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RESUMO

Apocynaceae, uma das maiores familias de plantas com mais de 5.100 espécies amplamente
distribuidas, serve como um modelo significativo para estudos evolutivos e bioquimicos.
Dentro desta familia, foram isolados compostos como alcaloides, flavonoides e terpenoides
com potenciais atividades terapéuticas. Entre as suas subfamilias, Asclepiadoideae ¢é
reconhecida como uma fonte rica de derivados pregnanos C,:. Mandevilla Lindl é um
importante género da familia Apocynaceae, ndo apenas como planta ornamental, mas também
por seus usos medicinais. No Brasil, as espécies de Mandevilla sdo indicadas para o tratamento
de asma e infeccOes de pele, e seu potencial anti-inflamatério e de cicatrizacdo de feridas
também sdo relatados na literatura. No que diz respeito a sua composi¢do quimica, este grupo
de plantas é um produtor notavel de pregnanos glicosideos. Mandevilla dardanoi é uma espécie
endémica do semidrido brasileiro ndo estudada por nenhum método fitoquimico. Esta pesquisa
foi dividida em duas fases, na primeira foi realizada uma revisdo abrangente dos pregnanos
glicosideos (PG) obtidos de Asclepiadoideae, empregando uma abordagem interdisciplinar que
combina quimiofenética com analise de dados de redes neurais para identificar espécies
promissoras e compostos bioativos. Para isto, foi compilado um conjunto de dados que incluiu
643 PGs unicos e 706 ocorréncias botanicas. Os aspectos etnofarmacoldgicos, bem como a
extracdo, o isolamento e a atividade biol6gica dos PGs, foram analisados e discutidos. A analise
guimiofenética usando mapas auto-organizaveis (SOM) e a reconstrucao filogenética revelaram
semelhancas entre as tribos Marsdenia-Ceropegiae e destacaram a ocorréncia dos tipos seco e
diseco pregnano, predominantemente, na tribo Asclepiadeae. Ambas as estruturas apresentaram
caracteristicas intrigantes e os seus derivados demonstraram atividades anti-inflamatdrias e
citotoxicas. Tais resultados fornecem informacg6es valiosas para investigacao futura sobre estes
compostos e as suas fontes vegetais medicinais. Além disso, no estudo filogenético constatou-
se apenas uma espécie de Mandevilla, permitindo uma escolha mais assertiva da espécie a ser
estudada, no que diz respeito ao isolamento de pregnanos com agliconas de esqueletos
diferenciados. Na segunda fase do estudo, tendo em vista o potencial medicinal das espécies
de Mandevilla, o objetivo foi isolar novos pregnanos glicosideos de M. dardanoi. Para atingir
este objetivo principal, foram utilizadas técnicas modernas de cromatografia. Cinco novos
pregnanos glicosideos, dardanois A-E, foram isolados das raizes através de CLAE. As suas
estruturas foram determinadas utilizando dados de RMN 1D e 2D e de espectrometria de massas
(MSn e HRESIMS). A citotoxicidade e o potencial anti-inflamatorio destes compostos foram
avaliados através da medicdo de citocinas pro-inflamatérias e da producédo de 6xido nitrico por
macrofagos estimulados. Os dardanois foram capazes de inibir a producdo de 6xido nitrico e
reduzir a IL-1B e o TNF-a. O presente trabalho demonstra a quimiodiversidade de espécies do
semiarido brasileiro e contribui para ampliar o conhecimento sobre o potencial bioldgico do
género Mandevilla.

Palavras-chave: Asclepiadoideae; Apocynaceae; Anti-inflamatorio; Inteligéncia Artificial;
Mandevilla dardanoi; Pregnanos glicosideos; Quimiofenética.



ABSTRACT

Apocynaceae, one of the largest plant families with more than 5,100 widely distributed species,
serves as a significant model for evolutionary and biochemical studies. Within this family,
compounds such as alkaloids, flavonoids and terpenoids with potential therapeutic activities
have been isolated. Among its subfamilies, Asclepiadoideae is recognized as a rich source of
C21 pregnane derivatives. Mandevilla Lindl is an important genus of the Apocynaceae family,
not only as an ornamental plant, but also for its medicinal uses. In Brazil, Mandevilla species
are indicated for the treatment of asthma and skin infections, and their anti-inflammatory and
wound healing potential are also reported in the literature. With regard to their chemical
composition, this group of plants is a notable producer of pregnane glycosides. Mandevilla
dardanoi is an endemic species of the Brazilian semiarid region not studied by any
phytochemical method. This research was divided into two phases, in the first a comprehensive
review of pregnane glycosides (PG) obtained from Asclepiadoideae was performed, employing
an interdisciplinary approach combining chemophenetics with neural network data analysis to
identify promising species and bioactive compounds. For this, a dataset including 643 unique
PGs and 706 botanical occurrences was compiled. Ethnopharmacological aspects as well as
extraction, isolation and biological activity of PGs were analyzed and discussed.
Chemophenetic analysis using self-organizing maps (SOM) and phylogenetic reconstruction
revealed similarities between the tribes Marsdenia-Ceropegiae and highlighted the occurrence
of the dry and diseco pregnane types, predominantly, in the tribe Asclepiadeae. Both structures
showed intriguing features and their derivatives demonstrated anti-inflammatory and cytotoxic
activities. Such results provide valuable information for future research on these compounds
and their medicinal plant sources. Furthermore, the phylogenetic study found only one species
of Mandevilla, allowing a more assertive choice of the species to be studied, with respect to
the isolation of pregnanes with aglycones from differentiated skeletons. In the second phase of
the study, in view of the medicinal potential of Mandevilla species, the aim was to isolate new
pregnane glycosides from M. dardanoi. To achieve this main objective, modern
chromatographic techniques were used. Five new pregnane glycosides, dardanols A-E, were
isolated from the roots by HPLC. Their structures were determined using 1D and 2D NMR and
mass spectrometry (MSn and HRESIMS) data. The cytotoxicity and anti-inflammatory
potential of these compounds were evaluated by measuring pro-inflammatory cytokines and
nitric oxide production by stimulated macrophages. Dardanols were able to inhibit nitric oxide
production and reduce IL-1p and TNF-a. The present work demonstrates the chemodiversity
of species from the Brazilian semiarid region and contributes to expand the knowledge about
the biological potential of the genus Mandevilla.

Keywords: Asclepiadoideae; Apocynaceae; Anti-inflammatory; Artificial Intelligence;
Mandevilla dardanoi; Pregnane glycosides; Chemophenetics.
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1 INTRODUCAO

A biodiversidade em ambientes tropicais e equatoriais oferece um potencial
particularmente rico em compostos biologicamente ativos. Isto ocorre devido a variedade de
espécies de plantas nessa regido e suas diferentes vias biossintéticas capazes de produzir a
ampla diversidade quimica, que pode ser usada como modelos para a descoberta de farmacos
(VALLI; YONG e BOLZANI, 2016; PINHEIRO et al., 2020).

Atualmente, estima-se que mais de 50% do total de novos farmacos aprovados entre
1981 e 2022 sdo produtos naturais ou seus derivados, e 30% dos medicamentos sintéticos
utilizaram como protétipo uma molécula de origem natural (PEREIRA et al., 2020; NEWMAN;
CRAGG, 2020; TRIVELLA et al., 2022).

Diferentes estratégias sdo utilizadas para o isolamento e/ou identificacdo de novos
farmacos a partir de produtos naturais. Entre elas, destacam-se as técnicas cromatograficas,
como cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Além
disso, sdo empregadas técnicas hifenadas a diversos detectores, visando aumentar a resolucéo
e capacidade de separacdo de constituintes de matrizes complexas, a exemplo de detectores
ultravioleta (UV), arranjo de diodos (DAD), ressonancia magnética nuclear (RMN) e
espectrometria de massas (EM) (JIANG et al., 2019; ZHU et al., 2022).

No Brasil, vérias pesquisas sdo realizadas com contribuicOes relevantes sobre o estudo
de plantas com fins medicinais, ndo s6 quanto a aspectos fitoquimicos, mas também quanto a
atividade biologica de plantas existentes nos diferentes ecossistemas brasileiros (LIMA et al.,
2006; BESSA et al., 2013; SANTOS et al., 2022).

Na regido Nordeste, o estudo dos usos tradicionais de plantas e seus produtos tém
aumentado gradualmente nos ultimos anos. Isso pode ser evidenciado pelo numero de
publicacdes nessa area (RODRIGUES, 2016). Nessa regido, onde o bioma prevalente é a
caatinga, existe uma vegetacdo ameacgada e, a0 mesmo tempo, uma fonte valiosa de recursos
naturais pouco estudados (AGRA et al., 2007; MAGALHAES et al., 2020).

Entre as plantas de ampla ocorréncia no semiarido, destaca-se a familia Apocynaceae,
considerada uma das 10 maiores familias de angiospermas do reino vegetal e, de acordo com
classificacdo recente, essa familia possui 424 géneros com mais de 5100 espécies, distribuidas
em cinco subfamilias (BHADANE et al., 2018; HAMMADI et al., 2022). No Brasil, as
subfamilias Rauvolfioideae, Apocynoideae e Asclepiadoideae sdo apresentadas com um total
de 975 espécies e 98 géneros (SILVA-MONTEIRO et al., 2017). Essas espécies sdo fontes de
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constituintes quimicos bastante usados na medicina contemporanea (OLIVEIRA e ALMEIDA,
2016).

Mandevilla Lindl. € o maior género neotropical da subfamilia Apocynoideae, com cerca
de 190 espécies, distribuidas do México até a Argentina, das quais 66 foram relatadas no Brasil
(SIMOES et al., 2004; DA SILVA-MONTEIRO et al., 2017; FLORA E FUNGA DO BRASIL
2022). Seus representantes destacam-se pelo potencial paisagistico e medicinal e alguns sdo
utilizados na medicina tradicional no tratamento contra venenos de cobras, cicatrizacdo de
feridas e inflamacGes da pele (MORALES et al., 2020). Estudos mostram que, no extrato das
raizes tuberosas de espécies de Mandevilla, foram encontrados compostos terpenoides, bem
como esteroides do tipo pregnano (Cay) e seco-pregnano (NIERO, 2002; MARTINS e ALVES,
2008; HAMMADI et al., 2022).

As informacGes obtidas a partir de estruturas quimicas de espécies e géneros diferentes
foram e continuam sendo utilizadas em estudos quimiotaxondmicos, ou seja, para determinar
os padrbes filogenéticos quimicos de uma determinada familia (SCOTTI, et al., 2012;
MENEZES, et al, 2021).

A quimiofenética visa descrever uma série de metabdlitos secundarios especializados
em um determinado taxon (ZIDORN, 2019). Na era da inteligéncia artificial (1A), alguns
algoritmos tém contribuido para o desenvolvimento de novos estudos em produtos naturais,
incluindo niveis metabdlicos (SALDIVAR-GONZALEZ et al., 2022). Entre eles, mapas auto-
organizados (SOMs) tém sido aplicados com sucesso para revelar semelhancas quimicas ao
longo de diferentes taxons de plantas e classes de metabdlitos (MENEZES et al., 2021).

Para além dos estudos quimicos, atualmente hd um crescente interesse na descoberta de
moléculas bioativas com potencial anti-inflamatério, visto que a produgdo de citocinas,
protaglandinas, 6xido nitrico e outros fatores pro-inflamatérios estéo relacionados ao agravo de
muitas doengas (SANTOS et al., 2022). Os macrofagos apresentam papel essencial na iniciagéo
e manutencdo da inflamagdo, por serem fonte de mediadores inflamatorios. Diante disto,
investigacOes farmacologicas tém utilizado macrofagos ativados para a realizagao de screening
e identificacdo de novos compostos com potencial anti-inflamatério (PEREIRA et al., 2020).

M. dardanoi M.F. Sales, Kin.-Gouv. & A.O. Simdes é uma espécie endémica do
semiarido brasileiro e ndo ha estudos sobre sua composi¢do quimica ou atividade farmacologica
(DA SILVA-MONTEIRO et al., 2017).

Considerando o potencial medicinal das espécies de Mandevilla, o presente estudo teve
como objetivos realizar uma revisdo abrangente dos pregnanos glicosideos (PG) obtidos de

Asclepiadoideae, empregando uma abordagem interdisciplinar, que combina quimiofenética
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com andlise de dados de redes neurais, para identificar espécies promissoras e compostos
bioativos, bem como isolar novos derivados pregnanos bioativos das raizes de M. dardanoi e

avaliar a citotoxicidade e a atividade anti-inflamatoria das moléculas elucidadas.

REFERENCIAL TEORICO

2.1 Considerac0es sobre a familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae pertence a ordem Gentiales e subclasse Asteridae (DI STASI;
HIRUMA-LIMA, 2002). E uma das familias mais representativas das Angiospermas, com mais
de 424 géneros e cerca de 5100 espécies, de distribuicdo marcadamente tropical e subtropical
em todo mundo (JUDD et al., 2009; SANTOS, et al., 2013; HAMMADI et al., 2022).

Apocynaceae apresenta morfologia floral peculiar dentro das Angiospermas, fator
investigado tanto do ponto de vista evolutivo, quanto taxonémico (MATOZINHOS e KONNO,
2011; FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2022).

No Brasil, as subfamilias Rauvolfioideae, Apocynoideae e Asclepiadoideae sao
apresentadas com um total de 975 espécies e 98 géneros (DA SILVA-MONTEIRO et al., 2017),
sendo alvos de estudos principalmente em tratamentos taxonémicos para floras locais e, mais
recentemente, em estudos filogenéticos (SOUZA; LORENZI, 2008; MATOZINHOS;
KONNO, 2011).

Muitas espécies desta familia sdo utilizadas na medicina moderna, destacando-se
principalmente os géneros Allamanda, Alstonia, Aspidosperma, Catharanthus, Hancornia,
Himatanthus, Mandevilla, Nerium, Plumeria, Rauwolfia e Strophantus (ABDEL-SATTAR et
al., 2022). Séo plantas de habitos variados, ervas, arbustos, arvores, com ocorréncia tanto nos
campos quanto nas matas (MOREIRA et al., 2004; BHADANE et al., 2018).

As espécies de Apocynaceae se destacam especialmente por serem produtoras de
substancias bioativas, como iridoides, flavonoides, acido fendlicos, alcaloides (especialmente
os alcaloides indolicos), triterpenos, esteroides, glicosideos cardioativos e compostos
pregnanos (BHUSHAN et al., 2018).

Alguns exemplos de substancias isoladas desta familia, jA bem descritas na literatura
sdo: o glicosideo cardiotonico de Strophantus (estrofantidina, figura 1), os alcaloides isolados
do género Catharanthus (vimblastina e vincristina, figura 1), que possuem acdo antitumoral, e
o0 alcaloide de Rauwolfia, (reserpina, figura 1), utilizado contra casos de hipertenséo e arritmias
cardiacas (SIMOES et al., 2017).
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Figura 1. Férmulas estruturais dos compostos estrofantidina, reserpina, vincristina e
vimblastina, isoladas de espécies da familia Apocynaceae.

OCH;
OCH;
CH;
H;COOC
reserpma

estrofantidina
R=CHj; = vimblastina
E=C0OH = vincnistina

(SIMOES et al., 2017)

2.2  Considerages sobre o género Mandevilla Lindl.

O género Mandevilla Lindl. é também descrito em publicagbes com o nome
Macrosiphonia. Esta sinonimia se deve ao preceito de monofiletismo (espécies derivadas de
uma Unica espécie ancestral) (SIMOES, 2007), e é o maior género neotropical da familia
Apocynaceae, com cerca de 190 espécies distribuidas do México até a Argentina. As flores
dessas especies sdo vistosas e coloridas, o que lIhes confere potencial ornamental (COUTINHO
e LOUZADA, 2022).

Esse género estd bem representado no Brasil, e pelo menos 66 espécies ja foram
registradas, principalmente em areas de Mata Atlantica, em areas costeiras, conhecidos como
"restingas”, solos rochosos e inselbergs (VITAL, 2019). Espécies de Mandevilla sofrem
adaptacGes morfoldgicas e anatbmicas em resposta a condi¢des de seca e luz solar intensa, tais
como a presenca de um xilopddio e folhas deciduas ou xeromorficas (ENDRESS et al., 2014).
E representado por espécies de pequeno porte, arbustos ou subarbustos. Sdo utilizadas

tradicionalmente com fins medicinais, principalmente os extratos das raizes tuberosas e o latex,
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para tratar asma e infecgbes cutdneas. Seu potencial anti-inflamatério e propriedades
cicatrizantes também séo relatados na literatura (SIMOES, 2004).

Destacam-se trés espécies desse género, sendo duas utilizadas na medicina popular
contra mordidas de cobras e como anti-inflamatério, sdo elas: Mandevilla velutina e
Mandevilla illustris (NEIRO et al., 2002) e a terceira, Mandevilla velame, que € utilizada como
anti-inflamatoria, analgésica, antissifilitica e antirreumatica na medicina tradicional
(RIBEIRO, 2010).

Calixto et al. (1988), isolaram os compostos pregnanos MV 8608 (chamado em outros
estudos de velutinol A) e MV 8612 (figura 2) a partir do extrato diclorometanico dos rizomas

de Mandevilla velutina.

Figura 2: Férmulas estruturais com compostos MV 8608 (velutinol A) e MV 8612 isolados
de Mandevilla velutina

18

19

0 OCH;

CH;

OCH; H;CO | 4

MV8612
(CALIXTO et al., 1988)

Mattos et al. (2006) mostrou em seu estudo que o composto velutinol A apresentou
potencial antinociceptivo periférico a partir das vias de sinalizacdo intracelular envolvidas na
nocicepgdo periférica, produzida por bradicinina, prostaglandinas E> e acetato de

forbolmiristato (PMA), frente @ modelos animais.
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Posteriormente, os compostos pregnanos MV 8608 (velutinol A) e MV 8612 foram
alvos de estudos que avaliaram a atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria, demonstrando
que as mesmas foram capazes inibir contracdes induzidas por cininas em Gtero de cobaias in
vitro, bem como apresentaram potencial antinociceptivo e anti-inflamatorio frente a quadro de
cistite hemorragica (CH) causada por quimioterapia com ciclofosfamida (CYP), em modelos
animais (SANTOS et al., 2010).

A espécie Mandevilla ilustris ocorre nos estados de S&o Paulo, Goias, Mato Grosso e,
principalmente em Minas Gerais. Conhecida popularmente como Purga-do-Campo ou Rosa-
do-Campo apresenta-se como erva ou subarbusto com até 80 cm de altura e possui raizes
tuberosas (RIBEIRO, 2010). Em estudo realizado por Niero (2000), a partir do extrato dos
rizomas frescos, preparado com acetato de etila e submetido a cromatografia em coluna,
utilizando como solvente o diclorometano, tornou possivel o isolamento dos compostos

ilustrol, &cido cafeico, acetililustrol e s-D-oleandro-piranosil-ilustrol (figura 3).
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Figura 3: Formulas estruturais dos compostos ilustrol, acido cafeico, acetililustrol e g-D-
oleandro-piranosil-ilustrol.

1lustrol

B-D-oleandro-piranosil-ilustrol

acido cafeico

(NIERO, 2000)

No mesmo estudo foi testada a atividade anti-inflamatdria desses compostos em
modelos de edema de pata causado por carragenina e dextrana em animais. Os resultados
mostraram gue esses compostos apresentaram percentuais de inibicdo do edema semelhantes

aos farmacos indometacina e ibuprofeno, usados na clinica (NIERO, 2000).

Pesquisa realizada por Violante et al. (2008), com a espécie Mandevilla velame, relatou
por andlise qualitativa, a presenca alcaloides, flavonoides e taninos, bem como a auséncia de
cumarinas.

Ribeiro et al. (2010), estudaram os efeitos biologicos do extrato hidroetandlico de
Mandevilla velame em modelo animal. Os resultados sugeriram atividade anti-inflamatoria
sistémica e topica, quando avaliados os testes de edema de pata, mostrando atividade tanto na
dor de origem inflamat6ria como neurogénica, nos experimentos de nocicepcao, atuando ainda
como bloqueador da hipertermia induzida por levedura de cerveja, demonstrando agéo

antipireética.



28

Outra espécie desse género, que também foi alvo de estudos, ¢ Mandevilla petraea (A.
St.-Hil.) Kuntze, uma planta popularmente conhecida como "velame". A infusdo da sua raiz é
usada na medicina popular em Mato Grosso do Sul e comercializada por raizeiros, sendo
indicada para tratamento de inflamagdes, através da ingestdo do cha de suas raizes tuberosas
(DE ASSIS JUNIOR; GARCEZ e GARCEZ, 2013).

De Assis Junior e colaboradores (2013), realizaram investigacdo fitoquimica das
fracdes retiradas com solvente acetato de atila, a partir de extrato hidroalcoolico das raizes
desta espécie, levando a identificacdo de 17 compostos pertencentes a quatro classes diferentes:
dois pregnanos [12-B-hidroxipregna-4,6,16-trieno-3,20-diona (neridienona) ¢ 12p-
hidroxipregna-4,6-dieno-3,20-diona (cybisterol)], um &cido hidroxilado (5-hidroxi-octadeca-
6(E)-8(Z)-acido diendico), dois lignoides (pinoresinol e 8a-hydroxypinoresinol) (figura 4), dez

triterpenoides pentaciclicos (figuras 5a e 5b), e dois esteroides (figura 6).
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Figura 4: Compostos isolados de Mandevilla petraea

Neridienona A Cybisterol

OH 0]

=

Acido-5-hidrox 1-octadeca-6(E)-8(Z)-dienoico

Pinoresinol Ba-hadroxipinoresinel

(DE ASSIS JUNIOR E COLABORADORES, 2013.
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Figura 5a: Triterpenos pentaciclicos isolados de Mandevilla petraea

g-amirina

f-anurma Acetato de f-amirina

(DE ASSIS JUNIOR E COLABORADORES, 2013.



31

Figura 5b: Triterpenos pentaciclicos isolados de Mandevilla petraea

Acido 20, 3B, 2, 3-triludroxiolean-12-en-28-oico Acido 24, 38, 2 3-triludroxiurs-12-en-28-oico

(DE ASSIS JUNIOR et al., 2013.

Figura 6: Esteroides isolados de Mandevilla petraea

B-sitosterol

Estigmasterol

(DE ASSIS JUNIOR E COLABORADORES, 2013).

Em estudo realizado por De Assis Junior (2012), diferentes concentragc0es dos extratos

aquoso e etandlico (1,25 mg/mL; 2,5 mg/mL e 5 mg/mL), obtidos da raiz de M. petraea, foram
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utilizados para tratar as larvas de Drosophila melanogaster, para investigar a atividade
genotdxica dos extratos, a partir do teste SMART (DRAF et al., 1998). Os extratos foram
utilizados para tratar as larvas de D. melanogaster de terceiro estadio de desenvolvimento,
obtidas dos cruzamentos padrao (ST) e de alta bioativacdo (HB). Os resultados mostraram que

0s dois extratos apresentaram atividade genotoxica, a qual € acentuada apds sua metabolizag&o.

Em um estudo realizado por Martins (2014), a atividade anticancer de M. petraea foi
avaliada frente a diferentes linhagens de células neoplasicas. No estudo foi utilizado o extrato
etanolico das raizes e fases provenientes da particdo. Os resultados mostraram que a fase
acetato de etila foi a que apresentou melhor atividade antiproliferativa, corroborando com os
resultados de De Assis Junior (2013), ja citado anteriormente, que mostrou a presenca de
compostos pregnanos isolados desta mesma fase. Esses resultados podem sugerir que o

potencial anticancer esteja relacionado com presenca destes pregnanos.

A classe de compostos pregnanos é precursora dos cardenolidios, um importante grupo
de substancias que abrange alguns com propriedades toxicas (BHUSHAN, et al., 2018).
Cabrera et al. (1993), isolaram a partir do extrato etandlico bruto das raizes da espécie
Mandevilla pentladiana, os compostos oleandrigenina (1), digitoxigenina (2) e 11 derivados

[mono, tri e tetra-pentaglicosidicos (3-13)], que podem ser visualizados na figura 7.



Figura 7: Compostos cardenolideos isolados de Mandevilla pentladiana

HO 0] 0 H;C HO

Ho o N,
D HO H4CO F

8]
HO &/OH .
HO CH; Composto

OH go\ o 4 BC
HO 0 1

OH
HO F

2
OCH, i
HHUO/Q&/O“CI-I; 5

HO— O \j\k o g

0

9

HO G H;CO H,CO i

11

HO O o—cnm, 12
HO

o S OILC H;C N

OH 0
s 0

OCH; HsCO
(CABRERA et al., 1993).

33

H,C
0.
0

OCH;

Aglicona

P R S

O EHDANEERE O W



34

Outro estudo realizado por Cabrera et al. (1993), também utilizando extrato etandlico
bruto das raizes de Mandevilla pentladiana, tornou possivel o isolamento do sesquiterpeno (+)-
aromadendra-1(10),4-dien-15-al-3-one (Figura 8).

Figura 8: Sesquiterpeno isolado de Mandevilla pentladiana

15
CHO

(+)-aromadendra-1(10).4-dien-15-al-3-one

(CABRERA et al., 1993).

Ferreira et al. (2016), avaliou a atividade antioxidante do extrato hidralcodlico, bem
como das fases particionadas, provenientes das folhas de Mandevilla moricandiana. Os
resultados mostraram um potencial antioxidante significativo tanto do extrato hidroalcoolico
quanto das fases diclorometano e acetato de etila. Essas atividades foram associadas a presenca
sugestiva das substancias quercetina-3-O-pentosil-hexosideo, luteolina-7-O-pentosil-
hexosideo, quercetina-3-glicuronil-pentosideo e luteolina-7-O-hexosideo, no extrato
hidralcodlico, quando comparadas com substancias padrées vistas em cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM). Essas substancias sdo
relatadas na literatura por atuarem no tratamento de condic¢des associadas a estresse oxidativo
(FROMBAUM et al., 2012).

2.3 Consideracdes sobre a espécie Mandevilla dardanoi M. F. Sales, Kin-Gouv. & A.
O. Sim0es:
Reino: Plantae
Phylum: Thacheophyta
Classe: Magnolipsida
Ordem: Gentinales
Familia: Apocynaceae

Subfamilia: Apocynoideae
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Género: Mandevilla
Algumas plantas género Mandevilla podem apresentar habito arbustivo e depois tornar-
se “arbustos lianescentes”, como observado em M. dardanoi (figura 9) (MARTINS e ALVES,
2008). Esta espécie é considerada endémica dos inselbergues ocorrentes na formacédo geoldgica
no nordeste do Brasil, mais precisamente nos estados Paraiba e, mais frequentemente,
Pernambuco (figura 10) (SILVA-MONTEITO et al., 2017). De acordo com as buscas na
literatura, até a execucdo desta pesquisa, ndo havia nenhum estudo fitoquimico e/ou

farmacoldgico a partir dessa espécie.

Figura 9: a) Aspecto geral de uma das ilhas na qual a espécie pode ser coletada (Serra do
Jatoba- Serra Branca-PB); b-g) Mandevilla dardanoi: b) habito; c e d) detalhe da flor; €)
flores e frutos; f) frutos maduros; g) sementes

(SILVA-MONTEITO, et al., 2017)
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Figura 10: Distribuicdo geografica de M. dardanoi no Brasil, representada pelos pontos
amarelos.

Fonte: Global Biodiversity Information Facility (http://www.gbif.org/species/3618493),
acesso em 17/07/23.

2.4  ConsideracOes sobre esteroides:

Os esteroides sao triterpenoides modificados que possuem um sistema de anel
tetraciclico ciclopentanoperidrofenantreno (trés ciclohexanos e um ciclopentano). Esses
compostos sao formados a partir da acetil CoA via biossintese do colesterol (DEWICK, p. 35,
2002). Apresentam 27 atomos de carbono e sdo 0s composto mais representativos deste grupo
de moléculas (figura 11) (HALBE, 1993). Sua estrutura fundamental pode sofrer modificagdes,
especialmente na cadeia lateral, dando origem a uma ampla gama de produtos naturais
biologicamente importantes, a exemplo das saponinas esteroidais e dos glicosideos
cardioativos. A nomenclatura sistematica dos diferentes esteroides é baseada em uma série de
hidrocarbonetos de estrutura fixa, que podem variar de acordo com as substitui¢des, incluindo
0s ndcleos: estrano, androstano, pregnano, colano, colestano, ergostano, campestano,

estigmastano e poriferastano, lanostano e cicloartano (figura 12) (DEWICK, p. 248, 2002).


http://www.gbif.org/species/3618493
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ciclopentanoperidrofenantreno
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Figura 11: Biossintese do colesterol
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Figura 12: Diferentes tipos de esqueletos esteroidais:
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(DEWICK, 2002)

2.4.1 Considerac0es sobre esteroides da classe pregnano:
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Os esteroides pregnanos sd&o uma importante classe de compostos bioativos, que
apresentam variadas atividades farmacoldgicas, o que tem proporcionado um elevado
interesse no desenvolvimento de novos farmacos (HAMMADI et al., 2022).

Ap0s cerca de 30 reacdes enzimaticas, que levam a formacéo do colesterol, este por sua
vez sofre perda de sua cadeia lateral a partir da enzima 20-22-desmolase, dando origem a um
produto com 21 tomos de carbono, chamado de pregnenolona (figura 13) (LEDNICER et
al., 2009). Essa estrutura apresenta os anéis A, B, C (ciclohexanos) e D (ciclopentano),
comum aos demais esteroides, bem como duas metilas ligadas aos carbonos C-10 e C-13,
uma ligagéo dupla entre os carbonos C-5 e C-6, uma hidroxila ligada ao carbono C-3 do anel
A e um grupo acetil ligado ao carbono C-17. Quando na presenca de unidades osidicas,
ligadas geralmente ao oxigénio do carbono C-3, esses compostos sdo denominados
pregananos glicosideos (FERNANDES et al., 2003; LEDNICER et al., 2009).
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Figura 13: Resumo da biossintese do esqueleto pregnenolona
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(HALBE, 1993DEWICK, 2002).

Alteraces na parte terminal da molécula podem levar & formagdo de pregnanos de
estrutura modificada, a exemplo dos compostos velutinol e ilustrol (mostrados na figura 2 e
3). Os pregnanos glicosideos, por exemplo, sdo usados na medicina tradicional chinesa e séo
isolados principalmente de espécies da familia Asclepiadaceae. Apresentam importantes
atividades anticancerigenos, antiinflamatéria, antiasmaticas, antifingicas, entre outras
(WILLIAMS et al, 2012).



41

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Contribuir para o conhecimento da familia Apocynaceae, bem como do género Mandevilla,
através do isolamento e elucidagdo de novos pregnanos bioativos, das raizes de M.
dardanoi.

3.2 Objetivos Especificos

= Auvaliar o estado da arte relacionado aos glicosideos pregnanos (PG) obtidos de

Asclepiadoideae, através de uma revisdo da literatura;

= Aplicar uma abordagem interdisciplinar para indicar espécies ricas em PG a partir de

quimiofenética aliada a analise de dados de redes neurais;

= Extrair, isolar e purificar novos PGs encontrados na espécie M. dardanoi;

= Caracterizar os constituintes quimicos isolados por espectrometria de massas de alta
resolucéo e ressonancia magnética nuclear de 'H e 13C e bidimensionais;

= Auvaliar o potencial anti-inflamatorio dos novos PGs isolados, através da inibicdo da
producdo de éxido nitrico e de citocinas pro-inflamatdrias, utilizando macréfagos da

linhagem J774 estimulados.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

A parte experimental a seguir corresponde a metodologia utilizada para avaliacdo do
estado da arte relacionado aos PGs obtidos de Asclepiadoideae, através de uma revisdo da
literatura e aplicacdo de uma abordagem interdisciplinar para indicar espécies ricas em PGs, a
partir de quimiofenética aliada a andlise de dados de redes neurais Esta etapa da pesquisa
proporcionou a produ¢do do manuscrito: “Subfamilia Asclepiadoideae (Apocynaceae):
Etnofarmacologia, Atividades Bioldgicas e Quimiofenética Baseadas em Glicosideos

Pregnanos”.

4.1 Critérios de pesquisa e construcdo da base de dados

Foi efetuada uma compilacdo abrangente de PGs da subfamilia Asclepiadoideae
(Apocynaceae) para criar um conjunto de dados sobre as espécies produtoras de preganos. Estas
referéncias englobam estudos sobre isolamento, caraterizacdo estrutural por RMN e
investigagdes bioldgicas. A pesquisa foi efetuada nas seguintes bases de dados: Science Direct,
PubMed, SciFinder e Google Scholar. Foram utilizados os seguintes termos de pesquisa:
"Apocynaceae,” "Asclepiadoidea,” "quimica,” "metabolitos secundarios,” "pregnanos
glicosideos," e "esteroides glicosideos." Adicionalmente, os nomes de cada género classificado
dentro das trés principais tribos de Asclepiadoideae foram incluidos como termos de pesquisa,
tanto isoladamente como em combinacdo com 0s termos anteriormente mencionados,
concentrando-se nos campos do titulo e do resumo. Apoés a eliminacéo de duplicatas e avaliacdo
do conteudo, um total de 122 referéncias, variando de 1984 a outubro de 2022, foram incluidas
no estudo. Os dados encontrados ficardo acessiveis atraves da ferramenta SistematX
(https://sistematx.ufpb.br).

4.2 Mapas auto-organizaveis (SOMSs)
4.2.1 Geracéao de descritores moleculares

Para permitir a analise de estruturas quimicas, todas as estruturas de PGs foram
convertidas em codigos do Sistema Simplificado de Entrada de Linha de Entrada Molecular
(SMILES) (FILLBRUNN et al. 2017). Estes codigos SMILES serviram como dados de entrada
para o software Knime, que facilitou a conversdo das estruturas quimicas em representacdes
candnicas personalizadas no formato Structure-Data File (SDF). As estruturas quimicas
compiladas, correspondentes as ocorréncias botanicas, foram entdo submetidas a geracéo de
70 descritores moleculares utilizando o software alvaDesc (MAURI e BERTOLA 2022)


https://sistematx.ufpb.br/
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(https://www.alvascience.com). Estes descritores fornecem representacbes quantitativas de

varias propriedades moleculares e foram utilizados para analises subsequentes.

4.2.2 Obtencéo de SOMs

Os descritores moleculares calculados foram utilizados como dados de entrada para o
software SOM Toolbox 2.0 (VESANTO, 1999). O conjunto de dados, constituido pelos
descritores moleculares, foi apresentado a rede neural SOM sem quaisquer ajustes prévios.
Subsequentemente, o grupo de dados foi particionado com base nas regifes definidas pelos
vetores de peso no mapa SOM, durante cada fase de treino. A precisdo da previsdo dos
conjuntos particionados e a precisdo geral da previsdo do composto foram avaliadas conforme
relatado anteriormente (CAVALCANTI et al., 2021).

4.2.3 Reconstrucao filogenética

As sequéncias representativas do gene da ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase
subunidade grande (rbcL) de Asclepiadoideae foram obtidas do GenBank e alinhadas
utilizando o software MAFFT (KATOH et al., 2002), otimizado para um alinhamento global
preciso (opcdo "G-INS-i"). O alinhamento resultante foi usado para gerar uma arvore bayesiana
usando o software MrBayes 3.2.6 (RONQUIST et al., 2012) com as seguintes configuragdes:
modelo de substituicdo: GTR; variacdo de taxa: gama; categorias de gama: 4; comprimento da
cadeia: 1.100.000; frequéncia de subamostragem: 200; burn-in: 100.000.

A éarvore resultante foi enraizada e visualizada com o software FigTree v1.4.4

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

A parte experimental descrita abaixo, corresponde ao estudo fitoquimico, isolamento e
elucidacéo estrutural dos novos PGs de Mandevilla dardanoi. Esta etapa do trabalho permitiu
a producdo do manuscrito: “Novos glicosideos pregnanos de Mandevilla dardanoi e sua
atividade anti-inflamatoria”.

4.3 Métodos de purificacdo, identificacdo e caracterizacdo dos metabolitos secundarios
4.3.1 Pré-purificagcdo dos compostos

Para pre-purificagdo dos compostos foram utilizadas colunas preparadas com Gel
Sephadex LH-20 (Merck, Kenilworth, NJ, EUA) e, posteriormente, cartuchos comerciais de
silica funcionalizada com octadecilsilano ISOLUTE® C18 (EC) 500 mg/6 mL.

4.3.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)


http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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As anélises por CLAE em escala analitica foram efetuadas em cromatografo Shimadzu
Prominence, (fluxo de 600 pL/min) e injecGes de 20 pL, utilizando uma coluna analitica de
fase reversa (YMC, 250 x 4,6 mm e tamanho de particula de 5 uC18). A analise por CLAE
preparativa foi efetuada em equipamento Shimadzu Proeminence e coluna de fase reversa
(YMC, 250 x 21,2 mm e tamanho de particula de 5 uC18). Os solventes utilizados foram
acetonitrila (grau HPLC, Tedia®, Cincinnati, OH, EUA) e 4gua ultrapura, obtida com um
Milli-Q (Millipore®).

4.3.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As experiéncias de RMN 1D e 2D foram efetuadas com Bruker Avance 111 HD (400 e
100 MHz para *H e 3C, respetivamente) e Varian NMR (500 e 125 MHz para *H e 3C,
respetivamente). O solvente utilizado para as analises foi piridina deuterada (CsDsN). Os picos
residuais do solvente foram tomados como pontos de referéncia e os desvios quimicos foram

indicados em ppm (partes por milhdo) e constantes de acoplamento (J) em Hz. As

multiplicidades no espectro de RMN de 14 foram indicadas segundo as convencoes: S
(singleto), sl (singleto largo), d (dubleto), dl (dubleto largo), dd (duplo dubleto), t (tripleto) e

m (multipleto). Os espectros de RMN de 13¢ foram obtidos utilizando-se a técnica de APT,
BB e DEPT-135.

4.3.4. Espectrometria de Massas (EM)

Para realizar analise de espectrometria de massas em tanden (ESI-MSn) foi utilizado
um HPLC Shimadzu (Quioto, Japao) acoplado a um Amazon X (Bruker Daltonics, Billerica,
MA, EUA) com uma fonte de ions de eletrospray (ESI). Os parametros de analise foram os
seguintes: capilar 4,5 kV, ESI (modo positivo), offset da placa final 500 V, nebulizador de 40
psi, gas seco (N2) com um fluxo de 8 mL/min e uma temperatura de 200°C.

A fragmentacdo por dissociacgao induzida por colisdo (CID) foi efetuada no Amazon X
em modo autoMS/MS, utilizando o modo de resolucdo avangada. Os espectros de massas (m/z
50-1300) foram registados a cada 2s. Além disso, estas amostras foram novamente injetadas
em um sistema CLAE acoplado a um espetrometro de massa microTOF Il (Bruker Daltonics,
Billerica, MA, EUA) para anélises de espetrometria de massa com ionizagéo por electrospray
de alta resolugdo (HRESIMS), utilizando o mesmo método anteriormente descrito (CABRAL
etal., 2021).

4.4 Estudo fitoquimico
4.4.1 Coleta e identificacdo do material botanico

A coleta das raizes de M. dardanoi foi realizada na Serra do Jatoba (07°29'00"S,

36°39'564"W) (figura 14), no municipio de Serra Branca-PB (localizado no planalto da
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Borborema, com érea de 739,26 km?) (SILVA-MONTEIRO et al., 2017). O material botanico
foi identificado pelo Prof°. Dr. José Iranildo Miranda de Melo, do departamento de Ciéncias
Biologicas da Universidade Estadual da Paraiba e, posteriormente, depositado no Herbario
Prof°. Lauro Pires Xavier, do Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza (UFPB), onde foi
produzida a exsicata de nimero 1663. O registro de acesso no Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) foi obtido sob
namero ASBOBFC.

Figura 14: Localizacdo da Serra do Jatoba (Serra Branca-PB)
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(SILVA-MONTEIRO et al., 2017).

4.5.4 Processamento das raizes, obtencao do extrato e das fases de M. dardanoi

As raizes foram a processo de desidratagdo em estufa de ar circulante (t = 45°C) por
92 horas e, posteriormente, pulverizadas em moinho mecénico do tipo Harley, reduzindo-as a
forma de po seco (1,78 kg).

O p6 das raizes foi submetido & maceracdo em etanol (95%) em um recipiente de aco

inoxidavel durante 72 horas. Este processo foi repetido por cinco vezes.

A solucdo extrativa resultante da maceracdo foi concentrada em rotaevaporador
(Buchi® R-100) sob pressdo reduzida, a uma temperatura media de 40 °C, sendo obtido 303 g
do extrato etandlico bruto de M. dardanoi (EEB-Md), com rendimento 17,02% em relagdo ao

peso seco da planta.
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Posteriormente, 290 g do EEB-Md foram solubilizados em MeOH/H»O (7:3, v/v). Esta
solugdo foi submetida a uma particdo com solventes de grau crescente de polaridade
(utilizando 2 L de cada solvente). A particdo permitiu obter as seguintes fases: hexano (18,2

g), cloroférmio (12 g), acetato de etilo (4,2 g) e n-butanol (15 g) (fluxograma 1).

Fluxograma 1: Obtencdo do EEB e das fases provenientes das raizes de M. dardanoi

Raizes tuberosas de M. dardanoi

—\—> desidratacio em estufa de ar circulante (t=45
°C) por 92 horase
trituracio em moinho mecanico.
478K (00 085 maceracioem EtOH (95%) por 72 horas (5
raizes \.ﬁ e 2
repeticoes) e rotaevaporacio
da solucio extraida (t =40 °C)
303 g do EEB-Md
209 g do EEB-Md

solubilizacdo em MeOH/H,0 (7:3 v/v) e

5 particionamento com solventes de grau crescente de
polaridade (utilizando 2 L de cada solvente) para

obtencao das fases
hexanica cloroformica acetato de n-butandlica
(18.2g) (12g) etila (4,28) (15g)

4.4.3. Fracionamento cromatografico da fase cloroférmica de M. dardanoi

Para o fracionamento da fase cloroférmica, 3 g foram submetidos a cromatografia de
permeacdo em gel Sephadex LH-20, com eluicdo isocratica (MeOH). Este método permitiu o
isolamento de 10 fracbes (Md-S1 a Md-S10), que foram analisadas através de CCDA e RMN

de 1H, e reunidas quando semelhantes e de acordo com seus Rf, ap6s visualizagdo na luz
ultravioleta. As fragbes Md-S1-Md-S5 foram submetidas a cromatografia de fase reversa em
cartuchos comerciais de silica funcionalizada com octadecilsilano, com eluicdo gradiente,
utilizando MeOH/H20 (7:3 v/v), obtendo-se 20 fragdes (Md-C18.1-Md-C18.20). Destas, as
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fragbes Md-C18.1 a Md-C18.6 (MeOH/H20 8:2 v/v) foram agrupadas, obtendo-se 360 mg
(fluxograma 2). Esta fracdo agrupada foi concentradaem rotaevaporador a temperatura media

de 35 °C e posteriormente submetida a CLAE preparativo.

Esquema 2: Fracionamento cromatogréfico da fase cloroférmica de M. dardanoi.

3 g da fase cloroformica de M. dardanoi

cromatografia de permeacio em gel Sephadex
LH-20, com eluicao isocritica (MeOH).

10fragdes (Md-S1aMd-S10) — 15 ccp

5 fracoes Md-S1-Md-S5 cromatografia de fase reversa em
: l cartuchos de silica C18, com eluiciio

gradiente [MeOH/H2O (7:3 v/v)]

20 fracoes (Md-C18.1-Md-C18.20)

Md-C18.1 aMd-C18.6 (MeOH/H20 8:2 v/v)

1 Agrupadas

— . .
360 mg > HPLC preparativo

Na anélise de CLAE preparativa, a fase movel foi composta por uma mistura binaria
de agua e acetonitrila (70:30, v/v), através do modo de eluicéo isocratico, com um fluxo de 8,0
mL/min, durante 80 min. O comprimento de onda utilizado foi de 205 nm, obtendo-se no final
23 fracgdes (Md-235-1 - Md-235-23). As frac¢des Md-235-21, Md-235-15, Md-235-16, Md-
235-04 e Md-235-18, depois de submetidas a técnicas de elucidacéo estrutural, forneceram os
compostos 1 (3,2 mg, tR =53,81 min), 2 (1,8 mg, tR = 37,80 min), 3 (2,2 mg, tR = 39,48 min),
4 (1,2 mg, tR = 12,18 min) e 5 (1,6 mg, tR = 46,95 min), respectivamente (fluxograma 3).
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Fluxograma 3: Fracionamento cromatogréafico da fracdo Md-18.1-Md18.6 de M. dardanoi
por CLAE preparativa

fracoes Md-C18.1 a Md-C18.6 de M. dardanoi (360 mg)

CLAE preparativo com método

isocratico [CH;CN/H20 (7:3 v/v)],
fluxo de 8,0 mL/min, durante 80 min, A
=205 nm.

23 fracoes (Md-235-1-Md-235-23) 1

CCDeRMNde 1H
5 fracoes (Md-235-21,Md-235-15,Md-235-16, Md-235-04 e Md-235-18) Elucidagdo
‘ estrutural
13,2mg, 2(1,8mg, 3(2,2mg, 4 (1,2 mg, 5(1,6 mg,
tR=53,81 tR=37.80 tR=39,48 tR=12,18 R = 46,95
min) min) min) min) min)

4.6  Atividade farmacoldgica
4.5.1 Ensaio de Citotoxicidade
Para determinar a citotoxicidade dos compostos, macréfagos murinos dalinhagem de

células J774 foram semeados em placas de 96 pocos a densidade de células de 2 x 10°
células/pogo em meio Eagle modificado por Dulbecco’s (DMEM; Life Technologies, GIBCO-
BRL, Gaithersburg, MD, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; GIBCO) e
50 ug/mL de gentamicina (Novafarma, Anapolis, GO, Brasil), e incubada durante a noite a 37
°C e 5% de CO,. As celulas foram estimuladas com LPS (500 ng/mL, Sigma) e IFN-y (5
ng/mL; Sigma). Os compostos 1, 2, 3 e 5 foram adicionados a0 meio em cinco concentragoes,
de 25 a 200 pM, em triplicado e incubados durante 72 h. Alamar Blue (Invitrogen, Carlsbad,
CA ) foi adicionado as placas (20 «L/po¢o), seguido por incubagéo por 6 h. As placas foram lidas

a 570 nm e 600 nm. Violeta genciana (Synth, Sdo Paulo, Brasil) a 10 M foi utilizada como
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controle positivo. Trés experimentos independentes foram realizados (OPRETZKA et al.,
2019).

4.6.2 Avaliacdo da producédo de citocinas e de 6xido nitrico por macréfagos
Para a avaliagdo das citocinas e de Oxido nitrico, as células J774 foram semeadas em

placas de cultura de tecidos de 96 pogos a 2 x 10° células/ poco em meio DMEM suplementado
com 10% de SBF e 50 ug/mL de gentamicina por 2 ha 37 °C e 5% de CO, (ESPIRITO-SANTO
etal., 2017).

As células foram entdo estimuladas com LPS (500 ng/mL, Sigma) e IFN- y (5 ng/mL;
Sigma) na presenca dos compostos 1, 2, 3 e 5, testados em diferentes concentragdes (25 a 200
KUM)); dexametasona (20 uM, farmaco padrdo-ouro) ou veiculo e incubados a 37 °C.
Sobrenadantes sem células foram recolhidos 4 h apds a incubacédo para quantificacdo de TNF-

Y, ou 24 h apos a incubagdo para quantificagdo de IL-1p e 6xido nitrito.

As concentragcbes de citocinas nos sobrenadantes das culturas de J774 foram
determinadas por ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA), utilizando o kit DuoSet da
R&D Systems (Minneapolis, MN), de acordo com as instrucdes do fabricante. Os resultados
foram expressos em picogramas de IL-1f por miligramas de proteina. A quantificagdo de
nitritos como indicador da producdo de NO foi efetuada utilizando o método de Griess
(GREEN et al., 1982).

4.5.3 Analise estatistica

Os dados séo apresentados como média + erro padrdo da média. As comparagdes entre
grupos foram efetuadas utilizando ANOVA unidirecional com o teste post-hoc de Tukey. As
analises foram efetuadas utilizando o Software Prism 8 Computer (GraphPad, San Diego, CA,

EUA), com uma significancia estatistica de p < 0,05.
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Resumo

Apocynaceae, uma das maiores familias de plantas com mais de 5.100 espécies amplamente
distribuidas, serve como um modelo significativo para estudos evolutivos e bioquimicos.
Dentro desta familia, foram isolados compostos como alcaloides, flavonoides e terpenoides
com potenciais atividades terapéuticas. Entre as suas subfamilias, Asclepiadoideae é
reconhecida como uma fonte rica de derivados pregnanos C»:. Este trabalho apresenta uma
revisdo abrangente dos pregnanos glicosideos (PG) obtidos de Asclepiadoideae, empregando
uma abordagem interdisciplinar que combina quimiofenética com andlise de dados de redes
neurais para identificar especies promissoras e compostos bioativos. Para isto, foi compilado
um conjunto de dados que inclui 643 PGs unicos e 706 ocorréncias botanicas. Os aspectos
etnofarmacoldgicos, bem como a extracdo, o isolamento e a atividade biologica dos PGs, foram
analisados e discutidos. A analise quimiofenética usando mapas auto-organizaveis (SOMS) e
a reconstrucdo filogenética revelaram semelhancas entre as tribos Marsdenia-Ceropegiae e
destacaram a ocorréncia dos tipos seco e diseco pregnano, predominantemente, na tribo
Asclepiadeae. Ambas as estruturas apresentaram caracteristicas intrigantes e os seus derivados
demonstraram atividades anti-inflamatérias e citotoxicas. Tais resultados fornecem
informacdes valiosas para investigacdo futura sobre estes compostos e as suas fontes vegetais
medicinais.

Palavras-chave: Produtos naturais; Esteroides; Inteligéncia artificial; Anti-tumoral.

Introducéo
Apocynaceae, compreendendo 424 géneros e mais de 5.100 espécies, representa uma

das familias de plantas mais significativas, englobando &rvores, arbustos, ervas, e lianas
distribuidas em areas temperadas, tropicais e secas (NAZAR et al., 2013). Notaveis por sua
beleza, estas plantas sdo também conhecidas pelas suas propriedades terapéuticas, amplamente
utilizadas em varios sistemas de medicina tradicional, como o chinés, o indiano, o0 Unani e o
tailandés (ACEVEDO-RODRIGUEZ, 2021). Além disso, Apocynaceae exibe diversas
caracteristicas anatdmicas e bioquimicas, levando a descoberta de uma notavel diversidade
quimica, incluindo alcaloides, compostos fendlicos e terpenoides (NIERO et al., 2002).

A classificacdo das Apocynaceae reconhece cinco subfamilias: Apocynoideae,
Asclepiadoideae, Periplocoideae, Rauvolfioideae e Secamonoideae. Entre estas subfamilias,
Asclepiadoideae (anteriormente conhecida como a familia Asclepiadaceae) emergiu como uma
fonte bem conhecida de derivados de pregnanos C21 (BHADANE et. al., 2018).

Nomeadamente, entre 0s terpenoides registados em Apocynaceae, 0s glicosideos
pregnanos (PGs) ganharam destaque devido ao seu potencial farmacologico (BRUYNS et al.,
2017).

Os pregnanos sdo compostos derivados do anel esteroidal

ciclopentanoperidrofenantreno, que sofrem modificagdes no anel D, resultando em um produto
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com 21 &omos de carbono. A estrutura central contém um grupo hidroxila ligado ao carbono
C-3 do anel A e um grupo acetil ligado ao carbono C-17. Quando estdo presentes unidades
osidicas, normalmente ligadas ao oxigénio do carbono C-3, estes compostos sao designados por
pregnano glicosideos. As alteracdes na porcao terminal da molécula de aglicona podem dar
origem a varias classes de metabolitos secundérios (Sl et al., 2022).

A quimiofenética tem como objetivo descrever uma gama de metabolitos secundarios
especializados dentro de um taxon especifico (ZIDORN et al., 2019). Na era da inteligéncia
artificial (1A), certos algoritmos contribuiram para o desenvolvimento de novos estudos sobre
produtos naturais, incluindo a analise dos niveis metabolicos (SALDIVAR-GONZALEZ et al.,
2022). Entre estes algoritmos, 0s mapas auto-organizaveis (SOMS) tém sido aplicados com
sucesso para revelar semelhancas quimicas entre diferentes espécies de plantas e classes de
metabolitos secundarios (SCOTTI et al., 2012; MENEZES et al., 2021).

Na nossa busca continua e sistematica de compostos bioativos, o objetivo deste estudo
foi compilar glicosideos pregnanos da subfamilia Asclepiadoideae (Apocynaceae) em um
conjunto de dados, com o objetivo de avaliar o estado atual da arte em relacdo a sua utilizagédo
tradicional, isolamento e atividades bioldgicas, e realizar uma analise quimiofenética utilizando
dados genéticos e SOM para identificar potenciais quimiomarcadores e estruturas bioativas
promissoras. Esperamos que este trabalho forneca orientacOes valiosas para estudos futuros
sobre o desenvolvimento de novos produtos baseados em Apocynaceae, particularmente em

espécies de Asclepiadoideae e seus compostos.

Resultados e discussao
5.1.1 Distribuicéo e utilizacéo tradicional

Neste estudo, foi incluido um total de sessenta e cinco espécies classificadas em vinte e
sete géneros. Relativamente a sua distribuicdo, as espécies de Asclepiadoideae sdo mais
diversificadas no Velho Mundo, particularmente na China e na india (KOCH et al., 2012). A
Figura 15 ilustra 0 numero de estudos realizados sobre o isolamento de PGs de espécies de
Asclepiadoideae em diferentes regides geograficas.
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Figura 15. Numero de estudos baseados no isolamento de PGs de espécies de Asclepiadoidea
por regido geogréfica.
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A etnofarmacologia constitui uma valiosa fonte de informacéo para orientar a selecao

de plantas e organismos com vista a identificacdo de compostos bioativos, preservando praticas

medicinais antigas (WAINWRIGHT et al., 2022). Muitas moléculas bem conhecidas, como a

artemisinina, a morfina e a escopolamina foram descobertas através de abordagens

etnofarmacoldgicas. No contexto da importancia das espécies de Asclepiadoideae como

medicamentos a base de plantas, 0 nosso banco de dados indicou que cinguenta e uma das

espécies incluidas sao tradicionalmente utilizadas para fins medicinais (Quadro 1). A utilizagdo

de espécies que contém PGs na Ayurveda e na Medicina Tradicional Chinesa poderia explicar

a elevada ocorréncia de estudos quimicos e farmacoldgicos baseados nestas plantas.

Quadro 1. Utilizacdo medicinal de espécies da subfamilia Asclepiadoideae produtoras de

pregnanos glicosideos.

Espécies

Uso etnofarmacoldgico

Parte da planta

Referéncia

Adelostemma

A. gracillimum

Anticonvulsivante

raizes

(Mu et al. 1992)

Asclepias

A. curassavica

Antiparasitario, antiasmatico,
antiflogistico contra a dor e

inflamacao

planta inteira

(Sharma et al.
2019; Alonso-
Castro et al.
2021)
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A. verticillata Aumenta a producéo de leite planta inteira (Araya et al.
materno, para tartar picadas 2012)
de cobra
Caralluma
C. arabica Antipirético, antirreumatico e partes aereas (Zakaria et al.
anti-inflamatorio 2001)

C. dalzielii Anti-helmintico, antifungico, planta inteira (DELEO et al.
anti-inflamatorio e contra 2005; Ugwah-
dores epigéstricas fortes, Oguejiofor et al.

antiespasmadico e analgésico 2013)
C. hexagona Antidiabetogénico, dores caules (Al-Fatimi
abdominais e Ulceras 2019)
gastricas
Antitumoral planta inteira (Devendar

C. negevensis

Reddy Kommidi

et al. 2016)
C. quadrangula Cicatrizante de feridas, anti- planta inteira (Adnan et al.
hiperglicémico e antioxidante 2014; Abdel-
Sattar et al.
2017)
C. retrospiences var. Cicatrizacdo de feridas caules (Makeen et al.
russeliana 2020)
C. sinaica Antiprotozoéario, anti- planta inteira (Habibuddin et

hiperglicémico

al. 2008; Al-

Musayeib et al.
2012; Ullah et
al. 2020)

C. tuberculata

Tratamento de reumatismo,

lepra e como antipirético,

planta inteira

(Abdel-Sattar et
al. 2013; Haider

anti-hiperglicémico et al. 2022)
C. fimbriata Inibidor de apetite, promotor planta inteira (Tambe et al.
2010)

de perda de peso
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C. pauciflora Nutricdo e fonte de energia caules (Adnan et al.
2014)
C. penicillata Tratamento da Ulcera péptica partes aéreas (Albaser et al.
e como anti-hiperglicémico 2014)
C. umbellata Anti-ulcerogénico raizes (Babu 2014;
Adnan et al.
2014)
C. lasiantha Anti-inflamatério, para tratar raizes (Sireesha et al.
a febre 2018)
Ceropegia
C. fusca Cicatrizante, hemostatico e caules (Herrera et al.
quimioterapéutico 1996)
Cynanchum
C. atratum Congestdo pulmonar e artrite raizes (Zhang et al.
reumatoide 2022Db)
C. bungei Fortalecedor de 0ssos e raizes (Chen etal.
musculos e inibidor de dores 2019)
no estbmago
C. stauntonii Efeitos antitussigeno, planta inteira (Sutcharitchan
analgésico, anti-inflamatdérios et al. 2018)
e antitromboticos
C. auriculatum Regulacdo imunoldégica, anti- raizes (Jietal. 2012;
inflamacdo e antioxidante Fan et al. 2022)
C. otophyllum Dor 0ssea reumatoide, raizes (Han et al. 2018)
prurido de rubéola, picadas de
cobra
C. paniculatum Anti-inflamatério, artralgia raizes (Chen et al.
reumatica, odontalgia, 2020; Zhou et
diarreia, maléria, dor al. 2020)
abdominal, dor no peito
C. saccatum Dor lombar, nefropatia e raizes (Chen et al.

artralgia

2021)
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C. wilfordii Doencas vasculares, diabetes raizes (Huang et al.
mellitus, doencas induzidas 2015; Jiang et
por isquemia, neurastenia, dor al. 2019)
lombar e abcessos
C. forrestii Antifebril, diurético e raizes (Liu et al. 2008)
analgésico
C. komarovii Para tratar a febre, a diarreia e raizes (Anetal. 2001)

a colecistite

Desmidorchis

D. flava Refrescante para pele com planta inteira (Ghazanfar
comich&o e queimaduras 2018)
Dregea
D. sinensis Antiepiléptico e diurético raizes (Liu et al. 2009)
D. volubilis Para tratar as picadas de raizes (Kamble et al.
cobra, controlar a 2008; Félix-
hipertensao, tratar a febre e a Silva et al. 2017,
diabetes Aumeeruddy
and
Mahomoodally
2020)
Gongronema
G. latifolium Para tratar a maléria, a folhas (Morebise 2015;
diabetes, a hipertensao, as Ojo et al. 2020)
nauseas e obstipacédo
G. napalense Para tratar a leucorreia, a planta inteira (Yulin et al.
blenorreia e as lestes 2021)
traumaticas
Gymnema
G. sylvestre Diabetes, malaria e picadas folhas (Khan et al.
de cobra 2019)
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G. alternifolium Eliminagéo do edema e da raizes (YOSHIKAWA
febre et al. 1998)
G. inodorum Para tratar diabetes planta inteira (Kahksha et al.
2022)
Hoodia
H. gordonii Suprimir a fome e a sede partes aéreas (Smith and
Krygsman 2014)
Hoya
H. carnosa Anti-inflamatério e planta inteira (Yeetal. 2022)
cicatrizante
H. kerrii Anti-inflamatério, plata inteira (Seeka et al.
cicatrizacéo de feridas, 2017)
diabetes, artrite
Jasminanthes
J. tuyetanhiae Para tratar a tosse partes aéreas (Nam et al.
2022)

Leptadenia

L. pyrotechnica

Expectorante, para tratar a

partes aéreas

(El-Fitiany and

gota, o reumatismo e as Khasawneh
afeccdes do estdbmago 2022)
L. reticulata Tuberculose, hematopoiese, partes aéreas (Mohanty et al.
tosse, dispneia, febre, cancro 2017)
Marsdenia
M. tinctoria Para tratar as doencas partes aéreas (Mohd Nasuha
reumaticas e a hepatomegalia and Choo 2016)
M. roylei Para tratar gonorreia partes aéreas (Gupta et al.
2003)
M. tenacissima Anticancer caule (Li et al. 2022;
Chen et al.
2022)
M. cundurango Problemas estomacais caule (XV11 Japonese

Pharmacopeia,
2016)
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Oxystelma

O. esculentum

Antiulceroso, expetorante,

anti-helmintico, dores

planta inteira

(Pandya and
Anand 2011)

musculares
Pergularia
P. pallida Leucoderma, galactagogo latex de frutose | (Kanakhara et
(syn. telosma pallida) raizes al. 2018)
Solenostemma
S. argel Tratamento da tosse, folhas (Hamed 2001;
purgativo, antipiretico, Kamel 2003)
expetorante, antiespasmaodico,
suprime as dores de estdmago
e melhorar o apetite
Stapelia
S. gigantean Para tratar a histeria, caule (SOBIECKI
analgésico e purgativo 2002; Stafford et
al. 2008)
Stephanotis
S. mucronata Tratamento da artrite raizes (Chen etal.
reumatoide e das dores 2008)
reumaticas
Vincetoxicum
V. hirundinaria Tratamento de contusdes planta inteira (Slapsyte et al.
2019; Mautone
et al. 2019)

A analise do quadro 1 revelou que as propriedades medicinais mais frequentemente

citadas das espécies que contém PGs estdo relacionadas com o tratamento do cancer e atividade

anti-inflamatoria, tanto em situacdes agudas como em associacdo com doencas cronicas.

Estudos recentes demonstraram o uso potencial de muitas destas plantas medicinais, sendo
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As espécies de Cynanchum ocorrem predominantemente na China, com uma longa
historia de utilizagdo na medicina popular. Entre elas, as raizes de trés espécies: C.
auriculatum, C. bungen e C. wilfordii, sdo ingredientes ativos na preparacao conhecida como
Baishouwu. Este remédio tradicional tem sido indicado para varias doencas e extensivamente
estudado nos campos da farmacologia e da quimica, fornecendo provas das suas atividades
antitumorais eficazes (ZHANG et el., 2022A; LI et al., 2023).

Caralluma é comummente encontrada na Asia, bem como em certas regides de Africa
e do Médio Oriente. Estas plantas sdo tipicamente espécies perenes semelhantes a cactos, e
muitas delas sdo comestiveis, frequentemente consumidas depois de cozinhadas e misturadas
com legumes (ANSARI et al., 2022). Mais de trinta espécies de Caralluma demonstraram
varias atividades biologicas, algumas das quais se alinham com a sua utiliza¢éo tradicional
(MALLADI et al., 2018).

Apesar dos avangos valiosos que demonstram o valor medicinal destas espécies e das
suas preparacgdes tradicionais, apenas um namero limitado de ensaios clinicos esta disponivel
na literatura. Especificamente, foram registrados estudos para apenas duas espécies:

Caralluma fimbriata e Hoodia gordonii, ambas avaliadas para o tratamento da obesidade.

Uma meta-analise identificou C. fimbriata como um agente eficaz no controle da
obesidade e da sindrome metabolica, capaz de reduzir o apetite (PAYAB et al., 2020). Os
estudos incluidos mencionam a utilizacdo de partes aéreas da planta para a extracdo de C.
fimbriata, mas ndo especificam se refere-se a flor, as folhas ou ao caule. Além disso, ha
inconsisténcia na comunicacao do processo de extracdo e do solvente utilizado em todos 0s
estudos. Alguns estudos relataram obstipacéo, diarreia e nauseas como efeitos secundarios da
ingestdo de C. fimbriata (JAYAWARDENA et al., 2021).

Estes resultados sublinham a necessidade de mais investigacdo para estabelecer a C.
fimbriata e os seus derivados como suplementos eficazes e seguros para a perda de peso e
supressores do apetite. Além disso, o potencial da C. fimbriata na reducéo da ansiedade e do
stress também foi avaliado, com um ensaio clinico randomizado controlado por placebo
indicando uma reducdo nos niveis de ansiedade e estresse entre adultos saudaveis (KELL et

al., 2019), sugerindo potenciais novas aplica¢Oes para esta planta medicinal.

Bitterghaap (Hoodia gordonii), tradicionalmente utilizado pelas comunidades Khoi e
San na Africa do Sul e na Namibia como supressor do apetite, tem atraido a atencéo do mercado
comercial como suplemento alimentar com propriedades de controlo de peso. A sua atividade
tem sido atribuida aos glicosideos P57 e P57AS3 (VILJOEN et al., 2022). Apesar de
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numerosas preparagdes comerciais na Ultima década, nenhum produto foi desenvolvido devido
a preocupacOes de seguranga e questdes legais relativas a acordos de partilha de beneficios
com comunidades tradicionais (VERMAAK et al., 2023; WYNBERG, 2023). S&o ainda
necessarios mais estudos para elucidar o mecanismo de acdo e avaliar o potencial do amargoso

como suplemento alimentar funcional.

Outro desafio no estudo das espécies de Asclepiadoideae reside na padronizagéo.
Embora estas plantas apresentem um potencial biolégico bem conhecido, a comunicacéao
quantitativa de marcadores (quimicos e/ou biologicos) continua a ser insuficiente. A
padronizacdo é essencial para garantir a reprodutibilidade das experiéncias farmacoldgicas e
para atribuir propriedades especificas a uma determinada planta (INDRAYANTO, 2022).
Neste sentido, Zhang et al. (2022) concluiram que as provas utilizadas para estabelecer o

padrdo de qualidade dos materiais medicinais para C. atratum eram inadequadas.

Ainda a este respeito, 0s extratos de plantas e as preparacdes a base de plantas séo
matrizes complexas (MUYUMBA et al. 2021). Considerando os PGs e suas agliconas como
compostos ativos, a analise por métodos convencionais pode ser uma tarefa desafiadora. Nesse
sentido, o advento do LC-MS parece atenuar o problema, pois permitiu a rapida caracterizacdo
de perfis quimicos para diversas espécies, como Dregea, Cynanchum e Marsdenia (TAI et al.
2006; MCGARVEY et al. 2012; JIA et al. 2017; LI et al. 2023). No entanto, a maioria desses
estudos ndo tem como objetivo medir ou propor quaisquer marcadores, € 0s estudos
farmacocinéticos e de toxicidade também séo raramente relatados, justificando mais esforcos.
Tendo em vista o cenario atual, a aplicacdo de ferramentas analiticas rapidas e precisas para
quantificar os compostos de Asclepiadoideae deve estimular estudos futuros para desenvolver
produtos a base de plantas.

Os metabdlitos secundarios sdo 0s principais responsaveis pelas respostas
farmacoldgicas e elementos fundamentais para o desenvolvimento de produtos derivados de
plantas. Apos a pesquisa de informagGes etnofarmacologicas, o nosso objetivo foi avaliar os
aspectos quimicos relacionados com os compostos notaveis da subfamilia Asclepiadoideae, o0s

glicosideos pregnanicos.

5.1.2 Biossintese, extracao e isolamento
Os PGs séo derivados de uma estrutura esteroidal, semelhante a algumas saponinas e
glicosideos cardiotdnicos, que sdo biossintetizados a partir da progesterona (Figura 16). A

presenca de hormonios mamiferos em plantas tem sido investigada desde o século passado, e
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estudos recentes usando técnicas moleculares e analiticas forneceram novos insights que
fortalecem essa hipotese e explicam a diversidade e o acimulo de derivados esteroides em
Orgdos vegetais, bem como seu papel na fisiologia vegetal (UPADHYAY et al. 2018;
TARKOWSKA 2019; LI et al. 2023). De acordo com Lindemann (2015), a ocorréncia de
pregnenolona ou progesterona no reino vegetal parece estar mais relacionada ao estresse,
principalmente na forma de seca (LINDEMANN 2015).
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Figura 16. Origem do esqueleto pregnano.
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Com relacdo a diversidade dos PGs, o presente trabalho revelou 643 compostos Unicos
(Figura S1). A analise temporal das publica¢des que relatam dados estruturais de PG demonstra
um interesse crescente por essa classe de metabdlitos secundarios nas Gltimas trés décadas
(Figura 17). Uma explicacéo plausivel para essa tendéncia ¢ a atividade bioldgica diversificada
das espécies de Apocynaceae (WEN et al. 2016; ANAND et al. 2020) e a melhoria dos métodos
analiticos, especialmente em RMN, que permitiram o estudo e a atribuicdo estrutural de

moléculas complexas, mesmo em pequenas quantidades.
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Figura 17. Anélise temporal das publica¢bes que relatam o isolamento e a caracterizacdo
estrutural dos PGs das espécies da tribo principal Asclepiadoidea.

Numero de publicacoes acerca do isolamento de
pregnanos glicosilados ao longo dos anos

Niumero de publicacdes

. 5 19T 7@ 1@ 1 1 1 T 1

S oV o» O ® N N H o
2 B P D P D S
RO OO I I

SR S A S P
R N QWQQ'\\'\'\'\Q‘DQ’L

S

Anos

De forma paradoxal, ao contrario dos glicosideos comuns, que possuem caracteristicas
mais polares, os glicosideos pregnanos, além da glicose e da fucose, diferenciam-se pela
presenca de monossacarideos metilados, principalmente em C-3, conferindo a estas estruturas
um carater mais apolar. Essa carateristica particular reflete nos seus métodos de extracdo. O
advento de novas tecnologias contribuiu para melhorar o rendimento dos extratos de plantas e
as aplicacdes industriais das espécies medicinais. No entanto, os métodos classicos ainda sdo
aplicados, especialmente na investigacdo e na descoberta de metabolitos secundarios
(FIERASCU et al. 2020; SANCHEZ-CAMARGO et al. 2020).

A nossa analise indicou oito métodos como os mais frequentemente utilizados para a
extragdo de PGs: micro-ondas, ultra-sons, turbolise, percolacdo, extracdo com solventes
quentes, refluxo e maceracdo. Entre estes métodos, os trés ultimos, seguidos da extracao
liquido-liquido (ELL), foram os mais frequentemente aplicados. Além disso, 57% dos
trabalhos que utilizaram ELL obtiveram PGs a partir de fragdes soluveis cloradas (cloroférmio
e diclorometano), apds procedimentos cromatograficos adicionais. Este resultado alerta os
quimicos de produtos naturais para a necessidade de desenvolver métodos de extracdo

alternativos de acordo com as atuais exigéncias ecoldgicas.
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Relativamente as partes utilizadas para a investigacdo fitoquimica com base no
isolamento dos compostos, as raizes representam a principal fonte de PGs (Figura 18). As
raizes das plantas superiores constituem um tecido metabolicamente ativo e sdo conhecidas
pela sua capacidade de produzir um grupo diversificado de metabolitos secundarios (BAIS et
al. 2001).

Figura 18. Partes da planta identificadas como fonte de PGs.
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Em muitas plantas, as saponinas e outros glicosideos sdo, principalmente, sintetizados
e armazenados em 6rgdos subterraneos (MOSES et al., 2014). Desempenham um papel
fundamental na defesa contra microorganismos patogénicos e parasitas. Além disso, ferimentos
ou danos também levam a uma acumulacdo destes glicosideos, como ocorre em espécies de
Calotropis (Apocynaceae) (PANDEY et al., 2016). Alem disso, a etnofarmacologia aponta as
raizes como ingredientes ativos em muitas preparacOes tradicionais. Isso poderia explicar o
interesse e o isolamento de PGs nesta parte. Além disso, as diferengas nas cadeias laterais dos
PGs e nas porcdes de agucar fornecem uma infinidade de compostos, muitos dos quais

apresentam atividades bioldgicas importantes.



5.1.3 Atividades bioldgicas
Os PGs tém demonstrado uma ampla gama de efeitos bioldgicos. A nossa pesquisa

65

identificou mais de 30 atividades bioldgicas associadas a esta classe de compostos, destacando-

se quatro delas como as mais extensivamente estudadas: as atividades citotdxica,

antiproliferativa, imunomoduladora e neuroprotetora. Entre estas, a atividade citotdxica foi a

que recebeu mais atencao, o que € consistente com dados anteriores. Os pregnanos encontrados

na literatura, que passaram por estudos bioldgicos, bem como seus IDs estdo descritos no

quadro 2.

Quadro 2. Lista de pregnanos isolados cujas atividades biolégicas foram avaliadas.

ID Nome do composto Atividade bioldgica Referéncia
_ (Sethi et al.
Acetyl-roylenine o
608 Antioxidante 2008a)
620 o
Alpinoside C ) _ (Hamed 2001)
Antibacteriano
624 (Plaza et al.
2005;
Argeloside C Antioxidante Ounaissia et al.
Antiproliferativa 2016)
625 (Plaza et al.
) o 2005;
Argeloside F Antioxidante o
o _ Ounaissia et al.
Antiproliferativa
2016)
47, 48, o . (Abdel-Sattar
Caradalzieloside C-D Anti-Tripanossoma
49, 50, o et al. 2009a)
Citotoxico
51
_ o (Abdel-Sattar
176, 174 Caratuberside C-D Anti-Tripanossoma
o et al. 2008)
Citotoxico
182, 175, ) (Abdel-Sattar
Caratuberside E-G L
178 Anti-Tripanossoma et al. 2008)
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129 ] Anticancer (Halim and
Caretroside A _
Khalil 1996)
_ o ] (Ramesh et al.
185 Carumbelloside | Anti-inflammatério
) o 1999)
Anti-Nociceptivo
188
_ inducdo da diferenciacdo | (Umehara et
Condurangoside C )
celular na leucemia al. 1994)
mieloide
7 : :
Curassavoside A . (Li et al. 2008)
Citotoxico
271, 272, (Qinetal.
273 Cynabungoside A-C Imunomoduladora 2018)
276, 277, ) ) (Yang et al.
] _ Antidepressivo
278 Cynanauriculoside C-E 2011)
331 ) ) (Yang et al.
) _ Antidepressivo
Cynauricuoside C 2011)
227, 2117,
218, 225,
. . (Yanetal.
220, 221, Cynanoside A-J Anti-TMV
2014)
222, 223,
224
200, 202 (Jinetal.
Cynanoside P1 and P3 Inibidor da 2018)
melanogénese
(Jinetal.
309 Cynanversicoside A Inibidor da 2018)
melanogénese
209, 210 (Bai et al.

Cynanoside R1-R2

Citotdxico

2009)
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_ (Lietal.
Cynascyroside C
261 Imunomoduladora 2006a)
) (Leon et al.
310 Cynatratoside B Relaxante da
. 2008)
musculatura respiratdria
) L (Lee etal.
268 Cynatroside B Inibicdo da Ache
S 2005)
Anti-Amnesico
(Lietal.
337 Cynauricoside A o 2016a)
Antiepiléptico
(Lietal.
352 Cynawilfoside A L 2016a)
Antiepiléptico
315, 324, (Zhang et al.
320 Cynsaccatol A, D-E o 2015b)
Citotoxico
322,321, .
(Qian et al.
248, 241, Cynsaccatol I, N, O, Q, S )
Neuroprotetivo 2017)
232
386, 387 (Raees et al.
Desmiflavaside C-D o ) 2016)
Antiproliferativo
490, 501 ) ) (Yoshimura et
Dregeoside Apl, Aol Anti-Cancer
al. 1983)
418 (Thuy et al.
Drevoluoside N Anti-a-Glucosidase 2020)
419 (Thuy et al.

Drevoluoside Q

Inibigdo de o -Amilase

2021)
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265 (Wang et al.
_ Imunomodulador 2017)
Glaucoside H ] ) )
Citotoxico (Lietal.
2006a)
435 :
) ) (Libman et al.
_ Antimaléarico
Gongroneside A ) 2008)
Anti- aGlucosidase
462, 463 o ) ' (Trang et al.
Gyminoside A-B Anti- aGlucosidase
2021)
466
) ) (Trang et al.
Gymnepregoside F Anti- aGlucosidase 2001
Anti-Glicémica
490 ) (Thuy et al.
Hoyacarnoside G ) )
Anti -aGlucosidase 2021)
521 Huernioside A Anti- a -Glucosidase (El Sayed et al.
Inibidor da lipase 2020)
432 ) (Gyebi et al.
lloneoside )
Anticancer 2018)
579 o (Jin-lan et al.
Marsdekoiside A S
Anti-fertilidade 1991)
546, 547
Marsdenoside A-B ] (Liu et al.
Anticancer
2021)
584
Marsdeoreophiside B ) o (Zhang et al.
Anti-Fertilidade
1994)
673,679 Mucronatoside E-H (Lietal.
Imunomodulador
2006b)
(Lietal. 2015;
Otophylloside B Antiepiléptico Yang et al.
Antitumorai 2015, 2017,
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282 Citotdxico Dong et al.
Antiepilético 2018, 2020)
Protecdo contra a
toxicidade A (doenca de
Alzheimer)
276 ] (Yang et al.
Otophylloside L ) )
Antidepressivo 2011)
298 ] ] (Zhang et al.
Otophylloside N Neuroprotetivo )
. 2015a; Li et al.
Citotoxico
2016¢)
299 ] o (Zhang et al.
Otophylloside O Citotoxico
2015a)
118-124 Penicilloside A-G Anti-Tripanossoma Abdel-Satar et
Citotoxico al., 2002
608
Roylenine ) _ (Sethi et al.
Anti-Obesidade
2008b)
141
Anti-hiperglicémico
(Abdel-Sattar
o Gastroprotector e )
Russelioside B _ and Ali 2022)
antiulceroso
Anti-artritico
Antibacteriano
139 o Antibiofilme contra (Abdel-Sattar
Russelioside C ] )
S. aureus resistente and Ali 2022)
145 (Abdel-Sattar
Russelioside E Anti-Tripanossoma et al. 2009b)
256, 257,
258, 259, Saccatol G-K ) (Qian et al.
Neuroprotetiva
260 2017)
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242
Sinomarinoside A )
Imunomoduladora (Li et al. 2005)
328
Stauntoside D3 ) ) (Lai et al.
Anti-Inflamatério
2016)
675
Stemucronatoside A o ) (Wang and Ye
Atividade hemolitica
2005)
675, 676, (Yeetal.
677, 680, 2004, 2008;
666, 668, ) Wang and Ye
Stemucronatoside A-L Imunomodulador )

658, 681, 2005; Li et al.
658, 664, 2006a; Chen et
672 al. 2010)
563 Stephanoside B o (Saiki et al.

Hipolipemiante
2020)
562 _ (Chen et al.
Stephanoside E
Imunomodulador 2010)
698 _ (Huan et al.
Telosmoside A15 Melhorador de adogante
2001)
555 Tenacissoside B Reversdo da resisténcia a (Hu et al.
multiplos farmacos 2008)
558
o Reversdo da resisténcia a
Tenacissoside G ) (Wang et al.
multiplos farmacos na
2021)

glicoproteina P (Pgp)

Anticancerigeno
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Tenacissoside H Neuroprotector (Toetal. 2017;
Anti-inflamatorio Lin et al. 2021;
553 Melhora o tratamento Zhang et al.
Reversao da resisténcia a 2021)
multiplos farmacos na
glicoproteina P (Pgp)
559
o Reverséo da resisténcia a (Toetal.
Tenacissoside | . )
multiplos farmacos na 2017)
glicoproteina P (Pgp)
464 ) ) Anti- aGlucosidase (Trang et al.
Tinctoroside B-C
2021)
57 Tomentogenin3-O-f-
o ) (Deleo et al.
thevetopyranosyl-(1—4)-p- Antiproliferativo 2005)
oleandropyranoside
418
Volubiloside A ) (Thuy et al.
Anti- aGlucosidase
2020)
347
Wilfoside C1G Antifangico (Yoon et al.
2011)
349 o
Antiepiléptico _
o ) (Liu et al.
Wilfoside C3N Anticancer )
2010; Li et al.
2015)
Supressor do apetite )
] ) (Kim et al.
Antifungico )
350 o ] i 2005; Liu et al.
Wilfoside K1N Citotoxico )
o 2013; Li et al.
Antiepilético
) 2016b; Wu et
Antitumoral
al. 2018)
11a-Acetoxy-12B-[((E)-cinnamoyl) o
Citotoxico

oxy]-8p,14B-dihydroxy-20-oxo-pre
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573 gn-5-en-3B-ylO-f--cymaropyranos (Tatsuno et al.
yl-(1—4)-Bd-cymaropyranoside 2019)
12,20-di-O-benzoyl-
3b,5a,12b,14b,20-pentahydroxy-
128 (20R)-pregn-6-ene-3-0-b-D-
glucopyranosyl-(1— 4)-b-D- Citotdxico (Abdallah et
digitoxopyranosyl-(1—4)-b-D- al. 2013)
canaropyranosyl-(1—4)-b-D-
cymaropyranoside
12,20-di-O-benzoylboucerin 3-O-b-
D-cymaropyranosyl-(1 ? 4)-b-
125 D-canaropyranosyl-(1—4)-b-D- Citotoxico (Abdallah et
cymaropyranoside al. 2013)
12,20-di-O-benzoylboucerin 3-O-b-
D-digitoxopyranasyl-(1-> 4)-bD- Anti-inflamatério (Liu et al.
127 canaropyranosyl-(1—4)-b-D-
cymaropyranoside 2008)
- Compostos 1-16, 18-23, 25-26 o ) (Deleo et
Antiproliferatio
al. 2005)

A compreensao dos alvos moleculares subjacentes as atividades bioldgicas dos produtos
naturais tornou-se crucial para a elucidagdo dos seus mecanismos de agdo (ZHU et al. 2022).
No caso dos PGs, estudos tém investigado 0s mecanismos associados aos seus efeitos
antitumorais, destacando-se o envolvimento de proteinas especificas como a ABCBL1 e a
tirosina fosfatase (RAEES et al. 2016; WU et al. 2021). ABCB1, também conhecido como
MDRZ1/P-gp, é um transportador de membrana dependente de ATP de 170-kDa pertencente a
familia de transportadores ABC ou cassetes de ligacdo de ATP. As tirosina fosfatases, por outro
lado, catalisam a desfosforilagdo de proteinas tirosina quinases (PTKs) e desempenham papéis
reguladores cruciais em multiplas vias de transducdo de sinais (XIE et al. 2021). A inibicdo
destes alvos pode sensibilizar as células resistentes a medicamentos aprovados utilizados no
tratamento do cancer e prevenir o desenvolvimento de resisténcia aos inibidores da tirosina

quinase nos linfomas anaplasicos de grandes células.
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As caracteristicas estruturais dos PGs fornecem informacgdes valiosas para o
desenvolvimento de agentes anticancerigenos. Por exemplo, o Tenacissoside H (figura 19, ID
558) mostrou-se promissor como um composto com atividade em diferentes tipos de células,
sugerindo uma atividade multi-alvo, que poderia ser explorada para o desenvolvimento de
terapias anticancer e outras doencas complexas (PATEL et al., 2022). Estudos de relagédo
estrutura-atividade em polioxipregnanos isolados de Marsdenia tenacissima elucidaram 0s
grupos essenciais necessarios para os efeitos antitumorais desses compostos (TO et al. 2017).
No entanto, a literatura ainda carece de informacdes abrangentes sobre os mecanismos e
requisitos estruturais para outras moléculas de pregnanos, bem como a validacéo adequada por
meio de ensaios in vitro e in vivo.

Para além do seu potencial como agentes anticancerigenos, 0s PGs também
demonstraram atividade contra outras doencas. Por exemplo, o caratubersideo C (figura 19, ID
173) demonstrou atividade contra a tripanossomiase, uma doenca que continua a afetar milhdes
de pessoas, particularmente nos paises em desenvolvimento (ABDEL-SATTAR et al. 2008;
FRANCO et al, 2022). Os PGs também demonstraram potencial contra bactérias
multirresistentes, o que é um problema global significativo. Os Russeliosideos A-E, por
exemplo, demonstraram atividade contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina, sendo
0 Russeliosideo C (figura 19, ID 139) o mais potente (EL-SHIEKH et al. 2021).

Além disso, alguns compostos PG demonstraram aplica¢fes potenciais para além do
desenvolvimento de medicamentos. O telosmosideo A15 (figura 19, ID 700) demonstrou uma
atividade potenciadora da docura, o que o torna um elemento (til para a industria alimentar
(HUAN et al. 2001). Os cianésidos, por outro lado, demonstraram a capacidade de inibir o virus
do mosaico do tabaco, uma praga que afeta a produtividade e o rendimento de vérias plantas, o
gue os torna uma alternativa sustentavel para a gestdo das culturas. O Cynanoside G (figura 19,
ID 216) foi considerado o mais potente entre eles, com um ICso de 18,6 ug/mL (YAN et al.
2022). Apesar destas descobertas promissoras, muito se tem a investigar, uma vez que, apenas
24% dos compostos incluidos neste estudo foram testados.
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Figura 19. PGs promissores com potenciais aplicacbes em varios dominios. As estruturas
apresentadas representam compostos identificados em nossa analise como tendo um potencial
significativo em diferentes atividades. Estes compostos exemplificam a gama diversificada de
aplicacdes dos PGs.
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Esses resultados revelam um cenario intrigante, pois uma parte significativa dos PGs
isolados da subfamilia Asclepiadoideae carece de informacdes biologicas. Para acelerar a
descoberta de compostos ativos, uma combinacdo de técnicas como NMR e LC-MS, ensaios
in vitro, triagem in silico, mineracdo de genoma e aprendizagem automatica (ML) foi proposta
como estratégias inovadoras, particularmente a luz da pandemia de SARS-CoV-2, que
comecou em 2019 (ATANASOQV et al. 2021; SILVA et al. 2021; DZOBO 2022).

A aprendizagem automatica refere-se ao estudo e a aplicacéo de algoritmos que efetuam
tarefas de classificacdo e previsdo com base no reconhecimento de padrdes, sem depender de
regras explicitamente definidas (PRIHODA et al., 2021). Os métodos de aprendizagem
automatica, como as redes neurais, tém sido cada vez mais utilizados pela comunidade de
investigacdo de produtos naturais para explorar o genoma e a diversidade quimica de varios
organismos. Estes métodos tém facilitado o desenvolvimento de bases de dados dmicas e de
produtos naturais, permitindo a identificacdo de clusters biossintéticos e a descoberta de
compostos bioativos promissores (CECH et al. 2021; JIA et al. 2022). No entanto, a
disponibilidade e a qualidade dos dados sdo cruciais para o desenvolvimento de conjuntos de
treinamentos robustos. A este respeito, a ethofarmacologia combinada com a quimiofenética

surge como uma fonte valiosa de dados de entrada para a analise de ML.
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A quimiofenética propde a exploracdo de um conjunto de metabdlitos secundéarios em,
contribuindo para a caraterizacdo do tdxon e a busca racional de metabdlitos naturais bioativos
(RAMOS et al.,, 2023). Com base nisso, com o intuito de contribuir com o estudo de
Asclepiadoideae, os PGs foram compilados e posteriormente analisados por Mapas Auto-

Organizéveis (SOMs), um método de rede neural ndo supervisionado.

5.1.4 SOMs
O uso de SOM na analise do espaco quimico tem sido amplamente reconhecido e

adotado nos campos da quimica medicinal e da ciéncia de dados, permitindo a exploracédo e
visualizacdo de conjuntos de dados moleculares complexos (OLIVEIRA et al. 2023). Essa
abordagem provou ser particularmente valiosa na identificacdo de semelhancas estruturais, na
descoberta de clusters quimicos e no design de bibliotecas de compostos focados para triagem
e otimizacdo. Além disso, com base nas propriedades fisico-quimicas codificadas a partir de
estruturas quimicas, os SOMs sdo uma ferramenta Util para procurar compostos com
caracteristicas definidas usando dados taxondmicos e geogréaficos (SILVA CAVALCANTI et
al., 2019).

Entre estas tribos da subfamilia Asclepiadoideae, Asclepiadeae, Marsdeniae e
Ceropegieae, compreendem a maioria das espécies e sdo as mais estudadas, em termos de
composicdo quimica. No presente estudo, foi identificado um total de 643 estruturas quimicas
Unicas de PGs, com 706 ocorréncias botanicas nas trés tribos. E de notar que uma ocorréncia
boténica indica a presenca dos mesmos compostos em diferentes espécies. A Tabela 1 fornece

mais informac@es sobre a distribuicdo e a diversidade das quantidades de compostos em cada
grupo.

Tabela 1. Informacdes boténicas e ocorréncia dos glicosideos pregnanos, considerados neste
estudo, para as trés principais tribos de Asclepiadoideae.

_ A o Glicosideos _
Tribo Género Especies Ocorréncias
pregnanos
Asclepiadeae 8 17 210 222
Marsdeniae 11 23 224 255
Ceropegieae 8 25 209 229

As ocorréncias botanicas foram classificadas nas trés tribos selecionadas, e os valores
dos descritores moleculares foram utilizados como dados de entrada no software SOM
Toolbox. Isto permitiu a geracdo de uma matriz auto-organizada de PGs, que foram
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posteriormente classificados nas suas respectivas tribos com base na sua semelhanca quimica.
Os SOMs resultantes dos descritores de glicosideos pregnanos de Asclepiadoidea estdo

representados na Figura 20.

Figura 20. SOMs de descritores de glicosideos pregnanos de Asclepiadoidea. A Matriz de
Distancias Unificadsa (U-matrix) estd representada pela cor cinza, enquanto as tribos
selecionadas, nomeadamente Asclepiadeae (A), Ceropegieae (C) e Marsdenieae (M), estdo
indicadas pelas cores correspondentes (vermelho, verde e azul, respetivamente)

Comparacao por grupos de
dois

A-C
Taxa de acerto —
93,4%

U-matrix

7

O SOM treinado foi analisado posteriormente para identificar regides no mapa que

A-M
Taxa de acerto —
88.0%

C-M
Taxa de acerto —
86,1%

Taxa de acerto —
0,825

correspondiam a caracteristicas estruturais especificas dos PGs. A matriz U é uma ferramenta
de visualizacdo comumente usada para SOMs e exibe as distancias espaciais dos dados de
entrada (LOTSCH e ULTSCH, 2014). Na Figura 20, a matriz U é representada em escala cinza,
com cores mais claras para indicar uma maior proximidade entre 0s neurdnios no espaco de
entrada, enguanto 0s pontos mais escuros representam limites que separam grupos de PGs. Esta
apresentacdo da matriz U permite uma analise rapida da classificagdo e distribui¢do dos dados
de entrada, especificamente os descritores dos PGs entre as tribos.

Ao examinar a matriz U na Figura 20, os principais grupos de PGs podem ser
identificados com base na sua proximidade no mapa, que € indicada por cores diferentes. Além
disso, a taxa de acerto obtida a partir dos descritores gerados pelo alvaDesc 2.0 foi superior a
80%, indicando um elevado nivel de precisdo na classifica¢do das tribos pelo modelo. Modelos
com taxas de acerto superiores a 70% sao considerados de excelente desempenho. Além disso,

a comparacéo das taxas de acerto entre as tribos revelou padrées distintos, com Asclepiadeae
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apresentando caracteristicas Unicas, apesar do menor nimero de PGs no conjunto de dados. Por
outro lado, Marsdenieae apresentou semelhangas com Ceropegieae e Asclepiadeae, como
evidenciado pelas taxas de acerto de 88% e 86,1%, respetivamente. A similaridade quimica
entre Marsdenieae e Ceropegieae foi maior. Para garantir a robustez e a precisdo estatistica do
modelo, foi efetuada uma validacdo cruzada de 5 vezes dos mapas auto-organizados e 0S
resultados podem ser visualizados na tabela 2.

Tabela 2. Resultado da validacdo cruzada de 5 vezes dos mapas auto-organizados.

Tribo Treino 1 Treino 2 Treino 3 Treino4 Treino5 Meédia
Asclepiadeae 0.907 0.834 0.852 0.846 0.858 0.859
Marsdenieae 0.777 0.798 0.813 0.821 0.830 0.807
Ceropegieae 0.802 0.774 0.816 0.791 0.791 0.794
Accuracy 0.824 0.798 0.826 0.818 0.826 0.818

Tribo Teste 1 Teste 2 Teste 3 Teste 4 Teste 5 Média
Asclepiadeae 0.925 0.925 0.825 0.725 0.850 0.850
Marsdenieae 0.596 0.673 0.750 0.769 0.769 0.711
Ceropegieae 0.804 0.760 0.913 0.630 0.847 0.790
Accuracy 0.760 0.775 0.826 0.710 0.818 0.777

Para identificar os compostos caracteristicos de cada tribo, foi efetuada uma anéalise
detalhada dos principais descritores moleculares. Vinte descritores foram considerados 0s mais
informativos, levando a identificacdo de diferentes estruturas associadas as tribos Ceropegieae,

Marsdenieae e Asclepiadeae. Estes esqueletos estdo representados na Figura 21.
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Figura 21. Estruturas representativas de PGs destacando algumas caracteristicas estruturais
especificas ao longo das trés principais tribos da subfamilia Asclepiadoidea identificadas por
descritores moleculares.
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O mapa de acertos de cada descritor e a localizacdo dos compostos selecionados na
matriz U podem ser visualizados na figura 22, onde, no lado esquerdo, h4 uma representacdo
da matriz U, e as letras associadas a cada uma das tribos A - Asclapiadeae, M- Masdeniae e C
- Ceropegiae representam a distribuicdo dos dados de entrada no espaco da matriz,
evidenciando os agrupamentos formados por semelhancas nas estruturas dos PGs. No lado
direito, cada figura colorida representa um descritor molecular, sendo que a cor amarela nos
mapas de calor mostra o alto nivel das caracteristicas codificadas por cada carateristica
molecular especifica. A associa¢do de ambos 0s mapas levou a identificagdo das estruturas dos
compostos que contribuem para discriminar cada grupo. A analise destes esqueletos fornece

informagdes valiosas sobre a diversidade estrutural dos PGs dentro de cada tribo.



79

Figura 22. Mapas de calor resultantes da andlise de SOMs, mostrando os descritores
moleculares selecionados dos esqueletos de Glicosideos Pregnanos de cada tribo da subfamilia
Asclapiadoidea, selecionada para este estudo.
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Em relacdo aos aspectos estruturais, aproximadamente seis tipos de esqueletos de PGs
foram relatados na literatura (Sl et al., 2022). Entre eles, os tipos polioxi, seco e diseco sao
frequentemente encontrados nas principais tribos de Asclepiadoidea, conforme ilustrado na
Figura 20. Este fato realca a quimiodiversidade dos PGs dentro deste grupo de plantas. Além
disso, os compostos que partilnam alguns destes tipos de esqueletos foram mencionados como
promissores para varias aplicagoes.

Os descritores relacionados com a presenca de anéis benzeno indicam a ocorréncia de
PGs contendo grupos aromaticos, particularmente em Ceropegieae e Marsdenieae (Figura 22).
Outra carateristica associada a estas duas tribos é a presenca de compostos contendo nitrogénio;
foram encontradas aminas aromaticas no grupo Ceropegieae, representado pelo ID 59 (Figura
S1). Entretanto, a porcdo piridina é frequentemente observada em Marsdenia, como
demonstrado por ID 605 (figura 1 do suplemento). Além disso, PGs compostos por agliconas
120,200-epoxi-14p-hidroxipregn-5-en-11-ona, isoladas dos caules de Hoya kerrii, foram
identificados (ID 519) (figura 1 do suplemento) devido a presenga de carbonos espiro em suas
estruturas (SEEKA et al. 2017). Essas descobertas contribuem para uma melhor compreenséo
das semelhancas e diferencas nos perfis quimicos entre Ceropegieae e Marsdenieae.

No caso de Asclepiadeae, apesar da ocorréncia de tipos comuns de PGs, ela difere das
outras tribos devido a presenca de seco e diseco pregnanos, que exibem modificacdes estruturais
notaveis. Substancias compostas por esses nicleos foram isoladas de espécies tradicionalmente
utilizadas, a exemplo do género Cynanchum (Figura S1) e mostraram efeitos antiproliferativos
em linfécitos, propriedades anti-inflamatdrias e potencial citotoxico (BAI et al. 2009; QIN et
al. 2018; ZHAO et al. 2018). Esses resultados ressaltam o potencial bioldgico dos PGs e seus
nacleos, orientando estudos futuros para o isolamento de novos compostos bioativos e
auxiliando na determinacdo de marcadores quimicos e farmacol6gicos em espécies de
Asclepiadoidea.

Diante dos resultados obtidos com a analise SOM, vale ressaltar que a abordagem
quimiofenética também se refere a relacdo entre dados quimicos e estudos macromoleculares,
especialmente aqueles que envolvem a filogenética. Para corroborar com os achados acima
mencionados, foi realizada uma reconstrucdo filogenética, comparando alguns géneros e

especies incluidos no presente estudo.

5.1.5 Reconstrucao filogenética
Os resultados da nossa analise de reconstrugdo filogenética revelaram informagGes

interessantes sobre as relagdes entre as tribos de Asclepiadoideae. Especificamente,
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observamos uma estreita relagdo ancestral entre Marsdenieae e Ceropegieae, indicando uma
afinidade genética. Além disso, Marsdenieae ocupou uma posi¢do intermedidria entre

Ceropegieae e Asclepiadeae, como mostra a figura 23.

Figura 23. Arvore filogenética compreendendo espécies das principais tribos de
Asclepiadoidea.
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Estas descobertas se alinham com analises filogenéticas abrangentes anteriores de
Apocynaceae, que incluiram um ndmero maior de taxons (FISHBEIN et al., 2018; NAZAR
NAZIA et al., 2019; WANG et al., 2023). Tais descobertas tém implicacdes significativas para
a classificacdo e posicionamento taxonémico de certas espéecies que ainda estdo em estudo,
incluindo os géneros Hoya e Leptadeniae (ODAGO et al., 2022; BRUYNS et al., 2023). Além
disso, nossos resultados corroboraram com as descobertas dos mapas auto-organizados
(SOMs), fornecendo mais evidéncias da estreita semelhanga quimica entre Marsdenieae e
Ceropegieae.

A integracdo da analise filogenética com dados quimicos provou ser uma abordagem
valiosa na compreensdo das relacfes evolutivas e quimicas dentro dos tdxons de plantas.
Combinando dados moleculares da sequencia¢do RubisCO (enzima mais abundante nas plantas

e, por conseguinte, a proteina mais abundante no planeta) com os perfis quimicos dos
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glicosideos pregnanos, conseguimos obter uma compreensdo mais abrangente da subfamilia
Asclepiadoideae. Esta abordagem multidisciplinar fornece uma estrutura poderosa para estudar
a diversificacdo e a evolucao dos metabolitos secundarios dentro deste grupo de plantas. Além
disso, oferece uma visdo sobre o potencial significado funcional e ecologico destes compostos
em relacdo a historia evolutiva da planta.

A congruéncia entre nossos resultados filogenéticos e os perfis quimicos observados
através da andlise SOM destaca a interconexd@o entre as relacGes genéticas e a diversidade
quimica em Asclepiadoideae. A estreita associacdo entre certas tribos e caracteristicas quimicas
especificas sugere que a biossintese e a acumulagéo de glicosideos pregnanos séo influenciadas
por fatores genéticos. Estes resultados contribuem para a nossa compreensao dos processos
evolutivos e das adaptacdes ecologicas na subfamilia Asclepiadoideae. Enfatizam a importancia
de considerar dados genéticos e quimicos em estudos futuros destinados a elucidar os papéis
funcionais e as aplicacdes potenciais dos glicosideos pregnanos neste grupo de plantas.

Além disso, no estudo filogenético constatou-se apenas uma espécie de Mandevilla,
permitindo uma escolha mais assertiva da espécie a ser estudada, no que diz respeito ao

isolamento de pregnanos com agliconas de esqueletos diferenciados.

5.1.6 Conclusdes

Em concluséo, este estudo abrangente fornece uma exploracdo detalhada da
etnofarmacologia, fitoquimica e atividades bioldgicas das espécies de Asclepiadoideae, com
um foco especifico nos seus glicosideos pregnanos. A integracdo do conhecimento tradicional,
de métodos fitoquimicos avancados e da quimiofenética permitiu a identificacdo de potenciais
estruturas bioativas nas trés principais tribos da subfamilia Asclepiadoideae. Nomeadamente,
na tribo Asclepiadeae, a ocorréncia dos tipos seco e disseco pregnano destaca-se como um
padrdo quimico distinto, que contribui para as suas atividades bioldgicas Unicas e para 0
potencial de novos conhecimentos em quimica medicinal. Além disso, o desenvolvimento de
uma base de dados abrangente que inclui 643 glicosideos pregnanos e as suas 706 ocorréncias
boténicas constitui um recurso valioso para orientar futuras investigacbes que envolvam
espécies de Apocynaceae e 0S seus compostos em varios campos de estudo. Ao associar 0
conhecimento tradicional a abordagens cientificas modernas, este trabalho abre novas vias para

a exploragéo e utilizacdo de produtos naturais de especies de Asclepiadoideae.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Manuscrito: Subfamilia Asclepiadoideae (Apocynaceae): Etnofarmacologia, Atividades
Bioldgicas e Quimiofenética Baseadas em Glicosideos Pregnanos.

Figure S1. Estruturas quimicas dos PGs incluidos no presente trabalho, ordenadas por espécie.
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Caralluma tuberculata
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Ceropegia fusca
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Cynanchum auriculatum
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Cynanchum bungei
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Cynanchum otophyllum
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Cynanchum paniculatum
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Cynanchum saccatum
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Cynanchum stauntonii



Cynanchum wilfordii
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Cynanchum chekiangense
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Cynanchum forestii
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Cynanchum komarovii

R0
374.R;=S; 375.R;=Sg R;=OH  381. R;=S5 Rz=OH
376.R,=Sy R;=OH  382. Ry=S; Ry=H
377.R;=S1g R,=OH 383. R4=Sg Ry=OH
378.R=S1; R;=OH 384. R,=S; Rp=OH
379.R,=S3 R,=OH  385. R,=S; Ro=H
380. Ry=S4 Ry=H

/w zm OH
ﬁ, ’X&S/Hac’oﬁxv %JM

H3CO

tioy
ﬁ\\/ o
Ho

S; Ss
HsC HaC, HiC, HaC, H.C
Ho)éﬁ/n-gm O,W?CO on o o2 H:CO
OH HO HsCO o o
s gl 5O e s

OH HO O
Se HC HyC

OH
/?4/0% oS w
HO 1 H:CO

Sy

fﬁﬁﬁam /m/mm

HJCO
o ﬁ&)‘zc

'H



386. R,=S;
387.R,=S,

Desmidorchis flava
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Dregea sinensis var. currugata_
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Gongronema latifolium
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Gymnema alternifolium
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Gymnema griffithii
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Gymnema sylvestre

(@] @]
A B

R;0 o
S
474.R,=S,, R,=A, R;=B /\H&w
475. R,=S,, R,=A, Ry=B c
0]
o]
/éﬁ/ /gfkhco H3m W
H;CO
/ﬁ/ %OW
H,CO Hg,CO
H.CO

Sz



119

Hoodia gordoni
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Resumo:

Mandevilla Lindl € um importante género da familia Apocynaceae, ndo apenas como planta
ornamental, mas também por seus usos medicinais. No Brasil, as espécies de Mandevilla sdo
indicadas para o tratamento de asma e infeccOes de pele, e seu potencial anti-inflamatério e de
cicatrizacao de feridas também s&o relatados na literatura. No que diz respeito a sua composi¢édo
quimica, este grupo de plantas é um produtor notavel de pregnanos glicosideos. Mandevilla
dardanoi € uma espécie endémica do semiarido brasileiro ndo estudada por nenhum método
fitoquimico. Tendo em vista o potencial medicinal das espécies de Mandevilla, este estudo teve
como objetivo isolar novos pregnanos glicosideos de M. dardanoi. Para atingir este objetivo
principal, foram utilizadas técnicas modernas de cromatografia. Cinco novos pregnanos
glicosideos, dardanois A-E, foram isolados das raizes de através de CLAE. As suas estruturas
foram determinadas utilizando dados extensivos de RMN 1D e 2D e de espectrometria de
massas (MSn e HRESIMS). A citotoxicidade e o potencial anti-inflamatério destes compostos
foram avaliados através da medicdo de citocinas pro-inflamatérias e da producdo de 6xido
nitrico por macréfagos estimulados. Os dardanois foram capazes de inibir a producéo de 6xido
nitrico e reduzir a IL-1p € o TNF-a. O presente trabalho demonstra a quimiodiversidade de
espécies do semiarido brasileiro e contribui para ampliar o conhecimento sobre o potencial
biolégico do género Mandevilla.

Palavras-chave: Mandevilla dardanoi; Apocynaceae; Pregnanos glicosideos, Anti-
inflamatorio.
Introducéo

A familia Apocynaceae compreende aproximadamente 355 géneros e 3700 espécies
distribuidas por todo o mundo, principalmente em areas tropicais. Muitas destas espécies tém
sido utilizadas na medicina popular para infec¢des do trato urinario, picadas de cobra, diarreia,
asma, dores de dentes, infeccbes cutaneas e cicatrizacdo de feridas. Além disso, o
desenvolvimento de técnicas analiticas para isolamento e determinacdo estrutural conduziu a
novos compostos ativos com propriedades farmacoldgicas a partir destas espécies (BHADANE
et al., 2018; WANG et al., 2020).

Mandevilla Lindl. é o maior género neotropical da subfamilia Apocynoideae e contém
aproximadamente 190 espécies distribuidas do México a Argentina, das quais 66 foram
relatadas no Brasil (HERRERA-CALDERON et al., 2021). No estado da Paraiba, existem 6
especies de Mandevilla distribuidas na Caatinga e Mata Atlantica (DA SILVA-MONTEIRO et
al., 2017).

Neste género, as raizes tuberosas sdo ricas em esteroides, terpenoides e pregnanos
glicosideos (TATSUZAWA et al., 2021). Os pregnanos glicosideos sdo uma classe de
compostos originados do ciclopentanoperidrofenantreno e tém atraido consideravel atencao nos
ultimos anos devido as suas notaveis atividades bioldgicas, incluindo propriedades

anticancerigenas, antinociceptivas, anti-inflamatérias e antibacterianas (SHI et al., 2022;

136



137

ABDEL-SATTAR et al., 2022). Estes compostos estao relacionados com a atividade biologica
de muitas espécies de Mandevilla.

A Madevilla dardanoi é uma espécie endémica do semiarido brasileiro e foi registrada
pela primeira vez em 2017. Ndo ha estudos sobre sua composi¢cdo quimica ou atividades
farmacoldgicas (DA SILVA-MONTEIRO et al., 2017). Considerando o potencial medicinal do
género Mandevilla, este estudo teve como objetivo identificar e isolar novos derivados
pregnanos bioativos das raizes de M. dardanoi. Cinco novos preganos glicosideos, dardanois
A-E, foram isolados e caracterizados por analise espectroscopica e espectrométrica. A
citotoxicidade e a atividade anti-inflamatéria dos dardandis A, B, C e E foram também
avaliadas. Todos os compostos testados foram ativos nos modelos aplicados.

5.2.1 Elucidacao estrutural

O composto 1 foi isolado como um sélido amorfo branco com uma rotacdo 6ptica
positiva de [a]?°D +14 (c 0,1, piridina). A sua formula molecular foi determinada como sendo
Cs7Hg0020 pelo ion do aduto s6dio em m/z 1117,5921 [M + Na]* (calcd. Para Cs7HgoNaOzo,
1117,5917, A= 0,3 ppm) (figura 24), através de HRESIMS, indicando 13 indices de deficiéncia
de hidrogénio (IHD).
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Figure 24: Espectro ESI-HRMS do composto 1
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Os dados de RMN de 'H e '3C (tabelas 3 e 4 e figuras S2-S10) mostraram sinais
caracteristicos de pregnanos glicosideos ja isolados do género Mandevilla. Os sinais de
hidrogénio em oH 5,75 (d, J = 2,5 Hz, H-16) correspondentes a um hidrogénio do grupo acetal,
oH 5,41 (m, H-6), um hidrogénio olefinico, oH 4,58 (t, J = 2,4 Hz, H-20) e 3,81 (m, H-3),
hidrogénios oximetinicos, 1,06 (s, CHs3-18) e 0.94 (s, CHs-19), hidrogénios metilicos,
associados aos respectivos carbonos a 6C 104,2 (C-16), 122,1 (C-6), 78,9 (C-20), 77,5 (C-3),
16,9 (C-18) e 19,7 (C-19), estdo de acordo com os valores descritos para a aglicona do composto

illustrol, um derivado seco-norpregnano, isolado de M. illustris e relatado apenas uma vez
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(YUNES et al., 1993). Os cinco sinais de hidrogénios anoméricos em ¢6H 4,76 (dd, J = 9,5, 2,0
Hz, H-1'), 5,47 (dd, J = 4,4, 2,2 Hz, H-1"), 5H 5,15 (dd, J = 9,6, 1,6 Hz, H-1"), 5H 5,08 (dd, J
=96, 1. 7 Hz, H-1™) e 4,71 (dd, J = 9,7, 2,0 Hz, H™"), bem como a presenca dos sinais dos
hidrogénios metilicos oH 1,49 (3H, d, J =6,4 Hz, C-6"), 1,33 (6H, d, J =6. 2 Hz, C-6" e C-6"),
1,39 (3H, d, J =6,2 Hz, C-6"") e 1,29 (3H, d, J =6,4 Hz, C-6""), e os hidrogénios dos grupos
metoxi em oH 3,33 (s, OCHz’), oH 3. 39 (s, OCH3"), 6H 3,60 (s, OCH3s"), oH 3,46 (s, OCHz"")
e oH 3,38 (s, OCHs™") indicaram a existéncia de cinco unidades osidicas na estrutura de 1.

Esta evidéncia foi corroborada pela presenca dos sinais no espetro de RMN de *C
correspondentes a cinco carbonos anoméricos em 6C 102. 9, 100,9, 100,8, 99,0, e 97,3, cinco
carbonos metilicos em 6C 19,0, 6C 18,9, 6C 18,4, 6C 17,5, e oC 17,2, e cinco carbonos metoxi
em 6C 59,3, 6C 58,9, oC 56,8, 6C 56,7, e 6C 56,5.

No espetro HSQC (S11-S15), o hidrogénio anomérico em ¢6H 4,76 (dd, J = 9,5, 2,0 Hz)
correlacionou-se com o sinal do carbono em 3C 99,0. No espetro HMBC (figuras S16-S19),
este mesmo hidrogénio mostrou uma correlacdo de longa distancia com o carbono a 6C 77,6
(C-3), sendo assim atribuido a H-1". Por outro lado, o sinal de hidrogénio a JH 3,81 (H-3)
correlacionou-se com o carbono a 6C 99,0, confirmando a ligacdo da primeira unidade de
osidica a porcao de aglicona. Além disso, esta atribuicdo foi corroborada através de correlaces
cruzadas de oH 3,81 (H-3) e oH 5,41 (H-6) com oC 39,6 (C-4). No espetro COSY, observou-
se uma correlacdo do sinal em ¢H 4,76 (H-1) com JH 2,22 (H-2") e daquele com J6H 3,41(H-
3’). No espetro HSQC, H-2' ¢ H-3' correlacionaram-se com os carbonos em ¢6C 28,7 (C-2") e 6C
81,3, respetivamente. Estes dados, comparados com a literatura, permitiram-nos atribuir a
unidade osidica | como sendo diginopiransideo (LIU et al., 2013). As constantes de
acoplamento H-1"a J=9,7 ¢ 2,0 Hz sdo compativeis com ligagado B-glicosidica. De acordo com
a literatura, um desvio quimico de C-2 das unidades osidicas inferior a 34 ppm corresponde a
uma configuracdo L e superior a 35 ppm a uma configuracdo D (GAN et al., 2008). Este efeito
esta associado a orientacdo do grupo éter no eixo axial presente em C-4, 0 que provoca um
efeito de protecdo gama em C-20. Assim, com o deslocamento quimico de C-2’ sendo igual a
oC 28,7, foi possivel atribuir a configuracdo da unidade osidica | como S-L-diginopiranosil.

No espetro HSQC, o hidrogénio anomérico a H 5,47 (dd, J = 4,4 e 2,2 Hz) esta
correlacionado com o carbono a 6C 97,3. No espetro HMBC, o mesmo sinal correlacionado
com o carbono a 6C 71,0 (C-4") foi atribuido a H-1", confirmando a unido dos agulcares através

de ligagdes 1-4.
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No espetro COSY (figura S20), foi observada uma correlacéo do hidrogénio H-1" com
o sinal a oH 2,18 e deste com o sinal a 5H 3,96, que foram atribuidos a H-2" e H-3". No espetro
HSQC, H-2" e H-3" correlacionam-se com os carbons em 6C 33,8 e 6C 76,3, respetivamente.
Assim, comparando os outros dados que estdo apresentados na Tabela 2 com os dados presentes
na literatura, é possivel atribuir a unidade osidica Il como sendo o sarmentopiranosideo [11].
As constantes de acoplamento em J=4,4 e 2,2 Hz sdo compativeis com ligagdo a-glicosidica e
o0 valor de C-2" em 6C 33,8 com a configuracdo L para a unidade osidica Il, que foi atribuida
como f-L-sarmentopiranosil.

No espetro HSQC, o hidrogénio anomérico a ¢H 5,15 (dd, J = 9,6 e 1,6, H-1")
correlacionou-se com o carbono a 6C 100,8. No espetro HMBC, observou-se uma correlagéo
do sinal em 6H 3,73 (H-4") com o carbono em ¢6C 100,8, confirmando a ligacdo da unidade
osidica Il a I1l através de ligacdes 1-4. A semelhanca das atribuicBes efetuadas anteriormente,
0s espectros COSY e HSQC foram analisados em conjunto para efetuar as atribuicoes *H e 3C
da unidade osidica Il (tabelas 2 e 3). Comparando estes dados com a literatura, é possivel
atribuir a unidade osidica Il como um cimaropiranosideo (LIU et al., 2013). As constantes de
acoplamento a 9,6 e 1,6 Hz sdo compativeis com ligacbes S-glicosidicas, e o valor do desvio
quimico de C-2" a 6H 37,0 permitiu-nos atribuir a configuracéo da unidade osidica Il como f-
D-cimaropiranosil.

Para a unidade osidica IV, observou-se que o sinal do hidrogénio anomérico em 6H 5,08
(dd,J=9,6 e 1,7 Hz, H-1"") se correlaciona no espetro HSQC com o carbono em 6C 100,9. No
espetro HMBC, observou-se uma correlacéo do sinal em 6H 3,48 (H-4") com o carbono em 6C
100,9, que foi atribuido a C-1"", confirmando a unido das unidades osidicas Il e I\VV. No espetro
COSY, observou-se uma correlagdo de 6H 5,08 (H-1"") com ¢H 2,35 (H-2"") e deste com JoH
4,01 (H-3""). Na andlise do espetro HSQC, foi possivel atribuir os respectivos carbonos das
unidades osidicas IV (tabela 3). Comparando os dados nas Tabelas 2 e 3 com a literatura, foi
possivel marcar a unidade osidica IV como oleandropiranosideo (LIU et al., 2013). A constante
de acoplamento a 9,6 e 1,7 Hz foi compativel com ligacdo fS-glicosidica, e o valor de C-2"" a
oC 38,1 permitiu a atribuicdo da configuragdo da unidade osidica IV como pg-D-
oleandropiranosil.

Finalmente, foi também observado um hidrogénio anomérico a 6H 4,71 (dd, J=9,7 e
2,0 Hz, H-1"""") que se correlaciona no espetro HSQC com o carbono a 6C 102,9. No HMBC,
foi observada uma correlagdo do sinal em 6H 3,48 (H-4") com o carbono em ¢6C 102. 9,

confirmando a ligag&o entre as unidades osidicas IV e V. Foi observada uma correlagdo de JH
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5,15 (H-1"""") com 0H 2,25 (H-2""") em COSY, cujo carbono correspondente foi sinalizado pela
correlagéo observada no espetro HSQC com o carbono em oC 34,2 (C-2"""). Os demais dados
(Tabela 3 e 3), comparados com a literatura, permitiram-nos atribuir a unidade glicosidica V
como sarmentopiranosideo. A constante de acoplamento a 9,7 e 2,0 Hz foi compativel com
ligacdo f-glicosidica, e o valor de C-2"""" a 6C 34,2 permitiu atribuir a configuragdo da unidade
osidica V como f-L-sarmentopiranosil. O sinal a 6H 5,38 (d, J = 2,9 Hz) foi atribuido a H-4"""",
cujo carbono correspondente foi marcado a 6C 68,5 por HSQC. Em HMBC, observou-se uma
correlacéo do sinal em 6H 1,29 (d, J = 6,4 Hz, 3H-6"""") com 6C 68,5 (C-4"""") ¢ de oH 5,38 (H-
4" com o carbono em 6C 171,2, confirmando a posi¢do do grupo acetil na unidade osidica V
em C-4""".

Apds uma extensa analise por RMN, determinou-se que a estrutura de 1 era ilustrol-3-
O-p-L-diginopiranosil-(1-4)-a-L-sarmentopiranosil-(1-4)-5-D-cymaropiranosil-(1-4)-5-D
oleandropiranosil-(1-4)-p-L-4-acetoxilsarmentopiranosil, um novo produto  natural
denominado dardanol A (figuras 25).

As correlagdes encontradas nos espectros de HMBC (S11-S15) e COSY (figura (figura

S20) podem ser visualizadas na estrutura do composto 1 presente na figura 26.

Tabela 3. Dados espectroscopicos de RMN de *H dos compostos 1-5 (piridina-ds)

Posicdo i 22 2L 4b 5"
1 1.75; 1.04 (m) 1.74;1.04 (m) 1.76, 1.05 (m) 1.76; 1.05(m)  1.76 (m); 1.04 (m)
2 2.04; 1.67 (m) 2.04;1.68 (m) 2.04, 1.68 (m) 2.08; 1.73 (m) 1,90; 1.65 (m)
3 3.81(m) 3.83(m) 3.84(m) 3.80 (m) 3.81(m)
4 2.56 (ddd, 13.4, 4.6, 2.56 (m) 259 (m)  2.36(ddd, 13.1, 4.8, 2.46 (m)
2.2) 2.2); 2.60 (dd, 13.1,
2.38 (m) 2.38 (m) 11.2) 2.36 (m)
2.38 (m)
5 - - - - -
6 5.41 (m) 5.42 (m) 5.50 (br s) 5.51 (m) 5.39 (d, 2.84)
7 2.50; 2,28 (m) 2.50; 2,28 (m) 2.64 (m) 2.67 (m) 2.56 (m); 2,30 (m)
8 2.02 (m) 2.02 (m) 2.04 (m) 1.81 (m) 2.05 (m)
9 1.55 (m) 1.57 (m) 1.44 (m) 1.46 (m) 1.55
10 - - - - -
11 1.45 (m) 1.45(m)  1.53,1.30 (m) 1.53, 1.38 (m) 1.65 (m)
12 1.54; 1.44 (m) 1.52; 1.46 (m) 1.95; 1.45 (m) 1.99,1.45(m)  2.05(m); 2.28 (m)
13 - - - - -
14 - -
15 - - - - 5.00 (d, 11.5)
16 5.75 (d, 2.5) 5.76 (d, 2.5) 5.17 (s) 5.18 (s) 5.89 (d, 4.4)
17 2.52(t,2.7) 252,27 3.23(d,8.0) 3.25(d, 8.0) 2.46 (dd, 4.4, 6,0)
18 1.06 (s) 1.06 (s) 1.40 (s) 1.42 (s) 1.02 (s)
19 0.94 (s) 0.94 (s) 0.95 (s) 0.98 (s) 1.00 (s)
20 4.58 (t,2,4) 4.58 (m) 5.08 (m) 5.10 (ddd, 8.0, 5.2, 4.55(dd, 3.3,6.2)
1.2)
21 4.20 (d, 9.9) 421(d,9.9) 4.12(brd, 9.2) 4.23(dd, 10.1,1.7) 4.38(d, 9.7)
3.92 (dd, 9.9, 2.5) 4.03 (m) 4.05 (dd, 10.1, 5.3)
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3.93(dd, 9.9, 3.81 (dd, 9.84,
2.5) 3,48)
MeO-16 - - 3.34 (s) 3.34 (s,) -
OH-14 - - 6.88 (s) 6.90 (s) -
Unidades osidicas
A
1’ 4.76 (dd, 9.5, 2.0) 4.78 (dd, 9.5, 4.75(dd, 9.3, 4,81 (dd, 11.6,4.0) 4.74 (dd, 9.5, 2.0)
2.0) 2.2)
2’ 2.20,2.13 (m) 2.20, 2.15 (m) 2.16 (m) 2.32 (m); 2.20,2.10
2.16 (m)
3’ 3.41(m) 3.41(m) 3.37(m) 3,43 (ddd, 12.0, 4.6, 3.41
2.9)
4 3.94 (m) 3.96 (M) 3.97 (brs) 3,90 (m) 3.94
5 3.56 (qd, 6.4) 3.57 (qd, 6.4) 3.50 (M) 3,56 (dq, 6.5, 1.2) 3.56 (qd, 6.4)
6’ 1.49 (d, 6.4) 1.51(d,6.4) 1.29(d,6.3) 1,55 (d, 6.5) 1.49 (d, 6.4)
MeO 3.33(s) 3.33(s) 3.32(s) 3,40 (s) 3.35(s)
OH-4’ - - - 5,91 (m)
B -
1 5.47 (dd, 4.4,2.2)  5.40(dd, 4.4, 5.47 (dd, 4.7, - 5.50 (m)
2.2) 2.6)
27 2.21,2.12 (m) 2.20,2.12 (m) 2.15 (m) - 2.18,2.10
3 3.96 (M) 3.99 (m) 3.97 (m) - 3.96
4 3.73 (m) 3.75 (m) 3.73 (m) - 3.73 (m)
5 4.56 (dd, 6.6, 1.3) 4.56 (m) 4.56 (dq, 6.1, - 4.56 (dd, 6.6, 1.3)
1.7)
6’ 1.33(d, 6.2) 1.34(d,6.2) 1.32(d,6.1) - 1.33(d, 6.2)
MeO/Ac 3.39 (s) 3.39 (s) 3.39 (s) - 3.39 (s)
C
1’ 5.15 (dd, 9.6, 1.6) 5.15 (dd, 9.6, 5.15(dd, 9.5, - 5.08 (dd, 9.6, 1.6)
1.7) 1.9)
27 2.30, 1.90 2.38,1.86 (m) 2.34,1,87 (m) - 2.30,1.90
3 4.07 (m) 4.03 (m) 4.05 (m) - 4.08 (m)
4 3.48 (m) 3.52 (m) 3.45 (m) - 3.48 (m)
5 4.16 (m) 4.19 (m) 4.16 (m) - 4.16 (m)
6’ 1.33(d, 6.2) 1.39(d,6.2) 1.33(d,6.1) - 1.33(d, 6.2)
MeO 3.60 (s) 3.46 (s) 3.60 (s) - 3.61(s)
D -
1 5.08 (dd, 9.6, 1.7) 4,71 (dd, 9.7, 5.09 (dd, 9.7, - 5.15 (dd, 9.6, 1.7)
2.0) 2.2)
27 2.38,1.80 (m) 2.20,2.05 (m) 2.31,1.78 (m) - 2.35,1.80
3> 4.01 (m) 3.50 (m) 3.99 (m) - 4.01 (m)
4> 3.48 (m) 5.38 (d, 2.9) 3.45 (m) - 3.48 (m)
5 4.17 (m) 3.67(dg, 6.4,  4.16 (m) - 4.15 (m)
0.9)
6 1.39(d, 6.2) 1.28(d,6,4) 1.38(d,6.2) - 1.39(d, 6.2)
MeO 3.46 (s) 3.38 (s) 3.46 (s) - 3.49(s)
E
1777 4.71 (dd, 9.7, 2.0) - 4,71 (dd, 9.6, - 4.71 (dd, 9.7, 2.0)
2.1)
2707 2.21,2.05 (m) - 2,17, 2.04 (m) - 2.25,2.10
3207 3.52 (m) - 3.48 (m) - 3.52 (m)
4> 5.38 (d, 2.9) - 5.37 (d, 3.0) - 5.38 (d, 2.9)
5 3.69 (dq, 6.4, 0.9) - 3.68 (dq, 6.5, - 3.70 (m)
1.2)
6> 1.29(d, 6,4) - 1.50 (d, 6.5) - 1.30(d, 6,4)
MeO 3.38(s) - 3.32(s) - 3.41 (s)
AcC
4>’ - - - - -

142



47 2.02 (s)

2.01 (s)

2.01 (s)

143

2.02 (s)

aMedido a 500 MHz. PMedido a 400 MHz.

Tabela 4. Dados espectroscopicos de RMN de *C dos compostos 1-5 (piridina-ds).

Posicao 12 28 3b 4b 5
1 37.1 36.8 37.7 37.7 37.11
2 30.7 30.7 30.5 30.7 305
3 775 77.6 77.6 77.6 77.4
4 39.8 39.8 39.6 39.7 39.6
5 140.7 140.8 140.2 140.2 140.39
6 122.1 122.2 122.6 122.6 122.28
7 26.0 26.0 26.0 26.0 27.0
8 321 32.1 38.9 39.0 34.4
9 46.6 46.7 46.6 46.6 46.5
10 37.4 37.4 37.4 37.4 38.5
11 21.1 21.1 21.9 21.9 19.3
12 30.9 31.0 31.1 31.1 27.2
13 49.1 49.1 46.0 46.0 44.2
14 109.0 109.1 110.1 110.2 87.8
15 - - - - 93.48
16 104.2 104.2 105.8 105.9 109.7
17 56.6 56.7 62.5 62.5 52.9
18 16.9 17.0 20.7 20.7 21.9
19 19.7 19.7 19.7 19.7 195
20 78.9 79.0 80.3 80.3 747
21 73.9 73.9 71.4 71.4 78.8

MeO-16 - - 54.4 54,5 -

OH-14 - - - - -

Unidades osidicas
A
I 99.0 99.0 98.9 99.0 98.9
2’ 28.7 28.8 28.6 335 28.70
3 81.4 81.4 81.3 79.5 81.34
4 71.0 71.0 70.9 67.4 71.02
5 715 715 71.4 71.7 71.51
6’ 17.5 17.5 17.4 18.0 17.4
MeO 56.5 56.5 56.5 55.6 56.6
B -
17 97.3 97.3 97.2 - 97.3
27 33.8 33.9 33.7 - 33.83
3 76.3 76.4 76.2 - 76.30
4 78.6 78.6 78.5 - 78.6
5 63.5 63.6 63.4 - 63.52
6> 18.4 18.4 18.3 - 18.30
MeO 56.8 56.8 56.7 - 56.7
C
1’ 100.8 - 100.7 - 100.83
27 37.0 - 36.9 - 37.03
3 78.4 - 78.3 - 78.30
4 83.7 - 83.6 - 83.70
5 69.4 - 69.5 - 69.5
6> 18.9 - 18.8 - 18.8
MeO 59.3 - 59.2 - 59.30
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D -
1 100.9 100.8 100.8 - 100.8
27 38.1 38.1 37.0 - 38.1
37 78.1 78.2 78.0 - 78.15
4> 83.6 83.8 83.5 - 83.59
57 69.6 69.5 69.3 - 69.58
6 19.0 19.0 18.9 - 18.99
MeO 58.9 58.9 58.8 - 58.92

E
> 102.9 103.0 102.8 - 102.90

27 34.2 34.2 34.1 - 34.20
37 77.4 77.4 77.3 - 77.35
4 68.5 68.5 68.4 - 68.48
57 71.0 71.2 70.0 - 70.1
67 17.2 17.2 17.1 - 17.25
MeO 56.7 56.7 56.5 - 56.65
Ac

4°a 171.2 171.2 171.1 - 171.1

4>°>°°b 21.0 21.2 21.0 - 21.1

aMedido a 125 MHz. PMedido a 100 MHz

Figura 25. Estruturas dos novos pregnanos glicosideos (1-5) isolados de M. dardanoi.
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Figura 26. Correlacbes HMBC e TOCSY dos compostos 1, 3 e 5.
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O composto 2 foi isolado como um solido amorfo branco com uma rotacdo Optica

positiva de [a]?°D +18 (c 0,1, piridina). A sua formula molecular foi determinada como sendo
CsoH78017 por HRESIMS, com m/z 973,5086 [M + Na]* (calcd para CsoH7sNaO17, 973,5131,

A =4,7 ppm) (figura 27), indicando 12 indices de deficiéncia de hidrogénio (IDH).
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Figura 27: Espectro ESI-HRMS do composto 2
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Os dados de RMN de *H e 3C (figuras S23-29) foram semelhantes aos do composto 1,
sendo atribuidos a uma aglicona do tipo ilustrol (tabelas 2 e 3). Quando comparado com o
composto 1, foi observada uma diferenca de 144 Da no espetro HRMS do composto 2, atribuida
a auséncia de uma unidade osidica ndo terminal. Esta diferenca também pode ser visualizada
pela presenca do conjunto de sinais no espetro de RMN de 'H, onde sdo visualizados quatro
sinais de hidrogénio anomérico a oH 4,71 (dd, J=9. 7, 2.0 Hz), 4.78 (dd, J= 9.5, 2.0), 5.15 (dd,
J=9.6, 1.6 Hz), e 5.40 (dd, J = 4.4, 2.2 Hz), bem como a presenca de sinais de hidrogénios
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metilados a 6H 1.51 (3H, d, J = 6. 4 Hz, C-6'), 1,34 (3H, d, J = 6,2 Hz, C-6"), 1,39 (3H, d, J =
Hz, C-6"") e 1,28 (3H, d, J = 6,2 Hz, C-6""), e dos hidrogénios dos grupos metoxi a 6H 3. 33 (s,
OCH?3"), 8H 3,39 (s, OCHz"), 6H 3,46 (s, OCH3") e oH 3,38 (s, OCH3"""), indicaram a existéncia
de quatro unidades osidicas no composto 2. Os espectros bidimensionais do composto 2 podem
ser visualizados nas figuras S30-S36.

Os dados de RMN de 'H e 3C das unidades osidicas também se assemelham ao
composto 1, permitindo-nos estabelecer 2 como illustrol-3-O-4-L-diginopiranosil-(1-4)-a-L-
sarmentopiranosil-(1-4)-4-D-cimaropiranosil-(1-4)-4-L-4-acetoxilsarmentopiranosil, um novo
produto natural denominado dardanol B (figura 25).

O composto 3 foi isolado como um sélido amorfo branco com uma rotagao ética positiva
de [a]?°D +13 (¢ 0,1, piridina). A sua férmula molecular foi determinada como sendo CsgHg4O21
por HRESIMS, com m/z 1109,6252 [M - H20 + H]" (calcd para CsgHg3020, 1109,6254, A= 1,0
ppm), indicando 12 indices de deficiéncia de hidrogénio (IDH) (figura 28).
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Figure 28: Espectro ESI-HRMS do composto 3
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Os dados de RMN de 'H e 3C (figuras S37-S43) assemelham-se aos da aglicona
illustrol, no entanto, foram observadas algumas diferencas para os carbonos a 6C 38,9, 46 e
62,5, atribuidos a C-8, C-13 e C-17, respetivamente, sendo C-8 e C-17 desprotegidos e C-13
protegido quando comparados com 0s deslocamentos quimicos destes carbonos no composto
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1. Estes dados foram associados a um indice de deficiéncia de hidrogénio mais baixo em
comparagao com o composto 1, sugerindo a abertura do epoxido C-14-O-C-16.

O sinal em JH 6,88 (s), ndo correlacionado no espetro HSQC (figuras S44-S48), foi
atribuido ao OH localizado em C-14. Este sinal mostrou correla¢des no espetro HMBC (figuras
S49-S51) com os sinais em 6C 46,0 e 110,1 que foram atribuidos a C-13 e C-14, respetivamente.
Adicionalmente, no espetro HMBC, observamos correlag¢des do sinal em 6H 1,40 (3H-18) com
os carbons em oC 110,1 (C-14) e no espetro HMBC em oC 46,0 (C-13) e com ¢C 62,5, que foi
atribuido a C-17. O sinal em ¢6H 5,17, cujo carbono correspondente no espetro HSQC era 6C
105,8, foi atribuido a C-16. O sinal em 6H 5,17 correlacionou-se com 6C 46,0 (C-13) e com 6C
62,5 (C-17). Foi também observada uma correlagdo deste sinal com oC 71,4, atribuido a C-21,
bem como uma correlagdo com o sinal em 6C 54,5 que foi atribuido a ligacdo metoxi na posicéo
16. A constante de acoplamento de H-17 (d, J = 8,0) e um singleto para H-16 demonstraram
uma angulacdo de quase 90 graus entre estes hidrogénios e, assim, a aglicona foi definida como
se mostra na Figura 25. Até onde procuramos, nao foram encontrados registos para este tipo de
aglicona. Os dados de RMN (tabelas 2 e 3), juntamente com dados da literatura, comparados
com os dados do composto 1 e espetrometria de massa de alta resolucdo, confirmaram a
presenca de cinco unidades osidicas ligadas 1-4 idénticas ao composto 1 e inseridas em C-3
(Tabela 3).

Para descartar a possibilidade da aglicona ter se formado no processo de separacdo dos
compostos, foi realizada uma infuséo direta no ESIMS/MS com o extrato etanolico bruto. Foi
identificada a presenca do ion em m/z 1144,44 [M + NHa4]", correspondente ao composto 3.
Assim, o composto 3 foi identificado como seco-ilustrol-3-O-4-L-diginopiranosil-(1-4)-a-L-
sarmentopiranosil-(1-4)-4-D-cimaropiranosil-(1-4)-4-D-oleandropiranosil-(1-4)-f-L-4-
acetoxilsarmentopiranosil, um novo produto natural denominado dardanol C (figura 25).

As correlacdes encontradas nos espectros de HMBC e COSY do composto 3 podem ser
visualizadas na figura 26.

O composto 4 foi isolado como um sélido amorfo branco com uma rotagéo otica positiva
de [0]®°D +17 (c 0,1, piridina). A sua férmula molecular foi determinada como sendo C2sH140s
por HRESIMS, m/z 531,2923 [M + Na]" (calcd para CzsHs4NaOs, 531,2928, A = 4,2 ppm),
indicando 7 indices de deficiéncia de hidrogénio (IDH) (figura 29).
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Figura 29: Espectro ESI-HRMS do composto 4
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Os dados de RMN de 'H e BC (figuras S53-59) da aglicona deste composto sdo
semelhantes aos do composto 3, podendo concluir que é do mesmo tipo, com OH em C-14 e
OCHs em C-16. No espectro de RMN de *3C, foi possivel observar seis carbonos a 6C 99,0,
33,2, 79,4, 67,4, 71,4 e 20,4, para além de um sinal para metoxila a 6C 55,3, em comparagao
com a literatura, e as outras unidades osidicas dos compostos 1-3 foram marcadas como
diginopiranose. A constantes de acoplamento H-1"a 11,6 e 4,0 Hz foi compativel com a ligagéo
B-glicosidica, e o valor C-2' a 6C 33,5 permitiu que a configuracdo da unidade osidica fosse
atribuida como L-diginopiranosil. A massa molecular deste composto também foi encontrada
na analise do extrato bruto por ESIMS/MS, o que mais uma vez rejeitou a possibilidade de
artefatos. Assim, o composto 4 foi identificado como seco-ilustrol-3-O-$-L-diginopiranosil, um
novo produto natural denominado dardanol D (figura 25).
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O composto 5 foi isolado como um s6lido amorfo branco com uma rotacdo Optica
positiva de [0]®D+19 (¢ 0,1, piridina). A sua formula molecular foi determinada como sendo
CsgHg2021 por HRESIMS, com m/z 1147.6037 [M + Na]* (calcd para Cs7HgoNaO20, 1147.6023,
A = 4.8 ppm) indicando 13 indices de deficiéncia de hidrogénio (IDH) (figura 30).

Figure 30: Espectro ESI-HRMS do composto 5
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Os dados de RMN de *H e 3C (S67-S74) mostraram sinais caracteristicos de glicosideos
pregnanos. Os sinais de hidrogénio em oH 5,00 (d, J = 11,5 Hz), 5,89 (d, J = 4,4 Hz) e 4,55 (dd,
J=6,2 e 3,3 Hz), juntamente com os carbonos em ¢6C 93,5, 109,7 e 74,7 estdo de acordo com

o0s valores descritos para o aglicona velutinol, relatado apenas em M. velutina (YUNES et al.,
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1993). No espectro de 'H do RMN, foi possivel observar cinco sinais para hidrogénios
anoméricos a oH 4,74 (dd, J=9,5e 2,0 Hz), 5,50 (m), 5,08 (dd, J=9,6 e 1,6 Hz), 5,15 (dd, J =
9,6 e1,7Hz) e 4,71 (dd, J = 9,7 e 2,0 Hz). Estes dados, comparados com os do composto 1
(tabelas 2 e 3), permitiram-nos atribuir as mesmas unidades glicosidicas, com a mesma
sequéncia de ligagOes entre elas e a mesma configuragéo. Assim, o composto 5 foi determinado
como sendo velutionol-3-O-g-L-diginopiranosil-(1-4)-a-L-sarmentopiranosil-(1-4)-4-D-
cimaropiranosil-(1-4)-p-D-oleandropiranosil-(1-4)-f-L-4-acetoxilsarmentopiranosil,

denominado dardanol E (figura 25). As correlacdes encontradas nos espectros de HMBC e

COSY do composto 5 podem ser visualizadas na figura 26.

5.2.2 Atividade Farmacoldgica

Para avaliar o potencial anti-inflamatério dos compostos, foram utilizados macréfagos
J774 como modelo in vitro. Os macréfagos desempenham um papel fundamental nos processos
de inflamacdo e de regulacdo imunitaria, contribuindo para a homeostasia dos tecidos
(WATANABE et al., 2019). Séo ceélulas imunitarias residentes ou infiltradas nos tecidos,
ativadas por estimulacdo de um grande numero de mediadores pré-inflamatérios, tais como
quimiocinas, citocinas e 6xido nitrico (NO) (WATANABE et al., 2019). Aqui, foi avaliada a
producdo de éxido nitrico por macréfagos estimulados com LPS e IFN-y. Os macréfagos
estimulados que receberam veiculo como tratamento (grupo controle) apresentam um aumento
dos niveis de NO em comparacdo com os macrdéfagos ndo estimulados (grupo basal, p<0,01,
Figura 31).
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Figura 31. Efeito inibitério dos compostos 1, 2, 3 e 5 na producdo de déxido nitrico por
macrofagos J774 estimulados. Os graficos A-D mostram os niveis de nitritos determinados pelo
método de Griess. Diferentes concentragbes de 1, 2, 3e 5 (200 - 25 uM) ou dexametasona (Dex;
20 uM, medicamento de referéncia) foram adicionadas a culturas de macréfagos J774 na
presenca de LPS (500 ng/mL) + IFN-y (5 ng/mL). As quantificagdes de nitritos foram medidas
24 horas ap06s os tratamentos. O grupo de controle (Ctrl) representa células tratadas com veiculo
estimuladas com LPS + IFN-y. O grupo basal (B) apresenta dados de células ndo tratadas e ndo

estimuladas.
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O tratamento com todos 0s compostos testados inibiu a producéo de 6xido nitrico a uma
concentragdo de 200 uM em comparacao com células estimuladas tratadas com veiculo (figura
31). Curiosamente, os compostos apresentaram diferentes perfis de inibigdo. O composto 2
reduziu a quantidade de NO no sobrenadante de células estimuladas apenas na concentracédo de
200 uM (figura 31B; p <0,01), enquanto o composto 1 exibiu um efeito dose-dependente a 200
e 100 uM (figura 31A; p < 0,01). Além disso, os compostos 3 e 5 foram capazes de reduzir a

producdo de NO na faixa de 200 uM a 50 uM (figura 31C e 31D, respetivamente; p < 0,01), de
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maneira dependente da dose. A dexametasona (20 uM), droga padrao-ouro, também foi capaz
de reduzir os niveis de NO quando comparada as células ndo tratadas, como esperado (Figura
31A-D; p <0,001). Notavelmente, na concentracao de 200 uM, os compostos 5 e 1 mostraram
uma eficicia maior em comparagdo com a dexametasona (p < 0,05), enquanto 2 e 3 exibiram
uma eficacia semelhante a da dexametasona (p < 0,05).

E importante ressaltar que os dados do ensaio de citotoxicidade celular mostraram que,
dentro da faixa de concentragao testada (200 a 25 uM), nao houve redugdo da viabilidade celular
(dados ndo mostrados nas figuras). Estes dados corroboram a interpretacdo dos resultados do
ensaio de NO, uma vez que a diminuicdo da viabilidade celular poderia reduzir a producéo de
mediadores inflamatérios, podendo ser erradamente reconhecida como atividade anti-
inflamatdria. O NO tem um papel ubiguo na manutencao da homeostase, mas, perante estimulos
inflamatdrios, tera sobretudo um papel pré-inflamatorio. Durante a resposta inflamatoria, atuara
como agente oxidante ou mediador de sinalizagdo, ativando cascatas que levam a producdo de
mais mediadores inflamatdrios (CINELLI et al., 2020). Por conseguinte, a capacidade de
reduzir a producdo deste mediador durante a inflamacdo é uma carateristica interessante para
0s compostos anti-inflamatorios.

Foi ainda avaliado o efeito modulador de 1, 2, 3 e 5 na producgdo de citocinas proé-
inflamatorias por macréfagos estimulados. As células ndo tratadas estimuladas com LPS e IFN-
v (grupo de controle) mostram um aumento dos niveis de TNF-a e IL-13 em comparagdo com

0s macrdfagos nédo estimulados (grupo basal, p<0,01; figura 32A-H).

Figura 32. Os compostos 1, 2, 3 e 5 exibem um efeito modulador sobre a producéo de TNF-a
e IL-1p em macrofagos J774 estimulados. Sao apresentados dados de quantificagdo por ELISA
de TNF-a (graficos A-D) e IL-1p (graficos E-H). Diferentes concentracdes de 1, 2, 3 e 5 (200
- 25 uM) ou dexametasona (Dex; 20 uM, medicamento de referéncia) foram adicionadas a
culturas de macrofagos J774 estimuladas com LPS + IFN-y. O grupo de controlo (CTRL)
representa células ndo tratadas estimuladas com LPS + IFN-y. O grupo basal (B) apresenta
dados de células ndo tratadas e ndo estimuladas. Os niveis de TNF-o e IL-1p foram
determinados 4h e 24 h apds os tratamentos, respetivamente.
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#Diferenga do grupo néo estimulado (B) (p < 0,05). *Diferenca do grupo de controle (Ctrl) (p < 0,01). %Diferenca
do grupo Dex (p < 0,05). Diferenca em relagéo ao grupo 200 uM (p < 0,05). & Diferenca em rela¢do ao grupo 200
UM (p < 0,05). $ Diferenca em rela¢do ao grupo 100 uM (p < 0,05).
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O tratamento com todas as concentracgdes testadas (25 - 200 M) dos compostos testados
resultou na inibicéo da producdo de TNF-a (Figura 32A-D, p<0,01). Dentro da gama testada, a
maioria das moléculas mostrou um efeito dependente da dose, exceto o composto 2 que nédo
mostrou qualquer diferenca na magnitude do seu efeito entre as concentracfes testadas. A
dexametasona, o medicamento padrdo, também inibiu a producdo de TNF-a. E importante
ressaltar que o efeito dos compostos 1, 2, 3 e 5 (Figura 32A; p<0,01) foi comparével ao da
dexametasona.

A producéo de IL-1p também foi modulada pelos compostos testados (Figura 32E-H).
Os compostos 1, 3 e 5 e 1, por outro lado, apresentam um perfil semelhante. Estes compostos
diminuiram a quantidade de IL-1p nas concentragdes de 200 e 100 uM (Figura 32E-H, p<0,01)
numa magnitude semelhante a da dexametasona, mas ndo apresentaram qualquer dependéncia
da dose. Semelhante, mas ndo o mesmo, o composto 2 inibiu a producdo de IL-1B nas
concentracdes de 200 e 100 uM (Figura 32F, p<0,01), e mostrou um perfil dose-dependente
com um efeito semelhante ao da dexametasona.

Juntamente com 0 NO, 0 TNF-a e a IL-1p sao mediadores importantes da resposta
inflamatéria. O TNF-a ¢ uma citocina pré-inflamatéria produzida principalmente por
mondcitos/macréfagos e desempenha um papel fundamental na modulacdo das respostas
imunitérias e na inducdo da inflamacdo. Apos a ativacdo do seu receptor, inicia-se uma cascata
de eventos que conduz a producdo de mais mediadores pré-inflamatérios (HOLBROOK et al.,
2019). Além disso, verificou-se que 0 TNF-a ¢ um alvo para o tratamento de varias doengas
inflamatdrias, como a artrite reumatoide, as doencas inflamatdrias intestinais, a espondilite
anquilosante e a psoriase (MCINNES et a., 2019). Da mesma forma, a IL-1p também ¢
reconhecida como uma citocina importante para eventos inflamatorios. E principalmente uma
citocina pro-inflamatdria capaz de induzir a sua propria producdo, num ciclo de feedback
positivo que amplifica a sinalizacdo inflamatéria (DINARELLO et al., 2018). Além disso, a
secrecao aumentada de IL-1B tem sido associada a patogénese de doencas auto-inflamatorias,
sindromes metabolicas, inflamacao aguda, inflamacéo cronica e malignidade (KANEKO et al.,
2019).

Por conseguinte, a capacidade de 1, 2, 3 e 5 para reduzir a produgéo/libertagédo de IL-1p
e TNF-a reforca a potencial atividade anti-inflamatoria anteriormente demonstrada pela
reducdo da quantidade de NO libertada por macrofagos estimulados. Curiosamente, foi relatado
que o velutinol A, um composto esteroidal, que apresenta aglicona com uma estrutura

semelhante a dos compostos testados, inibiu as respostas inflamatérias mediadas pelo receptor
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B1 de cinina in vivo (MATTOS et a., 2006). O recetor B1 da cinina € um recetor induzivel que
tem sido implicado no processo de estimulacdo e libertagdo de IL-1 ¢ TNF-a dos macrofagos
(TIFFANY et a., 1989).

Os dados apresentados aqui demonstram que os compostos 1, 2, 3 e 5 sdo capazes de
inibir a producdo/liberacdo de mediadores pro-inflamatorios, o que é um atributo importante
dos compostos anti-inflamatorios. Além disso, os compostos testados apresentam uma eficacia
semelhante ou até superior a da dexametasona, considerada o farmaco padrdo-ouro nos testes.

Portanto, estes resultados evidenciam o potencial anti-inflamatorio destes compostos.

5.2.3 Conclusdes

A primeira analise fitoquimica da fracdo solGvel em cloroférmio obtida a partir das
raizes de M. dardanoi levou ao isolamento e atribuicdo de cinco novos pregnanos glicosideos,
designados dardanois A-E. Entre eles, os dardanois A, B, C e E apresentaram um potencial anti-
inflamatorio, inibindo a produgdo de 6xido nitrico e reduzindo as citocinas pro-inflamatérias
IL-1B ¢ TNF-a.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Manuscrito: Novos glicosideos pregnanos de Mandevilla dardanoi e sua atividade anti-
inflamatoria
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Figura S4: Ampliacdo do espectro de RMN de *H (500 MHz, piridina-ds) do composto 1.
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Figura S5: Ampliacdo do espectro de RMN de *H (500 MHz, piridina-ds) do composto 1.
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Figura S8: Ampliagéo do espectro de RMN APT (piridina-ds, 125 MHz) do composto 1.
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Figura S11: Espectro HSQC (500 e 125 MHz,Hdina-ds) do composto 1.
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Figura S12: Ampliacdo do espectro de HSQC (500 e 125 MHz, piridina-ds) do composto 1.
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Figura S13: Ampliacdo do espectro de HSQC (500 e 125 MHz, piridina-ds) do composto 1.
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Figure S14 Ampliacdo do espectro de HSQC (500 e 125 MHz, piridina-ds) do composto 1.
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Figure S15: Ampliacdo do espectro de HSQC (500 e 125 MHz, piridina-ds) do composto 1.
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Figura S17: Ampliacdo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, piridina-ds) do composto 1.
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Figura S18: Ampliacdo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, piridina-ds) do composto 1.
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Figura S19: Ampliagcéo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, piridina-ds) do composto 1..
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Figura S20: Espectro COSY (piridina-ds, 500 MHz) do composto 1.
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Figura S22: Espectro TOCSY (piridina-ds, 500 MHz) do composto 1.
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Figura S24: Ampliacéo do espectro de RMN de 1H (piridina-d5, 500 MHz) do composto 2.
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Ampliagéo do espectro de RMN de 1H (piridina-d5, 500 MHz) do composto 2.
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Figura S27: Espectro de RMN de Dept 135 (piridina-d5, 500 MHz) do composto 2.
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Figura S28: Ampliacéo do espectro de RMN de Dept 135 (piridina-d5, 500 MHz) do
composto 2.
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Figura S29: Ampliacdo do espectro de RMN de Dept 135 (piridina-d5, 500 MHZz) do composto
2.
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Figura S31: Ampliacédo do espectro de HSQC (500 e 125 MHz, piridina-d5) do composto 2.
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Figura S32: Ampliacéo do espectro de HSQC (500 e 125 MHZz, piridina-d5) do composto 2.
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Figura S33: Espectro HMBC (500 e 125 MHz, piridina-d5) do composto 2.
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Figura S34: Ampliacédo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, piridina-d5) do composto 2.
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Figura S35: Ampliacéo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, piridina-d5) do composto 2.
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Figura S36: Espectro COSY (500 e 125 MHz, piridina-d5) do composto 2.
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-d5) do composto 3.

, piridina

Figura S37: Espectro de RMN de H (400 MHz
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Figura S38: Ampliacéo do espectro de RMN de 1H (400 MHz, piridina-d5) do composto 3.
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Figura S39: Ampliacdo do espectro de RMN de 1H (400 MHz, piridina-d5) do composto 3.
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Figura S40: Ampliacéo do espectro de RMN de 1H (400 MHz, piridina-d5) do composto 3.
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piridina-d5) do composto 3.

Espectro de RMN APT (400 MHz,
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Figura S45: Ampliagéo do espectro de HSQC (400 e 100 MHz, piridina-d5) do composto 3
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Figura S46: Ampliacdo do espectro HSQC (400 e 100 MHz, piridina-d5) do composto 3

L] |
ks

[ p t
. ' e Lsg
“ 762
L64

TTTT

Ul
f1 (ppm)

” l

4.204.15 4.10 4.05 4.00 3.95 3.90 3.85 3.80 3.75 3.70 3.65 3.60 3.55 3.50 3.45 3.40 3.35 3.30 3.25 3.20 3.15 3.10
f2 (ppm)

191



192

Figura S47: Ampliagéo do espectro de HSQC (400 e 100 MHz, piridina-d5) do composto 3
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Figura S48: Ampliacdo do espectro de HSQC (400 e 100 MHz, piridina-d5) do composto 3
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Figura S51: Ampliacédo do espectro HMBC (400 e 100 MHz, piridina-d5) do composto 3
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Figura S52: Espectro COSY (400 MHz, piridina-d5) do composto 3
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Figura S57: RMN %3C de Broadband (100 MHz, piridina-d5) do composto 4
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Figura S58: Espectro DEPT 135 (100 MHz, piridina-d5) do composto 4

Ll
o — [ m e o] L wn — i w [N e
M T W D T m L 0 T g O Oy M~ n — W a1 o~ O
QO I~ — M~ [} [Tol-y w o 00 M~ mo— o [Tel — O 0 0
@ M~ [N ] 0 [Tyl ~ oM [ ER NG ] IR ]
[ | N | Il | NS [N | [

T T T T T T
45 40 35 30 25 20 15
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Figura S60: Espectro de HSQC (400 e 100 MHz, piridina-d5) do composto 4
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Figura S61: Expansdo do espectro HSQC (400 e 100 MHz, piridina-d5) do composto 4
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Figura S62: Expanséo do espectro HSQC (400 e 100 MHz, piridina-d5) do composto 4
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Figura S63: Espectro HMBC (400 e 100 MHz, piridina-d5) do composto 4
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Figura S64: Expansdo do espectro HMBC (400 e 100 MHz, piridina-d5) do composto 4
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Figura S65: Expansdo do espectro HMBC (400 e 100 MHz, piridina-d5) do composto 4
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Figura S66: Espectro COSY (400 MHz, piridina-d5) do composto 4
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