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RESUMO

Neste trabalho, foram preparados inicialmente dez diferentes extratos brutos etandlicos de
diferentes espécies vegetais da regido da mata atlantica mineira das proximidades do municipio
de Alfenas-MG. Apbs a padronizagdo do teste antichagasico in vitro contra as formas
epimastigotas da cepa Y, e utilizando-se 0 método colorimétrico com solucao de resazurina,
todos os extratos foram submetidos ao bioensaio, o que permitiu a determinacdo do extrato de
maior potencial anti-epimastigota como sendo da Miconia willdenowii, da familia
Melastomataceae. Tal extrato, foi posteriormente submetido a particionamento por extracdo
liquido-liquido com hexano, acetato de etila e uma mistura etanol:dgua (1:3), 0 que permitiu
separar compostos em grupos por diferenca de polaridade. As 3 fracOes obtidas foram
novamente submetidas ao teste bioldgico, para determinacdo do grupo de compostos de maior
atividade. A fragéo acetato foi assim determinada como a de maior potencial contra as formas
epimastigotas dos parasitas da doenca de Chagas, sendo esta submetida ao fracionamento por
cromatografia em coluna, obtendo-se assim ao final, um total de 12 subfracdes. Estas foram na
sequéncia submetidas também ao teste in vitro, determinando-se as de maior potencial contra
0s epimastigotas. No geral, trés destas subfraces apresentaram maior atividade antichagasica
(A2, A3 e A4), as quais foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
por conseguinte, a partir das quais puderam ser isoladas dois derivados de hidroquinonas, ja
relatadas para outras espécies de Miconia: miconidina e primina. As duas substancias tiveram
suas estruturas identificadas por espectroscopia de RMN e também espectrometria de massas,
e confirmadas com dados da literatura. A quantificacdo das duas substancias isoladas foi feita
para cada amostra de M. willdenowii (extrato bruto, fracdo acetato e subfragdes), o que permitiu
deduzir que a presenca de tais compostos, nestas amostras, é a principal responsavel pela
atividade tripanocida apresentada pelas mesmas. O bioensaio anti-T. cruzi realizado também
para 0s compostos isolados permitiu observar o alto potencial tripanocida frente a forma
epimastigota do parasita, apresentando valores de CEsxp inferiores até mesmo que a droga padrao
de referéncia, o benznidazol. O teste de citotoxicidade in vitro com fibroblastos derivados de
pele humana normal também com a miconidina e primina, isoladas de M. willdenowii,
demonstrou que estas sO apresentavam efeito adverso a partir de 50 ug/mL (dentre as
concentragOes testadas), valor este superior ao CEso apresentado pelas mesmas, sugerindo o
alto potencial efetivo de utilizagdo destes compostos na terapia da doenca de Chagas.

Palavras-chave: Doenga de Chagas. Miconia willdenowii. Miconidina. Primina. Atividade
Tripanocida. Epimastigota.



ABSTRACT

In this work, ten different ethanol crude extracts were prepared from different plant species of
rainforest nearby the city of Alfenas-MG. After standardization of in vitro antichagasical test
against T. cruzi (Y strain) epimastigote form, and using colorimetric method with resazurin
solution, all extracts had the activity evaluated and the most active was Miconia willdenowii
extract, from the Melastomataceae family. This extract was subsequently subjected to
partitioning by liquid-liquid extraction using hexane, ethyl acetate and ethanol:water (1:3)
mixture, allowing the separation of compounds in groups by difference in polarity. The 3
fractions obtained were submitted to bioguided assay in order to determine the most active. The
ethyl acetate fraction displaying the higher potential against epimastigote form of Chagas’
disease parasites was extensively purified under CC conditions. In the end, this process
provided a total of 12 subfractions. All subfractions were subjected to bioguided assay,
determining those with the greatest potential against epimastigote. Overall, three subfractions
showed antichagasical activity (A2, A3 and A4), which were analyzed by high performance
liquid chromatography (HPLC), and two hydroquinones derivatives previously reported for
other species Miconia: miconidin and primin, could be isolated. Both compounds had their
structures identified by NMR spectroscopy, mass spectrometry and confirmed by database
comparison in the literature. The quantification of these two compounds was made for each
sample of M. willdenowii (crude extract, acetate fraction and subfractions), which allowed
deducing that their presence or absence is related to trypanocidal activity. The anti-T. cruzi
bioassay, when performed to the isolated compounds, allowed observing higher trypanocidal
potential than the reference drug (benznidazole). The in vitro cytotoxicity assay for miconidin
and primin, using normal human skin-derived fibroblasts, showed that they only present
cytotoxicity over 50 ug/mL, in which is higher than the ECso presented by these compounds in
the trypanocidal assay, suggesting high potential for effective use of these compounds as
therapeutical alternative for Chagas’ disease after further studies.

Key-words: Chagas’ disease. Miconia willdenowii. Miconidin. Primin. Trypanocidal Activity.
Epimastigote.
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1 INTRODUCAO

As doengas negligenciadas sdo comumente caracterizadas como doencas
infectocontagiosas que assolam regifes de miseria e pobreza, principalmente nos paises
subdesenvolvidos. Dentre as diversas doencas negligenciadas destacam-se as geohelmintoses,
a tripanossomiase africana (doencga do sono), as parasitoses intestinais, a doenca de Chagas, a
esquistossomose, a tracoma, a malaria, a tuberculose, a hanseniase, a filariose, a febre
reumatica, as leishmanioses, a oncocercose, entre outras, sendo estas causadas por diversos
tipos de organismos, compreendendo virus, fungos, bactérias, protozoarios, etc (SANTOS;
MEIRELLES, 2013).

Em diversos paises da América Latina, principalmente no Brasil, uma das doencas que
mais afeta a populacédo é a doenca de Chagas, causada pelo protozodrio da espécie Trypanosoma
cruzi, transmitida principalmente pela picada do barbeiro Triatoma infestans. A terapia da
doenca de Chagas tem utilizado os medicamentos benznidazol e nifurtimox com baixa eficacia
ou com limitacBes, pelo fato de sua eficiéncia se apresentar somente em certos estagios da
doenca, alem dos efeitos colaterais em grande parte dos individuos tratados. Os investimentos
em pesquisas na busca por novos candidatos a farmacos no tratamento das doencas
negligenciadas, em especial da doenca de Chagas, apesar de insuficientes ainda ganham espaco
nos institutos de pesquisas, bem como nas Universidades (PITA; PASCUTTI, 2011).

Uma area que tem se apresentada promissora na busca por novos tratamentos, ndo sé da
doenca de Chagas como de diversas outras doencas negligenciadas, € a Fitoquimica, que faz o
estudo da composicdo de materiais vegetais, na tentativa de isolamento, caracterizacao e testes
de compostos com atividade potencial contra essas doencas (SILVA; CARVALHO, 2004). Tal
ramo da Quimica tem se aplicado tanto nesses esforgos, devido a grande diversidade da flora
brasileira, 0 que tem permitido a progresséo da bioprospecgéo aliado ao estudo de Produtos
Naturais (SANTOS, 2013).

O estudo fitoquimico de extratos e materiais vegetais € feito por técnicas de separacéo
como cromatografia em camada delgada, cromatografia em coluna, particdo liquido-liquido, e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acopladas aos métodos de identificacdo e
analise organica, espectroscopicos e espectrométricos, como espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear, no infravermelho, no ultravioleta e espectrometria de massas. Em sua maior
parte, o estudo fitoquimico tem utilizado técnicas analiticas hifenadas, onde se tem a juncao de

métodos de separacdo com algum método espectroscopico/espectrométrico que forneca
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informagdes sobre a identidade dos compostos separados. A hifenacdo destas técnicas tem
permitido o desenvolvimento de pesquisas em menor tempo, com demanda cada vez menor de
quantidades de amostras, vantagens cruciais no desenvolvimento de pesquisas com produtos
naturais (RODRIGUES et al., 2006).

A falta de estudos quimicos acerca da grande biodisponibilidade vegetal regional e ainda
a auséncia de tratamentos eficazes para as doencas negligenciadas, com destaque para a doenga
de Chagas, despertam o interesse do desenvolvimento de trabalhos na area que possam

colaborar para o progresso da Quimica Medicinal voltada para a assisténcia da comunidade.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta secdo sdo descritos os principais assuntos tratados neste trabalho.

2.1 AS DOENCAS NEGLIGENCIADAS

Diversos tipos de doencgas acometem a populacdo mundial desde o passado. Dentre 0s
milhares tipos de enfermidades registradas, estdo as doencas infecciosas que sdo causadas por
algum tipo de micro-organismo patogénico como virus, bactérias, fungos, protozoarios, entre
outros, que invadem as células do hospedeiro para sua reproducdo. Algumas dessas doencas
tém chamado a atencdo de estudiosos e lideres politicos para o fato da maioria delas se
concentrar principalmente nas regides mais pobres e vulneraveis do planeta, evidenciando
atualmente, graves problemas de saude publica, o que representa um grande desafio do século
XXI em razéo de seu aspecto socioeconémico (GUIDO; ANDRICUPOLO; OLIVA, 2010).

Muitas dessas doencas parasitarias infecciosas j& foram consideradas “doencas
tropicais”, referenciando a maior ocorréncia destas enfermidades em areas do planeta com
condigdes climéticas quentes e imidas (CAMARGO, 2008). Tal conceito advém também de
uma visao colonialista do determinismo geogréafico da causalidade destas doencas, uma vez que
elas ocorriam na maioria das coldnias do século XIX que se situava nos tropicos do planeta
(MOREL, 2006).

Apesar do termo ‘“doencas tropicais” sugerir com precisdo a area geografica de
ocorréncia de grande nimero de doencas parasitarias, ainda assim tal nomenclatura néo € a
ideal. Para isso, outra categorizacao das doencas parasitarias infecciosas foi melhor designada,
sendo entdo utilizado o termo “doencas negligenciadas”. A semantica da palavra
“negligenciada” sugere a ideia de esquecimento e abandono (FERREIRA, 1999). Neste sentido,
pode-se definir como doencas negligenciadas, as doencas parasitarias infecciosas que afetam a
populacdo de areas assoladas pela pobreza e miséria, caidas ao esquecimento de investimentos
politicos, econdbmicos e sociais contra essas patologias, por falta de recursos, trazendo essas
regides a manutencao dessa vulnerabilidade (OLIVEIRA; MACHADO; FREITAS, 2014).

Pelo fato de tais enfermidades ocorrerem principalmente em paises em

desenvolvimento, o investimento em avancos terapéuticos (farmacos, métodos diagnosticos e
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vacinas) torna-se limitado, embora ainda o haja, at¢ mesmo por parte de paises ja
desenvolvidos. Tais esforcos, ainda assim ndo tém sido suficientes pelo baixo interesse das
industrias farmacéuticas, que justificam o reduzido potencial lucrativo de retorno para a
industria, uma vez que a populacdo atingida é de baixa renda, o que ndo geraria tantos lucros
(BRASIL, 2008).

Estima-se que cerca de 15 milhdes de pessoas no mundo morrem a cada ano, vitimas de
doencas negligenciadas (OLIVEIRA; MACHADO; FREITAS, 2014). A ocorréncia destas
doencas nos paises em desenvolvimento ndo € somente representada em dbitos, mas também
em doentes cronicos dentre jovens e adultos de todas as idades, causando deformidade e
incapacidade a populagdo, agravando a saude publica do pais afetado, além de causar a
perpetuacdo da pobreza e da miseéria da regido (OLIVEIRA et al., 2013).

Existem diversos tipos de doencas negligenciadas, nomeadas de acordo com as varias
regibes do planeta em que ocorrem, dentre as quais se destacam geohelmintoses,
tripanossomiase africana (doenca do sono), parasitoses intestinais, doencas de Chagas,
esquistossomose, tracoma, malaria, tuberculose, hanseniase, filariose, febre reumatica, as
leishmanioses e oncocercose (SANTOS; MEIRELLES, 2013). Faz-se importante ressaltar aqui
que a AIDS ndo é considerada uma doenga negligenciada, pois apesar de apresentar maior
ocorréncia em paises em desenvolvimento, existe ainda grande investimento para Pesquisas e
Desenvolvimento de medicamentos e vacinas, além também de sua grande incidéncia em paises
desenvolvidos (BRASIL, 2010).

Os paises subdesenvolvidos acometidos pelos diversos tipos de doencas negligenciadas
podem apresentar coendemicidade numa mesma regido (figura 1), em que os individuos da

populacdo podem ainda ser infectados por multiplos parasitas (PITA; PASCUTTI, 2011).
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Figura 1 - Mapa representativo da sobreposi¢do geogréafica das doencas negligenciadas.
Fonte: PITA; PASCUTTI (2011, p.310).

Com o intuito de colaborar com iniciativas globais cientificas para criagdo, apoio,
integracdo e coordenacdo de esforcos na tentativa de diminuicdo dos impactos das doengas
negligenciadas, varios orgaos e institutos foram criados como a Iniciativa de Farmacos para
Doencas Negligenciadas (DNDi — Drugs for Neglected Diseases initiative), Instituto de Saude
do Primeiro Mundo (iOWH — initiative One World Health) e a Organizacdo Mundial da Saude
através de seu Programa Especial para Pesquisa e Treinamento em Doencas Tropicais
(WHO/TDR — World Health Organization/ Special Programme for Research & Training in
Tropical Diseases Research) (PITA; PASCUTTI, 2011).

Na América Latina, e mais especificamente no Brasil, estima-se que oito das doencas
negligenciadas listadas anteriormente acometem a populacéo da regido, sendo as principais a
esquistossomose, a oncocercose, as leishmanioses e a doenca de Chagas, estas duas Gltimas as
de maior incidéncia no pais até a década de 1970 (CAMARGO, 2008).

2.2 ADOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas, também conhecida por tripanossomiase americana, por ser

caracterizada como exclusiva do continente americano, foi descoberta e descrita primeiramente
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pelo médico sanitarista Carlos Chagas no ano de 1909 (SOBRINHO et al., 2009). O agente
etiologico da doenga descoberto por Chagas é o protozoario da espécie Trypanosoma cruzi,
subgénero Schizotrypanum, género Trypanosoma, familia Trypanosomatidae e ordem
Kinetoplastida (PITA; PASCUTTI, 2011).

A forma de contégio da doenca, considerada principal até a década de 70, era pela picada
do inseto hematdfago da espécie Triatoma infestans, além de outras espécies de insetos da
familia Reduviidae. Apos o repasto, 0 barbeiro deposita as fezes contendo os parasitas que
entram na corrente sanguinea onde se desenvolverdo e se reproduzirdo (CUNHA et al., 2011).

O ciclo de vida do Trypanosoma cruzi envolve trés estdgios morfologicos distintos
(figura 2) que incluem a passagem pelo vertebrado (mamiferos em geral) e o invertebrado
(barbeiro). ApoOs o0 repasto sanguineo, o barbeiro deposita suas fezes contendo as formas
epimastigotas e tripomastigotas metaciclicas do protozoario, proximo ao orificio usado para
succdo, por onde os parasitas podem se adentrar no organismo hospedeiro. As formas
tripomastigotas, flageladas, circulam pela corrente sanguinea e atingem as células e tecidos,
transformando-se na forma amastigota em seu interior. Essa forma, ndo flagelada, é a
responsavel pela multiplicacdo dos parasitas no hospedeiro vertebrado, causando a proliferacéo
dos mesmos, em que ap6s alguns ciclos de replicagdo se diferenciam novamente na forma
tripomastigota que causa ruptura das células e atinge novamente a corrente sanguinea. Devido
a sua motilidade pela presenca do flagelo, os tripomastigotas podem atingir outras células e
tecidos. Quando um barbeiro triatomideo ndo infectado, suga o sangue de um mamifero
infectado, ele adquire os parasitas na forma tripomastigota que se transformam na forma
epimastigota (também flagelada) no interior do tubo digestivo do organismo invertebrado,
havendo também ali a replicacdo dos mesmos, que ap0s isso, serdo em seguida diferenciados
na forma tripomastigota metaciclica, que poderdo infectar outros vertebrados caso venham a
ser picados pelo barbeiro (CUNHA et al., 2011).
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Figura 2 - Esquema representativo do ciclo de vida do parasita T. cruzi da doencga de Chagas.
Fonte: CUNHA et al. (2011, p. 108).

Outras formas de contagio também sdo listadas na literatura como ingestéo de alimentos
contaminados com parasitas pela deposicao de fezes do triatomideo, transmissao congénita em
que mulheres infectadas passam para seus bebés durante a gestacao ou no parto, por transfuséo
sanguinea, transplante de érgéos ou ainda outros modos menos convencionais como a troca de
fluidos com sangramento no ato sexual, a utilizacdo de materiais contaminados no uso de drogas
injetaveis ou acidentes em laboratorios (PITA; PASCUTTI, 2011).

Uma analise minuciosa dos dados epidemioldgicos juntamente com os recentes casos
de contaminacdo, permite inferir que a doenc¢a de Chagas ndo é mais uma doenca endémica,
confinada a areas rurais e transmitida exclusivamente por insetos (PITA; PASCUTTI, 2011).
No Brasil, tal fato pode ser explicado pela erradicacdo quase completa da transmissdo vetorial
da doenga, com a eliminagédo dos insetos vetores da espécie Triatoma infestans. Contudo, vale
a pena ressaltar que outros insetos da familia Reduviidae também sdo vetores da doenca de
Chagas e por isso existem &reas no Brasil de ocorréncia da doenca transmitida ainda pela picada
do barbeiro (SOBRINHO et al., 2009).

A doenca se manifesta sob dois estagios em que inicialmente, a forma aguda faz com
que o infectado apresente um quadro febril passageiro e inespecifico, com a multiplicacédo
rapida dos parasitas que pode durar de uma a duas semanas. Por conseguinte, no outro estagio

da doenca, a forma cronica, diversos tecidos do organismo infectado podem ser tomados pela
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presenca dos parasitas causando aos poucos a debilitacdo de 6rgdos como o coracdo, intestino,
etc (PITA; PASCUTTI, 2011).

Estudos demonstram que aproximadamente 8,5 milhdes de pessoas na América Central
e do Sul estdo infectadas com a doenca de Chagas e 25 milhGes estdo expostas ao risco de
infeccdo. No Brasil, a doenca de Chagas representa a quarta causa de morte dentre as doencas
parasitarias, sendo cerca de 3 milhGes de pessoas infectadas, maioria com mais de 45 anos
(MUGUANDE et al., 2011)

Atualmente, o principal medicamento utilizado no tratamento da doenca de Chagas no
Brasil é 0 benznidazol (ou benzonidazol) (figura 3). Contudo, este tem-se apresentado eficiente
somente na fase inicial da doenca, assim como variagdes em sua eficacia no tratamento da
parasitose de diferentes cepas tém sido observadas, bem como efeitos colaterais diversos podem
ocorrer (PITA; PASCUTTI, 2011).
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Figura 3 - Representacdo da estrutura do benznidazol utilizado na terapia contra
a doenca de Chagas.
Fonte: PITA; PASCUTTI, (2011).

Considerando-se assim a auséncia de medicamentos eficazes no tratamento da doenca
de Chagas, que apresentem acdo contra 0s parasitas em ambas as suas fases e com baixa
toxicidade, faz-se de suma importancia a busca por novos candidatos a farmacos na terapia da
doenga, 0 que sugere assim o desenvolvimento de atividades nas areas da Quimica como a
sintese organica aplicada a Quimica Medicinal, bem como de Produtos Naturais, enfatizando-

se a Fitoquimica.
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2.3 FITOQUIMICA

A fitoquimica é uma parte da ciéncia que tem por objetivo estudar os componentes
quimicos, como o0s principios ativos, odores, pigmentos, dentre outras moléculas das plantas. A
importancia destes estudos atinge desde a &rea médica e farmacéutica, a agricultura, bem como
outras areas, seja por meio de pesquisas de novas substancias a serem utilizadas em
medicamentos ou defensivos agricolas, seja para a area da taxonomia, por meio dos caracteres
quimicos para diferenciar as espécies, bem como para a Quimica, através de estudos dos
metabdlitos que originam diferentes substancias presentes nos vegetais (SILVA; CARVALHO,
2004).

Considerando o rapido desenvolvimento das diferentes areas da ciéncia ao longo do
século XX, tais como quimica, biologia, farmacologia e medicina, além do advento de
diferentes técnicas de separagdo e andlise, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas (EM), tornou-se
possivel o estudo dos metabdlitos oriundos de espécies vegetais, bem como a sua deteccdo e a
caracterizacdo mesmo em baixas concentragdes (SUMNER; MENDES; DIXON, 2003).

O Brasil encontra-se numa posi¢do de destaque, pois possui aproximadamente 22% da
flora mundial sendo, portanto, uma das maiores biodiversidades do planeta (MOREIRA et al,
2006). Além disso, relata-se que a maioria dos compostos com atividade bioldgica frente a
diferentes doencas é tida como sendo de produtos naturais, o que reafirma a grande importancia
dos estudos na area (NEWMAN; CRAGG, 2012).

A busca pelo alivio ou pela cura das doencas através do uso de ervas e folhas talvez
tenha sido a primeira forma de exploracdo dos produtos naturais pelo homem. As civilizagdes
Egipcia, Greco-Romana e Chinesa foram as pioneiras no uso de recursos naturais na medicina,
no controle de pragas e em mecanismos de defesa (VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

O Brasil, com a sua enorme biodiversidade ndo abdicou de sua vocagéo para os produtos
naturais e, 0s remédios indigenas tiveram sua importancia reconhecida quando os primeiros

médicos portugueses aqui chegaram (PINTO et al., 2002).
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2.4 A INFLUENCIA DOS PRODUTOS NATURAIS NO DESENVOLVIMENTO DOS
FARMACOS

Os produtos naturais sempre exerceram grande influéncia nos farmacos e somente no
periodo 2001 a 2010 o Food and Drug Administration (FDA) aprovou 16 novos farmacos
derivados de plantas (KINGHORN et al., 2011).

A partir do século XVIII, a literatura descreve a utilizacdo de principios ativos de
plantas. Um marco do desenvolvimento da fitoquimica foi a descoberta da morfina (figura 4),
obtida da Papaver somniferum, que apresenta propriedades soporiferas e analgésicas.
(VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, 2006)
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Figura 4 - Estrutura quimica da morfina.
Fonte: DO AUTOR.

A descoberta de substancias alucin6genas € um exemplo marcante do impacto que 0s
produtos naturais causaram na humanidade e que certamente influenciou o comportamento do
homem moderno. Preparado dos bulbos de Papaver somniferum, o 6pio é conhecido por suas
propriedades soporiferas e analgésicas e ha relatos do uso dessa planta desde a época dos
Suméritos (4000 A.C.). Apenas em 1803 iniciaram 0s primeiros estudos sobre a constitui¢do
quimica do 6pio e em 1806, na Franca, Armand Sequin isolou o seu constituinte majoritario, a
morfina (1, analgésico) e a partir dai, o interesse por substancias naturais em sua forma pura foi
estabelecido. Também foram isolados do 6pio alcaldides com propriedades interessantes como
a codeina (2, antitussigeno), a tebaina (3, antagonista da morfina), a narcotina (4, antitussigeno
e espasmolitico) e a papaverina (5, espasmolitico) (figura 5) (VIEGAS; BOLZANI;
BARREIRO, 2006).
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Figura 5 - Estrutura quimica de alguns alcaléides opidides.
Fonte: VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, (2006).

Provavelmente o fato mais importante que diz respeito ao desenvolvimento de farmacos
a partir de produtos naturais tenha sido a descoberta dos salicilatos extraidos de Salix alba. Em
1763, foram comprovadas as propriedades analgésicas e antipiréticas do extrato da planta, mas,
somente em 1828, no Instituto de Farmacologia de Munique, Johann A. Buchner isolou uma
pequena quantidade da salicilina (6) (figura 6). Na busca por melhorias, muitos outros cientistas
empenharam-se em estudar o extrato natural e a salicilina até que, em 1860 o &cido salicilico
(7) (figura 6) e seu sal sodico a partir do fenol foram sintetizados por Hermann Kolbe e seus
alunos. Em 1874, foi criada a primeira grande fabrica destinada a producdo de salicilatos
(VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Em busca da cura para a artrite que seu pai possuia, Felix Hofmann, descobriu o acido
acetil-salicilico (8, AAS, figura 6) que manteve a propriedade analgésica desejada sem causar
os efeitos colaterais que o salicilato de sodio causava. Em 1897, o AAS foi lancado pela Bayer
com o nome de Aspirina® e é até hoje alvo de pesquisas sobre sua aplica¢do terapéutica como
analgésico, antiplaquetério e anti-inflamatorio (VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, 2006).
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Figura 6 - Salicilatos importantes no desenvolvimento de farmacos entre 1800-1900.
Fonte: VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, (2006).

Na década de 60, uma descoberta muito importante foi a obtencdo do diterpeno Taxol
(figura 7), isolado de Taxus brevifolia. Neste estudo, pesquisadores do National Cancer
Institute (NCI) dos EUA selecionaram diversas espécies vegetais com o objetivo de reconhecer
substancias com atividades citotoxicas e, entre 0s extratos estudados, o oriundo da casca de
“Yewtree” (T. brevifolia) foi um dos mais proeminentes para o desenvolvimento de farmacos
com acéo antitumoral (VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Figura 7 - Estrutura quimica do taxol.
Fonte: WILDING et al., (2015).

Desta forma, a fitoquimica € um ramo de pesquisa de extrema importancia para o Brasil,
considerando sua enorme riqueza vegetal ainda sem estudo e as possibilidades de
desenvolvimento de novos medicamentos. A exploracdo cientifica, desses recursos biologicos
naturais, permite ndo so a descoberta de novas substancias com potenciais medicinais, mas
também o desenvolvimento da bioprospeccdo com a propagagdo de praticas comerciais e

lucrativas, de produtos naturais, de modo sustentavel.
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2.5 BIOPROSPECCAO

Como definicao, bioprospecgdo € o metodo ou forma de localizar, avaliar e explorar
sistematica e legalmente a biodiversidade existente em determinado local. Seu objetivo
principal é a busca de recursos genéticos e bioquimicos para fins comerciais (SANTOS, 2013).

A retirada dos recursos naturais brasileiros ja ocorre desde o descobrimento do pais e,
devidos a varios fatores, dentre eles a grande extensao territorial, a falta de fiscalizacao, a
escassez de recursos naturais no restante do mundo e a falta de conscientizagcdo estdo
contribuindo para o comércio ilegal da biodiversidade, ou seja, a biopirataria (SANTOS, 2013).

O desenvolvimento tecnolégico e o aumento demografico havidos nas ultimas décadas
causaram um desequilibrio em muitos ecossistemas 0 que gerou muitos danos para a
humanidade (SANTOS, 2013).

As indstrias quimicas e farmacéuticas em uma busca crescente por novos produtos
aumentaram o interesse na biodiversidade existente nas areas silvestres pouco ou ainda nao
exploradas como no caso da floresta Amazonica, o que vem chamando a atencéo para 0 nosso
pais (SANTOS, 2013).

A exploracdo de recursos naturais € sempre prejudicial ao meio ambiente, mas a
bioprospecc¢do visa 0 uso desses recursos com as cautelas necessarias para que 0s danos sejam
0s menores possiveis (SANTOS, 2013).

2.6 AS TECNOLOGIAS MODERNAS NA FITOQUIMICA

O desenvolvimento de diferentes modalidades de cromatografia (1906) e a introducao
dos metodos espectroscopicos modificou gradualmente os objetivos e a filosofia dos trabalhos
de isolamento e de determinacdo estrutural de produtos naturais. A chegada dessas técnicas
possibilitou a reducdo das quantidades de material necessario para a analise e diminuiu o tempo
para a determinacéo estrutural (PINTO et al., 2002).

Existem muitos obstaculos na busca de novos candidatos a farmacos derivados de
plantas o que inclui os complexos extratos que sdo formados por inimeros constituintes que,
para serem isolados e identificados, necessitam do uso de ferramentas analiticas como a

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), ressonancia magnética nuclear (RMN),
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espectrometria de massas (MS), ultravioleta (UV), além das técnicas hifenadas, entre outras
(BOLZANI et al, 2012).

Um tipo de cromatografia muito utilizada no estudo de composicdes quimicas
complexas de origem vegetal é a cromatografia em contracorrente que consiste na separagdo
baseada na particdo liquido-liquido, sem o uso de adsorvente. A técnica utiliza duas fases
liquidas imisciveis, sendo uma a fase modvel e outra, a fase estaciondria (MARSTON;
HOSTETTMANN, 1994).

Esta técnica € amplamente utilizada na separacdo de produtos naturais, pois evita
problemas como a adsorcéo irreversivel das amostras e a degradacdo de seus constituintes
devido a auséncia de suporte sélido. A técnica apresenta também outras vantagens como
permitir a injecdo de grande quantidade de amostra sem necessidade de pre-purificacdes,
recuperacdo total da amostra ao final das analises e um baixo consumo de solventes
(MARSTON; HOSTETTMANN, 1994).

Podemos citar algumas técnicas de cromatografia em contracorrente como a
cromatografia contracorrente de gotas (“DCCC: droplet counter current chromatography”), a
cromatografia contracorrente de rotagdo locular (“RLCC: rotation locular counter-current
chromatography”) e a cromatografia contracorrente de alta velocidade (“HSCCC: high-speed
counter-current chromatography””) (MARSTON; HOSTETTMANN, 1994).

Uma técnica muito utilizada no isolamento de produtos naturais de alta polaridade é a
cromatografia contracorrente de alta velocidade. Ela apresenta varias vantagens em relacéo as
outras técnicas, como a diminuicdo do tempo de analise sem perda de resolucdo e a utilizacdo
de menores quantidades de solventes (MARSTON; HOSTETTMANN, 1994).

2.7 O USO DE TECNICAS HIFENADAS NA IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE
SUBSTANCIAS DE ORIGEM VEGETAL

O extrato vegetal bruto constitui uma matriz bem complexa contendo centenas ou
milhares de metabdlitos. A grande infinidade de compostos presentes em extratos torna dificil
a determinacdo do perfil metabolico dos mesmos. Uma eficiente deteccdo e rapida
caracterizagdo tém papel fundamental na pesquisa de produtos naturais biologicamente ativos
(RODRIGUES et al., 2006).
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A triagem quimica através das técnicas hifenadas permite a caracterizacdo de muitas
matrizes complexas de produtos naturais advindos de plantas. A grande sensibilidade e
seletividade das técnicas hifenadas desenvolvidas atualmente facilitaram de tal modo a
fitoquimica permitindo o estudo de extratos brutos, por exemplo, dispensando o isolamento de
substancias (figura 8), o que muitas vezes demanda laboriosa dedicacdo (RODRIGUES et al.,
2006).

Extrato
bruto

|:> Técnicas analiticas hifenadas Identificacdo
‘ de compostos

HPLC-UV-MS Caracterizacao e
HPLC-UV-RMN bioensaios

bioativos

Figura 8 - Esquema representativo das tecnologias utilizadas na identificagdo de compostos
naturais.
Fonte: DO AUTOR.

O termo “técnicas hifenadas” refere-se a juncdo de duas ou mais técnicas com o objetivo
de obter uma ferramenta analitica mais eficiente e rapida que as técnicas convencionais. A
analise de amostras a base de plantas demanda basicamente a separacdo de compostos e
identificacdo estrutural dos mesmos sendo, portanto, a cromatografia e a espectroscopia as
técnicas analiticas mais utilizadas no ramo (RODRIGUES et al., 2006).

A ortogonalidade entre as técnicas hifenadas é o ponto chave no estudo de extratos e
fracdes, devendo assim gerar informac@es distintas sobre 0os compostos na amostra. Exemplos
tradicionais de técnicas que gerem informacgdes estruturais de moléculas sdo as técnicas
espectromeétricas [espectrofotometria de UV-Vis (DAD) ou espectrometria de massas (MS e
MS-MS)] ou espectroscopicas como a ressonancia magnetica nuclear (RMN) e a espectroscopia
no Infravermelho (IR), que muitas das vezes funcionam como detectores. A hifenagdo de um
método eficiente de separagdo com detector espectromeétrico ou espectroscépico constitui a
principal ferramenta utilizada no estudo de plantas medicinais, onde a cromatografia gasosa e
a cromatografia liquida ocupam posicdes de destaque entre os métodos de separacdo. Faz-se
importante a escolha do detector para cada tipo de amostra analisada, que podera fornecer

informagdes sobre uma substancia mesmo que em niveis tragos (RODRIGUES et al., 2006).
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Para compostos que apresentam grupos croméforos, o detector de arranjo de diodos
(DAD) é geralmente empregado; caso contrario, a deteccdo pode ser feita pelo detector de
espectrometria de massas, pelo grande nimero de informacGes geradas. No estudo de plantas
medicinais, torna-se necessario o uso de técnicas complementares para a identificacdo dos
componentes ativos, como o caso da combinacdo entre LC-NMR (cromatografia liquida com
detector de ressonéncia magnética nuclear), LC-DAD (cromatografia liquida com detector de
arranjo de diodos) e LC-MS-MS (cromatografia liquida com detector seletivo de massas
tandem), gracas a complexidade do problema. Devido aos avangos da tecnologia, 0s
pesquisadores podem contar com ferramentas poderosas na busca de novos compostos
bioativos (RODRIGUES et al., 2006).
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3 JUSTIFICATIVA

A flora brasileira apresenta, em geral, uma grande diversidade de espécies em toda sua
extensdo. Muitas dessas variedades ainda ndo apresentam estudos fitoquimicos quanto a sua
composic¢do, despertando grande interesse dos estudos na area.

A maioria das doencas negligenciadas ainda ndo apresenta um tratamento eficaz. Com
relacdo a doenca de Chagas, os medicamentos utilizados na terapia atualmente apresentam
certas limitagdes quanto ao estagio da doenca, bem como as reacBes adversas entre 0s pacientes,
0 que representa ainda a certa ineficiéncia dos mesmos.

Nesse sentido, considerando-se a grande disponibilidade de espécies vegetais da mata
atlantica mineira nas proximidades do municipio de Alfenas-MG, a caréncia de substancias
eficazes no tratamento da doenca de Chagas, o grande nimero de casos da doenca na regido de
Alfenas-MG, além da auséncia de estudos fitoquimicos de muitas espécies vegetais da regido,
esse trabalho foi proposto a fim de avaliar o potencial antichagasico de extratos, fracGes e
substancias isoladas de algumas espécies vegetais, visando o0 uso sustentavel dos mesmaos como

possiveis candidatos na terapia da doenga.
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4 OBJETIVOS

Dentre os objetivos deste trabalho, destacam-se:

4.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo desse trabalho foi realizar o estudo fitoquimico guiado por ensaios bioldgicos
in vitro, ou seja, bioprospeccdo de espécies vegetais inéditas da regido de mata Atlantica sul-
mineira para tratamento da doenca de Chagas, a fim de se obter substancias e fragcdes ativas
frente a tais ensaios. As avaliagfes que permearam estes estudos foram atividades

antichagéasicas com parasitas na forma epimastigota.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Realizar a coleta de materiais vegetais de diferentes espécies, compreendendo as partes
aéreas remanescentes da Mata Atlantica mineira e preparar 0s extratos brutos;

b) Submeter os extratos brutos e fragdes a avaliacdo da atividade bioldgica in vitro, frente
a Trypanosoma cruzi;

c) Realizar o estudo fitoquimico biomonitorado, visando o isolamento seguido da
caracterizacdo estrutural das substancias ativas frente ao teste tripanocida com parasitas
na forma epimastigota da cepa Y;

d) Submeter as substancias isoladas ao teste tripanocida bem como ao teste de

citotoxicidade, visando a avaliacdo do potencial antichagésico efetivo destas.
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5 METODOLOGIA

A seguir, sdo descritos os métodos aplicados na obtencdo dos resultados obtidos bem

como detalhes de reagentes, solventes, equipamentos e aparelhagem utilizados.

5.1 COLETA E PREPARO DO MATERIAL VEGETAL

Foram coletados dez diferentes materiais vegetais dentre as partes aéreas (folhas e
galhos) de diferentes espécies de plantas da mata atlantica mineira (tabela 1 a seguir),
localizadas nas zonas rurais préximas do municipio de Alfenas-MG. As espécies foram
selecionadas tendo-se em vista a auséncia de estudos fitoquimicos das mesmas, bem como a
disponibilidade geogréafica, levantamento este feito anteriormente por um projeto do curso de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL-MG. Os materiais vegetais
foram identificados pelo professor Dr. Marcelo Pollo, do Departamento de Ciéncias Biologicas
da Universidade Federal de Alfenas. As exsicatas foram depositadas no herbario do Instituto de

Quimica da Universidade Federal de Alfenas.

Tabela 1 - Familia e espécies vegetais coletadas para o estudo fitoquimico.

Familia Espécie
Fabaceae Acacia polyphylla
Sapindaceae Allophylus racemosus
Salicaceae Casearia arborea
Salicaceae Casearia sylvestris
Annonaceae Duguetia lanceolata
Rutaceae Metrodorea stipularis
Melastomataceae Miconia willdenowii
Monimiaceae Mollinedia widgrenii
Meliaceae Trichilia emarginata

Fonte: DO AUTOR.

ApoOs a coleta, o material vegetal foi mantido em estufa por 72 horas a 50 °C para

secagem. Em seguida, cada uma das espécimes foi triturada em moinho de facas.


http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Melastomataceae/
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5.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS

Os extratos foram obtidos por maceracdo, do material vegetal seco e triturado, com
etanol por 72 horas. A extracéo foi feita por cinco vezes, trocando-se o solvente, sendo este
posteriormente evaporado em rota-evaporador, permitindo a obtencdo dos extratos secos e

livres de solvente.

5.3 CULTURA DOS EPIMASTIGOTAS

Para o teste in vitro foram utilizados parasitas da T. cruzi em sua forma epimastigota da
cepa Y. O cultivo dos protozoérios foi feito em estufa BOD a 28°C, adicionando-se o meio de
cultura LIT (Liver Infusion Triptose) a cada 24 h, para crescimento exponencial dos parasitas e
entdo submetidos a um repique semanal, para se evitar a superpopulacao da solucédo de cultura.
A cultura dos parasitas bem como toda a parte experimental acerca do teste bioldgico foi feita
com a colaboracéo do professor Dr. Ivo Santana Caldas do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade Federal de Alfenas.

5.4 PADRONIZACAO DO USO DA RESAZURINA NO TESTE TRIPANOCIDA

A resazurina é um composto colorido encontrado no reagente comercial Alamar Blue
que muda de cor devido a atividade celular, e que é utilizada em diversos bioensaios in vitro
realizados atualmente, como por exemplo, na determinacdo de viabilidade celular,
quantificacdo/proliferagdo de organismos vivos, funcdo mitocondrial, citotoxicidade,
toxicologia, entre outros (ROLON et al., 2006). Tal mudanca de coloragio se deve ao fato do
reagente ser metabolizado pelas células no meio. A resazurina, de cor azul e ndo fluorescente
(em sua forma oxidada), é reduzida a resofurina, de cor rosa e fluorescente, e ndo precipita apos
ser reduzida; porém o mecanismo pelo qual este processo ocorre ainda ndo esta muito bem
esclarecido, o qual pode ocorrer por reacdes enzimaticas ou quimicas de celulas viaveis
(O’BRIEN et al., 2000) (figura 9).
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Figura 9 - Representa¢do da reacdo de reducdo da resazurina a resofurina.
Fonte: DO AUTOR.

A padronizagéo do bioensaio in vitro com uso da resazurina foi feito com diferentes
volumes de solucédo do reagente Alamar Blue em PBS (Phosphate Buffered Saline), utilizando-
se parasitas Trypanosoma cruzi da cepa Y na forma epimastigota. A solucdo de resazurina foi
preparada numa concentracdo de 250 pg/mL em PBS em pH 7. Assim, essa solucdo de
resazurina foi adicionada em volumes variados (10 uL, 20 pL, 40 uL e 50 pL) a placa de cultura
(de 96 pocos) contendo 200 pL de epimastigotas em duas concentracdes (1.10° epi/mL e 2.10°
epi/mL), a fim de se encontrar um melhor volume de solucéo de resazurina e melhor quantidade
de epimastigotas que resultaria numa “maior mudanca de intensidade de coloragdo” para leitura
da absorbancia no Leitor de Elisa. O controle da concentragdo dos micro-organismos nas
solugdes foi feito, fazendo-se inicialmente a contagem dos parasitas de uma “solugdo mae” em
Camara de Neubauer (figura 10) com o auxilio de microscépio optico Olympus CX40 com

zoom de 100 vezes.
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Figura 10 - Foto esquematica de Camara de Neubauer em detalhe.
Fonte: DO AUTOR.
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5.5 TESTE TRIPANOCIDA in vitro

Os extratos de todas as espécies de plantas selecionadas para o estudo foram submetidos
ao teste de triagem tripanocida in vitro, a fim de se descobrir o extrato da espécie mais ativo.
Apos isso, as fracdes e subfracbes do extrato bruto mais ativo frente ao teste tripanocida também
foram submetidas ao mesmo. Ao final, as substancias isoladas a partir desses materiais também
foram submetidas ao teste. Para isso, partindo-se de uma solucgéo estoque dos extratos brutos (e
depois também das fracdes, sub-fracbes e compostos isolados) de 100 mg/mL em DMSO
(dimetil sulfoxido) foram feitas diversas dilui¢des das mesmas, utilizando-se o meio de cultura
LIT fresco. Fazendo-se uso de uma placa de cultura de 96 pocos, cada uma das solucdes
preparadas foi adicionada, em triplicata, aos po¢cos em sua respectiva concentracao, juntamente
com a solucdo de epimastigotas na melhor concentragcdo encontrada com os resultados de
padronizacdo do uso de resazurina, sendo o volume final em cada pogo de 200 pL. ApGs um
periodo de incubacdo de 72 h dos parasitas com os extratos (e fracbes e subfraces,
posteriormente), a solucdo de resazurina no melhor volume encontrado na otimizagdo do uso
de tal reagente foi adicionada e apds 24 h [condicGes tais de incubacdo baseadas em Diniz
(2013)] a leitura da absorbancia das solucdes foi feita em um Leitor de Elisa Zenyth 200rt nos
comprimentos de onda 570 e 600 nm. Os célculos da atividade tripanocida bem como a
construcdo da curva Atividade tripanocida versus Concentracdo para cada extrato, fracdo e
subfracéo, para o calculo do CEsg, foram feitos baseados nos trabalhos de Rolon e colaboradores
(2006). A concentracdo final de DMSO utilizada no teste foi menor que 1 %, garantindo a nao

mortandade dos parasitas pela presenca de tal solvente.

5.6 PARTICIONAMENTO DO EXTRATO DE MAIOR ATIVIDADE TRIPANOCIDA

O extrato bruto da Miconia willdenowii, aespécie que apresentou resultados de maior
atividade tripanocida, obtidos com o teste descrito na se¢do anterior, foi submetido ao
particionamento por extracdo liquido-liquido. Para isso, 0 extrato foi ressuspenso com uma
mistura de solventes etanol:agua (1:2). Utilizando-se um funil de extracdo, foi adicionado
hexano a suspensdo hidro-alcodlica do extrato, o que permitiu isolar substancias de menor

polaridade na fase hexanica. Apos separacéo das fases, foi adicionado a fracdo hidro-alcodlica,
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acetato de etila, afim de se separar compostos de polaridade intermediéria. A extracdo com cada
um dos solventes (hexano e acetato de etila) foi feita trés vezes para que se pudesse aumentar
o rendimento da extracdo, o que permitiu obter trés fracbes do extrato: fracdo hexanica, fracdo
acetato e fracdo hidro-alcoolica (figura 11). Cada uma dessas fracfes foi submetida ao teste
tripanocida in vitro descrito anteriormente, apds terem todo solvente retirado por rota-

evaporacéo e liofilizacéo.

Extrato Bruto

Fragdo hexanica Fragdo acetato Fracdo hidro-alcodlica

Figura 11 - Esquema representativo do particionamento do extrato bruto de maior atividade tripanocida.
Fonte: DO AUTOR.

5.7 SEPARACAO DE GRUPOS DE COMPOSTOS POR CROMATOGRAFIA EM
COLUNA

A fragdo acetato de etila, obtida como descrito anteriormente, submetida ao teste
descrito na secdo 5.5 anterior, e que apresentou maior atividade anti-epimastigota dos parasitas
Trypanosoma cruzi, foi submetida a separacéo por cromatografia em coluna, utilizando-se uma
coluna de vidro de 5,8 cm de diametro interno, empacotada com 539 g de Silica Gel de poros
de 60A de particulas de 0,063-0,2 mm/70-230 mesh ASTM da Aldrich Chemistry, com uma
altura de silica de aproximadamente 30 cm. Foram coletadas no total 77 fragcGes de 150 mL
cada, aproximadamente, utilizando-se os solventes hexano, acetato de etila e metanol, bem
como das misturas hexano:acetato de etila e acetato de etila:metanol em gradientes variados e
polaridades crescentes. Apds anélise por cromatografia em camada delgada (CCD) reveladas
sob luz UV de 254 e 365 nm, foi possivel a juncdo entre elas, obtendo-se um total de 12
subfragdes identificadas de Al a A12. Cada uma destas 12 subfragdes foi submetida entéo ao

teste tripanocida, apés terem o solvente eliminado por rota-evaporacao.



38

5.8 ANALISE POR HPLC

Todos os solventes utilizados para analises em cromatografo liquido foram grau HPLC
(e agua Milli-Q). Os equipamentos utilizados foram ambos da Shimadzu. Para analise
qualitativa, isolamento e quantificagcdo dos compostos (primina e miconidina) foi utilizado num
equipamento modulado da Shimadzu Prominence de duas bombas de fase movel LC-20AD e
desgaseificador DGU-20A 3R, auto-injetor SIL-20A HT, forno para coluna CTO-20A, detector
UV-Vis com arranjo de diodos (SPD-M20A, DAD) e comunicador CBM-202. J& para obtencédo
dos dados de espectrometria de massas foi utilizado um cromatégrafo modulado da Shimadzu
Prominence de duas bombas de fase movel LC-20AD e desgaseificador DGU-20A 3R, auto-
injetor SIL-20A HT, forno para coluna CTO-20A, e comunicador CBM-20% acoplado a um
espectrometro de massas Shimadzu LCMS- 8030 com ionizador por eletrospray (ESI) e
analisador triplo quadrupulo (tQUAD), fazendo-se anélises de m/z na faixa de 100 a 1000, com

escaneamento total de ions (modo full scan).

5.8.1 Preparo de amostras para analise em HPLC

O extrato bruto, a fracdo e as subfracbes da coluna mais ativos, frente ao teste
tripanocida, foram submetidos a analise por HPLC para obtenc¢éo do perfil cromatogréafico dos
mesmos. Para isso, pesou-se 1 mg de cada uma das amostras (extrato bruto, fracdo e
subfracdes), diluindo-as numa mistura de solventes ACN:H2O (1:1), sendo posteriormente
filtradas em microfiltros com membrana de poros de 0,45 um e 13 mm de diametro, para
eliminacdo de quaisquer resquicios solidos, sendo a concentracédo final de todas as solucdes de

2 mg/mL.

5.8.2 Obtencao do perfil cromatografico por LC-DAD

As anélises por LC-DAD do extrato bruto, fracdo e subfragdes ativas ao teste tripanocida

foram realizadas utilizando-se coluna analitica de fase reversa (C18) Shimpack CLC-ODS com
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4,6 mm de didmetro interno e 250 mm de comprimento e particulas de 5 um. As fases mdveis
utilizadas foram solugdo aquosa de &cido acético 0,1 % (V/V) e acetonitrila, utilizando-se um
gradiente entre elas num fluxo total de fase moével de 1 mL/min, variando-se de 5 a 100 % de
ACN em 30 min e mantendo-se 100% de ACN por mais 3 min. O volume de amostras utilizadas

nas andlises foi de 20 uL.

5.8.3 Isolamento dos compostos X e Y por LC-DAD

Os compostos X e Y designados como descrito na analise da sec¢do anterior, foram
isolados por LC-DAD utilizando-se coluna semi-preparativa de fase reversa (C18) Shimpack
PREP-ODS com 20 mm de diametro interno e 250 mm de comprimento e particulas de 15 um.
As fases moveis utilizadas foram solucéo aquosa de acido acético 0,1 % (V/V) e acetonitrila,
utilizando-se um gradiente entre elas num fluxo total de fase mével de 9 mL/min, variando-se
inicialmente a concentracdo de ACN de 10 a 30 % em 10 min e mantendo-se a 30% de ACN
por mais 10 min. Na sequéncia, a concentracdo de ACN variou de 30 a 100 % em 10 min e
mantida isocratica por mais 10 min.

As amostras foram preparadas utilizando-se solugdes de aproximadamente 50 mg/mL,
filtradas em microfiltros com membrana de poros de 0,45 um e 13 mm de diametro, para
eliminacdo de quaisquer resquicios sélidos. Foram feitas injecbes de 100 pL dessas solucBes

das amostras A2 e A3.

5.9 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL COMPOSTOS X E Y ISOLADOS POR
ESPECTROSCOPIA DE RMN

Apos terem sido isoladas, ambas as substancias X e Y tiveram os espectros de RMN
obtidos para caracterizagdo. Para isso foram obtidos os espectros de RMN de *H a 300 MHz e
13C, bem como outros tipos de espectros de RMN de correlagdo como COSY, HSQC e HMBC.
Para isso, aproximadamente 10 mg de cada amostra foram diluidos em CDCls. Os espectros
foram obtidos num equipamento Bruker AC-300 operando em 300 MHz (*H) e 75 MHz (*3C).
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5.10 OBTENCAO DO PERFIL CROMATOGRAFICO DA AMOSTRA A3 POR LC-MS E
DOS ESPECTROS DE MASSA DE XE Y

A amostra A3 preparada para analise em LC-DAD (se¢éo 5.8.1) foi também conduzida
a andlise por LC-MS, a fim de se obter o perfil cromatografico dela e conhecer as caracteristicas
de ionizacdo das substancias nela presentes. Para isso, utilizou-se coluna ultra-analitica de fase
reversa Poroshell 120 EC-C18 da Agilent, com 3 mm de didmetro interno e 100 mm de
comprimento e particulas de 2,7 um. As fases moveis utilizadas foram solucéo aquosa de acido
formico 0,1 % (V/V) e acetonitrila, utilizando-se um gradiente entre elas, variando-se de 5 a
100 % de ACN em 28 min e mantendo-se 100% de ACN por mais 2 min, num fluxo total de
fase movel de 0,3 mL/min e um volume de injecdo de amostras de 3 piL.

Os espectros de massas das substancias X e Y também foram obtidos utilizando-se o
mesmo equipamento LC-MS, porém fazendo-se injecdo de 3 pL das solugdes a 1 mg/mL de
cada uma das substéancias isoladas, para que se pudesse conhecer a massa molecular de cada

uma das substancias, ajudando na confirmacao das estruturas dos compostos.

5.11 QUANTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS X E Y NAS AMOSTRAS POR LC-DAD

Para quantificacdo dos compostos X e Y no extrato bruto, fragdo acetato e subfragdes
A2, A3 e A4 da Miconia willdenowii, ativos frente ao teste tripanocida, foi preparada uma
solucdo inicial pesando-se aproximadamente 1 mg de cada uma destas amostras (tabela 16),
fazendo-se 0 mesmo com o0s compostos isolados, diluindo-os posteriormente em 500 ulL,
filtrando-se ao final em microfiltros com membrana PTFE, poros de 0,45 um e 13 mm de
didmetro.

Para construgdo da curva analitica dos padrdes tidos como os compostos X e Y isolados,
sucessivas diluicOes a partir da solucdo de aproximadamente 2 mg/mL dos mesmos foram
feitas. Todas estas solucdes preparadas (amostras e padrbes diluidos) foram submetidas a
andlise por LC-DAD, no mesmo equipamento especificado na se¢do 5.8.2, utilizando-se coluna
analitica de fase reversa (C18) Shim-pack CLC-ODS com 4,6 mm de diametro interno e 250

mm de comprimento e particulas de 5 um. As fases maoveis utilizadas foram solucéo aquosa de
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acido acético 0,1 % (V/V) e acetonitrila (ACN), utilizando-se um gradiente entre elas num fluxo
total de fase mével de 1 mL/min, variando-se de 5 a 100 % de ACN em 30 min e mantendo-se
100% de ACN por mais 3 min. O volume de injecdo das amostras utilizadas nas analises para

quantificacdo foi de 10 uL.

5.12 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA in vitro DOS COMPOSTOS
ISOLADOS

Afim de se avaliar o potencial antichagésico efetivo das substancias isoladas, foi
realizado o teste de citotoxicidade com ambas as substancias isoladas, primina e miconidina
com a colaboracdo da professora Dra. Marisa lonta do Instituto de Ciéncias Biomédicas da

Universidade Federal de Alfenas.

5.12.1 Linhagem celular e condicdes de cultivo

A linhagem celular utilizada nos testes de citotoxicidade foi a CCD-1059Sk
(fibroblastos derivados de pele humana normal), a qual foi adquirida no banco de células do
Rio de Janeiro-BCRJ. As culturas foram mantidas em DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium, Sigma, CA, EUA) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (Vitrocell, Campinas,

Brasil) e acondicionadas em estufa a 37°C com atmosfera controlada (95 % de ar e 5 % de COy).

5.12.2 Esquema de tratamento

Os compostos e o padréo (benznidazol) foram solubilizados em DMSO para a obtencao
da solucdo-estoque (100 mg mL™?) e diluigdes foram feitas imediatamente antes do uso. As
células foram semeadas em placas de 96 pogos a uma densidade de 2x10* células/poco. Apds

aderéncia (24h), as células foram tratadas por 48 h com os diferentes compostos nas
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concentragdes de 5, 10, 25, 50 ug mL?. A concentragéo final de DMSO néo ultrapassou 1 %

(VA).

5.12.3 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico (MTS) utilizando o Kit
CellTiter 96TM da Promega®. Esse ensaio baseia-se na conversdo do sal brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil-2H-tetrazélio] (MTS) (amarelo)
em formazano (marrom-acastanhado), via enzimas desidrogenases presentes na mitocondria

das células viaveis (figura 12).
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MTS (amarelo) Formazano (marrom-acastanhado)

Figura 12 - Esquema de reacdo de reducdo do reagente MTS no teste de citotoxicidade.
Fonte: DO AUTOR.

A quantidade produzida de formazano, um composto solivel em meio de cultura que
absorve luz a 490 nm, é diretamente proporcional ao nimero de células vivas (CORY et al.,
1991). A viabilidade foi determinada comparando-se os valores de absorbancia entre amostras
tratadas com os valores de absorbancia obtidos nas amostras controles (sem 0s compostos). Os

experimentos foram realizados em triplicata, os dados estdo apresentados como média + desvio

padréo, calculados pela equacéo 2.

% Viabilidade celular = (AbSamostra X 100y Abscontrole (equacéo 2)
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir sdo descritos os resultados obtidos neste trabalho. Inicialmente, o estudo foi
feito com dez extratos de diferentes materiais vegetais; a partir dos resultados do teste
tripanocida, decidiu-se trabalhar com o extrato de maior potencial.

6.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS

Foram obtidos dez diferentes extratos brutos etandlicos, que estdo relacionados na tabela

2, com as respectivas massas obtidas a partir de diferentes massas dos materiais vegetais:

Tabela 2 - Extratos brutos com as respectivas massas obtidas.

Extrato Parte vegetal Massa (g)
Acécia polyphylla folhas 11,64
Allophylus racemosus folhas 27,60
Allophylus racemosus galhos 4,00
Casearia sylvestris folhas 16,30
Casearia arborea galhos 7,24
Duguetia lanceolata folhas 39,10
Metrodorea stipularis folhas 207,30
Miconia willdenowii folhas 140,30
Mollinedia widgrenii folhas 9,40
Trichilia emarginata folhas 234,20

Fonte: DO AUTOR.

6.2 PADRONIZACAO DO USO DA RESAZURINA NO TESTE TRIPANOCIDA

O teste para padronizacao no uso da resazurina foi realizado variando-se a concentragao

de epimastigotas no bioensaio, bem como o volume da solugéo de resazurina (segéo 5.4). O



44

teste foi baseado na melhor mudanca de coloracdo da solugdo apds 24 h de incubacdo da
resazurina com os parasitas, tendo-se como base a coloracéo inicial da solugéo.

Utilizando-se 0 método de comparacdo visual da mudanca de coloracdo das solugdes de
resazurina em diferentes volumes (10, 20, 40 e 50 uL) nas diferentes concentracdes de parasitas
(1.10° e 2.10° epi/mL), apds 24 h de incubac&o, foi feita a observagio, da mudanca de coloragio
das solucdes, tomando-se como base a cor da resazurina sem ser reduzida (auséncia de
parasitas). Esta padronizagdo, feita em duplicata, mostrou que dentre o0s parametros
comparados, o que gerava melhor mudanca de coloracao da resazurina foi o volume de 20 pL

do reagente com uma concentracéo de parasitas de 2.10° epi/mL, como mostra a figura 13.
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Figura 13 - Foto do teste comparativo da mudanga de coloracdo da resazurina nos diferentes parametros

analisados.
Fonte: DO AUTOR.
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6.3 TESTE TRIPANOCIDA in vitro DOS EXTRATOS BRUTOS

O bioensaio com parasitas Trypanosoma cruzi da cepa Y na forma epimastigota foi
realizado de forma a se determinar o extrato bruto (tabela 2) de maior atividade tripanocida.
Deste modo, a partir de uma solugédo estoque de cada um dos extratos a 100 mg/mL em DMSO,
foram realizadas dilui¢des sequenciais dos mesmos em meio de cultura LIT nas concentragdes
500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625 e 7,813 pg/mL. Tais solugdes foram incubadas com 0s
parasitas na concentracdo padronizada na secéo 6.2 (2.10° epi/mL) por 72 h, onde cada poco
possuia volume final de 200 pL, e entdo 20 uL da solucdo de resazurina foi adicionada,
incubando-se novamente as placas por mais 24 h. Apos isso, foi realizada a leitura de cada uma

das solugdes em dois diferentes comprimentos de onda (570 e 600 nm), e utilizando-se a
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equacdo 2, foi possivel o célculo da % de inibigcdo de cada extrato (DINIZ, 2013). Os controles
positivos foram tidos como 0s pogos contendo parasitas e a solucdo de resazurina (sem extrato)
e 0s controles negativos 0s pocos com resazurina e LIT (sem parasitas). Um controle com
parasitas e DMSO na concentragdo de 500 pg/mL em LIT também foi testada afim de se avaliar
a toxicidade do solvente frente aos micro-organismos. Foi constatado que ndo ha nenhuma
influéncia do DMSO na mortandade dos epimastigotas. Todos os testes foram realizados em

triplicatas.

% inibicdo = 100 — [ As70-(As00XRo) Tratado / As70-(A600XRo) controle+] X100  (equagao 2)
onde Ro= (A570C0ntrole- /A600C0ntrole-)

Em seguida, os valores de CEsp (que representa a concentragdo com eficiéncia de
inibicdo de 50% dos parasitas) para cada extrato bruto foram obtidos a partir das curvas % de
inibicdo versus concentracdo, construidas com o auxilio do software GraphPad Prism®. Os
valores de CEso s@o exibidos na tabela 3, onde se pode observar que o extrato bruto de maior

atividade tripanocida €é o das folhas da espécie Miconia willdenowii.

Tabela 3 - Valores de CEsq obtidos do teste tripanocida para cada extrato bruto.

Extrato Parte vegetal “CEso (ug/mL)
Acécia polyphylla folhas 15,70
Allophylus racemosus folhas >100,00
Allophylus racemosus galhos >100,00
Casearia arborea galhos >100,00
Casearia sylvestris folhas 11,00
Duguetia lanceolata folhas >100,00
Metrodorea stipularis folhas >100,00
Miconia willdenowii folhas 1,139.1072
Mollinedia widgrenii folhas 0,2084

Trichilia emarginata folhas 7,622
Benznidazol (padrio) - 6,047.1072

“Valores de CEsp apresentados como a média das triplicatas.
Fonte: DO AUTOR.

O medicamento benznidazol, utilizado no tratamento da doenca de Chagas, foi incluso
como padrao no teste tripanocida, para que se pudesse avaliar a eficiéncia da atividade bioldgica

anti-epimastigota dos extratos brutos em comparagdo com tal medicamento. O resultado do
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bioensaio permitiu obtengdo do valor de CEso para o padrdo (tabela 3), que possibilitou a
inferéncia sobre o maior potencial tripanocida do extrato das folhas da espécie Miconia
willdenowii em relagdo ao proprio medicamento, mostrando a perspectiva de uma possivel
aplicacdo do extrato, bem como de seus componentes isolados no tratamento da doenca.
Tomando-se ainda como base os valores de CEsp apresentados na tabela 3, é possivel
observar que 5 dos 10 extratos avaliados no teste apresentaram potencial anti-epimastigota
consideravel. Isso permite inferir acerca do potencial terapéutico apresentado pelos extratos
brutos obtidos das espécies escolhidas para o estudo, demonstrando que a biodiversidade
vegetal da regido apresenta grandes perspectivas na descoberta de possiveis candidatos a
farmacos ndo sé para a doenga de Chagas, como também para diversos outros tipos de doencas,

a partir desses materiais vegetais.

6.4 PARTICIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO DA ESPECIE Miconia willdenowii

O extrato bruto etandlico de maior potencial anti-epimastigota, avaliado como descrito
na secdo 6.3 anterior, foi submetido ao particionamento por extracdo liquido-liquido, sendo
inicialmente ressuspenso numa mistura EtOH:H,0 (250:500 mL) e entdo particionado com 400
mL de hexano (trés vezes) e posteriormente com 400 mL de acetato de etila (trés vezes), sendo
0 procedimento realizado trés vezes com cada solvente, para que se obtivesse um maior
rendimento na extracdo. Tal metodologia permitiu separar os constituintes do extrato da espécie
Miconia willdenowii em trés fracdes, que compreendem grupos de compostos com polaridades
distintas sendo a fracdo hexanica a fracdo com constituintes de menor polaridade, a fracao
acetato de polaridade intermediaria e a fracdo hidro-alcodlica com componentes de maior
polaridade. Tomou-se como base o particionamento do extrato bruto com somente estes trés
solventes para que se pudesse evitar uma maior distribuicdo de um mesmo componente do
extrato bruto em diferentes fracGes, levando-se em consideracdo o coeficiente de particdo de
um componente em dois diferentes solventes, uma vez que tal componente pode se distribuir
entre as fases, mesmo que em quantidades imensamente diferentes, entre elas, ocasionando
diminuicdo da concentracdo do mesmo entre as fracbes. Apds o particionamento, todas as
fraghes tiveram o0s solventes evaporados em rota-evaporador e foram posteriormente
submetidas a liofilizagcdo num aparelho Liofilizador LJJ04 Cientifica, para a retirada completa

de &gua e/ou qualquer resquicio de solvente, por sublimacdo, das amostras congeladas. Isso



47

permitiria entdo, 0 manuseio das fragoes livres de quaisquer solventes, evitando-se a degradacéao
ou conversdo de compostos das mesmas, pela presenca de solventes, principalmente de agua.
Para isso, apés eliminacdo dos solventes por rota-evaporacéo, as frages foram congeladas a -
50°C e levadas ao liofilizador, e submetidas a baixas pressdes, até completa eliminacéo dos

residuos de solvente.

6.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE TRIPANOCIDA DAS FRACOES DO EXTRATO
BRUTO DA ESPECIE Miconia willdenowii

Cada uma das trés fracdes obtidas do extrato da espécie Miconia willdenowii foi
submetida ao bioensaio com epimastigotas para avaliagdo comparativa da atividade
tripanocida. Os resultados foram comparados com 0 do medicamento benznidazol, também
incluso no teste, a partir dos valores de CEso, que séo exibidos na tabela 4 a seguir:

Tabela 4 - Valores de CEsp obtidos do teste tripanocida para cada fracdo obtida do
extrato da Miconia willdenowii.

Fracéo “CEso (ng/mL)
Hexano 57,24
Acetato de etila 28,36
Agua-etanol >100,00
Benznidazol 24,57

“Valores de CEso apresentados como a média das triplicatas.
Fonte: DO AUTOR.

De acordo com os valores de CEso apresentados na tabela 4 anterior, é possivel
perceber que a fracdo acetato, que apresenta componentes do extrato bruto das folhas da
especie Miconia willdenowii de polaridade intermediaria foi a mais ativa, apresentando
menor valor de CEso, sendo este 0 mais proximo também do valor para o padréo benznidazol.
E possivel perceber também uma discrepancia do valor de CEso do padréo nas tabelas 3 e 4.
Isso ocorre devido ao fato de serem de experimentos distintos, podendo entdo ocorrer
variagdes em seus valores. Ainda assim, € possivel identificar o alto potencial tripanocida
frente aos parasitas na forma epimastigota da fragdo acetato, por conter esta, um valor de

CEsp proximo do padrdo. Seguiu-se deste modo, o trabalho com tal fracéo.
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6.6 FRACIONAMENTO DA FRACAO ACETATO POR CROMATOGRAFIA EM
COLUNA

Uma massa de 6 g da fracdo acetato foi submetida ao fracionamento por cromatografia
em coluna, obtendo-se ao final um total de 77 subfracbes, com 150 mL cada. Os eluentes
utilizados foram variados, iniciando-se com uma mistura dos solventes hexano:acetato de etila
(7:3) seguindo-se a variagdo do gradiente entre eles, no sentido do aumento da polaridade do
eluente, passando entdo para as misturas hexano:acetato de etila (6:4), (1:1), (4:6), (3:7), (2:8)
e entdo a eluicdo com 100% de acetato de etila, mudando-se sequencialmente para a mistura de
solventes acetato de etila:metanol nas proporg¢des (9:1), (7:3), (1:1), também no sentido do
aumento da polaridade do eluente, até elui¢do final com metanol 100%. Na figura 14, tem-se 0
esquema de fracionamento obtido com a cromatografia em coluna, com detalhe das fragOes
obtidas apds completa evaporacdo dos solventes em rota-evaporador e posteriormente sob

Vacuo.



49

~

Coluna cromatografica
Fracao acetato

massa: 6g

<

Eluentes

Hexano:Acetato
7:3

( Coluna empacotada com Silica Gel
koutms especificacdes no texto descritivo)

Fracoes recolhidas

Hexano:Acetato
6:4

Fracoes agrupadas

Al (1,2103g)
Fracoesla4

Hexano:Acetato

Hexano:Acetato
4:6

ajuanya op apepriejod ep ojus Ny

—

Hexano:Acetato

Hexano:Acetato

-

J  A2(017729) J

FracoesSa7

;,( A3 (0,104g) ]
Fracoes8a9
( Fracoes 10 a 16

A4(0,1797g)

A5 (0,0745g)

( Fracoes 17 a 19

Acetato de Etila
100%

o[ A6 (027259 J
'L Fracdes 20 a 31

Acetato:Metanol

o A7(0.18889) J
"\ Fracoes 32 a 37

Acetato:Metanol

o A8 (0.17829) J
"\ Fracoes 38 a 53

Acetato:Metanol

o A9(0,49049) J

Fracoes 54 a 59

, S

Metanol
100%

o[ Al0(0,8801g)
Fracoes 60 a 65

>

o Al1(0,3373g) J
Fracoes 66 a 72

o A12 (0,0288g)

(150 mL cada)
N\
Fracoes ),
lal4 I )
>
Fracoes W
= —"
15a18 3
~
Fracoes
19a 26 J
N\
Fracoes
27a30
J
=
Fracoes
31a34 g
N
Fracoes
35a42
J )
~
Fracoes \
43a50 [
i
j
Fracoes
51a58
J
N
Fracoes
59a70
J
= =)
Fracoes
71a74
J
Fracdes 1
75a77 J

"\ Fracées 73 a 77

Figura 14 - Fluxograma representativo das etapas do processo de cromatografia em coluna da fracdo acetato do
extrato das folhas da espécie Miconia willdenowii.

Fonte: DO AUTOR.
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6.7 TESTE TRIPANOCIDA in vitro DAS SUBFRACOES DE Al A Al12 DA FRACAO
ACETATO

As subfracBes obtidas por cromatografia em coluna (se¢do 6.6), foram também
submetidas ao teste tripanocida com epimastigotas, a fim de se relacionar aquelas com maior
potencial frente ao bioensaio e que, possivelmente conteriam 0s compostos ativos responsaveis
pela mortandade dos parasitas no teste in vitro. Deste modo, seguindo-se a metodologia descrita
para o teste na secdo 5.5, os resultados foram obtidos com valores de CEsg para cada subfracéo
(tabela 5). Os valores nela apresentados mostram que as subfragcdes que apresentaram maior
atividade anti-epimastigota foram A3, A4 e A2, respectivamente. Além disso, foi possivel
perceber que a subfracdo A3 é a que possui valor de CEso mais proximo do valor do padréo,
permitindo inferir sobre a grande perspectiva de atividade tripanocida da mesma. Outra
observacdo possivel a partir dos valores de CEso da tabela 5 é que as fragbes com componentes
de maior polaridade (A9, A10, All e Al12, em especifico) ndo apresentam potencial anti-
epimastigota. 1sso permite inferir que o(s) composto(s) responsavel(veis) pela atividade
tripanocida deve(m) provavelmente possuir uma estrutura que Ihe confira(m) caracteristicas

ndo muito polares, dependendo do sitio ativo em que atinge(m) no parasita.
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Tabela 5 - Valores de CEsp obtidos no bioensaio para cada uma das subfraces da coluna.

Subfracdes “CEso (ng/mL)
Al 49,32
A2 18,14
A3 15,18
Ad 16,93
A5 >100
A6 39,83
A7 79,75
A8 81,54
A9 >100
A10 >100
All >100
Al2 >100
Benznidazol (padrdo) 15,83

"Valores de CEsq apresentados como a média das triplicatas.
Fonte: DO AUTOR.

6.8 ANALISE DAS AMOSTRAS ATIVAS NO TESTE TRIPANOCIDA POR LC-DAD

O extrato bruto da Miconia willdenowii, a fracdo acetato deste e subfra¢bes da coluna
A2, A3 e A4 (mais ativos frente ao teste tripanocida) foram submetidos a analise por LC-DAD
onde foi possivel se obter o perfil cromatografico de tais amostras (figura 15).

Os cromatogramas bidimensionais obtidos por LC-DAD apresentam graficos que
relacionam o comprimento de onda [ou a faixa de comprimentos de onda (em nm) ] em que sao
detectados cada um dos compostos eluidos na corrida cromatogréafica em funcdo dos seus
tempos de retengcdo (em min). As diferentes cores apresentadas indicam a diferenca de
intensidade de deteccdo das substancias eluidas. Sendo assim, é possivel observar na figura 15
que apesar de apresentarem perfis cromatogréaficos distintos, 0os cromatogramas de todas as
amostras analisadas (extrato bruto, fragdo acetato e subfragfes A2, A3 e A4 da Miconia
willdenowii) apresentaram dois picos em comum com 0s mesmos tempos de retencéo (try =
22,80 min e trz= 25,90 min).



25.0 min

Figura 15 - Perfis cromatograficos obtidos para cada uma das amostras: A) extrato bruto;
B) fracdo acetato; C) subfracdo A2; D) subfracdo A3; E) subfragdo A4.
Fonte: DO AUTOR.
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Para uma andlise mais detalhada, determinou-se um comprimento de onda (279 nm) em
que ambos os picos pudessem ser visualizados num cromatograma unidimensional comum
(figura 16). Desta forma, foi possivel confirmar a presenca dos dois picos tipicos em tr1~ 22,80

min e tr2~ 25,90 min no cromatograma das amostras analisadas.
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Figura 16 - Perfil cromatografico obtido por HPLC-UV-DAD em 279 nm mostrando a presenca dos
compostos X e Y em cada amostra de M. willdenowii.
Fonte: DO AUTOR.

Pode-se observar que os cromatogramas exibidos nas figuras 15 e 16 apresentam uma
pequena quantidade de picos (compostos ou grupos de compostos), apesar da grande
complexidade, em geral, de amostras de produtos naturais. Faz-se importante ressaltar que a
utilizacdo do detector de arranjo de diodos permite detectar somente substancias que absorvam
radiacdes UV, ou seja, somente aquelas que apresentem grupos cromdforos em suas estruturas
sdo detectadas. Deste modo, pode-se entender que somente as substancias com grupos
cromoforos foram detectadas em cada uma das amostras analisadas por LC-DAD, neste
trabalho.

As analises das amostras por LC-DAD permitiram obter ainda o espectro de absorcéo
no UV para os dois picos peculiares [aqui nomeados como X (tr1~ 22,80 min) e Y (tr2= 25,90
min) ] em cada um dos cromatogramas, onde foi possivel observar que tais picos apresentavam
a mesma curva de absor¢do no UV (figuras 17 e 18) nas diferentes amostras, sugerindo a
presenca de ambas as substancias (X e Y) em todas as amostras analisadas. Isso € possivel de
se afirmar pelo fato das fragOes e subfracGes advirem de uma mesma amostra em comum

(extrato bruto da Miconia willdenowii). Caso as frac6es fossem advindas de extratos de espécies
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diferentes ou ainda de parti¢cdes obtidas com solventes distintos, isso ndo poderia ser afirmado
confiavelmente. Além disso, as figuras 17 e 18 permitem destacar o comprimento de onda de
maxima absorg¢do caracteristico de cada substancia, sendo AmAx = 289 nm para 0 composto X
€ AMAx = 268 e 368 nm parao Y.

A presenca das mesmas substancias X e Y em todas as amostras analisadas em LC-DAD
e 0 alto potencial tripanocida apresentado por estas (tabelas 3, 4 e 5), permitiu inferir ainda, que

possivelmente os dois compostos fossem os principais responsaveis pela atividade tripanocida.
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Figura 17 - Curva de absor¢do no UV para o composto X (tR1 ~ 22,82 min).
Fonte: DO AUTOR.
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Figura 18 - Curva de absor¢do no UV para o composto Y (tR2 = 25,87 min).

Fonte: DO AUTOR.

6.9 ISOLAMENTO DAS SUBSTANCIAS X E Y POR LC-DAD

55

Os compostos X e Y designados como os picos de try =~ 22,80 min e trz = 25,90 min,

respectivamente, descritos na analise da secdo 6.8, puderam ser isolados a partir das subfracdes

A2 e A3, que apresentavam quantidades proporcionalmente diferentes desses picos. Apesar de

se utilizar coluna com a mesma fase estaciondria e as mesmas fases moéveis do método analitico

(secéo 6.8), o isolamento dos picos foi realizado utilizando-se uma programagéo diferente de

gradientes de fases moveis, uma vez que a coluna semi-preparativa utilizada no isolamento

possuia dimensdes bastante distintas da anterior, além do fluxo muito maior de fase movel.

Obviamente, o perfil cromatografico apresentado na corrida semi-preparativa apresentou-se
diferente da analitica.

Os cromatogramas bidimensionais exibidos na figura 19 representam a separagdo dos

componentes nas amostras A2 e A3 das quais puderam ser obtidos os componentes X e Y
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isolados. E possivel se observar o perfil cromatografico obtido com tal anélise, onde os tempos
de retencdo dos picos X e Y foram, respectivamente, em tr1 =~ 32,50 min e tr2 = 34,70 min,
nestas condic¢des. Além disso, a intensidade dos picos no cromatograma bidimensional também
permite inferir sobre a diferenca das quantidades dos mesmos em cada uma das amostras das

quais foram isolados.

5.0 10.0 150 200 250 30.0 35.0 " min

Figura 19 - Cromatogramas bidimensionais obtido para o isolamento dos picos
XeYemtr = 32,50 min e try = 34,70 min, respectivamente.
Fonte: DO AUTOR.

Para se garantir a identidade das substancias nos picos X e Y isolados de cada uma das
amostras (A2 e A3), comparou-se 0 tempo de retencdo dos mesmos em cada amostra bem como
a curva de absorcdo no UV de cada um deles. Pelo fato das curvas se apresentarem com o
mesmo perfil de absor¢do em toda extensdo dos picos para cada substéncia, € possivel inferir
sobre a pureza dos compostos ali separados (considerando-se as substancias detectaveis por
DAD).

ApoOs ter o solvente completamente eliminado, o composto X foi obtido com
aproximadamente 13 mg, na forma de um s6lido branco. J& o composto Y foi obtido sob forma

de um solido amarelo com aproximadamente 14 mg, apés diversas injecdes das amostras no
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LC-DAD. A pouca quantidade dos materiais isolados obtidos, impossibilitou a realizagdo do
experimento para determinacao da faixa de fuséo dos compostos isolados, bem como a obtengéo

dos espectros no Infravermelho (1V).

6.10 CARACTERIZAGCAO ESTRUTURAL DOS COMPOSTOS X E Y POR
ESPECTROSCOPIA DE RMN

A identificagdo dos compostos isolados foi feita a partir dos dados de espectroscopia de

RMN, comparados com dados da literatura, em adi¢cdo com dados de espectrometria de massas.

6.10.1 Identificacdo do composto X por espectroscopia de RMN

Para a elucidagéo estrutural do composto X, foram obtidos os espectros de RMN de 'H,
13C e ainda os espectros de RMN bidimensionais de correlagdo (COSY, HSBC e HMBC).

O espectro de RMN de *H (figura 20) permitiu observar 9 sinais consideraveis para os
hidrogénios do composto X. O ultimo sinal (em 7,26 ppm) é referente ao solvente residual
(CHCIg) e sua integral apresentou um valor desprezivel em relagdo aos demais. Pela figura 20,
é possivel perceber a presenca de somente dois sinais, com deslocamento quimico proximos,
relativos a hidrogénios aromaticos na substancia X (6,21 e 6,30 ppm), indicando que a
substancia possui um anel aromatico tetra-substituido. Na expansdo dos trés primeiros sinais,
no sentido do campo alto para campo baixo (figura 21), pode-se observar um tripleto (um pouco
distorcido) de 3 hidrogénios em 0,88 ppm com constante de acoplamento J = 6,9 Hz, um
multipleto referente a 4 hidrogénios com deslocamento em 1,33 ppm, um quintupleto para 2
hidrogénios em 1,58 ppm (J = 7,4 Hz) e um tripleto de 2 hidrogénios (J = 7,4 Hz) em 2,56 ppm.
Pbde-se inferir que os dois Gltimos sinais descritos, com constantes de acoplamento iguais (J =
7,4 Hz), sdo referentes a hidrogénios ligados a carbonos adjacentes, comparando-se também os
valores de deslocamento deles, que séo relativamente proximos. Ja o sinal de deslocamento
mais baixo (3H, 0,88 ppm, J = 6,9 Hz) foi suposto ser de uma metila ligada a dois metilenos
consecutivos (multipleto, 4H, 1,33 ppm). Estes, por sua vez, estariam hipoteticamente ligados

a um metileno (2H, J = 7,4 Hz, 1,58 ppm) que como ja descrito, estaria ligado a outro metileno
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(2H, J=7,4 Hz, 2,56 ppm). Estes dados sugeriram até entdo a presenca de uma cadeia carbonica
linear com cinco carbonos ligada a um anel aromatico pelo carbono contendo o hidrogénio de

2,56 ppm (deslocamento quimico este caracteristico) na estrutura do composto X.
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Figura 20 - Espectro de RMN de *H da substancia X, a 300 MHz em CDCls.
Fonte: DO AUTOR.
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Figura 21 - Expanséo do espectro de RMN de 'H (0,6 a 2,8 ppm) da substancia X.
Fonte: DO AUTOR.
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Figura 22 - Expansao do espectro de RMN de 'H (3,7 a 6,7 ppm) da substancia X.
Fonte: DO AUTOR.

Na expanséo da regido de 3,7 a 6,7 ppm (figura 22), pode-se observar um singleto de 3
hidrogénios em 3,83 ppm, indicando a presenca de uma metila ligada a um carbono desblindado
por um atomo eletronegativo (oxigénio, nitrogénio ou halogénio, exceto fltor). Contudo, os
Unicos atomos eletronegativos possiveis de estarem ligados a metila é o oxigénio ou nitrogénio,
uma vez que caso fosse um sinal de hidrogénio ligado a atomo de halogénio tratar-se-ia de um
haleto de hidrogénio. Além disso, sabe-se que sinais de hidrogénios ligados a nitrogénio
possuem deslocamentos entre 2,2 e 2,9 ppm, aproximadamente, o que elimina a hipdtese de
ligagcdo do substituinte com este atomo, permitindo concluir que o sinal em 3,83 ppm seja de
uma metila ligada a um atomo de oxigénio. Ainda na figura 22, é possivel se observar dois
singletos, um pouco alargados, referentes a 1 hidrogénio cada, em 4,58 e 5,24 ppm, tipicos de
hidrogénios hidroxilicos.

Ja na regido de hidrogénios aromaticos (6,5 a 8,0 ppm) é possivel se identificar a
presenca de dois sinais referentes a 1 hidrogénio cada, dupletos, ambos com J = 2,8 Hz. Isso
permite concluir que o composto X possui dois hidrogénios aromaticos. O valor da constante
de acoplamento entre eles (Jveta = 2,8 Hz) permite inferir ainda que estes hidrogénios estdo

acoplados em meta, no anel aromatico. A tabela 6 resume os dados obtidos com o espectro de



60

RMN de 'H do composto X, onde se pode concluir que sua estrutura possui um total de 18

hidrogénios.

Tabela 6 - Dados do espectro de RMN de *H de X, obtidos a 300 MHz em CDCls.

o(ppm) multiplicidade; J (Hz)  Integracao Atribuicéo
0,88 tripleto; 6,9 3 H-5
1,33 multipleto; - 4 H-4’/H-3’
1,58 quintupleto; 7,4 2 H-2’
2,56 tripleto; 7,4 2 H-1’°
3,83 singleto 3 HsC-O-
4,58 singleto 1 HO-4
5,24 singleto 1 HO-1
6,21 dupleto; 2,8 1 H-5
6,30 dupleto; 2,8 1 H-3

Fonte: DO AUTOR.
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Figura 23 - Espectro de RMN de 3C da substancia X, a 75 MHz em CDCls.
Fonte: DO AUTOR.

O espectro de RMN de 13C apresentado na figura 23, permite observar a presenca de 5
carbonos da cadeia alifatica (descrita anteriormente através do espectro de ‘H) com os

respectivos deslocamentos quimicos: 14,04; 22,57; 29,38; 29,66 e 31,68 ppm. J& o sinal em
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55,98 ppm pode ser atribuido ao carbono metilico ligado ao 4&tomo de oxigénio. Ja na regido
dos aromaticos, puderam ser observados o total de 6 carbonos (97,03; 107,93; 129,03; 137,34;
146,73 e 148,31 ppm), confirmando a presenca do anel aromatico na substancia X, permitindo
inferir ainda que a estrutura possui um total de 12 carbonos. Os dados da figura 23 foram

reunidos na tabela 7, com as respectivas atribui¢6es dos sinais.

Tabela 7 - Dados do espectro de RMN de *3C, obtido em CDCl;3 a 75 MHz,
para o composto isolado X.

o (ppm) BC
14,04 C-5’
22,57 C-4’
29,38 c-2’
29,66 C-1’
31,68 C-3’
55,98 H3C-O-
97,03 C-3
107,93 C-5
129,03 C-6
137,34 C-1
146,73 C-2
148,31 C-4

Fonte: DO AUTOR.

Através do espectro de correlagdo *H x *H COSY da substancia X (figura 24), foi
possivel relacionar a proximidade de alguns hidrogénios e confirmar a ligacdo de alguns
carbonos e hidrogénios, ja propostas a partir dos espectros de *H e *C unidimensionais. A
tabela 8, retine de modo simples os dados obtidos pelo espectro de RMN *H x *H COSY da
figura 24, e permite confirmar a ordem dos carbonos a que estdo ligados os hidrogénios na
cadeia alifatica linear, ja descrita. E possivel perceber que a correlagdo entre H-4’ e H-3" ndo
aparece no espectro *H x H COSY, uma vez que estes apresentaram um mesmo sinal no
espectro de 'H, como multipleto em 1,33 ppm com integracdo para 4 hidrogénios. Além disso,
pdde-se observar ainda o sinal de correlacdo entre os dois hidrogénios aromaticos em meta,
como descrito previamente, confirmando suas posi¢cdes no anel bem como acoplamento entre

eles.
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Tabela 8 - Correlag@es de *H x *H COSY da substancia X, a 300 MHz em CDCls.

H J (ppm)  multiplicidade; J (Hz)

multiplicidade; J (Hz)

5’ 0,88
3 1,33
2 1,58
5 6,21

tripleto; 6,9
multipleto; -
quintupleto; 7,4
dupleto; 2,8

multipleto; -

quintupleto; 7,4
tripleto; 7,4
dupleto; 2,8

Fonte: DO AUTOR.

Através do espectro de correlacdo *H x *C HSQC (figura 25), é possivel se confirmar

algumas atribuicGes feitas para carbonos e hidrogénios. Qito sinais referentes a hidrogénios

ligados a carbonos foram observados e os dados foram agrupados na tabela 9.
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Figura 25 - Espectro de correlagdo *H x 3C HSQC da substancia X, a 300 MHz em CDCls.

Fonte: DO AUTOR.

Tabela 9 - Correlages de *H x **C HSQC da substancia X, a 300 MHz em CDCls.

JoH (ppm) H dc (ppm) BC
0,88 H-5’ 14,04 C-5’
1,33 H-4° 22,57 C-4’
1,33 H-3’ 31,68 C-3’
1,58 H-2’ 29,39 c-2’
2,56 H-1° 29,66 C-1’
3,83 HsC-O- 55,98 HsC-O-
6,21 H-5 107,93 C-5
6,30 H-3 97,08 C-3

Fonte: DO AUTOR.
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Pelos dados de correlagdo de *H x *C HSQC da substancia X, apresentados na tabela 9
é possivel se confirmar o deslocamento quimico dos carbonos alifaticos ja descritos a partir do
espectro de RMN de C e H, permitindo inferir na estrutura da cadeia carbonica linear
proposta. Além disso, foi possivel afirmar a partir destes dados que a estrutura possui dois
carbonos aromaticos ligados a um hidrogénio cada, possuiam deslocamentos quimicos de 97,08
e 107,93 ppm que podem ser seguramente atribuidos, a partir dos dados de correlagdo de *H x
13C HMBC (figura 26).
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Outra inferéncia possivel a partir dos dados da tabela 9, é que os carbonos aromaticos

C-1, C-2, C-4 e C-6 n#o apresentaram correlacdo entre *H x *C HSQC, indicando que estes

ndo possuiam hidrogénios ligados diretamente a eles.
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Figura 26 - Espectro de correlacdo *H x **C HMBC da substancia X, a 300 MHz em CDCls.
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A partir das expansdes 1, 11 e 111 do espectro de correlagdo Hx**C HMBC da substancia

X (figuras 27, 28 e 29, respectivamente) pdde-se agrupar os dados de correlagdo de H x 3C

HMBC na tabela 10, onde séo atribuidos cada sinal. A correlagio de *H x 3C HMBC permite
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identificar o acoplamento heteronuclear, entre H e 13C neste caso, a no minimo duas ligagGes
de distancia, permitindo visualizar o(s) carbono(s) vizinho(s) ao qual um hidrogénio esteja
ligado. Os dados da tabela 10 permitiram confirmar a presenca da metila terminal da cadeia
carbonica linear proposta pelas correlagbes H-5°/C-4’ ¢ H-5’/C-3’. Ja a presenga de dois
metilenos (-CH2-) ligados em série, p6de ser confirmada pelo sinal de H-3°/C-4’, pois embora
H-4> e H-3° tenham apresentado um tnico sinal (multipleto, 1,33 ppm, 4H), eles podem ser
diferenciados no carbono com tal correlacédo. Ja as correlacdes que comprovam a ligacéo de n-
pentil ao carbono C-6 aromatico sdo H-2’ (1,58 ppm)/C-6 (129,03 ppm), as correlacbes de H-
1’ (2,56 ppm) com os carbonos C-6 (129,03 ppm), C-5 (107,93 ppm) e C-1 (137,34 ppm), além
da correlacdo entre H-5 (6,21 ppm) e C-1" (29,66 ppm) [esta ultima permitiu também confirmar
o valor de deslocamento menor de H-5 (6,21 ppm) em relacédo ao H-3 (6,30 ppm)].

A confirmacéo da ligagdo do grupo H3C-O- ao carbono C-2 aromatico pode ser feita a
partir da correlagdo em HMQC dos hidrogénios metoxilicos (3,83 ppm) com C-2 em 146,73
ppm, posi¢do esta do carbono também confirmada atraves de suas correlagdes HMQC com 0s
hidrogénios em HO-1 (5,24 ppm), H-3 (6,30 ppm) e também a longa distancia por H-5 (6,21
ppm). As correlacdes heteronucleares obtidas pela figura 26 podem ser ilustradas na figura 30.

Vale a pena ressaltar que o espectro de correlagdo *Hx**C HMBC da substancia X
(figura 26) ndo apresentou correlacdo do HO-4 (4,58 ppm) com qualquer carbono, embora ele
tenha sido identificado no espectro de RMN de *H. Isso pode ter ocorrido devido a troca do
hidrogénio estar ocorrendo numa taxa elevada (devido a sua acidez relativa, por se tratar de um

fenol) com o solvente, impedindo a detec¢do do sinal do mesmo (PAVIA et al., 2013).

Figura 30 - Algumas correlag@es *H x *C HMBC obtidas para
a substancia X.
Fonte: DO AUTOR.



Tabela 10 - CorrelagGes de *H x *C HMBC da substancia X, a 300 MHz em CDCls.

JoH (ppm) H dc (ppm) BC
0,88 H-5’ 22,57 C-4
31,68 C-3’

1,33 H-4’ ou H-3’ 14,04 C-5°
H-3’ 22,57 c-4

H-4’ ou H-3’ 29,38 c-2’

H-3’ 29,66 C-1’

H-4’ 31,68 C-3’

1,58 H-2’ 22,57 c-4
29,66 C-1’

31,68 C-3’

129,03 C-6

2,56 H-1° 29,38 c-2’
31,68 C-3’

107,93 C-5

129,03 C-6

137,34 C-1

3,83 HsC-O- 146,73 C-2
5,24 HO-1 107,93 C-5
129,03 C-6

137,34 C-1

146,73 C-2

6,21 H-5 29,66 C-1’
97,03 C-3

137,34 C-1

146,73 C-2

148,31 C-4

6,30 H-3 107,93 C-5
137,34 C-1

146,73 C-2

148,31 C-4

Fonte: DO AUTOR.
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Utilizando-se todos os dados de RMN de forma complementar, apresentados nesta se¢éo
6.10.1, dentre eles os espectros de *H e 13C, além das correlacdes 'H x H COSY, H x ¥C
HSQC, H x 3C HMBC, foi possivel identificar assim a estrutura da substancia X (figura 31),
sendo determinada como a 2-metoxi-4-hidroxi-6-n-pentilfenol ou 2-metoxi-6-n-
pentilhidroquinona, conhecida também como miconidina, sendo sua estrutura confirmado a
partir de dados de RMN da literatura (PAULSEN; CHRISTENSEN; ANDERSEN, 2006).

OH

OH

Figura 31 - Estrutura quimica da substancia X, identificada como
miconidina.
Fonte: DO AUTOR.

A miconidina pode ser isolada principalmente da espécie Primula obconica e tem sido
descrita também presente em algumas espécies do género Miconia (HORPER; MARNER,
1996). Esta substancia tem sido alvo de muitos estudos, a maioria alergénicos, por ser um
precursor biossintético da primina (que possui tal efeito ja descrito) (PAULSEN;
CHRISTENSEN; ANDERSEN, 2006).

6.10.2 Identificacdo do composto Y por espectroscopia de RMN

Assim como feito para o composto X, a elucidacéo estrutural do composto Y foi feita a
partir dos dados de espectroscopia de RMN de !H, *C e ainda os espectros de RMN
bidimensionais de correlagdo (COSY, HSBC e HMBC). Comparando-se inicialmente os dados
de espectroscopia de RMN dos compostos X e Y, pOde-se observar muitos sinais com
deslocamentos quimicos proximos. Isso propds uma certa similaridade dos dois compostos
isolados. A partir do espectro de RMN de *H do composto Y (figura 32), pode-se observar

inicialmente a presenca de um sinal bastante intenso e caracteristico, referente a 1H em 7,25



69

ppm, que pode ser atribuido ao solvente CHCls. Além disso, pdde-se atribuir um total de 6
sinais de hidrogénios referentes ao composto Y, apesar da presenca de alguns outros sinais ndo
caracteristicos, indicando a impureza da amostra analisada. Ainda assim, € possivel se
identificar que o composto Y possui também dois sinais de hidrogénios do anel insaturado
(assim como em X), com deslocamentos quimicos em 5,86 e 6,47 ppm, indicando a presenca
de um anel insaturado tetra-substituido (figura 34), onde as insaturacdes estdo em orto as
carbonilas. Na expansdo do espectro de RMN de *H (figura 33), pode-se observar um tripleto
pouco distorcido em 0,89 ppm para 3 hidrogénios, com constante de acoplamento J =6 Hz, um
multipleto referente a 4 hidrogénios com deslocamento em 1,32 ppm, um quintupleto para 2
hidrogénios em 1,50 ppm (J = 8 Hz) e um triplo dupleto de 2 hidrogénios em 2,42 ppm com
constantes de acoplamento J = 1,4 Hz e J = 7,3 Hz. Isso pode ser explicado pelo acoplamento
do hidrogénio H-1" com H-2’ (J = 7,3 Hz) e também com o hidrogénio do anel H-5 (J = 1,4
Hz). A expansdo do espectro de RMN de H da figura 34 permite observar ainda um sinal
referente a metoxila em 3,80 ppm como um dupleto (3H, J = 0,3 Hz) e também os dois sinais
de hidrogénios do anel: um em 5,86 ppm (1H) como duplo dupleto (/' =2,4 Hze J” = 0,3 Hz)
e outro como um duplo tripleto (1H) em 6,47 ppm com constantes de acoplamento J’ = 2,4 Hz
e 1,4 Hz. Isso permite inferir que o hidrogénio do anel de maior deslocamento (6,47 ppm) é H-
5 por apresentar acoplamento tanto com H-1’ (J = 1,4 Hz) (descrito anteriormente) quanto com
H-3 (J = 2,4 Hz). Fato interessante observado foi o desdobramento do sinal referente aos
hidrogénios metoxilicos, indicando acoplamento com o hidrogénio H-3 do anel, pelo valor da
constante (J = 0,3 Hz) (figura 34). Os valores das constantes de acoplamento para H-5,
permitem deduzir ainda que o acoplamento com H-3 ocorre em meta no anel (J = 2,4 Hz) e
também com os hidrogénios H-1" da cadeia linear alifatica (J = 1,4 Hz), o que justifica o
desdobramento destes sinais. Ao comparar-se os dados do espectro de RMN de *H das
substancias X e Y, percebe-se que eles apresentam todos os sinais com deslocamentos muito
proximos, embora a substancia Y ndo tenha apresentado sinais de hidrogénios hidroxilicos. Os
dados do espectro de RMN de 'H da substancia Y estdo reunidos na tabela 11, onde pdde-se

concluir finalmente que a estrutura do composto Y isolado possui no total 16 hidrogénios.
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Tabela 11 - Dados do espectro de RMN de *H de Y.
o(ppm) multiplicidade; J (Hz) Integracdo  Atribuicio

0,89 tripleto; 7,0 3 H-5
1,32 multipleto; - 4 H-4’/H-3°
1,50 quintupleto; 7,3 2 H-2
2,42 triplo dupleto; 7,3 e 1,4 2 H-1’
3,80 dupleto; 0,3 3 HsC-O-
5,85 dupleto; 2,4 e 0,3 1 H-3
6,47 duplo tripleto; 2,4e 1,4 1 H-5

Fonte: DO AUTOR.

Ja o espectro de RMN de *3C (bfigura 35) permitiu observar um total de 12 sinais de
carbono, dentre eles 6 do anel insaturado (107,09; 132,88; 147,58; 158,86; 182,14 e 187,69
ppm), 5 de carbonos de cadeia alifatica (13,90; 22,35; 27,38; 28,67 e 31,35 ppm) e também o
carbono metoxilico (56,26 ppm). A tabela 12 resume os dados obtidos pelo espectro de RMN
de BC.
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Fonte: DO AUTOR.

Tabela 12 - Dados do espectro de RMN de *3C obtido a 75 MHz em CDCl;z para Y.

o (ppm)

13C

13,90
22,35
27,38
28,67
31,35
56,26
107,09
132,88
147,58
158,86
182,14
187,69

c-5’
C-4’
c-2’
C-1’
c-3’
H3C-O-
Cc-3
C-5
C-6
C-2
Cc-1
C-4

Fonte: DO AUTOR.
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Figura 36 - Espectro de correlagdo *H x 'H COSY da substancia Y, a 300 MHz em CDCls.
Fonte: DO AUTOR.

Através do espectro de correlagdo *H x *H COSY da substancia Y (figura 36), foi
possivel relacionar a proximidade de alguns hidrogénios e confirmar a ligacdo de alguns
carbonos e hidrogénios, ja propostas a partir dos espectros de *H e *C unidimensionais. A
tabela 13, retine de modo simples os dados obtidos pelo espectro de correlagdes de RMN H x
!4 COSY da figura 36, e permite confirmar a ordem dos carbonos a que estio ligados os
hidrogénios na cadeia alifatica linear, ja descrita. E possivel perceber que a correlagio entre H-
4’ ¢ H-3’ ndo aparece no espectro *H x *H COSY, uma vez que estes apresentaram um mesmo
sinal no espectro de *H, como multipleto em 1,32 ppm com integracéo para 4 hidrogénios. Além
disso, péde-se observar também duas correlacGes atipicas: os hidrogénios metoxilicos (3,80
ppm) com H-3 (5,87 ppm) e o0 H-5 (6,47 ppm) com H-1" (2,41 ppm). Estas duas correlagdes
ndo eram esperadas, porém indicam que a posicao espacial em que se encontram esses a&tomos
permitem o acoplamento entre eles. Embora a técnica COSY permita visualizar sinais de
correlacdo entre hidrogénios acoplados a curtas distancias, como hidrogénios geminais e/ou
vicinais, os acoplamentos de hidrogénios a longas distancias (dificilmente mensuraveis no
espectro 1D) podem ser eventualmente visiveis (KAISER, 2000).

A correlacdo entre os dois hidrogénios do anel em meta pode também ser confirmada,
como descrito previamente, confirmando a posi¢ao destes no anel, bem como o acoplamento

entre eles.
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Tabela 13 - CorrelagGes de *H x *H COSY da substancia Y, a 300 MHz em CDCls.

H ox (ppm)  acoplamento; J (Hz) 'H  on(ppm) acoplamento; J (Hz)

H-5’ 0,90 tripleto; 7,0 H-4° 1,31 multipleto; -
H-3’ 1,31 multipleto; - H-2’ 1,54 quintupleto; 7,3
H-2’ 1,55 quintupleto; 7,3 H-1° 2,44 triplo dupleto; 7,3
H-1° 2,41 triplo dupleto; 1,4 H-5 6,47 duplo tripleto; 1,4
HsC-O- 3,80 dupleto; 0,3 H-3 5,87 duplo dupleto; 0,3
H-3 5,86 duplo dupleto; 2,4 H-5 6,47 duplo tripleto; 2,4

Fonte: DO AUTOR.
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Figura 37 - Espectro de correlagdo *H x **C HSQC da substancia Y, a 300 MHz em CDCls.
Fonte: DO AUTOR.

Através do espectro de correlagdo *H x *C HSQC (figura 37), é possivel se confirmar
as atribuices feitas para 8 carbonos e seus respectivos hidrogénios. Os dados foram reunidos
na tabela 14 onde € possivel se confirmar o deslocamento quimico dos carbonos alifaticos ja
descritos a partir do espectro de RMN de *C e *H, permitindo confirmar a estrutura da cadeia
carbbnica linear proposta. Além disso, foi possivel reafirmar, a partir destes dados, que a
estrutura possui dois carbonos do anel ligados a um hidrogénio cada, com deslocamentos

quimicos de 107,08 e 132,67 ppm que podem ser seguramente atribuidos, a partir dos dados de
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correlagdo de H x 3C HMBC (figura 38). Além disso, pode-se confirmar a atribuicdo dos
carbonos C-5 (107,08 ppm) e C-3 (132,67 ppm) ligados aos hidrogénios H-5 (5,83 ppm) e H-3
(6,47 ppm), respectivamente. Outra inferéncia possivel a partir dos dados da tabela 12, é que 0s
carbonos do anel C-1, C-2, C-4 e C-6 ndo apresentaram correlagdo *H x 3C HSQC, indicando

que estes ndo possuiam hidrogénios ligados diretamente a eles.

Tabela 14 - Correlagfes de *H x **C HSQC da substancia Y, a 300 MHz em CDCls.

o (ppm) 'H dc (ppm) BC
0,88 H-5° 13,69 C-5°
1,31 H-4’ 22,18 C-4’
1,31 H-3’ 31,22 C-3°
1,50 H-2° 27,05 c-2’
2,42 H-1° 28,44 C-1’
3,80 H3C-O- 55,11 H3C-O-
5,83 H-5 107,08 C-5
6,47 H-3 132,67 C-3

Fonte: DO AUTOR.

Ja o espectro da figura 38 mostra as correlagdes *H x 3C HMBC onde os dados foram
agrupados na tabela 15 e alguns deles foram exemplificados na figura 39, onde se pode
confirmar a presenca da metila terminal da cadeia carbdnica linear proposta pelas correlacdes
H-5’/C-4’ ¢ H-5’/C-3". A correlagdo H-3°/C-1’ confirma a presenga dos dois metilenos ligados
a metila, j& que os sinais de H-4’ e H-3” se apresentam como unico sinal (multipleto) para 4H
(1,32 ppm) no espectro de RMN de *H. A correlagdo H-1°/C-2’ confirma a estrutura da cadeia
linear proposta (n-pentil). Ja as correlagdes H-1’/C-5, H-1’/C-6 e H-1°/C-1 indicam a ligac&o
do n-pentil ao carbono C-6 (147,50 ppm). Os hidrogénios metoxilicos foram confirmados
quanto a sua posicao pelas correlacGes apresentadas com os carbonos C-2 (o qual a metoxila se
encontra ligada) e C-3 [que possui um dos hidrogénios do anel (5,86 ppm)]. Muitas outras
correlagbes esperadas para a molécula proposta ndo puderam ser vistas no espectro de
correlagio de *H x 3C HMBC. A baixa concentragdo do composto Y utilizada na obtencéo

desses dados talvez seja um dos fatores dessas correlagdes nao serem observadas.
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Figura 38 - Espectro de correlagdo H x *C HMBC da substancia Y, a 300 MHz em CDCls.

Fonte: DO AUTOR.

Tabela 15 - CorrelagGes de *H x 3C HMBC da substancia Y, a 300 MHz em CDCls.

o (ppm) H dc (ppm) BC
0,90 H-5° 22,30 C-4°
31,04 C-3°

1,33 H-3° 28,53 C-1’
2,43 H-1° 27,10 c-2’
132,56 C-5

147,50 C-6

182,22 C-1

3,80 H3C-O- 106,96 C-3
158,84 C-2

5,84 H-3 132,95 C-5
158,74 C-2

182,15 c-1

6,81 H-5 29,67 C-1’

Fonte: DO AUTOR.
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Figura 39 - Algumas correlagGes *H x *C HMBC obtidas para a
substéncia Y.
Fonte: DO AUTOR.

A partir dos dados de espectroscopia de RMN de tH, *C, COSY, HSQC e HMBC da
molécula proposta, além de comparacdo com os dados obtidos na literatura (TASDEMIR et al,
2006), pdde-se concluir que o composto Y se tratava da 2-metoxi-6-n-pentil-1,4-benzoquinona,
também conhecida como primina (figura 40). O acoplamento entre os hidrogénios do anel H-3
e H-5 com os hidrogénios metoxilicos H3C-O-2 e hidrogénios H-1’, respectivamente, ndo
haviam sido reportados na literatura ainda para tal composto, sendo um observacao inédita deste
trabalho.

o)

Figura 40 - Estrutura quimica da substancia Y, identificada
como primina.
Fonte: DO AUTOR.

A primina é considerada o principal constituinte alergénico da espécie Primula obconia
podendo ser obtida também de algumas especies do género Miconia (HORPER; MARNER,
1996). Muitos estudos acerca da atividade terapéutica dessa substancia e seus analogos tém sido
reportados na literatura, como atividade antitumoral (BRONDANI et al., 2007),
antitubercul6tica e antiprotozoéria, assim como atividade anti-T. cruzi, que serad descrita na
secdo 6.13 (TASDEMIR et al, 2006).
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6.11 CONFIRMACAO DOS COMPOSTOS IDENTIFICADOS POR ESPECTROMETRIA
DE MASSAS

Inicialmente o perfil cromatogréfico da subfragdo A3 foi obtido por LC-MS (figura 41).
Nele é possivel se observar que uma quantidade relativamente baixa de compostos presentes na
amostra que sao detectadas pelo espectrdmetro de massas com ionizador por spray de elétrons.
Outra observacéo possivel € a de que as substancias ali presentes sdo mais ionizadas no modo
positivo, uma vez que este apresentou 0 cromatograma com picos de maior intensidade que no
modo negativo. Com isso, 0 espectro de massas para a miconidina foi obtido no modo positivo
(figura 42), onde se pdde observar o pico de maior intensidade (100) em m/z 211, indicando ser
do ion pseudo-molecular [M+H]*, podendo-se confirmar assim a massa da molécula de
miconidina como sendo de 210 Da. Do mesmo modo, o espectro de massas no modo positivo
da primina (identificada por RMN na secédo 6.10.2) foi obtido (figura 43), onde a partir do pico
de maior intensidade (100) com m/z 209 do espectro no modo positivo, péde-se identificar o
fon pseudo-molecular [M+H]". Deste modo, confirmou-se assim a massa da molécula de

primina como sendo 208 Da.
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a subfracdo A3, por LC-MS.
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6.12 QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS ISOLADOS NAS AMOSTRAS DA Miconia

willdenowii

As duas substancias isoladas, miconidina e primina, puderam ser quantificadas em cada

uma das amostras da Miconia willdenowii (extrato bruto, fragdo acetato e subfracoes A2, A3 e

A4, obtidos como descrito nas se¢Bes anteriores). Para isso, curvas padrao das duas substancias

puras (figuras 44 e 45), que correlacionam area do pico versus concentracdo, foram construidas

a partir de cada uma das solucGes preparadas em diferentes concentrag@es. A area dos picos em

cada cromatograma foi obtida considerando-se o comprimento de onda de maxima absorcéo de

cada substancia, sendo Amax = 289 nm para a miconidina e Amax = 268 nm para a primina (de

acordo com as figuras 17 e 18).
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Figura 44 - Curva analitica: area versus concentra¢do da miconidina.

Fonte: DO AUTOR.
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Figura 45 - Curva analitica: area versus concentracdo da primina.

Fonte: DO AUTOR.
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Pode-se observar a relacdo diretamente proporcional entre as areas dos picos e as
respectivas concentra¢des de cada uma das solugdes. O valor do coeficiente de correlacio (R?)
das curvas, mostra a grande linearidade das curvas.

A partir das curvas, foram obtidas as equacdes das retas (figuras 44 e 45) que relacionam
area (y) e concentracgdo (x) das duas substancias. As equacdes das curvas para o calculo de cada
uma das substéncias nas amostras foram tidas desconsiderando-se o valor do coeficiente linear,
considerando-se assim a natureza delas sendo do tipo y = ax, fazendo-se b = 0. Conhecendo-se
assim a &rea dos picos da miconidina e da primina em cada uma das amostras da Miconia
willdenowii, ativas frente ao teste tripanocida, foi possivel se calcular a concentracdo destas
substancias em % (m/m), considerando-se as massas iniciais, de cada amostra, utilizadas no

preparo das solugdes.

Tabela 16 - Concentragdo das substancias isoladas, em cada amostra da Miconia willdenowii.

Amostra %(m/m) Miconidina % (m/m) Primina
Extrato Bruto 0,26 0,006
Fracdo Acetato 0,37 0,47
Subfracdo A2 0,16 1,11
Subfracdo A3 14,54 55
Subfracdo A4 6,32 3,65

Fonte: DO AUTOR.

Os valores de % (m/m) das substancias isoladas (tabela 16) permitem reconhecer, como
esperado, que o fracionamento sequencial a partir do extrato bruto causa o enriquecimento dos
compostos identificados, nas fragdes e mais ainda nas subfracdes, uma vez que se elimina
grande quantidade de compostos presentes na amostra inicial. E possivel inferir também que o
potencial anti-epimastigota apresentado pelas subfracfes (de acordo com a tabela 5) pode estar
diretamente relacionado com a presenca das duas substancias em cada subfracdo, onde €
possivel se perceber que A3 (mais ativa) possui maior quantidade de miconidina e primina que
A4 (atividade intermediaria), que por sua vez possui mais desses compostos que a subfrago

A2 (a menos ativa, dentre as trés).
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6.13 TESTE TRIPANOCIDA in vitro DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

Para se descobrir a existéncia ou ndo da relacdo entre a atividade tripanocida das
amostras da Miconia willdenowii e a presenca da miconidina e primina, caracterizadas na
espécie vegetal neste trabalho, foi realizado o teste in vitro com a forma epimastigota (secéo
5.5) com as solucBes das substancias isoladas, como mostra a tabela 17. Os dados nela
relacionados, permitem observar que ambas as substancias isoladas da M. willdenowii
apresentaram maior atividade tripanocida contra a forma epimastigota que o proprio padrao
utilizado, o benznidazol, que é a droga de referéncia utilizada atualmente na terapia da doenga.

Além disso, observou-se que a miconidina apresentou maior atividade que a primina.

Tabela 17 - Valores de CEsq obtidos no bioensaio para cada uma das substancias isoladas.

Amostra “CEso (pg/mL)
Miconidina 3,26
Primina 17,00
Benznidazol (padréo) 48,48

*Valores de CEsp apresentados como a média das triplicatas.
Fonte: DO AUTOR.

Sabe-se que as membranas dos epimastigotas sdo constituidas principalmente de
bicamadas lipidicas onde se encontram inseridas algumas proteinas. Nelas estdo presentes
também algumas moléculas poliméricas formadas por 60% de carboidratos neutros, 12,6% de
lipideos, 9,5% de proteinas e os 17,9% restantes sdo de lipopeptideofosfoglicanos
(LEDEKREMER et al., 1977). Sabendo-se que os carboidratos neutros possuem alguns grupos
hidroxilas em suas estruturas, o que Ihes conferem um carater mais polar, pode-se deduzir que
a miconidina (mais polar) se apresenta mais ativa que a primina, por apresentar possivelmente
maior interacd0 com a membrana destes parasitas, causando ruptura dos mesmos ou ainda
permitindo a passagem de maior quantidade do composto, pela membrana, para o interior do
micro-organismo, embora 0s mecanismos de acdo das substancias nos parasitas ainda sejam
desconhecidos.

Apesar da primina apresentar menor potencial anti-epimastigota que a miconidina, ela
ainda apresentou resultado satisfatorio, com valor de CEso inferior que o proprio padréo,
demonstrando o grande potencial da substancia frente aos parasitas na forma epimastigota.

Contudo, Tasdemir e colaboradores (2006), em seu trabalho com testes tripanocidas in vitro
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com as formas tripomastigotas do T. cruzi, também conduzidos para a substancia primina,
relatam o potencial moderado apresentado por esta (10 vezes menor) quando comparado com
0 padrdo benznidazol. Essa disparidade deve ser entendida considerando-se as diferentes
formas de parasitas utilizados em cada um dos testes, bem como a metodologia utilizada nos
mesmos. Apesar disso, vale a pena considerar o potencial antichagésico apresentado pelas
moléculas do composto neste trabalho, na busca de modificagdes estruturais da mesma a fim
de se alcancar resultados mais promissores.

Ja em relacdo a miconidina, nenhum estudo acerca da atividade anti-T. cruzi foi
encontrado na literatura, o que indica os resultados auspiciosos obtidos neste trabalho acerca da

substancia.

6.14 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE COM OS COMPOSTOS ISOLADOS

O teste de citotoxicidade foi realizado com as duas substancias isoladas (miconidina e
primina) juntamente com o padrdo benznidazol. Nele foram incluidos teste com DMSO que
demonstrou que tal solvente ndo afetava a viabilidade das células testadas. Os resultados do
teste sdo mostrados na figura 46, onde é possivel se constatar que para ambas as substancias
isoladas de M. willdenowii, miconidina e primina, o efeito citotoxico so é observado a partir da
concentracdo de 50 ug/mL, dentre as concentracdes testadas. J& o padrdo benznidazol, ndo
apresentou citotoxicidade em nenhuma das concentracGes analisadas. Considerando-se gque as
substancias miconidina e primina se apresentaram eficientes no teste tripanocida em
concentragfes menores (3,26 e 17,00 pg/mL, respectivamente) que em relacdo ao efeito
citotoxico observado, faz-se importante aqui enfatizar a grande expectativa de utilizacdo destes
compostos, ou ainda de algum derivado dos mesmos, na terapia da doenca de Chagas, a partir

de estudos posteriores.
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Figura 46 - Viabilidade celular das substancias isoladas obtidas e do benznidazol, em quatro concentragdes

diferentes.

Fonte: DO AUTOR.
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7 CONCLUSAO

Em suma, a trabalho realizado permitiu o isolamento de compostos com grande
potencial tripanocida in vitro nas formas epimastigotas de T. cruzi, a partir de uma estratégia
por biomonitoramento de extrato bruto de plantas.

As espécies vegetais estudadas foram escolhidas tomando-se sua disponibilidade
regional e auséncia de estudos da maioria delas. A espécie vegetal com extrato bruto mais ativo,
frente ao teste tripanocida in vitro utilizado neste trabalho, foi a Miconia willdenowii. Tal
espécie ndo apresentava qualquer estudo fitoquimico descrito na literatura até o presente
trabalho. Além disso, embora as outras espécies vegetais tenham apresentado menor potencial
tripanocida, pdde-se observar que metade das espécies estudadas ainda apresentou atividade
consideravel frente aos parasitas T. cruzi na forma epimastigota, o que permite inferir que a
grande riqueza vegetal regional, nos entornos do municipio de Alfenas, e em Minas Gerais
como um todo, representa uma grande disponibilidade de diferentes compostos com grandes
perspectivas de utilizacdo na terapia ndo somente da doenca de Chagas, mas também de
diversas outras doencas negligenciadas.

As técnicas hifenadas utilizadas como HPLC-UV-DAD, assim como HPLC-MS, se
mostraram como ferramentas fundamentais na separacdo e isolamento dos compostos, no
estudo fitoquimico realizado. Além disso, a técnica de espectroscopia de RMN, permitiu ainda
se conhecer melhor sobre as estruturas das moléculas obtidas, bem como observar sinais
atipicos para a primina, advindos de acoplamentos ainda ndo descritos na literatura.

A quantificacdo dos compostos nas subfracGes permitiu inferir sobre a relacéo entre a
atividade tripanocida apresentada por elas com a quantidade de miconidina e primina, juntas,
nestas amostras, deduzindo-se que a atividade anti-T.cruzi das amostras de Miconia willdenowii
esteja associada principalmente a presenca destas duas substancias.

O alto potencial tripanocida frente a forma epimastigota de T. cruzi apresentado pelas
duas substancias isoladas, sendo mais eficientes ainda que a droga padrdo de referéncia
(benznidazol), e a citotoxicidade apresentada somente em concentragdes superiores (dentre as
testadas) permitem concluir que a miconidina e a primina possuem grande possibilidade de
utilizacdo no tratamento da doenca de Chagas, fato este podendo ser confirmado com estudos
posteriores. O maior potencial anti-epimatigota da miconidina comparado com o da primina,
permitiu deduzir também sobre a diferenga de interacdo destes compostos com o0s

epimastigotas, abrindo questdes para estudos sobre os mecanismos de acdo (e de outras
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moléculas similares) contra os protozoarios desta espécie. Além disso, a modificacéo estrutural
a partir destas moléculas com potencial ja conhecido é um outro ponto crucial que pode tomar
base neste trabalho na busca por novos medicamentos para a doenca de Chagas, bem como

outras diversas endemias.
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