de Janeiro. No Norte do Parana é encontrada em modo epifitico
sobre perobas.

A espécie é facilmente identificada pela presenca de seus pseudobulbos bifoliados,
sulcados a canaliculados e pelas suas flores campanuladas, duradouras e sem recompensas
florais aos polinizadores (Singer e Koehler, 2003), mas apresentam fragrancias e

coloracdes que atraem abelhas operéarias sem ferrdo do género Trigona (Singer, 2003).
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Figura I: Espécie vegetal Maxillaria picta

Um dos poucos trabalhos realizados com M. picta estd relacionado aos seus
componentes florais volateis. No estudo realizado por Flach (2005), foram encontradas
altas concentracdes do monoterpeno linalol (44), constituindo cerca de 70% da composi¢édo
de seus volateis. Nessa espécie também foram encontrados diidro-p-ionona (45), a-pineno
(46), n-decanal (47) e 6-metil-5-heptan-2-ona (48) todos em baixa concentrag&o.

OH o)
NN =
44 45 46

47 48
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1.5. CANCER

Cancer ¢ a denominacdo atribuida ao conjunto de mais de 100 doencas que se
caracterizam pelo crescimento desordenado de células que invadem os érgéos e tecidos
vizinhos (INCA, 2011). O nome da doenca deriva da palavra karkinos que significa
caranguejo em latim, por conta da semelhanca entre as veias intumescidas de um tumor
externo com as pernas de um caranguejo (Almeida et at., 2005).

A doenca é responsavel por aproximadamente 12% de todas as causas de morte no
mundo, representando um grande problema de salde publica (Guerra et al., 2005). As mais
recentes estimativas mundiais mostram que no ano de 2012 ocorreram cerca de 14,1
milhGes de novos casos e 8,2 milhdes de mortes por cancer em todo o planeta. As
estimativas de prevaléncia para 2012 mostraram que 32,6 milhdes de pessoas com idade
superior a 15 anos, tiveram algum tipo de cancer diagnosticado nos ultimos cinco anos
(WHO, 2013). O céncer de pulmdo € o mais frequente no mundo, representando 12,7% dos
novos casos mundiais, seguido pelo cancer de mama (10,9%), tumores de célon e reto
(9,7%) e estdbmago (7,8%) (INCA, 2010).

No Brasil, a doenca se apresenta como a segunda maior causa de morte nos Gltimos
anos. As estimativas do Instituto Nacional de Cancer (INCA) indicaram que, até o final de
2008, ocorreram mais de 470 mil novos casos de cancer, nUmero superior ao de pessoas
infectadas pelo virus da AIDS nos ultimos 25 anos (Silva et al., 2012). Para o0 ano de 2014,
0 INCA e o Ministério da Saude estimam que cerca de 580 mil novos casos sejam
registrados, indice que predomina na regido sudeste (299 mil casos).

Regido Nordeste:
99 mil novos

Regido Norte:
20 mil novos

Regidao Centro
Oeste: 41 mil
Nnovos casos

Regido Sudeste:
299 mil novos
casos

Regido Sul: 116
mil novos casos

Figura Il: Estimativa de novos casos de cancer em 2014.
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Cerca de 80% dos casos, esta relacionado ao meio ambiente, onde é encontrado um
grande namero de fatores de risco. Entende-se por ambiente, o meio em geral (agua, terra e
ar) e os ambientes sociais, ocupacionais (quando insalubre), culturais (estilo e habitos de
vida) e de consumo (alimentos, medicamentos). Além disso, os habitos, o estilo de vida
adotado pelas pessoas e até mesmo as mudangas no meio ambiente provocada pelo proprio

homem, podem determinar os diferentes tipos de cancer (Almeida et al. 2005).

1.5.1. CANCER E O CRESCIMENTO CELULAR

O crescimento das células cancerosas é diferente do crescimento das células
normais que, no geral, crescem, multiplicam-se e morrem de maneira ordenada. As células
cancerosas ao inves de morrerem, continuam formando outras novas células anormais que
se dividem de forma répida, agressiva e incontrolavel, espalhando-se para outras regiGes do
corpo (INCA, 2011).

Os tumores ou neoplasias correspondem a forma ndo controlada de crescimento
celular e podem ser benignas ou malignas. Os tumores benignos apresentam limites nitidos
e seu crescimento é geralmente lento e de forma organizada, ndo invadindo outros tecidos
(INCA, 2011). Atualmente, a definicdo cientifica de cancer se refere especificamente aos

tumores malignos (Silva et al., 2012), que se apresentam em dois estagios.

(a) - (b)

Figura I11: Diferenca entre o tumor benigno (a) e maligno (b). (Fonte: INCA, 2011)

No primeiro estagio da doenc¢a, denominado cancer ndo invasivo ou carcinoma in
situ (classificacdo que ndo se aplica aos canceres do sistema sanguineo), as células
cancerosas ainda ndo se difundiram para outras camadas do orgdo de origem, estando
somente na camada de tecido que se desenvolveram. Grande parte dos carcinomas in situ
tem cura caso seja tratado antes de progredir para o segundo estagio da doenga,

denominada cancer invasivo. Nesse estagio, as células cancerosas invadem outras camadas
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celulares do 6rgdo e passam para a corrente sanguinea ou linfatica podendo se difundir
para outras partes do corpo gerando novos focos da doenga, sendo esta principal
caracteristica do cancer. Esses novos focos de doenga sdo chamados de metastases (INCA,
2011).

’ T, 2 \ Tumor
- el original
b <— Célula tumoral Capilares
Vasos tumorais
~a ~

Eliminacdo da \"

célula tumoral

Célula imune r Metastage i o0
o8 Tecido

~ AT hotml

Figura IV — Metéstase (Fonte: INCA, 2011).

1.5.2. CANCER: CONTROLE E TRATAMENTO

Embora apresente algumas limitacbes, a quimioterapia € a modalidade mais
escolhida para o controle ou cura da doenca (Sawada et al., 2009). A resisténcia de alguns
tumores ao tratamento € uma das principais limitacGes da quimioterapia e, além disso, a
utilizacdo de farmacos, quando ndo especifico para células de cancer, podem prejudicar as
células saudaveis. Por conta disso, muitos pacientes tém entdo recorrido as terapias
alternativas como tratamento adjuvante, tal como o uso de plantas (Melo et al., 2011).

Os produtos naturais sdo largamente usados para o tratamento do cancer (Pita et al.,
2010). Na década 60, o National Cancer Institute (NCI-EUA) realizou uma pesquisa com
extratos de plantas com atividade antitumoral e desde entdo, tem crescido o interesse na
pesquisa de substancias isoladas de plantas, como uma importante fonte de novos farmacos
que apresentam esse tipo de atividade (Gomes et al., 2008). Ha varios relatos na literatura
sobre pronunciada atividade antiproliferativa de extratos e fracGes de plantas, além de uma
diversa classe de compostos extraida de produtos naturais. Podem ser citados os alcaloides,
flavonoides, terpenos, estilbenos, antraquinonas, acidos fendlicos e lignanas como classes

de moléculas com representantes bioativos contra o cancer (Cai et al., 2004).
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1.6. DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase ou tripanossomiase
americana trata-se de uma doenca endémica causada pelo protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi e transmitida por insetos do bicho barbeiro (Haragushi, 2008). Embora
a doenga seja um problema epidemioldgico apenas em alguns paises da América Latina,
ela também € encontrada no sul dos Estados Unidos, atingindo principalmente a camada
mais pobre da populacédo por conta das condicGes precarias e de higiene (Fernandes, 2005).
Nos 21 paises endémicos reportam-se entre 12 e 14 milhdes de individuos infectados, com
uma incidéncia anual de até 200.000 casos e milhares mortes (OPAS, 2009).

Ainda gue o nimero de dbitos ocasionados por doencgas infecciosas tenha caido de
50% para 5% nos ultimos anos, elas ainda sdo consideradas um problema na saude publica
brasileira. Vale ressaltar que mesmo que o total de mortes causadas por doencas
infecciosas tenha diminuido consideravelmente, o nimero de mortes causadas pela doenca

de Chagas permaneceu estavel (Souza et al., 2012).

1.6.1. TRANSMISSAO E CICLO DE VIDA DE Trypanosoma cruzi

Os parasitos do género Trypanosoma, da familia dos Trypanosomatidae, sdo
parasitas heteroxénicos e unicelulares que no seu ciclo de vida apresentam trés formas
morfoldgicas: amastigota, epimastigotas e promastigota.

A forma amastigota apresenta forma arredondada, flagelo curto (ndo visivel ao
microscopio optico) e pode ser encontrada no interior das células de hospedeiros infectado.
A forma tripomastigota é levemente achatada, alongada e possui flagelo aderido a parte do
corpo do parasita, sendo altamente infectantes, podendo ser encontradas no mamifero
(sangue e espaco intercelular) e no inseto (regido posterior do tubo digestério). Por ultimo,
a forma promastigota é alongada, o flagelo se encontra aderido a parte do corpo do parasita

e pode ser encontrada no tubo digestivo do inseto vetor (Carvalho, 2013).
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Figura V: Formas evolutivas do protozoario Trypanosoma cruzi: amastigotas (a),

epimastigotas (b) e tripomastigotas (c).

Os principais transmissores da doenca sdo 0s insetos das espécies Rhodnius
prolixus, Panstrongylus megistus e Triatoma infestants, pertencentes a familia Reduviidae
e popularmente conhecidos como barbeiro ou chupdo. Esses insetos ndo nascem infectados
e somente se tornam hospedeiros do parasito ao alimentar-se do sangue de algum individuo
contaminado (Haragushi, 2008; Fernandes, 2005).

Ao picarem um animal parasitado, esses insetos sugam formas tripomastigotas que
em seu tubo digestorio se transformam em epimastigotas, que se multiplicam e voltam a
primeira forma. Apds seu desenvolvimento, estas as formas migram para o aparelho
picador sugador do inseto e, ao picar o individuo, o inseto infectado defeca eliminando
formas infectantes de tripomastigotas, que penetram pelo orificio da picada (Ministério da
Saude, 2005).

Figura VI: Triatoma infestants, vetor do Trypanosoma cruzi.

Ocorrem basicamente duas etapas fundamentais na infeccdo humana pelo T. cruzi
apos a entrada deste no organismo, a fase aguda e a fase cronica.

Na fase aguda (inicial), o parasito circula na corrente sanguinea em grandes
guantidades e dentre o0s sintomas possiveis estdo febre, mal estar e diarreia que

desaparecem semanas apos a infecgao.
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Na fase cronica, existem poucos parasitos na corrente sanguinea, sendo
inicialmente assintomatica. A fase pode apresentar-se na forma indeterminada, cardiaca,
digestiva ou associada. Na forma indeterminada, o paciente ndo apresenta nenhum tipo de
sintoma ou comprometimento do aparelho circulatério e digestivo, podendo se perdurar
por toda a vida da pessoa infectada ou evoluir tardiamente para uma das outras formas da
doenga. Na forma cardiaca ha o acometimento cardiaco, sendo a maior responsével pela
mortalidade na doenca de Chagas cronica. A forma digestiva acomete do aparelho
digestivo, enquanto que na forma associada (cardiodigestiva), ocorre de lesbes compativeis

com as formas cardiacas e digestivas (Ministério da Saude, 2005).

1.6.2. DOENCA DE CHAGAS: CONTROLE E TRATAMENTO

Apesar da doenca de Chagas ter sido descoberta no ano de 1909 pelo médico
brasileiro Carlos Chagas e seu ciclo descrito entre 1909 a 1935, ainda ndo hd uma
estratégia quimioterapéutica efetiva para o seu tratamento da doenca. Os tratamentos
clinicos empregados na década de 60-70 utilizaram o benzonidazol (49) e nifurtimox (50),
farmacos que apresentam diversos efeitos colaterais. O benzonidazol é o Unico farmaco
disponivel para o tratamento da doenca e apresenta indice de cura de 70-80% na fase aguda
e 10-20% na fase cronica, enquanto que o nifurtimox apresenta 0 mesmo indice de cura e
maiores efeitos citotoxicos. Os efeitos colaterais mais comuns sdo: vomitos, nauseas,

neuropatia periférica e alergia cutanea (Souza et al., 2012).

49 50

E importante considerar a relevancia das pesquisas envolvendo o desenvolvimento
de novos farmacos para o combate da doenca de Chagas, uma vez que a mesma tem sido
negligenciada pelas industrias farmacéuticas. Trata-se de uma doenca que afeta setores

menos favorecidos da sociedade e desassistidos pelo poder publico; assim, a falta de um
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mercado economicamente atrativo e seguro nos paises em desenvolvimento, diminui o

interesse de investimentos das indudstrias no setor (Souza et al., 2012).

1.7. LEISHMANIOSE

A leishmaniose é uma patologia crénica considerada um grande problema na saude
publica, sendo a segunda infeccdo mais fatal causada por protozoario, superada apenas
pelas mortes causadas por malaria (Silva, 2010). A doenca tem uma ampla distribuicao
geogréfica, predominando em paises tropicais e subtropicais (Ferreira, 2010).

Segundo dados estatisticos mundiais, a doenga ocorre em 88 paises, afetando mais
de 12 milhdes de pessoas, sendo que, anualmente, em média de dois milhGes de pessoas
sdo infectadas. Acredita-se que cerca de 350 milhGes vivem em areas de risco de
contaminagéo pela doenga. (WHO, 2013).

No homem, as leishmanioses sdo ocasionadas por aproximadamente 21 espécies de
Leishmania, que infectam uma grande variedade de mamiferos e hospedeiros silvestres ou
domésticos e sdo transmitidas por cerca de 30 espécies de flebotomineos. Dependendo da
espécie de Leishmania envolvida, bem como a relagcdo hospedeiro-parasita, a doenca pode
apresentar manifestacdes clinicas e epidemioldgicas distintas. Dessa maneira, a doenca €
classificada em Leishmania visceral (LV) e tegumentar americana (LTA). A LTA é uma
doenca infecciosa, ndo contagiosa, que agride pele e mucosas, sendo usualmente causada,
entre outras, pela espécie L. amazonensis (Ashfor, 2000; Freitas, 2010; Ministério da
Saude, 2007; WHO, 2013).

Cerca de 90% do total de casos ja registrados de LTA, ocorreram em apenas seis
paises: Ird, Arabia Saudita, Siria, Afeganistdo, Brasil e Peru (Gontijo & Carvalho, 2003).
No Brasil, a LTA apresentou uma média anual de 24.857 casos novos e coeficientes de
deteccdo variando entre 10,5 a 20,3 casos por 100.000 habitantes no periodo entre 2000 e
2011. As maiores proporcgdes de casos sdo das regides Norte e Nordeste, sendo que ano de
2011 essas regides atingiram a porcentagem de 46,8% e 33,3%, respectivamente de todos

0S novos casos deste ano (Portal da Saude, 2013).

1.7.1. TRANSMISSAO E CICLO DE VIDA DA Leishmania

Os parasitos do género Leishmania, da familia dos Trypanosomatidae, sdo parasitas

heteroxénicos e unicelulares que no seu ciclo de vida apresentam duas formas
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morfoldgicas: amastigota e promastigota. As formas amastigotas sdo arredondadas e com
curto flagelo que ndo se exterioriza, sdo intracelulares obrigatorias e parasitam
principalmente macréfagos do hospedeiro vertebrado, com didmetro variando de 2,5 a 5
um. As formas amastigotas vivem e multiplicam-se no interior de células do sistema
monocitico fagocitario (SMF) dos hospedeiros vertebrados. As formas promastigotas, por
sua vez, caracterizam-se por serem fusiformes e com longo flagelo, séo extracelulares,
vivem no trato digestério do inseto vetor e possuem dimensdes entre 14 ¢ 20 um de

comprimento por 1,5 a 4 um de largura (Silva, 2010; Nakamura et al., 2006).

F ’
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Figura VII: Formas evolutivas do protozoario Trypanosoma cruzi: amastigotas (a) e

promastigotas (b).

A transmissdo do parasito entre 0os hospedeiros ocorre pela picada de fémeas de
flebotomineos, conhecidos popularmente como birigui ou mosquito-palha. Esses insetos
pertencentem a Ordem Diptera, Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae, Género
Lutzomyia (Gontijo & Carvalho, 2003; Ferreira, 2010).

Figura VIII: Lutzomyia longipalpis, um dos vetores da Leishmania amazonensis.

Os flebotominios, ao picarem um animal parasitado, sugam formas amastigotas e
em seu tubo digestério estas se transformam em promastigotas, multiplicando-se em

seguida. Apos seu desenvolvimento, estas formas migram para o aparelho picador sugador
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do inseto e inoculam formas promastigotas na corrente sanguinea enquanto se alimentam
nos capilares dermais. No hospedeiro vertebrado estas formas poderdo penetrar em celulas
do SMF, transformando-se em amastigotas em seu interior e multiplicando-se,

completando o ciclo evolutivo do protozoario (Gontijo & Carvalho, 2003; Ferreira, 2010).

1.7.2. LEISHMANIOSES: CONTROLE E TRATAMENTO

Com relacdo ao tratamento da doenca, o mais recomendado é a utilizacdo de
antimoniais pentavalentes, devido a rapida eliminac&o renal e limitada acumulagdo desses
compostos nos tecidos. Outra opgdo é a utilizagdo de antibidticos como a anfotericina B
(51), a droga leishmanicida mais potente disponivel comercialmente, com a¢do em formas
promastigotas e amastigotas, tanto in vitro quanto in vivo. No entanto, de maneira geral, a
alta toxicidade de todas essas drogas e a resisténcia desenvolvida por algumas cepas de
parasitas a esses produtos, exige a pesquisa de novos agentes terapéuticos (Ministério da
Saulde, 2005; Silva, 2010).

Sem duvida, o reino vegetal é uma fonte valiosa de novos agentes medicinais.
Alguns relatos na literatura comprovam a atividade antiproliferativa de extratos e fracdes
de plantas sobre formas evolutivas do parasito, além de uma diversidade de compostos
organicos extraidos de produtos naturais. Podem ser citados alguns alcaloides, triterpenos,

chalconas, estilbenos, flavonoides e acetogeninas (Gil et al., 2008).
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2. OBJETIVO

Com base nos resultados promissores provenientes dos estudos fitoquimicos
realizados com espécies da familia Orchidaceae e considerando a existéncia de poucos
estudos quimicos com o género Maxillaria, o presente trabalho teve por objetivo realizar o
isolamento e identificacdo estrutural dos constituintes quimicos presentes na espécie
vegetal Maxillaria picta, uma orquidea nativa do Norte do Parana, bem como avaliar o
potencial antiproliferativo, anti-Trypanosoma e anti-Leishmania do extrato bruto, fracGes e

substancias isoladas.
3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. MATERIAIS E METODOS

Os espectros de massas de baixa resolucdo foram obtidos através de um
cromatdgrafo em fase gasosa acoplado a espectrdmetro de massas modelo Focus GC
(Thermo-Finnigan), equipado com: amostrador automatico com forno para extracdo
headspace, modelo Triplus, sistema de injecéo split/splitless com insersor (liner) de vidro
silanizado com diametro interno (d.i.) de 3 mm; espectrometro de massas modelo DSQ 11
(Thermo-Finnigan), equipado com fonte de ioniza¢do por elétrons (El), analisador de
massas do tipo quadrupolo e um multiplicador de elétrons (diodo) como detector; sistema
de aquisicdo de dados através do software Xcalibur que acompanha base de dados de
espectros contidos na biblioteca espectral NIST MS Search Version 2.0. O gas de arraste
utilizado, foi o gas hélio com grau de pureza 99,999% (5.0) (White Martins) com vazdo
de 1,0 mL/min. A coluna capilar utilizada foi DB-5 (5% fenil-95% metilpolissiloxano)
de silica fundida, 30 m de comprimento, 0,25 mm d.i. € 0,25 um de espessura de filme da
fase estacionaria (J & W Scientific). A temperatura da fonte de ionizacdo e do injetor
utilizada nas analises foi de 250 °C em modo de injecdo splitless. O volume de injecdo
foi de 1,0 puL e a temperatura inicial do forno foi de 50 °C, sendo elevado até 290 °C a
uma taxa de 15°C/min mantendo na temperatura final por 15 min.

Os espectros de RMN de 'H e de RMN de **C foram obtidos em espectrometros
Varian Mercury Plus, operando a 300,06 MHz para *H e 75,45 MHz para *C. Também

foram obtidos os espectros pela técnica DEPT e correla¢fes bidimensionais a partir dos
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mapas de contornos COSY, HMBC e HSQC. Os deslocamentos quimicos foram dados
em ppm, tendo como referéncia interna o tetrametilisilano. Os solventes utilizados foram:
CDCl3, CD30D, D,0 e DMSO-dg, Aldrich ou Isotec.

As cromatografias em coluna foram realizadas utilizando silica gel 60 e/ou
Sephadex LH 20. Os didmetros das colunas utilizadas variaram de acordo com a massa
do material a ser tratado.

O acompanhamento das cromatografias e filtracbes em coluna foi feito através de
cromatografia em camada delgada (CCD), sendo que as placas cromatograficas foram
preparadas com fase estacionéria silica-gel 60 G e silica-gel 60 GF, com 0,25 mm de
espessura. As substancias separadas nas placas cromatograficas foram visualizadas
através do revelador anisaldeido.

Os solventes organicos (hexano, diclorometano, cloroférmio, acetato de etila e
metanol) utilizados nas fases moveis nas cromatografias e filtragdes apresentavam grau
de pureza P.A ou foram destilados. O processo de evaporacao de solventes foi realizado

utilizando evaporador rotativo a pressao reduzida.

3.2. ESTUDO QUIMICO DE M. picta

3.2.1. OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO DE M. picta

A espécie vegetal M. picta foi coletada a partir de uma peroba caida por incidéncia
de raios no campus da Universidade Estadual de Londrina, em margo/2012.
Aproximadamente 6,0 kg do material vegetal (raizes, folhas e pseudobulbos) foram moidos
e submetidos a uma extracdo exaustiva com uma mistura de CHCl3/MeOH 70% a frio. A

evaporacado sob pressao reduzida produziu um extrato bruto (188,009).

3.2.2. FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO DE M. picta

Parte do extrato bruto cloroférmico-metandlico (MPEB) (142,0g) foi solubilizado
em MeOH:H,0 1:1 e particionado em funil de separacdo, utilizando os solventes organicos
hexano, cloroférmio, acetato de etila e butanol em ordem crescente de polaridade,
resultando nas parti¢cGes hexanica (MPH; 12,8 g), cloroférmica (MPC; 30,7 g), acetato de
etila (MPA; 21,5 g), butandlica (MPB; 7,0 g) e hidrometandlica remanescente (MPM; 67,2

g), como mostra o esquema 1.
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Extrato Bruto (142,0 g)

Solubilizagdo em MeOH:H,0 (1:1)

Extragdo com hexano

I
- Fracao MPH
Fracdo remanescente (12.8.9)
Extragdo com cloroférmio
Fragdo remanescente Fracao MPC
(30,7 9)

Extracdao com

acetato de etila

Fragao remanescente Fragcao MPA
(2159)
Extracdo com butanol

Fraciao MPM
(67,2 g)

Fracio MPB
(7,00 9)

Esquema 1: Procedimento empregado para o fracionamento do extrato bruto de

Maxillaria picta.
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3.2.2.1. FRACAO HEXANICA (MPH)

Parte da particdo hexanica (5,85 g) foi submetida a cromatografia em coluna de
silica gel (200,0 g; @= 5,5 cm), empacotada com hexano e utilizando como eluentes
hexano, hexano:cloroférmio, cloroférmio, cloroférmio:metanol e metanol, em gradiente
crescente de polaridade obtendo-se 906 fragdes (tabela 1). O esquema 2, a seguir, ilustra o

processo de isolamento dos compostos dessa fracao.

Fragdo Hexanica (MPH) (5,85 g)

906 fragdes

[ |
H-17 (376,8 mg) H-31 (380,3 mg)

143 fragdes | 178 fragdes

H-17C H-31G
(22,9 mg) (23,6 mg)
M1+M2 M3+M4+M5

Esquema 2: Estudo da fracdo hexanica (MPH).
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Tabela 1: Dados da cromatografia em coluna da particao hexanica

Solvente Fracdes Volume somado (mL)

coletadadas

Hex 100% a Hex:CHCl; 20% 1-77 2000
Hex:CHCI325% a Hex:CHCl3 40% 78-145 800
Hex:CHCI; 45% a Hex:CHCI365% 146-234 1100
Hex:CHCI3 70% a Hex:CHCl; 75% 235-305 1000
Hex:CHCI3; 77% 306-427 1400
Hex:CHCI; 80% a Hex:CHCl3; 82% 428-489 1000
Hex:CHCI; 84% a Hex:CHCl3; 92% 490-576 1200
Hex:CHCI3 94% CHCl3:MeOH 4% S577-636 1200
CHCI3:MeOH 6% 637-716 1000
CHCI3:MeOH 8% a CHCI3:MeOH 16% 717-818 1000
CHCI3:MeOH 18% a CHCI3:MeOH 35% 818-901 1000
CHCI3:MeOH 50% a MeOH 100% 902-906 500

As fragbes que apresentaram o0s mesmos perfis em CCD foram agrupadas

resultando em 40 novas fracbes (Tabela 2).

Tabela 2: Dados das juncGes das fragdes obtidas na CC da particdo hexanica

Juncao Cddigo Massa (mg)
1-9 H-1 48,3
10-16 H-2 15,8
17-30 H-3 16,7
31-40 H-4 12,9
41-81 H-5 31,0
82-93 H-6 18,4
94-100 H-7 13,6
101-128 H-8 12,5
129-137 H-9 28,5
138-149 H-10 21,8
150-177 H-11 13,5
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178-190 H-12 27,1
191-212 H-13 25,9
213-230 H-14 158,9
231-239 H-15 26,9
240-263 H-16 54,1
264-289 H-17 376,8
290-305 H-18 258,3
306-310 H-19 104,3
311-316 H-20 159,0
317-348 H-21 255,7
349-380 H-22 248 4
381-425 H-23 178,1
426-472 H-24 65,0
473-519 H-25 80,6
520-534 H-26 38,5
535-592 H-27 15,9
593-617 H-28 68,4
618-632 H-29 19,7
633-660 H-30 258,2
661-679 H-31 380,3
680-727 H-32 112,6
728-741 H-33 42,2
742-755 H-34 134,2
756-810 H-35 36,2
811-842 H-36 39,2
843-855 H-37 78,2
856-869 H-38 77,8
870-882 H-39 46,0
883-906 H-40 88,7
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A fragdo H-17, de massa igual a 376,8 mg, foi submetida a um segundo

fracionamento em coluna de silica-gel (11,0 g; @= 1,5 cm), sendo este realizado com 0s

solventes hexano, hexano:cloroformio, cloroformio, cloroformio:acetato de etila, acetato

de etila, acetato de etila:metanol e metanol, em gradiente crescente de polaridade,

fornecendo 143 novas fragdes (Tabela 3).

Tabela 3: Dados do fracionamento em CC de H-17

Solvente Fracoes Volume
coletadas somado (mL)
Hex 100% a Hex:CHCl; 20% 1-12 150
Hex:CHCI330% a Hex:CHCl3 50% 13-37 300
Hex:CHCI3 55% a Hex:CHCl3; 65% 38-52 150
Hex:CHCI370% a Hex:CHCl3 80% 53-65 150
Hex:CHCI385% a CHCI3 100% 66-85 200
CHCI3:AcOEt 5% a CHCI3:AcOEt 20% 86-109 200
CHCI3:AcOEt 30% a CHCI3:AcOEt 60% 110-123 150
CHCI3:AcOEt 80% a AcOEt 100% 124-131 100
AcOEt:MeOH 10% a AcOEt:MeOH 20% 132-141 100
AcOEt:MeOH 40% a AcOEt:MeOH 60% 143 50

As fracOes que apresentaram os mesmos perfis em CCD foram agrupadas em 14

novas fracbes (Tabela 4). A subfracdo H-17C resultou no isolamento da mistura de

compostos M1+M2 (22,9 mg).
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Tabela 4: Dados das juncdes das fragdes obtidas na CC de H-17

Juncgéo Cadigo Massa (mg) Substéncia Isolada
1-16 H-17A 37,4
17-29 H-17B 28,5
30-38 H-17C 22,9 M1+M2
39-47 H-17D 16,2
48-56 H-17E 20,4
57-59 H-17F 27,4
60-62 H-17G 23,9
63-82 H-17H 13,1
83-86 H-171 10,3
87-89 H-17J 26,4
90-93 H-17K 22,1
94-101 H-17L 9,1
102-119 H-17M 15,9
120-147 H-17N 15,0

A fragdo H-31 (380,3 mg), foi submetida a um fracionamento em coluna de silica-
gel (11,4 g; @= 1,5 cm), realizada com os solventes hexano, diclorometano, acetato de etila

e metanol, em gradiente crescente de polaridade, fornecendo 178 fragdes (Tabela 5).

Tabela 5: Dados do fracionamento em CC de H-31

Solvente Fracdes Volume
coletadas somado (mL)
CH,Cl, 100% a CH,Cl,:AcOEt 5% 1-22 250
CH,Cl,:AcOEt 10% a CH,Cl,:AcOEt 30% 44-56 300
CH,Cl,:AcOEt 40% a CH,Cl,:AcOEt 50% 57-76 200
CH,Cl,:AcOEt 60% a CH,Cl,:AcOEt 70% 77-93 200
CH,Cl,:AcOEt 80% a AcOEt 100% 94-108 150
AcOEt:MeOH 2% a AcOEt:MeOH 5% 109-129 200
AcOEt:MeOH 10% a AcOEt:MeOH 18% 130-156 250
AcOEt:MeOH 20% a AcOEt:MeOH40% 157-170 150
AcOEt:MeOH 60% a AcOEt:MeOH 80% 171-178 150
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As fragcbes que apresentaram o0s mesmos perfis em CCD foram agrupadas
resultando em 19 novas fragdes, conforme Tabela 6. A fracdo H-31G resultou no

isolamento da mistura M3+M4+M5 de massa igual a 23,6 mg.

Tabela 6: Dados das juncdes das fragdes obtidas na CC de H-31

Juncgéo Cadigo Massa (mg) Substéncia Isolada
1-10 H-312 6,3
11-13 H-31B 9,4
14-24 H-31C 13,2
25-28 H-31D 18,2
29-32 H-31E 12,2
33-42 H-31F 28,3
43-61 H-31G 23,6 M3+M4+M5
62-67 H-31H 13,1
68-71 H-311 7,1
72-77 H-31J 5,9
78-82 H-31K 17,3
90-103 H-31L 14,5
104-113 H-31M 9,5
113-121 H-31N 26,4
122-137 H-31° 10,5
138-142 H-31P 17,5
143-151 H-31Q 8,5
152-170 H-31R 14,3
171-179 H-31S 2,7

As fragdes H-18 (258,3 mg), H-21 (255,7 mg), H-23 (178,1 mg), H-34 (134,2 mg)
e H-25 (80,1 mg) também foram submetidas a um fracionamento em coluna de silica gel,
realizada com os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, em gradiente

crescente de polaridade, sem que substancias puras fossem isoladas.

27 |Pagina



Dissertacdo de Mestrado

3.2.2.2. FRACAO CLOROFORMICA (MPC)

Parte da fracdo cloroformica foi solubilizada sucessivamente com hexano,
cloroformio, acetato de etila e metanol, resultando respectivamente nas subfracbes MPCH
(5,59), MPCC (12,1g), MPCA (6,49) e MPCM (0,8g), conforme esquema 3, a sequir:

Fracio Cloroférmica (28,0 g)

- Fra¢io MPCH
Solido remanescente (5.5 g)

Lavagem com Cloroformio

Solido remanescente Fragiio MPCC

(12,1 g)
Lavagem com Acetato de etila
Fracio MPCM Fracao MPCA
(0.82) (6.4 2)

Esquema 3: Solubilizacdo da fracdo cloroférmica
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3.2.2.2.1. SUBFRACAO CLOFORMICA-HEXANICA (MPCH)

Parte da subfracdo cloroférmica-hexanica MPCH (3,6g) foi submetida a um
fracionamento em coluna cromatogréafica de gel de silica (120,8g; @= 5,5 cm), empacotada
com hexano e eluida com hexano, hexano:CHCI;, CHCI; CHCI3:AcOEt, AcOEt e
AcOEt:MeOH em gradiente crescente de polaridade (Tabela 7). O esquema 4, a seguir,

ilustra o processo de isolamento dos compostos dessa fracao.

Fracdo hexanica-cloroférmica (MPCH)
(3,60 g)

469 fragdes |

[ l
CH-2 (10,3 mg) CH-8 (123,6 mg)

46 fragoes I

CH-8B
(23,6 mg)

M1+M2

M3+M4+M5

Esquema 4: Estudo da fragdo cloroférmica-hexanica (MPCH).

Tabela 7: Dados da cromatografia em coluna de MPCH

Solvente Fracdes coletadas  Volume somado (mL)
Hex 100% a Hex:CHCl3; 5% 1-19 700
Hex:CHCI3 10% a Hex:CHCl3 35% 20-44 400
Hex:CHCI345% a Hex:CHCI3 75% 45-80 500
Hex:CHClI; 80% a CHCI3 100% 81-129 500
CHCI3:AcOEt 2,5% 130-210 1000
CHCIl3:AcOEt 5% a CHCI3:AcOEt 15% 211-262 600
CHCI3:AcOEt 20% a CHCI;:AcOEt 30% 263-312 600
CHCI3:AcOEt 35% a CHCI;:AcOEt 45% 313-356 600
CHCIl3:AcOEt 50% 357-388 800
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CHCI3:AcOEt 60% a AcOEt:MeOH 2% 389-428 600
AcOEt:MeOH 5% 429-445 600
ACcOEt:MeOH 10% a AcOEt:MeOH 40% 446-463 400
AcOEt:MeOH 60% a MeOH 100% 464-469 600

As 469 fragOes coletadas foram reunidas de acordo com as semelhangas observadas
em CCD, como mostra a tabela 8. As fracbes que apresentaram os mesmos perfis em CCD
foram agrupadas resultando em 20 novas fra¢bes. A subfragdo CH-2 (10,3 mg) também

resultou no isolamento da mistura M1+M2.

Tabela 8: Dados das junc@es das fragdes obtidas na CC de MPCH

Juncéo Cadigo Massa (mg) Substancia Isolada
1-37 CH-1 49
38-52 CH-2 10,3 M1+M2
53-59 CH-3 8,7
60-69 CH-4 23,1
70-74 CH-5 42,6
75-87 CH-6 73,4
88-94 CH-7 78,1
95-125 CH-8 123,6
128-136 CH-9 45,5
137-148 CH-10 113,1
149-170 CH-11 104,6
171-206 CH-12 174,0
207-220 CH-13 46,2
221-245 CH-14 83,6
246-276 CH-15 67,2
277-298 CH-16 81,9
299-385 CH-17 30,6
386-388 CH-18 29,4
423-438 CH-19 12,4
439-469 CH-20 43,7
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A fracdo CH-8 (123,6 mg) também foi submetida a um fracionamento em coluna de
silica gel (8,8g; @= 1,0 cm), realizada com os solventes hexano, cloroférmio e acetato de

etila, em gradiente crescente de polaridade, resultado em 46 fracGes, conforme tabela 9.

Tabela 9: Dados do fracionamento em CC de CH-8

Solvente FracOes Volume somado (mL)
coletadas
Hex 100% a Hex:CHClI3 5% 1-2 50
Hex:CHCI; 10% a Hex:CHCl3 35% 3-10 110
Hex:CHCI345% a Hex:CHCl3 75% 11-31 150
Hex:CHCI3; 80% a CHCI3 100% 32-34 40
CHCI3:AcOEt 2,5% a CHCI3:AcOEt 15% 35-38 40
CHCIl3:AcOEt 20% a CHCI3:AcOEt 30% 39-42 50
CHCIl3:AcOEt 35% a CHCI3:AcOEt 45% 43-45 40
CHCI3:AcOEt 50% 46 20

Essas fracOes foram agrupadas de acordo com a semelhanca do perfil
cromatografico observado em CCD, resultando no isolamento das substancias
M3+M4+M5 de massa igual a 30,3 mg (fracdo CH-8B), conforme tabela 10.

Tabela 10: Dados das jungdes das fracGes obtidas na CC de CH-8

Juncéo Cadigo Massa (mg) Substancia
Isolada
1-10 CH-8? 53
11-23 CH-8B 30,3 M3+M4+M5
24-33 CH-8C 16,2
33-46 CH-8D 10,2

As fragbes CH-11 (104,6 mg) e CH-6 (73,4 mg) foram submetidas a um
fracionamento em coluna de silica gel, realizada com o0s solventes hexano, diclorometano,
acetato de etila e metanol, em gradiente crescente de polaridade, sem que substancias puras

fossem isoladas.
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3.2.2.2.2. SUBFRACAO CLOROFORMICA-CLOROFORMICA (MPCC)

Parte da subfracdo cloroférmica-cloroformica MPCC (7,11g) foi submetida a um
fracionamento em coluna cromatogréafica de silica gel (120,80g; @= 5,5 cm), empacotada
com hexano e eluida com hexano, hexano:CHCI;, CHCI; CHCI3:AcOEt, AcOEt e
AcOEt:MeOH em gradiente crescente de polaridade, (tabela 11). O esquema 5, a seguir,

ilustra o processo de isolamento dos compostos dessa fracao.

Fracio cloroformica-cloroférmica
(MPCC) (7,11 g)

178 fracoes
|

CC-9 (741,0 mg)
I

60 fragoes
I

CC-9H (13,3 mg)

Esquema 5: Estudo da fragdo cloroférmica-cloroférmica (MPCC).
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Tabela 11: Dados da cromatografia em coluna de MPCC

Solvente FracOes Volume somado

coletadas (mL)
Hex 100% a Hex:CHCl3; 20% 1-9 800
Hex:CHClI3 25% a Hex:CHCI355% 10-21 800
Hex:CHCI365% a Hex:CHCl3 95% 22-32 600
CHCI;3 100% a CHCI3:AcOEt 5% 33-81 2000
CHCI3:AcOEt 10% a CHCI3:AcOEt 25% 82-94 1400
CHCIl3:AcOEt 30% a CHCI3:AcOEt 45% 95-105 1400
CHCI3:AcOEt 50% a CHCI3:AcOEt 65% 106-121 1600
CHCI3:AcOEt 70% a CHCI3:AcOEt 85% 122-131 1600
CHCI3:AcOEt 90% a AcOEt 100% 132-137 1200
AcOEt:MeOH 2% a AcOEt:MeOH 10% 138-143 1700
AcOEt:MeOH 25% a MeOH 100% 144-148 500

As 148 fragOes coletadas foram reunidas de acordo com as semelhangas observadas
em CCD (Tabela 12).
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Tabela 12: Dados das juncGes das fracdes obtidas na CC da fracéo cloroférmica-

cloroférmica

Juncéo Cadigo Massa (mg)
1-4 CC-1 4,3
5-10 CC-2 6,3
11-17 CC-3 7,9
18-23 CC-4 17,1
24-28 CC-5 58,4
29-38 CC-6 71,0
39-44 CC-7 62,0
45-47 CC-8 118,3
48-54 CC-9 741,6
55-62 CC-10 133,7
63-66 CC-11 81,3
67-77 CC-12 23,4
78-86 CC-13 161,0
87-95 CC-14 123,8
96-100 CC-15 85,7
101-108 CC-16 85,4
109-117 CC-17 78,4
118-123 CC-18 63,9
124-131 CC-19 59,6
132-136 CC-20 49,2
137-148 CC-21 57,4

A fragdo CC-9 (741,0 mg) foi submetida a um fracionamento em coluna de silica
gel (30,4g; @= 1,5 cm), realizada com o0s solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila e
metanol, em gradiente crescente de polaridade, resultando em 60 fragcdes (Tabela 13) que
foram agrupadas de acordo com a semelhanca do perfil cromatografico observado em
CCD (Tabela 14).
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Tabela 13: Dados da cromatografia em coluna da fragdo CC-9

Solvente Fracdes Volume somado

coletadas (mL)
Hex:CHCI3 70% a Hex:CHCI3; 80% 1-4 350
Hex:CHCI; 85% 5-20 800
Hex:CHCI390% 21-24 200
CHCI;3 100% a CHCI3:AcOEt 2% 25-39 300
CHCI3:AcOEt 4% a CHCI3:AcOEt 8% 40-43 300
CHCI3:AcOEt 10% a CHCI3:AcOEt 15% 44-45 150
CHCI3:AcOEt 20% a CHCI3:AcOEt 40% 46-48 300
CHCI3:AcOEt 60% a CHCI3:AcOEt 90% 49-53 300
AcOEt 100% a AcOEt:MeOH 30% 54-56 200
AcOEt:MeOH 50% a MeOH 100% 57-60 200

Tabela 14: Dados do fracionamento em CC de CC-9

Fracéo Cddigo Massa (mg)
1-10 CC-9A 27,2
11-12 CC-9B 57,3
13-15 CC-9C 21,3
16-19 CC-9D 39,4
20-24 CC-9E 48,3
25-27 CC-9F 24,1
28-34 CC-9G 63,4
35-39 CC-9H 127,4
40-41 CC-9l 58,2
42-46 CC-9J 42,4
47-51 CC-9K 36,3
52-60 CC-9L 19,0

A subfracdo CC-9H (127,4 mg), foi submetida a0 mesmo processo (coluna de
silica; 8,59; @= 1,0 cm) (Tabelas 15 e 16), resultando no isolamento de 13,3 mg da
mistura M6+M?7 (Fracdo CC-9H2).
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Tabela 15: Dados da cromatografia em coluna da fracdo CC-9H

Solvente Fracdes coletadas Volume somado
(mL)
Hex:CHCI3; 90% 1 30
CHCI;3 100% a CHCI3:AcOEt 2% 2-8 200
CHCI3:AcOEt 5% a CHCI3:AcOEt 10% 9-10 100
CHCI3:AcOEt 10% a CHCI3:AcOEt 20% 14-15 100
CHCIl3:AcOEt 30% a CHCI3:AcOEt 50% 16-25 200
CHCIl3:AcOEt 60% a CHCI3:AcOEt 90% 26-31 230
AcOEt 100% a AcOEt:MeOH 5% 32-40 180
AcOEt:MeOH 10% a AcOEt:MeOH 50% 41-45 140

Tabela 16: Dados do fracionamento em CC de CC-9H

Juncéo Cadigo Massa (mg) Substancia
isolada
1-8 CC-9H1 9,0
9-11 CC-9H2 13,3 M6+M7
12-14 CC-9H3 31,9
15-20 CC-9H4 19,2
21-26 CC-9H5 17,9
27-45 CC-9H6 8,5

3.2.2.2.3. SUBFRACAO CLOROFORMICA ACETATO DE ETILA (MPCA)

Parte da fracdo MPCA (523,1 mg) foi submetida a filtragdo em Sephadex LH 20
(@= 2,0 cm) somente com metanol, resultando em 71 fracGes de aproximadamente 2 mL
que foram agrupadas de acordo com semelhanca observada em CCD, conforme mostrado
na tabela 17. A fracdo CA-8 apresentou um perfil simples quando submetida a CCD e
apos as analises de RMN, foi identificada a substancia M8 (21,0 mg). O esquema 6, a

sequir, ilustra o processo de isolamento dos compostos dessa fracéo.
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Fracao Cloroférmica-acetato de etila
(MPCA) (523,1 mg)

| 71 fragoes |

[ |

CA-4 (102,1 mg) CA-8 (21,8 mg)
47 fragdes N
M8
CA-4D
(22,3 mg)
N
M6+M7

Esquema 6: Estudo da fragdo cloroférmica-acetato de etila (MPCA)

Tabela 17: Dados da filtracdo em Sephadex LH 20 da fracdo MPCA.

Juncéo Cadigo Massa (mg) Substancia
Isolada

1-6 CA-1 6,7
7-9 CA-2 4,6

10-11 CA-3 3,8

12-17 CA-4 102,1

18-19 CA-5 29,8

20-27 CA-6 32,2

28-31 CA-7 80,3

32-34 CA-8 21,0 M8

36-42 CA-9 23,5

43-48 CA-10 33,2

49-53 CA-11 24,2

54-62 CA-12 21,9

63-66 CA-13 71,4

67-71 CA-14 11,0
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A fracdo CA-4 (102,1 mg) foi submetida a uma filtragdo em Sephadex LH 20 (&=
1,0 cm) com metanol, resultando em 47 fracOes de aproximadamente 2 mL que foram
agrupadas de acordo com semelhanca observada em CCD, conforme tabela 18. A
subfracdo CA-4D resultou no isolamento da mistura de substancias M6+M7 (22,3 mg). A

mistura foi submetida a diversas tentativas de separacéo, porém sem sucesso.

Tabela 18: Dados da filtracdo em Sephadex LH 20 da fracdo CA-4

Juncéo Cadigo Massa (mg) Substancia
Isolada
1-8 CA-42 10,8
9-10 CA-4B 13,2
11-15 CA-4C 14,2
16-18 CA-4D 22,3 M6+M7
19-23 CA-4E 21,3
26-33 CA-4F 16,1

As fragdes CA-7 (80,3 mg) e CA-13 (71,4 mg) foram submetidas a uma filtragdo

em Sephadex LH 20, sem o isolamento de substancias puras.
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3.2.2.2.4. SUBFRACAO CLOROFORMICA METANOLICA (MPCM)

Parte da fracdo MPCM (499,1 mg) foi submetida a filtracdo em Sephadex LH 20
(@= 2,0 cm) somente com metanol, resultando em 199 fraces de aproximadamente 2 mL.
As fragBes que obtiveram o mesmo perfil cromatografico em CCD foram reunidas,
conforme mostrado na tabela 19.

Tabela 19: Dados da filtracdo em Sephadex LH 20 da fracdo MPCA.

Juncéo Caddigo Massa (mg)
1-18 CM-1 40,3
18-36 CM-2 53,4
37-50 CM-3 55,1
51-80 CM-4 75,6
81-107 CM-5 58,3
108-121 CM-6 39,2
122-128 CM-7 33,1
129-157 CM-8 29,4
158-171 CM-9 57,2
172-199 CM-10 154

As fragdes CM-4 (75,6 mg), CM-5 (71,4 mg) e CM-9 (57,2 mg) foram submetidas

a uma filtracdo em Sephadex LH 20, sem o isolamento de substancias puras.
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3.2.2.3. FRACAO ACETATO DE ETILA (MPA)

Para o desenvolvimento do processo de purificacdo cromatografica, a fracdo acetato
de etila (21,5g) foi solubilizada em metanol; nesse ponto observou-se a formacdo de um
precipitado solido amarelado que foi separado e enviado para analises espectroscopicas,
resultando no isolamento da substancia M9 (19,3 mg).

Apés a retirada do precipitado, parte da fragdo MPA (566,0 mg), foi submetida a
uma filtracdo em Sephadex LH 20 (&=1,5 cm) somente com metanol, resultando em 126
fracOes de aproximadamente 2 mL. As fragdes coletadas foram reunidas e codificadas de
acordo com as semelhancas observadas em CCD (tabela 20). O esquema 7, a seguir,

ilustra o processo de isolamento dos compostos dessa fracao.

Fracdo Acetato de Etila
(MPA) (566,0 mg)

126 fragoes |

[ |

A-4 (115,7 mg) A-8 (68,1 mg) A-9 (20,7 mg)
71 fragdes | | 47 fragdes | 18 fragdes
A-4A A-8B A-8D A-8E CA-4D
(4.8 mg) (4,1 mg) (10,3 mg) (12,7 mg) (3,1 mg)
M9 M10 Mi11 M11+M12 M11+M13

Esquema 7: Estudo da frag&o acetato de etila (MPA).
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Tabela 20: Dados da filtragdo em Sephadex LH 20 da fracdo MPA.

Fracdes Cadigo Massa (mg)
1-11 A-1 4,6
12-16 A-2 17,1
17-20 A-3 31,4

21-28 A-4 115,7
29-35 A-5 71,5
36-37 A-6 16,1
38-40 A-7 13,3
41-52 A-8 68,1
53-60 A-9 20,7
61-64 A-10 18,3
65-94 A-11 16,9
95-102 A-12 26,6
103-126 A-13 6,7

A fragdo A-4 (115,7 mg) foi submetida a uma filtragdo em Sephadex LH 20
(?=1,0cm) usando somente metanol como eluente, onde foram coletadas 71 fracGes e
reunidas em 8 fracdes de acordo com as semelhancas observadas em CCD. Nesse

processo, o isolamento da substancia M9 foi realizado (Fragdo A-4A) (Tabela 21).

Tabela 21: Dados da filtracdo em Sephadex em CC de A-4

Juncéo Cadigo Massa (mg) Substancia
isolada
1-8 A-4A 4,8 M9
9-13 A-4B 9,2
14-15 A-4C 7,8
16-20 A-4D 7,5
21-25 A-4E 5,6
26-30 A-4F 7,2
31-35 A-4G 4,9
36-71 A-4H 4,8
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A fragdo A-8 (68,1 mg) foi submetida a uma filtragho em Sephadex LH 20
(@=1,0cm) usando somente metanol como eluente, coletando-se 47 fragbes que foram
reunidas em 8 fragcdes de acordo com as semelhancas observadas em CCD. Observou-se a
presenca de um precipitado na subfracdo A-8B, que levou ao isolamento da substancia
M10, enquanto que nas subfracdes A-8D e A-8E resultaram no isolamento da substancia
M11 e da mistura de substancias M11+M12 (Tabela 22).

Tabela 22: Dados da filtracdo em Sephadex em CC de A-8

Juncéo Cadigo Massa (mg) Substéncia
isolada
1-5 A-82 9,9
11-15 A-8B 4,1 M10
16-20 A-8C 4,9
21-25 A-8D 10,3 M11
26-31 A-8E 12,7 M11+M12
32-38 A-8F 53
39-41 A-8G 2,4
42-47 A-8H 2,0

A fracdo A-9 (20,7 mg) foi submetida a uma filtragdo em Sephadex LH 20
(@=1,0cm) usando somente metanol como eluente, onde foram coletadas 18 fracGes e
reunidas em 4 fragbes de acordo com as semelhancas observadas em CCD. Nesse

processo, o isolamento das substancias M11+M13 foi realizado (Tabela 23).

Tabela 23: Dados da filtracdo em Sephadex em CC de A-9

Juncéo Cadigo Massa (mg) Substancia
isolada
1-4 A-9? 51
5-9 A-9B 3,1 M11+M13
10-15 A-9C 2,0
16-18 A-9D 8,2
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3.2.2.4. FRACAO BUTANOLICA (MPB)

Antes do processo de purificacdo cromatografica, a fracdo butandlica foi
solubilizada em metanol, formando um precipitado sélido amarelado (M9), de massa igual
a 34,7 mg, que foi enviado para analises espectroscopicas.

Parte da fracdo MPB (540,2 mg) foi submetida a filtracdo em Sephadex LH 20 (&=
2,0 cm) somente com metanol, resultando em 136 fracOes de aproximadamente 2 mL. As
fragdes que obtiveram o mesmo perfil cromatografico em CCD foram reunidas, conforme

mostrado na tabela 24.

Tabela 24: Dados da filtracdo em Sephadex LH 20 da fracdo MPB.

Fractes Cddigo Massa (mg)
1-5 B-1 6,3
6-13 B-2 12,5
14-24 B-3 23,6
25-29 B-4 31,1
30-37 B-5 29,3
38-42 B-6 45,9
43-49 B-7 46,1
50-64 B-8 74,4
65-80 B-9 99,2
81-96 B-10 39,2
97-116 B-11 36,4
117-136 B-12 20,1

As fracbes B-6 (45,9 mg), B-7 (46,1 mg), B-8 (74,4 mg) e B-9 (99,2 mg) foram
submetidas a uma filtracdo em Sephadex LH 20, resultando em complexas misturas de

acucares.
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3.2.2.5. FRACAO HIDROMETANOLICA (MPM)

A fracdo hidrometandlica foi solubilizada em &gua, antes do processo de
purificacdo cromatogréafica, formando um precipitado sélido amarelado (M9), com massa
de 2,510 g, sendo enviado para analises espectroscopicas.

O esquema 8, a sequir, ilustra o processo de isolamento dos compostos da fracdo
hidrometanolica, na qual parte (601,8 mg) foi submetida a um fracionamento em Sephadex
LH-20 usando como eluentes 4gua e metanol em gradiente crescente de polaridade,
resultando em 205 fragOes agrupadas de acordo com semelhanca observada em CCD
(Tabela 25). Nesse procedimento foi possivel o isolamento da substancia M9 como pode

ser observado na Tabela 26.

Frac¢ao hidrometanolica
(MPM) (7,11 g)

| 205 fragoes

M16 (13,3 mg)

M9

Esquema 8: Estudo da fracdo hidrometandlica (MPM).

Tabela 25: Dados do fracionamento em Sephadex LH 20 da fragdo MPM

Solvente Fracdes coletadas Volume somado (mL)
H,0 100% 1-102 60
MeOH:H,0 75% 103-129 40
MeOH:H,0 50% 130-149 30
MeOH:H,0 25% 150-186 60
MeOH 100% 187-205 50
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Tabela 26: Dados das juncdes das fracdes obtidas no fracionamento em Sephadex
LH 20 da fracdo MPM

Juncoes Cadigo Massa (mg) Substéncia
Isolada
1-11 M-1 23,2
12-20 M-2 28,3
21-26 M-3 12,4
27-37 M-4 29,3
38-41 M-5 16,2
42-45 M-6 15,2
46-55 M-7 24,2
56-67 M-8 20,1
68-82 M-9 36,5
106-116 M-10 67,3
117-125 M-11 34,1
126-136 M-12 50,1
137-149 M-13 38,2
150-156 M-14 15,1
157-165 M-15 34,1
166-187 M-16 26,0 M9
188-194 M-17 12,5
194-205 M-18 11,4

As demais fracdes apresentaram perfil bastante complexo em CCD, além de
dificuldade de solubilizacdo nos solventes testados (hexano, diclorometano, cloroférmio,
acetato de etila, metanol e agua, puros e em mistura), fato que impossibilitou o estudo das

mesmas.
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3.3. ATIVIDADES BIOLOGICAS

3.3.1. ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA

A avaliacdo da atividade antiproliferativa do extrato bruto, fracbes e de uma
substancia isolada, a xantona mangiferina, foi realizada contra diversas linhagens de

células tumorais humanas.

3.3.1.1. LINHAGENS CELULARES

Para a realizacdo da triagem in vitro foram utilizadas linhagens de células tumorais
humanas de rim (786-0), melanoma (UACC-62), leucemia (K562) mama (MCF-7), ovério
(OVCAR-3), prostata (PC-3), colon (HT29), pulmédo (NCI-H460), glioma (U251), ovéario
resistente (NCI-ADR/RES) e células normais de queratinécito humano (HaCat) cedidas
pelo Instituto Nacional do Cancer (NCI/EUA, Frederick MA). Todas as linhagens foram
cultivadas em RPMI 1640 com 5% de soro fetal bovino inativado (SFB) e 1% de
penicilina/estreptomicina (1000U/mL:1000ug/mL), em atmosfera de 5% de CO,, a 37°C e

ambiente Umido.

3.3.1.2. TESTE DE ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA EM CULTURA DE
CELULAS TUMORAIS HUMANAS

Células tumorais humanas (100 pL suspensdo celular.compartimento™, densidade
de inoculagdo entre 3x10* e 6,5x10* cel mL™) foram expostas a diferentes concentracées
das amostras em DMSO/RPMI/SFB 5% (0.25, 2.5, 25 and 250 pug mL™) e incubadas a
37°C, 5% de CO,, em ambiente Umido, por 48h. A concentracdo final de DMSO néo
afetou a viabilidade celular. No momento da adi¢do das amostras (T0) e ap6s o periodo de
exposicdo (T1), as células foram fixadas com acido tricloroacético 50% e a proliferacdo
celular foi determinada através da quantificacdo espectrofotométrica (540 nm) do contetido
proteico celular usando-se o teste de sulforrodamina B.** A partir da curva de proliferacéo
celular em funcdo da concentracdo de amostra, calculou-se a concentracdo efetiva Gls
(concentracdo necessaria para inibir 50% da proliferacdo celular) através de regressdo nao

linear usando o software ORIGIN 7.5 (OriginLab Corporation).
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3.3.2. ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA EM FORMAS EPIMASTIGOTAS E
TRIPOMASTIGOTAS DE Trypanosoma cruzi

3.3.2.1. ENSAIOS DE TOXIDADE CELULAR

Os ensaios de atividade contra T. cruzi e citotoxicidade foram realizados sob
coordenacdo do Prof. Dr. Celso V. Nakamura (UEM). Os ensaios de toxicidade celular
foram realizados com a linhagem LLCMK; (células epiteliais de rim de Macaca mulata).
As células foram mantidas em meio DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) e L-glutamina 2 mM, 50 mg/mL de gentamicina e tamponado com bicarbonato de
sodio até pH 7,6, de acordo com metodologia da American Type Culture Collection
(ATCC®). Em seguida, a cultura foi incubada em garrafas plasticas especificas para
cultura de células a 37 °C e 5% de CO,, em estufa umidificada, para obtencdo das células
para ensaios.

Para avaliar o efeito citotdxico sobre a linhagem LLCMK; foi empregado o método
de reducdo do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-fenil-tetraz6lio). Apos sua
interacdo com desidrogenases mitocondriais, 0 MTT é convertido em formazan e, assim,
deixa de ser um sal hidrossoluvel e incolor, tornando-se um precipitado purpura
(Mossmann, 1983). Partindo-se de uma suspensdo com 2,5 x 10° células/mL, em placa de
96 pocos incubada por 24 h a 37 °C e 5% de CO, obteve-se, apds confluéncia, uma
monocamada de células. Entdo, diferentes concentracdes dos compostos em teste, em
DMEM, foram adicionadas e incubou-se por mais 96 h. Em seguida, a monocamada foi
lavada com PBS e a solugdo de MTT (1 mg/mL) foi adicionada. Deixou-se por 4 h em
reacdo no escuro e em estufa umidificada. Ap6s este periodo, adicionou-se DMSO para
solubilizar os cristais de formazan. As placas foram lidas em leitor de ELISA (Bio-Tek-
FL-600 Microplate Fluorescence Reader) a 570 nm. A concentracdo dos compostos com
capacidade de reduzir em 50% a densidade Optica das células tratadas, em comparacao
com o controle, foi determinada pelo célculo da concentragdo citotdxica para 50% das
células (CCsp). Foram realizados trés experimentos independentes em duplicata para cada

ensaio.
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3.3.2.2. ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA in vitro EM FORMAS
EPIMASTIGOTAS DE T. cruzi.

Para o ensaio antiproliferativo, ressuspenderam-se em meio LIT suplementado com
10% de SFB as formas epimastigotas de T. cruzi, em fase exponencial de crescimento (96
h), 0 que resultou na concentragdo de 1,0 x 10° parasitos/mL. Em placas de 24 pocos, foi
adicionado, em cada compartimento, 900 pL da suspensdo descrita, bem como 100 pL de
meio LIT, na presenca ou ndo de diferentes concentra¢fes dos compostos a serem testados.
As placas foram incubadas a 28 °C por 96 h e, em seguida, avaliou-se 0 crescimento
celular através da contagem dos parasitos em cémara de Neubauer observada em
microscopio optico. Para mensurar o efeito antiproliferativo, foi tomado o percentual de
inibicdo de crescimento dos parasitos em relacdo ao controle em 50% (ICso9). A substancia
de referéncia utilizada como controle foi o Benzonidazol®. Foram realizados trés

experimentos independentes em duplicata para cada ensaio.
3.3.2.3. VIABILIDADE in vitro EM FORMAS TRIPOMASTIGOTAS DE T. cruzi.

O sobrenadante da cultura de células LLMCK; no pico parasistémico (sexto dia de
infeccdo) foi centrifugado para obtencéo das formas tripomastigotas de T. cruzi. A seguir,
as mesmas foram ressuspensas em meio DMEM, chegando-se a uma concentracdo de 1,0 X
10" parasitos/mL. Cada compartimento das placas de 96 pocos utilizadas para o ensaio
recebeu, além da suspensdo de protozoarios, uma aliquota dos compostos a serem
avaliados em diferentes concentracdes, e também dos controles positivo (Benzonidazol®)
e negativo (somente meio DMEM). Entdo, as placas foram incubadas por 24 h a 37 °C e
atmosfera de 5% de CO, em estufa umidificada. A contagem dos parasitos foi realizada de
acordo com o método de Pizzi-Brener (Brener, 1962). De cada poco previamente
homogeneizado foi transferido 5,0 uL para uma lamina de vidro, que foi coberta por uma
laminula e procedeu-se a contagem de 50 campos em microscépio Optico. Dessa forma, foi
possivel quantificar o numero de tripomastigotas em movimento, dado que foi utilizado
para calcular a concentracédo de droga capaz de reduzir em 50% a viabilidade dos parasitos
(ECs0). Foram realizados trés experimentos independentes em duplicata para cada ensaio.
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3.3.3. ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA EM FORMAS PROMASTIGOTAS E
AMASTIGOTAS AXENICA DE Leishmania amazonensis.

3.3.3.1. PARASITOS E MACROFAGOS

Os ensaios de atividade contra L. amazonensis e citotoxicidade foram realizados
sob coordenacédo do Prof. Dr. Celso V. Nakamura (UEM). As formas promastigotas (cepa
WHOM/BR/75/JOSEFA) foram mantidas e cultivadas em meio Warren (infusdo de
cérebro e coragdo “Difco®” adicionado de hemina e &cido folico), pH 7, suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB — Gibco) e incubados a 25 °C.

As formas amastigotas axénicas foram obtidas a partir de cultura de promastigotas e
cultivadas em meio Schneider (Sigma, St Louis, MO, USA), pH 4, suplementado com 20%
de SFB e incubados a 32 °C (Ueda-Nakamura et al., 2001).

Os macrdéfagos (linhagem J774.A1) foram mantidos em meio RPMI 1640 (Roswell
Park Memorial Institute medium - Sigma, St Louis, MO, USA), pH 7, suplementado com
10% de SFB e incubados a 37 °C, em tenséo de 5% de CO..

3.3.3.2. ENSAIOS ANTIPROLIFERATIVOS in vitro

O ensaio de atividade antiproliferativa in vitro contra formas promastigotas e
amastigotas axénicas de L. amazonensis foi realizado como descrito por Britta e
colaboradores (2012), no qual 1x10° promastigotas em fase log de crescimento (48h),
foram colocadas na presenca de concentracdes crescentes dos extratos e compostos
isolados, previamente solubilizados em, no maximo, 10% de DMSO (dimetilsulfoxido -
Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA) para os extratos e 1% para 0S compostos
isolados, em placas estéreis de 24 pocos. O mesmo foi feito com amastigotas axénicas em
fase log do crescimento (72h), em placas estéreis de 12 pocos. Apds incubacdo de 72h, em
25 e 32°C para promastigotas e amastigotas axénicas, respectivamente, a contagem de
células foi feita em hemocitdmetro. A média dos resultados de trés experimentos
independentes foram plotados em um grafico relacionando concentracdo do composto e
porcentagem de inibicdo do crescimento, para calculo da concentracdo capaz de inibir 50%

do crescimento do parasito em relagéo ao controle (ICsp).
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3.3.3.3 ENSAIO DE CITOXICIDADE in vitro

O ensaio citotdxico in vitro em macrdfagos de linhagem J774.A1 foi descrito por
Volpato e coloboradores (2013), no qual 5x10° macréfagos de linhagem J774.A1 em fase
log do crescimento (72h) foram plaqueados em placa estéril de 96 pocos e incubados por
24h, a 37°C e atmosfera contendo 5% de CO,. Apos esse periodo de aderéncia das células
nos poc¢os, o sobrenadante foi retirado e foram adicionadas concentracdes crescentes dos
extratos e compostos isolados. Os resultados foram obtidos, apds 48h de incubacédo nas
mesmas condicdes citadas anteriormente, por meio da metodologia de redugdo do MTT
(Amresco®) (brometo de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il) - 2,5-difenil tetrazolio). Para isso, as
substancias e os materiais em suspensao foram retirados e os pocos foram lavados com
PBS (phosphate-buffered saline), sendo adicionado, posteriormente, 50uL de MTT
(2mg/mL PBS) e incubados na auséncia de luz. Apos 4h, foram adicionados 150 pL de
DMSO para romper as celulas e solubilizar os cristais de puarpuras de formazan,
provenientes do MTT metabolizado pelas enzimas mitocondriais das células viaveis,
seguindo-se da leitura em espectrofotometro (BIO-TEK Power WaveXS
spectrophotometer) a 570 nm (Mosmann, 1983). Os resultados de trés experimentos
independentes foram plotados em um gréfico relacionando porcentagem de células
inviaveis e concentracdo do composto, determinando-se assim a concentracdo de droga

capaz de inviabilizar 50% das células aderidas (CCsp) em relacdo ao controle.

50| Pagina



Dissertacdo de Mestrado

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE M1+M2

A mistura M1+M2 foi isolada das fracGes hexanica (22,9 mg, proporcao 9:1) e
cloroférmica-hexanica (10,3 mg, proporcéo 8:2) na forma de um sélido amarelado soltvel
em cloroférmio.

No cromatograma obtido na andlise por CG-EM para a amostra observa-se a
presenca de duas substancias, com tempos de retencdo de 24,83 min. e 25,94 min., como
pode ser observado na Figura 1 (anexo). O tempo de retencdo 24,83 min., refere-se a
substancia M1 que apresentou o pico do ion molecular em m/z 440, pico base em m/z 55 e
um pico em m/z 83 representando a perda de parte da cadeia lateral da molécula (Figura 2,
anexo).

O espectro de RMN *H (Figuras 3, 4 e 5, anexo) para a substancia majoritaria M1,
apresentou um singleto largo em &y 4,71 e um dupleto em &y 4,66 com constante de
acoplamento de 1,2 Hz caracteristico de acoplamento geminal, correspondentes aos
hidrogénios olefinicos da dupla terminal H-31. Também foram observados dupletos em dy
0,92 (J = 6,3 Hz), 64 1,03 (J = 6,6 Hz) e 1,02 (J = 7,2 Hz) referentes aos hidrogénios H-21
metilicos, H-26 e H-27. Na regido de 6y 1,00 a d4 0,69 observaram-se os singletos
referentes aos hidrogénios ligados dos metilas C-18, C-19, C-28, C-29 e C-30, além de
sinais sobrepostos que foram atribuidos aos hidrogénios metilénicos e metinicos. O dupleto
de dupletos em oy 3,24 (J = 5,5 e 7,0 Hz) se refere ao hidrogénio ligado ao carbono
carbindlico C-3.

Nos espectros de RMN de **C e DEPT (Figura 6, anexo) foram observados quatro
sinais na regiao de carbonos olefinicos em . 157,1 (C-24), 6. 134,6 (C-8), 6. 134,6 (C-9) e

o 106,1 (C-31), referentes a trés carbonos ndo ligados a hidrogénio e a um metinico,

51|Pagina



Dissertacdo de Mestrado

juntamente com o sinal em J; 79,2 correspondente ao carbono carbinélico C-3. Os sinais
com deslocamentos em 28,2, 24,5, 22,2 22,1, 19,4, 18,9, 16,0 e 15,6 ppm foram atribuidos
aos metilas C-29, C-28, C-26, C-27, C-19, C-21, C-18 e C-30 respectivamente.

Foram observadas através do mapa de contornos HSQC (Figura 7, anexo), as
correlagfes entre os deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono que auxiliaram nas
atribuicdes e na confirmacéo da estrutura para esta substancia.

No mapa de contornos HMBC (Figura 8, anexo), foi observada a correlagédo entre
os hidrogénios em oy 4,66 e 6y 4,71 com os carbonos em ¢ 31,5 (C-23) e 34,0 (C-25).
Também foi observada a correlacdo do hidrogénio em 6y 3,24 com os carbonos em d¢ 28,2
(C-30) e 15,6 (C-31). As principais correlagdes se encontram na Tabela 27.

Tabela 27: Principais correlagdes heteronucleares *H x **C observadas no mapa
de contornos HMBC para M1

on dc
3,24 (H-3) 28,2 (C-29) e 15,6 (C-30)
0,98 (H-19) 134,6 (C-9)
2,23 (H-25) 106,1 (C-31)
4,66 (H-31a) e 4,72 (H-31b) 31,5 (C-23) e 34,0 (C-25)
0,88 (H-28) 134,6 (C-8)

Os dados de RMN *H e de *3C para M1 foram comparados com os da literatura
(Shirane, 1990) para o triterpeno eburicol (24-metileno-24,25-diidrolanosterol) e foram

concordantes, conforme Tabela 28, a seguir.
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Tabela 28: Dados de RMN de *H e de RMN de **C para o composto M1 e para o

eburicol
Substancia M1 Eburicol*

C oy (mult.; J em Hz) 6c / DEPT &y (mult.;; JemHz) &c/DEPT
1 35,8 (CHy) 35,6 (CHy)
2 28,0 (CH,) 27,9 (CH,)
3 3,24 (dd; 4,8e11,4)  792(CH)  3,24(dd;55e7,0) 79,0 (CH)
4 39,1 (C) 38,9 (C)

5 50,6 (CH) 50,4 (CH)
6 18,7 (CH,) 18,3 (CH,)
7 26,7 (CHy) 26,5 (CHy)
8 134,6 (C) 134,4 (C)
9 134,6 (C) 134,4 (C)
10 37,2 (C) 37,0 (C)

11 21,1 (CH,) 21,0 (CHyp)
12 31,2 (CH,) 31,1 (CH,)
13 44,7 (C) 44,5 (C)

14 50,0 (C) 49,8 (C)

15 31,0 (CHy) 30,9 (CH,)
16 28,4 (CH,) 28,2 (CH,)
17 50,6 (CH) 50,4 (CH)
18 0,69 (s) 16,0 (CHs) 0,70 (s) 15,8 (CH3)
19 0,98 (s) 19,4 (CHy) 0,98 (s) 19,2 (CHs)
20 36,7 (CH) 36,5 (CH)
21 0,92 (d; 6,2) 18,9 (CHs) 0,93 (d; 6,2) 18,7 (CHs)
22 35,2 (CHy) 35,0 (CHy)
23 31,5 (CH,) 31,3 (CHy)
24 157,1 (C) 156,9 (C)
25 2,23 (M) 34,0 (CH) 2,22 (m) 33,8 (CH)
26 1,03 (d; 6,6) 22,2 (CHy) 1,03 (d; 6,8) 22,0 (CHs)
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27 1,02 (d; 7,2) 22,1 (CH,) 1,03 (d; 7,0) 21,9 (CH,)

28 0,88 (s) 24,5 (CHy) 0,88 (s) 24,3 (CHs)

29 1,00 (s) 28,2 (CHy3) 1,01 (s) 27,8 (CHy)

30 0,81 (s) 15,6 (CHs) 0,81 (s) 15,4 (CHs)

31 4,66 (d; 1,2) 106,1 (CH,) 4,67 (d; 1,4) 105,9 (CH5)
4,71 (s) 4,72 (s)

(6-ppm; 300,06 e 75,5 MHz, CDCl3; *-ppm; 500 e 125 MHz, CDCly)

Para a substancia M2, o espectro de massas para 0 pico com tempo de retencdo
25,94 min. (Figura 9, anexo), apresentou o pico do ion molecular em m/z 440 e pico base
em m/z 96.

O espectro de RMN 'H (Figuras 3, 4 e 5, anexo) apresentou 0s mesmos sinais para
os hidrogénios da dupla geminal (H-3) e para os hidrogénios H-21, H-26, H-27. O
multipleto em 8y 3,29 foi atribuido ao hidrogénio carbindlico H-3. Adicionalmente, foram
observados dois dupletos em 6y 0,55 e 64 0,33, ambos com J = 4,0 Hz, correspondente ao
carbono metilénico C-109.

Foram observados nos espectros de RMN de *C e DEPT (Figura 6, anexo), dois
sinais na regido de carbonos olefinicos em . 157,1 (C-24) e 6. 106,1 (C-31), juntamente
com o sinal em 8. 79,0 correspondente ao carbono carbindlico C-3. Também foram
observados sinais com deslocamentos em 25,6, 22,2, 22,1, 19,5, 18,5, 18,3, 14,2 ppm,
correspondendo respectivamente aos carbonos metilicos C-28, C-26, C-27, C-30, C-21, C-
18 e C-29.

Através do mapa de contornos HSQC (Figura 7, anexo), observou-se as
correlagdes entre os deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono que ajudaram nas
atribuicbes e na confirmagdo da estrutura para a substancia, enquanto que no mapa de
contornos HMBC (Figura 8, anexo), foram observadas correlagbes semelhantes as
atribuidas anteriormente para M1.

Desta forma, os dados de RMN *H, **C e DEPT de M2 foram comparados com os
dados constantes na literatura (Lee et al, 2010) para o triterpeno 24-metilenocicloartenol e
foram concordantes (Tabela 29).
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Tabela 29: Dados de RMN de *H e de RMN de **C para o composto M2 e para
0 24-metilenocicloartenol

Substancia M2

24-metilenocicloartenol *

C
1
2
3
4
3)
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

20
21
22
23
24
25
26
27

on (mult.; J em Hz)

3,29 (m)

0,56 (1H; d; 4,0)
0,33 (1H; d; 4,0)

1,02 (2H; d; 6,9)
1,03 (3H; d; 6,6)

3c/DEPT
32,2 (CHy)
30,6 (CHy)
79,0 (CH)
40,7 (C)
47,3 (CH)
21,3 (CHy)
26,7 (CHy)
48,2 (CH)
20,2 (C)
26,2 (C)
26,7 (CHy)
33,1 (CHy)
455 (C)
49,0 (C)
35,8 (CH,)
28,4 (CHy)
52,5 (CH)
18,3 (CHy)
30,1 (CHy)

36,3 (CH)
18,5 (CHs)
35,2 (CH,)
31,5 (CHy)
157,1 (C)
34,0 (CH)
22,1 (CHs)
22,1 (CHy)

on (mult.; J em Hz)

3,29 (dd; 4,6 e 11,5)

0,56 (d; 4,0)
0,33 (d; 4,0)

1,02 (d; 6,5)
1,03 (d; 6,5)

3c/DEPT
32,2 (CH,)
30,6 (CH,)
79,1 (CH)
40,7 (C)
47,3 (CH)
21,3 (CHy)
26,7 (CHy)
48,2 (CH)
20,2 (C)
26,3 (C)
26,7 (CHy)
33,1 (CH,)
455 (C)
49,0 (C)
35,8 (CH,)
28,4 (CHy)
52,5 (CH)
18,2 (CHa)
30,1 (CH,)

36,3 (CH)
18,5 (CHs)
35,2 (CH,)
31,5 (CHy)
157,1 (C)
34,0 (CH)
22,2 (CHs)
22,1 (CHy)
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28 25,6 (CHs) 25,6 (CHs)
29 14,2 (CHs) 14,2 (CHy)
30 19,5 (CHs) 19,6 (CHa)
31 4,73 (s) 106,1 473 (s) 106,1
4,68 (d; 1,5) (CHy) 4,68 (d; 1,5) (CHy)

(5-ppm; 300,06 e 75,5 MHz, CDCls; *3-ppm; 500 e 125 MHz, CDCl5)

Ferreira e colaboradores (2000) demonstraram através de modelos experimentais in
vitro que esse triterpeno apresenta efeitos analgésicos, com atividade superior a do
diclofenaco, medicamento que apresenta acdo sobretudo analgésica e antiinflamatoria,
além de moderada atividade contra P. falciparum, parasito transmissor da maléria
(Onguene, 2013).
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4.2. ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE M3+M4+M5

2
17 3 »
1 A N > 22
L 2
3 19
HO N .
(M3) HO™ ;
6

(M4) HO™ 3

(M5)

Das fragdes hexanica (23,6 mg) e subfracdo cloroférmica-hexanica (30,3 mg) de M.
picta, foi isolada na forma de um sélido branco soltvel em cloroférmio, a mistura
M3+M4+M5 na proporgao 16:8:1.

No cromatograma obtido na analise por CG-EM (Figura 10, anexo) da amostra
observa-se a existéncia de trés substancias, com tempos de retencdo de 22,08 min., 22,62
min. e 23,69 min. O espectro de massas para a substancia M3 com o tempo de retencao
23,69 min. (Figura 11, anexo), apresentou o pico do ion molecular em m/z 414, e o pico
base em m/z 104. Para a substancia M4 com tempo de retengdo 22,62 min. (Figura 12,
anexo), o pico do ion molecular ocorre em m/z 412 e o pico base em m/z 55, enquanto que
para a substancia M5 com tempo de retencdo 22,08 min. (Figura 13, anexo), 0S mesmos
ocorrem em m/z 400 e em m/z 107.

O espectro de RMN *H (Figura 14, anexo) apresentou um multipleto entre &, 3,48
a oy 3,59 correspondente ao hidrogénio carbinolico H-3 e sinais na regido de hidrogénios
olefinicos, entre dy 5,35 e oy 5,37 atribuidos ao H-6 (M4). Os sinais na regido entre oy
4,98 e oy 5,20 (M4 + M5 + M6) foram atribuidos aos hidrogénios H-22 e H-23, enquanto
os sinais encontrados na regido entre dy 0,67 a 6y 1,03 sdo caracteristicos de hidrogénios
de grupos metila.

No espectro RMN de *3C e DEPT (Figura 15, anexo) foram observados os sinais
atribuidos aos carbonos olefinicos C-6 em dc 122,0 e C-22 e C-23 em d¢ 138,5 ¢ 6c 29,5.
O sinal em ¢ 72,0 corresponde ao carbono carbindlico C-3.

Os dados espectrais da mistura foram comparados com os dados da literatura
(Goulart, 1993), sendo possivel concluir que a mistura isolada continha os esteroides 24a-
etil-colest-5-enol (M3), 24a-etil-colest-5,22-dienol (M4) e 24a-metil-colest-5-enol (M5),
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também conhecidos como sitosterol, estigmasterol e campesterol respectivamente (Tabela
30).
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Tabela 30: Dados de RMN de **C para a mistura M3, M4 e M5 e para 0s compostos

campesterol, sitosterol e estigmasterol

M3 M4 M5 Sitosterol*  Estigmasterol* Campesterol*
6c/ DEPT 6c/ DEPT 6c/DEPT  8c/DEPT  &c/DEPT oc/ DEPT
1 375(CH) 375(CH) 375(CH,) 37,2(CHy) 37,2 (CH,) 37,2 (CH,)
2 31,9(CH) 31,9(CH,) 31,9(CH,) 31,6 (CH,) 31,6 (CH,) 31,6 (CH,)
3  720(CH)  720(CH)  72,0(CH) 71,9 (CH) 71,9 (CH) 71,8 (CH)
4 42,4 (CH,) 42,4 (CHy) 42,4 (CH,) 42,3 (CH,) 42,3 (CHy) 42,3 (CHy)
5 140,9 (C) 140,9 (C) 140,9 (C)  140,7 (C) 140,7 (C) 140,7 (C)
6 1220(CH) 122,0(CH) 122,0(CH) 121,7(CH)  121,7 (CH) 121,7 (CH)
7  31,9(CH) 31,9(CH,) 31,9(CH,) 31,8(CH,) 31,8 (CH,) 31,9 (CH,)
8 321(CH) 321(CH)  321(CH) 31,8(CH) 31,8 (CH) 31,8 (CH)
9 50,3 (CH) 50,3 (CH) 50,3 (CH) 50,1 (CH) 50,1 (CH) 50,1 (CH)
10 36,4 (C) 36,4 (C) 36,4(C) 36,4 (C) 36,4 (C) 36,5 (C)
11  213(CH) 213(CHy) 21,3(CH,) 21,1(CHy) 21,1 (CH,) 21,1 (CHy)
12 40,0 (CH,)  39,9(CH,) 40,0 (CH,) 39,7 (CH,) 39,6 (CH,) 39,8 (CH,)
13 425(C) 42,5 (C) 425(C) 423(C) 42,3 (C) 42,3 (C)
14 570(CH)  57,0(CH)  57,0(CH) 56,7 (CH) 56,8 (CH) 56,7 (CH)
15 245(CHy) 245(CHy)  245(CH,) 24,3 (CHy) 24,3 (CH,) 24,3 (CHy)
16  28,5(CH,) 285(CH,)  285(CH,) 28,2 (CH,) 28,2 (CH,) 28,2 (CHy)
17 56,3(CH)  56,3(CH)  56,3(CH) 56,0 (CH) 55,9 (CH) 56,0 (CH)
18 12,1(CHs) 12,1(CHs;) 12,1 (CHs) 11,8 (CHs) 11,8 (CH3) 11,8 (CH3)
19 19,6 (CHs) 19,6 (CHs) 19,6 (CH3) 19,3 (CHa) 19,3 (CHy) 19,3 (CHy)
20 364(CH)  40,7(CH)  36,4(CH) 36,1(CH) 40,5 (CH) 36,1 (CH)
21  19,2(CHs) 21,4(CHs) 19,0 (CHs) 19,0 (CHs) 21,2 (CH3) 18,9 (CHy)
22 339(CH,) 1385(CH) 33,9(CH,) 339 (CH,) 138,4 (CH) 33,6 (CH,)
23 40,0(CH,) 1295(CH) 29,1 (CH,) 39,1 (CH,) 129,3 (CH) 28,9(CH,)
24  460(CH)  515(CH)  56,3(CH) 45,8 (CH) 51,2 (CH) 56,1 (CH)
25  294(CH)  321(CH)  29,4(CH) 26,0 (CH) 31,9 (CH) 29,7 (CH)
26  19,0(CHs) 19,2(CHs) 19,0 (CHs) 18,7 (CHs) 19,0 (CHs) 18,7 (CHy)
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27 196 (CHs) 19,2 (CHs) 19,6 (CHs) 19,8 (CHa) 19,0 (CH3) 19,8 (CHa)
28  233(CHs) 256 (CHs) 19,0 (CHs) 23,0 (CHa) 25,4 (CH,) 18,2 (CHy)
20  12,2(CHs) 12,5 (CHj) - 11,9 (CHa) 12,2 (CHa) -

(6-ppm; 75,5 MHz, CDCl3; *3-ppm; 75 MHz, CDCl,)

Os esteroides apresentam atividades anti-inflamatérias (Cechinel Filho, 2000) e
especificamente para o estigmasterol, ha& relatos de atividade antinociceptiva,

hipocolesterolémica e preventiva de cancer mamario e prostatico (Oliveira, 2007).
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4.3. ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE M6+M7

OCH;

A mistura das substancias M6 (majoritaria) e M7 foi isolada como um dleo
avermelhado das subfracGes cloroférmica-cloroférmica (13,3 mg) e cloroférmica-acetato
de etila (22,3 mg), nas proporc¢des 6:1 e 3:2, respectivamente.

No cromatograma obtido na anélise por CG-EM para a amostra observa-se a
existéncia de duas substancias, com tempos de retencdo de 16,82 min. e 17,96 min., como
pode ser observado na Figura 16 (anexo). O espectro de massas para a substancia M6,
com o tempo de retencdo de 16,82 min. (Figura 17, anexo), apresentou o pico do ion
molecular em m/z 272. Verifica-se um pico em m/z 241, correspondendo a uma perda de
um grupo oximetilénio e o pico base em m/z 240 representando a perda de um hidrogénio.

A analise do espectro de RMN de *H (Figuras 18, 19 e 20), para a substancia M6,
mostrou dupletos em &y 7,04 que foi atribuido ao H-a’ ¢ em oy 7,33, atribuido ao H-a,
ambos com constante de acoplamento de 16,2 Hz, indicando uma configuragéo trans para
esses hidrogénios. Também foram observados duplos dupletos em 6y 7,12 (J = 1,2 e 8,1
Hz) e em 64 6,77 (J = 1,2 e 8,1 Hz), além de um tripleto em 3y 6,93 (J = 8,1 Hz),
referentes aos hidrogénios H-4’, H-6" e H-5" respectivamente, sugerindo a presenca de um
anel aromatico 1, 2 e 3 substituido. O tripleto em dy 6,30 (J = 2,1 Hz), juntamente com 0s
multipletos em 6y 6,61 (H-2) e 6y 6,57 (H-6), sugerem a existéncia de um segundo anel
aromatico 1, 3 e 5 substituido. Os sinais em 6y 3,80 e oy 3,78 foram atribuidos aos
hidrogénios oximetilicos.

O espectro de RMN de *3C (Figuras 21 e 22) mostrou sinais correspondentes a
dupla ligagdo em 6c 130,9 (C-0’) ¢ 6c 124,1 (C-a) e sinais em oc 61,4 e dc 55,7,
correspondendo aos carbonos oximetilicos. Os sinais encontrados entre dc 125,5 e dc

101,8, foram atribuidos aos carbonos dos anéis aromaticos.
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Foram observadas através do mapa de contornos HSQC (Figuras 23 e 24, anexo),
as correlacdes entre os deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono que ajudaram nas
atribuicoes e na confirmacéo da estrutura para essa substancia.

Foi observado no mapa de contornos COSY (Figuras 25 e 26, anexo), O
acoplamento do hidrogénio H-4’ em &y 7,12 com o hidrogénio H-5" em &y 6,93. Também
observou-se a correlagdo do hidrogénio H-5’ em oy 6,93 com o hidrogénio H-6" em dy
6,77.

A posicdo dos grupos oximetilicos foi confirmada no mapa de contornos HMBC
(Figuras 27 e 28, anexo), onde se observou a correlacdo dos hidrogénios oximetilicos
localizados em &y 3,78 com o carbono C-5 em 8¢ 162,6 e entre os hidrogénios em oy 3,80
com o C-2’°, em &¢c 147,0. Foi observada ainda, a correlacdo dos hidrogénios H-6> em oy
6,76 € H-4> em &y 7,12 com o carbono C-2’ em 6¢ 147,0, do hidrogénio H-a’ em 6y 7,04
com os carbonos C-2 e C-9 em oc 106,7 e d¢c 104,9 respectivamente, bem como a
correlagdo do hidrogénio H-4 em &y 6,30 com o carbono dc 106,7. Essas e outras

correlagdes se encontram na Tabela 31.

Tabela 31: Principais correlagées heteronucleares *H x **C observadas no mapa
de contornos HMBC para M6

oH dc
7,04 (H- ) e 6,30 (H-4) 106,7 (C-2)
3,78 (OCHb) 162,6 (C-5)
7,04 (H- a’) ¢ 6,30 (H-4) 104,9 (C-6)
7,33 (H-), 3,80 (OCHs3), 7,12 (H-4") € 6,77 (H-6)’ 147,0 (C-2")
6,93 (H-5%) 151,5 (C-3°)
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COSY

HEABC

Figura IX: Principais correlagdes observadas nos mapas de contornos COSY e HMBC

para M6.

Os dados espectrais de M6 foram comparados com os dados da literatura (Guo,
2006) para o trans-3,3’di-hidroxi-2’,5-dimetdxiestilbeno ou foiumbeno C e foram
concordantes (Tabela 32). Desta forma foi possivel concluir que M6 trata-se deste

estilbeno.
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Tabela 32: Dados de RMN de *H e de RMN de **C para a substancia M6 e para o
foiumbeno C

Substéancia M6 Foiumbeno C
C oy (mult.; J em Hz) dc oy (mult.; J em Hz) dc
1 1411 1411
2 6,61 (m) 106,7 6,60 (t; 1,8) 106,8
3 159,8 159,8
4 6,30 (t; 2,1) 101,8 6,29 (t; 1,8) 101,9
5 162,6 162,6
6 6,57 (m) 104,9 6,57 (t; 1,8) 105,0
1’ 132,4 132,4
2 147,0 147,0
3’ 151,5 151,5
4 7,11 (dd; 8,1; 1,2) 117,9 7,10 (dd; 7,9; 1,5) 118,0
5’ 6,93 (t; 8,1) 125,6 6,92 (t; 7,9) 125,6
6 6,76 (dd; 8,1; 1,2) 116,7 6,76 (dd; 7,9; 1,5) 116,7
A 7,33 (d: 16,2) 124,1 7,31 (d; 16,4) 124,1
o 7,04 (d; 16,2) 130,9 7,02 (d; 16,4) 130,9
OCHjs 3,78 (s) 55,7 3,76 (s) 55,7
OCHjs 3,80 (s) 61,4 3,78 (5) 61,4

(5-ppm; 300,06 € 75 ,5 MHz, CD,0D; *3-ppm; 400 e 100 MHz, CD,0D)

O espectro de massas para a substancia M7, com o tempo de retencdo 17,96 min.
(Figura 29, anexo), apresentou o pico do ion molecular em m/z 302. Observou-se também
um pico em m/z 255 referente a perda de um grupo oximetilénico e de uma hidroxila.

O espectro de RMN de 'H (Figuras 18, 19 e 20, anexo) mostrou dupletos em &y
6,90 (J = 16,5 Hz) e oy 7,24 (J = 16,5 Hz), que foram atribuidos respectivamente ao H-o’ e
H-a, com constante de acoplamento indicando uma configuracdo trans para esses
hidrogénios. Observou-se ainda a presenga de dupletos em oy 6,63 (J = 8,7 Hz) e em 4y
7,24 (J = 8,7 Hz), correspondendo aos hidrogénios H-5" ¢ H-6 respectivamente, indicando
a presenga de um anel aromatico 1, 2, 3, 4 substituido. O tripleto em 6y 6,26 (J = 1,8 Hz),

juntamente com os multipletos em dy 6,54 e oy 6,57, sugerem a presenca de um anel
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aromatico 1, 3 e 5 substituido. Além disso, o espectro de RMN de *H mostrou sinais
referentes aos hidrogénios oximetilicos em 6y 3,87, 64 3,86 € o4 3,78.

O espectro de RMN de **C (Figura 21 e 22, anexo) apresentou sinais em ¢ 128,3
(C-0) e ¢ 124,0 (C-a), correspondentes a dupla ligacdo e sinais em éc 61,6, d¢c 61,1 ¢ d¢
55,6, correspondendo aos carbonos oximetilicos. Os demais sinais, encontrados entre 6¢
125,5 e 6¢ 101,8, foram atribuidos aos carbonos dos anéis aromaticos.

No mapa de contornos HSQC (Figuras 23 e 24, anexo), foram observadas as
correlagdes entre os deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono, colaborando nas
atribuicdes e na confirmacéo da estrutura para esta substancia.

Na anélise das correlagdes observadas no mapa de contornos COSY (Figuras 25 e
26, anexo), foi observado o acoplamento dos hidrogénios H-5 em &y 6,63 com o
hidrogénio H-6 em o 7,24.

Através do mapa de contornos HMBC (Figuras 27 e 28, anexo) foi estabelecida a
posicdo dos grupos oximetilicos, onde os hidrogénios localizados em 6y 3,78 apresentaram
correlagdo com o carbono C-5 em 6¢ 162,5 além das correlagdes do sinal em 6y 3,87 com 0
carbono C-2’, em 8¢ 152,7 € em 64 3,86 com C-3°, em d¢c 142,2. Também foi observada a
correlagdo dos hidrogénios H-5 em &y 6,63 com o carbono C-2 em doc 142,2, do
hidrogénio H-o’ em &4 6,90 com os carbonos C-2 em d¢c 106,5 e C-6 em ¢ 104,7 bem
como a correlacao do hidrogénio H-2 em 6y 6,57 com o carbono C- o’ em d¢ 128,3. Estas e

outras correlagdes estdo expostas na Tabela 33.

Tabela 33: Principais correlacées heteronucleares *H x **C observadas no mapa
de contornos HMBC para M7

on dc
6,63 (H-5") ¢ 3,86 (OCH3) 142,2 (C-3)
3,87 (OCH:) 153,0 (C-2°)
6,90 (H-a)) 106,4 (C-2) e 104,7 (C-6)
6,57 (H-2) 128,3 (C-a)
6,26 (H-4) 104,7 (C-6)
3,78 (OCHa) 162,5 (C-5)

65|Pagina



Dissertacdo de Mestrado

Cosy

HMBC

Figura X: Principais correlaces observadas nos mapas de contornos COSY e HMBC para
M?7.

Os dados espectrais de M7 foram comparados com os dados existentes na literatura
(Guo, 2006) para o trans-3,4’di-hidroxi-2’,3”,5-trimetoxiestilbeno ou foiumbeno B, sendo
concordantes. Desta forma foi possivel concluir que M7 trata-se deste estilbeno. Esses
dados estéo expostos na Tabela 34.
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Tabela 34: Dados de RMN de *H e de RMN de **C para a substancia M7 e para o
foiumbeno B

Substancia M7 Foiumbeno B
C oy (mult.; J em Hz) dc oy (mult.; J em Hz) dc
1 141,5 141,5
2 6,56 (m) 106,4 6,57 (t; 1,8) 106,5
3 159,7 159,7
4 6,25 (t; 2,1) 101,4 6,26 (t; 1,8) 101,4
5 162,5 162,5
6 6,53 (m) 104,7 6,53 (t; 1,8) 104,7
1’ 124,1 1241
2’ 153,0 152,9
3’ 142,2 1422
4 152,1 152,0
5’ 6,62 (d; 9,0) 113,2 6,62 (d; 8,7) 113,2
6 7,23 (d; 8,7) 122,2 7,21 (d; 8,7) 122,2
A 7,23 (d; 16,2) 124,0 7,22 (d; 16,7) 124,0
o 6,89 (d; 16,5) 128,3 6,88 (d; 16,7) 128,3
OCHjs 3,87 (s) 61,6 3,85 () 61,6
OCHjs 3,86 (s) 61,1 3,84 () 61,1
OCHjs 3,78 (s) 55,6 3,76 (S) 55,6

(8-ppm; 300,06 e 75,5 MHz, CD3;0D; *3-ppm; 100 e 400 MHz, CD;0D)

Wang e colaboradores (2012) testaram a atividade inibitoria destes dois estilbenos
isolados da orquidea Pholidota yunnanensis, frente a células de carcinoma hepatocelular
(HepG2) e células de hepatoma humano (FHCC-98). Nesse estudo, o foiumbeno C
apresentou uma pequena atividade inibitéria sobre a linhagem HepG2 (Glsp = 90,8 £ 1,4
uM), mas ndo inibiu o crescimento da linhagem FHCC-98. O foiumbeno B mostrou-se
capaz de inibir fortemente o crescimento das células HepG2 (Glsp = 37,1 + 1,8 uM), e das
células FHCC-98 (Glsp = 45,8 + 4,2 uM) em comparagdo ao resveratrol (Glso = 80,3 £ 2,8
uMe 952 + 35 uM respectivamente). Ao mesmo tempo, nenhum dos compostos
demonstrou acao inibitoria sobre células normais do figado (QSG-7701). A presenca destas

substancias na subfracdo cloroformica-cloroformica obtida a partir de M. picta explica,
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portanto, sua grande atividade citotoxica frente a diversas linhagens de células tumorais

humanas, como mostrado a frente.
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4.4. ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE M8

(M8)

A substancia M8 (21,0 mg) foi isolada da subfracdo cloroférmica-acetato de etila
de M. picta como um solido avermelhado solGvel em acetato de etila.

O espectro de massas de baixa resolucdo para essa substancia apresentou o pico do
ion molecular em m/z 166 e um pico em m/z 91 representando a formacéo do ion tropilio.
O pico em m/z 107, representa a formacéo do anel tropilio ligado a uma hidroxila (Figura
30, anexo).

O espectro de RMN *H (Figura 31, anexo) mostrou dupletos em &y 7,05 (J = 8,4
Hz), correspondendo aos hidrogénios H-2 e H-6 ¢ em 6y 6,73 (J = 8,4 Hz), referente aos
hidrogénios H-3 e H-5, sugerindo a presenca de um anel aromatico p-substituido. Também
foram observados tripletos em 6y 2,85 (J = 7,8 Hz) ¢ 64 2,56 (J = 7,8 Hz), correspondendo
aos hidrogénios H-7 e H-8 respectivamente.

No espectro de RMN *3C (Figura 32, anexo) foram observados sinais entre 8¢
115,8 € 6¢c 155,9, correspondendo aos carbonos do anel aromatico e sinais em 8¢ 30,8 e d¢
36,8 referentes aos carbonos C-7 e C-8. N&o foi observado o sinal do carbono carbonilico
C-9.

O acoplamento dos hidrogénios H-7 em 6y 2,85 com 0s hidrogénios H-8 em oy
2,56, foi observado no mapa de contornos COSY (Figura 33, anexo). Também observou-
se a correlacdo do sinal em 6y 6,73, correspondente aos hidrogénios H-3 e H-5, com o sinal
em oy 7,04, correspondente aos hidrogénios H-2 e H-6.

Através do mapa de contornos HSQC (Figura 34, anexo), foi possivel a
observacdo das correlagdes entre os deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono, que
ajudaram nas atribuigdes e na confirmacao da estrutura para esta substancia.

Através do mapa de correlacgdo HMBC (Figura 35, anexo) foram observadas as
correlagdes dos hidrogénios H-2 e H-6 em 6y 7,04 com os carbonos 6¢c 155,9 e d¢ 30,8.

Além disso, foi observado um sinal de carbono carbonilico (C-9) em 6¢c 177,2 que
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correlacionou com os hidrogénios 6y 2,85 (H-7) e 64 2,56 (H-8), comprovando assim a
existéncia de um carbono carbonilico na molécula. As demais correla¢des se encontram na
Tabela 35.

Tabela 35: Principais correlagdes heteronucleares *H x **C observadas no mapa
de contornos HMBC para M8

o oc
7,05 (H-2) 1294 (C-6), 1559 (C-4) e 30,8 (C-7)
6,73 (H-3) 115,8 (C-5)
6,73 (H-5) 115,8 (C-3)
7,05 (H-6) 129,4 (C-2), 155,9 (C-4) e 30,8 (C-7)
2,85 (H-7) € 2,56 (H-8) 177,2 (C-9)

\ COSY
N

\H;’ _‘\:___Ii/{ HEARC

Figura XI: Principais correlacdes observadas nos mapas de contornos COSY e HMBC

para M8.

Todas essas observacGes confirmam a estrutura do acido 3-(4-hidroxifenil)-
propidnico, também conhecido como acido florético. Os dados espectroscopicos de RMN
de *H e 3C foram comparados com os da literatura e se mostraram concordantes (Tabela
36) (Owen et al, 2003).
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Tabela 36: Dados de RMN de *H e de RMN de **C para a substancia M8 e para o

Acido Florético

Substancia M8

Acido Florético

C oy (mult.; J em Hz) oc oy (mult.; J em Hz) oc

1 132,4 (C) 133,6 (C)

2 7,05 (d; 7,8) 129,8 (CH) 7,03 (d; 7,8) 130,2 (CH)
3 6,73 (d; 8,4) 115,8 (CH) 6,70 (d; 8,3) 116,2 (CH)
4 155,9 (C) 156,1 (C)

5 6,73 (d; 8,4) 115,8 (CH) 6,70 (d; 8,3) 116,2 (CH)
6 7,04 (d; 7,8) 129,8 (CH) 7,03 (d; 7,8) 130,2 (CH)
7 2,84 (t;7,8) 30,8 (CHy) 2,79 (t; 7,8) 31,7 (CHy)
8 2,56 (t; 7,8) 36,8 (CHy) 2,48 (t; 7,8) 38,6 (CHy)
9 177,2 (C)** 179,1 (C)

(8-ppm; 300,06 e 75,5 MHz, CD30D+CDCls; *8-ppm; 500,14 e 125,76 MHz, CD;0D)

** sinal observado pelo HMBC

Segundo Soares (2002), os &cidos fenolicos apresentam consideraveis propriedades
antioxidantes. O acido florético € um dos principais responsaveis do potencial antioxidante
do 6leo de Canarium schweinfurthii (familia Burseraceal), possuindo 1Cs; 3,0 mM
(Atawodi, 2010).
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4.5. ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE M9

A substancia M9 foi isolada das fragcdes acetato de etila (20,4 mg), butandlica (34,7
mg) e hidrometandlica (2,510 g) na forma de um sélido amarelado soltvel em DMSO.

Para a substancia M9, o espectro de massas de baixa resolucdo obtido via probe
(Figura 36, anexo) apresentou o pico do ion molecular em m/z 422 e o pico base em m/z
259, que representa a perda da unidade C-glicosidica.

O espectro de RMN 'H (Figura 37, anexo) para a substancia M9 evidencia a
presenca de singletos em dy 6,37, oy 6,85 ¢ oy 7,37, correspondendo aos hidrogénios H-4,
H-5 e H-8 respectivamente, indicando assim a presenca de anéis aromaticos na molécula.
Também foram observados sinais entre dy 3,14 e oy 4,58, que foram atribuidos a unidade
C-glicosidica.

No espectro de RMN de **C/DEPT (Figura 38, anexo) foi observado um sinal de
carbono carbonilico em 6¢ 179,2, sinais de carbonos aromaticos nao hidrogenados entre ¢
101,4 e 8¢ 164,0 e de carbonos aromaticos metinicos em ¢ 93,3 (C-4), d¢c 102,6 (C-5) e d¢c
108,0 (C-8) correlacionados com os hidrogénios em oy 6,37 (H-4), 64 6,86 (H-5) ¢ oy 7,39
(H-8) no mapa de contornos HSQC. Os sinais entre d¢c 81,6 ¢ d¢ 61,5 foram atribuidos a
unidade glicosidica.

No mapa de contornos HSQC (Figura 39, anexo), observou-se as correlacfes entre
os deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono, auxiliando nas atribuicGes e na
confirmacgéo da estrutura para esta substancia.

O mapa de contornos HMBC (Figura 40, anexo) mostrou as correlagdes entre o
hidrogénio H-4 em &y 6,37 e 0s carbonos C-2 em 6¢ 107,7 e C-8b em 6¢ 101,4, entre o
hidrogénio H-8 em &y 7,37 com o carbono carbonilico e os carbonos C-4b em 6¢ 150,9 e C-
6 em &¢ 154,2 bem como a correlacgdo entre o hidrogénio H-1’ em 6y 4,58 e os carbonos C-
1 e C-3, localizados em 6¢ 164,0 e 6c 161,8 respectivamente. Essas e outras correlagdes sao

mostradas na Tabela 37.
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Tabela 37: Principais correlacdes heteronucleares *H x **C observadas no mapa
de contornos HMBC para M9

OH dc
6,37 (H-4) 107,7 (C-2) e 101,4 (C-8b)
4,58 (H-1") 161,9 (C-1) e 163,9 (C-3)
7,37 (H-8) 154,2 (C-6), 179,2 (C=0) e 93,4 (C-4)
6,86 (H-5) 143,3 (C-7) e 111,6 (8a)

Figura XII: Principais correlagdes observadas nos mapas de contornos HMBC para M9.

Os sinais analisados foram concordantes aos da literatura (Kim et al, 2007) para a
1,3,6,7-tetrahidroxi-2-C-[B-D-glicopiranosil]xantona ou mangiferina (Tabela 38)
permitindo estabelecer que o composto isolado tratava-se desta xantona.
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mangiferina
Substancia M9 Mangiferina*
C oy (mult.; J o0c/ DEPT oy (mult.; Jem oc/ DEPT
em Hz) Hz)
1 161,9 (C) 161,8 (C)
2 107,7 (C) 107,6 (C)
3 164,0 (C) 163,9 (C)
4 6,37 (S) 93,4 (CH) 6,37 (S) 93,3 (CH)
42 156,3 (C) 156,2 (C)
4b 150,9 (C) 150,9 (C)
5 6,86 (S) 102,7 (CH) 6,85 (S) 102,6 (CH)
6 154,2 (C) 154,3 (C)
7 143,9 (C) 143,3 (C)
8 7,37 (5) 108,2 (CH) 7,37 (5) 108,0 (CH)
g2 111,8 (C) 111,6 (C)
8b 101,4 (C) 101,3 (C)
C=0 179,2 (C) 179,1 (C)
1’ 4,58 (d; 9,7) 73,2 (CH) 4,58 (d; 9,8) 73,1 (CH)
2’ 4,05 (d; 9,0) 70,7 (CH) 4,04 (t, 9,0) 70,7 (CH)
3’ 3,16 (m) 79,1 (CH) 3,20 (m) 79,0 (CH)
4 3,16 (m) 70,3 (CH) 3,14 (m) 70,2 (CH)
5’ 3,16 (m) 81,7 (CH) 3,16 (m) 81,6 (CH)
6’ 3,68 (d; 11,1) 61,6 (CH,) 3,68 (d; 11,3) 61,5 (CH,)

(5-ppm; 300,06 e 75,5 MHz, DMSO-ds; *5-ppm; 400, DMSO-ds)

De acordo com Canuto (2009), esta substancia demonstra atividades
farmacoldgicas em diferentes 6rgaos e tecidos, exercendo efeito preventivo e terapéutico
contra uma consideravel gama de doencas. A mangiferina mostrou grande atividade anti-
hiperlipidémica, antidiabética e antiaterogénica em ratos com diabetes mellitus
(Maruganandan et al, 2002 e 2005), além de ser eficaz na prevencdo de cancer intestinal
neste tipo de animal (Yoshimi et al, 2011). A molécula desempenhou efeitos positivos nos
ensaios de atividade inibitoria sobre a replicagdo do HIV-1 (Wang et al, 2011) e também

possui atividade antioxidante (Stoilova et al, 2008). Um estudo realizado por Chen e
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colaboradores (2008), mostrou que esta xantona apresenta atividade antioxidante cerca de
trés vezes superior a do a-tocoferol.

Além de todas essas atividades bioldgicas ja mencionadas, a mangiferina
demonstrou outras agdes farmacologicas como anti-helmintica (Garcia et al, 2003),
radioprotetora (Jagetia e Baliga, 2005), gastroprotetora (Carvalho, 2008) e
imunomodulatéria (Leiro et al, 2004). Tais relatos mostram que a mangiferina é uma
substancia promissora para o desenvolvimento de novas terapias no combate a diversas

doencgas.
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4.6. ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE M10

A substancia M10 (4,8 mg) foi isolada da fracdo acetato de etila na forma de um
solido branco soltivel em mistura de metanol e cloroférmio na proporcéao 3:1.

O espectro de massas de baixa resolucdo (Figura 41, anexo) da substancia M10
apresentou um pico em m/z 414 representando a porcao agliconica (sitosterol) e pico base
em m/z 43.

No espectro de RMN de *H (Figura 42, anexo) foi observado um multipleto em 8y
5,37 pertencente ao hidrogénio vinilico H-6 e um dupleto em 38y 4,40, correspondente ao
hidrogénio H-3. Os sinais correspondentes aos hidrogénios metilicos tiveram deslocamento
quimico entre 6y 0,71 e 2,50. O sinal do hidrogénio anomérico H-1" aparece como dupleto
em oy 4,41 e o0 valor da constante de acoplamento de J = 7,8 Hz, evidencia a configuragédo
B.

Os espectros de RMN de *C e DEPT (Figura 43, anexo) apresentaram sinais em
d¢c 122,5 e 140,8 referentes aos carbonos vinilicos C-6 e C-5 e sinais de carbonos metilicos
em &c 12,1 (C-18), 19,6 (C-19), 19,1 (C-21), 19,3 (C-26), 20,1 (C-27) e 12,2 (C-29). O
sinal caracteristico de carbono anomérico de unidade glicosidica C-1’ foi observado em 6¢
101,6, enquanto que os demais sinais dessa unidade foram observados em &¢ 74,0 (C-2°),
76,5 (C-3%), 70,6 (C-4"), 77,0 (C-5") e 62,1 (C-6"). Os deslocamentos quimicos do nucleo
esteroidal e da unidade glicosidica foram comparados com os dados da literatura para o

daucosterol (Matida, 1996), se mostrando concordantes (Tabela 39).
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Tabela 39: Dados de RMN de *H e de RMN de **C para a substancia M10 e para o
daucosterol

Substancia M10 Daucosterol* Substancia M10 Daucosterol*

1 37,7 (CHy) 372(CH) 19 19,6 (CHa) 19,1 (CH3)
2 30,0 (CHo) 299 (CH,) 20 36,5 (CH) 36,1 (CH)
3 79,4 (CH) 782(CH) 21 19,2 (CH3) 18,9 (CH3)
4 39,1 (CH,) 390 (CH,) 22 34,4 (CH,) 33,9 (CH,)
5 140,8 (C) 140,6 (C) 23 39,1 (CH,) 39,1 (CH,)
6 122,5 (CH) 122,6 (CH) 24 46,3 (CH) 45,7 (CH)
7 32,3 (CHy) 31,9 (CH,) 25 29,6 (CH) 29,2 (CH)
8 32,3 (CH) 31,8(CH) 26 19,0 (CH3) 18,7 (CH3)
9 50,7 (CH) 50,0 (CH) 27 20,0 (CHs) 19,7 (CHa)
10 37,1 (C) 36,6 (C) 28 23,4 (CHs) 23,1 (CHs)
11 21,5 (CH,) 21,0 (CH,) 29 12,2 (CHa) 11,9 (CHa)
12 40,2 (CH,) 396 (CH,) 1’ 101,6 (CH) 102,2 (CH)
13 42,8 (CHy) 42,2 (C) 2 74,5 (CH) 75,0 (CH)
14 57,2 (CH,) 56,5 (CH) 3’ 76,4 (CH) 77,0 (CH)
15 24,7 (CHy) 242 (CHy) 4 70,6 (CH) 71,3 (CH)
16 28,6 (CH,) 282(CH,) & 79,4 (CH) 78,1 (CH)
17 56,5 (CH) 55,9 (CH) 6 62,1 (CH,) 62,2 (CH,)
18 12,2 (CH3) 11,7 (CH3)

(8-ppm; 75,5 MHz, CDCl3+CD30D; *3-ppm; 75,5 MHz, CDCl3)

O daucosterol € significativamente citotoxico frente a Artemia salina apresentando
uma DLso = 67 pg/mL (Gallota et al., 2005). Um estudo realizado por Lee e colaboradores
(2007) demonstrou que o daucosterol apresenta atividade imunomoduladora, induzindo
resposta imune linfocitaria do tipo Thl e, assim, protegendo contra a disseminacdo da

candidiase em camundongos.
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4.7. ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE M11

O composto M11 (12,7 mg) foi isolado da fracdo acetato de etila como um solido
marrom solivel em metanol.

Foi observado, através do espectro de RMN de H (Figuras 44, 45 e 46 anexos),
um dupleto em 6y 6,27 (J = 15,9 Hz) que foi atribuido ao H-8 e em &y 7,55 (J = 15,9 Hz)
a0 H-7 caracteristicos de um sistema carbonilico a,B-insaturado, sendo que a constante de
acoplamento indica uma configuracdo trans para esses hidrogénios. Os dupletos em 6y
7,04 (J = 2,1 Hz, H-2) e em oy 6,77 (J = 8,1 Hz, H-5) e o duplo dupleto em 64 6,94 (J =
8,1 e 2,1 Hz, H-6), indicaram a presenca de um anel aromético 1, 3 e 4 substituido.
Também foram observados duplos dupletos em &y 2,90 (J= 18,6 e 6,0 Hz) e 64 2,30 (J=
18,6 e 6,0 Hz) correspondendo aos hidrogénios H-6, além de multipletos em 6y 6,71 (H-2)
e 0y 5,23 (H-5). O tripleto em oy 4,36 (J= 3,6 Hz) foi atribuido ao H-3, enquanto que o
duplo dupleto em 6y 3,86 (J=8,1 e 4,2 Hz) foi atribuido ao H-4.

O espectro de RMN de *C (Figura 47, anexos) apresentou um sinal em 8¢ em
168,7 (C-9’) caracteristico de carbonila de éster a,B-insaturado e sinais em 8¢ 115,2 e 147,1
atribuidos aos C-8’ ¢ C-7° desse sistema. Os sinais dos carbonos metinicos do anel
aromatico foram observados em 8¢ 115,1, 8¢ 116,5 e d¢ 123,0 e foram atribuidos carbonos
C-2’, C-5’ e C-6” Também foi observado um sinal de carbono metilénico em &¢ 30,4 (C-6)
e de carbonos oximetinicos em &c 67,6 (C-3), d¢c 70,7 (C-4) e d¢c 71,6 (C-5). Fora isso,
foram observados sinais em dc 135,6 referente ao carbono C-2 e um sinal em 168,7,
referente ao carbono carbonilico C-7.

No mapa de contornos HSQC (Figuras 48 e 49, anexos), foram observadas as
correlagbes entre os deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono, colaborando nas

atribuicdes e na confirmacéo da estrutura para esta substancia.
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A presenga do grupo a,B-insaturado na posi¢do 1 do anel aromético foi confirmada
através do mapa de contornos HMBC (Figuras 50 e 51, anexos), onde foram observadas
as correlagdes a longa distancia entre o carbono carbonilico em d¢c 168,7 (C-9°) e o
hidrogénio H-7" em &y 7,55, entre 0 H-8’ (84 6,27) e o0 carbono C-1’ (8¢ 127,7) e entre 0 H-
2> (8y 7,03) com o carbono C-7 (8¢ 147,1). No grupo chiquimico foi verificada a
correlagéo entre o H-5 (o 5,23) e os carbonos C-1 (8¢ 133,6), C-3 (6¢c 67,6) e C-4 (5¢c

70,7). Estas e demais correlacdes estdo na Tabela 39, a seguir.

Tabela 40: Correlagdes heteronucleares ‘H x **C observadas no mapa de
contornos HMBC para M11

on dc
5,23 (H-5) 133,6 (C-1), 67,6 (C-3), 70,7 (C-4) ¢ 168,7 (C9’)
2,90 e 2,30 (H-6) 133,6 (C-1), 135,6 (C-2) e 71,6 (C-5)
7,03 (H-2) 147,1 (C-7°)
6,76 (H-5") 115,1 (C-27), 149,6 (C-4") e 147,1 (C-7°)
7,55 (H-7") 115,1 (C-2"), 123,0 (C-6) e 168,7 (C-9°)
6,27 (H-8") 127,7 (C-1°)

Observou-se no mapa de contornos (*HX*H) COSY (Figura 52 e 53, anexos), as
correlagdes entre os hidrogénios em 6y 6,76 (H-5") e oy 6,94 (H-6) do anel aromatico e
correlagdes entre os hidrogénios da dupla ligagdo em 6y 6,27 (H-8”) e 6y 7,55 (H-7’). No
grupo chiquimico, o hidrogénio H-2, em dy 6,71, apresentou correlacdo com o H-3, em 6y
4,36, e este, por sua vez, correlacionou com o H-4, em 8y 3,86. Também foi observada a
correlagdo do H-4 com o H-5, em 8y 5,23 e este, por sua vez, correlacionou com o H-6, em
312,90 e 8y 2,30.

Cosy

HMEBC

Figura XIII: Principais correlagdes observadas nos mapas de contornos COSY e HMBC
para M11.
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Foi comprovada a correlacdo espacial do hidrogénio em 6y 4,36 (H-3) com o
hidrogénio em oy 3,86 (H-4), através do mapa de contornos NOESY, comprovando a
estereoquimica do grupo chiquimico (Figura 54, anexos).

Os dados espectrais de M11 foram comparados com os dados existentes na
literatura (Ivanova et al, 2010) para o acido 5-O-cafeoilchiquimico sendo concordantes.
Esses dados estdo expostos na Tabela 41.

Tabela 41: Dados de RMN de *H e de RMN de *C para a substancia M11 e para o

&cido 5-O-cafeoil chiquimico

Substancia M11 acido 5-O-cafeoil chiquimico*
C oy (mult.; J em Hz) dc on (mult.; J em Hz) oc
1 133,6** 134,2
2 6,71 (m) 135,6 6,69 (m) 135,1
3 4,36 (t; 3,6) 67,6 4,36 (t; 4,1) 67,6
4 3,86 (dd; 8,1 e 4,2) 70,7 3,85 (dd; 8,3 e 4,2) 70,7
5 5,23 (m) 71,6 5,23 (q; 6,4) 71,7
6 2,90 (dd; 18,6 € 6,0) 30,4 2,90 (m) 30,7

2,30 (dd, 18,6 € 6,0) 2,30 (m)

7 168,8 172,7
I 127,7 127,8
2’ 7,04 (d; 2,1) 115,1 7,04 (d; 2,0) 115,2
3’ 146,8 146,9
4 149,6 149,7
5’ 6,77 (d; 8,1) 116,5 6,77 (d; 8,2) 116,5
6’ 6,94 (dd; 8,1 e 2,1) 123,0 6,93 (dd; 8,2 e 2,0) 123,0
7 7,55 (d; 15,9) 147,1 7,55 (d; 15,9) 147,1
8’ 6,27 (d; 15,9) 115,2 6,28 (d; 15,9) 115,3
9 168,7 168,9

(6-ppm; 300,06 e 75,5 MHz, CD30D; *8-ppm; 250,13 e 62,8 MHz, CD;0D)

** sinal observado pelo HMBC
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4.8. ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA M12

7
COOH

A substancia M12 foi obtida em mistura com a substancia M11 na proporgéo 1:1 na
fracdo acetato de etila como um s6lido marrom soltvel em metanol.

O espectro de RMN de *H da substancia M12 (Figuras 55 e 56, anexos) mostrou
sinais semelhantes ao de M11. A presenca da unidade cafeoila foi caracterizada devido aos
sinais dos hidrogénios vinilicos trans em 6y 7,59 e 6,33 (d, J = 15,9 Hz, H-7’¢ H-8), dos
dupletos em 6y 7,04 (d, J=2,1, H-2") e 6,77 (d, J=8,4Hz, H-5") e do duplo dupleto em &y
6,96 (dd, J=2,1 e 8,4Hz, H-6"). Além desses sinais, 0 espectro de RMN de *H mostrou a
presenca de quatro hidrogénios oximetinicos em 6y 6,82 (m), em 6y 4,61 (3,9 Hz, H-3), em
o 5,01 (dd, J=4,2 e 7,8 Hz, H-4) e em &y 4,20 (dt, J=5,7 e 7,2 Hz, H-5) e multipletos na
faixa de 6y 2,24 a 2,36 e 4 2,68 a 2,83 (H-6) caracteristicos de hidrogénios metilénicos do
grupo chiquimico.

O espectro de RMN de **C (Figura 57, anexos) da substancia M12 também
mostraram sinais semelhantes ao da substancia M12 em relacdo ao grupo cafeoila. O grupo
chiquimico foi evidenciado pela presenga de um carbono em d¢ 169,8 (C-7), além de sinais
de carbonos metilénicos em d¢c 32,1 (C-6) e de carbonos oximetinicos em d¢c 65,6 (C-3),
75,0 (C-4) e 65,8 (C-5). Fora isso, observou-se o sinal do carbono carbindlico C-1 em 6¢
130,5 e do carbono metinico em C-2 em 6¢ 138,0.

No mapa de contornos HSQC (Figuras 58 e 59, anexos), foram observadas as
correlacdes entre os deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono, colaborando nas
atribuicoes e na confirmacéo da estrutura para esta substancia.

Através do mapa de correlacio HMBC (Figura 60 e 61, anexos), foi vista a
correlagéo entre o hidrogénio H-5, em 8y 4,20 com o carbono C-4, em &¢ 75,0 bem como a
correlagéo do multipleto em 6y 2,75 (H-6) com o carbono em &¢ 130,5 (C-1).

No mapa de correlacbes COSY (Figura 62 e 63, anexos), foram observadas as
correlagdes entre os hidrogénios oy 6,84 com 6y 4,61; 64 4,61 com &y 5,01; 64 5,01 com
oy 4,20 e oy 4,20 com o multipleto em &y 2,75. Considerando os valores dos
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deslocamentos quimicos encontrados na literatura, percebeu-se que o grupo chiquimico da

molécula estava substituido na posicéo 4.

CosyY

HMBC

Figura XI1V: Principais correlagdes observadas nos mapas de contornos COSY e HMBC
para M12.

Foi comprovada a correlacdo espacial do hidrogénio H-3 em dy 4,61 com o
hidrogénio H-4 em &4 5,01, através do mapa de contornos NOESY (Figura 64, anexos).

Os dados espectroscopicos foram comparados com os dados da literatura (Saito,
1997) e foram concordantes para o acido 4-O-cafeoilchiquimico, conforme observado na
tabela 42.

82 |Pagina



Dissertacdo de Mestrado

Tabela 42: Dados de RMN de *H e de RMN de **C para a substancia M12 e para o
&cido 4-o- cafeoilchiquimico

Substancia M12

acido 4-o-cafeoilchiquimico*

o 0o A oW N - 0O

b
N
N
N
5
o
.
.
o

oy (mult.; J em Hz)

6,82 (M)

4,61 (tl; 3,9)
5,01 (dd; 4,2 ¢ 7,8)
4,20 (dt; 7,2 € 5,7)

2,30 (m)
2,75 (m)

7,04 (d; 2,1)

6,77 (d; 8,1)
6,96 (dd; 8,4 e 2,1)
7,59 (d; 15,9)
6,33 (d; 15,9)

oc
130,5
138,0
65,6
75,0
65,8
32,2

169,8
127,7
1151
146,8
149,6
116,5
123,0
147,2
115,2
168,9

on (mult.; J em Hz)

6,84 (m)
4,61 ()
5,02 (dd)
4,20 (dt)
2,30 (ddl)
2,72 (ddl)

7,04 (d)

6,77 (d)
6,95 (dd)
7,59 (d)
6,33 (d)

oc
131,0
138,2
65,6
75,0
65,8
32,1

169,8
127,8
1151
147,2
146,7
116,5
123,0
147,2
115,2
168,9

(8-ppm; 300,06 e 75,5 MHz, CD3;0D; *3-ppm; 300 e 75 MHz, CD;0D)
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4.9. ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA M13.

Para a substancia M13, o espectro de RMN de 'H (Figura 65 e 66, anexos)
mostrou sinais semelhantes ao de M11 em relacdo a unidade cafeoila, devido aos sinais
dos hidrogénios vinilicos trans em &y 7,55 e 6,27 (d, J=16,2 Hz, H-7’e H-8”), dos dupletos
em oy 7,03 (d, J=2,1, H-2") ¢ 6,76 (d, J=8,1 Hz, H-5") ¢ do duplo dupleto em 6y 6,93 (dd,
J=2,1 8,1 Hz, H-6"). Além desses sinais, 0 espectro de RMN de *H mostrou a presenca de
hidrogénios oximetinicos em &y 4,16 (d, J=3,0 Hz, H-3), em &4 3,70 (dd, J=3,0 e 9,4 Hz,
H-4), em &y 5,36 (ddd, J=9,3, 9,3 e 4,2 Hz, H-5) e multipletos entre 6y 1,94-2,25,
correspondendo aos hidrogénios H-2 e H-6, caracteristicos de hidrogénios metilénicos do
grupo quinico.

O espectro de RMN de **C (Figura 67, anexos) apresentou sinais semelhantes ao
composto M11 para a unidade cafeoila. Apesar de ndo ter sido observado os sinais de
carbono carbindlico (C-1) e carboxilico (C-7), foram observados sinais de carbonos
metilénicos em &¢ 38,3 e ¢ 40,1 correspondentes aos carbonos C-6 e C-2 e de carbonos
oximetinicos C-3, C-4 e C-5 na regido entre ¢ 72,5 e ¢ 74,6 que foram atribuidos aos
carbonos do grupo quinico.

Através do mapa de contornos HSQC (Figuras 68 e 69, anexos) as correlacoes
entre os deslocamentos quimicos de carbono e hidrogénio foram observadas, auxiliando
nas atribuicdes e na confirmacéo estrutural do composto.

O mapa de contornos HMBC (Figura 70, anexos) apresentou as correlagcdes entre
carbono C-5 (8¢ 72,0) e o hidrogénio H-4 (64 3,70) no grupo quinico. Na unidade cafeoila,
observou-se a correlacdo do carbono C-7°, em 6¢c 168,8, com o hidrogénio H-7" em dy
7,58, bem como as correlagdes entre 0 H-8’ (oy 6,28) e C-1" (6¢ 127,5) e entre 0 H-2" (34
7,03) e C-7’ (8¢ 146,8).
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O mapa de contornos (*HX'H) COSY (Figuras 71 e 72, anexo0s) mostrou as
correlagdes dos hidrogénios da dupla trans vinilicos em 6y 6,30 (H-8”) ¢ 6y 7,58 (H-7") da
unidade cafeoila. No grupo quinico, foi observado a correlacdo do H-3 (64 4,16) com o H-

4 (84 3,70), que por sua vez mostrou correlacdo com H-5 (84 5,36).

HO coom

Cosy

HMBC

Figura XV: Principais correlagdes observadas nos mapas de contornos COSY e HMBC
para M13.

A andlise do espectro de NOESY (Figura 73, anexos) forneceu a correlacdo
espacial entre o hidrogénio H-3 em &4 4,16 e o hidrogénio H-4 em 6y 3,70,
respectivamente.

Os dados espectroscopicos foram comparados com os dados da literatura (Chan et
al., 2009) e foram concordantes para o acido 5-O-cafeoilquinico, conforme observado na
tabela 43.
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Tabela 43: Dados de RMN de *H e de RMN de **C para a substancia M13 e para o
5-0-acido cafeoilquinico.

Substancia M13

5-0-acido cafeoilquinico*

~N o o~ W N - 0O

LN A W N =

o
.
.
o

on (mult.; J em Hz)

1,94-2,25 (m)
4,16 (m)
3,70 (dd; 9,3 € 3,0)
5,36 (ddd, 9,3, 9,3 € 4,2)
1,94-2,25 (m)

7,03 (d: 2,1)

6,76 (d; 8,1)
6,93 (dd; 8,1 e 2,1)
7,55 (d; 16,2)
6,27 (d; 16,2)

oc
38,2
72,3
74,6
72,1
39,7
127,6
115,0
146,6
1494
116,3
122,9
147,2
115,2
168,7

on (mult.; J em Hz)

1,92-1,98 (m)
4,10 (m)
3,67 (m)
5,36 (M)
2,11 (m)

7,04 (d; 1,8)

6,76 (d; 8,2)
6,94 (dd; 8,2 € 1,8)
7,56 (d; 15,9)
6,28 (d; 15,9)

oc
76,1
38,2
71,3
72,0
73,5
38,8
177,0
127,8
115,2
1471
149,6
116,5
123,0
146,8
115,1
168,7

(5-ppm; 300,06 e 75,5 MHz, CD,0D; *3-ppm; 300 e 75 MHz, CD,0D)
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4.10. AVALIACAO DO POTENCIAL BIOLOGICO

4.10.1. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA

O extrato bruto de M. picta e suas particbes em hexano, cloroférmio, acetato de
etila e metanol foram avaliados em culturas de células tumorais de glioma (U521),
melanona (UACC-62), leucemia (K562), mama (MCF-7), ovario resistente a mdltiplas
drogas (NCI/ADR-RES), rim (786-0), pulmdo (NCI-H460), prostata (PC-3), ovario
(OVCAR-3), cblon (HT29) e ceélulas normais de queratindcitos humanos (HaCat),
utilizando o método colorimétrico de avaliagdo de inibicdo de crescimento. O
quimioterapico comercial doxorrubicina foi utilizado como controle positivo. Os resultados

sdo mostrados nas Figuras 74 a 79 (anexos) e na Tabela 44, a seguir:
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Tabela 44: Valores do Gls, (ug/mL) para o extrato bruto, fracbes e alguns compostos isolados

de M. picta frente a células tumorais humanas.

2 u m a 7 4 p 0 h k q
Doxorrubicina 0,034 0,029 0,041 040 15 <0,025 025 033 0,21 1,0 0,034
MPH 296 734 408 673 1240 971 544 847 685 158,7 58,7
MPC 230 35 6,9 83 265 139 6,9 71 24,7 >250 139
MPCH 32,2 - 41,5 - - 110,8 - - - - -
MPCC 7,0 - 9,2 - - 13,2 - - - - -
MPCA 6,0 - 3,3 - - 12,2 - - - - -
MPCM 53,9 - 28,8 - - 70,8 - - - - -
MPA 514 134 21,7 274 >250 610 389 1131 494 379 68,0
MPB >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
MPM >250 >250 15,6 >250 >250 >250 >250 1614 >250 >250 104,6
MPEB 635 351 890 834 >250 1144 50,1 580 386 >250 48,6
M1+M2 128,5 - 1729 489 60,2 >250 - - >250 - 170,3
M6+M7 25,6 - 269 39 209 284 - - 32,8 - 40,6
(MPCC)
M6+M7 2,7 - 195 28 58 7,3 - - 9,8 - 6,1
(MPCA)
M8 29,7 - 290 261 275 30,7 - - 31,3 - 29,9
M9 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250

2 = U251 (glioma, SNC); u = UACC-62 (melanona); m = MCF-7 (mama); a = NCI-ADR/RES
(ovério, com fendtipo de resisténcia a multiplas drogas); 7 = 786-0 (rim); 4 = NCI-H460 (pulmao, tipo ndo
pequenas células); p = PC-3 (préstata); 0 = OVCAR-3 (ovério); h = HT29 (coloretal); k = K562 (leucemia); q

= HaCat (queratindcito humano, célula normal imortalizada).

Foi evidenciada que a fracdo cloroférmica (MPC) apresentou atividade
antiproliferativa mais promissora, com Glsy entre 6,9 e 26,5 ng/mL em dez linhagens de
células. As demais fracdes apresentaram uma atividade menor do que MPC ou foram
inativas nas condigOes avaliadas. Vale a pena ressaltar que a fragdo MPM apresentou uma
acéo citostatica seletiva sobre a linhagem MCF-7 (mama, Glso = 15,6 png/mL).

Em adigéo, a fracdo cloroformica (MPC) foi solubilizada com os solventes hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol, resultando nas subfragbes MPCH, MPCC, MPCA e

MPCM respectivamente, as quais também foram avaliadas quanto a atividade
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antiproliferativa em trés linhagens de células. Foi possivel evidenciar que o fracionamento
concentrou as substancias com atividade antiproliferativa nas subfragdes com cloroférmio
e com acetato de etila, inferindo que as substancias responsaveis pela atividade bioldgica
se concentraram nessas subfragdes. Por outro lado, as outras duas subfracdes foram
significativamente menos ativas do que a fracdo MPC original.

A mistura dos triterpenos 24-metilenocicloartenol e eburicol (M1+M2), o &cido
florético (M3) e a mistura de estilbenos foiumbeno C e foiumbeno B (M6+M7), isolada
nas subfracdes MPCC e MPCA em diferentes proporcdes, foram avaliados quanto a
atividade antiproliferativa em sete linhagens de células.

A mistura de triterpenos (M1+M2) apresentou uma moderada atividade sobre as
linhagens NCI-ADR/RES (ovario, com fendtipo de resisténcia a multiplas drogas, Glsg =
48,9 ug/mL) e 786-0 (rim, Glso = 60,2 ug/mL), enquanto que o &cido florético (M8)
apresentou uma acdo citostatica significativa em todas as linhagens testadas, com Glsg
entre 26,1 e 31,3 ug/mL. A mistura dos estilbenos (M6+M?7) proveniente da fragdo MPCC
na proporcao 6:1, apresentou boa seletividade sobre a linhagem NCI-ADR/RES (Glso = 3,9
ug/mL), enquanto que as demais linhagens obtiveram um Glsy entre 20,9 e 40,6 pg/mL.
No entanto, a mesma mistura isolada na fragdo MPCA em proporcdo 3:2, apresentou
promissora atividade antiproliferativa, inibindo fortemente o crescimento de todas as
linhagens testadas, com valores de Glsp entre 2,7 e 19,5 pg/mL (média Glso = 7,7 png/mL).
Atraveés desses resultados, pode-se concluir que foiumbeno B (M7) €, ao menos em parte,
responsavel pela atividade observada no extrato bruto metanolico e na fracdo cloroférmica.
A mangiferina (M9), avaliada nas onze linhagens celulares tumorais humanas, mostrou-se

inativa nas condi¢des empregadas.
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EB
63,5 pg/mL
[ T l I 1
MPH MPC MPA MPB MPM
29,6 pg/mL 23,0 pg/mL 51,4 pg/mL >250 pg/mL >250 ng/mL
I | |
MPCH MPCC MPCA MPCM
32,2 pg/mL 7,0 pg/mL 6,0 pg/mL 53,9 pg/mL

Acido®orético

Foiumbeno C+
Foiumbeno B (3:2)
Glsp: 2,7 pg/mL

Foiumbeno C+
Foiumbeno B (6:1)

Glgg: 25,6 pg/mL Glso: 29,7 pg/mL

Esquema 9: Viséo global do potencial anticancer das fragOes obtidas a partir do extrato

bruto de Maxillaria picta (linhagem U251, Glsp).
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4.10.2. AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA FRENTE A Trypanosoma

cruzi.

O extrato bruto de M. picta e suas filtracdes em hexano, cloroférmio, acetato de
etila e metanol foram avaliadas quanto a atividade antiproliferativa contra formas
epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi.

A fracdo cloroférmica de M. picta apresentou atividade antiproliferativa sobre as
formas epimastigotas (ICsp 70,0 pg/mL +0,0) bem como afetou de modo expressivo a
viabilidade das formas tripomastigotas (ICsp 55,0 pg/mL +7,0). Por manifestar acéo
relevante sobre esta ultima forma, a fracéo cloroférmica foi, entdo, submetida ao ensaio de
citotoxicidade em células LLCMKj, apresentando uma CCs de 103,4 pg/mL £18,88. As
particbes hexanica, acetato de etila e o extrato bruto apresentaram atividade
antiproliferativa contra formas epimastigotas, mas ndo apresentaram atividade sobre as
formas tripomastigotas nas concentragdes testadas. Os dados estdo expostos na Tabela 45,

a sequir.

Tabela 45: Valores de CCs (ng/mL), 1Cso (ug/mL) e IS para o extrato bruto e fragdes de M. picta frente

Trypanosoma cruzi.

Fracgdo ou substancia Citotoxicidade em Epimastigotas Tripomastigotas

testada LLCMK,;

CCsp (ug/mL) 1Cso (Ug/mL) IS ECso (ug/mL) IS

MPH 154,5+ 19,09 > 200 ND

MPC 103,4+18)9 70,0+ 0,0 1,48 55,0+£7,0 1,88

MPA 563,2 £ 4,24 > 200 ND

MPB >1000 > 200 ND

MPM >1000 > 200 ND

MPEB 153,3+£0,0 > 200 ND

Mangiferina > 100 > 200 ND
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4.10.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA FRENTE A Leishmania

amazonensis.

A avaliacdo da atividade antiproliferativa do extrato bruto, fracBes e substancia
precipitada durante a preparacdo dos extratos (mangiferina), contra formas promastigotas
de L. amazonensis, mostrou que a fracdo cloroférmica apresentou a melhor atividade sobre
as formas evolutivas do parasito, com um ICsy de 67,15 pg/mL. Ja a fracdo
hidrometanolica apresentou moderada atividade sobre promastigotas (ICsp 126,66 pg/mL).
No entanto, os valores de CCs relativos a algumas fragOes suplantaram os 1Csy das
mesmas, sugerindo que a atividade estd diretamente relacionada a citotoxicidade. As
fracdes MPC, MPM, MPA apresentaram indice de seletividade (CCso/ICsp) maior que 1,
denotando que essas fracGes em particular sdo mais ativas contra 0s protozoarios e menos
ativas contra as células de mamiferos. Dentre essas trés fracOes, a hidrometandlica foi a
que apresentou o melhor indice de seletividade sendo, portanto, submetida ao ensaio
antiproliferativo contra formas amastigotas axénicas de L. amazonensis, que resultou em

uma ICs de 196,34 pg/mL. Esses dados podem ser observados na tabela 46.
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Tabela 46: Valores de CCsy (ug/mL), 1Cs (Mg/mL) e IS para o extrato bruto e fracgdes de

M. picta frente Leishmania amazonensis.

DROGA Citotoxicidade em Promastigotas Amastigotas
J.774.A1
CCsp (ug/mL) 1Cs (Ug/mL) IS I1Cso (Ug/mL) IS
MPH 77,50 + 3,54 187,32 + 5,72 0,41
MPC 73,47+ 1,68 67,15+ 1,63 1,09
MPA 336,76 + 4,79 258,31 £ 3,97 1,30
MPB 143,34 + 4,72 158,50 + 4,92 0,90
MPM 313,34+ 4,72 126,66 +6,67 2,47 196,34+ 4,72 1,60
MPEB 92,75+ 6,72 186,67 £ 0,01 1,30
Mangiferina 300,74 + 3,91 > 100 ND

ND: nao determinado.
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5. CONCLUSOES

O estudo fitoquimico da espécie vegetal Maxillaria picta resultou no isolamento
dos esteroides campesterol, sitosterol e estigmasterol e dos triterpenos eburicol e 24-
metilenocicloartenol a partir das particbes hexanica (MPH) subfracdo cloroférmica-
hexanica (MPCH), sendo que em trabalhos anteriores realizados com espécies desta
familia, relata-se o isolamento dessas substancias, com excecdo do triterpeno eburicol.
Todavia, ndo foram encontrados na literatura relatos sobre o isolamento desses compostos
em espécies do género.

O 4acido florético foi isolado da subfragdo cloroférmica-acetato de etila (MPCA),
juntamente com a mistura de estilbenos foiumbeno B e foiumbeno C que também foram
isolados da subfracdo cloroférmica-cloroféormica (MPCC). O unico relato de isolamento do
acido florético em plantas da familia Orchidaceae, ocorreu em nosso grupo de pesquisa
simultaneamente ao isolamento dessa substancia na espécie vegetal em questdo, no estudo
de Oncidium baueri (dados ndo publicados). Trata-se também do segundo relato de
isolamento dos estilbenos foiumbeno B e foiumbeno C na natureza, sendo que estudos
anteriores mostraram uma significativa atividade anticancer para estas substancias. Ao que
tudo indica, os estilbenos podem ser o principio ativo antiproliferativo de M. picta, ja que a
avaliacdo da atividade antiproliferativa das fracdes ricas nessas substancias mostraram
resultados positivos.

Da fracdo acetato de etila (MPA) foi isolado o esterdide glicosilado daucosterol,
além dos acidos 4-O-cafeiolchiquimico, 5-O-cafeiolchiquimico e 5-O-cafeiolquinico. A
xantona mangiferina foi isolada a partir da precipitacdo das fracGes acetato de etila (MPA),
butandlica (MPB) e em grande quantidade na fracdo hidrometandlica (MPM).

O extrato bruto e as particbes de M. picta apresentaram atividade citostatica,
especialmente a fracdo cloroférmica, concluindo-se que as substancias responsaveis pela
atividade antiproliferativa da espécie vegetal em estudo se concentram nessa fragdo. A
avaliacdo da atividade antiproliferativa das substancias isoladas dessas subfracdes
mostraram moderada ou significativa atividade. O estilbeno foiumbeno B, foi o que
apresentou o resultado mais promissor, concluindo-se que a substancia é o principal
responsavel pela atividade observada no extrato bruto, fracdes e subfragdes da espécie
vegetal.

A avaliagdo da atividade bioldgica frente a T. cruzi mostrou que a fracdo

cloroférmica de M. picta, apresenta uma efetiva atividade sobre a viabilidade das formas
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epimastigotas e tripomastigotas, embora possua certo grau de citotoxicidade. De forma
semelhante, as avaliagcBes bioldgicas contra L. amazonensis também mostraram que a
fracdo cloroférmica apresenta a melhor atividade sobre as formas evolutivas do parasito.
Além disso, esta fracdo juntamente com fracfes acetato de etila (MPA) e hidrometandlica
(MPM) apresentaram indice de seletividade maior que 1, sendo mais ativas contra 0s
protozoarios do que contra células de mamiferos.

Finalmente, o presente estudo contribuiu para uma melhor compreensdo do
potencial de orquideas como fontes de moléculas bioativas. Trata-se de um género vegetal
de composicdo quimica relativamente desconhecida e ao mesmo tempo com um grande
namero de espécies, representando um nicho potencial de estudos na area de quimica de

produtos naturais.
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Figura 1: Cromatograma obtido na anélise por CG-EM para a mistura M1+M2
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Figura 2: Espectro de massas de baixa resolugédo (70 eV) da substancia M1.
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Figura 72: Expanséo do mapa de correlagdo homonuclear COSY (*Hx'H) para M13.
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Figura 73: Mapa de correlacdo homonuclear NOESY e expansdo (*Hx'H) para M13.
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Figura 74: Porcentagem de crescimento de células tumorais humanas e célula normal versus
concentragdo (ug/mL) para o ensaio de avaliagdo da atividade anticancer do padrdo doxorrubina
(a) e para o0 ensaio de avaliagéo da atividade anticAncer de MPH (b) e MPC (c).
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Figura 75: Gréafico de porcentagem de crescimento versus concentracdo (pug/mL) para o
ensaio de avaliagdo da atividade anticancer de MPCH (a), MPCC (b) e MPCA (c).



76

130415 MPCM

L ]

100

@ U251
—¥— MCF7
~@— NCI-H460

& N} N o ~
3 & o o S o
] L L ]

Crescimento Celular (%)

-75 4

-100 A

T LR | Ty —TT T T —rrrrr ——
(a) 10° 102 107025  4°25 491 25 107 250
Concentragéo (ug/mL)

120820 3

-25 4 —@— U251

—A— UACC-62

—¥— MCF7
NCI/ADR-RES

-50 + 786-0

~@— NCI-H460
PC-3

-75 ~@- OVCAR-3

HT29

Crescimento Celular (%)

@ K-562
~@—HaCaT

100
(b) S ———
10° 10? 10" 10° 10’ 10°
Concentragdo (ug/mL)

120820 4
g
8 25
>
38
2 0
c
[
£ -25 —-@— U251
2 —A— UACC-62
@ MCF7
5 .50 - NCV/ADR-RES
786-0
~@— NCI-H460
PC-3
-75 4 —@— OVCAR-3
HT29
1 —@—K-562
(C) 100 4 —@—HaCaT
10° 10? 10" 10° 10’ 10

Concentragao (ng/mL)

Figura 76: Gréafico de porcentagem de crescimento versus concentracdo (ug/mL) para o
ensaio de avalia¢do da atividade anticancer de MPCM (a), MPCA (b) MPB (c).
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Figura 77: Gréfico de porcentagem de crescimento versus concentracéo (pg/mL) para o
ensaio de avaliagdo da atividade anticancer de MPM (a), MPEB (b) e M1+M2 (c).
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Figura 78: Gréfico de porcentagem de crescimento versus concentracéo (pg/mL) para o
ensaio de avaliagdo da atividade anticancer de M1+M2 (MPCC) (a), M1+M2 (MPCA) (b) e M8
(©).
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Figura 79: Gréfico de porcentagem de crescimento versus concentragéo (pg/mL) para o
ensaio de avaliacdo da atividade anticancer da mangiferina M4.



