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RESUMO

As espécies vegetais apresentam uma grande variabilidade de metabdlitos secundarios,
que representam uma importante fonte de moléculas farmacologicamente ativas. As
espécies do género Justicia ja ofereceram a comunidade cientifica inameras moléculas
bioativas, porém espécies como a Justicia aequilabris (Nees) Lindau, planta nativa e
endémica no Nordeste brasileiro ndo possuia estudos fitoquimicos e farmacologicos.
Desta forma, o objetivo deste trabalho é investigar o perfil quimico e farmacolégico da
J. aequilabris. Das partes aéreas da espécie foi obtido o extrato etandlico, sendo este
particionado e as fases obtidas analisadas por CL-EM e redes moleculares. Estas
ferramentas indicaram que a fase acetato de etila possuia a maior diversidade quimica,
desta forma, esta fase foi fracionada e as subfragdes obtidas foram analisadas por RMN,
sendo elucidado os compostos inéditos, aequilabrinas A (1), B (2) e C (3), e identificado
as moléculas, lariciresinol-4'-O-p-glicosideo (4), alantoina (5) e roseosideo (6),
secoisolariciresinol (7), pinoresinol-4-O-p-D-glicosideo (8), epipinoresinol-4-O-4-D-
glicosideo (9), pinoresinol-4-O-$-D-apiosil-(1—2)-4-D-glicosideo (10). Através de
analise CL-EM" do extrato foram desreplicados 22 compostos, sendo estes, lignanas,
flavonoides e &cidos fendlicos. Por docking molecular os compostos 1-3 demostraram
atividade agonista frente ao receptor glicocorticoide, desta forma, estes compostos
foram direcionados para analises in vitro. As moléculas 1 (ICso = 9,1 uM) e 2 (7,3 uM)
apresentaram atividade inibitoria significativa contra a producdo de éxido nitrico, e
uma taxa de inibicdo méxima da producédo de IL-18 com valores de 23,5% (1), 27,3%
(2) e 32,5% (3). Os dados das analises in silico e in vitro sugerem que a atividade anti-
inflamatoria possui relacdo direta com a substituicdo em C9 e C-9°. Por triagem virtual
0s compostos 7-10 foram selecionados para analise in vitro da atividade leshmanicida
frente as formas promastigotas de L. major e L. braziliensis, os compostos 7 (ICso =
9,28 uM) e 9 (5,39 uM) apresentaram proeminente atividade frente a L. braziliensis. O
uso de ferramentas como a rede molecular e o docking molecular foi essencial na
priorizacdo do isolamento de composto de interesse e direcionamento na analise
farmacoldgica das moléculas, as lignanas descritas no trabalho apresentaram potencial
atividade anti-inflamatoria e leshmanicida.

Palavras-chave: Desreplicacdo, EM/EM, GNPS, Anti-inflamatério, leishmanicida.



ABSTRACT

Plant species show a great variability of secondary metabolites, which represent an
important source of pharmacologically active molecules. Species of the genus Justicia
have already offered the scientific community numerous bioactive molecules, but
species such as Justicia aequilabris (Nees) Lindau, a native and endemic plant in
Northeast Brazil, did not have phytochemical and pharmacological studies. Thus, the
objective of this work is to investigate the chemical and pharmacological profile of J.
aequilabris. The ethanolic extract was obtained from the aerial parts of the species,
which was partitioned and the phases obtained analyzed by LC-MS and molecular
networks. These tools indicated that the ethyl acetate phase had the greatest chemical
diversity, so this phase was fractionated and the subfractions obtained were analyzed by
NMR, with the unpublished compounds being elucidated, aequilabrine A (1), B (2) and
C (3), and identify the molecules, lariciresinol-4'-O-$-glycoside (4), allantoin (5) and
roseoside  (6), secoisolariciresinol  (7),  pinoresinol-4-O-p-D-glycoside  (8),
epipinoresinol-4-O-4-D-glycoside 9), pinoresinol-4-O-p-D-apiosyl-(1—2)-p-D-
glycoside (10). Through LC-EM" analysis of the extract, 22 compounds were de-
replicated, these being lignans, flavonoids and phenolic acids. By molecular docking
compounds 1-3 showed agonist activity at the glucocorticoid receptor. Therefore, these
compounds were directed to in vitro analyses. Molecules 1 (ICsp = 9.1 uM) and 2 (7.3
uM) showed significant inhibitory activity against nitric oxide production, and a
maximum inhibition rate of IL-14 production with values of 23.5% (1) , 27.3% (2) and
32.5% (3). Data from in silico and in vitro analyzes suggest that anti-inflammatory
activity is related to substitution at C9 and C-9'.By virtual screening, compounds 7-10
were selected for in vitro analysis of the leshmanicidal activity against the promastigote
forms of L. major and L. braziliensis, compounds 7 (ICsp = 9.28 uM) and 9 (5.39 uM)
showed prominent activity against L. braziliensis. The use of tools such as the
molecular network and molecular docking was essential in prioritizing the isolation of
the compound of interest and targeting the pharmacological analysis of the molecules,
the lignans described in the work showed potential anti-inflammatory and leshmanicidal
activity.

Keywords: Dereplication, MS/MS, GNPS, Anti-inflammatory, leishmanicidal.
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1. INTRODUCAO

As espécies vegetais constituem uma das fontes mais importantes de novas
moléculas bioativas. Newman e Cragg (2020) investigaram os produtos naturais como
fonte de novos medicamentos para diversas doengas no periodo de 1981 a 2019, e
constataram que estes compostos sdo promissores na producdo de medicamentos para
diversas doengas e sintomas, como diabetes, cancer, infeccdes, entre outras afeccdes.
Sendo assim, é importante a otimizacao dos processos de isolamento e identificacdo dos
metabdlitos secundarios. A juncdo de técnicas analiticas, como cromatografia,
espectrometria e espectroscopia possibilita obter com eficiéncia e rapidez uma grande
quantidade de informac@es sobre o perfil quimico de espécies vegetais, possibilitando o
direcionamento para isolar metabdlitos de interesse e a caracterizacdo de compostos
conhecidos, uma abordagem extremamente vantajosa frente as técnicas convencionais
(RODRIGUES et al., 2006; FARAGA; PORZELA; WESSJOHANNA, 2012).

A rede molecular emergiu como uma técnica promissora para a analise
metaboldmica de espécies vegetais, pois estabelece uma rede de similaridade quimica
entre 0os metabdlitos com base na semelhanga espectral dos ions gerados na
espectrometria de massas (EM) e também permite a desreplicacdo por cruzar dados de
EM/EM com bibliotecas espectrais, constituido atualmente uma técnica eficaz para
priorizar os alvos de isolamento em pesquisa de produtos naturais e identificacdo de
compostos conhecidos (KANG et al., 2018; PILON et al., 2021).

A obtencdo e caracterizacdo de metabolitos secundarios é uma etapa importante
na descoberta de Insumos Farmacéuticos Ativos (IFAs), porém o direcionamento destes
para testes farmacoldgicos precisa ocorrer de forma racional para que ndo ocorra
desperdicio de tempo, recursos humanos e financeiros. A triagem de extratos contra
uma variedade de alvos farmacoldgicos para se beneficiar da imensa diversidade
quimica natural é uma preocupacdo em muitos laboratérios no mundo todo (LAUTIE et
al. 2020). A bioinformatica permitiu avangos tecnoldgicos no processamento de dados,
este campo esté relacionado a duas abordagens comuns, o in silico e docking molecular
para melhorar e esclarecer a percepcdo cientifica das interacdes ligante-receptor,
especialmente daquelas moléculas envolvidas no processo de elaboracdo de
medicamentos (MITRA et al., 2022).

No semiarido brasileiro, observa-se crescente interesse pelo estudo das espécies

vegetais da regido (ALBUQUERQUE et al., 2007), uma vez que sdo potencialmente
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ricas em propriedades curativas, sendo ainda pouco avaliadas acerca do poder bioativo
de suas moléculas (ARRAIS et al., 2014). Estudos sobre o potencial quimico e
farmacologico das espécies presentes no semiarido podem contribuir ndo s6 para a
valorizacdo ecoldgica dessa regido fitogeografica, mas também para a selecdo de
espécies para bioprospec¢do, com retorno para a conservacao da biodiversidade vegetal.

No Nordeste brasileiro as espécies do género Justicia (Acanthaceae) sdo
comumente difundidas, estas sdo reconhecidas por suas propriedades medicinais e
diversidade de metabolitos secundarios, principalmente lignanas, flavonoides e
alcaloides. A espécie Justicia aequilabris (Nees) Lindau habita a regido do semiérido,
sendo encontrada comumente na Caatinga, porém suas propriedades quimicas e
farmacoldgicas ndo foram avaliadas por estudo cientifico, no entanto, estudos prévios
na sua familia e género indicam a riqueza de constituintes potencialmente bioativos
(CORREA; ALCANTARA, 2012; SOUZA et al., 2017). Diante do exposto, decidiu-se
investigar a composicdo quimica de J. aequilabris, a fim de contribuir com o perfil
quimico da familia Acanthaceae presente no semiarido paraibano e avaliar seu potencial

farmacoldgico.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Justicia aequilabris: um olhar sobre sua familia e género

A familia Acanthaceae possui 5.000 espécies, 191 géneros, 19 subtribos, 10
tribos e quatro subfamilias (Nelsonioideae, Avicennioideae, Thunbergioideae e
Acanthoideae). A subfamilia Acanthoideae representa a maior diversidade taxonémica,
com oito tribos: Acantheae, Physacantheae, Barlerieae, Andrographideae, Whitfieldieae,
Neuracantheae, Ruellieae e Justiciae. Esta variedade classifica a Acanthaceae entre as
12 familias mais diversas de angiospermas (ARIAS et al., 2022; MANZITTO-TRIPP et
al., 2022).

As espécies desta familia sdo ervas terrestres ou aquaticas, podendo apresenta-se
como arbustos, lianas e raramente arvores, sao distribuidos em praticamente todas as
regides do planeta, principalmente nos tropicos e regides temperadas, com destaque
para a diversidade encontrada na Asia, Africa e Américas. No Brasil ha cerca de 540
espeécies e 40 géneros desta familia. Em latitudes temperadas a diversidade taxondmica
entre as espécies de um mesmo género de Acanthaceae é notavel, particularmente nos
géneros Acanthus, Justicia e Ruellia (SIMPSON, 2010; ARIAS et al. 2022;
MANZITTO-TRIPP et al. 2022).

As espécies de Acanthaceae possuem excepcional diversidade morfoldgica,
principalmente das formas florais e formas de crescimento. A diversidade morfoldgica
floral inclui um amplo espectro de cores (vermelho, roxo, rosa, amarelo, laranja, branco,
verde e azul), a diversidade de formas florais, assim como da morfologia da corola
reflete a adaptacdo a uma variedade de polinizadores (abelhas, passaros, borboletas,
mariposas, moscas e morcegos). A beleza das suas flores também esta ligada ao fato de
muitas espécies possuirem importancia econdmica por serem comumente cultivadas
como ornamentais (Acanthus mollis, Aphelandra spp e Justicia spp) (SIMPSON, 2010;
MANZITTO-TRIPP et al. 2022).

O género Justicia esta presente em regides tropicais e subtropicais do continente
americano, possui cerca de 600 espécies relatadas, sendo em sua maioria ervas e
arbustos que possuem importancia ornamental, ecologica e forrageira. A planta inteira €
comumente usada pela populacdo para o tratamento de doencas respiratdrias,
gastrointestinais e inflamacdo. Os estudos farmacoldgicos apontam proeminente

atividade antitumoral de varias espécies, assim como, atividade antiviral e
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antibacteriana (EZCURRA, 2002; CORREA; ALCANTARA, 2012; VERDAM et al.,
2015; DENG et al., 2016; XIN-YA et al., 2019).

Alcaloides, cumarina, flavonoides, terpenoides e lignanas sdo relatados nas
espécies de Justicia, porém as lignanas representam a classe de metabolitos que
caracteriza 0 género, sendo as principais moléculas encontradas nas espécies, e sao
associadas as atividades farmacoldgicas e etnofarmacoldgicas observadas (CORREA;
ALCANTARA, 2012; TEPONNO et al., 2016; WANG et al., 2022).

Justicia pectoralis Jacq., Justicia procumbens L., Justicia gendarussa Burm. F.,
e Justicia anselliana (Nees) sdo as espécies que concentram maior nimero de estudos
no género. A revisdao de Correa e Alcantara (2012) sobre espécies do género Justicia
aponta que apenas 23 espécies foram quimicamente investigadas, sendo 18 destas com
estudos quimicos e farmacoldgicos, sendo este um universo infimo em relagdo as 600
espécies de Justicia relatadas. Deste modo € necessario que o perfil quimico e
atividades farmacoldgicas de outras espécies de Justicia sejam investigados.

A espécie Justicia aequilabris (Nees) Lindau apresenta disposi¢cdo de arbusto de
0,5-2 metros de altura, inflorescéncias em espigas, corola vermelha, bracteas verdes e
por vezes possui as apicais com borda arroxeada (figura 1). E uma espécie endémica e
nativa do Brasil, sendo presente em todos os estados da regido Nordeste e no estado de
Minas Gerais (figura 2), nos dominios fitogeograficos da Caatinga, Cerrado e Mata
Atlantica (CORTES; RAPINI, 2013; OLIVEIRA; PRATA; FERREIRA, 2013;
CHAGAS, 2022). J. aequilabris apresenta sin6nimos relevantes e muitas especies
descritas por Nees e Lindau foram sinonimizadas nesta espécie, 0 que demonstra sua
variabilidade morfoldgica, possivelmente associada a sua ampla distribuicio (CORTES;
RAPINI, 2013).

Apesar de pertencer a uma familia e género com importantes metabdlitos e
atividades bioldgicas, a espécie J. aequilabris ndo possui estudos fitoquimicos e
farmacoldgicos, desta forma, a sua caracterizacdo pode apresentar informacdes

singulares na descoberta de compostos bioativos.



20

Figura 1. Detalhes da espécie J. aequilabris.

Fonte: Joanda P. R. Silva

Figura 2. Distribuicdo de espécies J. aequilabris no Brasil.
Fonte: Reflora Brasil.
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2.2 Lignanas

Lignanas sdo formadas por dimeros de fenilpropandides e sdo amplamente
distribuidas nas angiospermas. Os seus compostos possuem diversos efeitos protetores a
salde humana. As lignanas sdo constituidas de varios subtipos estruturais (figura 3),
como tetrahidrofurano, ariltetralina, dibenzilbutano, furofurano entre outros
(BANSKOTA et al., 2004; TEPONNO et al., 2016; ZALESAK; BOM; POSPISIL,
2019; CUl et al., 2020; WANG et al., 2022).

dibenzilbutano ariltetralina arilnaftaleno arildihidronaftaleno

o
O
O 2,5-diariltetrahidrofurano

2-aril-4-benziltetrahidrofurano

o5 o

3.4-dibenziltetrahidrofurano dibenzilbutirolactona

furofurano

Figura 3. Principais esqueletos de lignanas.

2.2.1 Biossintese de lignanas

As lignanas sdo metabdlitos secundarios originados da via do acido chiquimico
(etapa 1), o &cido cindmico formado a partir do aminoacido fenilalanina, representa o
bloco estrutural inicial C¢C3 que dara origem as lignanas (figura 4) (DEWICK, 2002).
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Figura 4. Via biossintética das lignanas do tipo dibenzilbutano.

Na etapa 2 observa-se a formacao dos acidos derivados do &cido cindmico (&cido
p-coumarico, caféico, ferulico e sindpico) por reacfes de metilacbes mediadas pela
enzima S-adenosil metionina (SAM) e hidroxilagdes devido a acdo do O, e NADPH. Na

etapa 3 ocorre a formacdo de alcoois atraves da redugdo de acidos cinamicos por
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intermédio da coenzima A. O alcool coumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico
sdo formados nesta etapa e estes trés alcoois representam os monémeros precursores das
diversas estruturas das lignanas e neolignanas (SIMOES et al., 2017; ZALESAK; BOM;
POSPISIL, 2019).

A enzima peroxidase promove a oxidagdo do grupo fenol do éalcool coniferilico
promovendo a deslocalizacdo do elétron desemparelhado na etapa 4, possibilitando a
formacdo de um radical estabilizado por ressonancia. O emparelhamento radical de
estruturas de ressonancia podem entdo fornecer uma gama de sistemas diméricos
contendo quinonametideos reativos, que sdo suscetiveis ao ataque nucleofilico de
grupos hidroxila no mesmo sistema, ou por moléculas de agua externas. O acoplamento
oxidativo de duas unidades de alcool coniferilico ocasiona a formacgdo do pinoresinol
(DEWICK, 2002; ZALESAK; BOM; POSPISIL, 2019). Na etapa 5 observa-se a
biossintese do secoisolariciresinol (dibenzilbutano) que possui como precursores 0

pinoresinol e lariciresinol.

2.3 Lignanas do tipo dibenzilbutano (LDBB) e atividades farmacolégicas

Lignanas do tipo dibenzilbutano apresentam as unidades C¢Cs e C¢'C3’ ligadas
entre C8 ¢ C8’ (figura 3), geralmente apresentando modificacOes estruturais em C-3, 3/,
C-4, 4" e C-9, 9' (ZALESA; BOM; POSPISIL, 2019). As LDBB apresentam inlimeros
estudos de carater in-silico, pré-clinicos e clinicos demostrando seu potencial
terapéutico, sendo promissoras para producdo de novos medicamentos e até mesmo para
eleicio de plantas como alimentos funcionais (KIYAMA, 2016; ZALESA; BOM;
POSPISIL, 2019).

2.3.1 Secoisolariciresinol diglicosideo (SDG) e enterolignanas

Dentro da classe das LDBB, a SDG (figura 5) é o composto com mais estudos
relacionados, desde teste pré-clinicos a clinicos, apresentando atividades na reducdo da
aterosclerose, anticancer, diabetes, anti-inflamatoria, entre outros, indicando que este
composto oferece varios beneficios para a salde (TOKUNAGA; WOODIN;
STEGEMAN, 2016). A SDG é encontrada em alguns alimentos, mas esta presente de
forma pronunciada na linhaga. Apds a ingestdo, a SDG é convertida a
secoisolariciresinol, que sofre metabolismo adicional pela microbiota intestinal para
produzir enterodiol e enterolactona (GARCIA-MATEOS et al., 2017). Estas lignanas

sdo conhecidas como enterolignanas e possuem intmeras atividades bioldgicas
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relatadas, como antioxidante e estrogénica, alguns estudos epidemioldgicos indicam que
estas lignanas estdo relacionadas a prevencdo do cancer de mama (NESBITT; LAM;
THOMPSON, 1999; LANDETE, 2012).

Figura 5. Estrutura da secoisolariciresinol diglicosideo.

2.3.2 Revisdo de literatura sobre atividade farmacoldgica de LDBB

Em levantamento realizado do ano de 1991 até 2020 na base de dados
ScienceDirect, foram encontrados 46 moléculas com esqueleto dibenzilbutano cuja
atividade farmacoldgica era descrita (figura 6). Os metabdlitos &cido meso-
dihidroguaiarético (1), acido dihidroguaiarético (2), secoisolariciresinol (9) e machilina
A (27) foram os compostos com mais estudos relatados.

O acido meso-dihidroguaiarético (1) e acido dihidroguaiarético (2) sdo obtidos
comumente na resina de guaiaco produzida a partir das espécies Guaiacum officinale L.
e G. sanctum L. Estes metabdlitos apresentaram relevantes atividades anti-inflamatoria,
antiparasitaria, antimicrobiana, citotoxica e neuroprotetora, sendo moléculas potenciais
para prosseguimento de estudos in vitro.

Machilina A (27) é um composto isolado principalmente da Machilus thunbergii
que apresenta potencial para induzir a deposicdo de calcio, e a diferenciacdo de
osteoblastos, com provavel atividade anabdlica no metabolismo dsseo (LEE et al.,
2009). A inibicdo da proliferagdo celular atualmente é a atividade mais relatada deste
composto, obtendo significativa acdo frente a varias linhagens celulares em testes in
vitro (Tabela 1), sendo um candidato promissor para continuacdo de estudos pré-

clinicos.
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Secoisolariciresinol (9) apresenta muitas citagdes na literatura, principalmente
por ser aglicona da SDG, e por ser precursora de enterolignanas geradas a partir da
mesma na microbiota gastrointestinal de mamiferos (KEZIMANA et al. 2018). A
secoisolariciresinol apresentou promissores resultados in vivo sobre seus efeitos
estrogénicos e na adipogénese (TOMINAGA et al., 2009). Os estudos in vitro avaliados
indicam que a secoisolariciresinol possui relevante atividade antioxidante quando
comparada aos controles positivos utilizados, demonstrando ser promissora para estudos
farmacologicos posteriores (BANSKOTA et al., 2004).

Existem dezenas de atividades farmacoldgicas descritas para as LDBB, segundo
levantamento realizado as atividades com os maiores numeros de moléculas testadas
(>5), foram anti-inflamatoria, antimicrobiana, antioxidante, antiviral, citotdxica,

estrogénica e neuroprotetora, como pode ser observado na tabela 1.

2.3.2.1 Anti-inflamatorio

A inibicdo de mediadores da inflamacdo como o fator de necrose tumoral-a
(TNF-0), a interleucina-1p (IL-1B) e a inibicdo da producdo de 6xido nitrico (ON)
foram os principais mecanismos anti-inflamatérios no qual as lignanas foram avaliadas.
Todas as moléculas testadas exibiram atividade anti-inflamatdria, demostrando que esta
atividade é promissora para que outras lignanas com este esqueleto sejam testadas,
assim como, para que haja prosseguimento para analise in vivo das moléculas que foram

avaliadas previamente.

2.3.2.2 Antimicrobiano

As lignanas derivadas do acido dihidroguaiarético apresentaram atividades
frente a fungos e bactérias Gram-positivas e negativas clinicamente importantes. A
filantina apresentou capacidade de modular a atividade de fluoroguinolonas frente a
cepa de S. aureus SA1199-B resistente, através da inibicdo da bomba de efluxo NorA,
indicando um campo de atuacdo para as lignanas, como agentes potencializadores de
antimicrobianos no tratamento de infec¢fes. Porém a atividade antimicrobiana possui o
maior numero de moléculas que foram inativas (26,5%), ap0s as analises descritas nos
artigos, indicando que é necessaria uma racionalizacdo prévia para posterior avaliacdo
in vitro, como abordagens computacionais para posterior direcionamento destas aos

testes antimicrobianos.
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NO

17

44

45

46

Molécula

Furoguaiaoxidina

Acido meso-dihidroguaiarético

Acido meso-dihidroguaiarético

Alashinols F
Alashinols G
Secoisolariciresinol
Meso-secoisolariciresinol

Filantina

Acido meso-dihidroguaiarético

Acido meso-dihidroguaiarético

(—)-acido dihidroguaiarético

Planta

Guaiacum sp

Guaiacum sp

Saururus
chinensis

Syringa
pinnatifolia
Syringa
pinnatifolia
Syringa
pinnatifolia
Syringa
pinnatifolia
Phyllanthus
amarus

Larrea
tridentata

Produto de sintese

Produto de sintese

Familia Parte usada Resultado
ANTI-INFLAMATORIO
. P
Zygophyllaceae Resina Producio de ON
Zygophyllaceae Resina Produgdo de ON

Niveis de PGD2
Determinagdo de leucotrieno

Saururaceae Raizes c4
Inibigdo a reacdo de
desgranulacéo
Oleaceae Casca do Producdo de ON
caule
Oleaceae Casca do Produgdo de ON
caule
Oleaceae Casca do Produgdo de ON
caule
Oleaceae Casca do Produgdo de ON
caule
Planta IL-1P
Phyllanthaceae inteira TNF-o

ANTIMICROBIANO

Micro

Zygophyllaceae Mycobacterial tuberculosis

Micro
Bacillus subtilis

Staphylococcus aureus
Listeria denitrificans
Alternaria alternata

Bacillus subtilis

M (uM)
24,7
29,0
9,8
13

114
86,9
103,1
57,7

63,5

8,81
2,86

CIM
50 pg/mL
TC %
1,6
1,6
1,6
30

1,6

Conclusao

Apresentou atividade
anti-inflamatéria

Apresentou atividade
anti-inflamatéria

Apresentou atividade
anti-inflamatéria

Apresentou atividade
anti-inflamatoria
Apresentou atividade
anti-inflamatéria
Apresentou atividade
anti-inflamatéria
Apresentou atividade
anti-inflamatéria
Apresentou atividade
anti-inflamatoria

Apresentou acéo
antibacteriana

Exibiu atividade
antifungica e
antibacteriana

Exibiu atividade

Referencia

Nakano et al.
2017

Nakano et al.
2017

Moon et al.
2008
Feng et al. 2017
Feng et al. 2017
Feng et al. 2017

Feng et al. 2017

Harikrishnan et
al. 2018

Clemente-Soto
et al. 2014

Kawaguchi et
al. 2009

Kawaguchi et



(+)-&cido dihidroguaiarético

Acido 7,7’ meso-
dioxodihidroguaiarético

(-) acido 7,7’-dioxodihidroguaiarético

(+)-acido 7,7’-dioxodihidroguaiarético

Filantina

Anwulignana

Secoisolariciresinol

Phyllanthus
amarus

Schisandra
chinensis

Produto de sintese

Produto de sintese

Produto de sintese

Produto de sintese

Phyllanthaceae

Schisandraceae

Folhas

Fruto

Staphylococcus aureus
Listeria denitrificans
Alternaria alternata

Bacillus subtilis

Staphylococcus aureus
Listeria denitrificans

Salmonela choleraesuis
Alternaria alternata

Alternaria alternata

Listeria denitrificans

Alternaria alternata

Bacillus subtilis
Staphylococcus aureus
Listeria denitrificans
Alternaria alternata

ANTIOXIDANTE

P Micro
Atividade

moduladora na S. aureus

resisténcia a SA1199-B
Norfloxacino

P M

DPPH (ICsp, uM) 11,2
P M

Reducdo de zirnosan

ativado PMNL-CL (%) 912

31
0,4
32
16
31
0,4
31
38

39

1,6

51

13
25
6,3
66

64 para

pug/mL

M

12.7

Cc
25.3
C

18,75

antiflngica e
antibacteriana

Exibiu atividade
antiflngica e
antibacteriana

Exibiu atividade
antifungica

Exibiu atividade
antifingica e
antibacteriana

Exibiu atividade
antifingica e
antibacteriana

Acédo moduladora na
resisténcia a
fluoroquinolona

Exibiu atividade
antioxidante

Exibiu alta atividade
antioxidante

28

al. 2009

Kawaguchi et
al. 2009

Kawaguchi et
al. 2009

Kawaguchi et
al. 2009

Kawaguchi et
al. 2009

Ribeiro et al.
2019

Zhang et al.
2013

Prasad et al.
2000
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15

12

13

14

Secoisolariciresinol

Secoisolariciresinol

Secoisolariciresinol

Secoisolariciresinol

(-)-secoisolariciresinol 4-glucosideo

4,4'-((2R,3S)-2,3-dimetilbutano-1,4-
diol)bis(2-metoxifenol)

7-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-7'-(3',4'-
metilenodioxifenil)-8,8'-lignana-7-
metil éter
4-((1S,2R,3R)-4-(benzo[d][1,3]dioxol-
5-il)-1-hidroxi-2,3-dimetilbutil)-2-
metoxifenol

Acido heminordihidroguaiarético

Taxus

. Taxaceae
yunnanensis

Rubus idaeus Rosaceae

Produto de sintese

Produto de sintese

Fragaria x

Rosaceae
ananassa Duch

Myristica

f Myristicaceae
ragrans

Madeira

Rizoma

Fruto

Sementes

P
DPPH (ICso, uM)
P

DPPH (ICso, pg/mL)
ABTS (ICs, pg/mL)
FRAP (50 pg/mL)

P
DPPH (%)

M C1
289 255
M

78,4
9,4
173,4

AAPH-induced plasmid
pBR322 DNA strand

scission (%)

P
ECso/uM
T50% (30 pM)/min
P

ABTS (|C5o, HM)
DPPH (ICsp, uM)
FRAP (mmol/g)

P

TBARS
(1Cs0 uM)

M C1

9 17,3

5 2

M

16,66
110,83
3,03

M

75

79

6,3

3,6

Cc2
12,6
C

7,46
6,24
175,6

M
91,2

89,6

c2 C3

18,7 21
2 81

C

14,21
27,59
14,98

C

3.1

Exibiu atividade
antioxidante

Exibiu atividade
antioxidante

Apresentou forte
atividade
antioxidante e inibiu
danos mediados por
radical peroxil AAPH
do plasmideo
DNA

Exibiu atividade
antioxidante

Exibiu atividade
antioxidante

Apresentou atividade
LDL-antioxidante

Apresentou atividade
LDL-antioxidante

Apresentou atividade
LDL-antioxidante

Potente atividade
LDL-antioxidante
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Banskota et al.
2002

Xu et al. 2017

Hu;Yuan; Kitts,
2007

Eklund et al.
2005

Yang et al. 2016

Kwon et al.
2008

Kwon et al.
2008

Kwon et al.
2008

Kwon et al.
2008
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15

16

18

19

20

21

4,4'-((2R,35)-2,3-dimetolbutano-1,4-
diol)bis(2-metoxifenol)

Acido 2’-hidroxi dihidroguaiarético

Rinacantina E

Rinacantina F

Saururina B

Acetato de éter dimetilico de
secoisolariciresinol

Saururus
chinensis

Rhinacanthus
nasutus

Rhinacanthus
nasutus

Saururus
chinensis

Justicia
procumbens

Saururaceae

Acanthaceae

Acanthaceae

Saururaceae

Acantacheae

2,6
P M
TBARS
Partes (1Cso M) >
DPPH (ICs,,
subterra- ug/mL) * 29,62
neas
ABTS (ICs, 850
png/mL)
FRAP (50 ug/mL) 120,42
ANTIVIRAL
P M C1
ECso” ng/mL 1,7 0,054
ICso° pg/mL 44 56
:Dn'tzrl‘:g sIP 26 1000
ECso-pg/mL 7,4 -
ICso"pg/mL 102 -
SIF 15 -
P M C1
ECs°ng/mL  <0,94 0,054
Planta 1Cso° pg/mL 17 56
inteira sIP <18 1000
ECso" ng/mL 31 -
ICso" pg/mL 21 -
SIF 6,8 -
P M
Rizomas protease HIV-1 ICsgq 56
(uM) '
P M
:erézi ICso pmol - L 5,27
CCso pmol-L™* 11,6
sl 2,2

2,8
7,46

6,24
175,69

C2

3,7
>200
>59

C2

3,7
>200
>59

0,09

0,0031
>10
>3200

Potente atividade
LDL-antioxidante

Apresentou atividade
LDL-antioxidante

Atividade antiviral
significativa contra o
virus influenza
tipo A

Atividade antiviral
significativa contra o
virus influenza
tipo A

Mostrou atividade
inibitoria dose
dependente da

Protease do HIV-1

Exibiu atividade
anti-HIV-1

30

Kwon et al.
2008

Lee et al. 2004

Kernan et al.
1997

Kernan et al.
1997

Lee et al. 2010

Xuetal. 2019
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23

24

25

26

27

Anwulignana

(+)-secoisolariciresinol-O-
-L-ramnosideo

(—)-acido dihidroguaiarético

(—)-acido dihidroguaiarético

4,4'-diacetil-3,3'-dimetoxilignana

4'-hidroxi-3,3',4-trimethoxilignana

Heliobuftalmina

Hattalina

Machilina A

Schisandra
chinensis

Lespedeza
cuneata

Endiandra
anthropo-
phagorum

Pycnanthus
angolensis

Pycnanthus
angolensis

Schisandraceae

Fabaceae

Lauraceae

Myristicaceae

Produto de reacéo

Produto de reacéo

Myristicaceae

Produto de sintese

Produto de sintese

CITOTOXICIDADE

L M (M)
Fruto
RWPE-1 39.3
L M (M)
Dart Bt549 26.16
artes
. MDA-MB-
aereas 231 24.38
HCC70 25.04
L
Raizes
A549
L M(uM)
Casca do
caule 7,7
EPGB85-
257RDB 15.5
47
Casca do 35
caule
P

Inibicdo da ATPase (%)

P

C (uM)
22.1

C (uM)
1.93

1.36
1.79
M(@EM)  C(uM)

7.49 -

Ci(uM) C2(uM)

6.2 4.0

54,2

Apresentou atividade
citotoxica frente as
células de cancer de

préstata

Citotoxicidade fraca

contra linhagens de

células de cancer de
mama

Atividade citotdxica
potente frente a
células de carcinoma
pulmonar

Citotoxicidade alta e
moderada frente a
célula de carcinoma
gastrico

Apresentou atividade
inibitdria frente a
ATPase de tecido de
cancer gastrico
Apresentou atividade
inibitdria

31

Zhang et al.
2013

Baek et al. 2018

Davis et al.
2019

Duarte et al.
2010

Hirano et al.
1991

Chung et al.
2019



Machilina A

Machilina A

Acido meso-dihidroguaiarético

Acido meso-dihidroguaiarético

Secoisolariciresinol

Secoisolariciresinol

Machilus

thunbergfi Lauraceae Casca
Machilus Lauraceae Casca
thunbergfi

Banco (Natural Product Bank of Korea)

Saururus
chinensis

Saururaceae Folhas

Banco (The in-house Natural Product Database)

Produto de sintese

Inibicéo da lactato

desidrogenase A (I1Cx) 84 uM
L M C
(1Cso,uM) (1Cso,uM)
A-549 12,4 0,7
MCF7 12,4 13,4
HCT-15 79 0,01
L M C1 c2 C3 C4
HL-60
(ng/mL) 26 14,5 39 24 54
MOLT-4 0,4
(ng/mL) 54 224 19 9 22
L M(uM)
4T-1 6,7
MCF-7 19,6
L M (uM) C (uM)
AGS 14.02 -
NCI-N87 32.45 -
P M C
Inibicdo das
metaloproteinases (MMP- 50,12 0,0041
1) (ICs uM)
P M
Supressdo da formacédo de
edema pericardico causado por 87

PCB126 (%)

Apresentou
atividade frente as
linhagens de
carcinoma
pulmonar,
adenocarcinoma
de mama e célon

Apresentou atividade
inibitoria frente a
células de leucemia

Mostrou efeitos
citotoxicos sobre
linhagens de cancer
de mama

Atividade inibitéria

significativa frente a

células de cancer de
estbmago

Demonstrou
atividade inibitoria

Suprimiu
anormalidades
morfologicas em
embrides de zebrafish
expostos a PCB126

32

Lee et al.
2004

Hirano; Gotoh;
Oka, 1994

Choi et al. 2015

Jeong et al.
2015

Wang et al.
2012

Tokunaga;
Woodin;
Stegeman, 2016



28

29

30

31

32

33

34

27

35

Secoisolariciresinol

Erithro-6-austrobailignana

4’-hidroxi-3,4-metilenodioxi-8,8’-
lignana

(E)-4,4’-dihidroxi-7-en-8,8’-lignana
(8S,8’R)-4-hidroxi-3’,4’-

metilenedioxi-7-ona-8,8’-
lignana

(7R,8S,8°R)-7-etoxi-3,4:3°,4’-
dimetilenodioxi-8,8’-lighana

Oleiferina C

Oleiferina D

Machilina A

Acido nordihidroguaiarético

Taxus
yunnanensis

Saururus
chinensis

Iryanthera
lancifolia

Iryanthera
lancifolia

Iryanthera
lancifolia

Iryanthera
lancifolia

Iryanthera
lancifolia

Iryanthera
lancifolia

Iryanthera
lancifolia

Taxaceae

Saururaceae

Myristicaceae

Myristicaceae

Myristicaceae

Myristicaceae

Myristicaceae

Myristicaceae

Myristicaceae

Produto de sintese

Madeira

Folhas

L

HT-1080

(Mg/mL)
colon 26-L5

(Mg/mL)
L

AGS

NCI-N87

ESTROGENICA

Casca do
caule

Casca do
caule

Casca do
caule

Casca do
caule

Casca do
caule

Casca do
caule

Casca do
caule

P
RPP (%)
RPE (%)

P
RPP (%)
RPE (%)

P
RPP (%)
RPE (%)

P
RPP (%)
RPE (%)

P
RPP (%)
RPE (%)

P
RPP (%)
RPE (%)

P
RPP (%)
RPE (%)

P

59

60,2
M (M)

12.02

14.61

0,01
68,7

0,01
73,7

0,01
50,1

0,01
84

0,01
47,8

0,01
42,8

0,01
13,5

0,29

0,07
C(uM)

100
100

100
100

100
100

100
100

100
100

100
100

100
100

Exibiu atividade
antiproliferativa em
células de carcinoma
do colone
fibrossarcoma
Atividade inibitéria
significativa frente a
células de cancer de
estbmago

O composto foi ativo

O composto foi ativo

O composto foi ativo

O composto foi ativo

O composto foi ativo

O composto foi ativo

O composto foi ativo

O composto foi ativo
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Banskota et al.
2002

Jeong et al.
2015

Mesa-Siverio et
al. 2008

Mesa-Siverio et
al. 2008

Mesa-Siverio et
al. 2008

Mesa-Siverio et
al. 2008

Mesa-Siverio et
al. 2008

Mesa-Siverio et
al. 2008

Mesa-Siverio et
al. 2008

Fujimoto et al.
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39

40

4

42

43

27

9,9'-di-O-(E)-p-coumaroil-(8R,8R")-
secoisolariciresinol
9-0-(E)-p-coumaroil-9'-0O-(2)-p-
coumaroil-(8R,8R")-
secoisolariciresinol
9,9'-di-O-(Z)-p-coumaroil-(8R,8R")-
secoisolariciresinol

9,9'-0O-di-(E)-feruloil-meso-5,5'-
dimetoxisecoisolariciresinol

9,9'-0-di-(E)-sinapinoil-meso-5,5'-
dimetoxisecoisolariciresinol

9,9'-O-di-(E)-feruloil-meso-
secoisolariciresinol

Machilina A

Acido meso-dihidroguaiarético

Sageretia
theezans

Sageretia
theezans

Sageretia
theezans

Lindera
obtusiloba

Lindera
obtusiloba

Lindera
obtusiloba

Machilus
thunbergi

Machilus
thunbergi

Ligagdo com o

receptor de 3x10°M 3x10°M
estrégeno
Taxa de inibicdo (%) 58,6 98,2
Inibicdo da
DGAT2 (uM) 173,5 18,2
NEUROPROTETORA
[ M C
Rhamnaceae Galhos
63
Rhamnaceae Galhos Neurotoxicidade induzida 73 52
por glutamato (%)
Rhamnaceae Galhos 74
P M C
Lauraceae Caule
46
0,5
Lauraceae Caule Neurotoxicidade induzida 455
por glutamato (%)
Lauraceae Caule 70
Lauraceae Casca P M C1 Cc2
Neurotoxicidade induzida 236 836 705
por glutamato (%)
P M
Lauraceae Casca

Prevencdo a apoptose induzida por
STS (%)

34

2004

Potentes efeitos Kang etal. 2018

protetores contra o
estresse oxidativo
induzido por
glutamato

Kang et al. 2018

Kang et al. 2018

Lee et al. 2010
Os compostos
atenuaram
significativamente a
neurotoxicidade

Lee etal. 2010

Lee et al. 2010

Exibiu atividade Ma; Sung;
Neuroprotetora kim, 2004
Significativa
protegdo das Ma et al. 2006

células neuronais
contra apoptose
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Reducio da elevagdo de [Ca?']; 60 induzida por
induzido por STS (%) estaurosporina
Reducdo da superproducdo de EROs 55
e peroxinitrito induzido por STS (%)
P M Cl1 cC2 ianificati
< . i s Machilus Slgr)lflcatlva Ma; Sung;
Acido meso-dihidroguaiarético thunberai Lauraceae Casca - . . atividade Kim. 2004
g Neurotoxicidade induzida 585 836 70,5 neuroprotetora ,

por glutamato (%)

P = Parametro; M = Atividade expressa pela molécula; C = Controle; C1 = Controle 1; C2 = Controle 2; L= Linhagem celular; Micro = Microoganismo; CIM= Concentracdo inibitoria
minima; ECsq /ICsq = 50% da concentracdo efetiva; CCso= Atividade citotdxica; SI = indice de seletividade; TC = taxa de crescimento; RPE = Relative Proliferative Effect; RPP = Relative
Proliferative Potency; ABTS: captura do radical 2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico; FRAP = Poder Antioxidante Redutor Férrico; DPPH = elimina¢&o do radical 1,1-difenil-
2-picrilhidrazil; STS = staurosporine; TBARS = Atividades antioxidantes de LDL no ensaio TBARS; EROS= Espécies reativas de oxigénio; OR = Odd ratios; D =Virus da gripe tipo A,

ensaio de inibicdo de hemadsorcdo; E = Virus influenza tipo A, ensaio de efeito citopatico; PCB126 = 3,3°,4,4°,5-pentaclorobifenil; PMNLs-CL = quimiluminescéncia (CL) de

polimorfonucleares ativados por zimosan leucécitos (PMNLs); DGAT = Diacilglicerol aciltransferase.
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2.3.2.3 Antioxidante

As lignanas apresentaram acdo antioxidante pronunciada, com moléculas com
atividade promissoras quando comparadas ao controle positivo utilizado, como a
anwulignana. A secoisolariciresinol apresentou atividade frente a diversos parametros
testados (DPPH, ABTS, FRAP, entre outros) por diversos autores (PRASAD et al.,
2000; EKLUND et al., 2005; HU; YUAN; KITT, 2007). Como este composto esta
presente em diversas frutas e vegetais, como ameixa e caju, mas principalmente linhaca
(MILDER et al, 2005), esta informacdo demostra que a secoisolariciresinol pode gerar
beneficios a salde humana, visto que, a geracdo de radicais livres esta no cerne e no

envolvimento de varios processos patolégicos.

2.3.2.4 Antiviral

A atividade antiviral é uma das mais associadas as lignanas, devido a substancia
mais conhecida da classe, a podofilotoxina, um agente anti-mitotico utilizado no
tratamento de condilomas acuminados causados por infeccdo viral (BRAS;
SARDINHA; PACHECO, 2015), apesar da notoriedade desta atividade, ndo ha muitos
estudos com avaliacdo da atividade antiviral de LDBB. Entre os estudos disponiveis, as
lignanas de Rhinacanthus nasutus apresentaram atividades potenciais contra o virus da
influenza tipo A. Diante cendrio de epidemias virais recorrentes, ha a necessidade da
pesquisa de novos agentes antivirais, ferramentas como a triagem virtual e outras
abordagens computacionais perfazem uma ferramenta potencial para pesquisa e

direcionamento de lignanas para avaliagéo antiviral.

2.3.2.5 Citotoxicidade

A conjugacéo do epimero da podofilotoxina em C-4 com derivados de D-glicose
proporcionou a producdo do etoposideo e teniposideo, agentes quimioterapicos,
utilizados em cancer de pulm&o, linfoma, leucemia, entre outros (BRANDAO et al.,
2010; ZALESA; BOM; POSPISIL, 2019). A influéncia da atividade destes compostos
pode indicar o grande numero de trabalhos avaliando o potencial citotdxico entre outros
mecanismos para o tratamento de cancer das lignanas, porem, um grande nimero de
artigos ndo apresentam os valores dos controles positivos utilizados, dificultando a
correlacdo da poténcia da atividade do composto em estudo. Aliado a este fato, 23,5 %

das moléculas inativas reportadas nos artigos haviam sido testadas como agentes
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anticancer, demonstrado que o processo de escolha das moléculas para avaliacdo da

citotoxicidade carece de outras ferramentas além da literatura.

2.3.2.6 Estrogénica

Lignanas possuem atividade estrogénica por atuar em vias de sinalizacdo como
no receptor de estrogénio (RE), vias da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK),
e funcbes celulares especificas (KIYAMA, 2016). As LDBB foram avaliadas
principalmente pelo grau de proliferacdo (RPE) e poténcia estrogénica (RPP) tendo
demostrado efeito estrogénico (MESA-SIVERIO et al., 2008), sendo, portanto uma
importante a averiguacdo da atividade destas moléculas frente a doengas estrogeno
dependentes. Devido a estes lignanas serem encontradas em plantas tradicionalmente
alimenticias, a abordagem como suplemento pode ser também uma oportunidade para
aplicacdo das LDBB (KIYAMA, 2016).

2.3.2.7 Neuroprotetora

A excitotoxicidade explica os mecanismos basicos da fisiopatologia da isquemia
cerebral, sendo baseada na liberacdo excessiva de aminoécidos excitatorios. Uma
isquemia promove uma excessiva liberacdo de glutamato, altas concentraces de
glutamato inibem a captacdo de cistina através do antiporter cistina/glutamato, levando
assim a uma deplecdo de glutationa, aumento nos niveis de espécies reativas de
oxigénio e morte celular (GAGLIARDI, 2000; LEE et al., 2010). Desta forma, o estudo
dos efeitos protetores das lignanas do tipo dibezilbutano contra o estresse oxidativo
induzido pelo glutamato foi uma das avaliages mais comuns para mensuracdo do efeito
neuroprotetor. As lignanas derivadas da secoisolariciresinol apresentaram promissores
efeitos neuroprotetores, demostrando que sdo compostos de interesse para continuagédo

de estudos clinicos.

2.4 O uso da desreplicagdo na investigacdo de matrizes vegetais

O arsenal de metabolitos contidos em uma espécie vegetal é inestimavel para o
desenvolvimento de novos medicamentos, ingredientes cosméticos, nutracéuticos ou
produtos de origem biologica. Estima-se que ha mais de 200.000 metabdlitos no reino
vegetal, e de acordo com o genoma, uma planta pode ter cerca de 5.000 produtos
naturais (MUKHERJEE et al. 2017; ALVAREZ-RIVERA et al. 2019).


https://link.springer.com/article/10.1007/s11101-016-9489-6#auth-Pulok_K_-Mukherjee
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0165993618304953#!
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Na busca por compostos biologicamente ativos, a caracterizacdo fitoquimica de
metabdlitos secundarios representa a triagem inicial, seguida ou associada a analise
farmacologica. Porém comumente ocorre o reisolamento de compostos conhecidos apos
laborioso fluxo de trabalho, formado por etapas de purificacdo e identificacdo, ou a
investigacdo de materiais brutos irrelevantes em relacdo a uma aplicacdo bioldgica
selecionada. Desta forma, h& urgéncia no desenvolvimento de métodos rapidos para a
identificacdo de novos compostos (CIESLA; MOADDEL, 2016; GOMES et al., 2017,
ALVAREZ-RIVERA et al., 2019)

Técnicas cromatograficas, espectroscopicas e espectrométricas sdo as principais
aliadas na anélise de matrizes vegetais, o estabelecimento por meio destas técnicas do
perfil quimico de matrizes complexas e conhecido como desreplicacdo (GAUDENCIO;
PEREIRA, 2015). HPLC ¢ a técnica de separacdo mais amplamente utilizada para
caracterizagdo fitoquimica de extratos botanicos, com a vantagem de uso de varios
detectores, permitindo analisar diferentes classes de metabolitos (CIESLA,
MOADDEL, 2016).

A combinacdo de cromatografia liquida e espectrometria de massa (EM)
representa a hifenacdo de técnicas mais comumente usada para estabelecer o perfil
quimico de espécies vegetais, pois possibilita a identificacdo de estruturas moleculares,
em pequenas concentracdes, mesmo dentro de misturas complexas de compostos
(CIESLA; MOADDEL, 2016; GANZERA; STURM, 2018). A cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) permite a deteccdo de metabdlitos
volateis ou derivatizados ndo volateis em concentracfes menores em comparagdo com
outras técnicas para caracterizacdo estrutural (ALVAREZ-RIVERA et al. 2019).

A versatilidade da EM baseia-se na possibilidade de aplicacdo de diferentes
fendmenos fisicos para ionizacdo das moléculas analisadas e geracdo de seus
fragmentos, aliado a aplicacdo de vérias técnicas de EM, analise de cations e anions, e
alta resolucdo dos analisadores. Técnicas computacionais podem ser usadas no
processamento de dados de EM, posibilitando decifrar a fragmentacdo em massa de
pequenas moléculas para a identificacdo global de metabolomas humanos, animais,
vegetais e microbiota, resultando em uma compreensdo mais profunda dos
metabolismos (TSUGAWA, 2018; ALVAREZ-RIVERA et al. 2019).

O uso dos dados de CL-EM de alta resolucdo e espectrometria de massa em
tandem geram dados estruturais, que possibilitam determinar a identidade dos

compostos principais por pesquisa em bancos de dados e bibliotecas de espectros de


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0165993618304953#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0165993618304953#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0165993618304953#!
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massa on-line de produtos naturais (MassBank, GNPS, Metlin, ReSpect e NIST) e por
comparacdo com padrdes. Os bancos sdo constitudos por fragmentacdo in silico e
espectros EM/EM fornecidos por grupos de pesquisas, cuja interpretacdo exige refino
por processo manual e demorado (KIND; FIEHN 2017; ROCHAT et al. 2017;
TSUGAWA, 2018; ALVAREZ-RIVERA et al. 2019).

Global Natural Product Social Molecular Networking (GNPS) é uma plataforma
online de analise de dados de espectrometria de massa em tandem (EM/EM). Destina-se
a fornecer o maximo de informacbes quimicas possivel em um conjunto de dados
EM/EM néo direcionado. A rede molecular € uma das principais ferramentas do GNPS,
ela cria uma tabela de dados estruturada que reflete a diversidade molecular, sendo
capaz de identificar potenciais semelhancas entre todos os espectros EM/EM dentro do
conjunto de dados e possibilita propagar a anotacéo para moléculas desconhecidas, mas
relacionadas. A rede molecular pode ser integrada as bibliotecas espectrais do GNPS,
permitindo o processo de desreplicacdo (WANG et al., 2016; ARON et al. 2020;
VINCENTI et al. 2020).

Para padronizar os niveis de confiancas de dados espectroscépicos e
espectrométricos foi instituido o Metabolomics Standards Initiative (MSI), que objetiva
identificar, desenvolver e divulgar uma descricdo do consenso das melhores préaticas de
analise quimica relacionadas a todos os aspectos da metaboldmica (SUMNER, et al.
2007). Schymanski e colaboradores (2014) propuseram cinco niveis de confianca para
identificagOes baseadas em espectrometria de massas de alta resolugédo (EMAR), tendo
em vista que nem sempre é possivel ou mesmo significativo sintetizar cada substancia
ou confirméa-los através de métodos complementares.

O nivel 1 e 2 sdo niveis de identificacdo estrutural, onde as informacdes
experimentais sugerem fortemente uma estrutura molecular. No nivel 1 (estrutura
confirmada) a estrutura proposta foi confirmada por meio da comparacédo dos dados de
EM, EM/EM e tempo de reten¢do com a substancia padrdo e se possivel, um método
ortogonal também deve ser usado, como RMN. No nivel 2 (estrutura provavel) ocorre
correspondéncia com dados da literatura ou biblioteca espectrais onde a
correspondéncia da estrutura do espectro é inequivoca. Os niveis 3 a 5 ndo identificam
substancias apresentam apenas informacgdes pontuais sobre classe quimica, formula
molecular e massa dos compostos. No nivel 3 existem evidéncias para possiveis
estruturas, mas sao informac@es insuficientes para apenas uma estrutura exata. No nivel

4 conhece-se a formula molecular inequivoca, mas néo ha evidéncias suficientes para


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0165993618304953#!
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propor possiveis estruturas e no nivel 5, a massa exata (m/z) pode ser medida em uma
amostra, porém falta informacdo para atribuir até mesmo uma férmula molecular
(SCHYMANSKI et al., 2014) .

2.5 Anélises in silico na descoberta de novos IFAs

O répido desenvolvimento da sintese combinatoria e do screening de alto
rendimento trouxe consigo a possibilidade de se gerar e avaliar farmacologicamente
grande nimero de compostos em um intervalo de tempo relativamente curto. Entretanto,
entre 1990 e 2013, o numero de novas moléculas aprovadas pelo FDA ndo aumentou
significativamente, sendo notada inclusive uma pequena redugdo. Essa diminuigdo é
atribuida principalmente ao fato de que novas moléculas tendem a nao ter propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas interessantes para o mercado (TIAN et al., 2015,
WANG et al., 2015).

A pesquisa e desenvolvimento no campo farmacéutico apresenta um alto custo e
uma crescente taxa de falha. Dessa forma, esforcos multidisciplinares tém sido
empregados para balancear esse risco, resultando no conjunto de procedimentos
chamado “design racional de farmacos”, que se baseia no conhecimento de um alvo
biolégico. O aumento da capacidade computacional associado ao sequenciamento do
genoma humano e ao desenvolvimento da cristalografia e da ressonancia magnética
nuclear possibilitou a caracterizacdo de varios alvos terapéuticos, que puderam ser,
entdo, empregados para a pesquisa farmacéutica, através de sua caracterizagdo
tridimensional (WANG et al., 2015; RUYCK et al., 2016).

Métodos computacionais de design de farmacos (MCDF) tém tido uma
importancia crescente no desenvolvimento de novos farmacos, uma vez que propiciam
uma identificacdo de moléculas candidatas com custo-beneficio eficiente e reducdo do
uso de modelos animais na pesquisa farmacologica (BROGI et al., 2020). Em
comparagdo com abordagens experimentais, métodos computacionais apresentam
grandes vantagens como serem ecologicamente indcuos, rapidos, baratos, exatos e
precederem a sintese. A utilizagdo de métodos computacionais nessa atividade pode
reduzir o custo de desenvolvimento em até 50% (WANG et al., 2015; YANG et al.,
2018).

Muitos dos MCDF se baseiam na relagdo estrutura-atividade de moléculas para
otimiza-las e desenvolvé-las, bem como entender os eventos moleculares decorrentes de

sua interacdo bioldgica. Esses metodos podem ser utilizados na fase de descoberta, para
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avaliar seu potencial de interacdo, e na fase de desenvolvimento, sendo feita a
comparagdo com resultados in vitro e in vivo. Na fase de descoberta o principal papel
desses métodos € a filtragem e selecdo de compostos para posterior sintese e testagem,
bem como para identificar outros potenciais usos para farmacos que ja sdo aprovadas e
comercializadas (PRIETO-MARTINEZ et al., 2019)

MCDF séo frequentemente categorizados como métodos baseados em ligantes e
métodos baseados em estrutura. Métodos baseados em ligantes sdo aqueles em que 0s
compostos sdo usualmente representados por varios descritores e ranqueados por
similaridade e conformacdo tridimensional. Nos métodos baseados em estrutura, 0s
ligantes sdo primeiro posicionados nos sitios de ligacdo do alvo, e todas as suas
conformacBes sdo ranqueadas a partir de fungbes de campo de forca ou modelos
empiricos (ZHANG; PEI; LAI, 2017). Séao exemplos destas técnicas, os métodos
baseados em estrutura, como docking e dindmica molecular, métodos baseados em
ligantes, como a busca por similaridade e 0 QSAR, e métodos hibridos e baseados em
endpoints, quando combinam métodos baseados em estrutura com métodos baseados
em ligantes (PRIETO-MARTINEZ et al., 2019).

Dentre essas técnicas computacionais, a modelagem por homologia faz uso de
informagdes estruturais para gerar modelos tridimensionais de alvos farmacoldgicos que
ainda ndo foram cristalizados, sendo uma importante ferramenta para explorar e guiar o
design de novos agentes terapéuticos. O termo docking surgiu na decada de 1970 se
referindo ao refinamento de um modelo estrutural em que a separagédo entre os pares de
um complexo era otimizada através da orientacdo relativa entre os pares, mantendo-se
fixa a geometria interna de cada um desses. Essa técnica ficou conhecida como docking
rigido. O avangco e o desenvolvimento de ferramentas computacionais possibilitou
considerar, nesta técnica, também as mudancas na geometria interna dos pares que
interagem no modelo, sendo essa técnica chamada de docking flexivel (RUYCK et al.,
2016; PRIETO-MARTINEZ et al., 2019).

E frequente, atualmente, a utilizacio de estruturas nio ligadas nos estudos de
docking, ou seja, estruturas tais como ocorrem em solugéo, considerando certo grau de
mudanca conformacional entre o0s pares. 1sso € importante porque proteinas em solucao
sdo rodeadas por moléculas de agua, que sdo organizadas em camadas de hidratacao e
cujas propriedades eletrostaticas produzem importante contribui¢cdo no reconhecimento

do alvo farmacoldgico por moléculas ligantes. Ferramentas como GOLD, GLIDE e
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AUTODOCK podem incorporar moléculas de agua nos modelos para predizer as
posi¢des de proteinas e ligantes em interagdo (RUYCK et al., 2016).

Simulacdes de dindmica molecular também sdo utilizadas nessas fases, com o
objetivo de confirmar a estabilidade do complexo ligante-alvo e estimar a energia livre
de ligacdo do complexo (COZZA et al., 2017). A abordagem por dindmica molecular é
importante porque a estrutura cristalina de um alvo farmacoldgico representa um dos
muitos substratos contidos na estrutura quaternaria da proteina. Na maioria dos casos, a
topologia da estrutura quaternaria € conservada nos subestados, mas uma orientagdo
diferente pode influenciar significativamente os resultados do docking. A dinamica
molecular pode ser utilizada para validar uma interagcdo obtida por docking, quando
aplicada como um filtro final apos seus resultados (ZHAO; CAFLISCH, 2015).

Técnicas de screening virtual baseadas em estruturas fazem uso de algoritmos de
docking para avaliar as propriedades farmacoldgicas potenciais de moléculas
candidatas, sendo capazes de realizar uma testagem rapida de grandes bibliotecas de
moléculas, propiciando um estudo eficiente e custo-efetivo. Estas técnicas também
permitem identificar padr6es moleculares e grupamentos que possibilitem a otimizacao
da acdo dos farmacos, bem como configuracbes dos alvos farmacoldgicos que
propiciem sua interagdo com o farmaco. Esse tipo de experimento requer uma estrutura
tridimensional exata do alvo almejado e uma biblioteca de compostos corretamente
preparados para calculos (COZZA et al., 2017).

Essas ferramentas também propiciam a avaliagdo da relacdo estrutura-atividade
da molécula. Para tanto, aplica-se ferramentas de regressdo ou de classificacao,
utilizadas para estabelecer quantitativamente modelos estatisticos para predizer as
atividades de novas substancias. A relacdo estrutura-atividade se baseia no conceito de
que propriedades estruturais das moléculas sdo estritamente ligadas as suas atividades
biologicas, através de propriedades como configuracdo eletrdnica e estérica,
lipofilicidade, polarizabilidade, entre outras (COZZA et al., 2017).

Independente do método, a testagem experimental costuma ser realizada ap6s o
docking, para observar e quantificar a real interagdo da molécula com o alvo. Dos
modelos baseados em farmacoforos e em docking, modelos sdo criados baseados na
estrutura dos alvos desejados e nas estruturas de ligantes conhecidos. Os ligantes séo
colocados nos sitios de ligacdo do alvo e em seguida avaliados através de fungdes de
scoring (ZHANG, PEI; LAI, 2017).
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A funcgdo de scoring compreende uma fungdo matematica utilizada para calcular
e predizer a forca da interacdo ndo covalente entre as moléculas-teste e os alvos
farmacologicos. Por vezes, mais de uma funcdo é utilizada para a avaliacdo dessa
interacdo, e seus resultados sdo combinados para aumentar a exatidao dos resultados e
reduzir o numero de falso-positivos, sendo esse procedimento denominado scoring
consensual (COZZA et al., 2017).

Erros nos dados e violagdo no dominio de aplicabilidade séo fatores que podem
comprometer significativamente as avaliacGes realizadas. Por isso, recomenda-se
sempre a utilizacdo de um banco de dados suficientemente diverso, capaz de representar
0 banco de dados global, inclusive estimando-se os erros experimentais. O modelo
aplicado deve ser validado pelo uso de um banco de dados externo para confirmar a
habilidade preditiva do modelo, através da sua robustez (KAR; LESZCZYNSKI, 2020).

Para a validagdo de modelos, a European Chemicals Agency (ECA) e a OECD
preconizam que os modelos devem apresentar um endpoint definido, um algoritmo ndo
ambiguo, um dominio de aplicabilidade definido, medidas apropriadas de ajuste,
robustez e produtividade e uma interpretacdo mecanistica (WANG et al., 2015).

Diversas técnicas podem ser utilizadas para a constru¢do de modelos, dentre as
quais se destacam as de machine learning. Para a avaliacdo da qualidade dos modelos,
frequentemente se utilizam o coeficiente de determinacdo (R?), erro absoluto médio
(MAE) e o erro quadratico medio (RMSE). Para modelos tradicionais binarios ou de
classificacdo multipla, frequentemente a performance é medida com base na contagem
de verdadeiro-positivos, verdadeiro-negativos, falso-positivos e falso-negativos (YANG
etal., 2018).

Estudos tém observado que as propriedades moleculares apresentadas por
compostos naturais estdo mais proximas de farmacos do que aquelas de moléculas
obtidas por sintese combinatoria. Devido a isto, moléculas naturais tém recebido muita
atencdo por sua aplicabilidade como farmacos, bem como por servir como modelos para

a producdo de novos farmacos (TIAN et al., 2015).

2. 6 Inflamacéo

Diante da ocorréncia de um dano tecidual (patogenos, células danificadas,
produtos quimicos ou irradiacdo), mediadores inflamatorios ativam leucocitos, e células
de defesa como neutréfilos, macrofagos, dentre outras células migram para o tecido. As

citocinas liberadas neste processo causam vasodilatacdo local, edema, aumento da
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temperatura, sensibilizacdo de nocireceptores e aumento de fluxo sanguineo, este
quadro caracteriza-se como um mecanismo de defesa que procede a tentar eliminar um
corpo estranho e o dano causado ao tecido, com acbes de fagocitose, cicatrizacdo e
regeneracdo do tecido afetado (KASSUYA, 2013; RITTER et al., 2020; KAUR;
SINGH, 2022).

O processo inflamatério pode ser agudo ou crénico, a inflamacdo aguda possui
inicio rapido e curta duracdo, geralmente dias, com atuacdo dos mediadores agindo
sobre o plasma e células de defesa, com caracteristica saida de leucécitos e proteinas do
sistema vascular em dire¢éo ao local da les&o tecidual para remocao do agente agressor,
ocorrendo neste processo o acimulo de neutrdfilos. A inflamagao cronica é de longa
duracdo, pode durar a vida inteira do individuo, € caracterizada pela presenca de
linfécitos T e macrofagos, as citocinas derivadas desses macréfagos podem modular a
resposta imune localizada e regular a proliferacdo e atividade dos fibroblastos, estes
causam remodelacdo da matriz extracelular e deposicdo de coldgeno (FLEIT, 2014;
KRIGER; MOYSES; MOYSES, 2016; RITTER et al., 2020).

O processo fibrotico e a hiperplasia na inflamacéo cronica ocorre através da
proliferacdo vascular e do tecido conjuntivo, este processo estd relacionado a
intensidade, natureza e duracdo do estimulo lesivo. A inflamacédo cronica é responsavel
pelo desenvolvimento e progressdo de inimeras doengas, como: doencas autoimunes,
distdrbios metabolicos, doencas neurodegenerativas, cancer, doencgas cardiovasculares
(DCV), entre outras. Por exemplo, a proteina C reativa (PCR), € apontada como
preditora da ocorréncia de DCV, visto que 0s niveis séricos deste marcador da
inflamacéo tém forte associacdo com eventos coronarianos. Este quadro é tdo grave que
estima-se que atualmente 60% das mortes em todo 0 mundo sdo devido a doencas
inflamatdrias cronicas (GERALDO; ALFENAS, 2008; FLEIT, 2014; KAUR; SINGH,
2022).

Neste cenéario, os insumos farmacéuticos ativos (IFAs) com acdo anti-
inflamatdria sdo de primordial importancia para controlar o processo inflamatério,
regular seus danos ou evitar que novas lesbes ocorram. Os anti-inflamatérios néo-
esteroidais (AINES) e glicocorticoides (GC) sdo os farmacos mais utilizados para tratar
as doencas inflamatorias (KASSUYA, 2013; FREITAS et al. 2019).

Os glicocorticoides (GC) sdo hormdnios esteroides produzidos de forma
enddgena através da conversdo do colesterol. Os IFAs da classe dos glicocorticoides sdo

substancias imunossupressoras e anti-inflamatorias potentes, eficazes e amplamente
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utilizadas em processos inflamatérios agudos e cronicos. Os efeitos dos GC sédo
mediados pela interacdo destes com os receptores de glicocorticoides (RG) (TORRES;
INSUELA; CARVALHO, 2012; KASSUYA, 2013).

A atuacdo anti-inflamatéria do RG ocorre devido a efeitos ndo gendmicos e
gendmicos. Nos mecanismos gendmicos o complexo GC-RG, DNA e moléculas co-
ativadoras interagem com regides promotoras de genes alvos e regulam sua transcrigéo
por trans-repressdo génica (TRG) e trans-ativacdo génica (TAG). A TRG constitui um
processo de impedimento da transcricdo de proteinas pré-inflamatorias através da
desacetilacdo de genes do complexo de transcricdo de moléculas pré-inflamatdrias, o
que induz a condensacdo do DNA e dificulta a transcricdo de proteinas pro-
inflamatdrias. Enquanto que na TAG ocorre a facilitacdo da transcricdo génica de
moléculas anti-inflamatdrias através da acetilacdo de genes codificantes de proteinas
anti-inflamatorias, como a ativagdo da a anexina-1 que inibe a fosfolipase A2
(TORRES; INSUELA; CARVALHO, 2012; KASSUYA, 2013; FREITAS et al., 2019).

O mecanismo nao-genémico ocorre através de receptores na membrana celular e
segundos mensageiros. O complexo GC-RG liga-se a fatores de transcricéo, incluindo
NF-kB e AP-1, impedindo que os mesmos codifiquem proteinas pré-inflamatorias. GC
inibem a desgranulacdo anafilatica e a secre¢do de diversas citocinas, incluindo fator de
necrose tumoral (TNF)-a, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-8, por mastocitos, os GC também atuam
na modulacdo inflamatdria do 6xido nitrico através da supressao da éxido nitrico-sintase
induzida (iNOS), esta é induzida por citocinas e lipopolissacarideos, os GC inibem a
inducdo, mas ndo a atividade das enzimas ja induzidas (CERQUEIRA; YOSHIDA,
2002; TORRES; INSUELA; CARVALHO, 2012; KASSUYA, 2013). Os GC sdo
comumentes utilizados no tratamento da asma, rinite alérgica, dermatite atdpica, artrite
reumatoide, entre outras doencas. Entre os IFAs disponiveis no mercado a
betametasona, hidrocortisona, prednisolona, prednisona e dexametasona sdo as
comumentes utilizadas em processos inflamatorios (TORRES; INSUELA,
CARVALHO, 2012).

Os AINEs e GC possuem muitos efeitos colaterais que trazem riscos aos
pacientes. O uso de CG esta associado a uma toxicidade significativa que pode ter um
impacto adverso duradouro na saude geral do paciente. Deste modo, a busca por novos
compostos que promovam a resolugdo da inflamacdo e tragam menos efeitos colaterais
aos pacientes é um desafio para as pesquisas voltadas para a farmacologia da
inflamacdo (FREITAS et al., 2019).
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2.7 Leishmaniose

Leishmania é um protozoario parasita intracelular obrigatorio, transmitido por
vetor, da familia dos tripanossomatideos, que causa sindromes cutaneas, viscerais e
mucocutaneas. Mais de 20 espécies do parasita leishmania foram caracterizadas e sao
transmitidas por aproximadamente 70 tipos de flebotomideos (MANN et al., 2021).

A leishmaniose tegumentar compreende a forma cutanea e mucosal da
leishmaniose. Embora seja ndo fatal, apresenta um espectro clinico amplo, com o
surgimento de lesdes Unicas ou mdltiplas na pele e mucosas. Esse quadro leva a
deformidades fisicas e efeitos psicolégicos consideraveis (GALVAO; RABELLO;
COTA, 2017). A leishmaniose cutanea é causada pelos complexos L. braziliensis e L.
mexicana, L. donovani, L. major, L. infantum, L. aethiopica e L. tropica (AZIM et al.,
2021). Na ultima década, a prevaléncia mundial e a distribuicdo geografica da
leishmaniose cutdnea expandiu-se, sendo essa doenca atualmente reconhecida como
complexa e altamente variavel em termos de epidemiologia, etiologia, patologia e
caracteristicas clinicas (GALVAO; RABELLO; COTA, 2017).

A forma mais letal da leishmaniose é a forma visceral (ou kala-azar, hindi para
"febre negra™), que pode causar uma infeccdo sistémica, afetando figado, baco, sistema
hematogénico e linfatico. As espécies que sdo tipicamente associadas a doenca visceral
incluem L. donovani, L. infantum e L. chagasi e L. infantum. Manifestacbes severas da
doenca incluem caquexia, hepatoesplenomegalia, febre, pancitopenia e
hipergamaglobulinemia, bem como fadiga, dor abdominal e perda de peso (MANN et
al., 2021).

Leishmaniose € classificada pela OMS como uma doenga emergente categoria 1,
ndo controlada, sendo uma das seis mais importantes doencas tropicais. A OMS enfatiza
a leishmaniose como uma das sete principais infec¢des, atualmente com cerca de 350
milhdes de pessoas em 98 paises sob risco de infec¢cdo. Estima-se que cerca de 12
milhOes de pessoas sdo afetadas com a doenca atualmente e cerca de 1,5 milhdes de
novos casos de leishmaniose cutanea sdo reportados anualmente. Aproximadamente
90% dos novos casos de leishmaniose cutanea ocorrem no Afeganistdo, Arabia Saudita,
Siria, Ird. Algéria, Iraque, Brasil e Peru. Criancas com menos de 10 anos de idade
representam até 30% dos casos de leishmaniose cutdnea em alguns paises. Mais de 90%
dos casos de leishmaniose visceral acontecem em cinco paises: India, Sudo,
Bangladesh, Nepal e Brasil. A cada ano, 500 mil casos de leishmaniose visceral sdo
reportados, com 50 mil mortes (MONZOTE, 2009; BRITO; RABELLO; COTA, 2017,
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GUTIERREZ-REBOLLEDO; DRIER-JONAS; JIMENEZ-ARELLANES, 2017;
SOOSARAEI et al., 2017).

A transmissdo da leishmania envolve vetores hematdfagos, os parasitas
multiplicam-se no trato digestivo do vetor, e sdo transmitidos para o hospedeiro
mamifero durante a alimentacdo hematdfaga. Nos vetores, a leishmania esta presente na
forma promastigota, sendo longas e extracelulares. No hospedeiro vertebrado, o parasita
se multiplica dentro de macrofagos como amastigotas, que sdo esféricas e com um
flagelo internalizado. Em seguida, o parasita rompe o macrofago e é fagocitado por
novas células hospedeiras (MONZOTE, 2009).

A manifestacdo de diferentes formas da leishmaniose pode estar sujeita também
a fatores genéticos da populacao, que influenciam o tipo de resposta imunolégica que os
pacientes apresentardo frente ao parasita (GHORBANI; FARHOUDI, 2018). Poucos
avangos podem ser reconhecidos no tratamento da leishmaniose, entre eles o
reconhecimento da inadmissibilidade da toxicidade associada aos antimoniais
pentavalentes sistémicos e o entendimento de que ndo é necessario um Unico tratamento
ideal para todos os pacientes com leishmaniose, mas sim tratamentos mais apropriados
para cada grupo de pacientes (BRITO, RABELLO; COTA, 2017).

Atualmente, o tratamento da leishmaniose emprega farmacos de primeira linha
como os antimoniais pentavalentes, além de anfotericina B, pentamidina, miltefosina e
paromomicina. Os farmacos possuem aplicabilidade limitada, devido ao seu alto custo,
toxicidade e efeitos adversos, além da emergéncia da resisténcia parasitaria a esses
farmacos. A resisténcia da populacdo ao tratamento também tem sido reportada, devido
a sua toxicidade e efeitos adversos, que dificultam a aderéncia ao tratamento e contribui
para a selecdo de cepas resistentes do parasita (GUTIERREZ-REBOLLEDO, DRIER-
JONAS; JIMENEZ-ARELLANES, 2017; GHORBANI; FARHOUDI, 2018; ROATT et
al., 2020).

Antimoniais pentavalentes estdo disponiveis a cerca de sete décadas e
constituem a primeira linha de tratamento contra a leishmaniose. As duas principais
formulacdes sdo o antimoniato de meglumina e o estibogluconato de sédio. O antiménio
pentavalente se comporta como um pro-farmaco, que é reduzido no organismo para a
forma trivalente, que possui alta afinidade para ligantes contendo nitrogénio e sulfidrila,
como biomoléculas, tidis, peptideos, proteinas e enzimas. Esses farmacos podem ser

administrados por via intramuscular ou intravenosa, sendo biotransformados no figado
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para a forma trivalente, e com cerca de 50% do antimdnio sendo excretado entre 24 e 76
horas pela via renal (MONZOTE, 2009; ROATT et al., 2020).

A forma trivalente do antiménio € mais toxica, uma vez que apenas 0S
amastigotas sdo sensiveis a forma pentavalente. Supde-se que o antimoénio age em
diversos alvos, que incluem a via bioenergética do parasita, inibindo a glicolise e a
oxidacdo de &cidos graxos e a inibicdo da fosforilagdo do ADP, além de bloquear
grupos sulfidrila em proteinas do parasita e causar a inibicdo da DNA topoisomerase I.
Além disso, o antimoénio pode alterar o potencial redox dos tiois em ambas as formas do
parasita, promovendo o fluxo de tidis, glutationa e tripanotiona, fazendo com que o
parasita se torne mais susceptivel ao estresse oxidativo (MONZOTE, 2009).

Apesar de serem a terapia padrdo ouro, esses farmacos ndo podem ser
considerados uma alternativa satisfatoria, uma vez que necessitam da dosagem diaria de
injecBes por 20 a 30 dias, ndo pode ser utilizada em mulheres gravidas e tem efeitos
adversos severos, como faléncia renal, pancreatite, mialgia, teratogénese, neuropatia
periférica, hepatoxicidade e cardiotoxicidade. Além disso, esses farmacos sdo caros e
sua administracdo parenteral requer uma estrutura em servicos de salde que nem
sempre esta disponivel (GUTIERREZ-REBOLLEDO; DRIER-JONAS; JIMENEZ-
ARELLANES, 2017; GALVAO; RABELLO; COTA, 2017).

Além disso, é reportado o desenvolvimento de resisténcia parasitica a esses
farmacos, fenbmeno que envolve o uso de doses subterapéuticas, duracdo incorreta do
tratamento e o uso de farmacos ndo padronizados (AMEEN, 2007). Diante disso, 0s
principais achados que motivam a necessidade da substituicdo dos antimoniais
pentavalentes na terapéutica anti-leishmania sdo a sua eficacia sub-6tima em algumas
populacBes e a gravidade de seus efeitos adversos (GALVAO; RABELLO; COTA,
2017).

Anfotericina B ¢ um macrolideo antifungico poliénico, cuja atividade
leishmanicida é atribuida a sua seletividade para esterdis substituidos, principalmente
ergosterol. Entretanto, concentracdes superiores do fArmaco causam aumento do influxo
catibnico e anidnico pela formacdo de poros aquosos, resultando em lise celular
(MONZQOTE, 2009). A anfotericina B é considerada um farmaco de segunda linha no
tratamento da leishmaniose, tendo seu uso clinico limitado devido a efeitos adversos
crénicos e agudos como febre, calafrios, nefrotoxicidade, hipocalemia, miocardite e
morte. Além disso, esse farmaco possui biodisponibilidade muito baixa por via oral,

tendo sido administrado por via intravenosa nas infeccdes sistémicas. Na corrente
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sanguinea, esse farmaco é transferido para lipoproteinas que sdo absorvidas nas células
do hospedeiro, especialmente nos rins, contribuindo significativamente para a
nefrotoxicidade. Anfotericina B tem sido recomendada como farmaco de segunda linha
no tratamento de leishmaniose resistente aos antimoniais. Resisténcia a anfotericina B
foi encontrada em cepas de L. donovani, que substituiram o ergosterol por colesterol
exogeno combinado na sua membrana, apresentando também reduzida a concentracdo
de espécies reativas de oxigénio (GHORBANI; FARHOUDI, 2018).

O desenvolvimento de farmacos para tratar doencas como a leishmaniose tem
sido escasso, uma vez que essas doencas sdo mais incidentes em paises em
desenvolvimento, nos quais a inddstria farmacéutica néo iria receber grandes lucros. A
OMS enfatizou a urgéncia no desenvolvimento de novas farmacos para o tratamento da
leishmaniose (GUTIERREZ-REBOLLEDO; DRIER-JONAS; JIMENEZ-
ARELLANES, 2017). Abordagens computacionais tém sido aplicadas para a
reclassificacdo de farmacos ja existentes no mercado, de maneira a identificar potenciais
moléculas com atividade que ja estejam disponiveis para a populacdo. Abordagens
como a bioinformatica e a protebmica, além do docking molecular, tém sido cruciais na

avaliacdo dos potenciais de farmacos frente a ligantes do parasita (ROATT et al., 2020).
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3. OBJETIVO GERAL

Estabelecer o perfil quimico da espécie J. aequilabris e avaliar seu potencial

farmacologico.

3.2 Objetivos especificos

» Realizar a desreplicacdo do extrato bruto, fases e fracGes atraveés da
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CL/EM).

= Utilizar a ferramenta rede molecular para guiar o isolamento de novos
metabdlitos;

= Identificar e/ou elucidar a estrutura dos constituintes quimicos purificados
utilizando métodos espectrométricos e espectroscdpicos, como a espectrometria
de massas e ressonancia magnética nuclear (RMN).

= Utilizar as ferramentas computacionais docking molecular e triagem virtual para
direcionar a avaliacdo da atividade farmacoldgica dos metabdlitos isolados.

= Avaliar de forma in vitro a atividade antileshmania e anti-inflamatéria dos

compostos isolados.



4 METODOLOGIA

4.1 Coleta do Material Vegetal

A coleta das partes aéreas de J. aequilabris ocorreu no municipio de
Monteiro-PB, em maio de 2017. Em seguida, a espécie foi encaminhada para o
Prof. José lIranildo Miranda de Melo, botanico da Universidade Estadual da
Paraiba (UEPB) para identificacdo e deposito das exsicatas no Herbario Manuel
de Arruda Camara (HACAM-1252)-UEPB. O estudo da espécie J. aequilabris

possui cadastro SisGen sob o nimero: A35A42B.

4.2 Obtencao do extrato etanolico bruto (EEB)

O material botanico foi seco em estufa com ar circulante a temperatura
média de 40 °C até peso constante. Posteriormente, o0 material foi submetido a um
processo de pulverizagdo em moinho mecanico, para obtencdo do po6 da planta,
obtendo 1 825 kg de material pulverizado da J. aequilabris. Em seguida, este foi
submetido a maceracdo, utilizando o etanol (EtOH) a 96%, por 72 horas, sendo
este processo repetido por trés vezes. A solugéo extrativa obtida foi concentrada
em evaporador rotativo sob pressdo reduzida a uma temperatura de 40 °C,
resultando em 140 g de EEB.

4.3 Retirada da clorofila

O EEB (140 g) da J. aequilabris foi acondicionado em erlenmeyer e
diluido em etanol (96%). A solucdo etandlica foi levada a agitacdo em agitador
magnético. Preparou-se uma solucdo de agua destilada na proporcdo 7/3
EtOH/H,0 e esta foi adicionada de forma continua e em gotas a solucdo do EEB.

A solucdo obtida foi armazenada em freezer por 24 horas, apds esse
periodo a solucéo foi filtrada a vacuo (SOUZA et al., 2017), sendo a parte retida
chamada de precipitado rico em clorofila (7,20 g). O sobrenadante foi concentrado
em rotaevaporador e obteve-se 0 EEB pobre em clorofila (121 g), sobre este foi
vertido hexano sobre agitacdo mecanica, para promocdo da retirada das
substancias mais apolares do extrato. A fracdo do EEB solGvel em hexano
resultou em uma solugdo que foi concentrada em rotaevaporador, obtendo-se a
fase hexanica (6,69 g), a parte do extrato que ndo foi solivel em hexano foi
denominada de EEB desengordurado (EEBD) (106,2 g).
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4.4 Particéo do EEB

O EEBD de J. Aequilabris foi submetido a particdo liquido:liquido com
solventes de polaridade crescente. Uma aliquota de 50 gramas do EEB foi dissolvido
em uma solucdo de MeOH:H,O (7:3, v:v) obtendo-se uma solucdo hidroalcoolica,
posteriormente, particionada com hexano, cloroférmio, acetato de etila e n-butanol,

obtendo as respectivas fases particionadas (FP) e uma fase hidroalcodlica resultante.

4.5 Isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos de J. aequilabris

4.5.1 Anélise CLAE/EM"

O perfil quimico do EEBD, fases particionadas e fracdes foram analisados por
CLAE da marca Shimadzu, utilizando uma coluna analitica C18 (Kromasil - 250 mm x
4,6 mm x 5 um), acoplado ao espectrometro de massas (EM) da marca Bruker (modelo
AmazonX), com lonizagdo por Eletrospray e analisador do tipo lon Trap, situado no
LMCA/IPeFarM-UFPB.

Para analise foi pesado 1 mg de cada amostra, com posterior solubilizacdo em 1
mL de MeOH e filtragdo em filtro PVDF de 0,45 um. O método cromatografico
desenvolvido utilizou os solventes metanol (solvente B) de grau cromatogréfico (J.T.
Baker) e agua ultrapura tipo I (Mili-Q) acidificada com acido férmico (0,1%, v/v)
(solvente A), com anéalise em gradiente de concentracdo (5 a 100% de B em 95 min),
volume de inje¢do de 10 pL e taxa de fluxo de 0,6 mL/min. No espectrometro de massas
as amostras foram submetidas a uma fragmentacéo sequencial em EM?. Os parametros
utilizados foram: capilar 4,5 kV, offset da placa final 500 V, gas nebulizador 10 psi, gas

seco (N2) com fluxo de 8 mL/min e temperatura de 300 °C.

4.5.2 Rede molecular

Os dados obtidos por CL-EM? do EEBD e fases particionadas foram convertidos
para o formato mzXML diretamente do Bruker DataAnalysis 4.2. As redes moleculares
foram geradas usando o GNPS (http://gnps.ucsd.edu) com 0s seguintes parametros:
tolerancia de massa do ion precursor de 2,0 Da, tolerancia a ions fragmento de 0,5 Da,
valor minimo de cosseno de 0,7 e picos minimos correspondentes de 6. Os dados foram
posteriormente visualizados no software Cytoscape 3.7.1. Os compostos desreplicados
foram identificados com base na comparacdo dos dados de EM/EM com padrbes

internos e a literatura.
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4.5.3 Isolamento guiado

Apos analises de CL-EM e rede molecular, a fase acetato de etila (FACOEt) foi
escolhida para realizar o isolamento dos compostos devido ao seu perfil quimico rico
em ligananas. FACOEt foi cromatografada (2,5 g) usando uma coluna Sephadex LH-20
e eluida com MeOH (100%) para obter 67 fracbes (Al-67). A fracdo A23 apresentou
um precipitado branco que foi purificado por cristalizagdo com MeOH para obter o
composto 6 (9,4 mg). As fracGes foram monitoradas por TLC, e as fracBes que exibiram
perfis cromatograficos idénticos foram combinadas e analisadas por CL-EM/EM®. A
fragéo rica em lignanas A14-30 (843,2 mg) foi purificada em cromatografia em coluna
com Sephadex LH-20, tendo o MeOH 100% como eluente, obtendo desta forma, 17
fragdes (B1-17), que foram monitoradas por CL-EM/EM?%e posteriormente reunidas de
acordo com a semelhanca do seu perfil quimico.

A fracdo B11-15 (551,3 mg) foi fracionada por CLAE preparativa usando
MeOH e H,O com 0,1% de 4cido férmico como eluente (8 mL/min) através de um
sistema de gradiente com os seguintes parametros: 0-10 min (25-35% B), 10-40 min
(35% B), 40-45 min (35-40% B), 45-60 min (40% B), 60-65 min (40-43% B), 65-85
min (43% B), 85-100 min (43-51% B) e 100-150 min (51% B) (tabela 2), obtendo os
compostos 1 (13,5 mg), 2 (1,1 mg), 3 (5,9 mg), 4 (3,4 mg), 5 (1,3 mg), 7 (13,8 mg), 8
(4,4 mg), 9 (3,9 mg), 10 (2,6 mg).

Tabela 2. Sistema de eluicdo MeOH/H,0 acidificada (0,1% de &cido férmico) utilizado
em coluna preparativa para fragdo B11-15.

Tempo (minutos) Concentracdo de MeOH (%)
0-10 25-35
10-40 35
40-45 35-40
45-60 40
60-65 40-43
65-85 43
85-100 43-51

100-150 51
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4.6 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e °C, uni e
bidimensionais, foram obtidos nos espectrometros das marcas BRUKER, modelo
AVANCE Il HD, operando a 400 MHz para hidrogénio (RMN de *H) e 100 MHz para
carbono-13 (RMN de **C) e VARIAN operando a 500 MHz para RMN de 'H e 125
MHz para RMN de **C. As amostras para anélise foram preparadas dissolvendo-se as
mesmas em solventes deuterados. Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em
partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz, as multiplicidades
no espectro de RMN de *H foram indicadas segundo as convencdes: s (simpleto), (sl)
simpleto largo, d (dubleto), dd (duplo dubleto), t (tripleto) e m (multipleto). Os
espectros de RMN de *3C foram obtidos utilizando-se a técnica de APT, BB e DEPT-
135.

4.7 Espectrometria de massas de alta resolucdo (EMAR)

Para obtencdo dos espectros de massas de alta resolucdo dos compostos
isolados, foi utilizado espectrémetros de massas da marca Bruker, modelo microTOF I,
pela técnica IES, modo positivo e negativo, utilizando 0s seguintes parametros de
analise: capilar 4,0 kV, offset da placa final 500 V, nebulizador 5.8 psi, gas seco (N2),
Injetado a um fluxo de 4 mL/min e temperatura de 180 °C.

As amostras foram analisadas por injecdo direta, desta forma, pesou-se 1 mg de
cada uma e solubilizou-se em 1 mL de metanol (grau HPLC), a amostra entdo foi
diluida até a concentracdo final de 426 ng/mL. As fases que foram desreplicadas
também foram analisadas por EMAR, as amostras foram solubilizadas em metanol (1
mg/mL), com posterior filtracdo em filtros PVDF (Fluoreto de Polivinilideno), com
malha de 0,45 pm. O método cromatografico desenvolvido utilizou os solventes
metanol (solvente B) de grau cromatografico e agua ultrapura tipo | (Mili-Q),
acidificada com &cido férmico (0,1% v/v) (solvente A), com analise em gradiente de
concentragédo (5 a 100% de B em 95 minutos). O volume de injecdo foi de 10 pL e taxa
de fluxo foi de 0,6 mL/minuto. Os parametros utilizados foram: capilar 4,5 kV, offset da
placa final 500 V, gas nebulizador 35 psi, gas seco (N;) com fluxo de 8 mL/min e

temperatura de 200 °C no modo de ionizag&o negativo.
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4. 8 Rotacao optica, ECD e infravermelho (1V)

Um polarimetro JASCO P-2000 (Easton, MD, EUA) foi usado para medir as
rotagdes Opticas a 25 °C. Os espectros de ECD e UV foram registrados em um
espectropolarimetro J-815 CD de dicroismo circular (DC) da JASCO. Os espectros de
infravermelho (IV) foram registrados em um espectrometro Shimadzu Proeminence IR

Prestige-21 usando pastilhas de KBr.

4.9 Célculos de RMN

Todas as buscas conformacionais foram realizadas para cada candidato do
composto 1 usando o método de Monte Carlo e o Molecular Mechanic force field
(MMFF) no pacote de software Spartan'l0 (SPARTAN’10, 2010). Inicialmente, para
cada candidato, todas as conformacées dentro de uma janela de 10 kcal mol™ foram
reotimizadas usando o método B3LYP/6-31G(d) DFT. Os conférmeros com energia
relativa <2,5 kcal mol™, representando mais de 90,0% da populacéo total de Boltzmann,
foram selecionados para os célculos de GIAO RMN. Para simular os deslocamentos
quimicos de **C e 'H RMN, foi realizado um procedimento de calculo Gauge Included
Atomic Orbitals-Hybrid Density Functional Theory (GIAO-HDFT) no nivel de teoria
GIAO-mPW1PW191/6-31G(d), usando o tetrametilsilano (TMS) como referéncia
interna, no mesmo nivel da teoria. Para a aplicacdo do parametro DP4+, os tensores de
blindagem magnética **C e 'H de todos os candidatos foram adicionados a planilha
Excel fornecida pelos autores (GRIMBLAT; ZANARDI; SAROTTI, 2015).
Complementando a anélise DP4+, foi utilizada a nova metodologia ML-J-DP4, célculos
GIAO RMN conduzidos no nivel de teoria RHF/STO-3G//MMFF foram usados para
calcular as probabilidades ML-J-DP4 (TSAI et al., 2022). Todos os calculos da teoria
do funcional da densidade (DFT) foram realizados usando o software Gaussian 09
(FRISCH et al., 2016).

4.9 Célculos de ECD

Analises conformacionais para compostos (1-3) foram realizadas através do
software Spartan'l4 usando o célculo de campo de forca de mecénica molecular
MMFF94. Conférmeros dentro de uma janela de energia de 10 kcalL/mol foram gerados
e otimizados usando célculos DFT no nivel B3LYP/6-31G(d). Conférmeros com uma
distribuicdo de Boltzmann acima de 1% foram escolhidos para os célculos de ECD em
MeCN no nivel B3LYP/6-311 +G(2d,p). O modelo de solvente IEF-PCM para MeCN
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foi usado. Os espectros de ECD calculados foram obtidos por teoria funcional de
densidade (DFT) e DFT dependente do tempo (TD-DFT) usando Gaussian 09 e
analisados usando SpecDis v1.71.

4.10 Docking Molecular

Uma proteina do receptor de glicocorticbide no complexo com o agonista
furoato de fluticasona foi copiada do PDB (Protein Data Bank, www.rcsb.org): receptor
de glicocorticoide (transcricdo, PDB ID 3CLD, ligante Furoato de fluticazona)
(BIGGADIKE et al., 2008).

As estruturas isoladas foram submetidas ao docking molecular utilizando o
Molegro Virtual Docker, versdo 6.0.1 (MVD). Todas as moléculas de agua foram
mantidas para realizar o encaixe, e as estruturas de enzimas e compostos foram
preparadas usando as mesmas configuracGes de parametros padrdo no mesmo pacote de
software (avaliacdo do ligante: ES interno, ligacdo H interna, Torgdes Sp2-Sp2, todos
verificados; nimero de execucbes: 10 execucOes; algoritmo: MolDock SE; interacdes
méaximas: 1.500; tamanho maximo da populacdo: 50; passos maximos: 300; fator de
distancia do vizinho: 1,00; numero maximo de poses retornadas: 5). O procedimento de
docking foi realizado usando um GRID de 10 A de raio e 0,30 de resolugéo para cobrir
o sitio de ligacdo do ligante de ambos os arquivos PDB. O RMSD (Root-Mean-Square
Distance) foi adotado para comparar a distancia média entre o ligante cristalizado e o
ligante submetido ao docking molecular, onde um RMSD de até 2,0 A permitiu que o
docking fosse considerado valido (ONODERA; SATOU; HIROTA, 2007).

Modelos com caracteristicas que se espera serem relevantes para a ligacdo do
ligante e extraidos para ambos os ligantes foram gerados para realizar o encaixe. O
algoritmo MolDock Score foi usado como funcdo de pontuacdo e o algoritmo de busca
MolDock foi usado (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

4.11 Atividades farmacoldgicas

4.11.1 Ensaio de citotoxicidade

Para determinagfes de 6xido nitrico e IL-1B, células semelhantes a macrofagos
Raw 264,7 Luc foram semeadas em placas de cultura de tecidos de 96 pogos a 2x10°
células/poco em meio DMEM suplementado com 10% de FBS e 50 pg/mL de

gentamicina por 2 horas a 37 °C e 5% CO,, seguindo os métodos previamente descritos
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por Pereira et al. (2020), as células foram estimuladas com LPS (500 ng/mL, Sigma) e
IFN-y (5 ng/mL, Sigma) na presenca de diferentes concentragdes dos compostos de
teste (2,0-50 uM), dexametasona (1,2-20 uM) ou veiculo e incubados a 37 °C. Os
sobrenadantes livres de células foram coletados em 24 h e mantidos a -80 °C. As
concentracdes de IL-1B em sobrenadantes de culturas de macrofagos foram
determinadas por ensaio imunoenziméatico (ELISA) usando o kit DuoSet da R&D
Systems (Minneapolis, MN, EUA) de acordo com as instru¢fes do fabricante. Os
resultados foram expressos em picogramas de IL-1p por miligrama de proteina. o 6xido

nitrico foi quantificado pelo método de Griess.

4.11.2 Ensaios de producéo de 6xido nitrico e citocinas

Para determinacdes de oxido nitrico e IL-1p, células semelhantes a macrofagos
Raw 264,7 Luc foram semeadas em placas de cultura de tecidos de 96 pocos a 2x10°
células/poco em meio DMEM suplementado com 10% de FBS e 50 pg/mL de
gentamicina por 2 horas a 37 °C e 5% CO,, seguindo os métodos previamente descritos
(OPRETZKA et al., 2019; PEREIRA et al., 2020), as células foram estimuladas com
LPS (500 ng/mL, Sigma) e IFN-y (5 ng/mL, Sigma) na presenga de diferentes
concentragdes dos compostos de teste (2,0-50 uM), dexametasona (1,2-20 uM) ou
veiculo e incubados a 37 °C. Os sobrenadantes livres de células foram coletados em 24
h e mantidos a -80 °C. As concentragdes de IL-1 em sobrenadantes de culturas de
macrofagos foram determinadas por ensaio imunoenzimatico (ELISA) usando o Kit
DuoSet da R&D Systems (Minneapolis, MN, EUA) de acordo com as instrugdes do
fabricante. Os resultados foram expressos em picogramas de IL-1 por miligrama de
proteina. O 6xido nitrico foi quantificado pelo método de Griess (GREEN et al., 1982).

4.11.3 Analise estatistica

Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo (DP). As comparacoes
entre os tratamentos foram feitas usando ANOVA de uma via com o teste post-hoc de
Tukey. Todos os dados foram analisados usando o software Prism 5 (GraphPad, San
Diego, CA, EUA). As diferencas estatisticas foram consideradas significativas se p<
0,05.
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4.11.4 Testes de atividade contra forma promastigota axénica de L. major e L.
braziliensis

As espécies L. major (MHOMY/IL/80/Friedlin) e L. braziliensis
(MHOM/BR/1975/M2903) foram mantidas in vitro, as promastigotas, a 26 °C em meio
Schneider para insetos suplementado (20% SFB, 100 U/mLpenicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina, pH 7), conforme descrito por Rodrigues et al.(2015). O ensaio de
inibicdo de crescimento para os parasitas foi realizado utilizando formas promastigotas
na fase logaritmica, que foram cultivadas em placas de 96 pocos contendo meio
Schneider para inseto suplementado e 1 x 10° parasitas/mL, o teste foi realizado em
triplicata, utilizando diferentes concentragdes de lignanas (1,56-12,5 puM), antimoniato
de meglumina (200-40.000 uM) e anfotericina B (0,031-2 pM) foram as drogas de
referéncia.

As placas de cultura foram mantidas em incubadora de demanda de oxigénio
(Eletrolab EL202, S&o Paulo, Brasil), a 26 °C, para promastigotas axénicas. Apos 2 dias
sob essas condi¢des, 10 pL de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio
(MTT, 5 mg/mL) foram adicionados a cada poco e as placas de cultura de células foram
incubados por 4 h antes de adicionar 50 pL de solucdo de 10% de dodecil sulfato de
sodio (SDS), para solubilizar os cristais de formazan. A densidade Optica da cultura foi
medida em um leitor de espectrofotdometro de microplacas, a 540 nm (Biosystems
modelo ELx800, Curitiba, Brasil).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento guiado de lignanas anti-inflamatorias de Justicia aequilabris por

abordagem de rede molecular

Artigo publicado no Journal of Natural Products (Qualis: Al), v. 85, p. 2184-2191,
2022: doi.org/10.1021/acs.jnatprod.2c00478
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RESUMO

Aqui, o isolamento de metabolitos secundarios das partes aéreas de Justicia aequilabris
guiado por HPLC-EM" e analise de rede molecular é relatado. Vinte e dois compostos
conhecidos foram desreplicados. Trés novas lignanas (aequilabrinas A— C (1-3)) e trés
compostos conhecidos (lariciresinol-4'-O-f-glicose (4), roseosideo (5) e alantoina (6))
foram obtidos. A atividade anti-inflamatoria dos compostos 1-3 foi avaliada in vitro
pela inibi¢do da producgéo de 6xido nitrico (ON) e atividade pro-inflamatdria na citocina
IL-15. Os compostos 2 e 3 apresentaram atividade inibitoria significativa contra a
producdo de ON, com valores de ICso de 9,1 e 7,3 uM, respectivamente. A inibigdo
méaxima da producao de IL-14 foi de 23,5% (1), 27,3% (2) e 32,5% (3).
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A inflamacdo é uma resposta do sistema imunoldgico que causa a liberacdo de
um padrdo complexo de mediadores inflamatérios. Uma resposta inflamatdria
persistente esta associada com a patogénese de muitos distirbios altamente prevalentes
em todo o mundo, como doencas cardiovasculares, gastrointestinais, autoimunes e
metabolicas (AGARWAL; SHANMUGAM, 2022; KAUR; SINGH, 2022).

As plantas do género Justicia (Acanthaceae) sdo conhecidas por apresentarem
diversos produtos naturais bioativos (DAY et al., 2000; NAVARRO et al., 2001;
CORREA; ALCANTARA, 2012; HEMMATI; SERADJ, 2016; GUTIERREZ,
FLORES, GONZALEZ, 2018; ZHANG et al., 2018). As espécies de Justicia sdo
comumente usadas para tratar doencas inflamatorias (ROJAS et al., 2003; MECKES et
al., 2004; KANCHANAPOOM et al., 2005; KPOVIESSI et al., 2008; SARITHA,
BRINDHA, 2013). Modelos de inflamacéo in vitro e in vivo indicam atividade anti-
inflamatéria  significativa  para  essas  espécies  (STEVENSON,  1995;
SANMUGAPRIYA; SHANMUGASUNDARAM; VENKATARAMAN, 2005;
VERDAM, et al, 2005; JOTHIMANIV; KUMAR; SUBRAMANIA, 2010;
LOCKLEAR, 2010; ONOJA et al., 2017; KUMAR et al.,, 2018; ANYASOR;
OKANLAWON, OGUNBIYI, 2019; WENCESLAS et al., 2021). Justicia aequilabris
(Nees) Lindau é uma espécie endémica do Brasil encontrada principalmente na regido
Nordeste no bioma Caatinga (SILVA, MELO, SALES 2010; MAIA et al., 2020).
Apesar disso, poucos estudos exploraram seu potencial quimico e farmacolégico.

A espectrometria de massa € atualmente uma ferramenta estratégica para
desreplicar produtos naturais (HUBERT et al., 2017). Os dados EM/EM séo
fundamentais para a rede molecular, uma abordagem computacional baseada na
similaridade espectral dos dados EM/EM, que demonstra as relacGes existentes entre as
estruturas quimicas. A rede molecular representa a principal ferramenta disponivel na
plataforma Global Natural Product Social Molecular Networking (GNPS) (ARON et
al., 2020). Esta teécnica tem sido utilizada com sucesso na descoberta de moléculas, pois
permite a priorizacéo do isolamento de novos compostos (KANG et al., 2018; ABREU
etal., 2019).

Aqui, relatamos o uso de rede molecular para a desreplicacdo e isolamento
guiado de lignanas de J. aequilabris. Trés novas lignanas (1-3) e trés substancias
conhecidas (4—6) foram identificados. A atividade anti-inflamatéria dos compostos 1-3

foi analisado por testes in vitro.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato etandlico (EtOH) das partes aéreas de J. aequilabris foi avaliado por
CL-EM/EM no modo negativo, e os dados foram processados através do GNPS
(http://gnps.ucsd.edu). A rede molecular obtida apresentou 35 clusters e 354 nodos, 22
destes nodos obtiveram correspondéncia com a biblioteca espectral. Os clusters com
substancias anotadas foram investigados através do tempo de retencdo, comparagdo dos
espectros EM/EM com a literatura e padrdes internos, desta forma, foram desreplicadas
lignanas (B e C), acidos fendlicos (E e F) e flavonoides (G, H e 1) (Figura 7, Tabela
S1). Os dados obtidos nesses processos foram usados para priorizar moléculas de
interesse por meio de isolamento direcionado, compilados nos clusters A, B e C.

O cluster A exibiu nodos com m/z 403, 429 e 471 no modo negativo com uma
similaridade de cosseno acima de 0,91. No espectro de EM?, os perfis de fragmentacio
desses nodos apresentaram o ion fragmento com m/z 361 em comum (Esquema S2,58
S4 e S5). O espectro EM® do fon do fragmento apresentou os fons produto com m/z 346
(—CHj3), 343 (—H20), 331 (—CH0), 313 (-CH;0 e —H;0), 179 (s-clivagem) e 165(5-
clivagem), padrdo de fragmentacdo tipico de secoisolariciresinol (Esquema S1)
(EKLUND et al., 2008). No entanto, os padrdes de fragmentacdo observados entre 0s
ions precursores (m/z 403, 429 e 471) e o ion produto em comum (m/z 361) ndo foram
encontrados na literatura, desta forma, foi priorizado o isolamento destas lignanas.

Além disso, fragmentacdo na fonte de ionizacdo foi detectada nos espectros dos
nodos com m/z 403 e 471 (Esquemas S2-S4). Para o ion com m/z 403 foi observado
fragmentacdo na fonte de ionizacdo devido a perda de CO, (44 Da), por mecanismo de
eliminagdo a do ion precursor com m/z 447 [M — H] , e a presenca em baixa intensidade
do aduto com m/z 895 [2M—H] (Esquema S4 e Figura S29). Da mesma forma, o ion
precursor com m/z 559 [M—H] e o aduto com m/z 1119 [2M — H] foram observados
para o ion com m/z 471 (Esquema S2 e Figura S12), o que sugere a perda de 2CO, (88
Da). Para confirmar a fragmentacdo na fonte de ionizagdo, 0 espectro de massa foi
obtido no modo positivo, onde os ions com m/z 471 [M + Na]*, 466 [M + NH,4]" e m/z
583 [M+Na]", 578 [M+NH,]" foram observados no tempo de retengdo correspondente

aos ions com m/z 403 e 471 no modo negativo, respectivamente.
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Figura 7. As substancias 1-5 sdo seguidas de seus respectivos nimeros. Os nodos com borda em negrito tiveram suas substancias anotadas.
Nodos com borda azul em negrito representa compostos confirmados por padrdo interno. Em cinza, os clusters desreplicados para acidos
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fenolicos (E e F) e flavonoides (G, H e ) sdo encontrados. R; = H ou hexosideo, R, =
pentosideo, R; = H ou hexosideo-pentosideo, R4 = hexosideo-desoxihexosideo.* ligacao
cis ou trans.

Os clusters B e C apresentaram nodos cujo espectro EM? apresentaram perdas
de 162 Da, o que indica a presenca de hexose. A andlise do perfil de fragmentacéao
desses clusters com os dados da literatura e padrBes internos indica a existéncia de
heterosideos de lignanas com esqueletos furano, furofurano e dibenzilbutano. Portanto,
0s nodos ndo desreplicados foram priorizados para isolamento. O cluster D também
apresentou perdas de 162 Da, no entanto, ndo foi encontrada correlagdo entre os
espectros de EM/EM com a literatura, de modo que esses compostos foram alvo para
isolamento.

Para isolar as substancias alvo, o extrato EtOH de J. aequilabris foi particionado
sequencialmente e as fragdes obtidas foram analisadas por CL-EM. A fracéo acetato de
etila (EtOAc) foi selecionada para o processo de isolamento. As subfracdes com
substancias de interesse foram monitoradas por CL-EM através do perfil de
fragmentacdo. No geral, quatro lignanas (1-4), um sesquiterpeno (5) e alantoina (6)

foram isolados e estruturalmente caracterizados.

O Composto 1 foi isolado como um solido amorfo amarelo. Sua férmula
molecular foi determinada como CzgHz2012 por EMAR, com m/z 559,1805 [M — H]-

(calculado 559,1821), que indica 13 indices de deficiéncia de hidrogénio. O espectro de
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RMN de 'H apresentou os sinais de protons aromaticos em 6y 6,92 (d, J = 1,5 Hz), 7,15
(d, J=75Hz),6,81(dd,J=75,15Hz)e 6,96 (d, J=1,5Hz), 7,18 (d, J = 8,0 Hz),
6,84 (dd, J = 8,0 e 1,5 Hz) (Tabela 3), que indica a presenca de dois anéis arométicos
trissubstituidos. No espectro de RMN de '*C, foram observados sinais de quatro
carbonos de metileno, 6¢c 36,7 (C-7), 36,5 (C-7"), 63,7 (C-9), 62,7 (C-9), e dois
carbonos sp3, oc 42,3 (C-8), 41,7 (C-8'), que indica uma estrutura C6C3—C6C3',
semelhante ao secoisolariciresinol (ONOJA et al., 2017). Este mesmo espectro
apresentou quatro sinais de carbonilas em 6¢ 170,9 (C-10), 170,1 (C-10, 171,2 (C-12)
e 171,8 (C-12"), trés carbonos metino em d¢ 35,1 (C-13), 58,0 (C-11) e 54,3 (C-11"), e
um sinal de um carbono metil em d¢c 16,2 (C-14). No espectro HSQC, o conjunto de
correlagdes entre oy 3,89/6¢ 35,1 (H-13/C-13), oy 4,07/58,0, 4,32/54,3 (H-11/C-11, H-
11'/C-11"), e oy 1,89/16,2 (H-14/C-14) sugeriram esterificacdo na molécula de um
residuo de acido beta-metilglutarico (AMIRHAERI et al., 1979; DEMARQUE et al.,
2016).

Tabela 3. Dados espectroscopicos de RMN *H e *3C para os compostos 1-3 em CsDsN.

1° 2 3
posicao oy (Jem Hz) oc on (J em Hz) oc o (J em Hz) oc
1 1314 132,3 132,4
2 6.92,d (1,5) 113,55 7.03,d (1,6) 113,7 6.95, d (2,0) 113,6
3 148,9 148,8 148,9
4 146,7 146,4 146,6
5 7.15,d (7,5) 116,8 7.18,d (8,0) 116,5 7.17,d (8,0)° 116,6
6.81, dd (7.5, 6.95, dd (8.0, 6.89, dd (8.0,
6 122,4 122,6 122,7
1.5) 1.6) 2.0)
3.10, dd (13.6, 3.10, dd (13.6,
To 3.04, m 36,7 35,3 354
7.2) 6.4)
2.94, dd (13.6, 2.86, dd (13.6,
78 2.90, m*
8.4) 8.4)
8 2.26, m° 42,3 277, m 40,7 2.78, m 40,6
4.80, dd (11.2, 4.75, dd (11.4,
9a 4.91,d (11.0) 63,7 66,1 65,4
6.0) 6.2)
4.57,dd (11.2, 4.52,dd (11.4,

9 4.07, br d (11.0)°
s (11.0) 6.0) 5.8)

10 170,9



11 4.07, brd (11,0)°

12
3.89, dg (6.5,

13 q(
5.0)

14 1.89, d (6,5)

1!

2! 6.96, d (1,5)

3!

4!

5 7.18,d (8,0)

. 6.84, dd (8.0,
1.5)

7'o 3.04, m°

7B 2.90, m°

8’ 2.26, m

9 5.18,d (11,5)
3.95,dd (11.5,

9B
3.3)

10’

11’ 4.32,d (5,0)

12/

1Il

2Il

3Il

4Il

OCH;-3 3.74,s
OCH;-
3 3.79,s

58,0
171,2

351

16,2

131,3
113,55
148,8
146,7
116,7

122,3

36,5

41,7

62,7

170,1
54,3
171,8

56,1

56,0

7.01,d (2,0)

7.17,d (8,0)
6.90, dd (8.0,
1.6)

3.03, m

249, m

4.08, dd (5.6,
1.2)

3.82,s

3.73, s

3.75,s

133,0
113,7
148,8
146,5
116,5

122,6

35,2

44,0

61,8

168,8

43,7

170,6

56,0

56,0

6.98,d (2,0)

7.17,d (8,0)°
6.93, dd (8,2)

3.0, d (7,6)

2.45, m
4.10, dd (10.8,
6.2)
4.05, dd (10.8,
5.6)

5.96, dq (15.6,
1.6)

7.02, dq (15.6,
6.8)

1.65, dd (6.8,
1.6)

3.69, s

3.71,s

*Realizado em 500 MHz. "Realizado em 400 MHz. © Sinais sobrepostos.
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133,1

148,9
146,7
116,6

1227

35,3

44,4

166,9

123,4

145,1

18,1

56,1

56,1

No espectro HMBC, os trés conjuntos de correlagdes mutuas entre H,-9 (64 4,91

e 5,18) e H-11 (8H 4,07) com sinais em d¢ 170,9 (C-10) e d¢ 171,2 (C-12), de H-11 '



66

(8n 4,32) com sinais em d¢ 170,1 (C-10") e 171,8 (C-12'), e H-14 (64 1,89) com sinais
em o¢c 58,0 (C-11), ¢ 54,3 (C-11) ") e o¢ 35.1 (C-13) confirmaram a presenca de um
residuo de &cido beta-metilglutarico no composto 1. Essas correlagbes quando
associadas aos dados do espectro COSY entre H-11/H-11" ¢ H-13, e a correlacdo do
sinal H-13 com H-14 (34 1,89) (Figura 8) corroboram com a presenca de um anel de 11
membros no composto 1. No espectro NOESY, pode-se observar uma correlacdo entre
H-11 e H-11' e, portanto, sugere a mesma orientacdo entre estes hidrogénios (Figura
S11).

o}
HO
o— o~
OH 1 OH 2
0
Ae =D
O 1" l|3 11]
NN o%“
| oH A,
HO (|\8 e
4\
@ O/
OH 3
— 'H-'"H cosy ~—~ HMBC #7 "X NOESY

Figura 8. Correlacdes de HMBC, *H-'H COSY e NOESY dos compostos 1-3.

A fim de determinar a configuragéo relativa de C-11, C-13 e C-11', simulag0es
de deslocamentos quimicos de RMN de “*C e *H foram realizadas no mPW1PW91/6-
31G(d)/Nivel B3LYP/6-31G(d) (COSTA et al. 2015; COSTA et al., 2021). Apos as
simulagOes, foi aplicada a metodologia DP4+ (GRIMBLAT; ZANARDI; SAROTTI,
2015), obtendo-se 90% de probabilidade para o candidato com 11S*,11'R*,13S*, de
acordo com os dados observados pelo espectro NOESY. Complementando a analise
DP4+ e para posterior confirmacdo da configuracao relativa, a nova metodologia ML-J-
DP4, proposta por Tsai e colaboradores (2022), também foi aplicada. Mais uma vez, o

candidato com 11S*,11'R*,13S* foi apontado como o correto com 99,9% de
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probabilidade. Esses dados computacionais sugerem claramente que o candidato com
11S*,11'R*,13S* € de fato o melhor representante para a estrutura do composto isolado.

Com a configuragdo estereoquimica relativa atribuida de forma inequivoca, a
seguir, focou-se na determinacdo da configuracdo absoluta por meio de espectroscopia
de dicroismo circular eletronico (ECD). A Figura 9 mostra a comparacdo do espectro
ECD experimental do composto 1 com os dados simulados para a média de Boltzmann
dos conformeros de menor energia identificados para o diastereoisbmero com uma
configuracdo 8R,8'R,11S,11'R,13S. A boa concordancia observada entre o espectro
experimental e simulado permitiu a atribui¢do inequivoca da configuracéo absoluta do
composto 1, que foi definido como aequilabrina A. A proposta biossintética para o

composto 1 esté representada na Informacéao de suporte (Esquema S3).

30 16 -
— Cald 8R, 8'R. |18, — Cald 8R, 8'R-2
IR 135-1 — Cald 85, 8'S-2
< ] — Cald 85, 8°S, 11R, — Exp2
15 11°S.13R-1 B ¢
— — Exp1
g F
E0 E O
® 8
151 -8 1
-30 T T -16 -
250 300 250 300
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— Cald 8R, 8'R-3
— Cald 885, 8'S-3
3 4 — Exp3
0
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O
3

250 300
wavelenght [nm]

Figura 9. Espectros de ECD experimental e calculado dos compostos 1-3.
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O composto 2 foi isolado como um solido amorfo incolor. Sua férmula
molecular foi definida como Cy3H2s09 por EMAR, com m/z 447,1665 [M — H]
(calculado: 447,1661), indicando 10 indices de deficiéncia de hidrogénio. Os dados
espectroscopicos de RMN do composto 2 indicam uma estrutura semelhante ao
esqueleto secoisolariciresinol, no entanto, no espectro de RMN de *3C, sinais de
carbonilas, 6c 168,8 (C-1") e 170,6 (C-3"), e de carbono metilénico ¢ 43,7 (C-2")
(Tabela 3) foram observadas, no espectro de HSQC foi visualizada uma correlagéo entre
oy 3,82 (s, H-2") e C-2". Portanto, as atribuigdes desses experimentos indicam a
presenca de uma unidade malonil, corroborada pela correlacdo entre carbonilas H-2" e
C-1"/C-3" no espectro de HMBC. Além disso, a correlagdo no mapa de contorno de
HMBC entre Hy-9 (64 4,80, 4,57) ¢ dc 168,8 (C-1") confirma a posi¢cdo da unidade
malonil (Figura 8). A andlise de ECD mostrou um forte efeito Cotton positivo em 208
nm e negativo em 229 e 285 nm, indicando a configuracéo absoluta (8R,8'R) (Figura 9).
Estes padrdes de efeito Cotton estdo de acordo com a literatura publicada para analogos
secoisolariciresinol (REN et al., 2015; FENG et al., 2017; KANG et al., 2018). Assim, 0
composto 2 foi definido como aequilabrina B.

O composto 3 foi isolado como um solido amorfo amarelo. Sua formula
molecular foi determinada como CzsH3,0; por EMAR com m/z 429,1922 [M—H]
(calculado: 429,1919), o que implica em 10 indices de deficiéncia de hidrogénio. A
analise dos dados de RMN indicou que o composto 3 era semelhante ao composto 2
(Tabela 3), mas ndo apresentava o sinal de uma das carbonilas e dos prétons metilénicos
do residuo malonil. Enquanto isso, no espectro de RMN de *H e HSQC, os sinais de
prétons metinico em 6y 5,96 (dq, J = 15,6 e 1,6 Hz) e 7,02 (dq, J = 15,6 € 6,8 Hz) foram
observados, assim como sua correlacdo com os carbonos olefinicos em ¢ 123,4 (C-2")
e 145,1 (C-3"), respectivamente, protons metilicos em 6y 1,65 (dd, J = 6,8, 1,6 Hz)
correlacionavam-se com o carbono metilico em 6¢ 18,1 (C-4"). No espectro HMBC, as
correlagbes matuas de H-2" (8 5,96), H-3" (6n 7,02) e Hy-9 (3 4,75, 4,52) com d¢c
166,9 (C-1") confirmam a presenca de um grupo 2-butenoil e sua localizagdo em C-9. A
analise dos dados experimentais e tedricos do ECD permitiram estabelecer a
configuragdo absoluta como 8R,8'R para a estrutura (Figura 9), o composto 3 foi
definido como aequilabrina C.

Os compostos 4-6 foram confirmados como lariciresinol-4'-O-f-glicosideo (4)
(SUGIYARNA,; KIKUCHI, 1993; LI et al., 2015), roseosideo (5) (YAMANO; ITO,
2005) e alantoina (6) (XU; SUNG; HAN, 2011), de acordo com a comparagdo dos
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dados espectrais com a literatura. Estes compostos sdo descritos pela primeira vez na
espécie J. aequilabris, e este é o primeiro relato da presenga de roseosideo (5) no género
Justicia.

Os efeitos dos compostos 1-3 na viabilidade celular foram avaliados para
estabelecer suas faixas de concentracdo ndo citotoxica. Para a viabilidade celular, o
ensaio Alamar Blue foi utilizado por ser amplamente usado para avaliar a viabilidade
celular com aplicagdo bem validada na identificacdo da citotoxicidade de moléculas.
Conforme mostrado na Tabela 4, os compostos 2 e 3 apresentaram citotoxicidade
apenas em altas concentracdes e exibiram valores de CCsp de 173 e 92 uM,
respectivamente. O Composto 1 ndo apresentou citotoxicidade em nenhuma das
concentragOes testadas; portanto, exibiu CCsp > 200 uM. Apds determinar a faixa de
concentracdo citotoxica dos compostos 1-3 em macréfagos da cepa RAW, foram
avaliados os efeitos desses compostos na producdo de ON e IL-15 pré-inflamatoria por

essas células estimuladas.

Tabela 4. Citotoxicidade e efeito inibitorio dos compostos 1-3 e secoisolariciresinol na

producdo de ON em macréfagos estimulados RAW 264.7°,

Compostos ICso (UM)®  CCsp (UM)°
1 23.4+4.3 > 200
2 9.1+17 173
3 73224 92
Secoisolariciresinol N.D. 132
Dexametasona’ 4.4+0.2 -
Violeta genciana® - 1.1

%0s valores sd0 médias do desvio padr&o + (DP), n = 5. °ICs,: concentragdo inibitéria de 50%.

°CCso: concentraco citotoxica de 50%. ¢ Controles positivos. N.D.: ndo determinado.

Os compostos 1, 2 e 3 (16,7-50 uM) reduziram os niveis de nitrito em culturas
de macrofagos estimulados com LPS e IFN-y em comparagio com as células
estimuladas e tratadas com veiculo (p < 0,001), mostrando valores de ICso de 23,4, 9,1 ¢
7,3 uM, respectivamente. A dexametasona foi usada como droga padrdo ouro e

apresentou 1Cso de 4,4 (Tabela 4). Esses resultados indicam que 0s compostos 1-3
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reduziram o 6xido nitrico produzido pela estimulacdo de macréfagos, o que indica
atividade anti-inflamatoria. Consistente com esses resultados, o dados de ELISA
mostram que os compostos 1 (6,3-50 uM), 2 (3,1-25 uM) e 3 (2,1-16,7 uM) reduziu a
producdo de IL-1B por macrofagos estimulados com LPS e IFN-y de forma dose-
dependente (p < 0,01).

Tabela 5. Efeito Inibitério dos Compostos 1-3 e secoisolariciresinol na Producgéo de IL-
1 em Macrofagos RAW 264.7 Estimulados.

IL-18 IL-18 IL-18 IL-18 Inibigdo
Compostos , .
P (pg/mg) (pg/mg) (pg/mg) (pg/mg) maxima%
1 50 uM 25 uM 12.5 uM 6.25 UM
56.03+2.35° 70.23+0.9° 71.26+3.94 73.34+4.1 235
2 25 uM 12.5 uM 6.25 UM 3.125 uM
53.28+1.47? 66.03+1.24*  71.08+1.32 73.14+3.36 27.3
3 16.7 uM 8.35 uM 4.17 uM 2.08 uM
49.42+2 522 65.71+4.15*  69.7745.82 74.09+1.57 325
Secoisolariciresinol 16.7 uM 8.35 uM 417 uM 2.08 uM
73.0+£1.71 72.76+1.06 73.03+1.25 74.91+4.20 0
Controle (veiculo) 73.25+1.84 -
Dexametasona
(10 MY 38.14+0.74 47.9

Os valores sdo médias do desvio padrdo (DP) +, n=5. ®Diferente do grupo controle
tratado com veiculo (p<0,001). *Farmaco padrdo ouro (controle positivo).

Os efeitos inibitorios maximos sobre a produgdo de I1L-1f, induzidos por 1 (50
uM), 2 (25 uM) e 3 (16,7 uM), foram de 23,5%, 27,3% e 32,5%, respectivamente. O
efeito inibitorio maximo da dexametasona (10 uM) na produgdo de IL-1/ foi de 47,9%
(Tabela 5). Esses resultados indicam que os compostos 1-3 podem inibir as respostas
dos macrofagos a estimulos inflamatdrios. Considerando o papel fundamental dos
macrofagos e seus mediadores nos processos inflamatérios, os dados reforcam o
potencial anti-inflamatorio dos compostos 1-3.

O secoisolariciresinol, previamente isolado (MAIA et al. 2020), ndo demonstrou
atividade inflamatoria através da producdo de ON e da citocina pro-inflamatoria 1L-15.
Esses resultados in vitro indicam que o padrdo de substituicdo de C-9 e C-9' ¢

importante para produgdo de respostas anti-inflamatorias. Estes dados demonstrar a
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atividade anti-inflamatoria dos compostos 1, 2 e 3, relatado pela primeira vez na
literatura.

Os resultados demonstram a importancia abordagem de rede molecular e CL-
EM no isolamento de compostos de interesse, possibilitando agilidade no processo e
otimizacdo de recursos. Os dados reforcam a atividade anti-inflamatéria da espécie

Justicia.

SESSAO EXPERIMENTAL

Aequilabrina A (1): sélido amorfo amarelo; [o]*°5 -14 (c 0,1, piridina); ECD
(EtOH) Amax (A€) 202 (28,07), 210 (10,47), 232 (-2,93), 287 (—1,49); IV (KBr) vmax
3464, 2941, 2852, 1743, 1606, 1516, 1463, 1384, 1273, 1172 e 1031 cm'; dados de
RMN de 'H e °C, ver Tabela 3; EMAR: m/z 559,1805 [M—H] (calculado para
CusH31012, 559,1821, A = 2,9 ppm).

Aequilabrina B (2): sélido amorfo incolor; [a]*°5 -15 (c 0,1,piridina); ECD
(EtOH) Zmax (Ag) 208 (19,58), 229 (—4,22), 285 (—2,88); IV (KBr) vmax 3442, 2924,
2858, 1728, 1606, 1516, 1460, 1384, 1276, 1155 e 1031 cm '; Dados de RMN de *H e
3¢, consulte a Tabela 3; EMAR: m/z 447,1665 [M—H] (calculado para C,3H270s,
447,1661, A = 1,0 ppm).

Aequilabrina C (3): sélido amorfo amarelo; [0]*°p -22 (¢ 0,1,piridina); ECD
(EtOH) Amax (Ag) 206 (11,08), 227 (-3,39), 289 (-1,05); IV (KBr) vmax 3458, 2927, 2858,
1720, 1654, 1598, 1516, 1465, 1382, 1271, 1186 e 1031 cm'; Dados de RMN de 'H e
3C, ver a Tabela 3; EMAR: m/z 429,1922 [M—H] ™ (calculado para Ca4H007, 429,1919,
A =0,7 ppm).
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Dados dos compostos conhecidos isolados de J. aequilabris

Lariciresinol-4'-O--glucopiranosideo (4): p6 amorfo amarelo; [a]*> —38 (c
0.1,MeOH); Cz6H34011; 'H RMN (400 MHz, DMSO-dg): 0 6.73 (1H, d, J = 1.9 Hz, H-
2), 6.66 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-5), 6.56 (1H, dd, J = 8.0, 1.9 Hz, H-6), 2.80 (1H, dd, J =
13.4, 4.6 Hz, H-7a), 2.41 (1H, m, H-7b), 2.56 (1H, m, H-8), 3.88 (1H, m, H-9a), 3.56
(1H, m, H-9b), 3.73 (3H, s, OMe-3), 6,87 (1H, d, J = 1.9 Hz, H-2"), 7.01 (1H, d, J = 8.5
Hz, H-5'), 6.77 (1H, dd, J = 8.6, 1.9 Hz, H-6"), 4.71 (1H, d, J = 6.0 Hz, H-7"), 2.18 (1H,
m, H-8"), 3.64 (1H, d, J = 1.92 Hz, H-9a’), 3.42 (m, H-9b'), 3.74 (3H, s, OMe-3), 4.86
(1H, dd, J = 7.4 Hz, H-1"), 3.15-3.26 (4H, m, H-2", H-5"), 3.67 (1H, m, H-6a"), 3.46
(m, H-6b"). **C RMN (100 MHz, DMSO-ds): 6 131.7 (C, C-1), 112.7 (CH, C-2), 147.5
(C, C-3), 144.6 (C, C-4), 115.4 (CH, C-5), 120.6 (CH, C-6), 32.1 (CH,, C-7), 42.0 (CH,
C-8), 72.0 (CH,, C-9), 55.6 (CH3, OMe-3), 137.7 (C, C-1'), 110.1 (CH, C-2"), 148.8 (C,
C-3), 145.5 (C, C-4'), 115.0 (CH, C-5'), 117.8 (CH, C-6'), 81.7 (CH, C-7"), 52.0 (CH,
C-8'), 60.7 (CH,, C-9'), 55.7 (CH3, OMe-3’), 100.2 (CH, C-1"), 73.3 (CH, C-2"), 77.0
(CH, C-3"), 69.7 (CH, C-4"), 76.9 (CH, C-5"), 58.6 (CH5, C-6"). EMAR m/z 521.2029
[M —H] (calculado Cy6H33011, 521.2028).

Alantoina (5): cristal branco; C4HsN4Os; *H RMN (400 MHz, DMSO-dg): &
10.54 (1H, s, H-1), 8.05 (1H, s, H-3), 5.23 (1H, dd, J = 8.0, 1,2 Hz, H-5), 6.93 (1H, d, J
= 8.0 Hz, H-6), 5.80 (2H, s, H-8). *C RMN (100 MHz, DMSO-dg): & 156.8 (C, C-2),
173.6 (C, C-4), 62.4 (CH, C-5), 157.4 (C, C-7), EMAR m/z 159. 0509[M + H]"
(calculado C4HgN4O3, 159.0512).

Roseosideo (6): resina solida incolor; C19H300s; 'H RMN (400 MHz, Metanol-
ds): 6 5.87 (1H, t, J = 1.2 Hz, H-2), 2.61 (1H, d, J = 16.9 Hz, H-6a"), 2.17 (1H, d, J =
16.4 Hz, H-6b"), 5.97 (1H, dd, J = 15.6, 0.8 Hz, H-7), 5.73 (1H, dd, J = 15.6, 7.2, H-8),
4.53 (1H, m, H-9), 1.29 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-10), 1.94 (3H, d, J = 1.3 Hz, H-11), 1.01,
1,04 (each 3H, s, H-12, H-13), 4.27 (1H, d, J = 7.7 Hz, H-1"), 3.12-3.28 (4H, m, H-2/,
H-5%), 3.85 (1H, dd, J = 11.9, 2.2, H-6a’), 3.63 (1H, dd, J = 11.8, 6.1 Hz, H-6b’). °C
RMN (100 MHz, Metanol-d4): 6 201.3 (C, C-1), 127.1 (CH, C-2), 42.2 (C, C-5), 50.7
(CH,, C-6), 133.8 (CH, C-7), 133.7 (CH, C-8), 74.6 (CH, C-9), 22, 2 (CH3, C-10), 19.5
(CHs, C-11), 24.6, 23.4 (CHs, C-12, C-13), 101.2 (CH, C-1"), 74.9 (CH, C-2"), 78.3
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(CH, C-3"), 71.6 (CH, C-4'), 78.2 (CH, C-5'), 62.8 (CH,, C-6). EMAR m/z de 385.1864
[M—H]_ (calculado C19H290s, 385.1857).



Tabela S1: Dados CL-EM?® e CL-EMAR dos compostos.

Pico

10

T.R

7.0

7.3

9,5

9.7

10.0

145

14.8

22.2

26.7

325

[M-H]
315.0711

299.0763

299.0762

329.0863

359.0972

341.0890

325.0936

335.0763

521.2029

687.2047
[M + 36]

Formula
Ci3H1609

C13H1608

C13H160s

C14H1500

C15H20010

ClSHlBOQ

C15H1808

C16H1608

C26H34Oll

Cs1H4Cl
Oss

Erro
(ppm)

3.3

3.2

3.6

4.5

3.1

—3.5

—2.1

2.9

—-0.0

2.0

EM" m/z

EM?[315]: 153
EM®[315—153]: 109
EM?[299]: 137
EM?® [299 — 137]: 93

EM?[299]: 179, 137
EM?[299 — 179]: 151; 136, 107
EM?® [299 — 137]: 93

EM? [329]: 167
EM?®[329 — 167]: 152, 123,108

EM?[359]: 299, 239, 197
EM? [359 — 197]: 182, 153, 138

EM?[341]: 179, 135

EM?[325]:163, 119
EM?[325—163]: 119

EM?[335]: 179; 135
EM?[335— 179]: 135
EM? [521]: 359, 329
EM®[521—359]: 329
EM?[521—329]: 299, 284, 192, 178,
160

EM?[687]: 651
EM3[687—651]: 519, 357, 343, 311

Composto Cluster
Acido protocatecuico - =
O-hexosideo
Acido hidroxibenzoico - E
O- hexosideo
Acido hidroxibenzéico E
7-O-glicosideo*
Acido vanilinico-O-
h E
hexosideo
Acido siringico-O- E
hexosideo
Acido caféico-O-
. F
hexosideo
Acido p-cumérico-O-
. F
hexosideo
Acido 3-cafeoilquinico F
Lariciresinol-O-
. C
hexosideo
Pinoresinol-4-
O-p-D-apiofuranosil- B
(1—>2)-B-D-

glicopiranosideo*

Referéncia

1,2

4,5
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

344
35.2

37.0

46.1

52.6

60.2

61,5

66.4

67.1

70.7

73.7

81.0

549.1972
519.1882

4741779

523.2190

595.1322

397.1429
[M +36]

609.1479

579.1353

433.0758

579.1346

447.0915

593.1301

C27H34(312

C26H32011
C24HzeNO

9

C26H36011

C26H28016

CaoH26Cl
Og

C27H30016

C26H28015

CZOHlBOll

C26H28015

CZlHZOOll

C30H26013

1.0

1.9

-1.9

-1.0

2.9

-1.4

3.0

2.4

4.3

1.6

4.0

0.1

EM? [549]: 387
EM®[549—387]: 372, 181, 166, 151
EM?[519]: 357
EM?[519—357]: 342, 311, 151, 136
EM?[474]: 312
EM?[474—312]: 297, 178, 135
EM?[523]: 361
EM®[523—361]: 346, 343, 331, 313,
165, 179
EM?[595]: 595, 463, 301, 300
EM®[595—301]: 273, 257, 229, 193,
179, 151
EM?[397]: 361
EM®[397—361]: 346, 343, 331, 313,
165, 179
EM?[609]: 301
EM®[609—301]: 273, 257, 229, 193,
179, 151
EM? [579]: 447, 285, 284
EM®[579—285]: 256, 240, 228,
212,151
EM?[433]: 300, 301
EM®[433—300]: 273, 257, 229, 193,
179, 151
EM? [579]: 447, 285
EM3[579—285]: 256, 240, 212,151
EM? [447]: 284, 285, 256, 255
EM? [447—284]: 256, 240,229,
212,151, 107
EM?[593]: 447, 285, 284, 256, 255
EM?[593—285]: 256, 240, 212,151,
107

Medioresinol-O-
hexosideo
Pinoresinol-4-O-4-D-
glicosideo*
N-Feruloil tiramina-O-
hexosideo

Secoisolariciresinol-O-
hexosideo

Quercetina-3-0O-
hexosideo-pentosideo

Secoisolariciresinol*

Rutina

Camferol-3-O-
hexosideo pentosideo

Quercetina-3-0O-
pentosideo

Camferol-O-hexosideo
pentosideo

Camferol-3-O-
hexosideo

Camferol-3-O-
hexosideo-
deoxihexosideo

6,7
6,8

9,10

6,11

12

13,14

15, 16

17

15,16

18

19

*Confirmado por padrdo interno
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Figura S1. Cromatograma do pico base do extrato etanélico das partes aéreas de J. aequilabris em modo negativo.
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Figura S2. Espectro de RMN de *H NMR do composto 1 obtido em 500 MHz em piridina-ds,
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Figura S3. Espectro de RMN de *H NMR do composto 1 obtido em 500 MHz em piridina-ds. (expanséo)
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Tabela S2. Comparagdo dos deslocamentos quimicos de RMN de *3C (8cal) simulados
para todos os candidatos de aequilabrina A (GIAO-mPW1PW191/6-31G(d)//B3LYP/6-
31G(d)) com os valores experimentais (dexp, 500 MHz, piridina- d5) do produto natural

isolado.
Isdmero 1
e 13
Posicdo (8 C,
ppm)
1 124.0
2 107.2
3 139.1
4 139.5
5 110.3
6 116.8
7 37.4
8 44,0
9 63.7
10 165.2
11 53.2
12 161.2
13 37.0
14 14.2
1’ 123.3
2’ 107.5
3’ 139.2
4 139.6
5’ 110.1
6’ 117.0
7’ 37.6
8’ 44.1
9’ 62.1
10° 163.1
11’ 57.0
12° 161.6
OCHs-3 53.3
OCH3-3’ 53.5
MAD 51

RMSD 5.9

Isbmero 2
13
(Scal C1

ppm)
124.1

105.4
139.4
139.4
109.4
118.4
37.4
39.3
62.3
162.0
51.8
161.6
36.8
15.9
124.6
106.4
139.1
139.3
109.7
117.9
36.7
39.8
64.3
162.5
55.1
160.9
53.1
53.2
5.2
6.2

Isﬁmelgo 3
(Scal C,

ppm)
123.7

106.0
139.4
139.5
109.9
117.4
37.5
41.4
63.8
163.8
54.8
162.1
354
17.6
124.5
106.9
139.0
139.3
110.1
117.3
37.0
40.5
63.4
162.7
51.8
162.2
53.3
53.2
4.9
5.9

Isbmero 4
13
(8ca C, ppm)

123.7
107.6
139.1
139.5
110.1
117.2
37.7
47.3
62.2
161.3
57.2
161.2
36.1
21.0
124.4
108.5
139.1
139.2
109.8
117.0
37.4
43.9
61.5
160.7
55.8
163.1
53.6
53.8
5.2
6.1

Exp.
13
(Bexp C, ppmM

131.4
113.5
148.9
146.7
116.8
122.4
36.7
42.3
63.7
170.9
58.0
171.2
35.1
16.2
131.35
113.5
148.87
146.74
116.7
122.35
36.5
41.7
62.7
170.1
54.3
171.8
56.1
56.0
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Tabela S3. Comparacéo dos deslocamentos quimicos de RMN de *H (5cal) simulados
para todos os candidatos de aequilabrina A (GIAO-mPW1PW191/6-31G(d)//B3LYP/6-
31G(d)) com os valores experimentais (dexp, 500 MHz, piridina- d5) do produto natural
isolado.

. Isbmero 1 Isbmero 2 Isbmero 3 Isbmero 4 Exp.

Posicao 1 1 1 1 1
(Scal H, ppm) (8cal H, ppm) (8cal H, ppm) (Scal H’ ppm) (6exp H: ppm

2 6.56 6.00 6.29 6.56 6.92

5 6.76 6.69 6.75 6.80 7.15

6 6.76 6.66 6.69 6.80 6.81

7 2.87 2.74 2.76 291 3.04

7 2.82 2.69 2.71 2.57 2.90

8 2.01 1.72 1.86 1.89 2.26

9 4.83 5.08 5.04 4.95 491

9 3.59 3.54 3.66 3.59 4.07

11 3.23 3.42 3.42 3.08 4.07

13 3.30 3.31 3.18 3.88 3.89

14 1.34 1.40 1.30 1.15 1.89

2’ 6.59 6.14 6.45 7.13 6.96

5 6.75 6.73 6.78 6.68 7.18

6’ 6.71 6.63 6.72 6.65 6.84

7 2.80 2.79 3.01 3.07 3.04

7 2.56 2.70 2.74 2.32 2.90

8 1.83 1.76 1.81 1.75 2.26

9 5.07 4,72 4,52 4.05 5.18

9 3.72 3.69 3.86 4.04 3.95

11 3.52 3.25 3.75 3.17 4.32

OCHs-3 3.68 3.56 3.68 3.70 3.74

OCH5-3’ 3.72 3.62 3.71 3.62 3.79

MAD 0.30 0.40 0.32 0.37

RMSD 0.38 0.47 0.40 0.50
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Figura S14. Valores de DP4+ (todos os dados) obtidos pela correlagdo do célculo dos

deslocamentos quimicos de RMN de todos os candidatos de aequilabrina A com o0s

dados experimentais de RMN do produto natural isolado
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Figura S15. Valores de ML-J-DP4 obtidos pela correlagdo do calculo dos
deslocamentos quimicos de RMN de todos os candidatos de aequilabrina A com o0s

dados experimentais de RMN do produto natural isolado
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Figura S16. Conférmeros de menor energia do isdmero 1 da aequilabrina A no nivel
B3LYP/6-31G(d).
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Figura S16. Conférmeros de menor energia do isdmero 1 da aequilabrina A no nivel
B3LYP/6-31G(d) (continuagéo)
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Conf. 22, +2.3 kcal! (0.5%) Conf. 23, +2.4 kcal"' (0.5%) Conf. 24, +2.5 kcal" (0.5%)

Figura S16. Conférmeros de menor energia do isémero 1 da aequilabrina A no nivel
B3LYP/6-31G(d) (continuacgéo)

Aequilabrina A — Isdbmero 1: 98 conférmeros com energia relativa dentro de 10 kcal
mol™ do conférmero de menor energia foram selecionados para geometria adicional
otimizada no nivel B3LYP/6-31G(d). Foram identificados 24 conférmeros com energia
relativa <2,5 kcal mol™®, correspondendo a mais de 98% da distribuicdo total de
Boltzmann.
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Figura S17. Conférmeros de menor energia do Isémero 2 da aequilabrina A no nivel

B3LYP/6-31G(d).
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Conf. 13, +2.3 kcal"' (0.5%)

Conf. 12, +2.1 kcal ' (0.5%)

Figura S17. Conférmeros de menor energia do Isémero 2 da aequilabrina A no nivel
B3LYP/6-31G(d) (continuagéo)

Aequilabrina A — Isémero 2: 99 conférmeros com energia relativa dentro de 10 kcal
mol™ do conférmero de menor energia foram selecionados para geometria adicional
otimizada no nivel B3LYP/6-31G(d). Foram identificados 13 conférmeros com energia
relativa <2,5 kcal mol™®, correspondendo a mais de 98% da distribuicdo total de
Boltzmann.



104

Conf. 2, +0.3 keal! (16%) Conf. 3, +0.3 kecal (16%)

Conf. 8, +1.1 kcal' (4%)

Conf. 5, +0.6 kcal (10%)

Conf. 7, +1.3 kcal" (3%) Conf. 8, +1.5 keal ! (2%) Conf. 9, +1.6 kcal (2%)

Figura S18. Conférmeros de menor energia do Ismero 3 da aequilabrina A no nivel
B3LYP/6-31G(d)



105

Conf. 11, +1.9 kecal' (1%)

Conf. 13, +1.9 kcal' (1%) Conf. 14, +2.0 keal"' (0.5%)

Conf. 16, +2.2 kcal' (0.5%) Conf. 17, +2.4 kcal (0.5%) Conf. 18, +2.4 kcal' (0.5%)

) i
s

+
e

Conf. 19, +2.5 kcal ' (0.3%) Conf. 20, +2.5 keal" (0.2%)

Figura S18. Conférmeros de menor energia do Isémero 3 da aequilabrina A no nivel
B3LYP/6-31G(d) (continuacéo)

Aequilabrina A — Isémero 3: 98 conférmeros com energia relativa dentro de 10 kcal
mol™ do conférmero de menor energia foram selecionados para geometria adicional
otimizada no nivel B3LYP/6-31G(d). Foram identificados 20 conférmeros com energia
relativa < 2,5 kcal mol™, correspondendo a mais de 97% da distribuicdo total de

Boltzmann.
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Figura S19. Conférmeros de menor energia do Isémero 4 da aequilabrina A no nivel
B3LYP/6-31G(d)

Aequilabrina A — Isémero 4: 99 conférmeros com energia relativa dentro de 10 kcal
mol™ do conférmero de menor energia foram selecionados para geometria adicional
otimizada no nivel B3LYP/6-31G(d). Foram identificados 10 conférmeros com energia
relativa < 2,5 kcal mol™, correspondendo a mais de 96% da distribuicdo total de

Boltzmann.
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Esquema 4. Proposta de fragmentagdo do composto 2.
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5.2 Docking molecular

O potencial farmacologico dos compostos isolados de J. aequilabris foi
inicialmente investigado através de uma abordagem in silico usando a ferramenta de
docking molecular para investigar uma possivel interacdo entre 0s compostos isolados e
o receptor de glicocorticoide (RG), que é responsavel pela supressao de multiplos genes
inflamatorios. Este alvo foi selecionado com base nos resultados consolidados que as
espéecies do género Justicia e seus metabolitos apresentaram para o tratamento de
doencas inflamatorias.

O docking molecular é baseado no projeto estrutural para prever os componentes
ativos (JIAO et al., 2021). Assim, a possivel interacdo entre as lignanas isoladas e GR
foi investigada em estudos de docking molecular. O dominio de ligacdo do ligante do
receptor de glicocorticoide complexado com furoato de fluticazona (FF) (PDB: 3CLD)
foi utilizado no estudo. Os autores que cristalizaram essa proteina observaram maior
afinidade desse agonista glicocorticdide com o RG do que a dexametasona devido as
suas interacdes na bolsa lipofilica 17a do receptor. Os principais residuos de
aminoacidos do GR foram selecionados no software Molegro Virtual Docker, versdo
6.0.1 (MVD), para realizar o estudo de docking molecular (BIGGADIKE et al., 2008).

O redocking e célculo do RMSD obtiveram um valor de 0,31 que validou o
estudo de docking molecular. A dexametasona foi utilizada no estudo de docking como
segundo controle positivo, e a molécula de secoisolariciresinol, descrita anteriormente
em J. aequilabris (MAIA et al., 2020), foi utilizada para estudar a relagdo estrutura-
atividade.

Os compostos 1, 2 e 3 apresentaram energias de interacdo menores do que as
duas moléculas usadas como controle positivo, portanto, apresentaram potencial de
interacdo no GR. Os dados de energia de interacdo pontuados pelo MolDock Score
estdo disponiveis na Tabela 6.

As substituicdes em C-9 e C-9' do composto 1 tornam a molécula mais volumosa
e proporciona caracteristica mais polar. Essas caracteristicas e sua conformagdo mais
estavel ajudam a interagir com os residuos de aminoacidos lle 747, Met 646 e Tyr 735
(Figura 10); No entanto, eles também prejudicam sua probabilidade de interacdo no RG
porgue o composto 1 tem uma interacdo desfavoravel com o residuo de aminoacido Leu

563, que pertence ao sitio ativo do RG.
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Tabela 6. MolDock Score do ligante agonista PDB.
MolDock Score

Compostos

(kcal/mol)

1 —142,7

2 —169,4

3 -163.9

Secoisolariciresinol -127,0

Furoato de Fluticasona -141,6

Dexametasona —137,4

A presenca de um grupo malonil em C-9 no composto 2 possibilita uma
configuracdo com mais aceptores e doadores de hidrogénio para a molécula, o que
fortalece as interacfes desta molécula com residuos de aminoécidos no sitio ativo da
proteina GR (lle 747, Met 646 e Tyr 735) (Figura 10). O composto 2 também interage
com o residuo de aminoacido GIn 642 atraves de pontes de hidrogénio, e essa interacdo
também foi observada nos controles positivos. Esses dados fornecem suporte para o
melhor desempenho do composto 2 no MolDock Score, o que implica que é a molécula
com maior probabilidade de atividade agonista no RG devido a sua menor energia de
interacdo.

O composto 3 também interage com os residuos de aminodacidos lle 747, Met
646 e Tyr 735 (Figura 10) e mostra afinidade semelhante ao composto 2. No entanto, a
conformacdo assumida por esta molécula torna a hidroxila em C-9' um ponto de
interacdo desfavoravel com o residuo de aminoacido GIn 642.

A molécula de secoisolariciresinol apresentou uma energia de interagdo inferior
a FF e dexametasona (Tabela 6), e sua conformacdo no sitio ativo da proteina nao
apresentou grandes interacGes desta molécula com residuos de aminoacidos do sitio
ativo RG (lle 747, Met 646 e Tyr 735) (Figura 10). Em compara¢do com 0S compostos
1-3, os dados in silico de secoisolariciresinol mostram que as substituicdes em C-9 e C-
9' permitiram interagcbes de moléculas com o sitio ativo RG, principalmente com lle

747, Met 646 e Tyr 735, 0 que 0s permitiu para gerar uma resposta agonista.
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As analises de docking molecular demostraram que 0s compostos 1-3 possuem
possivel atividade agonista no RG, desta forma, possuem potencial anti-inflamatorio,
esta hipdtese foi confirmada atraves dos estudos farmacoldgicos in vitro que foram
realizados com avaliacdo da producdo de oOxido nitrico e IL-1f via estimulacdo de
macrdfagos. Estes resultados preliminares classificam estas moléculas como candidatas
a mais estudos de investigacdo da atividade anti-inflamatoria.

5.3 Isolamento e identificacdo de lignanas com atividade leishmanicida

5.3.1 Determinacdo estrutural do composto 7

O composto 7 (13,8 mg) possui aspecto sélido amorfo amarelado. O seu
espectro de RMN de 'H (400 MHz) apresentou sistema ABX caracteristico: dy 6, 58
(2H, d, J = 1,6 Hz), oy 6,66 (2H, d, J = 8,0 Hz) e 6,4 6,54 (2H, d, J = 1,6 e 8,0 Hz)
(figura 12 e 13), evidenciando assim, a existéncia de anel aromatico trisubstituido na
molécula. A integral de ambos sinais (2H), corrobora com a presenca de duas unidades
arométicas com provavel simetria. O espectro de RMN de **C (100 MHz) (figura 15)
exibiu sinais caracteristicos de anel aromatico (dc 133,8; 113,3; 115,7 e 122,6), sendo
que, os deslocamentos em Jc 145,3, 148,3 e 56,1 sugeriram fungdes oxigenadas nas
substituicdes das posi¢bes C-3 e C-4 do anel aromatico.

A presenca de trés sinais de carbono (J¢ 35,9, 44,0 e 62,0), aliado aos dez sinais
de hidrogénios observados: dy 2,65 (2H, m), 2,55 (2H, m), 3,59 (4H, m) e d4 1,90 (2H,
s), sugeriu uma estrutura Ce¢Cs dimérica, que corrobora com a estrutura base das
lignanas. O deslocamento em Jy 3,59 (4H, m), evidenciou desprotecdo ocasionada por
provavel elemento eletronegativo, como ocorre comumente na presenca de hidroxila em
C-9 nas lignanas. Os picos em oJy 2,65 (2H, m) e 2,55 (2H, m) (figura 14) sdo
consistentes aos hidrogénios benzilicos 7a-a’ e 7b-b’, respectivamente. O deslocamento
em oy 1,90 (2H, m), indica que a ligacdo das duas unidades diméricas ocorre entre 8 e
8’ na molécula, desta forma, a estrutura caracteriza lignana do tipo dibenzilbutano.

A molécula apresentou [a]*°p = -27 (c 0,1, MeOH), a anélise de ECD confirmou
a configuracéo absoluta (8R,8'R) (figura 16). Com base nos dados espectrais (tabela 7) e
em comparacgdo com a literatura (FU et al., 2016), a estrutura foi identificada como

8R,8'R-secoisolariciresinol (figura 11).
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Figura 11. Estrutura quimica da 8R, 8'R-secoisolariciresinol.

Tabela 7. Dados de RMN de *H (400 MHz) e **C (100 MHz) do composto 7 obtido em
Metanol-d4 (6 em ppm e J em Hz) em comparacdo dos deslocamentos quimicos de
RMN *H (400 MHz) e **C (100 MHz) em DMSO-d6 da secoisolariciresinol por Fu et
al. 2016.

7 Secoisolariciresinol
Posicéo oc OH oc OH
1-1 C 133,8 - 132,3 -
2-2° CH 1133 6,58 (2H, d, J =1,6) 111,8 6,57 (2H, d, J =1,6)
3-3 C 148,7 - 147,3 -
4-4 C 145,3 - 143,9 -
5-5 CH 1157 6,66 (2H, d, J =8,0) 1142 6,64 (2H, d, J =8,0)
6,54 (2H,dd,J=16¢ 6,53 (2H,d,J=16¢
6-6° CH 1226 121,2
8,0) 8,0)
2,65(2H,dd,J=76¢
2,65 (2H, m, Ha, a”) 14,0 Ha, a’)
7-7 CH, 359 34,6
2,55 (2H, m, Hb, b’) 2,54 (2H,dd,J=76¢
14,0, Hb, b')
8-8 CH 44,0 1,90 (2H, m) 42,6 1,89 (2H, t, J =6,0)
9-9° CH, 62,0 3,59 (4H, m) 60,6 3,56 (4H, m)

OCH; CHs; 56,1 3,72 (6H, s) 54,6 3,72 (6H, 5)




136

M

Ju

J

Foo¢

FOo¢

=102 |

oY
=09

/80
207
07

4.5

f1 (ppm)

, metanol-d4) do composto 7.

5.0

6.0

6.5

7.0

7.5
Figura 12. Espectro de RMN de *H (400 MHz

8.0

1d

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

3.3



137

~ @ o
N B 8 2
3 8 R A
< 0 [T
| I NS

—6.555
~~6.551
—6.535
~6.531

T T
o ]
= =
o~ o

T T T T T T T T T T T T
6.50 657 655 6.53 651 649 647 645 643 6.41
f1 (ppm)

Figura 13. Expansdo | do espectro de RMN de *H (400 MHz, metanol-d4) composto 7.

T T T T T T T T T T T T T T
77 6.75 6.73 6.71 6.69 6.67 6.65 6.63 6.61

a4 REE amowy HELPLRRABIS )
[ L w [N N O] W0 W0 Wp WU W u [5])
i oM onom ™Moo e e el el ed el el e —_
(R — ] [ |
f

|

— —_
— [=] Q
(=] (=] Q
o~ (3] o~

T T T T T T T T T T T T T
27 26 25 24 23 22 21 20 1. 1.8 17 1.6 15

o

T . T . T
42 41 40 38 38 37 3 2.9 28
f1 (ppm)

Figura 14. Expansdo Il do espectro de RMN de 'H (400 MHz, metanol-d4) do
composto 7.



138

M o& & &8 = & W - M= O gy P~ a0
A o N wm S = STNoRNSR
e 2 ! I — — ol o O @0 00 00 00 WiN
- - - - W L T T T T T 9m
| | | | (. [ | et =t 1|

I

|

I
|
|
|
|
Wy o JU LT et B AL el

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
.65 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 . (95 )QD 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25
1 (ppm

Figura 15. Espectro de RMN de **C — BB- (100 MHz, metanol-d4) do composto 7.



139

o — (Cald 8R, 8'R-seco
— Cald 8§, 8'S-seco
7] — Exp seco

CD[mdeg]

250 300
wavelenght [nm]

Figura 16. Espectro de ECD do composto 7.



140

5.3.2 Determinagao estrutural do composto 8

O composto 8 apresentou-se como cristais amarelos com 4,4 mg. Ao analisar o
espectro de RMN de *H (400 MHz) (figura 18), evidenciou-se a existéncia de dois anéis
aromaticos trissubstituido, devido ao sistema ABX observado através de Jy 6,94 (1H, d,
J=18Hz),702(1H, d, J=8,4Hz), 6,84 (1H,dd, J=1,8e 8,4 Hz) e 6,88 (1H, d, J =
1,4 Hz), 6,73 (2H, m) (figura 19). H& presenca de metoxilas ligadas a anel aromatico foi
apontada pelo mapa de contorno HMBC, onde J 3,76 (3H, s) correlaciona-se com dc
146,0 e oy 3,75 (3H, s) com J¢ 147,6.

Os sinais em dy 4,66 (1H, d, J = 4,1 Hz), 4,65 (1H, d, J = 4,4 Hz), 3,04 (2H, m)
3,73 (2H, m) e 4,13 (2H, m) (figura 20) no espectro de RMN de *H, somado aos sinais
no espectro de RMN de *C (100 MHz) (figura 21), dc 84,9; 85,2; 53,7; 53,6; 71,09 e
71,01 configuram a presenca de unidade C¢Cz na molécula com nucleo 7,9 7', 9-
diepoxi, caracteristico de lignanas do tipo furofuranicas.

Segundo Shao et al. (2018), a porgdo 7,9": 7', 9-diepoxi de lignanas furofuranicas
de procedéncia natural ocorre na configuracéo cis-fundida, e segundo suas pesquisas, 0s
desvios quimicos de Adp-g € Ad 1.9 S0 resultado das configuragdes relativas de C-7/C-8
e C-7'/C-8'. Deste modo, o composto 8 exibiu, Ady.g e Ady-9 = 4,13 - 3,13, de forma que
Ad p-9: 1o correspondeu a 0,40. Classificando a molécula como 7-H/8-H trans e 7'-H/8'-
H trans.

O espectro de RMN de 3C (100 MHz) e o mapa de contorno de HMQC (figura
22) apresentou sinais e correlagdes caracteristicas de unidade osidica: éc 100,2 (C-17),
73,2 (C-27), 76,9 (C-37), 69,7 (C-4”), 77,0 (C-5”) e 60,7 (C-6"), consonante a
existéncia no espectro de RMN de *H de hidrogénio anomérico & e 4,86 (1H, d, J = 7,6
Hz), atribuindo configuracdo do tipo £ ao hexosideo. No mapa de contorno de HMBC
foi observada a correlacdo a J; de H-1” com d¢ 146,0 (C-4) indicando o local da ligacéo
osidica na molécula (figura 23).

De acordo com a andlise espectral e em comparacdo com os dados reportados
por Huang et al. (2016) (tabela 8), o composto 8 foi identificada por pinoresinol-4-O-4-
D-glicosideo (figura 17).



Figura 17. Estrutura quimica do pinoresinol-4-O-$-D-glicosideo.
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Tabela 8. Dados de RMN de *H (400 MHz) e **C (100 MHz) do composto 8, obtido em DMSO-d6 (6 em ppm e J em Hz) em comparacéo dos
deslocamentos quimicos de RMN *H (400 MHz) e **C (100 MHz) em DMSO-d6, do pinoresinol-4-O-4-D-glicosideo por Huang et al. 20186.

8 Pinoresinol-4-O-g-D-glicosideo
HSQC HMBC

Carbono 5 5 ®len) Clen) dc OH
1 C 135,2 - H-7 H-5 135,2 -
2 CH 110,6 6,94 (1H,d, J=1,8) H-6, H-7 110,6 6,95 (1H,d, J=1,5)
3 C 148,8 - H-2 H-5 148,9 -

H-17,H-2, H-6,

4 C 146,0 - H-5 CH.0 -3 145,9 -
5 CH 115,25 7,02 (1H,d, J=8,4) 115,3 7,05 (1H,d, J=8,4)
6 CH 118,7 6,84(1H,dd,J=1,8e84)  H-5 H-2 118,6 6,87 (1H, dd, J= 8,4 e 1,5)
7 CH 84,9 4,66 (1H, d, J=4,1) H-2 84,9 4,67(1H, d, J = 3,8)
8 CH 53,7 3,04 (2H, m) H-7 53,7 3,06 (2H, m)
9 CH, 71,09 3,73 (2H, m) H-7 70,9 3,81(2H, m)



3-OCHjs
1
X
3
4’
5
6’
7
g’

9’
-OCHjy’
1
o
3
47
5

6”

CHs

CH

CH
CH
CH
CH

CH2

CHs3
CH
CH
CH
CH
CH

CH:

55,7
132,2
110,4
147,6
145,9

115,21
118,2

85,2

53,6

71,01

55,6
100,2
73,2
76,8
69,7
77,0

60,7

4,13 (2H, m)
3,76 (3H, 5)

6,88 (1H, d, J = 1,4)

6,73 (2H, m)

4,65 (1H, d, J = 4,4)
3,04 (2H, m)
3,73 (2H, m)
4,13 (2H, m)
3,75 (3H, s)

4,86 (1H, d, J =5,3)

3,15 e 3,25 (4H, m)

3,64 (1H, m)
3,43 (M)

H-7°

H-2°

H-7’

H-7°
H-2, CH30 -3’

H-2’
H-2’

H-7°

55,7
132,2
110,4
147,5
145,8
1151
1181
85,2
53,6

71,0

55,6
100,2
73,2
76,9
69,7
77,0

60,7

4,16(2H, m)
3,77 (3H, s)

6,89 (1H, d, J = 1,5)

6,72 (1H,d, J = 8,1)
6,75 (1H, dd, J= 8,5 e 1,5)
4,61(1H, d, J = 4)
3,06 (2H, m)
3,81(2H, m)
4,16(2H, m)

3,75 (3H, s)

4,89 (1H, d, J = 6,6)

3,10 -3,67 (6H, m)
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5.3.3 Determinagao estrutural do composto 9

O composto 9 visualmente mostrou-se como um solido amorfo amarelo (3,9
mg). Ao analisar o espectro de RMN de *H e **C (figura 25 e 26), observou-se que sua
estrutura era semelhante ao composto 8, tratando-se, desta forma, de uma lignana
furofurénica glicosilada. A configuragéo relativa foi definida de acordo com Shao et al.
(2018), onde, Adn-9 = 0,34 ¢ Adn-or = 0,65, valores correspondentes a 7-H/8-H trans, 7'-
H/8'-H cis. No mapa de contorno de HMBC foi observado a correlacdo a J; de H-1”
com oc 145,3 (C-4) indicando o local da ligacdo osidica na molécula (figura 27). De
acordo com a analise espectral (tabela 9) e em comparagdo com os dados reportados por
Shao et al. (2018) (tabela 9), o composto 9 foi identificada por epipinoresinol-4-O-4-D-
glicosideo (figura 24).

HO  H

OH
HiCO 0 OH

H5CO

HO

Figura 24. Estrutura quimica do epipinoresinol-4-O-$-D-glicosideo.
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Tabela 9. Dados de RMN de *H (400 MHz) e *3C (100 MHz) de 9, obtido em DMSO-
d6 (6 em ppm e J em Hz) em comparacdo dos deslocamentos quimicos de RMN *H
(500 MHz) e C (125 MHz) em metano-d4 do epipinoresinol-4-O-4-D-

glucopiranosideo por Shao et al. 2018.

Epipinoresinol-4-O-p-D-

glucopiranosideo

Carbono
1 C
2 CH
3 C
4 C
5 CH
6 CH
7 CH
8 CH
9 CH,
3-OCH; CH3
Iy C
2’ CH
3 C
4 C
5 CH
6’ CH
7 CH
8’ CH
9’ CH,
-OCHz> CH3
17 CH
27 CH
3” CH
4 CH
5” CH
6” CH,

oc
135,4
110,4
148,9
145,9
115,1
118,2
86,8
54,1

70,3

55,7
129,7
109,8
147,4
145,3
115,2
118,0

81,4

49,4

69,0

55,6
100,1
73,3
76,9
69,7
77,1

60,7

HSQC
OH

6,95 (1H, d, J = 2,0)

7,03 (1H, d, J = 8,5)

6,85 (1H, dd, J=2,0 e 8,5)

4,36 (1H, d, J = 6,8)
2,82 (1H, m)

4,07 (1H, d, J=9,9)
3,73 (2H, m)

3,75 (6H, m)
6,88 (1H, sl)

6,73 (2H, sl)

4,75 (1H, d, J = 6,8)
3,32 (m)

3,73 (2H, m)
3,08 (1H, m)

3,75 (6H, m)
4,87 (1H, d, J =7,4)
3,24 (2H, m)
3,24(2H, m)
3,15 (2H, m)
3,15 (2H, m)
3,64 (1H, m)
3,44 (m)

oc

137,5
1111
150,9
147,5
115,9
119,8
89,0
55,8

71,9

56,6
131,3
110,4
148,8
146,6
117,9
119,3
83,5
49,5

70,7

56,3
102,8
74,8
77,8
71,3
78,2

62,4

OH

6,97 (d, J =2,0)

7,09 (d, J = 8,0)
6,86 (dd, J=8,0 e 2,0)
4,41(d, J=17,0)
2,86 (M)

4,07 (9,5)
3,81

3,81 (s)

6,91(d, J = 1,5)

6,73 (d, J = 8,5)
6,75 (dd, J=8,5 € 1,5)
4,80
3,33(m)

3,75 (t, 9,0)
3,23(m)

3,80 (s)
4,83 (d, J=7.5)
3,42
3,40
3,34
3,33
3,81 (m)

3,63 (dd, J=5,0 e 12,0)
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5.3.4 Determinacao estrutural do composto 10

O composto 10 apresentou-se como cristais amarelos com 2,6 mg. Ao analisar o
espectro de RMN de *H (400 MHz) (figura 29) e de **C (100 MHz) (figura 30) do
composto 10, observou-se a semelhanca espectral com o composto 8, porém o espectro
de carbono evidenciava sinais indicativos de uma segunda unidade osidica.
Corroborando com o espectro de massas, cujo ion precursor com m/z 651 [M-HJ,
apresentou em EM/EM o pico base com m/z 357 (pinoresinol), indicando a perca de 294
Da, provavelmente de uma unidade de hexose e pentose (162 + 132 = 294) (figura 34).

Através do mapa de contorno de HMQC (figura 31), foi possivel definir os
sinais da pentose, e devido a correlagéo existente entre H-4b” ¢ H-1” com o carbono
quaternario C-3" vista por HMBC (figura 32), foi possivel inferir que a pentose
tratava-se de um unidade de apiose. No mapa de contorno de HMBC, foi observado a
correlagéo a J; de H-1" da apiose com dc 75,1 (C-2”) da glicose e a correlagdo de a J3
de H-2” da glicose com o 108,39 (C-1"’) da apiose (figura 33), confirmando a presenca
de dissacarideo na molécula, localizado no pinoresinol na posicdo C4, devido a
correlacdo a Jz de H-1” da glicose com oJc 145,9 (C-4). A configuragdo relativa foi
definida de acordo Shao et al. (2018), onde, Adng € Adny de do composto 10
corresponderam a 0,40, classificando a molécula como 7-H/8-H trans, 7'-H/8'-H trans.

De acordo com todos os dados espectroscopicos e espectometricos analisados, o
composto 10 foi identificada como pinoresinol 4-O-apiosil-(1—2)-p-glicosideo (figura

28), conforme comparado com os dados de Abe e Yamauchi (1989) (tabela 10).

H,CQ

a
>
5
o7

S1E
9
wH
H OH 6 HI%‘Q.
H_O 5 e O
HO% 4 ! '
HO
H H O o j
O OCHg
o}
.
HO OH
OH

Figura 28. Estrutura quimica do pinoresinol 4-O-apiosil-(1—2)-4-glicosideo.



154

Tabela 10. Dados de RMN de *H (400 MHz) e *C (100 MHz) do composto 10, obtido em DMSO-d6 em comparacdo com os deslocamentos
quimicos de RMN 'H (400 MHz) e *C (100 MHz) em Piridina-d5, do pinoresinol-4-O-4-D-apiosil-(1—2)-O-B-D-glicosideo por Abe e

Yamauchi (1989).

Pinoresinol-4-O-f-D-apiosil-(1—2)-

10 O-p-D-glicosideo
HSQC HMBC
Carbono 5 5 (2ICH) (GICH) oc OH
1 C 1352 - H-5 136, 3
> CH 1105 6,94 (1H, m) H-6 111, 3 7.20(d, 3= 2)
3 C 1488 ] H-5 147,1
4 C 1459 i H-2, '1*;6’ H- 150, 2
5  CH 1151 7,00 (1H, m) H-6 116,5 7,50 (d, J = 8)
6 CH 1187 6.82 (1H, m) H-2 1188 6,96 (dd, J= 8 e 2)
7 CH 852 4,65 (1H, d, J = 4) H-2 86,0 4,91 (d, J = 5)
8 CH 537 3,04 (2H, m) H-7 54.7 3.10-3,24 (m)
3.73 (2H, m)
9  CH, 710 13 G m H-7 71,9
3.0CH3 CH; 556 3,76 (6H, 5) 56,1 3.84
I C 1322 ) 1331
»  CH 1103 6,88 (1H, m) 1100 7.24(d, 1= 2)
3 C 1475 i 147, 8
4 C 1457 i H-2 148, 8
s CH 1150 1164 7.26 (d, 1= 8)
&  CH 1180 6,73 (2H, m) H-2 119.7 7,08 (dd, J=8 e 2)
7 CH 849  461(1H,d,J=44) H-2 86,3 4,94 (d, J = 5)
§  CH 535 3,04 (2H, m) H-7 54,7 3.10-3,24 (m)
9 CH, 7101 3.73 (2H, m) H-7 71,9




4,13 (2H, m)
OCH3’ CH; 556 3,76 (6H, 5) 56,0 3,79

1”7 CH 985  486(lH d,J=76) H-2” 100.6 5.7(d. J = 8)
»  CH 751 3,51 (M) H-17 76.8 4,57 (t,]=8)
3 CH 772 3.44 (m) H-2” 790 4,36 (dd, 1= 8 ¢ 9)
&~ CH 700 3.17 (m) 715 4,20 (t, 1= 9)
5 CH 768 3.29 (m) 786 4,00 (m)

4,47(dd, 3= 12 ¢ 2)
6 CH, 606 3,67 (1H, m) 62.3 427 (dd, J=12¢
3.44 (m) p

™  CH 1083 5,41 (1H, m) H-2", H-4b™ 1103 6,62 (s)
»  CH 761 3,76 (m) 78.0 4,85 (s)
3 C 793 i H-4b™ H-17 808

yos 4,03 (1H,d,J=9,2) 4,43 (d, J=9)
4 CH, 739 3,57 (1H. d, J = 9.2) [ 4,91 (d. J = 9)
5" CH, 645 3.29 (m) H-4a™ 66.4
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5.3.5 Atividade leishmanicida

Ap0s triagem virtual, as moléculas 7-10 demostraram promissora atividade
leshmanicida frente as espécies de L. major e L. braziliensis , para comprovacgéo desta
atividade testes in vitro foram realizados com as formas promastigotas de L. major e L.

braziliensis (tabela 11).

Tabela 11. Atividade antileishmania dos compostos 7-10 frente as formas

promastigotas de L. major e L. braziliensis.

1Cs0 (LM)
Composto i S
L. major L. braziliensis

Secoisolariciresinol (7) - 9,28

Pinoresinol-4-O-4-D-glicopiranosideo (8) >50 36,35

Epipinoresinol-4-O-4-D-glucopiranosideo (9) 36,51 5,39

Pinoresinol-4-O-f-D-apiofuranosil-(1—2)-4-D-

P _ P _ ( )P >50 13,77
glucopiranosideo (10)

Antimoniato de meglumina* >40 >40

Anforeticina B* 12,4 18

*controle positivo

Todas as lignanas testadas tiveram atividade frente a L. braziliensis, com
destaque para a molécula secoisolariciresinol, que apresentou ICsy de 9,28 uM,
atividade expressiva quando comparada aos controles positivos (tabela 11). As lignanas
do tipo furofuranica apresentaram notavel atividade leishimanicida, sendo o
epipinoresinol-4-O-4-D-glucopiranosideo a molécula com melhor desempenho, esta foi
ativa contra L. major e L. braziliensis, sendo a molécula mais potente entre as testadas
para L. braziliensis, portanto essa molécula é uma exelente candidata para prosseguir
com testes in vitro e in vivo. Importante salientar que as pinoresinol-4-O-$-D-
glicopiranosideo e epipinoresinol-4-O-$-D-glucopiranosideo séo estereoisémeros, de
acordo com os resultados apresentados a posi¢do do anel ndo ligado ao residuo de
glicose é relevante para atividade intrinseca destas moléclas frente os alvos das formas
promastigotas de L. major e L. braziliensis. Os resultados desta atividade estdo

descritos no artigo de Maia et al. (2020).
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6. CONCLUSAO

Apos desreplicagdo usando CL/EM verificou-se uma riqueza de metabolitos
secundarios na espécie J. aequilabris, com presenca de acidos fendlicos, flavonoides e
lignanas. A rede molecular permitiu visualizar lignanas de interesse e direcionar o
isolamento destas, de forma que, foram isoladas trés lignanas inéditas, aequilabrina A,
B e C e sete compostos conhecidos: lariciresinol-4-O-p-glicosideo, alantoina e
roseosideo, secoisolariciresinol, pinoresinol-4-O-4-D-glicosideo, epipinoresinol-4-O-4-
D-glicosideo e  pinoresinol-4-O-4-D-apiosil-(1—2)-4-D-glicosideo.  Ferramentas
computacionais como o docking molecular e triagem virtual permitiram direcionar as
lignanas para as atividades farmacoldgicas promissoras de cada esqueleto. As lignanas
derivadas da secoisolariciresinol apresentararam potencial anti-inflamatério in vitro,
com possivel relacdo estrutura atividade relacionada as substituicdes em C-9 e C-9°. As
lignanas furofurénicas apresentaram atividades leishmanicida proeminente, com
resultados melhores que os IFAs usualmente utilizados no tratamento para
leishmaniose. Desta forma, conclui-se que o uso de ferramentas como desreplicacao,
rede molecular e abordagens computacionais sdo fundamentais para racionalizar o
processo de obtencdo de produtos naturais e avaliacdo da atividade farmacoldgica dos
compostos isolados.
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