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RESUMO

Diplotropis purpurea (Fabaceae), € muito pela resisténcia de sua madeira. O presente
estudo realizau o estudo fitoquimico das folhas e galhos de D. purpurea e avaliou as
atividades de toxicidade, antibacteriana e antiangiogénica. A coleta das amostras foi
realizada na cachoeira da onca, Presidente Figueiredo, AM. O material foi seco, moido e
extraido com metanol (MeOH). O estudo fitoquimico das folhas forneceu os esteroides
estigmasterol e B-sitosterol, o triterperno lupeol e os flavonoides catequina, quercetina,
isoorientina e a proantocianidina B1, kaempferol e da catequina. Dos galhos foram
isolados os esteroides estigmasterol e B-sitosterol, o triterperno lupeol e a flavona 7,4’-
dimetoxi-3-hidroxiflavona,a a apigenina, 3,5,6,4’-tetrahidroxiestilbeno e a
procianidina C1, kaempferol e da catequina. Quanto & atividade de toxicidade frente ao
microcrustaceo Artemia salina, 0s extratos metandlicos e aquosos apresentaram taxa de
mortalidade acima de 50% na concentragdo de 1000 pg/mL, considerado um 6timo
resultado, contudo, ndo apresentaram o0 mesmo resultado quando diluidos em
concentra¢fes menores, apresentando resultados abaixo do esperado. Quanto a atividade
antimicrobiana pelo método de difusdo em agar, o extrato MeOH e as fases DCM de
folhas e galhos apresentaram elevada atividade frente as bactérias Bacillus cereus e
Pseudomonas fluorescens, com halos de inibicdo de 11 a 19 mm e de 9 a 17 mm
respectivamente. No ensaio de microdiluicdo a amostra galho MeOH na concentracao de
1000 pg/mL foi ativa frente a M. morganii,e a amostra galho fase AcCOEt na concentragéo
de 1000 pg/mL frente a A.baumani e 500 pug/mL foram ativos frente a M. morganii. Os
extratos e fases de folhas e galhos apresentaram de média a alta atividade antiangiogénica,
e das trés substancias testadas (estigmasterol, lupeol e quercetina) o estigmasterol 1000
ug/mL foi altamente toxico, levando o embrido a morte. O presente estudo destaca-se por
contribuir para o enriquecimento do conhecimento cientifico, uma vez que foram
relatadas atividades bioldgicas e substancias ainda nédo identificadas tanto para a espécie

D.purpurea bem como para 0 seu género.

Palavras-chave: Diplotropis purpurea, Fabaceae, Estudo fitoquimico, Atividade
biologica.



ABSTRACT

Diplotropis purpurea (Fabaceae), is much used for the resistance of its wood. The present
study performed the phytochemical study of the leaves and branches of D. purpurea and
evaluated the activities of toxicity, antibacterial and antiangiogenic. The collection of the
samples was performed at the "cachoeira da ong¢a”, Presidente Figueiredo, AM. The
material was dried, ground and extracted with methanol (MeOH). The phytochemical
study of the leaves provided the steroids stigmasterol and p-sitosterol, the triterpene
lupeol and the flavonoids catechin, quercetin, isoorientin and the proanthocyanidin B1,
kaempferol and catechin. From the branches were isolated the steroids stigmasterol and
B -sitosterol, the triterpene lupeol and the flavone 7,4’-dimethoxy-3-hydroxyflavone,
apigenin, 3,5,6,4’-tetrahydroxystilbene and the procyanidin C1, kaempferol and catechin.
Regarding the toxicity activity against the microcrustacean Artemia salina, the
methanolic and aqueous extracts presented mortality rate above 50% in the concentration
of 1000 ug/mL, considered a great result, however, they did not present the same result
when diluted in lower concentrations, presenting results below the expected. Regarding
the antimicrobial activity by the agar diffusion method, the MeOH extract and the DCM
phases of leaves and branches presented high activity against the bacteria Bacillus cereus
and Pseudomonas fluorescens, with inhibition zones of 11 to 19 mm and 9 to 17 mm
respectively. In the microdilution assay the branch MeOH sample in the concentration of
1000 pg/mL was active against M. morganii, and the branch AcOEt phase sample in the
concentration of 1000 pg/mL against A. baumanii and 500 pg/mL were active against M.
morganii. The extracts and phases of leaves and branches presented from medium to high
antiangiogenic activity, and of the three substances tested (stigmasterol, lupeol and
quercetin) the stigmasterol 1000 ug/mL was highly toxic, leading the embryo to death.
The present study stands out for contributing to the enrichment of scientific knowledge,
since biological activities and substances not yet identified were reported both for the

species D. purpurea as well as for its genus.

Key-Words: Diplotropis purpurea, Fabaceae, Phytochemistry, biological activities
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1. INTRODUCAO

A bioprospecgao tem como objetivos conhecer 0s constituintes quimicos de extratos de
produtos naturais, podendo ser estes de plantas, microrganismos ou animais, e avaliar sua
presenca nos mesmos. Essa investigacdo pode ser feita em extratos de plantas e envolvem
aspectos de carater inter e multidisciplinar, havendo a necessidade de interagdo entre as mais
diversas areas, tais como a quimica, a biotecnologia, farmacia entre outras (BARREIRO &
BOLZANI, 2009; FACUNDO et al., 2015).

A Floresta Amazodnica, com sua ampla e complexa biodiversidade, consagra-se como
um vultuoso centro de producdo de moléculas de grande interesse bioldgico e ecoldgico. Das
muitas familias de espécies vegetais que compde esse bioma, destaca-se a familia Fabaceae,
conhecida por ser uma grande produtora de flavonoides (HEGNAUE & GRAYER-
BARKMEIJER, 1993; GRAYER & KOKUBUM, 2001). Estes, que sdo conhecidos pelo seu
papel como pigmentos de flores e frutos, e vém despertando especialmente o interesse da
industria de alimentos, uma vez que além de possuirem alto potencial biotecnolégico também
podem atuar como corantes e conservantes de alimentos (BRAVO, 1998).

Ao relacionar o carater protetor de flavonoides contra o ataque de patdgenos, com as
mais diversas formas de vegetais na natureza, destacam-se a um género de lenhosas da familia
Fabaceae, o Diplotropis Benth, que até agora permanece pouco estudado. Em um estudo
iniciado por Cursino (2015), foram estudados quimicamente os extratos apolares de folhas e
galhos de D. purpurea, dos quais foram possiveis isolar triterpenos até entdo inéditos para o
género.O inicio do estudo da fase AcOEt das folhas deu a indicacdo da presenca de catequinas
oligoméricas que ndo puderam ser caracterizadas pela pouca quantidade de massa obtida.

Neste trabalho, o interesse para novas técnicas com melhor desempenho para a
identificacdo de substancias em extratos polares, levou a identificacdo de flavonoides ainda ndo
descritos para o género. Portanto, este trabalho teve como objetivo geral realizar o estudo
quimico e bioldgico dos extratos das folhas e galhos metandlicos de Diplotropis purpurea
(Rich.) Amshoff var leptophylla (Kleinh.) Amshoff.

E como objetivos especificos:

e Avaliar os ensaios de atividade antibacteriana, antioxidante e antiangiogénico dos

extratos e fases de D. purpurea;

e Promover técnicas de purificacdo de substancias das fases diclorometénicas e acetato

de etila dos extratos metandlicos das folhas e galhos de D. purpurea;



Identificar a estrutura quimica das substancias isoladas;

Desreplicar as substancias isoladas nas fases hidrometandlicas das folhas e galhos de

D. purpurea.

Avaliar ensaios do potencial antiangiogénico das substancias isoladas;



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE EXTRATOS VEGETAIS

Os extratos vegetais s3o usados como agentes terapéuticos e muitos farmacos de uso
classico foram extraidos destes. Atualmente, na era da biotecnologia e quimica medicinal, a
busca por moléculas bioativas em produtos naturais ¢ feita de forma racional e planejada, ¢ as
ferramentas biotecnoldgicas disponiveis ganham um papel de destaque neste cenario,
disponibilizando diversos tipos de ensaios in vitro, in vivo ¢ in silicopara este fim (DUGGER,

PLATT, GOLDSTEIN, 2017; GUIDO, ANDRICOPULO, OLIVA, 2010; MARQUES, 2005) ,

A triagem inicial dos extratos ¢ chamada de pesquisa basica e envolve varias etapas e
tipos de ensaios para avaliagdo da atividade biologica, como descrito na Figura 1. Nestafase,
estes ensaios precisam ter baixo custo, rapidez na entrega de resultados,que sejam
tecnologicamente simples e quepossam ser aplicados a uma grande quantidade de amostras.As
vantagensda utilizacao dos bioensaios sdo variadas, entre as mais importantes, pode-se citar o
monitoramento do processo fracionamento das amostras, agilizando o isolamento das
substancias bioativas em estudos bioguiados, a padronizacao dos extratos, uma vez que os
mesmos estdo suscetiveis a variagdes em sua composicdo quimica, além de servir como
ferramenta parao controle de qualidade. (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010;
MCLAUGHLIN, ROGERS, ANDERSON,1998) ,

Figura 1: Estratégia para identificacdo de novos principios ativos utilizando a combinacédo da

triagem quimica (1) com a triagem bioldgica (11)
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Fonte: Queiroz et al (2009)



2.1.1Toxicidade de Produtos Naturais

Popularmente, hd uma falsa ideia de que produtos naturais ndo causam males,
corroborada pela propaganda naturalista, de uma vida mais saudavel aliada ao consumo de chas,
infusGes e garrafadas. Levando em consideragdo que no Brasil hd uma vasta variedade de
espécies de plantas que ainda ndo foram estudadas, e ainda contando a insercdo de espécies
usadas na medicina chinesa e Ayurveda, e das quais pouco se sabe sobre a toxicologia,temos
um grave caso de saude publica, que pode levar pessoas a morte. Tudo isto reforga a necessidade
avaliar quais mudancas estes preparos causam no metabolismo humano e animal
(BEDNARCZUK, et al. 2010; DORATO e BUCLEY 2006; VEIGA JUNIOR, PINTO e
MACIEL 2005).

Algumas espécies podem causar processos alérgicos, dermatite de contagio, desconforto
estomacal, aborto, taquicardia, levando ao coma e a morte. Ha exemplos de diversos classes
metabolicas que causam toxicidade presente em plantas medicinais, tais como: alcaloides
pizorrilizidinicos do confrei (Symphytum officinaleL.) que s&o hepatotoxicos e carcinogénicos
(VEIGA JUNIOR, PINTO e MACIEL 2005). A ricina de mamona (Ricinus communis L.) que
causa desconforto abdominal, taquircadia, coma e até o Obito (FENNER, et al. 2006).
Furanocumarinas de angélica (Angelica archangelica) que causam fotodermatite, e de frutas
citricas, como limédo, laranja e tangerina que causam queimaduras solares (REIS 2010).

Um dos organismos mais usados em pesquisas de produtos naturais, é o de letalidade
sobre Artemia salina(MCLAUGHLIN e ROGERS 1998). Este ensaio apresenta as vantagens
de ser realizado em um organismo Vivo que ndo necessita de autorizacdo de um comité de ética,
aléem de apresentar uma 6tima relacdo custo beneficio. Este ensaio passou a ser usado em
quimica de produtos naturais apds o estudo de Meyer e colaboradores (1982), criar a relagdo
entre 0 grau de toxicidade e a dose letal média, CL50, onde os extratos de plantas que
concentragdo acima de 1000 pg/mL ndo alcacam 50% de letalidade sdo considerados atdxicos.
Além disso, neste trabalho, tambémvobservou-se que extratos que apresentavam letalidade
sobre A. salina, tem boas chances de apresentar letalidade paraas linhagens tumorais 9KB e
9PS, além de diversos outros estudados buscarem relacdo entre a atividade toxica sobre A.
salina e as atividades antifingica, viruscida, antimicrobiana, tripanossomicida e parasiticida.
(BEDNARCZUK, et al. 2010; LIANG 2010; MCLAUGHLIN e ROGERS 1998; MEYER, et
al. 1982).



2.1.2 Atividade antibacteriana

As bactérias sdo organismos unicelulares essenciais para o desenvolvimento da vida na
Terra. No entanto, sua grande capacidade de adaptacdo levou ao desenvolvimento de cepas
patogénicas capazes de matar homens e animais, bem como de dizimar plantagdes. Como ¢é o
caso das bactérias causadoras da tuberculose, hanseniase, difteria, coqueluche, tétano,
disenteria e outras tantas que levaram centenas de milhares a morte. Existem varios modelos de
ensaios descritos na literatura para avaliar a atividade antibacteriana, sendo que estes podem
indicar se o ativo € bacteriostatico ou bactericida, ou seja, se ele inibe o crescimento ou se mata
a bactéria (GUIMARAES, MOMESSO, PUPO, 2010) . (CARDONA, et al. 2013)

Dentre estes microrganismos estdo Acinetobacter baumannii, Bacillus cereus,
Citrobacter freundii Edwardsella tarda, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Morganella
morganii , Nocardia brasiliensis, Salmonella enteritidis, Serratia marcescens, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, que sdo bactérias comuns e
muitas vezes fazem parte da nossa microbiota, no entanto, baixa imunidade e uso descontrolado
de antiobioticos tornaram essas bactérias resistentes a drogas. Nesse contexto, os fitoquimicos
tem demonstrado seu potencial como antibacteriano, sejam usados sozinhos, ou em sinergia,
potencializando o produtos antibacterianos menos efetivos (SHARIFI-RAD, SHARIFI-RAD,
SHARIFI-RAD, 2016; SIMOES et al., 2008)

A medida do potencial bacteriostatica dos extratos vegetais € avaliada através do valor
da CIM (Concentracdo Inibitéria Minima), que é a quantidade de extratos ou substancia
necessaria para inibir o crescimento do microrganismo-teste. Varios fatores interferem no
resultado da CIM, como a origem da planta, época de coleta, se o extrato foi preparado de
plantas frescas ou seca, entre outros (OSTROSKY et al., 2008).

2.1.3 Angiogénese

O processo de angiogénese € definido como a formacdo de novos vasos sanguineos a
partir de células endoteliais, e estd envolvido em diversos processos naturais como
desenvolvimento de 6rgdos, cicatrizacdo, processos inflamatdrios, menstruacdo, ovulacdo,
formacdo do corpo ldteo, nidacdo, morfogénese (CHAVES et al, 2015; SILVA et al, 2007) e

envolve ema série de etapas.

O processo tem inicio com as células endoteliais do vaso-méde sendo estimuladas pelas

citocinas angiogénicas. A lamina basal é degradada pela acdo de proteases da matriz



extracelular e liberadas pelo endotélio. As células endoteliais migram para o estroma
perivascular, proliferam e iniciam o brotamento capilar. A direcdo da migragdo é apontada para
a fonte dos estimulos angiogénicos. O broto formado expande e assume a forma tubular e uma
nova lamina basal se desenvolve. A proliferacdo endotelial permite a extensdo dos tubulos
microvasculares que se unem por anastomose e ddo origem a cadeia circulatéria funcional
(SILVA et al, 2007). A angiogénese € um passo crucial no crescimento, progressdo e metastase
de tumores, pois 0s vasos sanguineos mantem os tumores oxigenados e alimentados. Logo, a
inibicdo da angiogénese € percebido como uma das mais promissoras estratégias no tratamento
de cancer (HORTA et al., 2007; PRATHEESHKUMAR et al., 2012) .

O ensaio em membrana corioalantdica de embrido de galinha (CAM), ¢ um modeloin
vivo, simples e de baixo custo, que possibilita o estudo do processo complexo da proliferagao e
migragdo tumoral. A presenca de colageno do tipo I e integrina owf33, faz com que o ambiente
fisiologico se assemelhe ao tumoral (LOKMAN et al., 2012). Outra vantagem do ensaio com a
CAM ¢ a gama de materiais que podem ser utilizados como veiculos, como por exemplo discos
de papel filtro, agarose, metilcelulose, policrilamida ou colageno, um polimero natural onde o

tecido vascular pode crescer facilmente (EGOSHI et al., 2015; FOLKMAN; COTRAN, 1976).

A atividade angiogénica de diversas plantas medicinais, conhecidas por suas atividades
cicatrizantes, foram avaliadas pelo método CAM. Constatou-se que 0s extratos das flores de
caléndula (Calendula officinalis), sdo prdé-angiogénicos. Patrick et al (2003) confirmou a
atividade do extrato aquoso, enquanto que Parente et al (2011), avaliou o extrato etandlico das
flores e suas respectivas fraces hexanicas e diclorometanicas e constatou que também séo pro-
angiogénicas. 0 extrato aquoso de bartimdo ( Stryphnodendron adstringens) também teve sua
atividade angiogénica confirmada pelo método CAM (CHAVES et al 2016).

2.2 METABOLITOS SECUNDARIOS DE PLANTAS

Os metabolitos secundarios, sdo produtos da degradacdo do metabolismo primario. Por
muito tempo, ignorou-se a verdadeira funcdo desses metabdlitos (HUFSKY E BOCKER,
2015). Atualmente, os metabdlitos secundarios foram renomeados para metabolitos especificos,
em virtude do fato de que estas substancias estdo diretamente envolvidas nos mecanismos que

permitem a adaptacdo da planta ao seu meio. A producdo dos metabolitos especificos (Figura



2) é determinada por necessidades ecoldgicas, logo, uma planta exposta ao sol produzira
substancias com potencial antioxidante, visando neutralizar os efeitos dos raios solares. Outra

planta que sofra ataque de fungos ou bactérias produzira antimicrobianos (SIMOES,2015).

Figura 2 Visdo simplificada das principais rotas de biossintese de metabolitos

secundarios e suas inter-relagbes com o metabolismo primario
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2.2.1 Classe dos terpenoides

Os terpenoides sdo produtos da via do mevalonato, que apds uma série de reacdes
origina o isopreno ativo, a unidade basica de formacdo de terpenos e esteroides. Os terpenos
sdo alcenos naturais, produzidos por plantas, fungos e animais e sdo 0s principais constituintes
dos bleos essenciais (MAHATO E KUNKU, 1994; FELIPE E BICAS, 2016). Formam a maior
classe de metabolitos secundarios, com mais de 55 mil substancias conhecidas, e sdo derivados
do isopreno (C5), contem esqueleto carb6nico representado por (C5)n, onde as unidades de
isopreno unem-se por ligagdes cabeca-cauda (FELIPE E BICAS, 2016; OLIVEIRA et al.,
2014).

Quimicamente, os terpenos, apresentam uma dupla ligacéo, e quando possuem oxigénio

em sua estrutura sdo chamados de terpenoides, e podem apresentar diferentes fun¢bes quimicas,



entre as quais: acidos, alcoois, aldeidos, cetonas, éteres, fenois e epoxidos terpénicos (FELIPE
E BICAS, 2016).

Existem vérias formas de classificar os terpenos, que podem ser: pelo tipo de ligagéo ou
pela quantidade de unidades de isopreno (Tabela 1). Além disso, podem ser subclassificados
em termos de grau de ciclizagdo, como aciclico, monociclicos e biciclicos (DEWICK, 2010;
FELIPE E BICAS, 2016)

Tabela 1. Condensacéo de unidades de isopreno ativo na formacéo de terpenoides (SIMOES,
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Os terpenos tem reconhecido efeito antitumoral (SILVA, FELINTO E FERREIRA,
2018), antifungico, antiviral e antimicrobiano (AKTHAR, DEGAGA, AZAM, 2014),
antihiperglicémico (CHEN, BALAN, POPOVICH, 2019), analgésico (OLIVEIRA et al.,
2014), anti-inflamatorio (DAVINELLI, NIELSEN, SCAPAGNINI, 2018), anti-parasitario
(SARTO E ZANUSSO JUNIOR, 2014).

Os terpenos sdo usados na inddstria, pois contribuem para a melhora do sensorial de
diversos produtos, especialmente na nos setores de cosmética, higiene e perfumaria, podendo
ser usados também na industria alimenticia. Na industria farmacéutica, podem ser usados como
excipientes para melhorar a penetracdo na pele e como principio ativo em medicamentos
(FELIPE E BICAS, 2016; OLIVEIRA et al., 2014).



t2.2.1.1 Fitoesterois

Os fitoesterois sdo uma classe de lipidios que estdo presentes em todo o reino vegetal,
encontrando-se em maiores concentragdes nos alimentos ricos em gordura, tais como castanhas,
sementes e vegetais que podem ser divididos em esterois vegetais e estanois vegetais (CABRAL
& KLEIN, 2017). Os fitoesterois (Figura 3) sdo assim chamados, pois possuem a sua estrutura
quimica, semelhante ao colesterol dos mamiferos, contendo um nucleo tetraciclicob com 3 anéis
C-6 e 1 anel C-5, com grupos metilo ligados em C-10 e C-13, e grupo acil no C-17
(VANMIERLDO, et al., 2015) (MARINELLI, et al., 2015). A maioria dos fitoesterois apresenta
na sua estrutura quimica 28 ou 29 carbonos, com uma ou duas liga¢6es duplas tipicas do nlcleo
esterol (VANMIERLDO, et al., 2015). Os fitoestanois (estanois vegetais) formam um subgrupo
saturado de fitoesterois, diferenciam-se pelo seu elevado grau de saturagdo (CABRAL &
KLEIN, 2017).

Os fitoesterois sdo componentes chave das membranas celulares vegetais. Estudos
recentes indicam que a presenca de fitoesterois e de fitoestanois apresentam beneficios
promotores da salde, pois sua a¢do antioxidante potenciam a diminuicdo do colesterol LDL e
previnem doengas cardiovasculares (CABRAL & KLEIN, 2017), e do CNS (VANMIERLO, et
al., 2015), atribuem-se também propriedades anticancerigenas, antioxidantes, hepatoprotetoras,
entre outras (MARINELL, et al., 2015). A capacidade que os fitoesterois apresentam em baixar
0s niveis séricos de colesterol é atribuida similaridade na estrutura com o colesterol Os
fitoesterois mais abundantes séo o B-sitoesterol, o campesterol e o estigmasterol, os estanois

mais comuns séo o f3-sitostanol e o campestanol Figura 3 (CABRAL & KLEIN, 2017).

Figura 3. (A) Estrutura do fitoesterol. (B) Fitoesterois mais comuns no reibo vegetal
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2.2.2 Classe dos fendlicos

Uma das maiores classes de metabdlitos secundarios sdo os fendlicos, que vao desde
moléculas simples a substancias poliméricas com alta massa molecular (BRAVO, 1998). De
acordo com Haborne (1989), os fendlicos classificam-se em 10 grupos, de acordo de com o seu

esqueleto bésico.

2.2.2.1 Flavonoides

Dentre as classes fendlicas de plantas, a mais comum e abundante é a dos flavonoides.
Eles possuem o esqueleto base do difenilpropano(C6-C3-C6), que consiste de dois anéis
aromaticos ligados através de trés carbonos que usualmente formam um anel heterociclico
oxigenado (Figura 4). Biogeneticamente, o anel A vem de uma molécula de resorcinol ou
floroglucinol sintetizado na rota acetato, enquanto que o anel B é derivado da rota chiquimato
(BRAVO, 1998).

Figura 4: Estrutura bésica do flavonoide

Os flavonoides sdo divididos em classes dependendo do estado de oxidacdo do anel
central de pirano (anel C). A Figura 5 apresenta a estrutura quimica dos principais tipos de
flavonoides (PINHEIRO E JUSTINO, 2012).
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Figura 5. Estruturas quimicas dos principais flavonoides
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2.2.2.2 Estilbenos

Os estilbenos (Figura 6) sao fenilpropanoides pequenos, com esqueleto basico C6-C2-
C6 e massa variando entre 210 e 270 g/mol (CHONG et al, 2009), e algumas vezes sao
chamados de fitoalexinas (JEANDET et al, 2002).

Os estilbenos ocorrem em vérias familias de plantas, mas especialmente em Vitaceae, a
familia das uvas, a principal fonte destas substancias, sendo o resveratrol o representante mais
conhecido e estudado. A sintese dos estilbenos é estimulada por estresse causado luz
ultravioleta e infecc@es antifungicas, o que Ihes confere o seu alto potencial antioxidante (RYU
et al, 2002), que por conseguinte também lhes confere alto potencial quimiopreventivo
(VALAVANIDIS E VLACHOGIANNI, 2013), e também de inibicdo de enzimas tais como a

tirosinase, que converte tirosina em L-dopa para formar dopaquinona, que mantem um papel
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importante na biossintese de melanina, que estd envolvido em processos de pigmentacdo da

pele e de hiperpigmentacdo, tais como melasma, efelide e lentigo (SHIN, et al. 1998).

Figura 6. Estrutura geral do estilbeno e sua respectiva numeracao

2.3 IDENTIFICACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS EM EXTRATOS VEGETAIS

A desreplicagdo € um processo de triagem quimica, que visa identificar substancias
bioativas ja conhecidas em extratos brutos, e que pode ser feita por meio de co-injecdo de
padrdes auténticos, ou por comparacdo dos dados espectrais experimentais com dados
disponiveis em banco de dados, facilitando a identificacdo de moléculas ja conhecidas e o
isolamento de moléculas ainda ndo conhecidas (NG et al., 2009; ALLARD et al, 2016). Este
processo vem tornando-se rotineiro nos laboratorios de pesquisa, uma vez que permite a
replicacdo de trabalhos com a utilizagdo de quantidades minimas de amostra e solvente,
acelerando o processo de descoberta de novas substancias (LANG et al., 2008), e permite a
comparagdo com extratos de espécies dentro de um mesmo género, bem como a diferenciacédo
de extratos de diferentes partes vegetais de uma mesma planta (QUEIROZ E
HOSTETTMANN, 2006).

Os estudos de desreplicacdo envolvem o uso de técnicas analiticas hifenadas, que alia
uma técnica de separacdo com técnicas que fornecam dados espectroscopicos ou
espectrométricos, tais como CLAE-UV-DAD (Cromatografia Liquida de Alto Eficiéncia com
Deteccdo de Ultravioleta), CLAE-EM (Cromatografia Liquida de Alto Eficiéncia acoplado a
Espectrometria de Massas), CG-EM (Cromatografia Gasosa acoplado a Espectrometria de
Massas) e CLAE-RMN (Cromatografia Liquida de Alto Eficiéncia acoplado a Ressonancia
Magnética Nuclear) (OLIVEIRA, et al, 2016; QUEIROZ E HOSTETTMANN, 2006,
WOLFENDER et al., 2015).

Dentre as técnicas de separacdo, destaca-se a CLAE, como uma técnica verséatil e que

tornou-se a mais utilizada para o isolamento de substancias a partir de matrizes complexas como
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0s extratos de plantas, sendo que as informagdes estruturais séo limitadas ao tipo de detector
acoplado ao cromatdgrafo (QUEIROZ E HOSTETTMANN, 2006).

Dentre os detectores, ouso de detectores do tipo UV-DAD permite que a substancia
eluida seja analisada por UV-Vis, obtendo o espectro que podera ser armazenado e
posteriormente comparado com uma biblioteca de padrdes de substancias, permitindo assim a
identificacdo do pico. Isto fornece informagdes valiosas sobre as subclasses das substancias,
como por exemplo o padrdo de oxigenacdo de polifenois.Outra grande vantagem, € que 0s
cromatogramas podem ser analisados em diferentes comprimentos de onda (Amax), permitindo
que a deteccdo seja feita no Amax da substancia. Tudo isto, torna 0 cromatograma uma espécie
de “impressao digital da amostra” (ANDERSEN E MARKHAM, 2006; DUCREY et al., 1995;
QUEIROZ E HOSTETTMANN, 2006).

O uso de detectores como o espectrémetro de massas fornece grandes vantagens para a
determinag&o estrutural, uma vez que fornece informacdes valiosas, como a massa exata das
substancias e as fragmentagdes das mesmas. Estes dados, podem ser comparados com padrdes
disponiveis em bibliotecas como: Chapman & Hall’s Dictionary of Natural Products, METLIN
metabolite database, MoNA-DataBank, NORMAN-MassBank, Pubchem, Science Direct,
Scifinder e Spectrabase (ALLARD et al, 2016; OLIVEIRA, et al, 2016; WOLFENDER et al.,
2015).

Vérias metodologias de desreplicacdo foram elaboradas para diferentes frentes de
estudo, como por exemplo, € possivel identificar classes especificas de produtos naturais, como
flavonoides glicoconjugados de Adenocalymma imperatoris-maximilianii (OLIVEIRA, et al,
2016) e flavonoides glicosidicos de treze espécies de Epilobium (DUCREY et al., 1995), ou
mesmo triterpenos glicosilados de espécies de Potamogeton (WARIDEL et al., 2004) e
pentaciclicos de Vochysia pacifica (WENIGER et al., 2005).

2.4 A FAMILIA FABACEAE LINDL

Fabaceae ou Leguminoseae, ¢ uma familia que pertence a ordem das Fabales, e é
conhecida por produzir frutos do tipo legume, dentre dos quais vagens, ervilha e feijao.
Apresenta grande importancia econémica, sendo usada em forrageamento, marcenaria,
pesticida, corante, gomas e 0leos, além do uso ornamental (FERNANDES E GARCIA, 2008;
GOMES et al. 2017).

E a terceira maior familia das Angiospermas no planeta, com 946 géneros e 24505
espécies (THEPLANTLIST, 2019), e a maior familia botanica do Brasil, que abriga 2845
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espécies agrupadas em 222 géneros. Apresenta-se de forma variada, podendo ser arbusto,
arvore, erva, liana/voluvel/trepadeira, subarbusto. Tem ocorréncia nos seguintes dominios
fitogeograficos: Amazbnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa, Pantanal
(FLORADOBRASIL, 2019), O estudo fitoquimico da Fabaceae tem se tornado essencial para
contribuir com a identificacdo das classes quimicas destas espécies, uma vez que esta familia é
reconhecida pelo nimero de ocorréncias de flavonoides e isoflavonoides em suas espécies.
Além de serem responsaveis pela producdo de aproximadamente 28% dos flavonoides
conhecidos no reino vegetal. (HEGNAUE & GRAYER-BARKMEIJER, 1993; GRAYER &
KOKUBUM, 2001)

Esta familia esta dividida em 3 subfamilia: Caesalpinioideae com cerca de 2.250
espécies, Mimosoideae com 3.270 espécies e a Papilionoideae com 13.800 (DI STASI E
HIRUMI-LIMA, 2002).

2.4.1 Diplotropis Benth

Diplotropis Benth é um género da familia Fabaceae, que possui 13 espécies, de acordo
com o banco de dados The Plant List (2018). Suas arvores sdo nativas, produtoras de excelente
madeira e com distribuicdo exclusivamente Neotropical. No Brasil esta presente em todos os
estados da regido Norte, Sudeste e em alguns estados do Nordeste (Figura 7). (LIMA, 1985;
REFLOORA, 2018; THEPLANTLIST, 2018).

Figura 7: Distribuicdo de espécies de Diplotropis pelo mundo
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As espécies de Diplotropis foram pouco estudas do ponto de vista quimico, existindo
apenas 5 relatos de estudos fitoquimico na literatura. De D. martiusii (KINGHORN et. al 1982),
foram isolados de alcaloides quinolizidicos (Figura 8).

Figura 8: Alcaloides quinolizidicos de D. martiusii
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Do extrato etandlico das cascas do caule de D. ferruginea (LIMA et al., 2005), foi
isolado uma furanoflavona,(2,3-trans-3, 4-trans)-3, 4, 5, 8-tetrametoxi-6 (6, 7, 2, 3”)-

furanoflavana, com acao espasmolitica (Figura 9).

Figura 9: Furanoflavona de D. ferruginea FONTE: (KINGHORN et. al 1982)
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E também do extrato etanolico das cascas do caule de D. ferruginea (ALMEIDA et. al
2005), foram isolados o derivado fendlico 2-hidroxi-4-metoxi-6-propil-benzoato
de etila e o triterpeno lupeol (Figura 10).

Figura 10: Substancias isoladas de D. ferruginea
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Do extrato etanolico das cascas do caule de D. ferruginea (ALMEIDA et. al 2005),
foram isolados duas novas flavonas: 3-metoxiflavona (trivialmente conhecida como

diploflavona) e 3-metoxi-6-O-prenil-6”,6”-dimetilcromeno-(7,8,2”,3”)-flavona (Figura 11).

Figura 11: Flavonas de D. ferruginea
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1 R: 3-metoxiflavona
2 R: 3-metoxi-6-O-prenil-6”,6”-dimetilcromeno-(7,8,2”,3”)-flavona
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2.4.2 Diplotropis purpurea

Conhecida popularmente como fava, sucupira, sucupira-preta, sebipira entre outros. Na
medicina popular, ¢ usada na forma de uma pasta feita da mistura das sementes raladas com
enxofre para o tratamento de impigem (STASI, HIRUMA-LIMA, 2002), D. purpurea (Figura
12) ¢ uma arvore de grande porte, amplamente distribuida na Amazdnia, caracteristica de Terra
Firme, podendo ser encontrada no Brasil, Bolivia, Colombia, Equador, Guiana Francesa, Peru
e Venezuela (FLORA DO BRASIL, 2018; SANTA, OKINO, 2007).

Sua madeira ¢é forte e resistente ao ataque de fungos, ¢ muito usada na construgdo. Ha
apenas um relato na literatura onde foi realizado um estudo dos constituintes quimicos das
cascas do tronco (Figura 13), com o isolamento dos esteroides [-sitosterol e estigmasterol, o
triterpeno  lupeol, o  pterocarpano  (-)-maackiain  [(6aR,  11aR)-3-hidroxi-8,9-
metilenodioxipterocarpano], formononetina, liquiritigenina, isoliquiritigenina (4,2°, 4’-
trixidroxiflavona) (BRAZ-FILHO, 1972). E dos galhos (Figura 14) foram isolados os
triterpenos lupeol, taraxerol e -amirina (CURSINO, 2015).

Figura 12: Aspecto geral do ramo florido de Diplotropis purpurea.

Fonte: (STASI, HIRUMA-LIMA, 2002)
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Figura 13: Flavonoides, esteroides e triterpeno isolados do tronco da D. purpurea (BRAZ-
FILHO et al. 1973).

formononetina 7-hidroxiflavona

CH,

HO

HsC CHs

lupeol b-sitosterol

estigmasterol

Figura 14: Substancias isoladas dos galhos da D. purpurea (CURSINO, 2015)
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

Preparacio de extratos vegetais e fases: Moinho de facas, banho Maria, banho de ultrassom
e estufas da marca Tecnal ®, rota-evaporador (Fisatom ®), destilador de agua (Elga ®),

concentrador de amostra e liofilizador da marca Christ ®;

Fracionamento e caracterizacdo dos extratos: colunas e demais vidrarias, placas

cromatograficas e reagentes foram adquiridos de diferentes marcas;

Equipamentos: Cromatografo liquido de alta eficiéncia —Shimadzu ®; equipamento de
Ressonancia Magnética Nuclear -RMN, da marca Bruker Biospin Fourier 300, Espectrometro

de Massas, da marca Bruker Daltonics.

Ensaios bioldgicos: pipetas automaticas, vidrarias e reagentes de diversas marcas, leitor de
Elisa (Thermo ®), espectrofotometro (Femto ®), lupa (Olympus ®), estufa para ovos
(Chocmaster ®), fluxo laminar (Pachane ®), BOD e shakers (Tecnal ®).

3.1.1 Softwares e banco de dados utilizados

Softwares: ACD Labs, Chemdraw, Class-VP e Top Spin;

Banco de dados: MoNA-DataBank, NORMAN-MassBank, Pubchem, Science Direct,
Scifinder e Spectrabase.

3.2 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E OBTENCAO DOS EXTRATOS

Folhas e galhos de D. purpurea foram coletados na Reserva Particular do Patrimdnio
Florestal (RPPN) Cachoeira da Onga, Presidente Figueiredo, AM em junho de 2009. A
exsicata foi identificada pelo Prof. Dr. Valdely Kinupp e depositada no Herbario do Instituto
Federal do Amazonas —IFAM, sob o numero: 11230.
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3.2.1 Preparacio dos extratos vegetais

Folhas e galhos foram secos a temperatura ambiente durante 7 (sete) dias, e moidos
em moinho de facas. Estes foram extraidos com Hexano, metanol (MeOH) e dgua (H,O) em
banho de ultrassom por 20 minutos, esse procedimento foi repetido por 3 (trés) vezes para
cada solvente, como sumariados no fluxograma da figura 15. Os extratos feitos em solvente

organico foram concentrados em evaporadorrotativo, e o aquoso foi seco em liofilizador.

Figura 15: Fluxograma da obtengdo dos extratos
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3.2.2 Cromatografia em camada delgada

Os extratos obtidos foram analisados em cromatografia de camada delgada (CCD)
utilizando-se placas de silica gel (fase normal e fase reversa) com indicador de
fluorescénciaem matriz de ldmina de aluminio (Marcherey-Nagel e Merck®, Alemanha), para
avaliar o potencial de separacdo dos eluentes empregados bem como indicador das classes dos
constituintes quimicos presentes em cada extrato. As amostras foram solubilizadas em
solventes selecionados de acordo com a polaridade de cada extrato e aplicadas nas placas. A
eluicdo ocorreu em cubas cromatograficas utilizando como fase modvel os sistemas de

polaridades mais adequados para cada extrato.

Apbs eluigdo, as placas foram reveladas em uma Camara da marca VILBER
LOURMAT, modelo B.P. 66 TORCY — ZI. SUD equipada com luz UV (A 254 nm e A 365
nm), que ¢ um método fisico de revelagdo. Reveladores quimicos também foram utilizados,
tais como: iodo, solugdes de sulfato cérico [Ce(SO,),], anisaldeido sulftrico, Cloreto férrico
(FeCly), Cloreto de aluminio (AICL) e NP/Peg para identificacdo das respectivas classes de
substancias. Os procedimentos para a preparacdo destas solu¢des seguem os procedimentos
padrdes do Laboratorio de Bioprospeccao e Biotecnologia — LABB/INPA e sdo demonstrados

a seguir:

e Jodo: as placas foram colocadas em uma cuba de vidro contendo iodo ressublimado.
O aparecimento de manchas amarelas indica a presenca de ligacdes duplas.

e Soluc¢ao de anisaldeido sulfirico: Misturou-se 0,5 mL de anisaldeido + 10 mL de
acido acético glacial + 85 mL de MeOH + 5 mL de H2SO4 concentrado. Este ¢ um
revelador universal, cores lilds e rosa indicam a presenga de terpenos, € uma coloragdo
avermelhada indica a presenca de flavonoides.

e Solugao de cloreto férrico (FeCl;): Foram solubilizados 3g de cloreto férrico em 100
mL de alcool etilico. Esta solucdo revelara indicios da presenca de compostos
fenolicos.

e Solucio de cloreto de aluminio (AICL): Dissolveu-se 1 g de cloreto de aluminio em
100 mL de élcool etilico. Quando a placa foi borrifada, observou-se no UV 365 nm a
intensifica¢cdo da fluorescéncia, o que indica a possivel presenga de flavonoides.

e Solucio de difenilboriloxietilamina/polietilenoglicol (NP/Peg): Para o NP foram

solubilizados 0,5 g de difenilboriloxietilamina a 1,0%, em 50 mL de MeOH, e para o
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Peg solubilizou-se 2,5g de polietilenoglicol 4000 em 50 mL de MeOH. Apds borrifar
a placa, a mesma ¢ irradiada com luz UVA 365 nm, o aparecimento de fluorescéncia
nas cores verde, azul, amarela e rosa atestam a presenca de flavonoides de subclasses

diferentes.

3.3 ESTUDO QUIMICO DAS FOLHAS DE Diplotropis purpurea

O extrato metandlico das folhas (8 g) foi submetido a partigdo com solventes em
ordem crescente de polaridade, resultando em trés fases: CH,Cl, (300 mg), AcOEt (3 g) e
MeOH/H,O 1:1 (4,49 g). A fase AcOEt foi analisada em CCDC em varios sistemas de elui¢do
e revelada com anisaldeido sulfurico a qual apresentou manchas de cor marrom avermelhada
e amarelo, caracteristicos das proantocianidinas e flavonoides. Esta fase foi fracionada de trés
formas diferentes, e cada caminho forneceu substancias diferentes, como descritos nos

proximos itens (3.3.1, 3.3.2 ¢ 3.3.3).

3.3.1 Primeiro fracionamento de uma aliquota da fase AcOEt das folhas de D. purpurea

Cerca de 3,5 g da fase AcOEt foi preparada para o fracionamento em coluna aberta,
amostra foi solubilizada no primeiro sistema da coluna DCM/AcOEt 9:1, no entanto, ao se
aplicar a amostra notou-se que a mesma ficaria com uma altura muito grande o que poderia
afetar os pratos tedricos, optou-se por ndo aplicar toda a amostra, e esta primeira parte, cerca
de 2,0 g de fase AcOEt foi fracionada em uma coluna aberta recheada com 106 g de Florisil ®
(4,5 x 32 cm) da qual foram recolhidas 56 fracdes que foram avaliadas por CCDC, onde
observou-se principalmente o indicio de substancias apolares, com bandasroxas em

Anisaldeido sulfurico nas fragdes iniciais.

As fragdes de 1-18 foram reunidas e fracionadas em coluna aberta de silica, porém as
fragdes oriundas desta coluna apresentavam grande quantidade de clorofila em CCDC, que se
sobrepujava a outras substancias de interesse. Numa tentativa de eliminar este interferente, as
fracdes foram reunidas e refracionadas, desta vez em coluna aberta recheada com Poliamida
(h x @=28 x 1 cm) e eluida com misturas de MeOH/AcOEt/Hexano, foram recolhidas 40
fragdes desta coluna. A andlise das fragdes por CCDC mostrou fragdes livres de clorofila, mas

ainda em mistura muito grande, sendo assim, as fragdes de 3-11 (32 mg), foram reunidas e
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fracionadas em coluna aberta recheada com 3,5 g de silica 230-400 mesh (h x @= 20 x 0,8

cm) e eluidas com misturas de Hexano/DCM/MeOH (Tabela 2).

Tabela 2. Sistemas de elui¢ao do fracionamento das substancias 1,2 ¢ 3

Sistemas V(mL) Fragoes
Hexano 100% 15 1-4
Hexano/DCM 9:1 15 5-10
Hexano/DCM 8:2 15 11-15
Hexano/DCM 7:3 15 16-20
Hexano/DCM 1:1 15 21-25
DCM 100% 15 26-30
DCM/MeOH 9:1 25 31-38
DCM/MeOH 1:1 15 39-42
MeOH 100% 15 43-48

Andlises das fragdes por CCDC usando o sistema Hexano/DCM 7:3 evidenciaram a
presenca de fragdes com alto grau de pureza e foram comparadas com padrdes de terpenoides
presentes na extratoteca, algumas foram reunidas e enviadas para RMN de 'H para
confirmacao das mesmas. Dessa coluna foram obtidas as substancias 1, 2, 3, como descrito no

fluxograma a seguir (Figura 16).



Figura 16: Primeiro fracionamento da fase AcOEt das folhas de D. purpurea
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3.3.2 Segundo fracionamento com o restante da fase AcOEt das folhas de D. purpurea

A parte restante que ndo foi usada no primeiro fracionamento foi aplicada em uma
nova coluna sob as mesmas condi¢cdes da coluna anterior. No entanto, essa segunda parte
apresentou fragdes livres dos interferentes apolares, ¢ quando revelas com NP/PEG,
apresentaram coloracdes variando entre amarelo, azul, verde e rosa, caracteristicas de
flavonoides. As fragdes de 19-24 (393 mg) foram reunidas e fracionada em coluna aberta
recheada com 39,3 g de silica 230-400 mesh (h x d = 25 x 1,5 cm) e eluidas com misturas de
DCM/MeOH até MeOH 100%, com um volume de 100 mL para cada eluente (Tabela 3)
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Tabela 3. Sistemas de elui¢cdo da purificagdo da substancia 4

Sistemas Fracoes
DCM 100% 0a9
DCM/MeOH 98:2 10a18
DCM/MeOH 97:3 19a22
DCM/MeOH 95:5 23-30
DCM/MeOH 8:2 31-33
DCM/MeOH 7:3 33.2-36
DCM/MeOH 1:1 37-44
MeOH 100% 45-47

Foram coletadas 47 fracdes e dentre estas, as fragdes 38-41 apresentaram coloracdo
marrom avermelhada quando reveladas com Anisaldeido. Essa fracdo foi analisada por
CLAE-DAD e o perfil do cromatograma apresentou 4 fragdes principais. Essa fra¢do foi
purificada em CLAE sob fase reversa (Tabela 3), com coluna Luna-C18, utilizando-se um

método isocratico de MeOH 25%, do qual foi possivel isolar a substancia 4 (Figura 17).
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Figura 17: Segundo fracionamento da fase AcOEt das folhas de D. purpurea
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.3.3 Terceiro fracionamento da fase AcOEt das folhas

A partir da observagdo das duas primeiras colunas, optou-se por realizar uma limpeza
na amostra, submetendo a mesma a uma nova parti¢cdo, solubilizando a fase AcOEt em
solugdo de MeOH/H,O 1:1 e submetendo a particdo com DCM 100%, gerando duas novas
fases, que foram codificadas como 1, correspondente a fragdo apolar e 2 fracdopolar. A
analise por CCDC-FN com revelador NP/PEG mostrou que a fracdo 2 possuia muitas
substancias fenolicas e livre dos interferentes apolares. A fragdo 2, foi fracionada em uma
coluna aberta (h x d = 32 x 0,7 cm) utilizando silica gel 230-400 Mesh (4 g) como fase
estacionaria na propor¢do de 1:100 para que o fracionamento fosse mais efetivo e eluida em
diferentes em misturas de AcOEt e MeOH (Tabela 5) em um volume variando de 5 a 25 mL

para cada mistura de gradiente, obtendo-se 32 fragdes.
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Tabela 4. Sistemas de clui¢do do fracionamento das substancias 5, 6, 7 ¢ 8

Fracoes Volume (mL) Eluentes
1-6 15 AcOEt 100%
7-19 25 AcOEt/MeOH 9:1
24 10 AcOEt/MeOH 8:2
25 5 AcOEt/MeOH 1:1
26-32 20 MeOH 100%

Com o objetivo de conhecer o perfil cromatografico para a detecgdo de outras
substincias, as fracdes obtidas desta coluna foram submetidas a analise por CLAE-DAD
monitorando em 254, 280 e 365 nm. Injetou-se 20 uL de cada fragdo (concentragao de 1
mg/mL) em coluna analitica “Luna” Phenomenex C-18 (250 mm x 4,60 mm e 5 micra),

eluida sobs as condig¢des descritas na Tabela 6 com fluxo de 1 mL/min.

Tabela 5. Gradiente de elui¢do cromatografica otimizado para anélise das fragdes do terceiro

fracionamento da fase AcOEt das folhas de D. purpurea

SOLVENTE A SOLVENTE B GRADIENTE
H,O + TFA 0.01% ACN Tempo (min) %B
0 50
15 100
30 100
35 50

As fragdes 4-5, 10, 11-12 e 17 apresentaram um bom grau de pureza quando

analisados por CCDC-FR e foram analisadas por HPLC e EM, puderam ser identificadas as
substancias 5, 6, 7 e 8 (Figura 18).

27



Figura 18: Terceiro fracionamento da fase AcOEt das folhas de D. purpurea
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34 ESTUDO QUIMICO DO EXTRATO METANOLICO DOS GALHOS DE

DIPLOTROPIS PURPUREA

Cerca de 3 g do extrato metanolico dos galhos de Diplotropis purpurea foram
submetidas a partigdo resultando em trés fases: CH,Cl, (300 mg), AcOEt (1,31 g) e
MeOH/H,O (1,49 g). Todas as fragdes oriundas deste fracionamento, bem como as fragdes
oriundas de subsequentes refracionamentos, foram monitoradas por cromatografia em camada
delgada (CCD) e reveladas com vapor de iodo, anisaldeido sulfurico e sulfato cérico

[Ce(SO)].

3.4.1 Fracionamento da fase DCM dos galhos de Diplotropis purpurea

A fase diclorometanica (300 mg) foi fracionada em coluna aberta (25,5 x 1 cm) de
silica gel (particulas de 230-400 mesh — ASTM, MERCK) sob sistema de eluigdo adequado.

O volume de eluigdo foi de 100 mL do volume das fragdes recolhidas variando de 15 a 25
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mL, resultando em 39 fracdes que foram analisadas por cromatografia em camada delgada
(CCDC) e reunidas de acordo com as suas semelhangas quimicas, sendo consideradas as
manchas de coloragdo roxa e lilas em anisaldeido e marrons em Ce(SQO,), como indicativas de

substancias terpénicas.

As fragdes com mesmo R; e apresentaram indicios de terpenos por CCDC foram
escolhidas para continuar o fracionamento. Foram escolhidas as fra¢des: fragcao 3-5 (33 mg), 8
(32 mg), 9 (10 mg), 10-11 (35 mg) e 12 (42 mg). Desta fase foram obtidas novamente as
substancias 1, 2 e 3. O processo de purificacdo destas substancias esta descrito abaixo (Figura
19).

A fracdo 3-5 (20 mg) foi fracionada em coluna aberta recheada com Silica gel 230-400
mesh (h x @= 20 x 1 cm) e eluida com misturas de DCM/AcOEt/MeOH (Tabela 7), foram

recolhidas 25 fragdes, da qual foi possivel obter a substancia 2.

Tabela 6. Sistemas de purificagdo da fragao 3-5

Sistemas Fracoes
Hexano/DCM 3:7 0la2
DCM 100% 3

DCM/AcOEt 9:1 4
DCM/AcOEt 8:2 5al0
DCM/AcOEt 7:3 12a 14
DCM/AcOEt 6:4 15a18
DCM/AcOEt 1:1 19a21
AcOEt 100% 22
AcOEt/MeOH 1:1 23
MeOH 100% 24
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A fragdo 8 (50 mg) foi refracionada em coluna aberta recheada com Silica gel 230-400
mesh (h x ©@=30 x 1 cm) e eluida com misturas de DCM/AcOEt/MeOH, foram recolhidas 46
fragdes, a fracdo 3 foi identificada como a substincia 1. A fragdo 17-18 foi submetida a
Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP) eluida com DCM/AcOEt 9:1, da

qual foi possivel obter a substancia 8.

Tabela 7. Sistemas de purificagdo da fragao 8

Sistemas Fracoes

DCM 100% 1-8
DCM/AcOEt 9:1 9-14
DCM/AcOEt 8:2 15-20
DCM/AcOEt 7:3 21-25
DCM/AcOEt 6:4 26-30
DCM/AcOEt 1:1 31-35

AcOEt 100% 36-40
AcOEt/MeOH 1:1 41-45

MeOH 100% 46
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Figura 19: Fluxograma do fracionamento geral da fase DCM dos galhos de D. purpurea
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3.4.2 Fracionamento da fase AcOFt dos galhos

A fase AcOEt dos galhos (992,1 mg) foi fracionada em uma coluna aberta
recheada com 70 g de Sephadex LH-20 ® (2,5 x 50 cm) e foi nomeada Dp 16. Foram
recolhidas 14 fragdes desta coluna, estas foram avaliadas por CCDC e observou-se
principalmente o indicio de substincias de alta polaridade (manchas vermelhas no
anisaldeido e amarelo, verde ¢ azul em NP/PEG), que em cromatoplacas de silica de
fase normal apresentavam rastos e grande quantidade de material retido na origem. As
fragdes foram reunidas em 7 grupos para serem fracionadas: 2 (109,4 mg), 3-4 (401,8
mg), 5 (51,3 mg), 6 (25,4 mg), 7-8 (51,6 mg), 9-10 (43,2 mg) e 11-13 (35,9 mg).

A fracdo 3-4 (401,8 mg) foi fracionada em coluna aberta recheada com
Poliamida (h x @ = 30 x 1,5 cm) e eluida com misturas de MeOH/Acetona/AcOEt,
foram recolhidas 57 fragdes desta coluna. As fragdes foram reunidas em 7 grupos a
serem refracionados: 5-19 (111,4 mg), 20-21 (16,4 mg),22-30 (101 mg), 31-
34 (36,5 mg), 35-37 (40 mg), 38-39 (11,2 mg) e41(7mg), como descrito no

fluxograma da Figura 20.
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Figura 20: Fluxograma do fracionamento geral da fra¢do 3-4
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A frag¢do 5 (51,3 mg) foi fracionada em coluna aberta recheada com Poliamida
(hx @ =20 x 1,5 cm) e eluida com misturas de H,O/MeOH/Acetona/AcOEt, foram
recolhidas 57 fracdes desta coluna. As fragdes foram reunidas em 15 grupos a serem
fracionados como descrito no fluxograma da Figura 21. A fracao 18-26 (17,3 mg) foi
submetida a fracionamento cromatografico em CC utilizando como fase estacionaria
silica derivatizada (C18) eluida em gradiente de H>O/MeOH 95:5 at¢ MeOH 100%
fornecendo 10 sub-fragdes. A subfragdo 6-7 foi purificada em CLAE com coluna
preparativa “Luna” Phenomenex fenilhexil (250 mm x 10 mm e 5 micra), em método
isocratico com 80% de ACN, em fluxo de 4.6 mL/min, gerando a substincia 13.

A fragdo 6 (25,3 mg) foi submetida a fracionamento cromatografico em CC
utilizando como fase estacionaria silica derivatizada (C18) eluida em gradiente de
H,O/MeOH 95:5 at¢ MeOH 100% fornecendo 10 sub-fragdes. A subfracdo 2
caracterizada como a substancia 11. A fracdo 11-13 mostrou-se como um soélido
vermelho e quebradico. O cromatograma mostrou um pico majoritdrio que foi

caracterizado por LC/MS e caracterizado como a substancia 14.
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Figura 21: Fluxograma do fracionamento ds fase AcOEt dos galhos de D. purpurea
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3.5 ESTUDO DAS FASES HIDROMETANOLICAS DE FOLHAS E GALHOS DE D.

purpurea

3.5.1 Procedimentos Cromatograficos Gerais

As fases hidrometanoélicas de folhas e galhos foram submetidos foram analisadas por
CCDC em varios sistemas eluentes, sendo empregando nesta analise comparativa, padroes
fendlicos como substancias de referéncia. As cromatoplacas foram reveladas com NP/PEG e
Anisaldeido, no entanto apresentaram rastros e grande quantidade de material retido no ponto
de aplicacdao, mesmo testando varios sistemas de elui¢do. Assim, uma alternativa encontrada
consistiu em realizar a extragdao em fase solida (SPE). Nesta etapa, uma pequena massa (1 mg
da amostra para cada 10 mg da fase de RP18) foi aplicada nos cartuchos SPE C-18.

O cartucho foi previamente ativado com MeOH (4 mL) e depois ambientado com H>O
(5 mL). O material a ser aplicado no suporte de SPE foi previamente solubilizado em
aproximadamente 0,5 mL de MeOH com auxilio de ultra-som, sendo posteriormente
adicionados 2 mL da solugdo H,O/MeOH 8:2. A elui¢do nos suportes de C-18 obedeceu a
seguinte ordem geral MeOH/H2O 2:8 v/v, MeOH/H20 1:1 v/v e MeOH 100% (Tabela 8).

Tabela 8: Sistemas de eluicao em SPE C-18

Sistemas Fracoes
H,O/MeOH 8:2 1
H,O/MeOH 1:1 2

MeOH 3

A andlise por CCDC mostrou melhor resoluciao ao longo das elui¢des com a presenga
de manchas de Rf’s semelhantes aos das substancias de referéncia, sugerindo maior
concentracdo na fracao cluida com H,O/MeOH 8:2 v/v. Cada eluato foi solubilizado em
H,O/MeOH 8:2, na concentracdo de 1 mg/mL e filtrado em filtros PTFE 0,45 um. Em
seguida, aliquotas de de 20 pL foram injetados em CLAE analitico. As analises
cromatograficas foram feitas com a utilizacdo de uma coluna de C18 e a fase movel utilizada

foi gradiente de ACN/H,O, pois demonstrou maior aptiddo de separacdo em CCDC-FR.
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Durante a elui¢do dos componentes quimicos presentes em cada extrato, o gradiente
exploratorio de 5-100% de ACN (Tabela 9) foi empregado na obtencdo dos perfis

cromatograficos dos extratos.

Tabela 9: . Condigdes de analise dos extratos por CLAE-DAD

SOLVENTE A SOLVENTE B GRADIENTE
H,O + TFA 0.01% ACN Tempo (min) %B
0 5
50 100
70 100
75 5

As substancias fenolicas foram identificadas através dos tempos de retengdo e
espectros de UV obtidos pela analise em CLAE-DAD, e pela comparagdo com o tempo de
retencdo de padrdes auténticos (Tabela 10). A presenca de substancias como flavonoides,
catequinas, taninos e derivados de acido galico pdde ser detectada com o auxilio do detector
DAD realizando varredura na faixa espectral de 200-600 nm. Os flavonoides, fenolicos
majoritarios das fragdes analisadas, apresentam tipicamente duas bandas no espectro de UV,
referentes aos anéis cinamoila e benzoila. O 4cido galico e seus derivados apresentam uma
unica banda intensa em 270 nm. As catequinas exibem no espectro de UV uma banda fraca

em torno de 280 nm, um ombro proximo de 220 nm e méximo entre 205-210 nm.

Tabela 10: Padrdes e seus respectivos tempos de retengdo e massa molecular utilizados nas

analises em CLAE-DAD

Substincia padrao Tempo de retencio (min) MM
Quercetina 29,42 302
acido clorogénico 16,55 354
Kaempferol 17,52 286
luteolina-4'-O-ramnosideo 13,39 432
luteolina-3'-O-ramnosideo 13,92 432
Apigenina 14,14 270
kaempferol-3-O-rutinosideo 10,74 594
Catequina 12,52 290
Derricidina 10,4 308
3,5,4° trimetoxiestilbeno 6,2 270
4- metoxilonchocarpina. 8,6 336
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3.6 ENSAIOS BIOLOGICOS E QUIMICOS

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Bioprospeccao e Biotecnologia —
LABB do INPA. Foram utilizadas amostras dos extratos, fases e substancias isoladas de

Diplotropis purpurea.

3.6.1 Toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina

Para a realizacdo deste ensaio, foi utilizado uma solugdo marinha de 3,8%, como meio
de eclosdo e crescimento, onde foram adicionados 10 mg dos cistos de Artemia salina nas
seguintes condigdes de crescimento: temperatura entre 27 e 30 °C sob iluminagdo artificial
durante 48 horas. Apods o periodo de eclosdo, 10 larvas foram transferidas para cada pogo de
uma placa de 24 pogos. As amostras foram adicionadas nos pogos em triplicata, nas
concentragdes de 1000, 500, 250, 125, 60 e 30 ug/mL. Também foram realizados os controles
do meio salino (larvas de 4. salina em meio salino) e do solvente (larvas de A. salina, solugao
salina e DMSO) (Figura 22). As placas com larvas de A. salina foram mantidas por 24 horas
sob iluminagdo artificial. Apos este periodo, foi avaliado o nimero de larvas sobreviventes

nos pogos de controle e nos pogos de teste.

Figura 22: Esquema do ensaio de toxicidade frente a Artemia salina
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3.6.2 Ensaio antibacteriano

Para a determinac¢ao da Concentragao Inibitoria Minima, foram usadas duas técnicas:

difusdo em agar (CLSI, 2003) e microdilui¢ao (CLSI, 2012).
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Cepas: Foram utilizadas tanto bactérias gram-positivas quanto gram-negativas, de
interesse clinico ou do agronegocio, tais como: Acinetobacter baumannii (ATCC 19606-143),
Bacillus cereus(ATCC 14579), Citrobacter freundii (ATCC 8090), Edwardsella tarda (ATCC
15947), Escherichia coli (ATCC 11775), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Morganella
morganii (ATCC 00082), Nocardia brasiliensis (ATCC 19296), Salmonella enteritidis (ATCC
6051), Serratia marcescens (ATCC 13880), Staphylococcus aureus (ATCC 12600),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145), Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525).

Preparacio do inéculo: Os microrganismos testes foram repicados em 10 mL de
caldo Miieller-Hinton ou solugdo salina, posteriormente a suspensao foi incubada durante um
periodo de 16 a 24 horas, para a reativagdo. Ap6s turva¢ao do caldo Miieller-Hinton (MH),
foram preparadas as suspensdes bacterianas, ajustando-se a turbidez da cultura com solugao
salina estéril ou caldo, a concentracao do inéculo foi padronizada comparando a turbidez com
a solugdo padrdo 0,5 da escala de McFarland, em espectrofotometro (625 nm) obtendo-se uma
absorbancia entre 0,08 e 0,10, o que equivale a uma suspensdo bacteriana contendo
aproximadamente de 1 a 2 x 10* UFC/mL.

Método de difusdo em agar: Os testes de atividade antimicrobiana dos extratos e
fragdes foram realizados segundo as metodologias de cavidade-placa e microdilui¢do (CLSI,
2003). Os microrganismos testados foram inoculados em placas de Petri contendo meio de
cultura adequado através da técnica de spread-plate, onde sdo feitas cavidades circulares na
placa. Em seguida, foram adicionados nas cavidades aliquotas dos extratos e fases nas
concentragdes de 1 mg/mL estabelecidas para cada bactéria. Utilizou-se como controle
negativo dimetilsulfoxido (DMSO). Ao fim do periodo de incubagdo, procedeu-se a
verificacao da formagao de halos de inibi¢do de crescimento e em caso de atividade positiva,
foi realizada a verificacdo do didmetro do halo com auxilio de uma régua. Para analise do
controle positivo, utilizou-se uma solugdo de oxitetraciclina (20 pg/mL). Para a mensuragao
da intensidade de atividade dos extratos, ¢ utilizada a tabela 2 como base de relagdo ao
tamanho do halo de inibi¢cdo (em mm) correspondente:

Método de diluicdo em caldo: Para esta analise, o método utilizado foi o de
microdiluicdo segundo orientagdes propostas por CLSI (2012). Os extratos foram
primeiramente solubilizados em DMSO a 5%. Inicialmente foram adicionados em cada um
dos pocos (microplaca de 96 pogos) 100 pL. do meio de cultura e na primeira fila 100 pL da
concentragdo inicial do extrato (2000 pg/mL) e posteriormente foram realizadas dilui¢cdes
seriadas sucessivas (microdiluicdo 1:2) obtendo-se concentra¢des variando entre 1000 a 15,6

pg/mL do extrato e em seguida foram adicionados 10 pL do indculo (escala 0,5 de Mc
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Farland), contendo aproximadamente 1,5 x 10®* UFC/mL) diluida 20 vezes. Para o controle
negativo foi utilizado 100 pL de caldo mais DMSO (concentragdao final de 5%) e 10 pL
in6culo. Para o controle positivo foi utilizado o antibiotico Oxitetraciclina nas concentragdes
de 125 a 0,97 pg/mL. Todos os testes foram realizados em triplicata. Em seguida e antes da
placa ser incubada a temperatura e tempo adequados para cada microrganismo, foi realizada
uma leitura no espectrofotometro no comprimento de onda de 625 nm. Apds o periodo de
incubacao foi realizada uma segunda leitura no espectrofotometro (sob as mesmas condig¢des

iniciais) para determinacdo ou ndo do crescimento bacteriano.

3.6.3 Atividade antiangiogénica: método da membrana corioalantdica embrionaria (CAM)

A avaliagdo da atividade antiangiogénica foi realizada conforme (Falcao-Biicker
2012), baseada na metodologia descrita por (NGUYEN et al. 1994). Para a realizacdo destes
experimentos foram utilizados ovos de galinha fertilizados (FC Cabocla III) adquiridos na
Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

Ovos fertilizados foram postos em uma incubadora automatica e digital
(Chocmaster®), na posicao horizontal, a temperatura de 37,5 °C e sob umidade relativa do ar
de 33%. Apds 48 h de incubagdo, uma pequena janela de 5 mm de didmetro foi aberta na
casca, na regido onde se localiza a camara de ar do ovo para que uma quantidade de
aproximadamente 3 mL de claras seja retirada para inibicdo da aderéncia dos embrides nas
membranas ovulares. A quantidade de ovos ¢ sempre em triplicata para cada tratamento e
controles. Outra janela de 15 mm de didmetro também foi aberta na regido do ovo
posicionada acima da regido da membrana corioalantdica dos embrides, sendo apos fechadas
com fita isolante de cor preta para minimizar a perda de umidade. Os embrides permaneceram
assim, sob incubagdo, por mais 72 h até a idade embrionaria de 6 dias, quando um disco de
metilcelulose (1,5%) embebido com 10pL de extratos nas concentragdes de 1000 mg/mL, 500
mg/mL e 100 mg/mL diluidos com alcool etilico foram implantados sobre os vasos
sanguineos no terco externo da membrana corioalantdica. O orificio foi novamente fechado
com a mesma fita. A incubagao prosseguiu por mais 48 h, at¢ a idade embrionaria de 8 dias.
Para a andlise da atividade antiangiogénica a fita foi retirada e os dados referentes ao
desenvolvimento embriondrio e vascular na regido de implantacdo do disco foram registrados
com uma camera fotografica para posterior contagem de vasos sanguineos que interceptam o
disco e vasos presentes na vizinhanga em uma area de 0,9 cm?®. Os resultados foram expressos

como percentual de vasos + desvio-padrao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS DE D. PURPUREA

Nesta etapa foram avaliados os rendimentos de cada extrato de folhas e galhos
de D. purpurea. Para a otimiza¢do do processo de extragdo, foi utilizado o método de
cavitagdo por ultrassom, e a escolha dos solventes extratores foi feita considerando a
afinidade das substancias de interesse com os solventes selecionados. Apds obter-se o
extrato seco, calculou-se o rendimento total dos extratos, de acordo com a formula: Re
= (P« /Pw) x 100, onde: Re = Rendimento total do extrato (%); P.. = Peso do extrato
seco (g); Puwy = Peso do material vegetal seco e moido (g). Os resultados obtidos estdo

dispostos na Tabela 11:

Tabela 11: Rendimentos dos extratos de D. purpurea

Parte Solvente Massa do Material Massa do Rendimento %
vegetal Extrator Vegetal (g) extrato (g)
Folha Hexano 806,9 1,4 0,17
MeOH 789,1 9,5 1,2
Galho Hexano 500,1 2,2 0,43
MeOH 4943 36,2 7,32

4.2 ESTUDO QUIMICO DAS FOLHAS DE Diplotropis purpurea

Estudos anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa demonstraram
promissora atividade antibacteriana de D. purpurea frente as bactérias Serratia
marcescens, Bacillus cereus e Providencia rettgeri. Na andlise inicial realizada por
CURSINO (2015), apenas os extratos DCM de folhas e galhos foram investigados com
éxito, do qual foi possivel isolar os triterpenos lupeol, taraxerol e f-amirina. Portanto,
neste trabalho optou-se por investigar as fases AcOEt e hidrometandlicas de folhas e
galhos. O estudo quimico do extrato metanolico das folhas de D. purpurea permitiu a
caracterizacdo de fendlicos e terpenoides ja descritos na familia Fabaceae, e de outros
que estdo sendo descritos pela primeira vez no género. Estas substancias foram
caracterizadas com base na comparacao dos tempos de retencao (Tr) por CCDC,CLAE-

DAD e pelos espectros de EM e RMN de 'H e “C com a literatura e/ou banco de dados.
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4.2.1 Substincia 1l

Figura 23: Estrutura do triterpeno lupeol

O triterpeno lupeol (Figura 23) mostrou-se bastante abundante em D. purpurea,
sendo isolado em outras fracionamentos, como nas fracdes 8.8 (1,5 mg) da fase
diclorometanica 2 22-30.48-52 (3 mg) da fase acetato de etila dos galhos. O lupeol € um
fitoesteroide considerado como agente de multiplos alvos, que exerce diversas
atividades farmacologicas em diversas condi¢des de doengas, tais como: inflamagao,
artrite, diabetes, desordens renais, hepdticas e cardiovasculares e baixa toxicidade

(BEZERRA et al, 2018; SIDDIQUE E SALEEM, 2011).

A fracdo 1.15-16 da fase AcOEt das folhas, apresentou-se como um so6lido
amorfo branco, apresentou mancha roxa quando revelado com anisaldeido e Rf de 0,15
cm quando eluido com DCM 100%, quando comparado com os padrdes disponiveis
atestou a presenca do triterpeno lupeol. Para a confirmacdo da substancia, o0 mesmo foi
analisado por RMN de 'H (Figura 24), apresentando os seguintes sinais: 6 sinais de
metilas entre du 0,7 € 1,6 ppm, e também de um duplo dupleto em éu 3,19 ppm (dd,
J=5,6 e 5,4 Hz), caracteristico de hidrogénio carbinodlico (H-3) de triterpeno. Sinais de
hidrogénios mais desprotegidos em on 4,49 ppm (dd, J=2,4 ¢ 1,4 Hz) e 614,61 ppm (d,

J=2,4 Hz), os sinais e a compara¢do com a literatura estdo disponiveis na Tabela 12.
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Tabela 12: Sinais de RMN de 'H da substancia 1

Posi¢ao 6y Observado O, Literatura
H-29 4,61 (d, 1=2,4 Hz) 4,69 (1H, d, J = 2,4)
H-29 4,49 (dd, J=2,4 ¢ 1,4 Hz) 4,56 (1H, m)

H-3 3,11 (dd, J=5,6e 54 Hz) 3,19 (1H, dd, = 10,8 ¢ 5,4)
H-22 1,61 (s;1 H) 1,20 (1H, m)

H-12 1,46 (s;1 H) 1,07 (1H)

H-26 1,18 (s; 1 H) 1,03 (1H, s)

H-15 0,95 (s;1 H) 0,99 (1H, d, 1 =2,1)
H-25 0,89 (s; 1 H) 0,83 (3H, 5)

H-28 0,87 (s; 1 H) 0,79 3H, )

H-24 0,75 (s;1 H) 0,76 (3H, )

H-5 0,71 (s; 1 H) 0,70 (1H, s)
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Figura 24: Espectro de RMN de 1H do lupeol em CDCI3, 300 MHz
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4.2.2. Substancias 2 e 3: estigmasterol e [-sitosterol

Figura 25: Estruturas do estigmasterol e B-sitosterol

H-.T
=,

A fracdo 1.24-26 da fase AcOEt das folhas, apresentou-se como um so6lido amorfo
branco, foi identificado como a mistura das substancias 2 e 3, respectivamente estigmasterol
e B-sitosterol (Figura 25). Os mesmos foram identificados por comparacao dos seus Rfs em
CCDC com o Rf de padrdes previamente isolados de outras espécies, € também pelos sinais
de RMN de 'H , que foram comparados com a literatura (JEFFREYS, 2015). Estes dois
esteroides apresentam grande semelhanga estrutural, diferindo apenas pela presenga de uma
ligacdo dupla entre os carbonos 22 e 23 do estigmasterol, e nos espectros de RMN de 'H
(Figura 26) essa pequena diferenca ¢ reconhecida pela presenga de um duplo dupleto em 6n
5,08 ppm (H, dd, J = 16,0 e 8,3 Hz) e outro em ou 5,01 ppm (H, dd, J = 15,0 ¢ 9,0 Hz)
referentes aos hidrogénios H-22 e H-23 do estigmasterol. Além destes sinais, observa-se ainda
no espectro de RMN de 'H um dupleto em 6u 5,35 ppm (2H, d, J = 5,2 Hz) referente aos
hidrogénios H-6 dos dois esteroides juntamente com o simpleto em 6u 0,69 ppm, e ainda um
multipleto em 6u 3,53 ppm (2H, m, J = 3,0 Hz) referente aos hidrogénios H-3 de ambos os
esteroides (Tabela 13).

Tabela 13: Sinais de RMN de 'H das substancias 2 ¢ 3

Posiciao 8, Observado Oy Literatura
H-6 5,35 (2H, d, J=5,2 Hz) 5,37 (2H, d, J=3,0 Hz)
H-22 508 (H,dd, J=16,0e83 Hz) 5,16 (H, dd,J=15,0¢ 9,0 Hz)
H-23 5,01(H, dd, J= 15,0 ¢ 9,0 Hz) 5,01 (H, dd, J= 15,0 ¢ 9,0 Hz)
H-3 3,53 (2H, d, J=3,0 Hz) 3,54 (2H, m, J= 3,5 Hz)
0,69 (1H, s)
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Estigmasterol e [-sitosterol sdo encontrados rotineiramente em pesquisas
fitoquimicas, e tem sido investigado acerca do seu potencial citotoxico
(O’CALLAGHAN et al, 2010), antiosteoartritico (GABAY et al, 2010),
antihipercolestromico (CHANDLER, HOOPER, ISMAIL, 1978), antitumoral,
hipoglicémico  (JAMALUDDIN, MOHAMED, LAJIS, 1994), antimutagénico
(RAVIKUMAR et al. 2010), antioxidante (AGATONOVIC-KUSTRIN, MORTON,
ZAKARIA, 2018), antiinflamatorio (GARCIA et al. 1999) ¢ efeitos sobre o SNC
(VANMIERLO et al. 2015).
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Figura 26: Espectro de RMN de 1H da mistura de estigmasterol e B-sitosterol em CDCl;, 300 MHz
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4.2.3 Substancia 4

A fragdo 2.38-41 (10 mg), proveniente do segundo fracionamento da fase acetato
das folhas, foi purificada por CLAE e forneceu uma fracao (2.38-41.2, 2 mg) com
aparéncia de um soélido vermelho e quebradico, com Tr=3,12 min. O espectro de UV

mostrou 0s A, 202, 227 e 275, caracteristicos de catequinas monoméricas (Figura 27).

Figura 27: Cromatograma da fragdo 2.38-41 em coluna Luna C18 preparativa 250 mm x
10 mm, método isécratico 25% MeOH com TFA 0.01%, volume de inje¢ao: 50 pL,

fluxo de 4,6 mL/min

wl - 23541 :
1 % 250 nan «3 12 min

e
1

No espectro de RMN de 'H (Figuras 28), pode-se observar os seguintes sinais:
Um simpleto em 6y 9,20 ppm (1H), um simpleto largo em J, 8,96 ppm (1H), e um
dupleto em Jy 8,86 ppm (1H), caracteristicos de OH. Na regido dos aromaticos, dois
dupletos em 4 6,71 ppm (1H, J=8,20; H-5") e em d4 6,58 ppm (1H, J= 8,20; H-6") que
indicam o padrdo de substitui¢do orfo do anel B pelo valor de J= 8,20 Hz (Figura 29).
Além destes, ¢ possivel observar um dupleto em oy 5,68 ppm (1H, J=2,20; H-6) e outro
dupleto em oy 5,88 ppm (1H, J= 2,20; H-8), que atestam o padrao de substituicdo meta
do anel A (Figura 30). Os sinais de H-4,. .. sdo duplo dupletos com J=16,20 Hz

(geminal) e 8,20 Hz (vicinais) . Indicando a presenga da (-)-catequina (Figura 31), a
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confirmagdo da estrutura proposta, pode ser ratificada pelos mapas de contorno COSY,

HSQC e HMBC.
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Figura 28: Espectro de RMN de 'H da substancia 4 em DMSO-d (300 MHz)
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Figura 29: Expansdo dos sinais de 'H da substancia 4 na regido dos aromaticos da

substancia 4 em DMSO-d (300 MHz)

om 4
E Anel B
o5 ] . HO_
aar 4 2
005 - el
a K Z
B 005 4
b
% 00

8

Qo2

i e DRED 0T ey

638 ) =11

65 64 63 62 61 60 59 58 a7 =1 55
Chemilcal Shilt {ppe)

Figura 30: Expansdo dos sinais de '"H do anel C da substancia 4 em DMSO-d (300

MHz)
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Figura 31: Estrutura da catequina

OH

Os mapas de correlagdo de HSQC (Figuras 32 e 33) e HMBC (Figura 34 e 35),
mostraram as relagdes entre hidrogénios e carbonos.Para a caracterizagdo do anel A, foi
observada a correlacao J1 do hidrogénio em 645,68 ppm (H-6) com o carbono em d¢
93,51, e a longa distancia com d¢ 99,39. Para o hidrogénio em 645,88 ppm (H-8), foi
observada a correlagdo J1 com o carbono 94,93, e a longa distancia com . 156,87,
99,39, 93,51. Para o anel B, foi observada a correlacdo J1 do hidrogénio em 8, 6,7 1ppm
(H-2’) com o carbono em 06.,114,24, e a longa distancia com 6. 145,36, 118,81 e 81,54.
Para o hidrogénio em dy 6,68 ppm (H-5"), foi observada a correlacdo J1 com o carbono
114,30, e a longa distancia com . 145, 24 e 130,9. O hidrogénio em d; 6,58 ppm (H-6")
mostrou correlagdo J1 com o carbono em dc e a longa distancia com dc 145, 24 ¢ 114,95
ppm (Figura 35). Para o anel C foi observada a correlagdo do hidrogénio 4,88 (H-2)
com o carbono em dc 93,51. Os hidrogénios em 64 2,32 e 2,62 correlacionaram em J1
com o carbono em 6.27,35.

Através do mapa de correlagao '"H-'H COSY (Figura 36), foi possivel observar a
correlagdo entre o hidrogénio em Jy 3,80 (H-3) com os hidrogénios em 4,88, 4,48, 2,32
e 2,62. Outra correlagdo que também pode ser vista nesse mapa, foi a do hidrogénio em

5,88 com 5,67. Todas as correlagoes estdo detalhadas na tabela 14.
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Figura 32: Expansdo entre 2 ¢ 5 ppm do mapa de correlagdo HSQC da substancia 4__
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Figura 33: Expansao entre 5 ¢ 8 ppm do mapa de correlagdo HSQC da substancia 4

(DMSO-d, 100 MHz)
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Figura 34: Mapa de contorno HMBC da substancia 4

8 - o e 40
[:Ei

) ; S
E &
) . . 80 +
g L
- - : s = 100%
- : : :
- s ) 120 &
= . c
_ ’ 140

: ’ | 160

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||E|||||||||||||||||||||||||||||||||
7 5 5 4 3 i 1

F2 Chemical Shift (ppm)



Figura 35: Expansao do mapa de contorno HMBC da substancia 4
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Figura 36: Mapa de contorno COSY da substancia 4, em DMSO-d
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Tabela 14: . Sinais de RMN de 1H e 13C da substincia 4 da substancia 4 em DMSO-d (300 MHz)

H 8. (ppm) multiplicidade e HSQC COSY HMBC Sy (ppm) multiplicidade e J
J (Hz) Observado (Hz) Literatura*
C 2 4,88 (d,1H, J=5,04) 4,88 x 81,54 4,59 (d,J=7,4 Hz)
3 3,80 (m,1 H) 66,65 3,80 x 4,88 3,80x 26,26 4,01 (ddd, J=8,0; 7,4 ¢ 5,4 Hz)
x 4,45
3-OH 447 x 130,84
x 114,95
X 66,65
x 28
4,. 2,32(dd J=162¢ 8,2 Hz) 2,32 x 27,35 3,80 x 2, 33 2,32x 99,39 2,52 (dd,J=16.0 ¢ 8,0 Hz)
X 66,65
4., 2,62 (dd, J= 16,2 ¢ 5,4 Hz) 2,62 x 27,35 3,80x 2,64 2,62 x 99,39 2,84 (dd, J=16,0 ¢ 5,4 Hz)
81,54
66,65
A 6 5,68 (d,1H, J=2,20) 5,67x93,51 5,67 x 99,39 5,96 (d, J/=2,2 Hz)
8 5,88 (d,1H, J=2,20) 5,88 x 94,93 5,88 x 5,67 5,88 x 156,87 5,89 (d, J=2,2 Hz)
x 99,39
x 93,51
B 2 6,71 (d,1H,J=1,89) 6,71 x 1142 6,71 x 145,36 6,85 (d, J=1,8 Hz)
x 118,81
x 81,54
5 6,68 (d,1H, J=8,20) 6,67 x 114,66 6,67 x 145,24 6,79 (d, J=8,1 Hz)
6,67 x130,9
6' 6,58 (dd,1H, J=1,89; 8,20) 6,59 x 145,24 6,72 (dd, J=1,8 ¢ 8,1 Hz)
x 114,95
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4.2.4 Substancia 5

A fragdo 3.4-5 (5,3 mg), apresentou-se como um solido amarelo e com alto grau de
pureza quando analisada por por Cromatografia em Camada Delgada Comparativa de
Fase Reversa (CCDC-FR) e revelada com NP/PEG. Foi entdo analisada por CLAE e com
o auxilio do detector DAD foi verificado que o espectro na regido UV para o pico eluido
em t= 29,47 min em 280 nm, era compativel com o de flavonoide, revelando valores
A de 199, 264 € 360 nm (Figura 37), caracteristico de flavonoides, que apresentam a
Banda II com os méaximos na faixa espectral de 240 —280, atribuida ao anel A e da
Banda I, com os mé&ximos na faixa espectral de 350 —385 (intensa) atribuida ao anel B

(MERKEN E BEECHER, 2000; RODRIGUES, 2010).

Figura 37: Cromatograma da fragdo 3.4-5 do 3° fracionamento da fase acetato das folhas
em 280 nm. Coluna Phenomenex® Luna (2) FR C-18 (250 x 4.6 mm id.; 5 um),
CLAE-DAD (Shimadzu®), fluxo 1,0 mL min’', volume de injecao: 10 um. (Para
condi¢des de eluicdo veja gradiente exploratorio no item 3.3.3, Tabela 5)

109
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O espectro ESI-EM de alta resolu¢do, no modo negativo, para o composto
majoritario presente na fracao 3.4-5, revelou um valor de m/z 301,0345 na forma [M-H]
(Figura 38 e 39). A fracdo foi comparada com padrio e foi possivel confirmar a
presenca da quercetina, com MM 302, 03 g/mol e foérmula molecular C;;H,0O,,

compativel com o sugerido pelo EM de alta resolucao.
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Figura 38: O espectro ESI-MS, no modo negativo, para o composto majoritario presente

na fragdo 3.4-5
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Figura 40: Estrutura do flavonoide quercetina

OH
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A quercetina (Figura 40) ¢ uma pentahidroxiflavona ou 7-hidroxiflavonol,
sendo um dos flavonoides mais abundantes no reino vegetal (RAUF, et al, 2018). E
conhecido por sua potente atividade antioxidante (DAS et al, 2016), e também como
inibidor da proteina quinase (RUSSO, et al, 2014) e agente antineoplastico (LEI, et al,
2017).

4.2.5 Substancia 6

Por CCDC, a fracdo 3.17 (0,5 mg) com Rf de 0,71mostrou caracteristicas de
flavonoides por mostrar fluorescéncia no UV 254 e 365 nm. Por ter pouca massa e alto
grau de pureza esta fracao foi analisada apenas por CL-EM. No espectro de CL-EM de
alta resolugdo, modo positivo (Figura 41), foi identificado a presengado ion precursor
m/z 449,1092 com tr=4,9 min para a féormula C,H,;O,,. Buscas em bancos de dados
revelaram que esta massa ¢ atribuida ao par de isdmeros isoorientina/orientina
(MONADATABANK, 2018). Através da técnica de ESI-EM/EM revelou os ions-
fragmentos de m/z: 413,0856; 329,0643 e 228,1624 (figura 41), sendo o ionm/z 329
((CsH};05, correspondente a [M+H-120]*- pico base), ¢ considerado como diagnostico

para atestar a presenca de flavonas C-glucosiladas.

60



Figura 41: Espectro de CL-EM/EM no modo positivo da fragao 3.17 da fase acetato das
folhas de D. purpurea, para o ion 449
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Estas duas flavonas diferenciam-se apenas pela posi¢ao de ligacdo do agucar,
sendo que a isoorientina possui o aglicar na posicdo C-6 e a orientina na posi¢ao C-
8..Normalmente, através de EM e CLAE ndo ¢é possivel diferenciar isdmeros, no
entanto, apenas flavonas C-6 produzem os fragmentos os fragmentos m/z 177
((CH;0,), correspondente a [M+H-152]") e 149 ((C:H;0s), correspondente a [M+H-
180]), apos a fragmentacdo retro-Diels-Alder do ion m/z 329 (ANDERSEN E M
ARKHAN, 2005; RATH et al., 1995). O espectro ESI-EM/EM (Figura 42) deste ion
apresenta a presenga destes fragmentos, além disso, Pereira et al. (2005), estudando
formas de diferenciar estes isdmeros através ESI-EM/EM, observou que estes
fragmentos sdo produzidos em intensidades diferentes para cada isdmero, sendo que o
isoorientina produz em maior intensidade o ion 299, enquanto que a orientina produz

com maior intensidade o ion 300.

Figura 42: Espectro de ESI-EM/EM no modo positivo da fracdo 3.17 da fase acetato das
folhas de D. purpurea, para o ion 329
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Com base na interpretacdo destes resultados, conclui-se que a substancia isolada

¢ a isoorientina (Figura 43).

Figura 43: Estrutura da isoorientina
oOH

O espectro de massas MS/MS no modo negativo (Figura 44), apresenta como
fragmentos mais abundantes [M-H-90]- com m/z 357 e [M-H-120]- com m/z 327,

ambos originados da fragmentacdo da glucose.

Figura 44: Espectro de CL-EM/EM no modo negativo da fracao 3.17 da fase acetato das
folhas de D. purpurea
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Figura 45: Proposta de fragmentagao da isoorientina
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4.2.6 Substancia 7

A fracdo 3.18-32 (0,7 mg) apresentou-se como um s6lido amorfo de cor marrom,
em CCDC-FR apresentou uma mancha de cor castanho-avermelhada quando revelada
com Anisaldeido sulfurico. No espectro de massas ESI-EM/EM no modo negativo
(Figura 46) foi observado um pico base de m/z 579,1443 [M-H]. Quando submetido a
fragmentagdo este ion apresentou perda inicial de 290 u, além de perdas sequenciais de

44 u.

Figura 46: Espectro de ESI-EM/EM no modo negativo da fragdo 3.18-32 da fase acetato
das folhas de D. purpurea
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A presenca do ion de m/z 579, estd relacionado a presenga de catequinas
oligoméricas. A fragmentacdo EM/EM do ion precursor 579 possivelmente através da
clivagem quinona metideo (QM) da ligacao interflavonoidica, levou a formacao do ion
produto de m/z 289 [M —290 —H]+, gerando o par de isomeros catequina/epicatequina,
identificados pela presenca dos fragmentos 245 e 203 (GU et al.,2003; LU et al., 2009).
Como a estereoquimica dos carbonos C-2 e C-3 de catequinas monoméricas e
oligoméricas nao sdo diferenciadas em experimentos de EM, para efeito de
simplicidade, os fragmentos de m/z 289 serdo referidos como a (+) -catequina, ja obtida
neste trabalho no segundo fracionamento da fase acetato das folhas (item 4.2.3). Sendo
assim, podemos inferir que trata-se de um dimero de catequinas, chamado de

procianidinas,
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As procianidinas pertencem ao grupo dos flavan-3-ois e sdo polimeros
constituidos por duas ou mais unidades monoméricas de catequina e/ou epicatequina, €
sao classificadas do tipo B se apresentam a ligagdo interflavonoidica entre o carbono C-
4 da unidade superior ¢ o carbono C-8 ou C-6 da unidade inferior (C4-C6 ou C4-C8)
retacdo dos espectros de massas, conclui-se que a substancia isolada ¢ a procianidina
B3. No esquema abaixo (Figura 47), apresenta-se alguns fragmentos nas analises de

ESI-MS/MS desta fragdo, que corroboram com a interpretacao da estrutura proposta.
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4.3 Analises por CLAE-UV-DAD dos extratos hidrometandlicos das folhas de D.

purpurea

Figura 47: Representagdo da fragmentag@o da procianidina B3
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A fase hidrometanodlica das folhas apresentou alta atividade antiangiogénica e
despertou interesse, tentativas de fracionamento em coluna aberta foram realizadas, no
entanto, mostraram-se extremamente dificeis de se efetuar. Portanto, a investigagao dos
constituintes quimicos desta fase foi feita por desreplicagdo, utilizando a técnica
CLAE-UV-DAD. A amostra foi tratada em cartucho StrataFR18 para a eliminag¢do dos

interferentes apolares, gerando 3 eluatos que foram analisados por CLAE-UV-DAD.

Embora a andlise por CCDC tenha indicado a presenca de substancias nos trés
eluentes da SPE C18, a avaliagdo dos cromatogramas (Figura 48) para os trés eluatos
permitiu verificar que os constituintes quimicos de D. purpureas € encontravam quase
que totalmente no eluato A (MeOH/H,O 2:8 v/v). Processamento em diversos

comprimentos de onda, usando o detector DAD, evidenciou que nos eluatos B

(MeOH/H20 1:1 v/v) e C (MeOH) foram registrados apenas ruidos
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Figura 48: Perfil cromatografico da fracdo MeOH/H20 2:8 v/v proveniente da fase
hidrometandlica das folhas D. purpurea, submetida a limpeza com SPE em Strata
FR18. Coluna Phenomenex® Luna (2) FR18 (250 x 4.6 mm i.d.; 5 um), HPLC-PAD
(Shimadzu®), fluxo 1,0 mL min-1, A = 220, 254 ¢ 280 nm

4] 1: 250 ren, & o 2: 264 rem, £ nm & 20nm, Enm
= 1B FoMEDFH — 251 Fo KD FH — 3 FaHIOFH
TE1 F o HEDLFHN 3241 Fo HI0 FHI 21 0 HED FHIDT
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Com o auxilio do detector PAD (figura 49), foi realizada varredura na faixa
espectral de 200-600 nm, duas classes de substancias foram identificadas na fase
hidrometanodlica das folhas D. purpurea. As catequinas monoméricas e oligoméricas
(procianidinas), que exibem uma banda fraca em torno de 280 nm, um ombro préoximo
de 220 nm e maximo entre 205-210 nm (ROHR et al., 2000; WANG et al., 2000). As
flavonas, que apresentam a Banda II com os maximos na faixa espectral de 240 —280 ¢ a
Banda I, com os maximos na faixa espectral de 350 —385 (intensa) atribuida ao anel B

(MERKEN E BEECHER, 2000; RODRIGUES, 2010).
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Figura 49: Espectros na regido do UV para os principais picos eluidos no cromatograma
da fase hidrometanolica das folhas D. purpurea.
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A identificacdo de alguns dos metabolitos secundérios neste eluatos pdde ser
feita de forma inequivoca pela realizagdo de experimentos de co-injecdo, em que
aliquotas da matriz e padriao (Tabela 10, item 3.5.1) foram misturadas e diluidas para
um volume conhecido, sendo posteriormente analisadas por CLAE EM um método de
eluicdo gradiente (Tabela 15). Assim, os picos em # = 17,5 mintr = 36,4 min foram

identificados como sendo kaempferol ecatequina (Figura 49), respectivamente.
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Tabela 15: Sistema de eluicao da fase hidrometandlica das folhas D. purpurea,

SISTEMA
Solvente A Solvente B Gradiente
Tempo (min) Tempo (min)
H20 + TFA 0,01%  ACN + TFA 0,01% 0 20
50 50
60 100
70 100
75 20

Figura 49. Espectro UV de kaempferol e catequina

Espectro em 17,5 mun Espectro em 36,4 min
& |/_,DH
HO o
| T = OH
= OH
OH
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4.3 ESTUDO QUIMICO DO EXTRATO METANOLICO DOS GALHOS DE D.

PURPUREA

4.4.1 Substancia 8

Por CCDC, a fragdo 7.9-11 (1,9 mg) com Rf de 0,71 mostrou caracteristicas de
flavonoides por mostrar fluorescéncia no UV 254 e 365 nm. Apds andlise dessa fragdo
por espectrometria de massas de alta resolugcdo via ESI, foi possivel observar no
cromatograma um pico em 5,6 min (Figura 50) apresentou o ion de mz 297,0749 [M-

HJ, compativel com a férmula molecular de C;;H;;0s.

Figura 50: Espectro de massas da substancia 8
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As analises dos espectros de RMN de 'H (Figura 52) mostrou sinais em 0y 6,97 €
6,22 que indicam a presen¢a de um anel A com uma metoxila 4,09 na posi¢ao 7,
caracterizando assim o anel A. Foram registrados dois dupletos em 6 7,05 e 7,51 ppm
cuja a constante de acoplamento igual a 8,7 Hz sugerem que estes estdo acoplando em

orto, tipicos de anel “B” p-disubstituido, com uma metoxila 3,84 na posicao 4’

70



Figura 51: Sinais de RMN de 'H da substancia 8 em CDCIl; (300 MHz)
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De acordo com os dados analisados de RMN de 'H (Tabela 16) em comparacdo com a
literatura foi possivel identificar a substancia 7,4’-dimetoxi-3-hidroxiflavona (Figura 52)

(SILVA, CARVALHO, BRAZ-FILHO, 2009).

Tabela 16: Sinais de 'H da substancia 8

Posicao 8, Observado (ppm) 3. Literatura
H-2'/H-6' 7,51 ppm (2H, d, J=8,7 Hz) 8,09 ppm (2H, d, J=8,7 Hz)
H-3'/H-5' 7,05 ppm (2H, d, J=8,7 Hz) 6,94 ppm (2H, d, J=8,7 Hz)
H-5/H-6 6.97 ppm (2H, d, J=9 Hz) 6.71 ppm (2H, d, J=9 Hz)
H-8 6,22 (1H, sl) 6,32 (1H, sl)

7 OCH3 4,09 (3H, sl) 3,96 (3H, sl)

4' OCH3 3,84 (3H, sl) 3,87 (3H, sl)

Figura 52: Estrutura da 7,4’ -dimetoxi-3-hidroxiflavona

4.4.2 Substancia 9

A fragdo 19B.7 (0,6 mg)um so6lido incolor, foi purificado por CLAE e apresentou um
pico intenso em tr = 29,10 min quando analisado por CLAE-DAD indicando a presenca de

um flavonoide, pelas bandas apresentadas no espectro de UV com A, 267 ¢ 349 (Figura 53).
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Figura 53: Cromatograma e espectro de UV da substancia 9.Coluna Phenomenex® Luna (2)
FR C-18 (250 x 4.6 mm i.d.; 5 um), CLAE-DAD (Shimadzu®), fluxo 1,0 mL min"', volume
de injecdo: 10 um. (Para condigdes de elui¢do veja gradiente exploratorio no item 3.3.3,

Tabela 5)

2] 258 mm, Som

o267
. 299
| 340

18

M

Através de experimentos de co-injecdo com padrdes, foi possivel identificar a flavona

apigenina (Figura 54).

Figura 54: Estrutura da apigenina
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A apigenina ¢ uma flavona substituida por grupos hidroxi nas posi¢des 4 ', 5 e 7.
abundantemente encontrada em frutas e vegetais, exibe atividade antiproliferativa, anti-
inflamatéria e antimetastatica, além de possuir atividade ansiolitica (SALEHI et al, 2019). E
visto como um promissor agente quimiopreventivo do cancer de pele, entre outras atividades

(BRAVO,1998).

4.4.3 Substancia 10

A fragdo 21.28-34 (1,8 mg) apresentou-se como um solido amorfo de cor amarela. No
espectro de massas (Figura 55) foi observado um pico base de m/z 243,0669 [M-H]. Quando

submetido a fragmentagao este ion apresentou perda inicial de 15 u, além de perdas sequenciais de

29 e 56 u.
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Figura 55: Espectro de ESI-EM/EM da amostra 21.28-34.

No espectro de RMN de 'H (Figura 55) realizado em DMSO-d6 300 MHz, foram
observados seis sinais entre 5 a 8 ppm, sendo quatro hidrogénios atribuidos a dois anéis
aromaticos distintos em o 7,48 ppm (2H, d, 8,6 Hz), 6,78 ppm (2H, d, 8,6 Hz), 6,22 ppm (1H,
d, 2,2 Hz) e 5,59 ppm (1H, d, 2,2 Hz), e dois sinais em 6 7,22 ppm (1H, d, 16 Hz) e 6,76 ppm

(1H, d, 16 Hz) caracteristico de uma ligacao dupla trans.

Foram registrados dois dupletos em 6,78 e 7,48 ppm cuja a constante de

acoplamento igual a 8,6 Hz sugerem que estes estdo acoplando em orto, tipicos de anel “B” p-
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disubstituido. Cada sinal integrado indica que existem dois hidrogénios em 0 6,78 ppm que
correspondem aos hidrogénios H-2° e H-6" e outros dois hidrogénios em o 7,48 ppm
correspondentes aos hidrogénios H-3 e H-5" justificados pela simetria do anel aromatico

confirmando a estrutura do anel “B” (Figura 57).

Os sinais em 05,59 e 06,22 ppm revelaram dois dupletos com constante de
acoplamento igual a 2,2 Hz, tipico de acoplamento meta no anel aromatico. Com auxilio dos
mapas de contorno HSQC (Figuras 58 e 59) e HMBC (Figura 60) foi possivel observar para
0 H-4 em 0 5,59 ppm, correlagdo J' com o carbono em o 87,88 (C-4). Para o H-6 em 6,22, foi
possivel observar a correlagdo J' com o carbono em 899,7 (C-6), e a longa distancia com os
carbonos em 0158,89 (C-2) e 0115,65 (C-7) respectivamente, revelando o padrio de
substituicdo do anel “A”. Ainda com o auxilio dos mapas de contorno, foi possivel observar
para o H-7 em § 6,76, a correlagdo J' com o carbono em 8115,65, e a longa distancia com os
carbonos em 0158,89 (C-2) e 6125,9 (C-1"),e,0 H-8 em & 7,22, foi possivel observar a
correlacdo J' com o carbono em 8134,48, e a longa distancia com os carbonos em 6158,89 (C-
2) e 0125,09 (C-2’ e C-6’). A partir desses dados e comparagao (Tabela 17) com os da
literatura (GEONSEEK et al. 2008), 21.28-34 foi identificado como o estilbeno 2,3,5,4’-

tetrahidroxiestilbeno, sendo este o primeiro relato de estilbeno para a espécie.

Tabela 17: Sinais de RMN da substancia 9 em DMSO-d

HSQC HMBC
Posicao C oo 8:(m, J em Hz) & (m, J em Hz) “Jen
Literatura

2 C 158,89

4 CH 87,88 6.18 5,59 ppm (1H, d, 2,2 Hz)

6 CH 99,7 6.45 6,22 ppm (1H, d, 2,2 Hz) C-2

7 CH 115,65 6.94 ( ) 6,76 ppm (1H, d, 16 Hz) C2;C-1’

8 CH 13448 6.98 ( ) 7,22 ppm (1H, d, 16 Hz) C-2’; C-6’

I’ C 125,9 C-6’

2’ CH 125,09 7,48 ppm (2H, d, 8,6 Hz)

3 CH 115,65 6.82 6,78 ppm (2H, d, 8,6 Hz)

4 C 159,02 3,82 ppm (2H, d, 8,6 Hz)

5 CH 115,65 6.82 6,78 ppm (2H, d, 8,6 Hz) C-1’

6’ CH 125,09 748 ppm (2H,d, 8,6 Hz)  C-8;C-4’;C-2’




Figura 56: Espectro de RMN de 'H da substancia 9 em DMSO-d6 300 MHz
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Figura 57: Expansao dos sinais de de RMN de 1H da substancia 9 em DMSO-d 300 MHz
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Figura 58: Mapa de contorno HMBC substancia 9 em DMSO-d6 300 MHz

L]

ke =% &

-2

16 14 12 10 8 6 4
F2 Chemical Shift (ppm)

2

0

3 3 <
F1 Chemical Shift (ppm)

2

2

78



Figura 59: Expansao do mapa de contorno HMBC substancia 9 em DMSO-d6 300 MHz
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Figura 60: Expansao do mapa de contorno HSQC substancia 9 em DMSO-d6 300 MHz
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4.4.4 Substancia 11

A fracdo 3-4.22-30.4-7 um so6lido amarelo, foi analisada por CLAE e apresentou um
pico intenso em tr = 5,4min quando analisado por CLAE-DAD indicando a presenga de um
flavonoide, pelas bandas apresentadas no espectro de UV com A, 227, 269 e 345 (Figura
61). Através de experimentos de co-inje¢do com padrdes, foi possivel identificar a flavona

kaempferol-3-O-rutinosideo (Figura 62).

Figura 61: Cromatograma da fracdo 3.4-5 do 3° fracionamento da fase acetato das folhas em
280 nm. Coluna Phenomenex® Luna (2) FR C-18 (250 x 4.6 mm i.d.; 5 um), CLAE-DAD

(Shimadzu®), fluxo 1,0 mL min-1, volume de injecao: 10 pm.
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O kaempferol-3-O-rutinosideo ¢ uma flavona que possui 2 unidades glicosil ligadas no
carbono C3. E responsavel pelo sabor amargo de alguns vegetais, e assim como a maioria dos

flavonoides exibe potente atividade atividade antioxidante (BRAVO,1998).
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Figura 62: Estrutura da substancia 11, kaempferol-3-O-rutinosideo
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4.4.5 Substancia 12

A fragdo 16.11-13.10 (17,7 mg) apresentou-se como um sélido terroso vermelho, em
CCDC-FR apresentou uma mancha de cor castanho-avermelhada quando reveladacom
Anisaldeido sulfurico. No espectro de massas ESI-EM/EM no modo negativo (Figura 63) foi
observado um ion molecular de m/z 865,2244 [M-H]. Quando submetido afragmentagao este
ion apresentou perdas sequenciais de 290 u, caracteristicos de trimeros de procianidinas

oligoméricas.

Figura 63: Espectro de ESI-EM/EM no modo negativo da fracdo 16.11-13.10 da fase acetato
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Os fragmentos desprotonados representados por (@) correspondem aproantocianidinas
com grau de polimerizacao variando de 1 a 3. Desta forma, essessinais foram interpretados
como 0s ions precursores de um mondmero (m/z 289),dimero (m/z 577), trimero (m/z 865), da
[epi]catequina, respectivamente, sugerindo tratar-se de uma procianidina Cl1.

Os espectros desegunda-ordem de procianidinas podem ser racionalizados a partir de
trés principaismecanismos de fragmentacao: retro-Diels-Alder (RDA), quinona metideo (QM)
eclivagem heterociclica (HRF) (GU et al., 2003). O espectro desta amostra foi interpretado de
acordo com os principais ions precursores observados e estdo dispostos nas nas figuras 64, 65
e 606, e ilustram as principaisrotas de fragmentacdo de um possivel trimero encontrado em D.

purpurea.
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Figura 64: Mecanismo de fragmentacdo Clivagem heterociclica (HRF)
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Figura 65: Mecanismo de fragmentacdo Retro Diels Alder (RDA)
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Figura 66: Mecanismo de fragmentacdo quiona-metideo (QM)
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4.5 Anaélises por CLAE-UV-DAD dos extratos hidrometanoélicos das folhas de D. purpurea

Embora a andlise por CCDC tenha indicado a presenca de substincias nos trés
eluentes da SPE C18, a avaliacdo dos cromatogramas (Figura 67) para os trés eluatos
permitiu verificar que os constituintes quimicos de D.purpurea se encontravam quase que
totalmente no eluato A (MeOH/H20 2:8v/v). Processamento em diversos comprimentos de
onda, usando o detector DAD, evidenciou enquanto que nos eluatos B(MeOH/H20 1:1 v/v)

eC (MeOH) foramregistrados apenas ruidos.

Figura 67: Perfil cromatografico da fracdo MeOH/H20 2:8 v/v proveniente da fase
hidrometanolica dos galhos de D. purpurea, submetida a limpeza com SPE em Strata FR18.
Coluna Phenomenex® Luna (2) FR18 (250 x 4.6 mm i.d.; 5 um), HPLC-PAD (Shimadzu®),

fluxo 1,0 mL min-
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Com o auxilio do detector PAD (figura 68), foi realizada varredura na faixa espectral
de200-600 nm, foi possivel identificar as classes de substidncias presentes na fase
hidrometanoélica das folhas D. purpurea. Assim como na fase hidrometanolica das folhas
(item xxxx), foi possivel visualizar a presen¢a de catequinas monoméricas e oligoméricas
(procianidinas). Flavonas e flavon6is monoméricos e possivelmente oligoméricos, e acidos
fendlicos com maximos de absor¢ao em torno de 220(MERKEN E BEECHER, 2000;
RODRIGUES, 2010; ROHR et al., 2000).

Figura 68: Espectros na regido do UV para os principais picos eluidos no cromatograma da

fase hidrometandlica dos galhos
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Através dos ensaios de co-injecdo (condi¢des experiemntiais no item 3.3.3 ) foi
possivel identificar presenca do kampferol-3-O-rutinosideo, identificado como a substancia

12 do fracioanmento da fase AcOEt dos galhos.
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Figura 69: kampferol-3-O-rutinosideo
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5. ENSAIOS BIOLOGICOS

5.1 TOXICIDADE FRENTE A ARTEMIA SALINA

Para avaliar a toxicidade dos extratos de Diplotropis purpurea, foi usado o ensaio com
o microcrustaceo A. salina. No trabalho realizado por Meyer et al (1982), foi estabelecido que
havendo a mortalidade de mais de 50% dos microcrustaceos, o extrato € considerado toxico
para células de mamiferos. De acordo com o critérios estabelecidos pelo grupo de pesquisa, os
extratos sdo considerados:
e De baixa toxicidade, quando apresentam de 0 a 20% de mortalidade;
e De média toxicidade, quando apresentam de 20 a 50% de mortalidade;
e De alta toxicidade, quando apresentam de 50 a 100% de mortalidade.
Neste trabalho, foram analisados os extratos metandlicos e aquosos dos galhos e folhas
D. purpurea. o ensaio foi realizado em triplicata para cada uma das amostras, com
concentragdes variando entre 1000 a 30 pg/mL. Os dados estdo apresentados em porcentagem

da mortalidade (%) em cada pogo (Tabela 19).
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Tabela 18: Resultado do ensaio de toxicidade dos extratos de D. purpurea expressos em

percentagem de mortalidade de A. salina.

EXTRATOS VALORES MEDIOS (%)

(ug/mL) 1000 500 250 125 60 30
GaMeOH 83 47 24 57 40 17
GaMFH,O 90 20 6 3 13 0

GaH,0 67 9 19 37 0 20
FoMeOH 100 47 24 57 40 17

FoH,0O 90 47 37 43 3 47

A toxicidade dos extratos vegetais sobre A. salina sugere que estes sdo toxicos para
células de mamiferos, e ¢ usado como ensaio preliminar na busca de substancias antitumorais,
antes da realizagdo ensaios com diferentes culturas de células tumorais (MCLAUGHLIN et
al., 1998). Todos os extratos apresentaram alta toxicidade na concentracdo de 1000 g/mL.
Aos flavonoides sdo atribuidas as atividades antioxidante, anti-inflamatoria, antimutagénica e
anticarcinogénica, por sua habilidade de modular enzimas chaves (PANCHE, DIWAN E
CHANDRA, 2016). O extrato metanolico das folhas (Fo MeOH), de onde foram isoladas
diversos flavonoides com reconhecidas atividades antitumoral, apresentou 100% de
mortalidade na concentracdo de 1000 g/mL. Os valores de IC50 foram alcancados em nas
concentragcoes de 500 e 125 g/mL (em destaque na Tabela 19) tanto para os extratos
metanodlicos de folhas e galhos, sugerindo um potencial antitumoral para estes extratos. No

entanto, este ¢ um ensaio preliminar, e outros ensaios precisam ser realizados.

5.2 AVALIACAODA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A medida do potencial antibacteriano dos extratos vegetais ¢ avaliada através do valor
da CIM (Concentragdo Inibitéria Minima), que ¢ a quantidade de extratos ou substancia

necessaria para inibir o crescimento do microrganismo-teste. Este valor pode ser determinado
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por diversos métodos, como por exemplo, difusdo em dgar e macro e microdiluicdo em caldo.
Virios fatores interferem no resultado da CIM, como a origem da planta, época de coleta, se o
extrato foi preparado de plantas frescas ou seca, entre outros. Sendo assim, a medida desse
valor ¢ feita comparado-o frente a um padrdo bioldgico de referéncia, chamado de controle
positivo (OSTROSKY et al, 2008). Neste trabalho os extratos de D. purpurea foram avaliados
pelos métodos de difusdo em agar e microdiluicio em caldo com as bactérias que

apresentaram disponibilidade no momento da realizagao do ensaio.

5.2.1 Método de difusdo em agar

Neste método, o extrato ¢ colocado em um pogo e se difunde através da superficie do
meio de cultura contendo 4gar, e assim pode inibir o crescimento da bactéria presente na area
formando um halo, e através da medida deste halo ¢ possivel estabelecer a concentracao
inibitoria minima (CIM) (OSTROSKY et al, 2008). Neste estudo, os extratos metanolicos de
folhas e galhos de D. purpurea, bem como suas respectivas fases DCM, AcOEt e
hidroalcoolica foram testadas através da técnica de cavidade-pogo contra 6 espécies
patogénicas de bactérias: Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae, Nocardia brasiliensis,
Pseudomonas fluorescens, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus. Pelos tamanhos dos

halos formados, estes foram classificando como:
e De alta atividade: halo maior do que 13 mm;
e De média atividade: halo entre 7 a 13 mm,;

e De baixa atividade: halo menor do que 6 mm.

Na tabela 19 estdo apresentados todos os resultados obtidos:
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Tabela 19:. Resultado da atividade antibacteriana dos extratos e fases de D. purpurea pelo método de difusdo em agar.

Bactérias Bacillus Klebsiella
cereus pneumoniae
Extratos
GaMeOH 15 10

GaFDCM 17 9
GaFAcOEt 11 9
GaMeOH/H,0 11 .
FoMeOH 11 9
FoFDCM 19 5
FoFAcOEt 17 g
FoFMeOH/H,O 11 9
Controle Positivo 30 9

O controle positivo utilizado foi oxitetraciclina
A concentragdo das amostras testadas foi de 20 pug/mL.

NA: Nio Ativo

Nocardia

brasiliensis

10
11
NA
NA
NA
14
12
NA
8

Pseudomonas

Sfluorescens

Medida do Halo de Inibi¢cdo em mm

11=
12
12
10
9
17
14
9
21

Serratia

marcescens

NA
NA
NA

11
NA
21

Staphylococcus

aureus

NA

10
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Todas as amostras testadas apresentaram atividade frente a B. cereus e P.
fluorescens. Para B. cereus o melhor resultado foi o da fase DCM das folhas, que
formou halo de 13 mm, seguido da fase AcOEt das folhas com halo de 11 mm. Os
outros foram considerados de baixa atividade. Para P. fluorescens, o melhor resultado
foi também o da fase DCM das folhas, que formou halo de 12 mm, seguido da fase
AcOEt das folhas com halo de 8 mm. O extrato MeOH dos galhos e a fase DCM das

folhas apresentaram média ou baixa atividade frente a todas as bactérias.

5.2.2 Método de microdiluicido

Com o objetivo de averiguar outras atividades antimicrobianas dos extratos e
fases de D. purpurea, estes foram testados pela metodologia de microdilui¢do frente a
Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, K. pneumoniae, Morganella morganii, S.
marcescens, S. aureus, P. aeruginosa. Esta técnica utiliza placa de 96 pocos, onde o
extrato ¢ diluido em diferentes concentragdes. Esta técnica apresenta grandes vantagens,
além de barato, ¢ reproduzivel e mais sensivel que outros métodos disponiveis (ELOFF,
1998; OSTROSKY et al, 2008). Tudo isto torna possivel experimentar varias plantas de
uma Unica vez frente a varias cepas. Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela

20.
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Tabela 20. Resultado da atividade antibacteriana dos extratos e fases de D.purpurea pelo método de microdiluicao.

Bactérias

Extratos
GaMeOH
GaFDCM

GaFAcOEt
GaH,O
FoFMeOH/H,O
FoH, O

Staphylococcus
aureus

>1000
>1000

>1000
>1000

>1000
>1000

Serratia
marcecens

>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000

Klebsiella
pneumonia

>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000

Escherichia

coli

CIM (pg/mL)

>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000

Acinetobacter  Morganella
baumani morganii
>1000 1000
>1000 >1000
1000 500
>1000 >1000
>1000 >1000
>1000 >1000

Pseudomonas
aeruginosa

>1000
>1000

>1000
>1000
>1000
>1000
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Das amostras testadas, as que apresentaram atividade antimicrobiana foram:
Galho MeOH (1000 pg/mL) frente a M. morganii e Galho fase AcOEt na concentragdo
de 1000 pg/mL frente a A.baumani e 500 pg/mL frente a M. morganii. Outras amostras
ndo apresentaram atividade.

Neste teste foram utilizadas novamente as cepas de K. pneumoniae, Serratia
marcescens, S. aureus € P fluorescens, no entanto, os extratos nao apresentaram
atividade, enquanto no ensaio de cavidade-poco os extratos metanolicos de folhas e
galhos apresentaram baixa atividade frente a B. cereus e S. marcescens, e no trabalho
realizado por CURSINO (2015), utilizando os mesmos extratos deste estudo em ensaio
de microdiluicdo, os mesmos foram altamente ativos. Isto € possivel, pois ocorrem
variacoes nos resultados quando técnicas diferentes sao usadas para analisar um extrato
vegetal, uma vez que vérios fatores influenciam no resultado. Entre eles podemos citar:
as cepas utilizadas, a origem da planta e o tipo de extrato preparado, entre outros
(OSTROSKY et al, 2008).

No entanto, a atividade antibacteriana foi encontrada em outra espécie no género
Diplotropis utilizando a técnica de microdilui¢do: extratos de diferentes polaridades de
D. ferruginea foram ativos frente E. coli e P. aeruginosa (CERQUEIRA et al, 2011).
Podemos atribuir a atividade do extrato metandlico dos galhos e da fase AcOEt dos
galhos devido a presenca de substancias fenolicas, para as quais ja foram identificadas
em inimeros estudos o potencial antibacteriano (ELOFF, 1998). Como por exemplo,
podemos citar as substancias fenolicas obtidas de ervas usadas como temperos (salvia,
alecrim, tomilho, manjericdo, coentro, cha e lipulo) os quais apresentaram atividade
quando analisadas in vitro para patogénos alimentares (AHN et al, 2007), dentre estes
podemos citar B. cereus e P. fluorescens, para os quais as amostras usadas neste estudo

apresentaram atividade.

5.3 ATIVIDADE ANGIOGENICA DE DIPLOTROPIS PURPUREA

A resposta angiogénica ¢ dada pela contagem de vasos sanguineos na membrana
corialantdica de embrido de galinha apds um periodo entre 72-96 h, onde um aumento
no numero de vasos ao redor do implante dos discos de metilcelulose pode indicar uma
atividade angiogénica para as amostras contidas neste disco, enquanto a diminui¢ao do
numero de vasos ou a formagdo incompleta destes, indica a presenca de um agente

angiostatico (RIBATTI, 2017).
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5.3.1 Atividade angiogénica das folhas de Diplotropis purpurea

Das folhas de D. purpurea foram testadas as seguintes amostras: o extrato
metanolico e as fases diclorometinica e hidrometanolica. O extrato metandlico das
folhas de D. purpurea mostrou alto potencial angiostatico, principalmente na
concentragdo de 1000 pg/mL, onde houve inibicdo de até 80% da formacao dos vasos
sanguineos (Figura 70). J4& a fase DCM das folhas mostrou média atividade
angiostatica, principalmente na concentracdo de 1000 pg/mL, onde houve inibicao de
at¢ 41% da formagdo dos vasos sanguineos (Figura 71). Enquanto que a fase
hidrometanélica das folhas (Figura 72) também mostrou alto potencial angiostatico na
concentragdo de 1000 pg/mL, onde houve inibicdo de até 80% da formacao dos vasos
sanguineos, demonstrando que esta atividade estd ligada as substincias de maior

polaridade presentes nas folhas.

Figura 70: Atividade antiangiogénica dose-dependente apresentada pelo extrato

metanolico das folhas de D. purpurea

CN 100 g/mL 500 g/mL 1000 o/mL
F b

Percentual de vasos (%)

CN 100 500 1000

Legenda: Os resultados foram expressos como Média + Desvio Padrdo, n=3. (***) representa diferenga

estatistica significativa (p <0,001) em relagdo ao grupo controle negativo (CN).
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Figura 71: Atividade antiangiogénica dose-dependente apresentada pela fase

diclorometanica das folhas de D. purpurea

CN

100 g/mL

Percentual de vasos (%)

500 g/mL 1000 g/mL

25%

41%

LLes

100
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1000

Figura 72 Atividade antiangiogénica dose-dependente apresentada pela fase

hidrometandlica das folhas de D. purpurea.
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5.3.2 Atividadeantiangiogénica dos galhos de Diplotropis purpurea

O extrato metandlico dos galhos de D. purpurea (Figura 73) mostrou alto
potencial angiostatico, principalmente na concentracdo de 1000 pg/mL, onde houve
inibi¢do de até¢ 80% da formacdo dos vasos sanguineos. E na concentracio de 500
pg/mL o resultado ficou bem préximo, em torno de 78% de inibig¢do. A fase DCM dos
galhos (Figura 73) apresentou inibi¢do de 70% na concentragdo de 1000 pg/mL. As
fases AcOEt e MeOH 50% dos galhos (Figura 74) apresentaram os melhores resultados

angiostatico e alcancaram a CLs,na concentracdao de 100 pg/mL.

Figura 73. Atividade antiangiogénica dose-dependente apresentada pelo extrato Galho
MeOH de D. purpurea

Atividade Antiangiogénica

B CN

3 100mg/mL
2 500 ma/mL
60+ 1000 mg/mL

N .
04

Tratamentos

*kk

Percentual de vasos (%)

Os resultados foram expressos como Média + Desvio Padréo, n=3. (***) representa diferenca estatistica

significativa (p<0,001) em relagéo ao grupo controle negativo (CN).
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Figura 74 Atividade antiangiogénica dose-dependente apresentada pelo pela fase DCM
dos galhos de D. purpurea.
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Figura 75 . Atividade antiangiogénica dose-dependente apresentada pela Fase Acetato

de Etila dos Galhos de D. purpurea

Atividade Antiangiogénica

El CN

3 100mg/mL
B3 500 ma/mL
e ke 1000mg/mL

Percentual de vasos (%)

Tratamentos

99



Figura 76 Atividade antiangiogénica dose-dependente apresentada pelo extrato

Galho H,O de D. purpurea.
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5.3.3 Atividade angiogénica das substincias isoladas

Os fitoesteroides estigmasterol e lupeol mostraram alta atividade
antiangiogénica. O triterpeno lupeol (Figura 77) inibiu cerca de 70% do crescimento
dos vasos sanguineos na concentragdo de 1000 pg/mL. J& o esteroide estigmasterol
(Figura 78) mostrou-se altamente toxico, causando a morte do embrido na concentragao

de 1000 pg/mL.

Ha vérios estudos na literatura apontando o potencial antiinflamatorio,
antitumoral, sobre atrite, diabetes, doengas coronarias e toxicidade renal e hepatica para
os dois, e estudos recentes mostram que o lupeol atua diretamente na indugdo de
apoptose, tanto in vitro quanto in vivo (VIJAY AVIN et al, 2014). No estudo realizado
Kangsamaksin et al (2017), estigmasterol e lupeol inibiram a angiogénese em tumores
em modelo de xenoenerto em colangiocarcinoma in vivo usando ratos wistar, € nao
apresentaram toxicidade em mamiferos, ressaltando o potencial antitumoral dessas duas

substancias que sao amplamente difundidas na natureza.
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Figura 77 Atividade antiangiogénica dose-dependente apresentada pelo lupeol
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Os resultados foram expressos como Média + Desvio Padrdo, n=3. (¥**) representa diferenca

estatistica significativa (p<0,001) em relag@o ao grupo controle negativo (CN).

Figura 78 Atividade antiangiogénica dose-dependente apresentada pelo estigmasterol.
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A quercetina (Figura 79) ¢ um flavonol ¢ amplamente distribuido na natureza,
para o qual j4 foram relatadas as atividades antioxidante, antiinflamatéria e de
quimioprevencao. Apesar de ja ter apresentado atividade antioangiogénica em modelos
tumorais neste estudo, ndo foi constatada a atividade antioangiogénica em nenhuma

concentragao testada.

Figura 79 Avaliagao da atividade antiangiogénica da quercetina
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Os resultados foram expressos como Média + Desvio Padrao, n=3. (***)

representa diferenca estatistica significativa (p<0,001) em relagdo ao grupo controle

negativo (CN).
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5.  CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho permitiu o isolamento de 12 substincias dos extratosmetanolico
das folhas e galhos de D. purpurea, contribuindo assim para o enriquecimento do
conhecimento cientifico da espécie e do género.

Foram identificadas substancias ja isoladas de D. purpurea, como os fitoesteroides

estigmasterol e f3-sitosterol, e o triterperno lupeol.

Pela primeira vez relatado para o género, foram identificadas as substancias catequina,
quercetina, isoorientina, 7,4’- dimetoxi-3-hidroxiflavona, 7,4’-dimetoxi-3-hidroxiflavona,

apigenina, 3,5,6,4’-tetrahidroxiestilbeno.

Além das substancias isoladas, também foi possivel detectar a presenca de oligdmeros

de (epi)catequina, as procianidinas B3 e C1.

Os extratos e fases apresentaram atividade de toxicidade frente ao microcrustaceo
Artemia salina, sendo que os extratos apresentaram taxa de mortalidade acima de 50% na
concentragdo de 1000 pg/mL, considerado um 6timo resultado metanolicos € aquosos

Quanto a atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar, o extrato MeOH e
as fases DCM de folhas e galhos apresentaram elevada atividade frente as bactérias Bacillus
cereus ¢ Pseudomonas fluorescens, com halos de inibicdo de 11 a 19 mm e de 9 a 17 mm
respectivamente.

No ensaio de microdiluicdo as amostras galho MeOH (1000 g/mL) foi ativa frente a
M. morganii e galho fase AcOEt na concentra¢do de 1000 ng/mL frente a A.baumani e 500
pg/mL frente a M. morgani.

Os extratos e fases de folhas e galhos apresentaram de média a alta ativividade
antiangiogénica, e das trés substincias testadas (estigmasterol, lupeol e quercetina) o

estigmasterol 1000 pg/mL foi altamente toxico, levando o embrido a morte.
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