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RESUMO

Extratos etandlicos de folhas e caule da espécie Ouratea castaneifolia, folhas
de Ouratea spectabilis e caule de Ouratea semiserrata, pertencentes a familia
botanica Ochnaceae, empregadas para tratamento sintomatico de doencas
possivelmente relacionadas a infeccbes virais (critério etnofarmacoldgico) ou
taxonomicamente relacionadas a esta (critério taxondmico) tiveram a atividade
citotoxica avaliada pelo método colorimétrico do MTT em linhagem celular
Vero. Os extratos foram preparados por percolacdo exaustiva com EtOH 92,8°
GL e submetidos a analise por CCD e Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia
de Fase Reversa acoplado a detector Arranjo de Diodos e Espectrometro de
Massas (CLUE-FR-DAD-EM). Utilizou-se uma coluna CSH130 C18, deteccgéo
no UV (220-400 nm) e sistema de electrospray ionization (ESI). Os extratos e
suas fracbes apresentaram citotoxicidade com CCsp variando entre 12,7ug/mL
a 586,5 pg/mL. Nas andlises por CCD e CLUE-FR detectou-se a presenca de
triterpenos, esteroides, flavonoides e taninos. Andlises por CLUE-MS dos
extratos permitiram a identificacdo parcial de flavonoides majoritarios e
proantocianidinas entre eles: Vitexina, Orientina, Luteolina-7-O-glicuronideo,

Luteolina-7-O-rutinosideo, Lanaraflavona, 7,4”-di-O-metil-lanaraflavona,

L AR

hinokiflavona, Amentoflavona, 7”,4’-di-O-metil-amentoflavona, 7,7”-di-O-metil-
amentoflavona, 4’4 7,7"-tetra-O-metil-amentoflavona, 7-0O-
metilrobustaflavona, 7,7”-di-O-metilagathisflavona e 6,6”-bigenkwanina, rutina,
(epi)-catequina, (epi)-catequina-(epi)-catequina, (epi)-catequina-(epi)-
catequina-(epi)-catequina e (epi)-catequina-(epi)-catequina-(epi)-catequina-
(epi)-catequina. Os extratos foram testados através de ensaio antiviral pelo
método colorimétrico do MTT contra Zika virus (ZIKAV), apresentando valores
de concentracdo efetiva a 50% (CEso) que variou de 35,13 a 312,7ug/mL
demonstrando que estes extratos sdo potenciais fontes de substancias

antivirais.

Palavras chave: citotoxicidade; familia Ochnaceae; Atividade antiviral, Zika

virus.



ABSTRACT

The ethanol extracts of leaves and stem from the species Ouratea castaneifolia,
Ouratea spectabilis and Ouratea semiserrata which belong to the family of the
Ochnacea, employed to the treatment of diseases possible caused by viral
infection (ethnopharmacological criteria) or taxonomically related to this family
(taxonomic criteria) had their cytotoxic activity evaluated by the MTT
colorimetric method for Vero cells. The extracts were prepared by exhaustive
percolation with ethanol 92,8° GL and analysed by TLC (Thin Layer
Chromatography) and Ultra Performance Liquid Chromatography coupled to
Detector Diodes Array and Mass Spectrometer (UPLC-RP-DAD-MS). The
UPLC analysis were performed at 40°C with a CSH130 C18 column, detection
by UV (220-400) and Electrospray lonization (ESI). It extracts and fractions
showed cytotoxicity varying the CCso from 12.7 to 586.5 pg/mL for Vero cells.
The TLC and RP-UPLC analysis detected the presence of triterpenes, steroids,
flavonoids e tannins. The UPLC-MS analysis were able to partially identify that
the main flavonoids and proanthocyanidin in the extracts are being Vitexin,
Orientin, Luteolin-7-O-glucuronide, Luteolin-7-O-rutinoside, Lanaraflavone,
7,4”’-di-O-methyl-lanaraflavone, hinokiflavone, Amentoflavone, 77,4-di-O-
methyl-amentoflavone, 7,7”-di-O-methyl-amentoflavone, 4°,4”)7,7”-tetra-O-
methyl-amentoflavone, 7-O-methylrobustaflavone, 7,7”-di-O-
methylagathisflavone, 6,6”-bigenkwanin, Rutin, (epi)-catechin, (epi)-catechin-
(epi)-catechin, (epi)-catechin-(epi)-catechin-(epi)-catechin and (epi)-catechin-
(epi)-catechin-(epi)-catechin-(epi)-catechin. The extracts antiviral activity
against Zika virus (ZIKAV) were tested by the MTT assay, showing Effective
Concentration 50% (ECso) varying from 35,13ug/mL to 312,7ug/mL

demonstrating these extracts are potential sources of antiviral substances.

Key words: Cytotoxicity, Ochnaceae family, Antiviral activity, Zika virus.
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1 INTRODUCAO

O Zika virus (ZIKV) pertence a familia Flaviridae e ao género Flavivirus,
assemelhando-se evolutivamente com outros arbovirus transmitidos por
mosquito, como o virus da Dengue e da Febre Amarela. Trata-se de um virus
de RNA de cadeia simples que atualmente sdo conhecidas duas linhagens,
uma africana e outra asiatica. (HADDOW et al, 2012; MINISTERIO DA SAUDE,
2017).

Sua transmissdo se da por meio dos mosquitos Aedes aegypti e Aedes
albopictus e as principais manifestacdes clinicas séo febre, dores musculares,
dores nos olhos, prostracdo e erupcdo maculopapular, porém, séao
predominantemente leves e assintomaticas (FAUCI e MORENS, 2016; GRARD
et al, 2014; SAXENA et al, 2016; ZANLUCA et al, 2015).

Até o momento ndo ha nenhum farmaco em uso clinico para o
tratamento de infeccdo pelo ZIKV, apenas tratamento para os sintomas da
doenca. Durante as Ultimas décadas, houve uma maior atencdo dos
pesquisadores voltada para os produtos naturais derivados de plantas a fim de
identificar e isolar compostos que possam apresentar atividade contra
infeccdes virais como a dengue e o ZIKV, com base em praticas médicas
tradicionais (BARROWS et al, 2016; TEIXEIRA et al, 2014; KADIR et al, 2013).

Uma classe de metabdlitos secundarios de origem vegetal que possui
atividade antiviral ja descrita na literatura sdo os flavonoides (ROMING et al,
1992; SANCHEZ et al, 2000; ZANDI et al, 2012). Os flavonoides s&o
substancias fendlicas ou polifendlicas, biossintetizada a partir da via do acido
chiquimico e da via do acetato. De acordo com suas estruturas podem ser
classificados em: flavonas, flavonadis, antocianidinas, chalconas, isoflavonas, di-

hidroflavonoides, flavanona, isoflavonoides e biflavonoides (SIMOES, 2001).

No ambito da pesquisa por flavonoides com atividade contra o ZIKV,
pode-se destacar a familia botanica Ochnaceae, caracterizada como uma das
principais fontes de biflavonoides na natureza e até o momento podemos
salientar os géneros Lophira, Luxemburguia, Ochna e Ouratea, sendo a ultima
0 maior género desta familia que compreende aproximadamente 300 espécies
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tropicais que aparecem principalmente na América do Sul e Africa tropical. Esta
familia compreende em 27 géneros e 600 espécies encontradas em regides
tropicais e subtropicais espalhadas pelo mundo. No Brasil, s&o encontradas
aproximadamente 120 espécies (SALVADOR et al, 2010). O género Ouratea é
fonte de flavonoides e biflavonoides, onde os biflavonoides podem ser usados

como marcadores quimiotaxondmicos deste género (NASCIMENTO, 2008).

A literatura cientifica apresenta diversos estudos demonstrando
atividade antiviral dos extratos de espécies do género Ouratea e também de
flavonoides isolados deste mesmo género, por exemplo, a agathisflavona e 7”-
metil-agathisflavona obtidos da Ouratea parviflora. Isso torna a classe dos
flavonoides uma ferramenta muito promissora nas pesquisas antivirais. Neste
sentido, este projeto foi fundamentado no histérico de atividade antiviral das

espécies do género Ouratea, em especial a classe dos flavonoides.
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2 REVISAO DA LITERATURA

O Zika virus (ZIKV) pertence a familia Flaviridae e ao género Flavivirus,
assemelhando-se evolutivamente com outros arbovirus transmitidos por
mosquito, como o virus da Dengue e da Febre Amarela. Trata-se de um virus
de RNA de cadeia simples que atualmente sdo conhecidas duas linhagens,
uma africana e outra asiatica. (HADDOW et al, 2012; MINISTERIO DA SAUDE,
2017).

Sua transmissdo se da por meio de mosquitos do género Aedes. As
principais espécies transmissoras sdo Aedes aegypti e Aedes albopictus,
encontrados em zonas tropicais, subtropicais e zonas temperadas
respectivamente. (GRARD et al, 2014).

O virus foi isolado pela primeira vez em 1947 em Uganda e o primeiro
caso de infeccdo humana detectado neste mesmo pais em 1952 e logo em
seguida, surtos foram reportados em todo o pais. Em 2007 houve o principal
surto de infec¢ao pelo ZIKV, ocorrido na ilha YAP nos Estados Federados da
Micronésia onde aproximadamente 75% da populacao foi infectada pelo virus
(AGGARWAL et al, 2017). Em seguida, também houve epidemia na Polinésia
Francesa entre 2013 e 2014, com uma estimativa de 28.000 casos,
aproximadamente 11% da populagcdo (ECDC, 2014). O primeiro caso
confirmado no Brasil foi registrado em maio de 2015. As manifestac¢des clinicas
sdo similares a Dengue, como febre, dores musculares, dores nos olhos,
prostracdo e erupcdo maculopapular. Frequentemente a febre € baixa, porém
em alguns casos relatados no Brasil, houve febre elevada proxima de 39 °C.
Geralmente a duracdo da febre ocorre de trés a cinco dias. A infecgéo pelo
ZIKV é predominantemente leve e assintomatica (FAUCI e MORENS, 2016;
SAXENA et al, 2016; ZANLUCA et al, 2015).

Até o0 momento, ndo existem Kits comerciais de diagnostico de infeccéo
pelo ZIKV, o que torna bastante restrito o seu diagndstico em um paciente
infectado. O método mais sensivel e especifico para diagnosticar infeccdo por
ZIKV é a deteccdo de genomas virais pela técnica de RT-PCR (Reverse
transcription polymerase chain reaction), contudo, ainda se trata de uma

técnica que pode gerar falso-negativo. N&o existem vacinas e nem
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medicamentos especificos para a infeccdo pelo ZIKV, apenas tratamento dos
sintomas, feito pelo uso de analgésicos e antipiréticos (LUZ et al, 2015;
NELWAN et al, 2014; WHITEHORN et al, 2015).

A prevengcdo mais recomendada € tomar medidas que dificultem a
reproducédo do vetor Aedes aegypti no ambiente doméstico. Como 0 mosquito
se reproduz em agua limpa e parada, recomenda-se evitar estes possiveis
criadouros em vasos de plantas, garrafas, calhas entupidas e outros objetos
que favorecam o acumulo de agua (SES-MG, 2018). Outras medidas para
prevenir a picada do mosquito € usar roupas mais longas em lugares em que
haja circulacdo do vetor, também fazer uso de telas em janelas para evitar a
entrada do mosquito na residéncia. Gestantes devem evitar viajar para paises
com surtos de infeccao pelo ZIKV e viajantes que irdo a paises com surto
devem tomar precaucdes como o uso de repelentes, e viajantes que estao
retornando dessas areas de surtos para o pais de origem devem estar atentos
ao surgimento dos sintomas, e em caso de aparecimento, relatar a autoridade
sanitaria competente (AGGARWAL et al, 2017)

Durante o surto de ZIKV em alguns paises, também houve concomitante
aumento de casos de desordens neurolégicas como a microcefalia em recém-
nascidos e Sindrome de Guilain-Barré (SGB). Apds pesquisas e evidéncias
cientificas com mulheres gravidas infectadas com o ZIKV, foi confirmado que a
infeccdo pelo virus durante a gestacdo € uma potencial causa de microcefalia
em neonatos, como mostra a Organizacdo Mundial da Saude. Ja a Centers for
Disease Control confirma essa relagcdo. (CALVET et al, 2016; CDC, 2016;
OLIVEIRA e VASCONCELOS, 2016; RASMUSSEN et al, 2016; WHO, 2016).

A SGB é frequentemente precedida por uma infeccdo bacteriana ou
viral. Ha fortes evidéncias cientificas sugerindo que a infeccéo viral pelo ZIKV
pode provocar a SGB, porém, apenas uma pequena parcela de pessoas com
infeccdo recente pelo Zika virus contrai a sindrome. (WHO, 2016; CDC, 2016;
BRASIL et al, 2016; FIOCRUZ, 2016).

Em 2016 registrou-se 216.207 casos provaveis de febre por

infecgéo de ZIKV no Brasil, com 8 mortes confirmadas laboratorialmente. Em



21

2017, até a semana epidemiologica 50 (01/01/2017 a 16/12/2017) registrou-se
17.338 casos provaveis de febre por infeccdo de ZIKV, com 50,2% de casos
confirmados e taxa de incidéncia de 8,4 casos por cem mil habitantes.
Confirmou-se 2 6bitos, um em Sao Paulo e outro em Rondbénia (SVS - MS,
2018).

Segundo a Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude,
entre 08/11/2015 e 04/11/2017 notificou-se 14.916 casos suspeitos de
alteracdes no crescimento e desenvolvimento relacionadas a infeccao pelo Zika
virus e outras etiologias infecciosas (SVS — MS, 2018). No estado de Minas
Gerais, no ano de 2017 registrou-se 754 casos provaveis de infeccdo pelo
ZIKV (SES-MG, 2018).

Até o0 momento ndo ha nenhum farmaco em uso clinico para o
tratamento de infeccdo pelo ZIKV, apenas tratamento para os sintomas da
doenca. Durante as Ultimas décadas, houve uma maior atencdo dos
pesquisadores voltada para os produtos naturais derivados de plantas a fim de
identificar e isolar compostos que possam apresentar atividade contra
infecgBes virais como a dengue e o ZIKV, com base em praticas meédicas
tradicionais (BARROWS et al, 2016; TEIXEIRA et al, 2014; KADIR et al, 2013).

No contexto dos estudos em produtos naturais, o Brasil se destaca por
possuir aproximadamente 55 mil espécies vegetais, 22% do total registrado no
planeta. Pelo fato do Brasil possuir vasta extensao territorial e estar localizado
em posicao geografica, onde ocorre a maior floresta equatorial e tropical imida
do planeta, isso o torna um alvo bastante cogitado para a pesquisa na area da
Quimica de Produtos Naturais (QPN) (PINTO et al, 2002).

Nos EUA, no ano de 2014, 10 das 44 moléculas com atividade
farmacoldgica aprovadas pela FDA sdo de origem natural e/ou inspiradas em
uma estrutura de origem natural. A figura 1 apresenta a porcentagem dessas
moléculas de origem natural aprovadas pela FDA entre 1981 e 2014 nos EUA
(CRAGG e NEWMAN, 2015)
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Figura 1 - Porcentagem das moléculas de origem natural aprovadas pela FDA entre
1981 e 2014 nos EUA (Legenda: N = Produto Natural Inalterado; NB = Farmaco Botanico; ND =
Derivado de Produto Natural; S* = Farmaco sintético) (CRAGG e NEWMAN, 2015)
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Uma classe de metabdlitos secundarios de origem vegetal que possui
atividade antiviral ja descrita na literatura sdo os flavonoides (ROMING et al,
1992; SANCHEZ et al, 2000; ZANDI et al, 2012). Os flavonoides s&o
substancias fendlicas ou polifendlicas, biossintetizada a partir da via do acido
chiquimico e da via do acetato.

Sdo extensamente difundidos pelo reino vegetal, apresentando o
maximo de diversidade nas angiospermas. Encontrados em frutas, legumes,
sementes e em alimentos como o vinho tinto. Sao responsaveis pela cor dos
vegetais que pode variar do branco ao azul-pdrpura (BRUNETON, 2001;
DEWICK, 2002; SIMOES, 2001).

Em seu nucleo fundamental, constituido de 15 atomos de carbonos,
possuem duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos entre elas
(Figura 2). Os flavonoides de origem natural podem ser encontrados na forma
oxigenada ou conjugados a aguUcares, estas Ultimas sdo chamadas de
heterosideos. De acordo com suas estruturas podem ser classificados em:
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flavonas, flavondis, antocianidinas, chalconas, isoflavonas, di-hidroflavonoides,
flavanona, isoflavonoides e biflavonoides (SIMOES, 2001).

Os flavonoides s&o comumente detectados utilizando absorgédo no
ultravioleta (UV). Flavonas e flavonois exibem dois méximos de absorcéo
caracteristicos, que é observado comumente entre 300 a 380nm (Banda I) e
240 a 280nm (Banda II). Também é utilizada a ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio e carbono para a elucidacdo estrutural desses metabdlitos
secundarios (MABRY, 1970).

Figura 2 — Estrutura basica dos flavonoides e algumas classificacbes segundo a
estrutura quimica (Adaptado de RIJKE et al, 2006; DORNAS et al, 2009)
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Na literatura sao citados flavonoides que possuem acéo antiviral como,
por exemplo, a glabranina e a 7-O-metilglabranina (Figura 3). Os dois
compostos foram avaliados in vitro pelo ensaio de placa utilizando células LLC-
MK2 (Rim de macaca mulata) e o sorotipo DENV-2. Ambas apresentaram 70%
de inibicdo de infeccao viral a 25 umol/L (SANCHEZ et al, 2000).
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O flavonoide quercetina (Figura 3) apresenta atividade in vitro com
concentracéo efetiva a 50% (CEso) de 35,7 pg/mL contra infeccdo de DENV-2
em células do rim de Macaco Verde Africano (Vero cells) (ZANDI et al, 2011).
Ja o flavonoide Baicaleina (Figura 3) apresenta inibicdo da replicacdo de
DENV-2 em células Vero com CEso = 6,46 pg/mL quando adicionado apos a

absorcdao viral nas células (ZANDI et al, 2012).

Figura 3 — Estrutura molecular dos flavonoides Glabranina, 7-O-metilglabranina, Quercetina e
Baicaleina (Adaptado de SANCHEZ et al, 2000; VRIJSEN et al, 1988)
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A familia Ochnaceae é caracterizada como uma das principais fontes de
biflavonoides na natureza e até o momento podemos destacar 0s géneros
Lophira, Luxemburguia, Ochna e Ouratea, sendo a ultima o maior género desta
familia que compreende aproximadamente 300 espécies tropicais que
aparecem principalmente na América do Sul e Africa tropical . Esta familia
compreende em 27 géneros e 600 espécies encontradas em regides tropicais e
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subtropicais espalhadas pelo mundo. No Brasil, sado encontradas
aproximadamente 120 espécies (SALVADOR et al, 2010). O género Ouratea é
fonte de flavonoides e biflavonoides, onde os biflavonoides podem ser usados
como marcadores quimiotaxonémicos deste género (NASCIMENTO, 2008).

Trabalho realizado por Roming et al em 1992 observou atividade antiviral
do extrato aquoso e etandlico das folhas de Ouratea lucens contra Herpes virus
1 (HSV-1) e 2 (HSV-2) e o extrato com éter de petréleo da mesma espécie
também apresentou atividade contra HSV-1. O extrato etandlico também

apresentou atividade contra o virus da estomatite vesicular (VSV).

Os extratos etandlicos das espécies Ouratea castaneifolia, Ouratea
semiserrata e Ouratea spectabilis sdo fontes de agentes antivirais. O extrato
das folhas de O. spectabilis demonstrou atividade contra HSV-1, com
concentracéo efetiva 50% (CEso) menor que 50 pg/mL, enquanto a O.
castaneifolia e O. semiserrata apresentaram atividade moderada contra o
mesmo virus (ECso entre 56,5 e 97,24 pg/mL). Os extratos dessas mesmas
espécies também exibiram atividade inibitoria da replicacdo do vaccinia virus
(VACV), virus causador da variola. O. castaneifolia e O. semiserrata exibiram
acgdo contra o virus da encefalomiocardite murina (EMCV) (BRANDAO et al,
2011).

Os flavonoides agathisflavona e 7”7-metil-agathisflavona (Figura 4)
obtidos da Ouratea parviflora apresentam atividade contra HSV-1 com CEso de
11.2, 25.8ug/mL, respectivamente. Ja a atividade contra o HSV-2 apresentou
CEsode 2.8 e 1.5ug/mL, respectivamente (ARAUJO et al, 2011).

Na literatura sdo encontradas inumeras publicacdes a respeito da
descricdo das varias atividades biologicas atribuidas aos flavonoides (AHMED
et al, 2016; DI CARLO et al, 1999; NARAYANA et al, 2001; SHAFAEI et al,
2016), e dentre essas sdo encontrados estudos comprovando atividades
antivirais tanto de flavonoides isolados, como de extratos ou fracdes
enriquecidas nessa classe de metabdlito secundario (SANCHEZ et al, 2000;
ZANDI et al, 2012). Isso torna a classe dos flavonoides uma ferramenta muito

promissora has pesquisas antivirais. Neste sentido, este projeto foi
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fundamentado no histérico de atividade antiviral das espécies do género

Ouratea, em especial a classe dos flavonoides.

Figura 4 — Estrutura molecular dos flavonoides Agathisflavona e 7”-metil-agathisflavona
(Adaptado de SANCHEZ et al, 2000; VRIJSEN et al, 1988)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizacao fitoquimica de espécies do género Ouratea e avaliagao
in vitro da atividade antizika de seus extratos pelo método colorimétrico do
MTT.

3.2 Objetivos especificos

- Obtencdo dos extratos etandlicos das espécies O. castaneifolia, O.
spectabilis e O. semiserrata;

- ldentificagdo dos constituintes fendlicos presentes nos extratos
vegetais e suas fragBes por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE-FR-
DAD-EM) e cromatografia em camada delgada (CCD);

- Avaliacao da viabilidade celular in vitro em linhagem celular Vero pelo
método colorimétrico do MTT;

- Avaliacédo in vitro da atividade antizika dos extratos etandlicos de O.
semiserrata, O. spectabilis e O. castaneifolia e suas fracdes pelo método
colorimétrico do MTT.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes/Solventes utilizados

DMEM - Alta Glicose
DMSO

MTT

AcOEt

MeOH

DCM

CMC

Etanol

Silica Gel 60

4.2 Aparelhos utilizados

Céamara Escura UV
Fluxo BioSeg12
Rotavapor® R-205
Estufa de Células
Victor X3

Shaker

Microscoépio Invertido

Centrifuga Microcen®16

Cultilab Materiais para Cultura de Células LTDA
Quimibras Industrias Quimicas S. A.
Sigma-Aldrich Brasil LTDA

LabSynth Produtos para Laboratorio LTDA
LabSynth Produtos para Laboratorio LTDA
LabSynth Produtos para Laboratorio LTDA
LabSynth Produtos para Laborat6rio LTDA
LabSynth Produtos para Laborat6rio LTDA

Merck

CienLAb Equipamentos Cientificos (Modelo CE-850)
Grupo VECO (Classe Il, Tipo Al)

BUCHI Brasil LTDA

Binder GmBH

PerkinElmer do Brasil LTDA

Marshal Scientific (New Brunswick Scientific C24)
Carl Zeiss Microscopy GmbH

Herolab GmBH
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4.3 Coleta do material vegetal

As plantas foram coletadas nos municipios de Belo Horizonte e Caeté
(Minas Gerais), as exsicatas foram depositas no herbario da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) (Tabela 1). O material vegetal colhido foi
seco em estufa ventilada a 40°C. Apds a secagem, o material foi pulverizado

em um moinho de facas. O pé vegetal resultante foi acondicionado em frasco

de vidro.
Tabela 1: Registros de exsicata de espécies do género Ouratea
ESPECIE REGISTRO EXSICATA PARTE UTILIZADA
Ouratea castaneifolia BHCB 25577 Folhas
Ouratea semiserrata BHCB 42166 Caule
Ouratea spectabilis BHCB 48940 Folhas

4.4 Preparo dos extratos

As folhas de Ouratea castaneifolia, folhas de Ouratea spectabilis e
caule de Ouratea semiserrata foram submetidos a extracdes exaustivas com
etanol 92,8° GL através de percolacdo a frio. Os extratos foram concentrados
utilizando evaporador rotativo a vacuo, e posteriormente, deixados em estufa

com temperatura controlada de 50°C para a completa evaporagao do solvente.

4.5 Particdo dos extratos etandlicos brutos de O. castaneifolia e O.
spectabilis

Com os extratos etandlicos das folhas de Ouratea castaneifolia e
Ouratea spectabilis foi feita uma particdo liquido-liquido utilizando
diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt) e mistura de metanol e agua
(MeOH/H20) na proporgéo 6:4 como solventes, para obtengédo de fragbes com
diferentes perfis de polaridade. Inicialmente, cada material vegetal foi misturado
em uma solucdo metanol/agua (6:4) e transferido para o funil de separacéao,

onde foram particionados com os solventes organicos como mostrado na figura
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5. O processo de particdo liquido-liquido foi feito somente com Ouratea
castaneifolia e Ouratea spectabilis, pois foram os dois extratos destas espécies

que apresentaram maior concentracao de flavonoides em andlise por CCD.

Figura 5: Esquema da particdo liquido-liquido dos extratos etandlicos das folhas de O.
castaneifolia e O. spectabilis. (DCM — Diclorometano; AcOEt — Acetato de Etila; MeOH —
Metanol)
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4.6 Analise fitoquimica dos extratos etandlicos brutos das espécies O.
castaneifolia (folhas), O. spectabilis (folhas) e O. semiserrata (caule) e
suas fracdes

A andlise para identificar flavonoides e terpenos nos extratos etanolicos
das espécies citadas e em suas fracdes foi feita utilizando a técnica de
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) através de cromatoplacas
revestidas de gel de silica (Merck®), em suporte de vidro com dimensdes 10 x
10 cm, com 0,50mm de espessura. Utilizou-se cloroférmio, acetona e acido
férmico na proporcao 75:16,5:8,5 (v/v) como fase movel. Apds a aplicagdo e o
término da eluicdo da amostra, as placas foram pulverizadas com solucao
reveladora de reagente cromogénio, o0 reagente de produto natural-
polietilenoglicol (NP-PEG), seguido de aquecimento com auxilio de soprador
térmico, para a deteccdo de flavonoides. Os flavonoides s@o detectados pelo
surgimento de coloracdo amarela apds pulverizagdo e secagem da
cromatoplaca. A revelacdo dos metabolitos analisados nas cromatoplacas foi
obtida através da exposicdo destas a radiacdo ultravioleta, nos comprimentos
de onda de 254nm e 365nm, em camara escura de luz ultravioleta antes e apés
aplicacdes do revalador.

O revelador NP foi preparado solubilizando 100mg de acido
difenilbérico/ester etanolamina 98% em 10mL de etanol. O revelador PEG foi

preparado utilizando 40mg de polietilenoglicol em 8mL de etanol.
4.7 Obtencao de perfis cromatograficos por CLUE-FR-DAD-EM

Perfis cromatograficos foram obtidos por meio de cromatografia liquida
de ultra eficiéncia em fase reversa (CLUE-FR) para os trés extratos etanélicos
selecionados para este trabalho, e também para as frac6es obtidas por particdo
liguido-liqguido da Ouratea castaneifolia e Ouratea spectabilis e das fracdes
obtidas por cromatografia em coluna de silica gel da fracdo diclorometano de
Ouratea castaneifolia. As analises por CLUE-FR foram realizadas no
Laboratorio de Fitoquimica da Faculdade de Farmécia na Universidade Federal
de Minas Gerais nas condi¢cOes descritas a seguir.

Utilizou-se o equipamento UPLC ACQUITY (Waters®), acoplado ao
detector DAD (detector de arranjo de diodos) — varredura de 220-400 nm e
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detector de espectrometria de massas, coluna CSH130 C18 (particulas de 1,7
pm, 50 x 3 mm d.i.), fluxo de 0,3 mL/min e manteve-se o forno da coluna a
40°C. Empregou-se um gradiente de agua (H20) 0,1% &cido férmico —
acetonitrila (MeCN) 0,1% &cido férmico (Tabela 2), compreendendo um periodo
de eluicdo gradiente linear longo (5 — 95% de MeCN, em 10 minutos),
mantendo-se, a seguir, um curto periodo de eluicéo isocratica (95% de MeCN,
durante 1 minuto). Os solventes utilizados eram grau HPLC (Tedia Brasil®) e
agua destilada, filtrada em sistema Milli-Q®.

Na obtencdo dos espectros de massa, empregou-se sistema
Electrospray ionization (ESI), temperatura capilar 250°C, voltagem no
pulverizador ajustada em 3,50 kV, voltagem do capilar +3 e —-47 V, para as
polaridades positiva e negativa, e deslocamento da lente do tubo de 0 e —25 V,
para polaridade positiva e negativa, respectivamente. Utilizou-se nitrogénio
como um gas de fundo com um fluxo de 50 unidades arbitrarias. A analise de
massa foi realizada em modo de varredura total de 100 a 1.500 Da, tanto no

modo positivo como no negativo.

Tabela 2 — Gradiente de eluicdo empregado nas andlises dos extratos e fragdes por CLUE-FR

TEMPO H20 MeCN
(min) 0,1% ACIDO FORMICO 0,1% ACIDO FORMICO
0 95 5
10 5 95
11 5 95
13 95 5

4.8 Refracionamento da fracdo diclorometano do extrato etandlico das

folhas de Ouratea castaneifolia por cromatografia em coluna de silica gel.

ApOs a particdo liquido-liquido dos extratos etanolicos das folhas de
Ouratea castaneifolia e Ouratea spectabilis (item 4.5), realizou-se analise por
cromatografia em camada delgada das fragOes obtidas de ambas as parti¢des.
Apbés a andlise, verificou-se que a fracdo diclorometano da Ouratea
castaneifolia apresentou maior quantidade de flavonoides em sua composicao.

Portanto, esta fracao foi escolhida para ser refracionada na tentativa de obter
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um flavonoide isolado ou uma fragéo enriquecida com flavonoides. Realizou-se
entdo cromatografia em coluna com silica gel. No empacotamento da coluna
empregou-se 100g de silica gel (0,040-0,063 mm/230-400 mesh, Merck®) como
fase estacionaria. Utilizou-se 10g da amostra em silica gel e a eluigdo foi
realizada empregando solventes de polaridade crescente conforme mostrado
na Figura 6. Foram coletadas no total 108 fracdes de aproximadamente 100mL
que foram concentradas utilizando evaporador rotativo a vacuo e colocadas na
estufa a 50°C para completa evaporacao do solvente.

Apoés total secagem, as fracbes foram submetidas a analises por
cromatografia em camada delgada. As que apresentaram perfis
cromatograficos semelhantes foram reunidas, resultando em 42 fracdes,

totalizando 9,5g.

Figura 6: Esquema do refracionamento da fracdo DCM da espécie O. castaneifolia

HEXANO
300mL
0,0881g

HEX:DCM (1:1)
3000mL
1,2667g

DCM
800mL
0,3401g

DCM:AcOEt (9:1)
1600mL

Extrato Etanolico 0,60999

- Fracdo DCM
O. castaneifolia

(Folhas) 109 DCM:ACOEt (1:1)

1500mL
1,2255¢

AcOEt
2000mL
3,2631g

AcOEt:MeOH (1:1)
200mL
0,5617g

MeOH
900mL
2,1435g
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4.9 Ensaios in vitro para atividade citotoxica e antiviral
4.9.1 Linhagens celulares
v C6/36

Células C6/36 sao derivadas de larvas do mosquito Aedes albopictus,
cultivadas em meio L15 suplementado com 5% SFB contendo gentamicina (50
pg/mL), penicilina (100 Ul/mL) e anfotericina B a (5 pyg/mL), em estufa a 28°C.
Estas células foram utilizadas para a producéo de estoque viral de ZIKV.

v" Vero (ATCC®CCL-81™)

Células Vero séo derivadas de rim de macaco verde africano
(Cercopithecus aethiops) cultivadas em meio DMEM - alta glicose
suplementado com 5% SFB contendo gentamicina (50 pg/ml), penicilina (100
Ul/ml) e anfotericina B (5 ug/ml), em estufa com 5% de CO: a 37°C. Estas
células foram utilizadas para o ensaio de citotoxicidade e atividade antiviral
pelo método colorimétrico do MTT. Utilizou-se uma concentragdo de
plaqueamento de 2,0 x 10* células por poco.

4.9.2 Solugdes e meios de cultura

A solucdo salina-fosfato tamponada (PBS) foi preparada como solucéo
estoque concentrada 5 vezes. Esta solugdo concentrada tem em sua
constituicdo: NaCl 680mM, KCI 13,4 mM, Na:HPO4 40,5mM (pH 7,5). A
solucéo foi esterilizada em autoclave (120°C, 45 minutos) e armazenada a 4°C.

Para o uso, a solucao foi diluida com agua ultra pura estéril, recém-obtida.

O meio de cultura utilizado foi o DMEM - alta glicose, que € uma
modificacdo do Meio Basal Eagle (BME) que contém quatro vezes a
concentragdo de aminoécidos e vitaminas. O meio é reconstituido em agua
ultra pura e esterilizado em membrana de acetato-nitrato de celulose com
poros de 0,22 um (Millipore) sob pressdo. Apos o procedimento de filtracao,
aliquotas do meio foram deixadas em estufa a 37°C, para o acompanhamento
de eventuais contaminantes. O meio foi mantido em geladeira a 4°C. Para os

experimentos, 0 meio foi suplementado com 5% (v/v) de soro fetal bovino
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estéril inativado. O pH do meio foi ajustado com quantidades adequadas de
solucéo de bicarbonato de sodio para pH 7,4 e entéo esterilizado em autoclave

a 120°C por 45 minutos.

Também utilizou-se meio DMEM - alta glicose 2% CMC
(carboximetilcelulose) para titulagdo em placa de seis pocos. Inicialmente
acrescentou-se 8g de CMC esterilizado em 400mL de meio DMEM - alta
glicose suplementado com 1% (v/v) de soro fetal bovino e os antibioticos

gentamicina (50ug/mL), penicilina (100UI/mL) e anfotericina (5ug/mL) em frasco

de vidro. Posteriormente deixou o frasco agitando até completa solubilizacéo

do CMC no meio de cultura. O meio foi mantido em geladeira a 4°C.

A solucéo de tripsina-EDTA é constituida de NaCl 137 mM, KCI 5,4 mM,
glicose 5 mM, NazHPO4 0,42 mM, KH2PO4 0,44 mM, NaHCOs 2,3 mM, EDTA
0,53 mM, 50 mg% tripsina (1:250) e 2 mg% de vermelho de fenol, sendo o pH
ajustado para 7,4 com bicarbonato de soédio. Esterilizou-se a solucdo por

filtracdo e armazenou-se a -20°C.

4.9.3 Procedimento de cultivo das linhagens celulares Vero e C6/36

As células Vero foram cultivadas em garrafas estéreis com meio DMEM -
alta glicose e as células C6/36 em meio L-15, ambos os meios acrescidos de
soro fetal bovino 5% (v/v) e Penicilina, Streptomocina e Anfotericina B
conforme item 4.9.2. As culturas da linhagem Vero foram mantidas em estufa,
em atmosfera contendo 5% de CO2, com umidade controlada de 95% e
temperatura constante de 37°C. Ja a linhagem celular C6/36 foi mantida em
estufa a 28°C. Os repiques foram realizados utilizando solugéo de tripsina-
EDTA para soltar as células em intervalos de 48h na proporcdo de 1:3. Para
armazenamento das linhagens, as células (10° células/mL) foram suspensas
em meio de cultura e DMSO 10% (v/v), e congeladas inicialmente a -70°C e
mantidas durante 48 horas, e a seguir estocadas em nitrogénio liquido (-
196°C). Para uso, as células foram descongeladas a 37°C e adicionadas em
garrafas pequenas (50 mL) contendo meio adequado como ja descrito. Apos
adesdo das células a superficie da garrafa (~2horas), o meio foi trocado,

eliminando-se 0 meio de congelamento contendo o DMSO e eventuais células
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mortas. A monocamada de células foi rotineiramente observada em

microscopio invertido.

4.9.4 Técnica colorimétrica do MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil

brometo de tetrazolina

As suspensdes celulares foram distribuidas em microplacas de 96
cavidades contendo aproximadamente 2,0 x 10* células/cavidade. As culturas
foram incubadas em atmosfera uUmida, a 5% de CO2, a 37°C. Foram
preparadas diluicdes dos extratos/fracbes, em DMEM 1% SFB (Soro Fetal
Bovino), em concentracbes que variaram entre 400 e 1,562 ug/ml. Apds a
formacdo da monocamada celular na superficie das cavidades, o meio de
cultura foi removido e 100 uL das solucdes diluidas das substancias
testes/extratos e 100 pl de meio de cultura DMEM — Alta Glicose 1% SFB foram
adicionados. O MTT foi adicionado 2 horas antes das leituras (MOSMANN,
1983), que foram feitas em leitor de microplacas, a 490 nm, 72 horas apos a
adicdo do extrato/fracdo. Utilizou-se a podofilotoxina como controle positivo de

citotoxicidade.

A citotoxicidade celular foi expressa em termos de concentracéo
citotoxica a 50% (CCso). A porcentagem citotoxica é calculada como [ (A—-B)/
A]x 100, onde A e B sdo as densidades 6ticas a 490nm (DOag0) das cavidades

onde estdo presentes células nao tratadas (A) e tratadas (B), respectivamente.

Realizou-se teste de citotoxicidade com os trés extratos etanolicos
selecionados para este trabalho, e também para as fragfes obtidas por particao
liquido-liquido da Ouratea castaneifolia e Ouratea spectabilis e das fragbes
obtidas por cromatografia em coluna de silica gel da fracdo diclorometano de

Ouratea castaneifolia

4.9.5 Andlise estatistica dos dados

Os dados dos ensaios de citotoxicidade foram avaliados segundo suas
médias e desvios-padrdo. A concentragdo citotoxica a 50% foi determinada em
comparagdo com o controle, obtidos a partir de regressao nao-linear. Estas
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analises foram realizadas utilizando o pacote estatistico do GraphPad Prism
5.04.

4.9.6 Virus

O ZIKV utilizado nos experimentos foi gentilmente cedido pela
professora Dr. Erna Kroon, do Laboratério de Virus da Universidade Federal de

Minas Gerais.

4.9.7 Preparo da suspensao viral

Para a producéo de estoque de ZIKV para os ensaios antivirais, 0 ZIKV
foi replicado em cultura de células C6/36 (Item 4.9.1) durante cinco dias a
temperatura de 28°C. Recolheu-se o sobrenadante da cultura de células
infectadas pelo ZIKV cinco dias apos a infeccdo. O sobrenadante recolhido foi
clarificado por centrifugagao a 4.000 RPM por 10 minutos a 4°C. Em seguida,
foi aliquotado e armazenado em freezer a -70°C para posterior utilizacao.

As linhagens celulares C6/36 e Vero foram escolhidas para multiplicagcéo
e titulagéao celular, respectivamente. A C6/36 é caracterizada por possuir bons
rendimentos frente ao ZIKV, permitindo assim a producédo de estoque viral com
alto rendimento. A Vero foi escolhida também para o ensaio antiviral com ZIKV

por possuir uma alta permissividade a esse virus.

4.9.8 Titulagao viral em placa de 6 pocos

Inicialmente, a partir do estoque viral, realizaram-se diluicées de 10 a
101° e foram inoculadas 300uL de cada diluicdo viral em monocamada de
células Vero em placa de seis po¢cos com confluéncia de aproximadamente 4,0
x 10° células. Em cada poco inoculou-se a diluicdo viral correspondente e um
poco foi mantido somente com células para o controle celular. Em seguida, a
placa foi mantida na estufa a 37°C e 5% CO2 durante 1 hora para a adsorcao e,
esperado este tempo, lavou-se os pogcos com solucdo PBS para remover os
virus que ndo adsorveram. Apos a lavagem, adicionou-se aos pog¢os 3mL de
meio DMEM - Alta Glicose 2% CMC suplementado com 1% (v/v) de SFB (Iltem
4.9.2). As placas foram entdo incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2 por 72
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horas. ApOs este tempo, as células foram fixadas com solucdo de formol 10%
por 4h e coradas com solucdo contendo 1% (p/v) de cristal violeta em agua
destilada para contagem das placas de lise. O titulo viral foi expresso por
namero de Unidade Formadora de Placas por mililitros (UFP/mL) conforme

equacao seguinte:

Titulo viral (UFP/mL) =N x FC x 10*

N = namero de placas de lise contadas
FC = Fator de correcéao

* = Inverso da diluicdo na qual foram contadas as placas de lise

O titulo viral encontrado na solucédo estoque foi 3,1 x 10° UFP/mL

4.9.9 Titulacdo em placa de 96 pocos

Inicialmente, preparou-se placas de 96 pocos contendo 2,0 x 10% células
Vero por poco, em seguida, foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2
durante 24 horas para a formacdo de monocamada de células. Prepararam-se
suspensdes virais com diluicdes de 10 a 10? em meio DMEM - Alta Glicose
suplementado com 1% (v/v) de SFB e inoculou-se 100uL de cada diluicéo e
cada poco correspondente com monocamada de células Vero, mantendo trés
colunas de pocos nao infectados para controle celular. As placas infectadas
foram incubadas em estufa, nas mesmas condi¢cfes descritas anteriormente,
por 72 horas, observando-se o controle de células. Observou-se entéo a coluna
correspondente a diluicdo viral que apresentou efeito citopatico em 50% das
células. A diluicdo observada foi de 10% No ensaio antiviral utilizou-se uma

diluicdo de 10 onde observou-se 100% de efeito citopatico.

4.9.10 Ensaio de atividade antiviral pelo método colorimétrico do MTT

Prepararam-se solu¢cbes em DMSO das amostras que foram analisadas

utilizando concentracdes nao citotoxicas.
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As monocamadas de células Vero foram preparadas em placa de 96
pocos contendo 2,0 x 10* células por poco em meio de cultura DMEM — Alta
Glicose suplementado com 5% de SFB. ApoOs 24 horas de incubacéo em estufa
a 37°C e 5% de CO2, removeu-se 0 meio de cultura da placa e acrescentou-se
100pL das diluicbes das amostras e adicionou-se 100uL de suspenséo viral.
Posteriormente, as placas foram incubadas em estufa, nhas mesmas condi¢cdes
descritas anteriormente, durante 72 horas. A viabilidade celular foi analisada
utilizando a técnica colorimétrica do MTT descrita por Mosmann em 1983.
Removeu-se o sobrenadante e adicionou-se 28uL de solucdo de MTT em PBS
(2,0 mg/mL) por poco. A placa foi incubada em estufa durante 2 horas a 37°C.
Decorrido este tempo, acrescentou-se aos pog¢os 132,0uL de DMSO para
dissolver os cristais de formazana. As placas foram homogeneizadas durante
15 minutos utilizando um agitador (Shaker New Brunswick Scientific C24) e a
densidade otica foi determinada em 490nm (DOa4g0) em leitor de microplacas
Victor™ X3. A partir dos valores de densidade o6ptica calculou-se entdo a
porcentagem do efeito protetor contra o ZIKV conferida as células para cada

concentragdo de amostra, utilizando a seguinte equagao:

EP=[(A-B)/(C-B)]x100

Onde:
A: Leitura da absorbancia dos pocos com células tratadas e infectadas
B: Leitura da absorbancia dos pocos com células néo tratadas e infectadas

C: Leitura da absorbancia dos pogos com células néo tratadas e ndo infectadas

Com os valores do efeito protetor calculado para cada concentracéo,
calculou-se, através de regressdo ndo-linear, a Concentragdo Efetiva a 50%
(CEsp), que demonstra em que concentragdo o composto testado protege 50% das
células contra a agdo do ZIKV. Calculou-se os valores de CEso para 0s trés
extratos etandlicos selecionados para este trabalho, e também para as fracdes
obtidas por particdo liquido-liquido da Ouratea castaneifolia e Ouratea
spectabilis e das fracdes obtidas por cromatografia em coluna de silica gel da

fracao diclorometano de Ouratea castaneifolia.
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Para a realizacéo deste experimento, foram utilizados os seguintes controles:

Controle de células: pocos contendo somente células, acrescidas do meio de
cultura DMEM - Alta Glicose 1% SFB. Utilizado para avaliar o comportamento
das células sem gque as mesmas tivessem contato com qualquer interferente
durante o periodo de incubacdo. Com isso, 0S pocos reservados para esse
controle serviram de padrédo para comparagdo com aqueles em que fossem

observados alguma atividade citotoxica.

Controle de virus: pocos contendo células acrescidas de meio de cultura
DMEM - Alta Glicose 1% SFB e de suspensdo de virus sem nenhum
tratamento. Utilizando como referéncia para analise da atividade citopatica
provocada pelo virus durante o periodo de incubacgéo das placas.

Controle de virus com DMSO: Pocos contendo células acrescidas de meio de
cultura DMEM - Alta Glicose 1% SFB e DMSO. Foi utilizado para avaliar se
havia influéncia do solvente utilizado para diluicdo das amostras no meio de
cultivo e se 0 mesmo poderia apresentar alguma potencial atividade antiviral

aparente.

Controle de Citotoxicidade dos compostos utilizados: Pocos contendo
células acrescidas de meio de cultura DMEM — Alta Glicose 1% SFB e as
diluicbes das concentracbes em que 0sS respectivos compostos foram
utilizados. Este controle foi feito para avaliar se haveria alguma possivel
atividade citotoxica das substancias nas concentracdes testadas. Um desenho
representativo do teste antiviral na placa de 96 pocos € mostrado na Figura 7 a

sequir:
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Figura 7 — Representacdo esquemética da placa de 96 pocos utilizada para atividade antiviral
frente ao ZIKV pelo método colorimétrico do MTT (Colunas 1 e 2: Controle de células;
Coluna 3: Controle de Virus com DMSO; Coluna 4: Controle de citotoxicidade do
composto 1; Colunas 5, 6 e 7: Avaliacdo antiviral do composto 1; Colunas 8, 9 e 10:
Avaliacdo antiviral do composto 2; Coluna 11: Controle de citotoxicidade do composto
2; Coluna 12: Controle de virus)
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4.9.11 Ensaio de atividade antiviral pelo método colorimétrico do MTT em

placa de 6 pocos

Apés a avaliagdo da atividade antiviral pelo método colorimétrico do
MTT, selecionaram-se 0s compostos (extrato/fracdo) que em determinada
concentracdo apresentaram um efeito protetor satisfatorio as células contra o
efeito citopatico do ZIKV. Realizou-se um ensaio antiviral em placa de 6 pocos
para fotografar, por microscopia Optica, e confirmar o efeito protetor do
composto na concentragao selecionada.

Inicialmente, preparou-se placas de 6 pocos contendo 4,0 x 10° células
Vero por poco e, em seguida, foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2
durante 24 horas para a formacdo de monocamada de células. Apds 24h,
acrescentou-se 300uL de suspenséo viral em quatro pog¢os, sendo um para
controle viral e trés para o teste antiviral. Incubou-se por uma hora em estufa
nas mesmas condi¢des descritas anteriormente com agitamento de dez em dez

minutos para melhor adsorcao.
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Apés uma hora de adsorcdo, acrescentou-se 0 composto ha
concentracdo especifica em 3 pocos para o teste em triplicata e em um poco
gue ndo houve adsorc¢ao viral para controle do composto.

Apds 72 horas as placas foram fotografadas por microscopia Optica para
confirmar o efeito protetor. Um desenho representativo da placa esta

representado a seguir na Figura 8.

Figura 8 — Representacdo esquematica da placa de 6 pocos utilizada para ensaio antiviral para
confirmacgédo de efeito protetor por fotografia por microscopia 6ptica (Al: Controle de células;
A2: Controle de virus; A3: Controle do composto; B1, B2 e B3: Células infectadas com ZIKV e

000
-OOC

tratadas com composto)
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4.9.12 Resumo metodologia

As figuras 9 e 10 a seguir, apresentam um fluxograma resumido da
metodologia e dos ensaios realizados com os extratos das espécies de plantas
utilizadas no presente trabalho.

Figura 9 — Fluxograma resumindo as etapas realizadas com o extrato etandlico de Ouratea

castaneifolia para a obtencédo de fracdes enriquecidas com flavonoides
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Apds obtencao do extrato etandlico das folhas de Ouratea castaneifolia
por percolacdo e obtencdo das fracbes por particdo liquido-liquido e
cromatografia em coluna com silica gel, realizou-se com todas as etapas,
analise cromatogréafica por CLUE-FR-DAD-EM e ensaio de citotoxicidade e

antiviral contra o ZIKV.

Figura 10 — Fluxograma resumindo as etapas realizadas com o extrato etandlico de Ouratea

spectabilis para a obtencao de fracfes enriquecidas com flavonoides

O. spectabilis
Folhas

Particdo liquido-liquido

_ Fragao Fragdo
‘Fragao DCM\ AcOEt Hidroalcélical
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Apoés obtencao do extrato etandlico das folhas de Ouratea spectabilis por
percolacao e obtencéo das fracdes por particdo liquido-liquido, realizou-se com
todas as etapas, andlise cromatografica por CLUE-FR-DAD-EM e ensaio de
citotoxicidade e antiviral contra o ZIKV.

N&ao foi feita particdo liquido-liquido do extrato etandlico do caule de
Ouratea semiserrata, portanto, realizou-se analise cromatografica por CLUE-
FR-DAD-EM e ensaio de citotoxicidade e antiviral contra o ZIKV apenas com o

extrato etandlico.



45

5 RESULTADOS

5.1 Obtencéo dos extratos etandlicos das espécies Ouratea castaneifolia,

Ouratea spectabilis e Ouratea semiserrata.

Os rendimentos extrativos das espécies vegetais estdo apresentados

abaixo na tabela 3.

Tabela 3: Rendimento extrativo do material vegetal de espécies do género Ouratea

MASSA DO MASSA DO

ESPECIE U'Iﬁflgl-\EDA MATERIAL EXTRATO REND(LDA)ENTO
VEGETAL(g) ) 0
O. castaneifolia Folhas 169,5 39,0 23
O. castaneifolia Caule 184.2 17.5 9,5
O. spectabilis Folhas 166,6 40,0 24
O. semiserrata Caule 836,6 133,8 16

Na tabela 4 estdo apresentados os rendimentos da particdo liquido-
liguido dos extratos etandlicos das folhas de Ouratea castaneifolia e O.

spectabilis.

Tabela 4: Rendimentos das fracdes obtidas da particdo liquido-liquido de espécies do género

Ouratea.

ESPECIE

DCM

MASSA(g) / RENDIMENTO(%)

AcOEt

MASSA(g) / RENDIMENTO(%)

H20/MeOH

MASSA(g) / RENDIMENTO(%)

O. castaneifolia -
Folhas (389)

O. spectabilis - Folhas
(380)

10,9/ 28,6

4,4/11,5

49/12,8

8,8/23,1

22,3/58,6

24,6 / 64,7
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5.2 Refracionamento da fracdo diclorometano de folhas de Ouratea

castaneifolia por Cromatografia em coluna de silica gel

As analises por cromatografia em camada delgada realizada com a
fracao diclorometano de folhas de Ouratea castaneifolia demonstraram elevada
concentracéo de flavonoides. Realizou-se, entdo, cromatografia em coluna com
silica gel (Tabela 5) tendo como objetivo obter fracbes enriquecidas destes
compostos. Este fracionamento também foi monitorado por CCD. As fracdes 29
a 35 apresentaram uma maior concentracdo de flavonoides e portanto, foram

as fragOes-alvo deste estudo para o ensaio antiviral.

Tabela 5: Fracdes obtidas por cromatografia em coluna de silica gel da fragao

diclorometano de folhas de Ouratea castaneifolia

FRACAO SOLVENTE PESO(Q)
01 Hexano 0,0436
02 Hexano 0,0368
03 Hexano 0,0077

4 Hexano:Diclorometano(1:1) 0,0217
5 Hexano:Diclorometano(1:1) 0,0820
6 Hexano:Diclorometano(1:1) 0,1100
7 Hexano:Diclorometano(1:1) 0,0538
8 Hexano:Diclorometano(1:1) 0,0930
9 Hexano:Diclorometano(1:1) 0,1234
10 Hexano:Diclorometano(1:1) 0,2973
11 Hexano:Diclorometano(1:1) 0,0082
12 Hexano:Diclorometano(1:1) 0,0494
13 Hexano:Diclorometano(1:1) 0,0217
14 Hexano:Diclorometano(1:1) 0,0285
15 Hexano:Diclorometano(1:1) 0,0278
16 Hexano:Diclorometano(1:1) 0,0232
17 Hexano:Diclorometano(1:1) 0,2322
18 Hexano:Diclorometano(1:1) 0,0731

19 Hexano:Diclorometano(1:1) 0,0214




Tabela 5 (continuacao)
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20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
TOTAL

Diclorometano
Diclorometano
Diclorometano
Diclorometano
Diclorometano
Diclorometano
Diclorometano:AcOEt (9:1)
Diclorometano:AcOEt (9:1)
Diclorometano:AcOEt (9:1)
Diclorometano:AcOEt (1:1)
Diclorometano:AcOEt (1:1)
Diclorometano:AcOEt (1:1)
Diclorometano:AcOEt (1:1)
Diclorometano:AcOEt (1:1)
Acetato de Etila
Acetato de Etila
Acetato de Etila
Acetato de Etila
Acetato de Etila
Acetato de Etila
AcOEt:Metanol (1:1)
AcOEt:Metanol (1:1)

Metanol

0,0171
0,0690
0,0544
0,0515
0,0475
0,1006
0,2184
0,2067
0,1848
0,6938
0,3614
0,0731
0,0625
0,0347
0,0930
0,1183
0,6324
1,6957
0,7045
0,0192
0,0166
0,5451
2,1435
9,4986
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5.3 ldentificacbes de constituintes fendlicos nos extratos etandlicos de
folhas de Ouratea castaneifolia, folhas de Ouratea spectabilis, caule de

Ouratea semiserrata e suas fragdes.

Extratos vegetais primarios “brutos” possuem como principal
caracteristica a presenca de um numero bastante elevado de constituintes
exigindo o emprego de diferentes técnicas analiticas para a identificacdo da
sua composicdo quimica. Dentro deste contexto, no presente trabalho
empregou-se a cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometro de massa e UV para a identificacdo parcial dos constituintes nos
extratos e fracdes. Atualmente, andlises por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLUE-EM) sé&o
frequentemente utilizadas em fitoquimica para a identificacdo de substancias
presentes em extratos e fracées. O uso de CLUE-EM é uma ferramenta
poderosa que apresenta alta seletividade e grande sensibilidade, sendo que o
uso simultdaneo de CLUE-DAD hifenado a EM fornece importantes informacdes
para a elucidacdo da estrutura quimica de uma substancia (SUMNER et al.,
2003). Analise do perfil metabolémico de diferentes espécies vegetais ajudam
no direcionamento de estudos bioldgicos, possibilitando trabalhos
farmacoldgicos/terapéuticos mais especificos de acordo com o perfil metabdlico
encontrado além da quantificacdo dos metabdlitos de interesse (MOHANTA,
2013, TUGIZIMANA et al., 2013).

No presente trabalho, a técnica de CLUE-DAD-ESI/EM foi empregada
com o objetivo de identificar metabdlitos secundarios presentes nos extratos,
sem haver, necessariamente, o isolamento destes compostos, uma vez que
muitas das fracOes dos extratos ativos foram obtidas em baixas quantidades,
fato que inviabiliza a realizagdo de novos processos de separacgéao.
Considerando a néo disponibilidade de um banco de dados sobre EM de
produtos naturais que pudesse ser utilizado, foram consultados dados da
literatura sobre estudos fitoquimicos de diferentes extratos de espécies do
género Ouratea.

Através das técnicas mencionadas, 19 substancias foram propostas nos
extratos etanolicos das espécies estudadas. A identificacdo dos compostos foi

feita a partir de dados da literatura cientifica de compostos encontrados em
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espécies de Ouratea. Foi feita uma comparacdo com moléculas ja identificadas
em espécies vegetais do género Ouratea com os dados espectrais obtidos
experimentalmente para as espécies Ouratea castaneifolia, Ouratea spectabilis
e Ouratea semiserrata. A partir da comparacdo destes dados e pela analise
das fragmentacdes realizadas por ESI no modo negativo, foi possivel sugerir os
compostos relatados nos proximos tépicos.

Estudos anteriores mostram que espécies do género Ouratea sdo fontes
ricas em flavonoides, podendo destacar a abundéancia em biflavonoides. Entre
as 19 substancias identificadas no trabalho, quatro séo flavonas glicosiladas,
um flavonol glicosilado e dez séo biflavonoides. Também foram detectados
quatro proantocianidinas.

A Tabela 6 a seguir, apresenta em quais extratos etandlicos das
espécies estudadas foi identificada cada substancia sugerida.

Tabela 6: Resumo mostrando em qual espécie vegetal cada composto foi identificado

Ouratea Ouratea Ouratea
SUBSTANCIA castaneifolia  spectabilis  semiserrata

Folhas Folhas Caule

Vitexina X X
Orientina
Luteolina-7-O-glicuronideo
luteolina-7-O-rutinosideo
Rutina
Lanaraflavona
7,4””-di-O-metil-lanaraflavona
Hinokiflavona
Amentoflavona

7”.,4-di-O-metil-amentoflavona

< X X X

7,7”-di-O-metil-amentoflavona
4’ 4 7,7 -tetra-O-metil-amentoflavona
7-O-metilrobustaflavona

7,7”-di-O-metilagathisflavona

X X X X X X X X X X X X X X

6,6” — Bigenkwanina
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(epi)-catequina X
(epi)-catequina-(epi)-catequina X
(epi)-catequina-(epi)-catequina-(epi)- .
catequina
(epi)-catequina-(epi)-catequina-(epi)- y

catequina-(epi)-catequina

As figuras 11 a 16, a seguir, apresentam 0s cromatogramas
obtidos por CLUE-DAD e EM dos extratos etandlicos das espécies analisadas

neste trabalho.



Figura 11: Cromatograma por CLUE-UV do extrato etandlico de folhas de Ouratea castaneifolia
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Figura 12: Espectro de massa EM2-ESI" FullScan do extrato etandlico de folhas de Ouratea castaneifolia
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Figura 13: Cromatograma por CLUE-UV do extrato etandlico de folhas de Ouratea spectabilis
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Figura 14: Espectro de massa EM2-ESI" FullScan do extrato etandlico de folhas de Ouratea spectabilis
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Figura 15: Cromatograma por CLUE-UV do extrato etandlico de caule Ouratea semiserrata
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Figura 16: Espectro de massa EM2-ESI" FullScan do extrato etandlico de caule de Ouratea semiserrata
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Dados de absor¢cdo no UV (Amax) de diferentes tipos de flavonoides
(flavonois Amax 254/360 nm; flavonas Amax 254/330 nm; flavanonas Amax 290 nm)
(MABRY et al., 1970), taninos (proantocianidinas Amax 220/270 nm) (ABAD-
GARCIA et al, 2009; ZHANG et al., 2015) foram importantes para a
identificacdo das classes dos produtos naturais possivelmente presentes nas
espécies em estudo. Os estudos de fragmentacdes de constituintes presentes
em extratos/fracdes, importantes para a identificagcdo de produtos naturais,
foram realizados por espectrometria de massas sequencial (EM/EM ou EM?),
que em inglés é denominada tandem mass spectrometry (MSMS ou MS?). Os
espectros de massas foram realizados tanto no modo de ionizacdo positivo
quanto negativo, dependendo das classes dos compostos em analise.
Constatou-se que o modo negativo € mais adequado para compostos fendlicos
uma vez que as caracteristicas acidas dos mesmos favorecem a perda de um
préton levando aos ions [M — HJ.

Padrbes de fragmentagcdo como perda de acUcares foram observados
em O-glicosideos, como perdas de hexoses levando a ions [M — H - 162]; de
acido glicurénico [M — H - 176]; de ramnose [M — H — 146]; de pentoses [M — H
- 132]. Em C-glicosideos, hexoses levam a ions [M — H - 120]" e [M — H - 90]
enguanto que para pentoses picos sdo observados em [M — H - 60], conforme
estudos realizados com glicososideos de flavonoides (HERTOG et al., 1992:
COLOMBO et al., 2008).

5.4 Flavonoides

Os flavonoides podem ser identificados e separados por diversas
técnicas, onde uma das mais usadas € a CCD, que era utilizada para a
separacdo de compostos fendlicos em geral. Atualmente utilizam-se técnicas
mais sofisticadas como CLUE-DAD-EM (ANDERSEN, 2005).

Os flavonoides possuem bandas de absorcdo no ultravioleta bem
caracteristicas. A banda |, que esta relacionada com a absor¢do do anel B,
varia entre 300-380nm. A banda I, relacionada com a absorgao do Anel A,
varia entre 240-280nm. As flavonas possuem absorcao na banda | entre 304-

350nm. A intensidade dessa banda aumenta juntamente com o aumento da



58

oxigenacdo do anel B (MABRY et al, 1970). As biflavonas possuem absorcéo
caracteristico do anel B aproximadamente 330nm (ZHANG et al, 2011)

Através da espectrometria de massas pode-se determinar 0 peso
molecular e a distribuicdo dos substituintes entre os anéis A e B. As flavonas
possuem fragmentacao notavel atribuida a fragmentacéo do Anel C através da
reacdo retro-Diels-Alder (RDA), gerando dois fragmentos caracteristicos
(MARKHAM, 1989), representado na figura 17 pelas estruturas | e Il.

Figura 17: Reacgédo de retro-Diels Alder em flavonoides (MARKHAM, 1989)
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5.5 Flavonas e Flavonois

No extrato etandlico bruto das espécies em estudo, foram identificadas
quatro flavonas, onde duas (Vitexina e Orientina) sdo do tipo C-glicosilflavona,
gue se caracteriza por ter um grupo glicosidico ligado ao carbono da aglicona.
Detectou-se também duas do tipo O-glicosilflavona (Luteolina-O-glicuronideo e
Luteolina-O-rutinosideo), caracterizada por ter um grupo glicosidico ligado ao
grupo hidroxila da aglicona, geralmente localizado na posicdo 3 ou 7 (DE
RIJKE, 2006). As estruturas moleculares das flavonas identificados e seus
dados espectrométricos estdo descritos nas figuras 18 e 19. Também detectou-
se um flavonol (Rutina), que caracterizam-se como um flavonoide que possui
uma hidroxila ligada ao terceiro carbono. Neste estudo detectou-se um flavonol

glicosilado com cadeia Glicose-Ramnose (Figuras 18 e 19).
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Figura 18: Flavonas e flavonol encontrados no extrato etandlico de espécies do género

Ouratea
OH
Ry
(0]
Rs
OH (@] Glicose——Ramnose
OH (@] RUTINA
COMPOSTO R1 R> Rs
Vitexina H Glicose H
Orientina H Glicose OH
Luteolina-7-O-glicuronideo Ac. Glicurdnico H H
Luteolina-7-O-rutinosideo Glicose - Ramnose H H

Estudos anteriores mostram a presenca de flavonas, tanto C-
glicosilflavonas quanto O-glicosilflavonas em extratos de espécies da familia
Ochnaceae, principalmente em espécies do género Ouratea (FIDELIS et al,
2014). Vitexina e Orientina foram identificados na espécie Ouratea hexasperma
(SUZART et al, 2012).

As quatro flavonas apresentadas e o flavonol rutina foram identificados
no extato etanodlico das folhas de O. castaneifolia. No extrato etandlico de O.
semiserrata identificou-se vitexina e rutina. A figura 19 a seguir, apresenta os
dados espectrométricos encontrados experimentalmente para estes

flavonoides.
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Figura 19: Estruturas das flavonas e flavonol encontradas nos extratos de Ouratea por
UPLC-UV-MS no presente trabalho

OH
R2
R,O O
Rs
OH (@] Glicose——Ramnose
OH o RUTINA
[M=HT A
COMPOSTO TR(min) EM/EM (m/z)
(m/z) max(nm)
Vitexina 2.9 431,2 341; 311; 283 264; 335
Orientina 2,5 447,0 449; 151; 299; 163; 327 265; 340
Luteolina-7-O-glicuronideo 2,4 447,1 447, 271; 151 265, 348
Luteolina-7-O-rutinosideo 2,7 593,3 297; 269; 285. 265; 342

Rutina 2,4 609,3 301, 463 268, 334
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5.5.1 Vitexina
OH OH
HO
o) OH
HO
HO o)
OH o)

O espectro no UV da molécula detectada por CLUE em Tr 2,64min nas
folhas de Ouratea castaneifolia e caule de Ouratea semiserrata, apresenta
absorcdes com Amax em 268 e 335nm (Figura 26) indicando se tratar de uma
flavona, uma vez que a absorcdo da banda | se encontra entre 304-350nm e a
banda Il entre 250-280nm. As absor¢des no UV estdo proximas da descrita na
literatura para a flavona Vitexina (MABRY et al, 1970;)

Em relacéo a espectrometria de massas, as analises de fragmentacdes
realizadas por ESI no modo negativo obtiveram fragmentos semelhantes as
fragmentacdes propostas na literatura para a vitexina e flavona C-glicosiladas,
pois apresenta fragmentacdes relacionadas ao acucar, gerando perda de -
120Da, -90Da (Figura 20 e 25), sugerindo entédo, que a molécula detectada nos
extratos etandlicos se trata da vitexina (SICILIANO et al, 2004; ZHANG et al,
2010).

Um trabalho realizado por Li e colaboradores em 2002 demonstrou
atividade antiviral in vitro da vitexina contra o virus Parainfluenza 3 (Li et al,
2002). Pesquisas na literatura ndo mostraram a presenca desta flavona em
Ouratea castaneifolia e Ouratea semiserrata, sendo este trabalho o primeiro a

sugerir a presenca de vitexina nestas espécies.



62

Figura 20: Proposta de fragmentacdes da vitexina

[M-H] 431
[M-H-90] 341 ®
[M-H-120] 311 @
[M-H-150] 269 ®)

5.5.2 Luteolina-7-O-rutinosideo

O espectro no UV da molécula detectada por CLUE em 2,79min,
detectado nas folhas de Ouratea castaneifolia, apresentou duas bandas de
absorcdo em com Amax de 265 e 342nm (Figura 28), sugerindo tratar-se de
flavona, pois sdo absorcdes tipicas dessa classe de metabolitos e préoximas
das descritas para a flavona Luteolina-7-O-rutinosideo.

No espectro de massa ESI no modo negativo, obteve-se a espécie
desprotonada m/z 593Da (Figura 21 e 27), demonstrando tratar-se de uma
molécula com massa molecular de 594Da. Os fragmentos apresentados
experimentalmente estdo de acordo com os fragmentos apresentados na
literatura para a Luteolina-7-O-rutinosideo (MABRY et al, 1970; SICILIANO et
al, 2004; VEITCH et al, 2010; WANG et al, 2003). Com base nos dados,
podemos sugerir que a molécula detectada no extrato das folhas de Ouratea
castaneifolia se trata da Luteolina-7-O-rutinosideo.

Pesquisas na literatura cientifica ndo monstraram presenca desta
flavona na espécie Ouratea castaneifolia, sendo este trabalho o primeiro a
sugerir a presenca de luteolina-7-O-rutinosideo na espécie citada.
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Figura 21: Proposta de fragmentagfes da luteolina-7-rutinosideo
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5.5.3 Rutina

Na analise por CLUE detectou-se uma molécula no Tr de 2,4 min cuja
analise no ultravioleta apresentou as bandas de absor¢cdo Amax 268 e 334nm
(Figura 24), proximas da absorcédo descrita na literatura para esta molécula
(BOULET et al, 2017). Nas analises espectrométricas por ESI no modo
negativo observou-se a molécula desprotonada com m/z de 609,3Da,
sugerindo tratar-se de uma molécula com massa molecular de 610Da. Nas
analises por EM/EM observamos os fragmentos com m/z 463 e 301Da que
foram atribuidos as perdas de um residuo de ramnose [(M-H) -146 Da] seguido
da perda do residuo de glicose [(M-146) -162 Da]. Os dados obtidos no
presente trabalho comparados com resultados de analises de uma amostra
auténtica de rutina permitiram confirmar a presenca deste flavonol no extrato
de caules de Ouratea semiserrata e folhas de Ouratea castaneifolia.

Velandia et al em 2002 detectou a presenca de rutina na espécie

Ouratea semiserrata, o0 que corrobora com o achado neste trabalho nesta
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mesma espécie vegetal. Na literatura centifica ndo foi detectada rutina em
Ouratea, sendo este trabalho o primeiro a sugerir a presenca de rutina nesta
espécie. O espectro de massa e os fragmentos propostos relacionados a rutina

estdo apresentados nas Figuras 22, 23.

Figura 22: Proposta de fragmenta¢fes da Rutina
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Figura 23: Espectro de massa EM?-ESI- da substancia com Tr 2,4min presente no extrato etandlico de folhas de Ouratea castaneifolia e extrato etandlico de
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Figura 24: Espectro de ultravioleta da substancia com Tr 2,4min presente no extrato etandlico de folhas de Ouratea castaneifolia e extrato etandlico de
caules de Ouratea semiserrata relacionado ao flavonol Rutina
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Figura 25: Espectro de massa EM2-ESI- da substancia com Tr 2,64min presente no extrato etandlico de folhas de Ouratea castaneifolia e extrato etandlico

de caules de Ouratea semiserrata relacionado a flavona Vitexina
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Figura 26: Espectro no ultravioleta da substancia com Tr 2,64min presente no extrato etandlico de folhas de Ouratea castaneifolia e extrato etandlico de
caules de Ouratea semiserrata relacionado a flavona Vitexina
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Figura 27: Espectro de massa MS2-ESI-da substancia com Tr 2,79min presente no extrato etandlico de folhas de Ouratea castaneifolia relacionada a flavona

luteolina-7-O-rutinosideo
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Figura 28: Espectro no ultravioleta da substancia com Tr 2,79min presente no extrato etandlico de folhas de Ouratea castaneifolia relacionado a flavona
luteolina-7-O-rutinosideo
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5.6 Biflavonoides

Os biflavonoides sé&o caracterizados como um flavonoide ligado a outro
geralmente pela posicdo C-6 ou C-8, formando assim um dimero de flavonoide
(BRUNETON, 2001). A familia Ochnaceae se caracteriza por ser uma grande
fonte de biflavonoides, principalmente em espécies do género Ouratea, 0 que
faz dos biflavonoides marcadores quimicos deste género (DANIEL et al, 2005;
FELICIO et al, 1995; FIDELIS et al, 2012; NASCIMENTO et al, 2009; SUZART
et al, 2007; VELANDIA et al, 2002). No presente trabalho esta classe de
produtos naturais foi detectada e caracterizada principalmente nos extratos
etandlicos de folhas de Ouratea castaneifolia e Ouratea spectabilis. Por
questbes de descricbes foram agrupadas conforme a ligacdo das duas

unidades flavonicas (C- O e C-C).

5.6.1 Biflavonoides ligados por C-0O

Entre os dez biflavonoides identificados nos extratos etandlicos das
espécies vegetais do presente trabalho, trés deles caracterizam-se por um
mondmero estar ligado ao substituinte hidroxila do outro mondmero. A figura
29, a sequir, apresenta a estrutura molecular sugerida para os biflavonoides

com ligacdo C — O detectados nas espécies vegetais estudadas.
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Figura 29: Estruturas dos biflavonoides com ligagdo C-O encontrados no extrato

etanolico de espécies do género Ouratea

OR,

OH

(0]

o Xy HO. o
HO o)
(0]
6]
o) 7
R40 o
HO OH OH o]
HINOKIFLAVONA
OH (6]
NOME R1 R2
Lanaraflavona H H
7,4”’-di-O-metil-lanaraflavona Metil Metil

Através de andlises por CLUE, detectaram-se trés isbmeros nos tempos
de retencdo 4.7, 5.0 e 5.7 min apresentando a espécie desprotonada m/z
537Da por espectrometria de massas. Através de comparacdo com
biflavonoides com esta mesma massa molecular ja descrita na literatura
cientifica identificada em espécie do género Ouratea e analisando os
fragmentos obtidos experimentalmente por espectrometria de massa, sugere-
se que os compostos isbmeros tratam-se dos biflavonoides lanaraflavona,
hinokiflavona e amentoflavona, sendo esta ultima descrita no item 5.6.2.1.

A Figura 30, a seguir, apresenta os dados espectrométricos dos
biflavonoides com ligacdo C — O identificados nos extratos das espécies

vegetais analisadas neste trabalho.

OH
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Figura 30: Dados encontrados experimentalmente por CLUE-UV-EM para biflavonoides com

ligagdo C-O
OR,
OH
(0]
HO (0]
o X HO o
(0]
(e} (0] /
R,0O e} OH o)
HO OH
HINOKIFLAVONA
OH (@]
COMPOSTO TR(min) [M-H]"(m/z) EM/EM (m/z) A max(nm)
443; 415; 375;
Lanaraflavona 4.7 537,1 272,332
281
7,4’-di-O-metil-

6,9 565,2 389:; 147 269; 330
lanaraflavona
Hinokiflavona 5.0 537,1 417; 399; 307 271, 330

O Dbiflavonoide lanaraflavona e outros compostos estruturalmente
semelhantes, como os isémeros 7,7”-di-O-metil-lanaraflavona e 7,4”-di-O-
metil-lanaraflavona, ja foram identificados em espécies da familia Ochnaceae
como na Ouratea hexasperma e Ouratea semiserrata (DANIEL et al, 2005;
VELANDIA et al, 2002).

O biflavonoide lanaraflavona foi identificado nos extratos etandlicos de
folhas de Ouratea castaneifolia e Ouratea spectabilis e no extrato de caules de
Ouratea semiserrata. O biflavonoide hinokiflavona foi identificado nos extratos
etandlicos de folhas de Ouratea castaneifolia e Ouratea spectabilis.

O biflavonoide detectado em 6,3min com espécie desprotonada 565Da o
qual sugere-se ser 7,4”-di-O-metil-lanaraflavona, foi identificado no extrato

etandlico de folhas de Ouratea castaneifolia.

OH
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v 7,4”-di-O-metil-lanaraflavona

Na analise por CLUE detectou-se uma substancia com Trde 6,8 min, no
extrato etandlico das folhas de Ouratea castaneifolia, cujo espectro no
ultravioleta (figura 33) apresentou bandas de absor¢cdo Amax em 269 e 330nm,
condizentes com as absor¢des de biflavonas (ZHANG et al, 2011)

No espectro de massa utilizando ESI no modo negativo, a substancia
apresentou espécie desprotonada m/z 565Da, sugerindo tratar-se de uma
molécula com massa molecular de 566Da. Os dados de UV, a espécie
desprotonada e os fragmentos obtidos por EM? analisados experimentalmente
e comparados com dados descrito na literatura para esta molécula, corroboram
com a proposta de estrutura para 7,4”-di-O-metil-lanaraflavona.

Um estudo realizado por Velandia et al em 2002, detectou a biflavona
7,4’-di-O-metil-lanaraflavona em extrato vegetal de galhos e folhas de Ouratea
semiserrata. Uma pesquisa pela literatura cientifica ndo demonstrou
identificacdo desta molécula em Ouratea castaneifolia, sendo este trabalho o
primeiro a sugerir a presenca deste biflavonoide nesta espécie.

A estrutura e os dados espectrométricos estdo mostrados nas figuras 31,
32 e 33.

Figura 31: Proposta de fragmentacdes da 7,4"”-di-O-metil-lanaraflavona

OCH,

HsCO o)
HO OH
m/z 389Da (M

m/z 147Da @
OH o)
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Figura 32: Espectro de massa EM2-ESI- da substancia COm Trde 6,8min presente no extrato etandlico de folhas de Ouratea castaneifolia relacionado ao

biflavonoide 7,4’”-di-O-metil-lanaraflavona
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Figura 33: Espectro no ultravioleta da substancia Tr de 6,8min presente no extrato etandlico de folhas de Ouratea castaneifolia e relacionado ao biflavonoide
7,4""-di-O-metil-lanaraflavona
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5.6.2 Biflavonoides ligados por C-C

Entre os dez biflavonoides identificados nos extratos etandlicos das
espécies vegetais do presente trabalho, sete deles caracterizam-se por um
mondnomero estar ligado a outro diretamente por ligacdo entre carbonos e
estdo presentes nos extratos etanodlicos de folhas de Ouratea castaneifolia e
Ouratea spectabilis. As estruturas moleculares e os dados espectrométricos
das substancias identificadas estédo mostrados nas figuras 34 e 35.

Foram observados isbmeros nos tempos de retencéo 6.4, 6.7, 6.9, 7.2 e
7.6 min, que apresentaram a espécie desprotonada m/z 565Da. Através de
dados encontrados na literatura de biflavonoides detectados em espécies
vegetais do género Ouratea e dos padroes de fragmentagado por espectrometria
de massas obtidas experimentalmente, foi possivel identificar o biflavonoide
7,4”’-di-O-metil-lanaraflavona no tempo de retencédo 6.9 min (item 5.6.1). Os
compostos 7,7”-di-O-metilagathisflavona, 6,6”-bigenkwanina e 7,7”-di-O-
metilamentoflavona foram identificados nos tempos 6.4 e 7,2 min, porém,
através dos fragmentos obtidos por espectrometria de massas nao € possivel
diferenciar qual das trés estruturas sdo equivalentes a estes tempos de
retencdo. O biflavonoide 77,4”-di-O-metilamentoflavona, através das
fragmentacdes no espectro de massas, foi possivel concluir que se trata dos
tempos de retencéo correspondentes ao 6,7 ou 7,6 min.

5.6.2.1 Biflavonoides ligados por IC3’-1IC8” e IC3’-1IC6”

Identificou-se quatro biflavonoides com ligagao entre o carbono 3’ e 8",
e apenas um com ligacdo entre o carbono 3’ e 6” conforme mostrado nas
figuras 34 e 35.

Todos os cinco biflavonoides com ligagdo C-C foram identificados no
extrato etandlico de folhas de Ouratea castaneifolia, jA no extrato etandlico de
folnas de Ouratea spectabilis foram identificados Amentoflavona, 7”,4’”-di-O-

metil-amentoflavona, 7,7”-di-O-metil-amentoflavona e 7-O-metilrobustaflavona.
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Figura 34: Biflavonoides com ligacao IC3’-1IC8” e IC3'-IIC6” encontrados no extrato

etandlico de folhas de espécies do género Ouratea

7-O-metilrobustaflavona

NOME R: R: R; Ra Rs
Amentoflavona H H H H OH
7”,4’”-di-O-metil-amentoflavona H Metil H  Metil OH
7,7’°-di-O-metil-amentoflavona Metil Metil H H OH

4 4> 7,7°-tetra-O-metil-amentoflavona Metil Metil H Metil Metoxila
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Figura 35: Dados encontrados experimentalmente por CLUE-UV-EM para biflavonoides com

ligagdo IC3'-1IC8” e IC3'-IIC6” detectados nos extratos etandlicos de folhas de espécies do

género Ouratea

HsCO

7-O-metilrobustaflavona

] EM/EM
COMPOSTO TR (min) [M-H] (m/z) A max (nm)
(m/z)
Amentoflavona 5.7 537,1 415; 375; 269 270, 328
471; 402; 270; 321/
7”,4”’-di-O-metil-amentoflavona 7616,7 565,0

389; 228; 151 269; 330

445; 403;
7,7”-di-O-metil-amentoflavona 6,3/72 565,2 269; 330

389; 229;
4,4 7,7’-tetra-O-metil-amentoflavona 2,7 593 285; 162; 132 267; 342

7-O-metilrobustaflavona 457,0; 431,0;

5,8 551 269; 333

389,0
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5.6.2.2 Biflavonoides ligados por IC6 - 1IC8” e IC6 — 1IC6”

No extrato etandlico de folhas da espécie Ouratea foram detectados um
biflavonoide com ligacdo entre o carbono 6 e o 8” e outro biflavonoide com
ligagdo entre o carbano 6 e 6” conforme mostra a figura 36.

Figura 36: Biflavonoides com ligagéo IC6 — 1IC8” e IC6 — [IC6”encontrados no extrato

etandlico de folhas de Ouratea castaneifolia

7,7”-di-O-metilagathisflavona 6,6” - Bigenkwanina
COMPOSTO TR (min) [M-H] (m/z) EM/EM (m/z) A max (nm)
63/72 565,2 445:; 403 269; 330

7,7"-di-O-metilagathisflavona

6,6” - Bigenkwanina 6,3/7,2 565,2 445; 403 269; 330
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v’ 7,7’-di-O-metil-amentoflavona

Na andlise por CLUE foram detectados dois isbmeros com Tr 6,3 € 7,2
min cujas absorc¢des no ultravioleta produziram bandas com Amax 270 e 330nm
em ambos os isdbmeros (Figura 39), mostrando se tratarem de biflavonas
(MABRY et al, 1970; ZHANG et al, 2011).

Nas analises do espectro de massas por ESI no modo negativo, ambos
0os isébmeros apresentaram espécie desprotonada m/z 565Da (Figura 38)
sugerindo tratar-se de uma molécula com massa molecular de 566Da e as
fragmentacdes propostas na Figura 37 sugere que um dos isdmeros
possivelmente é a biflavona 7,7”-di-O-metilamentoflavona, que foi isolada
anteriormente de extratos da espécie Ouratea castaneifolia (NASCIMENTO et
al, 2009), porém com os dados que temos até o momento nao € possivel inferir
qual dos dois isdmeros se trata desta molécula.

O presente trabalho detectou a presenca da molécula proposta em
Ouratea castaneifolia, corroborando assim, com o trabalho do Nascimento et al
em 2009. Além da Ouratea castaneifolia, também detectou-se esta biflavona
em extrato etanolico de folhas de Ouratea sepctabilis.

Figura 37: Proposta de fragmentacdes da 7,7”-di-O-metilamentoflavona

1. m/z 445Da
2. m/z 403Da
3. m/z 389Da

4. m/z 229Da

H,CO

OH
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Figura 38: Espectro de massa EM2-ESI- dos isdmeros | e |l identificados no extrato etandlico de folhas de Ouratea castaneifolia e Ouratea spectabilis

relacionado aos biflavonoides 7,7”-di-O-metilamentoflavona, 7,7”-di-O-metilagathisflavona e 6,6”-bigenkwanina
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Figura 39: Espectro no ultravioleta dos isdmeros identificado no extrato etandlico das espécies do género Ouratea relacionado ao biflavonoide 7,7”-di-O-

metilamentoflavona, 7,7”-di-O-metilagathisflavona e 6,6”-bigenkwanina
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v 7-O-metilrobustaflavona

Na andlise por CLUE, no tempo de retencdo 5,8min foi detectado uma
substancia que apresentou bandas de absorc¢do no ultravioleta com Amax de 269
e 333nm (Figura 42), condizente com o esperado para biflavonas e préximo do
descrito na literatura para 7-O-metilrobustaflavona (Velandia et al, 2002;
ZHANG et al, 2011).

Na andlise do espectro de massa por ESI nho modo negativo, observou-
se a espécie desprotonada com m/z 551Da, sugerindo tratar-se de uma
molécula com massa molecular de 552Da e nas andlises de EM? foram
observados fragmentos que corroboram com as propostas de fragmentacéo
descritas na Figura 40 e 41, sugerindo tratar-se da 7-O-metilrobustaflavona.

A molécula proposta foi detectada, no presente trabalho, nos extratos
etandlicos de folhas das espécies Ouratea castaneifolia e Ouratea spectabilis.
Através de buscas na literatura cientifica, ndo foi encontrado relato deste

biflavonoide nas espécies citadas, o que faz deste trabalho o primeiro neste

aspecto.
Figura 40: Proposta de fragmenta¢fes da 7-O-metilrobustaflavona
H5CO N
/
OH
1. m/z 457Da
2. m/z 431Da

3. m/z 389Da
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Figura 41: Espectro de massa EM2-ESI" da substancia com Tr 5,8min presente no extrato etandlico de folhas de Ouratea castaneifolia e Ouratea spectabilis

1004

relacionado ao biflavonoide 7-O-metilrobustaflavona
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Figura 42: Espectro no ultravioleta da substancia com Tr 5,8min presente no extrato etandlico de folhas de Ouratea castaneifolia e Ouratea spectabilis
relacionado ao biflavonoide 7-O-metilrobustaflavona
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v 7,7’°-di-O-metilagathisflavona

Nas analises por CLUE do extrato etandlico de folhas de Ouratea
castaneifolia foram detectados dois isdmeros em 6.3 e 7.2 min cujas absor¢cdes
no ultravioleta produziram bandas com Amax de 270 e 330nm em ambos 0s
isbmeros (Figura 39), préximas das absorcfes esperadas para biflavonas e
das absorgbes observadas na literatura para a biflavona 7,7”-di-O-
metilagathisflavona (FELICIO et al, 1995; MABRY et al, 1970; ZHANG et al,
2011).

Nas analises do espectro de massas, ambos 0s isbmeros apresentaram
moléculas desprotonadas com m/z 565Da (Figura 38), sugerindo tratar-se de
uma molécula com massa molecular 566Da. Nas andlises de fragmentacdes
foram observados fragmentos que corroboram com as propostas de quebras
como mostrado na figura 43. As analises dos dados obtidos no presente estudo
juntamente com dados da literatura permitiram sugerir que um dos isémeros
possui estrutura da 7,7”-di-O-metilagathisflavona. Este flavonoide ja foi isolado
de extratos da espécie Ouratea spectabilis e Ouratea parviflora (FELICIO et al,
1995; GONCALEZ et al, 2001).

A molécula com 565Da a qual sugere se tratar do biflavonoide 7,7”-di-O-
metilagathisflavona foi detectada no extrato etandlico das folhas de Ouratea
castaneifolia e até o presente momento ndo existe relato desta biflavona na
literatura cientifica nesta espécie. Portanto, este € o primeiro trabalho a sugerir

sua presenca em Ouratea castaneifolia.

Figura 43: Proposta de fragmentagbes da 7,7”-di-O-metilagathisflavona

OH

1 e 3 m/z403Da

2 e 4 m/z 445Da

OH
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v' 6,6”-bigenkwanina

Na analise por CLUE foram detectados dois isdbmeros com Tr de 6,3 e
7,2 min cujas absor¢des no ultravioleta produziram as bandas com Amax 270 e
330nm em ambos os isémeros (Figura 39), muito préximas das absorcdes
descritas na literatura para a 6,6”-bigenkwanina e a esperada para biflavona
(MABRY et al, 1970; ZHANG et al, 2011).

Nas andlises por espectrometria de massa por ESI no modo negativo,
ambos os isébmeros apresentaram espécie desprotonada m/z 565Da (Figura
38), sugerindo tratar-se de molécula com massa molecular de 565Da . Nas
analises de fragmentacdes foram observados fragmentos que corroboram com
as propostas de fragmentaces como mostrado na figura 44. As analises dos
dados obtidos no presente estudo juntamente com dados da literatura
permitiram sugerir que um dos isOmeros possui estrutura da 6,6”-
bigenkwanina, porém nao € possivel identificar qual dos dois isdbmeros se trata
esta molécula. Felicio et al em 1995 detectou esta biflavona na espécie
Ouratea spectabilis. O presente estudo detectou a proposta molécula em
Ouratea spectabilis e Ouratea castaneifolia. Nao ha na literatura cientifica a
identificacdo desta molécula em Ouratea castaneifolia, sendo este o primeiro

estudo a identifica-la nesta espécie.

Figura 44: Proposta de fragmentacdes da 6,6”-bigenkwanina

HO

1 e 3 m/z 403Da

2 e 4 m/z 445Da

OH
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5.7 Substéancias detectadas nas fracdes obtidas por cromatografia em
coluna de silica gel da fracdo diclorometano do extrato etandlico de

folhas de Ouratea castaneifolia

Analisou-se as fracOes 29 a 35, obtidas pela cromatografia em coluna
em silica gel da fragéo diclorometano de Ouratea castaneifolia (item 5.2), com
0 objetivo de avaliar suas composi¢cdes quimicas. Realizaram-se analises por
CLUE-UV-EM das mesmas. As fracdes 31, 32 e 33 foram solubilizadas em
solucdo DCM:AcOELt(9:1) e separou-se a fragdo soluvel com o propdsito de
eliminar o excesso de clorofila. O mesmo foi feito com a fragéo 34 (Tabela 7).

Tabela 7: Compostos majoritariamente identificados nas fragdes obtidas por
cromatografia em coluna de silica gel

Fracédo [M - H] (m/z) Composto

537 Lanaraflavona/Hinokiflavona/Amentoflavona

7-O-metilrobustaflavona

551
29
7,4 -di-O-metilamentoflavona / 7,7”-di-O-
565 metilamentoflavona / 7,4"’-di-O-metil-lanaraflavona /
7,7”-di-Ometilagathisflavona / 6,6-bigenkwanina
537 Lanaraflavona/Hinokiflavona/Amentoflavona
7-O-metilrobustaflavona
551
3’,6,8-tricloro-4’,5-dihidroxi-7-metoxi-isoflavona*
385
30 ] ]
Apigenina*
269
Vitexina
431 o .
3,5',6,8-tetracloro-4’,5-dihidroxi-7-
Metoxi-isoflavona*
419
593 4’ 4 7 7’-tetra-O-metil-amentoflavona

31-33 Soluvel
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537 Lanaraflavona/Hinokiflavona/Amentoflavona

7-O-metilrobustaflavona

551

537 Lanaraflavona/Hinokiflavona/Amentoflavona
32

551 7-O-metilrobustaflavona

537 Lanaraflavona/Hinokiflavona/Amentoflavona
33

551 7-O-metilrobustaflavona

537 Lanaraflavona/Hinokiflavona/Amentoflavona
34

551 7-O-metilrobustaflavona

537 Lanaraflavona/Hinokiflavona/Amentoflavona

34 Soluvel

551 7-O-metilrobustaflavona

537 Lanaraflavona/Hinokiflavona/Amentoflavona
35

551 7-O-metilrobustaflavona

*Compostos que provavelmente estio presentes na fragcdo em quest&o.

Os resultados obtidos das analises cromatogréficas das fragBes obtidas
por cromatografia em coluna de silica gel da porcao diclorometano do extrato
etandlico de folhas de Ouratea castaneifolia permitiram a identificacdo de
espécies desprotonadas que possivelmente se trata das substancias apigenina,
3’,6,8-trichloro-4’,5-dihydroxy-7-metoxi-isoflavona e 3,5’,6,8-tetracloro-4’,5-
diidroxi-7-metoxi-isoflavona como constituintes da fracdo 30. Estas substancias
foram identificadas anteriormente como constituintes de extratos das espécies
Ouratea parviflora e Ouratea semiserrata (ARAUJO et al, 2011; VELANDIA et
al, 1998). Nao é possivel confirmar se realmente se tratam dessas moléculas
pois ndo h& espectro MS2-ESI- para essas espécies desprotonadas detectadas.
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A deteccao destas moléculas somente apdos o fracionamento € possivelmente
explicado por estarem mais concentradas na fragdo que no extrato etandlico
bruto, podendo enté&o ser melhor detectada por CLUE-FR-DAD-EM.

5.8 Proantocianidinas

Além dos flavonoides (flavonas, flavonol e biflavonoides) detectados no
extratos etandlicos das espécies vegetais deste estudo, as analises por
espectrometria de segunda ordem (EM?) permitiram a identificacdo de quatro
proantocianidinas. A seguir estdo descritos o detalhamento da identificacdo de
cada substancia. Para identificacdo e caracterizagdo das proantocianidinas os
seguintes pontos foram considerados: espectro no UV a 280 nm (Amax),
moléculas desprotonadas [M-H] e via de fragmentacao tipo fissdo de anel
heterociclico (HRF, “heterocyclic ring fission”) e fragmentagao tipo retro-Diels-
Alder (RDA), que fornecem informacdes sobre a hidroxilacdo dos anéis B e
ligagbes entre duas unidades monoméricas. Adicionalmente, observou-se a
ocorréncia da fragmentacdo nomeada quinonemetideo (QM) que define a
posicdo de ligacdo entre as duas unidades monomeéricas, especialmente a
unidade base (LI e DEINZER, 2007).

Proantocianidinas ou taninos condensados séo polimeros de flavan-3-ol
ou flavan-3,4-diol. Possui atividade descrita na literatura como bactericida e
fungicida. Possuem esta nomenclatura por apresentarem pigmentacao
vermelha da classe das antocianidinas (HEIL et al, 2002; SIMOES, 2001).
Proantocianidinas foram descritas na literatura como compostos encontrados
em Ouratea semiserrata (CORTES et al, 2002).

v (epi)-catequina

Nas andlises por CLUE do extrato etandlico dos caules de Ouratea
semiserrata, foi observada a presenca de uma substancia com Tr de 2,17 min.
Os espectro de absorcdo no UV da substancia indica se tratar de tanino, ja que
possui banda com maximo de absorcdo proximo 280 nm (Figura 45). No
espectro de massa ESI no modo negativo, foi possivel observar a molécula
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desprotonada com m/z 289Da (Figura 45), sugerindo entdo tratar-se de uma
molécula com massa molecular de 290Da.

Nas andlises por EM? (Figura 46) podemos observar os fragmentos de
m/z 151 e 137Da referentes a quebra tipo RDA. Ja os fragmentos 165 e 123Da

podem ser atribuidos a fragmentacao quinonemetideo.

Figura 45: Estrutura molecular, espectro no UV e espectro de massa ESI para a substancia de

MM 290Da presente no extrato etandlico de caule de Ouratea semisserrata
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Figura 46: Espectro de massa EM?-ESI- para a substancia de MM 290Da presente no

extrato etandlico de caules de Ouratea semiserrata.
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v' Caracterizacao dos isbmeros (epi)-catequina-(epi)-catequina

A analise por espectro UV apresentou banda de absorcao proximo de
280nm, o esperado para taninos. Dois isbmeros com m/z 577Da foram
detectados por espectroscopia de massa modo ESI negativo e foram atribuidos
como sendo dimeros de proantocianidina do tipo B (epi)catequina-
(epi)catequina (Figura 47). Teoricamente, 16 proantocianidinas diméricas séo
possivelmente derivadas de catequina e epicatequina. No entanto, Scalbert
provou que apenas compostos com uma estereoquimica 3,4-trans ocorrem
naturalmente, reduzindo assim o niumero teoricamente possivel de compostos
para oito. (SANTOS-BUELGA e SCALBERT, 2000). As fragmentacdes dos dois
isdmeros produziram o pico de base com m/z de 289Da [(M-H) - 288 Da] pela

quebra tipo QM. No espectro de massas (Figura 48 e 49) as duas substancias
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apresentaram fragmentos secundarios de m/z 125Da originarios de
fragmentacdo HRF e m/z 407Da [(M-H) -170 Da] pela perda de um fragmento
RDA (152 Da) seguido pela perda de uma molécula de &gua (18Da).
Adicionalmente o isbmero com Tr de 1.89min apresenta os fragmentos de m/z
435 e 451Da originarios de quebras secundarias tipo RDA e HRF,
respectivamente. A molécula proposta foi detectada nos extrato etandlico de

caule de Ouratea semiserrata.

Figura 47: Estrutura molecular de proantocianidina B detectada em extrato etandlico de caule

de Ouratea semiserrata
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Figura 48: Proposta de fragmentacéo para os isbmeros de MM 578Da presente no

extrato etandlico de caule de Ouratea semiserrata
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Figura 49: Espectro de massa EM?2-ESI- dos isbmeros de MM 577Da presente no

extrato etandlico de caule de Ouratea semiserrata
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v Caracterizacao dos isbmeros (epi)-catequina-(epi)-catequina-(epi)-

catequina

Trés isbmeros foram detectados com espécie desprotonada m/z 865Da
no modo ESI negativo, sugerindo tratar-se de uma molécula com massa
molecular de 866Da. Foram atribuidos a uma proantocianidina [(epi) catequina-
(4,8 /)-(epi) catequina- (4,8 /)-(epi)-catequina-(4,8)-(epi)-catequina]. As andlises
por EM? do isébmero com Tr 1,85 min (A) forneceram como principais picos 0s
ions fragmentos de m/z 739, 621, 577, 575, 287, 125Da (Figura 50 e 51). O
pico base com m/z 621Da é referente a quebra no anel C da unidade
oligomérica 1. Os fragmentos de m/z 739 e 125Da sao referentes a quebra
HRF enquanto os fragmentos de m/z 577, 575 e 287Da tiveram origem em
quebras tipo QM. O isbmero com Tr de 2,15 min (B) tem como pico base o
fragmento de m/z 425Da atribuido a quebra tipo QM entre as unidade 2 e 3
seguido de uma quebra RDA na unidade 2. Varios outros fragmentos foram
produzidos destacando os com m/z de 713, 695, 577, 287 e 125Da que podem
ser atribuidos a quebras tipo RDA m/z 713Da [(M-H) -152 Da], quebras tipo
RDA seguido de uma desidratagcdo m/z 695Da [(M-H) -170 Da], quebras tipo
QM ions fragmentos m/z 577 e 287 Da; e finalmente quebra HRF com
fragmento de m/z 125Da. O terceiro isbmero com Tr de 2,28 min (C)
apresentou ions fragmentos semelhantes ao isémero 2 (Tr 2,15 min) nota-se
diferencas no pico base com m/z 423 Da. Além disso, o isbmero 3 apresenta
um fragmento de m/z 739Da que estd ausente no isémero 2. As andlises do
presente trabalho e dados da literatura permitiram sugerir tratar-se de isobmeros
da (epi) catequina-trimeros do tipo B. As propostas de fragmentacdes estédo
descritas na Figura 52.

A andlise no espectro UV apresentou banda de absor¢do de 279nm,
muito proximo da esperada para taninos (aproximadamente 280nm). Esta

molécula foi identificada no extrato etandlico de caule de Ouratea semiserrata.
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Figura 50: Espectro de massa EM2-ESI" dos isbmeros de MM 865Da presente no extrato

etandlico de caule de Ouratea semiserrata
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Figura 51: Espectro de massa EM2-ESI" dos isémeros de MM 865Da presente no extrato

etandlico de caules de Ouratea semiserrata
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Figura 52: Proposta de fragmentacéo para os isdbmeros de MM 866Da presente no extrato

etandlico de caule de Ouratea semisserrata
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v' Caracterizacdo da (epi)-catequina-(epi)-catequina-(epi)-catequina-
(epi)-catequina (MM 1154 Da)

No tempo de Tr 1,85 min foi observado uma substancia que apresentou
uma molécula desprotonada de m/z 1153Da, sugerindo tratar-se de uma
molécula com massa molecular de 1154Da. Observou-se espectro de UV
caracteristico de tanino, com absorcdo proximo de 280nm. Nas analises por
EM? (Figura 53) podemos observar o pico base de m/z 863Da atribuido a uma
quebra tipo QM. Outros fragmentos secundérios também s&o observados
destacando-se os de m/z 723, 575 e 449Da que podem ser relacionadas a
fragmentacdes secundarias tipo QM, RDA e HRF caracteristicos de quebras
em proantocianidinas poliméricas. As propostas de fragmentacbes estéo
descritas na Figura 54.

As analises do presente trabalho e dados da literatura permitiram sugerir
tratar-se de um tetramero de proantocianidina do tipo B (JAISWAL et al., 2012).
A molécula proposta foi detectada em extrato etandlico de caules de Ouratea

semiserrata.

Figura 53: Espectro de massa EM?2-ESI" da substancia de MM 1154Da presente no

extrato etandlico de caules de Ouratea semisserrata
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Figura 54: Proposta de fragmentacéo para a substancia de MM 1154 Da presente no extrato

etandlico de caules de Ouratea semiserrata
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5.9 Ensaio de citotoxicidade pelo método colorimétrico do MTT

O ensaio colorimétrico do MTT baseia-se na capacidade da mitoc6ndria
de células viaveis em clivar o sal de tetrazolio (MTT), o brometo de 3-(4",5%
dimetiltiazol-2"-ila)-2,5-difeniltetrazol em formazana, através da enzima
succinato desidrogenase. O sal de tetrazolio € hidrossolUvel e possui coloragédo
amarela, ja a formazana é um precipitado insollvel em meio aquoso e possui
coloragdo azul-violeta (DENIZOT e LANG, 1986; MOSMANN, 1983;
TWENTYMAN e LUSCOMBE, 1987). A atividade citotoxica de um composto
avalia o grau de morte celular que este composto pode causar em uma cultura
especifica de linhagem celular

Realizou-se o teste de citotoxicidade através do ensaio colorimétrico do
MTT para obter os valores de CCso, que se trata da concentracdo em que o
composto testado apresenta citotoxicidade em 50% das células testadas.
Realizaram-se os ensaios em linhagens Vero (rim de Cercopithecus aethiops).
Utilizou-se linhagem celular Vero por ser uma linhagem susceptivel a uma
ampla gama de virus e por isso sdo comumente utilizadas em laboratérios de
virologia. Instituicdes de referéncias na area, como a Public Health England’s
European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC), consideram a
linhagem Vero adequada para a cultura de ZIKV (Public Health England, 2018).

Os testes foram realizados com os extratos etandlicos de folhas de
Ouratea castaneifolia, folnas de Ouratea spectabilis e galhos de Ouratea
semiserrata. Também foram testadas as fra¢cdes obtidas por particdo liquido-
liguido dos extratos etandlicos das folhas de Ouratea castaneifolia e Ouratea
spectabilis e as fracbes obtidas por cromatografia em coluna de silica gel da
fracdo DCM de Ouratea castaneifolia. Os resultados de CCso variaram de
12, 7ug/mL a 420,6pg/mL para cada amostra, descritos na Tabela 8 e 9. A
avaliacdo da citotoxicidade da podofilotoxina a uma concentracdo de 25ug/mL
foi utilizada como controle positivo deste estudo, apresentando CCso de 1,34
pug/mL +0,1704. A Podofilotoxina apresenta na literatura alta atividade citotéxica
através de sua ligagdo a tubulina, subunidade monomeérica fundamental dos
microtubulos, componente essencial do citoesqueleto celular em células

eucaribticas. A ligacdo a tubulina causa um desequilibrio nos microtublos,
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causando assim uma atividade antimitética e consequente morte celular
(MEDRADO et al, 2015)

Os extratos etandlicos brutos e suas fracdes obtidas por particao liquido-
liquido foram solubilizados em DMSO na concentracdo de 20mg/mL. As
fracbes obtidas por cromatografia em coluna de silica gel da fracéo
diclorometano do extrato etandlico de folhas de Ouratea castaneifolia foram
solubilizadas em DMSO na concentragao de 5mg/mL.

Em relacdo a espécie Ouratea castaneifolia, comparando o extrato
etandlico das folhas com as fracBes obtidas por particdo liquido-liquido nos trés
solventes mostrados na Tabela 8, observa-se que a fracdo DCM apresentou
uma citotoxicidade elevada em relacdo ao extratos etandlico das folhas. A
fracdo aquosa e AcOEt de Ouratea castaneifolia apresentou menor
citotoxicidade comparada ao extrato etandlico bruto das folhas.

O extrato etandlico de folhas da espécie vegetal Ouratea spectabilis
mostrou-se mais citotéxico comparado com suas fracées Aquosa e AcOEt. Ja a
fracdo DCM, assim como na Ouratea castaneifolia, apresentou uma maior
citotoxicidade em relacdo ao extrato bruto da espécie vegetal, sugerindo que os
compostos de média e baixas polaridades presentes na fragdo DCM possuem
uma acdo citotbxica maior comparada as demais fragcbes obtidas apds a
particao.

O extrato etandlico de caule de Ouratea semiserrata foi a espécie
vegetal que apresentou maior citotoxicidade em relacdo aos extratos etandlicos

das outras espécies testadas.
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Tabela 8: Valores de CCso calculados através do ensaio colorimétrico do MTT para

cada extrato e suas particdes

VALORES DE CCso EM LINHAGEM CELULAR VERO

Composto CCso (Mg/mL)
O. castaneifolia Folhas 381,7 £2,73
O. castaneifolia DCM 50,3 +1,32
O. castaneifolia ACOEt >400
O. castaneifolia Aquosa 420,6 +5,83
O. spectabilis Folhas 67,2 £2,30
O. spectabilis DCM 25,0 £1,39
O. spectabilis AcCOEt 188,8 £1,48
O. spectabilis Aquosa 282,8 +£3,65
O. semiserrata Caule 47,4 £1,47
Podofilotoxina 1,34 £+0,1704

Como mostrado no Item 4.8, a fragio DCM de folhas de Ouratea
castaneifolia apresentou, através de cromatografia em camada delgada, maior
concentracdo de flavonoides e em seguida, realizou-se cromatografia em
coluna de silica gel, gerando 42 fragOes. Entre essas fragdes, selecionou-se as
fracGes 29, 30, 31, 32, 33, 34 e 35, pois foram as fracbes que apresentaram
maior concentracdo de flavonoides analisados por cromatografia em camada
delgada. As fracdes 30 a 35, foram solubilizadas em uma solucdo DCM:AcOEt
em uma proporcao 9:1 (v/v) com a finalidade de separar as moléculas de

clorofila. Foram utilizadas entédo suas fracdes sollUveis nesta solucéo e a fracao
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nao solavel. As fracdes 31 a 33 foram unidas em uma s6é (Fracdo 31-33
Solavel).

Realizou-se entdo, a avaliacdo da citotoxicidade destas fracdes pelo
ensaio colorimétrico do MTT e os valores de CCso estdo apresentados na
Tabela 9.

Tabela 9: Valores de CCso calculados através do ensaio colorimétrico do MTT para
fracbes obtidas por cromatografia em coluna de silica gel da fragédo diclorometano de Ouratea

Castaneifolia

VALORES DE CCs0 EM LINHAGEM CELULAR VERO

Fracédo CCso (Mg/mL)
Fracéo 29 30,5 +2,18
Fracao 30 29,9 +1,39

Fracdo 30 Soluvel 12,7 £1,78
Fracao 31 15,6 +1,81
Fracdo 32 33,4 £2,23

Fracdo 31-33 Soluvel 39,1 +2,25
Fracao 35 72,2 +1,72
Fragéo 35 soluvel 97,9 +1,44
Fracdo 34 Soluvel 76,3 £1,59
Podofilotoxina 1,34 +0,1704

Observa-se, através dos dados sumarizados nas Tabelas 8 e 9, que as
fracbes obtidas da fracdo DCM das folhas de Ouratea castaneifolia
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apresentaram, em sua grande maioria, maior citotoxicidade em relacdo aos
extratos etandlicos brutos das espécies vegetais descritas na Tabela 8. De
modo geral, também ha uma maior citotoxicidade das fracbes em relacédo as
particbes dos extratos etandlicos brutos. Esta maior citotoxicidade
provavelmente esta relacionada ao fato dos compostos que causam a
citotoxicidade estarem mais concentrados nas fracbes que em seus extratos

brutos e partigdes.

A obtengédo dos valores de CCso dos extratos e suas fracdes
obtidos das espécies vegetais foi utilizada como parametro para a triagem
antiviral, utilizando-se uma concentracdo nao citotoxica para realizar os testes

em linhagem de células Vero infectadas pelo ZIKV.

5.10 Ensaio antiviral

Apés a avaliacdo de citotoxicidade de cada extrato e suas fracoes,
determinaram-se as concentragdes ndo citotdxicas para realizar os testes de
atividade antiviral. Os extratos e suas fracdes foram avaliados pela técnica do
MTT frente a células Vero infectadas com ZIKV. Por meio de regressdo nao
linear, calculou-se a Concentracdo Efetiva a 50% (CEso), ou seja, em qual
concentracdo o extrato ou fracdo testados protegem 50% das células
infectadas pelo ZIKV. Estabeleceu-se, arbitrariamente, no presente estudo,
uma classificacdo dos extratos testados em muito ativos (CEso < 50ug/mL),
moderadamente ativos (50 < CEso < 100ug/mL), pouco ativos (CEso > 100
pug/mL) e ndo ativos os extratos ou fragdes que ndo protegeram as células do
efeito citopatico causado pelo ZIKV. A atividade antiviral foi encontrada atraves
da comparacao entre as densidades opticas a 490nm (DOa4g) como mostrado
no item 4.9.10.

No total, avaliou-se a atividade antiviral de 18 extratos/fracbes, onde
sete foram ativos com CEso variando de 35,12 a 312,7ug/mL. Porém, onze
extratos/fracdes ndo apresentaram inibicdo do efeito citopatico causado pelo

ZIKV na linhagem celular Vero. Os resultados estdo apresentados na tabela 10.



108

Tabela 10 — Valores de citotoxicidade (Vero) e atividade antiviral de extratos etandlicos

de espécies de Ouratea e suas particdes frente ao ZIKV pela técnica colorimétrica do MTT

CCsoem VERO CEsoem ZIKV indice de
Extrato/Fracéo -
72 horas (ug/mL) 72 horas (ug/mL) Seletividade (IS)
O. castaneifolia 381,7 +2,73 138,5 +2,61 275
Folhas
O. castaneifolia DCM 50,3 £1,32 35,13 +6,02 1,43
O. castaneifolia ACOEt >400 312,7 £2,69 >1,28
O. castaneifolia 420,6 +5,83 224.4 +4,58 1,87
Aquosa
O. spectabilis Folhas 67,2 +2,30 NA -
0. spectabilis DCM 25,0 £1,39 NA -
O. spectabilis ACOEt 188,8 £1,48 NA -
O. spectabilis Aquosa ~ 209,9 £3,65 NA -
47,4 +1,47 > 37,5 >1,26

O. semiserrata caule

Como observado na Tabela 10, o extrato etandlico das folhas de
Ouratea spectabilis ndo apresentou inibicdo da multiplicacéo e efeito citopatico
do ZIKV nas células infectadas. Suas fracbes AcOEt, DCM e aquosa obtidas
por particdo também nédo apresentaram atividade contra o ZIKV.

Em relacdo a Ouratea castaneifolia, o extrato etandlico das folhas
apresentou uma CEso de 138,5ug/mL £2,61, mostrando ser pouco ativo contra
o virus. As fracbes obtidas por particdo deste mesmo extrato também
apresentaram atividade contra o ZIKV. Comparando as trés partices, observa-
se que as fracbes AcOEt e Aquosa apresentaram baixa atividade contra o
ZIKV, com CEso de 7 +2,69 e 224,4 +4,58 ug/mL, respectivamente. Porém,
houve uma maior atividade antiviral na fracdo DCM, apresentando uma CEso de
35,13 £6,02 ug/mL, mostrando ser muito ativo ao efeito citopéatico do ZIKV. O
fato da fracdo DCM ter apresentado maior atividade em relacdo as outras
fracOes e ao proprio extrato etandlico bruto da espécie de origem, indica que as
moléculas responsaveis pelo efeito antiviral possuem média e baixa polaridade.
As analises por CCD mostrou uma maior concentracdo de flavonoides na
porcdo DCM, sugerindo-se entdo que esta classe de metabdlitos esta



109

relacionada ao efeito antiviral nesta espécie, o que corrobora com o a literatura
cientifica que aborda a atividade antiviral de diversos tipos de flavonoides.

O extrato de caule de Ouratea semiserrata mostrou-se muito ativo com
uma CEso >37,5ug/mL frente ao ZIKV. Comparando os extratos etanodlicos das
trés espécies deste estudo, observa-se que, com excecdo da Ouratea
spectabilis, os extratos das espécies apresentaram uma alta inibicdo do efeito
citopético do ZIKV em células Vero, 0 que torna estas espécies uma potencial
fonte de produtos naturais com atividade contra ZIKV que podem ser isolados e
testados.

Um estudo publicado em 2011 por Brandao et al demonstrou a acao
antiviral das espécies Ouratea semiserrata e Ouratea castaneifolia também
utilizando ensaio colorimétrico do MTT. A espécie Ouratea semiserrata
apresentou CEsp de 8.4 +0.7, 9.2 0.8 e 254.4 £10.7 para Herpes virus tipo 1
(HSV-1), Vaccinia virus (VACV) e Encefalomiocardite murina virus (EMCV)
respectivamente. Ja a Ouratea castaneifolia apresentou CEso de 56.5 +3.2,
39.6 +1.3, 465.7 £32.5 para Herpes virus tipo 1 (HSV-1), Vaccinia virus (VACV)
e Encefalomiocardite murina virus (EMCV) respectivamente.

Arauljo et al em 2011 testou atividade inibitéria de dois biflavonoides
isolados de Ouratea parviflora (Agathisflavona e 7”’-metil-agathisflavona) frente
ao Herpes virus 1 e Herpes virus 2 (HSV-1 e HSV-2). A agathisflavona a uma
concentracdo de 15,6ug/mL apresentou uma porcentagem de inibicdo de 94,4
e 85,9% contra HSV-1 e HSV-2 respectivamente. A 7”-metil-agathisflavona a
uma concentracdo de 31,2ug/mL apresentou uma porcentagem de inibicao de
82,2 e 95,5% contra HSV-1 e HSV-2 respectivamente.

Como mostrado no item 5.6.2.2, detectou-se no extrato etandlico de
folnas de Ouratea castaneifolia a presenga do biflavonoide 7,7”-di-O-
metilagathisflavona, estruturalmente semelhante aos biflavonoides com
atividade antiviral relatado por Aradjo et al em 2011, podendo sugerir que a
7,7”-di-O-metilagathisflavona pode estar relacionada a branda atividade anti-

Zika apresentada pelo extrato etandlico de folhas de Ouratea castaneifolia.
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Tabela 11 - Valores de citotoxicidade (Vero) e atividade antiviral de fracdes obtidas de

Ouratea castaneifolia, por cromatografia em coluna de silica gel, frente ao ZIKV pela técnica

colorimétrica do MTT

ExtratolFragao CCsoem VERO CEsoem ZIKV indice de
72 horas (ug/mL) 72 horas (ug/mL)  Seletividade (1S)

Fracdo 29 30,5 +2,18 NA -
Fracdo 30 29,9 +£1,39 NA -
Fracao 30 Soluvel 12,7 +1,78 NA -
Fracdo 31 15,6 +1,81 * -

Fracdo 32 33,4 £2,23 62,39 +5,39 0,53

Fracdo 31-33 Sollvel 39,1 £2,25 > 17,5 >2,23
Fracao 35 72,2 £1,72 NA -
Fracdo 35 solavel 97,9 +1,44 NA -
Fracdo 34 Solavel 76,3 £1,59 NA -
Rutina >200 * -
Catequina >500 NA -

Epicatequina >500 140,7 £1,61 >3,55

*NAo foi possivel calcular o valor de CEso

Como apresentado na Tabela 11, entre as fracbes obtidas da Ouratea
castaneifolia DCM, as Fracdo 31, 32 e 31-33 soluvel apresentaram atividade
antiviral frente ao ZIKV. A Fracao 31 apresentou atividade antiviral porém néo
foi possivel calcular CEso. A fragdo 32 apresentou atividade moderada
enquanto a Fracdo 31-33 soluvel mostrou-se muito ativa. Como mostrado no
item 5.7, a Fracdo 31-33 sollvel apresentou, entre 0s compostos majoritarios
detectados, apenas a 4',4,7,7”-tetra-O-metil-amentoflavona de diferente em
relacdo a Fracdo 32, podendo sugerir que o maior efeito antiviral apresentado
pela Fracdo 31-33 soluvel esteja relacionado a esta molécula.

Entre os trés compostos que foram avaliados isolados (Rutina, catequina
e epicatequina) ambos foram detectados no extrato etandlico de caules de
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Ouratea semiserrata. A Rutina apresentou atividade antiviral porém nao foi
possivel calcular sua CEso. A epicatequina apresentou efeito antiviral baixo com
CEso de 140,7 +1,61 enquanto a Catequina ndo apresentou atividade antiviral.
A Epicatequina, por ter sido detectada em extrato etandlico de caule de
Ouratea semiserrata, pode-se sugerir que seja uma das moléculas que
contribui para atividade antiviral do extrato desta espécie vegetal.

A partir dos extratos e suas respectivas fragbes avaliadas pelo ensaio
antiviral, mesmo algumas que néo foram possiveis calcular CEso, observou-se
gue em concentracdes especificas, alguns dos extratos/fracbes e compostos
testados apresentaram um efeito protetor (Item 4.9.10) para as células frente

ao efeito do ZIKV, como mostrado na Tabela 12.

Tabela 12 — Efeito protetor apresentado por alguns extratos vegetais e fragcfes frente ao efeito

citopatico do ZIKV, analisado pela técnica colorimétrica do MTT

Extrato/Fracao Concentracao (ug/mL) Efeito protetor (%)
O. castaneifolia Folhas 300 100,0
O. semiserrata Caule 100 100,0
O. castaneifolia ACOEt 200 100,0
O. castaneifolia Aquosa 400 70,0
Rutina 50 64,6
Fracéo 31 15 57,7

Destacam-se os resultados apresentados pelos extratos etandlicos de
folhas de Ouratea castaneifolia, caules de Ouratea semiserrata e fracdo AcOEt
de folhas de Ouratea castaneifolia, ambas apresentaram protecdo de
aproximadamente 100% das células que foram infectadas com o ZIKV, o que
torna estas espécies potencialmente viaveis para pesquisas mais aprofundadas
no descobrimento de novos farmacos antivirais, principalmente anti ZIKV, por
nao possuir no mercado medicamento para esta infecgao viral.

Ouratea castaneifolia fracdo aquosa, Ouratea spectabilis fracdo DCM,
Rutina e a Fracdo 31 também apresentaram atividade anti ZIKV com uma

porcentagem de protecao significativa, como mostrados na tabela 12.
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Para confirmar o efeito anti ZIKV de algumas amostras, foram realizados
ensaios empregando placas de seis pogos com 0S mesmos parametros
empregados nos experimentos com placas de 96 pocos. Os resultados dos
experimentos para as amotras de extrato etandlico caule de Ouratea
semiserrata e Rutina estdo apresentados nas figuras 55 e 56 respectivamente.
Obseva-se que nas concentracdes de 100 e 50ug/mL ocorreu 100% de
protecdo da monocamada celular para as duas amostras, comprovando mais

uma vez a atividade anti ZIKV destas amostras.
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Figura 55 — Efeito protetor realizado pelo extrato de caule de Ouratea semiserrata em células
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Figura 56 - Efeito protetor realizado pela Rutina em células Vero infectadas por ZIKV em um
periodo de 72h (1. Controle de células; 2. Controle do extrato; 3. Controle Viral; 4. Células
infectadas com virus e tratada com extrato)
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6 CONCLUSAO

v" Ouratea castaneifolia

Identificou-se quinze flavonoides no extrato etandlico das folhas de Ouratea
castaneifolia, sendo quatro do tipo flavona, um flavonol e dez biflavonoides.
Quanto a atividade protetora contra a acdo do ZIKV, o extrato etandlico das
folhas mostrou-se pouco ativo, a fracado DCM muito ativo, a Fracdo 31

moderadamente ativo e a Fragdo 31-33 Soluvel muito ativo.

v' Ouratea spectabilis

Identificou-se seis flavonoides no extrato etandlico das folhas de Ouratea
spectabilis, todos do tipo biflavonoide. Quanto a atividade protetora contra a
acado do ZIKV, tanto o extrato etandlico das folhas quanto as fracdes DCM,

AcOEt e Aquosa, obtidas por particao liquido-liquido, ndo apresentaram efeito.

v' Ouratea semiserrata

Identificou-se trés flavonoides (flavonol, flavona e biflavonoide) e quatro
proantocianidinas no extato etandlico do caule de Ouratea semiserrata.
Quanto a atividade protetora contra a acdo do ZIKV, o extrato etandlico do
caule apresentou uma excelente atividade anti-Zika com protecdo de 100%

da monocamada celular em uma concentracdo de 100ug/mL.
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ANEXO |

ANEXO A — Cromatografia em camada delgada revelada em camara UV a 254nm dos extratos
etandlicos das folhas de Ouratea castaneifolia e Ouratea spectabilis e caules de Ouratea

semiserrata (OC: O. castaneifolia; OSP: O. spectabilis; OS: O. semiserrata)

ocC OSP oS

ANEXO B — Cromatografia em camada delgada revelada em camara UV a 254nm das fracdes
obtidas por particdo liquido-liquido das folhas de Ouratea castaneifolia e Ouratea spectabilis
(DCM: Diclorometano; AcOEt: Acetato de etila; MeOH/Aq: Hidroalcodlica)

O. castaneifolia  O. spectabilis

K_H e \

DCM AcOEt MeOH/Ag DCM AcOEt MeOH/Aq

ANEXO B — Cromatografia em camada delgada revelada em camara UV a 254nm das fracdes
obtidas por cromatografia em coluna com silica gel da fracdo diclorometano das folhas de

Ouratea castaneifolia
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