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RESUMO

Este trabalho relata o estudo fitoquimico do extrato hidrometandlico de Bredemeyera brevifolia
e o0 potencial bioativo dos extratos. Para isso foram realizadas trés abordagens distintas, que se
configuram nos capitulos desta tese: 1) uma revisao integrativa sobre o género; 2) o estudo
fitoquimico e do potencial antifingico in silico e in vitro; e 3) um estudo da aplicacdo da
metodologia de superficies de respostas no fracionamento da fragdo hexanica por CC e CLAE-
DAD, além da avaliacdo do potencial genotoxico do extrato hidrometanolico e fracdo hexanica
pelo protocolo Allium cepa. A revisdo integrativa revelou que as espécies B. brevifolia, B.
floribunda e B. laurifolia foram estudadas do ponto de vista etnobotanico, apenas os extratos e
substancias de B. floribunda foram submetidas a algum ensaio biolégico, enquanto que estudos
fitoquimicos foram feitos com B. brevifolia (onde foram identificados xantonas e acidos
graxos), e B. floribunda (identificando xantonas, saponinas e um flavonoide). No estudo
fitoquimico das fracBes organicas do extrato das folhas, a partir da fracdo hexanica de B.
brevifolia foram identificados os ésteres metilicos dos acidos graxos: acido palmitico,
margarico, linolelaidico, oleico, estearico, dihomo-y-linolénico e araquidico. Da fracdo
cloroférmica foi isolada a xantona identificada como 1-hidroxi-3,7-dimetoxixantona, até entdo
inédita no género. O extrato hidrometanolico foi testado quanto ao potencial antifingico in
vitro, frente a cepas de fungos de amostras clinicas resistentes a azois, apresentando-se ativo
contra fungos leveduriformes, filamentosos e dermatdfitos. No estudo in silico, a xantona e 0s
acidos graxos demonstraram potencial farmacocinético para o desenvolvimento de fitofarmacos
e analogos semissintéticos com agdo antifungica. No estudo sobre a aplicacdo da metodologia
de superficie de respostas, como ferramenta quimiométrica, se obteve uma fase movel
otimizada para o fracionamento da fracdo hexanica, possibilitando sua semipurificacdo e
posterior separacdo de substancias por CLAE-DAD semipreparativa. Tal estratégia permitiu o
isolamento de terpenos identificados pela primeira vez no género: acidos oleandlico e acido
ursoélico, além de um inédito, o &cido 3p,26,27-triidroxiolean-12-en-23,28-didico. Na avaliagdo
da genotoxicidade, ndo foram observadas anormalidades, indicando que pelo protocolo
utilizado o extrato hidrometanolico e a fracdo hexanica nao apresentam genotoxicidade frente
a espécie A. cepa.

Palavras-chave: B. brevifolia. Xantona. Triterpeno. Acido graxo. Atividade antifingica.
Quimiometria.



ABSTRACT

This work reports the phytochemical study of the hydromethanolic extract of Bredemeyera
brevifolia and the bioactive potential of the extracts. For this, three different approaches were
carried out, which are configured in the chapters of this thesis: 1) an integrative review on
genus; 2) the phytochemical study and antifungal potential in silico and in vitro; and 3) a study
of the application of the response surface methodology in the fractionation of the hexane
fraction by CC and HPLC-DAD, in addition to the evaluation of the genotoxic potential of the
hydromethanolic extract and hexane fraction by the Allium cepa protocol. The integrative
review revealed that the species B. brevifolia, B. floribunda and B. laurifolia were studied from
an ethnobotanical point of view, only the extracts and substances of B. floribunda were
submitted to some biological assay, while phytochemical studies were carried out with B.
brevifolia (where xanthones and fatty acids were identified), and B. floribunda (where
xanthones, saponins and a flavonoid were identified). In the phytochemical study of the organic
fractions of the leaf extract, from the hexane fraction of B. brevifolia, the methyl esters of the
fatty acids were identified: palmitic, margaric, linolelaidic, oleic, stearic, dihomo-y-linolenic
and arachidic acid. From the chloroform fraction, the xanthone identified as 1-hydroxy-3,7-
dimethoxyxanthone, hitherto unpublished in the genus, was isolated. The hydromethanolic
extract was tested for its in vitro antifungal potential against fungal strains from clinical samples
resistant to azoles, and it was shown to be active against yeast, filamentous and dermatophyte
fungi. In the in silico study, xanthone and fatty acids demonstrated pharmacokinetic potential
for the development of phytopharmaceuticals and semi-synthetic analogues with antifungal
action. In the study on the application of the response surface methodology, as a chemometric
tool, an optimized mobile phase was obtained for the fractionation of the hexane fraction,
allowing its semi-purification and subsequent separation of substances by semi-preparative
HPLC-DAD. This strategy allowed the isolation of terpenes identified for the first time in the
genus: oleanolic acid and ursolic acid, in addition to an unprecedented one, 3[3,26,27-
trihydroxyolean-12-en-23,28-dioic acid. In the evaluation of the genotoxicity, no abnormalities
were observed, indicating that, according to the protocol used, the hydromethanolic extract and
the hexane fraction do not present genotoxicity against the A. cepa species.

Keywords: B. brevifolia. Xanthone. Triterpene. Fatty acid. antifungal activity. Chemometrics.
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Introducéo geral

A humanidade utiliza plantas para finalidades diversas, tais como a cura de doengas,
alivio de dores, producdo de venenos e controle de pragas, desde tempos remotos, em periodo
anterior a era cristd (ARGENTA et al., 2011). Ao longo dos séculos, os povos primitivos foram
acumulando e compartilhando os conhecimentos acerca das propriedades de determinados
grupos de plantas, tendo como consequéncia a descoberta de diversas propriedades, entre elas
seus os efeitos toxicos e terapéuticos (SANDEEP; MITTA, 2017).

Os avangos no conhecimento cientifico, em especial na area da quimica, associados a
medicina tradicional e a farmacopeias consolidadas ao longo do tempo, possibilitou o uso mais
seguro das formulacdes com folhas, raizes, cascas, frutos ou extratos de plantas, por esta razéo,
até o século XIX os medicamentos eram constituidos predominantemente de plantas
medicinais. Posteriormente, com o aprimoramento das técnicas de separacdo em quimica,
tornou-se possivel o isolamento de substancias bioativas de interesse farmacéuticos, a exemplo
da morfina (1806), emetina (1817), quinina (1820), colchicina (1820), salicina (1828), atropina
(1831), quinidina (1833), codeina (1848) e efedrina (1887) (YUNES; CECHINEL, 2014).

Ao longo dos anos, a fitoquimica se consolidou como a area da quimica de produtos
naturais responsavel pelas pesquisas dos compostos oriundos das plantas, trazendo inovagdes
que vdo desde a coleta e preparacao das amostras, desenvolvimento de técnicas modernas para
a elucidacéo de estruturas organicas, inclusao de avaliacdo bioldgica de extratos e substancias
obtidas de fontes naturais, até o uso da quimica combinatdria para a triagem de estruturas
viaveis para serem utilizadas como farmacos (MENDOZA,; SILVA, 2018). Desta forma, as
pesquisas com produtos naturais tém um papel altamente significativo no processo de
descoberta e desenvolvimento de medicamentos (NEWMAN; CRAGG, 2020).

Considerando que o Brasil possui a maior biodiversidade do planeta, é de se esperar que
neste pais, um grande ndmero de familias vegetais possua espécies que apresentem
fitocompostos bioativos com possibilidade de serem utilizados em formulagdes
medicamentosas (FORZZA et al., 2012; VALLI; VANDERLAN, 2019).

Um exemplo é a familia Polygalaceae, formada por 27 géneros, com aproximadamente
1300 espécies distribuidas em varias regibes do globo terrestre. No Brasil, ja foram
identificados 12 géneros, totalizando cerca de 200 espécies catalogadas (BFG, 2015;
PASTORE; SILVEIRA, 2016; FERREIRA et al., 2017; LIMA et al., 2018).

De acordo com a etnobotanica, plantas da familia Polygalaceae sdo utilizadas na

medicina popular para finalidades diversas, tais como expectorante, sedativa, antipsicotica,
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antifingica, analgésica, anti-inflamatdria, diurética e antidoto para picada de cobras. As
informacdes sobre o uso tradicional dessas espécies, tem despertado 0 interesse para o
desenvolvimento de pesquisas que visam sua caracterizacao fitoquimica na busca por novas
alternativas medicamentosas (NOGUEIRA et al., 2005; RIBEIRO et al., 2014).

Levando-se em conta 0 nimero de espécies Polygalaceae catalogadas, pode-se inferir
gue uma parcela consideravel delas foi pouco estudada quimicamente, a exemplo da
Bredemeyera brevifolia (Benth.) Klotzsch ex A. W. Benn., que possui apenas um (1) registro
de estudo fitoquimico publicado em periddico especializado, sendo, portanto, uma planta
medicinal a ser pesquisada (OLIVEIRA; SILVEIRA, 2000).

Desta forma, este trabalho teve como objetivo realizar o estudo fitoquimico do extrato
hidrometandlico das folhas da espécie Bredemeyera brevifolia (Benth.) Klotzsch ex A. W.
Benn., por métodos classicos e por quimiometria (através da metodologia de superficie de
respostas), visando o isolamento, a caracterizacao e a avaliacdo da atividade biologica in vitro
e in silico de seus compostos. As informacdes obtidas neste trabalho se somam aos estudos ja
existentes sobre o tema, contribuindo desta forma para o conhecimento e caracterizacdo
quimica da espécie em estudo.

Este texto estd divido em trés capitulos, no primeiro € feita uma revisao de literatura,
apresentada na forma de revisdo integrativa, onde sdo abordados todos os estudos etnobotanicos
e fitoquimicos, assim como ensaios in vitro e in vivo realizados com extratos e substancias
isoladas do género Bredemeyera Willd. Ainda no primeiro capitulo sdo apresentadas as
caracteristicas e rotas biossintéticas dos metabdlitos secundérios isolados e identificados a partir
de extratos de plantas do género. O segundo capitulo, trata do estudo fitoquimico realizado com
0 extrato hidrometanolico das folhas de B. brevifolia, e as suas fracfes hexanica e cloroférmica,
sendo que o extrato passou por testes in vitro para avaliar sua atividade antifingica em
comparacao com a a¢do de drogas azolicas conhecidas, enquanto as substancias isoladas e
identificadas nas fragdes foram avaliadas virtualmente em ensaios in silico, para avaliar seus
potenciais antifangicos. Por fim, no terceiro capitulo é adotado um planejamento experimental
baseado em ferramentas da quimiometria com o objetivo de reduzir o uso de solventes e de
etapas experimentais, onde por meio da metodologia de superficie de respostas se obteve uma
fase movel otimizada para o fracionamento da fracdo hexanica, possibilitando sua

semipurificacdo e posterior separacdo de substancias por CLAE semipreparativa.
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CAPITULO 1: Bredemeyera Willd.: UMA REVISAO INTEGRATIVA SOBRE SEUS
POTENCIAIS TERAPEUTICOS E ASPECTOS QUIMICOS

RESUMO

Bredemeyera Willd. possui treze espécies com ocorréncias do México até a América Tropical,
todas encontradas no Brasil, das quais sete sdo endémicas. Trés espécies tém uso popular, a
Bredemeyera brevifolia como diurético, para combater inflamag&o nos rins, influenza, diarreia,
dores reumaticas, dor na coluna e gastrite, B. floribunda para o tratamento de infeccGes de pele,
disenteria, reumatismo, hipertensdo, fadiga, exaustdo, picada de serpentes, expectorante e
diurético, e B. laurifolia usada no tratamento de infeccdes no Gtero e ovarios. Esta pesquisa
trata-se de uma revisdo integrativa que tem por objetivo listar e comparar as acOes
farmacologicas e substancias quimica ja identificadas em registros na literatura que concerne a
espécies do género, a fim de descobrir registros de compostos e suas aplica¢es farmacoldgicas.
Dentre as espécies do género, apenas B. brevifolia e B. floribunda passaram por ensaios
bioldgicos e prospecgdes fitoquimicas, sendo identificados &cidos graxos, xantonas, saponinas
e um flavonoide. Nesta revisdo foi possivel verificar a existéncia de estudos promissores em
etnobotanica e fitoquimica para trés espécies do género, assim, considerando o ndmero de
publicacdes encontradas, pode-se afirmar que ainda ha um campo promissor para pesquisas
visando os potenciais medicamentosos de Bredemeyera Willd., o que faz desta revisdo uma
importante fonte de informacdes para pesquisas futuras sobre o tema.

Palavras-chave: B. brevifolia. B. floribunda. B. laurifolia. Saponina triterpénica. Xantona.
Flavonoide
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CHAPTER 1: Bredemeyera Willd.: AREVIEW ON POTENTIAL THERAPEUTIC AND
CHEMICAL ASPECTS.

ABSTRACT

Bredemeyera Willd. has thirteen species with occurrences from Mexico to Tropical America,
all found in Brazil, of which seven are endemic. Three species have popular use, the
Bredemeyera brevifolia as a diuretic, to combat kidney inflammation, influenza, diarrhea,
rheumatic pain, back pain and gastritis, B. floribunda for the treatment of skin infections,
dysentery, rheumatism, hypertension, fatigue, exhaustion, snake bites, expectorant and diuretic,
and B. laurifolia used in the treatment of infections in the uterus and ovaries. This research is
an integrative review that aims to list and compare the pharmacological actions and chemical
substances already identified in records in the literature concerning species of the genus, in
order to discover records of compounds and their pharmacological applications. Among the
species of the genus, only B. brevifolia and B. floribunda underwent biological assays and
phytochemical prospecting, identifying fatty acids, xanthones, saponins and a flavonoid. In this
review, it was possible to verify the existence of promising studies in ethnobotany and
phytochemistry for three species of the genus. which makes this review an important source of
information for future research on the subject.

Keywords: B. brevifolia. B. floribunda. B. laurifolia. Triterpenoid saponin. Xanthone.

Flavonoid.
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1.1 Introducéo

O Brasil € um pais rico em biodiversidade e possui vasto um numero de espécies
vegetais, que podem apresentar fitocompostos ativos a serem utilizados em formulagdes
medicamentosas. Essa caracteristica favorece o estudo dos géneros e espécies de uma
determinada familia de plantas, que demonstrem caracteristicas de interesse medicinal, visando
sua exploracdo econdmica. Nesse sentido, a coleta, identificacdo e caracterizacao fitoquimica
de acessos, de linhagens e de variedades de plantas medicinais sdo relevantes, uma vez que
individuos de uma mesma espécie podem mostrar alta variabilidade no teor de metabolitos de
interesse farmacologico devido a interacao dos fatores genéticos e ambientais. Essas atividades
sdo importantes para a conservacdo dos Recursos Genéticos Vegetais, proporcionando uma
melhor compreensao das suas composicdes fitoquimicas, taxonémicas e possiveis utilizagdes
(PRIYANKA 2021).

Polygalaceae é uma das familias de plantas que apresenta consideravel quantidade de
compostos bioativos, composta por 27 géneros, englobando cerca de 1300 espécies distribuidas
em diferentes locais do planeta, principalmente em zonas de clima temperado, quente e tropical
(PASTORE; SILVEIRA 2016; FERREIRA et al. 2017). No Brasil, a familia conta com
aproximadamente 200 espécies distribuidas em 12 géneros (FERREIRA et al. 2017; LIMA et
al. 2018). Espécies da familia Polygalaceae sdo utilizadas para fins terapéuticos em diversas
regides do globo devido as suas atividades expectorante, sedativa, antirreumatica, antipsicotica,
antifungica, analgésica, anti-inflamatdria e diurética, o que as tornam fontes de interesse para a
pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos (NOGUEIRA et al. 2005; RIBEIRO et al.
2014a).

Considerando a diversidade e o nimero de espécies de Polygalaceae catalogadas, para
alguns géneros sdo poucos o0s estudos publicados sobre composicdo quimica e aspectos
farmacoldgicos. A exemplo, na regido nordeste do Brasil, tem-se alguns relatos na literatura de
estudos fitoquimicos de duas espécies que pertencem ao género Bredemeyera Willd., a B.
brevifolia (Benth.) Klotzsch ex A. W. Benn. e B. floribunda Willd.. Desse modo, ainda se faz
necessario explorar mais o potencial do género, que se apresenta como um importante recurso
genético vegetal. Esta pesquisa € uma revisdo integrativa que tem por objetivos listar e
comparar as agdes farmacoldgicas e as substancias quimicas ja identificadas em registros na
literatura que concerne a espécies do género Bredemeyera Willd., a fim de descobrir registros

de compostos e suas aplicaces farmacoldgicas.
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1.2 Material e método

Esta pesquisa trata-se de uma revisdo integrativa realizada com base nos parametros da
metodologia PRISMA 2015 (KITCHENHAM; BRERETON, 2013; SHAMSEER et al., 2015)
e segue as fases de: planejamento, execucao, selecéo e inclusao.

Para a conducdo da revisdo foi realizada uma pesquisa bibliografica nos bancos de
dados: Scopus (www.scopus.com), Science Direct (www.sciencedirect.com), Google
académico (scholar.google.com.br), Web of Science (www.webofscience.com) e SciELO
(www.scielo.org) em novembro de 2022. Na busca por publicagcbes nas bases de dados

selecionadas, ndo houve restricdo de idiomas e periodo de publicacdo. A palavra-chave
Bredemeyera, foi usada separadamente, e depois, em conjunto com o operador booleano “and”,
nos seguintes termos em inglés: Bredemeyera and xanthone, Bredemeyera and anti-ophidian,
Bredemeyera and acid fatty, Bredemeyera and saponin, Bredemeyera and flavonoid,
Bredemeyera and antifungal activity, Bredemeyera and extract, Bredemeyera and venom, e
Bredemeyera and snakebites.

Apobs a identificacdo dos artigos adquiridos de cada base de dados, todas as publicacdes
foram importadas em formatos Bibtex e Ris para o Software StArt (Estado da Arte através da
Revisdo Sistematica), v. 3.3 Beta 03, desenvolvido pela Universidade Federal de Sdo Carlos,

disponivel para download (http://lapes.dc.ufscar.br/tools/start tool). Além dos artigos

adquiridos nas bases de dados, outras referéncias relevantes foram adicionadas ao conjunto de
publicacdes que compdem essa revisao.

A partir da organizacao das referéncias no software, as duplicacdes foram removidas, e
realizada a etapa de selecdo inicial dos artigos com base na analise dos titulos, abstracts e key-
words. Posteriormente, foram aplicados os critérios de incluséo (artigos de pesquisa revisados
por pares, que discorrem sobre acdo medicinal do género Bredemeyera) e exclusao (artigos de
revisao, pré-prints e artigos que ndo discorreram sobre atividade medicinal do género). A partir
do ndmero final dos estudos primarios pré-selecionados, foi realizada a analise dos textos
completos de cada publicacdo para a coleta dos dados empiricos e informacdes quantitativas e

qualitativas das pesquisas.

1.3 Resultados e Discussao

A busca bibliografica nas bases de dados permitiu a obtencdo de 183 estudos sobre

Bredemeyera Willd. A partir da selecéo inicial, 37 publicacdes foram excluidas por serem


http://www.scielo.org/
http://lapes.dc.ufscar.br/tools/start_tool
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identificadas como duplicatas. Dentre os 146 artigos restantes, 127 foram descartados por nao
corresponderem ao tema proposto nesta revisdo. Desta forma, restaram 19 artigos que foram

selecionados para compor o banco de dados da revisao (Fig. 1).

|~ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T |
:g | Referéncias identificadas nos bancos de dados Scopus, Science :
s : Direct, Web of Science, SciELO e Google Académico :
= |
2| (n=183) |
= | |
= ' |
_ I_ ___________________________________ J
Selecéo inicial com base em critérios de inclusio e exclusio
%’ Referéncias selecionadas Referéncias duplicadas
7 (n = 146) - (n=37)
Identificacdo dos estudos elegiveis
% Critérios de selegao
= N. dos estudos ;TTToooooooooooommemeeees !
= excluidos (n=127) i Excluséo: !
U= - Pré-impressoes; :
B0 ' - Artigos que n&o discutiram :
@ 1 a atividade medicinal do !
= ' género Bredemeyera. :
Estudos : :
selecionados (n=19) ! Incluséo: _ :
L= Artigos de pesquisa; |
i - Artigos que discutem a i
E acdo medicinal do género |
1 Bredemeyera. E
= O ——
<
7]
=
Q - r . ~
= Estudos incluidos nesta revisao (n=19)

Fig. 1 Fluxograma da selecéo de artigos para a revisdo integrativa

Entre os artigos selecionados a partir da busca bibliogréfica nas bases de dados, a
distribuicdo temporal das publicagdes mostra que em 1994, 1996 e 2014 houve um maior
nimero de pesquisas publicadas sobre o tema, sendo que a maior frequéncia de publicacdes

ocorreu apos os anos 2000 (Fig. 2).
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Fig. 2 Distribuicdo temporal dos anos referentes as publicacdes incluidas

A nuvem de palavras que reflete os 100 termos mais citados nos titulos das publicacfes
aceitas demonstra que os termos Bredemeyera, Floribunda, Efeito, Medicinais e Plantas estdo

entre os com maior destaque devido a sua alta frequéncia nos titulos (Fig. 3).
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Fig. 3 Nuvem de palavras com os 100 termos mais citados nos titulos dos estudos

O mapa da distribuicdo geografica dos locais onde foram conduzidos os estudos
incluidos nessa revisdo demonstra que a maior parte das pesquisas foram produzidas em sete
estados brasileiros. Os estados que se destacam com maior nimero de pesquisas sobre o0
potencial medicinal de espécies do género Bredemeyera sdo o Ceard, Minas Gerais e Rio de
Janeiro. A B. floribunda Willd. foi a espécie com maior numero de estudos realizados no Brasil
(Fig. 4).

O levantamento bibliogréafico, focado na classificacdo botanica do género Bredemeyera
Willd. permitiu a observacdo da distribuicdo geografica das espécies no planeta, a Tab. 1
apresenta uma compilacdo dos dados extraido desses trabalhos, permitindo uma visualizacdo
clara sobre as espécies do género e suas ocorréncias, até entdo registradas (MARQUES 1980;
MOTA; PASTORE 2018; MOTA 2020).
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Fig. 4 Distribuicdo dos estudos por estado brasileiro.

Tab. 1 Bredemeyera Willd. registros de ocorréncia

Espécie Distribuicdo geogréfica Ocorréncia no Brasil
B. atlantica M.Mota & Brasil Espirito Santo e Rio de
J.F.B.Pastore Janeiro
B. barbeyana Chod. Brasil Bahia, Goias e Minas Gerais
B. bracteata Klotzsch ex Peru, Guiana e Brasil Acre, Amazonas, Rondonia,
Hassk Roraima
B. brevifolia (Benth.) Bolivia, Brasil Bahia, Ceara, Pernambuco,

Klotzsch ex A.W.Benn.

B. cuneata Klotzsch ex
Hassk.

B. divaricata (DC.)
J.F.B.Pastore

Piaui, Goias e Minas Gerais

Guiana, Brasil Roraima

Bolivia, Brasil, Colémbia, Acre, Amazonas, Amapa,
Equador, Guiana, Peru, Pard, Rondonia, Roraima,
Trinidad-Tobago, Tocantins, Goias, Mato

Venezuela Grosso do Sul, Mato Grosso



B. ericifolia M.Mota &
J.F.B.Pastore

B. floribunda Willd.

B. hebeclada (DC.)
J.F.B.Pastore

B. laurifolia (A.St.-Hil. &
Mog.) Klotzsch ex
A.W.Benn.

B. martiana A.W. Benn.
B. myrtifolia (A.W.Benn.)
Marques

B. petiolata
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Brasil Piaui

Bolivia, Colémbia, Acre, Amazonas, Para,

Equador, Guiana, Paraguai, Rondonia, Roraima,
Peru, Venezuela Tocantins, Alagoas, Bahia,
Ceard, Maranhéo, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio
Grande do Norte, Sergipe,
Distrito Federal, Goias, Mato
Grosso do Sul, Mato Grosso,
Espirito Santo, Minas Gerais,
Rio de Janeiro, Séo Paulo,

Parana e Santa Catarina

Brasil Alagoas, Bahia,
Pernambuco, Rio Grande do
Norte, Sergipe, Distrito
Federal, Goiés, Espirito
Santo, Minas Gerais, Rio de

Janeiro e Sdo Paulo

Brasil Alagoas, Bahia, Rio Grande
do Norte, Espirito Santo,
Minas Gerais, Rio de

Janeiro, Sdo Paulo e Parana

Brasil Bahia e Minas Gerais

Bolivia, Brasil, Colémbia, Acre, Amazonas, Para,

Equador, Peru e Venezuela Ronddnia

Brasil Bahia e Piaui

Fonte: (MARQUES 1980; LIMA et al. 2018; MOTA; PASTORE 2018; MOTA 2020).
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1.3.1 Caracteristicas do género

As espécies pertencentes ao género Bredemeyera Willd. apresentam-se como arbustos
escandentes a lianas, e ramos cilindricos; folhas alternas, pecioladas e subdecorrentes; flores
alvas ou amareladas e semente amarela-sericea e pequena. Bredemeyera Willd. é um dos vinte
e sete géneros que formam a familia Polygalaceae, e sua primeira descricao foi registrada em
1801, epoca em que era composto apenas da espécie B. floribunda Willd. Atualmente o género
é reconhecido por possuir 13 espécies, de ocorréncia do México até a América Tropical. No
Brasil, todas as suas espécies ja foram identificadas, sendo sete delas endémicas, com
ocorréncia em quase todo o territério nacional (exceto no estado do Rio Grande do Sul),
encontradas em matas, cerrados, caatingas e restingas, dos estados do Amazonas até Minas
Gerais. Na regido sul do Brasil apenas observa-se a ocorréncia da espécie B. floribunda Willd.
(MARQUES 1980; SILVEIRA et al. 1995; MARQUES; GOMES 2002; PASTORE;
SILVEIRA 2016; FERREIRA et at. 2017; MOTA; PASTORE 2018; MOTA 2020).

1.3.2 Aplicag0es etnoboténicas

Na medicina popular, as raizes de B. floribunda sdo comumente usadas no tratamento
de infeccOes de pele, disenteria amebiana, reumatismo, hipertensdo arterial, fadiga, exaustéo,
como expectorante, diurético e no tratamento de picada de serpentes (RIBEIRO et al. 2014a;
RIBEIRO etal. 2014b; BIESKI et al. 2015; TSCHINKEL et al. 2020). Ainda existe um registro
sobre a acdo tonica e estimulante da B. floribunda, sendo suas raizes empregadas no preparo de
xarope e vinho com acdo antileucorreico no combate ao corrimento vaginal (MARQUES;
GOMES 2002).

Para a espécie B. laurifolia, conhecida popularmente como “jodo-da-costa”, foi
encontrado apenas um levantamento etnobotanco publicado em 2006, onde foi registrado seu
uso popular no tratamento de infec¢Bes no Utero e ovarios, e para engravidar (BOTREL et al.
2006).

Na literatura tem-se relatados aplicacGes das raizes, cascas e folhas de B. brevifolia
como diurético, para combater inflamag&o nos rins, tratamento da influenza, diarreia, dores
reumaticas, dor na coluna e gastrite (CARTAXO et al. 2010; RIBEIRO et al. 2014a; RIBEIRO
et al. 2014b; MACEDO et al. 2015; MACEDO et al. 2018).
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1.3.3 Ensaios biologicos

O extrato etanotlico da raiz de B. floribunda foi avaliado quanto a sua capacidade
protetora contra a formacao de lesdes gastricas induzidas por etanol e acido acetilsalicilico em
ratos, e contra Ulceras gastricas induzidas por histamina em cobaias. Os resultados dessa
avaliacdo, mostraram que na dosagem de 200 mg.kg™, o extrato foi capaz de prevenir quase
completamente o efeito deletério do etanol na mucosa gastrica de ratos e reduziu
consideravelmente o escore médio de lesdes produzidas pelo &cido acetilsalicilico. Entretanto,
0 extrato ndo foi capaz de prevenir Ulceras gastricas induzidas pela histamina (RAO et al. 1990).

Em estudos realizados com ratos e com peles de ras (Rana catesbeiana), foi avaliado o
efeito diurético e hipotensor do extrato etanolico bruto de raizes de B. floribunda, sendo
observado que a administracéo intravenosa do extrato em doses entre 20-40 mg.kg™, foi capaz
de induzir efeito hipotensor reversivel, enquanto doses mais elevadas causaram bradicardia,
podendo evoluir para a morte dos animais. Em doses que nédo alteravam a presséo arterial, 0
extrato foi capaz de melhorar a funcéo renal aumentando de forma imediata e reversivel a dose
dependente de &gua na excrecdo renal do sédio e potassio, indicando que o efeito renal do
extrato ndo se deve a sua acdo hipotensora sistémica, corroborando com o uso terapéutico
popular da infusdo do extrato da raiz como diurético (BEVEVINO et al. 1994). Da investigacao
com peles de ras, a atividade diurética do extrato foi investigada a partir do transporte absortivo
de agua basal estimulado por hormdnios da pele isolada do animal, os resultados da pesquisa
apoiam o uso popular da infusdo do extrato da raiz como diurético (BEVEVINO; SANIOTO
1994). Em outro estudo, foi avaliada a acdo do extrato na melhora da funcéo renal, por meio do
seu efeito na taxa de filtracdo glomerular e fungéo tubular renal de ratos, onde a administracéo
intravenosa do extrato (0,05 mg/min/I00 g) nédo alterou significativamente a presséo arterial
média, mas o fluxo urinario, a taxa de filtracdo glomerular, a excrecdo fracionada de agua e
sodio, e a clearance de solutos aumentaram significativamente nos grupos de animais avaliados
(BEVEVINO; AIRES 1994).

Testes utilizando veneno de Bothrops jararacussu em camundongos demonstraram que
0 extrato das raizes de B. floribunda, rico em rutina e saponinas, possui atividade anti-
hemorragica, antinecrdtica, antifosfolipasica, antiedematogénica e antiproteolitica (ALVES et
al. 2019), enquanto as saponinas bredemeyerosideo B, bredemeyerosideo C e
bredemeyerosideo D, também isoladas desta espécie, apresentaram atividade antiofidica contra
0 veneno de Bothrops jararaca (DAROS et al. 1996; PEREIRA et al. 1996; RUPPELT et al.
1996; SINGH et al. 2017).
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Em estudo realizado com o objetivo de selecionar saponinas ndo hemoliticas para serem
utilizadas como adjuvantes em vacinas, as saponinas encontradas em B. floribunda, Periandra
mediterranea, Smilax officinalis e Agave sisalana foram avaliadas quanto a sua atividade
hemolitica em eritrécitos humanos e comparados com adjuvantes comumente usados na
vacinagdo de animais e humanos: saponina de Riedel De Haén’s, hidroxido de aluminio,
adjuvante completo de Freund e adjuvante incompleto de Freund. Entre as substancias testadas,
as que apresentaram menor carater hemolitico foram as saponinas triterpénicas obtidas de B.
floribunda e P. mediterranea, inclusive, quando foram retiradas as gliconas presentes nas
saponinas triterpénicas das duas espécies, o carater hemolitico foi anulado, mantendo apenas
sua caracteristica adjuvante, desta forma, tais substancias tém potencial para serem utilizadas

com seguranca como adjuvante de vacinas (SANTOS et al. 1997).

1.3.4 Caracteristicas dos metabolitos secundarios encontrados em Bredemeyera Willd.

Prospeccdes fitoquimicas com algumas espécies da familia Polygalaceae revelaram a
presenca de varios metabdlitos secundarios de interesse farmacologico, dentre eles, acido
cafeico, é&cido trans-fertlico, saponinas, pironas, xantonas, cumarinas, flavonoides,
antraquinonas, alcaloides e esterdis (QUANG et al. 2018; ROCHA et al. 2018; SULEIMAN et
al. 2018; TIZZIANI et al. 2018a; TIZZIANI et al. 2018b; ZHOU et al. 2018; ALVES et al.
2019; QUANG et al. 2019).

Dentre as espécies do género Bredemeyera Willd., constatou-se que apenas a B.
floribunda e a B. brevifolia foram, até 0 momento, alvo de prospeccdes fitoquimicas na busca

por metabdlitos secundarios que apresentem potencial para uso farmacolégico.

1.3.4.1 Xantonas

B. brevifolia e B. floribunda apresentam registros de estudos fitoquimicos com o
isolamento de xantonas ou 9H-xanten-9-ona (Tab. 2). Essa classe de metabolitos secundarios
caracteriza-se estruturalmente por dois anéis benzénicos (A e B) ligados a uma y-pirona (C)
central, em um arranjo Cs-C1-Cg, 0 que lhe proporciona uma estrutura simétrica que possibilita
uma série de substituicBes, resultando em diferentes respostas bioldgicas, sendo considerada,
desta forma, uma estrutura promissora para o desenvolvimento de novas drogas. Estudos
relatam seu potencial como agente antibacteriano, antifdngico, antidiabético, antiviral,
antioxidante, antiobesidade, anti-inflamatorio, anticoagulante e antitumoral (RESENDE et al.
2020; REMALI et al. 2022).
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Dos extratos hexanico e etanolico de raizes de B. brevifolia, coletadas no estado do
Cearad-BR, foram identificadas as xantonas 1,7-dihidroxi-3,4,8-trimetoxixantona, 1-metoxi-
2,3,7,8-dimetilenodioxixantona, 1,7,8-trimetoxi-2,3-metilenodioxixantona (Tab. 2a), e alguns
acidos graxos (acido palmitico, &cido oleico, acido estearico, &cido lignocérico, &cido linoleico
e &cido behénico) (OLIVEIRA; SILVEIRA 2000). Também héa o registro do isolamento e
identificacdo das xantonas 1,7-dihidroxi-3,4,8-trimetoxixantona, 1,3,7-trihidroxi-4,8-
dimetoxixantona e 1,3,6-trihidroxi-2,7-dimetoxixantona, obtidas a partir dos extratos
cloroférmico e etandlico das raizes de B. floribunda, coletadas no municipio de Vigosa do
Ceara-BR (Tab. 2b) (SILVEIRA et al. 1995).

Tab. 2 Xantonas isoladas do espécies de Bredemeyera Willd.
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A proposta de rota biosintética indica que o anel A do esqueleto basico da xantona é
derivado do malonil-CoA, enquanto o anel B ¢é derivado da via do chiquimato. A partir do
chiguimato, e subsequente a L-fenilalanina, sob multiplas etapas que envolvem intermediarios
e enzimas, produz a 2,4,6-trihidroxibenzofenona (2,4,6-triHBP), e posterior 2,3’,4,6-
tetrahidroxibenzofenona (2,3”,4,6-tetraHBP), precursor chave da sintese das xantonas. Pela via
do chiguimato, o 3-hidroxibenzoil-CoA e pela via dependente de fenilalanina, o benzoil-CoA
sdo condensados a trés unidades de malonil-CoA levando a formacgédo do 2,3°,4,6-tetraHBP
(REMALI et al. 2022).

(@] HO (e}
-
©AH‘\OH <
NH, .
HO’
L-fenilalanina : OH

l | Ir Chiquimato

Oy, SCoA Oy, SCoA

N

i 3-hidroxibenzoil-CoA
Benzoil-CoA

OH

3 Malonil-CoA
3 Malonil-CoA
3CO,+4CoA
3CO, +4 CoA

O OH

2,4,6-triHBP
O OH
HO
HO OH

2,3'4,6-tetraHBP
Fonte: (Adaptado de REMALI et al. 2022)

Fig. 5 Representacdo simplificada de etapas da biossintese de xantonas em plantas superiores
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1.3.4.2 Saponinas triterpénicas

Do ponto de vista quimico, as saponinas triterpénicas sdo glicosideos de triterpenos
policiclicos, cuja estrutura é formada por uma parte lipofilica conhecida como sapogenina
(aglicona), e outra parte com caracteristica hidrofilica em decorréncia da presenca de aglcares
(glicona) e possuem ampla distribui¢do no reino vegetal. Farmacologicamente tém aplicacGes
diversas, podendo ser usadas como antioxidantes, antivirais, bactericida, antimicrobianas,
antienvelhecimento, estimulante da funcdo cognitiva, estimulante do sistema nervoso, além de
atuarem como importantes moléculas antineoplésicas (BISWAS; DWIVEDI 2019).

O primeiro registro da presenca de saponinas em um extrato preparado a partir cascas e
raizes de B. floribunda foi entre os anos 1948/49, as quais foram identificadas anos mais tarde
como acido bredemdlico (Figura 6a) e acido tenuifélico. Entretanto, o acido tenuifélico ndo
teve sua estrutura elucidada. Com base nos dados obtidos na época 0s autores sugeriram apenas
a sua provavel formula empirica como CzoHas-4608 (TSCHESCHE; GUPTA, 1960). Saponinas
até entdo consideradas ineditas, foram isoladas e identificadas no ano de 1996 a partir do extrato
hidrometandlico das raizes de espécimes de B. floribunda coletadas em Tiangua/Cearad-BR,
nomeadas como bredemeyrosideo B, bredemeyrosideo C e bredemeyrosideo D (Figura 6°)
(DAROS et al. 1996; PEREIRA et al. 1996; RUPPELT et al. 1996).

Uma proposta de rota biossintetica para a classe dos terpenoides (Fig. 7), mostra que
esta ocorre via rota do acido meval6nico (AMV) e 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEF). O
inicio do processo pode ocorrer pela via do AMV ou MEF, onde se da a formacédo dos blocos
bésicos de cinco atomos de carbono, o isopentenil pirofosfato (IPF) e o dimetilalil pirofosfato
(DMAPF). Na sequéncia, seis blocos de construcdo sdo condensados para formar o 2,3-
oxidoesqualeno, que é ciclizado pela enzina oxidoesqualeno ciclase (OEC) gerando
triterpenoides policiclicos. Essas moléculas sofrem oxidacdo a agliconas pela acdo das enzimas
citocromo P450 monooxigenase (CYP450), posteriormente as agliconas séo glicosiladas pela
uridina difosfato glicuronosiltransferase (UGT) para formar as saponinas triterpenoides
(PULIDO et al. 2012; ZHAO; L1 2018; BISWAS; DWIVEDI 2019).



Bredemeyerosideo B ®

OH OH OH

Bredemeyerosideo C ©

Bredemeyerosideo D ©

Fig. 6 Triterpeno e saponinas isoladas de Bredemeyera floribunda
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Fonte: PULIDO et al. 2012; ZHAO; LI 2018; BISWAS; DWIVEDI 2019.

Fig. 7 Representacdo simplificada da biossintese de saponinas triterpénicas
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1.3.4.3 Flavonoides

Os flavonoides séo substancias polifenolicas amplamente distribuidas na natureza. Por
conta de sua estrutura, sdo capazes de doar hidrogénio ou elétrons para a estabilizacdo de
radicais, apresentando desta forma, importante acao antioxidante (SILVA et al. 2010). Na salde
humana, sdo utilizados como anticancerigeno, antibacteriano, antidiabético, antifingico,
antimicrobiano, antiviral, antiangiogénico, antimalarico, antioxidante, anti-inflamatorio,
neuroprotetor, imunomodulador e cardioprotetor (JUCA et al. 2018; ULLAH et al. 2020). Esses
polifendis apresentam baixo peso molecular, sendo formados por 15 &tomos de carbono, no
qual duas fenilas (A e B) encontram-se ligadas entre si por meio de uma cadeia de trés carbonos,
dispostos em uma estrutura C6-C3-C6.

Até o momento o Unico flavonoide isolado de plantas do género Bredemeyera Willd.
foi a rutina (Fig. 8), obtida a partir do extrato hidrometandlico das raizes de B. floribunda
(DAROS et al. 1996; ALVES et al. 2019).

Fig. 8 Estrutura quimica do flavonoide rutina, isolado de B. floribunda.

A biossintese da rutina, que ¢ catalisada por enzimas especificas (Fig. 9), tem inicio na
via dos fenilpropanoides, onde a fenilalanina da origem ao acido cinamico, que é hidroxilado
formando o acido p-cumarico, posteriormente convertido a p-cumaroil-CoA. Em seguida, o p-
cumaroil-CoA é convertido em chalcona naringenina dando origem aos anéis fenolicos A e B
do flavonoide. O heterociclo central da estrutura (anel C), é formado pela acdo catalitica da
chalcona isomerase e, desta forma, tem-se a formacdo naringenina, que por sua vez, sofre
hidroxilacdo gerando o dihidrocaempferol, com a consequente conversédo a dihidroguercertina.
A oxidacdo da dihidroquercertina leva a formacgdo de quercetina, que € transformada em

isoquercitrina, que dara origem a rutina.
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CHI: chalcona isomerase. F3H: flavanona 3p-hidroxilase. F3’H: flavonoide 3'-hidroxilase. FLS: flavonol sintase.

UFGT: UDP glicose flavonoide 3-O-glucosil transferase. FGRT: flavonol-3-O-glicosideo L-ramnosiltransferase
Adaptado de Nabavi et al. 2020; Park et al. 2010

Fig. 9 Representagdo simplificada da biossintese da rutina

1.4 Conclusodes

Embora exista um consideravel nimero de publicacdes envolvendo pesquisas sobre a
familia Polygalaceae, para o género Bredemeyera Willd. os estudos etnoboténicos,
etnofarmacoldgicos e fitoquimicos sdo escassos, e abrangem apenas trés de suas treze espécies,
a B. brevifolia (Benth.) Klotzsch ex A. W. Benn., a B. floribunda Willd e a B. laurifolia.
Salienta-se que no caso da B. laurifolia, ainda ndo foi realizada nenhuma pesquisa na area da

fitoquimica, o unico estudo que foi publicado aborda aspectos etnobotanicos.
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Desta forma, pode-se afirmar que existe uma caréncia de informacdes sobre os
potenciais quimicos e medicamentosos do género Bredemeyera Willd., sendo, portanto, um
género que ainda precisar ser pesquisado, fazendo desta revisdo uma importante fonte de
informacdo sobre o tema. Considerando que mais da metade dos representantes de Bredemeyera
Willd. sdo endémicas do Brasil, as atividades de pesquisa podem ser importantes aliadas para

a conservacdo desses recursos genéticos vegetais no territorio brasileiro.
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CAPITULO 2: POTENCIAL ANTIFUNGICO IN VITRO E IN SILICO DE Bredemeyera
brevifolia (Benth.) Klotzsch ex A.W. Benn.

RESUMO

Bredemeyera Willd é um género pertencente a Polygalaceae com ocorréncia na maioria dos
estados brasileiros. Este trabalho tem como objetivo avaliar o potencial fitoquimico e
antifangico, in vitro e in silico, dos extratos de B. brevifolia. A identificacdo dos acidos graxos
por CG/EM e a sua quantificacdo por CG/DIC mostrou que na fragdo hexanica estao presentes
os acidos palmitico (36,55 mg.g™), margarico (3,66 mg.g™?), linoleico (108, 82 mg.gY), oleico
(7,86 mg.gl), estearico (41,11 mg.gl), dihomo-y-linolénico (85,48 mg.gl) e araquidico
(209,00 mg.gt). A partir da fracdo cloroférmica foi isolada e identificada a 1-hidroxi-3,7-
dimetoxixantona. O ensaio de atividade antimicrobiana, pela determinacdo da Concentracédo
Inibitéria Minima com o extrato hidroalcéolico, demonstrou atividade antifngica por até 96 h
contra espécies dos géneros Candida, Sporothrix e Trichophyton com concentragcfes variando
de 64 - 1024 ng.mL. O estudo in silico com os compostos quimicos desta espécie demonstrou
potencial para inibicdo fungica da esterol-14-a-desmetilase (CYP 51), com destaque para a 1-
hidroxi-3,7-dimetoxixantona (-8,8 kcal.mol™?) quando comparada com o fluconazol (-8,3
kcal.mol™), os 4cidos graxos interagiram com o sitio ativo da enzima, contudo apresentaram
energias >-7,4 kcal.mol®. Os compostos isolados desta espécie apresentam potencial
farmacocinético para o desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas, além de baixa
toxicidade, conforme observado nas predicoes ADMETox.

Palavras-chave: Bredemeyera brevifolia. Acido graxo. 1-hidroxi-3,7-dimetoxixantona.
Lanosterol 14-alfa-desmetilase. Atividade antifingica. Ancoragem molecular.
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CHAPTER 2: IN VITRO AND IN SILICO ANTIFUNGAL POTENTIAL OF
Bredemeyera brevifolia (Benth.) Klotzsch ex A.W. Benn.

ABSTRACT

Bredemeyera Willd is a genus belonging to the Polygalaceae that occurs in most Brazilian
states. This work aims to evaluate the phytochemical and antifungal potential, in vitro and in
silico, of B. brevifolia extracts. The identification of fatty acids by GC/MS and their
quantification by GC/DIC showed that the hexane fraction contains palmitic (36.55 mg.g™),
margaric (3.66 mg.g?), linoleic (108.82 mg.g?), oleic (7.86 mg.g?), stearic (41.11 mg.g™),
dihomo-y-linolenic (85.48 mg.g™* ) and arachidic (209.00 mg.g™) acid. From the chloroform
fraction, 1-hydroxy-3,7-dimethoxyxanthone was isolated and identified. The antimicrobial
activity assay, by determining the Minimum Inhibitory Concentration with the hydroal coholic
extract, demonstrated antifungal activity for up to 96 h against Candida, Sporothrix and
Trichophyton species with concentrations ranging from 64 - 1024 ug.mL™. The in silico study
with chemical compounds from this species demonstrated potential for fungal inhibition of
sterol-14-a-demethylase (CYP 51), with emphasis on 1-hydroxy-3,7-dimethoxyxanthone (-8.8
kcal.mol™ ) when compared with fluconazole (-8.3 kcal.mol™?), the fatty acids interacted with
the active site of the enzyme, however they presented energies >-7.4 kcal.mol™. Compounds
isolated from this species have pharmacokinetic potential for the development of
pharmaceutical formulations, in addition to low toxicity, as observed in ADMETox predictions.

Keywords: Bredemeyera brevifolia. Fatty acid. 1-hydroxy-3,7-dimethoxyxanthone. Lanosterol
14-alpha demethylase. Antifungal activity. Molecular docking.
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2.1 Introducéo

A familia Polygalaceae possui 27 géneros, englobando aproximadamente 1.300
espécies distribuidas em diferentes partes do planeta, principalmente em zonas de clima
temperado, quente e tropical. No Brasil sdo encontrados 12 géneros desta familia, incluindo o
Bredemeyera Willd (LIMA et al. 2018)

O uso de plantas desse género na medicina tradicional inclui: combate a inflamacdes
nos rins, diarreia, reumatismo, dores na coluna e gastrite (MACEDO et al. 2018). Estudos
fitoquimicos realizados com B. floribunda identificaram a presenca de saponinas triterpénicas
(Bredemeyerosideo B, C e D), xantonas (1,7-dihidroxi-3,4,8-trimetoxixantona, 1,3,7-
trihidroxi-4,8-dimetoxixantona e 1,3,6-trihidroxi-2,7-dimetoxixantona), e um flavonoide
(rutina) (DAROS et al. 1996; PEREIRA et al. 1996a; PEREIRA et al. 1996b; SILVEIRA et al.
1995). Um estudo com a espécie B. brevifolia relata a presenca de xantonas: 1-metoxi-2,3,7,8-
dimetilenodioxixantona,  1,7-dihidroxi-3,4,8-trimetoxixantona e  1,7,8-trimetoxi-2,3-
metilenodioxixantona, além dos acidos palmitico, oleico, estearico, beénico, linoleico e
lignocérico (OLIVEIRA; SILVEIRA, 2000).

Embora ndo se tenha registro do uso popular de Bredemeyera Willd. no tratamento de
doencas ou infegdes causadas por fungos, duas classes de substancias isoladas de B. brevifolia
e B. floribunda, as xantonas e os acidos graxos, apresentam potencial antimicrobiano e suas
atividades antifingicas vem sendo testadas nas pesquisas em busca de novos medicamentos
(DAS, 2018; MUTHAMIL et al. 2020; PRASATH et al. 2021; TENE et al. 2008; WANG et al.
2021). No que diz respeito as xantonas, elas apresentam estrutura quimica formada por dois
anéis benzénicos (A e B) fundidos a uma y-pirona (C) central, caracterizando uma estrutura
simétrica, com grande variabilidade de possiveis substitui¢cdes, resultando em um conjunto de
moléculas com respostas bioldgicas diversas, e por este motivo consideradas promissoras para
o0 desenvolvimento de novas drogas (RESENDE et al. 2020).

Desta forma, esta pesquisa teve como objetivo realizar um estudo fitoquimico do extrato
hidrometandlico das folhas de B. brevifolia, a fim de conhecer a composicdo quimica,
contribuindo assim para a quimiossistematica desta espécie, ainda pouco estudada. E também,
avaliar sua atividade antifingica in vitro e in silico contra fungos leveduriformes, filamentosos

e dermatofitos.
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2.2 Material e Métodos

2.2.1 Material vegetal

As folhas de B. brevifolia foram coletadas na represa do Rio de Contas, localizada no
municipio de Rio de Contas, Bahia-Brasil. A espécie foi coletada e identificada em fevereiro
de 2018. A exsicata foi depositada no Herbario do Departamento de Botéanica da Universidade
Federal do Parand, sob nimero CTBS 3935. O acesso ao patriménio genético nacional foi
registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen), conforme atestado de regularidade de acesso numero
ADASACA.

2.2.2 Obtencéo do extrato organico

As folhas secas e trituradas (439,24 g) foram maceradas em metanol/agua 9:1,
resultando no extrato hidroalcoolico de B. brevifolia (BBB), com 137,53 g, que foi
exaustivamente extraido com os solventes organicos hexano, cloroférmio e acetato de etila,
produzindo as fracbes HBB (fragdo hexanica) com 8,441 g, CBB (fracdo cloroférmica) com

17,377 g e AcBB (fracdo acetato de etila) com 10,287 g, respectivamente.

2.2.3 Extracdo e obtencdo dos ésteres metilicos de acidos graxos (AG)

O HBB (1,0 g) foi filtrado em CC, utilizando 20,0 g de silica gel 60 como fase
estacionaria e cloroformio como fase movel, resultando em uma denominada HBB-C (584,7
mg). A HBB-C (10mg) foi dissolvida em 100 pL de solucédo etandlica (5%) de hidroxido de
potassio 1,0 mol.L?, e aquecida em forno micro-ondas doméstico a 5% da poténcia por 15
minutos. Posteriormente, foram adicionados 100 mL de agua e extragdes sucessivas com
hexano (3 x 300 mL) foram realizadas. A fase aquosa obtida foi acidificada com HCI (1,0 mol.L"
1Y e 0s AG livres foram extraidos com acetato de etila (3 x 300 mL). Os AG livres foram
derivatizados por esterificacdo, com 100 puL de BF3 (14%) em metanol (Sigma Aldrich), a
mistura foi centrifugada por 15 minutos, e entdo colocada em banho-maria (80 °C) por mais 15
minutos. Os ésteres metilicos obtidos foram analisados por Cromatografia Gasosa com
Espectrometro de Massas (CG -EM) e Cromatografia Gasosa com Detector de lonizacdo de
Chamas (CG-DIC) (VALLE, 2009; ZARA et al., 2012).
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2.2.4 ldentificacdo e quantificacdo dos AG do HBB

As condi¢des cromatograficas pre-estabelecidas para identificagdo por CG-EM, foram:
temperatura do injetor de 290 °C; fluxo de gas arraste de 1,8 mL.min, temperatura do detector
de 260 °C e interface de 290 °C; o programa de aquecimento do forno comegou em 100 °C
(mantido por 1 minuto) até 285 °C (mantido por mais 42 minutos) a uma taxa de 5 °C.min%. A
analise com detector de massas foi realizada na faixa de m/z 40 a 350. O procedimento de CG-
EM foi realizado em aparelho Shimadzu modelo GC-QP2010, utilizando uma coluna capilar
de silica fundida SLB-5MS, 30m x 0,25mm (d.i.) x 0,25um (J & W Scientific, Folsom, CA),
acoplada a um auto-injetor AOC-20i, espectrometro de massas equipado com detector com
fonte de ionizacéo por elétrons (70 eV).

A quantificacdo foi realizada por cromatografia em fase gasosa, realizada em um
equipamento Shimadzu modelo GC-2010 Plus, com detector de ionizagdo de chamas e coluna
capilar de silica fundida Rt-2560 (100 m, 0,25 mm d.i), com N2 como gas de arraste e H, como
gas auxiliar. A razdo de divisdo da amostra foi de 90:10. As temperaturas do injetor e do detector
foram de 225 °C e 260 °C, respectivamente. A temperatura da coluna iniciou em 140 °C por 5
minutos, seguida de uma rampa de 3 °C.min™ até 245 °C por 20 minutos. As injecdes foram
realizadas em triplicata e os volumes de injecao foram de 1,0 pL. Os ésteres metilicos de AG
foram identificados e quantificados comparando seus tempos cromatograficos e areas de pico
com o0s de um padrao auténtico FAME - Supelco 37 Componente FAME Mix C4-C24, injetado

nas mesmas condicdes da amostra.

2.2.5 Extracéo, isolamento, e caracterizacdo da xantona em CBB

CBB (16,00 g) foi submetida a CC com silica gel 60, tendo como fase mével CsH14-
(CH3)2.CO em gradientes crescentes de polaridade. Foram obtidas 115 fragOes, que
posteriormente foram agrupadas por similaridade em 7 fragBes apds analise por Cromatografia
em Camada Delgada Comparativa (CCDC) revelada em vanilina &cida.

A fracdo CBB-2 (3,17 g) foi submetida a filtracdo em CC, tendo como fase estacionaria
Sephadex LH-20 e fase mével CH2Cl2:MeOH (1:1), obtendo-se a fragdo CBB-2B (2,98 g), que
foi fracionada em CC em silica gel, com CHCIs-(CH3).CO em gradiente de polaridade
crescente, resultando na substancia 8 (10,0 mg), cuja estrutura foi identificada ap6s analise dos
dados de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), bem como comparacdo com os dados da

literatura. Os experimentos de RMN uni e bidimensional foram realizados em um
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Espectrometro INOVA 500, operando a 500 MHz (*H), usando tetrametilsilano (TMS) como
padrdo interno e (CD3).CO como solvente (Merck). Para colaborar na identificacdo da
substancia 8, a amostra também analisada em um espectrometro de absorcdo na regido do
infravermelho, modelo Spectrum Two (FT-IR), Perkin Elmer, com capacidade de
funcionamento na faixa de ntimero de onda de 4000 a 400 cm™.

2.2.6 Ensaios in vitro

2.2.6.1 Estirpes de fungos

As estirpes utilizadas foram obtidas do Grupo de Pesquisa em Fungos de Interesse
Médico e Leveduras de Interesse Biotecnolégico — Departamento de Micologia da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). As estirpes foram de isolados clinicos dos
géneros Candida (C. albicans MM 46, C. tropicalis MM 55, C. parapsilosis MM 01 e C. krusei
MM 06), Trichophyton (T. rubrum URM 5905, T. mentagrophytes URM 6272 e T. tonsurans
URM 5508) e Sporothrix (S. schenckii e S. brasiliensis), resistentes a azois, além de cepas da
American Type Culture Collection (ATCC) (Candida albicans 14053, Candida tropicalis 750,
Candida parapsilosis 22019, Candida krusei 6258 e Aspergillus fumigatus 204305).

2.2.6.2 Preparacdo de antifingicos, extrato e meio de cultura

Foi preparada uma solucéo estoque do agente antifangico fluconazol (Pfizer), diluida
em RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) com faixas de concentracdo entre 64 a 0,125
ug.mL™. O BBB foi dissolvido em DMSO (1%) e 3,5 mL de RPMI, totalizando 4 mL
(solvente/RPMI); as concentragOes variaram de 2048 a 4 pug.mL*. O meio de cultura utilizado
foi o RPMI 1640 (Sigma-Aldrish, EUA), com L-glutamina e bicarbonato de sodio, pH 7,0 £0,1.
A preparacio ocorreu em agua deionizada e esterilizada, a uma concentragdo de 46,5 g.L? e
tamponada com Acido Morfolino Propano Sulfénico (MOPS 0,165 mol.L™; Sigma-Aldrich).
A esterilizacéo foi realizada em filtro biologico (Nalgene Company, Rochester, Nova York)
utilizando membrana de 0,22 um (Milipore, Darmstadt, Alemanha). O meio foi mantido a 40

°C e utilizado por no maximo trés semanas apds o preparo (CLSI, 2008a; CLSI, 2008b).

2.2.6.3 Preparo do indculo para o teste de sensibilidade
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As leveduras e fungos filamentosos foram cultivados em meio de Agar Dextrose
Sabouraud e Agar Batata Dextrose, mantidos a 35 °C por 24 h e 120 h, respectivamente. Uma
suspensao inicial do inoculo foi preparada em 5 mL de solucdo salina estéril (NaCl; 0,85%) e
sua densidade foi ajustada de acordo com a escala de McFarland 0,5 com transmitancia de 90%
para leveduras e 70-80% para fungos filamentosos determinada por espectrofotometria, usando
uma onda de compressdo a 530 nm. Este procedimento forneceu uma concentracdo padréo de
levedura contendo 1x10° a 5x10° células.mL™, seguida de dilui¢do 1:100 e depois diluicio 1:20
da suspensdo padrdo com meio RPMI 1640 para leveduras e 1:50 para fungos filamentosos,
resultando em concentragdes de 5,0 x 102 a 2,5 x 103 células.mL, cultivadas na temperatura
de 37 °C (CLSI, 2008a; CLSI, 2008b).

2.2.6.3 Ensaio de micro diluicdo em caldo

A micro diluicdo foi realizada em placas de fundo plano (TPP; Trasadingen, Suica) com
96 pocos e oito series distribuidas de A a H (vertical), cada uma com 12 pocos (horizontais). A
partir da solucéo estogue de antifingicos e do extrato BBB, foram preparadas solu¢des com
concentracOes dez vezes superiores a concentracdo final desejada. Assim, para o fluconazol,
foram utilizados 0,125-64 pg.mL™? e para o extrato 4-1048 pg.mL*.Nas placas de micro
diluicdo foram colocados 100 pL de cada concentracdo. Posteriormente, estes foram mantidos
a -20 °C ate 0 momento do teste, sem exceder o periodo de 30 dias. Nos dias dos experimentos,
as placas foram utilizadas apds permanecerem 30 minutos a 25 °C. Nas diferentes concentracdes
do antifangico e do extrato contidos nos poc¢os das placas, foram testados 100 pL de suspensdes
de cepas dos géneros Candida, Aspergillus, Trichophyton e Sporothrix. Os testes foram
realizados com um controle positivo contendo 12 diluentes antifungicos e solucdo de meio-
indculo nos pogos, além de um controle negativo contendo a solucdo antifingica e meio-
indculo, e o controle negativo contendo apenas meio RPMI 1640 poco no pogo coluna. As
placas foram mantidas em estufa a 35° C por até 96 h, de acordo com a espécie. Apds esse

periodo, as placas de teste foram observadas e posteriormente interpretadas.
2.2.6.4 Anélise de dados
Nas leituras, o crescimento no pogo de controle positivo (pocos de 12 colunas) foi

comparado visualmente com a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento em relacdo as

diferentes concentragdes testadas (pogos numero 1 a 10). Os critérios para definir a
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sensibilidade a resisténcia foram definidos de acordo com os protocolos dos documentos M27-
A3 M60 e M38-A2; para o fluconazol, a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) < 8,0 g.mL™*
foi aceita como sensivel e, nos casos em que as CIMs foram de 16,0 e 32,0 g.mL™?, foram
considerados dose-dependentes. Os valores de CIM acima dos nimeros mencionados foram
indicados como resistentes. Os valores de CIM do BBB foram avaliados de acordo com os
parametros determinados em CLSI (2008a), e CLSI (2008b). valores arbitrarios, devido a falta

de um padrdo. A determinacdo foi baseada na menor concentracao que inibiu o crescimento.

2.2.6.5 Leitura visual dos resultados

As leituras foram realizadas em 48 h para Candida spp, Aspergillus sp., Sporothrix sp.
e 96 horas para Trichophyton sp. Os testes foram realizados em triplicata com trés repeticoes
independentes. Apds a incubacdo, foi determinada a concentracdo fungicida minima (CFM)
para avaliar a capacidade de recuperagdo do crescimento flngico apds 48 h de contato com a
substancia teste. Com o auxilio de uma pipeta esterilizada, 10 uL. da mistura de cada pogo foram
adicionados ao Agar Sabouraud Dextrose. As placas foram incubadas a 37 °C por até 48 a 96
h, dependendo da espécie fungica e, apds a incubacgdo, observou-se o crescimento de col6nias

de leveduras.

2.2.7 Experimentos in silico

2.2.7.1 Pesquisa no Drugbank

Foi efetuada uma pesquisa na base de dados DrugBank com a palavra-chave: drogas
antifungicas azolicas (antifungal azoles drugs), onde foram selecionadas apenas estruturas de
drogas que atuavam seletivamente sobre a esterol-14-a-desmetilase. Os inibidores sintéticos
seletivos para esterol-14-a-desmetilase desenvolvidos pela industria farmacéutica foram

selecionados na literatura.
2.2.7.2 Bancos de dados, triagem virtual, ancoragem molecular e ferramentas ADMETox
Todas as moléculas foram verificadas e desenhadas utilizando o software Marvin

Sketch. As estruturas moleculares foram baixadas em formato SMILES, e posteriormente, por

meio do programa Open babel, foram convertidas para um formato SDF 3D para célculos de
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ancoragem. A estrutura cristalogréfica da esterol-14-a-desmetilase (5ZT1) foi obtida a partir do
Protein Data Bank (PDB). Todas as simula¢fes de ancoragem foram realizadas com o programa
AutoDock Vina. A ancoragem foi realizada entre os ligantes propostos: 8, lanosterol, acidos
graxos, drogas antifingicas azodis e o receptor, que foram preparados e convertidos para o
formato pdbqt utilizando o programa Autodock tools. Os resultados da docagem e a avaliagcdo
de cada complexo receptor-ligante, como a energia de afinidade (Kcal.mol?) e o
posicionamento dos ligantes dentro do sitio ativo da esterol-14-a-desmetilase foram analisados
utilizando o programa PyMOL 2.1. Foram geradas nove poses de ligante para cada complexo
com suas respectivas energias de afinidade. Posteriormente, as melhores poses ligante-proteina
selecionadas foram representadas graficamente usando o programa PyMOL 2.1 e seus
respectivos mapas de interacao 2D foram gerados usando o programa Discovery Studio 4.5. As
propriedades de absorc¢éo, distribui¢do, metabolismo, excrecao e toxicidade (ADMETox) foram
avaliadas pelos programas Data Warrior™ e PKCSM™,

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Identificagéo e quantificacdo dos AG na fragdo hexanica de B. brevifolia

A identificacdo dos AG presentes no HBB foi realizada pela analise em CG-EM (Figura
S1, p. 64) dos ésteres metilicos correspondentes, obtidos por procedimentos cromatograficos
classicos e reacdes de derivatizacdes. Os tempos de retencdo foram correlacionados com os
obtidos na andlise do padrdo FAME, sob as mesmas condi¢Ges cromatogréficas, sendo
confirmados pelos valores de m/z e padrdo de fragmentacdo, observados na espectrometria de
massas. A Tabela 1 apresenta a composi¢ao dos AG identificados a partir de HBB: acido
palmitico (1), acido margarico (2), acido linolelaidico (3), acido oléico (4), acido estearico (5),
acido dihomo-y-linolénico (6) e acido araquidico (7). A andlise por CG-DIC permitiu a
quantificacdo dos acidos graxos presentes, por meio da correlacdo das areas dos picos,
comparadas com as observadas para o padrao FAME, sendo os constituintes majoritarios
representados por: 7 (209,00 mg.g* de HBB), 3 (108,82 mg.g* de HBB) e 6 (85,48 mg.g™* de
HBB). O somatorio de massas quantificadas para AG perfaz 49,25% da massa do HBB. No
trabalho realizado por Oliveira e Silveira (2000), tem-se o registro da identificacdo apenas dos
acidos oléico, estearico e palmitico em extrato hexanico de B. brevifolia, sem a quantificacédo
dos mesmos, apenas expressaram suas abundancias relativas de acordo com o perfil obtido por
CG-EM.
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Tab. 1 Identificacdo e quantificacdo dos AG presentes em B. brevifolia por CG-EM e CG-DIC.

Composto  Nome sistematico TR  Pico base Concentracao % AG
(min) (m/z) (mg.g! de HBB)

1 Acido palmitico 20,38 74 36,55 3,66
2 Acido margarico 21,74 73 3,66 0,37
3 Acido linolelaidico 23,65 67 108,82 10,88
4 Acido oléico 23,77 41 7,86 0,79
5 Acido esteérico 24,30 74 41,11 4,11
6 Acido dihomo-y- 25,02 79 85,48 8,55
linolénico
7 Acido araquidico 25,53 43 209,00 20,90
Y =
49,25%

2.3.2 ldentificacdo estrutural da xantona

O composto 1-hidroxi-3,7-dimetoxixantona (8) foi isolado como um sélido amarelo
amorfo, e sua elucidagdo estrutural foi realizada pela analise dos dados de UV, IV e RMN (uni
e bidimensional). O espectro de UV revelou absor¢cdo maxima em vmax 208, 245, 277 e 308 nm.
A andlise de IV (Figura S2, p. 65) revelou bandas de absor¢io em vmax 1653 cm™ (vC=0),
caracteristico do estiramento de carbonila duplamente conjugada em sistema aromatico, as
bandas de absor¢des em vmax 1215, 1165, 1118 cm? (vC-H) e 3435 cm™ (vO-H) estdo
condizentes com o grupo O-H ligado a estrutura aromatica. As bandas de absorcdes em vmax
1454, 1498 e 1594 cm™ (vC=C, ArH) e em vmax 3000 cm™ (vCsp?_H), confirmam a presenca
do sistema aromatico, enquanto vmax 810 e 680 cm™ (6C-H, ArH) indicam seu padrdo com duas
ligacOes C-H e as deformagdes angulares de éteres nas regides de 1272 e 1036 cm™ (6C-0) sdo
caracteristicos do fragmento aril-éter-aril da molécula.

Os dados obtidos a partir da analise dos espectros de RMN 'H, HMQC e HMBC
(Figuras S3-S5, p. 66-68), permitiram a identificacdo estrutural da substancia 8. No espectro de
RMN de H foi possivel observar dois sinais relacionados a metoxilas em o4 3,88 e &4 3,93 (s);
cinco sinais de hidrogénios ligados a carbonos aromaticos, cujos acoplamentos permitiram
sugerir a presenca de dois anéis aromaticos: os sinais em 4 6,32 e 6n 6,66 (d, J 2,0 Hz), foram

atribuidos a hidrogénios ligados a carbono do anel aromatico com acoplamento em meta (anel
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A) e os sinais em 64 7,0 (d, J 8,0 Hz), o1 7,60 (dd, J 8,0/2,0 Hz) e 61 7,72 (sl), atribuidos ao
acoplamento dos hidrogénios ligados a carbono do anel aromatico trissubstituido (anel B). Foi
observada a presenca de um singleto em on 12,77 (s), atribuido a hidroxila quelatogénica em
C-1. A associacdo das informagdes dos espectros de RMN de *H, HMQC e HMBC (Tabela S1,
p. 69) permitiu a atribuicdo inequivoca dos posicionamentos dos carbonos aromaticos
hidrogenados, bem como dos substituintes metoxilas e hidroxilas na estrutura (Figura 1). Os
dados de 8 foram comparados aos dados espectrométricos observados em registros anteriores
da substancia. Embora ja tenha sido relatada sua identificagdo em outras espécies vegetais, esta
é a primeira vez que a 1-hidroxi-3,7-dimetoxixantona € isolada no género Bredemeyera Willd.
(MONTE et al. 2001; TENE et al. 2008).

HMQC HMBC

Fig. 1 Correlagdes observadas no espectro HMBC da 1-hidroxi-3,7-dimetoxixantona

2.3.3 Avaliacdo da atividade antifngica do extrato hidrometandlico de Bredemeyera brevifolia

Nos ensaios in vitro, os resultados de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) atestam o
potencial antifingico do extrato BBB. O BBB inibiu 100% das espécies de Sporothrix em 48
h, com CIM variando de 256 a 1024 ng.mL™. Entre os fungos dermatéfitos, houve inibicéo
contra Trichophyton rubrum e T. tonsurans (1024 pg.mL™?) em 96 h. Entre as espécies de
Candida, a inibicdo ocorreu em 24 h na faixa de 64 a 1024 ug.mL™. Foi observado que as
espécies selvagens de Candida apresentaram CIM maior do que o determinado contra cepas
padrdo, conforme Tabela 2. Ainda ndo ha consenso sobre valores CIM aceitaveis para extratos
e fracOes de material vegetal (HOLETZ et al. 2002; LAMBERT et al. 2011; WEBSTER et al.
2008). No entanto, Webster et al. (2008) sugerem que qualquer concentracdo inferior a 1.000
ug.mL? é considerada satisfatoria, o que inclui os valores de CIMs do extrato BBB contra 0s

fungos utilizados neste estudo.



54

Tab. 2 Resultados do ensaio CIM, realizado com o extrato hidrometanélico das folhas de
Bredemeyera brevifolia

Cepas (leveduriformes) BBB (24h) Fluconazol (24h)

ug.mL?! pg.mL?t
Candida albicans (ATCC14053) 64 (100%) 0,5
C. albicans (MM 46)** 512 (100%) 0,5
C. krusei (ATTC6258) 128 (100%) 2,0
C. krusei (MM 06)** 512 (100%) 2,0
C. parapsilosis (ATCC22019) 128 (100%) 0,5
C. parapsilosis (MM 01)** 1024(100%) 0,5
C. tropicalis (ATCC750) 256 (100%) 0,5
C.tropicalis (MM 55)** 512 (100%) 1,0

. BBB (48h) Itraconazol (48h)
Cepas (filamentosos) ng.ml L ug.ml L
Aspergillus fumigatus (ATCC204305) NI 4,0
Sporothrix brasiliensis (URM 8074) 1024 (100%) 4,0
S. brasiliensis (URM 7969) 512 (100%) 4,0
S. brasiliensis (URM 8078) 256 (100%) 2,0
S. schenckii (URM 8080) 256 (100%) 2,0
. BBB (96h) Itraconazol (96h)

Cepas (dermatofitos) ng.ml L ugml L
Trichophyton mentagrophytes (URM 6272) NI 4,0
T. rubrum (URM 5905) 1024 (100%) 0,5
T. tonsurans (URM 5508) 1024 (100%) 2,0

BBB: Extrato hidroalcdolico das folhas de B. brevifolia, NI: ndo inibiu.

** Linhagens coletadas de pacientes com infecgBes sistémicas resistentes internados na UTI do Hospital de
Pernambuco.

2.3.4 Ancoragem molecular da Xantona (XA), AG e farmacos

O resultado da ancoragem molecular indica que a xantona interage com 0s aminoacidos
do sitio ativo da enzima esterol-14-a-desmetilase comparado com os farmacos azélicos,
ligando-se a 6 (Tyr-118, Tyr-132, Gly-307, His-377, Ser-378 e Met-508) dos 13 residuos de
aminoacidos do sitio ativo da enzima, importantes na entrada e posicionamento para pre-
catélise e catélise de substratos como o lanosterol eburicol (KENIYA et al. 2018). Em termos
de energia de afinidade, a xantona (-8.8 kcal.mol™) apresentou melhor afinidade do que o
fluconazol (-8.3 kcal.mol™?), valor que ainda pode ser otimizado com modificagGes quimicas na
estrutura da xantona. Os AG presentes no HBB interagiram com os aminoacidos do sitio ativo
da enzima, energias < -7.4 kcal.mol™, entretanto apresentam caracteristicas quimicas que
podem ser otimizadas para melhorar afinidade a esta enzima (Tabela 3) (HARGROVE et al.
2017).

Alguns autores sugerem que mutac¢des no aminoacido Tyr-132 podem estar diretamente
associado ao mecanismo de resisténcia de Candida sp ao fluconazol, farmaco utilizado como
modelo nos ensaios microbioldgicos de inibi¢do fungica (ALVAREZ-RUEDA et al. 2016). Os

compostos naturais (xantona e acidos graxos) investigados apresentam afinidade a este
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aminoéacido, com ligacBes de Van de Waals diferente daquela apresentada pelo fluconazol
(Tabela 3). Os ensaios de inibicdo fungica com o extrato, foram realizados em linhagens clinicas
de Candida sp resistentes a farmacos azolicos sendo, portanto, promissores em estratégias
envolvendo a modelagem destas moléculas para melhorar suas caracteristicas de afinidade
intermolecular no sitio ativo da enzima presente nestas linhagens resistentes a farmacos
antifangicos (ROSAM et al. 2021).

Tab. 3 Interaces intermoleculares da 1-hidroxi-3,7-dimetoxixantona, e do Acido dihomo-y-
linolénico no sitio da esterol-14-a-desmetilase.

Energia de afinidade Lanosterol ~ Xantona* Fluconazol Acido DHyL
EF -9.4 -8.8 -8.3 -1.4
Tyr-64 Vw - - -
Tyr-118 PLS IPPT/PIA IPPT PIA
Tyr-132 - Vw CH/TS Vw
Glu-142 - _ ] )
Met-306 - - - -
Gly-307 - CH Vw Vw
Pro-375 - - - -
His-377 Vw - - LH
Ser-378 Vw CH - Vw
Tyr-505 - Vw - -
Ser-506 Vw - - -
Ser-507 - - - Vw
Met-508 1A PLS PLS 1A

EF (Kcal / Mol): energia de afinidade; Vw: Interacdo de Van der Waals; IPPT:interacdo Pi-Pi configuracdo em
T; LH: ligagdo de hidrogénio; IA: Interagdo Alquil; PIA: Pi- Interacdo Alquil; PLS: Pi-liga¢do sigma; CH: ligagéo
carbono-hidrogénio. acido DHyL: Acido dihomo-y-linolénico; Xantona*:1-hidroxi-3,7-dimethoxixantona; *
Residuos de aminoacidos envolvidos na atividade enzimatica.
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Apesar dos AG apresentarem em torno de 20 carbonos na sua estrutura quimica e terem
cadeias maiores quando comparados a xantona, que apresenta menor peso molecular, eles ndo
apresentaram melhores energias de afinidade. Contudo, a xantona tem em sua estrutura nucleos
aromaticos que favorecem a ligagdo com aminodcidos no sitio hidrofbico da enzima
lanosterol-14-a-desmetilase, se aproximando em termos de similaridade quimica dos farmacos
azoélicos. Os AG vém sendo estudados por conta da sua acdo inibitoria contra fungos
filamentosos e leveduriformes (Aspergillus spp. e Candida albicans) e os indicios de atividade
no sitio ativo da lanosterol-14-a-desmetilase podem ser o ponto de partida para exploragédo do
potencial dos compostos isolados do extrato de B. brevifolia contra fungos de interesse
biomédico (ALTIERI et al. 2007; MUTHAMIL et al. 2020; PRASATH et al. 2021; WANG et
al. 2021).

A familia Polygalaceae tem sido estudada como uma fonte reconhecida de xantonas
poli-oxigenadas, consideradas um quimiomarcador taxondmico para 0 género Bredemeyera
(OLIVEIRA; SILVEIRA, 2000; PERES; NAGEM, 1997; SILVEIRA et al. 1995). Estes
compostos oxigenados tem potencial antimicrobiano descrito em outras espécies ricas em
xantonas, tais como espécies do género Anthocleista (ANYANWU et al. 2015). A 1-hydroxy-
3,7-dimethoxixantona demonstrou atividade antifingica contra Candida parapsilosis com CIM
de 200 ug.mL* (TENE et al. 2008).

Por ndo haver registros da atividade antimicrobiana de xantonas poli-oxigenadas e AG
em espécies do género Bredemeyera, este estudo se configura como o primeiro registro da
atividade antifungica dos extratos e compostos desta espécie. A compreensdo do mecanismo de
interacdo molecular dessas substancias, com os residuos de aminodcidos testados neste
trabalho, permitira a constru¢do de uma biblioteca de analogos da Xantona e dos AG, como
uma estratégia de Drug design para compostos com a atividade inibitoria promissora frente aos
farmacos azélicos, no tratamento de infecgdes flngicas.

Assim como os farmacos comerciais e o lanosterol (Fig. S6, p. 70), a xantona tem uma
forte interacdo com a Tyr-118 (Pi-Pi configuragdo em T), a qual ndo foi observada com a
maioria dos acidos graxos, exceto o acido araquidico. No entanto, o que pode explicar a forte
interacdo da xantona séo as interac¢des do tipo carbono-hidrogénio com os residuos de Gly-303
e Gly-307 (Fig. S6) presentes na hélice | da enzima que, por sua vez, esté relacionada a interagdo
com os azélicos (HARGROVE et al. 2017), além da interacdo do mesmo tipo com a Ser-378,
ndo observada com os farmacos comerciais exceto para o fluconazol (Tabela 3).

Portanto, a auséncia de interacdes fortes com esses residuos citados acima e outros como

a Met-508, pode explicar a fraca interacdo dos &cidos graxos apesar dos tamanhos de suas
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cadeias. Todos os AG fazem uma interacdo de hidrogénios com a His-377, um residuo bem
conservado na filogenia dos fungos e ausente nas proteinas CYP51 humanas, o que pode
conferir certa especificidade dos AG pela enzima fungica (ZHANG et al. 2019).

Os AG de B. brevifolia se ligam ao residuo de His-377 (Fig. S4), com energia
intermolecular de ligagdes de hidrogénio, mais forte quando comparada a ligacdo de Van Der
Walls realizada pelo lanosterol, um ligante enddgeno especifico da enzima esterol 14-a-
desmetilase (HARGROVE et al. 2017). Os AG tém sido investigados quanto a sua atividade
antifungica contra fungos leveduriformes e filamentosos, sendo considerados compostos com
potencial para a construgdo de bibliotecas de analogos semissintéticos a partir de estruturas
naturais com acdo seletiva para o alvo molecular (DAS, 2018; MUTHAMIL et al. 2020;
PRASATH et al. 2021; WANG et al. 2021).

2.3.5 Predicdes in silico das propriedades ADMETox

As predicdes in silico para os parametros fisico-quimicos e farmacocinéticos da 1-
hidroxi-3,7-dimetoxixantona e AG isolados de B. brevifolia, demonstraram que estes
compostos apresentam boa absorcéo oral e biodisponibilidade, de acordo com a regra dos cinco
de Lipinski (2001) (Tabela 4). A xantona apresentou uma baixa area de superficie polar (ASPT),
alta taxa de absorcdo intestinal (95,14%) e um melhor perfil de lipossolubilidade (cLogP)
quando comparada ao fluconazol (81,52%) e ao lanosterol (89,97%) (DEBRUYNE, 1997).
Devido ao seu elevado volume de distribuicdo (VDss =-0,083) e ligacdo as proteinas
plasméticas, esta molécula revelou uma elevada capacidade de distribuicdo nos tecidos,
demonstrada pela baixa fracdo de farmaco nédo ligado no plasma sanguineo (Fu = 0,126) quando
comparado ao fluconazol (Fu = 0,154). Desta forma, a 1-hidroxi-3,7-dimetoxixantona tem um
perfil promissor para distribuicdo em tecidos infectados, em comparagdo com ao fluconazol
(Tabela 5) (MONTERO-GEI, 1993). Os AG identificados de B. brevifolia, apresentaram
comportamentos fisico-quimicos e farmacocinéticos similares ao lanosterol, com destaque para
a taxa de absorcdo gastrointestinal entre 88,07-89,59%, alto volume de distribuicdo tecidual e
baixa fracdo nédo ligada, se aproximando do valor fisioldgico do lanosterol. N&o apresentaram
hepatotoxicidade e apresentaram um bom perfil de excrecdo renal quando comparados ao
fluconazol e ao lanosterol (Tabela 4) (KABLY et al. 2022).
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Tab. 4. Parametros fisico-quimicos de inibidores naturais, sintéticos e medicamentosos de
esterol-14-a-desmetilase

Moléculas EF MM cLogp ALH DLH RO5 RB ASPT
Lanosterol -94 426,726 8,4216 1 1 1 4 20,23
1-hidroxi-3,7-

) ) -8,8 272,255 12,8809 5 1 0 2 64,99
dimetoxixantona

Fluconazol -8,3 306,275 -0,109 7 1 0 5 81,65
DHyL -7,4 306,488 7,1235 2 1 1 15 37,3
LNLD -7,2 280,45 6,4669 2 1 1 14 37,3
oLC -7,1 282,466 6,7191 2 1 1 15 37,3
ARQ -7,1 312,536 7,8801 2 1 1 18 37,3

EST -6,8 284,482 6,9713 2 1 1 16 37,3
MRG -6,6 270,455 6,5169 1 1 15 37,3
PMT -6,3 256,428 6,0625 2 1 1 14 373

EF (Kcal / Mol): energia de afinidade; ALH: aceptores de ligacGes de hidrogénio DLH: doadores de ligacdes de
hidrogénio, cLogP: lipossolubilidade, MM (g/Mol): massa molecular, ASPT (A): éarea superficial polar
topolégica, RO5: Regra dos cinco de Lipinski; DHyL acid: Acido dihomo-y-linolénico, LNLD: Acido
linolelaidico, OLC: &cido oléico, ARQ: Acido araquidico, EST: Acido estearico, MRG: Acido margarico, PMT:
Acido palmitico.

A 1-hidroxi-3,7-dimetoxixantona e 0s AG ndo interferem na atividade enzimética da
CYP3AA4, principal enzima do complexo microssomal hepatico, responsavel por metabolizar a
grande maioria das substancias quimicas administradas por via oral, indicando uma facilidade
de biotransformacéo, favorecendo o processo de eliminacdo e desintoxicacdo do organismo
(Tabela 5) (CHENG et al. 2012). A 1-hidroxi-3,7-dimetoxixantona, em especial, ndo
demonstrou hepatotoxicidade e apresentou uma maior taxa de clearance renal (0,64 log
mg.kg/dia), quando comparada ao fluconazol (0,465 log mg.kg'/dia), podendo ser mais
facilmente excretada. Devido a sua caracteristica lipofilica, tanto a xantona quanto os AG
podem vir a sofrer reabsor¢do passiva nos tabulos renais, o que pode favorecer a meia-vida
(T12), além da vida bioldgica destes compostos no organismo durante o tratamento de processos
infeciosos mais persistentes (Tabela 5) (KABLY et al. 2022).
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Tab. 5 Propriedades farmacocinéticas in silico da 1-hidroxi-3,7-dimetoxixantona, AG e outros
antiflngicos inibidores da esterol-14-a-desmetilase

Moléculas  %Abs VDe FnL 1A2 2C19 2C9 2D6 3A4 Hept. TCR

Lanosterol 89,97 0,546 0 Ndo N&do Ndo N&do N&do Nao 0,403

1-hidroxi-3,7- ) ) )
) ) 95,14 -0,083 0,126 Sim Sim Sim Ni N&do Né&o 0,64
dimetoxixantona

Fluconazol 81,52 -0,404 0,154 Sim N&do Ndo N&do Nao Sim 0,465

DHyL 89,59 -0,406 0,005 Sim N&o Sim N&do Nio N&o 2,048
LNLD 89,77 -0,355 0,041 Sim N&o Sim N&do Nio Né&o 1,932
oLC 89,26 -0,323 0,04 Sim N&o Sim Nao Nio Nao 1,88
ARQ 88,07 -0,316 0,009 Sim N&o Sim N&do Nao N&o 1,896
EST 88,76 -0,292 0,039 Sim N&o Sim Nio Nao Né&o 1,828
MRG 89,10 -0,288 0,062 Sim N&do Sim Nado Nao N&o 1,793
PMT 89,44 -0,289 0,091 Sim N&o Sim N&do Nao N&o 1,759

% Abs: porcentagem absorvida, VVDe: volume de distribuigéo estatica (logL.kg™), FnL: fragdo néo ligada, 1A2 =
CYP1A2; 2C19 = CYP2C19; 2C9 = CYP2C9; 2D6 = CYP2D6; 3A4 = CYP3A4: se a molécula é um inibidor
de CYP, Hept.: hepatotoxicidade, TCR: taxa de clearance renal (log mg.kg*/dia), DHyLd: Acido dihomo-y-
linolénico, LNLD: Acido linolelaidico, OLC: acido oléico, ARQ: Acido araquidico, EST: Acido estearico, MRG:
Acido margarico, PMT: Acido palmitico.

A taxa de producdo de metabolitos pode aumentar ou diminuir de acordo com o
comportamento do composto, seja ele indutor ou inibidor enzimatico, este comportamento pode
afetar o perfil de biodisponibilidade de substancias ativas ou farmacos, administrados
concomitantemente durante o tratamento terapéutico. Neste caso, a xantona demonstrou um
perfil inibitério para as enzimas CYP1A2 similar ao fluconazol, sendo um substrato para o
metabolismo através da CYP2C19 e CYP2C9 o que pode favorecer a sua eliminacdo do

organismo (GOA; BARRADELL, 1995).

De acordo com o perfil de toxicidade, valores de DLsp e a toxicidade méaxima tolerada
em humanos (DMTR), observada para a 1-hidroxi-3,7-dimetoxixantona e AG estdo numa faixa

segura para a ingestdo humana, em especial para os valores de toxicidade oral cronica em ratos
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(TOCR) quando comparados ao fluconazol, os compostos naturais tém faixa de seguranca
melhor para uso em doses cronicas (Tabela 6) (SRIVASTAVA et al. 2022). Por se tratarem de
estruturas quimicas autenticas, os valores de Drug Likeness (DL) e Drug Score (DS) para a 1-
hidroxi-3,7-dimetoxantona e AG diferem daqueles apresentados pelo fluconazol, demonstrando
potencial para desenvolvimento de novos compostos semissintéticos derivados de suas
estruturas quimicas naturais (KALAIMATHI et al. 2022).

Além disso, a 1-hidroxi-3,7-dimetoxantona, apresentou na predicéo in silico, um perfil
de toxicidade mutagénico em linhagens de Salmonella typhimurium, além de toxicidade para o
sistema reprodutivo (MATSUSHIMA et al. 1985). Para o fluconazol também se tem registrado
o efeito de variacdo gendmica que pode induzir a resisténcia fangica (WANG et al. 2022). Os
acidos oléico, estedrico e palmitico demonstraram perfil de toxicidade mutagénica,
tumorogénica e irritativo, ndo sendo observados efeitos similares no fluconazol. Contudo, 0 uso
deste farmaco na pratica clinica, em infeccdes fungicas resistentes podem apresentar alertas
toxicoldgicos, efeitos secundarios e reacGes adversas (Tabela 6) (KABLY et al. 2022). Apesar
da presenca de alertas toxicologicos para 0s compostos naturais, seu potencial antifingico pode
ser explorado em ensaios com os compostos isolados e seu perfil toxicolégico comprovado em
cultivos celulares e modelos in vivo (WILDFEUER et al. 1997). Além disso, estes compostos
podem ser utilizados como novas estratégias de associacdo entre produtos naturais e fluconazol
(HAJI et al. 2022; SRIVASTAVA et al. 2022).

Tab. 6 Drug Likeness, Drug score e valores de toxicidade para 1-hidroxi-3,7-dimetoxixantona,
acidos graxos e fluconazol.

Moléculas DL DS Mut Tu Rep Irrit LDss TOCR DMTR
m

Lanosterol -413 0,05 ndo ndo alto alto 2,003 0,695 -0,84

1- hidroxi-3,7-

] ) -092 0,22 alto ndo baixo ndo 1,849 1,967 0,18
dimetoxixantona

Fluconazol 304 090 ndo ndo ndo ndo 2,384 1,006 0,465
DHyL -2556 0,21 nd ndao  néo ndo 1,951 3,075 -0,627
LNLD -2556 0,24 ndo ndo ndo ndo 1,885 2,994 -0,497

oLC -28,97 0,056 alto alto nao alto 1,887 3,066 -0,445

ARQ -2522 0,18 ndo ndo  ndo néo 1,933 3,291 -0,452
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EST -25,22 0,05 alto alto ndo Alto 1,888 3,138 -0,392
MRG -2522 0,23 ndo ndo nao ndo 1,869 3,062 -0,348
PMT -25,22 0,09 ndo alto nao alto 1,855 2,988 -0,293

DL: Drug likeness, DS: Drug score, Mut: mutagenicidade, Tum: tumorigenicidade, Rep: efeitos no sistema
reprodutivo Irrit: efeitos irritantes, LDso: toxicidade aguda oral em ratos (mol.kg?), TOCR: toxicidade cronica
oral em ratos (log mg.kg™_bw.dia*), DMTR: dose méxima tolerada recomendada (log mg.kg*/dia). DHyL: Acido
dihomo-y-linolénico, LNLD: Acido linolelaidico, OLC: &cido oléico, ARQ: Acido araquidico, EST: Acido
estearico, MRG: Acido margarico, PMT: Acido palmitico.

2.4 Conclusdes

O estudo fitoquimico das fracdes das folhas de B. brevifolia utilizando métodos
cromatograficos e espectroscopicos, permitiu isolar e identificar uma xantona trioxigenada (1-
hidroxi-3,7-dimetoxixantona), até entdo inédita para o género Bredemeyera Willd., e sete
acidos graxos (palmitico, margarico, linolelaidico, oleico, estearico, dihomo-y-linolénico e o
araquidico), todos com potencial para o desenvolvimento de novos farmacos antifungicos
obtidos de fontes naturais. A integracdo de dados fitoquimicos, in vitro e in silico, permitiu
confirmar a hipotese que estes compostos podem se comportar como inibidores, responsaveis
pela atividade sobre a enzima esterol-14-a-desmetilase, importante para manutencdo da
homeostase fungica e uma das responsaveis pela resisténcia a farmacos azolicos (fluconazol).
O uso de ferramentas de quimica computacional (in silico) permitiram delinear um perfil fisico-
quimico, farmacocinético e toxicoldgico promissor para o desenvolvimento de novos farmacos
através dos compostos avaliados. Desta forma, os resultados obtidos neste trabalho fornecem
novas informacdes adicionais sobre a B. brevifolia, colaborando com a caracterizag¢do quimica
e atividade bioldgica da planta estudada. Novos ensaios devem ser projetados para investigar e
comprovar o potencial antifungico da xantona e acidos graxos em modelos in vitro em fungos

de interesse biomédico.
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Fig. S1 Cromatograma de ions totais dos ésteres metilicos de acidos graxos de HBB-C.
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Tab. S1 Dados de RMN, *H, *C e acoplamentos da 1-hidroxi-3,7-dimetoxixantona

HMQC H HMBC
Posicado 5c
(HsCO-3) 55,2 3,88 (3H, s) 165,2
(HsCO-7) 59,0 3,93 (3H, 5) 1475
2 97,4 6,32 (1H, d, 2,0 Hz) 91,7; 105,5; 161,6; 165,2
4 91,7 6,66, (1H, d, 2,0 Hz) 97,4; 105,5; 156,7; 165,2
6 121,2 7,60 (1H, dd, 8,0/2,0 Hz) 115,2; 147,5, 155,8
5 115,2 7,00 (1H, d, 8,0 Hz) 121,2; 144,8; 147,5
8 115,1 7,72 (1H, sl) 121,2; 144,8; 147,5; 155,8
9a 105,5
8a 144.8
7 147,5
10a 155,8
4a 156,7
(HO-1) 161,6 12,77 (1H, s) 97,4; 105,5; 161,6
3 165,2

# Anélise feita em espectrémetro a 500 MHz (*H), utilizando acetona deuterada como solvente.
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CAPITULO 3 — AVALIACAO DO POTENCIAL GENOTOXICO, E USO DA
METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTAS EM EXTRATOS DE
Bredemeyera brevifolia

RESUMO

No presente trabalho um planejamento de misturas com o estabelecimento de restricfes e
metodologia de superficies de resposta foram aplicados na otimizacdo das proporcdes dos
solventes que compdem a fase movel em cromatografia liquida. Avaliou-se o uso de uma fase
movel otimizada para o fracionamento de uma fra¢do hexanica obtida de folhas de B. brevifolia.
Também foi testado o potencial genotdxico do extrato hidrometanolico e fragdo hexanica de B.
brevifolia pelo protocolo Allium cepa. Pelo planejamento experimental proposto, foi possivel
obter uma fase mével com as proporcdes ideais entre seus componentes, as quais foram 21,
64,5, 9,5 e 5% respectivamente de cloroférmio, hexano, acetona e metanol, viabilizando o
processo de separacdo cromatografica dos constituintes da fracdo hexanica de B. brevifolia,
partindo de uma amostra que apresentou um fingerprint em CLAE/DAD com muitos picos
sobrepostos, apos a utilizacdo da fase movel otimizada em CC, com silica gel foram obtidas
fracbes semipurificadas vidveis para uso em CLAE semipreparativa. Desta forma, a
metodologia se mostrou viavel para a otimizacao da fase movel selecionada, reduzindo o tempo,
a quantidade de solventes e etapas no processo de isolamento de substancias. Por meio da
estratégia adotada, foi possivel pela primeira vez, separar e identificar triperpenos de B.
brevifolia, os conhecidos acidos oleandlico e ursélico, além de um inédito, o acido 3f3,26,27-
trihidroxiolean-12-en-23,28-didico, que teve sua estrutura elucidada com o auxilio de dados de
RMN e de EM. No ensaio de genotoxicidade, ndo foram observadas anormalidades, indicando
que o material testado ndo apresenta genotoxicidade frente a espécie A. cepa.

Palavras-chave: B. brevifolia. Planejamento de misturas. Metodologia de superficies de
resposta. Triterpenos. Acido 3p,26,27-triidroxiolean-12-en-23,28-didico
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CHAPTER 3: EVALUATION OF THE GENOTOXIC POTENTIAL, AND USE OF
THE SURFACE METHODOLOGY OF RESPONSES IN EXTRACTS OF Bredemeyera
brevifolia

ABSTRACT

In the present work, mixture planning with the establishment of restrictions and response
surface methodology were applied to optimize the proportions of solvents that make up the
mobile phase in liquid chromatography. The use of an optimized mobile phase for the
fractionation of a hexane fraction obtained from B. brevifolia leaves was evaluated. The
genotoxic potential of the hydromethanolic extract and hexane fraction of B. brevifolia was also
tested by the Allium cepa protocol. By the proposed experimental planning, it was possible to
obtain a mobile phase with the ideal proportions between its components, which were 21, 64.5,
9.5, and 5% respectively of chloroform, hexane, acetone, and methanol, enabling the
chromatographic separation process of the constituents of the hexane fraction of B. brevifolia,
starting from a sample that presented a fingerprint in HPLC/DAD with many overlapping peaks,
after using the optimized mobile phase in CC, with silica gel, semi-purified fractions were
obtained, viable for use in semi-preparative HPLC . In this way, the methodology proved to be
viable for optimizing the selected mobile phase, reducing time, the amount of solvents and steps
in the process of isolating substances. Through the strategy adopted, it was possible for the first
time to separate and identify triperpenes from B. brevifolia, the well-known oleanolic and
ursolic acids, as well as an unprecedented one, the 3f3,26,27-trihydroxyolean-12-en-23,28-dioic,
which had its structure elucidated with the aid of NMR and EM data. In the genotoxicity test,
no abnormalities were observed, indicating that the tested material does not present
genotoxicity against the A. cepa species.

Keywords: B. brevifolia. Mix planning. Response surface methodology. Triterpenes. 3p3,26,27-
trihydroxyolean-12-en-23,28-dioic acid.
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3.1 Introducéo

A ciéncia esta sempre evoluindo, num processo de transformacao continuo em busca de
estratégias mais eficientes para otimizar seus processos. Neste sentido, uma area que tem
avancado nas Ultimas décadas é a Quimiometria, que se caracteriza por utilizar ferramentas
estatisticas e matematicas para otimizar as condi¢cGes experimentais a serem usadas em
laboratdrios de Quimica (NOVAES et al. 2017). A utilizacdo de ferramentas quimiométricas
multivariadas apresenta algumas vantagens como a reducdo do nimero de experimentos, menor
consumo de reagentes e de tempo de trabalho (FERREIRA et al. 2007; NOVAES et al. 2018).

Devido a sua alta eficiéncia, poder de modelagem e capacidade de exploracdo dos
sistemas estudados, uma das técnicas multivariadas de otimizacdo mais utilizadas ¢ a
metodologia de superficies de respostas (MSR). Ela é uma combinacdo de técnicas de
planejamento de experimentos, anélise de regressdo e métodos de otimizacdo, que tem como
base o ajuste de modelos matematicos empiricos a dados experimentais obtidos segundo uma
determinada matriz experimental com o objetivo de descrever o comportamento destes dados e
fazer previsOes estatisticamente validas (HANRAHAN; LU, 2006; NOVAES et al. 2018;
ORLANDINI, 2014).

Buscando verificar a viabilidade da aplicagdo da MSR em experimentos de
fracionamento cromatografico de extratos vegetais, essa técnica foi aplicada para obtencao de
uma fase movel otimizada por MSR para o particionamento da fracdo hexanica obtida de folhas
de B. brevifolia, uma planta nativa do Brasil (LIMA et al. 2018), que fora estudada
anteriormente por técnicas convencionais, sendo identificadas na ocasido trés xantonas
pentaoxigenadas e alguns acidos graxos (OLIVEIRA; SILVEIRA, 2000). Considerando que a
espécie B. brevifolia ¢ utilizada na medicina popular para o tratamento de inflamacéo dos rins,
influenza, diarreia, reumatismo, dores na coluna e gastrite (MACEDO et al. 2015; MACEDO
etal. 2018; RIBEIRO et al. 2014), e que faltam informacges sobre o0s efeitos toxicos da espécie,
neste trabalho também foi avaliado o potencial genotéxico do extrato hidroalcoolico e da fracdo

hexanica de B. brevifolia, através do protocolo Allium cepa.

3.2 Material e método

3.2.1 Coleta e identificagdo do material vegetal

A coleta das folhas de B. brevifolia foi realizada na represa do Rio de Contas, na cidade

de Rio de Contas - BA. Ap0s identificacdo da espécie, a exsicata foi depositada na Universidade



75

Federal do Parana, sob niumero CTBS 3935. O acesso ao patriménio genético foi registrado no
Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado

(SisGen), conforme atestado de regularidade de acesso nimero ADASACA.

3.2.2 Obtengéo do extrato vegetal

O material vegetal foi seco em estufa até peso constante (439,24g). As folhas secas
foram pulverizadas em liquidificador industrial, e em seguida maceradas em metanol/agua 9:1.
Ap0s dez dias com trocas de solventes a cada 48h, o extrato hidrometanolico foi filtrado,
concentrado em evaporador rotativo, resultando em 137,53 g do extrato vegetal bruto de B.
brevifolia (BBB).

O BBB foi solubilizado em 400 mL de solucdo hidroalcéolica (metanol/agua 9:1), e
particionado com hexano (200 mL, 5 vezes). A fase hexénica foi concentrada em evaporador
rotativo e depois seca em capela de exaustdo, resultando em 8,44 g de fracdo hexanica de B.
brevifolia (HBB).

3.2.3 Otimizacdo multivariada com planejamento de mistura

3.2.3.1 Selecéo de solventes

Os solventes a serem utilizados na otimizacdo multivariada foram incialmente testados
em sistemas de cromatografia em camada delgada (CCD), para checar a interagcdo destes com
a HBB. Nas analises as placas de gel de silica (Lemandou Chemicals) foram reveladas por
aspersdo de solucdo de vanilina perclorica, seguida de aquecimento.

A avaliacdo dos eluentes foi feita inicialmente com os solventes puros e depois
modulando sua for¢a com adicdo de hexano (forca = 0) em diferentes proporc¢des buscando a
obtencdo do maior nimero de spots com fatores de retencdo (R.F) entre 0,2 e 0,8 nas placas de
CCD (NYIREDY, 2002). Os solventes utilizados foram o diclorometano, cloroférmio, acetato
de etila, acetona, etanol, metanol e acetonitrila, para cada sistema de eluente (Tabela 1) foram

realizadas trés corridas em CCD, visando a obtencdo do valor médio de R.F.
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Tab. 1 Proporcdo de cada solvente avaliado em relacdo ao hexano

N° da placa solvente avaliado: hexano
10:0
9:1
8:2
7:3
1:1
3:7
2:8
1:9

coO N oo o1 A W N PP

3.3.3.2 Planejamento de misturas para a otimizacédo das propor¢6es dos solventes que compdem
a fase moével (FM)

As misturas de solventes que apresentaram a maior quantidade de spots com RF entre
0,2 e 0,8, foram selecionadas para dar continuidade ao processo. Para otimizar as proporcoes
dos solventes que iriam compor a FM, foi utilizado um planejamento de misturas com restri¢oes
para as propor¢6es maximas e minimas de solventes (NOVAES et al. 2018). O estabelecimento
de restricbes € importante nesses experimentos, pois ha a necessidade da presenca de pelo
menos uma quantidade minima e um valor maximo de cada componente para que o experimento
seja realizado. Com auxilio do software Statistica, as restricbes foram aplicadas para
cloroférmio (5 a 40%), hexano (50 a 67,5%), acetona (5 a 40%) e metanol (5 a 40%). O nimero
de spots foi adotado como resposta a ser otimizada. A matriz experimental obtida, juntamente

com a resposta, é apresentada na Tabela 2.

Tab. 2 Matriz do planejamento de mistura com restricdes e respostas obtidas (niUmero de spots)
para otimizar as propor¢des da composicdo da fase mével em CCD

Ex| % Cloroférmio %Hexano %Acetona %Metanol N. de spots
1 5 50 5 40 3
2 5 50 40 5 0
3 5 85 5 5 3
4 40 50 5 5 3
5 5 50 22,5 22,5 2
6 5 67,5 5 22,5 8
7 5 67,5 22,5 5 8
8 22,5 50 5 22,5 3
9 22,5 50 22,5 5 5
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10- 22,5 67,5 5 5 10
10- 22,5 67,5 5 5 12
10- 22,5 67,5 5 5 10
11 5 61,7 16,7 16,7 5
1% 16,7 50 16,7 16,7 4
1c 16,7 61,7 5 16,7 7
14- 16,7 61,7 16,7 5 8
14- 16,7 61,7 16,7 5 8
14- 16,7 61,7 16,7 5 8

3.2.4 Analises das fracOes obtidas na CC

Apbs definicdo da FM otimizada, foi realizada a cromatografia em coluna (CC) em
modo isocratico para o fracionamento de HBB (2,00g), tendo como fase estacionaria gel de
silica 60, Acros, 0,063-0,200 mm (40,009).

Os fingerprints das fragbes oriundas da separacdo por CC foram obtidos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em um equipamento modelo HPLC 1260
Infinity Il, marca Agilent Technologies, equipado com uma bomba quaternaria de distribuicdo
de solventes, um amostrador automético, uma coluna analitica ZORBAX RX-SIL C-18
(4,6x250mm x 5,00 um) da Agilent, acondicionada a uma temperatura de 25°C e um detector
de arranjo de diodos (DAD). O volume de injecdo das amostras foi de 10 pL, enquanto o sistema
de eluicdo em gradiente binario foi formado por um solvente A (agua ultrapura) e um solvente
B (acetonitrila, grau HPLC), o programa de gradiente do solvente B é mostrado na Figura 1, e

sua vazdo foi de 1,0 mL min. O comprimento de onda de deteccéo foi definido em 240 nm.

0 20 40 60
Tempo (min)

Fig. 1 Programa de gradiente do solvente B

3.2.5 Isolamento e caracterizagdo de substancias, a partir das fracdes HBB2 e HBB3

O isolamento de substancias foi realizado por CLAE semipreparativa no mesmo
equipamento descrito anteriormente, utilizando uma coluna semipreparativa ZORBAX RX-SIL
C-18 (9,6x250mm x 5,00 um) da Agilent, acondicionada a uma temperatura de 25°C. O volume

de injecdo das amostras foi de 100uL, enquanto o sistema de elui¢do em gradiente binario foi
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formado por um solvente A (dgua ultra pura) e um solvente B (acetonitrila, grau HPLC), o
programa de gradiente do solvente B seguiu conforme mostrado na Figura 1, e sua vazao foi de
1,0 mL min™t.

As fracdes purificadas (FP2 e FP3) que se apresentaram vidveis para analise por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram encaminhadas para analise. Os experimentos de
RMN de H e de *C (1 e 2D) foram realizados em Espectrémetro INOVA 500, operando a 500
MHz (*H) e 125 MHz (*3C), usando tetrametilsilano (TMS) como padréo interno e (CD3)2CO
ou CDs0OD como solvente (Merck).

Para confirmar a estrutura proposta para FP2, a amostra foi analisada por espectrometria
de massas com ionizacdo por electrospray (EM-ESI), em modo negativo. O equipamento
utilizado foi um espectrémetro LCQ Fleet da marca Thermo, constituido por um Cromatégrafo

a liquidos de alta eficiéncia e um Espectrometro de massas do tipo ion trap.

3.2.6 Teste de genotoxicidade in vitro, utilizando o protocolo A. cepa

Sementes de A. cepa germinaram em placas de Petri com papel filtro previamente
umedecido com agua destilada a temperatura ambiente. Apds a germinagdo, meristemas
radiculares com tamanhos a partir 2,0 cm de comprimento foram selecionados e conservados
em alcool. Microtubos foram preparados com as concentra¢des de 50mg.mL™, 100mg.mL™,
150 mg.mL?, 200mg.mL? e 400mg.mL™ de BBB, ou de HBB. Para controle negativo um
microtubo foi separado com &gua destilada e para controle positivo com DMSO. Os meristemas
foram retirados da conserva e cada microtubo recebeu 03 unidades do tecido vegetal, que
permaneceram em contato com as solucGes por 48h. Encerrado o tempo de contato com 0s
extratos, foram retirados dos frascos e fixados em solucdo de Carnoy modificada por 24h,
transferidos para novos recipientes contendo alcool 70% e mantidos a 7°C até o0 momento da
anélise microscopica. No preparo das laminas, foi utilizada orceina acética a 2%. A captagédo
das imagens foi feita em um microscépio Optico Nikon, modelo Eclipse E200 iluminado com
luz de LED, com objetiva em 40x (MENDES et al. 2012).

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Otimizag&o multivariada
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A otimizacdo multivariada com o planejamento de mistura foi usada para obter as
proporcdes 0timas entre 0os componentes da fase mdvel. O niumero de spots obtidos apds cada
corrida na placa de CCD foi usado como resposta a ser otimizada para maximizar a separacéo.
Funcdes (lineares e quadraticas) foram ajustadas a esta resposta para descrever o
comportamento dos dados e prever as condi¢cdes experimentais Otimas a serem utilizadas
(BEZERRA et al. 2008; NOVAES et al. 2017; 2018).

As Figuras 2(a) e 2(b) mostram duas superficies de resposta obtidas ajustando uma
funcdo linear e uma funcéo quadréatica aos dados experimentais usando 0 método dos minimos
quadrados. Nota-se visualmente que o modelo linear (cuja superficie gerada é um plano
inclinado), ndo se aproximam dos pontos que representam as respostas em relacdo ao modelo
quadratico.

Utilizando os parametros de anélise de variancia (ANOVA), foram realizados o0s testes
de significancia estatistica de regressdo (Eq. 1) e de falta de ajuste (Eq. 2).

F= MSReg/MSres (l)
F= MSfaj/MSep (2)
Onde:

F- Distribuicdo de Fisher (teste F)

MSgeg - média quadrética de regressao

MS;es - média da soma quadratica do residuo

MS;s,j - média da soma quadrética da falta de ajuste
MS, - média da soma quadrética do erro puro

Adotando um nivel de confianga de 95%, foi possivel comprovar que o modelo
quadrético é superior em descrever o comportamento dos dados em relagdo ao modelo linear.
O modelo quadratico apresentou regressdo significativa (Fcalculado = 14,38 > Ftabelado =
3,39) e falta de ajuste néo significativa (Fcalc = 2,99 < Ftab = 6,39) enquanto, ao contrario, 0
modelo linear quase ndo apresentou regressao significativa (Fcalc = 3,5 ligeiramente maior que
Ftab = 3,4, recomenda-se que este valor seja dez vezes maior) e falta de ajuste significativa
(Fcalc = 15,3 > Ftab = 5,96) (BEZERRA et al. 2008).

A analise dos graficos de valores observados versus valores preditos, assim como dos
gréficos de residuos (Fig. 2), sdo outras evidéncias da melhor qualidade do modelo quadratico
em relacédo ao linear. O modelo quadratico tem uma melhor correlagdo com o modelo predito e
deixa residuos menores e menos dispersos do que o modelo linear (SILVA; MATTQOS, 2017).
Assim, o melhor modelo foi escolhido para estabelecer as propor¢fes Otimas entre 0s

componentes da fase movel.
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A superficie obtida no modelo quadratico possui um ponto maximo e suas coordenadas

representam as condi¢des Otimas para obter a resposta maxima. Desta forma, as proporcdes

6timas da FM para o fracionamento de HBB foram as seguintes: 21% de cloroférmio, 64,5%

hexano, 9,5% acetona e 5% metanol, respectivamente.
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Fig. 2 (a) modelo linear, graficos preditos versus observados e de residuos, (b) modelo
quadrético, graficos preditos versus observados e de residuos. Para obter as superficies, a
proporcao de metanol foi fixada em 5%.
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3.3.2 Avaliacéo das fracOes obtidas

Foram obtidas 59 fracbes semipurificadas de HBB, que posteriormente foram reagrupas

por similaridade em CCD, gerando 4 novas fracdes (Tab. 3).

Tab. 3 Fracgdes obtidas do extrato hexanico

Caodigo Fracdes agrupadas Massa (mg)
HBB 1 lav7 3244
HBB 2 8a?28 85,4
HBB 3 29 a 46 403,8
HBB 4 47 a 59 789,8

> 1603,4

Nas andlises de HBB e suas fracdes semipurificadas por CLAE/DAD, o comprimento
de onda no qual os analitos melhor absorveram a radiacéo ultravioleta foi o de 240nm, por este
motivo, os resultados serdo apresentados apenas para esta regido do espectro. O cromatograma
com o fingerprint do HBB é mostrado na Figura 3(a), onde é possivel observar que se trata de
uma amostra complexa e de dificil separacdo visto que existem muitos picos sobrepostos,
sendo, portanto, necessarias etapas de pré-purificacdo por meio de técnicas cromatogréaficas

para melhorar a eficiéncia da separacdo dos componentes do extrato.
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(a) Cromatograma da fragdo HBB. (b) cromatograma da fracdo HBB2. (c) cromatograma da fracdo HBB3

Fig. 3 Cromatogramas de HBB em A = 240nm
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Dentre as 4 fracdes semipurificadas resultantes, aquelas que apresentaram melhores
perfis de separacédo foram as HBB2 e HBB3, seus cromatogramas estao apresentados na Fig. 3
(b e c). Nesses cromatogramas, € possivel observar que houve uma melhora significativa na
separacdo dos picos quando comparados aos de HBB.

As fracbes HBB2 e HBB3 foram selecionadas para dar seguimento ao processo de
separacdo por CLAE/DAD preparativa. De HBB2 se obteve uma fragdo purificada, que em
CCD (revelada com vanilina perclérica) apresentou potencial para ser encaminhada para analise
em RMN e por EM-ESI. A fracéo foi nominada como FP2, que quando seca apresentou aspecto
amorfo e cor branca, com uma massa de 23mg. De HBB3, também foi obtida uma fracédo
purificada (FP3), com aspecto amorfo e branca quando seca, de massa igual a 20mg, que foi

encaminhada para analise por RMN.

3.3.3 Elucidacéo estrutural de FP2

As informagcdes obtidas a partir do espectro de RMN de H (Fig. S1, p.90) levaram a
observacao de quatro singletos integrados para trés hidrogénios cada, com deslocamentos entre
dH 0,97 — 1,24, indicativo de grupos metilicos. O sinal em 815,24 (1H, t, J = 12 Hz) é relativo
a um hidrogénio olefinico, e em &1 3,68 (1H, dd, J = 4/12 Hz) a um hidrogénio oximetinico,
cujos acoplamentos s&o relativos as posi¢Oes axial-axial e axial-equatorial. Tais informacdes
condizem com dados obtidos na literatura para moléculas triterpénicas pentaciclicas do tipo
olean-12-eno, com a hidroxila em 3 com orientacio f (QUANG et al, 2011; BALDE et al,
2021). Além disso, foram observados hidrogénios oximetilénicos em 64 3,43 e 4 4,06, com
correlagdo no HMQC Jcn, com o sinal de carbono em 8¢ 65,4 e em 81 3,39 e &n 3,23,
correlacionados ao sinal de carbono em &c 68,8, sugestivo da presenca de hidrogénios
diasterostopicos na molécula (Fig. S2, p. 91) (WOO et al, 2015).

A partir dos espectros de 3C e DEPT 135 (Fig. S3 - S4, p. 92-93), foram observados 30
sinais de carbono, 04 metilicos com deslocamentos em &¢ 19,6 (C-24), 17,3 (C25), 28,0 (29),
24,9 (C30); 10 metilénicos 41,0 (C1), 24,5 (C2), 21,7 (C6), 41,8 (C7), 24,6 (C11), 26,3 (C15),
(C16), 44,0 (C19), 32,7 (C21), 32,7 (C22); 03 metinicos 52,1 (C5), 49,3 (C9); 42,11 (C18); 02
olefinicos 123,9 (C12), 144,0 (C13); 06 ndo hidrogenados 46,9 (C4), 40,4 (C8), 40,5 (C10),
43,2 (C14), 40,3 (C17), 42,14 (C20), 02 oximetilénicos 65,4(C26), 68,8 (C27); 01 oximetinico
75,2 (C3) e 02 carbonilicos 172,8 (C23), 180 (C28); corroborando com a indicacao de que se
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trata de um triterpeno pentaciclico olean-12-eno. As correlagdes 1Jc 1 do espectro HMQC (Fig.
S2, p.91) também permitiram a atribuicdo do sinal de carbono oximetinico em C3, dado a
correlacdo de 6+ 3,68 e 0 carbono em ¢ 75,2; para atribuicdo dos carbonos olefinicos em C12
e C13, verifica-se a correlagdo do o 5,24 e os carbonos em oc 1239 e dc 144,0,
respectivamente, caracteristicos do anel olen-12-enos.

A andlise do espectro de HMBC (Fig. S5, p. 94) revela correlacdes heteronucleares a
longa distancia "Jc.n. Os dados permitiram observar o sinal do hidrogénio oximetinico em 6n
3,68 (H3) acoplado ao sinal de carbono na posicdo C2 (*Jcn). O posicionamento dos grupos
metila na estrutura em C24, C25, C29 e C30 foi possibilitado pela observagdo do sinal em on
1,03 (H24) acoplado ao sinal de carbono em C23 (3Jc 1), permitindo o posicionamento do grupo
carbonilico em 8¢ 172,8 na posicdo C23; em 610,97 (H25) acoplado aos sinais de carbono em
C1 (CJcn), C10 (Bcm); em &n 1,24 (H29) acoplado a C30 (3Jc ) e o hidrogénio &y 1,1 (H30)
acoplado ao sinal de C19 (3Jcn). Os hidrogénios oximetilénicos diasterotopicos foram
posicionados em C26 e C27, dado a observacao dos hidrogénios em 6n 3,40 e on 4,06 (H26)
acoplados aos carbonos nas posicdes C8 (2Jcn) e C14 (3Jc ), e dos hidrogénios em &y 3,23 e
Sn 3,42 (H27) acoplados a C8 (*Jc ). A Figura 4 ilustra as correlagdes observadas no espectro
HMBC que permitiram propor a estrutura do triterpeno.

A substéncia foi identificada como 3f,26,27-trihidroxiolean-12-en-23,28-didico e
possui uma estrutura similar a aglicona das saponinas (bredeyemerosideo B, C e D) encontrados
na espécie B. floribunda. As principais diferencas entre elas ocorrem nas posi¢des C3 e C28,
onde os substituintes nos bredemeyerosideos séo gliconas e nas posi¢des C2 e C26, onde tem-
se uma hidroxila e uma metila, respectivamente (DAROS et. al, 1996; PEREIRA et. al, 1996;
RUPPELT et. al, 1996b). O padrdo de substituicdo incomum e a auséncia de glicona torna a

substancia isolada inédita na natureza.

Fig. 4 Correlagdes observadas no espectro HMBC para o triterpeno 3[3,26,27-triidroxiolean-12-
en-23,28-didico
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Os espectros de EM-ESI em modo negativo, obtidos para a substancia FP2 sdo
apresentados na Figura S6 (p. 95).

No espectro (EM) correspondente a primeira fragmentacao, é possivel verificar o sinal
do ion principal em m/z 517 (M-H") e os fragmentos a m/z 503, 489, 474 e 437. No espectro
EM2, referente ao segundo ciclo de fragmentacdo do ion molecular obtido no EM (m/z 517), se
verifica a presenca de sinais em m/z 499, 487, 473, 455 e 439 indicativos da perda de molécula
de agua (m/z 499:|(M-H)-H.0[*), de CH20 (m/z 487: |(M-H)- CH.0["), de CO. (m/z 473: |(M-
H)-CO2|"), perda de H,O e CO; (m/z 455: |(M-H)-H20-CO,[*), de H20 e de 2CH,0 (m/z 439:
|(M-H)- H20- 2CH20["), respetivamente. Na terceira fragmentacdo do ion molecular (m/z 517),
é possivel observar no espectro EM3, a presenca de dois sinais a m/z 457 e 455, os quais podem
estar relacionados a saida de quatro grupos metila (m/z 457: |(M-H)-4CHzs|") e de dois CH.OH
(m/z 455: |(M-H)- 2CH,OH|") (LOURENCO et al, 2021; UDDIN et al. 2022).

No terceiro ciclo de fragmentagdo, para o “ion filho” majoritario em EM3 (m/z 455),
conforme mostrado no segundo espectro EM3, é possivel observar a presenca de sinais em m/z
441, 439, 424, 409 e 391, que podem corresponder a fragmentagcOes referentes a perda
respectiva de CHz (m/z 441: |(M-H)- CHs|*), de CH2 e H, (m/z 439:|(M-H)- CHz2-H["), de
CH20H (m/z 424: |(M-H)- CH20OHJ"), de HCOOH (m/z 409: |(M-H)-HCOOH]J"), e de H,0 e
HCOOH (m/z 391: |(M-H)-H.0-HCOOH|*). Em EM3 é verificada ainda a presenga sinais em
m/z 264 e 256, cujo padrdo possivelmente corresponde a fragmentagdo retro Diels-Alder
(FrRDA) do anel C observada para triterpenoides pentaciclicos do tipo 12-oleanenos, além dos
sinais em m/z 219, 205 e 135, que podem se referir a decomposicédo de m/z 264, com uma perda
de COOH (m/z: 219: |(M-H)- COOH]J"), seguido da saida de CH2 (m/z: 205: |(M-H)-CH2|+) ou
de CsH100 (m/z: 135: |(M-H)- CsHsO[*) (LOURENCO et al, 2021; UDDIN et al. 2022).

Desta forma, as fragmentacOes observadas corroboraram com a proposta estrutural da
3B,26,27-triidroxiolean-12-en-23,28-dioico, seu possivel padrdo de fragmentacdo € descrito na
Figura S7 (p. 96).

3.3.4 Identificacdo das substancias presentes em FP3

A identificacdo das substancias presentes em FP3 foi feita a partir dos dados obtidos
dos espectros de RMN de H, 3C, DEPT 135, HMQC e HMBC (Figuras S8 -S12, p. 97-101),
e comparacdo com dados espectroscopicos da literatura. As informacdes obtidas a partir do
espectro de RMN de 'H levaram a observagdo de sete singletos indicativos da presenca de
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grupos metila, cujos deslocamentos ficaram entre ox 0,98 — 1,26. A identificagdo de um
hidrogénio oximetinico em 6 3,45 (d, J = 11 Hz, 1H) indica a presenca de uma hidroxila na
posi¢do H-3, enquanto o singleto largo em & 5,29 (1H) é caracteristico de um hidrogénio
olefinico em H-12. A partir dos espectros de RMN *C e DEPT 135 foi possivel identificar a
presenca de 30 sinais de carbono, consistindo em 07 metilicos em: 6¢ 28,4 (C-23), 19,9 (C-24),
17,4 (C-25), 24,4 (C-26), 24,8 (C-27), 26,2 (C-29) e 26,2 (C-30); 10 metilénicos: 41,0 (C-1),
26,7 (C-2), 22,1 (C-6), 31,7 (C-7), 24,6 (C-11), 33,07 (C-15), 25,0 (C-16), 43,1 (C-19), 40,6
(C-21), 33,11 (C-22); 04 metinicos: 75,7 (C-3), 52,7 (C-5), 50,0 (C-9), 40,5 (C-18); 02
olefinicos: 124,7 (C-12), 144,0 (C-13); e 07 nado hidrogenados: 41,1 (C-4), 42,6 (C-8), 38,2
(C-10), 40,9 (C-14), 47,5 (C17), 36,5 (C-20), e o ultimo em 181,9 (C-28) pertencente a um
grupo carboxila, indicando que a substancia isolada é um &cido triterpénico pentaciclico do tipo
olean-12-eno (MAHATO; KUNDU, 1994). Os dados de HMQC confirmam a atribuigéo do
carbono oximentinico em ¢ 75,7 (8w 3,45) & posicao C3, bem como dc 124,7 (8w 5,29) e 6c
144.,0, aos carbonos olefinicos em C12 e C13, respectivamente. Pelo HMBC foi possivel
confirmar o acoplamento heteronuclear a longa distancia entre o hidrogénio do carbono
olefinico én 5,29 (H12) e o C18, o acoplamento entre os hidrogénios H11 (dn 1,87) e 0s
carbonos C12 (2Jcn) e C13 (3Jcn), entre 0 H18 e os carbonos C14 ((Jcp), C16 (3Jc ) e C19
(3Jc.n), além do acoplamento entre o hidrogénio oximetimetro 8 3,45 (H3) e os carbonos nas
posicdes C1 ((Jcn) e C4 (Jcn). Com base nesses dados, a estrutura da substancia presente em
FP3 foi elucidada, e trata-se do triterpeno conhecido como acido oleandlico (A.O) (MAHATO;
KUNDU, 1994; NGO et al., 2018; BANARASE; KAUR, 2021).

E muito comum que fracdes obtidas de extratos de plantas ndo estejam completamente
puras, e os espectros de RMN obtidos a partir delas acabem retratando sinais de misturas de
substancias. E o caso observado nos espectros de RMN obtidos para FP3, que trazem outras
informacdes além das obtidas para o A.O. Como se sabe, 0 A.O possui um isémero conhecido
como é&cido ursolico (A.U), cuja diferenca na estrutura da-se apenas pela mudanca do grupo
metila da posicdo C29 que no A.O encontra-se ligado ao C20, enquanto no A.U esta ligado ao
C19 do anel E. Essa caracteristica faz com que as duas substancias possam ser identificadas no
mesmo conjunto de espectros. Desta forma, a partir dos espectros de RMN (Figuras S8 -S12,
p. 97-101) foi possivel elencar valores de acoplamentos distintos que contribuiram para a

diferenciagdo das duas substancias presentes na amostra (Tab. 4).
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Tab. 4 Deslocamentos RMN de H e de *C (5, ppm), e acoplamentos de longa distancia
(HMBC) que permitiram a diferenciacéo do &cido oleandlico e ursélico na amostra FP3.

Substancia 1 (A.O) Substancia 2 (A.U)
dc S HMBC dc OH HMBC
C
11 24,6 1,87 C12,C13 24,6 1,87 C12,C13
12 124,7 5,29 C18 1241 524 C18
18 40,5 2,73 Cl14,C16, C19 42,6 2,07 C12,C13,C14eC16
28 1819 175,2

Na Tabela 4, se observa a presenca de dois tripletos pertencentes a hidrogénios
olefinicos (H12) distintos, onde o primeiro tem uma altura que corresponde a 38,4% da
observada para o segundo. De acordo com os dados de HMQC, o segundo tripleto (6w 5,29
ppm) esta relacionado ao C12 do A.O, enquanto o primeiro (61 5,24 ppm) correlaciona com
um C12 (8¢ 124,1 ppm) de outra substancia. Como os dois sinais séo bem diferenciados, ndo
se sobrepdem e apresentam uma diferenca consideravel de deslocamento (0,05ppm), de acordo
com a literatura, a substancia desconhecida pode ser identificada como A.U (PALU et al.,
2019). Ainda corrobora com a identificagéo, o registro de um hidrogénio H18 (o 2,07 ppm)
correlacionado via HMQC a um carbono atribuido a posi¢do C18 (d¢ 42,6 ppm), 0 mesmo H18
também esta acoplando via HMBC com os carbonos C12 (3Jc.n), C13 (Jcn), C14 (BJcn) e C16
(3Jcn), diferentemente do observado para o A.O. Outras correlagdes HMBC da segunda
substancia ocorrem entre o hidrogénio H12 e 0 C18 (3Jc 1), entre os hidrogénio H11 com o C12
(YcH) e C13 (Xcn), o Gltimo em comum para as duas substancias (5c 144,0). Por fim, para o
C28 é observado um outro sinal carboxila a 175,2 ppm. Essas informagdes confirmam que a
segunda substancia presente na amostra é o acido ursélico (KONTOGIANNI et al.,2009; PALU
et al., 2019). A Figura 5 ilustra as correlac6es observadas no espectro HMBC que permitiram

propor as estruturas do A.O e A.U.
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Acido oleanolico Acido ursolico

Fig. 5 Correlacdes observadas no espectro HMBC para os acidos oleandlico e ursolico.

3.3.5 Teste de genotoxicidade in vitro

As células foram examinadas microscopicamente em busca de cromatides quebradas ou
pontes anafases, formacdo de micronucleo ou mitose atipica, e outras alteracbes cromossémicas
que poderiam ocorrer durante o processo de divisdo celular, que seriam indicativas de
genotoxicidade do material testado (RANK, 2003).

As fotos da andlise microscopica do meristema radicular de A. cepa exposto ao controle
negativo e ao controle positivo, sdo apresentadas na Figura 6. Para o controle negativo com
agua destilada, Fig.6(a), ndo foi observada nenhuma alteracdo na amostra, por outro lado, para
o controle positivo com DMSO, Fig. 6(b), observou-se a presenca de células com bi nucleacéo
conforme destacado pelas setas.
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Fig. 6 Fotografia microscopica de fragmentos de meristemas de A. cepa.

As imagens microscopicas obtidas para 0s materiais vegetais expostos aos extratos de
maior concentragdo (400 mg. mL™), sdo apresentadas na Figura 7. A avaliacdo das laminas

contendo os meristemas que foram mantidos em contato com o extrato BBB, e a fracdo HBB,
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indicam que para todas as concentracdes trabalhadas, os ndcleos sdo uniformes, sem nenhuma
nucleagédo, mitose atipica ou formacéo de fibras de fuso, ou seja, o0 material apresentou padréo

nuclear tipico.

(a) (b)
(2)BBB; (b) HBB
Fig. 7 Fotografia microscopica de fragmentos de meristemas de A. cepa.

3.4 Conclusdes

A partir do planejamento experimental utilizando a metodologia de superficies de
resposta, foi possivel obter uma fase movel otimizada com as propor¢ées ideais entre seus
componentes, viabilizando o processo de fracionamento cromatografico da fracdo hexanica de
B. brevifolia. As proporcdes 6timas da FM obtidas para o fracionamento foram: 21% de
cloroférmio, 64,5% hexano, 9,5% acetona e 5% metanol, respectivamente.

Partindo de uma fracdo (HBB) que precisava passar por varias etapas de pré-purificagéo,
visto que apresentava um fingerprint em CLAE/DAD com muitos picos sobrepostos, a
execucao de apenas uma corrida em CC, com eluicdo isocratica usando a fase mdvel otimizada,
possibilitou a obtencdo de fragbes semipurificadas viaveis para o processo de separacao por
CLAE semipreparativo. Desta forma, o uso da MSR se mostra viavel para a definicdo da
composicdo das fases modveis a serem utilizadas nos procedimentos de separacdo
cromatografica utilizados na area da Fitoquimica, reduzindo o tempo, a quantidade de solventes
e 0 numero de etapas utilizadas no processo de isolamento de substancias.

Por meio da estratégia adotada, pela primeira vez foi possivel separar e identificar
triperpenos de B. brevifolia. Ao todo foram trés substancias, a primeira delas inédita na
natureza, o acido 3p,26,27-triidroxiolean-12-en-23,28-didico que teve sua estrutura elucidada
com o auxilio de dados de RMN e de EM, além dos ja conhecidos acido oleandlico e acido
ursolico.

No ensaio de genotoxicidade in vitro, ndo foram observadas anormalidades durante o

processo de divisao celular, indicando que o extrato hidrometandlico (BBB) e a fragdo hexanica



89

(HBB) nao apresentam genotoxicidade frente a espécie A. cepa, 0 que € muito relevante, visto
que a especie estudada € utilizada para fins terapéuticos na medicina popular, e até entdo nao

havia nenhum registro na literatura a respeito da sua toxicidade.
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CONCLUSAO GERAL

Este trabalho se estabelece como uma fonte importante de informagdes sobre
Bredemeyera Willd., trazendo pela primeira vez uma revisdao integrativa sobre o tema,
agrupando todas as informagdes disponiveis na literatura sobre o género, proporcionando uma
melhor compreensdo sobre sua composicdo fitoquimica, potenciais etnoboténicos e
farmacoldgicos. A partir do trabalho de reviséo realizado, € possivel afirmar que ainda ha um
campo promissor para pesquisas visando os atributos medicamentosos de Bredemeyera Willd.

O estudo fitoquimico de B. brevifolia revelou a existéncia de uma xantona e acidos
graxos ainda néo relatados para a espécie. Os resultados dos testes antifungicos in vitro e in
silico, revelaram que tanto o extrato hidrometandlico, quanto as substancias isoladas
apresentam potencial para o desenvolvimento de fitofarmacos e analogos semissintéticos com
acao antifangica.

Este trabalho também trouxe uma estratégia pouco explorada dentro da area de produtos
naturais, o uso de ferramentas quimiomeétricas para o planejamento experimental do
fracionamento de extratos e fragcOes organicas. Desta forma, por meio da aplicacdo da
metodologia de superficie de respostas, se obteve uma fase movel otimizada para a fracédo
hexanica, onde foi possivel reduzir o nimero de etapas do processo de fracionamento,
diminuindo o tempo e uso de solventes, consequentemente otimizando 0 processo.
Possibilitando o isolamento de trés triterpenos, sendo um deles inédito.

Em um segundo ensaio in vitro, foi demonstrado que tanto o extrato hidrometanolico
quanto a fracdo hexanica das folhas de B. brevifolia ndo apresentaram genotoxicidade no teste
com A. cepa, esta informacdo é muito relevante, visto que a espécie é utilizada popularmente
para fins terapéuticos e até entdo ndo havia nenhum registro na literatura sobre a sua toxicidade.

Portanto, pode-se afirmar que as informac6es obtidas no presente estudo se somam a de
outros ja existentes, contribuindo desta forma para o conhecimento e caracterizacdo quimica
desta importante espécie de nossa flora, com ocorréncia nas regides da caatinga, cerrado e mata
atlantica. Por fim, vale ressaltar a importancia do fomento e fortalecimento da pesquisa com 0s
recursos genéticos vegetais para fins terapéuticos no Brasil, visto que dispomos da maior
biodiversidade do planeta e muitas de nossas espécies ainda nao foram estudas, ou seja, temos
uma infinidade de metabdlitos secundarios que podem apresentar potencial terapéutico que

ainda precisam ser explorados.
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