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RESUMO

FIGUEIREDO, P. T. R. Isolamento, identificacdo e analise quimioinformética de triterpenos
da espécie de Maytenus erythroxylon. 2019. 123 pag. Dissertacdo (Mestrado em
Farmacoquimica de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) — Centro de Ciéncias da Salde,
Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2019.

Maytenus é um género que pertence a familia Celastraceae, apresenta em torno de 300 espécies
distribuidas nas regifes pantropicais do mundo. Este género, apresenta grande relevancia para o
tratamento dos distlrbios gastrointestinais. Maytenus erythroxylon var. Maytenus erythroxyla é
endémica da regido do nordeste brasileiro e estudos recentes mostraram que o extrato etanélico desta
espécie apresenta uma potente atividade antidiarreica. O objetivo deste trabalho é realizar o estudo
fitoquimico e quimioinformético de M. erythroxylon e avaliar a atividade antimicrobiana de extratos e
substancias isoladas. As partes aéreas de M. erythroxylon foram coletadas no municipio de
Mamanguape-PB, em seguida foram secas e trituradas para a obtencdo do p6 vegetal, este foi submetido
a sucessivas extracdes com etanol a 95%, para obtencdo do extrato etanolico bruto, sendo submetido a
métodos cromatograficos para isolamento e purificagdo dos metabolitos secundarios. Para a
identificacdo das estruturas quimicas foram utilizados métodos espectroscopicos de Infravermelho e
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H, *C e bidimensionais. Da fracdo hexanica desengordurada foram
isolados cinco triterpenos pentaciclicos, trés com esqueleto do tipo friedelano (3p-friedelanol, &cido-
3,4-seco-friedelano-3-06ico e 3-0xo0-30-hidroxifriedelano) e dois com esqueleto lupano, (29-norlupan-
3,20-diona e 30-hidroxi-20(29)-lupen-3-ona). Sendo todos os compostos relatados pela primeira nesta
espécie, porém a 29-norlupan-3,20-diona foi isolado pela primeira vez no género. No estudo da Relagdo
Estrutura-Atividade Quantitativa (QSAR) para avaliar a predigdo das atividades das substancias isoladas
contra os microorganismos Salmonella enteritidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Candida albicans. Os compostos foram classificados de acordo com valores de pMICs, para gerar e
validar o modelo por “Random Forest” (RF). O modelo RF de predicdo para os microorganismos citados
obtiveram uma porcentagem de acerto acima de 72%, area sob a curva, Receiver Operating
Characteristic, acima de 0,8. Deste estudo, o triterpeno isolado &cido-3,4-seco-friedelano-3-6ico foi
considerado ativo para o0 modelo de C. albicans. Paralelamente, foi realizado o estudo de docking
molecular das substancias isoladas com as enzimas 14a-lanosterol-dimetilase, exo-beta-(1,3)-glucanase
e N-Myristoyltransferase. Desse estudo, o0s triterpenos acido-3,4-seco-friedelano, 30-hidroxi-(20)29-
lupen-3-ona e 29-norlupan-3,20-diona apresentaram melhores energias de ligacdo na interacdo com
140-lanosterol-dimetilase e os triterpenos acido-3,4-seco-friedelano, 3-0xo0-30-hidroxifriedelano e 3f-
friedelanol apresentaram melhores energias de ligacdo na interagdo com a exo-beta-(1,3)-glucanase.
Todos os triterpenos citados apresentaram interacdes semelhantes com os ligantes descritos na literatura.
Foi realizado a atividade antimicrobiana das fases e substancias isoladas utilizando as cepas bacterianas:
S. enteritidis (ATCC-6017), S. enteritidis (LM-13), E. coli (ATCC-18739), P. aeruginosa (ATCC-9027)
e cepas de fungos C. albicans (ATCC-60193), C. tropicalis (ATCC-13803). Este estudo revelou que 0s
produtos testados apenas inibiram as cepas dos fungos leveduriformes.

Palavras-chave: Maytenus erythroxylon, triterpenos, atividade antimicrobiana, QSAR, Docking
molecular.



ABSTRACT

FIGUEIREDO, P. T. R. Isolation, identification and chemoinformatic analysis of triterpenes of
Maytenus erythroxylon species. 2019. 123 pag. Dissertacdo (Mestrado em Farmacoquimica de
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) — Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal
da Paraiba, Jodo Pessoa, 2019.

Maytenus, a genus which belongs to the Celastraceae family, presents around 300 species distributed in
the pantropical regions of the world. This genus has great relevance for the treatment of gastrointestinal
disorders. Maytenus erythroxylon var. Maytenus erythroxyla is endemic to the northeast region of Brazil,
recent studies have shown that the ethanolic extract of this species present a potent antidiarrheal activity.
The aims of this work are to perform the phytochemical study of M. erythroxylon and to evaluate the
antimicrobial activity of extracts and isolated substances. The aerial parts of M. erythroxylon were
collected in the city of Mamanguape-PB were dried and triturate to obtain the vegetal powder that were
extracted with ethanol for obtaining the crude ethanolic extract, this was submitted to chromatographic
methods for isolation and purification of secondary metabolites. For the identification of the chemical
structures of the secondary metabolites were used spectroscopic methods of Infrared and Nuclear
Magnetic Resonance of *H, $3C and bidimensional. From the defatted hexane fraction, were isolated five
pentacyclic triterpenes with friedelane skeleton (3p-friedelanol, 3,4-seco-friedelan-3-oic acid and 3-
ox0-30-hydroxyfriedelan) and two with lupan skeleton (horlupan-3,20-dione and 30-hydroxy-20 (29) -
lupen-3-one). All compounds reported by the first in this species and 29-norlupan-3,20-dione were first
isolated in the genus. In the Quantitative structure—activity relationship (QSAR) study, to evaluate
the prediction of the activities of the isolated substances against the microorganisms Salmonella
enteritidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans. The compounds were
classified according to pMICs values to generate and validate the model by "Random Forest™" (RF). The
RF prediction model for the mentioned microorganisms obtained a percentage of accuracy above 72%,
area under the curve, Receiver Operating Characteristic (ROC), above 0.8. From this study, isolated
triterpene 3,4-seco-friedelan-3-oic acid was considered active for the C. albicans model. At the same
time, the study of molecular docking of the isolated substances with the enzymes 14a-lanosterol-
demethylase, exo-beta- (1,3) -glucanase and N-Myristoyltransferase. From this study, the triterpenes
3,4-seco-friedelane, 30-hydroxy- (20) -29-lupen-3-one and 29-norlupan-3,20-dione showed better
binding energies in the interaction with 14a-lanosterol -dimethylase and triterpenes-3,4-seco-friedelane,
3-0x0-30-hydroxyfriedelane and 3p-friedelanol showed better binding energies in the interaction with
exo-beta- (1,3) -glucanase. All of the triterpenes cited had similar interactions with the binders described
in the literature. The antimicrobial activity of the isolated phases and substances was studied using the
bacterial strains S. enteritidis (ATCC-6017), S. enteritidis (LM-13), E. coli (ATCC-18739), P.
aeruginosa and fungal strains C. albicans (ATCC-60193), C. tropicalis (ATCC-13803). This study
revealed that the products tested inhibited yeast strains.

Key words: Maytenus erythroxylon, triterpenes, antimicrobial activity, QSAR, Molecular docking.
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1. INTRODUCAO

A grande biodiversidade de produtos de origem natural se tornou uma fonte inesgotavel
de utilidades para o homem, sendo os produtos de origem vegetal as primeiras formas de
utilizacdo dos produtos naturais como também as que mais contribuem significativamente para
0 homem (DUTRA, et al., 2016). As plantas medicinais sdo utilizadas para a alimentacdo, para
o tratamento e cura de doencas, tendo entdo uma grande importancia para a medicina,
compreendendo 25% dos medicamentos prescritos atualmente. (MADEIRO, 2012; VELOSO
et al., 2017). Além dessas vantagens, os produtos vegetais podem ser usados como inseticidas
e também como utensilios domésticos (PERICO et al., 2018).

O reino vegetal apresenta uma grande importancia etnomedicinal, pois as substancias
quimicas produzidas pelos vegetais, a partir do seu metabolismo secundario, sdo as
responsaveis por causar os efeitos benéficos, porém da mesma forma que essas substancias
quimicas causam beneficios podem ter efeitos toxicos graves (BOUFRIDI; QUINN, 2017).
Sabendo desta importancia e observando a grande diversidade de substancias quimicas
produzidas pelas espécies vegetais, estes metabdlitos secundarios podem servir como modelos
de novas moléculas alvo para aplicagGes farmacoldgicas, assim podendo vir a se tornar novos
medicamentos (XIE et al., 2018).

Para auxiliar no desenvolvimento de novos candidatos a farmacos, existem os estudos
in silico, como exemplo o de docking molecular, pois estas ferramentas podem informar
importantes propriedades quimicas que possam existir durante as interacdes existentes em um
complexo ligante-receptor (MAGALHAES, 2010).

O Brasil por ser constituido por uma vasta flora, compreendendo 22% do total da
vegetacdo mundial em que mais de 50.000 espécies de vegetais foram catalogadas e estdo
distribuidas nos principais ecossistemas brasileiro, estes vegetais sdo utilizados pela populagéo
no combate e prevencdo de doencas na forma de infusdes, decoctos, garrafadas entre outros.
(CARVALHO et al., 2014). No Brasil, por mais que existam muitos estudos com essas plantas
medicinas poucas apresentam registro de medicamento fitoterapico em comparagdo com Japao,
EUA e paises da Europa (CARVALHO et al., 2018; KLEIN et al., 2009; VELOSO et al., 2017).

Diante deste potencial das especies vegetais, destaca-se 0 género Maytenu, o qual
pertence a familia Celastraceae possuindo diversos usos na medicina popular, sendo um género
utilizado especialmente contra doencgas do trato gastrointestinal (FORMIGA et al., 2017). As

atividades biologicas relatada para esse género sdo causadas pela presenca de diversas classes
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de metabdlitos secundarios como os flavonoides glicosilados, terpenoides, esteroides,
alcaloides, taninos (NIERO; ANDRADE; CECHINEL-FILHO, 2011; SOUSA, 2008).

Por se tratar de um género importante para o uso popular apresentando um grande
potencial farmacoldgico para o tratamento das doencas gastrointestinais, como também por
apresentar uma grande riqueza de metabolitos secundérios torna-se interessante a realizacéo de
estudos com espécies do género Maytenus. Diante do pressuposto, a realizagcdo dos estudos
fitoquimicos, farmacoldgicos e computacionais de extratos e metabolitos secundarios isolados
da espéecie Maytenus erythroxylon que irdo contribuir para o conhecimento quimiotaxonémico

e farmacoldgico deste género.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Consideracdes sobre a familia Celastraceae

A familia Celastraceae pertence ao grupo das angiospermas (JOFFILY; VIEIRA, 2010),
sdo representadas por 106 géneros e 1300 espécies aproximadamente, possuem distribuicdo
pantropical, sendo encontradas nas regides de clima tropical, subtropical e regides de climas
temperados do mundo, como o Norte da Africa, América do Sul e Leste da Asia, destacando-
se Madagascar, Peru. Bolivia, México e Brasil como o0s paises que apresentam mais relatos de
espécies encontradas e identificadas, ndo sendo relatadas nas regides éarticas (Figura 1)
(VELOSO et al., 2017; NUNEZ et al., 2016; BFG, 2015).

As espécies desta familia sdo caracterizadas por serem arvores de pequeno porte e
arbustivas, seus frutos sdo conhecidos por apresentarem um sabor agridoce (BIRAL, et al.,
2015). Dentro desta familia, 0os géneros que apresentam mais espécies relatadas na literatura
sdo Euonymus, Maytenus, Celastrus e Cassine, destacando os géneros Maytenus e Celastrus,
por serem amplamente usados na medicina popular (CALLIES et al., 2017; PERESTELO,
2010). Além de serem usados na medicina popular, as espécies da familia Celastraceae
apresentam grande distribuicdo geogréafica e uma grande diversidade e complexidade estrutural
de metabolitos secundarios (COPPEDE et al., 2014).

Figura 1. Mapa de distribuicdo da familia Celastraceae pelo mundo, representadas pelas areas
em verde.

¥

5 -

I -
Fonte: (http://www.tropicos.org/Name/maps, acessado em 10/10/2018)
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No Brasil, foram catalogados 19 géneros e 141 espécies sendo 57 endémicas. Dos 19
géneros encontrados Fraunhofera e Goniodiscus sdo endémicas nas regides brasileiras
(LOMBARDI; BIRAL, 2016; BFG, 2015). Sdo encontradas nos diversos biomas brasileiros,
das quais a floresta amazonica é o centro de ocorréncia de espécies dessa familia, porém, nao
ficam restrito a este tipo de vegetacdo, como exemplo o género Fraunhofera ocorre na caatinga,
outros biomas como mata atlantica, cerrado e restinga também apresentam relatos de espécies
de Celastraceae (JOFFILY; VIEIRA, 2010).

A grande importancia das plantas da familia Celastraceae é devido ao seu uso na
medicina popular, € relatado que os extratos obtidos sdo utilizados para o tratamento de doencas
estomacais, febre, sedativo, purgativo, artrite reumatoide, inibidores de apetite e antitumoral
(SPIVEY; WESTON; WOODHEAD, 2002). Como é relatado por Kuo e Kuo, 1997 em que foi
observado que o extrato de Celastrus hindsii apresentou uma potente acdo frente a linhagens
celulares de hepatoma, carcinoma do cdlon do Gtero e carcinoma cervical, também séo
utilizados na agricultora com propriedades inseticidas (VELOSO et al., 2017).

Desta maneira, sdo encontrados diversos tipos de metabdlitos secundarios em plantas
de Celastraceae, destacando-se os triterpenos pentaciclicos sendo os mais abundantes (NIERO;
ANDRADE; CECHINEL-FILHO, 2011). Como exemplo, temos os triterpenos do tipo
friedelano de Maytenus robusta que apresentam atividade antiulcerogénica (ANDRADE et al.,
2008; ANDRADE et al., 2007). Os alcaloides sesquiterpénicos piridinicos, encontrados nas
raizes das espécies do género Maytenus, sdo considerados marcadores quimicos em espécies de
Celastraceae que apresentam atividade imunossupressora e antiinflamatoria (CALLIES et al.,
2017; OLIVEIRA et al., 2006). Porém sdo encontrados varios outros tipos de metabolitos
secundarios, como os quinonametideos relatados em espécies de Salacia e Maytenus com
atividade antitumoral (ESPINDOLA et al., 2018), diterpenos do tipo abietano com atividade
antitumoral (JIANG et al., 2018, BUFFA et al., 2004), sesquiterpenos com atividade contra
leishmanias de Maytenus apurimacensis (DELGADO-MENDEZ et al., 2008) como também
alguns tipos de flavonoides com atividade antiinflamatoria encontrados em espécies de
Maytenus (DUTRA et al., 2016).

2.2 Consideracdes sobre o género Maytenus
O género Maytenus é amplamente estudado em carater quimico, farmacoldgico e

botéanico, este género vem sofrendo diversas modificagcbes em sua organizacdo taxondmica ao

longo do tempo (SIMMONS et al. 2008). O seu nome ¢ derivado da palavra “Maytén” dado
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por uma tribo originaria do Chile denominada de Mapuche (NIERO; ANDRADE; CECHINEL-
FILHO, 2011). Estudos realizado por McKenna et al. (2011) classificavam este género com
300 espécies distribuido nas regides tropicais e subtropicais do mundo, das quais 140 espécies
estdo distribuidas nas américas desde das regides tropicais do caribe até as regides subtropicais
da Argentina e Chile (BIRAL et al., 2015).

No Brasil, 0 género é representado por 76 espécies, das quais 36 sdo endémicas no pais.
A maior incidéncia de espécie deste género fica localizado entre os estados da Bahia e Ceara.
(ROCHA, et al., 2004). Estdo distribuidos nos varios biomas brasileiros, seja em regides de
extremo calor como a caatinga (Maytenus truncata e Maytenus ilicifolia) ou como em florestas
de altitudes (Maytenus erythroxylon) (VELOSO et al., 2017; BIRAL et al., 2015).

Ao longo do tempo, o género Maytenus foi reclassificada véarias vezes por sempre serem
descobertas novas espécies e essas possuirem algumas particularidades. As espécies
classificadas para este género devem possuir as seguintes caracteristicas morfoldgicas: presencga
de indumento e lenticelas, espinhos nos galhos, folhas com margens espinhosas e proeminéncia
da venacao foliar. Como a maioria das espécies de Maytenus apresentam estruturas reprodutivas
bastante uniformes, as caracteristicas vegetais sdo frequentemente mais importantes do que as
caracteristicas reprodutivas para identificacdo de espécies. (BIRAL et al., 2017; McKENNA,
etal., 2011).

Diante disto, alguns géneros como Tricerma, Fraunhofera, Plenckia apresentam
semelhancas com Maytenus, dessa forma, Biral et al. (2017) realizaram um estudo para
delimitar esses quatro géneros, utilizando métodos genéticos em conjunto com as caracteristicas
morfolégicas das espécies que representam esses géneros. Nesse estudo algumas espécies de
Tricerma que estavam dentro de Maytenus foram separadas, Fraunhofera e Plenckia
continuaram como géneros diferentes e Maytenus foi dividido em dois géneros Maytenus e
Monteverdia (Tabela 1).

Tabela 1. Diferencas entre os géneros Maytenus e Monteverdia

Maytenus Monteverdia
NUmero de espécies 15-24 123

Regido subtropical da América do
Sul, regido dos Andes da Argentina
até Venezuela, Costa Rica e
Panama.

Folhas cartaceosas ou coriaceas,
flores com dois ou trés carpelos,
um ou dois 6vulos por carpelo,

Distribui¢do geogréfica Regides Neotropicais do Mundo

Folhas membranosas, cartaceosas
ou coriaceas, flores com dois

Diferengas morfoldgicas carpelos, dois 6vulos por carpelo,

frutos com pericarpo . o
, . frutos com pericarpo coriacea,
membranaceo, arilos vermelhos ou .
arilos brancos.
amarelados

Fonte: Adaptado de BIRAL et al., 2017
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Como visualizado na tabela, o género Maytenus foi dividido, principalmente, pela
presenca de uma membrana que reveste 0 pericarpo, em que aquelas espécies vegetais que
apresentassem esta membrana permaneceram no grupo de Maytenus e aquelas espécies que ndo
apresentassem essas membranas foram classificadas no género Monteverdia como observado
na figura 2. Sendo assim, com esta nova classificacéo, o género Monteverdia € constituido por
123 espécies com distribui¢do pantropical e Maytenus foi reduzida para 15-24 espécies sendo
predominante na Ameérica Latina (Figura 2).

As espécies de Maytenus sdo conhecidas pelo seu grande potencial contra as doencas
gastrointestinais, como exemplo, a infuséo das folhas de Maytenus ilicifolia (espinheira-santa)
sdo utilizadas na medicina popular para o tratamento de hiperacidez, Ulceras gastricas, Ulceras
duodenais e gastrite crénica (NIERO; ANDRADE; CECHINEL-FILHO, 2011). Estudos
realizado com outras espécies como M. robusta, M. truncata e M. rigida mostraram que essas
espécies  apresentam  atividade gastroprotetora, antiulcerogénica e antidiarreica,
respectivamente. Porém, outras atividades sdo relatadas para essas espécies como para o
tratamento da diabetes, problemas renais e como antiinflamatério e analgésico (VELOSO et al.,
2017; CALDAS-FILHO 2013; LEME et al., 2013; GONZALES, 2001).

Maytenus é representada por diversas classes de metabolitos secundarios dentre elas
destacam-se os triterpenos pentaciclicos, diterpenos, alcaloides sesquiterpenos piridinicos e 0s
flavonoides (CALLIES et al., 2017; TEBOU et al., 2017). Os triterpenos sdo as substancias
quimicas majoritarias nas folhas das espécies de Maytenus, das quais os triterpenos que
apresentam esqueleto do tipo lupano e friedelano sdo os mais abundantes. Para esta classe de
metabdlitos estdo associadas as atividades de analgesia, anticancer, antidiarreica, antiviral,
inibicdo da acetilcolinesterase antiparasitaria, antifungica e antibacteriana (FERREIRA et al.,
2017; MAGALHAES et al., 2011; SILVA et al., 2017; VELOSO et al., 2017). Nas raizes sdo
encontrados os alcaloides sesquiterpénicos piridinicos que sdo considerados marcadores
quimicos para estas plantas, pois sao restritas as espécies da familia Celastraceae e apresentam
atividades antiinflamatoria, inseticida e imunossupressora (CALLIES et al., 2017). Outros
metabdlitos como os flavonoides apresentam atividade na inibig&o da acetilcolinesterase, contra
a bactéria da coélera e anti-inflamatério (NIERO; ANDRADE; CECHINEL-FILHO, 2011;
TEBOU et al., 2017; SOUSA et al., 2017)
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2.3 Considerages sobre Maytenus erythroxylon

Maytenus erythroxylon var. Maytenus erythroxyla foi atualmente classificada como
Monteverdia erythroxylon (BIRAL et al., 2017; TROPICOS, 2018). E uma espécie endémica
do Brasil, conhecida popularmente como “Bom-nome” (CESTARO; SOARES, 2004) e
“Casca-grossa” (CASTRO et al., 2012). Ficam localizadas, principalmente, no litoral brasileiro
nos estados da Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe,
predominante da vegetacdo da caatinga e mata atlantica, porém, também sdo encontradas
espécies no estado de Minas Gerais na vegetacdo do cerrado (BFG, 2015; BANDEIRA, 2016).

Maytenus erythroxylon sdo consideradas arvores arbustivas, que chegam a ter em média
4,0 metros de altura, suas folhas sdo verdes nas duas faces, coriaceas, lanceoladas, glabra com
uma forma obtusa e a margem levemente serreada. Essas duas Ultimas caracteristicas sao
importantes na determinacdo de espécies do género Maytenus, apresentam inflorescéncias
fasciculadas, com até quatro flores e frutos (Figura 3) (BANDEIRA, 2016).

Figura 3. Partes aéreas de Maytenus erythroxylon Reissek

A '
y’ ‘. . .
’

y'S

Fonte: Laboratorio de Farmacologia do Trato Gastrointestinal

Existem muitos estudos desta espécie de carater botanico, com o objetivo de delimitar
sua morfologia e anatomia das outras espécies do género Maytenus, como exemplo as folhas
de M. erythroxylon sdo bem semelhantes com M. obtusifolia (PINTO et al., 2012; CESTARO;
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SOARES, 2004; BANDEIRA, 2016). Este género possui grande importancia contra as doencas
que acometem o trato gastrointestinal. Formiga et al. 2017, realizaram um estudo do extrato
etanolico desta espécie que apresentou uma baixa toxicidade e uma potente acao antidiarreica.

Desta maneira, por este género ter uma grande importancia farmacologica, apresentar
uma riqueza de metabdlitos secundarios e como, a espécie Maytenus erythroxylon apresenta
poucos estudos farmacoldgicos e nenhum estudo fitoquimico dos extratos das suas folhas, é de

suma importancia realizar a investigacao dos constituintes quimicos presentes nesta espécie.

2.4 Considerac@es sobre os terpendides

Os terpendides sdo consideradas uma das classes de metabolitos secundarios mais
abundantes na natureza, sendo relatados mais de 40.000 terpenoides na literatura. Estdo
presentes em maior quantidade no reino vegetal, podendo também ser encontrados no reino
marinho, fauna e em organismos unicelulares como as bactérias, sendo considerados
constituintes essenciais para a manutencao desses microrganismos. Apresentam importantes
funcBes bioldgicas apresentando grande importancia para a area farmacéutica (TETALI, 2018;
NIERO; ANDRADE; CECHINEL-FILHO, 2011).

Esta classe de metabdlitos secundarios, estdo presentes nos extratos organicos de
caracteristicas apolares dos vegetais (NIERO; ANDRADE; CECHINEL-FILHO, 2011).
Podem ser considerados adjuvantes farmacoldgicos por apresentarem caracteristicas que
auxiliam na absorcdo de farmacos no organismo, como também estdo sendo usados para a
producdo de polimeros biorenovaveis para a producdo de plasticos biodegradaveis (WILBON;
CHU; TANG, 2013; AQIL et al., 2007).

Séo classificados de acordo com a quantidade de unidades isoprénicas, moléculas que
apresentam cinco atomos de carbonos em sua estrutura (Cs) (2-metilbutadieno), podem existir
na forma aciclica e ciclica. Os terpenos mais simples sdo os hemiterpenos (Cs) séo raros e de
pouca importancia biologica. Com duas e trés unidades isoprénicas existem 0s monoterpenos
(C10) e o0s sesquiterpenos (Cis), respectivamente, que sdo as substancias majoritérias nos 6leos
essenciais dos vegetais, com quatro e cinco unidades isoprénicas formam respectivamente, 0s
diterpenos (Cz0) e os sesterterpenos (Czs). Porém, o grupo com maior quantidade de
representantes desta classe s@o os triterpenos (Cao), sendo relatados mais de 4.000 tipos de
triterpenos distribuidos em 40 diferentes esqueletos (ZHANG et al., 2002).

Devido a grande diversidade deste grupo de metabdlitos e por possuirem uma grande

variedade de esqueletos, apresentam diversas atividades farmacoldgicas. Os monoterpenos e
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sesquiterpenos presentes nos 6leos essenciais das plantas medicinais, apresentam atividades
antibacteriana (HEYDARI et al., 2018), antifingica (WANG et al., 2018), utilizados como
flavorizantes e no ramo da perfumaria (AQIL et al., 2007). Varios estudos relatam atividade
antileishmania como caracteristicas dos sesquiterpénicos, por exemplo, o guaiol (GARCIA et
al., 2018). Para os diterpenos do tipo pimaranos sdo relatados na literatura atividades antiviral,
antifungica, antiespasmaodica e antibacteriana (REVEGLIA et al., 2018). Os triterpenos séo 0s
terpendides mais estudados na literatura, por apresentarem uma variedade grande de esqueletos,
consequentemente, apresentam diversas atividades farmacologicas (HILL; CONNOLY, 2018;
ABREU et al, 2011; NIERO; ANDRADE; CECHINEL-FILHO, 2011). Estudos recentes
realizados por Xiao et al. (2018), mostrou que os triterpenos de diferentes tipos como, &cido
salaspérmico, acido oleanolico, acido ursolico e o acido betulinico bloqueiam a replicacdo do
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) em linfocitos, através da inibicdo de proteases

presentes no virus (Figura 4).

Figura 4. Triterpenos com atividade contra o HIV
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2.4.1 Biossintese dos triterpenos

Os terpendides sdo oriundos do &cido mevalénico que é um produto da via do
metabolismo do acetato, sdo formados através da unido cabeca-cauda das unidades isoprénicas,
que sdo estruturas quimicas constituidas por cinco &tomos de carbonos, considerados a base de
formacéo dos terpendides (REMLINGER, 2017).

Para a unidade isoprénica participar das reacdes de formacdo das substancias desta
classe de metabolitos, € necessario que estejam na sua forma bioquimicamente ativa que séo as
unidades difosfato dimetilalila (DMAPP) e o difosfato isopentila (IPP), desta maneira, essas
duas substancias dardo origem as estruturas quimicas precursoras de cada classe de triterpenos
o geranil, farnesil, geranilgeranil, geranilfarnesil e esqualeno que irdo sofrer sucessivas reacdes
de ciclizacdo dando origem aos esqueletos basicos dos monoterpenos, sesquiterpenos,

diterpenos, sesterterpenos e triterpenos, respectivamente (Esquema 1) (DEWICK, 2010).

Esquema 1. Precursores dos terpenoides via do mevalonato
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Fonte: Adaptado, DEWICK, et al., 2010
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Inicialmente, ocorre a condensacdo de duas moléculas de acetil-CoA formando o
acetoacetil-CoA, em seguida ocorre a insercdo de mais uma molécula de acetil-CoA para a
formacgéo do B-hidroxi-p-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). O préximo passo € a formacédo do
acido mevaldnico, para isso ocorre a reducao do grupo tioester para gerar um alcool primario,
na primeira etapa da reacéo é formado o intermediario acido mevaldico que apresenta um grupo
aldeido e em seguida ocorre uma reducdo do aldeido em um &lcool primario formando assim o
acido mevalonico, este por sua vez sofre uma fosforilacdo dando origem ao mevalonato
pirofosfato. A unidades isoprénicas bioguimicamente viaveis para a formacéo dos terpenoides
sdo obtidas por descarboxilagdo e eliminacdo de uma molécula de agua. A reacdo requer a
presenca de ATP, formando assim o isopentenil pirofosfato este por sua vez sofre a acéo de
uma isomerase e é convertida no dimetilalil difosfato (DMAPP). Esquema 2 (DEWICK et al.,
2010; MEDEIROS, 2007).

Esquema 2. Rota biosintética de formacédo do DMAPP e IPP

CoA su O O  Acetii-CoA CoA-SH o OH O
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Difosfato de Isopentila Difosfato de dimetilalila
(IPP) (DMAPP)

Os triterpenos sdo formados a partir de duas moléculas de farnesil difosfato que se
acoplam cauda-cauda, pelo ataque nos carbonos 2,3 da dupla ligacdo de uma das moléculas do
farnesil difosfato para formar uma molécula com 30 atomos de carbono o esqualeno, para essa

reacao e necessario a doacao de um hidrogénio pelo NADPH.
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Em seguida, o esqualeno sofre uma reacdo catalisada por uma flavoproteina, com
auxilio de Oz e NADPH, produzindo o 2,3-oxido de esqualeno, sendo este o precursor da
maioria dos triterpenos pentaciclicos hidroxilados no carbono 3. (THIMMAPPA et al., 2014;
DEWICK et al., 2010). A formacdo dos diversos esqueletos triterpénicos dependera das
enzimas conhecidas como 6xido de esqualeno ciclases que irdo promover a cicliza¢do do 2,3-
Oxido de esqualeno (THIMMAPPA et al., 2014).

Para a formac&o dos triterpenos pentaciclicos com um grupo hidroxila em C-3, deve
ocorrer uma protonacao que permitird a abertura do anel do grupamento epoxido do 6xido de
esqualeno formando um carbocétion terciario que facilitara o ataque eletrofilico das duplas
adjacentes possibilitando a ciclizagdo do escaleno para a formagdo dos anéis de 6 membros.
(XU; FAZIO; MATSUDA, 2004). Os esqueletos triterpérnicos mais conhecidos no género
Maytenus sdo os lupanos e friedelanos, que apresentam como estrutura base o cation damaril
(NIERO, 2010, XU; FAZIO; MATSUDA, 2004).

Para a formacdao do esqueleto lupano, este cation damaril sofre acdo da sintase LUP1, o
qual realiza a expansdo do anel D e forma um carbocéation C-18 que promovera a ciclizagéo e
formacdo do anel E, gerando o cation lupil precursor dos diversos tipos de substancias com
esqueleto lupano, como exemplo a formacédo do lupeol que é devido ao cétion lupil sofrer uma
desprotonagdo nos carbonos 20 e 29 formando o radical isopropenila, processo final da
formacéo do lupeol (THIMMAPPA et al., 2014; XU; FAZIO; MATSUDA, 2004). Esse mesmo
cation lupil sofre uma expansdo do seu anel E pela migracdo do carbocation para C-21
formando uma substancia com seis anéis, o cation germanicil, que apresenta um carbocation
em C-18, o qual pode migrar para os C-9, C-10, C-5 e C-3 para formar o cation friedelil,
precursor da série dos friedelano (Esquema 3) (THIMMAPPA et al., 2014; XU; FAZIO;
MATSUDA, 2004).
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Esquema 3. Rota biosintética de formacg&o dos lupanos e friedelano
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2.5 Ferramentas computacionais aplicada ao planejamento de farmacos

O desenvolvimento e producdo de farmacos é um processo lento, que requer grandes
investimentos e pode demorar décadas para que o medicamento produzido seja levado para as
prateleiras. Em média, o0 medicamento pode demorar de 10-15 anos para estar disponivel no
mercado e para chegar neste medicamento, a industria farmacéutica realiza a pesquisa entre
mais de 10.000 compostos para se obter uma substancia que seja eficaz (HOQUE, 2017). Pinto
e Barreiro (2013) relatam que nos ultimos anos houve uma diminuicdo na descoberta de
medicamentos inovadores, como exemplo, em 2012 apenas 31 novos medicamentos foram
langados no mercado.

Para auxiliar no desenvolvimento de novos farmacos surgiu a quimica computacional
que esta cada vez mais sendo usada pela industria farmacéutica para diminuir gastos, tempo e
otimizar a escolha da substancia para ser usadas nos testes in vitro e in vivo (SURABHI,
SINGH, 2018). Os métodos computacionais sao baseados nas propriedades fisico-quimicas que
caracterizam uma interacdo entre uma substancia farmacologicamente ativa com uma
macromolécula, propriedades como: superficie da molécula, interacdes eletrostaticas,
hidrofébicas, formacdo de ligacGes de hidrogénio, sendo essas propriedades consideradas
durante a analise e predicdo quando ocorre interacdo entre as moléculas analisadas
(HOQUE,2017).

Os métodos computacionais usados para desenvolvimento de farmacos séo classificados
de acordo com a estrutura do ligante ou baseados na estrutura do receptor. Os estudos
computacionais baseados na estrutura do receptor fundamentam-se nas caracteristicas que
aquela estrutura tem para ser um possivel alvo farmacoldgico, em que ir4 prevé como uma
substancia quimica interage no alvo estudado, gerando uma energia de ligagdo e mostra quais
tipos de interacfes estdo ocorrendo entre o ligante e a proteina alvo (docking molecular).
Aqueles baseados na estrutura do ligante, é fundamentada na predicdo da atividade
farmacologica de compostos com valores de atividade conhecidos para a construcao de modelos
de relagdo quantitativa entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica (QSAR, do inglés
Quantitative Structure-Activity Relationship) (ACEVEDO et al., 2017).

Estudo realizado por Esmeraldo (2015), investigou as possiveis interacGes entre 0S
triterpenos de esqueleto oleanano, ursano, lupano e friedelano isolados de espécies de Maytenus
com enzimas envolvidas na agdo antitumoral e com a ciclooxigenase. Para esse estudo foi

utilizado o método por docking molecular, que mostrou boas interacdes dessas classes de
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metabdlitos com as enzimas citadas, mostrando semelhanca com as interacGes dos farmacos
usados na clinica e essas enzimas

Cada vez mais as bactérias e fungos estdo adquirindo resisténcia para as diversas classes
de antibioticos e antifangicos. No ano de 2017 a Organizacao Mundial da Saude realizou uma
lista com as bactérias resistentes a antibioticos de grande relevancia mundial e que necessitam
da descoberta e desenvolvimento de novos antibidticos, nesta lista as Enterobacteriaceas, como
Escherichia coli e Salmonella spp estao classificadas como de ordem critica e de alta prioridade
para que sejam produzidos novos antibioticos para combater essas bactérias (WHO, 2017). Os
fungos leveduriformes do género Candida spp apresentam mecanismos de resisténcias aos
antifungicos e sabendo que esses microorganismos sdo os maiores causadores de infec¢cdes no
trato gastrointestinal, existe uma grande necessidade em descobrir novos farmacos para
combater bactérias e fungos (FORMIGA et al., 2017; SURABHI; SINGH, 2018). Para superar
essas dificuldades, as ferramentas computacionais, como o docking, estdo auxiliando os
pesquisadores para a descoberta e desenvolvimentos de novas substancias quimicas com
potencial farmacoldgico, como também auxiliam no entendimento das interacdes entre ligante-
receptor afim de realizar modificacdes nas moléculas ja existentes com o objetivo de melhorar
os efeitos farmacoldgicos dessas moléculas (MALATHI; RAMAIAH, 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Contribuir para a ampliacdo do conhecimento quimico do género Maytenus através do
estudo fitoquimico de Maytenus erythroxylon Reissek

3.2 Objetivos especificos

e Obter extratos organicos das partes aéreas de Maytenus erythroxylon para o estudo da
Sua composicdo quimica;

e Isolar e purificar metabdlitos secundarios dos extratos obtidos das partes aéreas de
Maytenus erythroxylon utilizando métodos cromatogréaficos;

e Identificar as substancias quimicas isoladas de Maytenus erythroxylon através de
técnicas de infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear;

e Caracterizar e avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos e dos metabolitos
secundarios isolados de Maytenus erythroxylon;

e Realizar estudos de predicdo farmacoldgica das substancias isoladas em bactérias e
fungos

e Avaliar, através do estudo por docking molecular, como as substancias isoladas de

Maytenus erythroxylon se ancoram nos sitios ativos de enzimas flngicas.
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4 MATERIAL E METODO

4.1. Material Botanico

As partes aéreas de Maytenus erythroxylon foram coletadas no municipio de
Mamanguape - PB. Sua identificagdo botanica foi realizada pela Dra. Zelma Glebya Maciel
Quirino do setor de boténica do departamento CCAE/UFPB e uma exsicata encontra-se
depositada no Herbario Professor Lauro Pires Xavier do Centro de Ciéncias Exatas e da
Natureza da UFPB sob c6digo 6051, registrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimodnio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob codigo ABOF7BA.

4.2. Métodos Cromatogréficos

Os métodos cromatogréaficos utilizados para o isolamento e purificacdo dos constituintes
quimicos foram Cromatografia em Coluna (CC) e Cromatografia Liquida de Média Pressao
(CLMP), utilizando como fase estacionéria silica gel F60 da SILICYCLE com particulas de
dimensGes entre 0,063-0,200 mm e 0,04-0,063 mm. O comprimento e as dimensdes das colunas
de vidro variaram de acordo com a quantidade de amostra que foi submetido a cromatografia.

O monitoramento das fracGes obtidas das CC e das CLMP foi realizado por
Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA), utilizando cromatoplacas da
SILICYCLE de dimensdes 20x20 cm, espessura 0,2 mm e indicador F-254. Foram utilizados
solventes organicos (hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol) para eluicdo das
cromatoplacas em cubas de variadas dimensdes. A visualizagdo das substancias aplicadas nas
cromatoplacas foi feita por exposicdo da mesma a lampada de irradiacdo ultravioleta, sob
comprimento de onda 254 e 366 nm aparelho BOITTON (modelo BOIT-LUBO1).

4.3. Métodos espectroscopicos

4.3.1. Espectroscopia no Infravermelho (1V)

Os dados espectrais na regido do infravermelho (4000 a 400 cm™) foram obtidos em
aparelho de espectrometro de infravermelho Rayleigh WQF-510A FT-IR do Instituto de
Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFARM) da Universidade Federal da Paraiba -
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UFPB, utilizando-se de 1 a 3 mg de amostra em pastilhas de brometo de potéssio (KBr), com

nimero de onda medido em cm™.

4.3.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN, uni e bidimensionais, foram registrados nos espectrometros da
Varian system operando a 500 MHz (RMN *H) e 125 MHz (RMN *3C) e no aparelho da Bruker
Ascend operando a 400 MHz (RMN H) e 100 MHz (RMN C) do Laborat6rio Multiusuério
de Caracterizacdo e Anéalise (LMCA) da UFPB. O solvente empregado para a dissolugdo das
amostras foi o cloroférmio deuterado (CDCls), cujos pico caracteristico do solvente em RMN
'H (7,24 ppm) e 13C (77,00 ppm) serviu como padréo interno durante a obtencdo dos espectros.

Os deslocamentos quimicos (0) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as
constantes de acoplamento (J) em Hz. As multiplicidades dos deslocamentos quimicos de RMN
de *H foram indicadas segundo as convengdes: s (simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), t
(tripleto) e m (multipleto).

Os espectros de RMN de 3C obtidos pela técnica Broad Band (BB) e Attached
Proton Test (APT) que teve como base a seguinte convencgdo: os sinais de carbonos nédo
hidrogenados (C) e metilénicos (CH2) acima da linha base e sinais de carbonos metinicos (CH)

e metilicos (CHs) abaixo da linha base.

4.4. Obtencdo do extrato etandlico bruto e seu particionamento

O material botanico foi seco em estufa com ar circulante, utilizando temperatura média
de 45 °C durante 72 horas. Quando seco, o material foi submetido a um processo de trituracédo
em moinho mecéanico, obtendo-se 4,0 Kg do po da planta. Em seguida, este po foi submetido a
maceracao com etanol (EtOH) a 95 % em recipiente de aco inoxidavel, por 72 horas. A solugéo
hidroalcodlica obtida foi concentrada em evaporador rotativo sob pressdo reduzida a uma
temperatura de 40 °C sendo obtido 404,0 g de extrato etandlico bruto (EEB) (Esquema 4).

Uma aliquota deste extrato (200,0 g) foi previamente solubilizada com hexano, para
retirar os constituintes apolares, mantida sob agitagdo mecanica no aparelho da ethiktecnology
(Modelo M110-VER-4K3) durante 60 minutos para a obtencdo de uma fracdo hexanica
desengordurada (4,4 g). A parte que ndo foi solubilizada com o hexano foi dissolvido em uma
solucdo MeOH:H2O (7:3) obtendo-se uma solugdo hidrometandlica, que por sua vez foi
submetida a um processo de particdo liquido-liquido em ampola de separacdo com os solventes

hexano, cloroférmio, acetato de etila e n - butanol. As solucBes obtidas foram tratadas com
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sulfato de sodio anidro (NaSO4) e submetidas a filtracdo sob pressdo reduzida. Apos esse
processo, as solugdes resultantes desse foram concentradas em evaporador rotativo a 45 °C,
obtendo-se 8,4 g da fase hexanica, 6,9 g da fase cloroférmica, 46,3 g da fase acetato de etila e

9,0 g da fase n- butandlica (Esquema 4).

Esquema 4. Obtencéo e parti¢do liquido-liquido do extrato etandlico bruto das partes aéreas de

l P6 da Planta (Partes aéreas) (4,0 kg) l

- Maceragao com etanol a 95 %

M. erythxoxylon.

- Concentrado em evaporador rotativo

I Extrato Etandlico Bruto (200 g) '

- Desengorduramento com hexano

- Concentrados em evaporador rotativo.

\ 4

Fracao hexanica

(desengordurada - 4,4 g)

- Dissolucdo em MeOH:H»0 (7:3)

Solugéo Hidrometanolica
- Particdo Liquido-liquido

1 1 1 1

Fase_ Fase Fase Acetato
Hexanica Diclorometano de etila
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Butandlica

(2,59) (6,4 9) (46,3 0) (9,00)
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4.5. Isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos

4.5.1. Processamento cromatografico da fracdo hexanica desengordurada

A fracdo hexanica (4,4 g) foi submetida a cromatografia liquida a média pressao
utilizando o aparelho de sistema binario de separacdo flash da Biichi, equipado com dois
maodulos de bombas (C-605) programadas com a pressdo maxima de 40 Bar com um fluxo de
10 mL/min, mddulo controlador (C-620), coletor de fracdo (C-660) e um detector de
espectrofotdmetro na regido de ultravioleta utilizando os comprimentos de onda fixos 230, 240,
254 e 340 nm. Para o empacotamento da coluna foi utilizado como fase estacionaria silica gel
com tamanho de particula 0,04-0,063 mm e como fases méveis hexano (Hex), acetato de etila
(AcOEt) e de metanol (MeOH) puros ou em misturas binarias em ordem crescente de polaridade
(Tabela 2). Desta coluna cromatografica foram coletadas 128 fracdes de 50 mL cada, que foram
reunidas em 40 fragOes de acordo com os seus perfis de separagdo no cromatograma (Figura 5).
Na tabela 2 apresenta o processamento cromatografico, em que é observado o tempo decorrido
em cada gradiente de concentracdo, os sistemas de eluicdo, a quantidade de fracbes obtidas em
cada sistema e suas reunides.

A reunido das fracOes de 27-29 resultando na subfracdo nove, apresentou um precipitado
na forma de cristais incolores e quando analisadas em CCDA foi observado uma Unica mancha,
sendo entdo codificada como Me-1 (22,0 mg). A fracdo 36 e a reunido da 37 - 38 resultaram no
grupo de subfracdes 12 e 13 respectivamente, que apds a analise em CCDA apresentaram uma
Unica mancha com os mesmos fatores de retencdo, ambas fragdes foram isoladas como
precipitado na forma de cristais em formato de agulha, sendo codificada como Me-2 (30,0 mg).
A subfracdo 14 apresentou um precipitado com o aspecto de um solido amorfo amarelado sendo
visualizada nas cromatoplacas de CCDA como uma mancha tnica que foi codificada como Me-
3 (40,0 mg) (Esquema 5). Todas as substancias acima codificadas tiveram suas estruturas
quimicas identificadas através dos espectros de RMN H e 1*C.
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Tabela 2. Fracionamento cromatogréafico do extrato hexanico de Maytenus erythroxylon.

Tempo (Minutos) Polaridade (Porcentagem) FracOes Reunides
1-20 100% Hexano 1-3 1
20-40 95: 5 Hexano: Acetato de etila 4-5 2
6-13(3); 14-19(4); 20-23(5);
40 -80 90: 10 Hexano: Acetato de etila  6-26 24(6); 25(7); 26(8)
27-29(9); 30-31(10); 32-35(11);
80 -120 85: 15 Hexano: Acetato de etila  27-38 36-37(12); 38(13)
39(14); 40(15); 41(16); 42-
120 -180 80: 20 Hexano: Acetato de etila  39-43 43(17)
180 — 220 75: 25 Hexano: Acetato de etila  44-51  44-47(18); 48-49(19); 50-51(20)
52(21); 53(22); 54(23); 55-
220 — 260 70: 30 Hexano: Acetato de etila  52-63 58(24); 59-63(25)
260 — 280 60: 40 Hexano: Acetato de etila 64 26
280 — 300 50: 50 Hexano: Acetato de etila  65-67 27
300 — 320 40: 60 Hexano: Acetato de etila  68-72 28
320 — 340 30: 70 Hexano: Acetato de etila  73-76 29
340 - 360 20: 80 Hexano: Acetato de etila  77-80 30
360 — 380 10: 90 Hexano: Acetato de etila  81-88 81-84(31) e 85-88(32)
380 — 400 100 Acetato de etila 89-92 33
400 - 430 90: 10 Acetato de etila: Metanol 93-99 34
430 — 460 80: 20 Acetato de etila: Metanol 100-113 100'103(35)111??(‘;71)06(36); 107-
460- 490 70: 30 Acetato de etila: Metanol 114-119 38
490 — 520 50: 50 Acetato de etila: Metanol 120-128  120-121(39); 122-128(40)

Figura 5. Cromatograma da CLMP da fracdo hexanica de Maytenus erythroxylon
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A reunido das fracdes 48 e 49 resultaram no grupo de subfracbes 19 (10 mg) que foi
submetida a uma cromatografia em coluna resultando em 24 fragdes de 20 mL cada (Tabela 3).
A fracdo 19.5 foi isolada na forma de um 6leo amarelado que apos analise em CCDA mostrou-
se como uma mancha Unica, sendo posteriormente submetida a RMN de *H e *C e codificada
como Me-4 (Esquema 5). Para esta cromatografica foram utilizados como fase moével hexano
e acetato de etila puro ou em misturas binérias em ordem crescente de polaridade e como fase
estacionaria silica gel flash.

As subfracles 21, 22 e 23 passaram por uma analise em CCDA apresentando uma Unica
mancha e foram reunidas por apresentarem o mesmo fator de retencdo. Em seguida as fragdes
reunidas, 21-23, foram submetidas a uma CC utilizando como fase estacionéria silica gel flash
e como fase movel hexano e acetato de etila puro ou em misturas binarias, resultando em 19
subfracdes de 20 mL (Tabela 4). Na fracdo 21-23.12 (24,2 mg) foi observada a presenca de um
6leo amarelado que apds andlise por CCDA foi evidenciado uma Unica mancha sendo assim
encaminhada para a realizacdo das analises espectroscopicas de RMN H e 3C para a sua
determinacéo estrutural, sendo codificada como Me-5 (Esquema 5).

Tabela 3. Processamento cromatografico da subfracdo 19 da fracdo hexanica desengordurada
de M. erythroxylon.

\ Sistema de eluicédo Fracdes coletadas Fracdes reunidas \
Hexano 1-4 1-2; 3-4

Hex:AcOEt (95:5) 5-10 5; 6-8; 9-10
Hex:AcOEt (93:7) 11-17 11-14; 15-17
Hex:AcOEt (90:10) 18 18

Hex:AcOEt (87:13) 19-20 19-20

Hex:AcOEt (85:15) 21-22 21-22

Hex:AcOEt (80:20) 23 23

Hex:AcOEt (70:30) 24 24

Tabela 4. Processamento cromatografico da subfracdo 21-23 da fracdo hexanica
desengordurada de M. erythroxylon.

Sistema de eluicéo Fracdes coletadas Fracdes reunidas
Hexano 1 1
Hex:AcOEt (95:5) 2-3 2-3
Hex:AcOEt (93:7) 4-8 4-6;7-8
Hex:AcOEt (90:10) 9-13 9-11; 12
Hex:AcOEt (85:15) 14-15 13-15
Hex:AcOEt (80:20) 16 16
Hex:AcOEt (70:30) 17 17
Hex:AcOEt (50:50) 18 18

Acetato de etila 19 19
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Esquema 5 — Processamento da fracdo hexanica desengordurada do extrato etandlico bruto de

M. erythroxylon

Fracio Hexdinica
desengordurada (4.4 g)

I 40 Subfracdes l

- CCDA

Fr. 19 Fr.21-23

Fr. 09 Fr.12 || Fr.13 Fr. 14 (10 mg) (98, 2 mg)

4 v -CC

Me -1 Me -2 Me-3 24 19
(22 mg) (30 mg) (40 mg) Subfracdes Subfracdes

Me - 4 Me -5
(5 mg) (24 mg)

4.6 Quimica computacional

4.6.1 Banco de dados

A partir do CHEMBL database, foi selecionado quatro conjuntos de estruturas quimicas
com atividade conhecida para os microrganismos Candida albicans, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella sp., para a construcdo de modelos preditivos. Os
detalhes de cada conjunto estdo descritos da tabela 1. Os compostos foram classificados a partir
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da pMICso (-log MICso (mol/l)), ressaltando que a MICso representa a concentracdo minima
necessaria para uma inibicdo de 50% dos microrganismos estudados.

Um outro banco de dados de moléculas isoladas da espécie Maytenus erythroxylon foi
construido a partir do estudo fitoquimico dessa espécie, com um total de cinco triterpenos.

Para todas as estruturas foram utilizados cddigos SMILES como dados de entrada para
0 Marvin 14.9.1.0, 2014, ChemAXxon (http://www.chemaxon.com). Usou-se ainda o software
Standardizer [JChem 14.9.1.0, 2014; ChemAXxon (http://www.chemaxon.com)] o qual converte
as diversas estruturas quimicas em representacfes canonicas personalizadas. Esta padronizacéo
é de suma importancia para criar bibliotecas de compostos consistentes, além de obter as
estruturas em formas canodnicas, adicionar hidrogénios, aromatizar, gerar o 3D e salvar 0s

compostos em formato SDF.

4.6.2 Descritores Volsurf

Foi utilizado descritores moleculares para prever propriedades bioldgicas e fisico-
quimicas das moléculas dos dois bancos de dados. O célculo dos descritores é gerado quando
as moléculas sdo transformadas em uma representagdo molecular que permite o tratamento
matematico.

O software Volsurf+v.1.0.7 (CRUCIANI et al., 2000) tem a capacidade de calcular 128
descritores moleculares, utilizando campos de interacdo molecular (MIFs) através de sondas de
N1 (amido nitrogénio-hidrogénio doador de ligacdo de hidrogénio), O (aceptor de ligacao de
hidrogénio), OH (4gua) e DRY (sonda hidrofdbica) e também célculo de descritores néo
derivados de MIFs.

4.6.3 Modelo de Predicao

O software Knime 3.5 (Knime 3.5.3 the Konstanz Information Miner Copyright, 2003-
2017, www.knime.org) foi utilizado para realizar as analises e gerar o modelo in silico. Os
bancos de moléculas com os descritores calculados foram importados do software Dragon, e
para cada um, os dados foram divididos utilizando uma ferramenta “Partitioning” com a 0p¢ao
de “Amostra estratificada”, separando em Treino e Teste, representando 80% e 20% de todos
0S compostos, respectivamente, onde foram selecionados aleatoriamente, mas mantendo a

mesma proporc¢éo de substancias ativas e inativas, em ambos os bancos de dados.
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Para a validagéo interna fez-se uso da validagdo cruzada, onde foram separados 10
grupos estratificados, selecionados aleatoriamente, mas distribuidos de acordo com a variavel
da atividade em todos os grupos de validacdo. Com os descritores selecionados, 0 modelo foi
gerado usando o conjunto de treinamento utilizando 0 “Random Forest” (RF) que € um
algoritmo para construcdo de arvores de decisdo (SALZBERG, 1994), empregado no WEKA
(HALL etal., 2009). Os parametros selecionados para RF para todos os modelos gerados foram
de 100 o namero total de arvores para construir e de 1 semente (seed) na geracao de nimeros
aleatdrios para 0 modelo.

As performances dos testes internos e externos dos modelos foram analisadas quanto a
sensibilidade (taxa de verdadeiros positivos, ou seja, a taxa ativa), especificidade (verdadeira
taxa de negativos, ou seja, a taxa de inativos) e precisdo (previsibilidade geral). Além disso, a
sensibilidade e especificidade da curva “Reciver Operating Characteristic” (ROC), foi utilizada
para descrever o verdadeiro desempenho do modelo, com mais clareza do que precisao.

O modelo foi analisado também pelo coeficiente de Matthews, uma maneira de avaliar
de modo global o modelo a partir dos resultados obtidos da matriz de confusdo. O MCC
(Matthews correlation coefficient) é, em esséncia, um coeficiente de correlacdo entre as
classificacOes binarias observadas e preditivas. Dele resulta um valor entre -1 e +1, onde um
coeficiente de +1 representa uma previsdo perfeita, o 0 nada mais que uma previsao aleatéria e
0 -1 indica total desacordo entre previsao e observagdo (MATHEWS, 1975).

O coeficiente de correlacdo de Matthews pode ser calculado a partir da seguinte formula:
_ VPxVN—FPxFN
~ (VP + FP)(VP + FN)(VN + FP)(VN + FN)

Onde VP ¢ o valor de verdadeiros positivos, VN o valor de verdadeiros negativos, FP o valor

MCC

de falsos positivos e FN de falsos negativos.

Foi utilizado ainda o dominio de aplicabilidade baseado nas distancias euclidianas afim
de sinalizar compostos no conjunto teste para 0s quais as previsdes podem ser ndo confiaveis.
Sao utilizadas medicoes de similaridade para definir o dominio de aplicabilidade do modelo
com base nas distancias euclidianas entre todos 0os compostos de treinamento, teste e da triagem
virtual. A distancia de um composto de um composto teste ao seu vizinho mais proximo no
conjunto de treinamento é comparada com o limite de dominio de aplicabilidade predefinido,
se a similaridade estiver alem desse limite, a previsdo é considerada nao confiavel (ZHANG et
al., 2006).
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4.7 Docking molecular

4.7.1 Obtencédo das enzimas bacterianas e fungicas complexadas com seus ligantes

Para a realizacdo do docking molecular foram selecionadas trés enzimas fungicas que
estdo localizadas na parede celular (exo-beta-(1,3)-glucanase), membrana celular (14a-
lanosterol-dimetilase) do fungo leveduriforme Candida albicans, a outra enzima foi a N-
Myristoyltransferase que atua na viabilidade celular do fungo, sendo um alvo potencial para
novos farmacos. Todas as enzimas foram obtidas do Protein Data Bank (PDB, disponivel em
www.pdb.org) com codigos de acessos e suas respectivas resolugdes, STZ1 (14a-lanosterol-
dimetilase, R=2 A, Ligante: Oteseconazol, 1IEQC (exo-B-(1,3)-glucanase, R= 1,85 A, Ligante:
Castanospermina) e 11YL ( N-Myristoyltransferase, R= 3,2 A, Ligante: 1-metil-1h-imidazol-2-
i)-(3-metil-4-{3-[(piridin-3-il-metil)-amino]-propoxi} benzofuran-2-il)-metanona (Figura 6).

Figura 6. Estruturas dos ligantes complexadas com as enzimas

5TZ1 - Oteseconazol

Castanospermina — 1IEQC Derivado Benzofuranico — 11YL
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4.7.2 Docking das enzimas fungicas complexadas com os triterpenos

As analises de docking foram realizadas no laboratorio de quimioinformatica da

Universidade Federal da Paraiba — UFPB, os programas computacionais foram disponibilizados
pelo professor Marcus Tullius Scotti. Os triterpenos usados para a realizagéo do docking foram
os triterpenos obtidos do isolamento de Maytenus erythroxylon. As estruturas dos triterpenos
foram desenhadas no software MarvinSketch64, para a minimizacdo das suas energias das
moléculas foi utilizado o Hyperchem 8.0 utilizando método Mecénica Molecular (MM+) e pelo
método semi-empirico AM1 (DEWAR et al, 1985).
Para a realizacdo do docking, os dados obtidos do PDB e das substancias com suas energias
minimizadas foram inseridos no software Molegro virtual Docker (MVD) versdo 2013.6.0.1
(MOTOHASHI et al., 2013). MVD € um programa que realiza calculos das interacdes entre
ligantes e macromoléculas, que de acordo com Thomsen e Christensen (2006) seu algoritmo o
MolDock score é baseado nas combinacGes dos algoritmos de evolugdo diferencial com um
algoritmo de previséo de cavidades, sendo a energia de pontuacao Escore resultado das somas da
interacdo energética entre ligante-proteina (Einter) € da energia interna do ligante (Eintra). ESSES
autores também mostraram que o MVD por possuir esses algoritmos apresenta uma precisao
maior na predicdo dos resultados do que outros softwares que realizam docking molecular.

Os estudos de docking dos ligantes cristalograficos e dos triterpenos isolados com as
enzimas selecionadas foram realizados sob 0os mesmos parametros: funcdo de pontuacéo:
MolDock Score; avaliacdo do ligante: internal ES, H-bond internal, Sp2-Sp2 torsions, nimero
de execucgles: 10; algoritmo: MolDock SE; interacbes maximas: 1500; tamanho méaximo da
populacdo: 50; méaximos de passos: 300; fator de vizinhanga: 1.00; nimero maximo de
conformacdes: 5. Para as enzimas identificadas como 5TZ1, 1EQC e 1IYL foram criados um

template com o ligante do PDB.

4.7.3 Validacao da metodologia do docking molecular

Para garantir um ancoramento preciso e uma Moldock score valido, foi realizado o
redocking para a validacao das analises realizadas no docking, para isso € usado como base 0s
valores obtidos da Raiz do Desvio Quadratico Medio (RMSD) que todos os seus valores devem
ser menores que 2,0 A para se obter uma metodologia comprovadamente validada (THOMSEN;
CHRISTENSEN, 2006; KAUSHIK, 2014).
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4.8 Estudo da atividade antibacteriana e antifungica das fragdes e fases de Maytenus

erythroxylon

4.8.1 Local de trabalho

Os ensaios laboratoriais referentes a este estudo foram realizados no Laboratdrio de
Pesquisa: Atividade Antibacteriana e Antifangica de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas/Centro de Ciéncias da Saude/Universidade
Federal da Paraiba: Maio/2018.

4.8.2 Produtos testados

Os produtos utilizados para a avaliagdo da atividade antimicrobiana sobre cepas
bacterianas e fangicas foram as substancias isoladas obtidas de Maytenus erythroxylon
identificadas como: Me-1; Me-2; Me-3; Me-4 e Me-5; e as fases em Hexano (A), Cloroférmio
(B), Acetato de Etila (C) e Butanol (D). Os produtos foram pesados e devidamente solubilizados
em 250 pL (5%) de dimetil-sulfoxido (DMSO) e adicionados 100 pL (2%) de tween 80,
completando-se o volume final com 4agua destilada esterilizada g.s.p. 5 mL. Dessa forma, foi
obtida a concentracdo inicial dos produtos de 1024 pg/mL e diluido em série até 128 pug/mL
(CLEELAND; SQUIRES, 1991; NASCIMENTO et al., 2007; PEREIRA et al., 2014).

4.8.3 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados nos ensaios para avaliacdo da atividade biol6gica
foram Brain Heart Infusion (BHI), Agar Sabouraud Dextrose (ASD)- adquiridos da Difco
Laboratories Ltd, USA, France, para manutencdo, respectivamente, das cepas de bactérias e
fungos. E para os ensaios de atividade bioldgica, foram usados caldo Brain Heart Infusion (BHI)
para as bactérias e meio RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato para os fungos (Difco
Laboratories Ltd, USA, France e INLAB, Sao Paulo, Brasil). Todos os meios foram preparados

conforme as descrigdes dos fabricantes.
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4.8.4 Micro-organismos

Para os ensaios de atividade bioldgica dos produtos testes, foram utilizadas as
seguintes cepas:

- Bactérias: Salmonella enteritidis ATCC-6017, Salmonella enteritidis LM-13,
Escherichia coli ATCC-18739, Pseudomonas aeruginosa ATCC-9027,;

- Fungos Leveduriformes: Candida albicans ATCC-60193, Candida tropicalis
ATCC-13803;

Os micro-organismos pertencem a MICOTECA do Laboratério de Micologia,
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). As cepas foram mantidas em BHI/bactérias e em
ASD/fungos a temperatura de 4°C. Foram utilizados para os ensaios, repiques de 24 - 48 horas
em BHI/ASD, respectivamente, para bactérias e leveduras, incubados a 35 + 2°C e repiques de
7 - 14 dias em ASD para fungos filamentosos, incubados a 28 + 2°C.

4.8.5 Inbculo

Para preparacdo do indculo, as col6nias obtidas de culturas das cepas de bactérias
em meio BHI e fungos em meio ASD, foram suspensas em solucéo fisiologica a 0,9% estéril e
ajustadas de acordo com o tubo 0,5 da escala padrdo de Mc Farland para obtencio de 10°
UFC/mL (CLSI, 2008; NCCLS, 2000; HADACECK; GREEGER, 2000; CLEELAND;
SQUIRES 1991; ANTUNES et al., 2006; FREIRE et al., 2014).

4.8.6. Concentracdo inibitéria minima (CIM)

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados conforme os protocolos de
Cleeland; Squires (1991), Eloff (1998) e CLSI (2008). A determinacdo da CIM das substancias
sobre cepas bacterianas e fungicas foram realizadas através da técnica de microdiluicdo em
caldo em placa para cultura de células (TPP/ SWITZERLAND/EUROPA) contendo 96 pocos
com fundo em “U”. Inicialmente, foram distribuidos 100 pL. de caldo RPMI duplamente
concentrado nos pogos das placas de microdilui¢gdo. Em seguida, 100 uLL das amostras foram
dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por meio de uma diluicdo seriada a

uma razédo de dois, foram obtidas concentragdes de 1024 ug/mL até 128 pg/mL. Por fim, foi
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adicionado 10 uL das suspensdes das cepas bacterianas ¢ fingicas nas cavidades, onde cada
coluna da placa refere-se, especificamente, a uma espécie. Paralelamente, foram realizados os
controles: micro-organismos (CBHI + bactérias e RPMI + leveduras ou fungo filamentoso),
para comprovacéo da viabilidade das cepas, meio de cultura (RPMI/CBHI), para comprovacéo
da esterilidade do meio e controle negativo com antibidticos: Gentamicina (64 pg/mL) para
inibicdo das bactérias e Anfotericina B (32 pg/mL) para inibicdo dos fungos. As placas
preparadas foram assepticamente fechadas e submetidas a incubacdo numa temperatura de 35
+ 2°C por 24 - 48 horas para 0s ensaios com bactérias e leveduras, ja os fungos filamentosos
foram incubados a temperatura de 28 £ 2°C por 7 dias.

No caso do ensaio biolégico com as bactérias, apés 24 h de incubacgdo, foi
adicionado 20 pL de solucdo do corante resazurina a 0,01 % (INLAB), reconhecido como um
indicador colorimétrico de oxido-reducdo (MANN; MARKAN, 1998). O ensaio foi incubado
a 35 + 2°C por 24 - 48 h. Ap6s a mudanca de coloracdo do corante (azul para vermelho),
considerou-se como indicador de crescimento microbiano; e se a cor permanece azul, significa
a auséncia de crescimento microbiano. A CIM para cada produto foi definida como a menor
concentracdo capaz de inibir visualmente o crescimento microbiano e/ou verificado pela
permanéncia da coloragéo do corante indicador.

A atividade antimicrobiana dos produtos foi interpretada e considerada como
ativa ou inativa, conforme os seguintes critérios: até¢ 600 pg/mL= forte atividade; 600-1500
pg/mL= moderada atividade; > acima de 1500 pg/mL=fraca atividade ou produto inativo
(HOLETZ et al., 2002; SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON et al., 2007).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo estrutural dos constituintes quimicos isolados de M. erythroxylon

5.1.1 Identificagéo estrutural de Me-1

A substancia codificada como Me-1 foi isolada na forma de cristais em forma de agulha,

soltveis em cloroférmio, pesando 22,2 mg, representando 0,005 % do extrato etandlico bruto.

No espectro de infravermelho obtidos em pastilhas de KBr, foi observado uma banda
larga com absor¢do em 3490 cm™ caracteristico de estiramento de um grupo hidroxila (- OH),
outra absorgdo observada em 1070 cm™ caracteristico de dobramento C-O que confirma a
presenca de uma hidroxila secundaria. Foi também visualizado uma banda larga em 2933 cm!
de estiramento C-H sp® e duas absorcdes em 1451 e 1380 cm™ caracteristicos de grupos
metilénicos e metilicos de carbonos sp®, respectivamente (Figura 9) (SILVERSTEIN et al.,
2007; PAVIA et al., 2010).

Na andlise realizada do espectro de RMN de *H foi possivel observar um envelope de
sinais entre 61 0,84-1,15 ppm caracteristicos de hidrocarbonetos saturados (Figura 10), nesta
regido foram observados sete sinpletos com integracéo para trés hidrogénios cada e um dupleto
com integracdo para seis hidrogénios sendo sinais caracteristicos de metilas, com a presenga
desses oito sinais com esse padrao de deslocamentos quimicos o1 0,91; 0,97; 0,84; 0,92; 0,99;
1,15; 0,94: 0,98 (Figura 11). E possivel sugerir que M-1 apresenta um esqueleto caracteristicos
de triterpeno pentaciclico do tipo friedelano (Figura 7) (ESTEVAM et al., 2005). Este espectro,
também revelou um multipleto com deslocamento quimico on 3,71 ppm caracteristico de
hidrogénio metinico situado na posicdo alfa a uma hidroxila tornando este hidrogénio

carbinolico desprotegido (Figura 12).

No espectro de RMN de *3C foram observados 30 sinais sendo oito sinais atribuidos a
carbonos metilicos, onze sinais atribuidos a carbonos metilénicos, cinco sinais atribuidos a
carbonos metinicos e seis sinais atribuidos a carbonos ndo hidrogenados (Figura 13 e 14). A
presenga dos deslocamentos quimicos oc 49,18; 53,20; 61,36; 42,84 foram atribuidos aos
carbonos metinicos C-4, C-8, C-10 e C-18, respectivamente e confirmando atraves de dados da
literatura que Me-1, trata-se de um triterpeno do tipo friedelano, corroborando assim com a
proposta observada no espectro de RMN *H (Figura 7) (ALMEIDA, 2011; SALAZAR, 2000).
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Figura 7. Esqueleto triterpénico pentaciclico do tipo friedelano

No espectro bidimensional de HMBC, foi observado os mapas de contorno da
correlagédo entre H-25 com C-9, confirmando a inser¢éo da metila CHz-25 em C-9 e ndo em C-
10 que acontece na maioria dos triterpenos pentaciclicos. Diante disto e juntamente com o0s
dados de RMN H e 3C pode confirmar que Me-1 possui um esqueleto triterpenico do tipo
friedelano (SEEBACHER et al., 2003). Outra correlacdo observada neste espectro foram os
mapas de contorno entre on 3,72 (H-3) com C-1, C-5, C-23 em &c 15,80; 38,38; 11,61,
respectivamente (Figura 15). Com esses dados e em comparacdo com dados da literatura foi
possivel sugerir que a OH esta inserida em C-3 (SALAZAR, 2000). Os demais sinais de H e

13C s30 apresentados na tabela 5.

Com os dados apresentados de 'H, 3C e HMBC e em comparacdo com a literatura foi
possivel identificar Me-1 como sendo o 3f-hidroxi-friedelano ou 3B-Friedelanol, substancia
encontrada em outras espécies do género Maytenus, sendo utilizado para o controle de
qualidade de espécies do género Maytenus (Figura 8) (VALLADAO et al.,2009) podendo
entdo, sugerir que este metabdlito secundario € um possivel marcador deste género (NIERO;
ANDRADE; CECHINEL-FILHO, 2011). Estudos mostram que o 3B-friedelanol, apresenta
atividade antimicrobiana e antiviral (SHAMIM; AHMED; FATIMA, 2018; TOMOKOU et al.,
2009). Sendo este relatado pela primeira vez na espécie Maytenus erythroxylon.

Figura 8. 3B-Hidroxifriedelano ou 3p-friedelanol isolado de Maytenus erythroxylon.




Tabela 5. Comparacéo dos dados de RMN de *H e 3C da substancia Me-1 em CDCls com
valores da literatura (Almeida, 2011) (6 em ppm e J em Hz).

Me — 1 (CDCls) Almeida, 2011
1H X 13C
oC oH HMBC oC oH

C 2] 3]

5 38,38 H-3 38,1

9 37,11 H-25 37,4

13 37,84 38,6

14 39,68 39,9

17 30,03 H-28 30,0

20 28,17 28,2
CH

3 72,76 3,71 (m) H-23 72,9 3,73 (m)

4 49,18 H-23 H-24 49,4

8 53,20 H-25 53,4

10 61,36 H-24 61,6

H-25

18 42,84 1,55 (m) H-28 43,1 1,57(m)
CH:2

1 15,80 1,46 (m) H-3 15,8 1,43 (m)

2 36,09 1,87 (m, H-2a) 36,3 1,9(dt, H-2a)

1,53 (m, H-2b) 1,5(m, H-2b)
6 41,74 1,71(m, H-6a) H-24 41,9 1,74 (dt, H-6a)
1,51(m, H-6b) 1,45 (m, H-6b)

7 17,55 17,6

11 35,57 35,6

12 30,64 30,6

15 32,34 32,3

16 35,34 35,8

19 35,19 35,4

21 32,83 32,8

22 39,28 0,89 (m) H-25 39,5 0,91 (m)
CHs

23 11,61 0,91(s) H-3 116 0,93(d;J=7.3)

24 16,39 0,97(s) 16,4 0,97 (s)

25 18,24 0,84 (s) 18,2 0,86 (s)

26 20,11 0,92(s) 20,1 0,99 (s)

27 18,64 0,99(s) 18,6 1,01 (s)

28 32,09 1,15 (s) 32,1 1,17 (s)

29 35,02 0,94(s) 35,2 0,95 (s)

30 31,79 0,98(s) 31,8 1,00 (s)




Figura 9. Espectro no Infravermelho (KBr, cm™) de Me-1.
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Figura 11. Expanséo do espectro de RMN de *H de Me-1 na regi&o de 0,83-1,19 ppm (CDCls,
500 MHz).
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Figura 12. Expanséo do espectro de RMN de *H na regio de 1,20-3,7 ppm (CDCl3, 500 MHz).
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Figura 13. Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de 3C APT de Me-1 (CDCls, 125
Mhz)
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Figura 14. Expansdo do espectro de RMN *C de Me-1 na regido de 10-74 ppm (CDCls, 125
MHz).
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Figura 15. Espectros das correlagdes entre sinais de 'H x BC 23Jy.c-HMBC de Me-1
registrados em CDClIs3 (500 x 125 MHz).
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5.1.2 Identificagdo estrutural de Me-2

A substancia codificada como Me-2 foi isolada na forma de cristais incolores em forma
de agulha, soltvel em cloroférmio, apresentando um peso de 30,0 mg representando 0,007%

do extrato etandlico bruto.

Na analise do espectro de infravermelho obtido em pastilha de KBr foram observadas
absorcdes de banda larga em 3349-2855 cm™ (-OH) e 1709 cm™ (C=0) caracteristicos de
estiramentos pertencente a um grupo hidroxila e acido carboxilico, respectivamente. Neste
mesmo espectro, foi visualizado uma banda de intensidade media em 1283 cm™ caracteristico
de estiramento C-O. O espectro apresentou uma banda larga em 2927 e 2862 caracteristico de
estiramento de C-H de hidrocarbonetos sp® como também absorcdes de dobramento em 1463 e
1386 cm? de C-H de grupos metilénicos e metilicos, respectivamente (Figura 17)
(SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2010).

No espectro de RMN de *H de Me-2 foi observado um envelope de sinais na regido de
dn 0,76-1,23 ppm caracteristicos de hidrocarbonetos saturados, sendo sete sinpletos com
integracdo para trés hidrogénios que sdo caracteristicos de metilas e um tripleto com
deslocamento quimico em 6n 0,76 ppm com integracdo para 3 hidrogénios também
caracteristico de metila (Figura 18). Foi observado uma multiplicidade em én 2,35 ppm
referente a hidrogénios metilénicos desprotegidos (Figura 19), com este perfil de informagdes
do espectro de RMN de 'H pode-se sugerir que Me-2 apresenta um esqueleto de triterpeno

pentaciclico.

No espectro de RMN de **C foram visualizados 30 sinais sendo oito atribuidos a
carbonos metilicos, doze a carbonos metilénicos, trés a carbonos metinicos e sete sinais
atribuidos a carbonos ndo hidrogenados. (Figuras 20, 21, 22, 23). Me-2 apresentou sinais
semelhantes a Me-1, apresentando oito metilas, corroborando com a sugestdo observada no
espectro de RMN de 'H, sugerindo que a substancia Me-2 apresenta caracteristica de um
triterpeno do tipo friedelano (ESTEVAM et al., 2005). Neste espectro, foi visualizado um sinal
em o¢c 179,60 sugerindo que a molécula possui um grupo funcional do tipo &cido carboxilico

(Figura 24). Os demais sinais de 'H e 3C est&o descritos na tabela 6.

Em comparagdo com Me-1, a substéncia codificada como Me-2 apresentou um sinal a
mais para um carbono ndo hidrogenado e para um carbono metilénico como também foi

observado o desaparecimento de dois sinais de carbonos metinicos. O deslocamento quimico
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dc 7,57 sugere uma metila na regido de protecdo devido a um efeito gama da metila C-24
(SANTOS et al., 2009). A presenca desse sinal desprotegido e a auséncia desses dois sinais de
carbonos metinicos como também a comparacdo com dados da literatura pode sugerir que o
anel A do esqueleto triterpeno friedelano esta aberto. De acordo com Medeiros, 2007 é possivel
sugerir que possa ter ocorrido a oxidacéo da cetona nos carbonos trés e quatro da friedelina para
a formacgdo de um &cido carboxilico, corroborando entdo com as propostas apresentadas ao
realizar a analise dos espectros de RMN de *H e $3C. Sendo assim, com os dados de RMN *H e
13C em comparacio com a literatura foi possivel identificar Me-2 como sendo o 4cido-3,4 seco-
friedelano-3-6ico, apresentando atividade antiangiogénica (PEREIRA et al., 2018) sendo
relatado pela primeira vez na espécie (Figura 16).
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Figura 16. Acido 3, 4 — seco — friedelano — 3- 6ico isolado de Maytenus erythroxylon.
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Tabela 6. Comparacio dos dados de RMN de *H e '3C da substancia Me-2 em CDClz com
valores da literatura (Medeiros, 2007) (6 em ppm e J em Hz).

Me — 2 (CDCls) Medeiros, 2007
C oC oH oC oH
3 179,60 179,85
4 38,89 38,86
9 37,79 37,78
13 39,58 39,57
14 38,27 38,25
17 29,69 29,69
20 28,13 28,13
CH
8 52,94 52,93
10 59,76 59,74
18 42,78 42,75
CH:
1 21,02 21,00
2 35,12 2,35 (m) 35,11 2,36 (dd)
5 32,80 32,78
6 39,00 38,99
7 17,91 18,05
11 36,01 36,01
12 29,96 29,96
15 30,17 30,16
16 37,51 37,49
19 35,27 35,26
21 32,24 32,22
22 39,26 39,25
CHs
23 7,57 0,76 (1) 7,58 0,76
24 19,32 0,96 (s) 19,29 0,95 (s)
25 17,91 0,85 (s) 17,91 0,84 (s)
26 20,12 0,98 (s) 20,13 0,98 (s)
27 18,73 1,23 (s) 18,74 1,23 (s)
28 32,09 1,14 (s) 32,08 1,14 (s)
29 34,96 0,92 (s) 34,96 0,92 (s)

30 31,82 0,97 (s) 31,81 0,97 (s)




Figura 17. Espectro no Infravermelho (KBr, cm™) de Me-2.
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Figura 18. Espectro de RMN de *H de Me-2 (CDCl3, 500 MHz).
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Figura 19. Espectro de RMN de 'H de Me-2 na regido de 0,4-2,7 ppm (CDCls, 500 MHz).

1920~
900"
1580~
£2610

0960

th,ow
9860~

epPT'T—

el —

6EE'T
va,mk
ceETE

L5E'C
£9E'C

£Lec!

=PI

= 8r8'0

2007

(el
¥ bt

~0E8'C

=000'7

k125

0.6 0.5 0.4

0.7

1.2 11 1.0 0.9

1.3

14

1.5
1 (ppm)

1.6

1.7

2.6 25 24 23 2.2 2.1 2.0 1.9 1.8

27



67

Figura 20. Espectro de RMN de *C-APT de Me-2 (CDCls, 125 MHz).
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Figura 21. Espectro de RMN de *C de Me-2 na regido de 7-31 ppm (CDCls, 125 MHz).
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Figura 22. Espectro de RMN de *C de Me-2 na regido de 28-40 ppm (CDCls, 125 MHz).
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Figura 23. Espectro de RMN de 3C de Me-2 na regi&o de 42-63 ppm (CDCls, 125 MHz).
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Figura 24. Espectro de RMN de *C de Me-2 na regido de 70-200 ppm (CDCls, 125 MHz).
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5.1.3 Identificagéo estrutural de Me-3

A substancia codificada como Me-3 foi isolada na forma de sélido amorfo amarelado,
solivel em cloroférmio, apresentando um peso de 40 mg, representando 0,009% do extrato
etandlico bruto.

Na analise do espectro de infravermelho realizado em pastilhas de KBr foi visualizado
uma banda larga intensa em 1710 cm™ caracteristico de estiramento C=0 de cetona, como
também foi observado o dobramento em 1264 cm de C=0. Neste espectro, também apresentou
absorcgBes caracteristicos de C-H de alcanos em 2920 e 2836 cm™ como também dobramentos
de C-H de carbonos metilénicos e metilicos em 1463 e 1380 cm™, respectivamente (Figura 26)
(SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2010).

No espectro de H foi observado um envelope de sinais na regido entre dn 0,75-2,12
ppm (Figura 27) informando a presenca de hidrogénios saturados. Nesta regido, estdo sendo
visualizados sete singletos com integral para trés hidrogénios cada em 64 0,75; 0,89; 0,95; 0,99;
1,02; 1,04 e 2,12 ppm, sendo atribuidos as metilas de Me-3 (Figura 28). Destes sete sinais,
destaca-se o simpleto com deslocamento quimico de 61 2,12 ppm caracteristico de uma metila
alfa carbonila desprotegida, como no espectro de infravermelho mostrou uma banda
caracteristica de C=0 de cetona, sugere-se que esta desprotecdo pode ser causada pelo efeito
de anisotropia da carbonila de cetona (Figura 28) (PAVIA et al., 2010). Neste mesmo espectro,
foi observado um tripleto de dupleto com integral para um hidrogénio com deslocamento
quimico dox 2,56 ppm, também caracteristico de hidrogénio alfa carbonila com essas
informacdes e analisando o padrdo dos deslocamentos quimicos das metilas, pode-se sugerir
que Me-3 apresenta um esqueleto triterpénico (Figura 29).

Apos analise do espectro de *3C - APT foram visualizados 29 sinais de carbonos sendo
sete atribuidos a carbonos ndo hidrogenados, cinco atribuidos a carbonos metinicos, dez
atribuidos a carbonos metilénicos e sete atribuidos a carbonos metilicos (Figura 30). Os
deslocamentos quimicos em dc 212,89 (C-20) e 218,26 (C-3) ppm sugere que Me-3 apresenta
carbonilas de cetonas, corroborando com a ideia proposta ao analisar o espectro de
infravermelho e de RMN *H (Figura 32). Observando os sinais 8¢ 54,75 (C-5); 49,48 (C-9);
37,09 (C-13); 46,56 (C-18) ppm caracteristicos de carbonos metinicos, este padrdo de
deslocamentos séo caracteristicos de triterpenos da classe dos lupanos (Figura 31) (COLE, et
al., 1991). A presenca do sinal d¢c 212,89 (C-20) ppm de carbonila de cetona juntamente com o

deslocamento quimico dc 52,52 (C-19) ppm de um carbono metinico desprotegido, revela a
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auséncia da ligacdo sp? nos C-20 e C-29 que geralmente acontece nos lupanos que apresentam
0 grupo isopropenila ndo substituido. Diante disto, com a auséncia desta ligagdo sp?, pode
sugerir que Me-3 apresenta em sua estrutura quimica um carbono a menos, logo possuindo um
esqueleto do tipo norlupano (NUNEZ et al., 2005; PARK et al., 2010).

Os assinalamentos dos hidrogénios metilicos foram confirmados ao analisar os mapas
de contorno, das correlagcdes diretas observadas no espectro heteronuclear HSQC. Neste
espectro, foram observadas as correlacdes dos simpletos em 6n 0,75; 0,89; 0,95; 0,99; 1,02;
1,04 ¢ 2,12 ppm com os respectivos sinais em dc 17,96; 15,69; 14,32; 22,01, 16,92; 26,70 ppm,
corroborando assim com a estrutura de um triterpeno do tipo lupano (Figura 33).

No espectro de correlacdo heteronuclear a duas ou trés ligaces de HMBC, foi possivel
confirmar as posi¢des das carbonilas através das correlacbes do singleto com deslocamento
quimico de 6n 1,04 (H-23) com o sinal de dc 218,26 a trés ligacOes informando que esta
carbonila esta inserida em C-3. Outra correlacdo observada foi o sinal do simpleto de 61 2,12
(H-29) ppm com o deslocamento quimico de dc 212,89 ppm a duas ligacdes, confirmando a
presenca da carbonila em C-20, revelando a auséncia da dupla ligacdo em C-20 e C-29 dos
lupanos (Figura 34). Outra correlagdo que confirmou a presenga da carbonila em C-20 foi entre
dH 2,50 (H-19) com &¢ 37,09; 49,56; 212,89; 27,67 (C-13, C-18, C-20 e C-21) (Figura 35).

Na Tabela 7 estdo compilados os deslocamentos quimicos e as correlagcdes observadas
nos espectros de RMN *H e 3C e bidimensionais para Me-3. Diante dos dados descritos acima
e em comparacdo com os dados da literatura foi possivel identificar Me-3 como sendo 29 —
norlupan — 3,20-diona isolado pela primeira vez no género Maytenus e relatada pela primeira

vez nesta espécie (Figura 25).
Figura 25. 29-norlupan-3,20-diona (Me-3) isolado de Maytenus erythroxylon.
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Tabela 7. Comparacio dos dados de *H e **C de Me-3 em CDCI3 com valores da literatura
(COLE, 1991). (6 em ppm e J em Hz).

Me — 3 (CDCls) Cole, 1991
BC x 1H 13C x1H
C HMQC HMBC oC oH
oC oH 2] 3]

3 218,26 217,8

4 47,26 H-23; H-24 47,2

8 40,63 H-26 H-27 40,6

10 36,83 H-25 36,8

14 42,70 H-26 42,7

17 43,00 H-28 43,0

20 212,89 H-19 212,0
CH

5 54,75 H-23; H-24; 54,7

H-25

9 49,48 H-25; H-26 49.4

13 37,09 H-27; H-19 37,1

18 49,56 H-19 H-28 49,5

19 52,52 2,56 (td) H-29 52,5
CH2

1 39,78 H-25 39,8

2 34,06 34,0

6 19,63 19,7

7 33,39 H-26 33,4

11 2141 21,4

12 27,21 27,2

15 27,15 H-27 27,1

16 34,87 H-28 34,9

21 27,67 H-19 27,6

22 39,49 H-28 39,5
CHs

23 26,70 1,04 (s) H-24 26,7 -
24 20,99 0,99 (s) H-23 21,0 -
25 15,94 0,89 (s) 16,0 -
26 15,66 1,02 (s) 15,7 -
27 14,37 0,95 (s) H-27 14,4 -
28 17,96 0,75 (s) 18,0 -

29 2919  2,12(s) 29,0 -
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Figura 26. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de Me-3.
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Figura 28. Expansdo do espectro de RMN de H de Me-3 na regido de 0,7-2,7 ppm (CDCls,
500 MHz).
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Figura 29. Expanséo do espectro de RMN de *H de Me -3 na regido de 2,24-2,74 ppm (CDCls,
500 MHz).
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Figura 30. Espectro de RMN de *C-APT de Me-3 (CDCls, 125 MHz).
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Figura 31. Espectro de RMN de 3C-APT de Me-3 na regido de 10-55 ppm (CDCls, 125 MHz).
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Figura 32. Espectro de RMN de *C-APT de Me-3 na regido de 212-219 ppm (CDCls, 125
MHz).
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Figura 33. Expansao do espectro das correlaces entre sinais de *H x 3C-Ju.c-HSQC de Me-
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Figura 34. Expanséo do espectro das correlagdes entre sinais de *H x **C #3Jy.c-HMBC de
Me-3 registrados em CDCl3 (500 x 125 MHz).

f1 (ppm)

1 UI“ MWL" H

Figura 35. Expanséo do espectro das correlacdes entre sinais de *H x 3C 2-3Jy.c-HMBC de
Me-3 registrados em CDCl3 (500 x 125 MHz).
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5.1.4 ldentificagéo estrutural de Me-4
A substancia codificada como Me-4 foi isolada na forma de um sélido amorfo
amarelado, soltuvel em cloroférmio, apresentando um peso de 5 mg, representando 0,001 % do

extrato etanélico bruto.

Na analise do espectro de *H foi observado um envelope de sinais na regido de Sy 0,6 —
1,16 ppm (Figura 37) caracteristicos de hidrogénios saturados. Nesta regido foram visualizados
sete simpletos com integral para trés hidrogénios cada em 61 0,70; 0,85; 0,86; 0,97; 0,98; 1,05
e 1,13 ppm, que foram atribuidos as metilas de Me-4, com estes dados e em comparagdo com
a literatura pode-se sugerir que Me-4 pertence a classe dos triterpenos (Figura 36) (DUARTE,
2010). Este espectro mostrou-se semelhante a Me-1, desta forma, pode-se sugerir que Me-4 é
um triterpenoide com esqueleto basico do tipo friedelano. Foram visualizados dois dupletos
com deslocamento quimico 6+ 3,33 e 3,41 ppm (J=10,5) caracteristicos de hidrogénios ligados
a carbono carbindlico sofrendo desprotecdo pelo efeito de inducdo do oxigénio (Figura 39)
(PAVIA et al., 2010) sugerindo a presenca do grupo metilénico ligado a uma hidroxila ( CHz—
OH), em comparacao com a literatura, é possivel sugerir que este grupo esta inserido no carbono
C-30 (DUARTE,2010). Foi observado um quarteto com deslocamento quimico on 2,22 ppm (
J=7,0) (Figura 39), em comparagdo com Me-1, é observado a auséncia do sinal em o 3,71 ppm
de H-3, sugerindo entdo, a presenca de uma carbonila em C-3, esta informacdo pode ser
explicada pela presenca deste sinal desprotegido em 6n 2,22 ppm que é caracteristico de
hidrogénios o carbonilicos (SILVERSTEIN et al., 2007).

No espectro de **C foram observados 30 sinais em que sete foram atribuidos a carbonos
ndo hidrogenados, quatro atribuidos a carbonos metinicos, doze atribuidos a carbonos
metilénicos e sete atribuidos a carbonos metilicos. Os deslocamentos quimicos em 6¢c 58,24;
53,00; 59,51 e 42,75 ppm que sdo caracteristicos de carbonos metinicos de triterpenos
friedelano (Figura 40) (MAGALHAES, 2011). O deslocamento quimico em &c 213,12 ppm
confirma a presenca da carbonila de cetona. Outro deslocamento quimico observado ¢é 6c 71,98
ppm caracteristico de carbono metilénicos ligado uma hidroxila, estes dados juntamente com o
de 'H e em comparagdo com a literatura confirma a presenca de uma hidroxila inserida em C-
30 (Figura 41).

Na Tabela 8 estdo compilados os deslocamentos quimicos e as correlacdes observadas
nos espectros de RMN *H e 13C para Me-4. Diante dos dados descritos acima e em comparagao
com os dados da literatura foi possivel identificar Me-4 como sendo 3-ox0-30-hidroxifriedelano
relatada pela primeira vez nesta espécie (Figura 36).
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Tabela 8. Comparacéo dos dados de RMN de *H e 3C de Me-4 em CDCls em comparagio com

valores da literatura (Magalhaes, 2011) (6 em ppm e J em Hz).

Me -4 (CDCls)  Magalhées, 2011
C oC oH oC oH
3 213,12 213,3
5 42,14 42,15
9 37,45 37,42
13 38,38 39,77
14 38,10 38,38
17 29,99 29,96
20 33,38 33,36
CH
4 58,24 222(y, 58,19 2,23 (q,
J=7,0) J=6,8)
8 53,00 53,00
10 59,551 59,44
18 42,75 42,69
CH:
1 22,28 22,27
2 41,51 41,50
6 41,30 41,24
7 18,25 18,23
11 35,58 35,55
12 29,35 29,71
15 32,13 32,12
16 29,70 29,71
19 30,52 30,50
21 28,17 28,15
22 39,81 39,77
30 71,98 3,33(d,Ha); 71,90 3,35 (d, Ha);
3,41 (d, Hp) 3,43 (d, Hp)
Ja=Jp=10,5 Ja=Jp=10,4
CHs
23 6,81 0,85 (m) 6,83 0,87 (d; j=
6,8)
24 14,66 0,70(s) 14,65 0,73 (s)
25 18,01 0,86(s) 18,01 0,90 (s)
26 18,57 1,05(s) 18,59 1,07 (s)
27 19,95 097(s) 19,95 0,99 (s)
28 32,13 1,13(s) 32,12 1,15 (s)
29 28,92 0,98(s) 28,93 1,01 ()




Figura 36. 3-oxo-30-hidroxifriedelano (Me-4) isolado de Maytenus erythroxylon.
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Figura 38. Espectro de RMN de *H Me-4 na regi&o de 0,60-1,16 ppm (CDCls, 500 MHz).
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Figura 39. Espectro de RMN de 'H de Me-4 na regido de 2,20-3,40 ppm (CDCls, 500 MHz).
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Figura 40. Espectro de RMN de *C - broad band de Me-4 (CDCls, 125 MHz).
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5.1.5 Identificagéo estrutural de Me-5

A substancia codificada como Me-5, foi isolado na forma de 6leo amarelado, soltvel

em cloroformio, pesando 24 mg representando 0,006 % do extrato etanolico bruto.

Na analise do espectro de infravermelho obtido em pastilhas de KBr foi observado uma
banda larga com absorgdo em 3462 cm™ caracteristicos do grupo funcional hidroxila (OH), foi
observado uma absorcdo em 1709 cm™ caracteristico de carbonila de cetona (C=0). Outras
absorcdes visualizadas foram os estiramentos de C — H sp® em 2945 cm™ e os dobramentos com
absorcdo em 1451 cm™ e 1380 cm™ caracteristicos de C — H sp® de CH, e CHs, respectivamente
(Figura 43).

O espectro de 'H apresentou um envelope de sinais na regidio de du 0,7 — 1,90
caracteristicos de hidrogénios de hidrocarbonetos saturados (Figura 44), nesta mesma regido
foram observados um dupleto on 1,04 integrando para seis hidrogénios e quatro singletos on
0,76; 0,90; 0,93 e 1,00 integrando para 3 hidrogénios cada (Figura 45), sugerindo a presenca de
grupos metilas em Me-5, Com essas informacOes é possivel sugerir que esta substancia
apresenta um esqueleto triterpénico (ZHOU et al., 2014). Foi observado um dupleto e um
simpleto com deslocamento quimico 6n 4,92 e 4,88 integrados para um hidrogénio cada,
caracteristicos de hidrogénios vinilicos, sugerindo que Me-5 apresenta dupla ligacdo (Figura
47). Outra multiplicidade visualizada foi um dupleto com deslocamento quimico em o4 4,10
(Figura 47) com integral para dois hidrogénios sugerindo a presenga de hidrogénios a hidroxilas
(OH), sofrendo desprotecdo pelo efeito indutivo do oxigénio da hidroxila, diante dessas
informacBes e em comparacdo com a literatura é possivel sugerir que Me-5 apresenta um
esqueleto basico de triterpeno do tipo lupano (TINTO et al., 1992). Foram observados
multipletos caracteristicos de hidrogénios metilénicos na regido de 1,80 — 2,55 ppm (Figura 46).

Analisando o espectro de RMN de 13C foram observados 30 sinais em que sete foram
atribuidos a carbonos ndo hidrogenados, cinco sinais atribuidos a carbonos metinicos, doze
sinais atribuidos a carbonos metilénicos e seis sinais atribuidos a carbonos metilicos,
confirmando que Me-5 possui um esqueleto triterpenico (Figura 48). Na figura 50 € visualizado
um sinal com deslocamento quimico dc 218,26 indicando a presenga de carbonila de cetona e
na figura 49 um sinal de ¢ 65,00 de carbono o hidroxila sugerindo a presenca de um carbono
metilénico oxigenado, observando os deslocamentos quimicos do carbono metilénico dc 106,87
e do carbono ndo hidrogenado 6c 154,67 é possivel confirmar a presenca de dupla ligagdo do
tipo isopropenil (Figura 50) e juntamente com os carbonos metinicos éc 54,85; 49,71; 38,09;
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48,87 e 43,74, confirma a presenca do esqueleto triterpenico lupano (Figura 49) (TINTO et
al.,1992; CURSINO et al., 2009).

Para a confirmac&o do assinalamento dos carbonos metilicos foi realizado a técnica de
HSQC em que no espectro observa-se correlagdes diretas heteronuclear. Neste espectro foram
registradas as correlagdes dos singletos on 0,76; 0,90; 0,93 e 1,00 com os deslocamentos
quimicos de d¢c 17,70; 15,96; 14,45 e 21,02, respectivamente (Figura 51). Neste espectro foi
possivel confirmar a dupla ligacdo do radical isopropenil, através da correlacdo do dubleto em
014,92 com 6c 106,87 (Figura 52).

Através da analise do espectro de correlacdo de HMBC foi possivel confirmar a posicado
da carbonila através das correlagdes entre 8¢ 218,26, dn 2,50 — 2,38 (J°) e 61 1,89 — 1,83 (J°)
confirmando que a carbonila esta inserida em C-3 (Figura 55). Outra correlacdo visualizada foi
entre o1 4,92 ¢ 4,88 com oc 65,00 confirmando que o carbono metilénico a hidroxila esta
inserido no radical isopropenil em C-30 (Figura 54). Na figura 53 podemos observar as
correlagdes que confirmam a posigdo das metilas 61 0,76 com d¢ 35,38; 39,80; 42,99; 48,8 (C-
16; C-17 C-18; C-22), dn 0,90 com &c 36,85; 39,56; 49,71; 54,85 (C-10;C-1; C-9 e C-5), oH
0,99 com 6¢ 27,37; 38,09; 40,77 e 42,83 (C-13; C-15; C-8; C-14), 1 1,00 com é¢ 26,65; 47,31,
54,92 e 218,26 ( C-23; C-4; C-5 e C-3) 61 1,04 com o6c 33,55; 40,77; 42,83; 49,71 (C-7; C-8;
C-14 e C-9), 1,05 com 47,31; 54,81; 21,02 ( C-4; C-5 e C-23).

Na Tabela 9 estdo compilados os deslocamentos quimicos e as correlacGes observadas
nos espectros de RMN *H e *C e bidimensionais para Me-5. Diante dos dados descritos acima
e em comparacdo com os dados da literatura foi possivel identificar Me-5 como sendo 30
hidroxi-20(29)-lupen-3-ona ou 30-hidroxilupenona relatada pela primeira vez nesta espécie
(Figura 42).

Figura 42. 30 hdroxi-20(29)-lupen-3-ona (Me-5) isolado de Maytenus erythroxylon.
29
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Tabela 9. Comparago dos dados de H e **C de Me-5 em CDCls em comparagdo com valores
da literatura (TINTO et al., 1992). (6 em ppm e J em Hz).

Me — 5 (CDCls) Tinto et al., 1992
BCxH BCxH
C HSQC HMBC 6C oH
6C oH 2J 3
3 218,26 C-2 C-3 218,27
4 47,31 47,32
8 40,77 40,79
10 36,85 36,87
14 42,83 42,85
17 42,99 43,01
20 154,67 154,67
CH
5 54,85 54,87
9 49,71 49.73
13 38,09 38,12
18 48,81 48,81
19 43,74 43,75
CH:2
1 39,56 1,89-1,83 (m) 39,59 1,91
2 34,12 2,50 — 2,38 (m) 34,13 2,47
6 19,65 19,8
7 33,55 33,58
11 21,53 21,57
12 26,67 26,68
15 27,37 27,40
16 35,38 35,40
21 31,73 31,75
22 39,80 39,83
29 106,87 492 (d,J=14 C-30; 106.83 4,99,
MHz) C-19 4,93
4,88 (s)
30 65,00 4,10 (d,J=4,2 C-29; 64,95 4,16
MHz) C-20
CHs
23 26,65 1,04 (d) C-4 C-5; C-3; 26,68 1,09
C-23
24 21,02 1,00 (s) C-4 C-3;C-5;C- 21,04 1,05
23
25 15,96 0,90 (s) C-10 C-1; C-5; 15,99 0,95
C-9
26 15,78 1,04 (d) C-8 C-7;C-9;C- 15,80 1,09
14
27 14,45 0,93 (s) C-14  C-8;C-13; 14,47 0,98
C-15
28 17,10 0,76 (s) C-17 C-16;C-18; 17,72 0,81

C-22




Figura 43. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de Me-5.
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Figura 44. Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de *H de Me-5 (CDCls, 400 MHz).
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Figura 45. Espectro de RMN de *H Me-5 na regido de 0,74-1,08 ppm (CDCls, 400 MHz).
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Figura 47. Espectro de RMN de *H Me-5 na regido de 3,65-5,05 ppm (CDCls, 400 MHz).
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Figura 49. Expanséo do espectro de RMN de *C Me-5 na regido de 14-65 ppm (CDCls, 100
MHz).
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Figura 50. Expans3o do espectro de RMN de **C Me-5 na regi&o de 106-218 ppm (CDCls, 100
MHz).
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Figura 51. Expanséo do espectro das correlagGes entre sinais de *H x *C-Ju.c-HSQC de Me-5
registrados em CDClI3 (400 x 100 MHz).
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Figura 52. Expanséo do espectro das correlacdes entre sinais de *H x **C-Ju.c-HSQC de Me-5
registrados em CDClI3 (400 x 100 MHz).
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Figura 53. Expanséo do espectro das correlagdes entre sinais de *H x *C #3Jy.c-HMBC de
Me-5 registrados em CDCl3 (400 x 100 MHz).
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Figura 55. Expansdo do espectro das correlagbes entre sinais de *H x *C #3Jy.c-HMBC de
Me-5 registrados em CDCls (400 x 100 MHz).
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Figura 54. Expanséo do espectro das correlagbes entre sinais de *H x *C #3Jy.c-HMBC de
Me-5 registrados em CDCl3 (400 x 100 MHz).
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5.2 Andlise dos modelos de QSAR para Candida albicans, Salmonella enterica,

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli.

Foram selecionadas estruturas quimicas com atividade bioldgica relatadas na literatura
contra as bactérias Salmonella enterica, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli. As
estruturas das moléculas no formato smiles foram utilizadas como dados de entrada no software
Volsurf+ que é um programa computacional que estuda as propriedades fisico-quimicas
espaciais de molécula ou de um conjunto delas, a partir de mapas tridimensionais de energia de
interagBes. Este software gerou 128 descritores para 10434 moléculas com atividade frente
Candida albicans, 316 moléculas para Salmonella entérica, 10664 para Pseudomonas
aeruginosa e 982 moléculas com atividade conhecida para Escherichia coli.

Os descritores moleculares juntamente com os dados da atividade antimicrobiana
qualitativos foram utilizados para a geragao do modelo com o aprendizado de méaquina “Randon
Forest” (RF), onde para o modelo de Salmonella enterica, Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli as moléculas com pMICsg > 5 foram consideradas como Ativas, com um total
de 486 moléculas para E. coli, 2622 moléculas para P. aeruginosa e 129 moléculas para S.
entérica. Para as moléculas com pMICsg < 5 foram tidas como Inativas, totalizando 496
moléculas para E. coli, 8042 moléculas para P. aeruginosa, 187 moléculas para S. entérica
(Tabela 10). O modelo gerado para C. albicans foi utilizado um pMICsp > 4,46 para moléculas
ativas, que serd utilizado nos testes gerando um total de 3934 moléculas ativas e para as

moléculas inativas foi considerado um pICso < 4,46 com um total de 6500.

Tabela 10. Bancos de dados do ChEMBL

Banco de dados , . , L
Total de estruturas  Moléculas ativas Moléculas inativas

contra o~ ChEMBL ID
microrganismos quimicas (PMICs0) (PMICs0)

C. albicans 10436 (PMICso >4,46) (PMICsp <4,46) ChEMBL366
2622 8042

E. coli 982 (pMICso > 5,00) (pMICso > 5,00) ChEMBL354
486 496

P. aeruginosa 10693 (pMICso > 5,00) (pMICso > 5,00) ChEMBL348
10550 143

S. enterica 316 (pICso > 5,00) (pICso > 5,00) ChEMBL613762

129 187

Em analise dos modelos de C. albicans, E. coli, P. aeruginosa e S. enterica vemos que

a validagéo cruzada e o teste demonstraram desempenho estatistico préximos, com taxas de
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acertos superiores a 72%, como pode ser visualizado na tabela 9. O treinamento obteve
desempenho perfeito, possuindo taxa de acerto de 100%. Pode-se observar também que 0s
conjuntos de validacdo cruzada e teste permaneceram bem proximos, demostrando modelos
constantes.

Tabela 11. Resultados de validagéo cruzada e testes dos modelos utilizando o algoritmo
RF

Validacdo Cruzada Teste
Modelo Amostra Predito  %Acerto Amostra Predito %Acerto
Ativo 3147 2355 74 787 564 71
Candida Inativo 5200 4660 89 1300 1153 86
albicans
Total 8347 7015 84 2087 1717 82
Ativo 151 138 01 97 71 72
Esc'lf)rl'i‘:h'a Inativo 133 111 83 100 76 76
Total 284 249 87 197 147 74
Ativo 3777 2733 72 944 636 72
Pseudomonas Inativo 4754 4136 87 1189 1030 86
aeruginosa
Total 8531 6869 80 2133 1716 80
Ativo 103 77 74 26 19 73
Salmonella Inativo 149 130 87 38 33 86
enterica
Total 252 207 82 64 52 81

Através destes dados foi possivel calcular também o Coeficiente de Correlagdo de

Matthews (MCC — “Matthews correlation coefficient”) para avaliacdo geral dos modelos

gerados para as bactérias, que correlaciona as classificacdes binarias observadas e preditivas,

resultando um valor entre -1 e +1, onde +1 é uma predicdo perfeita e —1 indica um total

desacordo entre a predicdo e observacdo (BARROS et al., 2018). O valor obtido de MCC foram
superiores a 0,6, como pode ser visualizado na figura 56, esses resultados demostram que 0s
modelos possuem uma boa taxa de predicéo.

Na analise da performance do modelo € gerado um gréafico de caracteristica de operacao
do receptor (ROC), que para serem considerados modelos seguros os valores da area sob a curva
devem ser préximos de um. Para os modelos criados foram obtidos valores do conjunto de teste

paraaareasob a curva de 0,83; 0,89 e 0,89 E. coli, P. aeruginosa e S. enterica, respectivamente.
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Com essas informagdes é possivel afirmar que o modelo é capaz de realizar uma alta taxa de

classificacdo para este método de RF (Figura 56).

Figura 56: Grafico de ROC, verdadeiros positivos versus falsos positivos, gerado para 0s
modelos de RF selecionados para validacdo cruzada e conjuntos de testes: Linha vermelha:
Validagdo cruzada; Linha azul: Teste A) Candida albicans, B) Escherichia coli, C)
Pseudomonas aeruginosa e D) Salmonella enteris. AUC = valor da area sob a curva; MCC =

coeficiente de correlacdo de Matthews.
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Estes modelos foram utilizados para triar 0 banco dos cincos triterpenos isolados de
Maytenus erythroxylon, para a investigacdo de possiveis moléculas bioativas contra os
microoganismos escolhidos. Para que os triterpenos fossem ativos nos modelos gerados para as
bactérias, devem apresentar pIC50 > 5 ¢ para o fungo leveduriforme Candida albicans deve
apresentar pIC50 > 4,46. Desta maneira, todos os triterpenos foram preditos como inativos nos
modelos de E. coli, S. enterica, P. aeruginosa. No modelo de Candida albicans apenas o

triterpeno acido-3,4 seco-friedelano-3-6ico foi predito como ativo.
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5.3 Docking molecular

5.3.1 Redocking

O redocking é a forma de analisar e validar os protocolos realizados durante o docking
e garantir resultados confiaveis. Para isso o critério fundamental para descrever a qualidade de
uma simulacdo do docking é a Raiz do Desvio Quadratico Médio (RMSD, do inglés
Quantitative structure—activity relationship (XAVIER et al., 2016). Para considerar que as
simulagBes do docking sejam validas, 0 RMSD deve ter um valor na faixa de 0-2 A
(THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006; KAUSHIK, 2014).

Foram realizados o redocking com as trés enzimas utilizadas neste estudo [14o-
lanosterol-dimetilase (5TZ1), exo-B-(1,3)-glucanase, (1EQC), N-myristoyltransferase (11YL)
em que seus valores ficaram na faixa 0,1-0,7 A (Tabela 12), confirmando que os protocolos
realizados para o docking sdo considerados validos. Com o valor de RMSD abaixo de dois
podemos observar que existe uma sobreposicdo do ligante cristalizado com o ligante
minimizado, demonstrando sua proximidade de acoplamento, confirmado pelo RMSD (Figura
57).

Tabela 12. Valores dos RMSD e Moldockscore do redocking.

Cddigo  Moldockscore

Enzima PDB (kcal/mol) RMSD
14a-lanosterol-
dimetilase 5TZ1 -131,9 0,71
exo-beta-(1,3)-glucanase 1EQC 99,3 0.14

N-Myristoyltransferase ~ 1IYL -168,6 0,28
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Figura 57. Sobreposi¢des dos ligantes (amarelo), obtidos por docking, aos ligantes obtidos das
estruturas do PDB (Verde).
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5.3.2 Docking molecular dos triterpenos

Na analise do docking molecular dos triterpenos isolados de Maytenus erythroxylon
complexados com as enzimas fungicas, podemos selecionar 0s compostos que apresentam o
melhor perfil de ancoragem do complexo ligante-receptor, que pode ser compreendida pela
conformacédo do composto de menor energia de ligacéo, ou seja, pelo menor valor de Moldock
score. Na andlise do docking molecular € visualizado as possiveis interacdes que possam existir
entre eles. Essas informacdes sdo Uteis para predizer em qual local os triterpenos possivelmente
podem atuar contra 0s microorganismos. Nas simulacgdes de docking pelo programa MVD, as
conformacdes das substancias analisadas foram medidas pelo valor de pontuacdo MolDock

Score.

5.3.2.1 Triterpenos complexados com a enzima 14a-lanosterol-dimetilase (5TZ1)

A enzima 14a-lanosterol-dimetilase (CYP51) pertence & familia do citocromo P450,
necessaria para a biossintese do ergosterol, esteroide essencial para manutencdo da membrana
celular, uma vez que esta localizada na membrana do reticulo endoplasmatico. O grupo de
antifungico azois, sdo considerados a maior classe de antifingicos de uso clinico, sendo
relatados sua atividade inibidora na enzima 14a-lanosterol-dimetilase impedindo a formacéo

do ergosterol. Este processo torna a membrana celular sensivel, como também prevenindo a
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formacdo de esterdis intracelulares, que sdo necessarios para a regulacdo do ciclo celular
(HARGROVE, et al., 2017).

A primeira andlise observada é a quantidade de conformacdes geradas pelo MVD para
o ligante PDB e qual conformacéo gerou uma melhor energia de ligacdo. Foram geradas cinco
conformagdes, onde a média dos valores de energia foi de -121,4 kcal/mol. A melhor
conformacédo encontrada para o ligante PDB (Oteseconazol), apresentou energia de interacéo
de -131,9 kcal/mol ([00]VT1_602). Com relacdo aos triterpenos foram geradas: trés
conformacdes para o friedelanol (Me-1), quatro para o acido-3,4-seco-friedelano (Me-2), quatro
para 0 29-norlupan-3,20-diona (Me-3), trés para o 3-0x0-30-hidroxifriedelano (Me-4) e trés
conformacdes para o 30-hidroxi-20(29)-lupen-3-ona(Me-5).

Na tabela 13 podemos visualizar todas as energias de ligacdo das médias das
conformac@es geradas para cada substancias. Com base neste resultado € possivel visualizar
que as conformaces geradas para o acido-3,4-seco-friedelano, 30-hidroxi-(20)29-lupen-3-ona
e 29-norlupan-3,20-diona apresentaram energias de ligacdo melhores do que o ligante do PDB
(Oteseconazol), demonstrando que as melhores energias de ligacdo das conformacdes dessas
trés substancias apresentaram energia de ligacdo superior o antifungico de uso clinico (Tabela
13).

Tabela 13. Média das energias de ligacdo do ligante PDB e as melhores energias das

conformacdes dos triterpenos complexados com a enzima 14a-lanosterol-dimetilase.

o Media das Melhores Energias
Substancias Energias conformagcdes (kcal/mol)
(kcal/mol)
VT1 602 -121,4 [0] VT1_602 -131,9
Acido-3,4-seco-friedelano -142,7 [0] Acido-3,4-seco-friedelano -150,0
30-hidroxi-(20)29-lupen-3-ona -137,9 [1] 30-hidroxi-(20)29-lupen-3-ona -143,2
29-norlupan-3,20-diona -128,3 [1] 29-norlupan-3,20-diona -138,0
3-0x0-30-hidroxifriedelano -120,7 [0] 3-0x0-30-hidroxifriedelano -129,4
Fridelanol -118,6 [O]Fridelanol -120,4

Como observado na figura 58, o antifingico oteseconazol interage com os residuos de
aminoéacido da glicina 307 (Gly 307), metionina 508 (Met 508), serina 378 (Ser 378) e histidina
(His 377) atraves de interacOes estéricas (linhas vermelhas), que facilitam a insercdo da

molécula no sitio ativo. As demais interacdes observadas sdo consideradas de van der walls,
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que séo interagOes fracas que ocorrem em funcao da polarizacao transiente de ligagdes carbono-
hidrogénio ou carbono-carbono.

Figura 58. Melhor conformacéo do ligante PDB apds o docking e suas interacdes.

5TZ1

As conformacdes dos triterpenos com melhores energias de ligacdo sdo observadas na
figura 59. E possivel visualizar que predomina entre as trés moléculas interacdes estéricas e de
van der walls, como também todas apresentaram interacdo com 0s mesmos residuos de
aminoéacidos que o antifungico interagiu: glicina 307 (Gly 307), metionina 508 (Met 508),
serina 378 (Ser 378) e histidina (His 377). O acido3,4-seco-friedelano e o 30-hidroxi-(20)29-
lupen-3-ona apresentaram interacdes do tipo ligagdes de hidrogénios, onde essas ligacdes
realizam a manutencdo do complexo ligante-receptor. Como observado na figura 56, a carboxila
do interage com um residuo de glicina 303 por ligacdo de hidrogénio, logo favorece a
estabilidade e manutencdo da interacdo entre complexo. Como observado na figura 59, o 30-
hidroxi-(20)29-lupen-3-ona esta interagindo por ligacdo de hidrogénio com um grupamento
heme, este por sua vez, é considerado um cofator importante na sintese do ergosterol. Os
antifungicos azois inibem a redugéo do ferro, inibindo a sintese do ergosterol, desta maneira,
pode considerar uma importante interacdo deste complexo formado.

Com essas informaces e os resultados in vitro, pode-se sugerir que os triterpenos do
tipo lupano e friedelano podem atuar nesta enzima, demonstrando que este estudo abre uma
perspectiva para a realizagdo de estudos futuros visando modificacOes estruturais nos
triterpenos, afim de aumentar a sua poténcia farmacoldgica. Por outro lado, também retrata a
necessidade de serem realizados estudos de associagcdo com os antifingicos azois, com 0
objetivo de analisar um aumento da sua eficacia como também verificar uma reducdo dos

efeitos colaterais causado por este farmaco.
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Figura 59. Melhores conformacdes e as interagdes com o sitio ativo da enzima.
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5.3.2.2 Triterpenos complexados com a enzima exo-beta-(1,3)-glucanase (LEQC)

A enzima exo-B-(1,3)-glucanase (Exg), pertence a familia das hidrolases, nos fungos
estdo presentes na parede celular. Esta enzima realiza a sintese do glucano, polimeros formados
por monémeros de D-glicose que sdo essenciais para constituicdo e manutencdo da parede
celular fngica. A castanopermina, ligante que estd complexado a enzima, é um alcaloide
isolado nas sementes de Castanopermum autrale, sendo considerado um inibidor competitivo
da Exg atuando nos residuos de aminoacidos tirosina 29, triptofano 363, glutamato 27 e 292,
asparagina 146 €191, histidina 135 (CUTFIELD et al., 1999).

No estudo, o programa MVD gerou apenas uma conformagdo para a castanopermina
apresentando energia de ligacdo de -99,3 kcal/mol Com relagdo aos triterpenos foram gerados
cinco conformacdes para o friedelanol (Me-1), quatro para o acido-3,4-seco-friedelano (Me-2),
quatro para o 29-norlupan-3,20-diona (Me-3), quatro para o 3-ox0-30-hidroxifriedelano (Me-
4) e duas conformacdes para o 30-hidroxi-20(29)-lupen-3-ona (Me-5). Apds realizar a média
das conformacdes obtidas pelo MVD nenhum dos triterpenos apresentou energias de ligacao
melhor que a do ligante, porem quando comparadas separadamente as conformacdes [00]
friedelanol, [01] &cido-3,4-seco-friedelano e [00] 3-oxo-30-hidroxifriedelano mostraram
energias de ligacdo melhores que o ligante PDB (tabela 14).

Tabela 14. Média das energias de ligacdo do ligante PDB e triterpenos complexados com a
enzima exo-beta-(1,3)-glucanase.

o Media das Melhores Energias
Substancias Energias conformagcdes (kcal/mol)
(kcal/mol)

Castanopermina -99,3 [0] Castanopermina -99,3
Acido-3,4-seco-friedelano -75,6 [1] Acido-3,4-seco-friedelano -120,2
30-hidroxi-(20)29-lupen-3-ona -67,5 [1] 30-hidroxi-(20)29-lupen-3-ona -86,1
29-norlupan-3,20-diona -55,1 [1] 29-norlupan-3,20-diona -90,8
3-0x0-30-hidroxifriedelano -74,2 [0] 3-0x0-30-hidroxifriedelano -109,9
Fridelanol -72,3 [0] Fridelanol -99,8

Como observado na figura 60 estdo ocorrendo interacdes de ligacdo de hidrogénio
(linhas azuis), interacdes estericas (linhas vermelhas) e interagdes de van der walls no complexo
ligante-proteina. Destaca-se as ligacdes de hidrogénios do ligante com os residuos de

aminoacidos tirosina 29, triptofano 363, glutamato 27 e 292, asparagina 191 e histidina 135
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como esséncias para o acoplamento. Corroborando com os dados na literatura, mostrando assim
a confiabilidades dos resultados obtidos pelo docking.

Figura 60. Melhor conformacéo do ligante PDB apds o docking e suas interacdes.
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Para os triterpenos foram visualizadas as mesmas interacdes, porem predominam as
interacBes estéricas devido aos triterpenos possuirem uma longa cadeia hidrofobica.
Observando a figura 61 a conformacao [0] do fridelanol realizou ligacédo de hidrogénio com o
residuo de aminoacido tirosina 29, a conformacdo [1] do &cido-3,4-seco-friedelano realizou
uma interacdo com a asparagina 305 e a conformacdo [0] do 3-o0x0-30-hidroxifriedelano
realizou interacdo com o arginina 309 e glutamato 27 os residuos de glutamato, principalmente
0 aminoéacido Glu 27 que séo considerados 0s mais importantes na manutenc¢éo da ligacdo dos
inibidores das glicosidades (CUTIFIELD et al., 1999).

Com base nesses dados e associando com os resultados in vitro, é possivel sugerir que
os triterpenos isolados de Maytenus erithroxylon possivelmente atuam a nivel de parede celular
presentes em fungos e também terem seus estudos ampliados afim de melhorar a molécula com
mudancas em sua estruturais afim de aumentar sua afinidade por este sitio ativo e melhorar seu

potencial farmacolégico.
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Figura 61. Melhores conformacdes dos triterpenos e as interacbes com o sitio ativo da enzima.
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5.3.2.3 Triterpenos complexados com a enzima N- miristoiltransferase-NMT (11YL)

A enzima N-miristoiltransferase catalisa a transferéncia do miristato (acido graxo
saturado de 14 carbonos) de miristoil-CoA para substrato peptidico ou proteico adequado. A
inibicdo dessa reacdo causa danos irreversiveis na montagem do complexo de membrana celular
interna, varios estudos comprovaram que a miristoilacao é necessaria para a ligacao de proteinas
a membrana (SOGABE et al., 2002).

Para que ocorra a inibicdo deve existir interacGes por ligacdo de hidrogénio com o0s
seguintes residuos de aminoacidos Tyr 119, Leu 451, Asn 392 e His 227 e também com 0s
residuos Tyr 107, Phe 115, Phe 117, , Phe 176, Tyr 225, Phe 240, Tyr 256, Tyr 335, Phe 339 e
Tyr 354 (SOGABE et al., 2002).

No docking realizado com o complexo enzima-ligante PDB cinco conformacdes foram
geradas, das quais apresentaram uma média das energias de ligacéo de -147,3 kcal/mol, com a
melhor conformagao com energia de ligacao de -168,6 kcal/mol. Destas interagdes foi possivel
observar interac@es do tipo ligacdo de hidrogénio (linhas azuis) com os residuos tirosina 119 e
107 (Tyr 229 e Tyr 107) e asparagina 392 (Ash 392). As interacdes estéricas se apresentam
(linhas vermelhas) com os residuos fenilalanina 176 e 117 (Phe 176 e Phe 117), leucina 451 e
350 (Leu 451 e Leu350 ), tirosina 107 (Tyr 107) e cisteina 393 (Cys 393). Corroborando com
a maioria das interacOes relatadas na literatura (Figura 62) (SOGABE et al., 2002).

Figura 62. Melhor conformacao do ligante PDB ap6s o docking e suas interacfes com a enzima

N-miristoiltransferase.
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Tabela 15. Média das energias de ligacdo do ligante PDB e triterpenos complexados com a

enzima N-miristoiltransferase.

o Média das Melhores Energias
Substancias Energias conformacoes (kcal/mol)
(kcal/mol)

Der. Benzofurano -147,3 [0] Der. Benzofurano -168,6
Acido-3,4-seco-friedelano -102,7 [2] Acido-3,4-seco-friedelano -146,6
30-hidroxi-(20)29-lupen-3-ona -92,1 [0] 30-hidroxi-(20)29-lupen-3-ona -101,7
29-norlupan-3,20-diona -85,5 [0] 29-norlupan-3,20-diona -107,2
3-0x0-30-hidroxifriedelano -85,1 [0] 3-0x0-30-hidroxifriedelano -92.9
Fridelanol -76,3 [1]Fridelanol -82,5

Em comparacdo com o docking realizado com a enzima complexada com os triterpenos,
foram predominantes as interacdes estéricas e algumas conformacdes apresentaram interacées
por ligacdo de hidrogénio. Para cada triterpeno foram geradas cinco conformagdes em que todas
as conformac0Oes apresentaram energias de ligagédo piores que o ligante PDB (Tabela 15). Isso
se explica, pelo fato de que as interacdes realizadas entre os triterpenos e o sitio ativo nao foram
nenhumas daquelas descritas acima para ser considerado um inibidor deste receptor (figura 63).
Desta maneira, por ndo apresentar os grupos farmacoféricos que se liguem aos residuos que

inibam esta enzima pode considerar que esta enzima nao € um alvo viavel para os triterpenos.
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Figura 63. Melhores conformaces dos triterpenos e as interagdes com o sitio ativo da enzima
N-miristoiltransferase.
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5.4 Atividade antibacteriana e antifungica das fracoes e fases de extratos de Maytenus
erythroxylon

Na Tabela 16, estdo registrados os resultados da avaliacdo da atividade antimicrobiana
das substancias isoladas e fases organicas de Maytenus erythroxylon que foram testadas nas
concentragdes de 1024 a 128 pg/mL. Todos os produtos foram capazes de inibir o crescimento
microbiano das cepas C. albicans ATCC-60193 e C. tropicalis ATCC-13803 na concentracdo
de 1024 pug/mL. Notavelmente, fase hexanica (A) do extrato apresentou maior atividade contra
estas cepas (C. albicans ATCC-60193 e C. tropicalis ATCC-13803), inibindo o crescimento
das leveduras na concentracdo de 512 pg/mL. Entretanto, nenhuma das substancias foi capaz
de inibir o crescimento microbiano de quaisquer cepas das espécies bacterianas. Juntamente
com o estudo de predicdo dos triterpenos in silico, confirma a ndo atividade dos triterpenos
fridelanos e lupanos frente a essas bactérias. Corroborando assim para um potencial de fraco
para os triterpenos e moderado para as fases de M. sidifolium contra leveduras do género
Céandida (PEIXOTO et al., 2016)
Tabela 16. Resultados da avaliacdo da Concentracdo Inibitéria Minima/CIM (ug/mL) das

substancias contra cepas bacterianas e flngicas.

Bactérias Leveduras
2~ g Bl EX| 28| 23
N~ —_
Produtos =822 55|53 88 g8
(Mg/mL) SOl 8s| 2| 0|55 | an
50|53 |uWo| 50| <5 £8
s <| o Zla<| V| Gk
Me-1 + + + + 1024 1024
Me-2 + + + + 1024 1024
Me-3 + + + + 1024 1024
Me-4 + + + + 1024 1024
Me-5 + + + + 1024 1024
Fase Hexanica (A) + + + + 512 512
Fase Cloroférmica (B) + + + + 1024 1024
Fase em Acetato de Etila (C) + + + + 1024 1024
Fase Butandlica (D) + + + + 1024 1024
Controle: meio de cultura - - - - - -
Controle: micro-organismo + + + + + +

X
X
X
X

Controle: anfotericina B

Controle: gentamicina - - - - X X
(+): Crescimento do microrganismo, (-): N&o houve crescimento do microrganismo,

(x): Controle ndo usado nos ensaios
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6 CONCLUSOES

O estudo fitoquimico da fracdo hexanica desengordurada de Maytenus erythroxylon
resultou no isolamento de cinco triterpenos pentaciclicos relatados pela primeira vez nesta
espécie, sendo trés com esqueleto do tipo friedelano (3B-friedelanol; &cido-3,4-seco-friedelano-
3-6ico e 3-0x0-30-hidroxyfriedelano) e dois com esqueleto lupano (29-norlupan-3,20-diona e
30-hidroxi-20(29)-lupen-3-ona). Destes a substancia 29-norlupan-3,20-diona é relatado pela
primeira vez no género Maytenus. Este estudo reforcou a importancia quimiotaxonémica dos
triterpenos pentaciclicos neste género.

Os estudos de docking molecular para as trés enzimas fungicas, revelaram que 0s
triterpenos  Acido-3,4-seco-friedelano, 30-hidroxi-(20)29-lupen-3-ona e 29-norlupan-3,20-
diona apresentaram melhores energias de ligacdo do que o ligante PDB para a enzima 14a-
lanosterol-dimetilase, Como também os triterpenos Acido-3,4-seco-friedelano, oxo-30-
hidroxifriedelano ¢ 3B-Fridelanol apresntaram melhores energias de ligacdo em comparagéo
com o ligate PDB da enzima exo-beta-(1,3)-glucanase. Desta maneira essas substancias se
mostraram promissoras com este estudo, sendo importante o aprofundamento de estudos
quimioinforméticos com esses metabolitos secundérios, afim de ampliar o entendimento da sua
acdo nesses alvos e assim, melhorar seus potenciais farmacoldgicos.

O estudo da atividade antimicrobiana e antifungica dos extratos e substancias isoladas
de Maytenus erythroxylon revela que os produtos testados apresentam atividade antifungica,
inibindo o crescimento microbiano das leveduras testadas com uma CIM estabelecida em 1024
pg/mL. Vale notar que a fase hexanica apresentou maior eficacia com uma CIM de 512 pg/mL.
Contudo, nenhuma das cepas bacterianas foram sensiveis a nenhuma das substancias. Desta
forma, os produtos podem ser considerados como sendo de fraca a moderada atividade

antifungica conforme os critérios.
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