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RESUMO

PINHEIRO, Anderson Angel Vieira. Constituintes quimicos de Vellozia plicata Mart.:
caracterizacdo, estudos in silico e avaliacdo do potencial anti-HIV-1. 290 p. Tese
(Doutorado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) — Centro de Ciéncias da Saude,
Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2020.

Os produtos naturais sdo empregados historicamente para o tratamento de diversas ameacas a
salde e sdo uma fonte em potencial para a obtencdo de compostos bioativos. Nessa perspectiva,
foi realizado um reestudo de Vellozia plicata Mart. com o objetivo de isolar compostos,
quantificar um marcador quimico, avaliar, por meio de estudos in silico, a probabilidade de
atividade anti-HIV de compostos isolados, bem como predizer seus riscos de citotoxicidade,
taxa de absorcdo oral, intestinal e metabolizacdo hepatica. Além disso, investigou-se a
viabilidade celular e atividade anti-HIV-1 de compostos e do extrato etanélico. Nesse estudo
fitoquimico foram isolados treze compostos, dentre eles a amentoflavona (9), 3°, 8-
biisocampferideo (10) e a 3’-apigenin-8°’-isocaempferideo (11), sendo este Ultimo relatado pela
primeira vez na literatura. O composto (9) foi proposto como marcador quimico da espécie,
quantificado em 106,92 pg/mg de extrato bruto de V. plicata, com desvio padrdo inferior a 5%,
conforme preconizado pela Resolucdo 899/2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria).
Os biflavonoides foram preditos usando o KNIME quanto a potencial probabilidade de
atividade bioldgica (HIV-1), a taxa de absorcdo oral e aos parametros toxicologicos de
mutagenicidade e carcinogenicidade. Eles apresentaram o percentual ABS superior ao controle
(36,60%) e ndo foram observados riscos de toxicidade dentro dos parametros analisados pelo
software OSIRIS. As analises preditivas de permeabilidade e absor¢do intestinal dos trés
biflavonoides isolados apresentaram probabilidade > 50%. Os compostos demonstraram bons
resultados MolDock Score no docking molecular, ocorrendo melhor interagdo entre o composto
(9) com a protease, e 0 (10) com a integrase e transcriptase reversa. Os trés compostos tiveram
suas estruturas preditas apds metabolizacdo hepatica, indicando que a via metabdlica no figado
para (9) se daria pela hidroxilacdo aromatica das enzimas do citocromo P450, j& nos compostos
(10) e (11) ocorre uma maior expressao de alguns grupos aromaticos e alifaticos por O-
desalquilacdo, hidroxilacdo e carboxilacdo. Os compostos gerados a partir da metabolizacdo de
(9), (10) e (11) foram preditos, utilizando o OSIRIS, quanto a capacidade de mutagenicidade e
carcinogenicidade, entretanto, apenas o (9) apresentou um score de 29,95%, demostrando alto
risco de mutagenicidade. Dentre 0s compostos testados nos estudos bioldgicos, o extrato
etanolico de V. plicata (71,19%) e a amentoflavona (70,98%) apresentaram melhor viabilidade
celular frente as células JLTRF — R5 néo infectadas. Na avaliagdo do potencial anti-HIV-1 néo
foi observado diferenca significativa entre o controle positivo (DMSO 100%), os biflavonoides
e 0 extrato etandlico. Nessa perspectiva, este reestudo demonstrou o potencial quimico de V.
plicata e demonstou informag6es farmacocinéticas preditivas dos biflavonoides que poderédo
auxiliar no processo de investigacdo e/desenvolvimento de futuros farmacos. Além disso,
evidenciou a necessidade de novas investigacdo por outras metodologias ou utilizando outros
controles positivos para avaliar o potencial anti-HIV-1.

Palavras-chave: Vellozia plicata Mart.; 3’-apigenin-8’’-isocampferideo; in silico; Atividade

anti-HIV-1; Velloziaceae.



ABSTRACT

PINHEIRO, Anderson Angel Vieira. Chemical constituents of Vellozia plicata Mart.:
characterization, in silico studies and evaluation of the anti-HIV-1 potential. 290 p. Thesis
(PhD in Natural and Synthetic Bioactive Products) — Health Sciences Center, Federal
University of Paraiba, Jodo Pessoa, 2020.

Natural products have historically been used to treat a variety of health threats and are a
potential source for bioactive drugs. In this perspective, a re-study of Vellozia plicata Mart. was
carried out. with the objective of isolating compounds, quantifying a chemical marker,
evaluating, through studies in silico, with probability of anti-HIV activity of compounds, as
well as predicting their risks of cytotoxicity, oral, intestinal absorption rate and hepatic
metabolism. In addition, it investigated the cell viability and anti-HIV-1 activity of compounds
and ethanolic extract. In this phytochemical study there were three compound compounds,
among them amentoflavone (9), 3',8"- biisocampferide (10) and 3'-apigenin-8''- isocaempferide
(11), the latter being listed for the first time in literature. Compound (9) was proposed as a
chemical marker of the species, quantified in 106.92 pg/mg of crude extract of V. plicata, with
a standard deviation of less than 5%, as recommended by Resolution 899/2003 of the National
Health Surveillance Agency. Biflavonoids were predicted using KNIME for the potential
probability of biological activity (HIV-1), an oral absorption index and the toxicological
parameters of mutagenicity and carcinogenicity. They described the ABS percentage higher
than the control (36.60%) and no toxicity risks were observed within the parameters analyzed
by the OSIRIS software. Predictive estimates of intestinal permeability and absorption of the
three biflavonoids are >50% probable. The compounds demonstrated good MolDock Score
results in molecular docking, with a better interaction between compound (9) with a protease
and (10) with an integrase and reverse transcriptase. The three compounds had their structures
predicted after hepatic metabolism, which include metabolic pathway in the liver to (9), if
aromatic hydroxylation of cytochrome P450 enzymes has already been performed (10) and (11)
greater expression of some groups has occurred aromatic and aliphatic by O-desalination,
hydroxylation and carboxylation. The compounds generated from the metabolization of (9),
(10) and (11) were predicted, using OSIRIS, regarding the mutagenicity and carcinogenicity
capacity, however, only (9) presented a score of 29.95%, demonstrating high risk of
mutagenicity. Among the compounds tested in biological studies, ethanol extract of V. plicata
(71.19%) and amentoflavone (70.98%) found better cell viability compared to uninfected
JLTRF - R5 cells. In assessing the anti-HIV-1 potential, no significant difference was observed
between the positive control (100% DMSO), biflavonoids and ethanolic extract. In this
perspective, this study demonstrates the chemical potential of V. plicata and demonstrates
predictive pharmacokinetic information for biflavonoids that may assist in the process of
investigation and / or development of future drugs. In addition, it highlighted the need for
further investigations using other methodologies or the use of other positive controls to assess
the anti-HIV-1 potential.

Keywords: Vellozia plicata Mart.; 3'-apigenin-8"-isocaempferide; in silico; Anti-HIV-1

activity; Velloziaceae.
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1. INTRODUCAO



27

Os produtos naturais sdo empregados historicamente para o tratamento de diversas
ameacas a salde. Neste cenério, a utilizacdo de plantas medicinais atua como um recurso
importante para a recuperacdo, a cura e a prevencdo de numerosas doengas, sendo
frequentemente guiado pelo conjunto acumulado de conhecimentos, decorrente da relagdo

direta entre os individuos, comunidades e 0 meio-ambiente (BROWN, 2016).

O uso popular mais antigo documentado de plantas, voltado a recuperacéo das pessoas,
encontra-se registrado na Medicina Tradicional Chinesa. Este conjunto de préaticas é executado
por milhares de anos e continua fazendo parte dos atos diarios de cuidados de muitas pessoas
por todo 0 mundo (BOUFRIDI; QUINN, 2018).

Assim, a utilizacdo das plantas como alvo para a descoberta e/ou obtencdo de novas
drogas, seja na sua forma inteira ou compostos isolados, € bastante enfatizado, baseando-se no
seu uso em diferentes sistemas de medicina popular da antiguidade e atualmente (SIMOES et
al., 2007; TEWARI et al., 2017) e, em dados, observa-se que mais de 70% de um total de 1562
novos farmacos aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) (1981 — 2014) sdo de
origens naturais (NEWMAN; CRAGG, 2016). As principais classes de metabdlitos secundarios
obtidos de plantas s&o os flavonoides, alcaloides, esteroides, terpenos, saponinas, taninos,
acidos fenolicos, cumarinas, entre outras (NOVAES et al., 2013; AGATA et al., 2010; JEENU;
BINDHU; ALEYKUTTY, 2013).

Posteriormente, apOs obtencdo desses compostos isolados, eles seguiriam a um
processo de descoberta de potencial bioldgico (HOQUE et al., 2017) onde poderiam atuar nas
mais variadas atividades bioldgicas, como: anti-inflamatéria, antioxidante, antimicrobiana,
vasorrelaxante, leishmanicidas, atividades a nivel de sistema nervoso central e imunoldgicas
(HADAGALI; CHUA, 2014; TELES, et al., 2016) e, talvez, se candidatar ao desenvolvimento
de um novo farmaco, que € um processo caracterizado por ser lento e dispendioso, até chegar

a0 mercado.

As metodologias de obtencdo de novos compostos quando sdo associadas as técnicas
in silico, propiciam uma redugéo de passos na pesquisa, direcionando o estudo e propiciando a

reducdo de animais, custos e tempo de estudo (DAS, 2017).

Dentre as atividades farmacoldgicas que podem ser acompanhadas pelas técnicas
computacionais, destaca-se as que tratam sobre as enzimas envolvidas no processo de
replicacdo do Virus da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV). O HIV é um problema de saide

publica global, onde se busca novos agentes terapéuticos antirretrovirais que visem
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diminuir/inibir a taxa de multiplicag¢do do virus no organismo humano, além de buscar baratear
o tratamento e aumentar o arsenal de op¢Ges, diante do surgimento de resisténcia do virus aos
medicamentos (VANI et al., 2018; UNAIDS, 2019).

Dessa forma, a espécie em estudo, Vellozia plicata Mart., Unica espécie da familia
Velloziaceae identificada até o momento no estado da Paraiba, foi escolhida levando em
consideracdo seu perfil etnobotanico e potencial fitoquimico (PINTO et al., 2010), na busca de
novos compostos bioativos, sendo auxiliado por ferramentas computacionais para o
direcionamento de ensaios biolégicos in vitro para o HIV-1, uma vez que alguns compostos

isolados anteriormente nesta espécie possuem atividade antiviral relatada na literatura.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Contribuir para o conhecimento fitoquimico por meio de um reestudo de Vellozia

plicata Mart., realizar analises in silico de compostos isolados e ensaios bioldgicos.

2.2 Objetivos especificos

Isolar, purificar e caracterizar estruturalmente constituintes quimicos de Vellozia
plicata Mart., por meio de métodos cromatogréaficos, espectroscopicos e
espectrométricos;

Propor marcador quimico e realizar a quantificacdo deste marcador no extrato
etandlico bruto de Vellozia plicata;

Avaliar, por meio de estudos in silico, a atividade anti-HIV-1 de compostos isolados
de Vellozia plicata, bem como, riscos de citotoxicidade, taxa de absorcdo oral e
intestinal e biotransformacao;

Investigar a viabilidade celular e atividade anti-HIV-1 de alguns compostos isolados

da espécie e do extrato etanolico.
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3. FUNDAMENTACAO
TEORICA
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3.1 Consideracdes gerais sobre a familia Velloziaceae J. Agardh

Velloziaceae ¢ uma familia nativa e ndo endémica do Brasil que compreende
atualmente cinco géneros (Acanthochlamys, Barbacenia, Barbaceniopsis, Vellozia e
Xerophyta) e cerca de 274 espécies (MELLO-SILVA, 2015; MELLO-SILVA, 2018). Recebeu
este nome em homenagem ao ilustre botanico Frei José Mariano da Conceigdo Vellozo e suas
espécies possuem como caracteristicas serem vivazes, habitando de preferéncia lugares aridos,
pedregosos e elevados (PAULA-SOUZA; BRANDAO, 2016).

A familia é caracterizada por possuir plantas herbaceas com o caule coberto pelas
bainhas foliares ou folhas marcescentes, onde as suas flores sdo chamativas, os estames e ovario
infero, trilocular e com frutos capsulares (MELLO-SILVA et al. 2011).

A grande maioria das espécies distribuem-se na América neotropical (Barbacenia,
Barbaceniopsis e Vellozia), outras ocorrem na Africa, Madagascar e na Peninsula Aréabica
(Xerophyta e Vellozia) e uma na China (Acanthochlamys) (MELLO-SILVA et al. 2011) (Figura
01).

Figura 01. Mapa de distribuicdo geografica da familia VVelloziaceae pelo mundo representado

em amarelo

4 N

. &

Fonte: https://matadornetwork.com/travel-map/

A familia Velloziaceae possui um complexo historico de classificacdo (Figura 02,
pagina 34), onde o0s géneros Aylthonia, Acanthochlamys, Barbacenia, Barbaceniopsis,

Burlemarxia, Nanuza, Pleurostima, Talbotia, Vellozia e Xerophyta, em algum momento, foram
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utilizados como nomenclaturas as espécies da familia. Esse fato deu-se por existirem dois
sistemas de classificacdo da familia provocando algumas divergéncias na literatura quando nao

avaliadas.

A classificagdo proposta por Menezes priorizou a presenca ou auséncia de corona e
constituicdo das bainhas dos feixes das espécies. J& Smith e Ayensu deram prioridade a
morfologia do estigma e filete e para posi¢do dos apéndices florais em relacdo aos filetes das
especies (MELLO-SILVA, 2005).

Quanto ao uso etnofarmacoldgico, as partes aéreas de algumas espécies da familia sdo
utilizadas como anti-inflamatdrias, antirreumaticas, tratamento de contusoes e fraturas 6sseas
(uso tépico) (SOUZA; FELFIL, 2006; MESSIAS et al., 2015).

Em uma revisdo bibliografica das substancias isoladas da familia Velloziaceae,
identificou-se uma grande quantidade de diterpenos isolados (109), seguido de flavonoides (21)
e triterpenos (21). O Quadro 01 (pagina 35) apresenta os compostos isolados por espécie e na

Figura 03 (pagina 44) observa-se a estrutura quimica de todas as substancias encontradas.

E existem centenas de espécies da familia Velloziaceae que ndo possuem nenhum
estudo fitoquimico/farmacoldgico, demonstrando assim o potencial dessa familia para
posteriores investigacbes que venham contribuir como fonte e/ou obtengdo de produtos

aplicaveis a salde.
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. Organizagcdo historica do processo de classificacdo da familia Velloziaceae

-

1789

1895

1930
1946

1962

1971

1976

1980

2005

2011

\ms

Vandelli: géneros Vellozia e Barbacenia \

Jussieu: géneros Barbacenia e Xerophyta

Baillon: géneros Barbacenia, Radia, Vellozia e Xerophvta
Perrier: géneros Barbacenia, Vellozia e Xerophyta
Smith: géneros Barbaceniopsis, Barbacenia e Vellozia

Menezes: subfamilia Vellozioideae (géneros Vellozia e Xerophyta)
e Barbacenioideae (géneros Avithonia e Barbacenia)

Smith e Ayensu: subfamilia Vellozioideae (géneros Nanuza e
Vellozia) e Barbacenioideae (géneros Barbacenia, Barbaceniopsis,
Talbotia e Xerophvta)

Menezes: subfamilia Vellozioideae (géneros Vellozia e Xerophyta)
e Barbacenioideae (géneros Avithonia, Barbacenia, Burlemarxia e
Plewrostima)

Mello-Silva: géneros Acanthochlamys, Barbacenia, Ialbotia,
Vellozia e Xevophyta

Mello-Silva: Acanthochiamys, Barbacenia, Barbaceniopsis,

Xerophyta e Vellozia /

Fonte: Adaptacdo de MELLO-SILVA et al. 2011; MELLO-SILVA, 2015; MELLO-SILVA,

2018.
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No | NOME DO COMPOSTO | ESPECIE (S)
FLAVONOIDES
Vellozia lilacina L.B.Sm. & Ayensu (WILLIAMS et al., 1992)
1 5,3',4' -Trihidroxi-3,6,7-trimetoxi-8-C-metilflavona Vellozia epidendroides Mart. ex Schult. & Schult.f. (WILLIAMS et al.,
1992)
Vellozia lilacina L.B.Sm. & Ayensu (WILLIAMS et al., 1992)
2 5,4' -Dihidroxi-3,6,7,3' -tetrametoxi-8-C-metilflavona Vellozia epidendroides Mart. ex Schult. & Schult.f. (WILLIAMS et al.,
1992)

3 7(34D(;T;ﬁ(;?g';ﬂ]'%g[rgezt';rclrgn(gnoaég?olz'|)35 Vellozia streptophylla L.B.Sm. (HARBORNE et al., 1992)
4 7(3hlgrgx(;lﬁlcrﬂgtgﬂfig:g[gzm ge]tlclfonr;]ze'rgﬂ%%lign'z"I)_ Vellozia streptophylla L.B.Sm. (HARBORNE et al., 1992)
5 Veloeriodictiol Vellozia glabra J.C. Mikan (HARBORNE et al., 1993)
6 6,8-Diprenileriodictiol Vellozia nanuzae L.B.Sm. & Ayensu (HARBORNE et al., 1993)
7 6-Prenilquercetin-3-metil-eter Vellozia nanuzae L.B.Sm. & Ayensu (HARBORNE et al., 1993)
8 Veloguercetin-3,3’-dimetil-eter Vellozia lilacina L.B.Sm. & Ayensu (WILLIAMS et al., 1993)
9 Veloquercetin-3,5,3’-trimethil-eter Vellozia lilacina L.B.Sm. & Ayensu (WILLIAMS et al., 1993)
10 3',4' 5,7-Tetrahidroxi-3,6-dimetoxi-8-metilflavona Vellozia candida J.C. Mikan (BRANCO et al., 2002)
11 3',4' 5-Trihidroxi-3,6,7-trimetoxi-8-metilflavona Vellozia candida J.C. Mikan (BRANCO et al., 2002)
12 Liquiritigenina Acanthochlamys bracteata P. C. Kao (BANG-JING et al., 2005)
13 Tilirosideo Acanthochlamys bracteata P. C. Kao (BANG-JING et al., 2005)
14 Isoramnetina 3-0-(3",6"-di-O-E-p-cumaroil)-4- D- Acanthochlamys bracteata P. C. Kao (BANG-JING et al., 2005)

glucopiranosideo
15 Isoramnetina 3-O-(6"-di-O-E-p-cumaroil)--D- Acanthochlamys bracteata P. C. Kao (BANG-JING et al., 2005)

glucopiranosideo
16 Canferal-3-0-(3",6"-di-O-E-p-cumaroil)-4-D- Acanthochlamys bracteata P. C. Kao (BANG-JING et al., 2005)

glucopiranosideo
17 Aianina Acanthochlamys bracteata P. C. Kao (BANG-JING et al., 2005)
18 Liquiritina Acanthochlamys bracteata P. C. Kao (BANG-JING et al., 2005)
19 Luteolina Vellozia plicata Mart. (PINTO et al., 2010)
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20 3,5,7,3',4'-Pentahidroxi-6-prenilflavonol Vellozia subscabra J.C. Mikan (SILVA et al., 2012)

21 3,5,7,3'4'-Pentahydroxy-8-metil-6-prenilflavonol Vellozia subscabra J.C. Mikan (SILVA et al., 2012)
BIFLAVONOIDES

22 Amentoflavona Vellozia plicata Mart. (PINTO et al., 2010)

23 3°,8’-Biisocaempferideo Vellozia plicata Mart. (PINTO et al., 2010)

CHALCONAS

24

Isoliquiritigenin

Acanthochlamys bracteata P. C. Kao (BANG-JING et al., 2005)

DERIVADOS CLOROGENICOS

25 3-O-Cafeoil quinato de metila Vellozia plicata Mart. (PINTO et al., 2010)
26 3,5-Di-O-E-cafeoil quinico Vellozia plicata Mart. (PINTO et al., 2010)
OUTROS FENOLICOS
27 Cafeato de etila Acanthochlamys bracteata P. C. Kao (BANG-JING et al., 2005)
28 Demetil-coniferina Acanthochlamys bracteata P. C. Kao (BANG-JING et al., 2005)
ACIDOS GRAXOS
29 Acido palmitico Acanthochlamys bracteata P. C. Kao (BANG-JING et al., 2005)
30 Heptacosan-1-ol Acanthochlamys bracteata P. C. Kao (BANG-JING et al., 2005)
31 Acido tetracosanoico Acanthochlamys bracteata P. C. Kao (BANG-JING et al., 2005)
ESTEROIDES/ ESTEROIDES GLICOSILADOS
32 Estigmasterol Acanthochlamys bracteata P. C. Kao (BANG-JING et al., 2005)
33 Estigmast-5,22-dien-34,7a-diol Acanthochlamys bracteata P. C. Kao (BANG-JING et al., 2005)
34 Estigmasterol-3-O-$-D-glucopiranosideo Acanthochlamys bracteata P. C. Kao (BANG-JING et al., 2005)
TRITERPENOS

35 3p,20-(R)-Dihidroxidamar-24-eno Barbacenia brasiliensis (BAKER et al., 1976)
36 20-(R)-Hidroxidamar -24-en-3-ol Barbacenia brasiliensis (BAKER et al., 1976)
37 Dipterocarpol Barbacenia flava Mart. ex Schult. & Schult.f. (SILVA et al., 1980)
38 Ocatillol Barbacenia flava Mart. ex Schult. & Schult.f. (SILVA et al., 1980)
39 20-(R)-Hidroxidamar -24-en-3-0 Barbacenia flava Mart. ex Schult. & Schult.f. (SILVA et al., 1980)
40 (20-R)-Hidroxi-24-metileno-damar-3-eno Vellozia stipitata L.B.Sm. & Ayensu (PINTO et al., 1980)
41 Acido (E)-masticadienoico Vellozia glabra J.C.Mikan (PINTO et al., 1981)

Vellozia glabra J.C.Mikan (PINTO et al., 1981)
42 Damarenol |

Barbacenia coccinea Mart. ex Schult. & Schult.f. (PINTO et al., 1981)
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Vellozia glabra J.C.Mikan (PINTO et al., 1981)

43 Damarenol Il Barbacenia coccinea Mart. ex Schult. & Schult.f. (PINTO et al., 1981)
44 Damarenol 111 _ VeIIo_zia glabra J.C.Mikan (PINTO et al., 1981)
Barbacenia coccinea Mart. ex Schult. & Schult.f. (PINTO et al., 1981)
45 Ketone Vellozia compacta Mart. ex Schult. & Schult.f. (BARNES et al., 1984)
46 Taraxerona Vellozia piresiana L.B.Sm. (PINTO et al., 1984)
47 20-Hidroxi-lupan-3-ona Vellozia nanuzae L.B.Sm. & Ayensu (PINTO et al., 1988)
48 Lupeol Vellozia ornithophila Mello-Silva (PINTO et al., 1990)
49 Lupenona Vellozia ornithophila Mello-Silva (PINTO et al., 1990)
50 20-Hidroxi-lupan-3-ona Vellozia ornithophila Mello-Silva (PINTO et al., 1990)
51 Acido betulinico Vellozia ornithophila Mello-Silva (PINTO et al., 1990)
52 Velozona Vellozia ornithophila Mello-Silva (PINTO et al., 1990)
53 Acido euscafico Acanthochlamys bracteata P. C. Kao (BANG-JING et al., 2005)
54 8-Feruloxil-octacosanoil 1-glicerideo Acanthochlamys bracteata P. C. Kao (BANG-JING et al., 2005)
55 Acido acantoclamico Acanthochlamys bracteata P. C. Kao (BANG-JING et al., 2005)
DITERPENOS
56 Veadeirol Vellozia squamata Pohl (PINCHIN et al., 1978)
57 Acido veadeirdico Vellozia squamata Pohl (PINCHIN et al., 1978)
58 Metil éster-veadeirbnico Vellozia squamata Pohl (PINCHIN et al., 1978)
Vellozia compacta Mart. ex Schult. & Schult.f. (PINTO et al., 1979a)
Vellozia aloifolia Mart. (GARCEZ et al., 1981)
Vellozia compacta Mart. ex Schult. & Schult.f. (PINTO; BORGES,
59 Compactona 1983)
Vellozia piresiana L.B.Sm. (PINTO; PEIXOTO; FIORANI, 1994)
Vellozia patens L.B.Sm. & Ayensu (PINTO et al., 1986b)
Vellozia aloifolia Mart. (PINTO; QUEIROZ; GARCEZ, 1991)
60 3,4,5,10,11-Tetrah|dro-3,98(,88|-_'|[;|_r(;1r$;[|Ifenantro[lO,l-bc]plran- Vellozia declinans Goethart & Henrand (PINTO et al., 1979b)
61 3,4,5,10-en-11-Tetrah_|dro-3,8,8-tr|metlIfenantro[lO,l- Vellozia declinans Goethart & Henrand (PINTO et al., 1979b)
bc]piran-9(8H)-one
62 3-Cetodamara-20,24-dieno Barbacenia brasiliensis Willd. (BARREIRO et al., 1980)
63 3p-Hidroxidamara-20,24-dieno Barbacenia brasiliensis Willd. (BARREIRO et al., 1980)
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Vellozia compacta Mart. ex Schult. & Schult.f. (PINTO, 1980)

64 20-Nor-4-metil-8,11,13-trien-3,16-dione Vellozia ornithophila Mello-Silva (PINTO; FURTADO; GONZAGA,
2010)
(4aR,7R,8aR)-7-Alil-4a-(hidroximetil)-1,1,7- . -
65 trimetildodecahidrofenantren-8a(2H)-ol Vellozia aloifolia Mart. (GARCEZ et al., 1981)
(4aR,7R,8aR)-7-Alil-8a-hidroxi-4a-(hidroximetil)-1,1,7- . -
66 trimetildodecahidrofenantren-9(1H)-one Vellozia aloifolia Mart. (GARCEZ et al., 1981)
67 (4aR,7R,8aR,13R)-7-AI_|I-1,1,7-tr|met|Idecahldro-ZH,6H- Vellozia aloifolia Mart. (GARCEZ et al., 1981)
8a,4a-(epoxietano)fenantren-13-ol
(4aR,7R,8aR,13R)-7-Alil-1,1,7-trimethildecahidro-2H,6H- . -
68 8a,a-(epoxietano)fenantren-9,13-diol Vellozia aloifolia Mart. (GARCEZ et al., 1981)
69 12-p4-Hidroxi-9,11- dehidro-caurano Vellozia caput-ardeae L.B.Sm. & Ayensu (PINTO et al., 1981)
70 12-0x0-9,11-dehidro-caurano Vellozia caput-ardeae L.B.Sm. & Ayensu (PINTO et al., 1981)
71 Veloziolideo Vellozia candida J.C.Mikan (PINTO et al., 1982a)
Vellozia candida J.C.Mikan (PINTO et al., 1983b)
72 Veloziolona Vellozia caput-ardeae L.B.Sm. & Ayensu (PINTO et al., 1982b)
73 13-Hidroxi-15,16-bis-nor-isopimaran-20,8-olideo Vellozia aloifolia Mart. (PINTO et al., 1983a)
74 Epoxicorcovadina Vellozia candida J.C.Mikan (PINTO et al., 1983b)
75 Epoxivelozina Vellozia candida J.C.Mikan (PINTO et al., 1983b)
76 11,12-Dihidroveloziolona Vellozia caput-ardeae L.B.Sm. & Ayensu (PINTO et al., 1983c)
77 ent-11-a-Hidroxicaur-16-eno Vellozia caput-ardeae L.B.Sm. & Ayensu (PINTO et al., 1983d)
78 ent-9-4-Hidroxicaur-16-eno Vellozia caput-ardeae L.B.Sm. & Ayensu (PINTO et al., 1983d)
79 ent-9-4,11-a-Dihidroxi-caur-16-eno Vellozia caput-ardeae L.B.Sm. & Ayensu (PINTO et al., 1983d)
Vellozia compacta Mart. ex Schult. & Schult.f. (PINTO; BORGES,
80 Compactol 1983)
Vellozia patens L.B.Sm. & Ayensu (PINTO et al., 1986b)
. Vellozia compacta Mart. ex Schult. & Schult.f. (PINTO; BORGES,
81 Compactotriol 1983)
Vellozia compacta Mart. ex Schult. & Schult.f. (PINTO; BORGES,
82 12-p-Hidroxi-7-oxopimar-8(9),15-dieno 1983)

Vellozia nanuzae L.B.Sm. & Ayensu (PINTO; SILVA; VALENTE,

1988)
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Vellozia ornithophila Mello-Silva (PINTO; FURTADO; GONZAGA,
2010)

83

11-p-Hidroxi-7-oxopimar-8(9),15-dieno

Vellozia compacta Mart. ex Schult. & Schult.f. (PINTO; BORGES,
1983)
Vellozia ornithophila Mello-Silva (PINTO; FURTADO; GONZAGA,
2010)

84

7,11-Dioxopimar-8(9),15-dieno

Vellozia compacta Mart. ex Schult. & Schult.f. (PINTO; BORGES,
1983)
Vellozia ornithophila Mello-Silva (PINTO; FURTADO; GONZAGA,
2010)

85

12-p-Hidroxi-7,11-dioxopimar-8,(9),15-dieno

Vellozia compacta Mart. ex Schult. & Schult.f. (PINTO; BORGES,
1983)
Vellozia ornithophila Mello-Silva (PINTO; FURTADO; GONZAGA,
2010)

86

3,4,5,10,11-Tetrahidro-3,8,8-trimetil-fenantro[10,1-
bc]piran-9(8H)-ona

Vellozia epidendroides Mart. ex Schult. & Schult.f. (PINTO;
GONZAGA; FIORANI, 1984)
Vellozia glabra J.C.Mikan (PINTO; GONZAGA,; FIORANI, 1984)
Vellozia ornithophila Mello-Silva (PINTO; FURTADO; GONZAGA,
2010)

87

3,4,5,10-en-11-Tetrahidro-3,8,8-trimetil-fenantro[10,1-
bc]piran-9(8H)-ona

Vellozia epidendroides Mart. ex Schult. & Schult.f. (PINTO;
GONZAGA; FIORANI, 1984)
Vellozia glabra J.C.Mikan (PINTO; GONZAGA,; FIORANI, 1984)
Vellozia ornithophila Mello-Silva (PINTO; FURTADO; GONZAGA,
2010)

88

3,4,5,10,11-Tetrahidro-3,8,8-trimetil-fenantro[10,1-
bc]piran-9(8H)-o

Vellozia epidendroides Mart. ex Schult. & Schult.f. (PINTO;
GONZAGA; FIORANI, 1984)
Vellozia glabra J.C.Mikan (PINTO; GONZAGA; FIORANI, 1984)
Vellozia ornithophila Mello-Silva (PINTO; FURTADO; GONZAGA,
2010)

89

8--Hidroxi-3-oxopimar-15-eno

Vellozia piresiana L.B.Sm. (PINTO; PEIXOTO; FIORANI, 1994)

90

7-p-8-p-Dihidroxi-3-oxopimar-15-eno

Vellozia piresiana L.B.Sm. (PINTO; PEIXOTO; FIORANI, 1994)

91

8,11,13-Cleistanta-trien-3,7-diona

Vellozia piresiana L.B.Sm. (PINTO; PEIXOTO; FIORANI, 1994)
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92 1,8,11,13-Cleistanta-tetraen-3,7-diona Vellozia piresiana L.B.Sm. (PINTO; PEIXOTO; FIORANI, 1994)
93 8,11,13-Cleistanta-trien-3-ona Vellozia piresiana L.B.Sm. (PINTO; PEIXOTO; FIORANI, 1994)
94 7-p-Hidroxil-8,11,13-cleistantatrien-3-ona Vellozia piresiana L.B.Sm. (PINTO; PEIXOTO; FIORANI, 1994)
Barbacenia flava Mart. ex Schult. & Schult.f. (PINTO et al., 1985)
95 Acido barbacénico Barbacenia flava Mart. ex Schult. & Schult.f. (PINTO; FRECHIANE;
PEREIRA, 1988)
9% (4aR,7S,8aR,128)-1,1,7_-TrimetiI-7-viniIdecahidro-2H,6H- Vellozia aloifolia Mart. (PINTO et al., 1986a)
8a,4a-(epoximetano)fenantren-12-ol
97 (4R,5S,10S)-Cleistanta-8,11,13-trien-19-ol Vellozia squamata Pohl (PINTO et al., 1987)
98 Acido (4R,5S,10S)-Cleistanta-8,11-13-trien-19-0ico Vellozia squamata Pohl (PINTO et al., 1987)
99 (4R,5S,10S)-Cleistanta-8,11-13-trien-19-al Vellozia squamata Pohl (PINTO et al., 1987)
100 Acido 3-Deoxibarbacenico Barbacenia flava Mart. ex Schult. & Schult.f. (PINTO; FRECHIANE;
PEREIRA, 1988)
< . . . Barbacenia flava Mart. ex Schult. & Schult.f. (PINTO; FRECHIANE;
102 Acido 3-0xo-17-carboxi-3,18-seco-barbacenico PEREIRA, 1988)
102 Dihidroxi-y-lactona Vellozia variabilis Mart. ex Schult. & Schult.f. (PINTO et al., 1988a)
103 Ceto-y-lactona Vellozia variabilis Mart. ex Schult. & Schult.f. (PINTO et al., 1988a)
104 Hidroxi-y-lactona Vellozia variabilis Mart. ex Schult. & Schult.f. (PINTO et al., 1988a)
105 11-Hidroxi-cleistanta-8,11,13-trien-7-ona Vellozia nivea L.B.Sm. & Ayensu (PINTO; MACAIRA, 1988)
106 7,11-Diceto-14-a-hidroxi-cleistanta-8,12-dieno Vellozia nivea L.B.Sm. & Ayensu (PINTO; MACAIRA, 1988)
Vellozia pusilla Pohl (PINTO et al., 1988b)
107 11-p-Hidroxi-20-nor-8(9),15-isopimaradien-7-one Vellozia nanuzae L.B.Sm. & Ayensu (PINTO; SILVA; VALENTE,
1988)
108 20-nor-8(9),15-1Isopimaradien-7,11-diona Vellozia pusilla Pohl (PINTO et al., 1988b)
109 7,16-Epoxi-20-nor-5,7,9,11,13-cleistantapentaen-3-ona Vellozia nanuzae L.B.Sm. & A{Sg‘;l; (PINTO; SILVA; VALENTE,
110 7,16-Epoxi-20-nor-1,5,7,9,11,13-cleistantapentaen-3-ona Vellozia nanuzae L.B.Sm. & A{Sg‘;l; (PINTO; SILVA; VALENTE,
Vellozia nanuzae L.B.Sm. & Ayensu (PINTO; SILVA; VALENTE,
111 (5R,7S,10S)-7-0,16,7-p-20-Diepoxicleistanta-1,8,11,13- 1988)

tetraen-3-ona

Vellozia ornithophila Mello-Silva (PINTO; FURTADO; GONZAGA,
2010)
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Vellozia nanuzae L.B.Sm. & Ayensu (PINTO; SILVA; VALENTE,

112 (5R,7S,10S)-7-0,,16,7-p-20-Diepoxycleistanta-8,11,13-trien- 1988)
3-ona Vellozia ornithophila Mello-Silva (PINTO; FURTADO; GONZAGA,
2010)
Vellozia nanuzae L.B.Sm. & Ayensu (PINTO; SILVA; VALENTE,
113 Nanuzona 1988)
114 11-B-Hidroxi-nanuzona Vellozia nanuzae L.B.Sm. & Ai/ggssl; (PINTO; SILVA; VALENTE,
115 15-Isopimaren-84,20-diol Vellozia aloifolia Mart. (PINTO; QUEIROZ; GARCEZ, 1991)
116 8-$,20-Dihidroxi-15-isopimaren-7-ona Vellozia aloifolia Mart. (PINTO; QUEIROZ; GARCEZ, 1991)
117 8,20R-Epoxi-15-isopimaren-20R-ol Vellozia aloifolia Mart. (PINTO; QUEIROZ; GARCEZ, 1991)
118 8,20R-Epoxi-15-isopimaren-7--20R-diol Vellozia aloifolia Mart. (PINTO; QUEIROZ; GARCEZ, 1991)
119 8,20R-15,16-Diepoxi-20R-isopimaranol Vellozia aloifolia Mart. (PINTO; QUEIROZ; GARCEZ, 1991)
120 16-Cloro-8,20R-epoxi-15,20-isopimaranediol Vellozia aloifolia Mart. (PINTO; QUEIROZ; GARCEZ, 1991)
121 8,20-Epoxi-15,16-bis-nor-isopimaran-13,20R-diol Vellozia aloifolia Mart. (PINTO; QUEIROZ; GARCEZ, 1991)
122 13-Hidroxi-15,16-bis-nor-isopimaran-20,8-olideo Vellozia aloifolia Mart. (PINTO; QUEIROZ; GARCEZ, 1991)
. I . Vellozia declinans Goethart & Henrand (PINTO; VALENTE;
123 20-Hidroxicleistanta-8,11,13-trien-7-ona PIZZOLLATE, 1991)
. . . Vellozia declinans Goethart & Henrand (PINTO; VALENTE;
124 20-Carboxaldeido-cleistanta-8,11,13-trien-7-ona PIZZOLLATE, 1991)
) o p o Vellozia patens L.B.Sm. & Ayensu (PINTO; FIGUEIREDO;
125 18-Acetoxi-15-isopimaren-74,8-diol EPIFANIO, 1992)
.- - . . Vellozia patens L.B.Sm. & Ayensu (PINTO; FIGUEIREDO;
126 Acido 7-$,8-dihidroxi-15-isopimaren-18-oico EPIFANIO, 1992)
_ . Vellozia patens L.B.Sm. & Ayensu (PINTO; FIGUEIREDO;
127 8,18-Dihidroxi-15-isopimaren-7-ona EPIFANIO, 1992)
< . . . L . Vellozia patens L.B.Sm. & Ayensu (PINTO; FIGUEIREDO;
128 Acido 8-p-hidroxi-7-0x0-15-isopimaren-18-oico EPIFANIO, 1992)
. . Vellozia patens L.B.Sm. & Ayensu (PINTO; FIGUEIREDO;
129 15-Isopimaren-7-$-8,14-p-triol EPIFANIO, 1992)
130 8,14-B-Dihidroxi-15-isopimaren-7-ona Vellozia patens L.B.Sm. & Ayensu (PINTO; FIGUEIREDO;

EPIFANIO, 1992)
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Vellozia patens L.B.Sm. & Ayensu (PINTO; FIGUEIREDO;

131 Acido 7-$,8,14-p-trihidroxi-15-isopimare-18-oico EPIFANIO, 1992)

132 19-nor-8-Dihidroxi-15-isopimaren-7-ona Vellozia variabilis Mart. ex Schult. & Schult.f. (PINTO et al., 1992)
133 ] 19-nor-8,14/4-Dihidroxi-15-isopimaren-7-ona Vellozia variabilis Mart. ex Schult. & Schult.f. (PINTO et al., 1992)
134 | Acido 74.8-,13-0- tr|k|dr%>i<(|:-015,16-b|s-nor-|sop|mar- 18- 1 Vellozia variabilis Mart. ex Schult. & Schult.f. (PINTO et al., 1993)
135 | Acido 2'°X°'5""’8'“'13’1465’616't6tra”°r°'erOd'S'e”'lz' Vellozia aloifolia Mart. (PINTO et al., 1994)

136 ___2-Ox0-5-a,8-a-cleroda-3,13-dien-15,16-olideo Vellozia aloifolia Mart. (PINTO et al., 1994)

137 Acido dimetil-éster-8,11,13-cleistantatrien-17,19-dioico Vellozia squamata Pohl (PINTO et al., 1995a)

138 Acido giimetil-éster-8,11,13-c|eistantatrien-?-one-17-oico Vellozia squamata Pohl (PINTO et al., 1995a)

139 Ac[do 8,11,13-cleistantantrien-7-one- 19-oico Vellozia squamata Pohl (PINTO et al., 1995a)

140 Acido 5(6)-tetra-nor-friedolabden-12-oic Vellozia squamata Pohl (PINTO et al., 1995a)

141 ] 5(6)-Tetra-nor-friedolabden-12-ol Vellozia squamata Pohl (PINTO et al., 1995a)

142 Acido 8(14)-totarane-13-4-0l-19-oico Vellozia squamata Pohl (PINTO et al., 1995b)

143 19-Hidroxi-8(9),15-abieta-dieno Vellozia squamataPohl (PINTO et al., 1996a)

144 19-Hidroxi-8(9),13(16)-14S,17-ciclo-lab-dadieno Vellozia squamataPohl (PINTO et al., 1996a)

145 ] 17-Hidroxi-8(9),15-isopimara-dieno Vellozia squamataPohl (PINTO et al., 1996a)

146 Acido 13'14’15'16'1tgt;‘g_r‘d‘}g'i‘;rfdo'1'(10)"abde”' Vellozia stipitata L.B.Sm. & Ayensu (PINTO et al., 1996b)
147 Candidalactona Vellozia candida J.C. Mikan (VALENTE et al., 1997)

148 Candidalactona metil éster Vellozia candida J.C. Mikan (VALENTE et al., 1997)

149 Candidenodiol Vellozia candida J.C. Mikan (VALENTE et al., 1997)

150 Acido metil éster 7-0x0-8,11,13-cleistantatrien-17-oico Vellozia squamata Pohl (PINTO; ANTUNES, 1997)

151 Acido metil ester 7-0x0-8,11,13-cleistantatrien-19-oico Vellozia squamata Pohl (PINTO; ANTUNES, 1997)

152 8,11 13-Cleistantatrien-7-one-19. 20b-olideo Vellozia compacta Mart. Ex Sgggg) & Schult F. (RIEHL; PINTO,
153 3-Geranil-4-hidroxibenzoato Vellozia plicata Mart. (RIEHL et al., 2000)

154 8(9),15-Isopimarandien-7-ona-20,12-carbolactona Vellozia pusilla Pohl. (DANTAS; VALENTE; PINTO, 2003)
155 6-a-Hidroxianoneno Barbacenia macrantha Lem. (PINTO; EPIFANIO; ZOCHER, 2004)
156 Acido ailtonico Barbacenia macrantha Lem. (PINTO; EPIFANIO; ZOCHER, 2004)
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Vellozia plicata Mart. (RIEHL; PINTO; FIGUEROA-VILLAR et al.,

157 Metil xerofitolato A 2006)

158 ] Acido patagonico Vellozia plicata Mart. (PINTO et al., 2010)

159 | Acido clerodano-15-metoxi-3,13-dien-15,16-olideo-8-oico Vellozia plicata Mart. (PINTO et al., 2010)

160 (5R,8R,9S,13R)-Halim-1,10-eno-15,16-diol Vellozia subscabra J.C. Mikan (SILVA et al., 2015)

161 8(9),15-Isopimaradien-1,3,7,11-tetraona Vellozia gigantea N.L.Meneze25081c7|;/lello-S|Iva (FERREIRA et al.,
162 7-Ox0-8,11, 13-cleistantatrien-3-ol Vellozia gigantea N.L.Meneze2308147|;/lello-S|Iva (FERREIRA et al.,
163 3.20-Epoxi-7-0x0-8,11,13-cleistanta-trien-3-ol Vellozia gigantea N.L.Meneze2308147|;/lello-S|Iva (FERREIRA et al.,
164 20-nor-3,7-Dioxo-1,8,11,13-cleistanta-tetraen-10-ol Vellozia gigantea N.L.Meneze2308147|;/lello-S|Iva (FERREIRA et al.,

Fonte: Propria do autor.



Figura 03. Substancias isolados da familia Velloziaceae
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(163)
Fonte: Propria do autor.

3.2 Consideracdes gerais sobre o género Vellozia Vand.

O género Vellozia é nativo e ndo endémico do Brasil, compreendendo atualmente 121
espécies, onde estas se apresentam na forma de arbustos, ervas ou subarbustos (FLORA DO
BRASIL, 2019). H& relatos de sua identificacdo no Brasil, Bolivia, Colombia, Panam4, México,
paises da Africa do Sul, Madagascar e Arabia (Figura 04) (MELLO-SILVA et al. 2011).

Figura 04. Distribui¢do geografica do género Vellozia pelo mundo representado em amarelo

Fonte: DISCOVERLIFE, 2019.

No Brasil, a maioria das espécies do género ocorrem no Planalto Central, com muitos
representantes concentrados na Cadeia do Espinhaco em Minas Gerais. Outras, em menor
namero, possuem ocorréncia confirmada no Amazonas, Para, Roraima, Tocatins, Bahia, Cear3,
Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe, Goias, Mato Grosso do
Sul, Mato Grosso, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Distrito Federal (MELLO-
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SILVA, 2005; FLORA DO BRASIL, 2019). Nota-se a presenca das espécies desse género em
todas as regides brasileiras, excetuando-se a regido Sul (Figura 05).

Vellozia é o género da familia Velloziaceae que possui 0 maior nimero de estudos
fitoquimicos, e em sua maioria, realizada por grupos de pesquisa do nosso pais. Em um
levantamento bibliogréfico sobre todas as substancias isoladas no género, observou-se uma
predominancia no isolamento de diterpenos, seguido de flavonoides, triterpenos e derivados

clorogénicos, no entanto, ha restritos estudos farmacoldgicos (Figura 06, pagina 55).

Figura 05. Distribuicdo geografica com ocorréncias confirmadas de espécies do género

Vellozia pelas por estados das regides brasileiras
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Fonte: Adaptagcédo de MELLO-SILVA, 2015.
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Figura 06. Classes de compostos isolados até 2019 do género Vellozia
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Fonte: Propria do autor.

A maioria das espécies desse género apresentam aspectos fisicos semelhantes
(tamanho, forma da folha, flor, etc.) e sdo chamadas popularmente como canela-de-ema e
algumas espécies utilizadas como anti-inflamatdrias e tratamento da dor e infeccdes (MESSIAS
et al., 2015). Dessa forma, alerta-se para o cuidado quanto a utilizacdo das espécies para que

sejam utilizadas corretamente evitando agravos a salde.

3.3 Consideracdes gerais sobre a espécie Vellozia plicata Mart.

A espécie Vellozia plicata, conhecida popularmente como canelinha ou canela-de-ema
(Figura 07, pagina 56) é nativa e endémica do Brasil (Figura 08, pagina 56). Esta espécie
encontra-se distribuida no Nordeste (Bahia, Paraiba, Pernambuco e Piaui) e Sudeste (Minas
Gerais, Espirito Santo e Rio de Janeiro) do pais, sendo que o infuso de suas partes aéreas é
utilizado na medicina popular como anti-inflamatéria e tonica (AGRA et al., 2008; MELLO-
SILVA, 2015), além do que alguns constituintes isolados desta espécie possuem estudos que
tratam do potencial-anti-HIV-1 (MEHLA; BIVALKAR-MEHLA; CHAUHAN, 2011).



Figura 07. Espécie Vellozia plicata Mart.

Fonte: TAVARES, J.F., 2017.

Figura 08. Distribuicdo geogréafica da espécie Vellozia plicata pelo mundo representado em
amarelo

Fonte: DISCOVERLIFE, 2019.
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Assim, como observado nos géneros da familia Velloziaceae, a espécie Vellozia
plicata também apresentou diversas classificagdes com o passar dos anos, sendo considerados
sinbnimos o0s heterotipicos: Nanuza almeidae, Nanuza luetzelburgii, Vellozia triquetra,
Xerophyta triquetra, Nanuza plicata e Xerophyta plicata (MELLO-SILVA, 2015).

Até o ano de 2019, nove substancias foram isoladas de Vellozia plicata (Figura 03,
pagina 44):

e WILLIAMS et al., 1987: amentoflavona (22);

e RIEHL, 2000: &cido xeroftdlico (153);

e RIEHL, 2006: xeroftalato A (157);

e PINTO et al, 2010: amentoflavona (22), 3’,8’’-biisocampferideo (23),
luteolina (19), 3-O-cafeoil quinato de metila (25), acido 3,5-di-O-E-cafeoil
quinico (26), acido patagonico (158) e acido clerodano-15-metoxi-3,13-dien-
15,16-olideo-8-oico (159).

3.4 Consideracdes gerais e processo biossintético de flavonoides/biflavonoides

Os flavonoides pertencem a uma grande familia de compostos fendlicos, também
conhecidos como polifenois. Levando em consideragdo o processo evolutivo das plantas,
destaca-se que os compostos fenolicos possuiram um papel fundamental para a adaptacdo a

vida das espécies no planeta (HICHRI et al., 2011).

Muitas plantas terrestres contém flavonoides e estdo presentes em todos os orgaos da
planta, variando a sua concentracdo, a depender da sua necessidade. Ultimamente, estes s&o
conhecidos pelos efeitos propostos a satde, sendo abundantes comercialmente em frutas e chas
(PRASAD et al., 2010).

Quando biossintetizados pelas plantas, os flavonoides possuem uma grande variedade
de fungdes, dentre elas: pigmentacdo das flores, processo de desenvolvimento, polinizagéo e,
principalmente, protecdo contra radiacdo ultravioleta e patdgenos (GROENENBOOM et al.,
2013).

Diversas atividades bioldgicas desses metabdlitos secundarios foram verificadas em

humanos, tendo destaque: atividade antioxidante, anti-inflamatdria, antidiabética,
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antimicrobiana, neuroprotetora, pré-apoptoticas, antiproliferativa, entre outras (NORDEEN et
al., 2013; BALDISSEROTTO et al., 2015).

Quimicamente, os flavonoides englobam uma média de 10000 moléculas identificadas,
consistindo em dois aneis aromaticos com seis atomos de carbono cada (anel A e B), conectados
por um heterociclo com trés atomos de carbono (anel C) (VANHOLME et al., 2010;
POLLASTRI; TATTTINI, 2011).

A classificacdo dos flavonoides baseia-se no nivel de oxidacdo do heterociclo C, na
presenca de substituicGes de hidroxilas e metilas nos aneis A e B, como também, em
modificacdes suplementares, tais como: glicosilacdo (glicose, ramnose, galactose, arabinose e,
em menor grau, dissacarideos), acila¢do (acidos cumarico e cafeico) e a polimerizacdo (ARON;
KENNEDY, 2008; HICHRI et al., 2011).

A biossintese dos flavonoides (Figura 09, pagina 59) apresenta uma rota mista: a via do
acetato e a do acido chiquimico. A rota do acetato permite a formagdo do anel A do ndcleo
flavonoidico ao passo que, a rota do acido chiquimico, fornece a fenilalanina e o &cido cindmico
para formar o anel B e uma ponte com trés &tomos de carbono para se unir ao anel A, formando
o anel C. A chalcona pré-gerada como o primeiro flavonoide da via (MARQUES, 2008;
DEWICK, 2009).



Figura 09. Processo biossintético dos flavonoides
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3.5 Consideracdes gerais e processo biossintético de diterpenos

Os terpenos (terpenoides) abrangem um amplo e mais diversificado grupo de
metabdlitos secundarios, derivados do isopreno (Cs) e classificados em monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, sesterpenos, triterpenos e tetraterpenos (DEWICK, 2009). Esses
compostos sdo considerados vitais para a maioria dos organismos, exercendo um controle
metabdlico e atuando em resposta a herbivoros, fatores de estresse e para atrair agentes
polinizadores (ZWENGER; BASU, 2008).

No processo biossintético, como mencionado acima, os terpenos provém de unidades
de isopreno (Cs), que por sua vez, originaram-se da condensacéo de isopentenil difosfato (IPP)
(citoplasma) e do dimentilalil difosfato (DMAPP) (cloroplastos). Estes podem ser originados
por duas vias: a do acido mevaldnico (trés moléculas de acetilCoA) e a via do fosfato
desoxixululose (tiamina difosfato e &cido piravico) ((Figura 10, pagina 61) (BARBOSA; VEJA,
2017).

A reacdo cabeca-calda das unidades isoprénicas formam o geranil difosfato (GPP) que
é o precursor dos monoterpenos (Cio). LigacBes entre o IPP e o precursor GPP permitem a
formagéo do farnesil difosfato (FPP), percursor dos sesquiterpenos (Cis) e diterpenos (Czo). O
FPP, por ligacdo cabeca-cabeca, da origem ao esqualeno que é precursor dos esteroides (C27) e
dos triterpenos (Cso) (Figura 10, pagina 61) (SIMOES et al., 2017).

Nesse contexto, os diterpenos, gerados a partir de reacdes de ciclizacdo do
geranilgeranil difosfato (GGPP), mediada pelas variadas formas da enzima diterpenos sintase
(diTPS) para a formacdo de carbocéations e seguida de rearranjos moleculares, podem levar a
formacgédo dos mais variados nucleos diterpénicos (BARBOSA; VEJA, 2017).

De acordo com Zerbe e Bohlmann (2015) e Castro (2016), em uma dessas rotas
biossintéticas, uma variacdo da enzima diTPS da classe Il, converte 0 GGPP em precursor
ciclico chamado labdadienil que, por sua vez, da origem aos diterpenos clerodanos (Figura 11,

pagina 62).

Quanto ao potencial farmacoldgico dos diterpenos, observa-se que eles possuem
atividades bioldgicas diversificadas e promissoras, destacando-se: antitumoral, antimicrobiana,

hipotensora, diurética, analgésicas, antitrombotica, entre outras (BARBOSA; VEJA, 2017).



Figura 10. Origem biossintética das diferentes classes de terpenos e seus precursores
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Figura 11. Biossintese dos diterpenos clerodanicos
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3.6 Consideracdes gerais e processo biossintético de derivados clorogénicos

Os derivados clorogénicos sdo compostos fendlicos com funcéo &cida formada pela
esterificacdo de um ou mais derivados do acido trans-cindmico com o acido quinico (MARIA,;
MOREIRA, 2004).

Os clorogénicos possuem origem pela via do &cido chiquimico, que gera aminoacidos
aromaticos (L-fenilalanina e L-tirosina) essenciais para a formacdo desses metabo6litos
secundarios (Figura 12, pagina 63) (DEWICK, 2009).

Segundo Maria e Moreira (2004), os derivados clorogénicos podem ser subdivididos
pela identidade do derivado do &cido cindmico, nimero e posicdo dos residuos acila. Quanto a

identidade, podemos observar:

e Ester do 4cido cafeico com o &cido quinico (4cido cafeoilquinico);

e Ester de dois, trés ou quatro residuos do acido cafeico com um &cido quinico
(&cido di, tri ou tetracafeoilquinico);

e Ester do 4cido fertlico com o &cido quinico (4cido feruloilquinico).

Nos ultimos anos, os derivados clorogénicos ganharam atenc¢éo substancial devido aos
seus varios efeitos biologicos e terapéuticos, como: atividade antioxidante, antibacteriana,
hepatoprotetora, cardioprotetora, anti-inflamatdria, antipirética, neuroprotetora, antiobesidade,
antiviral, anti-hipertensiva e agentes estimuladores do sistema nervoso central. Além disso,
verificou-se que podem modular o metabolismo lipidico e glicémico em distarbios metabolicos
(NAVEED et al., 2018).



Figura 12. Biossintese de derivados clorogénicos
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3.7 Consideragdes sobre estudos in silico

A utilizacdo de metodologias que auxiliem no desenvolvimento de drogas com o uso
de ferramentas computacionais tedricas (técnicas in silico) tem aumentado nos Gltimos anos,
pois atua numa estratégia que busca otimizar os longos passos presentes na cadeia de

desenvolvimento de farmacos, além dos custos e tempo investidos (HOQUE et al., 2017).

O design de farmacos assistido por computador (CADD — Computacional Aided-Drug
Design) é uma das estratégias mais aplicadas no entendimento entre propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas ou toxicoldgicas dos compostos (GOLBRAIKH; TROPSHA, 2018).
Outro método utilizado nos estudos de CADD sé&o os de modelagem molecular, que buscam
compreender as complexidades da proteina-alvo e suas intera¢fes com os inibidores, ajudando
a projetar compostos com atividade aprimorada (FERREIRA et al., 2015).

Assim, segundo Abdomaleki, Ghasemi e Ghasemi (2017), os métodos de CADD
podem ser classificados em dois grupos: CADD baseados na estrutura do ligante e CADD
baseados na estrutura do receptor.Os que se baseiam na estrutura do ligante buscam estabelecer
relacBes quantitativas entre a estrutura quimica e atividade bioldgica (QSAR — Quantitative
Structure—Activity Relationship), correlacionando as estruturas dos compostos e suas
propriedades moleculares, comumente chamada de descritores moleculares, com a atividade
bioldgica de interesse (ABDOMALEKI; GHASEMI; GHASEMI, 2017).

Dessa forma, 0 QSAR objetiva realizar uma previsdo acurada de resultados de testes
biolégicos usando uma abordagem matematica, automatizada e computacional, observando
quais mudancas da estrutura do composto podem resultar na mudanca da atividade bioldgica
(ALVES et al., 2018). Para tanto, diversos parametros fisico-quimicos determinados por
métodos computacionais podem ser adotados, tais como: hidrofobicidade, topologia e
propriedades eletronicas moleculares (THOMAS, 2011).

A unido do composto ligante ao receptor é fundamental para as reacdes enzimaticas e,
portanto, realizar posteriormente sua inibicdo. Assim, se faz necessario um estudo detalhado
das interagdes entre os compostos e as proteinas-alvo (RUICK, 2016). Nesse contexto, a
segunda classe de técnicas de CADD contempla modelos baseados na estrutura do receptor que
buscam informacdes do alvo proteico que possui uma elucidacdo estrutural caracterizada, a fim
de identificar o melhor encaixe no sitio ativo da proteina, num procedimento comumente
conhecido como docking molecular (ABDOMALEKI; GHASEMI; GHASEMI, 2017).
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Para que ocorra o reconhecimento molecular, diversos fatores estdo envolvidos,
destacando-se: flexibilidade do receptor e do ligante, interacdes entélpicas e entrdpicas,
interacdes com moléculas de agua, entre outras. Porém, devido essa complexidade no docking
molecular proteina-ligante, algumas simplificacdes sdo feitas, desde que a especificidade e
afinidade na predicéo sejam mantidas (DU, 2016). Apds os resultados obtidos, as estruturas que
apresentarem melhor interacdo podem ser selecionadas e encaminhadas para realizagcdo de

testes biologicos.

3.8 Infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana e o potencial de produtos naturais

para o seu tratamento

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) € um problema de satde publica
global ha muitos anos e, até o final de 2018, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), havia 37,9 milhdes de pessoas vivendo infectadas no planeta com o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), das quais 1,7 milhGes sdo criancas menores de 15 anos e 36,2
milhdes s&o adultos (UNAIDS, 2019).

No Brasil, de 1980 a junho de 2019 foram notificados 966.058 (Tabela 01, pagina 66)
casos de AIDS, registrando uma média anual de 39 mil casos nos Gltimos cinco anos. Destaca-
se que desde 2013 o numero de casos vem diminuindo, registrando 37.161 casos em 2018.
Levando em consideracéo todos os anos de notificacdo, as regides Sudeste e Sul concentram o
maior numero de casos, sendo 51,3% e 19,9%, respectivamente (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO, 2019).

Ainda, de acordo com o Boletim Epidemiologico (2019), observou-se que o estado da
Paraiba notificou 221 novos casos no ano de 2019, totalizando 9193 infectados desde a década

de 80 até o ano atual (Tabela 01, pagina 66).
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Tabela 01. Casos de HIV notificados no SINAN, segundo UF e regido de residéncia por ano

de diagndstico. Brasil, 1980-2019

Regibes 1980-2016 2017 2018 2019 Total
1980 - 2019

Brasil 874.975 37.999 37.161 15.923 966.058
Norte 52.654 4.187 4.567 2.119 63.527
Nordeste 133.434 8.988 8.988 3.781 155.191

Paraiba 7.920 522 490 221 9.193
Sudeste 460.756 14.834 14.040 5.733 495.363
Sul 175.742 7.162 6.782 2.926 192.612
Centro-Oeste 52.389 2828 2784 1.364 59.365

Fonte: Adaptacdo do Boletim Epidemiolégico, 2019.

O HIV € um virus do género Lentivirus (Retroviridae) de fita simples constituido de

acido ribonucleico (RNA) que pode ser dividido em dois tipos: HIV tipo 1 (HIV-1) e HIV tipo

2 (HIV-2) (TELELAB, 2014). A estrutura e composi¢do do virus estdo demonstradas na Figura

13.

Figura 13. Estrutura do virus HIV

( PROTEINA oo\
ENVELOPE gp120
PROTEINAS
MATRIZ p17
PROTEINA DO
ENVELOPE gp41
MEMBRANA RNA
LPiDica
PROTEASE TRANSCRIPTASE
REVERSA
CAPSIDEO p24

Fonte: TELELAB, 2014

Segundo Brasil (2013a), a classificacdo do HIV ¢é feita por andlise filogenética de

sequéncias nucleotidicas dos virus. O HIV-1 é subdividido em 4 grupos (M — do inglés, major

ou majoritario, N — do inglés, new ou novo, O — do inglés, outlier e P) e 0 HIVV-2 em 8 grupos
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(A, B, C, D, E, F, G e H). H4 situa¢Bes que o individuo é portador de uma infec¢do mista,
composta por dois ou mais virus de linhagens (subtipos) diferentes, podendo ocorrer a
transferéncia de material entre eles, gerando formas recombinantes (RF, do inglés recombinant
forms) (Figura 14).

Figura 14. Representacdo esquematica da classificagdo do HIV

( HIV \

HIV-1 Tipo HIV-2
+ +
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+
A B C D F G H J K CRF/URF Subtipos/RF
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Fonte: BRASIL, 2013a.

Quanto as suas origens nao ha um pleno consenso, porém, as afirmagdes mais robustas
defendem que o virus surgiu na Africa Central. Acredita-se que o precursor simiano do virus
da AIDS tenha surgido em chimpanzés/gorilas que comeram a carne de espécies de macacos
(mangabey de topete vermelho e o guenon de bigode) infectados pelo Virus da
Imunodeficiéncia Simia (SIV). A transmisséo para 0 homem deu-se pelo contato intimo desses
animais com os africanos na forma de alimentos (ingestdo da carne de macaco malcozida,
contendo tecidos e fluidos (sangue e secrec¢des), mordidas e/ou arranhaduras (SHARP; HAHN,
2008; PINTO et al., 2007).

As transmissdes do HIV aos seres humanos ocorreram repetidamente ao longo dos
anos, porem, as mudancas econémicas, sociais e comportamentais particulares que ocorreram
na metade do século 20 propiciaram que 0 virus se tornasse bem estabelecido nos organismos
dos seres humanos e se expandissem, atingindo proporcdes pandémicas (JAWETZ;
MELNICK; ADELBERGS, 2019).
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A maioria das infecgdes pelo HIV-1 ocorrem através das mucosas do trato genital ou
retal durante a relag&o sexual. O virus atravessa a barreira da mucosa e busca infectar linfocitos
T CD4*, além de macréfagos e células dendriticas. Ap6s isso, em um periodo de
aproximadamente 10 dias (fase eclipse, do inglés eclipse phase), 0 RNA viral ndo é detectado
no plasma (BRASIL, 2013a).

Cunico, Gomes e Vellasco Junior (2008) demonstraram o ciclo de vida de replicacéo
viral do HIV, onde o processo de entrada do virus HIV se da pela afinidade da glicoproteina
gp120 (superficie) com os receptores do hospedeiro (CD4), englobando correceptores CCR5
ou CXCR4 e propiciando mudangas conformacionais na membrana e posterior difusdo. Dessa
forma, a glicoproteina trimérica gp41 medeia a fusdo das membranas viral e celular, onde ha
injecdo do capsideo do HIV a célula e ocorre liberacdo do RNA e de enzimas necessarias para
a replicacdo viral. A enzima transcriptase reversa conduz a transcri¢do reversa do RNA
gendmico, culminando na formacdo de DNA viral que é transportado ao nucleo da célula do
hospedeiro e integrado ao DNA por acdo da enzima integrase. A transcricdo do DNA em RNA
mensageiro é traduzido em proteinas. A enzima protease cliva as poliproteinas virais geradas
em proteinas individuais maduras. Assim, 0 RNA e as proteinas virais agrupam-se na superficie

celular como um novo virion e sdo liberados para infectar outras células (Figura 15).

Figura 15. Processo resumido da replicacdo do HIV
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Fonte: CUNICO; GOMES; VELLASCO JUNIOR, 2008.
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A infeccdo pelo virus do HIV cursa com um amplo espectro de apresentagdes clinicas,
desde a fase aguda até a fase cronica da doenca. Estima-se que o tempo medio entre o contagio
e 0 aparecimento da doenca em individuos néo tratados esteja em torno de dez anos (BRASIL,
2013b).

Conforme Brasil (2017), as manifestagdes clinicas do HIV podem ser divididas em

trés fases:

e Infeccdo na fase aguda (0 a 4 semanas): caracterizando-se pelo tempo entre a
infecgéo e o surgimento dos primeiros sinais e sintomas da doenca, apresentando febre,
suor, cefaleia, cansaco, faringite, exantemas, ganglios linfaticos aumentados e coceira.

e Fase assintomatica ou de laténcia clinica: surge apos a fase aguda, onde geralmente
ndo apresenta sinais e sintomas, apesar do virus estar se multiplicando no organismo,
durando em média de oito a dez anos.

e AIDS: os sinais e sintomas de doencas sao secundarios ao enfraquecimento do sistema
imunoldgico, variando de acordo com o agente causador da infec¢do oportunista e
podem incluir fadiga, perda de peso, suor noturno, falta de apetite, diarreia, alopecia,
entre outros.

Os primeiros medicamentos antirretrovirais (ARV) surgiram na década de 1980,
inibindo a multiplicacdo do HIV e evitando o enfraquecimento do sistema imunolégico. Novos
ARVs foram desenvolvidos e transformaram uma infeccdo quase sempre fatal em uma condicéo
cronica controlavel e se tornaram fundamentais para garantir o controle da doenca e prevenir a
evolucéo para a AIDS (BRASIL, 2018).

Estima-se que até o fim de 2019, cerca de 24,5 milhGes de pessoas que viviam com 0

HIV possuiam acesso a terapia antirretroviral pelo mundo (UNAIDS, 2019).

Destaca-se que no Brasil ocorre a dispensagdo gratuita pelo Sistema Unico de Saude
(SUS), desde 1996, na forma de componente estratégico, a terapia antirretroviral. Atualmente,
existem 18 medicamentos incluidos na lista, acrescido de associa¢des quimicas (Quadro 02,
pagina 70). Os alvos das drogas antirretrovirais atuais estdo representados no Quadro 02 (pagina

70) e na Figura 16 (pagina 74).
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Quadro 02. Medicamentos Antirretrovirais disponibilizados pelo SUS para o tratamento do

HIV/AIDS
Medicamento
N° Estrutura quimica Antirretrovira | Posologia
I
ITRN - Inibidores da Transcriptase Analogo do Nucleosideo
NH
300mg e
N NN . ~
01 </ | /k Abacavir solucéo
" \ " Z NH, oral
NH,
.
]
02 N/KO Entricitabina 200 mg
HO
\\O/
o
NH,
N | 150 mge
03 o)\N Lamivudina solucdo
HO
\\(o oral
S
j\)j/ 100 mg,
04 o Zidovudina xarope e

N,

injetavel
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05 Tenofovir 300 m
H,C o o] C\P//O . g
HSCYOYO\/O/

CH,
CH, o
ITRNt - Inibidores da Transcriptase Reversa Ndo Analogo de Nucleosideo
200 mg,
) 600 mg e
06 Efavirens
solucéo
oral
K CH,
" 200 mg e
74 / N I )
07 \ Nevirapina suspensao
\N N N/
A oral
NH,
N \ )\ )
N NN e
|
N)\Nf\o
08 H Etraviri 100 mg e
HyC CH, ravirina
N | 200 mg
N

IP — Inibidores de Protease
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) 200mg e
09 Atazanavir
) . ! 300 mg
H,C gH Hll\l [}
HN o ‘o, CH,
HN ‘"
b Ko
o H,C HC
\CH3 ~ o
CH,
CH,0—S—0 ~
| | Suspensa
10 /b” Fosamprenavir
HsC o oral
OH
[ °
o—p—o" \”/
L O
o
o Solugéo
11 Lopinavir
oral
100 mge
12 Ritonavir solugéo

oral
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250 mg e
13 Tipranavir solucéo
oral
75 mg,
14 Darunavir 150 mg e
600 mg
INI — Inibidores de Integrase
(¢]
5 N—N N | . ' ol _ 100 mg e
/ H H altegravir
Hsc/<o ) N X, N 400 mg
o HC CH, o
CH, 0 OH
o) F F
N =
16 %H\:Q/ Dolutegravir 50 mg
N / N
[¢]
" [¢]
Inibidor de Entrada — Inibidor de Fusdo
TIAREAAR
0 Vi) L (0
N kk&%&ﬁhiﬁ )\V)g ..
17 i MWM A IAMM A I Enfuvirtida 90 mg
ds‘ﬂ‘f j\m‘?#inY( ?ﬁkf&wfv
O =
Inibidor de Entrada — Inibidor de Correceptor (CCR5)
O
N/:\/\N H,C CH, .
18 H R I Maraviroque 150 mg
E NN
)=
N
H,C

Fonte: http://www.aids.gov.br/pt-br/publico-geral/o-que-e-hiv/tratamento-para-o-hiv
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Figura 16. Esquema geral dos alvos de drogas no tratamento do HIV
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Fonte: ENGELMAN; CHEREPANOQV, 2012.

Os medicamentos para o tratamento do HIV/AIDS no Brasil fazem parte do elenco de
componentes estratégicos da assisténcia farmacéutica e, conforme BRASIL (2018), o protocolo
inicial da terapia antirretroviral recomendado pelo Ministério da Saude deve associar dois
ITRN/ITRNt (lamivudina e tenofovir) associado ao INI (dolutegravir), onde excecbes ao
esquema devem ser levadas em consideracdo nos casos de coinfeccdo tuberculose-HIV,

mulheres vivendo com HIV e com possibilidade engravidar e gestante.

Apesar da eficiéncia farmacoterapéutica que o0s medicamentos antirretrovirais
possuem, observa-se em muitos casos uma faléncia terapéutica decorrente da alta
mutagenicidade do virus, exposic¢ao do paciente a um periodo prologado a estes farmacos, além
de muitos efeitos colaterais e/ou adversos que acabam reduzindo a adesdo e continuidade ao
tratamento (FERREIRA; RIFFEL; SANT’ANA, 2010; KUDALKAR et al., 2019).

Assim, se faz necessario buscar novos compostos que possam atuar em algum dos
pontos do processo de replicacdo viral e que sejam candidatos a substituicdo ou combinagdo
com os medicamentos atualmente disponibilizados (YOSHINAGA et al., 2019).
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Alguns grupos de pesquisas pelo mundo vém evidenciando compostos oriundos de
espécies vegetais (produtos naturais) com potencial atividade antirretroviral para o HIV (Figura

17), o que estimula novas pesquisas a serem direcionadas a esta linha de pesquisa.

Figura 17. Exemplos de compostos naturais com potencial anti-HIV
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Fonte: FERREIRA; RIFFEL; SANT’ANA, 2010; MEHLA; BIVALKAR-MEHLA,;
CHAUHAN, 2011 e TAMAYOSE et al., 20109.
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4. PROCEDIMENTOS
EXPERIMENTAIS



7

4.1 Estudo fitoquimico

4.1.1 Procedimentos gerais

Para o isolamento e analise dos compostos foram utilizados Sephadex LH-20 (Merck,
Kenilworth, NJ, EUA), silica gel (tamanho da particula de 40 — 63 um (230 — 400 mesh) da
Silicycle®), cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) (uma placa de aluminio com
tamanho de silica gel de 250 um e fluorescéncia em UV2s4 da Whatman®), Cromatografia em
Camada Delgada Preparativa (CCDP), Cromatografia Liquida de Média Pressdao (CLMP) e

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) analitica, semipreparativa e preparativa.

As analises por CLAE analitica se deram com a utilizacdo de um equipamento da
Shimadzu Prominence equipado com uma bomba de solvente binaria LC-20AT, um autoinjetor
SIL-20A, um sistema de desgaseificagdo DGU-20A, um Detector de Arranjo de Diodos (DAD)
SPD-M20A e um controlador de sistema CBM-20A. A pré- coluna utilizada foi uma
SecurityGuard Gemini® C-18 (4 mm x 3.0 mm preenchida com particulas de 5 pm) e uma
coluna analitica da Phenomenex Gemini® C-18 (150 mm x 4.6 mm preenchida com particulas

de 5 um).

Para CLAE semipreparativa, foi utilizado um sistema da série SHIMADZU 10AVP com
um detector SPD-M10AVP, duas bombas LC-6AD e um injetor Rheodyne com uma interface
SCL-10AVP. Foi utilizada uma coluna Shimadzu Shim-Pack C-18 (250 mm x 10 mm e

tamanho de particula de 5 um).

As andlises por CLAE preparativa foram realizadas utilizando um equipamento
Shimadzu equipado com uma bomba binéria de solvente LC-6AD, um injetor manual
Rheodyne, um DAD SPD-M10A e um controlador de sistema SCL-10A. A coluna utilizada foi
um ACE C-18 (250 nm x 21,2 mm e tamanho de particula de 5 pm). Os solventes organicos
utilizados foram metanol ou acetonitrila, grau CLAE (TEDIA®, Brasil) e agua ultrapura obtida

com o sistema de purificagdo Milli-Q (Millipore®/ Tedia®, Brasil).

Os dados espectrais de infravermelho (IV) (4000 a 400 cm™) foram obtidos com um
Perkin-Elmer FT-IR-1750 (Séo Paulo, SP, Brasil) usando amostra de 1,0 mg em pastilhas de

KBr medidas em cm™.

As andlises por espectrometria de massas tandem com ionizag&o por eletrospray (IES —

EM") foram realizadas por meio de injecdo direta de 1 mg da amostra, ap6s solubilizada em
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MeOH ou acetonitrila e filtradas em filtro PVDF de 0,45 um, em um cromatografo da marca
Shimadzu, utilizando uma coluna analitica C-18 (Kromasil - 250 mm x 4,6 mm x 5 pm),
acoplado espectrometro de massas da marca Bruker (lon-Trap AmazonX), IES e analisador do
tipo lon Trap (IT), situado no Laboratério Multiusuario de Caracterizacdo e Analises (LMCA)
do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB).

Para obtencdo dos espectros de massas de alta resolucdo (EMAR) das substancias, foi
utilizado espectrébmetros de massas da marca Bruker, modelo microTOF I, pela técnica IES,
modo negativo, utilizando os seguintes pardmetros de analise: capilar 4,0 kV, offset da placa
final 500 V, nebulizador 5.8 psi, gas seco (N2) com fluxo de 4 mL/min e temperatura de 180
°C. As amostras foram analisadas por injecdo direta, assim, pesou-se 1 mg de cada uma e
solubilizou-se em 1000 puL de metanol (grau HPLC) (solugdo A). Posteriormente, retirou-se
200 pL da solugdo A e adicionou-se 800 puLL de metanol (solugdo B). A solugdo C foi preparada
com 2 pL da solu¢do B e mais 490 uL. de metanol e 450 puL de dgua mili-Q.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e 3C, uni e bidimensionais,
foram obtidos nos espectrometros das marcas BRUKER AVANCE Ill HD, operando a 400
MHz para hidrogénio (RMN de *H) e 100 MHz para carbono-13 (RMN de 3C) e VARIAN
operando a 500 MHz para RMN de 'H e 125 MHz para RMN de 13C. As amostras para analise
foram preparadas dissolvendo-se as mesmas em solventes deuterados. Os deslocamentos
quimicos (8) foram expressos em partes por milh&o (ppm) e as constantes de acoplamento (J)
em Hz, as multiplicidades no espectro de RMN de *H foram indicadas segundo as convencaes:
s (singleto), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t (tripleto) e m (multipleto). Os espectros de RMN
de 3C unidimensionais foram obtidos utilizando-se a técnica de APT (do inglés: ("Attached
Proton Test™) e/ou BB (do inglés: "BroadBand"). Os espectros bidimensionais utilizados foram:
HSQC (do inglés: "Heteronuclear Single Quantum Coherence™), HMQC (do inglés:
"Heteronuclear Multiple Quantum Coherence™) e HMBC (do inglés: "Heteronuclear Multiple

Bond Correlation™).
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4.1.2 Material vegetal

A espécie (planta inteira) foi coletada em junho de 2017 na cidade de Serra Branca,
Paraiba, Brasil (07°29'17S/36°39'51”W). O material botanico foi identificado como Vellozia
plicata Mart. pela Profa. Dra. Maria de Fatima Agra e uma exsicata foi elaborada e depositada
no Herbario Lauro Pires Xavier da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), sob a identificagdo
AGRA 5730.

O estudo esta registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob o nimero A130780.

4.1.3 Extracéo e isolamento

O material vegetal (2500,0 g) foi seco em estufa com ar circular (40°C), pulverizado em
moinho mecanico (432,0 g de pd) e extraido a temperatura ambiente com etanol 95% (3 x 4 L)

e concentrado sobre pressao reduzida em rotaevaporador, produzindo 80 g (18,5%) (Figura 18)

Figura 18. Obtencéo do EEB e particdo de V. plicata

( Vellozia plicata (fresca)(2500,0 g) \

Seca em estufa de ar circular (40°C)
Pulverizada

Vellozia plicata (seca) (432,0 g)

Macerada com EtOH (95%) (3 x 4L)
Concentrado em rotaevaporador

Extrato Etandlico Bruto (70,0 g)
65,0 g desengordurado com 2L de Hex

Porc¢io nido solivel em Hex (50,0 g)

Solubilizado em MeOH:H,O (7:3) — Particio

+ ! ! +
Hexanica Cloroférmica Acetato n-butandlica
\ 15¢g 16,3 ¢ 69¢g 18,2 )

Fonte: Propria do autor.
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Uma aliquota de 70 g do extrato etandlico bruto (EEB) foi desengordurado com hexano
(4 x 0,5L), sendo o solvente adicionado ao extrato e agitado com agitador magnético por 20
minutos cada, gerando uma porcéo soltvel de 13,4 g. Posteriormente, a por¢do ndo soltvel em
hexano foi solubilizada em MeOH:H20 (7:3) e submetida a uma particéo liquido-liquido com
solventes em ordem crescente de polaridade: Hexano (1,5 g), Cloroférmio (16,3 g), Acetato
(6,9 g) e n-butanol (18,2 g).

Cerca de 4,9 g da fase acetato foi aplicado em uma coluna de permeacdo em gel
(Sephadex® LH-20) e eluida com MeOH, sendo coletadas trés fracdes (VP-Al — VP-A3). A
fracdo VP-AL1 (1,2 g) foi aplicada em uma coluna com Sephadex® LH-20 e eluida com MeOH,
sendo coletadas nove fraces (VP-Ala — VP-ALli). A subfracdo VP-Alh, posteriormente, foi
submetida a uma cromatografia em camada delgada preparativa e purificada em cartucho de C

— 18, levando ao isolamento de Vp — 3 (Figura 19).

Figura 19. Processamento cromatografico da fase acetato de V. plicata (fracdes Vp-Al e Vp-
A3)

[ Fase acetato(4,9 g) \
Sephadex LH-20, MeOH
‘ : Y
VP-Al(1,2g) | VP-A2 (3.3 g) VP-A3 (400 mg) |
Sephadex LH-20, MeOH
Sephadex LH-20, MeOH Cartuche C - 'sl.

l Vp-4
v

{ NP-Ala—NP-Alg ]

Sephadex LH-20, MeOH
CCDP; Cartucho C - 18

g — J

Fonte: Propria do autor.

A fracdo VP-A2 (Figura 20, pagina 81) foi submetida a uma coluna com Sephadex®
LH-20 e eluida com MeOH, onde foram coletadas cinco fragcdes (VP-A2a — VP-A2e). A
subfracdo VP-A2a (2,3 g) teve um método desenvolvimento em HPLC analitico e reproduzido

para isolamento em HPLC preparativo, sendo coletados 3 picos (Vp -5, Vp—-6e Vp - 7)
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(Método: fase movel A: H»0 acidificada (acido férmico 0,1%); fase mével B: MeOH, gradiente
de eluicdo: 0 a 20 min (27% a 30% B), 20 a 30 min (30% a 38% B), 30 a 50 min (38% B), 50
a 70 min (42% B), 70 a 85 min (42% a 100% B) e 85 a 105 min (100% B)).

A subfracdo NP-A2b (110,0 mg) também teve um método desenvolvido em HPLC
analitico e reproduzido para isolamento em HPLC semipreparativo e coletados 5 picos (Vp —
2,Vp-8,Vp-9,Vp-10e Vp - 11). Método: fase movel A: HO acidificada (acido formico
0,1%); fase movel B: MeOH, gradiente de elui¢do: 0 a 60 min (40% a 75% B); 60 a 70 min
(75% a 100% B); 70 a 90 min (100% B)).

Figura 20. Processamento cromatografico da fase acetato de V. plicata (fracdo Vp-A2)

( Fase acetato(4,9 g) \

Sephadex LH-20, MeOH
. v !
VP-A1 (1,2 g) VP-A2(33¢g) | VP-A3 (400 mg)
Sephadex LH-20, MeOH
¢ ! ! ! }

[ VP-A2a ][ VP-A2b ] VP-A2¢ VP-A2d VP-A2e
(2,3 g) (110 mg) (280 mg) (45 mg) (13 mg)

Sephadex LH-20 Sephadex LH-20, MeOH

CLAE CLAE

| JL l’!\‘lc()ll JL('arlucho C-18
Vp-§ Vp-9 Vp-1
Vp-6
Vp-7

\_ J

Fonte: Prépria do autor.

A subfracdo VP-A2c (280,0 mg) foi eluida em Sephadex® LH-20 com MeOH, levando
ao reisolamento de Vp — 9. A subfracdo VP-A2d (45,0 mg) também foi eluida em Sephadex®

LH-20 com MeOH e purificada em cartucho de C — 18, obtendo Vp — 1.

A subfragdo VP-A2d (45,0 mg) foi eluida novamente com MeOH em trés colunas
posteriores com Sephadex® LH-20, levando ao isolamento de Vp — 6. A fragdo VP-A3 (400,0

mq) foi eluida com MEOH, levando ao isolamento de Vp - 7.

A fragdo VP-A3 (400 mg) foi aplicada em uma coluna contendo Sephadex® LH-20 e
eluida com MeOH e purificada em cartucho de C — 18, obtendo Vp — 4 (Figura 20, pgina 81).
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Uma aliquota de 10,0 g da fase cloroférmica foi aplicada em uma coluna com silica gel
60 Merck e submetida a uma cromatografia liquida de média presséo. Foram coletados 5 tubos
de 50 mL para cada polaridade adotada (100% Hexano, 7:3 (hexano:CHCIs), 1:1 (hexano:
CHCI3), 7:3 (CHCIs:hexano), 100% (CHCIs), 7:3 (CHClz:acetato), 1:1 (CHCls:acetato), 7:3
(CHCls:acetato), 100% (acetato) e 1:1 (acetato:MeOH) (Figura 21).

Figura 21. Processamento cromatografico na fase cloroférmica
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\

Fonte: Propria do autor.

J

A fracdo 100% (CHCIs, 400 mg) teve um metodo desenvolvido em HPLC analitico e
reproduzido para isolamento em CLAE preparativa, sendo coletados 2 picos (Vp —12 e Vp —
13) (Método: fase movel A: H>O; fase movel B: acetonitrila, gradiente de eluigdo: 0 a 15 min
(30% a 55% B), 15 a 20 min (55% a 60% B), 20 a 30 min (isocratico de 60% B), 30 a 40 min
(60% a 68% B), 40 a 50 min (isocratico de 68% B), 50 a 60 min (68% a 78% B), 60 a 80 min
(78% a 100% B).

As substancias isoladas foram identificadas por meio da utilizagdo de RMN *H e 3C uni
e bidimensionais, UV, CLAE-EM" e/ou EMAR.
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4.2 Desenvolvimento de metodologia analitica para o doseamento da amentoflavona no
extrato etanolico bruto de V. plicata por CLAE

A condicgdo cromatogréafica utilizada para a construcdo da curva analitica se deu com
0 emprego dos solventes MeOH (B) e agua ultrapura acidificada com acido formico 0,1% (A).
Para as analises em CLAE — DAD foi utilizado um equipamento (Shimadzu Prominence, Jap&o)
com bomba de solvente binaria LC-20AT, auto injetor SIL-20A, sistema de desgaseificacdo
DGU-20A, detector DAD SPD-M20A e controlador de sistema CBM-20. O forno de coluna
foi desativado e as analises foram realizadas a temperatura ambiente, com fluxo de 1,0 mL/min,
uma coluna analitica de fase reversa C — 18 (Phenomenex Gemini® - 150 mm x 4.6 mm
didmetro interno, preenchida com particulas de 5 pm) e um volume de injecdo de 20 pL. O
comprimento de onda que melhor avaliou a absor¢do da amentoflavona e escolhido para a

analise foi o de 336 nm.

Para a construcdo da curva analitica, soluc@es de amentoflavona (isolada de V. plicata
nesse estudo) em cinco concentragdes (30, 60, 90, 120, 150 pg/mL) foram preparadas e

injetadas no cromatografo em triplicata.

A linearidade do método foi realizada a partir de dados apresentados na curva analitica
e avaliada pela analise do coeficiente de determinacdo da curva de calibracao (r2).
Os dados obtidos foram considerados satisfatorios caso apresentassem um desvio
padrdo relativo inferior a 5%, conforme preconiza a Resolucdo (RE) 899/2003 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2003).

4.3 Ferramentas computacionais

Esta etapa se deu em parceria com a Laboratdrio de Quimioinformética da UFPB, sob

a orientacdo da Profa. Dra. Luciana Scotti e colaboradores.

4.3.1 Modelos de predicdo

A principio foi construido um conjunto de dados para esta pesquisa a partir das

moléculas disponibilizadas gratuitamente no banco de dados das estruturas quimicas ChEMBL
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(https://www.ebi.ac.uk/chembl) (VIIRA; GARCIA-SOSA; MARAN, 2017; MENDEZ at al.,
2018; ZHU et al., 2017), sendo usado a palavra-chave “Human Immunodeficiency Virus 1”

como alvo e, “single protein”, como tipo de alvo. Foram consideradas moléculas que
apresentaram ICso (NM) como resposta a acdo inibitoria para protease (ID: CHEMBL243),
integrase (ID: CHEMBL3471) e transcriptase reversa (ID: CHEMBL247). Estes conjuntos de
dados foram agrupados em uma Unica planilha utilizando o Microsoft Office Excel 365,

apresentando 4.573 bioativos anti-HIV registrados na literatura (disponiveis do ChEMBL).

As 4.573 estruturas 3D dos bioativos obtidos no banco de dados ChEMBL

(https://www.ebi.ac.uk/chembl) foram identificados a partir de seus respectivos cddigos
SMILES, através do software Standardizer 18.21.0 da ChemAxon© (BERTO PEREIRA et al.,
2018), agrupadas em um arquivo SDF contendo os dados e coordenadas espaciais de cada

estrutura.

A predicdo da atividade bioldgica foi feita através de um modelo usando o software
estatistico KNIME Analytics Platforms 3.6 (VARSOU et al., 2018; KAUSAR; FALCAO,
2018; SIZOCHENKO et al., 2017; LEONIS et al., 2017). Com ele, é possivel elaborar um mapa
auto-organizavel (CAVALCANTI, 2018), integrando diversos nds de dados que juntos formam
0 modelo de predicdo. O fluxo de trabalho usados nesta pesquisa pode ser encontrado online
(https://doi.org/10.6084/m9.figshare.7588595).

Este modelo consiste na aplicabilidade de inteligéncia artificial por meio do aprendizado
de méaquina, no qual o modelo ensina a maquina a classificar cada estrutura cuja atividade
deseja-se predizer, com base em suas caracteristicas estruturais. Esta comparacdo na busca de
similaridades é feita com base nas moléculas classificadas como ativas no momento da
construcdo do modelo (ALVES et al., 2018; MARTINS, 2017; SANTOS, 2017; SILVA, 2017).
Uma vez a maquina sabendo as caracteristicas das moléculas ativas e inativas, por comparacao,
ela pode classificar moléculas cuja predicdo de uma determinada atividade biologica néo tenha
sido relatada na literatura (SILVA, 2017; Piccirillo; AMARAL, 2018; PANIAGO, 2018;
CAIRES, 2017).

Nesta pesquisa foi usado como algoritmo de classificagdo integrado com o aprendizado
de maquina o Random Forest que consiste em um conjunto de arvores de decisdes que analisam
moléculas randomicamente, sendo possivel classificar cada molécula através de uma anélise de
consenso entre as diversas arvores de decisdo (FASHOTO ET AL., 2018; TANEJA, 2018;
KANZABI ET AL., 2018; BJIJ; HDOUFANE; CHERQAQU, 2017). Para isso, o banco
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contendo os bioativos usados para construir o modelo foram particionados em treino (80%) e
teste (20%) (FORTI, 2018; VAZ, 2017), no qual a classificacdo final é dada pela maioria de

ocorréncia de uma classificacdo em cada molécula.

Apds particionar o banco de dados (neste caso retirados do ChEMBL), a maquina
comecou a aprender a classificar cada estrutura através da similaridade com as estruturas
inicialmente admitidas como ativas (JESUS, 2017; ALMEIDA, 2018; GOMES, 2017), onde
guanto mais similar com moléculas ativas e dentro do dominio de aplicabilidade, maior a
probabilidade da estrutura que esta tendo a atividade ou propriedade predita ser também ativa
(MARTINS, 2017; LINS, 2018; PEREIRA, 2017).

A similaridade € analisada com base nos descritores moleculares (ALVES at al., 2018;
SANTOS, 2017; SAKATA, 2018), onde os descritores das moléculas do modelo sao
comparados com os das moléculas cuja atividade € desconhecida. Dividindo-se a tabela das
moléculas usadas na construgdo do modelo, com base no seguinte critério: divide-se o conjunto
das moléculas usadas para a construgdo do modelo ao meio, as moléculas com plCso (-log(ICso))
mais altos sdo atribuidas a atividade “A” (ativas) e as demais como “I” (inativas), assim a
maquina é capaz de classificar qualquer outra estrutura que esteja dentro do dominio de

aplicabilidade do modelo.

Estatisticamente, para a predicdo ser aceitavel, a molécula cuja predicéo esta sendo feita
deve estar inserida no dominio de aplicabilidade. Esse dominio garante que as caracteristicas
das moléculas testadas sejam conhecidas pelo modelo criado. Assim, como o modelo toma
como base a comparacao por similaridade, o dominio de aplicabilidade garante que a molécula
cuja predicdo estd sendo feita apresente caracteristicas estruturais representadas no espaco
quimico das moléculas usadas na construcdo do modelo, pois quando as moléculas testadas e
as moléculas do modelo estdo no mesmo espago quimico, aumenta-se a confiabilidade da
predicdo (ALVES et al., 2017; RIBEIRO, 2017; ALVES, 2017). Quanto maior a porcentagem

da aplicabilidade, mais confiavel ¢ a predi¢ao para a molécula analisada.

Para a predicdo da atividade foi utilizado o Weka Predictor 3.7 (HOGAN et al., 2017;
ROSA et al., 2018; HALDER, 2018) para realizar a classificacdo das moléculas cuja atividade
anti-HIV ndo era conhecida. Agregando-se o aprendizado de maquina do RF e a classificagdo
da WPRED, o mapa auto organizavel criado na workflows do KNIME vem ganhando as
atencdes de muitos pesquisadores na area de quimioinformatica (ROSA et al., 2018; HALDER,

2018; IDOWU et al., 2018) pela sua eficiéncia na predic¢éo e facilidade de configuracgéo.
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A tabela de confuséo informa os valores de verdadeiro positivo, verdadeiro negativo,
falso positivo e falso negativo (Figura 22). Para avaliar a confiabilidade do modelo foram
considerados, com base na tabela de confusdo gerada pelo modelo, a acuracia acima de 75% e
o coeficiente de correlagdo de Matthews acima de 60%. Estes s@o parametros estatisticos que
garantem a qualidade das predicfes realizadas. Outros parametros que também foram
analisados na discusséo dos dados e da eficiéncia preditiva do modelo, foram: as curvas ROC

do teste e da validacéo interna e o dominio de aplicabilidade.

Figura 22. Esquema da tabela confusio de um modelo de predi¢do

Verdadeiro Falso
Positivo VP FP
Negativo VN FN

Fonte: Propria do autor.

Além da atividade bioldgica tomando como base o ICso de moléculas com atividade
anti-HIV conhecidas, ainda foram criados modelos para a predi¢do da absorc¢éo intestinal com
planilhas fornecidas pelo admetSAR @ LMMD

(http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsarl/download) gentilmente fornecidas pelo pesquisador Dr.

Feixiong Cheng. Nas trés predicGes realizadas nesta pesquisa foram usados o mesmo fluxo de
trabalho, variando apenas as tabelas para a constru¢do dos modelos.

4.3.2 Absorcéo por via oral

Tendo em vista que a maioria dos medicamentos utilizados para o tratamento do HIV
se apresentam na forma farmacéutica comprimido e/ou capsula e, consequentemente, sao
administrados por via oral pelos pacientes, buscou-se avaliar a taxa de absorcéo oral de Vp —
9, Vp — 10 e Vp - 11 (biflavonoides) baseados em sua area de superficie topoldgica total
(TPSA) como parametro de exclusdo (HARIKA; KUMAR; REDDY, 2017; TOEPAK;,
TAMBUNAN, 2017; SHIRI, PIRHADI; RAHMANI, 2018), através da Equacdo 01 (pagina
87).


http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/download
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Equacéo 01. Taxa de absorgéo oral

% ABS =109 - (TPSA x 0.345)

Ao utilizar a taxa de absorcdo como parametro de exclusdo na triagem virtual, apenas
sdo considerados as moléculas que apresentam % ABS (porcentagem de absorcdo) igual ou
superior a menor taxa dentre os farmacos ja utilizados no tratamento do HIV e utilizados como

controles nesse estudo (ritonavir com 39,22%).

4.3.3 Predicao dos riscos de citotoxicidade

As moléculas foram importadas para o software gratuito OSIRIS DataWarrior 5.0
(http://www.openmolecules.org/datawarrior) (SOUSA, 2017; MIZERA et al., 2017; LUIS,

2017). Neste programa os riscos de toxidade sao preditos pela comparacao entre um banco de

dados interno, no qual o programa busca fragmentos conhecidos nas moléculas analisadas.
Esses fragmentos, quando encontrados, geram um alerta de citotoxidade em dois parametros:

mutagenicidade e carcinogenicidade. A citotoxidade total foi atribuido o valor “Nao” quando

uma molécula ndo apresenta alertas para nenhum dos dois parametros analisado pelo OSIRIS.

Nesse estudo, o uso dos riscos de citotoxicidade como parametro de selecdo de
moléculas foi adotado para Vp — 9, Vp — 10 e Vp — 11, onde s6 seria tolerado a permanéncia
dessas moléculas no estudo caso apresentassem no maximo um valor “Sim” com baixa

porcentagem.

4.3.4 Descritores moleculares

Os Descritores moleculares correspondem as caracteristicas estruturais de cada
molécula, e podem ser divididos em 5 tipos: descritores hibridos, descritores constitucionais,
descritores topoldgicos, descritores eletronicos e descritores geométricos. Cada tipo com seus

descritores moleculares, e cada um com seu significado particular.

Os descritores sdo calculados a partir da importacdo do arquivo de entrada, que
geralmente é um arquivo SDF contendo todas as estruturas quimicas a serem analisadas, onde
entdo o calculo dos descritores € iniciado. Existem muitos programas para geracdo de
descritores moleculares, dos mais simples aos mais complexos, como exemplo o aplicativo

gratuito em Java CDK Descriptor Calculator 4.8


http://www.openmolecules.org/datawarrior
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(http://www.rguha.net/code/java/cdkdesc.html) (BERTO PEREIRA, 2018; SAKAGAMI,
2017; SPECK-PLANCHE, 2017) e o software ndo livre Volsurf+ (MOREIRA, 2014;
VARALLO, 2010; CRUCIANI at al., 2005).

Como os descritores sdo imprescindiveis para a constru¢do de um modelo de predicéo
e que cada software pode calcular alguns descritores diferentes uns dos outros, foram realizados
dois modelos preditivos, um com base nos descritores calculados pelo CDK e outro com 0s
descritores calculados pelo Volsurf+. Assim, foi possivel obter uma predi¢cdo por consenso, ao
cruzar as duas predicdes, cujo método ganha maior confianca e da maior robustez a metodologia
(CECE-ESENCAN et al., 2016; AHLQVIST et al., 2015).

4.3.5 Estudos de metabolitos hepéticos

Para realizar um estudo metabdlico através de métodos computacionais, nesta pesquisa,
foi utilizado o software ndo livre METASITE 6.0 da Molecular Discovery e 0os compostos Vp
-9, Vp-10 e Vp - 11. Ele prediz as possiveis transformacdes sofridas por um conjunto de
moléculas em um ou mais citocromos do figado e outros érgdos (RADCHENKO et al., 2017;
WILSON; NICHOLSON, 2017; QUINN et al. 2017).

Uma vez estimados pelo software, as estruturas quimicas 3D dos metabdlitos
provenientes do metabolismo no figado, cérebro e/ou pele, nesta pesquisa foi considerada
apenas as transformacfes no figado e os seus metabdlitos gerados foram submetidos a um
modelo de predicao de atividade bioldgica e os riscos de citotoxidade, comparados com as suas
respectivas abundancias metabolicas (QUINN et al. 2017).

Cada metabdlito secundario teve seus riscos de citotoxidade preditos, através do
OSIRIS, pois 0s bioativos que apresentavam parametros citotéxicos como alta mutagenicidade
e/ou alta carcinogenicidade em seus metabdlitos com abundancia acima de 75% era
desconsiderado para a selecéo dos anadlogos de nucleosideos de melhor perfil. Compreende-se
para esta pesquisa que um candidato a farmaco deve apresentar baixa ou nula citotoxidade, bem

como, seus metabdlitos gerados em maior abundancia.


http://www.rguha.net/code/java/cdkdesc.html
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As estruturas quimicas de 18 farmacos que sdo amplamente utilizados no tratamento

do HIV foram utilizadas neste estudo como controles (Tabela 02).

Tabela 02. Farmacos utilizados no tratamento do HIV e usados como controle nesse estudo

ID Inibicéo Nome Sigla %ABS MUT CAR TOX
01 PR Ritonavir RTV 39.22 Nao Nao Nao
02 PR  Fosamprenavir FPV 41.41 N&do N&o Néo
03 PR Atazanavir ATV 49.93 Nao Nao Nao
04 PR Saquinavir  SQV 51.47 N& N&o Néo
05 IN Raltegravir RAL 57.24 Nao Nao Nao
06 PR Darunavir DRV 57.66 N& N& Néo
07 TR Tenofovir TDF 5856 N& N&o Néo
08 PR Nelfinavir  NFV 65.12 N& N&o Néo
09 TR Etravirina ETR 67.38 N& N&do Néo
10 PR Lopinavir LPV 67.60 N&o Nao Sim
11 PR Tipranavir TPV 69.68 Nao Nao Nao
12 TR Lamivudina 3TC 69.86 Nao Nao Sim
13 TR Zidovudina AZT 7283 Sim Sim Sim
14 TR Abacavir ABC 7385 Nao Nao Nao
15 IN Dolutegravir DTG 74.78 N& N&o Né&o
16 TR Didanosina DDL 78.38 Nao Nao Nao
17 TR Nevirapina NVP 8895 Nao Né&o Néo
18 TR Efavirenz EFZ 9578 Nao Sim Sim

Fonte: Propria do autor.

4.4 Estudos bioldgicos e doseamento de fendlicos totais

4.4.1 Viabilidade celular e teste de nucleosideos sintetizados para inibi¢do da replicagédo

do HIV

O delineamento experimental seguiu o fluxo de trabalho adotado pelo Laboratério de

Biologia Celular do Sistema Imune do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de

Sdo Paulo, sob a orientagdo da Profa. Dra. Bruna Cunha de Alencar Bargieri, envolvendo a
cultura de células JLTRF — R5 (Jurkat LTR-GFP, CCR5", CXCR4") e infeccdo pelo virus HIV-
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1 (cepa NL4-3). Foram testados 5 mg do extrato etandlico bruto de V. plicata e dos trés
biflavonoides isolados (Vp — 9 (representado pelo numero 3), Vp — 10 (representado pelo

namero 2) e Vp — 11 (representado pelo nimero 1)).

No dia 0, cerca de 80.000 células foram plaqueadas (placas de 96 pocos com fundo
U), em duplicata, em 200 uL. de RPMI-1640 contendo 10% de soro bovino fetal (SBF). A
diluicdo dos compostos se deu a partir de uma solugéo-estoque de 50 mM em DMSO que foram
diluidos para 1 mM em meio RPMI com 10% SBF. O controle positivo se deu com ceélulas
tratadas apenas com o veiculo DMSO (100%). A droga padrdo utilizada foi o AZT na
concentragdo de 25 uM e as células para avaliacdo da atividade anti-HIV-1 foram infectadas
com NL4-3 (Multiplicidade especifica de infeccdo (M.O.1) = 0,5).

Ja no dia 1, as células plaqueadas foram lavadas trés vezes com 200 uL de tampao
fosfato-salino (PBS), ressuspendidas em 200 pLL de RPMI e tratadas novamente com o AZT

(25 uM) e as amostras em teste.

No dia 2, ap6s 48 horas, o sobrenadante (100 uL) foi coletado e estocado a — 80 °C
para posterior anlise. Para isso, foi utilizado 20 uL de resazurina (reagente Alamar Blue®),
incubado nos pocos durante 4 horas (37 °C). Apds esse periodo, a absorbancia foi observada

em 570 nm em um espectrofotdmetro para avaliacdo da viabilidade celular.

A resazurina, de cor azul e ndo fluorescente, é reduzida a resofurin, de cor rosa e
fluorescente, e ndo precipita apos ser reduzida; porém, o mecanismo pelo qual este processo
ocorre ainda ndo esta bem esclarecido, o qual pode ocorrer por rea¢des enzimaticas ou quimicas
em células viaveis (ROLON et al., 2006; BENERE et al., 2007).

Ainda, as células infectadas foram fixadas e lidas em citdmetro de fluxo para analise

da infeccdo celular por meio da proteina verde fluorescente (GFP), onde GFP* = HIV®.

Para expressdo dos resultados, foram utilizados: controle negativo: célula néo

infectada (NI); controle positivo: DMSO; droga padrdo: AZT.
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5. RESULTADOS E
DISCUSSAO
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5.1 Estudo Quimico

5.1.1 Desenvolvimento de métodos cromatograficos por CLAE para isolamento de

compostos

Visando obter um maior numero de compostos e com maior grau de pureza, trés fracdes
(Vp — A2a, Vp — A2b e 100% CHCIz3) tiveram seus métodos cromatogréficos desenvolvidos.
Um meétodo exploratério foi adotado para analise inicial de cada fracdo, utilizando o solvente
qgue melhor se adequou para uma separacdo eficiente dos picos (MeOH ou acetonitrila).
Posteriormente, ap6s varios métodos desenvolvidos, obteve-se um cromatograma considerado

ideal para que fosse realizado o isolamento por CLAE semipreparativa ou preparativa.

O método da fracdo Vp — A2a (oriunda da fase acetato de etila) foi realizado utilizando
0 comprimento de onda 254 nm (PDA Multi 1), gerando o cromatograma apresentado na Figura
23 (pagina 92), levando ao isolamento de Vp -5, Vp-6e Vp - 7.

Figura 23. Cromatograma da fracdo Vp — A2a
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Fonte: Prépria do autor.

A fracdo Vp — A2b, também oriunda da fase acetato de etila, teve um método
desenvolvido utilizando o comprimento de onda 254 nm (PDA Multi 1), sendo obtido o
cromatograma observado na Figura 24 (pagina 93), permitindo o isolamento de Vp — 2, Vp —
8,Vp-9,Vp-10e Vp-11.
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Figura 24. Cromatograma da fragéo Vp — A2b
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Fonte: Propria do autor.

Jé para a fracdo 100% CHCIs (fase cloroférmica) foi utilizado o comprimento de onda
216 nm (PDA Multi 1), gerando o cromatograma observado na Figura 25, permitindo o
isolamento de Vp —12 e Vp — 13.

Figura 25. Cromatograma da fracdo 100% CHClIs
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5.1.2 Identificagdo estrutural de Vp-1a Vp - 13

5.1.2.1 Identificacdo estrutural de Vp -1

O composto identificado como Vp — 1 (6,1 mg) se apresentou na forma de um po
amorfo amarelo. O seu espectro de RMN *H (Figura 26, pagina 97) mostrou absor¢des entre on
6,15 a 7,66, caracteristicos de hidrogénios aromaticos (GOMES et al., 2011). Estas absorces,
aliadas aos relatos de isolamento de flavonoides na familia e na espécie em questdo (PINTO et

al., 2010), levaram a inferir a presenca deste nucleo.

Esta proposta foi fortalecida pela observacdo de um duplo dubleto em &4 7,53 (1H)
acoplando orto (J=8,4 Hz) com um dubleto em dn 6,88 (1H) e meta (J=2,4) com outro dubleto
em 6n 7,66 (1H), propondo um sistema aromatico do tipo ABX no anel B de flavonoides
(ALBUQUERQUE et al., 2014) (Tabela 03, pagina 96). Ainda, no espectro de RMN *H, foi
possivel observar dois outros dubletos em &4 6,15 e 6,37 (Figura 26, pagina 97) acoplando meta
com J=2,0 Hz, ambos integrando para 1H cada, indicando que o anel A da molécula
flavanoidica encontrava-se com substituices nas posicdes 5 e 7 (CHAVES et al., 2013) (Tabela
03, pagina 96).

Notou-se a auséncia de um singleto em 61 ~ 6,65 (1H) que geralmente é atribuido ao
hidrogénio H — 3 de flavonas (CHAVES et al., 2013) (Figura 26, pagina 97). Desta forma, levou
a sugerir que esta posicdo estaria substituida. No espectro de RMN H ndo foi verificado
absorcbes de hidrogénios de grupos metoxilicos e carbindlicos, o que indica que todos os
substituintes nos anéis A, B e C tratam-se de hidroxilas. Assim, essas anélises e os dados de
RMN 1H (Tabela 03, pagina 96) levaram a sugerir que Vp — 1 poderia se tratar da quercetina,

um flavonol 3,5,7,3”,4” pentahidroxilado.

O espectro de RMN 1C de Vp - 1, utilizando a técnica BB, fortaleceu a proposta
anterior ao apresentar 15 sinais de carbonos (Figura 27, pagina 98) (Tabela 03, pagina 100),
entre eles uma absorcéo em 6¢ 175,7 condizente com uma carbonila de cetona conjugada na
posicdo C — 4 (CHAVES et al., 2013) do nucleo da quercetina, em conjunto com 14 sinais para
carbonos aromaticos, sendo 9 carbonos nédo hidrogenados (6¢ 146,6, 135,6, 160,6, 164,6, 156,2,
102,7, 121,9, 145,1 e 147,7) (Figura 27, pagina 98) e 5 carbonos monohidrogenados (6¢ 98,3,
93,4, 115,6, 114,9 e 119,9) (Figura 27, pagina 98).
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A proposta da existéncia do sistema ABX foi ratificada pelos sinais em d¢ 115,6, 114,9
e 119,9 (Figura 27, pagina 98) condizentes com os carbonos monohidrogenados C —2°, C - 5’
e C -6, respectivamente (ALBUQUERQUE et al., 2014).

Ap06s comparacdes realizadas com os dados de RMN H e 13C — BB de Vp — 1 com
modelos da literatura (Tabela 03, pagina 96), pode-se afirmar que o composto se trata da

3,5,7,3’,4’ pentahidroxiflavona (quercetina), isolada pela primeira vez na familia Velloziaceae

(Figura 28).

Figura 28. Composto Vp -1

Fonte: Propria do autor.

Este composto bioativo é uma molécula versatil por apresentar diversas propriedades
farmacoldgicas, incluindo atividade antiviral, antioxidante, anticancer, neuroldgica,
antimicrobiana, cardiovascular, agente antiobesidade, protetora do sistema reprodutor,
hepatoprotetor e anti-inflamatério (MAALIK et al., 2014).
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Tabela 03. Dados de RMN *H e 13C de Vp — 1 (6, DMSO-ds, 400MHz e 100 MHz) em comparagdes com a quercetina (8, DMSO-ds, 500 e 125

MH?z) (LIU et al., 2010)

Vp-1 Quercetina

oH oc OH oc
1 - - - -
2 - 146,6 - 147,9
3 - 135,6 - 135,9
4 - 175,7 = 176,0
5 - 160,6 - 160,9
6 6,15 (d, J=2,0 Hz, 1H) 98,3 6,17 (d, J=2,0 Hz, 1H) 98,4
7 - 164,6 - 164,1
8 6,37 (d, J=2,0 Hz, 1H) 93,4 6,39 (d, J=2,0 Hz, 1H 93,5
9 - 156,2 - 156,3
10 - 102,7 - 103,2
I - 1219 - 122,1
2’ 7,66 (d,J=2,4 Hz, 1H) 115,6 7,66 (d, J=2,0 Hz, 1H) 115,2
3’ - 1451 - 145,2
4 - 147,7 - 147,0
5> 6,86 (d, J=8,4 Hz, 1H) 1149 6,87 (d, J=8,5 Hz, 1H) 1154
6 7,53 (dd, J=8,4e 2,4 119.9 7,53 (dd, J=8,0e2,0 1202

Hz, 1H)

Hz, 1H)

Fonte: Propria do autor.
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Figura 26. Espectro de RMN *H de Vp — 1 (6, DMSO-g¢, 400 MHz)
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Figura 27. Espectro de RMN 13C de Vp — 1 (6, DMSO-gs, 100 MHz)
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5.1.2.2 Identificacgao estrutural de Vp -2

A substancia identificada como Vp — 2 (8,0 mg), isolada em um Tr = 30,9 min,
apresentou-se na forma de um sélido amorfo amarelo com absorcGes no espectro de UV-Visivel
em 197 e 334 nm.

Absorc¢des entre 1 6,18 a 7,42 presentes em seu espectro de RMN tH (Figura 29, pagina
102), aliados a relatos de flavonoides isolados na espécie, além de compara¢bes com 0s
espectros de Vp — 1, permitiram inferir que a substancia em questdo poderia apresentar nlcleo

flavonoidico.

A proposta foi fortalecida pela presenca de um duplo dubleto em 6 7,39 (1H)
acoplando orto (J=8,4 Hz) com um dubleto em 61 6,89 (1H) e meta (J=2,4 Hz) com outro
dubleto em 61 7,42 (1H) (Figura 29, pagina 102). Assim como em Vp — 1, observou-se a
presenca de um sistema aromatico do tipo ABX no anel B de flavonoide (ALBUQUERQUE et
al., 2014) em Vp — 2 (Tabela 04, pagina 101).

Dois dubletos em 6+ 6,18 e 6,43 (Figura 29, pagina 111) acoplando meta com J=2,0
Hz, ambos integrando para 1H cada também foram observados, indicando substitui¢cbes nas
posicBes 5 e 7 do anel A do flavonoide (CHAVES et al., 2013) (Tabela 04, pagina 110).

Uma absor¢do em on 7,42 (1H) foi observada no espectro de RMN H (Figura 29,
pagina 102), caracteristico de hidroxila quelada na posi¢do 5 do anel A (TELES et al., 2015).

Ainda, diferentemente de Vp — 1, notou-se a presenca de um singleto em &n 6,65 (1H),
caracteristico de hidrogénio da posicdo 3 do anel C de flavona (GOMES et al., 2013). Assim,
essas analises e os dados de RMN H (Tabela 04, pagina 101) levaram a sugerir que Vp — 2

poderia se tratar da luteolina, uma flavona 5,7,3’,4’ tetrahidroxilada.

O espectro de RMN 13C — APT de Vp — 2, utilizando a técnica APT, ratificou a proposta
anterior ao apresentar 15 absorcdes para atomos de carbono (Figura 30, pagina 103) (Tabela
04, pagina 101). Um sinal caracteristico de carbonila de cetona conjugada (C — 4) (CHAVES
et al., 2013) foi observado em &¢ 181,6 (Figura 30, pagina 103). Outras 14 absorg¢6es foram
observadas, sendo 5 atribuidas a 6 carbonos monohidrogenados (d¢ 101,8, 98,9, 93,9, 113,2,
116,0 e 119,0) e 8 para carbonos ndo hidrogenados (163,9, 161,5, 164,4, 157,3, 103,6, 121,4,
145,8 e 149,8) (Figura 30, pagina 103).
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Os sinais em éc 113,2, 116,0 e 119,0 (Figura 30, pagina 103) evidenciaram a presenca
de um sistema ABX, condizentes com os carbonos monohidrogenados C —2°,C—-5"e¢ C -6,
respectivamente (ALBUQUERQUE et al., 2014).

O mapa de contorno HMQC de Vp — 2 (Figura 31, pagina 104) permitiu confirmar a
atribuicdo dos hidrogénios aos seus respectivos carbonos (Tabela 04, pagina 101).

Os dados obtidos foram comparados com dados de RMN H e 13C — APT com modelos
da literatura (Tabela 04, pagina 101), sendo possivel afirmar que o composto se trata da 2-(3,4-
dihidroxifenil)-5,7-dihidroxicromen-4-ona (luteolina), isolada pela segunda vez na espécie
(Figura 32).

Figura 32. Composto Vp — 2

Fonte: Propria do autor.

A luteolina é um composto com diversas atividades farmacoldgicas evidenciadas,
como: antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana, potencial para o tratamento do céancer,
diabetes, doencas neurodegenerativas (LOPEZ-LAZARO, 2009), cardioprotetora (LUO;
SHANG, LI, 2017) e anti-HIV (MEHLA; BIVARLKAR_MEHLA; CHAUHAN, 2011).
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Tabela 04. Dados de RMN *H e 3C de Vp — 2 (6, DMSO-ds, 400MHz e 100 MHz) em comparagdes com a luteolina (3, DMSO-ds, 500 e 125

MH?z) (LIU et al., 2010)

Vp-2 Luteolina

oH dc OH oc

1 - - - -
2 - 164,4 - 167,6
3 6,65 () 101,8 6,76 101,8
4 - 181,6 - 181,0
5 - 161,5 - 161,3
6 6,18 (d, J=2,0 Hz, 1H) 98,9 6,29 (d, J=2,0 Hz, 1H) 99,6
7 - 163,9 - 163,6
8 6,43 (d, J=2,0 Hz, 1H) 93,9 6,47 (d, J=2,0 Hz, 1H 94,8
9 - 157,3 - 157,5
10 - 103,6 - 102,3
1’ - 121,4 - 119,8
2’ 7,42 (d, J=2,4 Hz, 1H) 113,2 7,75 (d, J=2,2 Hz, 1H) 112,2
3’ - 145,8 - 146,4
4 - 149,8 - 152,0
5 6,89 (d, J=8,4 Hz, 1H) 116,0 6,90 (d, J=8,5 Hz, 1H) 115,8
6’ 7,39 (dd, J=8,4e2/4 119,0 7,61 (dd, J=8,5e 2,2 118,9

Hz, 1H) Hz, 1H)
OH-5 12,97 (s) - 12,93 (s) -

Fonte: Prépria do autor.



102

Figura 29. Espectro de RMN H de Vp — 2 (5, DMSO-g¢, 400 MHz)
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Figura 30. Espectro de RMN 13C de Vp — 2 (6, DMSO-gs, 100 MHz)
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Figura 31. Mapas de contorno HMQC de Vp — 2 (3, DMSO-¢s, 400 MHz)
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5.1.2.3 Identificagdo estrutural de Vp - 3

A substancia identificada como Vp — 3 (8,3 mg) foi isolada na forma de um solido

amarelo por cromatografia classica (CCDP) e purificada em cartucho com C-18.

O espectro de RMN *H (Figura 33, pagina 108) de Vp — 3 revelou sinais entre o 6,78
a 7,54 ppm, caracteristicos de hidrogénios aromaticos e/ou olefinicos (PINTO, 2015). Estas
absorces, associadas aos relatos de isolamento de acidos fendlicos na familia Velloziaceae
(BANG-JING et al., 2005), levaram a sugerir que a substancia poderia se tratar desta classe de

metabolito secundario.

Assim, a proposta foi fortalecida pela presenca de um par de dubletos em 6y 7,54
(J=16,0 Hz, 1H) e o1 6,23 (J=16,0 Hz, 1H) (Figura 33, pagina 108), tipicos de sistema trans-
alceno de derivados aromaticos Cs — C3 (REGASINI et al., 2008), atribuidos aos hidrogénios 7

e 8, respectivamente.

Os demais valores observados no espectro de RMN *H foram um duplo dubleto em 6n
6,94 (1H) acoplando orto (J=8,0 Hz) com um dubleto em 6+ 6,78 (1H) e meta (J=2,4 Hz) com
um dubleto em 64 7,03 (1H), atribuidos aos hidrogénios 6, 5 e 2, respectivamente (Figura 33,
pagina 108). Desta forma, estes dados levaram a sugerir a presenca de um anel aromatico 1,3,4-
trissubstituido (derivado do acido cinamico) (REGASINI et al., 2008).

O espectro de RMN 13C de Vp - 3, utilizando a técnica BB (Figura 34, pagina 109),
fortaleceu a proposta anterior, apresentando uma absorcdo de carbono acilico (8¢ 171,0) e de
carbonos metinicos aromaticos e/ou olefinicos em 6¢ 127,7 (C — 1), 115,0 (C - 2), 146,7 (C -
3),149,4 (C-4),116,4 (C-5), 122,8 (C-6), 147,0 (C—7) e 115,5 (C — 8) (Figura 34, pagina
109).

Os dados obtidos foram comparados com dados de RMN *H e 3C da literatura (Tabela
05, pagina 107), sendo possivel afirmar que Vp — 3 se tratava do &cido trans-3,4-dihidroxi-
cinamico (&cido caféico), isolado pela primeira vez na familia Velloziaceae (Figura 35, pagina
106).
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Figura 35. Composto Vp — 3 (&cido caféico)

Fonte: Propria do autor.

O acido caféico € um composto bioativo com experimentos in vitro e in vivo realizados
e inumeros efeitos fisiolégicos comprovados, como: antimicrobiana, antioxidante, anti-
inflamatorio, antiaterosclerética, antidiabética, cardioprotetora, hepatoprotetora, auxilia no

tratamento do cancer e atividade antihepatocarcinoma (ESPINDOLA et al., 2019).
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Tabela 05. Dados de RMN H e 3C de Vp — 3 (6, CD30D, 400MHz e 100 MHz) em comparac¢es com o acido caféico (8, CD30D, 500 e 125

MHz) (PINTO, 2015)

Vp-3 Acido caféico

oH oc OH oc
1 - 127,7 - 127,8
2 7,03 (d, J=2,4 Hz, 1H) 115,0 7,03 (d, J=2,0 Hz, 1H) 115,1
3 - 146,7 - 146,8
4 - 149,4 - 1494
5 6,78 (d, J=8,0 Hz, 1H) 116,4 6,77 (d, J=8,5 Hz, 1H) 116,1
6 6,94 (dd, J=2,4; 8,0 Hz, 122,8 6,92 (dd, J=2,0; 8,0 Hz, 122,8

1H) 1H)
7 7,54 (d, J=16,0 Hz, 1H) 147,0 7,52 (d, J=15,5 Hz, 1H) 147,0
8 6,23 (d, J=16,0 Hz, 1H) 115,5 6,21 (d, J=16,0 Hz, 1H) 1154
9 - 171,0 - 1711

Fonte: Propria do autor.
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Figura 33. Espectro de RMN H de Vp — 3 (6, CD30D, 400 MHz)
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Figura 34. Espectro de RMN 13C de Vp — 3 (6, CD30OD, 100 MHz)
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5.1.2.4 Identificacao estrutural de Vp — 4

O composto codificado como Vp —4 (6,0 mg) foi isolado na forma de um sélido branco

amorfo por cromatografia classica e purificado em cartucho com C — 18.

O espectro de RMN *H (Figura 36, pagina 113) apresentou absorc¢do para um Unico
singleto na regido de aromaticos em 6+ 7,06, sugerindo que a substancia poderia se tratar do
acido galico devido o valor caracteristico dos dois hidrogénios ligados a carbonos aromaticos
(s, H-2 e ao H-6) (Tabela 06, pagina 112) (MOURA; VILEGAS; SANTOS, 2011; ALVES,
2007; WYREPKOWSKI, 2014).

O espectro de RMN 13C, utilizando a técnica de BB (Figura 37, pagina 114), indicou a
presenca de 5 sinais, entre eles, o sinal em ¢ 170,4 de carbono ndo hidrogenado, referente a
carbonila ou &cido conjugado. Os sinais em dc 146,6 e 110,3 estavam apresentando intensidade
caracteristica para dois carbonos cada, sendo atribuidos aos C -3/ C-5e C-2e C - 6,
respectivamente. Os sinais em &¢ 121,9 e 139,5 foram atribuidos aos carbonos C — 1 e ¢ — 4,
respectivamente (ALVES, 2007; WYREPKOWSKI, 2014).

Os dados obtidos foram comparados com dados de RMN *H e 13C da literatura (Tabela
06, pagina 112) e suficientes para afirmar que o composto Vp — 4 se trata do acido 3,4,5-
trihidroxibenzoico (acido galico), isolado pela primeira vez na familia Velloziaceae (Figura 38,

pagina 127).

Figura 38. Composto Vp — 4 (acido galico)

Fonte: Propria do autor.

O éacido galico é um composto com diversas atividades farmacoldgicas testadas, sendo

evidenciado seu potencial antimicrobiano, antiviral, anti-inflamatério, tratamento da Ulcera
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géstrica, obesidade, diabetes, dislipidemias, antioxidante e no tratamento do céancer
(KAHKESHANI et al., 2019).
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Tabela 06. Dados de RMN tH e 13C de Vp — 4 (5, CD30D, 400MHz e 100 MHz) em comparagdes com o acido gélico (6, CD30D, 400 e 100 MHz)

(MARQUI, 2011)

Vp -4 Acido cafeico
OH oc OH oc
1 - 121,9 - 122,1
2 7,06 (s) 110,3 710 (s) 110,4
3 - 146,3 - 146,3
4 - 139,5 - 139,5
5 - 146,3 - 146,3
6 7,06 (s) 110,3 7,10 (s) 110,4
I’ - 170,4 - 170,6

Fonte: Propria do autor.
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Figura 36. Espectro de RMN H de Vp — 4 (6, CD30D, 400 MHz)
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Figura 37. Espectro de RMN 13C de VVp — 4 (6, CD30OD, 100 MHz)
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5.1.2.5 Identificacdo estrutural de Vp -5

O composto identificado como Vp — 5 (4,7 mg) foi isolado em um Tr=43,0 min, se
apresentando na forma de um solido amorfo e exibindo absorcdes no espectro de UV-Visivel
Mnm 195, 219, 242 e 328.

Observou-se, no espectro de RMN *H (Figura 39, pagina 120), sinais entre 6n 6,13,
7,49, 61 5,43 e 4,96 caracteristicos de protons em sistemas aromaticos e/ou olefinicos. No
espectro de RMN 13C, utilizando a técnica de BB (Figura 40, pagina 121) registrou-se a presenca
de 22 sinais correspondentes a 25 dtomos de carbonos, sendo 10 atribuidos a carbonos néo
hidrogenados, 13 a carbonos metinicos e 2 a carbonos metilénicos.

O espectro de RMN tH (Figura 41, pagina 122) mostrou a presenca de quatro dubletos
em dn 6,16 (1H), 6,24 (1H), 7,44 (1H) e 7,49 (1H), respectivamente, caracteristicos de prétons
a e facarbonilas, em uma configuracao trans (J=16,0 Hz). Outras absor¢es foram observadas
em &1 7,02 (sl, 2H), 6,97 (ddl, J=8,0; 1,5 Hz, 2H), 6,75 (d, J=3,5 Hz, 1H) e 6,73 (d, J=3,5 Hz,
1H), indicativos de dois sistemas ABX, 1,3,4 trissubstituidos. Corroborando com essa proposta,
visualizou-se sinais no espectro de RMN 13C (Figuras 42 e 43, paginas 123 e 124) em ¢ 125,8,
115,2, 148,9, 1459, 116,2, 121,8, 146,0, 114,1, 114,2, 166,1 e 166,4, sugerindo a presenca de
duas unidades cafeoilas na estrutura (NASSERI; EMAMI; MOJARRAB, 2019) (Tabela 07,
pagina 118).

Adicionalmente, o espectro de RMN *H (Figura 44, pagina 125) mostrou dois
multipletos em 61 2,15 — 2,09 (1H) e 1,87 — 1,84 (1H) que, segundo 0s mapas de contorno de
HSQC (Figura 45, pagina 126), exibiram uma correlacdo com 6¢ 38,5 (C — 2). Assim como
também, foi observado um singleto largo em 6+ 2,00 (2H) correlacionando com o carbono em
dc 38,0 (C — 6). Os deslocamentos quimicos em 61 4,17 (sl, 1H), 4,96 (dd, J=8,5;2,5 1,5, 1H) e
5,43 (sl, 1H), juntamente com as correlacdes observadas por HSQC (Figura 46, pagina 127)
com os carbonos em dc 68,2 (C — 3), 74,5 (C — 4) e 67,5 (C — 5), respectivamente, indicaram
que estdo ligados a carbonos oxigenados. Associado a isso, a presenca de 74,6 (C — 1) e da
carbonila de acido em 175,7 (C — 7) (Figura 47, pagina 128), infere na existéncia do acido
quinico na estrutura em questdo (NASSERI; EMAMI; MOJARRAB, 2019).

A desprotecao observada nos hidrogénios ligados a C — 4 e C — 5, aliadas aos mapas

de contorno HMBC (Figura 48, pagina 129), evidenciaram as correlacdes existentes entre H —
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4a2)comC—3/C—-5,a3)JcomosC -9 ea*)9”. Também se verificou correlagdes entre H
~52)JcomC—-4/C—-6,a3)Jcomo C—9"ea*)9 (Figura 49, pagina 130) (Tabela 07, pagina
118). Dessa forma, confirmou-se a insercdo dos grupos cafeoila nas posicdes 4 e 5 do &cido

quinico, demonstrando que VP — 5 tratava-se de um &cido clorogénico.

Os derivados clorogénicos podem se apresentar em diversas formas isoméricas, sendo
necessario definir a ligacdo da unidade cafeoila com o acido quinico. Nesse contexto, a
espectrometria de massas vem sendo amplamente utilizada como ferramenta eficaz que, por
meio do padr&o de fragmentacéo e intensidade dos fons produtos em EM? e/ou EM?3, contribuem
para a diferenciagédo de isdbmeros de posi¢do (CLIFFORD et al., 2003; CARVALHO, 2016).

Mediante o exposto, Vp — 5 foi analisado por IES — EM?, apresentando o pico base
m/z 515 [M — H]" (Figura 50, pagina 131), gerando em EM? o fon produto m/z 353 (100%) [M
— H - 163] (Figura 51, pagina 131), indicando a perca de uma unidade cafeoila. No espectro
EM?3 [515— 353] (Figura 52, pagina 131), foram observados os ions produtos: m/z 173 (100%)
[M—H-1807, inferindo a saida de cafeoila + H20; m/z 179 (78,85%) [M —H — 174], indicando
a perca de &cido quinico + H>O; m/z 191 (30,16%) [M — H — 162]", atribuido a saida da outra
unidade de cafeoila; e m/z 135 (9,11%) [M — H — 218]", correspondente a perca de H>O + acido
quinico + COO". Tendo como base os estudos de Clifford e colaboradores, também foi possivel
identificar a substancia como a 4,5-dicafeoil-quinico (Figura 53, pagina 132) (CLINFFORD et
al., 2003; CLINFFORD et al., 2007; CARVALHO, 2016). Os dados obtidos foram compilados
na Tabela 08 (pagina 133) e comparados com padrdes de fragmentacao da literatura.

Assim, de acordo com os dados de RMN *H, 13C e bidimensionais, IES-EM de Vp —5
foi possivel identificar o composto como um derivado clorogénico, o acido 4,5-di-O-E-cafeoil-
quinico (Figura 54, pagina 117), isolado pela primeira vez na familia Velloziaceae.
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Figura 54. Composto Vp — 5 (&cido 4,5-di-O-E-cafeoil-quinico)
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Ollimn

Fonte: Propria do autor.
O éacido 4,5-di-O-E-cafeoil-quinico é um derivado clorogénico com diversas
atividades biologicas comprovadas, como: antioxidante, DNA- protetiva (JIAN-GUO; QING-
PING; YU, 2012), antitussigeno, expectorante (QI-ZHEN et al., 2015), anti-inflamatéria (K1M

etal., 2017) e anti-HIV (TAMAYOSE et al., 2019).
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Tabela 07. Dados de RMN *H e 3C de Vp — 5 (8, DMSO-gs, 500MHz e 125 MHz) em comparag¢fes com o acido 4,5-dicafeoil-quinico (5, DMSO-
d6, 500 e 125 MHz) (NASSERI; EMAMI; MOJARRAB., 2019)

Vp-5 Acido 4,5-di-O-E-cafeoil-quinico
OH oc HMBC OH oc
1 - 74,6 - - 73,6
2 215-209(m, 385 C-1,C-4e 2,00 -2,20 37,5
1H) C—6 (m, 4H)
1,87 - 1,84 (m,
1H)
3 417(sl, 1H) 68,2 - 4,27 (m, 1H) 66,3
4 4,96 (ddd, 74,5 C-3,C-5e 5,04 (m, 1H) 73,3
J=8,5;2,51,5, C-o
1H)
5 543(l,1H) 67,5 C-4,C-6e 548 (m, 1H) 67,7
C-9/9”
6 2,00 (sl, 2H) 38,0 C-1,C-2, 2,00 -2,20 37,1
C-5eC—7 (m, 4H)
7 - 175,7 - - 174,8
1’ - 125,8 - - 125,5
2 7,02@l,1H) 1152 C-1,C-3e 7,06l 1H) 114,9
c-#4
3’ - 145,9 - - 145,6
4 - 148,9 - - 148,5
5> 6,73(d,J=3,5 1162 C-1’,C-3’, 6,78(d,J=7,5, 115,9
1H) C—4eC-6 1H)
6’ 6,95 (dd, 1218 C-2,C-4"e¢e 6.95(2H, m, 121,5
J=8,0; 1,5, 2H) C-5 H-6" and H-

6”)
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T 7,44 (d, 1460 C-1°,C-2, 7,47 (d, 1456
J=16,0, 1H) C-6,C-8¢ J=16,0, 1H)
c-o
8’ 6,24 (d, 1142 C-1'eC-9 6,26 (d, 113,6
J=16,0, 1H) J=16,0, 1H)
9 - 166,1 - - 165,6
1 - 1258 - - 1255
27 7,02(l,1H) 1152 C-17,C-3, 7,06 (sl, 1H) 114,9
C-47eC-5”
3” - 1459 - - 1456
47 - 148,9 - - 1485
5 6,75(d,J=3,5, 1162 C-17,C-3”, 6,78(d,J=75, 115,9
1H) C-47e¢C-6" 1H)
6”  695(dd, 1218 C-27,C—-4” 6.95(2H,m, 1215
J=8,0; 1,5, 2H) eC-5 H-6" and H-
6”)
7 7,49 (d, 1460 C-17,C-2",  1753(d, 1456
J=16,0, 1H) C-67,C-8" J=16,0, 1H)
eC-9”
& 6,16 (d, 1141 C-17eC-9”  6,18(d, 113,9
J=16,0, 1H) J=16,0, 1H)
9> - 166,1 - - 166,1

Fonte: Propria do autor.
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Figura 39. Espectro de RMN *H de Vp — 5 (3, DMSO-gs, 500 MHz)
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Figura 40. Espectro de RMN 13C de Vp — 5 (6, DMSO-gs, 125 MHz)
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Figura 41. Primeira expanséao do espectro de RMN *H de Vp — 5 (6, DMSO-g6, 500 MHz)
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Figura 42. Segunda expansao do espectro de RMN 3C de Vp — 5 (6, DMSO-ge, 125 MHZz)
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Figura 43. Terceira expanséo do espectro de RMN 3C de Vp — 5 (8, DMSO-gs, 125 MHZz)
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Figura 44. Terceira expanséo do espectro de RMN *H de Vp — 5 (5, DMSO-g6, 500 MHz)
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Figura 45. Mapas de contorno HSQC de Vp — 5 (6, DMSO-ge, 500 e 125 MHz)
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Figura 46. Primeira expansdo dos mapas de contorno HSQC de Vp — 5 (8, DMSO-gs, 500 e 125 MHz)
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Figura 47. Segunda expansao dos mapas de contorno HSQC de Vp — 5 (6, DMSO-ge, 500 € 125 MHz)
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Figura 48. Mapas de contorno HMBC de Vp — 5 (6, DMSO-ge, 500 e 125 MHz)
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Figura 49. Primeira expansdo dos mapas de contorno HMBC de Vp — 5 (8, DMSO-gs, 500 e 125 MHz)
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Figura 50. Espectro de Massas (IES — EM, modo negativo) de Vp — 5
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Fonte: Propria do autor.

Figura 51. Espectro de Massas (IES — EM?, modo negativo) de Vp — 5
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Figura 52. Espectro de Massas (IES —~EM3, modo negativo) de Vp —5
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Figura 53. Proposta de fragmentagdo de Vp — 5 (4,5-di-O-E-cafeoil-quinico, modo negativo)
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Tabela 08. Padrdes de fragmentacdo (modo negativo) obtidos do composto Vp — 5 e
comparados com o acido 4,5-di-O-E-cafeoil-quinico (CLIFFORD et al., 2003)

IES - EM?
Composto EM EM? EM?3
m/z (intensidade) m/z (intensidade) m/z (intensidade)
173 (100%)
179 (78,85%)
Vp-5 515 (100%) 353 (100%)
191(30,16%)
135 (9,11%)
o _ 173,6 (100%)
Acido 4,5-di-
. 179,4 (80%)
O-E-cafeoil- 515 (100%) 353 (100%)
. 191,6 (27%)
quinico

135,8 (11%)

Fonte: CLIFFORD et al., 2003.



134

5.1.2.6 Identificacdo estrutural de Vp - 6

O composto identificado como Vp — 6 (5,1 mg) foi isolado em um Tr=12,2 min, se
apresentando na forma de um solido amorfo e absor¢des no espectro de UV-Visivel A/nm 197
e 314.

No espectro de RMN *H (Figura 55, pagina 139) foi observado sinais entre oy 7,64 a
6,20, oH 5,41 a 5,29 e 61 3,99 a 2,21, que assim como Vp — 5, sdo caracteristicos de protons em
sistemas aromaticos e/ou olefinicos, sugerindo que a substancia também poderia se tratar de um
derivado clorogénico (PINTO et al., 2010). Dessa forma, a substancia também foi analisada por

IES — EM?® para auxiliar na identificacéo e atribuicio correta dos dados de RMN.

Os espectros de massas de baixa resolucdo de Vp — 6 foram registrados no modo de
ionizacdo negativo, apresentando o pico base m/z 515 [M — H] (Figura 56, pagina 140) e
compativeis com a presenca de derivados dicafeoilquinicos. Em EM? (Figura 57, pagina 140),
0 ion m/z 515 gerou trés ions produtos m/z 353 (100%) [M — H — 163], indicando a perca de
uma unidade de cafeoila; m/z 335 (15%) [M — H — 180]", inferindo a saida de cafeoila + H.O;
m/z 173 (4%) [M — H — 342]", correspondente a perca de cafeoila + H>O (CLIFFORD et al.,
2003).

No espectro EM? (Figura 58, pagina 140) [515— 353] foram observados os ions
produtos: m/z 173 (100%) [M — H — 1807, indicando a saida de cafeoila + H>O; m/z 179 (73%)
[M — H — 174], inferindo a perca de &cido quinico + H2O; m/z 191 (60%) [M — H — 162],
atribuido a saida da outra unidade de cafeoila; e m/z 135 (9%) [M — H — 218], correspondente
a perca de H>O + 4cido quinico + COO™ (CLIFFORD et al., 2003) (Figura 59, pagina 141).

Quando a intensidade de m/z 191 (EM?®) for maior que 60%, a substancia é identificada
como acido 3,4-dicafeoil quinico (CLINFFORD et al., 2003; CLINFFORD et al., 2007;
CARVALHO, 2016). Assim, os dados obtidos foram compilados na Tabela 09 (pagina 135) e

comparados com padrdes de fragmentacdo da literatura (Figura 73, pagina 158).
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Tabela 09. Padrdes de fragmentacdo (modo negativo) obtidos do composto Vp — 6 e
comparados com o Acido 3,4-di-O-E-cafeoil-quinico (CLIFFORD et al., 2003)

IES - EM?
Composto EM EM? EM?3
m/z (intensidade) m/z (intensidade) m/z (intensidade)
[515 — 353]
[515,06]
173 (100%)
353 (100%)
Vp-6 515,06 (100%) 179 (73%)
335 (15%)
191 (60%)
173 (4%)
135 (9%)
. _ 173,5 (100%)
Acido 3,4-di- 353,5 (100%)
) 179,5 (91%)
O-E-cafeoil- 515,7 (100%) 335,6 (16%)
_ 191,7 (53%)
quinico 173,7 (18%)

135,6 (14%)

Fonte: CLIFFORD et al., 2003

No espectro de RMN H foi observado a presenca de quatro dubletos em 64 6,24 (1H),
6,36 (1H), 7,57 (1H) e 7,64 (1H) caracteristicos de prétons o € B a carbonilas, em uma
configuracdo trans (J=16,0 Hz). Outras absorc6es foram observadas em o4 7,06 (d, J=2,0 Hz,
2H), 6,98 (tl, J=2,4, 1H), 6,96 (tl, J=1,6, 1H), 6,80 (d, J=3,6, 1H) e 6,78 (d, J=3,6, 1H),
corroborando com a presenca de dois aneis aromaticos 1,3,4 trissubstituidos (Figuras 60 e 61,
paginas 142 e 143).

O espectro de RMN H ainda mostrou um multipleto em 6n 2,36 — 2,28 (2H), atribuido
aos hidrogénios de um carbono sp® do &cido quinico. Dois multipleto em 64 5,41 e 5,28,
integrando para 1H cada, foram atribuidos aos dois protons oximetinicos, indicando que as
unidades de cafeoila estavam esterificando o acido quinico nas posi¢des 3 e 4, respectivamente
(Figura 62, pagina 144) (JASINSKI, 2010). A presenca do multipleto entre 61 2,16 — 2,21 foi
atribuido ao H — 6 (Figura 63, pagina 145).

O espectro de RMN 1C, utilizando a técnica de BB (Figura 64, pagina 146) mostrou
a presenca de 23 sinais correspondentes a 25 dtomos de carbonos, sendo 10 atribuidos aos
carbonos ndo hidrogenados, 13 aos carbonos metinicos e 2 sinais aos carbonos metilénicos.

Os deslocamentos em 6¢ 74,6 (C—-1),41,2(C-2),71,9(C-3),72,2(C-4),69,5(C
-5),35,6 (C—-6)e175,6 (C—7) (Figuras 65 e 66, paginas 147 e 148) demonstraram a presenca
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de uma unidade de acido quinico, sendo o valor da Ultima absorgéo caracteristico de carbonila
(JASINSKI, 2010).

J& os sinais em 6¢c 127,5,127,8, 115,1, 115,4, 146,8, 148,5, 149,7, 116,4, 116,7, 123,0,
147,1, 147,4, 114,8, 115,1, 168,7 e 167,9 (Figuras 79 e 80, paginas 164 e 165) indicaram a
presenca de duas unidades cafeoilas na estrutura (JASINSKI, 2010) (Tabela 10, pagina 137).

Os dados de RMN *H e 13C, além dos obtidos por IES — EM?® foram comparados com
modelos da literatura (Tabelas 09 e 10, paginas 152 e 154, respectivamente), identificando o
composto Vp — 6 como o acido 3,4-di-O-E-cafeoil quinico, isolado pela primeira vez na familia
Velloziaceae (Figura 67).

Figura 67. Composto Vp — 6 (&cido 3,4-di-O-E-cafeoil quinico)

HO COOH

Ollin

Fonte: Propria do autor.

O écido 3,4-di-O-E-cafeoil quinico é um composto bioativo com atividade anti-
inflamatéria (ABDEL MOTAAL et al., 2016), antitussigeno, expectorante (QI-ZHEN et al.,
2015), atividade antioxidante, DNA-protetiva (JIAN-GUO; QING-PING; YU, 2012) e anti-
influenza A (TEKEMURA et al., 2012) comprovada.
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Tabela 10. Dados de RMN tH e 3C de Vp — 6 (6, CD30D, 400 MHz e 100 MHz) em comparagdes com o &cido 3,4-dicafeoil-quinico (5, CDs0D,

300 e 75 MHz) (JASINSKI, 2010)

Vp-6

Acido3,4-di-O-E-cafeoil-

quinico
OH ocC OH ocC
1 i 74.6 i 76,8
2.36—2.28 (m,
2 2H) 4120 221 (m) 405
3 541(m, 1H) 71,9 5.70 (m) 69,3
5,13 (dd,
4 s28(mi) 722 o N 74,8
3,99 (dd,
: 5 J=6832Hz, 69,5 4,40 (m) 70,4
: 1H)
(@]
2.16-2.21 (m,
6 2H) e A 38,0
(m)
7 : 175,6 i 1793
I : 1275 : 127.7
. 7,06(d, 3=2,0
2 o 1151 6,95 (sl) 1153
3 : 146,8 : 146,7
& : 149,7 : 149.6
g e (&‘)]:3’6’ 1167 6,95 (sl) 116,6
6,98 (tl, J=2.4, 6.86 (d, J=3,0
6 1 123,0 ) 123,2
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747(d
. 764(d 14,
T leoaw W74 J=IS5Hz 147,4
1H)
. 636(d, 6,71 (d, J=9,0
R PSR ELX! ) 114,9
9 i 168,7 : 168,6
1 : 1278 ; 1278
g 108 (2‘1;';:2'4’ 1154 6,99 (sl, 1H) 115,3
3> i 146,8 : 146,7
AR : 1495 : 1496
. 6.78(d, =36, 6.7 (d, 3=9,0
5 i 116,4 ) 116,6
6,96 (t, =16, 6.88 (d, J=3,0
6 B 123,0 o 123,2
757 (d
757 (d A
7 057, 1471 J=16,0 Hz, 1477
3=16,0, 1H) ot
. 6,24 (d,
8 soahy 148 627(m) 114,9
9> i 167,9 : 168,7

Fonte: Propria do autor.
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Figura 55. Espectro de RMN H de Vp — 6 (6, CD30D, 400 MHz)
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Figura 56. Espectro de Massas (IES-EM, modo negativo) de Vp — 6
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Fonte: Propria do autor.

Figura 57. Espectro de Massas (IES-EM?, modo negativo) de Vp — 6
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Fonte: Propria do autor.

Figura 58. Espectro de Massas (IES-EM3, modo negativo) de Vp — 6
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Fonte: Propria do autor.
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Figura 59. Proposta de fragmentagéo de Vp — 6 (3,4-di-O-E-cafeoil-quinico, modo negativo)
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Figura 60. Primeira expansdo do espectro de RMN tH de Vp -6 (6, CD30D, 400 MHz)
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Figura 61. Segunda expansao do espectro de RMN *H de Vp — 6 (3, CD30D, 400 MHz)
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Figura 62. Terceira expansdo do espectro de RMN *H de Vp — 6 (5, CD30D, 400 MHz)

*H NPA 000024 Anderson

T OO o ™M N N

MeOD QY GO PN IS - oNO D
Op.Marcelo O\_ a N O\. oo_ /~N N .D.
o o35 o o o3 o3

//

— T S e

(o)) ()] N M~

O': o ~—i v—! M mM

y . \ . ; . — ; . =1 P = P ok T ;
4.30 4.25 4.20 4.15 4.10 4.05 4.00 3.90 3.85 3.80 3.75 3.70 3.65 3.60

3.95
f1 (ppm)

Fonte: Propria do autor.



145

Figura 63. Quarta expansao do espectro de RMN *H de Vp — 6 (6, CD30D, 400 MHz)
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Figura 64. Espectro de RMN 13C de Vp — 6 (6, CD30D, 100 MHz)
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Figura 65. Primeira expansao do espectro de RMN 3C de Vp — 6 (5, CD30D, 100 MHz)
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Figura 66. Segunda expansao do espectro de RMN 3C de Vp — 6 (5, CD30D, 100 MHz)
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5.1.2.7 Identificacéo estrutural de Vp -7

O composto nomeado como Vp —7 (4,2 mg), isolado em um Tr=16,0 min, apresentou-
se na forma de um sélido amorfo e absor¢des no espectro de UV-Visivel A/nm em 199, 212,
237 e 321.

Semelhante a Vp — 5 e Vp — 6, 0 seu espectro de RMN H (Figura 68, pagina 154)
também apresentou absorcGes caracteristicas de protons em sistemas aromaticos e/ou olefinicos
entre 61 7,50 a 6,10, dH 5,38, a 4,19 e 61 3,64 a 1,82, sugerindo que a substancia também se
tratava de um derivado clorogénico (LIU et al., 2013). Para identificar e atribuir corretamente
os dados de RMN, o composto Vp — 7 foi analisado por IES — EM3,

Os espectros de massas de baixa resolucdo de Vp — 7 também foram registrados no
modo de ionizagdo negativo, apresentando o pico base m/z 515 [M —H]" (Figura 69, pagina 155)
e compativeis com a presenca de derivados dicafeoilquinicos. Em EM? (Figura 70, pagina 155),
0 padrdo de fragmentacdo se apresentou diferente de VP — 5 e Vp — 6, gerando trés ions
produtos: m/z 353 (100%) [M — H — 162], indicando a perca de uma unidade de cafeoila; m/z
335 (31%) [M — H — 1807, inferindo a saida de cafeoila + H20; m/z 179 (4%) [M — H — 3427,
correspondente a perca de cafeoila + H20 + acido quinico (CLIFFORD et al., 2003;
WIANOWSKA,; GIL, 2019). Os dados obtidos foram compilados na Tabela 11 e comparados
com padrdes de fragmentacdo da literatura (Figura 71, pagina 156), identificando a substancia
como &cido 1,3-O-dicafeoil quinico (WIANOWSKA; GIL, 2019).

Tabela 11. Padroes de fragmentacdo (modo negativo) obtidos do composto Vp — 7 e
comparados com o acido 1,3-di-O-E-cafeoil-quinico (WIANOWSKA; GIL, 2019)

IES - EM?
Compostos EM EM?
m/z (intensidade) m/z (intensidade)
[515]
353 (100%)
Vp -7 515 (100%) 335 (31%)
191 (6%)

179 (53%)
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353 (100%)

Acido 1,3-di-
) 335 (>30%)
O-E-cafeoil- 515,7 (100%)
. 191 (<10%)
quinico

179 (> 50%)

Fonte: Propria do autor.

No espectro de RMN H foi observado a presenca de quatro dubletos em 64 6,14 (1H),
6,22 (1H), 7,49 (1H) e 7,52 (1H) caracteristicos de prétons a e S a carbonilas, em uma
configuracdo trans (J=16,0 Hz) (Figura 72, pagina 157). Outras absorcfes foram observadas
em 8x 6,22 (d, J=2,0 Hz, 1H), 6,93 (d, J=2,0 Hz, 1H), 6,52 (d, J=8,5, 1H), 6,67 (dl, J=8,0, 1H),
6,63 (dd, J=8,5; 2,0, 1H) e 6,76 (dd, J=8,5; 2,0, 1H), corroboram com a presenca de dois anéis
aromaticos 1,3,4 trissubstituidos (Figuras 72 e 73, paginas 157 e 158) (LIU et al., 2013)

O espectro de RMN *H ainda mostrou um duplo dubleto em 6 2,34 (J=16,0; 3,0 Hz,
H-2a) e um duplo tripleto on 2,93 (J=16,0; 3,0 Hz, H-2b) (Figura 74, pagina 159) atribuidos aos

hidrogénios do carbono sp® do &cido quinico (LIU et al., 2013).

A presenca de apenas um duplo dubleto sofrendo desprotecdo em 61 5,41, integrando
para 1 H, atribuido ao proton oximetinico, indica que as duas unidades de cafeoila estavam
esterificando o &cido quinico nas posi¢des 3 e 1 (Figura 73, pagina 175) (LIU et al., 2013). A
presenca de um duplo dubleto em &4 1,90 (J=14,0;11,5 Hz, 1H, H-6a) e um duplo tripleto em
OH 2,54 (J=14,0; 3,5 Hz, 1H, H-6b) foram atribuidos aos hidrogénios H — 6 (Figura 88, pagina
176).

O espectro de RMN 13C, utilizando a técnica de BB (Figura 75, pagina 160) mostrou
a presenca de 25 absorcOes para atomos de carbonos, sendo 10 atribuidos a carbonos néo

hidrogenados, 13 a carbonos metinicos e 2 a carbonos metilénicos.

Os deslocamentos em 6¢ 81,3 (C—1),32,9(C-2),72,9(C-3),75,2(C-4),67,9(C
—-5),41,2(C—-6)e174,9 (C-7) (Figuras 76 e 77, paginas 161 e 162) demonstraram a presenca
de uma unidade de acido quinico, sendo o valor da Gltima absor¢éo caracteristico de carbonila
(LIU et al., 2013) (Tabela 12, pagina 152).

Ja os sinais em ¢ 127,4, 115,2, 146,4, 146,7, 149,2, 149,2, 116,0, 116,5, 122,0, 122,9,
147,1, 147,5, 115,3, 115,4, 167,8 e 168,8 (Figuras 77 e 78, paginas 162 e 163) indicaram a
presenca de duas unidades cafeoilas na estrutura (JASINSKI, 2010).
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Os dados de RMN H e 13C, além dos obtidos por LC — MS/MS foram comparados
com modelos da literatura (Tabelas 11 e 12, paginas 166 e 169, respectivamente), identificando
0 composto Vp — 7 como o &cido 1,3-di-O-E-cafeoil quinico (cinarina), isolado pela primeira

vez na familia Velloziaceae (Figura 79).

Figura 79. Composto Vp — 7 (acido 1,3-di-O-E-cafeoil quinico)

OH

Ollin
T

Fonte: Propria do autor.

Ha relatos na literatura que em testes realizados tanto em animais quanto em humanos
gue o acido 1,3-di-O-E-cafeoil quinico possui atividade hipolipémica, colerética, colagoga,
hepatoprotetora e antioxidante, sendo um composto encontro na Cynara scolymus L.

(alcachofra) (NOLDIN et al., 2003).
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Tabela 12. Dados de RMN H e 33C de Vp — 7 (8, CD30D, 500 MHz e 125 MHz) em comparag¢6es com o &cido 1,3-di-O-E-cafeoil-quinico (5,

CD30D, 600 e 150 MHz) (LIU et al., 2013)

Vp-7 Acido 1,3-di-O-E-cafeoil quinico
OH oc OH oc
1 : 81,3 : 80,6
o A
J=16,0:3,0 Hz) 1H e
2 - Ha 329 292 (dt, J=15,6; —
291 (dt, J=16,0 & Y
3,0 Hz) 1H - H2b )
5,38 (dd, J=7,0;3,5 5,42 (q, 3=3,2
3 Hz) 1H 2.9 Hz) 1H 732
3,64 (dd, J=9,5; 3,5 394 (dd, J=9,5;
: Hz) 1H 2 "30Hz)1H e
o 4,34 (ddd,
5 4’1%50(_‘15‘13’;2‘)1;"? 67,9 J=10,8; 9,6 3,2 68,2
05, Hz) 1H
A
J=14,0:115 Hz) 1H Had) S
6 “Hea 412 e MO0 41,2
2,54 (dt, 3=14,0; v
3,5 Hz) 1H - Heb L
7 : 174,9 : 176,2
r : 1274 : 1274
. 682(d, J=20H2) 7,02 (d, =18
2 o sz PO 115,0
5 : 1464 : 1466
g : 149,2 : 1495
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6,52 (d, J=8,5 Hz)

5° e 116,0 ] 116,0
. 6,61(dd, J=85; 2,0 6,79 (dd, J=7.8;

6 Hz) 1H 1220 4 g Hz) 1H 122,8
. 7.49(d, J=16,0 Hz) 7.56 (d, 1=15.6

7 " 1471 dehm 1475
: _ 6.24 (d, J=15.6

8 6,22 (d, 1=16,0) 1H 1153 o 1 1155

9 i 1678 - 1676

1 i 1274 i 1275
. 6.93(d J=2.0 Hz) 7,05 (d, J=1,8

2 - 1152 e 1156

37 i 1467 i 1468

4 : 149 6 - 1498
. 665 (dl J=8,0 H2) 6.86 (d, J=7.8

5 A 1165 ) 1165
. 676(dd, J=8,5. 2.0 6,97 (dd, J=7.8

6 Hz) 1H 1229 2nd 1.8 Hz) 1H 123,0
. 7.52(d, J=16,0 Hz) 7.62 (d, 1=15.,6

7 " 1475 AEbt 1478
N ~ 6,36 (d, J=15,6

8 6,14 (d, =155) 1H 1154 ks 1156

9 i 1688 i 168.6

Fonte: Propria do autor.
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Figura 68. Espectro de RMN H de Vp — 7 (6, CD30D, 500 MHz)
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Figura 69. Espectro de Massas (IES-EM, modo negativo) de Vp —7
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Figura 70. Espectro de Massas (IES-EM?2, modo negativo) de Vp — 7
lllh'ﬂs, NPA_00029_NEG_MS2 0 -M52{315.00), 0. Smin ¥19)
x
| B
5501
349
2+ 1
a0
l.
5502
1
1 s
I’J(i!” 4!)..07
0 L .~ P A T~ A "
100 150 200 250 200 350 400 450 ez

Fonte: Prépria do autor.
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Figura 71. Proposta de fragmentagdo de Vp — 7 (1,3-di-O-E-cafeoil-quinico, modo negativo)
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Fonte: Adaptacdo de CLINFFORD et al., 2003.
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Figura 72. Primeira expansao do espectro de RMN *H de Vp — 7 (3, CD30D, 500 MHz)
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Figura 73. Segunda expansao do espectro de RMN *H de Vp — 7 (3, CD30D, 500 MHz)
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Figura 74. Terceira expanséo do espectro de RMN *H de Vp — 7 (5, CD3OD, 500 MHz)
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Figura 75. Espectro de RMN 13C de Vp — 7 (6, CD30D, 125 MHz)
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Figura 76. Primeira expansao do espectro de RMN 3C de Vp — 7 (6, CD30D, 125 MHz)
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Figura 77. Segunda expansao do espectro de RMN 3C de Vp — 7 (6, CD30D, 125 MHz)
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Figura 78. Terceira expansdo do espectro de RMN 3C de Vp — 7 (6, CD30D, 125 MHz)
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5.1.2.8 Identificacédo estrutural de Vp - 8

O composto identificado como Vp — 8 (5,5 mg), isolado da fase acetato de etilaem um
Tr=16,1 min, mostrou-se na forma de um sélido amorfo com absorc¢des no espectro de UV-
Visivel A/nm 204, 220 e 321.

Assim como nos espectros de RMN *H de Vp — 5, 6 e 7, 0 composto Vp — 8 (Figura
80, pagina 168) exibiu sinais caracteristicos de protons em sistemas aromaticos e/ou olefinicos
entre 8y 7,57 a 6,24, 61 5,34, a 4,18 a 3,30 e dn 2,25 a 2,05, sugerindo que o composto poderia
se tratar de um derivado clorogénico (BATISTA et al., 2014). Como realizado com os derivados
clorogénicos anteriores, Vp — 8 foi analisado por IES — EM? para correta identificagio e
atribuicdo dos dados de RMN.

Os espectros de massas de baixa resolucdo de Vp — 8 foram registrados no modo de
ionizacdo negativo, apresentando um pico base m/z 353 (100%) (Figura 81, pagina 169) e

compativeis com a presenca de derivado cafeoilquinico.

Em EM? (Figura 82, pagina 169), os fons produtos formados foram: m/z 190 (100%)
[M —H —162], indicando a perca da unidade cafeoila; m/z 179 (5%) [M — H — 174], inferindo
a saida de H2O + &cido quinico; m/z 173 (2%) [M — H — 180]", correspondente a perca de H.O
+ acido quinico + COO" (CLIFFORD et al., 2003).

A diferenca da unidade cafeoila na posi¢do 3 ou 5 na estrutura do clorogénico pode ser
identificada pela intensidade (%) de formac&o do pico em m/z 179. A posi¢do 5 detém uma
fraca intensidade de ~5%. Ja a posi¢do 3 possui uma intensidade media de (~50%) (CLIFFORD
et al., 2003). Assim, os dados obtidos de massas foram compilados na Tabela 13 (pagina 165)
e comparados com padrdes de fragmentacéo da literatura (Figura 83, pagina 170), identificando
a substancia como acido 5-O-E-cafeoil quinico (CLIFFORD et al., 2003).

Observou-se no espectro de RMN *H dois dubletos em 64 7,57 (1H) e 6,27 (1H)
caracteristicos de prétons « e £ a carbonila, em configuracdo trans (J=16,0 Hz) (Figura 84,
pagina 171). Outros sinais observados em 64 7,05 (sl, 1H), 6,79 (d, J=8,0 Hz, 1H) e 6,95 (dlI,
J=8,5, 1H) corroboram a presenca de um anel aromatico 1,3,4 trissubstituido (Figura 84, pagina
171) (BATISTA et al., 2014)
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Tabela 13. Padrdes de fragmentacdo (modo negativo) obtidos do composto Vp — 8 e
comparados com Acido 5-O-E-cafeoil-quinico (CLIFFORD et al., 2003)

IES — EM?
Compostos EM EM?2
m/z (intensidade) m/z (intensidade)
[353]
191 (100%)
Vp-8 353 (100%)
179 (5%)
173 (2%)
Acido 5-O-
_ 191 (100%)
E-cafeoil- 353 (100%)
. 179 (4%)
quinico

Fonte: CLIFFORD et al., 2003.

Ainda, no espectro de RMN *H, observou-se a presenca de dois dubletos largos em 6n
2,18 (J=13,0 Hz, 1H) e em 6n 2,25 (J=12,5 Hz, 1H) e um tripleto largo em &n 2,09 (J=10,5 Hz,
2H) que foram atribuidos aos hidrogénios do carbono sp® do acido quinico (Figura 85, pagina
172) (BATISTA et al., 2014). A presenca de apenas um duplo duplodubleto sofrendo
desprotecdo em 6w 5,36 (J=4,0, 9,0 e 17,5 Hz, 1H) foi atribuido ao préton oximetinico,
indicando que a unidade de cafeoila estava esterificando o acido quinico na posicdo 5 (Figura
86, pagina 173) (BATISTA et al., 2014).

A presenca de um dubleto largo em 6n 4,18 (J=3,0 Hz, 1H) e de um duplo dubleto em
OH 3,74 (J=2,0; 8,5 Hz, 1H) foram atribuidos aos hidrogénios H — 3 e H — 4, respectivamente
(Figura 86, pagina 173).

Os dados de RMN *H e IES — EM? foram comparados com modelos da literatura
(Tabelas 13 e 14, paginas 165 e 167, respectivamente), identificando o composto Vp — 8 como
0 acido 5-O-E-cafeoil quinico, isolado pela primeira vez na familia Velloziaceae (Figura 87,
pagina 166).
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Figura 87. Composto Vp — 8 (acido 5-O-E-cafeoil quinico)
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Fonte: Propria do autor.

O é&cido 5-O-E-cafeoil quinico é uma substancia dotada de potencial antioxidante,
efeito antiproliferativo frente ao adenocarcinoma de c6lon humano (MURAD, 2013), possuli
potencial aplicacdo no tratamento de envenenamento por serpentes (TOYAMA et al., 2014) e

atuou inibigéo o crescimento celular na linhagem de cancer de mama MCF7 e MDA-MB-231

(BENDER et al., 2018).
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Tabela 14. Dados de RMN tH de Vp — 8 (6, CD30D, 500 MHz) em comparagdes com o &cido 5-O-E-cafeoil-quinico (5, CDsOD, 300 MHz)

(BATISTA et al., 2014)

HO COOH

Vp-8 Acido 5-O-E-cafeoil-quinico
oH OH
1 - -
2,18 (dI, =13,0 Hz, 1H)
2 995(dl J=12.,5 Hz, 1H) L =22, s
3 418(dl, J=3,0 Hz, 1H) 4,16 (dI, J=3,0 Hz, 1H)
g 374 lefl')o ©85H2 5370(dd, 9=10,0 € 3,0 Hz, 1H)
s 536(ddd,J=40,90e 535 (ddd, J=10,,10,0 e 42 Hz,
17,5 Hz, 1H) 1H)
6 2,09 (tl, J=10,5 Hz, 2H) 1,98 — 2,24 (m, 1H)
7 - -
B - -
2 7,05 (sl, 1H) 7,03 (d, J=1,8 Hz, 1H)
37 - -
4 - -
5 6,79 (d, J=8,0 Hz, 1H) 6,78 (d, J=8,1 Hz, 1H)
6 6,95 (dl,J=8,0 Hz, IH) 6,93 (dd, J=1,8 e 8,0 Hz, 1H)
7 7,57 (d, J=16,0 Hz, 1H) 7,58 (d, J=15,9 Hz, 1H)
8 6,27 (d, J=16,0 Hz, 1H) 6,28 (d, J=15,9 Hz, 1H)
9’ - -

Fonte: Propria do autor.
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Figura 80. Espectro de RMN H de Vp — 8 (6, CD30D, 500 MHz)

50T
LL0°T
860°C
€91°C/
88T TF————
8¢C'T
TaEE
0T€°E
L

ShLEL e

6.1
S8Ty
626
Zees|
THE'S |
6vE’'S

LYT9

6LT'9" -

PLL9

06,9,

9€6'9
756'9 o
0s0°2
18 VA
€45

*H NPA 000025 Anderson

MeQD
Op.Marcelo

OH

(12
&mo.ﬁ
L0°T

“$0'T
=201

‘e0'1
/00'T

=540’

: \20'1
) /60°T
10T

-0.!

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

10.0

Fonte: Propria do autor.



169

Figura 81. Espectro de Massas (IES-EM, modo negativo) de Vp —8

Inens
x1074

0s

02n

1909%

%0

..lll |

S1504

0707

a1

NEA_OO0I% NEG.W M5, O 2rmin n)

000

A00

Fonte: Propria do autor.

)

1000 ) 1200 X 1400 "

Figura 82. Espectro de Massas (IES-EM?, modo negativo) de Vp — 8

Intens, NPA_00025_NEG_MS2.d: -M52(353.00). 0. 1min #4)

X108

1
19091

64

a4

2.

1
147890
17293

8 9 - | -
150 175 200 225 275 300 a25 mwz

Fonte: Prépria do autor.



170

Figura 83. Proposta de fragmentagéo de Vp — 8 (5-di-O-E-cafeoil-quinico, modo negativo)
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Figura 84. Primeira expansao do espectro de RMN *H de Vp — 8 (3, CD30D, 500 MHz)
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Figura 85. Segunda expansao do espectro de RMN *H de Vp — 8 (3, CD30D, 500 MHz)
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Figura 86. Terceira expansdo do espectro de RMN *H de Vp — 8 (5, CD30D, 500 MHz)
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5.1.2.9 Identificacdo estrutural de Vp -9

O composto Vp — 9 (28,2 mg) foi isolado a partir da fase acetato de etila na forma de
um sélido amorfo amarelo, tanto por cromatografia classica (22,2 mg) como por CLAE (6,0
mg), em um Tr=54,5 min e apresentando absor¢des no espectro de UV-Visivel A/nm 198, 268
e 334.

O EMAR do composto Vp — 9 apresentou um ion da molécula desprotonada em m/z
537,0847 Da [M — H] (Figura 88), compativel com a férmula molecular C3oH17010 (erro de 3,7
ppm, valor calculado 537,0827 Da).

Figura 88. Espectro de massas de alta resolu¢do do composto Vp — 9

S, 7.4min #d42

C30H1TO10
537.0847

112.9857 ZE?.FISSQ 10?5I.I1 128

Fonte: Propria do autor.

O espectro de RMN *H (Figura 89, pagina 180), obtido em DMSO-¢s, exibiu absorcbes
entre on 6,05 a 8,24, caracteristicos de hidrogénios aroméaticos (GOMES et al., 2011). O valor
dessas absorcoes, juntamente com o seu aspecto fisico e o relato de isolamento de biflavonoides
nesta especie, sugeriu que VP — 9 poderia pertencer a esta classe de metabdlito secundario
(PINTO et al., 2010). A presenca de dois singletos de hidroxilas queladas em 61 13,04 e 13,17

reforcaram essa proposta (Figura 90, pagina 181).

Dois dubletos foram observados em 6 6,15 (d, J=2,0 Hz, 1H) e 6,30 (d, J=2,0 Hz,
1H) (Figura 91, pagina 182), ambos com acoplamento meta, correspondentes aos hidrogénios
H-6 and H-8, respectivamente, indicando que o anel A | do flavonoide encontrava-se
substituido nas posigdes 5 e 7. Observou-se ainda um duplo dubleto em &4 8,01 (dd, J=8,5; 2,5
Hz, 1H, H-6"), acoplando orto com um dubleto em 64 6,92 (d, J=9,0 Hz, 1H, H-5') e meta com
um dubleto em on 8,24 (d, J=2,5 Hz, 1H, H-2") (Figuras 91 e 92, paginas 182 e 183), condizentes



175

com os hidrogénios H-6", H-5 ¢ H-2’, respectivamente, do anel B I de um flavonoide com
sistema ABX.

Ainda no espectro de RMN tH observou-se um singleto em 61 6.05 que foi atribuido ao
H-6"" do anel A 11, refor¢ando a possibilidade de unido C-3'e C-8°’. A presenga de dois dubletos
em 6w 7,66 (d, J=8,5 Hz, 2H) e 6,57 (d, J=9,0 Hz, 2H) (Figuras 91 e 92, paginas 182 e 183),
acoplando orto e integrando para 2H cada, estdo condizentes com H-2’"’/H-6’"" e H-3"’/H-

577, respectivamente, do anel B II de um flavonoide com sistema AA' BB'.

A presenca de dois singletos em 6 6,76 e 6,68 foram atribuidos as posices H— 3 e H

—3”? dos aneis C I e C I, respectivamente, do composto (Figura 91, pagina 182).

No espectro de RMN 13C (Figura 93, pagina 184), utilizando a técnica de APT, foi
possivel identificar 27 sinais equivalentes a 30 atomos de carbono, sendo 17 sinais

correspondentes a 18 carbonos ndo hidrogenados e 10 sinais referentes a 12 carbonos metinicos.

Sinais em ¢ 123,1 e 106,7 (Figura 94, pagina 185) comparados com dados da literatura
(DEVKOTA; MIYAZAKI; YAHARA, 2017), indicaram que a substancia se tratava de um

biflavonoide com a unido de C-3’ (anel B I) com C-8”’ (anel A II).

A auséncia de sinal em dc ~93,8, juntamente com os sinais em 6¢ 160,5 (C-5"), 164,0
(C-7) e 106,7 (C-8°") (Figuras 95 e 94, paginas 186 e 185), sugeriram que o anel A 1l é
pentassubstituido. A proposta da existéncia do sistema AA'BB' foi fortalecida pela presenca e
amplitude dos sinais 6c 128,1 e 115,5 (Figura 94, pagina 185), referentes aos carbonos C-2"’/C-

6’’’ e C-3"’/C-5""’, respectivamente.

As absorcGes em oc 131,4, 119,1 e 126,6 (Figura 94, pagina 185) evidenciaram a
presenca de um sistema ABX, condizentes com os carbonos monohidrogenados C —2°, C - 5’

e C -6’ do anel B I, respectivamente.

A presenca dos sinais de carbonos metinicos em 6¢ 102,0 (C — 3) e 102,4 (C — 3”)
(Figura 94, pagina 185), bem como os observados em 6c 181,6 (C—4) e 181,6 (C—4"’) (Figura
95, pagina 186), sugerem que o composto possui ndcleos do tipo flavona e se tratava da

amentoflavona.

Os mapas de contorno HMQC de Vp — 9 (Figura 96, pagina 187) e sua expansdo
(Figuras 97, pégina 188) permitiram confirmar a atribuicdo dos hidrogénios aos seus
respectivos carbonos (Tabela 15, pagina 178).
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Os mapas de contorno HMBC de Vp — 9 (Figura 98, pagina 189) e suas expansdes
(Figuras 99 e 100, péginas 190 e 191) confirmaram a unido C-3’ (anel B I) com C-8’’ (anel A
I1) ao exibir correlacbes do hidrogénio metinicoH -2’ a3JcomC—-2,C -6’ ¢ C -8’ (Tabela
15, pagina 178).

Assim, os dados obtidos (RMN *H, 33C, HMQC e HMBC e EMAR foram comparados
com dados de RMN *H e 13C com modelos da literatura (Tabela 15, pagina 178), onde € possivel
afirmar que o composto se trata da amentoflavona (Figura 102), reisolada pela segunda vez na
espécie (WILLIAMNS et al., 1987; PINTO et al., 2010).

Figura 102. Composto Vp — 9 (amentoflavona)

Fonte: Propria do autor.

A complexidade dos espectros de um composto biflavonoidico, em que se observa
duplicacdo e pareamento de muitos sinais, € explicada pelo atropoisomerismo. Porém, esse
fendmeno, oriundo da palavra grega atropos (sem rotacao), € atribuido a um estereoisomerismo
caracteristico de sistemas onde a rotacdo livre em torno de uma ligacdo simples é impedida,
gerando uma barreira energética elevada, de modo a permitir o isolamento ou simplesmente a
deteccdo dos diferentes rotdmeros, chamados atropoisémeros e € mais comum cujas unidades
estdo interligadas atraves dos carbonos C —3 — C — 8’ (FRAGA et al., 2007; FERNANDES,
2010).
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Porém, no espectro de RMN H (8, DMSO-ds, 500MHz), quando realizado com a
quantidade de 8,0 mg de Vp — 9 a uma temperatura de 25°C, observou-se a duplicacdo dos picos
referentes as hidroxilas queladas. Entéo, sob aquecimento, buscou-se fornecer calor para evitar

a alta energia de rotacdo que pode duplicar sinais espectrais.

Com um aumento das faixas de temperatura (25°C, 40°C, 50°C e 80°C), observou-se
aproximacdo dos sinais duplicados, coalescéncia (pico Unico) e obtencdo de um sinal simples
com absorcao correspondente a frequéncia central a duas existentes anteriormente (Figura 101,

pagina 192).

A amentoflavona (Vp — 9) é descrita na literatura com diversas potencialidades
bioldgicas, destacando-se: antimicrobiano, antifingico, analgésico, antimalarico,
antiparkinsoniano, hepatoprotetor (BAIS; PRASHAR, 2015), antioxidante, anti-inflamatoria e
antidiabética (YU et al., 2017). Ainda, foi relatado que a amentoflavona protege o pulméo do
estresse oxidativo em ratos (ZONG; ZHANG, 2017).



Tabela 15. Dados de RMN H e 13C de Vp — 9 (3, DMSO-ds, 500MHz e 125 MHz) em comparacdo com a amentoflavona (6, DMSO-dg, 300 e 75

MHz) (DEVKOTA; MIYAZAKI; YAHARA, 2017)
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Vp-9 Amentoflavona

OH ocC HMBC OH ocC

2 - 164,5 - - 163,9
C-2,C-4,

3 6,76 (s, 1H) 102,0 C 10ec_ 1’ 6,82 (s, 1H) 102,5
4 - 181,6 - - 181,6
5 - 162,9 - - 161,3
6 615 J=20 1H) 988 €-5C-1, 6,18 (d, J=2,1, 1H) 98,8

) i) i) ) i) C _ 8 e C _ 10 ) 1) ) ) )
7 - 164,1 - - 163,5
8  630(d, J=2,0,1H) 94,0 C-6C-1, 6,44 (d, J=2,1, 1H) 93,8

) i) i) ) i) C _ 9 e C _ 10 ) 1 ) ) )
9 - 157,3 - - 157,2
10 - 103,6 - - 103,9
i° - 118,1 - - 120,2
2’ 824(d, J=25,1H) 1314 ¢ ‘é’_ Cg,‘, 6 8,02 (d, J=2,4,1H)  129,6
55 - 123,1 - - 121,2
4 - 161,4 - - 159,5
s 69200090, 1H) 4444 &= é’_c6‘, e 712 (d, J=8,5, 1H)  116,1

7,90
: ’ : 7,99 (dd, J=2,4;8,5
6 (4d J=25.85 1) 1266 C-2eC-2 TH) 128,2
7 - 164,5 - - 163,7
> 6,68 (s, 1H C-27,C-4",C-

3 (s, 1H) 102,4 10 e C 17 6,77 (s, 1H) 102,4
4 - 181,6 - - 182,0
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57 : 160,5 : : 160.4
6 &0 (6 A7) 1014 ¢ Sl ST 616 1H) 98,7
77 : 164,0 i : 1614
g : 106.7 : : 1039
9> : 1547 : : 154,6
107 : 101,9 : 5 103.9
1 : 1217 : : 1212
27 766(d, J=85,1H) 1281  C_27eC_4"  758(d,J=88 1H) 128,
3 657(d,3=9,0,1H) 1155 C-1"eC—4"  670(d, J=88,1H) 1157
4 : 160.6 i : 160.4
5 657(d, 3290, )H 1155 C-1"eC—4"  670(d, J=88,1H) 1157
6  766(d, =85 1H) 1281 C-2"cC—_4"  758(d,J=88,1H) 128,
5-OH 13,04 § i : §
5-OH" 13,17 : : . :

Fonte: Prépria do autor.
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Figura 89. Espectro de RMN *H de Vp — 9 (3, DMSO-gs, 500 MHz)
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Figura 90. Primeira expanséao do espectro de RMN *H de Vp — 9 (6, DMSO-46, 500 MHz)
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Figura 91. Segunda expanséo do espectro de RMN *H de Vp — 9 (6, DMSO-gs, 500 MHz)
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Figura 92. Terceira expansdo do espectro de RMN *H de Vp — 9 (6, DMSO-g¢, 500 MHZz)
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Figura 93. Espectro de RMN 13C de Vp — 9 (6, DMSO-gs, 125 MHz)
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Figura 94. Primeira expanséao do espectro de RMN 3C de Vp — 9 (6, DMSO-ge, 125 MHZz)
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Figura 95. Segunda expanséo do espectro de RMN 3C de Vp — 9 (6, DMSO-ge, 125 MHZz)
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Figura 96. Mapas de contorno HMQC de Vp — 9 (3, DMSO-gs, 500 MHz e 125 MHz)
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Figura 97. Primeira expansao dos mapas de contorno HMQC de Vp — 9 (8, DMSO-gs, 500 MHz e 125 MHz)
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Figura 98. Mapas de contorno HMBC de Vp — 9 (5, DMSO-gs, 500 MHz e 125 MHZz)
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Figura 99. Primeira expansao dos mapas de contorno HMBC de Vp — 9 (6, DMSO-g¢, 500 MHz e 125 MHz)
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Figura 100. Segunda expansdo dos mapas de contorno HMBC de Vp — 9 (6, DMSO-gs, 500 MHz e 125 MHz)
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Figura 101. Avaliacdo em escala de temperatura do efeito atropoisomérico de Vp —9
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5.1.2.10 Identificacéo estrutural de Vp — 10

O composto Vp — 10 (8,5 mg) foi isolado a partir da fase acetato de etila na forma de
um sélido amorfo amarelo por CLAE em Tr=58,7 min e apresentou absor¢des no espectro de
UV-Visivel A/nm 268 e 353.

O EMAR do composto Vp — 9 apresentou um ion da molécula desprotonada em m/z
597,1065 Da [M — H]" (Figura 103), compativel com a férmula molecular C32H21012 (erro de
4,5 ppm, valor calculado 537,1038 Da).

Figura 103. Espectro de massas de alta resolugcdo do composto Vp — 10
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Fonte: Propria do autor.

O espectro de RMN *H (Figura 104, pagina 199), obtido em DMSO-gs, apresentou
absorcdes entre on 6,18 a 8,09, caracteristicos de hidrogénios aromaticos (GOMES et al., 2011),
além de dois sinais em dn 3,7 (regido de hidrogénios de metoxilas). O valor dessas absorcdes,
juntamente com o seu aspecto fisico e o relato de isolamento de biflavonoides nesta espécie,
sugeriu que VP — 9 poderia pertencer a esta classe de metabdlito secundario (PINTO et al.,
2010). A presenca de dois singletos de hidroxilas queladas em & 12,72 e 12,86 reforgcaram essa

proposta (Figura 105, pagina 200).

Assim como em Vp — 9, foram observadas absor¢des em on 6,18 (d, J=2,0 Hz, 1H) e
6,34 (d, J=1,6 Hz, 1H) (Figura 106, pagina 201), ambos com acoplamento meta,
correspondentes aos hidrogénios H-6 e H-8, respectivamente, indicando que o anel A | do
flavonoide encontrava-se substituido nas posicdes 5 e 7. Observou-se ainda um duplo dubleto
em én 7,99(dd, J=2,4; 8,4, 1H), acoplando orto com um dubleto em 64 7,03 (d, J=8,8, 1H) e
meta com um dubleto em 64 8,09 (d, J=2,0, 1H) (Figura 106, pagina 201), condizentes com 0s
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hidrogénios H-6’, H-5" e H-2’, respectivamente, do anel B I de um flavonoide com sistema

ABX.

Ainda no espectro de RMN !H observou-se um singleto em 61 6,22 que foi atribuido
ao H-6"" do anel A II, refor¢ando a possibilidade de unido C-3' e C-8’’. A presenca de dois
dubletos em 61 7,70 (d, J=8,8, 2H) e 6,64 (d, J=8,8, 2H) (Figura 106, pagina 201), acoplando
orto e integrando para 2H cada, estdo condizentes com H-2’’/H-6">’ e H-3""’/H-5"’,

respectivamente, do anel B Il de um flavonoide com sistema AA' BB'.

A auséncia de dois singletos em on 6,76 e 6,68 como observados em Vp — 9 e a
presenca de dois singletos em o4 3,79 e 3,75 (Figura 107, pagina 202), integrando para 3H cada,
levaram a sugerir que as posi¢cdes H—3 e H— 3"’ dos aneis C I e C II estariam substituidas por
— OCHBa, como observado no biflavonoide 3’, 8°’-biisocampferideo (PINTO et al., 2010).

No espectro de RMN 13C (Figura 108, pagina 203), utilizando a técnica de APT, foi
possivel identificar 24 sinais equivalentes a 32 &tomos de carbono, sendo 15 sinais
correspondentes a 20 carbonos ndo hidrogenados, 8 sinais equivalentes a 10 carbonos metinicos

e 1 absorcdo equivalente a 2 carbonos oximetilicos.

Os sinais observados em 6c 119,0 e 103,1 (Figura 109, pagina 204) evidenciaram que a
substancia se tratava de um biflavonoide com a unido de C-3’ (anel B I) com C-8”’ (anel A II).

A sugestdo do anel A 1l pentassubstituido foi fortalecida pela presenca dos sinais dc
156,4 (C-5"%), 164,2 (C-7") e 103,1 (C-8"") (Figura 110, pagina 205) e auséncia de um sinal
em ~93,8. A proposta da existéncia do sistema AA'BB' foi sugerida mediante analise da
amplitude dos sinais 6c 129,8 e 115,3 (Figura 109, pagina 204), referentes aos carbonos C-
2°’/C-6""" e C-37’/C-5"", respectivamente.

As absorgdes em o6c 132,9, 117,3 e 128,9 (Figura 109, pagina 204) evidenciaram a
presenca de um sistema ABX, condizentes com os carbonos monohidrogenados C —2’, C - 5’

e C -6’ do anel B I, respectivamente.

A auséncia dos sinais de carbonos metinicos como observados em Vp — 9 (3¢ 102,0 (C
—3)e102,4 (C—-3")) e apresenga em Vp — 10 de um deslocamento quimico com intensidade
para dois carbonos oximetilicos em &¢ 59,7, sugeriram a insercéo desses gruposem C —3e C
— 37, respectivamente (Figura 111, pagina 206) (PINTO et al., 2010).

Dessa forma, os dados obtidos (RMN H, 13C e EMAR foram comparados com dados

de RMN 1H e 13C da literatura (Tabela 16, pagina 196), sendo possivel afirmar que o composto
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se trata do biflavonoide 3’, 8”’-biisocampferideo (Figura 112), isolado pela segunda vez na
espécie (PINTO et al., 2010).

Figura 112. Composto Vp — 10 (3°, 8”’-biisocampferideo)

Fonte: Propria do autor.

0 3°, 8”’-biisocampferideo foi um composto isolado pela primeira vez na literatura em
2010 e avaliado a sua citotoxicidade em células de glioblastoma humano (GL-15), apresentando
uma concentracdo efetiva inferior ao temozolomida que é um agente aprovado para 0
tratamento de doengas malignas de alto grau de gliomas ha mais de 30 anos (PINTO et al.,
2010).
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Tabela 16. Dados de RMN tH e 13C de Vp — 10 (3, DMSO-ds, 400MHz e 100 MHz) em comparacdo Vp — 9 (amentoflavona) 6, DMSO-ds, 500MHz

e 150 MHz ¢ com 3, 8°’-biisocampferideo (6, CDs0D, 500 e 125 MHz) (PINTO et al., 2010)

Amentoflavona

3°, 8’’-biisocampferideo

Vp-10 Vp-9 3°, 8’’-biisocampferideo
(Amentoflavona)

OH oc OH oc OH oc
2 - 161,2 - 164,5 - 158,1
3 - 137,4 6,76 (s, 1H) 102,0 - 139,4
4 - 177,8 - 181,6 - 180,0
5 - 156,4 - 162,9 - 162,9
6 6,18 (d, J=2,0, 1H) 98,6 6,15 (d, J=2,0, 1H) 98,8 6,14 (d, J=2,0) 99,8
7 - 164,2 - 164,1 - 166,2




8 6,34 (d, J=1,6, 1H) 93,8 6,30 (d, J=2,0, 1H) 94,0 6,19 (d, J=2,0 Hz) 94,8
9 - 156,0 : 157,3 : 158,4
10 - 104,1 - 103,6 - 105,7
1’ : 120,9 - 118,1 - 122,7
2’ 8,09 (d, J=2,0, 1H) 132,9 8,24 (d, J=2,5, 1H) 131,4 8,16 (d, J=2,0 Hz) 124,6
3’ - 119.0 - 123,1 - 121,9
4 - 160,2 - 161,4 - 161,1
5 7,03 (d, J=8,8, 1H) 117,3 6,92 (d, J=9,0, 1H) 119,1 7,08 (d, J=9,0 Hz) 118,4
6’ 7,99 128,9 7,90 126,6 8,08 (dd, J=2,0;9,0 130,4
(dd, J=2,4; 8,4, 1H) (dd, J=2,5; 8,5, 1H) Hz)
2% - 154,8 - 164,5 - 157,2
3” 6,68 (s, 1H) 137,3 6,68 (s, 1H) 102,4 - 139,3
4 - 177,8 - 181,6 - 179,9
5 - 156,4 - 160,5 - 162,1
6’ 6,22 (s, 1H) 100,1 6,05 (s, 1H) 101,4 6,31 (5) 101,4
7 - 164,2 - 164,0 - 167,5
8’ - 103,1 - 106,7 - 106,8
9’ - 153,7 - 154,7 - 155,6
10” - 104,1 - 101,9 - 105,2
1°” - 120,9 - 121,7 - 122,6
277 7,70 (d, J=8,8, 2H) 129,8 7,66 (d, J=8,5, 128,1 7,78 (d, J=8,0 Hz) 131,3
1H)
3 6,64 (d, J=8,8, 2H) 115,3 6,57 (d, J=9,0, 115,5 6,64 (d, J=8,0 Hz) 116,3
1H)
47 2 159,8 - 160,6 - 161,4
577 6,64 (d, J=9,0, 2H) 115,3 6,57 (d, J=9,0, 115,5 6,65 (d, J=8,0 Hz) 116,3

1)H
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3- 3,79 (s, 3H) 59,7 - - 3,73 () 60,5
OCHs

5-OH

Fonte: Propria do autor.
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Figura 104. Espectro de RMN *H de Vp — 10 (6, DMSO-gs, 400 MHz)
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Figura 105. Primeira expansdo do espectro de RMN H de Vp — 10 (5, DMSO-¢s, 400 MHz)
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Figura 106. Segunda expansdo do espectro de RMN H de Vp — 10 (3, DMSO-¢s, 400 MHz)
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Figura 107. Terceira expansao do espectro de RMN *H de Vp — 10 (6, DMSO-g¢, 400 MHz)
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Figura 108. Espectro de RMN 3C de Vp — 10 (8, DMSO-gs, 100 MHz)
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Figura 109. Primeira expansdo do espectro de RMN 13C de Vp — 10 (6, DMSO-g¢, 100 MHz)
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Figura 110. Segunda expansdo do espectro de RMN 13C de Vp — 10 (6, DMSO-g¢, 100 MHz)

13C NPA0OD0O11 Anderson

205

™ 0 LN o o —
DMSO-d6 ? Q o)) 0 O o)) o Q ™
Op. Evandro NN o x5 S o N
[s2 W32} ™ NN o~ — — —

i i i i i i i i

' | | | ‘
142 140 138 136 134 132 130 128 126 124 122 120 118 116 114 112 110
f1 (ppm)

Fonte: Prépria do autor.



Figura 111. Terceira expansao do espectro de RMN 3C de Vp — 10 (6, DMSO-gs, 100 MHz)
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5.1.2.11 Identificagéo estrutural de Vp — 11

O composto Vp — 11 (7,2 mg) foi isolado a partir da fase acetato de etila na forma de
um sélido amorfo amarelo por CLAE em um Tr=56,8 min e apresentando absor¢des no
espectro de UV-Visivel A/nm 198, 268 ¢ 344 e P.F. 338 — 340 °C. Seu espectro de IR registrou
bandas em 3448 cm!, caracteristico de deformagcéo axial de hidroxilas (O — H) e em 1640 cm-
! tipicos de estiramento de carbonila (C = O) (Figura 113).

O EMAR do composto Vp — 11 apresentou um ion da molécula desprotonada em m/z
567,0935 Da [M — H] (Figura 114), compativel com a formula molecular C31H19011 (erro de
0,4 ppm, valor calculado 537,1038 Da).

Figura 114. Espectro de massas de alta resolu¢cdo do composto Vp — 11
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Fonte: Propria do autor.

O espectro de RMN *H (Figura 115, pagina 213), obtido em DMSO-¢s, apresentou
absorcdes entre 61 6,17 a 8,09, caracteristicos de hidrogénios aromaticos (GOMES et al., 2011)
e um sinal em &n 3,7 (regido de hidrogénio de metoxila). O valor dessas absorc¢des, juntamente
com o seu aspecto fisico e o relato de isolamento de biflavonoides nesta espécie, sugeriu que

VP — 11 poderia pertencer a esta classe de metabolito secundario (PINTO et al., 2010).

A presenca de dois singletos foi observada em 6n 12,72 e 13,12 (Figura 230, pagina
210), sendo caracteristicos de hidroxilas queladas e, de dois dubletos em &4 6,17 (d, J = 2,0 Hz,
H-6) e 6.30 (d, J = 2,0 Hz, H-8) (Figura 116, pagina 214) indicando que o anel A | de um
flavonoide estava substituido nas posic¢Ges 5 e 7. Um duplo dubleto em 64 8,01 (dd, J=8,8; 2,4
Hz, H-6") acoplando orto com um dubleto em o4 7,07 (d, J = 8,8, Hz, H-5') e meta com on 8,07
(H-2', d, J = 2,4 Hz, 1H, H-2") (Figura 117, pagina 215) indicaram um sistema ABX do anel B
| do flavonoide (FERNANDES et al., 2018).
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Ainda no espectro de RMN !H foi observado um singleto em 61 6,23 (s, H-6"),
compativel com a unido C-3' e C-8" e dois dubletos em én 7,62 (d, J = 8,8 Hz, H-2"/H-6™) e
6,66 (d, J = 8,8 Hz, H-3"/H-5"), sugerindo a existéncia de um sistema AA'BB' do anel B Il
(Figuras 130 e 131, paginas 231 e 232). Um singleto em én 3.75 (Figura 118, pagina 216) foi
atribuido a hidrogénios metoxilicos na posi¢éo C-3" do anel C II.

O espectro de RMN 13C (Figura 119, pagina 217) e suas expansdes (Figuras 120, 121
e 122, paginas 218-220), utilizando a técnica APT, revelaram absorcfes que alinhadas aos
mapas de contorno HMQC (Figuras 123 e 124, paginas 221 e 222) e HMBC (Figuras 125 e
126, paginas 223 e 224), permitiram a identificacdo e confirmagdo dos substituintes de Vp —
11.

Assim, no espectro de RMN 13C (Figura 119, pagina 217) foram observados 27 sinais
equivalentes a 31 sinais de carbonos, sendo: 17 absor¢fes equivalentes a 19 carbonos nao
hidrogenados, 9 sinais equivalentes a 11 carbonos metinicos e 1 sinal equivalente a um carbono

oximetilicos.

Os sinais observados em 6¢ 121,1 e 105,4 (Figura 121, pagina 219) confirmaram a unido
de C — 3 'com C - 8" do biflavonoide (PINTO et al., 2010).

Além disso, ao contrario de Vp — 10, apenas uma correlacao foi observada no mapa de
contorno HMQC em 6,73 (H — 3)/6c 102,5 (C — 3) (Figura 124, pagina 222), demonstrando a

auséncia de um metoxilaem C —3 do anel A I.

No espectro HMBC (Figura 125, pagina 223), as correlacdes de &6 6,73 (H — 3) com &¢
163,2 (C—-2)e 181,8 (C—4), 6¢102,7 (C—-10) e 119,1 (C—1") e de 64 8,07 (H — 2) com &
163,2 (C-2),121,1(C-3",161,2(C—-4"),129,0(C—-6") e 6:105,4 (C—-8"), confirmaram

a substituicdo no anel B I.

Também, os mapas de contorno HMBC evidenciaram correlagdes de on 6,23 (H — 6")
com &¢ 160,5 (C —5"), 6c 164,1(C — 7") e 6¢ 105,4 (C — 8"), além de 61 7,62 (H—2") e 6,66 (H
—3") com 128,1 (C - 6™) e 115,6 (H — 5™) (Figura 126, pagina 224), confirmando a insercao
do grupo metoxi em C — 3" do anel C Il do biflavonoide.

Assim, os dados obtidos (RMN !H, 3C, HMQC, HMBC e EMAR foram comparados
com Vp-9, Vp-10 e dados da literatura (PINTO et al., 2010) e expressos na Tabela 17 (pagina
210), permitindo identificar Vp — 11 como 3’-apigenin-8°’-isocampferideo (Figura 127, pagina

209), novo biflavonoide relatado pela primeira vez na literatura.
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Figura 127. Composto Vp — 11 (3’-apigenin-8’’-isocampferideo)

Fonte: Propria do autor.



Tabela 17. Dados de RMN *H e 3C de Vp — 11 (8, DMSO-ds, 400MHz e 100 MHz) em comparacdo com a Vp — 9 (amentoflavona) (5, DMSO-

ds, 500 e 125 MHz)

210

Vp-11 Vp - 9 (amentoflavona)
OH ocC HMBC OH ocC
2 i 163,2 : : 164,5
3 6,73 (sl, 1H) 1025 OB GO 6,76 (s, 1H) 102,0
4 : 181,8 i : 181,6
5 : 160,5 : : 162,9
6 Ol (d,”J:)z,o Mz, 986 C5,C-7,C8eC-10 615(d J=20,1H) 988
7 i 164,1 : : 164,1
g 030 (d,lle)z,o Hz. 938  -6,C-7,C-9eC-10 630(d, J=20,1H) 940
9 : 156.4 : : 1573
10 : 102,7 : : 103,6
K 5 119,1 : : 1181
. 807(d,J=2.4 Hz, C-2,C-1', C-3', C-4", _
2 ) 1329 S, 8,24 (d, J=25,1H) 1314
3 i 1211 i : 1231
& : 161,2 : : 161,4
s 007 (d’lJHz)&S Hz 17,2 C-4'e C-3 6.92(d, J=9.0,1H) 1194
8,01 (dd, J=8,8; 2,4 7,90
6 129,0 Cc-2 126,6
Hz, 1H) (dd, J=2,5; 8,5, 1H)
2 i 156,1 : : 164,5
3> - 1375 : : 102,4
4’ _ 177’8 - - 181,6




211

57 : 1605 : : 160,5
6" 6,23 (s, 1H) 1000  C-5",C-7"eC-8" afta (&, 47l 101,4
77 : 164,1 : : 164,0
g : 105.4 . . 106.7
97 : 1545 : i 154,7
107 : 104,1 . : 101,9
1 : 1215 i i 121.7
. 762(d, J=88 Hz, C-1" C-3" C-4" e :
2 e 128,1 o 766 (d, J=8,5, 1H)  128,1
3> 066 (d’ZJHz)g’z Hz, 1156 C-1" e C-4" 6,57 (d, J=9,0, 1H) 1155
4 : 160,8 : : 160,6
5 066 (d’z‘]Hz)g’z Mz, 1156 C-1" e C-4" 657 (d J=9.0, )H 1155
e 62 (d'zilz)S'S Hz, 1981 C-1" e C-3" 7,66 (d, J=8,5, 1H)  128,1
OCHs
3,,_ "
ocH: 3.75 (s, 3H) 59,7 Cc-3 i :
5-OH 12.7 : : 13,04 :
5-OH" 13,1 : 5 1317 :

Fonte: Propria do autor.
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Figura 112. Espectro de IV de Vp — 11 (pastilhas de KBr)
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Fonte: Prépria do autor.



213

Figura 115. Espectro de RMN *H de Vp — 11 (6, DMSO-gs, 400 MH2z)
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Figura 116. Primeira expanséo do espectro de RMN *H de Vp — 11 (8, DMSO-g¢, 400 MHz)
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Figura 117. Segunda expansdo do espectro de RMN H de Vp — 11 (5, DMSO-¢s, 400 MHz)
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Figura 118. Terceira expansao do espectro de RMN *H de Vp — 11 (6, DMSO-g¢, 400 MHz)
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Figura 119. Espectro de RMN 3C de Vp — 11 (8, DMSO-gs, 100 MHz)
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Figura 120. Primeira expansdo do espectro de RMN 13C de Vp — 11 (6, DMSO-g¢, 100 MHz)
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Figura 121. Segunda expansdo do espectro de RMN 13C de Vp — 11 (6, DMSO-g¢, 100 MHz)
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Figura 122. Terceira expansao do espectro de RMN 3C de Vp — 11 (6, DMSO-g6, 100 MHz)
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Figura 123. Mapas de contorno HMQC de Vp — 11 (6, DMSO-gs, 400 MHz e 100 MHz)
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Figura 124. Primeira expansdo dos mapas de contorno HMQC de Vp — 11 (8, DMSO-gs, 400 MHz e 100 MHz)
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Figura 125. Mapas de contorno HMBC de Vp — 11 (8, DMSO-gs, 400 MHz e 100 MHz)
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Figura 126. Primeira expansdo dos mapas de contorno HMBC de Vp — 11 (5, DMSO-g¢, 400 MHz e 100 MHz)

HMBC NPA 000012 Anderson
DMSO-d6
Op.Evandro .
! T B | [
‘ . . 130
3
-140 g
b~
150
‘u . ll ' ] : ' ' 160
v 170
. 180
190
200
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.4 8.2 8.0 78 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6
f2 (ppm)

Fonte: Propria do autor.



225

5.1.2.12 Identificagéo estrutural de Vp — 12

O composto Vp — 12 (8,0 mg) foi isolado a partir da fase cloroférmica na forma de um
solido amorfo por CLAE em um Tr=29,2 min e apresentando absorc¢des no espectro de UV-
Visivel A/nm 221.

No espectro de RMN 13C (Figura 128, pagina 230) de Vp — 12, utilizando a técnica
APT e obtido em CDCls, observou-se a presenca de 20 sinais, levando a sugerir que a substancia
poderia se tratar de um diterpeno (PINTO et al., 2010). Destes, 6 foram atribuidos a carbonos

ndo hidrogenados, 4 carbonos metinicos, 7 carbonos metilénicos e 3 carbonos metilicos.

Os sinais observados em éc 37,7 (C —5), 36,4 (C — 8), 38,9 (C —9) e 46,8 (C — 10)
foram compativeis com esqueleto carbdnico de diterpenos do tipo clerodano (Figura 129,
pagina 231) (SANTOS et al., 2007). Além disso, pode-se evidenciar absor¢des em d¢ 135,1 (C
—13), 143,6 (C-14), 70,2 (C - 15) e 174,4 (C — 16), caracteristicas de um anel y-lacténico «,f
insaturado (Figura 128, pagina 230) (MEDEIROS, 2012).

Com os dados obtidos por RMN 13C foi possivel realizar a determinagcdo da
estereoquimica dos centros quirais C — 5, C — 8, C — 9 e C — 10 a partir dos valores dos seus

deslocamentos quimicos.

A configuracdo da fusdo dos aneis A/B na decalina pode ser cis ou trans, sendo o valor
do deslocamento quimico de CHz — 19 utilizado para diferencia-los. Dessa forma, na fuséo cis,
0 6c CH3 — 19 é ~33,0 e, na configuracdo trans, é ~20,0 (SANTOS et al., 2007) (Figura 130,
pagina 226). Assim, no espectro de RMN 13C (Figura 129, pagina 231), observou-se um sinal
em oc 20,6 atribuido ao CHs — 19 e condizente com a fuséo dos aneis A/B em configuracao

trans-decalina.

Outro aspecto importante é a possibilidade de diferenciar também pelos valores de
deslocamentos quimicos 0 CHz — 17 e o CHz — 20, pois estes podem estar cis ou trans entre
sim. Assim, em diterpenos clerodanos, quando as metilas CHz — 17 e 0 CHz — 20 estdo em
configuragdo cis, o deslocamento quimico do CHz — 20 é ~18,0. J& se o deslocamento for ~26,0,
a configuracédo € trans (SANTOS et al., 2007). O sinal observado no espectro de RMN 13C
(Figura 129, pagina 231) em éc 18,3 foi condizente com uma configuragéo cis entre CHz — 17
e 0 CHs - 20.
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Figura 130. Deslocamento quimico do carbono de CHs — 19 em configurag&o cis ou trans

/b Cis: "33,0\

H

Trans: ~20,0
\_ J

Fonte: Adaptacdo de SANTOS et al., 2007.

Adicionalmente, seu espectro de RMN H (Figura 131, pagina 232) exibiu dois sinais
em on 7,09 (t, J=3,0, 1H, H — 14) e 6,85 (tl, J=3,0, 1H, H — 3), tipicos de protons olefinicos

conjugados com carbonila.

Ainda, observou-se trés sinais referentes as metilas em 64 0,82 (m, 3H, C — 17), 1,24
(sl, 3H, C - 19) e 0,76 (s, 3H, C — 20) (Figura 132, pagina 233), corroborando com esqueleto
do tipo clerodano. A desprotecdo observada em CHsz — 20 é compativel com diterpenos
clerodanos da série ent, pois quando € da série normal, esse valor sofre protecéo e absorve em
~0,57.

Um dubleto em &1 4,76 (d, J=2,0, 2H) (Figura 131, pagina 232) que é caracteristico
de protons oximetilénicos do anel lactonico e foi atribuido ao H — 15. Mdltiplos sinais presentes

entre dn 1,12 e 2,45 foram atribuidos aos demais hidrogénios alifaticos de Vp — 12.

Assim, os dados obtidos de RMN H e 13C de Vp — 12 foram comparados com dados da
literatura (PINTO et al., 2010) (Tabela 18, pagina 228), permitindo identificar o composto como
acido cleroda-3,13-dien-15,16-olideo-18-oico (4cido patagbnico) (Figura 133, pagina 227) e

isolado pela segunda vez nesta espécie.
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Figura 133. Composto Vp — 12 (&cido cleroda-3,13-dien-15,16-olideo-18-0ico)

Fonte: Propria do autor.

O é&cido patagdnico foi investigado quanto a sua citotoxicidade in vitro frente a quatro
linhagens celulares de tumor: melanoma maligno (SK-MEL), células de carcinoma epidérmico
oral (KB), carcinoma ductal in situ da mama (BT549) e carcinoma de ovario (SK-OV3), porém,

na concentragao de 10 pg/mL, ndo apresentou citotoxicidade (WANG et al., 2009).
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Tabela 18. Dados de RMN tH e 3C de Vp — 12 (8, CDClIs, 500 e 125 MHz) em comparag¢des com o &cido clerodan-3,13-dien-15,16-olideo-8-dico

(5, CDs0D, 500 e 125 MHz) (PINTO et al., 2010)

Acido clerodan-3,13-dien-15,16-olideo-8-

Vp-12
OH ocC OH ocC
1 1,71 (m) 175 1,70 (m) 17,4
2 1,42 (m) 273 1,45 (m) 272
g 685 (;h§=3,0, 140,4 6,81 (sl) 140,1
4 - 1413 - 141,1
5 - 37,7 - 37,4
1,42 € 2,45 (m, 1,43 € 2,40
6 2H) 36,1 ™) 36,0
2,23-2,32 (m,
21 27,6 2,25 (m) 272
8 152(m 1H) 36,4 1,50 (m) 36,3
9 ; 38,9 - 38,7
10 137(m,1H) 46,8 1,35 (m) 46,7
1,12 € 2,45 1,19 € 2,40
11 e © & 35,9 AN 357
(2H) (m)
2.17-2,21 2,05 2,20
12 (kD 19,2 o 19,0
13 - 135,1 - 135,0
14 109 (1t'HJ):3’°' 143,6 7,06 (s1) 143,4
4,76 (d, J=2,0,
15 2H) 70,2 479 (s) 70,1
16 - 1744 - 1743
17 082(m 3H) 16,0 0,85 (M) 15,8
18 - 172,0 - 1743
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19 1,24 (sl, 3H) 20,6 1,27 () 20,5

20 0,76 (s, 3H) 18,3 0,75 (s) 18,1

Fonte: Propria do autor.



230

Figura 128. Espectro de RMN 3C de Vp — 12 (3, CDCl3, 125 MHz)
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Figura 129. Primeira expansdo do espectro de RMN 13C de Vp — 12 (5, CDCls, 125 MHz)
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Figura 131. Espectro de RMN *H de Vp — 12 (5, CDClI3, 500 MHz)
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Figura 132. Primeira expansdo do espectro de RMN H de Vp — 12 (5, CDCls, 500 MHz)
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5.1.2.13 Identificacéo estrutural de Vp — 13

O composto Vp — 13 (5,0 mg) foi isolado a partir da fase cloroférmica na forma de um
solido amorfo por CLAE em um Tr=31,2 min e apresentando absorc¢des no espectro de UV-
Visivel A/nm 222.

O EMAR do composto Vp — 13 apresentou um ion da molécula desprotonada em m/z
331,1928 Da [M — H] (Figura 134), compativel com a formula molecular C20H2704 (erro de
3,9 ppm, valor calculado 331,1928 Da).

Figura 134. Espectro de massas de alta resolu¢cdo do composto Vp — 13

M8, B.3-7 Omin #{376-417)

CNH2TO4
331528

663.3917

26206 | H

Fonte: Propria do autor.

No espectro de RMN 23C (Figura 135, pagina 239) de Vp — 13, utilizando a técnica
broadband e obtido em CDCls, observou-se a presenca de 19 sinais equivalentes a 20 carbonos,
levando a sugerir que o composto poderia se tratar da classe dos diterpenos (PINTO et al.,
2010). Destes, 6 foram atribuidos a carbonos ndo hidrogenados, 4 aos carbonos metinicos, 7 a

carbonos metilénicos e 3 aos carbonos metilicos.

Assim como observado em Vp — 12, os sinais em é¢c 37,7 (C —5), 36,4 (C — 8), 38,9
(C—-9) e 46,8 (C-10) (Figura 136, pagina 240) foram compativeis com esqueleto carbénico
de diterpenos do tipo clerodano (SANTOS et al., 2007). Porém, os valores dos deslocamentos
quimicos de um anel y-lactdnico o,f insaturado estavam invertidos, onde C — 13 e C — 15
estavam desblindados e C — 14 e C — 16 mais blindados. Dessa forma, através dos espectros
bidimensionais foi possivel atribuir para os carbonos os sinais d¢c 174,1 (C — 13), 115,3 (C -
14), 170,9 (C — 15) e 73,2 (C — 16) (Figura 137, pagina 241), evidenciado que a substancia se

tratava do acido clerodérmico.
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A determinacdo da estereoquimica dos centros quirais C —5,C-8,C-9e C - 10
também foram compativeis com Vp — 12, onde, no espectro de RMN 13C (Figura 136, pagina
240), observou-se uma absorgdo em d¢ 20,6 atribuido ao CHz — 19 condizente com a fuséo dos
aneis A/B em configuracéo trans-decalina. O deslocamento quimico em &¢ 18,3 (Figura 136,

pagina 240) também foi condizente com uma configuracéo cis entre CHz — 17 e 0 CHs — 20.

No espectro de RMN *H foi possivel observar dois sinais em én 6,80 (sl, 1H, H — 14)
e 5,84 (sl, 1H, H - 3) (Figura 138, pagina 242), caracteristicos de protons olefinicos conjugados

com carbonila.

Observou-se ainda trés sinais, assim como em Vp — 12, referentes as metilas em on
0,81 (sl, 3H, C - 17), 1,25 (s, 3H, C — 19) e 0,80 (s, 3H, C — 20) (Figura 139, pagina 243),
corroborando com esqueleto do tipo clerodano. A desprotecdo observada em CHsz — 20 é
compativel com diterpenos clerodanos da série ent, pois quando é da série normal, esse valor

sofre protecao e absorve em ~0,57.

Um dubleto em 61 4,73 (d, J=1,0, 2H) (Figura 140, péagina 244) que é caracteristico
de prétons oximetilénicos do anel lacténico e foi atribuido ao H — 16. Multiplos sinais presentes

entre dn 1,16 e 2,36 foram atribuidos aos demais hidrogénios alifaticos de Vp — 12.

Os mapas de contorno HMQC (Figura 141, pagina 245) e sua expansdo (Figura 142,
pagina 246) permitiram evidenciar as correlacdes diretas entre H — 14 e H — 16 com 0s Seus
respectivos carbonos. Ainda, nos mapas de contorno HMBC (Figura 143, pagina 247) e sua
expansao (Figura 144, pagina 248), observou-se as correlacdes de on 5,84 (H — 14) com dc
174,1 (C - 13), 170,9 (C — 15) e 73,2 (C — 16) e de 6n 4,73 (H — 16) com &c 174,1 (C — 13),
115,3 (C —14) e 170,9 (C — 15). Dessa forma, confirmando a mudanca da carbonila no anel y-

lacténico o,f insaturado em Vp — 13.

Assim, os dados obtidos (RMN *H, 13C, HMQC, HMBC e EMAR) foram comparados
com Vp — 12 e com dados da literatura (EFDI et al., 2007; PINTO et al., 2010) que foram
expressos na Tabela 19 (pagina 237) permitindo identificar Vp — 13 como &cido clerodérmico

(Figura 145, pagina 236), um diterpenos clerodano isolado pela primeira vez na familia.
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Figura 145. Composto Vp — 13 (&cido clerodérmico)

Fonte: Propria do autor.

Um estudo realizado com diterpenos isolados de Enicosanthum membranifolium
(Annonaceae) evidenciou que o acido clerodérmico € um potente indutor a apoptose de células
HL60 de leucemia humana e com mérito potencial para a concepc¢édo de futuros novos agentes
semissintéticos anticancer (EFDI et al., 2007).
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Tabela 19. Dados de RMN *H, 13C, HMQC e HMBC de Vp — 13 (8, CDCl3, 400MHz e 100 MHz) em comparacéo com o *H (5, CDCl3, 500 MHz)
do &cido patagonico (PINTO et al., 2010) e do 3C (8, CDCls, 125 MHz) do &cido clerodérmico (EFDI et al., 2007)

Vp-13 Acido
(HMQCQC) clerodérmico
OH ocC HMBC OH oc
1 1,70 (m, 2H) 176 C-2,C-6eC-9 1,70 (m) 17,43
> 154-160(m 2H) 221 C-1,C_4eC-18 1,45 (m) 22,20
3 6,80 (sl, 1H) 139,7 : 6.81 (sl) 139,84
4 i 1415 : i 141,37
5 i 377 : : 38,74
1.13—1,16 (m, 1H)
C—5C—7,C—8,
6  164-171(m 1H) 358 P 1,43 e 2,40 (m) 35,67
C-5C-8C-9,
7 142-148(m,3H) 272 et 2.25 (m) 2706
C—5C-7,C-9,
8  142-148(m 3H) 364 el m 1,50 (m) 36,27
9 : 38,9 i : 37,53
10 1,29 (sl, 1H) 46,8 C_5 135 (m) 46,66
11 156-1,59(m,2H) 355 C-8,C-9eC-12  119e 240 (m) 35,37
12 217-236(m,2H) 277 CILC-1AMC— 5056200 (m) 27,36
1 ) 1 1 15 e C _ 16 1 1 1
13 i 1741 i : 173,98
14 7.26 (sl, 1H) 153 ©-13 Clg 6E= 7,06 (sl) 115,08
15 - 170,9 : : 170,78
16 473(d J=10,2H) 732 ¢~ 13 Clg L= 4,79 (sl) 73,04
17 0,81 (sl, 3H) 160 C-7,C-8eC-9 0,85 (M) 15,86
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19 1,25 (s, 3H) 20,6 C-4,C-5eC-10

1,27 (s)

20,44

Fonte: Propria do autor.
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Figura 135. Espectro de RMN 3C de Vp — 13 (3, CDCl3, 125 MHz)
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Fonte: Prépria do autor.
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Figura 136. Primeira expansdo do espectro de RMN 13C de Vp — 13 (5, CDCls, 125 MHz)
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Figura 137. Segunda expansdo do espectro de RMN 13C de Vp — 13 (5, CDCls, 125 MHz)
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Figura 138. Espectro de RMN *H de Vp — 13 (5, CDCl3, 500 MHz)

AL

1]

et

-

-

-

AV
$8'C
Sv'0
860
9%
68°0
86'C
950
90'C
LT

te

80'T
ST°0
668
88'
00'1

€01

-1

f1 (ppm)

15 14 13 12 11 10

16

Fonte: Prépria do autor.



243

Figura 139. Primeira expansdo do espectro de RMN H de Vp — 13 (5, CDCls, 500 MHz)
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Figura 140. Segunda expansdo do espectro de RMN *H de Vp — 13 (5, CDCls, 500 MHz)
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Figura 141. Mapas de contorno HMQC de Vp — 13 (5, DMSO-¢s, 500 MHz e 125 MHz)
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Figura 142. Primeira expansdo dos mapas de contorno HMQC de Vp — 13 (6, DMSO-g6, 500 MHz e 125 MHz)
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Figura 143. Mapas de contorno HMBC de Vp — 13 (8, DMSO-gs, 500 MHz e 125 MHz)

ol N

HMBC - NPAD000&0 - Anderson
coci3
Op.Marcelo | -0

= , g
= %
== un d !

e

-100

120

3 K} ~140

-160

~180

-200

T T T T T T T T T T T T

12 11 10 9 8

6
f2 (ppm)

Fonte: Propria do autor.



248

Figura 144. Primeira expansdo dos mapas de contorno HMBC de Vp — 13 (5, DMSO-g¢, 500 MHz e 125 MHz)
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5.2 Determinacao da concentracdo da amentoflavona no extrato etandlico de V. plicata
por CLAE

Tendo em vista o isolamento de Vp — 10 (amentoflavona) em alta concentracao a partir
do extrato etandlico, mesmo utilizando meétodos cromatograficos classicos e o potencial
emprego de V. plicata como fonte natural deste composto, a concentragdo da amentoflavona
foi determinada por métodos analiticos quantitativos.

5.2.1 Curva analitica e linearidade

A amentoflavona, utilizada como padrdo, foi isolada neste estudo com um grau de
pureza > 95% (Figura 146) quando analisada por CLAE-DAD e RMN *H (Figura 89, pagina
180). O marcador foi utilizado para a construgcdo da curva analitica com as concentragdes 30,
60, 90, 120 ¢ 150 pg/mL.

Figura 146. Grau de pureza do pico da amentoflavona em diferentes comprimentos de onda

Datafile Name:Lin_NPA_60uL 3_003.Icd
Sample Name:Lin_NPA_60uL 3
Sample ID:Lin_NPA_60uL 3

Fonte: Propria do autor.
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O desenvolvimento do método cromatogréafico (Quadro 03) para as analises da
concentracdo da amentoflavona no extrato compreendeu a utilizacdo das varidveis: tipos de
solventes organicos e a utilizacdo ou ndo de acido. Assim, observou-se que a utilizacdo de
MeOH como solvente organico e adicao de 0,1% de acido férmico levou a uma boa resolucéo

do pico do cromatograma e em um menor tempo de analise (Figura 147).

Quadro 03 — Sistema de eluicdo das concentracdes de 30, 60, 90, 120, 150 ug/mL e do extrato
etandlico de V.plicata (Solvente A — H>O acidificada com &cido formico 0,1% e solvente B —
MeOH)

Tempo % de B (Metanol)
0,01 50
10,00 70
15,00 80
20,00 92
28,00 92
32,00 100

Fonte: Prépria do autor.

Figura 147. Método cromatograficos das concentracGes de amentoflavona e do extrato de

V.plicata

Fonte: Prépria do autor.
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As amostras das diferentes concentragGes foram analisadas por CLAE-DAD em
injecdes em triplicata no cromatografo e os valores das &reas dos picos cromatograficos (y)
foram plotados em relagao a concentragao (x, ug/mL) utilizando regressao linear obtendo-se
a equacdo da reta (y = 11098x+648835) (Figura 148). A andlise de variancia da regressao
levou a determinacéo da existéncia de um coeficiente angular significativo e a validade da reta
de regressao (r>=0,9908).

Figura 148. Curva analitica do padrdo amentoflavona (C18, A=336 nm) nas concentra¢des de

30, 60, 90, 120 e 150 pug/mL
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Fonte: Propria do autor.
5.2.2 Quantificacéo

O método analitico desenvolvido foi utilizado para quantificar a amentoflavona no
extrato etandlico bruto de V. plicata. Assim, o pico referente a amentoflavona (Tr=22,6 min)
foi identificado e a média correspondente a essa banda cromatografica foi de 106,92 ug/mg de
extrato bruto de V. plicata. Em adig&o foi possivel observar que o desvio padréo relativo (DPR)
obtido foi inferior a 5% conforme preconizado pela RE 899/2003, considerando-se validos os
valores obtidos (BRASIL, 2003).

Para avaliar a especificidade do método para a quantificagdo da amentoflavona, foram
analisados os controles negativos em triplicata separadamente (fase mével — branco, solvente
extrator — etanol e solucdo diluente — metanol) (Figuras 149, 150 e 151, pagina 252) para

confirmar que nao existia picos coeluindo no Tr do marcador em analise.



Figura 149. Cromatograma do controle negativo (fase mével — branco)
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Figura 150. Cromatograma do controle negativo (solvente extrator — etanol)
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Figura 151. Cromatograma do controle negativo (solvente extrator — metanol)
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Fonte: Prépria do autor.
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5.3 Andlises computacionais

Inicialmente, os compostos isolados (1 — 11) foram submetidos a um modelo de
predicdo de atividade bioldgica desenvolvido no KNIME, onde os compostos 2, 5,9, 10 e 11
foram aprovados, ou seja, apresentaram valores maiores que 50%. Os dados estatisticos gerados
pelo préprio modelo comprovaram a sua capacidade preditiva, onde o primeiro parametro
considerado foi a curva ROC (do inglés receiver operator characteristic) que para o grupo teste
foi de 0,928 e para a validacao interna foi de 0,900 (Figura 152). Além dessas curvas, 0 modelo
pode ser avaliado analisando-se outros parametros como a acuracia, o coeficiente de Matthews

(MCC), especificidade, precisdo e sensibilidade, conforme mostrado na Tabela 20.

Figura 152. Curva ROC do modelo criado (curva do grupo teste a direita e grupo de validacéo

interna a esquerda).
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Fonte: Propria do autor.

Tabela 20. Dados estatisticos do modelo de predicao feito no KNIME

Dados Teste Validagdo
cruzada
Verdadeiro Positivo (VP) 706 2083
Falso Positivo (FP) 93 362
Verdadeiro Negativo (VN) 517 1468
Falso Negativo (FN) 103 342
Predicéo 0,88 0,85
Sensitividade 0,87 0,86
Especificidade 0,85 0,80
MCC 0,72 0,66
Acurécia 0,86 0,83

Fonte: Prépria do autor.
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Na literatura observou-se que ha estudos completos que avaliam o potencial anti-HIV-
1 dos compostos 2 e 5 (MEHLA; BIVARLKAR_MEHLA; CHAUHAN, 2011; TAMAYOSE
et al., 2019). Desta forma, apenas os compostos 9, 10 e 11 (biflavonoides) seguiram as etapas

posteriores deste estudo, que também apresentaram probabilidade de atividade acima de 50%.

Além da predicdo de atividade, foram preditos os riscos de toxicidade através do
OSIRIS, levando em consideracdo dois parametros toxicoldgicos importantes: mutagenicidade
(MUT) e carcinogenicidade (CAR). De acordo com os dados obtidos (Tabela 21), os trés
biflavonoides (9, 10 e 11) ndo apresentaram riscos de toxicidade alarmantes dentro dos
parametros analisados pelo software.

Tabela 21. Porcentagem de dados de restri¢do oral e citotoxicidade

Toxicidade

0,
Composto FM Massa % ABS MUT CAR
9 C3oH18010 538.45 4898 N&do Naéo

10 CaoH22012 59853  48.98 Nao Nao
11 C31H20011  568.55 52.16 Nao Néo
Fonte: Propria do autor.

O OSIRIS também calculou a area de superficie topoldgica total dos compostos. Assim,
tornando possivel calcular a taxa de absor¢do oral de qualquer candidato a bioativo (HARIKA,;
KUMAR; REDDY, 2017; TOEPAK; TAMBUNAN, 2017; SHIRI, PIRHADI; RAHMANI,
2018). Esta pesquisa utilizou o medicamento comercial ritonavir, que apresenta uma % ABS
igual a 36,60%, como valor minimo para o composto ndo fosse excluido. De acordo com a
Tabela 20 (pagina 272), os compostos 9, 10 e 11 apresentaram uma taxa de absorcéo acima do
valor de referéncia minimo, indicando a possibilidade de que esses bioativos possam ser

administrados via oral.

Outras analises realizadas foram as predi¢6es de permeabilidade e absorcao intestinal.
Para isso, usou-se como modelo preditivo semelhante ao usado para a predicdo de atividade
bioldgica, cujos resultados ja foram discutidos anteriormente. Ao analisar primeiramente a
permeabilidade intestinal foi possivel dizer que os compostos isolados (9, 10 e 11) apresentam
possibilidade positiva. O mesmo resultado foi obtido quando com trés biflavonoides foram
submetidos a predicdo da capacidade de absor¢édo pelo intestino. Esses dados, juntamente com
os dados estatisticos do modelo estdo demonstrados na Tabela 22, comprovando a

aceitabilidade dos modelos.



Tabela 22. Dados de modelos de predi¢do de permeabilidade e absorcdo intestinal

Permeabilidade intestinal

Absorcao intestinal

Dados Teste Validacdo cruzada Teste Validagdo cruzada
VP 706 2083 706 2083
FP 93 362 93 362
VN 517 1468 517 1468
FN 103 342 103 342
Precisdo 0.88 0.85 0.88 0.85
Sensitividade  0.87 0.86 0.87 0.86
Especificidade 0.85 0.80 0.85 0.80
MCC 0.72 0.66 0.72 0.66
Acurécia 0.86 0.83 0.86 0.83

Fonte: Propria do autor.
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Os biflavonoides também foram submetidos ao Docking molecular através do software

MVD para conhecermos as energias de interacdo ligante-receptor e quais sao esses sitios de
interacdo entre as proteinas protease (PR, PDB ID 6DIF), a integrasse (IN, PDB ID 1QS4) e

transcriptase reversa (RT, PDB ID 3LPO0), juntamente com dezoito farmacos usados como

controles e os inibidores complexados juntos a cada proteina para a discussao dessas interacdes.

A Tabela 23 demonstrou que 0s trés compostos testados apresentaram bons resultados

MolDock Score no docking molecular. Para cada proteina usada foi possivel perceber que

alguns compostos apresentaram resultados melhores que muitos controles. Essa comparagédo

fica mais fécil de visualizar através da interpretacdo da Figura 153 (pagina 255).

Tabela 23. Dados de energia total de ligacdo para as proteinas utilizadas para o acoplamento

molecular

Nomes

Inibidor
9
10
11
Abacavir
Atazanavir
Darunavir
Didanosine
Dolutegravir
Efavirenz

Tipo PR IN RT
[kcal.mol?]

Inibidor -196.0680 -74.9387 -110.8010
-148.5010 -54.9542  16.2423

Amostras -92.4785 -57.6865 -108.0300
-119.2970 -3.1652  -67.7427
-92.8272  -63.8193  -72.2493
-147.7670 -81.3486 -91.2420

Controles -139.8320 -102.9980 -90.2859
-79.4684  -50.5311 -99.9057
-103.8840 -35.1842 -82.2243
-69.4114  -19.2434  -65.4364
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Etravirine -08.3168 -42.8782 -102.8940
Fosamprenavir -107.7580 -69.1718 -148.8650
Lamivudine -68.4426  -26.4748 -80.6608
Lopinavir -158.5830 -85.1169 -76.4883
Nelfinavir -139.5340 -58.7402 -142.7410
Nevirapine -83.0143  -29.0113 -87.0306
Raltegravir -107.5950 -58.0178 -143.7700
Ritonavir -112.7040 -91.3027 -97.2929
Saquinavir -166.2150 -54.7717 -74.8533
Tenofovir -71.1458  -69.7402 -108.2260
Tipranavir -149.4440 -73.7654  -89.7274
Zidovudine -83.2664  -53.2381 -77.9754

Fonte: Propria do autor.

Figura 153. Graficos comparativos entre as energias do MolDock Score para cada enzima

selecionada envolvida no ciclo de replicagdo do HIV-1 (1=11, 2=9 e 3=10)
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Ao analisar os dados obtidos no docking para protease (Figura 154), a 10 (-92.4785
kcal.mol™) apresentou interacdo superior a 12 dos controles, inclusive com melhor resultado de
energia de interacdo total que todos os inibidores de protease testados: atazanavir, saquinavir,

fosamprenavir, nelfinavir, tipranavir (inibidor), ritonavir, lopinavir and darunavir.

Figura 154. Imagens geradas a partir das interacdes ligante-receptor do docking molecular
usando a enzima protease (PDB ID 6DIF). a) o inibidor complexado com a proteina, b) 0o AZT

usado como controle, c) darunavir, d) 9,e) 10 e f) 11

(Asp 294))
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Fonte: Propria do autor.

Para a integrase, os resultados (Figura 155) mostraram que a 10 e a 9 (-57.6865 kcal.mol
L and -54.9542 kcal.mol™, respectivamente) apresentaram interacdes semelhantes com o sitio
ativo do receptor de IN escolhido. Ja para RT, a 9 (16.2423 kcal.mol™?) ndo apresentou bom
resultado de energia ligante-receptor, porém, destaca-se ainda a necessidade de testes
bioldgicos especificos frente a essa enzima que sdo indispensaveis antes dessa conclusdo
(Figura 156, pagina 263).

Figura 155. Imagens geradas a partir das interacfes ligante-receptor do docking molecular
usando a enzima integrase (PDB 1D 1QS4). a) o inibidor complexado com a proteina, b) 0 AZT
usado como controle, ¢) darunavir, d) 9, e) 10 e f) 11

(L 1554
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Fonte: Prépria do autor.
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Figura 156. Imagens geradas a partir das interagdes ligante-receptor do docking molecular
usando a enzima transcriptase reversa (PDB ID 3LPO0). a) o inibidor complexado com a

proteina, b) o AZT usado como controle, ¢) darunavir, d) 9,e) 10 e f) 11
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Fonte: Propria do autor.

Por fim, para encerrar as discussdes sobre as ferramentas computacionais empregadas
na analise in silico nesta pesquisa, os biflavonoides foram importados para o software
METASITE, onde as estruturas ap6s metabolizacéo hepatica foram preditas, além de ranquea-
las com estimativas de formacdo. De acordo com os dados obtidos nessa analise, a via
metabolica no figado corresponde principalmente pela hidroxilacdo aromatica pelas enzimas
do citocromo P450 para a 9. Para o composto isolado 10 apresentou maior expressao para a via
metabdlica que leva a O-desalquilacdo, hidroxilacdo e a carboxilacdo de alguns grupos

aromaticos e alifaticos em sua estrutura, assim como o 11 (Tabela 24, pagina 266).

Além de conhecer e discutir as principais vias metabdlicas para 0s trés compostos
isolados, os metabolitos hepaticos foram exportados através de um Gnico arquivo SDF, onde
estes metabolitos gerados foram submetidos a predi¢do dos riscos de toxidade, quanto a MUT
e CAR (Tabela 24, pagina 266).

A 9 apresentou 10 metabdlitos secundarios principais, onde o metabdlito 5 apresentou
ranking de 100% no processo de metabolismo hepatico, seguindo do metabdlito 10 com
49.17%, os metabolitos 11, 6 e 7 apresentaram score entre 20% e 30%. A 10 apresentou 16
metabolitos de acordo com a simulagéo de metabolismo no figado, O metabolito 24 apresentou
score de 100% no processo de metabolismo, os metabdlitos 14, 23, 24 e 26 apresentaram score
entre 31% e 39%, além dos metabdlitos 15 e 27 com ranking de 24.88%. Ja a 11 apresentou 0
metabolito 40 com score de 100%, seguidos dos metabolitos 30, 31, 33, 39, 41 e 42 com score
entre 20% e 48% (Tabela 24, pagina 266).



Tabela 24. Dados de Score e citotoxicidade in silico dos metabdlitos hepaticos
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Compostos  Metabolitos ID Reacao Score MUT CAR
Metabdlito 05 Hidroxilacéo alifatica 100.00 Néo Né&o

Metabolito 06 Hidroxilacdo aromatica 25.04 Néo Néo

9 Metabolito 07 Hidroxilacdo aromaética 20.15 Néo Néo
Metabdlito 10 Hidroxilacdo aromética ~ 49.17 Né&o Né&o

Metabolito 11 Hidroxilacdo aromatica 29.95 Alto Néo

Metabdlito 14 Hidroxilacéo alifatica 36.48 Né&o Né&o

Metabdlito 15 Hidroxilacdo alifatica 24.88 Néo Néo

Metabdlito 23 Hidroxilacdo aromaética 31.42 Né&o Né&o

10 Metabdlito 24 O-Desalquilacao 100.00 Néo Né&o
Metabdlito 25 O-Desalquilacao 38.80 Néo Néo

Metabdlito 26 Hidroxilacéo alifatica 36.48 Né&o Né&o

Metabdlito 27 Hidroxilacdo alifatica 24.88 Néo Néo

Metabdlito 30 Hidroxilacéo alifatica 47.38 Né&o Né&o

Metabdlito 31 Hidroxilacdo alifatica 28.52 Néo Néo

Metabdlito 33 Hidroxilacdo aromatica 20.17 Néo Néo

11 Metabdlito 39 Hidroxilacdo aromaética 29.38 Né&o Né&o
Metabolito 40 O-Desalquilacéo 100.00 Néo Né&o

Metabdlito 41 Hidroxilacéo alifatica 47.38 Né&o Né&o

Metabolito 42 Hidroxilacéo alifatica 28.52 Né&o Né&o

Fonte: Propria do autor.

Para a proposicdo de um bioativo é importante conhecermos seus metabolitos e vias

metabdlicas principais, contudo, os compostos quando metabolizados pelo figado sofrem

modificagdes estruturais, podendo gerar compostos nocivos ao organismo (ALMAZROO;
MIAH; VENKATARAMANAN, 2017). Assim, este deve ser também um fator importante a

ser avaliado quando se propBe novos compostos bioativos a serem candidatos a farmacos.

Ainda, de acordo com a Tabela 24 (pagina 279), observou-se que 0 composto 9 apresentou um

score de 29,95% de alto risco de mutagenicidade, segundo a predicéo realizada no OSIRIS.

Através dos dados referentes a analise computacional do processo de metabolismo no

figado, as moléculas ndo apresentaram inviabilidade metabdlica, sendo possivel seguir com a

ultima etapa dessa pesquisa que consiste nos ensaios bioldgicos de viabilidade celular e efeito

anti-HIV-1 dos compostos 9, 10 e 11.
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5.4 Ensaios bioldgicos

5.4.1 Viabilidade celular e atividade anti-HIV-1

Os dados que foram obtidos por espectrofotometria demonstraram que a quantidade
de células JLTRF — R5 ndo infectadas (normais) ndo sofreram redugbes consideraveis apos
adicdo dos trés compostos e do extrato etandlico, quando comparados com o AZT e, assim,
validando o modelo predito pelo OSIRIS.

A droga padrdo (AZT) apresentou uma viabilidade de 76,99% (toxicidade de 23,01%),
Vp - 9 (=2) com uma viabilidade de 70,98% e toxicidade igual a 29,02%, Vp — 10 (=3)
demonstrou viabilidade de 59,35% e toxicidade de 40,65% e Vp — 11 (=1) uma viabilidade de
66,17% e a toxicidade foi de 33,83%. O extrato etandlico de V.plicata (=extract) também foi
testado, apresentando a melhor viabilidade e menor toxicidade entre as amostras analisadas
(71,19% e 28,81%, respectivamente) (Figura 157).

Figura 157. Viabilidade celular para as amostras testadas
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Fonte: Propria do autor.

Dessa forma, os ensaios baseados em determinar a viabilidade celular s&o
frequentemente utilizados para rastrear colecdes de compostos para determinar se as moléculas
em teste tém efeitos na proliferacdo celular ou mostram efeitos citotdxicos diretos que
eventualmente levam a morte celular (TERRY et al., 2016).
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Além dos ensaios de viabilidade celular, também buscou-se avaliar o efeito anti-HIV-
1 dos trés biflavonoides e do extrato etandlico de V.plicata. Os valores expressos na Tabela 25
mostram o percentual de infeccdo restante no experimento ap6s 48 horas de adi¢do das drogas

no meio de cultura contendo células Jurkat infectadas.

Tabela 25. Valores percentuais com base nos dados obtidos por citometria de fluxo

(infeccao/inibicdo) e viabilidade celular (espectrofotometria)

%

Teste Infeccdo Inibicdo Viabilidade Toxicidade
NI 1,04 98,96 100,00 0,00
DMSO 48,60 51,40 83,54 16,46
AZT 37,40 62,60 76,99 23,01
Extrato 48,10 51,90 71,19 28,81
9 47,25 52,75 70,98 29,02
10 48,65 51,35 59,35 29,02
11 48,70 51,30 66,17 33,83

Fonte: Propria do autor.

A Tabela 25 expressou que ndo ha diferenca entre o controle positivo (DMSO) e os
compostos testados. Dessa forma, ndo foi observado, na metodologia utilizada, inibicdo viral

do HIV-1 nas células testadas pelos biflavonoides e extrato etanolico.

Nesse estudo, 0 modelo computacional foi construido avaliando a atividade direta das
substancias na inibicdo de enzimas envolvidas no processo de infecgdo pelo HIV-1. Assim,
varias varidveis nao previstas no modelo podem influenciar a avaliagdo da atividade
farmacoldgica (in vitro), como: a metodologia empregada, o perfil de solubilidade dos
compostos, a escala de concentracdo dos compostos, bem como, parametros fisico-quimicos
(BURTON et al., 1996; AVDEEF, 2001).

Observou-se no teste in vitro realizado nesse estudo que o DMSO ndo foi o
solubilizante de amostras mais adequado. Desta forma, destacamos a necessidade de realizar a
repeticdo do estudo anti-HIV-1 in vitro com otimizacdo da metodologia testada (substituicao

do DMSO por outro solvente) ou adocao de outros mecanismos de testes farmacologicos.



269

6. CONCLUSOES
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O reestudo fitoquimico de V. plicata Mart. levou ao isolamento e caracterizagéo
estrutural de treze substancias. Dessas, nove foram isoladas pela primeira vez na familia e 0
biflavonoide 3’-apigenin-8°’-isocampferideo foi relatado pela primeira vez na literatura. A
quantificacdo da amentoflavona no extrato etandlico bruto da espécie por meio do
desenvolvimento de um método analitico permitiu identificar uma média correspondente de
106,91 pg/mg de amentoflavona no extrato, com desvio padrio relativo inferior a 5%, conforme
preconiza a resolucdo 899/2003. O modelo de predicdo de atividade bioldgica para o HIV-1
aprovou Vp-2,Vp-5,Vp-9,Vp-10e Vp - 11 como potenciais compostos ativos. Outros
testes preditivos buscando informagdes farmacocinéticas dos biflavonoides (Vp —9 a Vp —11)
demonstraram que ndo apresentaram riscos de toxicidade quanto a mutagenicidade e
carcinogenicidade. O célculo do percentual de absor¢do oral demonstrou que 0os compostos Vp
-9, Vp — 10 e Vp — 11 apresentaram uma taxa de absorcao de 48,98%, 48,98% e 52,16%,
respectivamente, sendo maiores que o controle (ritonavir = 36,60%). Os trés biflavonoides
também apresentaram possibilidade positiva quando avaliados nos modelos preditivos de
permeabilidade e capacidade de absor¢do intestinal. O Docking molecular (software MVD)
observou-se que para a enzima protease, 0 Vp — 10 (-92.4785 kcal.mol™?) apresentou interacéo
superior a 14 dos controles utilizados. Para a enzima integrase, o Vp — 10 e Vp — 11 (-57.6865
kcal.mol™ e -54.9542 kcal.mol™?, respectivamente) apresentaram interacdes semelhantes com o
sitio ativo do receptor escolhido, e para a transcriptase reversa, o Vp — 10 (-108.0300)
apresentou melhor interacdo. A predicdo das estruturas dos biflavonoides apds metabolizacédo
hepéatica com estimativas de formacdo de mutagenicidade e carcinogenicidade identificou que
Vp — 10 apresentou um score de 29,95% de alto risco de mutagenicidade. As investigacdes in
vitro demonstraram que dentre 0s compostos testados, o extrato etanélico de V. plicata M.
(71,19%) e a amentoflavona (70,98%) apresentaram melhor viabilidade celular frente as células
JLTRF — R5 ndo infectadas. Porém, ao avaliar o potencial anti-HIV-1, ndo foi observado
diferenga significativa entre o controle positivo, os biflavonoides e o extrato etanolico. Dessa
forma, como o DMSO na concentracdo de 100% apresentou efeito de inibicdo, reforca-se a
necessidade de repeticdo do teste empregado uma menor concentragdo ou outro controle

positivo.
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