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RESUMO

A espécie Pterodon pubescens (Fabaceae) é uma planta conhecida como “sucupira-branca” e
suas folhas e frutos sdo utilizados na medicina popular para o tratamento de doencas
respiratérias. Em trabalhos anteriores, as investigagdes quimicas das folhas desta espécie
permitiram a identificacdo de sesquiterpenos, flavonoides, esteroides e diterpenos e também
revelou potencial atividade leishmanicida. A leishmaniose € uma doenca infecciosa que
acomete milhdes de pessoas no mundo e os farmacos que sdo utilizados no tratamento
apresentam diversos efeitos colaterais, alta toxicidade e resisténcia parasitaria. Tendo em vista
que ndo héa estudos das flores P. pubescens e a importancia de se identificar novos agentes
leishmanicidas, este trabalho visou contribuir com o conhecimento quimico e bioldgico desta
espéecie. O perfil quimico das flores de P. pubescens foi determinado utilizando técnicas
analiticas hifenadas de CLUE-ESI-QqTOF-EM/EM e CG-EM, e espectroscopia de RMN de
'H, confirmando a presenca de metabdlitos secundarios das classes dos flavonoides e terpenos.
O estudo da fracdo acetato de etila levou ao isolamento do composto fendlico galato de etila
(1), o qual foi originado a partir da acetilacdo do acido galico. A partir do extrato etanélico e
das fracGes acetato de etila (EPpEA), hexanica (EPpEH) e hidroalc6olica (EPpEHI) das flores
de P. pubescens foi possivel identificar por CLUE-ESI-QqTOF-EM/EM seis flavonoides, um
sesquiterpeno e um diterpeno e por CG-EM foi possivel identificar treze sequiterpenos.
Particularmente, foram feitas triagens in vitro no parasito e em arginase de Leishmania
amazonensis (ARG), enzima envolvida no ciclo de vida do parasito utilizando o extrato
etandlico e as fracdes EPpEA, EPpEH e EPpEHI. A avaliacdo do extrato etanolico e fraces
frente a enzima ARG de L. amazonensis apresentou taxa de inibi¢do entre 67% e 82%. Nas
fracOes ativas EPpEA e EPpEHi foram identificados varios flavonoides (acido gélico,
guercetina-O-dihexosideo, quercetina-O-hexosideo, flavan-3-ol, quercetina, luteolina e
kaempferol) que podem estar relacionados as atividades inibitorias encontradas, pois sdo
descritos na literatura como inibidores de ARG. Na avaliacdo frente ao protozoario de
Leishmania infantum os extratos e fragdes ndo inibiram o parasito de forma representativa. Os
resultados obtidos sdo relevantes para o conhecimento da espécie estudada, a qual ndo havia até

0 momento, dentro do nosso conhecimento, nenhum estudo das flores de sucupira branca.

Palavras-chave: leishmaniose, arginase, galato de etila, Pterodon pubescens.



ABSTRACT

The species Pterodon pubescens (Fabaceae) is a plant known as “sucupira-branca” and its
leaves and fruits are used in folk medicine to treat respiratory diseases. In previous works,
chemical investigations of the leaves of this species allowed the identification of sesquiterpenes,
flavonoids, steroids and diterpenes and also revealed potential leishmanicidal activity.
Leishmaniasis is an infectious disease that affects millions of people worldwide and the drugs
that are used in the treatment have several side effects, high toxicity and parasitic resistance.
Bearing in mind that there are no studies of P. pubescens flowers and the importance of
identifying new leishmanicidal agents, this work aimed to contribute to the chemical and
biological knowledge of this species. The chemical profile of P. pubescens flowers was
determined using hyphenated analytical techniques of UPLC-ESI-QqTOF-EM / EM and GC-
MS, and *H NMR spectroscopy, confirming the presence of secondary metabolites from the
flavonoid and terpene classes. The study of the ethyl acetate fraction led to the isolation of the
phenolic compound ethyl gallate (1), which originated from the acetylation of gallic acid. From
the ethanolic extract and the ethyl acetate (EPpEA), hexane (EPpEH) and hydroalcoholic
(EPpEHi) fractions of P. pubescens flowers it was possible to identify six flavonoids, a
sesquiterpene and a diterpene by UPLC-ESI QqTOF-MS/MS and by GC-MS it was possible to
identify thirteen sequiterpenes. In particular, in vitro screenings were carried out on the parasite
and Leishmania amazonensis arginase (ARG), an enzyme involved in the parasite's life cycle
using the ethanolic extract and the EPpEA, EPpEH and EPpEHi fractions.
The evaluation of the ethanolic extract and fractions against the L. amazonensis ARG enzyme
showed an inhibition rate between 67% and 82%. In the active fractions EPpEA and EPpEHi
several flavonoids (gallic acid, quercetin-O-dihexoside, quercetin-O-hexoside, flavan-3-ol,
quercetin, luteolin and kaempferol) and were identified that may be related to the inhibitory
activities found, as they are described in the literature as inhibitors of ARG. In the evaluation
against the Leishmania infantum protozoan, the extracts and fractions did not significantly
inhibit the parasite. The results obtained are relevant for the knowledge of the studied species,

which until now, within our knowledge, there has been no study of white sucupira flowers.

Keywords: leishmaniasis, arginase, ethyl gallate, Pterodon pubescens.
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1. INTRODUCAO

1.1 Produtos naturais bioativos e plantas medicinais

Os Produtos Naturais (PNs) sdo compostos bioativos que podem ser isolados de plantas,
microrganismos e animais marinhos (KHALIL et al., 2016). Muitos destes compostos
apresentam efeitos terapéuticos e estdo descritos na literatura. Estima-se que cerca de 30% dos
medicamentos sdo derivados de PNs (DUTRA et al., 2016).

Newman e Cragg (2020) relataram o isolamento de 356 compostos derivados de produtos
naturais (FIGURA 1.1) que foram avaliados e apresentaram diferentes atividades, dentre estas
podem ser exemplificadas: antibacteriana (isepamicina (1)), antifingica (caspofungina (2)),

antiviral (oseltamivir (3)), antiparasitaria (moxidectina(4)) e anticancerigena (aclarubicina (5)).

FIGURA 1.1 — Estruturas quimicas de PNs bioativos.

Compostos: isepamicina (1), caspofungina (2), oseltamivir (3), moxidectina (4), aclarubicina (5).



19

Os PNs oriundos de plantas possuem uma grande importancia do ponto de vista quimico e
sdo0 na maioria das vezes, utilizados como material de partida para producdo de novos
medicamentos sejam eles naturais ou sintéticos (PENTO-ROL & BORASCHI, 2016).

Por definicdo, plantas medicinais, sdo plantas manuseadas pelo homem ou animal, que
apresentam alguma acédo terapéutica (ALMASSY JUNIOR et al., 2005). Algumas espécies
medicinais, para muitas regides pobres do pais, apresentam-se como fundamental recurso
terapéutico, sendo utilizadas no tratamento e cura de algumas enfermidades (ZHANG et al.,
2013).

No que refere-se a abundancia vegetal, o Brasil é considerado um dos paises que possui a
maior biodiversidade vegetal com a estimativa de 45.000 espécies (DUTRA et al., 2016). Essa
variedade floristica esta dividida em seis biomas: Amazonia, Caatinga, Cerrado, Pampa, Mata
Atlantica e Pantanal.

Diversos estudos colaboraram para a descoberta de medicamentos a partir de plantas
medicinais (FIGURA 1.2), como o exemplo da morfina (6) isolada em 1806 pelo farmacéutico
Friedrich Wilhelm através da planta conhecida cientificamente como Papaver somniferum L.
(DUTRA et al., 2016; SOUZA et al., 2011). Em 1824, Pierre-Jean Robiquet isolou 0 composto
chamado codeina (7) de P. somniferum L., sendo utilizado no tratamento da dor.

Outros compostos contribuiram para o tratamento de diversas doengas. A quinina (8) e a
artemisinina (9) que foram isoladas das espécies Cinchona sp. e Artemisia annua, as quais sdo
utilizadas no tratamento contra a malaria (LULLMANN etal., 2017). A salicina foi inicialmente
extraida da casca dos salgueiros da familia Salicaceae sendo a base para sintese do acido
acetilsalicilico (aspirina, (10)), provavelmente o medicamento mais antigo e mais utilizado no
tratamento de doencas inflamatorias (MONTINARI et al., 2018).

Outro exemplo, ¢é a pilocarpina (11), isolada da espécie Pilocarpus, arvore nativa do Brasil.
Esse composto é utilizado para aliviar sintomas de boca seca, causados pelo tratamento com
radioterapia e no tratamento de glaucomas, reduzindo significamente a pressao intraocular
(SAWAYA et al., 2015).
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FIGURA 1.2 — Estruturas quimicas de produtos naturais utilizados como medicamentos.

Compostos: morfina (6), codeina (7), quinina (8), artemisinina (9), aspirina (10), pilocarpina (11).

Diante da abundéancia de compostos quimicos que o Brasil dispde, o Cerrado é responsavel
por grande parte da biodiversidade no que corresponde a fauna e a flora brasileira (NIERO et
al., 2003; RABELING et al., 2019).

1.2 Cerrado

O bioma Cerrado, denominado de savana brasileira possui cerca de 2 milhdes de km? de
todo o territério nacional, constituindo o segundo maior bioma, atrds apenas da floresta
Amazénica (REIS & SCHMIELE, 2019). Ele esta localizado principalmente na regido central
do Brasil (FIGURA 1.3) abrangendo os seguintes estados Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Tocantins, Goias, Minas Gerais, Bahia, Maranhdo, Piaui, S&o Paulo, Distrito Federal, Para e
Roraima (SOARES et al., 2017).

Sua vegetacdo esta sob forte influéncia da sazonalidade (estagdes do ano) no qual existem
diferentes fitofisionomias (campos, Cerrado stricto sensu, cerraddo, matas de galeria, campo
sujo e campo limpo) caracterizadas pela sua flora com aspectos peculiares que coexistem em
um mesmo espaco (ABREU et al., 2011). A vegetacdo encontrada nesse bioma é variada devido
a complexa interacdo de diferentes fatores, como o clima, o solo, profundidade do lencol
freatico e as queimadas (CASSINO et al., 2015).
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FIGURA 1.3 — Mapa demonstrativo dos biomas encontrados no Brasil.
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Fonte: IBGE 2019.

Sua flora é extremamente abundante e seus frutos por exemplo, possuem caracteristicas
intrinsecas de alta qualidade nutricional, sendo consumidos e procurados por comunidades e
pesquisadores (MORZELLE et al., 2015). Algumas plantas do bioma Cerrado sao utilizadas na
alimentacdo e possui propriedades medicinais como o pequi (Caryocar brasiliense), rico em
compostos fendlicos que sdo responsaveis pela capacidade antioxidante reduzindo os radiciais
livres.

A mangaba (Hancornia speciosa) possui um alto teor de flavonoides e taninos, compostos
responsaveis pela acio anti-inflamatéria (ASSUMPCAO et al., 2014; MARINHO et al., 2011).
A mama-cadela (Brosimum gaudichaudii) possui compostos em quantidades consideraveis de
acido ascorbico e compostos fendlicos que apresentaram atividades antioxidantes, propriedades
antimicrobianas, sendo utilizada no tratamento do vitiligo (GOULART et al., 2017).

As flores encontradas nesse bioma também tém sido investigadas quanto as suas
propriedades quimicas e biologicas. As flores do cipo-de-Sdo Jodo (Pyrostegia venusta)

possuem compostos como esteroides e acidos graxos responsaveis pela agdo antimicrobiana,
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anti-inflamatoria e antioxidante (ROY et al., 2012). O dleo das flores da espécie Hyptis
passerina Mart. revelou propriedades antibacterianas devido a presengca de monoterpenos e
sesquiterpenos (ZELLNER et al., 2009). As flores da espécie Solanum lycocarpum (fruto-do-
lobo) apresentaram em sua composi¢cdo quimica os compostos fenodlicos, flavonoides e
esteroides o0s quais demonstraram atividades anti-inflamatoria, hepatoprotetora e
gastroprotetora (MARTINS et al., 2015a).

A caracterizacdo de compostos quimicos em plantas do Cerrado € de grande relevancia para
a busca de substancias que atuem como modificadores de resposta biolégica como propriedades
antimicrobianas, anticarcinogénicas, antioxidantes, etc. Infelizmente, muitas espécies de
plantas foram extintas devido as queimadas, ao desmatamento para construcdo de pastos,
eliminando a oportunidade de descobertas de novos compostos quimicos. Diante desses fatos
apresentados, o Cerrado possui uma grande importancia no ambito cultural e cientifico
(RABELING et al., 2019; STRASSBURG et al., 2017).

No que consiste a variedade de compostos, alguns principios ativos encontrados em plantas
medicinais sdo formados pelo metabolismo secundario. Esses compostos sao responsaveis pela
atuacdo no mecanismo de defesa das plantas e na polinizacao, sendo constantes alvos de estudos
na area de PNs, por possuirem atividades bioldgicas frente a diversas doencas (SANTOS et al.,
2017).

1.3 Metabolitos secundarios

As pesquisas que envolvem os compostos quimicos sintetizados pelas plantas vém sendo
desenvolvidas ao longo dos tempos e como consequéncia esses compostos estdo sendo
utilizados como agentes terapéuticos (FOWLER, 2006). Os metabdlitos podem ser divididos
em metabolitos primarios, que compreendem 0s compostos essenciais a sobrevivéncia da
planta, sendo eles: carboidratos, lipidios, proteinas e &cidos nucleicos (DIXON, 2001; SIMOES
et al., 2010).

A sintese de metabdlitos secundarios nas plantas pode ser influenciada por fatores como
temperatura, disponibilidade de dgua e nutrientes, altitude, poluigdo, radiagdo ultravioleta, etc.
(GOBBO-NETO & LOPES, 2007). Sua sintese acontece através de rotas biossintéticas em
organelas diferentes na celula vegetal. Por exemplo, 0s terpenos séo originados a partir da

condensacdo de unidades de isopreno através das vias do acetato-mevalonato e do metileritritol
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fosfato (MPE) e os flavonoides sdo produzidos a partir das vias do acetato e do acido chiquimico
(DEWICK, 2002).

Os terpenos sdo conhecidos como compostos terpenoides e formam um vasto grupo
estruturalmente diversificado. Sdo formados pela condensacéo de unidades isoprénicas de cinco
carbonos (Cs), os quais sdo subdivididos em: hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cio),
sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Coo), triterpenos (Cazo) e carotenoides (Cao) (ZHOU &
PICHERSKY, 2020). De modo geral, os terpenoides (FIGURA 1.4) possuem atividades
leishmanicida (espatulenol (12) e a-bisabolol (13)), antioxidante (6xido de cariofileno (14)),
antibacteriana (mirtenol (15)) e antifangica (linalol (16)) (BAJALAN et al., 2017,
BOSQUIROLI et al., 2015; MORALES-YUSTE et al., 2010; SILVA et al., 2017).

FIGURA 1.4 — Exemplos de terpenos bioativos.

OH
HO

12 13 15 16

Compostos: espatulenol (12), a-bisabolol (13), 6xido de cariofileno (14), mirtenol (15), linalol (16).

Os flavonoides constituem um amplo grupo quimico que estd inserido aos compostos
fenolicos encontrando-se abundantemente nas plantas. Eles estdo presentes na forma de
pigmentos vegetais e fazem parte da defesa e atracdo de polinizadores nas plantas (SIMOES et
al., 2010). A caracteristica quimica principal de um flavonoide é a presenca de Cg-C3-Cs, N0OS
quais consistem em dois aneis aromaticos (A e B) unidos por um anel heterociclico oxigenado
(C). Flavonoides (FIGURA 1.5) que apresentam substituicGes no anel A e B originam diferentes
compostos flavanol (catequina (17)), flavonol (quercetina (18)), flavanona (eriodictiol (19)),
flavona (apigenina (20)), flavanonol (taxiofilina (21)), antocianina (delfinidina (22)) e
isoflavonoide (genisteina (23)) (SANTOS & RODRIGUES, 2017).
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FIGURA 1.5- Diferencas estruturais dos flavonoides.

Compostos: catequina (17), quercetina (18), eriodictiol (19), apigenina (20), taxiofilina (21), delfinidina (22),
genisteina (23).

De acordo com a literatura, os flavonoides (FIGURA 1.6) apresentam atividades bioldgicas,
como antioxidante (apigenina (24)) (WANG et al., 2020), anti-inflamatéria (epigalocatequina-
3-galato (25)) (SPAGNUOLDO et al., 2018), antialérgica (hesperidina (26)) (SHI et al., 2018) e
antimicrobiana (fisetina (27)) (GORNIAK et al., 2019).

FIGURA 1.6 — Exemplos de flavonoides bioativos.
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Continuacdo FIGURAL.6.

Compostos: apigenina (24), epigalocatequina-3-galato (25), hesperidina (26), fisetina (27).

Ha relatos na literatura de compostos da classe dos flavonoides e seus derivados (FIGURA
1.7), que possuem atividades leishmanicida (28 sakuranetina, 29 luteolina, 30 quercitrina)
(CHANDRASEKAR et al., 2018; RIBEIRO et al., 2015; ZEOUK et al., 2020) e antiparasitéria
(31: tamarixetina, 32: apigenina-7-O-glucosideo, 33: eupatorina, 34: acido elagico) (FIGURA
1.7) (ABUGRI et al., 2019; BEER et al., 2016; NETO et al., 2020; RIBEIRO et al., 2015).

FIGURA 1.7 — Exemplos de compostos da classe dos flavonoides e seus derivados que possuem

atividades antiparasitarias.
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Continuacdo FIGURAL.7.

Compostos: sakuranetina (28), luteolina (29), quercitrina (30), tamarixetina (31), apigenina-7-O-glucosideo (32),
eupatorina (33), &cido elagico (34).

1.4 Género Pterodon

Alguns trabalhos descrevem o género Pterodon, pertencente a familia Fabaceae, possuindo
quatro espécies de arvores aromaticas nativas do Brasil, ou seja, Pterodon abruptus Benth.,
Pterodon apparicioi Pedersoli, Pterodon pubescens Benth. e Pterodon polygalaeflorus Benth.
(SANTOS et al., 2016). No entanto, de acordo com a base de dados “The Plant List” o género
Pterodon (TABELA 1.1) compreende em duas espécies e apresentam algumas sinonimias,
listadas a seguir (GSPC, 2020).

TABELA 1.1 — Relagéo das espécies e sinonimias do género Pterodon.

Espécies Sinonimias

Pterodon abruptus (Moric.) Benth. P. apparicioi Pedersoli

P. polygalaeflorus (Benth.)
Pterodon emarginatus VVogel P. polygaliflorus (Benth.) Benth.
P. pubescens (Benth.) Benth.

As arvores desse género sao conhecidas popularmente como ‘“sucupira”, “faveira”,
“sucupira-branca” ou “‘sucupira-lisa” e podem ser encontradas no Brasil em biomas como
Cerrado, Caatinga e na floresta semidecidual da bacia do Parana, abrangendo vérios estados
dentre eles o estado de Goias (BARREIRA et al., 2002; LORENZI, 1998).

Esse género possui arvores, medindo entre 6 a 18 m, e sua madeira é utilizada em

construcdes civil devido a sua alta durabilidade, mesmo estando em contato com a umidade e


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-20372
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-24880
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-33212
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-28842
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com o solo (LORENZI, 2002) e suas flores apresentam coloragéo esbranqui¢ada ou rosada
(LORENZI & MATQOS, 2008).

Um estudo etnobotanico feito por Grandi e colaboradores (1989) demonstrou que o extrato
hidroalcodlico dos frutos desse género tem sido utilizado na medicina popular no tratamento de
reumatismo, asma e bronquite. Ainda, algumas pesquisas realizadas com o 6leo e extratos do
fruto de Pterodon sp. identificaram atividades biologicas como larvicida contra Aedes aegypti
(PIMENTA et al., 2006) e antiparasitaria contra Trypanosoma cruzi (BARRETO et al., 2008;
OLIVEIRA, 2014), Leishmania amazonensis (DUTRA et al., 2009b; OLIVEIRA et al., 2017)
e Leishmania braziliensis (OLIVEIRA et al., 2017). As folhas também s&o utilizadas em
infusdes e consumidas em doses pequenas frente ao tratamento de doengas respiratorias
(CARVALHO et al., 1998; COELHO et al., 2005; HOSCHEID & CARDOSO, 2015).

Os metabdlitos secundarios presentes no género Pterodon sdo flavonoides, terpenos
(diterpenos e sesquiterpenos), alcaloides, saponinas e esteroides (ARRAIGA et al., 2000;
EVANGELISTA et al., 2007; MARQUES et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2017).

Hoscheid e colaboradores (2012) realizaram a prospec¢do quimica da fracdo hexanica
proveninente do extrato etanolico dos frutos de P. pubescens (FIGURA 1.8) utilizando
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), dentre os varios
compostos identificados o diterpeno 14,15-epoxigeranilgeraniol (35) é um exemplo.

Mors e colaboradores (1967) identificaram o diterpeno geranilgeraniol (36) no 6leo de
frutos desse género (FIGURA 1.8), que apresentaram eficientes como agentes
quimioprofilaticos na esquistossomose. Os principais metabolitos secundarios deste género sdo
os diterpenos lineares e ciclicos com esqueletos vinhaticanos ou vouacapanos, abaixo 0
composto 6a-hidroxivouacapano (37) representa um diterpeno com esqueleto vouacapano
(FIGURA 1.8) (SPINDOLA et al., 2009).

FIGURA 1.8 — Metabdlitos secundarios isolados do género Pterodon.

OH OH
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Continuacdo FIGURA 1.8.

37

Compostos: 14,15-epoxigeranilgeraniol (35), geranilgeraniol (36), 6a-hidroxivouacapano (37).

1.5 Pterodon pubescens Benth

A espécie Pterodon pubescens pertencente a familia Fabaceae, nativa do Cerrado, é
encontrada na regido centro-oeste do Brasil, sendo uma planta medicinal utilizada para o
tratamento de doencas inflamatérias (LORENZI, 2009). Em 1862, essa espécie foi classificada
como P. pubescens por Bentham, mas posteriormente Vogel relatou que P. pubescens e
P. emarginatus era de fato a mesma espécie.

Essa espécie faz parte de um grupo de plantas, popularmente conhecidas como ‘“‘sucupira
branca” ou “faveira” encontrada nos Estados de Minas Gerais, Sdao Paulo, Goias e Mato Grosso
do Sul. Essa espécie floresce entre os meses de abril e maio e podem frutificar em diferentes
épocas do ano, mais comumente nos meses de junho e agosto (MASCARO et al., 2004). E
amplamente utilizada no reflorestamento, a fim de recuperar areas desmatadas.

Seus frutos na forma de vagens caem e se espalham facilmente por longas distancias devido
ao seu formato circular (MASCARO et al., 2004). Sua madeira € resistente sendo utilizada na
construcdo civil e a casca é amplamente utilizada em infusdes e suas raizes e sementes sdo
comercializadas devido a ampla atividade farmacolégica (EVANGELISTA et al., 2007).

Estudos dos extratos etandlicos das folhas de P. pubescens em macrofagos infectados com
L. amazonensis revelaram a capacidade do controle de crescimento do parasito tornando-se
atrativo na busca de agentes leishmanicidas (ARRAIS- SILVA et al., 2014).

Estudos fitoquimicos anteriores das folhas de P. pubescens (TABELA 1.2 e FIGURA 1.9)
foram identificados os compostos sesquiterpenos (38-45), flavonoides (46-51), esteroides (52-
53) (MIRANDA et al., 2014; SANTOS et al., 2010) conforme a tabela abaixo.



TABELA 1.2 - Compostos identificados nas folhas de P. pubescens.

29

Compostos Nome dos compostos Formula Referéncias
molecular
38 2B,6B-epdxi-5B-hidroxi-isodaucano  CisH2602 MIRANDA et al., 2014
39 oplopanona C15H2602 MIRANDA et al., 2014
40 1B,6a-diidroxi-4-eudesmeno C15H2602 MIRANDA et al., 2014
41 oxido de cariofileno C15H20 MIRANDA et al., 2014
42 a-cadinol C15H260 MIRANDA et al., 2014
43 espatulenol C15H240 MIRANDA et al., 2014
44 muuroleno CisHaa SANTOS et al., 2010
45 biciclogermacreno CisHa4 SANTOS et al., 2010
46 luteolina C15H1006 MIRANDA et al., 2014
47 kaempferol C15H1006 MIRANDA et al., 2014
48 quercetina C15H1007 MIRANDA et al., 2014
49 (+)-catequina C15H1406 MIRANDA et al., 2014
50 quercetina-3-O-a-L- C21H20011 MIRANDA et al., 2014
raminopiranosideo
51 rutina C27H30016 MIRANDA et al., 2014
52 B-sitosterol C29Hs500 SANTOS et al., 2010
53 estigmasterol C29H1g0 SANTOS et al., 2010

FIGURA 1.9 - Estruturas quimicas dos metabdlitos secundéarios identificados nas folhas de

P. pubescens.
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Continuacdo FIGURA 1.9.

Compostos: 2,63-ep6xi-5B-hidroxi-isodaucano (38), oplopanona (39), 1B,6a-diidroxi-4-eudesmeno (40), dxido
de cariofileno (41), a-cadinol (42), espatulenol (43), muuroleno (44), biciclogermacreno (45), luteolina (46),
kaempferol (47), quercetina (48), (+)-catequina (49), quercetina-3-O-a-L-raminopiranosideo (50), rutina (51), p-
sitosterol (52), estigmasterol (53).

Foram identificados nos frutos os compostos diterpenos (54-55), diterpenos de esqueleto
vouacapanico (56-64), sesquiterpenos (65-67) (TABELA 1.3 e FIGURA 1.10) (FASCIO et al.,
1970; MARTINS et al., 2015b; PINTO et al., 2013; SANTOS et al., 2010; SPINDOLA et al.,
2009; VIEIRA et al., 2008).



TABELA 1.3 - Compostos identificados nos frutos de P. pubescens.
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Compostos Nome dos compostos Formula Referéncias
molecular
54 16,17-epoxigeranilgeraniol C20H3202 FASCIO et al., 1970
55 14,15-diidroxi-14,15- C20H3603 FASCIO et al., 1970
diidrogeranilgeraniol
56 60-hidroxi-7p-acetoxivoucap- C22H3004 PINTO et al., 2013
14(17)-eno
57 vouacapano-6a,7p3,14p,19-tetraol  C20H300s VIEIRA et al., 2008
58 60,7p-diacetoxivouacapano C24H320s MARTINS et al., 2015b
59 7B-acetoxivouacapano C22H3203 SPINDOLA et al., 2009
60 60,7p-diacetoxivouacapan-14p-al  CosH3206 FASCIO et al., 1970
61 60,7p-diacetoxivouacapan-14p-  CosH3z407 FASCIO et al., 1970
oato
62 60,7p-diacetoxi-12,16-diidro-16-  C24H3406 FASCIO et al., 1970
oxovinhaticoato de metila
63 60,7p-diidrovouacapano-17p- C20H3004 SPINDOLA et al., 2009
metileno-ol
64 6a-acetoxi-7p hidroxivouacapan-  Cz3H3206 SERVAT etal., 2012
17p-o0ato de metila

65 B-elemeno CisH24 SANTOS et al., 2010
66 a- humuleno Ci6H26 SANTOS et al., 2010
67 germacreno-D CisH22 PINTO et al., 2013

FIGURA 1.10 - Estruturas quimicas dos metabdlitos secundarios identificados nos frutos de

P. pubescens.
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Compostos: 16,17-epoxigeranilgeraniol (54), 14,15-diidroxi-14,15-diidrogeranilgeraniol (55), 6a-hidroxi-7p-
acetoxivoucap-14(17)-eno (56), vouacapano-6a,7p,14B,19-tetraol (57), 6a,7p-diacetoxivouacapano (58), 7pB-
acetoxivouacapano (59), 6a,7p-diacetoxivouacapan-14p-al (60), 6a,7p-diacetoxivouacapan-14p-oato (61), 6a,7p-

diacetoxi-12,16-diidro-16-oxovinhaticoato de metila (62), 6a,7p-diidrovouacapano-17p-metileno-ol (63), 60-

acetoxi-7p hidroxivouacapan-17p3-0ato de metila (64), p-elemeno (65), a- humuleno (66), germacreno-D (67).
Os trabalhos de investigacdo quimica da casca do caule permitiram identificar os compostos

isoflavonas (68-70) e triterpeno (71) (TABELA 1.4 e FIGURA 1.11) (BRAZ FILHO et al.,

1971; HERNANDEZ-TERRONES et al., 2007).

TABELA 1.4 - Compostos identificados na casca do caule de P. pubescens.

Compostos Nome dos compostos Formula Referéncias
molecular
68 3’.4°,6,7-tetrametoxiisoflavona C19H1806 MARQUES et al., 1998
69 2’,6,7-trimetoxi- C19H1607 BRAZ FILHO et al., 1971

4’ 5’metilenodioxiisoflavona
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70 2°,3°,4°,6,7- penta- C20H2007 BRAZ FILHO et al., 1971
metoxiisoflavona
71 lupeol C3oHs00 MORAES et al., 2012

FIGURA 1.11 - Estruturas quimicas dos metabdlitos secundarios identificados na casca do caule de P.
pubescens.

Compostos: 3°,4°,6,7-tetrametoxiisoflavona (68), 2°,6,7-trimetoxi-4’,5’metilenodioxiisoflavona (69), 2°,3’,4°,6,7-
penta-metoxiisoflavona (70), lupeol (71).

Tendo em vista que diversas espécies da flora do Cerrado se encontram em extin¢éo ou
ainda nao foram estudadas, € necessario investigar propriedades quimicas e bioldgicas com a
finalidade de conhecer a funcionalidade dos PNs frente a diversas doengas com destaque para
leishmaniose. A relevancia deste trabalho da-se pelo fato de que até o presente momento néao
ha estudos que relatam dos compostos quimicos nas flores de P. pubescens, bem com a sua

atividade bioldgica frente a L. infantum e L. amazonensis.

1.6 Leishmaniose

A leishmaniose € considerada uma das doengas mais negligenciadas no que se refere a
pesquisa (FREITAS-JUNIOR etal., 2012; JHINGRAN et al., 2008; KAYE & SCOTT, 2011).
E uma doenca infecciosa tropical, zoondtica de transmissdo vetorial, que se dé& através do
mosquito flebotomineo (Psychodidae) conhecido como “mosquito-palha” ou “cangalhinha”
(LESSA etal., 2007; SANTOS et al., 2016; VERMELHO et al., 2014), com ocorréncia em todo
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o mundo, incluindo paises desde a Asia até a América. Segundo a OMS (Organizagio Mundial
da Satde) em 2020, houve um aumento de 95% de pessoas que foram infectadas pelas
principais formas de leishmaniose em diversos paises incluindo o Brasil (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2020).

O género Leishmania é constituido por protozodrios tripanossomatideos (ordem
Kinetoplastida) que abrange mais de vinte espécies. A leishmaniose é transmitida pela picada
de insetos fémeas hematdfagas e em seres humanos essa doenca pode manifestar-se das
principais formas visceral, cutinea e mucocutanea (BURZA et al., 2018; MARIN et al., 2015).

A forma tegumentar apresenta leses cutaneas ulcerativas e inflamagéo mucosa. A visceral,
também conhecida como leishmaniose calazar, apresenta lesdes nas visceras possuindo
evolucdo cronica de acometimento sistémico, dependendo da espécie do parasita e a resposta
imune do hospedeiro (ORYAN, 2015; REITHINGER et al., 2007; ROGERS, 2012; SANTOS
et al., 2016).

O parasito, em seu ciclo de desenvolvimento (FIGURA 1.12) manifesta-se de duas formas
evolutivas, a amastigota (intracelular) que se encontra nos vacuolos digestivos (ou
fagolisossomos) e a promastigota (flagelado, extracelular) localizado dentro do intestino do
mosquito (BATES, 2008; HOMMEL, 1999).

FIGURA 1.12 — Ciclo de vida do parasito de Leishmania spp.
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Quando vetores infectados se alimentam, eles injetam os promastigotas no hospedeiro
(etapa 1) que posteriormente serdo fagocitados pelas células do hospedeiro (etapa 2) sendo
transformados em amastigotas (etapa 3), que se multiplicardo em varios 6rgdos do hospedeiro
(etapa 4).

Quando o hospedeiro se encontra infectado e novos vetores se alimentam (etapa 5), eles
ingerem as células com amastigotas (etapa 6), que se transformardo em promastigotas no
intestino dos vetores (etapa 7), migrando para o estdmago para que se multipliqguem e apds essa
multiplicacdo se deslocardo para a proboscide (bico de succéo do vetor) (etapa 8), tornando os
vetores aptos para se propagarem a doenca em varios hospedeiros (FIGURA 1.12).

O tratamento dessa enfermidade em varios paises da-se pela quimioterapia utilizando
medicamentos conhecidos como antimoniais pentavalentes (FIGURA 1.13) (N-metil-
glucamina, conhecido como glucantime® (72) e estiboglucanato de sddio, conhecido como
pentostam® (73) (BASTOS et al., 2016; RATH et al., 2003). Contudo, devido a alta toxicidade
o medicamento pentostam® ndo é utilizado no Brasil como medicamento para as diferentes
formas de Leishmania ssp (VELTRI, 2019).

FIGURA 1.13 — Medicamentos utilizados no tratamento contra a leishmaniose.
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Medicamentos: glucantime® (72), pentostam® (73).

Os antimoniais pentavalentes sdo utilizados como medicamentos de primeira escolha no
tratamento da Leishmaniose (MCGWIRE & SATOSKAR, 2013; TEMPONE et al., 2011;
WERBOVETZ et al., 1992). Ha relatos na literatura que indicam que esses antimoniais
pentavalentes atuam nas formas amastigotas eliminando assim esses protozoarios. Contudo,
esses farmacos apresentam uma alta toxicidade podendo desencadear insuficiéncia cardiaca,
hepatica e nefrética (MACHADO et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2011).
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Medicamentos de segunda escolha, como a anfotericina B (fungizone®) (74) (FIGURA
1.14) que é um antifungico, tém sido recomendados quando ndo ha resposta aos farmacos
antimoniais ou na impossibilidade de seu uso. O mecanismo de acdo da anfotericina B esta
associada a ligacao dos esterois preferencialmente com o ergosterol (LOISEAU & BORIES,
2006; MCGWIRE & SATOSKAR, 2013). Apesar da sua eficiéncia esse medicamento
apresenta grandes limitac6es devido a sua toxicidade. VariacGes lipidicas como a anfotericina
B lipossomal (ambisome®) ¢é considerada efetiva e possui uma toxicidade menor (MCGWIRE
& SATOSKAR, 2013; TEMPONE et al., 2011).

A pentamidina (75) (antibiético) (FIGURA 1.14) seria a terceira escolha no tratamento da
leishmaniose (ALMEIDA & SANTOS, 2011). O mecanismo de acdo deste farmaco esta
associado na biossintese de macromoléculas como DNA, RNA, fosfolipideos e proteinas
(MCGWIRE & SATOSKAR, 2013). Esse medicamento apresenta uma toxicidade elevada
podendo desencadear problemas relacionados a hipoglicemia e nefrotoxicidade (NACHER et
al., 2001).

Diferentemente dos antimoniais pentavalentes utilizados no tratamento da leishmaniose,
a paromomicina (76) (FIGURA 1.14) é um antibidtico extraido de culturas do Streptomyces
rimosus var. paromomicinus, o qual € equivalente a aminosidina produzida pelas bactérias
Streptomyces chrestomyceticus (FERNANDEZ et al., 2011). O mecanismo de agio deste
farmaco funciona bloqueando a sintese de proteinas (MCGWIRE & SATOSKAR, 2013).

Outros medicamentos como a miltefosina e o fluconazol foram aprovados para o tratamento
da leishmaniose (FORTIN et al., 2014). Como descrito anteriormente os medicamentos
utilizados no tratamento da leishmaniose apresentam diversos efeitos colaterais nos individuos

infectados prejudicando a cura da doenca.

FIGURA 1.14- Estruturas quimicas dos medicamentos alternativos para o tratamento da leishmaniose.
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Medicamentos: anfotericina B (74), pentamidina (75), paromomicina (76).

A OMS tem incentivado a investigacdo farmacoldgica de plantas medicinais para o
tratamento de doencas como a leishmaniose (OLIVEIRA et al., 2011). Vérios estudos apontam
que as plantas medicinais possuem um grande potencial bioldgico, trazendo uma variedade
de substancias que podem oferecer novos inibidores a fim de combater esse tipo de
enfermidade.

1.6.1 Arginase de Leishmania amazonensis

A investigacdes de novos inibidores para as diversas formas de leishmanioses da-se
através da enzima arginase (ARG). ARG é uma metaloenzima, a qual é reponsavel por
catalisar a hidrélise da L-arginina em L-ornitina e ureia (da SILVA et al., 2018; MORETTO
et al., 2019). Ela esta presente em varios 6rgdos de mamiferos principalmente do figado, mas
pode ser encontrada em animais uricotélicos (aves e répteis), plantas, bactérias e protozoarios.
A arginase em mamiferos tem sido caracterizada como a enzima final pertencente ao ciclo da
ureia, uma via metabdlica importante para a remogdo de amonia no organismo (THERNIER
et al., 2015). A L-arginina é um aminoacido precursor das proteinas, sintese de dxido nitrico
(NO), ureia, citrulina, creatinina, agmatina, ornitina, glutamato e prolina (WU & MORRIS,
1997). A atividade enzimatica da ARG vem sendo alvo de estudos, pois implica na regulacéo

de NO, prevendo a disponibilidade de arginina que esta associada aos processos citotdxicos
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nos mecanismos imunolégicos de prote¢do contra doengas infecciosas, como é o caso da
leishmaniose (da SILVA et al., 2002; NATHAN, 1995).

No género Leishmania, a ornitina, precursora da espermidina e tripanotiona, protege o
parasito do estresse oxidativo produzidos pelo sistema de defesa do hospedeiro (BOCEDI et
al., 2010; FAIRLAMB & CERAMI, 1992; GIRARD-THERNIER et al., 2015). A auséncia
da L-arginina em Leishmania torna este parasito totalmente dependente do hospedeiro para a
sintese de proteinas e poliaminas essenciais para a sua sobrevivéncia (BALANA-FOUCE et
al., 2012; MCCONVILLE, 2016).

Estudos elucidaram a sequéncia completa da enzima arginase de Leishmania amazonensis
e encontraram diferencgas estruturais da enzima do parasito e do hospedeiro (da SILVA et al.,
2002; da SILVA et al., 2018). A sequéncia de aminoacidos deduzidos por Da Silva e
colaboradores—(2002) revelaram um alto nivel de residuos conservados no sitio ativo da
enzima, apresentando uma similaridade de 58% da ARG de Leishmania amazonensis com a
ARG humana tipo | (hepética) e 54% de similaridade com a ARG humana tipo Il (extra-
hepatica).

A busca por novos inibidores da enzima ARG, derivados de PNs, cresce a cada dia. Esses
inibidores enzimaticos sdo compostos que suprimem ou auxiliam a diminuir a infeccéo
parasitdria em uma catélise. Os inibidores reversiveis subdividem principalmente em
inibidores competitivos, incompetitivos e ndo-competitivos (NELSON & COX, 2014).

Sua inibicdo pode ser identificada atraves do ICso, que é a concentracdo onde inibe 50%
da atividade catalitica da enzima (MAQUIAVELI et al., 2016). Existem varios trabalhos que
descrevem compostos oriundos de plantas e fungos com atividade inibitéria enzimética da
ARG de L. amazonensis.

Metabdlitos secundarios da classe dos flavonoides quercitrina (77), quercetina (78),
luteolina (79) ja foram relatados com alto potencial de inibi¢cdo da ARG (FIGURA 1.15) (da
SILVAcetal., 2012; de SOUSA et al., 2014b, MITTRA etal., 2000; MUZITANO et al., 2006).

Cruz e colaboradores (2013) isolaram alguns flavonoides da espécie Cecropia
pachystachya e verificaram que o composto orientina (80) (FIGURA 1.15) possui inibigcdo
satisfatoria com valor de ICso de 16 uM indicando ser um inibidor da ARG.

O estudo de Manjolin e claboradores (2013) descreve que os flavonoides (FIGURA 1.15),
galangina (81) e quercetina (78) exibiram inibicdo da enzima ARG entre 50-70% e 0s
compostos fisetina (82), luteolina (79) e 7,8-dihidroxiflavona (83) apresentaram inibicéo
entre 80-87%.
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Os polifentis possuem propriedades quimicas e bioldgicas que contribuem para o
desenvolvimento e a salde do homem. Levando em conta essa informagdo, o composto
conhecido como EGCG (epigalocatequina-3-galato) (84) (FIGURA 1.15) apresentou
atividade inibitoria (ICso de 3,8 uM) frente a ARG. Este estudo relatou também que os
compostos (+)-catequina (85) e (-)-epigalocatequina (86) (FIGURA 1.15) exibiram poténcias
inibitdrias de 1Cso 0,8 uM e 1,8 uM respectivamente, apresentando significativa atividade
enzimatica (dos REIS et al., 2013). Estudos de correlacdo entre a estrutura destes flavonoides
e a atividade inibitoria enziméatica em arginase foram realizados posteriormente confirmando
a importancia do grupo catecol (anel B) para a interagdo com a ARG e inibicdo da sua
atividade catalitica (de SOUSA et al., 2014b).

De Sousa e colaboradores (2014a) isolaram seis compostos derivados de acidos
galoilquinicos da espécie Byrsonima coccolobifolia. A pesquisa destaca o acido géalico (87)
(FIGURA 1.15) como composto inibidor (ICso 0,13 uM) frente a ARG. Em continuacgéo, 0s
compostos acido 5-O-galoilquinico (88), &cido 3,4,5-tri-O-galoilquinico (89), acido 5-O-(3-
metilgaloil) quinico (90) e &cido 3,5-di-O-galoilquinico (91) (FIGURA 1.15) apresentaram
poténcias inibitorias com valores de ICso entre 0,31 e 0,49 uM que apresentam caracteristicas
importantes onde permitem a interagcdo enzima-inibidor devido o grupo galoil (de SOUSA et
al., 2014a).

Foi relatado por Maquiaveli e colaboradores (2016) que o composto verbascosideo (92)
(glicosideo feniletandide) (FIGURA 1.15) possui atividade contra a L. amazonensis
apresentando poténcia inibitdria significativa (ICso de 19 uM) que atuou como inibidor
competitivo frente a ARG.

Isolado a partir da espécie Agrocybe aegerita, o polissacarideo fucogalactana (93)
(FIGURA 1.15) apresentou poténcia inibitdria significativa com valor de ICso de 5,8 uM. Foi
relatado pela primeira vez a atividade inibitoria competitiva frente a enzima ARG desse
biopolimero o que incentiva a busca de novos inibidores derivados de polissacarideos
(MOTOSHIMA et al., 2018).

Compostos derivados de acido cindmico apresentaram poténcias inibitérias significativas
frente a enzima ARG. Da Silva e colaboradores (2019) relataram que 0S compostos
rosmarinico (94), clorogénico (95), acido criptoclorogénico (96), isoverbascosideo e
verbascosideo (FIGURA 1.15) exibiram atividade inibitoria enzimatica (ICso entre 1,5 e 11)

competitiva e ndo-competitiva frente a ARG.
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FIGURA 1.15- Exemplos de compostos que apresentaram atividade inibitoria enzimatica frente a

ARG.
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Compostos: quercitrina (77), quercetina (78), luteolina (79), orientina (80), galangina (81), fisetina (82), 7,8-

dihidroxiflavona (83), epigalocatequina-3-galato (84), (+)-catequina (85), (-)-epigalocatequina (86), acido
galico (87), acido 5-O-galoilquinico (88), acido 3,4,5-tri-O-galoilquinico (89), acido 5-O-(3-metilgaloil)

quinico (90), acido 3,5-di-O-galoilquinico (91), verbascosideo (92), fucogalactana (93), rosmarinico (94),

clorogénico (95), acido criptoclorogénico (96).
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O estudo da ARG e seu mecanismo torna-se relevante, pois uma vez que os inibidores da
ARG diminuem a capacidade de infeccdo da leishmania pode ser alvo de novos medicamentos

para o tratamento dessa enfermidade.

1.6.2 Leishmania infantum

A leishmaniose visceral (LV) conhecida como calazar, também é uma das doencas
tropicais negligenciadas causadas por protozoarios do género Leishmania. Ela manisfesta-se
nos paises como: Brasil, Africa Oriental e india com estimativa de 50.000 a 90.000 novos
casos de LV anualmente no mundo. Em 2018, mais de 95% dos novos casos reportados a
OMS ocorreram em 10 paises incluindo o Brasil (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2020).

Em 1908, Nicolle e Comte, identificaram na Tunisia criangas infectadas com uma espécie
diferente de Leishmania ssp., sendo posteriormente nomeada de L. infantum. Durante diversas
pesquisas e com os avangos moleculares, Mauricio e colaboradores (1999) afirmaram que ndo
é possivel diferenciar a L. chagasi da L. infantum, pela analise de DNA dos protozoarios o
que levou a L. infantum ser nomeada de L. infantum chagasi (STEVERDING, 2017).

No Brasil, a Leishmania infantum chagasi é o principal agente etiol6gico da LV que é
transmitida pelo flebotomineo da espécie Lutzomyia longipalpis e estd associada no
acometimento de criangas, individuos imunocomprometidos e em cdes (COSTA et al., 2015).
Como descrito anteriormente, o tratamento para as diversas formas de leishmaniose depende,
na maioria das vezes, dos antimoniais pentavalentes (Pentostan® e Glucantime®) (SINGH et
al., 2016).

A grande dificuldade em desenvolver novos medicamentos ou até mesmo uma vacina
humana eficiente contra esse parasito esta relacionada a complexidade da resposta imune do
hospedeiro e as espécies de Leishmania (ALMEIDA et al., 2018). Diante do exposto, Varela
(2017) isolaram da espécie Piper malacophyllum um composto (97) que apresentou atividade
inibitéria enzimatica (ICsop de 32 a 83 uM) satisfatoria contra o parasito de L. infantum
(FIGURA 1.16). Essid et al. (2015) avaliaram alguns terpenos presentes na espécie Ferula
communis e o composto da classe dos sesquiterpenos (98) apresentou taxa inibitéria promissora
(ICs0 1,06 uM) frente ao parasito de L. infantum (FIGURA 1.16).
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FIGURA 1.16- Exemplos de compostos que apresentaram atividade inibitoria enzimatica frente ao

parasito de L. infantum.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O trabalho visa contribuir com o estudo quimico de P. pubescens e com a avaliagdo dos
extratos e fragGes frente a enzima arginase e o parasito de Leishmania spp.

2.2. Objetivos Especificos

e Preparar o extrato etanolico das flores coletadas no Cerrado;

e Fazer a partigdo liquido-liquido para obtencédo das fraces de diferentes polaridades;

e Realizar o estudo quimico das fracGes obtidas para isolamento e caracterizacdo dos
compostos utilizando as técnicas CLUE-ESI-QqTOF-EM/EM e CG-EM;

e Avaliar o extrato e as fragdes frente a arginase de Leishmania amazonensis e frente ao

parasito Leishmania infantum.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Materiais

3.1.1. Solventes
» Solventes grau P.A.: acetato de etila, hexano, etanol e metanol (Dinamica, Synth e
Vetec).
» Solventes grau CLAE: acetonitrila e acido formico (Panreac, Tedia J.T. Baker e Sigma-
Aldrich).
» Solventes deuterados para a obtencdo do espectro de RMN: acetona-de € DMSO-ds
(dimetilsulféxido) ( Sigma-Aldrich e Merck).

3.1.2. Fases estacionarias
» Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia: coluna Cortecstm C18 (2,7 um; 10 x 0,21
cm).
» Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM): coluna capilar
HP-5MS (30 m x 250 pm e filme 0,25 pm).

» Cromatografia em coluna aberta (CC): silica gel comum (70-230 mesh, silica comum)

e silica gel (230-400 mesh, silica flash) marca Machery-Nagel.

» Cromatografia em camada delgada (CCD): placas de alumina silica gel 60 (20 x 20 cm)

com F254, (¢ = 0,2 mm) da marca Fluka.

3.1.3. Reveladores
» Solucdo de vanilina em &cido sulfarico preparada a partir de: 15 g de vanilina
dissolvidas em solucdo contendo 250 mL de etanol e 2,5 mL de &cido sulfurico
concentrado.
» Cémara de luz ultravioleta com irradiacéo de luz no comprimento de onda de 254 nm e
365 nm.

3.1.4. Equipamentos
» Balanca analitica: OHAUS AR2140.
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Evaporador Rotativo: Marca Fisatom, modelo 801, com banho de aquecimento Fisatom,
modelo 550 e bomba a vacuo da marca VACUUBRAND + GO KG, modelo ME-1C.
Liofilizador: Labconco, modelo FreeZone 4.5.

Cromatdgrafo Liquido de Ultra Eficiéncia (CLUE): sistema analitico da marca Agilent,
modelo Infinity 11 1260, bomba binaria, equipado com detector QqTOF Impact HD
(Bruker Daltonics GmbH) e fonte de ionizagdo ESI (Brucker Daltonics, Bremen,
Germany), injetor manual e software DataAnalysis. Os experimentos foram realizados
em colaboracdo com a Profa. Dra. Quezia Bezerra Cass da Universidade Federal de Séo
Carlos — UFSCar, Séo Carlos - SP.

Cromatografo Gasoso acoplado ao Espectrometro de Massas (CG-EM): marca Agilent,
modelo 7820 A — Séries MSD 5975, equipado com coluna HP-5MS (e ionizagéo por
impacto eletrénico (70 eV).

Espectrofotdmetro Ocean Optics MINI-2-GS, usado para medi¢des do ensaio a 600 nm.
Sistema Milli-Q Direct.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN): marca Bruker, modelo Avance Il HD (9,2
TESLA) operando na frequéncia de 400 MHz para o nlcleo de *H. Os experimentos
foram realizados no Laboratério multiusuario do Instituto de Quimica da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), Uberlandia — MG.

3.1.5. Reagentes usados nos ensaios bioldgicos

Reagentes usados para 0 ensaio enzimatico em arginase:

>

A\

A enzima arginase recombinante em Escherichia coli foi cedida pela Profa. Dr.2 Dulce
Helena F. de Souza da Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar), Sdo Carlos, SP;
Kit de ureia enzimatica da Bioclin (Solugdo 1: Tampdo fosfato 100 mmol/L pH 6,8;
Salicilato sédico 300 mmol/L; Nitroprussiato de sédio 5 mmol/L; enzima urease
(10.000 1U)); solucdo 2 (hipoclorito sédico 10 mmol/L; hidréxido de sédio 1,5 mol/L);
Tampéo Tris-HCI (Sigma) para ressuspensao da enzima ARG (20 mM, pH 7,05 com
0,3% de Triton X-100 e 10% de glicerol);

Solugéo Tampéo de CHES (Sigma-Aldrich), 50 mM, pH=9,6.

Substrato da ARG, solucgéo de L-arginina (Sigma-Aldrich), 0,25 M, pH=9,6.

Os ensaios in vitro em Leishmania infantum foram realizados em parceria com a Profa.
Dra. Izabela M. Dourado Bastos da Universidade de Brasilia (UNB), Brasilia, DF;
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» Meio Schneider — solucéo nutritiva (mistura de sais enriquecida com aminodcidos e
vitaminas);

Soro Fetal Bovino (SFB) — 10%;

Gentamicina (100 pL);

Anfotericina B (312,5 a 19,56 ng/mL;

DMSO - dimetilsulfoxido;

YV V V V V

Solugdo de resazurina (20 pL).

3.2 METODOLOGIA

3.2.1. Coleta e identificacdo do material botanico

As flores de P. pubescens foram coletadas no Cerrado de Cataldo-GO em agosto de 2016 e
identificadas com a colaboracdo do Prof. Dr. Hélder Nagai Consolaro (Unidade Académica
Especial de Biotecnologia — UFCAT, sendo sua exsicata armazenada no herbario da UnB
(Universidade de Brasilia) pela identificacdo UB 217074.

3.2.2. Processos de extracao e particdo liquido-liquido

O extrato etano6lico das flores de P. pubescens (EPpE) foi preparado utilizando 397 g de
flores frescas e 500 mL de alcool etilico, realizando extracGes a cada trés dias, a temperatura
ambiente, sendo repetido o procedimento por quatro vezes. Apos a extracdo o material foi
filtrado e concentrado em evaporador rotativo a 40 °C.

Em seguida, 41,6 g de EPpE foi solubilizado em 200 mL de etanol/agua (1:3) e submetido
a extragdo liquido-liquido, utilizando 200 mL de solventes de diferentes polaridades (hexano e
acetato de etila) em triplicata. Os solventes foram evaporados utilizando o rotaevaporador (40
°C), obtendo-se as fragdes hexano (EPpEH), acetato de etila (EPpEA) e hidroalcoolica
(EPpEH).

3.2.3. Anélises por RMN de 'H

As fracOes EpPEA, EPpEH e EppEHi (em DMSO-ds) e 0 composto isolado (1) (em
CD3COCDs-ds) foram analisados por RMN de 'H (400 MHz). Os experimentos foram
realizados no Laboratério Multiusuario do Instituto de Quimica da UFU.
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3.2.4. Fracionamento de EPpEA

A fragdo EPpEA foi submetida a cromatografia em coluna (CC) utilizando como fase
estacionaria silica comum (70-230 mesh) e como sistema de eluicdo gradiente os solventes:
hexano 100%, hexano/acetato de etila (1:1), acetato de etila 100%, acetato de etila/metanol
(1:1) e metanol 100%. As condi¢cdes cromatograficas estdo detalhadas na TABELA 3.1.
Posteriormente, as fragdes foramanalisadas em CCD e reveladas com inspegdo em camara UV
(254 e 365 nm) em soluc¢éo de vanilina (FLUXOGRAMA 3.1).

FLUXOGRAMA 3.1 — Esquema do refracionamento da fracdo acetato de etila (EPpEA).

EPpEA
14 ¢ _
| Condicéo: A
1 2 3 4 5 6
2549 2,39 1,79 199 219 1649

TABELA 3.1 — Condigao cromatogréfica utilizada no estudo da fracdo de EPpEA.

Condigao F.E h(cm) ¢ (cm) Sistema eluente
A Silica gel 12cm 5, 1cm  Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt
(70-230 mesh) (1:1); AcOEt 100%; AcOEt/MeOH

(1:1); MeOH 100%

F. E = fase estacionaria; h = altura da F. E; ¢ = didmetro da coluna cromatografica.

3.2.5. Refracionamento cromatogréafico das subfracdes EPpEA 2 e EPpEA 3

As subfrages EPpEA 2 (FLUXOGRAMA 3.2) e EPpEA 3 (FLUXOGRAMA 3.3) foram
submetidas a CC utilizando como fase estacionaria silica comum e os sistemas de elui¢do estdo
descritos nas TABELAS 3.2 e 3.3. Posteriormente, as refragcoes foram analisadas em CCD e
reveladas com inspecdo em camara UV (254 e 365 nm) em solugédo de vanilina.

Apos o refracionamento das amostras e as analises da CCD descritas anteriormente, a

subfracdo EPpEA 2.5 e 3.2 com as suas respectivas massas (0,05 g e 0,08 g) foram submetidas
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a CC e o composto | foi isolado em ambas (FLUXOGRAMA 3.2 e 3.3). Os sistemas
cromatograficos das subfracGes 2.5 e 3.2 estdo descritos nas TABELAS 3.2 e 3.3.

FLUXOGRAMA 3.2 — Esquema de fracionamento de EPpEA 2.

EPpEA 2
239 Condicao: B
| | | | |
2.1 2.2 2.3 24 2.5 2.6 2.7

01lg 0,09 g 0129 | | 0,059 | | 0,05g 0,10 g 0,04 g

Condicdo: C

Composto |

TABELA 3.2 — Condicdes cromatograficas utilizadas no estudo da fracdo de EPpEA 2.

Condigao F.E h(cm) ¢ (cm) Sistema eluente
B Silica gel 19cm 3,5cm  Gradiente: Hex/AcOEt (1:2);
(70-230 mesh) Hex/AcOEt (1:4); AcOEt 100%;

AcOEt/MeOH (4:1); AcOEt/MeOH
(1:1); MeOH 100%
C Silica flash 25cm  2,2cm  Gradiente: Hex/AcOEt (3:2);
(230-400 mesh) Hex/AcOEt (1:1); Hex/AcOEt (2:3);
Hex/AcOEt (1:4); AcOEt 100%;
AcOEt/MeOH (1:1); MeOH 100%

F. E = fase estacionaria; h = altura da F. E; ¢ = didmetro da coluna cromatografica.
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FLUXOGRAMA 3.3 — Esquema de fracionamento de EPpEA 3.

EPpEA 3
1,79 )
Condicéo: D
3.1 3.2 3.3 34 3.5 3.6 3.7
011g 0,13 g 0,08¢g 0,069 0,06 g 01g 0,08 g
Condicéo: E
o |
| 3.2.1 |
1 0,089 !
Composto |

TABELA 3.3 — Condic¢des cromatograficas utilizadas no estudo da fracdo EPpEA 3.

Condicao F.E h(cm) ¢ (cm) Sistema eluente
D Silica gel(70- 20cm  3,5cm  Gradiente: Hex/AcOEt (1:4); AcOEt
230 mesh) 100%; AcOEt/ MeOH (4:1); AcOEt/

MeOH (1:1); AcOEt/ MeOH (2:3);

MeOH 100%
E Silica flash 22cm  2,2cm  Gradiente: Hex/AcOEt (1:2);
(230-400 mesh) Hex/AcOEt (2:3); Hex/AcOEt (1:4);
AcOEt 100%; AcOEt/ MeOH (1:1);

MeOH 100%

F. E = fase estacionaria; h = altura da F. E; ¢ = didmetro da coluna cromatografica.

Com a realizacdo dos fracionamentos, as amostras que apresentaram maior grau de pureza
de acordo com a verificagdo da CCD, foram analisadas e caracterizadas por RMN de 'H. Desta
particdo (EPpEA), foram fracionadas as amostras 2.4; 2.6; 3.4; 3.5e 3.6; contudo, ao analisar a
CCD e os espectros de RMN de 1H né&o foi possivel caracterizar os compostos, pois tratava-se

de mistura.
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3.2.6. Analises por CLUE-ESI-QqTOF-EM/EM

As analises do extrato etandlico e das fracbes EPpEA e EPpEHi de P. pubescens por CLUE-
ESI-QqTOF-EM/EM foram realizadas em colaboracdo com a Profa. Dra. Quezia Bezerra Cass
da Universidade Federal de Sao Carlos.

Para o experimento, utilizou-se um sistema CLUE (agilent 120 Infinity Kioto, Japdo) que
possui duas bombas LC-20AD, com vélvula solenoide de quatro linhas, autoinjetor SIL-20?
com al¢a de amostragem de 500 pL, degaseificador DGU-2025, forno CTO-20A e controladora
CBM 20A. As analises foram efetuadas utilizando uma coluna Cortecstm C18 de nucleo
fundido (2,7 um; 10 x 0,21 cm) com detector de UV (254 e 365 nm). As fases moveis utilizadas
foram: misturas de solventes A - agua/acido férmico (99,9:0,1 v/v) e B — acetonitrila/acido
formico (99,9:0,1 v/v). O perfil do gradiente exploratério foi variando de 5 — 100% do solvente
B por 25 min. A coluna foi submetida a limpeza com 100% de B por 2 min e recondicionada
nas condigdes iniciais por 3 min. A vazdo utilizada foi de 0,40 mL/min, com uma temperatura
de forno da coluna de 40° C (NETO et al., 2020).

Foi injetado 1uL do extrato etandlico bruto (EPpE) e das fracbes EPpEA e EPpEHi a 1
mg/mL, solubilizados em agua/metanol (80:20 v/v). O sistema analitico est4 acoplado ao
espectrometro de massa QQTOF Impact HD (Bruker Daltonic GmbH, Alemanha) equipado
com fonte de ionizacdo ESI. Foram realizados experimentos de ions totais e ions produtos (auto-
MS/MS) nos dois modos de ionizagdo positivo e negativo em uma faixa de massas de 80 a 1000
Da. Apos a verificacdo dos espectros de massas obtidos neste experimento foi escolhido o modo
de ionizacao positivo para a analise dos resultados. As condi¢des da fonte de ionizacéo foram:
nebulizador 3,0 bar, vazdo do gas de secagem 8,0 L.min"%, temperatura de secagem de 180° C,
tensdo do End Plate e capilar de 500 V e 4500 V. O processamento dos dados foi realizado com
o software Data Analysis (Bruker Daltonics GnbH, Alemanha) e as pesquisas nas bases de

dados foram realizadas utilizando o software CompoundCrawler.

3.2.7. Analise por CG-EM

A fracdo EPpEH foi analisada por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas utilizando coluna capilar HP-5MS (30 m x 250 um e filme 0,25 um) com 0s seguintes
parametros: 50 °C por 2 min, elevando-se a temperatura a 70°C a uma taxa de 4°C/min, sendo
finalmente elevada a 300°C a uma taxa de 40°C/min e mantida até o final da corrida com um
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tempo total de 36 min. O gés de arraste utilizado para essa anélise foi o0 hélio a uma vazéo de 1
mL/min em modo splitless. O volume da injecao foi de 1 pul. A programacao de temperatura
foi: 250 °C para o injetor, 280 °C para a interface e o detector foi mantido a 250 °C na linha de
transferéncia, com ionizacgéo por impacto de elétrons (IE) a 70 eV, trabalhando com uma faixa
de massas de 50 - 500 m/z.

A identificagdo dos compostos presentes na fragdo EPpEH foi realizada através do calculo
do indice de Kovats (IK) e, posteriormente, foi comparado aos seus respectivos espectros de
massas da literatura, dos padrdes comerciais e com os dados disponiveis na biblioteca do
equipamento (NIST/EPA/NIH). O IK foi calculado por meio da relagdo dos tempos de retencéo
(LRI) de uma mistura de n-alcanos (Cs-Cszp) com o0s tempos de retencdo obtidos nos
cromatogramas, utilizando o software RetenSoft (ADAMS, 2007).

3.2.8. Ensaio enzimético frente a arginase

O ensaio enzimatico é baseado no método acoplado envolvendo duas enzimas, a arginase e
a urease. A arginase catalisa a hidrélise de L-arginina em L-ornitina e ureia. A urease catalisa
a hidrolise da ureia e as reacdes subsequentes levam a formacdo do sal azul de indofenol. A
concentracdo deste produto reacional € medida a 600 nm em espectrofotémetro, sendo assim
determinada a atividade enzimatica da arginase (de SOUSA et al., 2014a; MOTOSHIMA et al.,
2018).

Inicialmente, foi feita uma curva padréo de ureia para a conversdo das medidas das amostras
em absorbancia em concentracdo de produto. Foram utilizados 20 pL de substrato (ureia
padrdo: 0,75 a 9,16 mM), que foram adicionados a solucdo contendo urease e 1000 uL da
Solugdo | [tampdo fosfato a 50 mM (pH 6,8); EDTA a 2mM; Salicilato sddico a 60 mM;
Nitroprussiato de sédio 3,2 mM; azida sodica 0,01% (p/v); Azida sédica 0,095% (p/v) e a
enzima urease]. As solu¢des foram homogeneizadas e incubadas a 37 °C por 10 minutos. Entdo,
1000 pL da Solucdo Il foram acrescentados (solucdo de hipoclorito de sodio a 140 mM;
hidréxido de sodio a 150 mM) incubando nas mesmas condigdes. Apos a incubagéo foi feita a
leitura das absorbancias em espectrofotdmetro a 600 nm.

O extrato e as fragdes foram diluidos em DMSO 2% para avaliagdo frente a arginase na
concentracdo de 25 pg/mL. Um volume de 5 uL das solucgdes do extrato e das fracGes foram

adicionados a solucéo enzimatica (CHES 50 mM (pH=9,6) e arginase 0,5uM), homogenizadas
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e incubadas a 37 °C por 10 min. Em seguida, acrescentou-se 10 uL de substrato (L-arginina, 50
mM), incubando a 37 °C por 10 min, levando a formacéo da primeira etapa reacional.

A segunda etapa reacional acontece inserindo a enzima urease (kit Ureia — Bioclin, Brasil)
em que a catalise da enzima permite a determinacéo da atividade da ARG por meio da medicéo
da absorbéncia da formacdo do azul de indofenol. Foram pipetados 20 puL da primeira etapa
reacional que consiste na reagdo enzimaticaem ARG e, posteriormente foram adicionados 1000
uL da Solucdo I, sendo incubado a 37 °C por 10 min.

Em seguida, foram adicionados a reacdo 1000 pL da Solucdo Il , incubado a 37 °C por 10
min (FIGURA 3.1). A leitura foi realizada pelo espectrofotdmetro a 600 nm. Um controle
negativo (DMSO 2%) e um controle positivo (quercetina 100 uM) foram preparados nas
mesmas condicBes descritas anteriormente. O percentual de inibicéo foi determinado usando a
equacdo abaixo. O ensaio desacoplado envolvendo apenas a enzima urease foi realizado para
confirmar a inibicdo em arginase usando 5 pL das solugdes do extrato e das fragdes. A
metodologia utilizada para essa confirmagdo € a mesma descrita anteriormente para a curva de

ureia enzimatica.

%lnibicdo = 100 x (1-Vi/Vo)
Vi: velocidade de reacdo observada na presenca de inibidor;
Vo: velocidade de reacdo observada na auséncia do inibidor (velocidade de controle).
Sendo a velocidade a razdo entre a concentracdo e o tempo reacional ([azul de

indofenol]/tempo).

FLUXOGRAMA 3.4- Esquema das etapas do ensaio enzimatico frente a enzima arginase

CHES + enzima arginase + | 37 °C por 10 min_

Extrato e Fragbes |—» Substrato

H20

37°C por 10 min

LEItUI’a a ‘37 °C por 10 min ‘37 oC por 10 min 20 HL Solugao enZimética +

< 1000 pL solucéo 11
600 nm 25 pg/mL 1000 pL solugio I

(avaliado em
ARG)
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3.2.9. Ensaio in vitro em Leishmania infantum

As formas promastigotas de L. infantum foram cultivadas a 28 °C em meio Scheneider
(mistura de sais minerais, aminoacidos e vitaminas essenciais para o desenvolvimento do
parasito) suplementado com Soro Fetal Bovino inativado (SFB — 10%) e 100 ug/mL de
gentamicina. A cepa do parasito foi obtida na Fiocruz-COLPROT (Colegdo de Protozoarios da
Fiocruz). Para a verificacdo do potencial bioldgico do extrato etandlico (EPpE) e das fracfes
EPpEA e EPpEH, os promastigotas foram coletados na fase intermediaria de crescimento
(cultura de 3 dias).

O extrato e as fragdes (5 mg) foram solubilizados em DMSO utilizando banho ultrassonico,
resultando em uma concentragdo final de 100 pg/mL. Estas solu¢des foram transferidas para a
placa de cultura celular de 96 pogos e a concentracdo final da triagem foi de 1%. Posteriormente,
150 uL de culturas (2 x 10° parasitas/mL) de L. infantum foram ressuspensas e adicionadas as
placas e incubadas por 48 h a 28 °C.

Ap0s o periodo de incubagdo, foram adicionados 20 pL da solu¢do de resazurina com
concentracdo final de 2 mM em todos os pogos que, posteriormente, foram incubadas por mais
4 h a 37 °C. Apos esse periodo, foi realizada a medicéo da fluorescéncia (570 NMex/595 NMem)
no leitor Molecular Devices SpectraMax M5 Plate Reader.

Este experimento foi realizado em triplicata e repetido por 2 vezes. O controle negativo e
positivo utilizado para esse experimento foi 0 DMSO (1%) e a anfotericina B (312,5 a 19,56
ng/mL), respectivamente (ANDRADE et al., 2016).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Rendimento das particoes liquido-liquido do extrato etandlico

O extrato etandlico bruto foi preparado a partir de 397 g de flores frescas da espécie
P. pubescens, que apds a maceracdo e concentracdo do mesmo foram obtidos 41,6 g
(rendimento de 10,5%).

Posteriormente, o extrato etanolico bruto foi solubilizado em uma mistura hidroalcoolica
(etanol/agua 1:3) e foi submetido a parti¢do liquido-liquido utilizando os solventes hexano e
acetato de etila. As massas e 0s rendimentos das fragfes obtidas por este processo estdo
descritos na TABELA 4.1.

TABELA 4.1 — Massas e rendimentos das fragdes obtidas a partir do extrato etanolico bruto das flores
de P. pubescens.

Fracdes Massa Rendimento
(9) (%)
EPpEH 15,4 37,0
EPpEA 16,4 39,4
EPpEHi 9,8 23,5

EPpEH — Fragdo Hexanica; EPpEA — Fracdo de Acetato de Etila e EPpEHI — Fragdo Hidroalcoolica.

O extrato etandlico e as fracdes obtidas foram analisados por técnicas como CLUE-ESI-
QqTOF-EM/EM, RMN de 'H e CG-EM a fim de identificar os compostos presentes nas flores
de P. pubescens. Além da avaliagdo quimica, uma aliquota do extrato e das fracbes foram
submetidas aos ensaios bioldgicos in vitro frente a arginase de L. amazonensis e ao

protozoario de L. infantum.

4.2 Composicdo Quimica das Fra¢des EPpA, EPpEH e EPpEHi por RMN de 'H

Os espectros de RMN de 'H obtidos para as fragdes EPpEH, EPpEA e EPpEHi foram
analisados e comparados com a literatura. As informacdes referentes aos compostos

caracterizados para o género Pterodon foram relevantes para aferir dados da composicao
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quimica presentes nas fracdes (PIMENTA et al., 2006; SPINDOLA et al., 2009). Os espectros
de RMN de !H das fragdes confirmam a presenca de compostos fendlicos e terpenoides
(FIGURA 4.1), caracteristicos do género Pterodon. Foi observado no espectro de RMN da
fracdo EPpEH (FIGURA 4.1) os sinais caracteristicos de hidrogénios metilicos, metilénicos
e metinicos (6H 0,4 - 3,1); hidrogénios aromaticos (ox 7,0) e hidrogénios olefinicos (dH 5,0 -
5,5) que indicam a presenca de terpenos, compostos presentes na espécie P. pubencens
(SPINDOLA et al., 2009). Juntamente com o0s experimentos de CG-EM foi possivel
identificar diversos terpenos presentes nesta fracao.

O RMN da fragcdo EPpEA (FIGURA 4.1) apresentou sinais referentes a compostos
terpénicos ja relatados para o género (PIMENTA et al., 2006), como os sinais de
hidrogéniosmetilicos, metilénicos e metinicos (1 0,5 - 3,1), e hidrogénios caracteristicos de
sesquiterpenos e triterpenos (61 3,9 - 4,3 ¢ 61 6,1 - 7,6) (MARTINS et al., 2015b; MIRANDA
et al., 2014; SANTOS et al., 2010).

Por fim, o RMN da fracdo EPpEHi (FIGURA 4.1) apresentou sinais caracteristicos de
compostos fendlicos. Os sinais em regiao de desblindagem (61 6,0 - 9,6) sugerem a presenca
de hidrogénios aromaticos; os sinais de hidrogénios carbindlicos caracteristico de unidades
glicosidicas (61 3,5 - 4,5), além dos hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos (dn 0,7 -
3,0). Esses sinais sugerem a presenca de flavonoides glicosilados, ja descritos no género
(MIRANDA et al., 2014).

FIGURA 4.1 — Espectros de RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz) das fragdes da espécie P. pubescens.
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Continuacdo FIGURA 4.1.
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Os experimentos de espectrometria de massas de alta resolucdo realizados pela técnica

hifenada de CLUE-EM/EM foram essenciais para a identificacdo destes compostos, pois foi
possivel confirmar a presenca de diversos flavonoides agliconas e flavonoides glicosilados,

bem como dos terpenos.

4.2.1. Determinacéo estrutural dos compostos isolados das flores de P. pubescens.

Os procedimentos cromatograficos para o EPpEA permitiram o isolamento de dois
compostos (subfragcdes 2.5.1 e 3.2.1), ambos como um solido amarelo (0,02 g e 0,08 g,
respectivamente). Estes compostos foram identificados como galato de etila (1) (etil 3,4,5-
trihidroxibenzoato) através da analise dos espectros de RMN de *H e pela comparagido com a
literatura (GALVAO et al., 2017).
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O galato de etila (FIGURA 4.2) é um composto fendlico derivado da molécula de &cido
galico, sob a forma de éster etilico. De maneira geral, os derivados de acido galico e seus
ésteres tém demonstrado varias propriedades farmacoldgicas como antioxidante, anti-
inflamatdria (YANG et al., 2015), antimicrobiana (SARJIT et al., 2015), anticancerigena
(PAOLINI et al., 2015) e antiparasitaria (NETO et al., 2020). Nos ensaios enziméaticos o acido
gélico e seus derivados apresentaram ICso 0,13 a 0,49 frente a enzima arginase de L.

amazonensis (De Sousa et al., 2014a).

FIGURA 4.2 — Estrutura quimica do galato de etila (I).

A andlise do espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.3 e TABELA 4.2) da subfracéo 2.5.1
mostrou um singleto integrando para 2 hidrogénios em 6 7,12 ppm, caracteristico de
hidrogénios arométicos quimicamente e magneticamente semelhantes. O sinal em én 4,26
ppm € um quarteto integrando para 2 hidrogénios (q, J = 7,1 Hz) sugerindo a presenca de um
éster devido ao deslocamento quimico de um grupo metilénico ligado diretamente a um
oxigénio. O sinal em & 1,31 ppm (t, J = 7,1 Hz) integrando para 3 hidrogénios refere-se ao
grupamento metila, cuja multiciplidade de tripleto confirma o acoplamento com o grupo

metileno. Assim, a analise deste espectro possibilitou a caracterizacéo do galato de etila (1).



FIGURA 4.3 — Espectro de RMN de *H do galato de etila (1) (CDsCOCDs, 400 MHz).
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TABELA 4.2 — Dados de RMN de 'H para o galato de etila (1).
H H (ppm) — 12 dH (ppm) — I H (ppm) (CD;OD, 400 MHz)
(CDsCOCDs, 400 MHz) (CDsCOCD3, 400 MHz) GALVAO et al., 2017
H-2, H-6 7,12 (2H, s) 7,11 (2H, s) 7,03 (2H, s)
4,26 (2H,q,J=7,1
H-2° Ha) 4,25 (2H, q,J=7,1 H2) 4,26 (2H, q,J=7,1 Hz)
z
1,31 (3H,t,J=7,1
H-3° Ha) 1,31 (3H,t,J=7,1 Hz) 1,33 (3H,t,J=7,1 Hz)
z

a: subfracio 2.5.1; °: subfracdo 3.2.1
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Apdbs a elucidacdo estrutural do galato de etila (1), foi analisado a fracdo EPpEA
utilizando a técnica de CLUE-ESI-QqTOF-EM/EM a fim de confirmar a presenca deste
composto na mesma através da analise dos ions produtos obtidos pelo espectro de massas de
alta resolucdo (MOURA et al., 2011). Apds a investigacdo, ndo foi possivel observar a
presenca do galato de etila na fragdo EPpEA porém foi observado a presenca do acido galico
nestra fracdo conforme apresentado no espectro de massas obtido para este composto
(FIGURA 4.4).

FIGURA 4.4 - Espectro de EM/EM-IES-(+) em alta resolugdo do composto identificado como &cido
galico.

Intens. H*

2500 153.0184 o]

20009 HO
OH
1500 ]
HO
1000

146.0186 OH

5004 A0i Al 171.0270
143.0335 | 1540223 acido galico g
.

1
145 150 155 160 165 170 mfz

Sugere-se que o composto galato de etila (1) foi originado durante o processo de extracao
liquido-liquido do extrato etandlico com o solvente acetato de etila que ocorreu a acetila¢do
do &cido galico (MARTINS, 2017). Varios compostos fendlicos com poténcia inibitdria
enzimética ja foram relatados na literatura, como é o caso do acido gélico, catequina,
quercetina, luteolina, kaempferol e outros (da SILVA et al., 2012; de SOUSA et al., 20144;
MANJOLIN et al., 2013; MITTRA et al., 2000; MUZITANO et al., 2006).

4.3 Prospecc¢do Quimica do Extrato e das Fragdes da Espécie P. pubescens

Através de experimentos, utilizando técnicas como CLUE-ESI-QqTOF-EM/EM, CG-
EM e RMN de H, foi possivel tracar um perfil quimico, que permitiu comparar e sugerir a
presenca de compostos presentes nas flores de P. pubescens, pertencentes a classe dos
flavonoides e terpenos. Como descrito anteriormente, foi possivel elucidar pela técnica de
RMN de *H o composto I (galato de etila). Através do CLUE-EM/EM foi possivel identificar
8 compostos a partir do extrato e das fracbes EPpEA e EPpEHI, sendo 6 flavonoides (1E a
4E; 1A a 5A" e 1Hi a 5Hi”), 1 sesquiterpeno (7A) e 1 diterpeno (8A). Pela analise do CG-
EM foi possivel identificar 13 sesquiterpenos (1H a 13H) a partir da fracdo EPpEH.
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4.3.1. Caracterizacdo dos metabolitos secundarios presentes no extrato EPpE e nas
fragoes EPpEA e EPpEHI por CLUE-IES-QqTOF-EM/EM

O uso da técnica de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) em conjunto com
analisadores de massas de alta resolucédo, permite separacées cromatograficas mais rapidas
e eficientes e a identificacdo de PNs em amostras complexas. E importante ressaltar que
essa técnica possui uma alta sensibilidade, sendo capaz de obter bandas mais estreitas e
com melhor resolugdo (BELTRAN et al., 2009). A escolha deste método da-se pela sua
eficiéncia e agilidade, combinando um método de separacdo com uma técnica de
identificacdo estrutural sendo Util na desreplicagdo dos compostos presentes no extrato
etanolico bruto e nas fragGes da espécie P. pubescens.

Os compostos presentes em EPpE, EPpEA e EPpEHi foram identificados através das
analises dos cromatogramas (FIGURA 4.5) e pela comparacao dos ions fragmentos (m/z)
obtidos através de EM/EM-IES-(+), comparados com dados presentes na biblioteca do

software CompoundCrawler e, também, na literatura.

FIGURA 4.5 - Cromatogramas obtidos por CLUE-ESI-QqTOF-EM/EM para EPpE, EPpEA e
EPpEHi.
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Este método exibiu uma precisdo de até 5 ppm para todos 0os compostos encontrados,

0s quais pertencem a classe dos flavonoides e terpenos que ja foram identificados para a
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espécie P. pubescens (MIRANDA et al., 2014). A imprecisdo destes compostos compete,
principalmente, as diferencas estereoquimicas e isoméricas. Na FIGURA 4.6 estdo
apresentados os compostos da classe dos flavonoides encontrados no extrato etandlico
bruto (EPpE), em que foram identificados flavonols glicosilados (1E e 2E), um flavanol
(3E) e flavonol aglicona (4E).

FIGURA 4.6 - Estruturas quimicas dos flavonoides identificados em EPpE.

O composto (1E), identificado no tr 10,61 min, apresentou o pico do ion molecular em
m/z 611,1597 [M + H]* (quercetina-O-dihexosideo) (C27H30016, MM = 610,1534 g/mol).
Esse composto foi identificado como rutina anteriormente nas folhas de P. pubescens, e
juntamente, com os dados de espectrometria de massas foi sugerido a sua presenca nas
flores desta espécie (MIRANDA et al., 2014). No espectro EM? (FIGURA 4.7), a
fragmentagdo do ion em m/z 611,1597 originou o ion produto em m/z 593,1492 apos a
perda de 18,0100 Da, referente a uma molécula de dgua. Ainda foi observada a perda de
308,1103 Da, relativa ao dissacarideo presente nesse composto, originando o ion de m/z
303,0494 que pertence a aglicona quercetina. Também, foi possivel observar um ion
derivado da fragmentacdo da aglicona de m/z 153,0174, que é resultante da abertura do
anel C do flavonoide por uma retro-Diels-Alder (RDA), conforme proposta de
fragmentacdo (FIGURA 4.8) (MOURA et al., 2011).
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FIGURA 4.7 - Espectro de EM/EM-IES (+) em alta resolucdo do composto (1E), identificado como

guercetina-O-dihexosideo.

Intens. 1
.1.
g 03,0494
4_ |
3.
O-hexose-hexose
2- |
1+ | 1E
o mom E: i 952
I . SN
150 200 250 300 350 400 450 500 550 80 mpz

FIGURA 4.8 - Proposta de fragmentagdes da quercetina-O-dihexosideo (1E) analisado por EM/EM-
IES (+).
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O composto 2E identificado como quercetina-O-hexosideo (C21H20011, MM = 448,1006
g/mol), o qual ja foi identificado nas folhas da espécie P. pubescens (MIRANDA et al.,
2014). O espectro de massas (FIGURA 4.9) apresentou o pico do ion molecular em m/z
449,1074 [M + H]" e a fragmentacdo caracteristica da-se pela perda da unidade hexosidica
(ISWALDI et al., 2012).
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FIGURA 4.9 - Espectro de EM/EM-IES (+) em alta resolu¢do do composto (2E), identificado como
quercetina-O-hexosideo.
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O espectro EM? do composto 3E (FIGURA 4.10), identificado como catequina ou
epicatequina (CisH140s, MM = 290,0790 g/mol), devido a sua estereoquimica, apresentou
o sinal do ion molecular em m/z 291,0865 [M + H]". De acordo com a fragmentagdo
apresentada pelo espectro EM? (FIGURA 4.11), foram originados os fragmentos de razo
m/z 273,0754 que é referente a perda de uma unidade de agua (18,0111 Da). Conforme as
fragmentacdes observadas, sugere-se a abertura do anel C que originou o fragmento m/z
165,0539 pela clivagem heterociclica (FLAMINI, 2013). No fragmento de razdo m/z
147,0432 foi observada uma segunda perda de &gua (18,0100 Da) derivada da
fragmentacdo anterior. Por fim, é possivel observar o pico de razdo m/z 139,0383 que €é
caracteristico da abertura do anel C pela reacdo de Retro-Diels-Alder (HEMINGWAY &
KARCHESY, 1989), em que ha clivagens homoliticas (FIGURA 4.11).

FIGURA 4.10 - Espectro de EM/EM-IES (+) em alta resolucdo do composto (3E), identificado como
catequina ou epicatequina.
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FIGURA 4.11 - Proposta de fragmentagdes da catequina ou epicatequina (3E) analisado por
EM/EM-IES (+).
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O composto 4E (C1sH1007, MM = 302,0427 g/mol), apresentou o pico do ion molecular
em m/z 303,0829 [M + H]" e os ions fragmentos obtidos em EM?2 em m/z 285,0724 (-H20);
267,0620 (-H20); 243,0248; 171,0411; 151,0347 (abertura do anel C por Retro-Diels-Alder)
0s quais sdo caracteristicos do flavonoide quercetina (FIGURA 4.12) (MIRANDA et al.,
2014; SCIGELOVA et al., 2011).

FIGURA 4.12 - Espectro de EM/EM-IES (+) em alta resolucdo do composto (4E), identificado como

quercetina.
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As anélises das fragdes EPpEA (TABELA 4.3) e EPpEHi (TABELA 4.4)
possibilitaram a caracterizacdo de 15 compostos presentes nas flores de P. pubescens,
sendo gue quatro deles ja haviam sido identificados pela analise do extrato etandlico bruto.

Os picos dos ions moleculares identificados na fragdo EPpEA [M + H]" em m/z
611,1612; 449,1081, 291,0839 e 303,0499, sdo referentes aos compostos identificados no
EPpE (1E - 4E) descritos anteriormente, sendo a quercetina-O-dihexosideo (1A) (tr 10,4
min), quercetina-O-hexosideo (2A) (tr 5,2 min), catequina ou epicatequina (3A) (tr 2,9
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min) e quercetina (4A) (tr 15,5 min), respectivamente. Na FIGURA 4.13 estéo
apresentados os espectros EM? obtidos para estes compostos, com seus respectivos ions
produtos (TABELA 4.3). Os compostos identificados nas fragdes EPpEA e EPpEHi foram
metabdlitos secundarios das classes dos flavonoides e terpenos.

A fracdo EPpEA apresentou oito compostos que ja haviam sido relatados na literatura
presentes nas folhas (MIRANDA et al., 2014) e nas sementes do género (ALVES et al.,
2013). Foi identificado um composto com esqueleto vouacapanico caracteristico do género
Pterodon (FASCIO et al., 1970). Os compostos identificados nesta fracdo estdo

apresentados na TABELA 4.3 e para alguns deles foi realizada a proposta de fragmentacao.



TABELA 4.3 - Compostos identificados por CLUE-EM/EM-IES-(+) da fracdo EPpEA de P. pubescens.
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m/z Erro
) tr experimental ) Experimental  Formula o
NUmero Composto ] EM?Z fons Referéncia
(min) [M+H]* (ppm) Molecular
577,1268; 465,1042;
quercetina-O- 415,0383; 355,0710; MOURA et al.,
1A ) ) 10,4 611,1612 -0,8 C27H30016
dihexosideo 303,0509; 239,0963; 2011
221,0851; 147,0438
guercetina-O- ISWALDI et al.,
2A ) 5,2 449,1081 287,0560; 145,0497 -1,5 C21H20011
hexosideo 2012
250,9717; 207,0658;
catequina ou 179,0711; 165,0551;
3A ] ] 2,9 291,0839 -2,3 Ci15H1406 FLAMINI, 2013
epicatequina 147,0439; 139,0387,;
123,0438
280,8718; 245,1764;
226,8947; 212,2382;
) SCIGELOVA et al.,
4A quercetina 15,5 303,0499 203,1289; 185,1182; -2,9 C15H1007 2011
139,1121; 111,1175;
91,0538
) MARCH & MIAO,
5A e 5A” luteolina’kaempferol 51 287,5023 203,1284; 106,0864 -2,9 Ci5H1006

2004




Continuacdo TABELA 4.3.

203,9389; 177,0551;

6A espatulenol 6,3 221,1905 -4.3 C15H240 BOLZAN, 2007.
163,0371; 145,0290
104,1962; 387,2183;
341,1758; 327,1959;
313,1815; 299,1649;
60,7p-
) ) 281,1552; 253,1599; CABRAL etal.,
TA diacetoxivouacapan- 11,8 447,3444 -1,9 CasH3407
225,0918; 203,1284; 2012
14p-0ato

167,0347; 149,0237;
99,1173; 85,1013

68
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FIGURA 4.13 - Espectros de EM/EM-IES (+) em alta resolugdo dos compostos identificados na
fracdo EPpEA.
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O espectro EM? (FIGURA 4.14) dos compostos 5A e 5A’ identificados
respectivamente como luteolina (CisH100s, MM = 286,0477 g/mol) e kaempferol
(C15H1006, MM = 286,0477 g/mol), apresentou o pico do ion molecular em m/z 287,5023
[M + H]" e seus ions fragmentos em m/z 203,1284 e 106,0864 [M + H]". A fragmentacdo
caracteristica do kaempferol é devido a abertura do anel C, em que ha a perda de uma
unidade C2H>O, com posterior reorganizacao estrutural do anel C que se funde com o anel

B. O anel B perde outra unidade C>H>0O formando o fragmento caracteristico m/z 203,1284
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[M + H]" (MA et al., 1997; MARCH & MIAQ, 2004). Este composto também ja foi
identificado anteriormente nas folhas da espécie P. pubescens (MIRANDA et al., 2014).

FIGURA 4.14 - Espectro de EM/EM-IES (+) em alta resolugdo dos compostos (5A e 5A’)
identificados como luteolina/kaempferol.
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O composto 6A (tr 6,3 min) com pico do ion molecular em m/z 221,1905 [M + H]" foi
identificado como espatulenol (CisH0, MM = 220,1827 g/mol), (FIGURA 4.15). A
proposta de fragmentacdo (FIGURA 4.16) a partir do pico de m/z 221,1905 e seus ions
fragmentos no espectro EM?, da-se pelo fragmento gerado m/z 203,9389, o qual sofre a
perda de 17,2516 Da, referente a uma hidroxila. Sugere-se que o fragmento m/z 163,0371
foi gerado a partir da perda de CsH4 (40,9018 Da). Também foi realizada outra proposta
de fragmentacdo que a partir do pico do ion molecular m/z 221,1905, que sofre clivagem
homolitica e perde CsH7; gerando o pico em m/z 177,0551 (BOLZAN, 2007). Este
composto foi encontrado nas folhas e sementes do género Pterodon (MIRANDA et al.,
2014).

FIGURA 4.15 - Espectro de EM/EM-IES (+) em alta resolucdo do composto (6A), identificado como
espatulenol.
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FIGURA 4.16 - Proposta de fragmentac6es do espatulenol (6A) analisado por EM/EM-IES (+).
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O espectro EM? do composto 7A (FIGURA 4.17), identificado como 6a,7p-

diacetoxivouacapan-14p-oato (CzsHs:07, 446,2305 g/mol), apresentou o ion molecular em

m/z 447,3444 [M + H]*. De acordo com a fragmentacdo apresentada pelo espectro EM?,

foi originado os fragmentos de razdo m/z 387,2183 que é referente a perda de uma unidade

acetoxi (60,1261 Da) pela clivagem homolitica. De acordo com as fragmentacdes
(FIGURA 4.18) sugere-se outra perda de unidade acetoxi (60,0224 Da) devido a uma
segunda clivagem homolitica, gerando o fragmento m/z 327,1959 (CABRAL et al., 2012).

O diterpeno 7A foi identificado anteriormente nas sementes de P. pubescens juntamente

com uma série de diterpenos com este esqueleto vouacapanico, caracteristico do género
Pterodon (CABRAL et al., 2012).

FIGURA 4.17 - Espectro de EM/EM-IES (+) em alta resolucdo do composto (7A), identificado como
60,7p-diacetoxivouacapan-14p-oato.
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FIGURA 4.18 - Proposta de fragmentagdes do 60,7pB-diacetoxivouacapan-14p3-oato (7A) analisado
por EM/EM-IES (+).
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Na fracdo EPpEHi foram identificados sete compostos (TABELA 4.4), os quais foram
relatados para as cascas do caule de Pterodon emarginatus (HERNANDEZ-TERRONES
et al., 2007) e as folhas de Pterodon pubescens (MIRANDA et al., 2014).

Os picos dos ions moleculares observados para a fracdo EPpEHi [M + H]" em m/z
611,1601; 449,10893; 291,0869; 303,0538 e 287,1005 (FIGURA 4.19) séo referentes aos
compostos identificados no extrato EPpE (1E - 4E) e na fracdo EPpEA (1A - 5A),
descritos anteriormente, sendo a quercetina-O-dihexosideo (1Hi) (tr 10,8 min), quercetina-
O-hexosideo (2Hi) (tr 5,1 min), catequina ou epicatequina (3Hi) (tr 2,5 min), quercetina
(4Hi) (tr 14,3 min) e luteolina/kaempferol (5Hi e 5Hi’) (tr 5,2 min), respectivamente. A
identificacdo destes compostos nestas fracdes pode ser justificada pela alta sensibilidade
do método de espectrometria de massas de alta resolucdo, que mesmo em minimas

quantidades é possivel a deteccdo dos compostos.

FIGURA 4.19 - Espectros de EM/EM-IES (+), em alta resolugdo, dos compostos identificados na
fracdo EPpEHI.
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TABELA 4.4 - Compostos identificadas por CLUE-EM/EM-IES-(+) da fragdo EPpEHi de P. pubescens.
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m/z Erro
) tr experimental i Experimental  Formula o
Numero Composto ] EM?Z jons Referéncia
(min) [M+H]* (ppm) Molecular
) guercetina-O- 465,1027; 303,0504;
1Hi ) ] 10,8 611,1601 11 Co7H30016 DOSHI et al., 2016
dihexosideo 147,0650
) guercetina-O-
2Hi ] 51 449,1093 287.0555; 145,0494 0,2 C21H20011 ISWALDI et al., 2012
hexosideo
274,6196; 250,9725;
] 237,9058; 216,9791;
) catequina ou
3Hi ) ] 2,5 291,0869 206,9821; 199,1027; -2,6 C15H1406 FLAMINI, 2013
epicatequina
178,9937; 165,0545;
153,0165
280,8676; 245,1765;
) ) 226,8937; 212,2375;
4Hi quercetina 14,3 303,0538 -1,6 CisH1007 SCIGELOVA et al., 2011
203,1283; 185,1178;
149,0228; 111,1168;
5Hie luteolina /
5,2 287,1005 203,1283; 106,0862 -1,2 C15H1006 MARCH & MIAOQ, 2004
S5Hi’ kaempferol
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4.4 ldentificacdo dos Metabdlitos Secundarios por CG-EM

Os compostos presentes na fragdo hexanica foram identificados através da técnica de
CG-EM, comparando os dados dos espectros de massas com a literatura e realizando o
calculo do indice de Kovats (IK) contidos na fracdo hexanica. O indice de Kovats descreve
0 comportamento de retencdo do composto comparativamente ao de uma mistura de
alcanos (de diferentes numeros de carbono (Cg-Cso) (JANZANTTI et al., 2003). Os valores
do IK obtidos foram comparados com os valores encontrados na literatura para a coluna HP-
5MS. Ao final da corrida cromatogréafica, foi obtido o cromatograma (FIGURA 4.20) que

sugere a presenca de metabolitos secundarios da classe dos terpenos.

FIGURA 4.20 - Cromatograma obtido para a fracdo EPpEH.
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Os compostos presentes nesta fracdo correspondem aos sesquiterpenos (TABELA 4.5)
e foram identificados nas sementes (1H, 3H - 4H, 6H, 8H - 9H) (NUCCI et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2016; SOUSA et al., 2018;) e nas folhas (5H, 7H, 10H - 11H)
(MIRANDA et al., 2014; SANTOS et al., 2010) de P. pubescens.

Através da analise cromatografica e dos espectros de massas, foram identificados 13
compostos (FIGURA 4.21) da classe dos terpenos dos quais 10 (1H, 3H - 11H) ja haviam
sido descritos para P. pubescens (MIRANDA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2016;
SANTOS et al., 2010). Os valores de IK foram calculados e comparados com dados da
biblioteca NIST e com a literatura (ADAMS, 2007) (TABELA 4.6).

FIGURA 4.21 — Sesquiterpenos identificados na espécie P. pubescens.
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TABELA 4.5 - Compostos identificados por CG-EM da fragdo EPpEH.
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NUmero Compostos tr (mMin) IK? IKP IK® Formula m/z
Molecular
1H -copaeno 14,064 1368 1372 - C15H240 204,1
2H (2)-jasmone 14,714 1393 1390 - CuH160 164,1
3H isocariofileno 15,087 1408 1411 - C15H240 204,1
4H B-cariofileno 15,179 1412 1410 1417 CisH240 204,1
5H a-humuleno 16,017 1447 1447 1452  CisH240 204,1
6H aromadendreno 16,198 1454 1439 1440  CisH240 204,1
7H y-muroleno 16,560 1470 1471 1470 CisH240 204,1
8H y-cadineno 17,456 1500 1508 - C15H240 204,1
9H -cadineno 17,663 1516 1518 - Ci1sH240 204,1
10H oxido de 19,123 1577 1574 1578  CisH240 220,1
cariofileno
11H a-cadinol 20,706 1649 1654 1650 CisH260 2221
12H B-guaieno 21,691 1695 - 1691  CisH240 204,1
13H (-)-kaureno 28,622 2020 2034 - C20H32 272,1

Tr: Tempo de retengdo; 1K™ indice de Kovats experimental; IK®: indice de Kovats Literatura (ADAMS, 2007);
IK®: Indice de Kovats Biblioteca NIST.

Apos a identificacdo dos compostos quimicos, foi sugerido algumas propostas de

fragmentacdes através ds espectros de massas obtidos por impacto eletrénico (70 eV) para
os compostos B-cadineno (FIGURA 4.22 e 4.23) e para o a-cadinol (FIGURA 4.24 e 4.25)
0s quais apresentaram uma melhor fragmentacdo (BENEDICT et al., 1995; SILVA, 2001).
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FIGURA 4.22 — Espectro de massas do composto 3-cadineno (9H) (70 eV) (tr 17,663).
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FIGURA 4.23 - Proposta de fragmentagdo do composto p-cadineno (9H) por EM-IE.
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FIGURA 4.24 — Espectro de massas do composto a-cadinol (11H) (70 eV) (tr 20,706).
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FIGURA 4.25 - Proposta de fragmentagdo do composto a-cadinol (11H) por EM-IE.
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4.5 Ensaio Enzimético para o Extrato Etanolico (EPpE) e para as Fracdes EPpEH,
EPpEA e EPpEHI

O ensaio enzimético foi baseado no Método de Berthelot (1859), que ao misturar amonia,
fenol e hipoclorito observa-se uma coloragdo azul, devido a formacao do complexo azul de
indofenol (SEARLE, 1984). A determinacdo de compostos nitrogenados da-se pela formacéo
do azul de indofenol decorrente da reacdo da ambnia com compostos fendlicos na presenca
de um agente oxidante por um catalisador inorganico (nitroprussiato de s6dio) em meio
alcalino. A reacdo original de Berthelot utiliza o fenol como reagente, no entanto, devido a
sua alta toxicidade essa reagcdo vem sofrendo modificagdes no intuito de substituir o fenol por
outros reagentes, como o salicilato de sédio (BOLLETER et al., 1961).

A atividade enzimatica da arginase (ARG) ¢ determinada indiretamente pela absorbancia
do produto reacional azul de indofenol (FIGURA 4.26). A reacdo parte do substrato de L-
arginina que é hidrolisada em L-orninita e ureia, utilizando como catalisador a enzima ARG.
Na sequéncia, a ureia ¢ hidrolisada, tendo como catalisador a enzima urease formando uma
espécie nitrogenada (NH4"), que em meio alcalino com a presenca do nitroprussiato de sédio
reage com o salicilato e hipoclorito de sodio, formando um sal de coloragéo verde relativo ao
azul de indofenol (BORGES et al., 2009; de SOUSA et al., 20144a).
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FIGURA 4.26 - Etapas reacionais do ensaio com a arginase (ARG).
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A Dbusca por novos inibidores para a leishmaniose derivados de plantas medicinais vem
sendo alvo de estudos, tendo em vista novos compostos que possam apresentar uma menor
toxicidade em relacdo ao tratamento ja existente com os antimoniais pentavalentes. O uso de
um alvo molecular diferente dos medicamentos utilizados tem em vista o problema da
resisténcia do parasito que estes medicamentos tém apresentado (MONTEIRO et al., 2017).

Diversas espécies do género Pterodon tém apresentado atividade antiparasitaria
(BARRETO et al., 2008; DUTRA et al., 2009a; OLIVEIRA, 2014; 2017), dentre as quais, as
folhas de P. pubescens apresentou atividade leishmanicida (ARRAIS-SILVA et al., 2014).
Tendo em vista que as flores ndo foram investigadas do ponto de vista quimico e biolégico o
extrato etanolico (EPpE) e as fracbes EPpEH, EPpEA e EPpEHi foram analisadas frente ao
ensaio enzimatico da enzima arginase a uma concentragdo de 25 pg/mL a fim de avaliar o

percentual de inibicdo (FIGURA 4.27).



81

FIGURA 4.27 — Taxa de inibicdo da enzima arginase do extrato etandlico e das fragcdes de
P. pubencens.
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O extrato etanolico bruto (EPpE) e as fracdes EPpEH, EPpEA e EPpEHI apresentaram uma
taxa de inibicdo entre 67% e 82% para a arginase. A maior inibicao foi observada para o extrato
hidroalcdolico que teve um pequeno aumento da atividade comparado ao extrato etanolico.
Considerando os compostos identificados nas frac6es de acetato de etila e hidroalcdolica, esta
atividade inibitdria pode estar relacionada ao acido galico, o qual ja foi relatado na literatura
como inibidor da ARG apresentando 1Cso de 0,13 uM (de SOUSA et al., 2014a). Ainda. 0s
resultados da atividade enzimatica podem estar relacionados aos flavonoides identificados
quercetina-O-dihexosideo, quercetina-O-hexosideo, catequina ou epicatequina, quercetina e
luteolina/kaempferol.

Estes compostos ja foram descritos na literatura e possuem um alto potecial inibitério
frente a enzima ARG (da SILVA et al., 2012; MUZITANO et al., 2006). De Sousa et al
(2014b) relataram que 0s compostos catequina ou epicatequina apresentaram inibicdo
enzimatica com ICso de 1,6 a 2,0 uM e essa inibicdo pode estar relacionada as caracteristicas
estruturais desses compostos. O composto quercetina-O-dihexosideo sugerido como rutina, ja
isolado de P. pubescens, apresentou potencial inibitorio 1Cso 10,4 uM frente a ARG (da Silva
etal., 2019).

A atividade inibitéria enzimética da luteolina frente a ARG (ICso de 9 uM) ja foi relatada
na literatura (MANJOLIN et al., 2013). Os compostos luteolina e quercetina foram utilizados
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em camundongos infectados com L. major e os dados indicaram que a porcentagem de
mortalidade nos camundongos que receberam a luteolina e quercetina foi menor em
comparacdo com o grupo controle (antimoniato de meglumina) (HAMIDIZADEH et al.,
2020).

O ensaio desacoplado foi realizado nas mesmas condi¢Oes do ensaio acoplado para
confirmacéo das atividades inibitérias de EPpE, EPpEA, EPpEH e EPpEHi frente a ARG. Os
resultados do ensaio em urease contendo ambas enzimas (urease e ARG) ndo foram

representativos, resultando em inibicdes entre 2% e 4% para o extrato e fracoes.

4.6 Ensaios in vitro no Protozoério L. infatum com o Extrato Etandlico (EPpE) e as FracGes
EPpEH e EPpEA de P. pubescens.

O extrato etandlico (EPpE) e as fracbes EPpEH e EPpEA foram analisados frente ao
protozoario L. infantum a uma concentragdo de 100 pg/mL. Os resultados da atividade inibitoria
(FIGURA 4.28) neste ensaio ndo foram significativos, quando comparado aos resultados do

ensaio em ARG, exibindo um percentual de inibicao entre 28% a 39%.

FIGURA 4.28 — Taxa de inibicdo do protozoario L. infantum com o extrato etanélico e as fragdes de
P. pubescens.
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A maior atividade enzimatica observada frente a enzima ARG pode estar relacionada ao

perfil protebmico entre as espécies L. amazonensis e L. infantum, onde foi observada maior
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concentracdo da enzima ARG em L. amazonensis do que em L. infantum (LIMA, 2017). Dessa
forma, pode-se sugerir que os resultados apresentados no ensaio enzimatico frente a enzima
ARG foram satisfatorios pois, a enzima foi disponibilizada isoladamente, enquanto a ARG de
L. infantum se encontra dentro do parasito. Diante de tais fatos o extrato e as frac6es utilizadas
para 0 ensaio in vitro no protozoario de L. infantum pode ndo ter alcangado a ARG do parasito
devido a compartimentalizacdo da ARG no mesmo (SANTANA, 2019).

Os compostos identificados previamente, apresentam diversas atividades bioldgicas ja
descritas na literatura. Os diterpenos vouacapanos, por exemplo, possuem atividades bioldgicas
como anticancer, antioxidante, antimicrobiano e antiparasitaria (DUTRA et al., 2008;
HOSCHEID & CARDOSO, 2015; OLIVEIRA et al., 2014; TOLEDO et al., 2011). Oliveira et
al (2017) testaram a atividade leishmanicida do composto diterpendide com esqueleto
vouacapano, 6a-acetoxi-7p-hidroxivouacapan-17p-oato de metila (FIGURA 4.29) contra
progmastigotas de L. amazonensis e L. brasiliensis o qual apresentou potencial inibitorio 1Cso
de 74,16 nmol/mL.

FIGURA 4.29 — Diterpenoide com esqueleto vouacapano (6a-acetoxi-7p-hidroxivouacapan-

17p-0ato de metila)

Os flavonoides também sdo compostos bem conhecidos na literatura pela sua atividade
antiparasitaria (da SILVA et al., 2012, 2014, 2019; dos REIS et al., 2013; MANJOLIN et al.,
2013). Outros compostos foram investigados quanto a sua atividade enzimatica frente ao
promastigota de L. infantum como por exemplo, o tetrapreniltoluquinol que apresentou ICso de
44,9 uM (SOUSA et al., 2017). Estudo indicaram que o terpenoides nerolidol apresentou
poténcia inibitéria 1Cso 75,10 uM frente a L. infantum chagasi (ARRUDA et al., 2005). Ha
relatos que o flavonoide fisetina é um potente inibidor (ICso 0,28) frente aos promastigotas
de L. infantum (ADINEHBEIGI et al., 2017).



FIGURA 4.30 — Inibidores de L. infantum.
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5. CONCLUSAO

A partir do perfil quimico das flores, foi possivel observar a presenca de compostos
fenolicos, terpenos e flavonoides que em sua maioria sdo encontrados no género Pterodon.
Através do extrato etandlico e das fracbes EPpEA, EPpEH e EPpEHi de P. pubescens foi
possivel identificar por CLUE-ESI-QqTOF-EM/EM e CG-EM 21 compostos pertecentes as
classes dos flavonoides e terpenos, sendo a maioria destes ja reportados para este género e
espécie. Dentre os compostos identificados, cabe ressaltar que neste estudo foi isolado o
composto fenolico galato de etila (1), o qual foi formado pela acetilagdo do acido galico presente
na fracdo de acetato de etila.

Pela técnica CLUE-ESI-QqTOF-EM/EM foram identificados quatro compostos no extrato
etanolico, todos pertencentes a classe dos flavonoides (1E a4E), que, posteriormente, também
foram encontrados nas fracdes acetato de etila (LA a 4A) e hidroalcéolica (1Hi a 4Hi). Ainda,
foi possivel identificar nestas fracdes outros dois flavonoides 5A e 5A’ (idénticos aos 5Hi e
5Hi’) e dois terpenos 6A (sesquiterpeno) e 7A (diterpeno), sendo o esqueleto do diterpeno
caracteristico para compostos presentes no género Pterodon. Através da técnica de CG-EM foi
possivel identificar 13 sesquiterpenos (1H a 13H).

Nos ensaios bioldgicos, a avaliacdo do extrato etandlico e das fragdes EPpEH, EPpEHi e
EPpEA frente a enzima ARG de L. amazonensis apresentou taxa de inibigdo entre 67 a 82%. Ja
a avaliacdo dos extratos e fragdes frente ao protozoario L. infantum ndo foram representativos
(28 a 39%). Os resultados obtidos neste trabalho sdo relevantes para o conhecimento da espécie,

visto que ndo ha estudos quimicos e biolégicos para as flores de P. pubescens.
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