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RESUMO

O presente estudo fitoquimico descreve o isolamento e a identificacdo de nove
substancias obtidas dos extratos diclorometanico das raizes e hexanico dos galhos
de Deguelia duckeana e trés substancias identificadas do extrato hexanico das
folhas de Diplotropis purpurea, ambas pertencentes a familia Fabaceae. O estudo
fitoquimico de Deguelia duckeana permitiu a identificacdo de estilbeno (3,5,4'-
trimetoxi-4-prenilestilbeno), chalconas (4-metoxilonchocarpina e 4-metoxiderricidina),
flavanonas (5-hidroxi-4’,7-dimetoxi-6-prenilflavanona e 5-hidroxi-4’-metoxi-
isolonchocarpina), flavonas (3',4’-metilenodioxi-7-metoxiflavona, 3.,4'7-
trimetoxiflavona e racemoflavona) e uma lignana (iangambina). A flavanona 5-
hidroxi-4’,7-dimetoxi-6-prenilflavanona merece destaque, pois esta sendo descrita
pela primeira vez na literatura, isolada de fonte natural. A chalcona 4-
metoxilonchocarpina, a flavona racemoflavona e a lignana também estdo sendo
descritas pela primeira vez em Deguelia. Do estudo fitoquimico de Diplotropis
purpurea foram identificados trés triterpenos lupeol, taraxerol e B-amirina. Com
excecdo do lupeol, os demais triterpenos estdo sendo descritos pela primeira vez em
Diplotropis. As substancias foram identificadas por RMN de *H e de **C e CLAE/EM.
Visando encontrar substancias e extratos ativos, os mesmos foram analisados
guanto ao potencial anticancer e atividade antibacteriana. Quanto ao potencial
anticancer, o ensaio foi realizado em células de neuroblastoma humano (SK-N-SH) e
verificou que a chalcona 4-hidroxilonchocarpina e a flavanona 4-hidroxi-
isolonchocarpina apresentaram citotoxicidade pelo teste da liberacdo da enzima
lactato desidrogenase (LDH) bem como a ativagdo da enzima caspase-3, 0 que
infere dizer que essas duas substancias possuem um mecanismo de necrose e
posterior apoptose. Os demais flavonoides induziram a fosforilagdo do fator de
alongamento eucariotico (eEF2) e uma flavona também induziu a fosforilacdo da
proteina quinase ativada por AMP (AMPK). Estes resultados sugerem que 0S
flavonoides apresentam potencial anticancer por apresentar atividade na sintese de
proteinas. Quanto a atividade antibacteriana dos extratos de Diplotropis purpurea foi
observado que o extrato metanodlico das folhas mostrou-se mais ativo contra trés
bactérias: Serratia marcescens com CIM de 250 pg/mL, Bacillus cereus (CIM de
1000 pg/mL) com 66% de inibicho em comparagdo ao controle positivo e
Providencia rettgeri (CIM de 250 pg/mL) apresentando 69,5% de inibicdo em
comparacdo ao controle positivo. O presente estudo destaca-se por contribuir
significativamente para o conhecimento cientifico das espécies Deguelia duckeana e
Diplotropis purpurea, pois os estudos das atividades bioldgicas dessas espécies e a
descricéo de seis substancias estdo sendo relatadas pela primeira vez nos géneros,
sendo uma descrita pela primeira vez como produto natural.

Palavras-chave: Deguelia duckeana, Diplotropis purpurea, Fabaceae, potencial
anticancer, atividade antibacteriana.



ABSTRACT

The present phytochemical study describes the isolation and identification of nine
compounds from the roots dichloromethanic and branches hexanic extracts of
Deguelia duckeana and three compounds from the leaves of Diplotropis purpurea
hexanic extract, both species belonging to the Fabaceae family. The compounds
from Deguelia duckeana were identified as stilbene (3,5,4’-trimethoxy-4-
prenylstilbene), chalcones (4-methoxylonchocarpin  and 4-methoxyderricidin),
flavanones (5-hydroxy-4’,7-dimethoxy-6-prenylflavanone, 5-hydroxy-4'-
methoxyisolonchocarpin), flavones (3’,4’-methylenedioxy-7-methoxyflavone, 3',4’,7-
trimethoxyflavone, racemoflavone) and one lignan (yangambin). Unprecedentedly,
this study describes flavanone 5-hydroxy-4’,7-dimethoxy-6-prenylflavanone as a
natural product at the literature. Other compounds as chalcone 4-
methoxylonchocarpin, flavone racemoflavone and the lignan are also described by
Deguelia without have been reported so far. The compounds of Diplotropis purpurea
were identified as triterpenes lupeol, taraxerol and B-amirin which are also first
reported by Diplotropis, except lupeol. All the compounds were identified using *H
and *C-NMR and LC/MS. In order to find active compounds, the extracts and
isolated compounds from Deguelia duckeana were assayed for anticancer potential
in neuroblastoma cells (SK-N-SH), among them one chalcone 4-hydroxylonchocarpin
and one flavanone 4-hydroxyisolonchocarpin showed cytotoxicity by lactate
dehydrogenase (LDH) assay. These two compounds also activated caspase-3, which
indicate cell death via necrose and apoptosis. The other flavonoids induced
phosphorylation of the eukaryotic elongation factor 2 (eEF2) and one flavone also
induced AMP-activated protein kinase (AMPK). These results suggest that flavonoids
have anticancer potential due to their effect on protein synthesis. Another biological
activity examined in the present study was antibacterial activity of Diplotropis
purpurea extracts and the most active was the methanolic extract from leaves,
against three bacterial strains: Serratia marcescens (MIC at 250 pg/mL), Bacillus
cereus (MIC at 1000 pug/mL) inhibiting 66% of bacterial growth in comparison with
positive control and Providencia rettgeri (MIC at 250 pg/mL) with 69.5% of inhibition
in comparison with positive control. The present study contributes to Deguelia
duckeana and Diplotropis purpurea species chemical studies, due to their biological
activities and description of six compounds on the genus are described by the first
time at the literature. Among those compounds, one of them is also reported by the
first time as a natural product.

Keywords: Deguelia duckeana, Diplotropis purpurea, Fabaceae, anticancer activity,
antibacterial activity.
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1. Introducéo

A Floresta Amazonica possui uma extensa biodiversidade e para conhecer o
seu potencial, muitos estudos de espécies vegetais pouco estudadas ou sem
estudos prévios sao necessarios a fim de encontrar substancias ativas que, além de
combater certas enfermidades, possam contribuir para o conhecimento da
composicdo quimica da rica flora Amazbénica (BARREIRO; BOLZANI, 2009;

FACUNDO et al., 2015; STEVENSON, 1999).

1.1 Atividade Antibacteriana

As infeccbes mais graves que acometem 0s seres humanos sao causadas por
bactérias que desencadeiam quadros patolégicos graves ou até mesmo ao Obito.
Para eliminar ou impedir a multiplicacdo de bactérias sdo administrados o0s
antibioticos, que sao substancias quimicas obtidas de origem natural ou sintética.
Entretanto, o uso inadequado dos antibidticos, principalmente os de amplo espectro,
contribuiu para que algumas bactérias desenvolvessem resisténcia a esses
medicamentos (SINGER et al., 2003).

A penicilina, um dos antibiéticos mais conhecidos, foi descoberta pelo bidlogo e
farmacologista Alexander Fleming (1881-1955). Este antibiético possui um anel B-
lactamico que inibe a enzima transpeptidase atuante na construcdo da camada
peptidoglicana, desprotegendo a membrana e causando a morte da bactéria
(DAVIES, 1994; PETROSINO; CANTU; PALZKILL, 1998). No entanto, foi
comprovado que a desativacdo do anel B-lactamico pela enzima B-lactamase,
produzida por algumas bactérias, desencadeia resisténcia bacteriana (KUMAR,;

SINGH, 2013; PANDEY et al., 2014).



Além desses mecanismos bioquimicos, ha também mecanismos genéticos que
podem causar a resisténcia aos antibioticos e esses envolvem a transferéncia de
genes entre as bactérias ou entre os elementos genéticos no interior das bactérias.
A transferéncia dos genes acontece pelo mecanismo de conjugacao que envolve o
contato célula-célula para que ocorra a transferéncia do DNA cromossémico, mas
outros mecanismos ainda estdo sendo descobertos para o entendimento dessa
transferéncia genética (BEARSON; BRUNELLE, 2015; RANG et al., 2011; SLAGER
et al., 2014).

Entre os anos de 1909 a 1987, diversos antibioticos foram descobertos,
principalmente entre 1950 a 1980 onde ocorreu a ampliacdo no desenvolvimento da
pesquisa por antibidticos, como a eritromicina. Esta foi isolada da bactéria
Streptomyces erythreus que inibe a sintese proteica bacteriana (SILVER, 2011).

Nesse contexto, estudos mais avancados mostram que substancias obtidas de
plantas também podem se tornar futuros farmacos antibacterianos. Recentes
estudos com a rodomirtona (Figura 1), substancia isolada da planta Rhodomyrtus
tomentosa, revelaram que essa substancia é uma forte candidata a um novo
farmaco antibacteriano por apresentar atividade contra cepas de bactérias com um
valor de concentragdo inibitéria minima (CIM) de 0,5 pg/mL contra Staphylococcus
epidermidis (SAISING et al.,, 2015), S. aureus resistente a meticilina, S. aureus
resistente a vancomicina e cepas de enterococcus resistentes a vancomicina

(LEEJAE; TAYLOR; VORAVUTHIKUNCHAI, 2013) e também apresentou CIM entre

1 e 4 pg/mL contra Bacillus cereus (LEEJAE et al., 2012).



Figura 1. Estrutura da rodomirtona

Embora, cada vez mais uma triagem de extratos de plantas visando os estudos
fitoquimicos na regido Amazénica € concretizada na busca de novos farmacos com
atividade antibacteriana (SILVA et al., 2015; SUFFREDINI et al., 2006), outras
pesquisas em destaque envolvem a avaliacdo do potencial anticancer dessas

plantas.

1.2 Potencial Anticancer

O cancer é uma doenca de degeneracéo cronica, considerada a segunda maior
causa de morte em paises economicamente desenvolvidos (JEMAL et al., 2011).

Para uma célula tornar-se tumoral, existem mecanismos que podem explicar
esse processo. A evolucdo de uma célula ocorre a partir do ciclo celular que possui
etapas denominadas de Gy, G;, S, G, e M. Cada fase é responsavel por um
processo importante no que diz respeito a nutricdo, preparacao para multiplicacao
celular e producdo de constituintes essenciais a ceélula. Para que as células
continuem saudaveis, ha a necessidade de fechar o ciclo, porém quando uma célula
nao retorna a sequéncia de fases do ciclo, essa se torna uma célula tumoral

(ALMEIDA et al.,, 2005a; LOPEZ-MEJIA; FAJAS, 2014; MOLINARO; CAPUTO;



AMENDOEIRA, 2010). Com isso, pode ocorrer um acumulo de falhas genéticas ou
mutacfes, 0 que torna as células anormais, que se multiplicam rapidamente,
causando o rompimento da organizacdo normal dos tecidos e, assim levando ao
cancer (ALBERTS et al., 2006). Estudos posteriores mostram que, ndo s6 o acumulo
de mutacdes pode causar essa anormalidade, jA que apenas uma falha no DNA
poderia causar o cancer, mas também outro fator dominante: o microambiente
celular (BISSELL; HINES, 2011).

Infelizmente, as células malignas sdo menos propensas a morrerem por
apoptose, principalmente por ocorrer uma mutacdo no gene p53 que contribui para a
replicacdo do DNA com danos (KASTAN et al., 1991). Apoptose consiste na morte
programada de uma célula, inclusive células normais, jA que as mesmas precisam
morrer para originar uma célula nova (ALBERTS et al., 2006).

Os estudos mais realizados na determinacdo do potencial anticancer sao os
gue objetivam encontrar um bloqueio na multiplicacdo das células malignas, pois
substancias apenas citotoxicas podem também afetar as células normais. Neste
sentido, a quimica de produtos naturais, envolvendo o isolamento de substancias
obtidas de plantas e posterior realizacdo do potencial anticancer tem sido uma area
de estudos promissora para o desenvolvimento de novos farmacos (BARREIRO;
BOLZANI, 2009).

Um levantamento realizado sobre os medicamentos produzidos a partir de
produtos naturais mostra uma preponderancia de medicamentos anticancer, tendo
um total de 129 medicamentos produzidos durante os anos de 1981 a 2010. Esse
namero € seguido pelo de medicamentos antibacterianos (118) e antivirais (110)

(NEWMAN; CRAGG, 2012). Apesar de muitos farmacos anticancer serem derivados



de plantas, esses também apresentam efeitos colaterais fortes como os farmacos
sintéticos provenientes de plantas, tais como a: vincristina, alcaloide que causa
alteracbes sensoriais; 0 etoposideo semi-sintético e derivado da raiz de
Podophyllum peltatum, atuante na inibicdo da funcdo mitocondrial que causa
nauseas e alopecia (perda de cabelo); o paclitaxel derivado da planta Taxus
brevifolia, utilizado contra cancer de ovario que causa efeitos adversos graves com
supresséo na medula éssea e, por fim o irinotecano que inibe a topoisomerase, mas
também apresenta efeitos toxicos (RANG et al., 2011).

Como parte do processo de descoberta de um novo farmaco, primeiramente,
realiza-se um estudo in vitro com linhagens de células cancerigenas com o objetivo
de determinar o potencial anticancer de certa substancia, seja obtida de plantas,
micro-organismos ou sintese organica. Algumas substancias com atividade
anticancer podem bloguear o mecanismo de divisdo da célula tumoral,
especialmente as que mostram inducdo de apoptose (morte celular programada) ou
também fosforilacdo de proteinas presentes em etapas correspondentes a sintese
de proteinas (LOPEZ-MEJIA; FAJAS, 2014; RANG et al., 2011).

O mecanismo de inducdo de apoptose pode ser determinado por varios fatores
complexos. Dentre esses, destaca-se a via correspondente a uma cascata de
enzimas, denominadas de caspases. Essas enzimas estdo presentes nas células,
mas inativadas e podem ser ativadas a fim de clivar e inativar constituintes celulares.
Nesse caso, a enzima responsavel por esse processo € a caspase-3, denominada
de caspase executora que pode ser ativada por membros do fator de necrose
tumoral (TNF) a fim de estimular o processo de ativacao da caspase-8. A caspase-3

também pode ser ativada pela via mitocondrial que se inicia pela lesdo do DNA e



através da ativacdo da proteina p53 € capaz de induzir a mitocbndria a ativar a
caspase iniciadora, caspase-9 (ALBERTS et al., 2006; LOPEZ-MEJIA; FAJAS, 2014;
RANG et al., 2011).

Muitos estudos com substancias isoladas de plantas tém relatado a capacidade
de ativarem esse tipo de enzima (caspase-3) e assim desencadeando o mecanismo
responsavel pela morte celular (KUETE et al., 2015; PEREIRA et al., 2014; SHOJA
et al., 2015; XU et al., 2014). Atualmente, uma das analises mais utilizadas para
detectar essa e outras enzimas € a técnica de Western blotting que consiste em
detectar proteinas especificas apo0s realizacdo da andlise de eletroforese
(BURNETTE, 1981).

Além de andlises visando identificar e quantificar as caspases, também ha
analises de outros tipos de proteinas, como a enzima AMPK, responsavel pela
adequacao dos niveis de energia nas células (HORMAN et al., 2002), e a proteina
chamada de fator de alongamento 2 (e-EF2), atuante na catalise do movimento no
ribossomo (alongamento) correspondente a segunda etapa da sintese de proteinas.
Essa proteina (e-EF2), quando fosforilada, é catalisada por diversas enzimas que
inclui a quinase e-EF2K que consequentemente inibe a etapa de alongamento e
causa o0 bloqueio da divisdo da célula tumoral (CARLBERG; NILSSON; NYGARD,
1990; SCHWER et al., 2013).

Na literatura é precariamente documentado o efeito de extratos de plantas com
atividade antitumoral, especificamente no mecanismo de atuacédo de e-EF2. Visto a
importancia desta como via de crescimento celular, ha um destaque em esclarecer
essa possivel interacdo, sendo relevante na pesquisa de outros mecanismos de

substancias antitumorais. Entre as linhagens de cancer mais estudadas, destaca-se



a linhagem celular de neuroblastoma (SK-N-SH) que teve nome divulgado pela
primeira vez em 1910 atribuida as criangcas com tumor de origem neural (WRIGHT,
1910). Este tipo de céancer apresenta maior nimero de casos nos Estados Unidos
em bebés e até criancas de cinco anos de idade (JEMAL et al., 2010).

Dentre as substancias mais estudas com enfoque diretamente na morte celular
ou em mecanismos que busquem bloquear a sua multiplicacédo estéo os flavonoides.
Na literatura encontram-se diversos trabalhos relatando a atividade anticancer de
flavonoides visando a morte celular. Os mais estudados (Figura 2) apresentam
atividade anticancer com citotoxicidade em linhagem de adenocarcinoma (cancer no
tecido glandular) e inducdo de apoptose através da ativacdo de caspase-3 e 9 por
analise de Western blotting comparados com Fluorouracil, droga anticancer que
apresenta graves problemas no coracao sendo um dos seus piores efeitos colaterais
(ZHANG; ZHAO; WANG, 2008). Um recente estudo mostrou que a quercetina em
mistura com ch& verde e docetaxel inibiram a formacdo de tumor de cancer de

prostata (WANG et al., 2015).
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Figura 2. Flavonoides ativos quanto ao potencial anticancer em linhagem de células

cancerigenas do tecido glandular

Outro flavonoide que possui atividade anticancer € a fisentina (Figura 3), um
flavonol isolado das folhas de Rhus verniciflua, e que foi ativo em linhagem neuronal

HT22 (CHO et al.,, 2012). Posteriormente, outro estudo deste flavonol mostrou



inducdo de apoptose em linhagem de cancer de coélon (KIM et al.,, 2015). Esses

estudos demonstram uma substancia promissora na terapia do cancer.

Figura 3. Fisentina, flavonol que apresentou inducdo de morte celular (apoptose)

As flavonas apigenina e luteonina (Figura 2) também apresentaram atividade
na linhagem de neuroblastoma. A luteonina induziu apoptose com a ativacdo das
caspases 12, 9 e 3 em 10 pM (CHOI et al., 2011), mostrando que os flavonoides
possuem atividade anticancer seja por citotoxicidade ou por mecanismos que

desencadeiam apoptose.

1.3 Flavonoides: estrutura e biossintese

Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios de fundamental importancia, néo
sé pela atividade anticancer, visto no item anterior, mas por possuirem diversas
funcdes nas plantas, destacando a protecdo contra herbivoros. Eles séao
encontrados em diversas partes das plantas como: raizes, galhos, folhas, flores,
frutos e troncos. Contudo, alguns desses metabdlitos sdo encontrados em apenas
algumas partes vegetais, por exemplo, nas flores, onde s&o encontradas as

antocianidinas, responsaveis pelas coloracées vermelha, rosa e azul (Figura 4)
9



(BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2000) e também as chalconas e os flavondis
que contribuem para a coloracdo amarela (DEWICK, 2009). Vale ressaltar que
estudos também mostram que os flavonoides podem estar em grande concentracéo

nas raizes (WESTON; MATHESIUS, 2013).
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® ® ®
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Figura 4. Estruturas das antocianidinas que apresentam colora¢cdes vermelho, rosa

e azul

Biossinteticamente, os flavonoides sao obtidos pela via mista:

1. Via do chiguimato com um fragmento CsC3 (Anel B);

2. Via do acetato com um fragmento Cg (Anel A) (DEWICK, 2009).

As substancias provenientes do chiquimato sao reconhecidas pelo padrdo de
oxigenacdo do anel aromético B. Enquanto as substancias originadas do acetato

possuem oxigenagodes alternadas no anel A como mostradas na Figura 5.

10
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Figura 5. Esqueleto basico dos flavonoides proveniente da via mista (chiquimato e
acetato)

Os flavonoides sdo provenientes da reacdo de condensacdo de uma unidade
de 4-hidroxi-cinamoil-CoA e trés unidades de malonil-CoA originando o estilbeno
através da reacdo Aldol ou a chalcona pela reacao de Claisen, a qual apresenta um
sistema de trés carbonos de uma cetona a-pB-insaturada. Apos, acontecem reacdes
sucessivas catalisadas por enzimas especificas originando as favanonas (DEWICK,
2009).

As reacdes posteriores a flavanona narigenina originam as flavonas, os
flavondis e derivados como, por exemplo: catequinas (trans), epicatequinas (cis) e
seus dimeros, as proantocianidinas (LOBO; LOURENCO, 2007).

Os flavonoides podem apresentar grupos hidroxilados nas posic¢ées 3, 5, 7, 3,

4 elou 5 podendo ser metilados, acetilados, prenilados e sulfonados. Outra

11



caracteristica desta classe é serem glicosilados, sendo chamados de heterosideos e
geralmente com substituicio nas posi¢cdes 3 e 7. Quando ndo se apresentam
glicosilados sdo chamados de aglicona ou genina (SIMOES et al., 2004).

As subclasses mais frequentes sao: flavanol, flavanonas, flavonas, isoflavonas,

flavondis e antocianidinas (Figura 6) (BEECHER, 2003).

O

Flavanol Flavanona

Flavona Isoflavona

O ® |O
° el
|O | O h

OH o

Flavonol Antocianidina

Figura 6. Subclasses dos flavonoides mais comuns
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1.4 Fabaceae

A familia Fabaceae apresenta principalmente a descricdo de flavonoides,
contribuindo para a caracterizagcdo taxondémica (BRAZ FILHO et al.,, 1973;
HEGNAUER; J. GPAYER-BARKMEIJER, 1993). Antigamente, conhecida como
Leguminosae, essa familia apresenta 650 géneros e 19000 espécies, dos quais 200
géneros e 2700 espécies ocorrem no Brasil (SOUZA; LORENZI, 2012). E uma das
principais familias que apresenta um maior nimero de espécies na Reserva Ducke,
localizada na estrada AM-010 (km 26).

As subfamilias correspondentes de Fabaceae s&o: Papilionoideae ou
Faboideae, Caesalpinioideae e Mimosoideae (RIBEIRO et al., 1999).

A subfamilia Papilionoideae tem distribuicdo nas zonas tropicais e subtropicais
(RIBEIRO et al., 1999). Alguns géneros dessa subfamilia mostram destaque pelo
uso medicinal como Tephrosia, Derris e Lonchocarpus que apresentam efeitos
inseticidas no combate de pragas de lavouras e de parasitas em animais (STASI,
HIRUMA-LIMA, 2002).

Outros géneros de Papilionoideae como Swartzia, Sophora, Dalbergia, Dioclea,
Andira, Abrus e Tephrosia também apresentam atividades biologicas. Extratos e
substancias isoladas de espécies desses géneros mostraram-se ativos: o0 extrato
metandlico de Swartzia madagascariensis apresentou atividade antimalarica
(OUATTARA et al., 2006); alcaloides isolados de Sophora tonkinensis mostraram
atividade anti-HBV (virus da hepatite) (DING et al., 2006); flavonoide apresentou
atividade anti-inflamatéria de Dalbergia odorifera (LEE et al., 2013); extrato hidro
alcodlico de Dioclea glandiflora mostrou atividade analgésica (ALMEDIA et al.,

2013a); flavonoides de Andira humilis apresentaram atividade antifingica frente as
13



cepas Candida krusei, C. glabrata, C. albicans, C. parapsilosis e Cryptococcus
neoformans (GARCEZ et al.,, 2010); isoflavonoides de Andira inermis mostraram
atividade antiplasmédica (KRAFT et al., 2000); flavonoides de Abrus molis
apresentaram atividade anti-inflamatoria e efeito hepatoprotetor (CHEN et al., 2014);
flavonoides de Tephrosia apollinea mostraram atividade antifingica (AMMAR et al.,
2013) e o0 extrato aquoso de Tephrosia vogelli apresentou atividade contra as larvas

de Aedes albopictus (LI et al., 2015).
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1.4.1 Deguelia

Quimicamente, o género Deguelia, pertencente a familia Fabaceae e
subfamilia papilionoideae, € uma fonte promissora de flavonoides e apresenta cerca
de 80 espécies no site Tropicos (TROPICOS, 2015a), destacando 20 espécies
divididas em duas sec¢Oes Deguelia sect. Multiovulis e Deguelia sect. Deguelia
(MAGALHAES et al., 2001).

De acordo com a literatura, sdo descritos em espécies de Deguelia: chalconas
(Quadro 1), flavonoides e isoflavonoides (Quadro 2), sendo também relatada a

ocorréncia de estilbenos (Quadro 3), rotenoides (Quadro 4) e triterpenos (Quadro 5).
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Quadro 1. Chalconas de Derris rariflora, sinonimia de Deguelia nitidula

PARTE VEGETAL

ESTRUTURAS

REFERENCIA

Raizes

(1) lonchocarpina

(R1, Rz, R3 =H)

(2) 4-hidroxilonchocarpina

(Rl, R3 = H, R2 = OH)

(3) 4,5-dihidroxilonchocarpina
(Rl = H, R2 = R3 = OH)

(4) 4,2'-diacetato-lonchocarpina
(R; = Ac, R, = OAc, Rz = H)

(BRAZ FILHO et al., 1975)
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Quadro 2. Flavonoides e isoflavonoides de espécies de Deguelia

ESPECIE | PARTE VEGETAL ESTRUTURAS REFERENCIAS
% HO O
38 OCH;
S raires - (BRAZ FILHO
£ etal., 1975)
© OCHs
(@) (5) (3S)-7-hidroxi-2",4'-
dimetoxiisoflavanona
I
OCH; O
x (6) glabresciona A
©
S (DELLE
g Sementes MONACHE et
= al., 1977)
a)
(7) glabresciona B

*Derris amazonica, sinonimia de Deguelia amazonica
**Derris glabrescens, sinonimia de Deguelia densiflora
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Quadro 2. Flavonoides e isoflavonoides de espécies de Deguelia (Continuagéo)

ESPECIE PARTE VEGETAL ESTRUTURAS REFERENCIAS

(8) osajina (R = H)
(9) escandinona (R = CH,)

ki Raizes (MAGALHAES et

<

2 al., 2001)

]

e

a)

(10) 3-(4’-hidroxifenil)-5-metoxi-6-(3,3-
dimetilalil)-2",2"-dimetilcromeno-
(5,76":8,7)-3-(propil-2-ona)-4H-1-
benzo-2,3-dihidropiran-2,4-diona

(R = CH2COCH3)

18



Quadro 2. Flavonoides e isoflavonoides de espécies de Deguelia (Continuagéo)

ESPECIE | PARTE VEGETAL ESTRUTURAS REFERENCIAS
% (11) 5,4’-dihidroxi-6-(3,3-dimetilalil)-7-metoxi- ~
8 ) flavanona (MAGALHAES et
S Raizes
2 al., 2003)
5
<
a
OCHz OR
& OCH;,
(12) escandenina (R = H)
(13) robustato de metila (R = CH5)
HO. Q
e
3
£ (MAGALHAES
Q
®© ¢ HO
o Raizes HO et al., 2006)
c
o
a)

(14) ononina
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Quadro 2. Flavonoides e isoflavonoides de espécies de Deguelia (Continuagéo)

ESPECIE PARTE VEGETAL ESTRUTURAS REFERENCIAS
R>
OCHz; OH
R3
Rl= / O R2=H,R3=O0H
(15) 4-hidroxi-3-(4’-hidroxifenil)-5-metoxi-
6-(8',9'-epoxi-9’-metilbutil)-2",2"-
dimetilpirano-(5”,6":8,7)-cumarina
o
(2}
: :
4 AN MAGALHAES
& R1= \/YRZ, R3=OCHO |\
g Raizes et al., 2006)
5 (16) 4-hidroxi-3-(3’,4’-metilenodioxifenil)-
o 5-metoxi-6-(3,3-dimetilalil)-2",2"-

dimetilpirano-(5”,6":8,7)-cumarina

Rl= X R2 = OH,
\/ﬁ/ R3=0CHj
(17) 4-hidroxi-3-(3’-hidroxi-4’-metoxifenil)-

5-metoxi-6-(3,3-dimetilalil)-2",2"-
dimetilirano-(5",6":8,7)-cumarina

(18) isorobustina (R; =H, R,, Rz =
OCH,0)
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Quadro 2. Flavonoides e isoflavonoides de espécies de Deguelia (Continuagéo)

ESPECIE PARTE VEGETAL ESTRUTURAS REFERENCIAS

(19) 4-hidroxi-3-(3'-hidroxi-4'-

metoxifenil)—5—metéxi-2",2"— (MAGALHAES et al
Raizes dimetilpirano-(5”,67:6,7)-cumarina v

(Rl = OH, R2 = OCH3) 2006)

(20) 4-hidroxi-3-[4-0-(3,3-
dimetilalila)fenil)-5-metoxi-2",2"-
dimetilpirano-(5”,6":6,7)-cumarina

(Ri=H, Ry) }ZO\/\(

(21) robustina (R;, R, = OCH,0)

D. longeracemosa

(22) &cido robustico (R; =H, R, =
OCHs,)
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Quadro 2. Flavonoides e isoflavonoides de espécies de Deguelia (Continuagéo)

ESPECIE SUBSTANCIAS

ESTRUTURAS

REFERENCIAS

Raizes

D. rariflora*

(23) 5,7-dihidroxi-6-prenilflavanona
(R =0H)

(24) 5-hidroxi-7-metoxi-6-
prenilflavanona (R = OCHs)

(BRAZ FILHO et

al., 1975)

Folhas

OR, O
(25) urucuol A (R, R, = H)

(26) urucuol B (R; = CH3, R, = H)

(27) urucuol C (Rl, R, = CH3)

D. rufescens var. rufescens**

Folhas

(28) isotirumalin

* Derris rariflora, sinonimia de Deguelia rariflora
** Derris urucu, sinonimia de Deguelia rufescens var. rufescens

(LOBO et al., 2009)
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Quadro 2. Flavonoides e isoflavonoides de espécies de Deguelia (Continuagéo)

ESPECIE SUBSTANCIAS ESTRUTURAS REFERENCIAS

(29) 3-metilenodioxi-(3',4")fenil-4-hidroxi-5-
metoxi-2”,2"-dimetilcromeno(5”,6",7,8)-
cumarina

(R=H)

(30) 3-metilenodioxi-(3',4")fenil-4,5-
dimetoxi-2”,2"-dimetilcromeno(5”,6",7,8)-
cumarina

(R=CHy)

(GARCIA et
Raizes

al., 1986)

D. spruceana*

(31) escandenina (R;, R, = H)

(32) 4’-acetato-escandenina (R; = H, R, =
Ac)

(33) diacetato- escandenina (R, R, = Ac)

(33) 3',4’-metilenodioxi-5-hidroxi-2",2"-
dimetilcromeno (5”,6",7,8)-isoflavona

*Derris spruceana, sinonimia de Deguelia spruceana
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Quadro 2. Flavonoides e isoflavonoides de espécies de Deguelia (Continuagéo)

PARTE

ESPECIE ESTRUTURAS REFERENCIAS
VEGETAL
(34) 5,3'-dihidroxi-4’-metoxi-2",2"-
dimetilcromeno-(5",6":6,7)-dihidroflavonol
(R =3BOH)
(35) 5,3'-dihidroxi-4’-metoxi-8-alil-2",2"-
dimetilcromeno-(6,7:57,6")flavanona (R = H)
_Q (DE OLIVEIRA
§ Folhas
. et al., 2012)
(m)

(36) 5,3'-dihidroxi-7,4’-dimetoxi-6,8-
dimetilalil-dihidroflavonol (R = 3OH)
(37) 5,3'-dihidroxi-7,4’-dimetoxi-6,8-
dimetilalil-flavanona (R = H)

(38) 3,5,3'-trihidroxi-7,4’-dimetoxi-6,8-
dimetilalil-flavonol (R = OH)
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Quadro 3. Estilbenos de espécies de Deguelia

ESPECIE PARTE VEGETAL ESTRUTURAS REFERENCIAS

E
_c;é (39) 2'-(3,3-dimetilalil),2",2"- (MAGALHAES et
< : dimetilcromeno (5", 6.4’ ,3")-4-
[ Raizes ' '
2 hidroxi-5-metoxi-estibeno al.,, 2001)
<
a)

(40) 3',5'-dimetoxi-4-hidroxi-4'-(3,3-

dimetilalil)-estilbeno

?56 (BRAZ FILHO et al.,
-E Raizes 1975)
)

(41) 3,5-dimetoxi-4-prenilestilbeno

(R=H)

(42) 3,5,4'-trimetoxi-4-prenilestilbeno

(R = OCHg)

*Derris rariflora, sinonimia de Deguelia rariflora
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Quadro 3. Estilbenos de espécies de Deguelia (Continuagéo)

ESPECIE SUBSTANCIAS ESTRUTURAS REFERENCIAS
(LOBO et al., 2010)
(PEREIRA et al.,
OCHs 2012)
3 (43) lonchocarpeno (R = H)
=) (44) 4-metoxilonchocarpeno (R = OCHy)
=}
g Folhas ORy
(-
CH30.
§ ’ N R,
E
a)
OCHs (LOBO et al., 2010)
(45) 3,5-dimetoxi-4’-hidroxi-3’-prenil-trans-
estilbeno [Rl = H, R2 = CH2CH:C(CH3)2]
(46) 3,5-dimetdxi-4’-O-prenil-trans-
estilbeno (R; = R, = H)
(47) pteroestilbeno (R; = H,CH=C(CHy),,
R2 = H)
H4CO OCH
. X
©
S (GARCIA et al.,
(]
e .
g Raizes 1086)
(%]
a)
(48) 2,4-dimetoxi-2",2"-
dimetilcromeno(5”,6",3",4")-estilbeno
" (DE OLIVEIRA et al.,
=S Raizes 2012)
)
OCH;
(49) 4-metoxi-lonchocarpeno (R = OCH,)
(50) lonchocarpeno (R = H)

**Derris spruceana, sinonimia de Deguelia spruceana
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Quadro 4. Rotenoides e derivados de Deguelia utilis

ESPECIE | PARTE VEGETAL

ESTRUTURAS

REFERENCIAS

Raizes

D. utilis

(51) (-)-rotenona (R = H)
(52) (-)-12aB-hidroxi-rotenona (R = OH)

OCH,

(53) (-)-deguelina (R = H)
(54) (-)-12aB-hidroxi-deguelin (R = OH)

(LAWSON et

(0] o. H
(0]
(0]
HO O OCH,
OCH;z

(55) 4-(6,7-dimetoxi-2,3-dihidrocromona-
3-oxi) &cido tubaico

al., 2006)

A
H
o o
o)
o
HO™ ~O OCH,

OCHs

(56) 5-(6,7-dimetoxi-2,3-

dihidroxicromeno-3-oxi) B-acido tubaico

*Lonchocarpus nicou var. languidos, sinonimia de Deguelia utilis
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Quadro 4. Rotenoides e derivados de Deguelia utilis (Continuag&o)

ESPECIE PARTE VEGETAL ESTRUTURAS REFERENCIAS
(57) 2',2’-dimetilpirano(5’,6':8,7)-
cromona
OCH, (LAWSON,;
% (58) 4',5'-dimetoxicumarina-2- KAOUADJI;
= ; isopropenil-2”,3"-
‘5: Raizes dihidrofurano(4”,5":8,7)cromona CHULIA,
(m)
2008)

OCH,

(60) (-)-dihidrorotenona

*Lonchocarpus nicou var. languidos, sinonimia de Deguelia utilis
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Quadro 4. Rotenoides e derivados de Deguelia utilis (Continuag&o)

ESPECIE PARTE VEGETAL ESTRUTURAS REFERENCIAS
(61) deguelina (R;, R, = H)
(62) tefrosina (R; = H, R, = OH)
(63) acido 4'-hidroxi-rot-2’-endnico
(Rl = OH, R2 = H)
(64) 7'-hidroxitefrosina ( Ry, R, = OH)
(LAWSON,;
% KAOUADJI;
% Raizes
. OCHs CHULIA,
(@]
(65) 7'-nor-6’-oxo0-2',3'-dehidrorotenona 2010)

(R=H)
(66) 7'-nor-6’-0x0-2',3’-dehidro-12af-
hidréxirotenona (R = OH)

OCH;s;

(67) (6'S)-6",7’-epoxirotenona [R = H (6'S)]
(68) (6'R)-6',7"-epoxi-12aB-hidroxirotenona
(R=0H (6'R)

*Lonchocarpus nicou var. languidos, sinonimia de Deguelia utilis
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Quadro 5. Triterpenos de Derris amazonica, sinonimia de Deguelia amazonica

PARTE VEGETAL ESTRUTURAS REFERENCIAS

(69) lupenona (BRAZ FILHO et al.,

Rai
alzes 1975)

(70) lupeol



1.4.1.1 Deguelia duckeana

A espécie D. duckeana A.M.G. Azevedo, conhecida como cipé-cururu ou timbo
(TOZZI, 1989), é uma liana com ramos cilindricos e lenhosos que ocorre em matas
ou capoeiras densas.

De acordo com a literatura, verificaram-se apenas dois estudos de Deguelia
duckeana sendo ambos do nosso grupo de pesquisa. Foram identificadas nessa
espécie: estilbenos e chalconas (Quadro 6) (LIMA et al., 2012) e relatada a atividade
antimicobacteriana dos extratos das folhas, galhos e raizes frente a cepa de

Mycobacterium tuberculosis com CIM > 200 pg/mL (CARRION et al., 2013).
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Quadro 6. Estilbenos e chalconas de Deguelia duckeana

PARTE VEGETAL ESTRUTURAS REFERENCIAS
(LIMA et al.,
Galhos 2012)

OH O

(72) lonchocarpina (R = H)
(73) 4-hidroxilonchocarpina
(R =0H)

O
=
I
OH O

(74) derricidina
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1.4.2 Diplotropis

O género Diplotropis, pertencente a subfamilia Papilionoideae, distribui-se em
zonas tropicais e apresenta 39 espécies descritas no Tropicos (TROPICOS, 2015b).
Espécies de Diplotropis apresentam alcaloides (Quadro 7), derivado fendlico

(Quadro 8), flavonoides (Quadro 9) e um triterpeno (Quadro 10).

Quadro 7. Alcaloides quinolizidinicos de Diplotropis martiusii

PARTE VEGETAL ESTRUTURAS REFERENCIAS

Sementes (76) camoensidina (KINGHORN;
BALANDRIN; LIN,

N 1982)
N

(77) leontidana

o

(78) tetrahidrorombifolina
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Quadro 7. Alcaloides quinolizidinicos de Diplotropis martiusii (Continuagéo)

PARTE VEGETAL ESTRUTURAS REFERENCIAS
N
(KINGHORN;
Sementes N X BALANDRIN: LIN,
1982)

(79) 11,12-dihidrosparteina

Quadro 8. Derivado fendlico de Diplotropis ferruginea

PARTE VEGETAL

ESTRUTURAS

REFERENCIAS

Cascas do caule

OH O
o N
HaC

(80) 2-hidroxi-4-metoxi-6-
propil-benzoato de etila

(ALMEIDA et al.,
2003D)
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Quadro 9. Flavonoides de Diplotropis ferruginea

PARTE VEGETAL

ESTRUTURAS

REFERENCIAS

Cascas do caule

(81) diploflavona R = \/ﬁ/

(82) 3,6-dimetoxi-6",6"-
dimetilcromeno-(7,8,2",3")-flavona
(R = CHjy)

(ALMEIDA et al.,
2005b)

Cascas do caule

(83) (2,3-trans-3,4-trans)-3,4,5,8-
tetrametoxi-(6,7,2",3")-
furanoflavana

(R =OMe)

(LIMA et al., 2005)

Quadro 10. Triterpeno de espécies de Diplotropis ferruginea

PARTE VEGETAL

ESTRUTURAS

REFERENCIAS

Cascas do caule

(70) lupeol

(ALMEIDA et al., 2003b)
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1.4.2.1 Diplotropis purpurea

A espécie D. purpurea (Rich.) Amshoff. var leptophylla (Kleinh.) Amshoff é
conhecida como fava, sucupira, sucupira-preta, sebipira entre outros (STASI,
HIRUMA-LIMA, 2002).

No Brasil, € amplamente distribuida na Amazénia em habitat Campinarana
(FERREIRA, 2003), mas também pode ser encontrada em Bolivia, Colémbia,
Equador, Guiana Francesa, Suriname e Venezuela (TROPICOS, 2015c). Sua
madeira possui resisténcia a certos fungos e sdo duraveis permitindo ser utilizada
em construgdo de estruturas e de revestimentos (CARNEIRO et al., 2009;
NOGUEIRA et al., 2007). Seu uso terapéutico € conhecido por tratar impingem
devido as suas sementes raladas terem efeito quando misturada com enxofre
(STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

As sinonimias encontradas sao: Bowdichia brasiliensis var. belemnensis
Ducke, Diplotropis leptophylla Kleinhoonte e Diplotropis purpurea var. belemnensis
(Ducke) Amshoff (TROPICOS, 2015d).

Desta espécie foram isolados das cascas do tronco: flavonoides (Quadro 11),

esteroides e triterpeno (Quadro 12).
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Quadro 11. Flavonoides de Diplotropis purpurea

PARTE VEGETAL ESTRUTURAS REFERENCIAS
(84) formononetina
HO o} O
‘ | (BRAZ FILHO et
Troncos

0]
(85) 7-hidroxiflavona

HO O

(86) liquiritigenina

al., 1973)
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Quadro 12. Esteroides e triterpeno de Diplotropis purpurea

PARTE VEGETAL

ESTRUTURAS

REFERENCIAS

Troncos

(88) estigmasterol

(70) lupeol

(BRAZ FILHO et al.,
1973)
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2. Objetivos

2.1 Geral
Realizar o estudo fitoquimico e avaliar a atividade antibacteriana dos extratos
da espécie de Diplotropis purpurea e purificar fragbes em mistura de Deguelia

duckeana bem como realizar o potencial anticancer das substancias isoladas.

2.2 Especificos

« Purificar as substancias dos extratos das folhas de Diplotropis purpurea,;

» Purificar as substancias das fracbes em mistura obtidas das raizes e galhos
de Deguelia duckeana,;

* Realizar ensaios de atividade antibacteriana dos extratos de Diplotropis
purpurea;

* Realizar ensaios do potencial anticancer das substancias isoladas de
Deguelia duckeana,;

 |dentificar ou elucidar a estrutura quimica das substancias isoladas.
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3. Material e Métodos

3.1 Materiais utilizados

Os extratos foram extraidos com banho de ultra-som (Unique, Brasil) e
concentrados em evaporador rotativo (Fisatom, Brasil).

Para a Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC) foram
utilizadas cromatofolhas de SiO, com indicador fluorescéncia UV 254 (Marcherey-
Nagel e Merck, Alemanha) e analisadas através do equipamento Camag. Este
equipamento era composto por Camag TLC autosampler ATS 4 (para aplicacao da
amostra), Camag TLC Scanner e Camag TLC Scanner reprostar 3 photo
documentation (para o registro de imagens sob luz UV 254 nm e 365 nm). As
amostras foram preparadas na concentragéo de 1 mg/mL.

A identificacdo dos flavonoides de Deguelia duckeana foi realizada por RMN de
'H (400 MHz) e '3C (100 MHz) da Bruker DRX disponivel na Universidade de
Freiburg.

As andlises por espectrometria de massas foram realizadas no equipamento
Thermo Q Exactive mass spectrometrer com Orbitrap-Analyzer (Thermo Scientific,
West Palm Beach, FL, USA). As andlises foram obtidas via ionizacao por elétrons a
70 eV e fonte de ionizagdo quimica a pressao atmosférica (APCI). Este equipamento
foi utilizado no periodo do doutorado sanduiche na Universidade de Freiburg,
Alemanha.

Outras amostras também foram analisadas por CLAE/EM no Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazonia (INPA) em Manaus, Brasil. O espectrometro de massas
utilizado foi o MicroTOF-QII (Brucker Daltonics), fonte de ionizacdo ESI em modo

positivo, 17500 FWHM e o cromatdgrafo utilizado foi o Prominence UFLC
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(Shimadzu) com detector de arranjo de diodos (DAD) SPDM-20A operando na faixa
190 a 400 nm, injetor automético SIL-20A e coluna Shim-pack XR-ODS 2 um x 50
um).

A identificacdo das substancias de Diplotropis purpurea foi realizada por RMN
(Modelo Bruker Avance IIl) de *H (400 MHz) e *C (100 MHz) da Universidade
Federal do Parana.

Para a determinacdo do potencial anticancer, foram utilizados os seguintes
materiais: leitora para microplaca (Modelo 680, BIO-RAD), Trans-Blot SD Semi-dry
Tranfer Cell (BIO-RAD) usado para a transferéncia da membrana; I-Block™ (Life
Technologies) para a incubacdo da membrana; reagente quimioluminescente (ECL
Plus, Lumigen PS-3, Munique, Alemanha) para a revelacao do blotting.

Os equipamentos utilizados para a atividade antibacteriana foram: leitora para
microplaca (modelo multiscan 60, Thermo) para obter a leitura em 600 nm e

espectrofotometro (Femto, Cirrus 80 ST) para medir a absorbancia do inoculo.

3.1.1 Softwares utilizados

Foram usados os softwares: ChemWindow 6.0 (BIO-RAD), ACD Labs 12.01,
Hystar 3.2, OriginPro 8.0, WinCats (CAMAG), Skanlt 3.2, Scifinder, ISI web of

knowledge, Science Direct e PubChem.
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3.2 Coleta

Folhas e galhos de Diplotropis purpurea foram coletados na Reserva Particular
do Patriménio Natural (RPPN) no municipio de Presidente Figueiredo, AM em junho
de 2012. A exsicata foi identificada pelo Prof. Dr. Valdely Kinupp e depositada no
Herbario do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Amazonas
(EAFM) sob o numero 11230.

Raizes e galhos de Deguelia duckeana foram coletados na Praia Dourada,
Manaus, AM. As raizes foram coletadas em abril de 2006 e os galhos em agosto de
2009 e identificadas pela MSc. leda Ledo do Amaral. As duas exsicatas foram

depositadas no EAFM sob os nimeros 10606 e 10613, respectivamente.

3.3 Preparacao dos extratos vegetais

Os materiais vegetais foram secos a temperatura ambiente, moidos e extraidos
com hexano ou diclorometano usando ultrassom por 20 min. Apds, foram filtrados e
extraidos novamente até a extragdo exaustiva do material vegetal. Os residuos
foram secos em temperatura ambiente e extraidos com metanol da mesma forma.
Por fim, os extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotatorio (Figura 7).
As massas e 0s rendimentos obtidos de cada extrato bruto estdo mostrados na

Tabela 1.
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Material vegetal

- Extracdo em DCM ou Hexano por 20 min
- Filtracéo

- Evaporacéo do solvente

pmTTTm T EEEEEEm———— \
i Extrato DCM/ i I Torta
1 1
1 1
J

- Extracdo em MeOH por 20 min
- Filtracéo

- Evaporacéo do solvente

l v
2 1|
i Extrato MeOH ! I Residuos |

Figura 7. Fluxograma geral da preparacdo dos extratos

Tabela 1. Informacbes dos extratos obtidos de Diplotropis purpurea

Parte Solvente Massa do Massa do Rendimento (%6)
vegetal extraido material vegetal (g) extrato (g)
Folhas Hexano 809,6 1,4 0,17
Metanol 789,1 9,5 1,20
Galhos Hexano 500,1 2,2 0,43
Metanol 4943 36,2 7,32

Vale ressaltar que o extrato diclorometanico das raizes e hexanico dos galhos
de Deguelia duckeana foram obtidos previamente por outro projeto do mesmo grupo

de pesquisa (LIMA, 2011).
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3.4 Fracionamento
Os extratos das folhas de Diplotropis purpurea foram fracionados no
Laboratério de Bioprospeccao e Biotecnologia (LABB), do INPA sob a orientacdo da

Profa. Dra. Cecilia Nunez.

A purificacédo das fracdes obtidas das raizes e galhos de Deguelia duckeana foi
realizada no Laboratorio do grupo da Profa. Dra. Irmgard Merfort na Universidade de

Freiburg, Alemanha.

3.4.1 Fracionamento do extrato hexanico das folhas de Diplotropis
purpurea

Visando purificar as substancias presentes no extrato das folhas, foi realizado o
fracionamento do extrato hexanico (1,05 g) de D. purpurea (Figura 8) em coluna
aberta (43 x 2 cm) de silica gel 60 (200-400 Mesh), usando gradiente de DCM em
hexano, DCM 100%, AcOEt em DCM, AcOEt 100%, MeOH em AcOEt até MeOH

100% (Tabela 2).
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Tabela 2. Sistema de eluicdo do fracionamento do extrato hexanico de D.

purpurea

Fracdes coletadas

Sistema de eluicio

0-1
2-8
9-11
12-14
15-18
19-20
21-22
23-28
29-30
31-33
34-36
37-38
39-40
41-42
43-44

Hex/DCM (95:5)
Hex/DCM (9:1)
Hex/DCM (8:2)
Hex/DCM (7:3)
Hex/DCM (6:4)
Hex/DCM (1:1)
DCM 100%
DCM/AcOEt (9:1)
DCM/AcOEt (8:2)
DCM/ACOEt (7:3)
DCM/AcOEt (1:1)
AcOEt 100%
AcOEt/MeOH (9:1)
AcOEt/MeOH (1:1)
MeOH 100%

O volume de cada sistema de eluicdo adicionado a coluna cromatogréfica foi

de 100 a 200 mL e o volume das fracdes recolhidas variou de 20 a 70 mL. Foram

obtidas 44 fracbes, as quais foram analisadas por cromatografia em camada delgada

(CCD) e reunidas (Tabela 3).

Tabela 3. Massas das fracOes reunidas do fracionamento de D. purpurea

Fracdes reunidas  Massa (mg)
0 98,2
1 135,3
2 19,0
3-6 15,5
7-14 135,0
15 7,5
16-20 65,8
21 3,6
22-24 180,0
25 138,6
26-34 178,7
35 4.9
36-40 20,5
41-44 15,7
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A partir das fracbes reunidas da primeira coluna do extrato bruto foram

escolhidas algumas para continuar o fracionamento, tais como a fracdo 1 (135,3

mg), 2 (19,0 mg), 7-14 (135,0 mg) e 22-24 (180,0 mg). Essas fracbes apresentaram

indicios de terpenos por CCD quando reveladas com Ce(S0O,),, anisaldeido.

O processo de purificacédo da fracdo 1 (135,3 mg) foi realizado em coluna (27 x

1 cm) aberta de silica gel (230-400 mesh) com um volume de 50 mL para cada

sistema de eluicdo CHCI3 em hexano, CHCIl; 100%, MeOH em CHCI; até MeOH

100%(Tabela 4). Foram obtidas 64 fracdes e reunidas apés CCD.

Tabela 4. Sistema de eluicdo do fracionamento da amostra 1 obtida do extrato

hexanico de D. purpurea

Fracdes coletadas

Sistema de eluicdo

0-9
10-14
15-19
20-24
25-29
30-34
35-39
40-44
45-49
50-54
55-59
60-64

Hex 100%
Hex/CHCl; (9:1)
Hex/CHClI; (8:2)
Hex/CHClI5 (7:3)
Hex/CHClI; (6:4)
Hex/CHCl5 (1:1)

CHCI; 100%
CHCI3/MeOH (9:1)
CHCIs/MeOH (8:2)
CHCIs/MeOH (6:4)
CHCIs/MeOH (1:1)

MeOH 100%

A fracdo 2 (19,0 mg) também submetida a um fracionamento, apresentou

caracteristicas quimicas de substancias aromaticas sob luz UV 254 nm. Esta foi

fracionada em coluna de 8 cm de altura e 1,5 cm com sistema de eluigdo acetona

em hexano, acetona 100%, MeOH em acetona até MeOH 100% (Tabela 5). O
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volume das fracdes recolhidas foi entre 7 a 15 mL. Foram obtidas 46 fracbes que

apos analise por CCD foram reunidas.

Tabela 5. Sistema de eluicdo do fracionamento da amostra 2 obtida do extrato

hexanico de D. purpurea

Fracdes coletadas Sistema de eluicido
0-4 Hex/Acetona (98:2)
5-9 Hex/ Acetona (95:5)

10-14 Hex/ Acetona (9:1)
15-19 Hex/ Acetona (8:2)
20-24 Hex/Acetona (7:3)
25-29 Hex/ Acetona (6:4)
30-34 Hex/ Acetona (1:1)
35-38 Acetona 100%
39-41 Acetona/MeOH (9:1)
42-44 Acetona/MeOH (7:3)
45-46 MeOH 100%

Outra fracdo submetida & cromatografia em coluna de SiO, (23,5 x 1 cm) foi a
7-14 (135,0 mg) visando isolar as substancias que apresentaram fluorescéncia. Esse
fracionamento resultou em 40 fragdes e o sistema de elui¢cao foi acetona em hexano

até acetona 100% (Tabela 6).

Tabela 6. Sistema de eluicdo do fracionamento da amostra 7-14 obtida do

extrato hexanico de D. purpurea

Fracbes coletadas Sistema de eluigdo
0-5 Hex 100%

6-12 Hex/ Acetona (9:1)
13-19 Hex/ Acetona (8:2)
20-26 Hex/ Acetona (7:3)
27-32 Hex/Acetona (6:4)
33-37 Hex/ Acetona (1:1)
38-40 Acetona 100%
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Por fim, a fracdo 22-24 também resultante do primeiro fracionamento do extrato
hexanico, foi submetida a separacédo em coluna aberta (32 x 1 cm) de SiO; utilizando
o sistema de eluicdo acetona em hexano, acetona 100%, MeOH em acetona até
MeOH 100% (Tabela 7). As 49 fracOes obtidas foram reunidas ap6s analise por
CCD, mas todas ainda apresentavam uma mistura de substancias. Entdo, foi
escolhida a fragcdo 15-17, dentre estas, para continuar o fracionamento. A
cromatografia em coluna (21 x 1 cm) aberta de SiO, resultou em 59 fracfes e dentre
essas, a fracdo 12-13 (denominada de substancias I, 1l e Ill), foi analisada por RMN
de 'H (400 MHz). Os espectros foram obtidos na UFPR em colaboragéo com o Prof.
Anderson Barison. Essa fracdo apresentou caracteristicas de terpenos e cor
vermelha ao revelar com Ce(SQOg),. O fracionamento completo esta mostrado na

Figura 8.

Tabela 7. Sistema de eluicdo do fracionamento da amostra 22-24 obtida do

extrato hexanico de D. purpurea

Fragbes coletadas Sistema de eluigdo

0-4 Hex 100%

5-9 Hex/ Acetona (9:1)
10-14 Hex/ Acetona (9:1)
15-17 Hex/ Acetona (7:3)
18-21 Hex/ Acetona (6:4)
22-25 Hex/ Acetona (1:1)
26-29 Acetona 100%
30-33 Acetona/MeOH (9:1)
34-37 Acetona/MeOH (8:2)
38-41 Acetona/MeOH (7:3)
42-45 Acetona/MeOH (6:4)
46-47 Acetona/MeOH (1:1)
48-49 MeOH 100%
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Extrato

Hexanico
(1,05 g)
CC de SiO,
Hex/DCM/AcOEt/MeOH
7/ // //
7 77 7

0 I | 1 I | 2 I | 7-14 I l 22-24 I 41-44 \
(98,2 mg) (135,3 mg) (19,0 mg) (135,0 mg) (180,0 mg) (15,7 mg)

CC de SiO; CC de SiO, CC de SiO, CC de SiO,
Hex/CHCI;/MeOH | Hex/Acetona/MeOH Hex/Acetona Hex/Acetona/MeOH
— — # T
[ 0-2] [38-64] [ 0-21 39-46 [E] 36-40 [EJ 15-17 40-46
103,0 mg
CC de SiO,
Hex/AcOEt/MeOH

) (22) e

| Substancias |

l\l, Ilelll (9,3 mg) i

1
4

Figura 8 . Fluxograma do extrato hexanico das folhas de Diplotropis purpurea
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3.4.2 Fracionamento do extrato MeOH das folhas de  Diplotropis purpurea

O extrato metandlico (4,0 g) das folhas de Diplotropis purpurea (Figura 9) foi,
primeiramente, submetido a uma particdo resultando em trés fases: CH,Cl, (187,6
mg), AcOEt (650,0 mg) e MeOH/H,0 (1,6 g). A fase CH,Cl, (187,6 mg) foi submetida
a cromatografia em coluna aberta (28 x1,5 cm) de SiO, sob sistema de eluicdo
(Tabela 8). Foram obtidas 33 fracbes e por ter observado em CCD que as fracbes
apresentavam caracteristicas de terpenos em mistura muito complexa com pouco

rendimento, optou-se por dar inicio ao fracionamento da fase AcOEt.

Tabela 8. Sistema de eluicdo do fracionamento da fase CH,Cl, obtida do extrato

metandlico das folhas de D. purpurea

FracOes coletadas Sistema de eluicdo
1-7 Hexano/ Acetona 8:2

8-13 Hexano/ Acetona 7:3
14-15 Hexano/ Acetona 6:4
16-17 Hexano/ Acetona 1:1
18-19 Acetona 100%
20-21 Acetona/MeOH 8:2
22-25 Acetona/MeOH 7:3
26-29 Acetona/MeOH 6:4
30-33 MeOH 100%

O fracionamento da fase AcOEt (650,0 mg) foi iniciado por cromatografia em
coluna aberta (22 x 1,5 cm) de Florisil com sistema de eluicdo gradiente AcCOEt em

DCM, AcOEt 100%, MeOH em AcOEt e MeOH 100% (Tabela 9).
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Tabela 9. Sistema de eluicdo do fracionamento da fase AcOEt obtida do extrato
metandlico das folhas de D. purpurea

FracOes coletadas Sistema de elui¢cdo
0-2 DCM 100%
3-5 DCM/AcOEt 9:1
6-8 DCM/AcOEt 8:2
9-10 DCM/AcOEt 6:4
11-12 DCM/AcOEt 1:1
13-15 AcOEt 100%
16-17 AcOEt/MeOH 9:1
18-20 AcOEt/MeOH 8:2
21-22 AcOEt/MeOH 7:3
23-27 AcOEt/MeOH 6:4
28-30 AcOEt/MeOH 1:1
31-32 MeOH 100%

A maioria dessas fracdes apresentou coloracdo avermelhada ao revelar com
anisaldeido sulfurico por CCD e fluorescéncia sob luz UV 365, indicando a presenca
de flavonoides. Com isso, a fracdo 15-17 (21,0 mg) foi submetida a cromatografia
em camada delgada preparativa (CCDP) com sistema de eluicio DCM/MeOH 8:2.
Pela complexidade da mistura dessas substancias néo foi possivel continuar o

fracionamento (Figura 9).
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Extrato MeOH
(4,09)

Particdo
DCM/AcOEt/MeOH/H,0

DCM AcOEt MeOH/H,0
(187,6 mgq) (650,0 mg) (1,6 9)

CC de SiO, CC de SiO,
Hex/Acetona/MeOH Hex/Acetona/MeOH
y4
0-2 30-33 0-7 15-17 26-32
(0,6 mqg) 8,3 mg 12,0 mg (21,0 mg) 149,5 mg
CCDP de SiO,

DCM/MeOH 8:2
Y74

V4
1 2 3
0,7 mg 3,7 mg 16,6 mg

Figura 9 . Fluxograma do extrato metandlico das folhas de Diplotropis purpurea
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3.4.3 Fracionamento do extrato CH ,Cl, das raizes de Deguelia duckeana

Sabendo que esta espécie é rica em flavonoides, pois alguns foram
previamente identificados no extrato diclorometanico (CH,Cly) (LIMA, 2011), nesta
tese foi dada continuidade ao processo de purificacdo das fracdes.

Foram selecionadas 48 fracdes (Figuras 10 a 13), obtidas de diversos
fracionamentos (LIMA, 2011) e analisadas por CCD utilizando o revelador Natural
product — polietileno glicol (NP-PEG) que consiste em difenilboriloxietilamina em 1%
de MeOH e polietilenoglicol em 5% de MeOH. Esse revelador indica a presenca de
flavonoides apds aquecimento em torno de 90 °C. Para a escolha do sistema de
eluicdo, foram testados diversos sistemas de eluicdo e apenas um apresentou
melhor resolugéo para os flavonoides, sendo o sistema CHCls/MeOH 75:5. Foram

realizados dois registros, um antes e outro depois de borrifar os reveladores.
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Figura 10. CCD das fragOes 1 a 14, sendo A: antes de borrifar sob luz UV 254, UV
365 e visivel; B: ap6s borrifar com NP-PEG. Sistema de eluicdo: CHCIl3/MeOH 75:5

15 16 17 18 19 20 21 15 16 17 18 19 20 21

15 16 17 18 19 20 21

Figura 11. CCD das fra¢des 15 a 21, sendo A: antes de borrifar sob luz UV 254, UV
365 e visivel; B: apos borrifar com NP-PEG. Sistema de eluigdo: CHCIs/MeOH 75:5
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2223242526 27 28 2930 3132 3334
Figura 12. CCD das frages 22 a 34, sendo A: antes de borrifar sob luz UV 254, UV

365 e visivel; B: apos borrifar com NP-PEG. Sistema de eluigdo: CHCIs/MeOH 75:5

3536 37 383940414243 44 4546 4748

Figura 13. CCD das fragOes 35 a 48, sendo A: antes de borrifar sob luz UV 254, UV

365 e visivel; B: apos borrifar com NP-PEG. Sistema de eluigdo: CHCIs/MeOH 75:5
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ApoOs analise de todas as fracdes por CCD mostradas anteriormente (Figuras
10 a 13), foram escolhidas para serem fracionadas as amostras que apresentaram
massa acima de 30 mg, pois 0 objetivo era ter massa suficiente para, posterior
realizacdo de ensaios biolégicos. As amostras que revelaram coloracdes entre
vermelho, rosa, laranja e amarelo, apos borrifar com NP-PEG, também foram
escolhidas para serem fracionadas.

A primeira fracédo a ser fracionada foi a fracdo 6 (a qual pode ser visualizada na
Figura 12 sob o numero 25), obtida do fracionamento do extrato diclorometanico,
cujo principal constituinte havia sido identificado como 3,5,4'-trimetoxi-4-
prenilestilbeno (133 mg) no projeto anterior (LIMA, 2011), mas precisava ser
purificada. Portanto, o fracionamento foi iniciado com uma coluna aberta de silica gel
60 (70 — 230 Mesh, 26 x 1 cm, 20 g) e com sistema de eluicdo CHCIl; 100% e
CHCI3/MeOH 75:5 obtendo um total de 60 fracbes. ApoOs analise dessas fracdes por
CCD, a reuniao da fracdo 2 a 8 resultou na identificacdo da substancia IV (2,7 mg)
(Figura 14).

Dentre as 42 fracOes obtidas da primeira coluna cromatografica do extrato
diclorometanico, a fracdo 8 (30,2 mg) (a qual pode ser visualizada na Figura 13 sob
0 numero 47) foi escolhida para continuar a purificacéo por apresentar fluorescéncia
sob luz UV 254 nm e uma coloragéo de coloracdo amarela escura com NP-PEG.
Com isso, esta fracdo foi submetida a cromatografia em coluna aberta de silica gel
60 (70-230 MESH, 20 x 1 cm) com sistema de eluicdo CHCIl3/MeOH 78:2, 75:5 e
MeOH 100%. A fracdo 6-13 (codificada de 47DD 6-13) mostrou melhor resolugéo
por CCD e foi identificada como uma mistura (V e VI) (8,4 mg) (Figura 15). N&o foi

possivel continuar o fracionamento devido a pouca quantidade de massa.
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Outras fracdes escolhidas a partir deste estudo previamente iniciado do extrato
DCM das raizes foram: 19, 27 e 39 (as quais podem ser visualizadas na Figura 11
sob os numeros 18, 19 e 20) por apresentarem boa resolucdo por CCD e
caracteristicas de flavonoides pela fluorescéncia sob luz UV 365 nm. Dentre estas,
as fracdes 27 (codificada 19DD) e 39 (codificada 20DD) apresentaram manchas
majoritarias o que favoreceu a enviar diretamente ao RMN de *H e **C resultando,
respectivamente, na identificacdo das substancias VII (15,0 mg), VIl e IX (35,0 mg)
(Figura 14). J4 a fracdo 19 (codificada 18DD) foi fracionada como mostrado a seguir.

O fracionamento da amostra 19 (31,0 mg) foi, primeiramente, dividida em duas
partes: uma parte foi recristalizada utilizando MeOH resultando em cristais (1,0 mg)
e denominou-se de substancia X (codificada 18DD-A) (Figura 14). Outra parte da
fracdo 19 (30,0 mg) foi fracionada usando Sephadex LH-20 (10,5 x 2 cm) com
MeOH, rendendo 40 fra¢cdes. A fracdo 3-5 (10,0 mg) foi escolhida para continuar o
fracionamento, pois apresentou apenas 3 manchas. Assim, a mesma foi fracionada
em Sephadex LH-20 (10,5 x 2 cm) obtendo 46 fracdes. Dentre estas, a reunido da
fracdo 18 a 24 (6,5 mg) mostrou uma mancha escura no UV 254 nm e coloracdes
amarela e cinza apdés revelar com anisaldeido sulfurico. Posteriormente, foi realizada
uma cromatografia em camada delgada preparativa de SiO, utilizando o sistema de
eluicdo CHCI3/MeOH 75:5. A fracdo 1 foi submetida ao processo de separacéo por
cromatografia em coluna aberta de Sephadex LH-20 (12,5 x 0,5 cm). Logo, as
fracbes reunidas de 2 a 5 (codificada 18DD1PC), foram identificadas por RMN de *H
e *C como uma mistura das substancias X! e XII (1,6 mg) (Figura 14).

As substancias V, VI, VII, VI, IX, XI e XllI foram analisadas por CLAE/EM e

solubilizadas em ACN/MeOH 75:25 com concentracdo de 0,5 mg/mL e fluxo de 0,4
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mL/min. O sistema de gradiente foi baseado na porcentagem do solvente da bomba
B (Tabela 10). Na bomba A utilizou-se H,O acidificada (0,1% acido férmico). Os
espectros de massas foram obtidos em fonte de ionizagao por electrospray (ESI) no

modo positivo.

Tabela 10. Condicao de gradiente utilizada nas analises por CLAE/EM

Tempo (min) Bomba B (%) de ACN
0-11 20
11-12 100
12 - 15 20
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Extrato CH,Cl,

8,09
CC SiOo,
/ 2/
3 4-5 8
(200,0 mg (2,8 9) (30,2 mg)
CC SiO, CC SiO, CC SiO,
7§L7§4 4 p) §4 §4
p—
6 19 27 39 6-13
(100,2 mg (30,0 mg) (15,0 mg) (35,0 mg) (8,4 mg)
N——
CC SIO, Recristalizacso \l/ \L \l/
2.8 1 2 i Subs\t/?lncia i i Su\t;lsltlégcl:;?s ‘: | Substancias E
(2,7 mg) (1,0 mg) | | (30,0 mg) A g e oo MeM
\L \l/ CC Sephadex
pmmm—m——————— LY pgpmmmm——————— ) 3-5
iSubstancia IV | isubstanciax ! ((10,0 mg)
___________ A | S CC Sephadex
Preparativa

CC Sephadex

‘ 2-5 \ S
(1,6 mg)

!
1
1
1

o ——

Substancias '|
Xl e Xl j

Figura 14 . Fluxograma do fracionamento do extrato CH,CIl, das raizes de Deguelia duckeana

59



3.4.4 Fracionamento do extrato hexanico dos galhos de Deguelia duckeana

O extrato hexanico dos galhos (2,0 g) também teve seu fracionamento iniciado
no projeto anterior (LIMA, 2011). Dentre as fracOes obtidas desse fracionamento, foi
escolhida a fracdo 63 a 66 (15,0 mg) (Figura 15) por mostrar-se interessante
guimicamente por CCD com a possivel presenca de flavonoides apds revelagdo com
NP-PEG. Com isso, essa fracdo foi submetida ao processo de separacdo por
cromatografia em coluna aberta de SiO, (20 x 0,5 cm) com sistema de eluicéo:
CHCI3/MeOH (78:2/75:5/MeOH 100%). Foram obtidas 78 fracdes e a reunido de 2 a
7 (codificada 46DD 2-7B), foi identificada como substancia VIl (3,1 mg), isolada

também das raizes de Deguelia duckeana (item 3.4.3).
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Extrato Hexanico

2049
CC SiO,
/ /. / /
7 Va4 / /7 | /
63-66
1-6 25 - - - 112
[ ] [ ] [27 28] [34 36] [5_560 (15,0 mg)
CC SiO,
2-7
(3,1 mg)

Figura 15. Fluxograma do fracionamento do extrato hexanico dos galhos de
Deguelia duckeana
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3.5 Potencial anticancer

As substancias isoladas de Deguelia duckeana foram incubadas em células
neurais para determinar a citotoxicidade através da deteccdo da enzima lactato
desidrogenase (LDH) e também para determinar o mecanismo de indugdo de
apoptose, através da inibicdo de proteinas especificas (fator de alongamento-2,
AMP guinase e caspase-3).

As analises foram supervisionadas pelo Dr. Matjaz Humar e realizadas no

Laboratorio da Profa. Dra. Irmgard Merfort da Universidade de Freiburg, Alemanha.

3.5.1 Linhagem tumoral e cultivo celular

A linhagem de neuroblastoma testada, ATCC HTB-11, foi cultivada em meio
EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium, Manassas, USA) com suplemento de
10% FBS (soro fetal bovino) e de 1 mL de PS (Penicillium e Streptomyces). Para a
contagem das células foi utilizada a solucéao de Tripsina (0,25 % EDTA, GILBO).

A analise iniciou pela adicdo do meio de cultura contendo células tumorais (SK-
N-SH, 5 x 10* por poco) em uma placa de 96 pocos e, em seguida, a placa foi
transferida para a incubadora contendo 5% de CO, com temperatura de 37 °C por
48 horas. Apos, o meio foi removido e foram adicionados 100 pL do meio novo. Apos
24 h, as substancias foram adicionadas. O controle negativo das células consistiu

em 0,1 % de DMSO.
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3.5.2 Teste de citotoxicidade

As analises de citotoxicidade foram realizadas utilizando o teste da lactato
desidrogenase (LDH), enzima responsavel por detectar possiveis danos na
membrana celular. A liberacdo da mesma ao ambiente extracelular favorece a
reducdo de NAD" a NADH e essa reducéo é detectada pela absorbancia medida em
490 nm na leitora de microplacas.

A analise foi realizada com base no kit Roche (KIT ROCHE APPLIED
SCIENCE, 2011) que possui duas etapas: a primeira etapa ocorre com a reacao de
reducdo de NAD" a NADH através da enzima LDH que converte piruvato a lactato;
na segunda etapa, através de 2H o tetrazdlio de cor amarela palida é transformado
no sal de coloracdo vermelha. Essas etapas consistiram em remover o
sobrenadante celular contendo a lactato desidrogenase liberada das células SK-N-
SH. Apés, foi adicionada a solucdo Triton-X (2%) e as células foram transferidas
para uma nova microplaca e submetidas ao processo de centrifugacao. A leitura foi
realizada com absorbancia de 490 nm.

As substéancias isoladas foram testadas em uma concentracéao de 50 uM por 24
h e as que mostraram citotoxicidade foram analisadas em concentragbes mais
baixas (0,1 a 50 uM). A liberacdo total de LDH, a qual esta relacionada com a

necrose celular, foi definida através da média de LDH liberada pelas células intactas.
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3.5.2.1 Andlise estatistica

Para a analise estatistica dos experimentos, foi utilizada a analise de variancia
(ANOVA) one way e two way (Software: GraphPad Prisma 5.0) apresentando

significancia quando p < 0,05.

3.5.3 Mecanismo de indugéo de apoptose

A analise visando encontrar a proteina especifica, capaz de atuar no
mecanismo causando a morte celular por apoptose, foi determinada pela
metodologia conhecida como Western blotting. Apds a incubagédo das substancias,
foi realizado o procedimento de rompimento das células através de uma solugéo
tampéao (Tris-HCI, pH = 6,8, glicerol, 1,4-ditiotreitol (DTT), SDS Ultra puro, azul de
bromofenol) pela adicdo de 30 yL. Essa placa foi submetida ao banho ultrassom por
5 minutos, e cada solucéo foi transferida para microtubos sob aquecimento (94 °C) e
submetida ao processo de centrifugacdo. Depois as amostras foram adicionadas no
gel de poliacrilamida para serem separadas por eletroforese (SDS-PAGE). Apés, foi
realizada a transferéncia da proteina para a membrana [fluoreto de polivinilideno
(PVDF) Immobilion]. Essa membrana foi incubada com solugdo de 0,2 % de I-
Block™ e com solucdo tamp&o (5 M de NaCl, 1 M de Tris pH 7,5 a 10% tween 20).
Apos, foram adicionados os anticorpos a fim de detectar as proteinas especificas:
fator de alongamento-2 fosforilado (treonina 56) (95 KDa), fator de alongamento-2
(total), caspase -3, AMPK fosforilada (62 kDa) e alfa-tubulina (52 KDa). O primeiro
anticorpo foi incubado por 24 h a 4 °C. No dia seguinte, o mesmo foi removido para a

adicdo da solucédo de TBST e logo foi aplicado o segundo anticorpo (anti-coelho,
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IgGs) por 30 minutos. E, por fim foi adicionado o reagente quimioluminescente (GE,
Healthcare) para realizar o blotting que consiste em revelar o filme correspondente a

membrana que contém a proteina especifica.

3.6 Atividade antibacteriana

Os ensaios de atividade antibacteriana foram realizados no Laboratorio de
Bioprospeccédo e Biotecnologia (LABB), do INPA sob a orientacdo da Profa. Dra.
Cecilia Nunez.

Os extratos de Diplotropis purpurea foram testados para determinar a atividade
antibacteriana. As cepas utilizadas foram: Bacillus cereus (ATCC 6051), Klebsiella
pneumonia (ATCC 13883), Providencia rettgeri (ATCC 29944), Staphylococcus
aureus (ATCC 12600) e Serratia marcescens (ATCC 13880).

A determinacéo da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) foi realizada em meio
liguido através da técnica de microdiluicdo (CLSI, 2002). Foram realizadas diluigbes
sucessivas dos extratos em concentracbes de 1000 a 15,6 pg/mL em tubos de
ensaio, e em seguida, 95 yL de cada diluicdo foram transferidos para cada pogo da
placa de 96 pocos. Apés, foi realizada a inoculagdo do micro-organismo-teste (5 uL),
preparado na concentracdo de 0,5 da escala de McFarland (1 a 2 x 108 UFC/mL) e
medido no espectrofotometro com absorbancia de 0,100. As placas foram,
primeiramente, analisadas na leitora de microplaca para obter a 12 leitura e em
seguida, foram incubadas em temperatura de 18 a 24 horas, de acordo com a
necessidade de cada micro-organismo. Apds esse periodo foi realizada a segunda

leitura na leitora de microplacas para poder verificar se a coloracdo do extrato
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influenciou na inibicdo da bactéria e também para poder determinar a porcentagem
de atividade antibacteriana do extrato.

Também foi realizado o método colorimétrico, onde foi inoculado 40 pL de
revelador (cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazolio) preparado em uma concentracdo de 2
mg/mL. Em seguida, as placas foram incubadas novamente por 30 minutos. Onde
houve crescimento bacteriano, significou que o extrato nao foi ativo revelando
coloracdo vermelha e onde ndo revelou coloracdo significou que nao houve
crescimento bacteriano indicando a atividade do extrato. A CIM é considerada a
menor concentracdo do extrato ou substancia onde ndo apresentou crescimento
bacteriano. O teste foi realizado em triplicata.

Foram realizados trés controles, sendo o controle negativo (DMSO), controle
positivo (oxitetraciclina a 125 pg/mL) e o controle de esterilidade do caldo (contendo

apenas o caldo).

3.6.1 Analise estatistica

Foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) one way (Software: Origin 8,0)
para obter os valores de desvio padrao das amostras em triplicata. Os valores com p

< 0,05 foram considerados significativos.
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4. Resultados e Discussao

Ap6s anélises de RMN de 'H e °C, foram identificados trés triterpenos do
extrato hexanico das folhas de Diplotropis purpurea (Figura 16) e nove substancias

das raizes de Deguelia duckeana (Figura 17).

lupeol (1) taraxerol (I1)

B-amirina (III)

Figura 16. Substancias identificadas da fracdo 12-13 obtida do extrato
hexanico das folhas de Diplotropis purpurea
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(0]

4-metoxiderricidina (XII)

Figura 17. Substancias identificadas nas raizes de Deguelia duckeana
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4.1 Identificacdo das substancias obtidas das folha s de Diplotropis
purpurea

4.1.1 Identificagdo das substancias I, Il e Il

As fracOes reunidas de 12 a 13 obtidas do extrato hexanico das folhas de
Diplotropis purpurea apresentaram coloracdes avermelhadas quando reveladas com
Ce(S0.),. Quando analisada por RMN de *H mostrou a presenca de sinais entre &y
0,7 e 1,14 ppm indicando a presenca de metilas de triterpenos. Sinais de
hidrogénios desprotegidos em 644,50 (dd, J =2,4e 1,4 Hz) e 4,62 (d, J = 2,4 Hz)
indicaram se tratar dos dois hidrogénios do C-29 do triterpeno lupeol (CURSINO et
al., 2012) (Figuras 18 a 20) confirmados pelo mapa de contorno de HSQC com as
correlagdes entre d¢c 109,1 e dy 4,50 e também entre &¢c 109,1 e dy 4,62. Outro
hidrogénio desprotegido foi observado em 5,12 (t, J = 4,0 Hz) pertencente ao C-12
do triterpeno B-amirina também confirmado pelo mapa de contorno de HSQC com
acoplamento entre 6c 121,6 e &y 5,12 (Figura 24) e com dados da literatura
(VAZQUEZ; PALAZON; NAVARRO-OCANA, 2012).

Apoés analise dos sinais de hidrogénios, partiu-se para a analise do espectro
de RMN de **C (Figuras 22 e 23) que apresentou 6 sinais caracteristicos de trés
triterpenos. Os sinais em &¢ 150,1 e 109,1 confirmaram a presenca do lupeol, &c
158,0 e 116,7 sugeriram a estrutura do taraxerol e os sinais &c 145,0 e 121,6
indicaram a presenca da B-amirina confirmados pelo mapa de contorno HSQC
(Figura 21). Os tipos de carbonos foram confirmados pelo espectro de RMN de
13C/IDEPT (Figura 24). Os dados dos trés triterpenos lupeol (1), taraxerol (Il) e B-
amirina (lll) identificados apresentando boa correlacdo com a literatura (MAHATO,;

KUNDU, 1994) (Tabelas 11, 12 e 13).
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Tabela 11. Dados de RMN de *3C (CDCls) da substancia | (lupeol)

Posicdo & Observado EB&%CH?;;) Carbono
1 38,6 38,7 CH,
2 27,0 27,4 CH,
3 78,7 78,9 CH
4 38,5 38,8 C
5 55,2 55,3 CH
6 18,2 18,3 CH;
7 34,1 34,2 CH,
8 41,6 40,8 C
9 50,3 50,4 CH

10 37,0 37,1 C
11 20,2 20,9 CH,
12 25,6 25,1 CH,
13 37,9 38,0 CH
14 42,7 42,8 C
15 27,3 27,4 CH,
16 35,4 35,5 CH,
17 42,8 43,0 C
18 48,6 48,2 CH '
19 48,2 47,9 CH
20 150,1 150,9 C
21 29,7 29,8 CH,
22 40,7 40,0 CH,
23 28,2 28,0 CHs
24 15,9 15,4 CHs
25 16,6 16,1 CH;
26 15,8 15,9 CHs
27 14,4 14,5 CH;
28 17,8 18,0 CH;
29 109,1 109,3 CH,
30 19,1 19,3 CH;




Tabela 12. Dados de RMN de *3C (CDCIs) da substancia Il (taraxerol)

Posicdo & Observado EB&%CH?;;) Carbono
1 38,7 38,1 CH,
2 27,3 27,3 CH,
3 78,7 79,2 CH
4 38,5 39,1 C
5 55,7 55,7 CH
6 18,2 19,0 CH;
7 35,0 35,3 CH,
8 39,2 38,9 C
9 48,9 48,9 CH

10 38,6 37,9 C
11 17,3 17,7 CH,
12 36,5 35,9 CH,
13 37,5 37,9 C
14 158,0 158,1 C
15 116,7 117,0 CH
16 37,8 36,9 CH, I
17 37,9 38,1 C
18 49,1 49,4 CH
19 40,7 41,4 CH,
20 28,6 29,0 C
21 33,6 33,9 CH,
22 32,6 33,2 CH,
23 28,2 28,1 CHs
24 15,4 15,6 CHs
25 15,3 15,6 CH;
26 29,7 30,1 CHs
27 26,0 26,0 CH;
28 29,5 30,1 CH;
29 33,6 33,5 CHs
30 21,1 21,5 CH;




Tabela 13. Dados de RMN de *3C (CDCI;) da substancia Il (B-amirina)

— B 5c (MAHATO:

POSICA0  Hpservado  KUNDU, 1994)  CarPono
1 385 387 CH,
2 27,3 27,3 CH,
3 78,7 79,0 CH
4 39,6 38,8 c
5 55,1 55,3 CH
6 18,2 18,5 CH,
7 32,5 32,8 CH,
8 38,5 38,8 c
9 47,1 477 CH
10 37,2 37,6 c
11 22,5 23,6 CH,
12 1216 121,8 CH
13 145,0 1451 c
14 41,2 41,8 c

15 26,0 26,2 CH,
16 26,8 27,0 CH,
17 32,6 32,5 c i
18 46,7 47,4 CH
19 45,7 46,9 CH,
20 32,5 31,1 C
21 34,6 34,8 CH,
22 37,8 37,2 CH,
23 28,6 28,2 CH;
24 15,4 15,5 CH,
25 15,2 15,6 CH,
26 16,7 16,9 CH,
27 26,0 26,0 CH,
28 28,6 28,4 CH,
29 33,1 33,3 CH,
30 23,4 237 CH,
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4.2 ldentificacdo das substancias obtidas das raize s de Deguelia
duckeana

4.2.1 Identificacdo da substancia IV

As fracdes reunidas 2 a 8 (codificada como 25DD 2-8) (2,7 mg) apresentaram
Rt 0,83 identificada como 3,5,4 -trimetoxi-4-prenilestilbeno (IV) ja havia sido
anteriormente identificada (LIMA, 2011), porém nao estava com elevado grau de
pureza para ser testada e portanto foi purificada neste projeto. Para identificacao
foram realizadas analises por CCD (Figura 25) apresentando fluorescéncia sob luz
UV 254 e 365 nm e também por espectrometria de massas, ja que esta substancia
ja havia sido analisada e identificada por RMN de *H e **C. No espectro de massas
obtido por ionizacéo via impacto de elétrons a 70 eV, o estilbeno apresentou o ion

molecular a m/z 338 compativel com a férmula molecular C,,H2503 (Figura 26).

Figura 25. CCD do estilbeno 3,5,4"-trimetoxi-4-prenilestilbeno (1V). A - sob luz UV

254 nm; B — sob luz UV 365 nm. Eluente: CHCI:/MeOH 75:5
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OCH;

Esse estilbeno foi anteriormente descrito na literatura (BRAZ FILHO;
GOTTLIEB; MOURAO, 1975), porém n&o havia sido testado em células tumorais o

gue incentivou a purificacdo do mesmo.
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4.2.2 Identificacéo das substancias V e VI

As fracbes 6-13, denominadas de substancias V e VI (codificadas 47DD 6-13)
(8,4 mg) apresentaram coloracdo amarelada quando revelada com NP-PEG
indicando a presenca de flavonoides.

O espectro de RMN de hidrogénio (Figuras 32 a 38) mostra a presenca de 4
sinais entre 12,0 e 13,8 ppm, indicativos da presenca de 4 flavonoides com
hidroxilas na posicédo 5, queladas com a carbonila na posicao 4 (SANTOS et al.,
2015). Os sinais de hidrogénios presentes na regido entre 6 e 8 ppm confirmam a
presenca de substancias aromaticas.

A analise do cromatograma obtido ao injetar a amostra no equipamento de
CLAE/EM de alta resolucdo confirma que a fracdo continha quatro flavonoides
(Figura 27A), sendo possivel identificar apenas dois flavonoides com tempos de
retencdo de 8,7 min e 9,1 min, respectivamente. O primeiro apresentou um ion
molecular de alta resolugdo de m/z 353,138015 [M + H]" correspondendo a formula
molecular de C,1H200s (V1) (Figura 27B). O segundo flavonoide apresentou um ion
de m/z 369,169512 [M + H]" correspondendo a férmula molecular de C,,H2405 (V)

(Figura 28).
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O espectro de RMN de *H (Figuras 29 a 35) apresentou sinais em & 5,34 (1H,
dd, J = 13,0 e 3,0 Hz), 2,76 (1H, dd, J = 17,2 e 3,0 Hz) e 3,09 (dd, J = 17,2 e 13,0
Hz) caracterizando o anel C de flavanonas (Tabela 14).

Foram verificados dois dubletos em 6 7,38 (J = 8,5 Hz) e 6 6,95 (J = 8,5 Hz),
acoplando entre si no mapa de contorno COSY (Figura 39), referentes a hidrogénios
de aromaticos de um anel B para-substituido. O substituinte em para foi determinado
como sendo uma metoxila em 3,83 (s).

A fim de atribuir os deslocamentos quimicos (Tabela 14) dos hidrogénios
ligados ao anel A, foram analisados os outros sinais no espectro de RMN de *H.
Primeiramente, foram observados sinais caracteristicos de uma prenila [0 1,76 (3H,
s), 1,81 (3H, s), 5,19 (1H, m), 3,25 (2H, d, J = 6,8)] e depois verificou a presenca de
um grupo hidroxila em & 12,06 (s) e de uma metoxila em & 3,83 (3H, s). Para
confirmar a presenca da hidroxila na posicdo 5 ja confirmada pelo RMN de 'H e a
prenila na posicéo 6, analisou-se o espectro de NOESY que apresenta a correlacao
entre oy 12,06 e &y 3,25 (Figura 40), inferindo que ambos devem estar proximos
espacialmente ja que o espectro NOESY mostra interacdo espacial de até 5A de
distancia um atomo ao outro (PAVIA et al., 2010).

A presenca das seguintes correlacdes observadas no mapa de contorno HMBC
(Figuras 41 a 44) &¢c 131,6 e oy 3,25; 6¢c 131,6 e &y 1,76; dc 165,4 e &4 3,25, no
mapa de contorno HSQC (Figuras 45 e 46) d¢ 20,9 e 8y 3,25 (C-1"/ H-17); &¢ 122,2
e Oy 5,19 (C-2” / H-2"), assim como também os deslocamentos quimicos (Tabela 14)
de RMN de *3C (Figuras 39 a 41) confirmaram a presenca da substancia 5-hidroxi-
4’ 7-dimetoxi-6-prenilflavanona (V), sendo uma descricdo inédita como produto

natural na literatura.
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Tabela 14. Dados de RMN de *H (400 MHz, CDCls) e de **C (100 MHz) da
substancia V

C Oc (ppm) o4 (ppm), multiplicidade
eJ (Hz)
2 79,1 5,34 (dd, J=13,0 e 3,0)
2,76 (dd, J=17,2 e 3,0)
3 43,2 3,09 (dd, J=17,2 e 13,0)
4 196,0 -
5 160,0 -
6 109,9 -
7 165,4 -
8 90,9 6,07 (1H, s)
9 161,4 -
10 102,9 -
r 130,3 -
2’eb’ 127,7 7,38 (d, J=8,5)
3eb 114,2 6,95 (d, J =8,5)
4 160,2 -
1’ 21,0 3,25 (2H, d, J = 6,8)
2" 122,2 5,19 (1H, m)
3” 131,6 -
4” 25,8 1,76 (3H, s)
5” 17,7 1,81 (3H, s)
50H 160,2 12,06 (1H, s)
7 OCHg3
4'OCH, 55,3 3,83 (6H, s)
OCH;,
HeCO O ©/
=
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Por se tratar de uma mistura, a outra flavanona (VI) também apresentou no
espectro de RMN de 'H (Figuras 29 a 35), os deslocamentos quimicos muito
semelhantes ao anel B para-substituido. Contudo, apresentou diferencas nos
valores para os hidrogénios do anel A, pois foram observados um dubleto em &y
5,95 (J = 0,5 Hz) e um singleto em &4 12,30 relativo a hidroxila quelada em C-5 e
também sinais em & 1,45 (3H, s), 1,46 3H, s), 5,49 (1H, d, J = 10,0 Hz), 6,61 (1H, d,
J = 10,0 Hz) (Tabela 15) que sinalizam a presenca do grupo 2,2-dimetilcromeno,
indicando que essa flavanona possui um anel A monossubstituido. No mapa de
contorno COSY (Figura 39) foi possivel observar o acoplamento dos hidrogénios a
05,49 e 6,61 o que confirma a presenca do grupo 2,2-dimetilcromeno.

Os dados de RMN de *3C (Figuras 36 a 38) também foram analisados (Tabela
16). Estes dados em comparacédo com a literatura (JANG et al., 2002) confirmam a
presenca da flavanona 5-hidroxi-4’-metoxi-isolonchocarpina (VI). Essa substancia

esta sendo descrita pela primeira vez em Deguelia.
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Tabela 15.

Dados de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da substancia VI

Y Oy (ppm), multiplicidade e . '6.H (ppm),
J (Hz) multiplicidade e J (Hz)
Observado Literatura*
2’eb 7,38 (d, J=8,5) 7,38 (d, J=8,7)
3eb 6,95 (d, J = 8,5) 6,95 (d, J =8,7)
2 5,34 (dd, J=13,0 e 3,0) 5,36 (dd, J = 13,0, 3,0)
2,76 (dd, J=17,2 e 3,0) 2,78 (dd, J=17,2 e 3,0)
3 3,09(dd,J=17,2e13,0) 3,04(dd,J=17,2e 13,0)
5 OH 12,30 (s) 12,1 (s)
6 5,95 (d, J=0,5Hz) 6,0 (s)
4" 6,61 (dd, J=10,0 e 0,5 Hz) 6,52 (d, J=10,1)
5” 5,49 (d, J = 10,0) 5,45 (d, J=10,1)
7" 1,46 (s) 1,42 (s)
8" 1,45 (s) 1,44 (s)
4’ OCH3; 3,86 (s) 3,84 (s)

*(JANG et al., 2002) (500 MHz, CDCls)

89



Tabela 16. Dados de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) da substancia VI

C 13C RMN - Observado 13C RMN - Literatura
1 130,4 130,5
2'e6 127,7 127,6
3eb 114,8 114,1
4 160,2 160,0
2 78,8 78,9
3 43,2 43,2
4 195,9 196,0
5 162,3 163,8
6 96,2 97,6
7 162,0 162,3
8 102,8 102,0
9 158,3 156,9
10 102,8 102,9
4 114,1 115,6
5” 126,2 126,4
6" 79,0 78,1
7" 28,3 28,3
8” 28,4 28,5
4’ OCH3 55,3 55,4

*Jang et al 2002 (125 MHz, CDCl3)
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4.2.3 Identificacéo da substancia VII

Por CCD, a fracdo 19 (15 mg) com R; de 0,63 mostrou caracteristicas de
flavonoides por apresentar fluorescéncia no UV 254 e 365 nm.

ApoOs analise dessa fracdo por espectrometria de massas de alta resolucéo via
ionizacdo por ESI, foi possivel observar no cromatograma um pico em 5,7 min
(Figura 47A) com absorcao a UV 254 nm (Figura 47B). O espectro de massas de
alta resolucéo (Figura 48) apresentou o ion de m/z 297,076348 [M + H]", compativel

com férmula molecular de C17H1,05 (Figura 48).
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Figura 47. (A) Cromatograma do tipo base peak mostrando o pico do flavonoide VII 5,7 min; (B) Cromatograma mostrando o
pico a UV 366 nm
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Figura 48. Espectro de massas de alta resolucdo, obtido via ESI no modo positivo, mostrando o ion de m/z 297, 076348 [M + H]"

referente ao pico em 5,7 min
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As andlises dos espectros de RMN de *H (Figuras 49 a 51) da substancia VII
mostraram um singleto em &y 6,64 caracteristico de hidrogénio do anel C de uma
flavona (SILVA; CARVALHO; BRAZ-FILHO, 2009). Outros sinais em oy 8,11 (1H, d,
J = 8,8 Hz, H-5), 6,97 (1H, dd, J = 8,8 e 2,3, H-6) e 6,93 (1H, d, J = 2,3 Hz, H-8)
indicaram a presenca do anel A com uma metoxila (dy 3,93, S) na posicao 7.

Foram observados dois singletos em &4 6,06 integrando para dois hidrogénios
caracteristicos de um grupo metilenodioxi. Com a presenca de dois dubletos em &y
7,33 (1H,d, J=1,8 Hz, H-2') e em 6,91 (1H, d, J = 8,3 Hz, H-5") e um duplo dubleto
em 7,46 (1H, dd, J = 8,3 e 1,8, H-6’) foi possivel confirmar a presenca do anel B.

De acordo com os dados analisados de RMN *H (Tabela 17) em comparacéo
com a literatura foi possivel identificar a substancia 3’,4’-metilenodioxi-7-

metoxiflavona (VIl) ja descrita por LIMA (2011).
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Tabela 17. Dados de RMN de *H (400 MHz, CDCl;) da VI

8 (ppm) observado,

O (ppm) literatura*,

H multiplicidade multiplicidade
e J (Hz) e J (Hz)
3 6,64 (1H, s) 7,08 (1H, s)
5 8,11 (1H, d, J = 8,8) 8,35 (1H, d, J = 9,0)
6 6,97 (1H, dd, J= 8,8 e 2,3) 7,05 (1H, dd, J = 9,0 e 2,0)
8 6,93 (1H, d, J = 2,3) 7,15 (1H, d, J = 2,0)
2 7,33 (1H, d, J = 1,8) 7,60 (1H, d, J = 2,0)
5 6,91 (1H, d, J = 8,3) 6,99 (1H, d, J = 8,0)
6 7,46 (1H, dd, J=8,3 e 1,8) 7,54 (1H, dd, J = 8,0 e 2,0)
7 OCH;, 3,93 (3H, s) 3,80 (3H, s)
CH; 6,06 (2H, s) 6,08 (2H, s)

*(MAHMOUD; WATERMAN, 1985) (250 MHz, CsDsN)
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4.2.4 Identificacéo das substancias Vlil e IX

As fracdo 20 (codificada como 20 DD) (35 mg) apresentou fluorescéncia sob
luz UV 254 e 365 nm. Apoés analises por CLAE/EM, observaram-se dois picos
majoritarios nos tempos de retencdes de 5,8 e 6,0 min (Figura 52) e o espectro de
massas apresentou um fon de alta resolugdo a m/z 313,106989 [M + HJ
correspondendo a férmula molecular de C1gH1605 (VIII) (Figura 53A) e 0 outro ion a
m/z 469,182066 [M + Na]® correspondendo a formula molecular de CysH300g (IX)

(Figura 53B).
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Figura 52. Cromatograma mostrando os picos com tempo de retencdo em 5,8 min da substancia VIIl e em 6,0 min da
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118



Intens. |

x1
1.0

0.8+
0.6

0.4+

0.2

0.0

313.106989

AUl dbd e
t T T r

647.

189316

e

+MS, 5.8min #347

200

300

400

' 500

600

T T T

700

'm/z

Intens. ]
x104]

2.0
1.5
1.0

0.5

0.0-

l.

279.122682

[ ,h TN PR N
T T T v ! .

469.182066

447.199531

429.189775

L.l

o Ml
T

hoal
Y T

594.940075
Lt

708.634685
G "

+MS, 6.0min #359

" 200

300

" 400

500

" 600

700

' 800

Im/z

Figura 53. (A) Espectro mostrando o ion a m/z 313,106989 [M + H]" referente a substancia VIl e (B) e o ion a m/z 469, 182066 [M
+ Na]" referente a substancia IX

119



Ap6s andlise dos espectros de RMN de 'H (Figuras 54 a 56) verificou-se a
presenca de um singleto em &y 6,69 caracteristico do anel C de flavona. Os outros
sinais na regido de aromaticos em 648,11 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5), 6,98 (1H, dd, J =
8,5e 2,0 Hz, H-6) € 6,96 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-8) indicaram um total de 3 hidrogénios
pertencentes ao anel A, principalmente pela presenca do sinal em &4 8,11, pois &
comum de hidrogénio peri-carbonila (H-5) e esta atribuicdo é confirmada pela
correlagcdo no mapa de contorno COSY (Figuras 59 e 61): &y 8,11 e 6,98; e também
correlacdo no mapa de contorno HMBC (Figuras 65 a 68): 64 8,11 e &c 177,8

(referente ao carbono da carbonila).

Os demais sinais observados no espectro de RMN de 'H (Figuras 54 a 56) e
13C (Figuras 57 a 59) estdo mostrados na Tabela 18 e 19, respectivamente. Também
foram observadas as seguintes correlacdes no mapa de contorno de HMBC (Figuras
65 a 68): d¢c 164,0 e 84 6,98; Oc 114,2 e 04 6,98; &c 177,8 e by 6,69; Oc 108,7 e Oy
7,53; d¢c 119,8 e oy 7,35 e Oc 151,8 e dy 7,53. Estes dados confirmam na
identificacdo da flavona 3’,4’,7-trimetoxiflavona (VIII), isolada anteriormente em

Virola venosa (KATO; YOSHIDA; GOTTLIEB, 1992).

OCH;

OCH;
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Tabela 18. Dados de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da substancia VIII

Oy (ppm), multiplicidade e J

) (H2)
3 6.69 (3)
5 8,11 (d, J = 8,5)
6 6,98 (dd, J = 8,5 e 2,0)
8 6,96 (d, J = 2,0)
2 7.35(d, J = 2,0)
5 6,95 (d, J =8,5)
6 7,53 (dd, J=8,5 e 2,0)
3' OCHs 3,97 ()
4' OCHs 3,95 (s)
7 OCHj 3,92 (s)

Tabela 19. Dados de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) da substancia VIII

c 13C RMN & (ppm)
2 163.0
3 106,3
4 177.8
5 126,9
6 1142
7 164,0
8 111,0
9 157.8
10 117.6
1 1242
2 108.7
3 1492
4 151,8
5 100.3
6 119.8
3’ OCHs 56,1
4’ OCHs 56,0

7 OCH;3 55,8
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Como essa substancia estava em mistura, entdo foi dada a continuacdo na
identificacdo da outra substancia. Primeiramente foi iniciada a analise dos outros
sinais presentes no espectro de RMN de 'H (Figuras 54 a 56) e foram observados
sinais em & 6,57 (4H, s), 6 4,75 (2H, d, J = 4,0 Hz), 6 4,31 (2H, dd, J = 9,0 e 6,9 Hz),
3,92 (2H, dd, J = 9,0 e 4,0) e & 3,09 (2H, m) indicando a presenca de uma lignana.
Esses sinais apresentaram correlacdo no mapa de contorno de HSQC (Figuras 62 a
64). dc 102,7 e dy 6,57; dc 85,9 e Oy 4,75; Oc 54,3 e Oy 3,09 bem como as
correlacbes observadas também no HMBC (Figuras 66 a 69): 8¢ 137,4 e 6,57 (3J);
d¢c 137,4 e 84 3,82 (3J); 8¢ 85,9 e 84 6,57 (3J); d¢c 85,9 e Oy 4,31 (3J); 5c 54,3 e By
4,75 (4.

Vale ressaltar que os demais sinais de RMN de *H (Tabela 20) e **C (Tabela
21) foram comparados com a literatura permitindo a caracterizagcdo completa da
lignana iangambina (1X).

Essa lignana foi, previamente, identificada em outras espécies como Achillea
holosericea (Asteraceae) (AHMED et al., 2002), Magnolia fargesii (Magnoliaceae)
(KIM et al., 2009) e Ocotea duckei (Lauraceae) (ANTUNES et al., 2006). Também
apresenta descricdo de atividades biolégicas: analgésica, anticancer (HAUSOTT;
GREGER; MARIAN, 2003) e efeitos contra colapso cardiovascular (ARAUJO et al.,
2001). Entretanto, a lignana iangambina esta sendo descrita pela primeira vez em

Deguelia.
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Tabela 20. Dados de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da substancia IX

C 5 RMN de **C (ppm)
Observado Literatur a*

1,1 136,6 137,0
2,6,2,6 102,7 103,1
3,3,55% 153,3 153,7

4, 4 137,4 -
7,7 85,9 86,2
8,8 54,3 54,6
9,9 71,9 72,2
3,3, 5,5-0OCHs 55,8 56,4
4, 4'-OCHs; 60,8 61,1

*(AHMED et al., 2002) (500 MHz, CDCl,)

Tabela 21. Dados de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) da substancia IX

d (ppm), multiplicidade e J (Hz)

H
'H RMN - Observado 'H RMN-Literatura*
2,6,2,6 6,57 (4H, s) 6,58 (4H, s)
7,7 4,75 (2H, d, J = 4,0) 4,76 (2H, d, J = 4,0)

9a,9a 4,31 (2H,dd,J=9,0€6,9) 4,32 (2H, dd, J=9,2 € 6,9)
98, 9B 3,92 (2H,dd,J=9,0e4,0) 3,95 (2H, dd, J=9,2 e 3,6)
3,3,5,5

_OCH; 3,86 (12H, s) 3,88 (12H, s)
4, 4
_OCH, 3,82 (6H, s) 3,85 (6H, s)
8,8 3,09 (2H, m) 3,11 (2H, m)
*(AHMED et al., 2002) (500 MHz, CDCl,)
OCHs
OCH;
O nl
9 7
8 8 OCHz
HsCO A7 9
II O
ch
OCHs
IX

123



ver

(510D ‘ZHW 00t) XI 3 IIIA selouelsgns sep H, ap NINY ap os10ads3 "G einbi4

(wdd) yys reoiwsyd

6

8

L

9

S

14

€

4

T

0

Normalized Intensity

o o o o o o
o o = [ N N w
[8)] o [8)] o [8)] o
IllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
>
£
O
)]
_|
X
>
N
|O
&
—8.1294 S
7.545%8.1079 @
[
7.3591 )
>
6.9828 )
—7.2600
[6.9803 g
— |
L \-6.9506 6.9614 |§
—6.6937
p =
~-6.5661 I
m
wn
o

3.9763
3.9548
3.9295
7-3.8664
-\-3.8292




125

6.5

7.0
Chemical Shift (ppm)

7.5

8.0

[o0)
1995'9— — N=
u i
L£69'9—
o
[7)]
w
T
7
x
H_
S
)
<
O
Z
«©
T
%)
m
? 6.0T'S
| "o\ S
S vmﬁle Sl
<
[hd
T
%]
o}
S
<
______________________________________________________________________ _____
n o n o T9) o Te)
(3] 9] [V « - - (=) o
S S S S S S S

Ausuaiu| pazifewioN

Figura 55. Expansao do espectro de RMN de *H das substancias VIII e IX (400 MHz, CDCls)



AMOSTRA20_SUBSTANCIASVII_IX_1H.ESP 28 IS
~NUO AN O©ON
o OO O
BB ® oo
N I
0.20
z ]
2 0.154
i ]
£ ]
S ]
S ]
N 1
T ]
£ ]
S 0.104
z ]
] <~
b @ I~
4 N
0.05- ~R sg
] SR RoR)
] = oND A2 FE oo
4 LODAMMONO
E 990 N 558
] A N
0 . /, H g'AA A A
0.72 0.85 10.144.322.16 0.83
H [ [ T —
T T T I T T T T | T T T T I T T T T | T T T T I T T T T | T T T T I T T T T | T T T T I T T T T | T T T T I
5.0 45 4.0 35 3.0 25

Chemical Shift (ppm)

Figura 56 . Expansao do espectro de RMN de *H das substancias VIII e IX (400 MHz, CDCls)

126



LTT

(5102 ‘ZHIN 00T) XI 3 IlIA Seruesgns sep O ; 8P NINY 9p 0430ads3 /G einbi

(wdd) yys reaiwsyd

0ct orT 09T 08T

00T

(04 09

0c¢

Normalized Intensity

~54.3198 56.0574
56.0422

55.8212

© o o o o o o o o
= N w £ (6] [e)] ~ o] [{e] o
>
S
—177.8720 @
X
>
N
lO
— [0}
~1630719 104085 S
—157.8896 @
—153.3932 2
:\\_—151.8995 o)
149.2169 5
<
137.4196 =
L 366879 'S
ll—‘
o)
—126.9864 e
—124.2657 0
—119.8226 v
~\-117.6887,114.2440
_~111.0965
—108.7264
~-106.3257
—102.7515
~-100.3966
—85.9166
77.3201
—71.9396 \76.6875
—60.8129
—56.1489



AMOSTRA20_SUBSTANCIASVIII_IX_13C.ESP

0.9

0.8

0.7

996€00T—
STGL'20T—
152€'90T—
¥92.'80T—
5960 TTT—
ovrZ YTT—
1889°LTT—
9228'6TT—
1592 veT—
986'92T—
6189 Ot T ey eT—
69TZ 6YT—
5668 TST~
Ze6E'EST—
9688'LGT—
6680 ygT—  BTLOEIT—
02.8'LLT—
© n < 3] N —
S S o S = o

Ausuaiu| pazifewioN

e A st Lt L . 10 bt i s )t M) ke L st o e Mt s s s

175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95
Chemical Shift (ppm)

180

Figura 58 . Expanséo do espectro de RMN de **C das substancias VIl e IX (100 MHz, CDCls)

128



AMOSTRA20_SUBSTaNCIASVII_IX_13CESPS 1
8§ ®
~ ©
~ ©
5 3
1.0 ¢ S
l 2
0.9
0.8
<+
0.7 ~ o
2 832
(2] o ©
c 0w
g 06 =
? o
©
=05 S S
© ) =
£ b I <
o o ™ © T)
Z 04 ITe) 2
e -
N~
0.3
0.2
0.1
0
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
20 85 80 75 70 65 60 55

Chemical Shift (ppm)

Figura 59. Expanséo do espectro de RMN de **C das substancias VIl e IX (100 MHz, CDCls)

129



-0
= E
L -2 F
E S
[=] = c 3
C =
—_——_— - ° C <
, z £t v
- e ° F 8
E IS
r 9]
765
- C O
T © ) Qﬁg ; R
E 8t e EX =
- & o 53 -8
\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘O\é\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\;
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 60. Mapa de contorno COSY das substancias VIl e IX

130



55

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

F1 Chemical Shift (ppm)

@ &
8.5

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 61. Expanséo do mapa de contorno COSY das substancias VIl e IX

131



A

T (=4
[=3
© =
L)
(=3
@@@
=3
@
L L B B
9 8 7 6 5 4 3 2 1

F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 62. Mapa de contorno HSQC das substéancias VIl e IX

50

100

150

F1 Chemical Shift (ppm)

132



= 88

- 9%
o) = T
= ~104 8
— ) o 8 £
- = E112 &
— @ -
— _ E Q
] b 120 £
E @
] _ 8 o]
& £ 128 o
E [V

- 136

‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T \E
8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0

F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 63. Expanséao do mapa de contorno HSQC das substancias VIl e IX

133



— (53

5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 64 . Expanséao do mapa de contorno HSQC das substancias VIl e IX

20

40

60

80

F1 Chemical Shift (ppm)

134



i 3 E 0

p— e e ; 50 £
| = S
- c g
77; - S g 00 =
| .- - - 1005
— > &= g =
o Q
] ® e E IS
= - =8 T o B E 150 2
J—— =S ° = ES (=] C O
— - > e —
r L

;* 200

TTT T TTTTT ‘ TTTTTTTTT ‘ TTTTTTTTT ‘ TTTTTTTTT ‘ TTT T T TrTITT ‘ TTTT T TTT ‘ TTTT T TTTT ‘ TTTTTTTTT ‘ TTTTTTTTT ‘ TTTTTTTTT ‘ T B
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 65 . Mapa de contorno HMBC das substancias VIl e IX

135



i
3

f
88

i)

C b bt

T 7 T 7 T 7 T 7 T L
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 66. Expanséo do mapa de contorno HMBC das substancias VIII e IX

80

100

120

140

160

F1 Chemical Shift (ppm)

136



BV S

&

4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 35
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 67 . Expanséo do mapa de contorno HMBC das substancias VIII e I1X

128

136

144

152

160

168

176

184

F1 Chemical Shift (ppm)

137



JIIE

40

50

o= o= ©
60

ml

70

80

90

§
F1 Chemical Shift (ppm)

100

|
I

T T T T T T T T T T T T T T T
5.0 45 4.0 3.5
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 68. Expanséo do mapa de contorno HMBC das substancias VIII e IX

138



4.2.5 Identificacdo da substancia X

A fracdo 18 (codificada como 18DD-A) (1 mg) apresentou uma mancha
majoritaria de coloracdo amarelada apos revelar com NP-PEG com R; de 0,58. A
andlise por RMN de H (Figuras 69 a 72) mostrou um singleto em & 6,54 (1H, s)
caracterizando o H-3 de uma flavona. Outros sinais foram observados em & 7,42
(2H, d, J = 8,1 Hz) e em 6,95 (1H, d, J = 8,1 Hz) totalizando em 3 hidrogénios
pertencentes ao anel B. Também foram detectados os sinais em 6 5,72 (1H, s) e em
3,98 (3H, s) referentes, respectivamente, aos grupos hidroxila e metoxila. J& os dois
dubletos em 64 6,71 (1H, J = 9,8 Hz) e 5,61 (1H, J = 9,8 Hz), e um intenso singleto
em 1,47 integrando para 6 hidrogénios indicaram a presenca do grupo 2,2-
dimetilcromeno. Por fim, verificou-se a presenca de dois singletos em 6,40 e outro
em 13,09, cada um com integral para 1 hidrogénio, pertencentes ao anel A. No
mapa de contorno COSY (Figura 73) foi possivel observar dois acoplamentos: 6 6,71
(H-4") e 5,61 (H-5") e também entre 6 7,42 (H-6) e 6,95 (H-5’). A partir desses dados
em comparacdo com a literatura (Tabela 22) permitiu a identificacdo da

racemoflavona (X), a qual esta sendo descrita pela primeira vez em Deguelia.
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Tabela 22. Dados de *H NMR (400 MHz, CDCl;) da substancia X
H O (ppm), multiplicidade e J (Hz)
'H RMN - Observado 'H RMN-Literatura*
2 7,44 (1H, s) 7,61 (1H, br s)
6’ 7,42 (1H,d, J=8,1) 7,65 (1H, d, J =8,0)
5’ 6,95 (1H, d, J =8,1) 7,03 (1H, d, J = 8,0)
3 6,54 (1H, s) 6,74 (1H, s)
6 6,40 (1H, s) 6,18 (1H, s)
4" 6,71 (1H, d, J =9,8) 6,91 (1H, d, J = 10,0)
5” 5,61 (1H, d, J =9,8) 5,79 (1H, d, J =10,0)
5 OH 13,09 (1H, s) -
4’ OH 5,72 (1H, s) -
3"’ OCH; 3,98 (3H, s) 4,00 (3H, s)
7",8"CH 3 1,47 (6H, s) 1,48 (6H, s)

*(BANERJI; LUTHRIA; PRABHU, 1988) (500 MHz, CDCly)
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4.2.6 Identificacéo das substancias Xl e XII

A fracao 18 (codificada como 18DD1PC) (1,6 mg) apresentou fluorescéncia sob
luz UV 254 nm e machas de coloracdo amarelada apds revelar com NP-PEG.

Ao analisar os espectros de massas, foi possivel observar dois picos
majoritarios no cromatograma com tempo de retencéo de 7,1 e 7,3 min (Figura 74).
Os espectros de massas obtidos mostraram um fon a m/z 337,143185 [M + H]"
correspondendo a formula molecular de C;1H204 (XI) (Figura 75A). O outro ion
obtido foi de m/z 339,158686 [M + H]" correspondendo a férmula molecular de

C21H2204 (X”) (Figura 758)
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O espectro de RMN de *H (Figuras 76 a 79) revelou dois dubletos em 3y
7,38 (1H, J = 15,6 Hz) e 7,63 (1H, J = 15,6 Hz) referentes aos hidrogénios trans
olefinicos a e B do esqueleto de uma chalcona, respectivamente. Um singleto em &y
1,50 (6H) e dois dubletos em &4 5,63 (1H, J = 10,0 Hz) e 6,69 (1H, J = 10,0 Hz)
sinalizaram a presenca de um anel 2,2-dimetilcromeno. Outros sinais em 04 6,51
(1H, d, J = 8,6 Hz) e 7,70 (1H, d, J = 8,6 Hz) acoplando entre si no espectro de
COSY (Figura 83) corresponderam ao anel A da chalcona. Sendo assim, essa
chalcona foi identificada como sendo a 4-metoxilonchocarpina (XI) de acordo com os

dados de RMN de *H e '3C (Tabela 23). Essa chalcona é inédita em Deguelia.

Tabela 23. Dados de 'H (400 MHz, CDCl,) e de **C (100 MHz, CDCl;) da substancia XI

c 5c (ppm)  SulpPm)
multiplicidade e J (Hz)
2eb6 130,0 7,50 (2H, d, J = 8,6)
3eb5 115,8 6,85 (2H, d, J = 8,6)
a 125,1 7,38 (d, J = 15,6)
B 141,9 7,63 (d, J =15,6)
5 103,4 6,51 (1H, d, J = 8,6)
6’ 131,6 7,70 (1H, d, J = 8,6)
4” 115,8 6,69 (1H, d, J = 10,0) 0
5” 128,6 5,63 (1H, d, J = 10,0) x|
7" e 8" 28,0 1,50 (6H, s)
C=0 190,1 -
OCHg; 55,7 3,80 (3H, s)
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Como se tratava de uma mistura pela presenca de mais de um ion nas analises
por CLAE/EM, continuou-se a analise dos outros sinais observados no espectro de
RMN de 'H (Figuras 76 a 79). A presenca dos sinais em 8y 7,58 (1H, J = 15,6 Hz) e
7,67 (1H, J = 15,6 Hz) confirmou a presenca de outra chalcona por apresentar os
hidrogénios trans olefinicos a e B, respectivamente. Porém essa chalcona mostrou
pequena diferenca estrutural em relacéo a Xl, devido a presenca do grupo preniloxi
ligados ao anel A [64 1,81 (3H, s), 1,76 (3H, s), 5,49 (1H, m), 4,57 (2H, m)]. Esses e
os demais sinais (Tabela 24) permitiram a identificacdo da 4-metoxiderricidina (XII)

que esta sendo descrita pela primeira vez em Deguelia.

Tabela 24. Dados de 'H (400 MHz, CDCls) e de **C (100 MHz, CDCl5) da substancia Xll

C  8c(ppm)  SulpPm)
multiplicidade e J (Hz)
2e6 1301 7,50 (2H, d, J = 8,6)
3e5 1158 6,85 (2H, d, J = 8,6)
a 1253 7,58 (d, J = 15,6)
B 141,2 7,67 (d, J = 15,6)
3 99,3 6,51 (1H, d, J = 2,2)
5 1056 6,55 (1H, dd, J= 8,5 e 2,2)
6 132,7 7,73 (1H, d, J = 8,5)
2 65,0 4,57 (2H, m) Xl
3 119,0 5,49 (1H, m)
5 18,2 1,76 (3H, s)
6" 25,8 1,81 (3H, 5)
c=0  190,1 .
OCH; 557 3,88 (3H, s)
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4.4 Confirmacdo da estrutura quimica da substancia IX obtida do extrato
hexéanico dos galhos de Deguelia duckeana

As fracdes reunidas 2 a 7 (codificada como 46DD 2-7B) apresentaram apenas
uma mancha majoritaria com R; de 0,63 e foi identificada como 3',4',7-
trimetoxiflavona, flavona que ja havia sido identificada por RMN trabalhado no
projeto anterior (LIMA, 2011). Nesta tese foi realizada apenas a purificacdo e
identificacdo por CCD (Figura 86) e espectro de massas a 70 eV (Figura 87).

Foi observado no espectro de massas o ion m/z 313,1 [M + H]" (Figura 87)
coerente com a formula molecular CigH160s. Sendo assim, foi confirmada a
presenca da substancia 3',4’,7-trimetoxiflavona (IX), também identificada nas raizes

de D. duckeana.

Figura 86. CCD da flavona (IX) sob luz UV 254 (A) e 365 nm (B). Eluente:
CHCI3/MeOH 75:5

OCHg
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4 5 Potencial anticancer

Ha diversos fatores que influenciam no processo de transformacdo de uma
célula normal em uma célula cancerigena. Entre estas também esté a presenca de
espécies reativas de oxigénio (EROs) que favorecem um desequilibrio no
organismo, desencadeando o processo rapido de reagles radicalares. Estas
reacfes acontecem pela quebra de uma ligagdo homolitica gerando intermediérios
de elétrons desemparelhados denominados de radicais livres. Quando estes radicais
livres ndo s&o estabilizados, interferem diretamente no DNA, sobre as bases
nitrogenadas purina e pirimidina causando muta¢des (HALLIWELL, 1994). Sabe-se
que essas células que apresentam mutacbes e que se tornam cancerigenas por
esse ou outros processos envolvidos, se proliferam rapidamente. Portanto buscam-
se respostas para o potencial anticancer através do processo de morte celular

programada, a apoptose.

Esse trabalho descreve o potencial anticancer das substancias isoladas do
extrato diclorometanico das raizes de Deguelia duckeana: 3,5,4 -trimetoxi-4-
prenilestilbeno (1V), 3',4-metilenodioxi-7-metoxiflavona (1X) e racemoflavona (X)
(Figura 88); assim como as previamente isoladas em um trabalho anterior (LIMA,
2011) do extrato das raizes de Deguelia duckeana: 4-hidroxi-lonchocarpina, 4-
metoxi-derricidina, 4’-hidroxi-isolonchocarpina, lonchocarpina e 3',4’,7-trimetoxi-
flavona (Figura 89). Vale ressaltar que esta ultima substancia (3',4’,7-trimetoxi-

flavona) também foi identificada no presente trabalho, porém em mistura.
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OCH3

3,5,4'-trimetoxi-4-prenilestilbeno (IV) 3',4’-metilenodioxi-7-metoxiflavona (VII)

OH O

racemoflavona (X)

Figura 88. Substancias isoladas nessa tese e analisadas quanto a atividade

anticancer

(R = H) lonchocarpina

(R = OH) 4-hidroxilonchocarpina

4’-hidroxi-isolonchocarpina 3,4’ 7-trimetoxiflavona

Figura 89. Substancias isoladas anteriormente (LIMA, 2011) e analisadas

nessa tese frente ao potencial anticancer
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4.5.1 Anélise de citotoxicidade

BN

As substancias isoladas foram analisadas quanto a citotoxicidade pela
liberacdo da enzima lactato desidrogenase (LDH) ao meio extracelular. A substancia
citotoxica permitiu um rompimento da membrana celular liberando a enzima LDH e

assim indicando que houve morte por necrose.

As chalconas: 4-metoxiderricidina, lonchocarpina e 4-hidroxilonchocarpina;
bem como os flavonoides: 4’-hidroxi-isolonchocarpina, 3’,4’,7-trimetoxiflavona e 3',4'-
metilenodioxi-7-metoxiflavona foram analisados quanto a citotoxicidade na
concentracéo de 50 uM por 24 h. A morte celular foi medida pela porcentagem de
LDH liberada no meio sobrenadante obtido. Foi observado que a chalcona 4-
hidroxilonchocarpina e a flavanona 4’-hidroxi-isolonchocarpina mostraram
citotoxicidade frente as células SK-N-SH (Figura 90 A). Esses resultados corroboram
com a literatura, pois as chalconas e flavonoides apresentam citotoxicidade (KUETE
et al, 2014), especialmente a chalcona 4-hidroxilonchocarpina que possui
citotoxicidade com concentracéo de 9,6 uM em linhagem leucémica (KUETE et al.,

2011).

A partir desses resultados, novas analises foram realizadas com as duas
substancias citotoxicas (4-hidroxilonchocarpina e 4’-hidroxi-isolonchocarpina) em
concentracbes entre 0,1 a 50 pM. Os resultados mostram que essas duas
substancias ndo apresentam citotoxicidade em baixas concentracdes, apenas em 50

UM (Figura 90 B).
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Figura 90. (A) Gréficos mostrando a citotoxicidade dos flavonoides de D.
duckeana medida pelo dano celular através da liberacdo de LDH ap0s a incubacéo
dos flavonoides com células neurais SK-N-SH na concentragdo de 50 pM; (B)
grafico mostrando as substancias 4-hidroxilonchocarpina e  4’-hidroxi-
isolonchocarpina em concentracdes entre 0,1 — 50 uM for 24 h. Os valores + s.d.
representam os desvios padrdo obtidos. A estatistica utilizada foi ANOVA one-way
(A) e ANOVA two way (B).
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4.5.2 Mecanismo de indugao de apoptose

Em busca de entender qual o mecanismo usado pelas duas substancias (4-
hidroxilonchocarpina e 4’-hidroxi-isolonchocarpina) para provocar a morte celular,
ambas foram analisadas por Western blotting a fim de observar os fragmentos ativos
de pro-caspase-3. ApOs as analises, observou-se que as duas substancias
apresentaram deteccdo da clivagem da pro-caspase-3, sendo a 4-
hidroxilonchocarpina em 30 pM (Figura 91 A) e a 4-hidroxi-isolonchocarpina em 50
uM (Figura 91 B), o que sugere gque estas substancias possuam um mecanismo de
necrose e posterior apoptose. Vale ressaltar que essas substancias possuem grupos
hidroxila na posicéo 4 no anel B e o grupo dimetilcromeno no anel A indicando que

esses possam ser 0s grupos ativos da estrutura.

Como a chalcona 4-hidroxilonchocarpina mostrou clivagem da caspase, pode-
se inferir que o fragmento propeno influencia na atividade. Esse resultado corrobora
com ORGANESYAN e colaboradores (1991), onde descrevem essa classe de
substancias com ac¢dao bioldgica, principalmente devido a presenca desse fragmento,

pois ha transferéncia de elétrons no sistema conjugado.
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Figura 91. Western Blotting mostrando a deteccdo de pro-caspase-3 e
caspase-3 clivada apés a incubacdo com 4-hidroxi-lonchocarpina (A) e 4’-hidroxi-

isolonchocarpina (B)

No item 4.5.1 onde descreve a analise de citotoxicidade, foi possivel observar
que a flavona 3’,4’-metilenodioxi-7-metoxiflavona (Figura 90 A) apresentou-se como
a terceira maior porcentagem de citotoxicidade, porém sem apresentar ativacao da
pro-caspase-3 (dados ndo mostrados). No entanto, essa flavona foi analisada frente
a outra enzima (AMPK) e foi observada deteccéo na concentracdo de 50 uM (Figura
92), indicando a presenca de atividade em outro mecanismo de apoptose via
fosforilacdo da AMPK. Na literatura, esse tipo de flavona com substituicdo pelo

grupo metilenodioxi é conhecida por apresentar citotoxicidade em células tumorais
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(ORLIKOVA et al., 2014), podendo inferir que talvez essa seja uma das possiveis

razdes da atividade.

3',4’-metilenodioxi-7-metoxiflavona (VII) (uM)

0O 1 5 10 30 50

e —

S S R O-tubulin

Figura 92. Western blotting mostrando o tratamento da linhagem SK-N-SH com a
flavona 3’,4’-metilenodioxi-7-metoxiflavona (VII) nas concentracdes de 1 — 30 uM por
6 h para analisar a fosforilacdo da enzima AMPK (blotting de cima). Os blotting
foram reanalisados com a-tubulin para determinar a mesma quantidade de proteina

em cada amostra (blotting de baixo)

A deteccédo da AMPK indica a inibicdo da sintese de proteinas (HORMAN et
al., 2002), portanto a flavona 3’,4’-metilenodioxi-7-metoxiflavona (1X) também foi
analisada frente a proteina de alongamento (eEF2). Os resultados confirmaram que
essa flavona também esta envolvida na traducdo (segunda etapa da sintese de
proteinas) ja que influenciou na fosforilacdo da eEF2. Com isso, foi possivel
observar que a flavona néo so inibe a traducédo ativando a fosforilagcdo da AMPK

como também induz a fosforilacdo da eEF2 (Figura 93 A).

Além da flavona 3’,4’-metilenodioxi-7-metoxiflavona (VIl), as chalconas 4-
metoxiderricidina e lonchocarpina e outra flavona 3',4’,7-trimetoxiflavona também
apresentaram inducédo da eEF2 (Figura 93 A), mostrando ativacdo dessa proteina

nas concentracoes de 50 uM. O estilbeno 3,5,4’-trimetoxi-4-prenilestilbeno (1V) e a
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racemoflavona ndo mostraram inibicdo via eEF2 (Figura 93 B). No entanto, esses
resultados dessa atividade com essas substancias estdo sendo descritos pela

primeira vez.

A chalcona 4-hidroxilonchocarpina e flavanona 4-hidroxi-isolonchocarpina
apresentaram inibicdo da sintese de proteinas (Figura 93 C). Contudo, essas
substancias diminuiram a fosforilacdo da eEF2 em 50 uM (dados ndo mostrados).
Esse resultado é provavelmente devido a alta citotoxicidade dessas substancias.

O presente estudo mostra que os flavonoides de Deguelia duckeana tem um
bom impacto na via de morte celular referente a linhagem SK-N-SH. Esse é o
primeiro relato na literatura da acao de flavonoides sob a indugao da inibi¢cao do fator

de alongamento 2 (eEF2).
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Figura 93. (A — C) Western blotting mostrando a inibicdo da sintese de
proteinas pela fosforilacdo de eEF2 (95 kDa) apos incubacéo das substancias com a
linhagem SK-N-SH cells tratadas nas concentracbes de 1 — 50 uM por incubacéo
durante 6 h. Os blotting foram reanalisados com eEF2 total para confirmar se foi

adicionado a mesma quantidade de proteinas em cada amostra
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4.6 Atividade antibacteriana

Pesquisas realizadas com extratos de plantas visando minimizar os casos de
infecgcbes e encontrar medicamentos eficazes se destacam por mostrarem alta
potencialidade frente a cepas de bactérias (BROWN; LISTER; MAY-DRACKA, 2014;

CRAGG; NEWMAN, 2013).

Nesse contexto os extratos das folhas e galhos de Diplotropis purpurea foram
testados frente as bactérias: Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae, Providencia

rettgeri, Staphylococcus aureus e Serratia marcescens.

Cabe salientar que os extratos metandlicos foram os mais ativos mostrando
inibicdo da atividade antibacteriana frente as bactérias: Serratia marcescens,

Bacillus cereus e Providencia rettgeri.

Serratia marcescens compreende o grupo de bactérias gram-negativas
pertencente a familia Enterobacteriaceae, sendo uma das cepas que causam
infeccdo nosocomial, também chamada de infec¢do hospitalar. Em um levantamento
da literatura sobre a historia dessa bactéria, relata que o primeiro caso de infeccéo
de S. marcescens foi em 1913 descrevendo um paciente com tosse cronica e com
secrecdo avermelhada. A pneumonia e meningite também foram dois casos graves
relatados nessa época causados por S. marcescens (ARONSON; ALDERMAN,
1943; MAHLEN, 2011). Outras doencas ocasionadas por esse tipo de bactéria
também sdo descritas como: infec¢do urinaria, doencas respiratorias, infecgcdes na

corrente sanguinea, entre outras mais graves (MAHLEN, 2011).
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Os resultados obtidos mostraram que o0s extratos ativos frente a Serratia
marcescens foram os metandlicos das folhas e galhos, sendo que o extrato das
folhas apresentou uma inibicdo maior com concentracao inibitdria minimia (CIM) de
250 pg/mL enquanto que o extrato metandlico dos galhos apresentou CIM de 500
pug/mL (Figura 94). Isso indica que substancias mais polares possuem efeitos

antibacterianos mais evidenciados.

Outra cepa muito infecciosa é a Bacillus cereus, causadora de infecgbes
intestinais como a diarreia (DROBNIEWSKI, 1993; EHLING-SCHULZ; FRICKER,;

SCHERER, 2004).

Frente a Bacillus cereus, o extrato que apresentou inibicdo foi o extrato
metandlico das folhas com CIM de 1000 pg/mL comparado com o controle positivo
(Figura 95). Mesmo que esse extrato tenha apresentado uma concentracao inibitoria
de 1000 pg/mL, concentracdo de um extrato ndo muito ativo, € de carater relevante
considerar a atividade antibacteriana para 0 mesmo, pois apresentou uma
porcentagem significativa (66% de inibicdo) da atividade através da técnica realizada
pela leitora de microplacas. Essa técnica € mais sensivel que a técnica colorimétrica,

ja que a coloracao do extrato poderia também influenciar na atividade.

Providencia rettgeri também é outra cepa que afeta muitas pessoas
apresentando, principalmente, doencas oculares (KOREISHI; SCHECHTER; KARP,

2006) e infec¢bes urinarias levando diretamente a morte (PINTO et al., 1999).

Os extratos metandlicos dos galhos e folhas testados contra P. rettgeri,

apresentaram atividade antibacteriana com 100% de inibicdo na CIM de 500 pg/mL.
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Para esses mesmos extratos, foi observada uma pequena discrepancia entre a
porcentagem de inibicdo destes dois extratos na CIM de 250 pg/mL. O extrato
metandlico das folhas apresentou uma porcentagem de 69,5% de inibicdo enquanto
que o extrato metandlico dos galhos apresentou 46,2% de inibicdo quando
comparado ao controle positivo (Figura 96). Os demais extratos ndo mostraram

atividade significativa.

Os resultados da atividade antibacteriana descritos para Diplotropis purpurea
sdo inéditos na literatura consultada, pois ndo foram encontrados relatos de
atividade antibacteriana, apenas para a espécie D. ferruginea que mostrou
aatividade antibacteriana do extrato etandlico das cascas testadas para

Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (CERQUEIRA et al., 2011).
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Figura 94. Potencial antibacteriano dos extratos metandlicos das folhas e

galhos frente a Serratia marcescens.
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5. Concluséao

* O estudo fitoquimico de Diplotropis purpurea permitiu a identificacdo de 3
triterpenos (lupeol, taraxerol e B-amirina). Exceto o lupeol, os demais triterpenos
estdo sendo descritos pela primeira vez em Diplotropis;

O extrato metandlico das folhas de Diplotropis purpurea apresentou maior
atividade antibacteriana frente as cepas: Serratia marcescens (CIM de 250 pg/mL),
Bacillus cereus (66 % de inibicdo na CIM 1000 pg/mL) e Providencia rettgeri (69,5 %
de inibicdo na CIM de 250 pg/mL);

* O estudo fitoquimico de Deguelia duckeana permitiu a identificacdo de nove
substéancias: 3,5,4’-trimetoxi-4-prenilestilbeno, 4-metoxilonchocarpina, 4-
metoxiderricidina,  5-hidroxi-4’,7-dimetoxi-6-prenilflavanona,  5-hidroxi-4’-metoxi-
isolonchocarpina, 3’,4’-metilenodioxi-7-metoxiflavona, 3,4, 7-trimetoxiflavona,
racemoflavona e iangambina.

* A chalcona 4-hidroxilonchocarpina e a flavanona 4-hidroxi-isolonchocarpina
apresentaram citotoxicidade na deteccdo da enzima LDH liberada ao ambiente
extracelular. Essas duas substancias mostraram clivagem de pro-caspase-3 nas
concentracdes de 30 uM e 50 pM, respectivamente. Esses resultados indicaram que
0 mecanismo de morte celular foi necrose e, posterior inducdo de apoptose pela
ativacdo da caspase-3;

« Dentre os oito flavonoides testados quanto ao potencial anticancer, quatro
mostraram ativacdo da proteina de alongamento fator-2 indicando que o mecanismo
de morte das células foi pela inibicdo da segunda etapa da sintese de proteinas ja

gue essa proteina esta relacionada diretamente com essa etapa,
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« A flavona 3’,4’-metilenodioxi-7-metoxiflavona (VII) ativou a quinase AMP e
eEF2 em 50 puM inferindo que essa substancia atua no mecanismo de morte celular
via AMPK e também via fosforilacdo da eEF2. Esses resultados sao inéditos para a
literatura, pois ainda ndo havia sido descrito nenhum estudo com essa substancia
visado esses mecanismos de morte celular em linhagem neuroblastoma (SK-N-SH).

* Os resultados desse presente estudo contribuem significativamente para o
conhecimento quimico e biologico de Deguelia duckeana e Diplotropis purpurea.
Vale ressaltar que as substancias ativas quanto ao potencial anticancer isoladas de
Deguelia duckeana e os extratos ativos frente a atividade antibacteriana de

Diplotropis purpurea estdo sendo descritos pela primeira vez na literatura.
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