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Resumo

Existe uma necessidade urgente de drogas leishmanicidas mais eficazes e/ou
menos téxicas para contribuir com o arsenal terapéutico atualmente disponivel. O
grupo de pesquisa de Quimica de Produtos Naturais Bioativos do Laboratério de
Quimica de Produtos Naturais bioativos do CPqRR tem realizado projetos de
bioprospeccao de flora brasileira buscando por novos hits que possam ser utilzados
no tratamento das leishmanioses. A espécie Baccharis platypoda (Asteraceae) foi
uma espécie que mostrou atividade leishmanicida e que foi pouco investigada do
ponto de vista quimico e biolégico. O estudo quimico biomonitorado do extrato
etanodlico das folhas dessa espécie levou a obtencéo de cinco fragdes com elevada
toxicidade para formas amastigotas intracelulares de L. (L.) amazonensis e o
fracionamento de uma dessas fragdes resultou no isolamento de um novo diterpeno
clerodano, de baixa atividade, que apo6s analise de RMN e ESI-TOF-MS/MS foi
denominado platypodiol ou 1R,3R,4R,8aR)-3-(hidroximetil)-4-[(3E)-5-hidroxi-3-
metilpent-3-en-1-il]-4,8,8a-trimetil-1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahidronaftalen-1-ol. Em
estagio sanduiche realizado na Universidade de Granada — Espanha os compostos
fendlicos do extrato etandlico das folhasd de B. platypoda foram investigados por
HPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS no modo negativo e 19 acidos fendlicos, 10 flavonas, 5
flavondis e 6 flavanonas foram identificados. Além disso, o potencial antioxidante do
extrato foi avaliado em quatro ensaios, mostrando o potencial antioxidante da
espécie. Esses resultados aumentaram o conhecimento fitoquimico sobre a espécie
brasileira B. platypoda, considerando que ela foi até o0 momento pouco investigada

cientificamente.
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Abstract

There is an urgent need for effective leishmanicida drugs to replace or
supplement those in current use. Our group have been bioprospecting many
Brazilian plants looking for potential new ‘hits’ to combat leishmaniasis. We found
that Baccharis platypoda was one of the Asteraceae species that displayed
leishmanicidal activity and it was few investigated. The bioassay-guided chemical
study of the ethanolic extract of the leaves resulted in five fractions with high toxicity
for intracellular amastigotes of L. (L.) amazonensis and the fractionation of one of
these fractions led to a new diterpene clerodane with low activity that was named
platypodiol or 1R,3R,4R,8aR)-3-(hidroxymethyl)-4-[(3E)-5-hydroxy-3-methylpent-3-
en-1-yl]-4,8,8a-trimethyl-1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahydronaftalen-1-ol upon NMR and
ESI-TOF-MS/ MS analysis. We investigated in Granada University - Spain the
phenolic components of the ethanolic leaf extract using HPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS in
negative mode and provided the identification of 19 phenolic acids, 10 flavones, 5
flavonols and 6 flavanones. We also determined the antioxidant capacity of the
extract. Considering the few publications about this species, this result has increased

the phytochemical knowledge about B. platypoda.
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1 JUSTIFICATIVA

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozodarios parasitas do
género Leishmania. Cerca de 0,7 milhées a 1,3 milhdes de novos casos ocorrem por
ano no mundo (WHO, 2014). Além disso, o numero de casos vem aumento de forma
alarmante. A necessidade de tratamentos mais eficazes para as leishmanioses vem
estimulando a realizagdo de programas de bioprospecgdo. No trabalho de
bioprospeccao da flora brasileira realizado pela equipe do Laboratério de Quimica de
Produtos Naturais — CPqRR/FIOCRUZ, uma colegcao com cerca de 5000 extratos de
vegetais e fungos foi triada no ensaio in vitro contra formas amastigotas axénicas de
um dos vetores da leishmaniose tegumentar - Leishmania (Leishmania)
amazonensis. Os extratos bioativos foram testados em macréfagos murinos para se
avaliar a toxicidade dos mesmos. Aqueles que nao apresentaram toxicidade para os
macroéfagos foram testados em macréfagos murinos previamente infectados com o
parasito. Desta forma foi possivel detectar extratos que eram capazes de matar
formas amastigotas do parasito dentro de macréfagos, sem, contudo, causar danos
a estes. Em um levantamento bibliografico utilizando banco de dados como o
NAPRALERT e o Scifinder foi verificado que varias destas espécies vegetais haviam
sido pouco estudadas biolégica e/ou quimicamente. O extrato etandlico das folhas
de Baccharis platypoda DC. (Asteraceae) foi um dos selecionados no projeto de
bioprospeccao e neste trabalho foi proposto realizar sua investigacdo quimica
visando o isolamento e a identificacdo estrutural das substancias responsaveis pela
atividade leishmanicida.

A familia botanica Asteraceae é reconhecida como fonte de substancias
fendlicas, especialmente de flavonoides. Entre as estratégias utilizadas na
otimizacdo do processo de descoberta de produtos naturais bioativos, esta a
desreplicacdo, que consiste no conhecimento dos constituintes da amostra sem a
realizacdo de isolamento das substancias, o que permite o direcionamento do
processo de fracionamento visando a obtencao de substancias que sejam inéditas.
Essa estratégia na area de produtos naturais € de extrema importancia, uma vez
que 246 mil produtos naturais ja foram descritos e que, aproximadamente, 4000
novas substancias sdo adicionadas a esse portifélio anualmente (EI-Elimat et al.,
2013).

Desta forma, foi realizada a caracterizacdo dos compostos fendlicos

encontrados no extrato da B. platypoda utilizando o acoplamento da cromatografia
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liguida de alta eficiéncia com a espectrometria de massas e avaliado o potencial
antioxidante desse extrato. Essa parte do trabalho foi realizada em estagio de
doutorado sanduiche, com financiamento do Programa Ciéncias sem Fronteiras, no
departamento de Quimica Analitica da Universidade de Granada, Espanha, com a
supervisao do Prof. Dr. Antonio Segura-Carrtero.

Portanto, o estudo da espécie B. platypoda foi realizado visando contribuir
com o conhecimento quimico da espécie e com a descoberta de substancias uteis

no desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento das leishmanioses.
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21 Leishmanioses e terapéutica atual

As doengas parasitarias sdo muito comuns em paises em desenvolvimento,
onde as condi¢des sanitarias e financeiras da populacao sao precarias. Algumas
dessas doencgas ocorrem apenas nesses paises e sao consideradas negligenciadas
pela Organizacao Mundial de Saude por nao ser objeto de estudo das industrias
farmacéuticas para desenvolvimento de farmacos (BRASIL, 2014a).

As leishmanioses sé&o antropozoonoses consideradas um grande problema de
saude publica e estdo presentes em varios paises tropicais e subtropicais. A
gravidade da doenca varia desde lesbes cutaneas que se curam espontaneamente
até infecgcao progressiva e disseminada que pode levar a morte (Ali et al., 2011). De
acordo com o DNDJ/ (2014) as leishmanioses estao presentes em 98 paises, 350
milhées de pessoas se encontram em risco de infeccdo, 300 mil novos casos de
leishmaniose visceral sdo notificados por ano e o Brasil € um dos sete paises com
maior numeros de casos tanto da forma visceral, como da forma tegumentar.

Leishmania € um género de protozoario responsavel por diversas patologias
coletivamente denominadas de leishmaniose. As espécies do género Leishmania
sdo organismos digenéticos que alteram entre a forma promastigota flagelada
presente no inseto flebotominio, conhecido como mosquito-palha, e a forma
intracelular amastigota presente no hospedeiro vertebrado. As fémeas dos
flebotominios transmitem as formas promastigotas metaciclicas durante o repasto
sanguineo. As promastigotas se aderem aos fagécitos e sao internalizadas por
fagocitose. Dentro do macrofago as promastigotas sofrem varias alteragoes
bioquimicas e metabdlicas, se diferenciando na forma amastigota que é
obrigatoriamente intracelular. As formas amastigotas se multiplicam dentro dos
macréfagos, levando-os ao rompimento e a infecgao de novas células causando as
diferentes manifestacdes clinicas (Davis & Kedzierski, 2005; Sereno et al., 2007,
Freitas-Junior et al., 2012).

Os parasitos apresentam tropismo por diferentes tecidos, infectando desde
células epiteliais até células viscerais. De acordo com Freitas-Junior e colaboradores
a doenca pode ser caracterizada por 4 tipos diferentes de sindrome dependendo do
tropismo,: leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose mucocutanea (LMC),
leishmanioses visceral (LV) — também denominada Calazar e a leishmaniose

dérmica pés-calazar (LDPC). O género Leishmania € dividido em dois subgéneros —
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Viannia e Leishmania, sendo este ultimo o subgénero das espécies causadoras da
forma mais grave da doengca, a LV: L. (L.) donovani, encontrada na india,
Bangladesh, Nepal e Paquistdo; L. (L.) infantum, encontrada na Europa e Asia; e L.
(L.) infantum chagasi, encontrada nas Americas (Marcili et al., 2014). A LC é
causada por varias espéecies, entre elas L. (V) brasiliensis e L. (L) amazonensis, que
sao encontradas na América Latina, sendo as principais espécies de importancia
meédica no Brasil. A LMC é causada também pela espécie L. (V) brasiliensis e, junto
com a LC, causam grande impacto social e econémico devido as lesdes ulcerativas
geradas, as quais muitas vezes levam a deformacado da pessoa (Gramiccia &
Gradoni, 2005; Passero et al., 2011).

A crescente incidéncia de resisténcia as drogas disponiveis para o tratamento
das leishmanioses e a auséncia de vacina sao fatores que reforcam a busca pela
identificacdo de novos alvos terapéuticos e pelo desenvolvimento de novas drogas
(Singh et al., 2014a).

Ao longo das ultimas décadas poucas alternativas terapéuticas ou novas
formulacbes de medicamentos tradicionais foram disponibilizadas para o tratamento
das leishmanioses. Além disso, até o momento, nenhum deles se mostrou ideal para
o tratamento da doencga devido a diversas reagdes adversas e problemas, entre eles:
elevada toxicidade, aparecimento de resisténcia, elevado custo, duragao longa de
tratamento e forma de aplicacdo inadequada (TABELA 1). A combinacado de
farmacos tem demonstrado resultados positivos e tem se mostrado a solucdo a
curto-prazo para o tratamento das leishmanioses (Sundar et al., 2011; Singh et al.,
2014a).

Os antimoniais (estibogluconato de sédio — Pentostam® e antimoniato de
meglumina — Glucantime®) (FIGURA 1) foram introduzidos em 1945 e permanecem
efetivos no tratamento de algumas formas de leishmaniose, porém necessitam de 30
dias de internacdo hospitalar para administracdo parenteral do medicamento e
apresentam elevada toxicidade (Freitas-Junior et al., 2012; Singh et al., 2014a).

E de consenso geral que os antimoniais exercem sua atividade por diferentes
mecanismos de acado. Alguns dados sugerem que o antimbénio V depois de
atravessar a membrana fagolisossdbmica & convertido em antiménio Ill, o qual induz
efluxo de grupos tiol intracelulares, consequentemente inibindo a atividade da
tripanotiona redutase e causando a morte das formas amastigotas (Wyllie et al.,
2004; Singh et al., 2014a). O antiménio também pode matar o parasito por outros

mecanismos, como levando ao aumento dos niveis de citocinas, danificando o DNA
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do parasito e alterando as vias metabdlicas (Singh et al., 2012). A variavel eficacia
frente as formas visceral e cutdanea, a emergente resisténcia do parasito e a
toxicidade sao fatores que tém limitado a utilizacdo desses farmacos (Freitas-Junior
et al., 2012; Singh et al., 2012).
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Glucantime Pentostam

FIGURA 1 - Antimoniais comercializados. Estrutura proposta por Raht et al, 2003.

A Anfotericina B (Fungizona®) € um antifungico sistémico que possui elevada
atividade leishmanicida e € usado nos casos onde é observada resisténcia aos
antimoniais. Entretanto, esse farmaco apresenta elevada toxicidade (principalmente
renal), requerendo administracdo intravenosa lenta com monitoracdo das funcgdes
vitais (FIGURA 2).

O mecanismo de acao da droga esta relacionado a sua complexacao com
esteroides das membranas biolégicas (principalmente o ergosterol presente na
membrana de fungos e da leishmania), levando a formagao de poros e alteragdo no
balanco ibnico, provocando a morte celular (Freitas-Junior et al., 2012; Singh et al.,
2012). Os efeitos adversos da Anfotericina B tém sido contornados com o
desenvolvimento de trés novas formulagbes nas quais o deoxicolato foi substituido
por outros lipidios: a liposomal (Ambiosome®), a dispersao coloidal (Anfocil®) e o
complexo lipidico (Abelcit®). Essas formulagdes mantém a atividade antifingica e
leishmanicida, possuem melhores propriedades farmacocinéticas e
biodisponibilidade e apresentam menos efeitos téxicos. As limitacbes para o uso
dessas formulagcbes ainda estdo no preco elevado do medicamento, a via de
administracdo e a instabilidade a altas temperaturas (Freitas-Junior et al., 2012;

Singh et al., 2012).
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CH,

FIGURA 2 — Estrutura da Anfotericina B.

A atividade leishmanicida da miltefosina (Impavido®) foi descoberta
simultaneamente com sua atividade antitumoral (FIGURA 3). E o farmaco com
lancamento mais recente no mercado, sendo o Unico de administracao oral. Além
disso, é a primeira escolha para o tratamento de criangcas. O farmaco € acumulado
dentro da célula infectada e seu mecanismo de acido esta ligado a indugédo de
apoptose no parasito, embora os detalhes ainda sejam desconhecidos. Apesar de
sua toxicidade nao ser elevada, sua teratogenicidade é o fator limitante de seu uso.
A combinacao da miltefosina com Anfotericina B ou paramomicina é eficiente e tem
se mostrado util no tratamento de cepas de Leishmania donovani resistentes na
india (Freitas-Junior et al., 2012; Singh et al., 2012).

FIGURA 3 — Estrutura da Miltefosina

A paramomicina (FIGURA 4) € um antibiético da classe dos aminoglicosideos
com acgéo tanto para a LV quanto para LC, neste ultimo caso com aplicagao tépica.
O mecanismo de acédo da droga ainda nao esta bem estabelecido, mas estudos
apontam para inibicao da atividade mitocondrial. Um fator que limita sua utilizacéo &
seu efeito antibidtico e seu potencial para selecdo de cepas resistentes (Freitas-
Junior et al., 2012; Singh et al., 2014a).
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FIGURA 4 — Estrutura da paramomicina.

A pentamidina (FIGURA 5) é utilizada como medicamento de segunda
escolha nos pacientes de LV refratarios aos antimoniais. Apesar de nao ter seu
mecanismo de cao conhecido, acredita-se que ela entra na forma promastigota pelos
transportadores de arginina e poliamina, acumulando-se nas mitocéndrias e inibindo
a topoisomerase Il. Sua elevada toxicidade (causa hipoglicemia, nefropatia e
hipotensao) e o surgimento de resisténcia sao fatores que restringem seu uso nos
pacientes com LV (Singh et al., 2012; Singh et al., 2014a).

HN
\>—<: >—o
H,N

FIGURA 5 — Estrutura da pentamidina.

Como descrito acima, todos os medicamentos disponiveis para o tratamento
das leishmanioses possuem contraindicagbes relevantes, e embora a OMS
recomende politicas de uso de medicamentos combinados, fica evidente a
necessidade da descoberta e desenvolvimento de novos agentes leishmanicidas
(Singh et al., 2014a).
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TABELA 1- Tratamento atual da lesihmaniose visceral e suas principais caracteristicas

Medicamento Via de Posologia Eficacia* Resisténcia Orgaos afetados ou Preco
Administragao sintomas (%)
Antimoniais IV, IMe L 28 mg/kg/dia 35-95% Comum (>60% coracgao, pancreas, 50-70
pentavalentes (28-30 dias) (Depende da na india) rins, figado
area)
Anfotericina B A\ 0,75-1mg/kg/dia ~90% Linhagens de rins ~100
(15-20 dias) laboratério
Anfotericina B lipossomal \Y 10-30 mg/kg +/- tremores e calafrios 280
(3-5 >97% - durante a infusao
mg/kg/dose)
Miltefosina VO 100 mg/dia 94.97% Linhagens de intestino, rins, figado, ~70
(28 dias) laboratério teratogenicidade
Sulfato de Paramomicina IM 15 mg/dia 94% (india) Linhagens de rins, ouvidos, figado ~10
(21 dias) 46-85% (Africa) laboratério
Pentamidina IM 2 mg/kg rins,
(7 dias) ) ) hipotensao, hipoglicemia )

IV=intravenosa; IM= intramuscular; |L= intralinfatica; VO= via oral
* Cura definitiva apdés 6 meses
Fonte: Freitas-Junior et al., 2012; Jain & Jain, 2013; Singh et al., 2014a
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2.2 Produtos naturais leishmanicidas

A busca por novas substancias que possam ser utilizadas como medicamento
no tratamento das leishmanioses € uma estratégia que vem sendo enfatizada pelos
orgaos de saude mundiais (DNDJ/, 2014).

As plantas tém sido utilizadas direta ou indiretamente no desenvolvimento de
medicamentos desde a origem da humanidade. O isolamento de substancias
bioativas a partir de plantas foi uma das grandes forgcas que deram origem ao
nascimento das industrias farmacéuticas no século XIX. Depois de um longo periodo
de “abandono”, tem havido um interesse renovado na busca por produtos naturais
vegetais que possuam atividade inibidora de enzimas essenciais para a regulagao
da replicagdo, que produzam fatores de viruléncia, ou que tenham outros
mecanismos de acao (Sen & Chatterjee, 2011).

O isolamento biomonitrado de produtos naturais € uma estratégia que vem
sendo adotada e que permite a conexao entre o perfil quimico e a atividade biolégica
in vitro de extratos brutos de plantas, fungos, etc em micro-escala, reduzindo
significativamente o tempo de descoberta de novos hits. De forma geral é um
procedimento que vai diretamente do organismo investigado ao composto ativo
(Bucar et al., 2013; Seger et al, 2013). Varias espécies vegetais tém sido
investigadas quanto a atividade antileishmania e muitas estdo sendo fracionadas
visando o isolamento dos produtos naturais bioativos que poderao ser usados como
leads para o desenvolvimento de novas opgdes terapéuticas (Singh et al., 2014).

Fournet e colaboradores (1992) isolaram de espécies de Plumbago, a
naftoquinona leishmanicida plumbagina com atividade in vitro para amastigotas de L.
donovani (Clsg 2,24 pM) e L. amazonensis (Clsp 5,87 uM) e in vivo para L.
venezuelensis (5 mg/kg/dia) e L. amazonensis (2.5 mg/kg/dia).

0]
O‘ B
OH O

FIGURA 6 — Naftoquinona leishmanicida plumbagina.

A chalcona oxigenada isolada de Glycyrrhiza spp., licochalcona A, é uma
substancia natural que exibiu elevada atividade leishmanicida, apresentando Clsg

para formas amastigotas intracelulares L. donovani de 2,7 uM. Estudos in vivo com
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hamsters reduziu a parasitemia de figado e baco em 96% apds dose diaria de 20
mg/Kg por 6 dias. Além disso, a licochalcona A (FIGURA 7) nao apresentou efeitos
toxicos para células do sangue periférico humano € o mecanismo de acgédo da
substancia parece estar relacionado a destruicao da estrutura mitocondrial e inibicao
da fumarato redutase (Chen et al., 1993; Chen et al., 1994; Chen et al., 2001).

FIGURA 7 — Estrutura da Licochalcona A.

O extrato enriquecido em saponinas preparado de Maesa balansae quando
administrado in vivo em camundongos BALB/c na dose unica de 0,4 mg/Kg reduziu
a parasitemia do figado em 95%, entretanto, devido a toxicidade, os estudos pré-
clinicos com o extrato foram descontinuados. O fracionamento desse extrato levou
ao isolamento de quatro saponinas, denominadas mesabalidas I-IV, sendo as de
numero lll e IV as mais potentes, com Clso de 5 € 9 nM, respectivamente (Polonio &
Efferth, 2008).

HOOC
HO o
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FIGURA 8 — Saponinas leishmanicidas.

O fracionamento dos extratos de folhas e cascas da planta boliviana
Peschiera van heurkii resultou no isolamento de 20 alcaloides indélicos e

bisindolicos. Dois deles, a conodurina (C) e a N-dimetilconodurina (D), exibiram
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atividade leishmanicida (FIGURA 9) no modelo de amastigota intracelular e baixa

toxicidade para os macrofagos (Carvalho & Ferreira, 2001).

FIGURA 9 — Alcaldides com atividade antileishmania.

Outro fracionamento biomonitorado visando a obtengcdo de uma substancia
leishmanicida foi realizado por Pereira e colaboradores (2011) com extratos do fruto
de Garcinia brasiliensis, uma espécie nativa do Brasil. O extrato em acetato de etila
mostrou atividade inibidora de proteases do parasito, as quais sdo fundamentais
para a patogénese da leishmaniose, e seu fracionamento levou ao isolamento do
biflavonoide ativo fukugetina (Clsp = 3,2 a 0,5 uM). Entretanto, o biflavonoide
(FIGURA 10) nao foi ativo no ensaio in vitro com formas amastigotas e
promastigotas de L. (L.) amazonensis, mostrando que derivados da fukugetina serao
necessarios para a realizagdo de mais testes visando a atividade no organismo

integro.

FIGURA 10 — Estrutura do biflavonoide fukugetina.

A atividade leishmanicida da espécie Kalanchoe pinnata tem sido reconhecida
ha algum tempo. Muzitano e colaboradores (2006a) realizaram o isolamento do

flavonoide quercetrina e demonstraram a potente atividade leishmanicida da
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substancia e seu perfil de baixa toxicidade. Posteriormente o grupo realizou o
isolamento de outros flavonoides glicosilados pouco usuais: kaempferol 3-O-a-L-
arabinopiranosil (1—2) a-L-rhamnopiranosideo (kapinnatosideo) (E), quercetina 3-O-
o-L-arabinopiranosil (1—>2) a-L-rhamnopiranosideo (F) e 4’,5-diidroxi-3’,8-
dimetoxiflavona 7-O-p-D-glicopiranosideo (G) (Muzitano et al., 2006b). Esses
flavonoides foram comparados in vitro com a quercetrina, quercetina e com a
afzelina e os pesquisadores concluiram que ha dois fatores foram importantes para
a atividade leishmanicida: possuir uma porg¢ao glicosidica e ter como aglicona a
qguercetina, visto que os melhores resultados foram obtidos para a quercetrina e para

a quercetina 3- O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a-L-rhamnopiranosideo.

Flavonoide R; R2 R; R4
E H O- a-L-arabinopiranosil H H
(1> 2) a-L-
rhamnopiranosideo
F OH  O- a-L-arabinopiranosil H H
(1> 2) a-L-
rhamnopiranosideo
G OMe H O-B-D- OMe
glicopiranosideo
Quercetrina OH o-L-ramnopirosideo H H

FIGURA 11 — Flavonoides isolados de Kalanchoe pinnata.

Outros flavonoides, como a luteolina e a quercetina, apresentam potente
atividade leishmanicida, com Clsp em amastigotas intracelulares de L. donovani de
12,5 e 25,5 uM, respectivamente. Ambas induzem a clivagem da topoisomerase |,
arrastando o ciclo celular na fase G0/G1e provocando a morte celular por apoptose
(Polonio & Efferth, 2008).

As revisbes realizadas por Carvalho & Ferreira (2001), Polonio & Efferth
(2008), Sem & Chatterjee (2011) e Singh e colaboradores (2014a) mostram como
substancias de diferentes classes fitoquimicas (chalconas, flavonoides, saponinas,

quinonas, alcaloides, lignanas, terpenoides, iridoides, cumarinas, taninos e outros
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produtos naturais de via mista) tem sido descritas na literatura com atividade
leishmanicida, tanto in vitro, quanto in vivo. Entretanto, pode ser observado que
muitas substancias foram avaliadas nas formas promastigotas, que nao sao
encontradas no hospedeiro vertebrado, e que varias apresentaram toxicidade para
células de mamiferos. Dessa forma, pode-se concluir que muitos estudos ainda
serdo necessarios para se encontrar uma substancia que realmente possa ser
considerada como protétipo para o desenvolvimento de novos medicamentos para
as leishmanioses.

Uma forma de buscar novas substancias leishmanicidas € realizar a triagem
de extratos vegetais e o fracionamento biomonitorado dos mesmos em modelos in
vitro, como o modelo empregando formas amastigotas axénicas. Nesse ensaio as
amostras sao avaliadas na forma encontrada no homem, a manipulagédo € mais facil
que a empregando formas amastigotas intracelulares e a quantificacao da atividade
da amostra € mais simples e barata (Sereno et al., 2007).

No trabalho continuo de bioprospeccdo da flora brasileira realizado pela
equipe do Laboratério de Quimica de Produtos Naturais do CPqRR/FIOCRUZ, uma
colecao com cerca de 5000 extratos vegetais e de fungos foi triada no ensaio in vitro
contra formas amastigotas axénicas de um dos agentes etioldégicos da leishmaniose
tegumentar - Leishmania (Leishmania) amazonensis visando a descoberta de novos
produtos naturais para o desenvolvimento de farmacos. Nesse programa um dos
extratos selecionados foi o extrato etandlico do caule de Caesalpinia echinata Lam.
que, na concentracdo de 20 ug/mL, reduziu em 94% o crescimento dos parasitas e
apresentou atividade inibitéria moderada sobre células mononucleares do sangue
humano periférico. O fracionamento do extrato resultou no isolamento de cinco
novos diterpenos e do acido lambertianico, sendo que o ultimo e dois dos diterpenos

(FIGURA 12) apresentaram moderada atividade leishmanicida (Cotta, 2011).
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FIGURA 12 — Cassano-diterpenos leishmanicidas de Caesalpinia echinata.
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Outra espécie selecionada pelo grupo do LQPN foi a Blepharocalyx salicifolius
(Myrtaceae), da qual foram isoladas cinco substancias (

FIGURA 13) com atividade leishmanicida para amastigotas axénicas, com
Clso variando de 2,19 a 20,80 ug/mL (Siqueira et al. 2011).

Estratégias de fracionamento biomonitorado vem sendo utilizadas a fim de
conectar as informacgdes quimicas dos extratos com a atividade bioldgica in vitro
observada em micro-escala, reduzindo de forma significativa o tempo de descoberta

de novos hits para o desenvolvimento de novos medicamentos (Bucar et al., 2013).

3 R =ramnose
4 R = arabinose

FIGURA 13 — Produtos naturais leishmanicidas isolados de Blepharocalyx
salicifolius.

2.3 Familia Asteraceae e a espécie Baccharis platypoda

O Brasil € um pais de proporc¢des continentais: seus 8,5 milhées km? ocupam
quase a metade da América do Sul e abarcam varias zonas climaticas de grandes
variagbes ecolbgicas, chamadas biomas. O pais abriga mais de 20% do numero
total de espécies da Terra, o que o eleva ao posto de principal nacdo em
biodiversidade Em relagéo a flora brasileira, sdo estimadas mais de 55 mil espécies
de plantas (22% do total mundial), sendo a mais diversa flora do mundo (BRASIL,
2014b).

A familia Asteraceae abriga cerca de 25.000 espécies organizadas em
aproximadamente 1.700 géneros. Sao plantas de aspecto extremamente variado,

incluindo principalmente pequenas ervas ou arbustos e raramente arvores que sao
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encontradas em todos os tipos de habitat (exceto Antartica), especialmente nas
regides tropicais montanhosas na América do Sul (Verdi et al., 2005; Borges &
Forzza, 2008). E uma das maiores familias botanicas em numero de espécies,
sendo muitas delas utilizadas como plantas medicinais por populagdes rurais ou
indigenas, principalmente como infusdo e decocto, sendo relatado o uso medicinal
dessa familia como anti-helmintico, anti-inflamatério, adstringente, colestérico, anti-
hemorragico, antimicrobiano, diurético, analgésico e antiespasmédico (Martinez et
al., 2005; Fabri et al., 2011).

Plantas dessa familia sao extensivamente estudadas quanto a sua
composi¢cao quimica e atividade biologica, sendo que algumas tém proporcionado o
desenvolvimento de novos farmacos, inseticidas, entre outros (Verdi et al., 2005).

A atividade antiparasitaria de espécies dessa familia também tem sido descrita
na literatura. O uso do cha feito das folhas de Vernonia brachycalyx por tribos da
Africa no tratamento de doencas parasitarias levaram pesquisadores a realizar o
fracionamento biomonitorado de seu extrato, resultando no isolamento de duas 5-
metilcumarinas isoméricas: 2’-epicicloisobrachycumarinona (H) e
cicloisobrachycumarinona (1) (

FIGURA 14). Essas cumarinas mostraram atividade leishmanicida para formas
promastigotas de L. major, mas inibiram a proliferacdo dos linfécitos humanos,

caracterizando-se como tdxicas (Carvalho & Ferreira, 2001).

HR1=Me R2=H
|R1=H R2=Me

FIGURA 14 — Cumarinas leishmanicidas de Vernonia brachycalyx.

A TABELA 2 abaixo mostra algumas espécies da familia Asteraceae que
foram avaliadas contra parasitos do género Leishmania.

Assim como € grande a variedade de espécies na familia Asteraceae,
também é grande a diversidade de produtos naturais encontrados. Entretanto, os
polifendis, em especial os flavonoides, sdo encontrados em abundancia e sao
utilizados como marcadores taxonémicos desse grupo (Emereciano et al.,, 2001,
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Verdi et al.,, 2005). Também sao variadas as atividades biolégicas atribuidas a
espécies dessa familia, sendo que ha ainda muito a se explorar do ponto de vista
quimico e farmacolégico desse taxon tao rico em solo brasileiro.

O género Baccharis € um dos maiores dentro da familia Asteraceae, sendo
encontrado com muita frequéncia em paises da América latina, especialmente no
Brasil (Martinez et al., 2005). Varias espécies desse género vém sendo utilizadas na
medicina tradicional como antibidtico, antisséptico, antiparasitario, entre outros
(Passero et al., 2011).

TABELA 2 — Espécies da familia Asteraceae que foram testadas contra Leishmania
sp.

Clso (pg/mL)

Espécie Extrato/Composto Leishmania sp.
PRO AMA
Achillea Oleo essencial .
millefolium L. amazonensis 7,8 6,5
Anthecotulideo L. donovani NT 8,18
Anthemis 4-Hidroxianthecotulideo | donovani NT 397
auriculata ) , '
4-Acetoxianthecoltulideo | donovani NT 12,5
Extrato bruto L. donovani 450 NT
Lactona ac.hautriwaico | donovani 7.0 NT
Baccharis Acido ursélico I donovani 3.7 NT
d lifoli
racuncuiiiolia yyaol L. donovani 15,0 NT
AEEJD ZerlilElien- L. donovani 199  NT
ursélico
Calea Extrato etanodlico L. amazonensis NT 10,0
montana
Elep hantop us Extrato diclorometanico L. donovani NT 0,6
mollis
P6 de planta L. amazonensis 490 74,8
Tenacetum Extrato diclorometanico | amazonensis 3.6 2.7
parthenium Partenolideo L. amazonensis 0,37 0,81
Guaianolideo L. amazonensis 2,6 ND
YRIEE Extrato metandlico L. amazonensis 4.0 NT
polyanthes

PRO promastigota; AMA amastigota; NT nao testado; ND nao determinado.
Fonte: Tiuman et al., 2011

Na busca por produtos naturais leishmanicidas, algumas espécies desse

género vém sendo investigadas. O extrato de Baccharis dracunculifolia apresentou
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ICs0 de 45 pug/mL no ensaio in vitro contra Leishmania donovani, sendo isolados,
posteriormente, o acido ursdlico e a lactona do acido hautriwaico (

FIGURA 15) com valores de ICsp de 3,7 ug/mL e 7,0 ug/mL, respectivamente (Silva
Filho et al., 2009). Passero e colaboradores (2011) avaliaram o extrato etandlico de
B. uncinella, e mostraram a atividade inibitéria de formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis e L. (V.) braziliensis para o acido caféico e para a pectolinarigenina

isolados.

acido ursolico

lactona do acido hautriwaico

FIGURA 15 — substancias leishmanicidas isoladas de Baccharis dracunculifolia.

Do extrato metandlico das folhas de B. refusa foram isoladas a 5,6,7-triidroxi-
4'-metoxiflavanona (1), a narigenina (2) e a sakuranetina (3) (

FIGURA 16) que foram testadas em um painel de agentes etioldégicos das
leishmanioses. As flavanona 1 e 3 se mostraram ativas para formas promastigotas
de L. (L.) chagasi, L. (L.) major, L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis, com |Csg
variando de 40 a 57 ug/mL e 43 a 52 pg/mL, respectivamente. A flavanona 1 foi ativa
também para a forma amastigota intracelular de L. (L.) chagasi com ICs, de 45.4
pMg/mLe a narigenina nado apresentou atividade antiparasitaria. Essas flavanonas
poderao ser utilizadas como ferramenta no desenho de moléculas para o
desenvolvimento de novos medicamentos para o tratamento das leishmanioses
(Grecco et al., 2010; Grecco 2012).

36



Revisdo da literatura

OMe OR;
HO l 0 O R20 ‘ 0 O
HO
OH O OH O
5,6,7-triidroxi-4'-metilflavanona narigenina R,=R,=H
sakuranetina R,=HeR,=Me

FIGURA 16 — Flavanonas isolada de Baccharis retusa com atividade leishmanicida.

No Brasil, ha milhares de espécies vegetais nativas ainda nao estudadas.
Muitas delas encontram-se em fase de extin¢ao; outras, ja foram extintas antes de
serem conhecidas cientificamente. Para conhecer a biodiversidade e divulgar este
conhecimento para a sociedade brasileira a comunidade botanica do Brasil langou a
Lista de Espécies da Flora do Brasil, em que sao disponibilizadas imagens e dados
sobre as espécies em diferentes tipos de vegetacdo, por estados, regibes e
dominios fitogeograficos (BRASIL. 2014b). A espécie B. platypoda DC. (sinonimia B.
condensata e B. syncephala) € uma espécie nativa do Brasil, conhecida como
alecrim-das-pedras, que € encontrada na caatinga, cerrado e mata atlantica, que foi

muito pouco investigada do ponto de vista quimico e biologico.
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FIGURA 17 - Distribuicao da espécie brasileira Baccharis platypoda (foto acima) —
Alecrim-das-pedras. (Fonte: REFLORA, 2014).

2.4 HPLC-MS na caracterizagao de produtos naturais de extratos vegetais

Na atualidade é desejavel que a pesquisa de produtos naturais seja feita com
o uso de técnicas de separacao de alta resolugdo, como a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) ou a eletroforese capilar, combinadas com espectrémetros de
massas (MS) ou ressonancia magnética nuclear. A utilizacado dessas plataformas
instrumentais de analise € uma ferramenta valiosa na identificacdo de novo ou
desreplicacdo de produtos naturais, bem como na autenticacdo, distribuicdo e
quantificacao de constituintes em material vegetal, medicamentos e fluidos
biologicos. Além disso, permitem a obtencdo de um perfil metabdlico, que pode ser
usado em analises de caracterizacdo, processos farmacodindmicos e
farmacocinéticos, entre outros usos (Bucar et al., 2013; Seger et al., 2013).

A espectrometria de massas (EM) surgiu no inicio do século XX, quando
Joseph John Thompson observou que raios positivos eram desviados de sua
trajetéria por campos elétricos e magnéticos e que o desvio era dependente de sua
massa. A partir dessa descoberta foram necessarios muitos anos de investigacao
cientifica até a técnica se tornar uma analise de fundamental importancia em
analises aplicadas, sendo utilizada desde estudos astronémicos até a medicina
(Steinmann & Ganzera, 2011).

A EM é uma técnica de elevada sensibilidade que se adequada muito bem ao
processo de desreplicacao, especialmente quando acoplada a cromatografia liquida
(Konishi et al., 2007; Smyth et al., 2012) . O acoplamento das técnicas fornece uma
segunda dimenséao de separacgéo, a primeira realizada pela em fungéo do tempo de
retencdo pela técnica cromatografica e a segunda em fungdo da relacdo
massa/carga (m/z) fornecida pelo espectrobmetro de massas. Como resultado a
massa molecular de picos cromatograficos (que nao depende de fonte, preparo da
amostra e condigdes de medida) e sua respectiva fragmentacdo € comparada com
dados de bancos de dados e literatura e sua nao correspondéncia pode indicar um
potencial novo produto natural, o qual devera ser isolado e identificado para
alimentacao dos bancos de dados (Konishi et al., 2007).

A EM utilizando como fonte de ionizacdo o eletrospray (ESI) foi introduzida
por Yamashita e Fenn em 1984 com a analise de produtos naturais e drogas

sintéticas. Hoje o ESI € uma das técnicas de ionizagdo mais importantes,
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principalmente em funcdo do acoplamento on-line com o HPLC e ainda assim € um
campo que precisa ser mais bem explorado (Smyth et al., 2012).

A anadlise de metabdlitos secundarios de plantas continua sendo um desafio
devido a: (i) grande diversidade estrutural existente, (ii) pouca abundancia em geral
dos analitos e (iii) grande variabilidade de composicdo dentro de uma mesma
espécie. Para lidar com tal desafio a cromatografia liquida de alta eficiéncia, no
inglés HPLC, é a técnica de separacédo preferida na maioria das analises dos
100.000 — 200.000 produtos naturais estimados para o reino vegetal, com excec¢ao
dos Oleos volateis para os quais a cromatografia gasosa € mais adequada. O
desenvolvimento de fases estacionarias com particulas inferiores a 2 um e de
bombas que trabalham em pressbées superiores a 1300 bar tem permitindo um
sucesso ainda maior na exploracao desse universo de moléculas. A combinacao
dessa técnica de separagdo com a deteccao por massas, no inglés MS, tem sido
extensivamente aplicada nos ultimos anos nos estudos qualitativos e quantitativos
de plantas medicinais (Steinmann & Ganzera, 2011). A Organizagdo Mundial de
Saude tem introduzido no controle de qualidade de produtos naturais técnicas de
cromatografia, principalmente dados de fingerprint obtidos pelo acoplamento dessas
técnicas com técnicas espectrométricas, usando o resultado para autenticagao
amostral e outras finalidades (Tistaert et al., 2012).

A caracterizacao de extratos vegetais tem sido muito explorada por varios
grupos de pesquisa no busca, um exemplo é a investigacdo dos compostos
fendlicos de Artemisia vulgaris, espécie da familia Asteraceae, com o objetivo de
descobrir e fundamentar seu uso como antioxidante. A analise por LC-MS permitiu a
identificacdo de 22 substancias entre as 35 detectadas, 15 delas compostos
fendlicos, principalmente derivados de acido clorogénico e flavonoides (Melguizo-
Melguizo et al., 2014).
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FIGURA 18 — Cromatograma do extrato metandlico de Artemisia vulgaris
(Asteraceae) obtido por HPLC-ESI-QTOF-MS (Fonte: Melguizo-Melguizo et al.,
2014)

Apesar de todo desenvolvimento nas técnicas acopladas e na identificacao de
produtos naturais ainda na mistura complexa do extrato, muitas vezes ainda é
necessario a purificacdo dessas substancias para sua caracterizagdo quimica e
avaliacao biolégica. O fracionamento biomonitorado € a estratégia de escolha para
muitos grupos de investigacdo que buscam identificar as substancias bioativas na
busca por novos agentes quimioterapicos e o auxilio da desreplicacdo nesse
processo é de grande importadncia para a aceleracdo do processo de busca por

substancias com potencial de inovagao (Bucar et al., 2013; Seger et al., 2013).
2.5 Atividade antioxidante e compostos fenolicos

Os beneficios dos antioxidantes na manutencao da saude humana tem sido
um importante tema mundial na ultima década. Os antioxidantes estao relacionados
com a protecao celular frente ao estresse oxidativo, o qual pode levar a doencas
como Alzheimer, cancer, doencas cardiacas e outras doengas onde um processo
inflamatério crénico esteja envolvido (Seo et al., 2012; Abu-Reidah et al., 2012;
Rajendran et al., 2014). Substancias antioxidantes sao aquelas que em pequenas
concentragbes inibem significativamente ou retardam o processo oxidativo,
geralmente por oxidacao propria, levando a manutengdo do balangco redox do
organismo e o protegendo dos radicais livres (Carocho & Ferreira, 2013; Rajendran
et al., 2014).
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Radicais livres sdo atomos, moléculas ou ions com elétrons desemparelhados
que possuem elevada instabilidade quimica e, portanto, reagem prontamente com
outras moléculas. Eles sado derivados de trés elementos - oxigénio, nitrogénio e
enxofre - e reagem com proteinas, DNA, RNA, acucares e lipideos (Carocho &
Ferreira, 2013). Os radicais livres sdo formados constantemente pelo organismo
durante a producdo de energia pela cadeia transportadora de elétrons nas
mitocéndrias, no metabolismo do acido araquidénico, durante a fagocitose, na
ovulagado, no metabolismo de xenobibticos, etc, e também sao absorvidos de fontes
externas, como alimentos e poluentes (Unekwu et al., 2014). E o acimulo de
radicais livres que leva ao surgimento de processos patologicos.

A atividade antioxidante pode ser realizada por varios mecanismos: inibindo
as reacgdes dos radicais livres (prevencao de oxidacao), inibindo a formacao de
radicais livres a partir de lipideos, interrompendo a propagacao da cadeia de reacao
auto-oxidativa, agindo como quelantes e estabilizando os produtos formados,
reagindo como redutores ou inibindo enzimas pré-oxidantes (lipooxigenases)
(Carocho & Ferreira, 2013).

O metabolismo secundario dos vegetais produz uma série de substancias
responsaveis pela atividade antioxidante de extratos vegetais determinada in vivo e
in vitro. Essas substancias sao, principalmente, compostos fendlicos capazes de
diminuir ou eliminar a producao de radicais livres, os quais estdo muito presentes na
dieta humana (Guimaraes et al., 2012). Entre os principais tipos de compostos
fendlicos estdo os flavonoides e os acidos fendlicos.

Flavonoides € o nome que se da um grande grupo de compostos fendlicos,
composto por flavonaéis, flavonas, antocianinas, isoflavonas, flavanonas, flavonondis,
chalconas, entre outros. Todos esses sub-grupos possuem um esqueleto carbénico
difenilpropano - CsC3Cs (FIGURA 19). A propriedade antioxidante dos flavonoides
esta ligada as hidroxilas fendlicas, que exercem essa atividade como agentes
redutores, doadores de hidrogénio, quelantes de metais e sequestradores de
radicais. Eles também ativam enzimas, reduzem radicais, inibem oxidases, entre
outras (Rice-Evans et al., 1996; Tsimogiannis et al., 2007; Carocho & Ferreira,
2013).
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FIGURA 19 — Estrutura basica dos flavonoides. Presenca da parte pontilhada
depende do sub-grupo (Fonte: Tsimogiannis et al., 2007).

Acidos fenodlicos sdo formados pelos acidos hidroxicinamico e
hidroxibenzdico, estdo amplamente distribuidos no reino vegetal e muitas vezes sao
esterificados e glicosilados. Exercem a atividade antioxidante como quelantes e
sequestradores de radicais livres, especialmente dos radicais hidroxila e peroxila e
dos anions superédxido e peroxinitrila (Krimmel et al., 2010; Carocho & Ferreira,
2013).

X OH OH

HO HO

acido hidrocinamico acido benzoéico

FIGURA 20 — Precursores dos acidos fenélicos

Varios ensaios para determinacao da atividade antioxidante sao descritos na
literatura, cada um com seu especifico alvo e suas vantagens e desvantagens,
fornecendo um resultado especifico. Desta forma, a melhor forma de analisar a
atividade antioxidante de uma substancia é a utilizacdo de varios ensaios com
mecanismos distintos (Alam et al., 2013; Carocho & Ferreira, 2013).

Entre os ensaios de sequestramento de radicais, o método usando o radical
DPPH (1,1-difenil-2-pecrilidrazil) € o mais rapido, simples (com poucas etapas e
reagentes) e de baixo custo em comparagdo com outros modelos. O DPPH é um
radical estavel devido a deslocalizacdo do elétron desemparelhado sobre toda a
molécula. Esse radical ndo se dimeriza e o deslocamento do elétron da origem a cor
violeta intensa, caracterizada pela banda de absorcao em etanol centrada em 547
nm. Quando misturada com uma substancia doadora de hidrogénio a solugao do

DPPH é reduzida e perde a cor violeta. A solubilidade do radical é o fator limitante
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do ensaio, que nao pode ser aplicado para substancias muito hidrofilicas (Wojdylo et
al., 2007; Krishnaiah et al., 2011; Alam et al., 2013).

FIGURA 21 — Estrutura do radical DPPH.

O método TEAC - capacidade antioxidante em equivalentes de Trolox
(analogo sintético da vitamina E) - € um método que também utiliza um radical
estavel, o ABTS (2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) e junto com o
DPPH é um dos métodos mais utilizados na triagem de plantas. O croméforo
azul/esverdeado ABTS"" é formado pela reacéo do ABTS e o persulfato de potassio,
e sua descoloracao na presenca de compostos doadores de hidrogénio € medida
espectrofotometricamente em A;30 nm. Esse ensaio mede a capacidade antioxiddade
total tanto para substancias hidrofilicos quanto lipoficias (Krishnaiah et al., 2011;
Alam et al., 2013).
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FIGURA 22 — Estrutura do ABTS.

O ensaio de capacidade de absorvancia de radicais de oxigénio (ORAC)
Oxygen radical absorbance capacity utiliza a fluoresceina como substrato oxidavel e
o APPH (diidrocloreto de 2,2-azobis-2 amidinopropano) como gerador de radicais
peroxila. E o Gnico método cinético, que mede a completa reacgéo radicalar e usa a
técnica de area abaixo da curva para a quantificacdo, combinando extensdo da
reacao e tempo gasto para tal. O método também utiliza o Trolox para normalizar os
resultados e permitir comparacao de amostras (Krishnaiah et al., 2011; Alam et al.,
2013).
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FIGURA 23 — Estrutura da fluoresceina.

O método de poder redutor do ferro (FRAP) utiliza o principio do aumento da
absorvéancia como indicativo de aumento da atividade antioxidante. Neste método os
compostos antioxidantes formam um complexo colorido com a mistura de
ferricianeto de potassio, acido tricloroacético e cloreto férrico, que € medido a Asg3
nm e a redugcdo da absorcdo mostra o poder redutor do analito e,
consequentemente, sua atividade antioxidante (Krishnaiah et al., 2011; Alam et al.,
2013).

A determinacao do potencial antioxidante de um extrato vegetal € o primeiro
passo na busca por antioxidantes naturais que possam ser usados com mais
seguranca pela populacdo. O género Baccharis € reconhecidamente fonte de
compostos fendlicos e se potencial antioxidante desperta interesse de

pesquisadores, como feito por Oliveira e colaboradores (2012) com B. trimera.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar o estudo fitoquimico da espécie Baccharis platypoda DC.
(Asteraceae) visando contribuir com o conhecimento quimico da espécie e com a
descoberta de substancias uteis no desenvolvimento de novos farmacos para o

tratamento das leishmanioses.
3.2 Objetivos especificos
Realizar o fracionamento do extrato e avaliar in vitro a acdo das fracdes
obtidas sobre Leishmania (L.) amazonensis;
Isolar as substancias leishmanicidas presentes;
Identificar as substancias isoladas empregando técnicas espectrométricas;
Avaliar a atividade bioldgica das substancias obtidas;

Caracterizar os compostos fendlicos presentes no extrato utilizando técnica

cromatografica acoplada a espectrometria de massas;

Avaliar o potencial antioxidante do extrato.
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencao do extrato

As partes aéreas de B. platypoda foram coletadas entre 9 a 11 de junho de
2006 na Reserva Particular do Patriménio Natural Santuario do Caraga, no municipio
de Catas Altas — MG, mediante autorizacao do responsavel legal. Um exsicata esta
depositada no Herbario BHCB sob o codigo 82328. O extrato vegetal foi obtido
previamente pela equipe do LQPN submetendo-se o material vegetal a extracdo a
frio com etanol. O extrato (EX6458) utilizado na tese foi previamente por filtracdo e o
solvente parcialmente evaporado a 40°C em rotavapor. Apds a evaporacao parcial
do solvente o extrato foi concentrado em centrifuga a vacuo (SpeedVac) modelo

SC250, ThermoSavant e armazenado ao abrigo de luz.
4.2 Registro de dados

Toda a metodologia executadas foi registrada segundo as normas do Sistema
da Qualidade implantado no CPgRR (POP GQ20). Todas as fragbes e substancias
obtidas foram codificadas por “CH” seguido do nimero da pagina do caderno de

registro. Esta codificacdo sera empregada no restante desta tese.
4.3 Prospeccao fitoquimica

Realizou-se a prospeccéo fitoquimica por cromatografia em camada delgada
(CCD) do extrato bruto EX6458 para identificacdo das classes de metabdlitos
secundarios presentes no mesmo.

Solubilizou-se cerca de 1 mg do extrato bruto em 1 mL de metanol PA e com
um capilar essa amostra foi aplicada em cromatofolhas de aluminio revestidas com
Silicagel 60 Fys4. Apbs aplicacdo, a placa foi eluida em cuba cromatografica
utilizando-se como eluente uma mistura de acetato de etila/metanol/agua na
proporcao 100: 13,5: 10 (Wagner & Bladt, 2001).

Apés a eluicdo e secagem da cromatoplaca, fez-se a aspersdo dos
reveladores: KOH 10% para detecgdo de cumarinas, NP/PEG para detecgédo de
flavonoides (com avaliagao do perfil cromatografico em cabine UV nos comprimentos
de onda 254 e 366nm), vanilina/acido sulfurico para deteccao de terpenoides e
saponinas (Wagner & Bladt, 2001).
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4.4 Determinacao do sistema de solventes bifasico para fracionamento por

cromatografia em contracorrente

Utilizou-se técnica descrita por Ito & Oka (1990) da seguinte forma: Preparou-
se cerca de 10 mL de 14 misturas bifasicas a serem testadas. As misturas foram
colocadas em funil de separacao, agitadas e deixadas em repouso para a separagao
das fases. Observou-se o tempo necessario para que a separacado das fases
ocorresse e também a formacgéo de emulsao.

As fases foram recolhidas separadamente e identificadas. Pesou-se em
frasco de cintilacao cerca de 1 mg do extrato EX6458 e a este foram adicionados 1
mL de cada uma das fases (superior e inferior). Esse procedimento foi feito para as
14 misturas analisadas.

Apos solubilizacdo do extrato nas duas fases realizou-se, por CCD, a
comparacao do perfil cromatografico apresentado pelo extrato quando solubilizado
na fase inferior € na fase inferior de cada mistura. A partir desse perfil foi escolhida a
mistura bifasica para realizacdo do fracionamento em cromatografia em contra
corrente de alta velocidade - HSCCC (HSCCC-1000 Pharma-Tech Research Corp).

4.5 Fracionamento de EX6458 por HSCCC

Inicialmente preparou-se 4,5 L do sistema bifasico previamente determinado
(hexano:acetato de etila:metanol:agua na proporgao 2:3:2,5:2,5) e separou-se as
duas fases formadas. Obteve-se ao final do preparo 1,8 L da fase superiore 2,6 L da
fase inferior, sendo esta ultima escolhida como fase modvel devido ao seu maior
rendimento. Assim, o sentido da eluigdo foi cabega-calda de acordo com técnica
descrita por Ito e Oka (1990).

As colunas do equipamento foram preenchidas com a fase estacionaria
(superior) utilizando bomba LC-8A (SHIMADZU) num fluxo de 10 mL/min. O volume
necessario para o preenchimento total das colunas foi de 850 mL.

Antes de se iniciar o fracionamento foi realizado o processo de sangria, com o
inicio da rotacao (800 rpm) e bombeamento da fase mével no fluxo de 5 mL/min.
Apos equilibrio, o volume de fase estacionaria retida na coluna foi de 550 mL, ou
seja, na sangria foram retirados 300 mL de fase estacionaria.

Solubilizou-se 2,0 g do extrato bruto em 5 mL de cada uma das fases e com
uma seringa de vidro apropriada injetou-se a solucao via loop de injecao. A amostra

retida no frasco e seringa foi recuperada para calculo do percentual de injecéo.
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O fracionamento foi realizado num fluxo de 5 mL/min e o coletor automatico
foi programado para coletar 10 mL de cada fracdo. Apdés o bombeamento de
aproximadamente trés volumes de coluna, parou-se o bombeamento da fase mével
e a rotacao e realizou-se a extrusao da fase estacionaria, bombeando-se etanol e
em seguida soprando nitrogénio gasoso. As fracbes obtidas foram transferidas para

frascos de cintilagao identificados e secas em SpeedVac.
4.6 Analise por CCD das fragoes obtidas no fracionamento por HSCCC

Para analise do perfil cromatografico das fragdes obtidas no fracionamento
por HSCCC do extrato EX6458, as mesmas foram solubilizadas em metanol e
aplicadas com capilar em cromatofolhas de Silicagel 60 Fzs4. Utilizou-se como
eluente duas misturas de solventes, uma composta por acetato de
etila/metanol/agua/acido acético na proporcao 100:13,5:10:5 e outra com apenas os
trés primeiros componentes da primeira mistura. As placas foram reveladas com os
reveladores NP/PEG e vanilina/H,SO4.

Apds a andlise do perfil cromatografico, as fragbes semelhantes foram
agrupadas e transferidas para frascos de cintilagdo previamente identificados e
tarados, secas em SpeedVac e pesadas para calcular a massa recuperada apos
fracionamento. As fragdes reagrupadas foram denominadas como CH20 de acordo
com a sequéncia do livro de registros CH e foram preparadas aliquotas para

realizacao de ensaios biolégicos conforme descrito no item 4.16.
4.7 Analise das fragoes CH20 por cromatografia liquida de alta eficiéncia

As fragdes ativas no ensaio com macréfagos infectados (descrito a seguir)
foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando-se,
inicialmente, coluna de fase reversa (SHIM-PACK ODS) e gradiente de 10 a 100%
de acetonitrila (ACN) grau HPLC (Vetec) e agua Milli-Q (Millipore) em 20 minutos
com mais 3 minutos com 100% de acetonitrila.

Injetou-se 15 uL das amostras na concentragédo 3 mg/mL, fluxo de 1 mL/min e
varredura de deteccao no detector com fotodiodo utilizando a faixa de A1g0.400 NM
para determinacdo do comprimento de onda a ser utilizado nas etapas posteriores
de purificagdo cromatografica. A partir da analise dos cromatogramas obtidos,
modificou-se o gradiente de eluicdo para otimizar a separagao dos constituintes

presentes nas amostras.
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4.8 Refracionamento da fragao CH20-7 ativa por CLAE analitico

Solubilizou-se 3 mg da fragdo CH20-7 em 200 yL da mistura metanol HPLC/
agua Milli-Q (1:1). Esta fragdo foi submetida a dois fracionamentos distintos com
40% de metanol HPLC (Merck) em agua Milli-Q, com adi¢gdo de 0,1% de acido
férmico, por 20 minutos. O fluxo utilizado foi de 1 mL/min.

As fragcbes obtidas no fracionamento da CH20-7 foram denominadas como

CH39 de acordo com a sequéncia do livro de registros CH.
4.9 Refracionamento da fragao CH20-8 ativa por CLAE semi-preparativa

Solubilizou-se 10 mg da fragdo CH20-8 em 1mL de mistura de metanol/agua
(1:1) para fracionamento. O gradiente utilizado foi metanol HPLC/agua Milli-Q de 65
a 100% em 40 minutos e 100% de metanol HPLC de 40 a 60 min. Adicionou-se
0,1% de acido féormico aos solventes utilizados. O fluxo utilizado foi de 10 mL/min.

As fragbes obtidas no fracionamento da CH20-8 foram denominadas como
CH41 de acordo com a sequéncia do livro de registros CH e foram preparadas

aliquotas para realizagao dos ensaios biolégicos descritos em 4.16.
410 Obtencao dos dados espectrais de CH41-7

Foi preparada uma solugdo da amostra CH41-7 a (200 ug/mL) para analise
por ESI-TOF/MS por infusdo direta (espectrometro MaXis ETD Bruker) nos modos
positivo e negativo, utilizando como solventes isopropanol e agua (1:1) com adigao
de 0,1% de acido férmico. Foi feita a varredura de massas de 100 a 1000 m/z,
energia do capilar de 4500 V, energia de colisao de +7,0 eV de acordo com o modo
de varredura e gas de secagem a 4,0 L/min.

Os espectros de RMN de 1D e 2D de 'H e *C para a amostra CH41-7 foram
obtidos na plataforma de Métodos Analiticos - RMN da Fiocruz em espectrémetro
Bruker DX-400 linha AVANCE, operando a 500 MHz para hidrogénio e 125 MHz
para carbono. Os deslocamentos quimicos (3) foram medidos em relagao ao sinal do
tetrametilsilano (TMS), empregado como referéncia interna. O solvente utilizado para
obtencao dos espectros foi DMSO-Deg.

As seqliéncias de pulsos (listadas abaixo) e de processamentos foram obtidas
por programas padrao.

e DEPT 90: Distortionless Enhancement by Polarization Transfer

e DEPT 135: Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
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e 'H-"H-COSY: Homonuclear Correlated Spectroscopy
e HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Correlation
e HSQC: Heteronuclear Single Quantum Correlation

e NOESY: Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy

411 Refracionamento da fragao CH20-11 ativa por CLAE semi-preparativa

Solubilizou-se 9 mg da fragdo CH20-11 em 1mL de mistura de ACN/agua
(9:1) para fracionamento. O gradiente utilizado foi ACN HPLC 35% por 68 minutos,
seguido de ACN HPLC/agua Milli-Q de 35 a 100% de 68 a 85 minutos. Adicionou-se
0,1% de acido trifluoracético aos solventes utilizados. O fluxo utilizado foi de 10
mL/min.

As fragdes obtidas no fracionamento da CH20-11 foram denominadas como
CH111 de acordo com a sequéncia do livro de registros CH e foram preparadas

aliquotas para realizagdo dos ensaios biologicos.
412 Fracionamento de EX6458 por cromatografia liquida de média pressao

Foi realizado fracionamento em coluna de vidro (20 x 5 cm) preenchida com
octadecilsilano (Cs, particula de 25-40 um). A coluna foi lavada e condicionada com
metanol 10% para inicio do fracionamento.

Uma aliquota de 6,0 g do extrato EX6458 foi incorporada em 14 g de Cqg para
montagem da pré-coluna. O fracionamento foi realizado passando-se pela coluna
solugbes metanol/agua com polaridade decrescente e posteriormente mistura de
metanol com 10 e 20% de diclorometano. O fluxo utilizado foi de 10 mL/min (bomba
Shimadzu LC 8A) e as fragdes foram coletadas a cada 90 segundos (volume de 15
mL). As fracbes obtidas foram transferidas para frascos de cintilacao identificados,
secas em SpeedVac, solubilizadas em metanol e analisadas por CCD para
reagrupamento. As fragdes agrupadas foram denominadas como CH56 de acordo
com a sequéncia do livro de registros CH. Aliquotas foram preparadas para

realizacao dos ensaios bioldgicos descritos no item 4.16.
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413 Caracterizacao dos compostos fendlicos de EX6458 por HPLC-ESI-
QTOF-MS/MS

Foi preparada uma solugao de EX6458 a 5 mg/mL em metanol/agua (1:1). A
separacao cromatografica foi feita em HPLC Rapid Resolution (Agilent, série 1200)
composto por bomba binaria, desgazeificador e injetor automatico. Foi utilizada
coluna Agilent Zorbax Cqs (4.6 x 150 mm, 1,8 um), fluxo de 0,5 mL/min, injecao de
10 uL e gradiente de eluicdo (TABELA 3) utilizando metanol (B) e agua com 0,5% de
acido acético (A). o efluente da coluna foi dividido por valvula T e uma fracéo

equivalente a 20 yL/min foi introduzida no espectrometro de massas.

TABELA 3 — Gradiente cromatografico utilizado para obtencao do perfil de EX6458.

Tempo % Eluente
(min) A
0 95 5
10 65 35
52 40 60

A= agua com 0,5% acido acético; B = metanol

O HPLC foi acoplado a um espectrdmetro de massas ortogonal Q-TOF
(micrOTOF-Q™, Bruker Daltonics), equipado com fonte de ionizagdo por eletrospray
(ESI). Os parametros de analise foram fornecidos para o modo negativo, com
aquisicao de faixa de massas de 50-1100 m/z: voltagem do capilar de 4,5 kV;
temperatura de gas de secagem 190°C; fluxo de gas de secagem 9,0 mL/min;
pressao de gas de nebulizacdo 2 bar; tempo de transferéncia 70 us; frequéncia de
colisao 150 e 200 Vpp.

Foram realizados experimentos automaticos de fragmentacdo (MS/MS)
ajustando a energia de colisdo da seguinte forma: m/z 100, 25 eV; m/z 500, 30 eV,
m/z 1000, 35 eV, usando N, como gas de colisao.

Os dados de massas obtidos foram processados no software Data Analysis
4.0 (Bruker Daltonics), fornecendo uma lista de possiveis férmulas moleculares dos
ions adquiridos. O editor Generate Molecular Formula™ utilizou o algoritmo CHNO,
o qual permite, entre outros parametros, comparar o padrao isotépico da massa
obtida com da massa esperada (valor de mSigma), o que aumenta a confiabilidade

da proposta de formula molecular.
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Durante o experimento foi realizada uma calibracao interna utilizando bomba
de seringa paralela (Cole Palmer, Vernon Hills) diretamente acoplada a interface,
com solugao para formacao de clusters de acetato de sédio (10 uL de NaOH 1 mol/L
em 990 pL de agualisopropanol 1:1 com 0,1% de acido acético).

Para confirmacao de caracterizacdo foram utilizados os padrdes: quercetina
(Sigma-Aldrich), rutina (Sigma-Aldrich), crisina (Aldrich), acido cafeico (Sigma-
Aldrich), acido clorogénico (Sigma-Aldrich), apigenina (Fluka), kampferida
(Extrasynthése), Iluteolina (Sigma-Aldrich), taxifolina (Fluka), pinocembrina
(Extrasynthése), isoramnetina (Extrasynthése), isosakuranetina (Extrasynthése),

hesperitina (Extrasynthese).
414 Quantificagcao de fendis totais

A quantificacao de fendis totais foi realizada pelo método de Folin—Ciocalteu
segundo Zheng & Wang (2001) com algumas modificagées. Em um eppendorff de
2 mL foram adicionados 10 yL da solugdo do extrato (5 mg/mL), 50 uL do reagente
de Folin-Ciocalteu, 150 puL de uma solugéo de Na,CO; (20% m/v) e 790 pL de agua
milli-Q (Millipore). A mistura, apos agitacédo em vortex, foi deixada em incubagéao por
2h em temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Apés esse periodo, 200 uL da
mistura foi transferido para placa de 96 pogos e a absorvancia medida em
espectrofotdmetro de UV (BioTek) no comprimento de onda de 760 nm. O metanol
foi utilizado como branco e o valor de fendis totais calculados com relagdo a curva
de calibragdo de acido galico (AG), expresso como mg AG/g extrato. As medidas

foram realizadas em triplicata.
415 Ensaios para avaliagao da atividade antioxidante de EX6458

4151 Ensaio de sequestramento do radical DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl)

A capacidade antioxidante de EX6458 foi avaliada in vitro pelo método de
sequestramento do radical DPPH (Brand-Williams et al., 1995). Foi preparada uma
solucao estoque do radical DPPH (Sigma-Aldrich) a 500 umol/L em metanol. Essa
solucao foi posteriormente diluida em metanol a 50 umol/L para realizagao do ensaio
e ambas foram armazenadas a 4°C até o momento de utilizagdo. Em eppendorf
foram adicionados 20 L do extrato em diferentes concentragbes (0,2 a 40 pg/mL) e

980 pL da solugdo de DPPH 50 pmol/L. A mistura foi agitada e deixada em
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incubacao por 1h a temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Depois desse periodo,
200 pL foram transferidos para placa de 96 pocos e a absorvancia medida em
espectrofotdbmetro de UV (BioTek) no comprimento de onda de 516 nm. A solugao
metandlica de DPPH foi utilizada como referéncia. A concentracdo do DPPH
remanescente foi calculada pela curva de calibragdo do DPPH (5-70 pg/mL) e

depois determinada a Clsg para a amostra. As medidas foram feitas em ftriplicata.
4.15.2 Ensaio de capacidade de absorvancia de radicais oxigenados — ORAC

A capacidade de sequestramento de radicais peroxila foi determinada pelo
método ORAC (Oxigen Radical Absorbance Capacity) conforme proposto por Ou e
colaboradores (2001) e modificado por Laporta e colaboradores (2007). Preparou-se
uma solucao de fluoresceina a 56 nmol/L (Sigma-Aldrich) e deixou-se a mesma por,
no minimo, 30 minutos a 37°C antes da utilizagcdo. Preparou-se, também, uma
solugcao do padrao Trolox (analogo da vitamina E — Sigma-Aldrich) a 1 mmol/L em
tampéao fosfato pH 7,4. Foram adicionados 30 uL da solugao do extrato (5 mg/mL) ou
solugdes do padrao Trolox (7 a 95 ymol/L) e 150 pL da solugéo de fluoresceina nos
pocos da microplaca negra. A placa foi incubada dentro do espectrofotémetro de UV
(BioTek) por 15 minutos a 37°C. Nesse periodo foi preparada uma solu¢cao de AAPH
(diidrocloreto de 2,2'-azobis-2-metilpropionamina) na concentragao de 133 mmol/L.
Apds 15 minutos, 30 yL do AAPH foram adicionados aos pocgos e a fluorescéncia
medida a Aso M (excitacao a A4gs M) a cada 1 minuto por 3h. Foi determinado o

equivalente de Trolox por grama do extrato. As medidas foram feitas em triplicata.

4.15.3 Ensaio para determinacao da capacidade antioxidante em equivalente
de Trolox — TEAC

O ensaio TEAC foi realizado conforme descrito por Laporta e colaboradores
(2007). O radical ABTS™ foi preparado pela reacdo do ABTS (sulfonato de 2,2'-
azinobis-3-etilbenzotiazolina) com solugdo 2,45 mmol/L de persulfato de potassio
apo6s 24h de incubacao a temperatura ambiente na auséncia de luz. No momento do
ensaio a absorvancia do ABTS™ foi ajustada para 0,70 + 0,02 no comprimento de
onda de 734 nm com diluicdo em agua. Foi feita uma leitura inicial com 300 uL da
solugéo de ABTS™. Em seguida adicionou-se 30 L das solugdes do padréao Trolox

ou do extrato e foi realizada nova medida ap6s 3 minutos de agitagéo a A734 hm. Foi
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determinado o equivalente de Trolox (mmol) por grama de extrato. As medidas foram

feitas em triplicata.
4.15.4 Ensaio de determinagao do poder redutor de ferro - FRAP

O ensaio FRAP, no inglés Ferric ion Reducing Antioxidant Power, foi
executado de acordo com Benzie & Strain (1996). Preparou-se a mistura dos
reagentes: tampao acetato pH 3,6; cloreto férrico e do complexo de[Fe(lll)-TPTZ],
tripiridiltriazina férrica. Adicionou-se 250 pL dessa mistura de reagentes aos pogos e
a microplaca colocada no espectrofotdmetro de UV (BioTek) por 10 minutos a 37°C.
Em seguida foi feita a leitura de absorvéancia inicial a Asg3 nm e depois adicionou-se
40 L do extrato/branco/solucdo de FeSO,4 (padrao) aos pocos e feita a leitura final.
Determinou-se o equivalente de ferro por grama de extrato. As medidas foram feitas

em triplicata.
416 Ensaios para avaliagao da atividade leishmanicida

4.16.1 Ensaio in vitro com formas amastigotas axénicas de L. (L.)

amazonensis

O ensaio foi realizado pela biéloga Daniela Nabak do LQPN seguindo o
protocolo descrito por Callahan e colaboradores (1997) com algumas modificacdes
conforme descrito no POP LQPN- 16. De forma resumida, as amostras de
promastigotas de L. (L.) amazonensis foram descongeladas e cultivadas em meio
Schneider’'s pH 7,2 a 26°C por 7 dias. A cultura foi entdo centrifugada por 10
minutos a 1000 g, reconstituida em meio pH 6,0 e incubada a 32°C. Apds 9 dias de
cultivo nessas condigbes, cerca de 90% dos parasitas se encontravam na forma
amastigota axénica.

Os ensaios foram realizados em duplicata, utilizando-se placas de 96 pocos.
Em cada pocgo-teste foram adicionados 90 pL de cultura na concentracao de 1x108
parasitos/mL e 10 pyL das solugbes a 200 ug/mL das amostras a serem testadas.
Como controle foram utilizados: a) branco: meio de cultura; b) controle negativo:
meio de cultura + parasitos; c) controle de veiculo: meio de cultura + parasitos + 10
ML DMSO; d) controle positivo: meio de cultura + Anfotericina B (0,2 pg/mL).

As placas foram incubadas por 72 horas a 32°C e ap6s esse periodo 10 uL de
brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium (MTT) a 5 mg/mL foram
adicionados a cada pog¢o. Apds 4 horas de incubacao foram adicionados 100 pL de
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SDS (dodecilsulfato de sédio) 10% em isopropanol 50% e apés 30 minutos a
temperatura ambiente foi feita a medicao da absorbancia no As;0 nm em leitor de
placas (SpectraMax M5 — Molecular Devices) . Os resultados foram expressos como

porcentagem de morte em comparagao com o controle de parasitas nao tratados.

4.16.2 Ensaio in vitro com macréfagos murinos infectados com L. (L.)

amazonensis

Este ensaio foi realizado pela entdo doutoranda Marcele Neves Rocha de
acordo com o procedimento descrito por Pinheiro e colaboradores (2011) com
modificacdes.

Os macrofagos peritoneais foram obtidos de camundongos BALB/C fémeas
de 6 semanas apéds estimulo de 72h com tioglicolato de sodio (3%) via
intraperitoneal. A coleta foi realizada com injecao de 5 mL de meio RPMI 1640
(Sigma) sem soro. O procedimento de obtencdo de macréfagos murinos foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA-FIOCRUZ) segundo a
licenca L-004/08.

A suspensao celular foi recolhida, centrifugada (10 min, 150 g, 4°C) e o
sedimento resuspenso em RPMI com 10% de soro fetal bovino. Os macréfagos
foram contados em camara de Neubauer e sua viabilidade determinada por Azul de
Trypan (1%).

Para o ensaio foram plaqueadas 2 x 10° células/mL em placas de 24 pocgos
contendo laminulas de 13 mm. As células foram incubadas em estufa (37°C, 5%
CO,) por aproximadamente 18 horas para adeséao.

Formas promastigotas oriundas de cultura de L. (L.) amazonensis (2 x 10°
células/mL) foram aplicadas sobre os macréfagos (10:1). Apos 5 h de infecgéo foi
feita a lavagem para retirada dos parasitos livres.

A concentracéo utilizada para cada uma das fragoes testadas foi de 50 ug/mL.
Para avaliar as infeccbes, controles sem a adicdo de drogas foram utilizados
(controle negativo). A anfotericina B (5 upg/mL) foi utilizada como controle positivo.
Apbds 72 h de exposicdo as amostras (37° C, 5% de CO,), as laminulas foram
coletadas e coradas pelo método Panético rapido (Laborclin) e posteriormente
montada com Entellan® (Merck) sobre Iamina de vidro.

As laminas foram analisadas em microscopio 6ptico (Olympus CKX41) na
objetiva 40x para determinacdo do percentual de inibicdo dos parasitos. Nessa
analise foi observada a presenca ou auséncia de parasitos no citoplasma do
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macroéfago, bem como a quantidade dos mesmos. Além disso, foram observadas as
caracteristicas morfologicas das células.

O percentual de inibicao foi calculado ap6s a contagem, com a utilizacdo de
um contador de células, de 100 células que apresentavam morfologia integra. Os
macréfagos que ainda permaneciam infectados apdés o contato com a amostra
testada foram distinguidos dos nao infectados, e assim foi feita a relacdo de
porcentagem de cada laminula.

Essa porcentagem de células infectadas obtida foi utilizada para calcular a
porcentagem de inibicdo em relagcdo ao controle negativo utilizando a féormula
abaixo:

o % de células infectadas no teste
% de inibicdo = - - — x 100
% de células infectadas controle negativo

O valor da concentracao inibitéria de 50% da infeccdo dos macréfagos (Clsg)
foi determinado utilizando o mesmo procedimento descrito acima variando-se a
concentracdo das amostras. As concentracbes testadas foram 50; 25; 12,5; 6,3 e
3,15 pug/mL.

4.16.3 Ensaio in vitro com células THP-1 infectadas com L. (L.) amazonensis

O ensaio de atividade intracelular foi realizado pela entdo pés-doutoranda do
Caryne Margotto Bertollo utilizando células THP-1 de forma semelhante ao
experimento com macréfago murino. As células THP-1 (ATCC® TIB-202) foram
semeadas em placas de 96 pogos contendo laminulas (2 x 10° células/pogo) e
colocadas em incubacao por 72 h com 12-miristato-13-acetato de forbol (50 ng/mL)
para diferenciacdo. Os macréfagos diferenciados foram incubados por 5 h (37°C, 5%
CO,) com 2 x 10° parasitos na forma promastigota (1:10). Apds esse periodo o meio
foi retirado e adicionado meio fresco sem e com amostras nas concentragdes
apropriadas. Apdés 72 h de incubacdo com as amostras (37°C, 5% COy), as
laminulas foram removidas, coradas com Giemsa e o numero de amastigotas em
100 células determinado ((Ogunkolade et al., 1990; Gebre-Hiwot et al, 1992; Mehta
et al, 2010; Siqueira-Neto et al, 2010).

4.16.4 Ensaio de toxicidade para macrofagos

Para o ensaio de toxicidade foi utilizado macrofagos diferenciados a partir de
células THP-1 (conforme descrito acima). Foram colocados 2 x 10° macréfagos por

poco em placas de 96 pocos. Adicionou-se a amostra (CH41-7, 1 mg/mL to 0,32
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pMg/mL) e controles e deixou-se em incubacao por 72h a 37°C, 5% CO,. Depois
desse periodo o meio foi removido e adicionado 200 pL de meio contendo 10% de
AlamarBlue® a cada poco. Foi realizada nova incubacéao por 5 h e a absorvéancia
medida em leitor de microplaca (SpectraMax M5, Molecular Devices) nos
comprimentos de onde de 570 e 600 nm. A viabilidade celular foi calculada de

acordo com as instru¢des do fabricante do software.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato de B. platypoda foi selecionado para o fracionamento quimico por
ser capaz de eliminar Leishmania (L) amazonensis dentro de macréfagos murinos
sem, contudo, causar danos a estes (Moreira et al., 2014). A planta foi recoletada e
seu extrato etandlico (EX6458) foi testado no ensaio com formas amastigotas
axénicas do parasito sendo capaz de inibir em 62% a proliferagcdo destes. Uma
pesquisa em bancos de dados (SciFinder, Napralert) demonstrou que nao havia
relato da atividade leishmanicida para esta espécie vegetal. Assim, decidiu-se pela

sua investigacao quimica.
51 Prospecc¢ao fitoquimica

Na prospeccéo fitoquimica do extrato foi detectada presenca de cumarinas,
flavonoides e terpenoides e nao foi detectada a presenca de alcaloides. De acordo
com Verdi e colaboradores (2005) os metabdlitos que mais se destacam na familia
Asteraceae sao os flavonoides. Grecco e colaboradores (2012) destacam também a
presenca de terpenoides e outros fendlicos com atividade antiparasitaria no género

Baccharis, o maior género da familia Asteraceae.
5.2 Fracionamento EX6458 por HSCCC

A cromatografia em contracorrente (CCC) comecgou sua histéria moderna com
Ito em 1966 e se refere ao processo cromatografico que nao utiliza um suporte
sélido como fase estacionaria e sim um sistema de particao liquido/liquido como
fases estacionaria e mével, usando a forgca centrifuga ou gravitacional para arraste
das substancias, que migram diferencialmente devido as diferencas de coeficiente
de particdo. Durante as ultimas décadas a cromatografia de contracorrente em alta
velocidade (HSCCC em inglés) tem sido aplicada em separacbdes analiticas e
preparativas de uma grande variedade de compostos organicos e inorganicos
(Yanagida et al., 2007).

O equipamento de HSCCC (FIGURA 24) tradicional que usa trés bobinas de
tubos PTFE com movimento planetario do tipo J (as bobinas se movem ao redor do
eixo central da centrifuga — translagcao e, simultaneamente, se movem ao redor de
seu proprio eixo em uma dada velocidade angular constante — rotacao) é aplicado a
separacdo desde compostos hidrofébicos até substancias hidrofilicas, exceto
substancias de elevada polaridade como proteinas e polissacarideos. O HSCCC
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apresenta elevada eficiéncia de particado e retengdo maior com o uso de sistemas

bifasicos de baixa e média polaridade (Weisz & Ito, 2011).

Type-J Synchronous Planetary Motion

mrdbtayer col

FIGURA 24 — Fotografia da parte interna de um HSCCC modelo tradicional
(esquerda) e esquema dos movimentos de translagcao e rotacao (direita). Fonte: Ito,
2005 e Yanagida et al., 2007.

O fracionamento inicial do extrato EX6458 foi realizado utilizando-se HSCCC.
Entre as vantagens dessa técnica estao: 1) a capacidade de injecado de grandes
quantidades de amostra complexas como extratos brutos de plantas; 2) a menor
perda de material de partida, pois ndo ha interacbes irreversiveis dos analitos na
fase estacionaria; 3) recuperacdo total dos analitos pela extrusao da fase
estacionaria do sistema de colunas (Chen & Sutherland, 2006).

A selecao do sistema bifasico de solventes para a HSCCC é tao importante
para a separacao das substancias, quanto a escolha da coluna e eluente na
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), correspondendo a 90% do trabalho
do HSCCC. O critério mais importante € a definicdo da polaridade da amostra e a
escolha de um sistema no qual ela seja completamente soluvel e estavel. Além
disso, o sistema deve apresentar separacao de fases de forma equitativa levar a boa
particdo dos componentes da mistura pelas duas fases e boa retencédo destes pela
fase escolhida como fase estacionaria (Foucault & Chevolot, 1998; Ito, 2005).

A avaliagdo da razao de distribuicdo das amostras pelas duas fases pode ser
determinada qualitativamente pelo perfil cromatografico das duas fases em
cromatografia de camada delgada (CCD). Desta forma, quando o perfil das duas
fases € semelhante (numero de bandas e fator de retencéo), pode-se selecionar a
mistura para utilizagdo. Outros critérios importantes para serem verificados € o
tempo necessario para a separagao das fases (ndo pode ser observada emulséo) e

a solubilidade da amostra na mistura (lto, 2005).
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Foram testadas 14 combinagdes de solventes para escolha do sistema para
fracionamento de EX6458, que estao listadas abaixo.

e acetato de etila: butanol: agua (4:2:4)

e acetato de etila: butanol: agua (5:2,5:2,5)

e acetato de etila: metanol: acetona: agua (5:1:0,5:5)

e acetato de etila: metanol: agua (5:1,5:5)

e cloroférmio: acetato de etila: metanol: agua (1,5:5:1,5:5)

e cloroférmio: butanol: Metanol: agua (10:1:10:6)

e cloroférmio: metanol: agua (4:3:2)

e cloroférmio: metanol: agua (3,3:4:2,7)

e cloroférmio: metanol: butanol: agua (7:6:3:4)

e hexano: acetato de etila: metanol: agua (2:3:3,5:1,5)

e hexano: cloroférmio: metanol: agua (1:5:5:2)

e hexano: Cloroférmio: metanol: agua (2:5:5:2)

e hexano: cloroférmio: metanol: agua (3:5:5:2)

¢ hexano: acetato de etila: metanol: agua (1:1:1:1)

¢ hexano: acetato de etila: metanol: agua (2:3:2,5:2,5)

e hexano: acetato de etila: metanol: agua (1,5:3,5:2,5:2,5)

O sistema bifasico que melhor atendeu as exigéncias descritas acima foi a
mistura hexano: acetato de etila: metanol: agua na propor¢ao 2:3:2,5:2,5. Depois de
preparada a mistura e separada as fases, a coluna foi preenchida com a fase
superior (menos polar), que foi obtida em menor quantidade, de forma que foi feita a
separagao nos moldes da fase reversa, as substancias mais polares saindo no inicio
do fracionamento e as menos polares na extrusdo das colunas.

Foram obtidas 241 fragdes no fracionamento, que depois de comparadas por
CCD foram agrupadas em 21 fragées denominadas CH20. A FIGURA 25 mostra
fotografias das placas de CCD das fragdes finais.

Dos 1,8 g que foram efetivamente submetidos ao fracionamento em HSCCC
foi recuperado 1,5 g (83%), sendo os 17% perdidos atribuidos ao gotejamento fora
do tubo de ensaio durante a coleta automatizada e a perda de amostra durante a
lavagem dos frascos no agrupamento das fragdes.

Aliquotas das fragées foram encaminhadas para realizacdo dos ensaios com
formas amastigotas axénicas e amastigotas intracelulares de L. (L.) amazonensis
para biomonitoramento (TABELA 4).
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FIGURA 25 — Fotografias das placas de CCD mostrando as fragcbes CH20 reveladas
com vanilina/H,SO4 (acima) e NP/PEG sob luz UV em (1355 nm (abaixo). Com o
revelador NP/PEG as fragbes 1, 10, 14-16 e 18-21 nao apresentaram fluorescéncia.

5.3 Atividade leishamanicida das fragoes CH20

As formas amastigotas do parasito sdo as formas presentes no mamifero
hospedeiro e as responsaveis pela manutencdo da infeccdo. Por essa razdo a
atividade anti-amastigota foi avaliada para o extrato e fragdes obtidas por HSCCC.

As formas amastigotas axénicas mimetizam as formas descritas
anteriormente com a vantagem de no ensaio a leitura do resultado nao depender de
observacdo e contagem de parasitos em dezenas de campos ao microscopio. A
leitura do resultado € feita de forma automatizada sendo por isso operacionalmente
mais facil de ser utilizado na triagem inicial de um grande niumero de amostras, além
de testar uma forma mais prdéxima presente no hospedeiro vertebrado do que
aqueles ensaios que utilizam as formas promastigotas do parasita, ou seja, as
formas encontradas nos vetores. Entretanto, a similaridade com a forma amastigota
intracelular é questionavel e modelos empregando macrofagos infectados € de

grande importancia no processo de obtencao de novos hits, ou seja, ha obtencao de
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alvos para novas e mais aprofundadas investigacdes de mecanismo de acéo e
comprovacao de atividade (Sereno et al., 2007; Freitas-Junior et al., 2012).

A espécie L. (L.) amazonensis € agente etioldgico da leishmaniose cutanea e
da leishmaniose cutanea difusa, sendo frequentemente associado a resisténcia
contra os medicamentos convencionais. Essa espécie € muito adequada para testes
in vitro e in vivo devido a facil manutencéo da cepa em laboratério e por ser um
modelo efetivo em camundongos, por isso, tem sido utilizada com frequéncia em
estudos de determinacdo de atividade leishmanicida de produtos derivados de
plantas (Pinheiro et al., 2011).

No ensaio com formas amastigotas axénicas de L. (L) amazonensis, além do
extrato bruto EX6458, seis fracbes (CH20-11 a CH20-16) tiveram atividade igual ou
superior a Anfotericina B, a qual apresentou 86% de morte dos parasitos. Essas
fracdes foram obtidas no HSCCC apdés bombeamento de mais de 850 mL de fase
movel, ou seja, apdés um volume de coluna, indicando uma interagao maior com a
fase estacionaria menos polar que foi utilizada. As fragdes iniciais, mais polares,
também tiveram atividade leishmanicida, embora menor que o controle. Ja as
fracdes finais, menos polares e que ficaram retidas na coluna, foram inativas. Desta
forma, pode-se concluir que a substancias ativas sdo de média polaridade e,
provavelmente, ndo séo glicosiladas.

As fracbes CH20 também foram avaliadas no ensaio com macrofagos
murinos infectados. A triagem de substancias em formas amastigotas intracelulares
de Leishmania spp. tem sido usada como modelo classico por muitos anos. Apesar
de esse método ser laborioso e ndo permitir automatizagcéo, a contagem direta dos
parasitos permite a determinacao do percentual de células infectadas e o numero de
parasitos por célula (Pinheiro et al., 2011).

Das 21 fragdes CH20, onze tiveram reducdo da infecgdo maior que 80% e
destas, apenas cinco nao apresentaram lise dos macrofagos (ou apresentaram
pequena alteracdo morfolégica). Esse resultado caracterizou uma pequena
toxicidade dessas cinco fragdes, para as quais a concentracdo de reducao da
infeccdo em 50% (Clsp) foi determinada (TABELA 5). Foi possivel perceber, também,
que as fragbes menos polares provocaram elevada lise de macréfagos, indicando

elevada toxicidade.
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TABELA 4 — Atividade leishmanicida das fragcbes CH20 obtidas por HSCCC.

o Mei: - - - ;
Massa % Atividade leishmanicida em L. (L.) amazonensis

Amostra (mg) Modelo axénico’ Modelo intracelular?
(20 ug/mL) (50 ug/mL)

CH20-1 1,94 64 18,5*
CH20-2 496,57 50 4,5
CH20-3 61,10 63 7,0
CH20-4 23,01 62 9,0
CH20-5 15,68 62 8,0
CH20-6 12,66 59 7,5
CH20-7 11,26 46 54,0
CH20-8 14,93 46 100,0
CH20-9 46,64 77 18,0
CH20-10 6,54 74 10,0*
CH20-11 20,54 94 100
CH20-12 4,73 89 42,0*
CH20-13 31,04 91 87,0
CH20-14 16,47 85 ND
CH20-15 5,62 94 ND
CH20-16 9,89 91 ND
CH20-17 23,58 62 ND
CH20-18 27,36 63 100,0
CH20-19 43,13 15 ND
CH20-20 13,92 18 ND
CH20-21 553,51 5 ND
EX6458 - 86 13
Anfotericina B - 86** 99**

'percentual de morte; percentual de redugao da infecgao; * amostras testadas na
concentragao de 20 pyg/mL; **0,2 e 5 yg/mL no ensaio axénico e intracelular,

respectivamente; ND amostras toxicas para os macréfagos.
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TABELA 5- Valor de percentual de reducdo de 50% da infeccdo (Clsg) para as
fracbes CH20 que foram ativas na triagem intracelular e que ndo apresentaram

alteracdo morfologica dos macréfagos murinos.

Amostra* Clso (pg/mL)
CH20-7 23,80
CH20-8 16,30
CH20-11 26,17
CH20-13 26,61
CH20-18 17,31
Anfotericina B** <0,03

*20 upg/mL; ** 5 pug/mL; Valores de Clsy obtidos pelo programa
Microcal Origin® 5.0

Apenas as fracbes CH20-11 e CH20-13 foram ativas nos dois ensaios
(atividade superior a 80%) e nao aprensentaram toxicidade para os macréfagos,
indicando que essas substancias sao capazes de atravessar a membrana biologica
para agir no parasita. As divergéncias entre os resultados se deve a diferenca entre
os modelos. O ensaio com amastigotas axénicas € um bom direcionador do
processo de fracionamento, visando o isolamento de substancias leishmanicidas.
Entretanto, as substancias isoladas por esse modelo podem nao atravessar a
membrana celular e, consequentemente n&o agir no parasito, ou podem ser
degradadas pelas condi¢bes intracelulares, inativando-se. Dessa forma, a atividade
deixa de ser detectada em modelos mais semelhantes ao real. Por outro lado,
algumas substancias podem ser ativadas de alguma forma pelas condi¢cdes do meio
onde o parasito se encontra, mostrando-se mais ativas no modelo intracelular.

Foram, portanto, selecionadas para refracionamento as fracbes CH20-7,
CH20-8, CH20-11, CH20-13 e CH20-18. A fragdo CH20-7, embora tenha
apresentado uma atividade moderada no ensaio com amastigota intracelular, foi
selecionada para refracionamento devido a diminuicdo da parasitemia por

macréfago, além de néo causar alteragdes morfolégicas nessas células.
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5.4 Refracionamento das fragcoes CH20 leishmanicidas e nao téxicas para

macroéfagos murinos.

As fracbes CH20 ativas foram analisadas por HPLC em fase reversa para
determinacao do perfil cromatografico.

Depois de otimizado o sistema de eluicao, foi realizado o fracionamento de
CH20-7 em cromatoégrafo analitico devido a pequena quantidade de amostra obtida
depois do preparo das solu¢des para ensaio biolégico. Foram realizadas duas
injecbes de 3 mg, mas o perfil obtido com a amostra concentrada foi diferente do
perfil na determinacdo do método de eluicdo e, além disso, cerca de 50% da
amostra ficou retida na coluna. As fragcées obtidas nesse refracionamento tiveram
massa insuficiente para realizagdo de ensaio biolégico, de forma que maior massa
da fracao CH20-7 devera ser obtida para isolamento das substancias presentes e
identificacdo daquelas que sao ativas.

A fragdo CH20-8 foi refracionada em HPLC semi-preparativa (FIGURA 26),
resultando em nove fracdes, denominadas CH41 que foram avaliadas
biologicamente (TABELA 6).

TABELA 6 — Atividade leishmanicida das fragbes CH41 no ensaio com L. (L.)

amazonensis na forma amastigota intracelular.

Massa % Reducao da infeccao (50 pg/mL)

Amostra . .
(mg) Experimento 1 Experimento 2

CH41-1 1,30 -417 5,26
CH41-2 1,73 10,42 16,67
CH41-3 3,24 20,83 6,14
CH41-4 3,64 13,89 12,28
CH41-5 1,13 23,61 33,33
CH41-6 4,77 1,39 21,05
CH41-7 3,29 75,00 69,30
CH41-8 3,05 70,14 60,53
CH41-9 9,15 19,44 20,18
Anfotericina B* - 100,00 100,00
* 5 pg/mL

As fracdes CH41-7 e CH41-8 apresentaram atividade leishmanicida. A

visualizagdo de um unico pico na CLAE e uma mancha em CCD indicaram que a
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fracdo CH41-7 estava pura. Os dados espectrais da substancia foram obtidos e sera

discutido a seguir na se¢ao 5.4.
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FIGURA 26 - Cromatograma do fracionamento em CLAE de CH20-08. Condig¢ées de
analise: 10-100% MeOH/ H,O com 0,1% acido féormico de 0-40 min + 100% MeOH
com 0,1% acido formico de 40-60 min.

A fracdo CH20-11 também foi refracionada em HPLC semi-preparativa,
resultando em dezesseis fragdes, denominadas CH111, que foram enviadas para
ensaio com formas amastigotas axénicas. Na solubilizagcido da amostra em ACN/H,0
(9:1) ocorreu a formacao de um precipitado marrom que também foi enviado para
ensaio bioldégico. A massa das fragdes obtidas nao foi suficiente para obtencao de
dados espectrais de RMN e, apo6s avaliacao de qual fracao é ativa, sera obtido o
espectro de massas para tentativa de desreplicacdo e posterior obtencdo de maior
quantidade da substancia caso seja uma substancia nova.

As fragbes CH20-13 e 18 ainda n&o foram refracionadas.
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55 Elucidagao estrutural de CH41-7 e avaliacao de sua atividade

leishmanicida

Os dados de espectrometria de massas com ionizagcado por eletrospray e
analisador de tempo de voo (ESI-TOF-MS) foram obtidos para a substancia isolada
em HPLC preparativo e denominada CH41-7. Esse equipamento tem sensibilidade
elevada, permitindo a determinagdao da massa exata da substédncia. No modo
negativo (FIGURA 27) foi observado o anion [M+HCO;]" no m/z 367.2490, com
100% de intensidade (massa calculada pelo Software de 367.2485; 100%),
fornecendo a distribuicao isotépica de *C e 'C de 23 e 2%, respectivamente,
conforme previsdo calculada pelo software. No modo positivo (FIGURA 28) foi
observado o cation [M+Na]" no m/z 345.2391, com 100% de intensidade (calculado
345.2406; 100%) e distribuicao isotdpica *C e '“C de 21 e 3%, respectivamente,
valor proximo ao previsto pelo software. A analise desses dados permitiu a proposta
da formula molecular C,0H3405 para a substancia isolada (massa molar de 322.2508
g/mol). A analise da composicao atdbmica permitiu deduzir que a soma das
insaturacdes (¢) causadas pela presenca de duplas ligacbes e anéis era de quatro.
Além disso, no espectro de massas no modo positivo foi observado a perda de uma
molécula de H,0, observando-se o céation [M-H,O+H]" no m/z 305.2474. Foi feita a
selecao desse ion e o bombardeamento com hélio (CID 15 eV) e observou-se a
perda de mais duas moléculas de agua (m/z 287.2367 e m/z 269.2262). Desta
forma, conclui-se que deveria se tratar de um diterpeno triidroxilado.

A analise dos dados de RMN de C e do sub-espectro DEPT confirmou a
presence de 20 atomos de carbonos: quarto metilas; sete metilenos — dois deles
hidroxilados (C-15 em & 57.6 e C-17 em & 61.4); cinco metinos — sendo dois
olefinicos (C-3 em & 120.9 e C-14 em 6124.8) e um hidroxilado (C-6 em & 73.8); e
quatro carbonos quartenarios — sendo dois olefinicos (C-4 em 6 144.5 e C-13 em
136.4. Esses dados mostraram que duas duplas ligacbes estavam presentes em
CH41-7. Como o grau de insaturagao (¢) determinado pela formula molecular era 4,

foi possivel deduzir que o diterpeno era formado por dois anéis.
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FIGURA 27 - Espectro de massas de CH41-7 obtido por ESI-TOF com infusao direta
no modo negativo e 7.0 eV de energia de colisao.
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FIGURA 28 - Espectro de massas de CH41-7 obtido por ESI-TOF com infusao direta
no modo positivo e 7.0 eV de energia de coliséo.
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Os sinais observados no espectro de RMN de *C em & 120.9 e 144.5 s&o
tipicos de duplas ligagdes endociclicas de diterpenos do tipo clerodano, os quais
foram assinalados como C-3 e C-4 (Martinez et al., 2005). A presengca de
ressonancia na faixa de 15-20 ppm para o carbono da metila C-19 é tipicamente
observada em clerodanos com fusao trans dos anéis (Cifuente et al., 2002). Esses
dados estdo de acordo com o esqueleto de diterpenos do tipo clerodano (FIGURA

29) descritos por Lu e colaboradores (1993) e Nagashima e colaboradores (2000).

FIGURA 29 — Esqueleto de clerodanos semelhantes a CH41-7 (A e B descritos por
Nagashima et al., 2000; C descrito por Lu et al., 1993).

O espectro de RMN de 'H mostrou a ressonancia de quatro metilas
(simpletos) em & 1.57 (H-16), 1.76 (H-18), 0.93 (H-19) e 0.66 (H-20); e dois sinais de
hidrogénios olefinicos em & 5.10 (H-3) e 5.24 (H1-4). No mapa de contornos COSY
os hidrogénios metilénicos do alcool secundario (H-15) aparecem como um dupleto
em o6 3.91 acoplado ao préton olefinico em & 5.24 (H-14). Esses dados, juntamente
com a ressonancia em 61.57 para a metila (H-16), sdo compativeis com o sistema
—C(Me)=CH-CH,OH como cadeia lateral ligada ao C-9 do anel clerodanico (Hassan
et al., 1982; Jakupovic et al, 1990; Yang et al., 2004).

As correlagdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC, bem
como os dados de RMN de '*C e 'H estao listados na TABELA 7. Os deslocamentos
quimicos e constantes de acoplamento para H-15 e H-16 estdo em concordancia
com os valores relatados para diterpenos clerodanos isolados de espécies do
género Baccharis (Jakupovic et al.,, 1990; Martinez et al., 2005). Além disso, o
deslocamento quimico de H-16 (& 1.57) indica configuragcdo E para a ligacao dupla
formada entre C-13 e C-14 (Yang et al., 2004).

A esteroquimica relativa de CH41-7 foi deduzida pela analise do espectro de
NOESY (FIGURA 31). As correlagbes observadas entre H-10/H-1 e H-10/H-8 séo

consistentes com dois anéis de seis carbonos fundidos em configuragcao frans,
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conforme é observado na conformacgao cadeira torcida e cadeira de diterpenos tipo
clerodano descritos na literatura (Lu et al., 1993).

A partir da analise desses resultados e de busca bibliografica foi possivel
propor uma nova estrutura quimica para o clerodano isolado, cujo nhome IUPAC é
(1R,3R,4R,8aR)-3-(hidroximetil)-4-[(3E)-5-hidroxi-3-metilpent-3-en-1-il]-4,8,8a-
trimetil-1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahidronaftalen-1-ol, e que foi denominado platypodiol
(FIGURA 30). Esse diterpeno difere de outros clerodanos similares pela presenca de
trés grupos hidroxila, os quais estao ligados em C-6, C-15 e C-17 (Moreira et al.,
2014).

FIGURA 30 — Estrutura quimica do clerodano isolado — platypodiol.

¢

FIGURA 31 — Correlagbes observadas no NOESY para o platypodiol (Moreira et al.,
2014).

70



Resultados e Discussao

TABELA 7 — Dados espectrais de RMN de 'H e *C NMR da substancia CH41-7 em
DMSO-ds (500 MHz para RMN de 'H e 125 MHz para RMN de "*C , & in ppm, J in

Hz).

Posicao &C, tipo SH HMBC COSY
1 16.9 CH,  AA.44 (m 1H) H-2B
B:1,49 (m, 1H) H-2A
2 262, CH,  B:1.92 (m, 1H)
A:1.97 (m, 1H) H-3
3 1209,CH 510 (br. s, 1H) H-18 H-2, H-18
4 1445, C H-18, H-19
5 433,C H-18, H-19
6 73.8, CH 3.27 (m, 1H) H-19 H-7A
7 36.3,CH,  A:1.34 (m, 1H) H-20 H-6
B:1.43 (m, 1H)
8 42.1, CH 1.52 (m, 1H) H-20
9 37.1,C H-10,
10 45.3, CH 124 (br. s, 1H) H-19, H-20  H-1A
11 324 CH,  A1.28(d,J=125, 1H) H-12A
B: 1.85 (m, 1H)
12 320 CH,  B:167(td, J=125650, 1H) H-16
A: 1.89 (m, 1H) H-11A
13 1364, C H15, H-16
14 1248, CH 524 (dd, J=6.5, 1H) H-15, H-16  H-15
15 57.6,CH,  3.91(d J=6.5,2H) H-14
16 162,CH3 157 (s, 3H) H-14
17 614, CH2 A 3.03(dd,J=9.8¢95, 1H) H-8
B: 3.57 (dd, J=9.8 e 3.5, 1H) A
18 225 CH3  1.76 (br. s, 3H) H-3
19 152 CH3  0.93(s, 3H) H-10
20 187,CHy,  0.66 (s, 3H)
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Diterpenos sdo uma classe de terpenos muito comuns em espécies de
Asteraceae que apresentam uma grande variedade estrutural e de atividades
biolégicas. No género Baccharis sao, juntamente com os flavonoides, comumente
encontrados, especialmente os dos tipos clerodano, labdano e kaurano. Esses
diterpenos sao considerados por alguns autores possiveis marcadores quimicos de
espécies desse género botanico (Jakupovic et al., 1990; Cifuente et al., 2002; Lu et
al., 2003; Vasconcelos Ribeiro et al., 2013).

Diterpenos do tipo clerodano sao uma classe de substancias bicliclicas com o
esqueleto basico mostrado na FIGURA 32, o qual é formado biogeneticamente pelo
rearranjo do esqueleto do cation labdanodienila produzido pela ciclizagdo do
geranilgeranil-pirofosfato (FIGURA 33) (Tokoroyama et al., 1988; Akhila et al., 1991).

A/B pode ser cis ou trans

FIGURA 32 — Esqueleto basico de um clerodano.

O platypodiol havia sido testado no ensaio com amastigotas intracelulares
usando macréfagos murinos e mostrado média de 72% de reducgao da infecgdo na
concentragéo de 50 pyg/mL. Em seguida foi verificada a toxicidade dessa substancia
para os macréfagos e determinada a 1Csg para a atividade leishmanicida relatada.

A determinacao da Clsg foi feita utilizando a linhagem celular humana THP-1,
que é uma linhagem derivada de células de leucemia monolitica que pode se
diferenciar em células de fenétipo caracteristico de macréfagos maduros (Tsuchiya
et al., 1982). Estudos vem demonstrando que células THP-1 podem ser utilizadas
como modelo para ensaios de triagem in vifro em busca de substancias
leishmanicidas em substituicdo ao uso de macréfagos peritoneais (Ogunkolade et
al., 1990; Gebre-Hiwot et al., 1992; Mehta et al., 2010; Siqueira-Neto et al., 2012).

O diterpeno mostrou uma moderada atividade leishmanicida para amastigotas
intracelulares na concentracéo de 0,62 mM (75% de reducao da infeccdo) e nao

apresentou toxicidade aparente para a linhagem de células humanas (THP-1) na
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concentracao de 3,1 mM, nao sendo possivel determinar a Clsy devido a falta de

solubilidade da amostra nas condi¢gdes de teste e quantidade de amostra disponivel.

FIGURA 33 — Biossintese de clerodanos a partir do cation de geranilgeranil
pirofosfato (8) e diferenciacao de configuracdo da juncao dos anéis (fonte: Akhila et
al., 1991).

5.6 Fracionamento de EX6458 por cromatografia liquida de média pressao
(CLMP)

Com a finalidade de se obter maior massa das fragcdes ativas e,
consequentemente, maior massa das substancias ativas, foi realizado o
fracionamento de EX6458 em CLMP, o que permitira uma investigacdo mais
detalhada da atividade exercida por essas substancias.

Foram obtidas 903 fracées no fracionamento, que depois de analisadas por
CCD foram agrupadas em 34 fracbes denominadas CHS56. O total de massa
recuperado foi de 4,0 g (67%), ou seja, houve grande perda de material de partida
por adsor¢cao na coluna e transferéncia de matéria no agrupamento. Aliquotas
dessas fracbes foram enviadas para realizacado de ensaio com formas amastigotas

axénicas e o resultado do ensaio encontra-se disponivel na TABELA 8.
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TABELA 8 — Atividade leishmanicida para L. (L.) amazonensis no modelo axénico

Amostra Massa (mg) % Atividade (20 pg/mL)
CH56-1 531,1 77
CH56-2 86,2 53
CH56-3 14,1 43
CH56-4 221 81
CH56-5 58,3 35
CH56-6 35,8 80
CH56-7 689,1 74
CH56-8 62,0 80
CH56-9 93,2 60
CH56-10 44 4 74
CH56-11 104,6 44
CH56-12 63,8 70
CH56-13 31,7 61
CH56-14 51,5 42
CH56-15 83,3 75
CH56-16 19,8 72
CH56-17 59,5 36
CH56-18 14,0 73
CH56-19 90,6 61
CH56-20 82,7 62
CH56-21 46,0 61
CH56-22 59,8 75
CH56-23 135,8 62
CH56-24 149,9 32
CH56-25 407,5 56
CH56-26 1941 19
CH56-27 36,7 53
CH56-28 31,7 37
CH56-29 165,6 47
CH56-30 128,6 51
CH56-31 21,8 15
CH56-32 60,8 28
CH56-33 62,8 68
CH56-34 181,1 24
EX6458 - 80
Anfotericina B* - 81
*0,2 pg/mL

A partir da analise desses dados, verificou-se que das 34 fracdes, trés

apresentaram atividade igual ou superior a 80% (CH56-4, 6 e 8). Essas fragdes
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serdo comparadas com as aliquotas de CH20 ativas e refracionadas por HPLC em
escala semi-preparativa para isolamento das substancias ativas. Previamente serao
analisadas por HPLC-ESI-TOF-MS para analise dos dados e tentativa de
caracterizacao dos constituintes ainda na mistura do extrato. Outras oito fracdes
apresentaram atividade superior ou igual a 70% e também serao refracionadas para

isolamento dos produtos naturais bioativos.

5.7 Caracterizagcao de compostos fendlicos de EX6458 por HPLC-ESI-Q-
TOF-MS/MS

A cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa acoplada a
deteccdo por espectrometria de massas € uma das técnicas analiticas mais
importantes usada na analise de compostos fendlicos. A ionizagédo por eletrospray
(ESI) € uma técnica que permite a formacao de ions em meio liquido a pressao
atmosférica (API) e a transferéncia destes para o meio gasoso. Sua utilizagado como
interface desse acoplamento € uma ferramenta poderosa devido a aplicabilidade em
uma ampla faixa de polaridade de amostra. Além disso, espectrémetros hibridos
com analisadores por quadrupolo e tempo de voo (Q-TOF) fornecem exatidao na
determinacao das massas dos ions e medidas do padrao isotépico. O quadrupolo
opera como guia dos ions e permite a selecdo do ion desejado funcionando como
uma camara para posterior fragmentagdo no modo MS/MS, enquanto o TOF analisa
com alta resolugdo os ions formados, fatores importantes na determinacdo da
férmula molecular das substancias (Verardo et al., 2010; Gu et al., 2012).

Um método de HPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS de elevada sensibilidade foi
desenvolvido para a caracterizagdo dos compostos fenoélicos presentes no extrato
etanolico de B. platypoda. A FIGURA 34 mostra o cromatograma de EX6458 obtido
com deteccao do pico base no modo negativo pelo espectrémetro de massas. A
deteccdo no modo negativo fornece elevada sensibilidade e resulta em menor
fragmentacdo em comparagdo ao modo positivo, facilitando a determinagéo da
massa molecular da substancia, principalmente se estiver em pequena quantidade
na amostra (Abad-Garcia et al., 2012).

Os elementos quimicos usados na analise da férmula molecular foram C, H,
N, O, ja que sado os principais elementos encontrados nos produtos naturais. Além
disso, o elevado grau de separacao e exatiddo na medida das massas dos ions
produzidos pelo analisador Q-TOF e o perfil de fragmentacéo obtido com a colisao
sao fatores essenciais no processo de caracterizacao das substancias (Konishi et
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al., 2007). A partir dos dados gerados foi possivel obter a férmula molecular das
substancias, bem como fragmentos das mesmas, dados que foram utilizados no
processo de caracterizagcdo ap6s comparagcao com perfis de substancias descritas
em banco de dados de massas (MassBank, MetFrag, METLIN) e nas informacgdes
da literatura.

A busca bibliografica por uma dada massa molecular resulta em uma lista de
férmulas moleculares com massas que se aproximam da massa medida (desvio).
Deve-se ter cuidado para que nao seja escolhida da listagem uma formula molecular
que seja de um falso-positivo. Esse equivoco € minimizado utilizando-se os dados
de fragmentacdo (MS/MS), o qual fornece dados estruturais (fingerprint) muito
importantes no processo de caracterizagdo dos produtos naturais. Outro fator a ser
ressaltado € que esse fingerprint obtido por LC-MS/MS é dependente do tipo de
espectrometro, do modo de ionizagdo, energia de colisdo, etc. Além disso,
informacdes botanicas sdo muito uteis na classificacdo das substancias e na
reducao dos equivocos (Konishi et al., 2007).

Os dados obtidos na analise no modo negativo e a caracterizagao dos picos
cromatograficos estdo descritos na TABELA 9. A partir desses dados foi possivel
verificar que os flavonoides sdo a classe majoritaria de fendlicos no extrato de B.
platypoda, o que esta de acordo com o descrito na literatura (Aboy et al., 2012,
Grecco et al., 2010b). Os derivados dos acidos hidroxicinamico e benzoico também
sdo fendlicos encontrados em abundancia (Jaiswal et al., 2011a). Os pequenos
valores de mSigma (analise isotopica) obtidos para a maioria dos compostos, bem
como os pequenos desvios de exatiddo de massas (ppm), mostram a adequagao do

método a sua finalidade.
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FIGURA 34 — Cromatograma de EX6458 obtido por HPLC-ESI-Q-TOF-MS, modo negativo, com deteccao do pico base. No eixo Y
€ mostrada a intensidade dos ions e no eixo X o tempo em minutos.
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TABELA 9 — Compostos fendlicos detectados e caracterizados no extrato etandlico de folhas de Baccharis platypoda por HPLC-ESI-

QTOF-MS/MS no modo de ionizagao negativo.

TR m/z Formula m/z Erro mSigm MS/MS
. . . o Al .
Pico (n;m expe:lment molecular calculado (ppPM) a rnrta)ngmentos (% Substancia proposta

1 3.6 533.1727 C19H34017 533.1723 -0.7 13.30  341.1072 (28) Indeterminada
191.0565 (100)

2 12.3 353.0871 C16H1809 353.0878 2.1 5.03 191.0571 (100) Acido neoclorogénico
179.0355 (71.3)
135.0451 (28.6)

3 14.3 475.1439 C20H28013 475.1457 3.8 2.35 281.0670 (8.9) Indeterminada
179.0370 (12.2)
161.0273 (82.6)

4 14.8 353.0875 C16H1809 353.0878 0.8 9.14 191.0568 (100) Acido clorogénico*
161.0259 (2)

5 15.2 325.0926 C15H180s 325.0929 1.0 5.90 119.0498 (100) Coumaroil hexosideo
163.0403 (22.3) isdmero 1

6 15.4 353.0872 C16H1809 353.0878 1.8 12.97  191.0568 (99.9) Acido
179.0459 (80.8) criptoclorogénico
173.0459 (100)
135.0451 (42.9)

7 15.7 339.0713 C15H1609 339.0722 26 30.67  179.0360 (92.8) Cafeoil-glucono
161.0253 (100) lactona
135.0452 (70.7)
147.0296 (23.9)

8 16.6 459.1509 C20H25012 459.1508 -0.2 15.17  281.0648 (8.3) Indeterminada

161.0255 (86)
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473.1120 (37.7)
443.1018 (39.2)
383.0804 (55)

TR m/z Formula m/z Erro mSigm MS/MS
Pico (min experiment 9 Fragmentos (% Substancia proposta
al molecular calculado (ppm) a int)
Tabeta${Comntinuacdo)

9 16.9 401.1448 C18H26010 401.1453 1.3 9.06 269.1020 (100) Indeterminada
201.0390 (46)
191.0592 (68.7)
161.0426 (90.1)
113.0247 (28.6)

10 171 179.0352 CoHgO4 179.0350 -1.0 4.99 135.0452 (100) Acido caféico*

11 17.7 593.1537 C27H30015 593.1512 -4.3 15.46  503.1230 (18) Apigenina-6,8-
473.1132 (57.2) diglicosideo
383.0806 (21.7)
353.0714 (36)

12 18.6 371.0974 C16H20010 371.0984 2.5 10.39  249.0627 (76.5) Indeterminada
121.0296 (100)

13 18.9 381.1182 C18H2209 381.1191 25 10.90 267.0732 (12.3) Indeterminada
161.0248 (100)

14 19.3 563.1400 Ca6H28014 563.1406 1.1 7.85 503.1234 (29) Apigenina-6,8-di-C-
473.1125 (47.7) pentosil-hexosideo
443.1028 (39.2)
383.0806 (55)
353.0706 (67.2)

15 19.5 325.0914 C15H180s 325.0929 4.5 4.51 163.0403 (72.4) Coumaroil hexosideo
119.0499 (100) isdbmero 2

16 19.7 563.1401 Ca6H28014 563.1406 1.0 10.40  503.1229 (21.2) Shaftosideo
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Pico

TR
(min

)

m/z

experiment

al

Formula
molecular

m/z
calculado

Erro
(ppm)

mSigm

a

MS/MS
Fragmentos (%
int)

Substancia proposta

17

Tabela 9 (Continuacao)

18

19

20

21

22

20.3

21.0

22.0

22.6

232

24.0

563.1392

303.0502

515.1230

515.1200

381.1196

477.1029

Ca26H28014

Ci15H1207

C25H24012

C25H24012

C18H2209

C22H22012

563.1406

303.0510

515.1195

515.1195

381.1191

477.1038

2.6

2.8

-6.7

-1.0

-1.2

1.9

13.23

19.47

32.12

21.17

18.34

3.77

353.0709 (50.6)

(
473.1122 (32.1)
443.1021 (43)
383.0811 (18.6)
353.0703 (25)

285.0412 (19.4)
217.0548 (10.9)
199.0435 (10)
193.0544 (12.5)
175.0443 (15)
151..0197 (26.4)
125.0269 (100)

1
353.0890 (90.4)
335.0787 (31.6)
191.0570 (40.8)
179.0355 (92.7)
173.0462 (100)

353.08984 (76.2)
191.0568 (100)
179.0356 (89)

(
(6
179.0356 (100)
161.0251 (18.8)
135.0455 (39.6)
(
(
(

A~ A~ A~~~

315.0727 (100)
161.0253 (27.7)
152.0112 (21.2)

Isoshaftosideo

Taxifolin*

Acido 3,4-
Dicafeoilquinico

Acido 3,5-
Dicafeoilquinico

Clorogenato de etila

Isoramnetina-O-
glicosideoe
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experiment

Formula
molecular

calculado

MS/MS
Fragmentos (%
int)

Substancia proposta

529.1336

609.1456

Tabela 9 (Continuacdo)

515.1214

433.0752

543.1518

287.0572

543.1532

677.1498

207.0676

Ca26H26012

C27H30016

C25H24012

C20H18011

C27H28012

C15H1206

C27H28012

C34H30015

C11H1204

515.1195

433.0776

543.1508

543.1508

677.1512

207.0663

349.0939 (20.6)
335.0780 (39.4)
193.0512 (100)
179.0355 (59.8)
173.0460 (72.1)
301.0391 (72.1)
300.0323 (98.9)
353.0886 (100)
191.0569 (25.1)
179.0357 (70.3)
173.0463 (91.3)

301.0350 (34.2)
300.0287 (100)

381.1196 (100)
161.0249 (80.7)

135.0452 (100)
151.0036 (69.3)

381.1194 (96.7)
179.0352 (41.3)
161.0249 (100)

515.1194 (100)
353.0881 (40.9)

179.0352 (41.7)

Acido 3-feruloil-5-
cafeoilquinico

Rutina*

Acido 4,5-
Dicafeoilquinico

Quercetina-3-
arabinosideo
Acido
Dimetoxicinamoil-

cafeoilquinico isdmero
1

Eriodictiol
Acido
Dimetoxicinamoil-

cafeoilquinico isdmero
2

Acido tricafeoilquinico

Cafeato de etila
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TR m/z
(min  experiment
) al

Pico

Formula
molecular

m/z

calculado

Erro
(ppm)

mSigm
a

MS/MS
Fragmentos (%
int)

Substancia proposta

32 34.0 301.0364

33a 343 543.1521

33b 343 271.0629

Tabela 9 (Continuacdo)

34 36.0 285.0434

35 37.4 531.1672

36 38.9 705.18

Ci15H1007

C27H28012

C15H2205

C15H1006

C3oH2809

C36H34015

301.0354

543.1508

271.0612

285.0405

531.1661

705.1825

-3.3

-24

-6.4

-10.4

-2.1

-0.5

6.6

8.96

1.6

25.0

28.5

4.80

161.0285 (77.7)
135.0450 (100)

273.0406 (9.4)
178.9988 (35.4)
151.0036 (100)
121.0293 (17.4)

381.1194 (57.6)
271.0622 (100)
179.0356 (85.7)
161.0250 (36.1)

(

(

(

(

(

(
177.0196 (9.9)
151.0036 (100;
119.0499 (67.1)
107.0136 (13.2)

(

(1.

(

(1.

(

(8.

257.0465 (1.2)
241.0509 (1.8)
217.0523 (2.
201.0217

174.0403 (3.5)
151.0042 (8.4)
133.0296 (8.5)

487.1589 (100)
179.0375 (21.8)
161.0257 (86.3)

(
543.1536 (86.6)
525.1436 (15.6)
381.1231 (19.8)

8)
2)

Quercetina*®

Acido
Dimetoxicinamoil-

cafeoilquinico isémero
3

Narigenina

Luteolina*

Indeterminada

Acido cafeoil-
diferuloilquinico
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Pico

TR
(min

m/z

experiment

al

Formula

molecular

m/z

calculado

Erro

(ppm)

mSigm

MS/MS
Fragmentos (%
int)

Substancia proposta

37

38a

38b

39

39.2

39.9

39.9

40.3

301.0734

315.0517

269.0491

299.0574

Ta%gla 9 (&%%uag5(§}21 2579

41

42

44.0

44.8

285.0783

255.0652

C16H1406

C16H1207

C15H100s5

C16H1206

C24H3806

C16H1405

C15H1204

301.0718

315.0510

269.0455

299.0561

421.2596

285.0768

255.0663

-5.6

-21

-13.3

-4.4

4.0

-5.2

4.2

5.50

2.2

37.8

4.71

4.0

13.58

8.12

179.0386 (18.1)
161.0278 (41.3)

273.0415 (10.7)
178.9993 (36.7)
151.0038 (100)
121.0295 (16.6)

300.0083 (100)
151.0034 (7.2)

(

(

(

(7.

255.0567 (5.9)

201.0561 (2.4)

151.0038 (13.2)

117.0342 (8.7)

284.0335 (100)

256.0379 (7.2)
(
(
(
(
(
(3.

377.2680 (25.8)
285.0779 (100)
165.0196 (50.5)
119.0493 (13.9)

165.0194 (83.7)
149.9958 (5.5)
119.0500 (100)

213.0599 (54.6)
211.0802 (18.3)
171.0488 (43.6)
151.0062 (54)

145.0693 (34.6)

Hesperitina*

Isorhamnetina*

Apigenina*

Crisoeriol

Indeterminada

Sakuranetina

Pinocembrina*
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TR m/z Férmula m/z Erro mSigm MS/MS
Pico (min experiment lecul lculad 9 Fragmentos (% Substancia proposta
) al molecular calculado (ppm) a int)

107.0165 (20.2)

43 45.3 299.0553 C16H1206 299.0561 2.8 1.08 284.0335 (100) Diosmetina
256.0372 (2.9)
227.0354 (0.8)
165.0203 (0.9)
151.0032 (1.3)
133.0287 (2.7)

44 45.5 421.2574 C24H3506 421.2596 5.1 3.21 377.2662 (32.5) Indeterminada

45 45.7 543.3145 CasH45010 543.3175 54 11.79  483.2951 (74.6) Indeterminada
161.0451 (100)
113.0255 (25.4)

46 46.9 331.1531 C19H2405 331.1551 5.9 413 299.1302 (100) Indeterminada
255.1278 (17.3)
123.0807 (23.4)

47 471 331.1523 C19H2405 331.1551 8.5 9.53 299.1309 (37.2) Indeterminada
229.0885 (72.4)
208.0383 (53.9)

Tabela 9 (Continuag3o) e )

48 48.6 343.0802 C1sH1607 343.0823 6.2 1.26 328.0604 (69.8) Eupatorina/Eupatrina
313.0351 (100)

49 49.3 283.0640 C16H120s5 283.0612 -9.7 38.09 268.0384 (100) Acacetina
240.0433 (1)

50 49.7 335.2223 C20H3204 335.2228 1.6 1.20 317.2145 (4.1) Indeterminada

305.2157 (3.0)
273.2268 (4.0)
261.2264 (3.9)
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TR m/z Formula m/z Erro mSigm MS/MS
Pico (min experiment | 9 Fragmentos (% Substancia proposta
) al molecular calculado (ppm) a int)

* Confirmacao com injecao de padrao.
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5.7.1 Derivados de acidos fendlicos

A familia do acido clorogénico é formada por derivados do acido
hidroxicinamico, mais precisamente de ésters formados entre o acido quinico e
certos acidos trans-cindmicos, mais frequentemente cafeico, p-coumarico, ferulico, e
sinapico (Erro! Fonte de referéncia nao encontrada.). A familia Asteraceae é
reconhecidamente fonte desses acidos, para os quais sido descritas varias
atividades bioldgicas, entre elas a atividade antioxidante, antiviral e carcinogénica
(Jaiswal et al., 2011a).

OH
Rz Ry acido coumarico R,eR,=H
6 ORjg
HOOC_ 1 TOR, acido cafeico R;=OHeR,=H
3
OR., OR3 acido ferulico R;=OMeeR,=H
1
N acido sindpico R, = OMe e R, = OMe
acido quinico
COOH

FIGURA 35 — Acidos fenolicos derivados do acido hidroxicinamico.

Os analitos eluidos nos picos 2, 4 e 6 do cromatograma correspondem aos
acidos neoclorogénico, clorogénico e criptoclorogénico, respectivamente (FIGURA
36). Na analise do espectro de massas desses acidos cafeoilquinicos foram
detectados os ions [M-H] (m/z 353) e a perda da unidade de acido do acido cafeico
[M—H-162] (m/z 191). O espectro de massas dos acidos neoclorogénico e
clorogénico mostraram pico base com m/z 191 [M-H-162], atribuido ao acido
quinico, enquanto o acido criptoclorogénico forneceu m/z 173 [quinico-H-H,O]J". Os
acidos neoclorogénico e clorogénico podem ser diferenciados pela intensidade do
ion m/z 179, atribuido a perda do acido cafeico desprotonado, o qual apresenta 80%
de intensidade no primeiro e apenas 5% no segundo (Clifford et al. 2003, Vallverdu-
Queralt et al., 2010). Foi realizada injecao e co-injecdo com padrdo de acido
clorogénico para confirmagao do tempo de retencao e perfil de fragmentacéo, o que
confirmou os dados. O pico 21 do cromatograma (m/z 381) corresponde ao analito
derivado do acido clorogénico — clorogenato de etila (FIGURA 36), devido ao perfil

de fragmentagéo observado e comparagao com dados dos bancos de massas.
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FIGURA 36 — Acido clorogénico e seus derivados encontrados em B. platypoda.

Trés isbmeros de acido dicafeoilquinico (m/z 515) foram identificados,
correspondendo aos picos cromatograficos 19, 20 e 25, todos apresentando perda
de fragmento neutro de 162Da. Foram observados nos espectros de massas os ions
atribuidos a [M-H]" (m/z 515), com perda de uma unidade de acido cafeico [M—-H-
162] (m/z 353) e acido quinico desprotonado (m/z 191) (Vallverdu-Queralt et al.,
2010). Tanto o perfil de tempo de retengcao quanto o perfil de fragmentacao estao de
acordo com o descrito por Aboy e colaboradores (2012) para Baccharis trimera, por
Clifford e colaboradores (2005) e por Jaiswal e colaboradores (2014b), de forma que
a sequéncia de eluicao observada corresponde aos acidos 3,4-O-[E]-dicafeoilquinico
(intensidade no fon m/z 173 no MS? de 100%), 3,5-O-[E]-dicafeoilquinico
(intensidade no fon m/z 191 no MS? de 100%) e 4,5-O-[E]-dicafeoilquinico,
respectivamente (intensidade no ion m/z 173 no MS? de 90%). O pico 30 (m/z 677),

ap6s comparagao com banco de dados e literatura foi caracterizado como sendo o
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acido tricafeoilquinico, o que € comum em plantas da familia Asteraceae (Liao et al.,
2010; Jaiswal et al., 2011a).
.COOH

"ORs OH

OH
acido quinico esterificagdo com acido cafeico (A)

4cido 3,4-dicafeoilquinico R;e R, =A; R, =H
4cido 3,5-dicafeoilquinico R;e R; =A; R, =H
4cido 4,5-dicafeoilquinico R,e R; =A; R;=H

cido tricafeoilquinico R;, R, e R;=A

FIGURA 37 — Acidos cafeoilquinicos encotrados em B. platypoda.

De acordo com o esquema de fragmentacdo proposto por Clifford e
colaboradores (2003) o analito detectado pico 23 do cromatograma (m/z 529) foi
caracterizado como sendo um dos isédmeros do acido feruloil-cafeoilquinico e
segundo Jaiswal e colaboradores (2010 e 2014a) a formagéo do ion com m/z 173 de
elevada intensidade indica a presenca do residuo de feruloil na posicdo 4 do acido
quinico (verificar FIGURA 35 para posicionamento dos substituintes). O analito
correspondente ao pico 36 do cromatograma (m/z 705) foi caracterizado como acido
diferuloil-cafeoilquinico, ja que essa massa caracteriza o ion da molécula
desprotonada desse subgrupo de derivados do acido clorgénico [CGA-H] (Jaiswal &
Kuhnert, 2010).

De forma geral, nos acidos da familia do acido clorogénico (CQA, pCoQA,
FQA, diCQA, FCQA, CFQA e seus isdmeros), a posi¢cao de ligagao de grupos acila
no acido quinico pode ser diferenciada pela massa do fragmento principal. Grupos
acila ligados na posicao 4-OH fornecem o pico base com m/z 173, que corresponde
ao [acido quinico—H,O—-H]". Grupos acila conectados nas posi¢ées 3-OH ou 5-OH,
dao origem ao pico base com m/z 191, que corresponde ao [acido quinico—H]". No
caso da ligagcao em 3-OH, o ions de m/z 179, correspondente a [acido cafeico-H], &
mais pronunciado (Gu et al., 2012).

Os analitos referentes aos picos, 27, 29 e 33a do cromatograma, com m/z

453, foram caracterizados como sendo isbmeros do acido cafeoil-
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dimetoxicinamoilquinico, uma fez que o ion de m/z 381 é sempre observado no
espectro de MS? (Clifford et al., 2006; Jaiswal & Kuhnert, 2010).

Os picos 5 e 15 foram caracterizados como isdmeros de coumaroil hexose,
tendo em vista a semelhanca dos dados obtidos no experimento de MS? com dados
depositados para essa substancia no banco de dados MetFrag e também com perfil
de fragmentacgéo apresentado por Brannan e colaborades (2015), Ramirez-Ambrosi
e colabores (2013) e Barros e colaboradores (2012), onde o ion de m/z 163
corresponde ao [acido coumarico-H]".

O analito correspondente ao pico 10 do cromatograma, apés comparacao dos
dados de fragmentacao com bancos de dados, foi caracterizado como sendo o acido
cafeico, o qual ja foi isolado de varias espécies de Baccharis, entre elas B.
genistelloides, B. maritima e B. uncinella (Grecco et al., 2010b; Liao et al., 2010).
Foi realizada injecado do padrao e co-injecdo com extrato para confirmacéao da
identificacdo, onde se observou mesmo tempo de retengao e perfil de fragmentacao
para padrao e amostra. Os analitos relativos aos picos 7 e 31 do cromatograma
foram caracterizados, ap6s analise nos bancos de dados de massas e comparacgao
com a literatura, como sendo derivados do acido cafeico: cafeoil-gluconolactona e
cafeato de etila, respectivamente. Observa-se, em ambos os casos, a formacao do
fragmento correspondente ao acido cafeico desprotonado (m/z 179), do [acido
caféico-H,O-H] (m/z 161).

5.7.2 Flavonas e seus heterosideos

O género Baccharis € conhecido pela producao de flavonas (Sharp et al.,
2001). Flavonas sdo um subtipo de flavonoide que é encontrado em frutas e
vegetais e cujo consumo traz varios beneficios a saude. Devido a presenca de
grupos hidroxila, carbonila e dupla ligagdo conjugada, essas substancias sao
capazes de sofrer diferentes tipos de reagdes quimicas (reducdo, rearranjo,
condensacao, substituicdo, etc). A grande diversidade quimica do grupo I|he
proporciona multiplicidade de atividades biolégicas (Singh et al., 2014b). Foram
detectadas 10 flavonas no extrato de B. platypoda, cuja caracterizagéo esta descrita
abaixo.

O pico 11 do cromatograma, cujo analito apresenta pico base no espectro de
massas correspondente a [M-H] (m/z 593), e mostrou fragmentos com m/z 503 [(M-
H)-90] (®3*Xg) e 473 [(M-H)-1201(°?X¢), que sdo fragmentos provenientes da
fragmentacdo na porgcdo glicosidica da substancia, entre. Também foram
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observados ions com m/z 383 [(M-H)-90] e 353 [(M-H)-120], indicando a mesma
fragmentacdo em outro residuo de hexose. Além disso, os sinais observados em
m/z 383 (aglicona + 113) e m/z 353 (aglicona + 83) sao caracteristicos de flavonas
6,8-C-diglicosiladas com apigenina como aglicona (MM = 270). Desta forma a
substancia foi caracterizada como sendo apigenina-6,8-C-diglicosideo, ou seja, um
dos isbmeros da vicenina-2 (Benayad et al., 2014; Guimaraes et al., 2013; Abu-
Reidah et al., 2012).

OH
. 0Gli =
‘ o
; HO 0
| o =
U ‘
IN\wig alio =
Ay - OH
CH; O
(D) (B)

FIGURA 38 — (A) Esquema de fragmentacao do anel glicosidico e sua nomenclatura;
(B) Estrutura da Vicenina-2.

Os analitos correspondentes aos picos 14, 16 e 17 (m/z 563, [M-H])
apresentaram o mesmo perfil de fragmentacao descrito para o isdbmero da vicenina,
observando-se os ions caracteristicos da apigenina como aglicona, com a diferenca
de perda de uma pentose e uma hexose, conforme descrito por Abu-Reidah e
colaboradores (2012) e Benayad e colaboradores (2014). Desta forma, as
substancias foram caracterizados como sendo isémeros de apigenina-6,8-di-C-
pentosil-hexosideo. Em condi¢bes cromatograficas semelhantes, descrita por
Ferreres e colaboradores (2003), sugere-se que a ordem de eluicdo dessas flavonas
sejam primeiro a apigenina-6,8-di-C-pentosil-hexosideo, seguida do shaftosideo e
por fim o isoshaftosideo.

As agliconas do tipo flavona eluiram apo6s de 36 minutos. A FIGURA 39
mostra, esquematicamente, as principais fragmentacdes sofridas por esse grupo de
flavonoides, permitindo a caracterizacdo dos fragmentos e comprovagdo da
identidade.
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HO.

L

FIGURA 39 — Esquema de fragmentacgéo das flavonas e sua nomenclatura (Fonte:
Fabre et al., 2001).

Dados de m/z obtidos para a substancia detectada no pico 34, [M-H] m/z 285
como pico base e fragmentos com m/z 241, 217 e 174, foram comparados com
bancos de dados que sugeriram a luteolina como substancia. Os dados também
eram semelhantes ao descrito por Sun e colaboradores (2007). Foi feita injecdo do
padrao para comprovacao do perfil de fragmentacdo e tempo de retencéo,
confirmando a caracterizacao.

Os dados de fragmentacdo da substancia referente ao pico 38b, [M-H] m/z
269, foram comparados com banco de dados de massas, que sugeriram a apigenina
como substancia. A comparacio do perfil de fragmentacédo - m/z 151 ("°A) e 117
(**B") - com o descrito por Fabre e colaboradores (2001) também indicava a
apigenina, o que foi comprovado pela injecdo e co-injecdo do padrédo e confirmagao
do tempo de retencao.

O analito referente ao pico 39, m/z 299 [M-H], com formacao do fragmento de
m/z 284 como pico base, correspondente a perda de metila, foi caracterizado como
sendo o crisoeriol,. A eluicdo préxima ou co-eluicdo com a apigenina € outra
caracteristica dessa flavona (Plazoniaé et al., 2009; Lech et al., 2014). O analito
referente ao pico 43, também de m/z 299 [M-H] e pico base m/z 284 apresentou
maior fragmentacao e a comparagao com banco de dados, sugeriu a diosmetina —
um isdbmero de posicao do crisoeriol, como sendo o constituinte.

O perfil de fragmentacao dos analitos referentes aos picos 48 e 49, m/z 343 e
283 [M-HJ, respectivamente, foi comparado com banco de dados e as substancias

caracterizadas como sendo a eupatorina e a acacetina.
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R, R, R, R, R,
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Crisoerioi OH H ~OH OMe OH
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FIGURA 40 — Estrutura das agliconas de flavonas encontradas em B. platypoda.

5.7.3 Flavonodis e seus heterosideos

A literatura disponivel at¢é o momento indica que flavones metiladas e
flavonois sao as principais classes de compostos fendélicos em espécies do género
Baccharis (Sartor et al., 2013). Nos dados obtidos para B. platypoda foram
encontrados 5 flavonoides desse grupo.

O analito referente ao pico 22, m/z 477 [M-H], forneceu como ion base em
experimento de MS? o fragmento de m/z 315 e a comparacio desses dados com a
literatura e banco de dados mostrou que se tratava de um O-glicosideo de
isoramnetina (Carazzone et al. 2013). Por sua vez a isoramnetina foi caracterizada
com sendo o pico 38a, apds comparagao com banco de dados e injegao do padrao
para confirmagao do tempo de retencao.

Outro heterosideo caracterizado foi a rutina (dissacarideo da quercetina),
registrada no pico 24 m/z 609, ap6s a comparacao dos dados obtidos com banco de
dados, sendo realizada a inje¢ao e co-injecao de padrao para confirmacgao do tempo
de retencgao.

O analito referente ao pico 26, m/z 433 [M-H] foi caracterizado como
quercetina-3-arabinosideo apés comparacao do perfil de fragmentacao obtido com
dados do MetFrag e observacao da intensidade do sinal [M-H]" (Ablajan & Tuoheti,
2013). No espectro de MS? foi formado o ion de m/z 301 [aglicona-H], com perda de

132 atribuido ao residuo de arabinose. Por sua vez a genina quercetina, registrada
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no pico 32 (m/z 301), também foi caracterizada por comparagédo em banco de dados

e confirmada apo6s injecao de padréao e obtengéo de mesmo tempo de retengao.

Quercetina

Isoramnetina

FIGURA 41 — Estrutura das agliconas de flavonéis encontradas em B. platypoda.

5.7.4 Flavanonas e flavanonol

Flavanonas podem ser reconhecidas como o ponto de divergéncia na
formacao das varias estruturas do grupo dos flavonoides, uma vez que séo as
precursoras na rota biossintética dos subgrupos (Khan et al., 2014). No extrato de B.
platypoda foram detectadas 6 flavanonas conforme descricdo abaixo.

O analito referente ao pico 18, m/z 303 [M-H] e com fragmentos de m/z 151 e
125, foi caracterizado como taxifolina, ou diidroquercetina, ap6s comparagédo com
bancos de dados. Os fragmentos acima correspondem a fragmentacéo '*A", seguida
de perda de residuo CO (Abad-Garcia et al., 2009; Perestrelo et al., 2012). Em
seguida a caracterizacao foi confirmada com a injecdo de padrao e obtencao de
mesmo tempo de retencao e perfil de fragmentacao.

O analito referente ao pico 28, m/z 287 [M-H] gerou no experimento de MS? o
ion de m/z 151, caracteristico de fragmentacdo do anel A de flavanonas e apéds
comparacao com banco de dados e literatura (Es-Safi et al., 2005) foi caracterizado
como sendo o eriodictiol.

O analito referente ao pico 33b, m/z 271 [M-H] gerou no experimento de MS?
os ions de m/z 177, 151, 119 que também foram descritos para a narigenina
segundo Perestrelo e colaboradores (2012).

O analito referente ao pico 37, m/z 301, que também forma no MS? o
fragmento de m/z 151 caracteristico de fragmentacao do anel A de flavanonas, foi
caracterizado apés comparagdo com banco de dados como hespertina, o que foi

confirmado com injecao de padrao.
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O analito referente ao pico 41, m/z 285 foi caracterizado apdés comparagéo
com banco de dados como sakuranetina, flavanona que também esta presente no
extrato de B. retusa (Grecco et al., 2012b).

O analito referente ao pico 42, m/z 255 apresentou fragmentacao semelhante
a descrita por por Seo e colaboradores (2013), sendo caracterizado como
pinocembrina, flavanona que tem sido encontrada na familia Asteraceae (Gobbo-

Neto et al., 2008).
Ra

R4
O
R, R Ry R,

Taxifolina oH OH OH OH
Eriodictiol OH OH OH H
Hesperitna OH OH OMe H
Narigenina OH H oH H
Sakuranetina OMe H OH H
Pinocembrina OH H H H

FIGURA 42 - Estrutura das flavanonas e flavononol encontrados em B. platypoda

A caracterizacao das substancias fendlicas presentes no extrato etandlico de
B. platypoda contribui para o conhecimento quimico da espécie, bem como é a
primeira etapa do processo de desreplicacdo. Esse fluxo de trabalho pretende ser
executado no LQPN, adicionando-se ao descrito nesta tese a etapa de bioensaios
acoplada a caracterizacao por LC-MS, o que ira favorecer ainda mais a descoberta

de produtos naturais bioativos e que tenham estrutura quimica inédita.
5.8 Determinagao da potencial antioxidante do extrato EX6458

Como dito anteriormente, o género Baccharis é reconhecido como fonte de
compostos fendlicos. Além disso, com o crescente interesse por novos antioxidantes
a avaliacao de extratos vegetais se torna uma pratica importante na busca por
substancias que possam ser utilizadas no tratamento de doencas onde o existe um

desequilibrio redox.
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Varias espécies de Baccharis sao conhecidas por serem fonte de
antioxidantes, como é o caso da B. dracunculifolia (conhecida como prépolis verde
brasileira) que €& um reconhecido extrato antioxidante utilizado na medicina
tradicional no tratamento de inflamacgdes (Guimaraes et al., 2012; Figueiredo-Rinhel
et al.,, 2013). Além disso, extratos de partes aéreas de B. chilco, B. pentlandii, B.
grisebachii e B. articulata, entre outras do género, tem mostrado ser fonte de
compostos antioxidantes (Sartor et al., 2013). A quantificacdo de fendis totais do
extrato etandlico das folhas de B. platypoda esta apresentada na
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TABELA 10. Como comparacao, pode-se analisar a variagcado sazonal no teor
de polefendis totais (TFT) para a espécie B. dentata, que oscila de 36 a 46 mg de
acido galico por grama de material vegetal (folhas) seco (Sartor et al., 2013) ou o
extrato etandlico de B. trimera, que apresentou 261,59 + 8,75 mg de acido galico por
grama de (Oliveira et al., 2012). O acido galico, que € um fenol, € utilizado
internacionalmente como padrao de referéncia para comparacao de dados, embora
nao exista uma tabela de referéncia para classificar a quantidade determinada em
baixa, média ou alta.

O extrato etandlico de B. platypoda foi avaliado em quatro métodos in vitro
para determinar seu potencial antioxidante, trés deles baseados na transferéncia de
elétrons (DPPH, TEAC e FRAP) e um deles baseado na transferéncia de atomos de
hidrogénio (ORAC). O valor encontrado nos ensaios € compativel com o descrito na
literatura para outras espécies da familia Asteraceae.

O trolox foi a subtancia utilizada como referéncia por ser um analogo sintético
da vitamina E, que é utilizada na prevencao de doencgas coronarianas, cancer de
mama e proéstata, na demania e também no mal de Parkinson (Rajendran et al.,
2014).
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TABELA 10- Avaliagdo do teor de fendis totais e da atividade antioxidante para o

extrato etandlico de B. platypoda

Ensaio de atividade antioxidante*

Amostra TFT* . 4
DPPH TEAC® ORAC FRAP®

EX6458 107,929 11,9+29 5678+792 21+03 21+03

* Resultados expressos como média + desvio padrao (n > 3).

2 TFT = Teor de fendis totais. Resultado em equivalente de acido galico ( mg AG/g
extrato seco).

® Ensaio de sequestramento do radical DPPH. Resultado em CEs (Mg extrato/ mL).

“ Ensaio para determinacdo da capacidade antioxidante em equivalente de Trolox.
Resultado em equivalente de Trolox (umol trolox/g extrato seco)

9Ensaio de capacidade de absorvancia de radicais oxigenados. Resultado em
equivalente de Trolox (mol troloxl/g extrato seco)

°® Ensaio de determinagdo do poder redutor de ferro. Resultado em equivalente de
Fe?" (mmol Fe?'/g extrato seco).

Considerando os compostos caracterizados por HPLC-ESI-QTOF-MS/MS no
extrato, foi verificada a presenga abundante de acidos fendlicos, especialmente os
da familia do clorogénico, era esperada a potencial atividade antioxidante do extrato
etandlico (Melguizo-Melguizo et al., 2014). Esses polifendis podem ter uma atividade
isolada, mas o efeito sinérgio deles no extrato ndo pode ser desconsiderado.

A presenca de acidos organicos, especialmente, derivados do &acido
clorogénico, bem como de compostos hidrofilicos (como os flavondis e outros
flavonoides glicosilados que foram encontrados no extrato), sdo fatores que
justificam a atividade apresentada (Cadiz-Gurrea et al., 2013; Melguizo-Melguizo et
al., 2014).
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Tendo em vista os problemas apresentados pelos medicamentos utilizados no
tratamento das leishmanioses, em especial a toxicidade e surgimento de cepas
resistentes, torna-se de extrema urgéncia a descoberta de uma nova substancia
ativa para dar inicio ao processo de desenvolvimento de um novo quimioterapico
para essa doenca.

A espécie Baccharis platypoda € uma espécie brasileira e que foi pouco
investigada dos pontos de vista quimico e bioloégico, o que justifica ainda mais seu
estudo. A caracterizacao dos compostos fendlicos presentes no extrato etandlico por
HPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS mostrou a presencga de 19 acidos fendlicos, 10 flavonas, 5
flavondis e 6 flavanonas, contribuindo para o conhecimento da quimiodiversidade da
espécie. Além disso, o potencial antioxidante do extrato foi avaliado e verificado, que
como outras Asteraceaes, a espécie é fonte de substancias antioxidantes, entre as
quais varios flavonoides caracterizados (quercetina, luteolina, etc). Entre os
flavonoides caracterizados estao alguns com atividade leishmanicida descrita na
literatura, como € o caso da luteolina e da quercetina.

O fracionamento biomonitorado do extrato EX6458 resultou no isolamento do
diterpeno (1R,3R,4R,8aR)-3-(hidroximetil)-4-[(3E)-5-hidroxi-3-metilpent-3-en-1-il]-
4.8,8a-trimetil-1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahidronaftalen-1-ol, que foi  denominado
platypodiol. Essa substancia apresentou uma fraca atividade no modelo com
amastigotas intracelulares (72% de reducado da infeccdo na concentracdo de 50
pMg/mL), mas mostrou que €& capaz de atravessar a membrana celular e agir no
parasito em seu habitat natural dentro do homem e n&o apresentou toxicidade para

as células THP-1 na concentracao de 1 mg/mL.
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7.3 Espectros de RMN do platypodiol
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ANEXO 1 — Espectro de RMN de 'H do platypodiol em DMSO-ds (500 MHz).
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ANEXO 2 — Expans&o do espectro de RMN de 'H do platypodiol em DMSO-dg (500
MHz).
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ANEXO 4 — Mapa de contorno 'H-'H COSY do platypodiol em DMSO-dg (500 MHz).

ANEXO 5 — Espectro de RMN de *C do platypodiol em DMSO-dg (125 MHz).
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ANEXO 6 - Espectro de RMN de *C (DEPT) do platypodiol em DMSO-dg (125 MHz).
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ANEXO 7 — Mapa de contorno HSQC do platypodiol em DMSO-de.
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ANEXO 8 — Mapa de contorno HMBC do platypodiol em DMSO-de.
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ANEXO 9 — Expansao do mapa de contorno HMBC do platypodiol em DMSO-de.
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