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RESUMO

A incidéncia de infec¢bes fungicas tem apresentado crescimento substancial
nas ultimas décadas devido, principalmente, ao aumento da populagédo
imunocomprometida. Espécies de Cryptococcus spp. Sa80 responsaveis por
importantes infec¢des sistémicas e apresentam estimativa global de milhées de novos
casos por ano. As atuais opgdes terapéuticas para o tratamento da criptococose sao
limitadas, os tratamentos demorados e com elevada toxicidade, o que torna a procura
por novos agentes terapéuticos necessaria. Em estudos anteriores deste grupo de
pesquisa foi observada promissora atividade antifingica para as fracdes polares das
folnas de Xylosma prockia, frente a linhagens de Cryptococcus spp. Assim, este
trabalho teve como objetivo caracterizar as substancias presentes na fragdo acetato
de etila, afim de identificar as responsaveis pela atividade antifangica observada. A
partir dessa fracdo foram caracterizadas 15 substancias: derivados cafeoil-quinicos
(grupo 1), derivados cumaroil-glicosideos (grupo Il) e derivados cafeoil-glicosideos
(grupo 1l1). Quatro derivados cumaroil-glicosideos foram isolados e caracterizados
através de métodos espectroscopicos, sendo trés deles inéditos na literatura e um
inédito para o género Xylosma. O trabalho demostra o potencial antifingico da FAE e
de suas subfracdes, contribuindo na busca por novas alternativas para o tratamento

de infeccdes fangicas.

Palavras-chaves: Xylosma prockia, Cryptococcus spp., atividade antifingica



ABSTRACT

The incidence of fungal infections has shown substantial growth in the last
decades due to the increase in the immunocompromised population. The species
Cryptococcus spp. are responsible for significant systemic infections and have a global
estimate of millions of new cases per year. Current therapeutic options are limited and
treatments take time and may present a restricted spectrum of action and high toxicity
to the patient, which makes the searches for new therapeutic agents an important step
in improving the treatments. Previous studies of this research group have shown
promising antifungal activity for the polar fractions of the leaves of Xylosma prockia,
against Cryptococcus spp. strains. Thus, the present study aimed to characterize the
substances present in the ethyl acetate fraction, to identify those responsible for the
observed antifungal activity. From this fraction 15 substances were identified: caffeoyl
glycoside derivatives (group I), coumaroyl glycoside derivatives (group Il) and caffeoyl
glycoside derivatives (group Ill). Four coumaroyl-glycosides were isolated and
characterized by spectroscopic methods, three of them was new compounds and one
was new for Xylosma genus. The research demonstrates the antifungal potential of
ethyl acetate fraction and its subfractions, contributing to the search for new

alternatives for the treatment of fungal infections.

Keywords: Xylosma prockia, Cryptococcus spp., antifungal activity.
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1 INTRODUCAO

A incidéncia de infec¢des fuangicas tem apresentado crescimento substancial
nas Ultimas décadas. Acredita-se que o aumento no niamero de infec¢des se deve,
principalmente, ao aumento da populagdo imunocomprometida, que inclui pacientes
portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), transplantados e com cancer,
além do aumento da populacéo idosa, de neonatos e de pacientes que necessitam de
terapias invasivas (PARENTE-ROCHA et al., 2017; PFALLER et al., 2018). Sabe-se
gue com o aumento da incidéncia do HIV o problema se agrava, uma vez que as
infecgdes fungicas sdo responsaveis por aproximadamente 50% da mortalidade
desses pacientes (ARMSTRONG-JAMES; MEINTJES; BROWN, 2014,
RADHAKRISHNAN et al., 2018).

Nesse cenario, um do fungo oportunista com importante relevancia clinica € o
Cryptococcus spp. Pacientes infectados podem evoluir a quadros clinicos graves, com
rapida progressédo em individuos saudaveis e imunocomprometidos e alto indice de
mortalidade (FIRACATIVE et al., 2018; SKOLNIK; HUSTON; MODY, 2017). O género
Cryptococcus possui duas espécies patogénicas principais: Cryptococcus neoformans
- que pode ser encontrado em todo o globo terrestre e é o agente responsavel por
mais de 90% dos casos de criptococose; e Cryptococcus gattii - encontrado
principalmente em regides tropicais e subtropicais, possuindo uma maior viruléncia,
uma vez que atinge principalmente individuos imunocompetentes (FIRACATIVE et al.,
2018; SKOLNIK; HUSTON; MODY, 2017).

Apesar do aumento na incidéncia das infec¢cdes fungicas sistémicas, nas
tltimas décadas o desenvolvimento de antifungicos eficazes e bem tolerados ficou
aquém dos avancos da terapia antibacteriana. Atualmente as opcdes terapéuticas
disponiveis para o tratamento de infec¢des fungicas sao limitadas e possuem longos
periodos de tratamento (NETT; ANDES, 2016; PARENTE-ROCHA et al., 2017). A
farmacoterapia de infec¢des fungicas abrange as classes das sulfonamidas, polienos,
azois, equinocandinas e antimetabdlitos. Estes farmacos possuem diversas
limitacbes, podendo apresentar alta toxicidade, restrito espectro de acdo, baixa
tolerancia dos pacientes, administragdo por via parenteral e/ou ineficacia devido ao
desenvolvimento de resisténcia fangica, o que dificulta o tratamento desta infeccdo e

torna a procura por novos agentes terapéuticos um importante passo para melhoria
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dos tratamentos (PARENTE-ROCHA et al., 2017; PIANALTO; ALSPAUGH, 2016;
PRASAD; SETHUMADHAVAN; FATIMA, 2011; RADHAKRISHNAN et al., 2018).

O desenvolvimento de agentes antifungicos seguros e de amplo espectro de
acdo é complexo, uma vez que tanto o fungo como o0s seus hospedeiros sdo seres
eucariotos, de maneira que as diferencas entre parasita e hospedeiro sdo muito
pequenas (NETT; ANDES, 2016). Existem, no entanto, estratégias Uteis para o
desenvolvimento de novos agentes antifingicos, sendo a identificacdo de substancias
bioativas presentes em produtos naturais (PNs) de grande importancia. Farmacos das
classes dos polienos e das equinocandinas, por exemplo, foram descobertos por meio
de triagem de PNs (NETT; ANDES, 2016).

Entre os PNs, as plantas possuem grande destaque, uma vez que produzem
metabdlitos secundarios quimicamente diversos e potencialmente ativos (ATANASOV
et al., 2015). Estes metabdlitos muitas vezes servem como inspiracdo para o
desenvolvimento de novos farmacos, seja através de semissintese, sintese total, ou
ainda por meio de estratégias da quimica medicinal, que usam seus grupos
farmacoféricos como base para o desenvolvimento de novos farmacos (NEWMAN;
CRAGG, 2020).

Em recente trabalho realizado no Laboratério de Microbiologia da UFJF/GV,
observou-se promissora atividade para o extrato etandlico e fragbes de Xylosma
prockia (Salicaceae) frente a linhagens ATCC, clinicas e ambientais de Cryptococcus
gatti e Cryptococcus neoformans (FOLLY et al., 2020). Entre as amostras testadas, a
fracdo acetato de etila (FAE) apresentou potente atividade antifungica, bom
rendimento e perfil cromatografico interessante, sendo selecionada para a
continuidade das investigacdes acerca das propriedades antifangicas da planta. Em
funcdo disso, o presente trabalho propés a investigacao fitoquimica da fracdo acetato
de etila das folhas de X. prockia, com o objetivo de isolar e caracterizar possiveis
metabdlitos secundarios responsaveis por sua atividade antifingica. As subfracfes
obtidas, assim como os metabdlitos isolados foram avaliados quanto a potencial

atividade antifingica in vitro frente a Cryptococcus spp. e Candida spp.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PRODUTOS NATURAIS

Desde os primérdios da humanidade, PNs vém sendo amplamente utilizados
nos tratamentos de doencas. Os relatos mais antigos datam de 2600 a.C., na
Mesopotamia, e incluem mais de 1000 plantas usadas como remédios naquela época
(GURNANI et al., 2014). Relatos semelhantes sao descritos para 0os mais diversos
povos e geracdes durante a histéria da humanidade, demonstrando a importancia do
uso de PNs na manutencdo da saude humana no decorrer dos séculos (CALIXTO,
2019; GURNANI et al., 2014; THOMFORD et al., 2018).

O termo “produtos naturais” se refere a qualquer substancia de ocorréncia
natural proveniente de plantas, animais, micro-organismos, entre outros (CALIXTO,
2019; GURNANI et al., 2014). Os PNs incluem os chamados metabdlitos secundarios
ou metabdlitos especiais que possuem uma ampla diversidade de massas
moleculares e estruturas quimicas multidimensionais complexas. Estima-se que
existam pelo menos 300 mil metabdlitos secundarios com grande potencial de
modificar as funcdes bioldgicas (KATZ; BALTZ, 2016; MUSHTAQ et al., 2018).

Reivindicados como os pilares da descoberta de novos farmacos, os PNs
desempenharam e continuardo a desempenhar papel fundamental como novas
alternativas terapéuticas para o tratamento das mais diversas doengas (KOPARDE;
DOIJAD; MAGDUM, 2019). Estima-se que o mercado farmacéutico global tenha um
faturamento de 1,1 trilhdo de doélares por ano, e que aproximadamente um ter¢co do
lucro seja devido a farmacos de origem natural ou que tenham sido desenvolvidos por
sintese quimica planejada a partir de PNs (NEWMAN; CRAGG, 2020; PATRIDGE et al.,
2016; THOMFORD et al., 2018).

Véarios sdo os exemplos de farmacos disponiveis no mercado que foram
descobertos ou desenvolvidos a partir de fontes naturais. Um importante exemplo € a
anfotericina B (AMB) (1) (Figura 1), um polieno que possui excelente atividade
antifangica e antiparasitaria, sendo o principal farmaco utilizado no tratamento da
criptococose (KLEINBERG, 2006; LEMKE; KIDERLEN; KAYSER, 2005). A AMB foi
isolada em 1955 a partir de culturas de Streptomyces nodosus obtidas na foz do rio

Orinoco, na Venezuela. Apesar de ja ter sua sintese total descrita, esta ndo é viavel
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devido a elevada complexidade da molécula, sendo até hoje extraida de culturas de
S. nodosus (KLEINBERG, 2006; LEMKE; KIDERLEN; KAYSER, 2005).

Outro exemplo é o das equinocandinas, classe de farmacos antifungicos
utilizada no tratamento de infecgGes superficiais e invasivas por fungos do género
Candida de e Aspergilus, identificada pela primeira vez a partir de PNs em 1974
(PIGATTO; UCHOA; COSTA, 2009; WAGNER et al., 2006). Por ndo apresentarem
caracteristicas farmacoldgicas ideais, derivados semissintéticos de equinocandinas
naturais foram desenvolvidos e aprovados para uso clinico: caspofungina (2)
preparada a partir de pneumocandina Bo, micafungina (3) preparada a partir de
FR901379, e anidulafungina (4) preparada a partir de equinocandina B (Figura 1)
(ALDHOLMI et al., 2019).

Muitos séo os desafios no desenvolvimento de farmacos a partir de PNs. Entre
eles, a falta de procedimentos padronizados, a dificuldade de isolamento de
substancias puras, a solubilidade e a estabilidade das substancias em um solvente
compativel com a administracdo oral em humanos, a auséncia de estudos de
mecanismo de acdo em modelos animais adequados e, o mais importante, o
rendimento durante a obtencdo dos metabdlitos secundarios. Porém, a pesquisa de
PNs representa uma enorme fonte de substancias bioativas e € claramente um
importante caminho para a descoberta de novos farmacos (NEWMAN; CRAGG, 2020;
THOMFORD et al., 2018).
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Figura 1 - Estrutura quimica da anfotericina B e das equinocandinas

Fonte: Elaborado pela autora.
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2.2 Xylosma prockia (Turcz.) Turcz.

O género Xylosma (Salicaceae), encontra-se distribuido em &reas tropicais e
subtropicais da América, Asia e Austrélia, sendo descrita a presenca de 11 espécies
no Brasil (PARVEEN, Ifat et al., 2011; PHILIPPSEN; MIGUEL; KALEGARI, 2013;
RAU; BLUM, 2019). No que se refere a composi¢ao quimica, poucos sao os trabalhos
publicados sobre o género, tendo sido descrita para algumas espécies a presenca de
flavonoides, triterpenos e glicosideos fendlicos (Figuras 2 e 3) (MENEZES-DE-
OLIVEIRA et al., 2011; PARVEEN, Ifat et al., 2011; PHILIPPSEN; MIGUEL;
KALEGARI, 2013; RAU; BLUM, 2019; SULTANA; ALI; JAMEEL, 2018; SWAPANA et
al., 2017; TRUONG et al., 2011; XU et al., 2008). Philippsen e colaboradores (2013)
isolaram da fracdo hexano das cascas e raizes de X. ciliatifolium o sesquiterpeno
ugandensidial (5). Menezes-de-Oliveira e colaboradores (2011) isolaram no extrato
hexano das folhas de X. flexuosa o triterpeno 36-lup-20(29)-en-3-ol (6).

A partir do extrato metandlico das folhas de X. longifolium foram isolados -
sitosterol (7), n-hentriacontano (8), além dos flavonoides kaempferol-33-
xylopiranosideo-4'-a-rhamnosideo (9), kaempferol (10), kaempferol-3-ramnosideo
(11), quercetina (12), quercetina-3-ramnosideo (13) (PARVEEN; GHALIB, 2012,
SULTANA; ALI; JAMEEL, 2018). De acordo com Parveen e colaboradores (2012,
p.989, apud Parveen et al., 2009) também foram isoladas da X. longifolium as
substancias B-amirina (14), friedelina (15), acido olean-12-en-3a-o0l-28-oic 3a-D-
glucopiranosideo (16). J& do extrato metandlico das cascas de X. longifolium foram
isolados  8-hidroxi-6-metoxi-pentilisocumarina  (17), &lcool 2-(6-benzoil-B-d-
glucopiranosiloxi)-7-(1,2,6-trihidroxi-5-oxociclohex-3-enoil)-5-hidroxibenzil (18),
friedelina (15), epifriedelanol (19), &cido atrarico (20) e orsenilato de metila (21) (Figura
2) (TRUONG et al., 2011).

Entre os glicosideos descritos no género Xylosma, Gilbbons e colaboradores
(1995) isolaram e caracterizaram xylosmina (22) do extrato metandlico das partes
aéreas de X. flexuosa. A partir do extrato metandlico de X. longifolium foi isolado
xylongosideo A (23), xylongosideo B (24), xylosmacina (25) e xylosmalosideo (26)
(SWAPANA et al., 2017; TRUONG et al., 2011). Xu e colaboradores (2008) obtiveram
7 novos glicosideos fendlicos que foram denominados xylocosideos A-G (27-33), a
partir do caule de X. controversum (Figura 3).
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Figura 2 - Estrutura quimica dos metabdlitos secundarios isolados de espécies do

género Xylosma.

H3C-(CHz)29
CH,

(9) Ry = xilopiranosideo; R, = ramnosideo
(10) Ry =H;Ry;=H (12) R=H
(11) Ry = ramnosideo; Ry = H (13) R = ramnosideo (14) (15)

OH
ramnosideo xilopiranosideo

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 3 — Estrutura quimica de glicosideos isolados de espécies do género

Xylosma.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Com relacdo as atividades biologicas descritas para o género, destaca-se a
atividade antimicrobiana observada em algumas espécies. Os extratos éter de
petréleo, cloroformio e metanol das folhas de X. longifolium apresentaram
concentragdes inibitérias minimas (CIMs) inferiores a 10 pug/mL frente aos fungos
dermatofilos (Microsporum boullardii MTCC 6059; M. canis MTCC 2820; M. canis
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MTCC 3270; M. gypseum MTCC 2819; Trichophyton ajelloi MTCC 4878; T. rubrum
MTCC 296; T. rubrum MTCC 3272) (DEVI; SINGH; SINGH, 2013).

Em uma triagem de atividade antimicrobiana de plantas nativas do Brasil contra
trés bactérias patogénicas de peixes (Streptococcus agalactiae, Aeromonas
hydrophila, e Flavobacterium columnare), utilizando o ensaio CIM, Castro e
colaboradores (2008) descreveram que o extrato metandlico das folhas de Xylosma
spp. inibiram o crescimento de Flavobacterium columnare em uma concentragéo de
375 pg/mL.

Xylosma prockia (Turcz.) Turcz. (Figura 4), popularmente conhecida como
sucara e espinho-de-agulha, € uma planta nativa do Brasil, encontrada principalmente
nas regides nordeste, sudeste e sul do pais (CORDEIRO; ALMEIDA; FELIX, 2014). E
um arbusto que pode alcancar até 3 m de altura, com espinhos de até 8 cm de
comprimento, com presenca de folhas alternadas com bordas crenadas a serreadas
e frutos amarelo-esverdeado quando jovem e vermelho-alaranjado quando maduro
(CORDEIRO; ALMEIDA; FELIX, 2014).

Figura 4 — Folhas, frutos e espinhos de X. prockia.

‘ ! ‘& i ‘.‘A“.: . > \ -." 4 - ’ ' :
Legenda: A) espinhos de X. prockia, fonte: DIAS DE OLIVEIRA et al., 2019; B) folhas de
X. prockia; C) fruto de X. prockia, fonte: UFRGS, 2010.

Existem poucos estudos sobre a espécie, sendo a maioria restrito a morfologia
e taxonomia da planta. Em recente publicacdo do nosso grupo de pesquisa, Folly e
colaboradores (2020) descrevem a atividade antifungica, in vitro, do extrato etandlico
e de fracdes das folhas de X. prockia frente a linhagens de Cryptococcus spp.. Nesse
estudo, é descrita uma potente atividade para as fracdes diclorometano (FD), acetato
de etila (FAE) e butanol (FB), como observado na Tabela 1. Foi observado ainda que
a FAE apresenta majoritariamente em sua composi¢ao derivados do acido cinamico,
com provavel ineditismo de alguns componentes. Os resultados observados,
associados a um bom rendimento e a um perfil cromatografico interessante levaram a

selecédo da FAE para a realizac&o do presente trabalho.
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Tabela 1 — Concentracgdo inibitéria minima (CIM) frente C. neoformans e C. gattii das
fracOes das folhas de X. prockia.

CIM (mg/L)
EE FH FD FAE FB RA
L28/02 (C) 8 2 <025 <0,25 2 8
547/0TTI(A) 32 32 2 0,5 8 32
C. 96806 (C) 8 8 <0,25 <0,25 2 8
neoformans  ATCC 24067 8 8 <0,25 <0,25 1 8

Legenda: A CIM representa a concentracdo da amostra capaz de inibir o crescimento in
vitro do respectivo isolado. C: isolados clinicos; A: Isolados ambientais; ATCC: American Type
Culture Collection, EE: Extrato etandlico; FH: Fracdo hexano; FD: Fracao diclorometano; FAE:
Fracao acetato de etila; FB: Fragcdo butanol; RA: Residuo aquoso. Fonte: Tabela adaptada de
Folly et al., 2020.

Linhagens

C. gatti

2.3 DERIVADOS DO ACIDO CINAMICO

Fenilpropanoides compreendem uma ampla classe de metabdlitos secundarios
gue usualmente consistem em anel aromatico de seis carbonos e cadeia lateral com
trés atomos de carbono (Figura 5) (DENG; LU, 2017; SIMOES et al., 2017). Baseado
na estrutura quimica, os fenilpropanoides podem ser divididos em cinco grupos,
incluindo flavonoides, ligninas, acidos fendlicos, estilbenos e cumarinas, sendo os trés
primeiros os mais frequentemente encontrados em PNs (ADISAKWATTANA, 2017,
DENG,; LU, 2017).

Os acidos fendlicos constituem um grupo de substéncias arométicas acidas
caracterizadas pela presenca de um anel aromatico ligado a um ou mais grupos
hidroxila e/ou metoxila com a presenca de um grupo carboxilico na cadeia lateral
(BARTNIK; FACEY, 2017; DENG; LU, 2017; VINHOLES; SILVA; SILVA, 2015). Os
acidos fendlicos, podem ser divididos em dois grupos: &cidos hidroxibenzoicos (AHB),
contendo sete atomos de carbono (C6-C1) e acidos hidroxicindmicos (AHC), com
nove atomos de carbono (C6-C3). (Figura 5) (ADISAKWATTANA, 2017; BARTNIK;
FACEY, 2017; VINHOLES; SILVA; SILVA, 2015).

Os derivados do &cido hidroxicinamico compreendem um grande grupo de
acidos fenolicos simples, encontrados principalmente em cereais, frutas e vegetais
(ALAM et al., 2016). A diversidade estrutural dos AHCs é dada pelo nUmero e posi¢ao
das hidroxilas fendlicas, além de serem comumente encontrados na natureza ligados

por ligacOes éster, éter ou acetal a uma variedade de outros componentes naturais,
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como celulose, proteinas, lignina, flavonoides, glicose, acidos quinico, maleico e
tartarico e terpenos (BARTNIK; FACEY, 2017; VINHOLES; SILVA, SILVA, 2015). Os
principais AHCs naturais sédo os acidos p-cumarico, cafeico, ferulico e sindpico (Figura
5) (DENG; LU, 2017; VINHOLES; SILVA; SILVA, 2015).

Figura 5 — Estrutura geral dos fenilpropanoides e estruturas quimicas dos principais

acidos hidroxicinamicos e acidos hidroxibenzoicos.

Sev

Estrutura geral dos fenilpropanoides
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R=H, R1=0H, R2=0CH, acido vanilico
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o R=R1=0H, R2=0CH, acido sinérgico
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Fonte: Elaborado pela autora.

Acidos fendlicos sdo substancias presentes na dieta humana, estando
presentes em frutas, legumes e graos integrais, e, principalmente, no café ha principal
fonte de acidos fendlicos consumida pelo homem (ADISAKWATTANA, 2017; DENG;
LU, 2017; KUMAR; PARLE, 2019; NAVEED et al., 2018). Os acidos fendlicos,
principalmente os AHCs apresentam uma ampla variedade de atividades biol6gicas
podendo ser citadas as atividades antioxidante (HELENO et al., 2015; NAVEED et al.,
2018; PEl et al., 2016), anti-inflamatéria (ALAM et al., 2016; NAVEED et al., 2018; PEI
et al., 2016), antitumoral (HELENO et al., 2015; PEI et al., 2016; PEPERIDOU et al.,
2017), antimutagénica, anti-ulcera, antiplaquetaria (PEI et al., 2016), antimicrobiana
(HELENO et al., 2015; LIMA et al., 2018; MA; MA, 2015; PEPERIDOU et al., 2017),
multiplas a¢des citoprotetoras (HELENO et al., 2015; LIMA et al., 2018; MA; MA, 2015;
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PEPERIDOU et al., 2017), anti-hipertensiva (NAVEED et al., 2018; PEPERIDOU et
al., 2017) e anti-hiperlipidémica (ALAM et al., 2016; PEPERIDOU et al., 2017).

A origem biossintética dos AHCs se d& pela via do chiquimato (Figura 6), tendo
a fenilalanina e tirosina como aminoacidos precursores. Apds varios processos
enzimaticos, a via do chiquimato produz os acidos cinamico, p-cumarico, cafeico,
ferulico, sinapico e varias moléculas complexadas com lignina. Os AHCs também
servem como moléculas precursoras na formacao de outros metabdlitos secundarios,
como os estilbenos, monoligndis, cumarinas, chalconas, flavonoides, lignanas e
antocianinas (ADISAKWATTANA, 2017; ALAM et al.,, 2016; DENG; LU, 2017,
HELENO et al., 2015; KUMAR; PARLE, 2019; PEI et al., 2016).

Figura 6 — Visdo esquematica da via do chiquimato na biossintese de

fenilpropanoides.
Via dos estilbenos
— -
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2
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Fonte: adaptado de Deng, 2017
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24 CRIPTOCOCOSE

Fungos do género Cryptococcus foram identificados pela primeira vez em 1894,
quando o patologista Otto Busse e 0 médico Abraham Buschke observaram que o
Cryptococcus spp. era a causa de um granuloma crénico no 0sso tibial de uma mulher
de 31 anos (KWON-CHUNG et al., 2014; MAY et al., 2016). A criptococose passou a
ser reconhecida como um grande problema de salde na década de 1980 com a
pandemia de HIV, devido ao Cryptococcus spp. ser um fungo oportunista (KWON-
CHUNG et al.,, 2014; MAY et al., 2016). Atualmente a meningite criptocécica é
responsavel por cerca de 223.100 novos casos ao ano e 181100 mortes associada ao
HIV (BONGOMIN et al., 2017; OMS, 2018). Na América Latina, estimativas apontam
mais de 5 mil novos casos anuais de meningite criptocdccica e cerca de 2400 mortes,
sendo Brasil e Coldmbia os paises com maior incidéncia (FIRACATIVE et al., 2018).

O género Cryptococcus possui duas espécies patogénicas principais: C.
neoformans distribuido globalmente, se manifesta principalmente em pacientes
imunocomprometidos, na forma de meningoencefalite, e C. gattii normalmente restrito
a regides tropicais e subtropicais, afeta com mais frequéncia pacientes
imunocompetentes,  provocando infeccbes pulmonares em  pacientes
imunocompetentes (FIRACATIVE et al., 2018; SKOLNIK; HUSTON; MODY, 2017). A
exposicdo a C. neoformans é comum em humanos, sendo que a maioria dos
individuos produz anticorpos contra essa espécie ja na idade escolar, sem
manifestacao clinica (GOLDMAN et al., 2001).

No meio ambiente, Cryptococcus spp. pode ser encontrado em diferentes
nichos. Tanto C. neoformans quanto C. gattii sdo facilmente encontrados nas cascas
de vérias espécies de arvores. Ao contrario do C. gatti, C. neoformans é
particularmente abundante em excremento de aves, tendo pombos selvagens como
principal fonte de disseminacdo em areas urbanas densamente povoadas (KWON-
CHUNG et al., 2014; MAY et al., 2016).

A contaminacao por Cryptococcus se da por meio da inalagcdo de células
fungicas dessecadas ou esporos existentes no meio ambiente. No pulméo,
Cryptococcus spp. pode causar pneumonia em pacientes imunocomprometidos,
enquanto que em pacientes imunocompetentes as células fungicas séo eliminadas

pelo sistema imune ou estabelecem uma infecgdo latente assintomatica. Caso o
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paciente apresente imunossupressao, a infeccao assintomatica pode ser disseminada
para outros tecidos, especialmente para o sistema nervoso central (MAY et al., 2016).

Ao atingir as vias aéreas distais, Cryptococcus spp. entra em contato com
macréfagos alveolares, que ao serem ativados recrutam outras células imunoldgicas
através de citocinas e quimiocinas e provocam uma resposta Thl adequada e
inflamacédo granulomatosa. Em um hospedeiro imunocompetente, uma resposta
imune eficaz elimina a maioria dos Cryptococcus inalados (KWON-CHUNG et al.,
2014; MAY et al., 2016). Por outro lado, em um hospedeiro imunocomprometido, as
células criptococicas se proliferam, se disseminam hematologicamente,
principalmente para o cérebro, ao atravessar a barreira hematoencefalica provocando
meningoencefalite que se ndo tratada podera ser fatal (KWON-CHUNG et al., 2014).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o tratamento
preconizado para criptococose, principalmente para pacientes HIV positivos, € a
administracdo de AMB desoxicolato e flucitosina (5-FC) por 7 dias, seguido de
fluconazol (FLU) por 7 a 14 dias (MORACE; BORGHI, 2010). Um grande problema
dessa tratamento tem relagdo com sua toxicidade, principalmente devido a AMB, que
apresenta potencial hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (LAWRENCE et al., 2018; TU
et al., 2019). A AMB lipossomal € uma alternativa que apresenta menor toxicidade,
porém tem custo substancialmente mais elevado (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Observa-se nas Uultimas décadas aumento nos casos de resisténcia a
antifingicos azdlicos. Estudos sugerem que a resisténcia ao FLU é relativamente
comum em recidivas de meningite criptococica (BONGOMIN et al., 2018) e que cerca
de 30% de isolados de Cryptococcus resistentes ao farmaco sdo encontrados em
pacientes que nunca tiveram exposicdo prévia a este (CHEONG; MCCORMACK,
2013).

Em mais de duas décadas, nenhum novo farmaco antifingico foi desenvolvido
para o tratamento da meningite criptocdcica, apesar do limitado arsenal de farmacos
e a crescente resisténcia fungica observada para esta infecgdo (MOLLOY et al., 2017),
0 que torna evidente a importancia da busca e desenvolvimento de novos agentes

seguros e eficazes para o tratamento dessa enfermidade.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Isolar, caracterizar e avaliar a atividade biologica dos metabdlitos secundarios

presentes na fracao acetato de etila das folhas de X. prockia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Obter e fracionar o extrato etandlico das folhas de X. prockia;

o Caracterizar os constituintes presentes na fracdo acetato de etila do
extrato etandlico das folhas de X. prockia, por meio de analises de espectrometria de
massas (EM);

. Fracionar a fracdo acetato de etila e isolar seus constituintes, por meio
de métodos cromatograficos;

o Caracterizar a subfragdo FB3 e as substancias isoladas por meio de
analises espectroscopicas de ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectrometria
de massas (EM);

. Avaliar a concentracao inibitoria minima da fracdo acetato de etila e da
subfrac@o FB3 frente a linhagens clinicas, ambiental e ATCC de Cryptococcus spp.;

. Avaliar a viabilidade celular de macrofagos RAW 264.7 e J774.Al1

tratados com a fracdo acetato de etila e subfracdo FB3 de X. prockia.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente trabalho partiu das folhas de X. prockia para caracterizacdo e
identificacdo dos metabdlitos secundarios presentes na fracdo acetato de etila (FAE).
O extrato etandlico foi obtido a partir das folhas de X. prockia e particionado para
obtencgéo da FAE. O fracionamento de FAE deu origem a subfracdo FB3. Ambas (FAE
e FB3) foram caracterizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (CLAE/EM). As substancias presentes em FB3 foram
isoladas por cromatografia preparativa utilizando cromatografo liquido de alta
eficiéncia (CLAE) e caracterizadas por meio de experimentos de espectrometria de
massas e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN). A FAE e a
subfracdo FB3 foram avaliadas quanto a atividade antifingica e citotoxicidade frente

a macrofagos (Fluxograma 1).

Fluxograma 1 — Delineamento experimental do presente trabalho.

Caracterizagao quimica Caracterizagdo quimica

. . - reparativa
4 vacuo e classicas) prep )

=

=

8 Obtengdo da fragao Isol todos isd

S Obtengdo do extrato Obtencdo da FAE XP16 solamentodos |so'meros
ISh " = T e L | e | (cromatografia

g etandlico (maceragdo) (partigdo liquido:liquido) (colunas cromatograficas

v

5]

=

Ensaios biologicos

H

Legenda: FAE: fragdo acetato de etila; CLAE/EM: cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a massas; RMN: espectroscopia de ressonancia magnética nuclear. Fonte:
Elaborado pela autora.
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4.2 TECNICAS GERAIS

4.2.1 Instrumentacéao

Os experimentos de RMN e CLAE/EM foram realizados na Universidade de
Buenos Aires (UBA) - Argentina, sob orientacdo da Dra. Gabriella M. Cabrera.

As andlises de RMN de 'H e de '3C e bidimensionais (COSY, NOESY, HSQC
e HMBC) foram realizadas em equipamentos Bruker Fourier (300 MHz e 500 MHz),
tendo como referéncia interna o proprio solvente. O solvente utilizado foi metanol
deuterado (MeOD). Os valores de deslocamento quimico (&) sdo expressos em ppm
e as constantes de acoplamento (J) em Hz. A analise dos espectros foi realizada
atraves do software MestRenova® verséo 7.0.0-8331.

Para a analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a massas
(CLAE/EM) foi utilizado equipamento RRLC Agilent 1200 com coluna Luna C18 (3 um,
2,0 x 100 mm; Phenomenex, Torrance, CA, EUA). A deteccao foi realizada com
detector de arranjo de diodos (DAD) de 270 a 320nm nm e detector de massas. As
analises de massas foram realizadas em espectrometro de massa Bruker MicrOTOF-
Q Il (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA), equipado com fonte de eletropulverizacao
no modo negativo e analisador quadrupolo-tempo de voo. O instrumento foi operado
a uma tensédo capilar de 4,5 kV com um deslocamento da placa final de 500 V,
temperatura seca de 200 °C usando N2 como gas seco a 6,0 L/min e pressao do
nebulizador de 3,0 bar. A calibracdo de massa multiponto foi realizada usando uma
solucéo de formiato de sddio de m/z 50 a 1200 no modo negativo. A aquisicdo e o
processamento dos dados foram realizados no software Bruker Compass Data

Analysis verséo 4.3, fornecido com o instrumento.

4.2.2 Técnicas cromatograficas

Para o fracionamento e o isolamento de componentes das folhas de X. prockia
foram utilizados métodos cromatograficos como cromatografia em coluna a vacuo

utilizando silica gel G60 (Merck®) como suporte, cromatografia em coluna classica

(CCC) utilizaram silica gel (70-230 mesh) (Merck®) como suporte e cromatografia
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liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando equipamento Thermo Separations P100
com coluna preparativa YMC RP C18 (5 um, 2,5 x 22,5 cm).

As colunas a vacuo e classica foram monitoradas por cromatografia em camada
delgada (CCD), utilizando placas de aluminio com silica gel 60 GF 254 (MACHEREY -
NAGEL®), visualizagdo em luz ultravioleta (A= 254 nm) e/ou revelagdo através de
pulverizacdo com vanilina fosférica seguida de aquecimento. A CLAE foi monitorada
com detector UV Micrometrics, modelo 787, e detector de indice de refracdo Shodex
RI-71.

423 Solventes

Os solventes utilizados foram adquiridos das empresas Neon, Vetec e/ou Te-
dia. Quando necessario, solventes foram purificados seguindo métodos descritos por

Armarego e Perrin (1987).

4.3 FRACIONAMENTO E ISOLAMENTO

43.1 Material vegetal

Folhas de X. prockia foram coletadas no municipio de Governador Valadares —
MG, identificadas pelo botanico Ronaldo Marquete (Jardim Botanico do Rio de
Janeiro) e depositadas sob o nimero RB 773293 no Herbario RB (Jardim Botanico do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro - RJ). O presente trabalho foi registrado no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional

Associado — SisGen, sob o nimero de registro A66F830.

4.3.2 Preparacédo do extrato

ApOs triagem para eliminacdo de materiais estranhos, o material vegetal foi
seco em estufa de ar circulante sob temperatura inferior a 40 °C, moido em moinho
de facas e submetido & maceracdo com etanol 96 °GL. ApGs 4 dias, o extrato foi
filtrado e o solvente removido sob pressao reduzida em temperatura inferior a 45 °C,

sendo o processo extrativo repetido por mais trés vezes.
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433 Fracionamento do extrato etandlico

O extrato etandlico (EE) foi ressuspendido em agua e submetido a particdo com
solventes de polaridade crescente. Para tanto, foram empregados n-hexano (HEX),
diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt) e n-butanol (BuOH) (Fluxograma 2).
As fragOes obtidas foram concentradas em evaporador rotativo sob presséo reduzida
e temperatura de 45 °C. A fragcdo AcOEt foi denominada FAE e foi caracterizada por
CLAE/EM.

Fluxograma 2 - Esquema do fracionamento do extrato etandlico de X. prockia.
Folhas secas e trituradas

Maceragdo com EtOH
Evaporacéo do solvente

Extrato EtOH

Resuspensao em H,0O
Particdo liquido-liquido

IHEX IDCM AcOEt IButOH |

FH FD FAE FB RA

Legenda: FH: fracdo hexano; FD: frac@o diclorometano; FAE: frac&o acetato de etila; FB:
fracdo butandlica; RA: residuo aquoso. Fonte: Elaborado pela autora.

434 Fracionamento de FAE e isolamento

A FAE (16 g) foi submetida a cromatografia em coluna a vacuo empacotada
com silica gel G60 (Merck®), utilizando como fase mével fragcdes de 200 mL de AcOEt
puro, seguido de AcOEt com proporc¢des crescentes de MeOH, sendo finalizada com
800 mL de MeOH puro. As fragOes foram coletadas a cada passagem de 200 mL da
fase movel, obtendo-se ao final do processo 10 fracdes, que foram agrupadas de
acordo com sua semelhanca cromatografica, resultando em 4 fragdes finais (F1-F4)
(Fluxograma 3).

A fracdo F3, foi entdo submetida a CCC empacotada com a silica gel (70-230

mesh) como fase estacionaria e a combinacdo de DCM:AcOEt (90:10 v/v) como fase
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movel. A coluna com F3 deu origem a 5 fracbes (FA1-FA5), reunidas de acordo com
sua semelhanca cromatogréfica. A fracdo FA3 foi submetida a nova CCC, utilizando
as mesmas condi¢cdes cromatograficas anteriores, originando ao final 6 subfracdes
(FB1-FBS6).

A subfracdo FB3 foi submetida a CLAE com coluna preparativa para o
isolamento dos constituintes. O isolamento foi realizado em cromatégrafo Thermo
Separations P100 (Thermo Separation Products, San Jose, CA) equipado com coluna
preparativa YMC RP C18 (5 um, 2,5 x 22,5 cm). A fase mével consistiu em 80% de
agua contendo 0,1% de acido férmico (A) e 20% de acetonitrila (B). O fluxo da fase
movel foi de 0,5 mL/min e a coluna foi mantida em temperatura ambiente (25 °C). A
deteccéao foi realizada com um detector UV Micrometrics, modelo 787, de longitude de
onda variavel e um detector de indice de refracdo Shodex RI-71, conectados em série
com injetor manual do tipo Rheodyne. O procedimento levou ao isolamento de 5
substancias que foram identificadas com letras (D, E, F, G e H) O processo de
fracionamento pode ser observado na Fluxograma 3.

A subfracdo FB3 foi caracterizada por CLAE/EM utilizado equipamento RRLC
Agilent 1200 com coluna Luna C18 e fase movel composta por 85% de agua contendo
0,1% de acido formico (A) e 15% de acetonitrila (B). O fluxo da fase movel foi de 0,3
mL/min e a temperatura da coluna foi ajustada para 30 °C. As substancias isoladas
(D, E, F, G e H) foram caracterizadas por CLAE/EM e RMN.

Substéncia D - E-cumaroil-6’-O-8-D-glicosideo-4-oxo0-2-ciclopentenilmetila
i 0O [a]*®0: +17.15 (c 0.6, MeOH)
PN _,%j\\ 0o ,1.;/5 NMR *H (500 MHz, MeOD): & = 7,85 (dd, J
. L §T . \f J = 5,69 e 2,51 Hz, H-2"), 7,63 (d, J = 15,94
‘ H;’ “OH Hz, H-7), 7,46 (d, J = 8,54 Hz, H-2 e H-6),
6,81 (d, J = 8,54 Hz, H-3 e H-5), 6,36 (d, J
= 15,94 Hz, H-8), 6,15 (dd, J = 5,69 e 2.23 Hz, H-3"), 4,50 (dd, J = 11,80 e 2,25 Hz, H-
6a’), 4.35 (dd, J = 11,80 e 6,11 Hz, H-6b’), 4,31 (d, J = 7,86 Hz, H-1’), 3,91 (dd, J =
9,79 e 6,38 Hz, H-6a"), 3,64 (dd, J = 9,79 e 6.38 Hz, H-6b”), 3,53 (m, H-4’), 3,39 (d, J
= 8,89 Hz, H-2"), 3.35 (m, H-3"), 3,31 (m, H-1"), 3,21 (t, J = 16,79, 3,25 Hz, H-5’), 2,45
(dd, J = 19,06 e 6,76 Hz, H-5a"), 2,19 (dd, J = 19,06 e 2,57 Hz, H-5b")

HO

HO™ ™
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NMR 13C (126 MHz, MeOD): & = 212,4 (C-4"), 169,1 (C-9), 168,8 (C-2"), 161,4 (C-4),
146,8 (C-7), 135,3 (C-3"), 131,2 (C-2, C-6), 127,1 (C-1), 116,9 (C-3, C-5), 114,9 (C-8),
104,7 (C-1°), 77,9 (C-2), 75,5 (C-4’), 75,0 (C-5’), 72,7 (C-6”), 71,8 (C-3’), 64,5 (C-6),
43,7 (C-17), 38,9 (C-5").

Tempo de retencdo: = 13,6; coluna: Luna C18, fase movel: agua ultrapura:
acetonitrila (v/v 85:15) com 0,1% de acido férmico.

ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C21H2409, 419,1348; obtido 419,3105 [M -
HJ-.

Substéancia E - E-cumaroil-6’-O-8-D-glicosideo-2-0x0-3-ciclopentenilmetila

j‘\ —\ [a]?°p: -23,41 (c 0.6, MeOH)
rl"”*“jf“""‘\a«" 0" G-T---‘?'v-*----{ NMR *H (500 MHz, MeOD): & = 7,85 (dt,
HO™ ™= HO" ~~py ° 5,67€2,70Hz, H-4"),7,66 (d,J = 15,94 Hz,
HO H-7), 7,47 (d, J = 8,83 Hz, H-2 e H-6), 6,82

(d, J = 8,83 Hz, H-3 e H-5), 6,38 (d, J = 15,94 Hz, H-8), 6,13 (dt, J = 5,67 e 2,13 Hz,
H-3”), 4,47 (dd, J = 11,85 e 2,24Hz, H-6a’), 4,32 (dd, J = 11,85 e 5,80 Hz, H-6b’), 4,29
(d, J=7,86 Hz, H-1"), 3,97 (dd, J = 9,91 e 6,83 Hz, H-6a"), 3,86 (dd, J = 7,97 e 6,83
Hz, H-6b”), 3,49 (ddd, J = 9,40, 5,91 e 2,22 Hz, H-5", 3,38 (m, H-4’), 3,36 (t, J = 15,28
e 7,6Hz, H-3"), 3,18 (t, J = 16,85, 8,37Hz, H-2), 2,88 (m, H-5a"), 2,80 (m, H-5b”), 2,65
(m, H-1").

NMR 3C (126 MHz, MeOD) & 212,4 (C-2"), 169,1 (C-9), 167,6 (C-4"), 161,3 (C-4),
146,8 (C-7), 134,2 (C-3"), 131,2 (C-2, C-6), 127,1 (C-1), 116,8 (C-3, C-5), 115,0 (C-8),
104,6 (C-1"), 77,9 (C-4’), 75,4 (C-5), 74,9 (C-2"), 71,6 (C-3’), 70,3 (C-6"), 64,6 (C-6),
47,0 (C-17), 34,6 (C-5").

Tempo de retencdo: = 16,3; coluna: Luna C18, fase movel: agua ultrapura:
acetonitrila (v/v 85:15) com 0,1% de acido férmico.

ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C21H2409, 419,1348; obtido 419,2881 [M -
HJ-.

Substancia F - E-cumaroil-6’-O--D-glicosideo-2-oxo-3-ciclopentenilmetila
O —  NMR 'H (500 MHz, MeOD): & = 7,87 (dt,

e | o y | N
(g ) ---“*v‘l“'"n) 5,44 e 2,66 Hz, H-4"), 7,66 (d, J = 15,97 Hz,
gy o .-'::;'I -
HO™ ™2 HO™ "o Y H-7), 7,49 (d, J = 8,63 Hz, H-2 e H-6), 6,83
HO
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(d, J = 8,63 Hz, H-3 e H-5), 6,38 (d, J = 15,97 Hz, H-8), 6,14 (dt, J = 5,44 e 1,95 Hz,
H-3"), 4,53 (dd, J = 11,86 e 2,16Hz, H-6a"), 4,36 (dd, J = 11,86 e 6,10 Hz, H-6b’), 4,31
(d,J=7,77 Hz, H-1°), 4,05 (dd, J = 10,00 e 4,25 Hz, H-6a"), 3,82 (dd, J = 10,00 e 6,70
Hz, H-6b”), 3,55 (ddd, J = 8,74, 6,07 e 2,31 Hz, H-3’), 3,39 (m, H-4"), 3,37 (m, H-2"),
3,17 (t, J = 8,27 Hz, H-5"), 2,88 (m, H-5a"), 2,80 (m, H-5b”), 2,69 (m, H-1").

Tempo de retencdo: = 17,8; coluna: Luna C18, fase movel: agua ultrapura:
acetonitrila (v/v 85:15) com 0,1% de acido férmico.

ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C21H2409, 419,1348; obtido 419,3066 [M -
HJ-.

Substancia H - Z-cumaroil-6’-O--D-glicosideo-2-0xo-3-ciclopentenilmetila

OH [a]?%p: -3,65 (c 0.6, MeOH)
H’FL*:*J NMR H (500 MHz, MeOD): & = 7,82 (m, H-4"), 7,68
~# 0 —\  (d,J=870Hz,H-2 e H-6), 6,90 (d, J = 12,82 Hz, K-
'a:JLD-ﬁ 0. K«Omfln-uf} 7), 6,78 (d, J = 8,70 Hz, H-3 e H-5), 6,14 (m, H-3"),

HO” meL-QH 0 5,81 (d, J = 12,82 Hz, H-8), 4,50 (m, H-6a’), 4,30 (m,
OH H-6b’), 4,25 (d, J = 7,82 Hz, H-1"), 3,97 (dd, J = 10,11

e 4,51 Hz, H-6a"), 3,80 (dd, J = 10,11 e 3,81 Hz, H-6b"), 3,48 (m, H-4’), 3,35 (M, H-5),

3,28 (m, H-3"), 3,14 (t, J = 8,42 Hz, H-2’), 2,84 (m, H-5a"), 2,74 (m, H-5b”), 2,63 (m, H-

17).

NMR 13C (126 MHz, MeOD): & = 193,6 (C-2"), 166,6 (C-9), 166,4 (C-4"), 158,8 (C-4),

143,8 (C-7), 132,8 (C-3”), 132,4 (C-2,C-6), 129,8 (C-1), 114,5 (C-3, C-5), 103,3 (C-1),

92,52 (C-8), 76,4 (C-5), 73,9 (C-4’), 73,5 (C-2"), 70,3 (C-3'), 68,9 (C-6"), 62,9 (C-6),

39,0 (C-17), 33,2 (C-5").

Tempo de retencdo: = 22,3; coluna: Luna C18, fase movel: agua ultrapura:

acetonitrila (v/v 85:15) com 0,1% de acido férmico.

ESI-MS m/z (modo negativo): calc. para C21H2409, 419,1348; obtido 419,2793 [M -

HJ-.
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Fluxograma 3 - Esquema do processo cromatografico para isolamento de

substancias presentes em FAE das folhas de X. prockia.

FAE
(16g)

Coluna a vacuo - silica gel 60
Fase movel: acetato de etila (A) 100%, ___|
seguido de A com proporgao de metanol
(M) até 35% de M, e por fim M puro.

A:M AM A: A:M A:M A:M A:M
AcOEt ) ; : ; i 7 : MeOH || MeOH
95:5 90:10 85:15 80:20 75:25 70:30 65:35 100% 100%

100% (viv) (vIv) (VIv) (vIv) (viv) (viv) (viv)

\/

F1 F2 F3 F4

(257g) (3799 (5159) (3299)

CCC - silica gel 70-230 mesh
DCM:AcOEt (90:10 v/v)

FA1 FA2 FA3 FA4 FAS
(0,079) ©0:219) (1,089) (141g) (0959)

CCC - silica gel 70-230 mesh
DCM:AcOEt (90:10 v/v)

FB1 FB2 FB3 FB4 FB5 FB6

(20,1 mg) (179.8 mg) (617,8mg) (143,5mg) (6,9mg) (50,3 mg)

CLAE - coluna preparativa YMC RP C18 (5 um, 2,5 x 22,5 cm)
H,O:ACN (80:20 v/v) acidificado com 0,1% de &c. férmico

D E F G H

Legenda: FAE: fragdo acetato de etila; CCC: coluna de cromatografia classica; CLAE:
cromatografia liquida de alta eficiéncia; DCM: diclorometano; AcOEt: acetato de etila; ACN:
acetonitrila; v/v: volume por volume. Fonte: Elaborado pela autora.
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4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

45.1 Atividade antifungica

A avaliacdo da atividade antifungica, in vitro, de FAE, FB3 e substancias
isoladas, foi realizada no Laboratério de Microbiologia da UFJF-GV, coordenado pela
Prof. Dra. Gabriela Freitas Ferreira.

A atividade antifingica das substéncias isoladas foi avaliada frente a linhagens
ATCC, ambientais e clinicas de C. gattii e C. neoformans (Tabela 2), conforme
proposto pelo documento M27-A3 do “Clinical and Laboratory Standards Institute”
(CLSI, 2008), com modificacdes. Todas as linhagens utilizadas pertencem a cole¢éo
de micro-organismos do Laboratério de Micologia do Departamento de Microbiologia
da UFMG e foram gentilmente cedidas ao Laboratério de Microbiologia da UFJF/GV.

Tabela 2 — Linhagens de C. gattii e C. neoformans, utilizadas na avaliagao da

atividade antifingica, in vitro.

C. gattii C. neoformans
L28/02 (C) 5396 (C)
196L/03(C) 96806 (C)
1913ER (C) 27JF (C)
L2701 (C) H99 (C)
LMM818 (C) WP (C)
L2401 (C) C-3-1 (A)

547/ OTTI/94-PI-10 (A) ATCC 28957
ATCC 24065 ATCC 24067
ATCC 32608 ATCC 62066

Legenda: C: isolados clinicos; A: Isolados ambientais; ATCC: American Type Culture
Collection. Fonte: Elaborado pela autora.

O indculo fungico foi preparado a partir de culturas dos fungos e incubados a
35°C, por 48 h em tubos inclinados contendo Agar Sabouraud Dextrose (ASD). A
suspensao fangica foi preparada em um tubo de ensaio contendo 5 mL de solucéo
salina esterilizada. As suspensdes foram homogeneizadas em vértex e a densidade
celular foi ajustada a uma turbidez equivalente a 530 nm por meio de uma solucéo-
padrao da escala de Mc Farland 0,5 utilizando NaCl 0,85%, obtendo uma suspensao
de células contendo 1x10% a 5x10° células por mL. A suspensédo de trabalho foi

preparada a partir da suspensao em salina fazendo-se duas diluicbes consecutivas
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1:50 e 1:20 com meio ASD, resultando em uma concentracdo de células entre 5,0x102
a 2,5x1032 células por mL.

Para avaliar o CIM das fracdes FAE e FB3 de X. prockia e dos padrbes
fluconazol (FLU) e anfotericina B (AMB), foi preparada solucdo estoque em
dimetilsulféxido (DMSO) na concentracdo de 1000 mg/mL para cada amostra. Para
cada solucdo estoque inicial foi preparada 10 solu¢cdes com concentracoes
decrescentes, utilizando método de diluicdo seriada. Dessas solugbes 100 pL de
foram adicionados a placa de 96 pocos estéril e previamente identificada. Em seguida,
foram adicionados em cada poco 100 pL do inéculo anteriormente preparado, de
forma que a concentracao das solucdes caisse pela metade.

Como controle de esterilidade das amostras e padrdes, foi realizado um
controle de crescimento negativo, onde se adicionou 100 puL da menor concentragao
das solucdes e 100 uL de meio ASD, sem adi¢cdo do in6culo. Como controle de
crescimento do inoculo, foi realizado um controle de crescimento positivo, onde se
adicionou 200 pL de meio ASD, sem adicdo de amostras e padrdes. Deve-se ressaltar
que o esquema de diluicdo descrito na CLSI assegura que havera menos de 1% de
DMSO em quaisquer dos pocos e, portanto, o DMSO néo afetara o crescimento, ndo
sendo necessario teste de controle de DMSO.

As placas foram incubadas a 35 °C, sem agitacdo, por 48 horas. Apés a
incubacgéao foi realizada a leitura dos resultados observando a menor concentragéo
capaz de inibir o crescimento fungico por meio da alteracéo da turbidez visivel ao olho

nu.

45.2 Avaliacao da citotoxicidade de FAE e FB3

A citotoxicidade de FAE e FB3 frente a macrofagos RAW 264.7 e J774A.1 foi
determinada pelo método colorimétrico do MTT (corante brometo de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazdlio - Sigma, St, Louis, MO, USA). Os experimentos foram
realizados no Laboratério Multiusuario de Imunologia e Biologia Celular (UFJF-GV),

sob orientagéo da Dra. Sandra Bertelli Ribeiro de Castro.
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45.2.1 Culturade RAW 264.7 e J774A.1

Macréfagos murinos RAW 264.7 e J774A.1 foram cultivados em meio Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) 1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal, 1%
de aminoacidos essenciais e 0,5% de solucdo penicilina/estreptomicina (10.000
Ul/mL, 10.000 mg/mL, respectivamente). Apés atingirem confluéncia, as garrafas
foram raspadas e as células colocadas em placas de 96 pocos na concentragéo de 2
X 10° células/mL para o ensaio de viabilidade por MTT. As células foram entdo

incubadas em atmosfera Umida de 5 % de CO2 a 37 °C.

4.5.2.2 Avaliacdo da citotoxicidade de FAE e FB3 em macrofagos RAW
264.7 e JT74A.1

A viabilidade dos macrofagos RAW 264.7 e J774A.1 foi determinada pelo
método colorimétrico do MTT. Apds 48 horas, 0 sobrenadante da cultura celular de
macrofagos tratados com FAE e FB3 nas concentragdes de 100 ug/mL, 50 ug/mL, 25
pg/mL, 5 ug/mL, 0,5 ug/mL e 0,1 ug/mL foi descartado e 100 pyL de RPMI-1640 foi
adicionado em todos os pogos, seguido de 10 uyL de MTT (5 mg/mL). As placas foram
incubadas a 37 °C em estufa com 5% de CO.. Transcorrido o periodo de 4 horas a
reacao foi finalizada com a retirada do meio de cultura e adicdo de 100 pL de DMSO.
A leitura foi feita em leitor de microplaca Multiskan™ FC Microplate Photometer
(adaptado de CASTRO et al., 2012) com comprimento de onda de 570 nm. Os dados
foram inseridos e analisados no programa Prisma 6.0 e considerados significantes

guando p < 0,05. Para controle foram utilizadas células tratadas com o diluente DMSO.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO
5.1 FRACIONAMENTO E ISOLAMENTO
A partir de 711 g de folhas secas de X. prockia foram obtidos 150,1 g de extrato
etandlico seco (EE) (21,11%). O rendimento das frac6es obtidas apds a particdo do

EE com solventes em ordem crescente de polaridade é apresentado na tabela 3.

Tabela 3 - Rendimento obtido na particdo do extrato etanélico de X. prockia.

Fracao Massa (Q) Rendimento (%)
FH 31,59 21,05
FD 6,57 4,38
FAE 16,0 10,66
FB 13,47 8,98
RA 2,34 1,56

Legenda: FH: fracdo hexano; FD: fragdo diclorometano; FAE: fracdo acetato de etila; FB:
fracdo butandlica; RA: residuo aquoso. Fonte: Elaborado pela autora.

Devido a atividade antifingica promissora e ao provavel ineditismo de algumas
substancias que compde a FAE observados em trabalho recentemente publicado,
desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa (Folly et al, 2020), deu-se continuidade
ao seu fracionamento a fim de isolar e identificar os metabdlitos responsaveis pela
atividade observada.

Cerca de 16g de FAE foram inicialmente submetidos a cromatografia em coluna
a vacuo. A coluna foi eluida com porcdes de 200 mL de solvente. Inicialmente foi
utilizado AcOEt 100% e, na sequéncia, a mistura AcOEt/MeOH com porcdes
crescentes de MeOH (5% até 35%), sendo finalizada com 100% de metanol (800 mL).
Este procedimento gerou 10 fracdes que foram agrupadas, devido a semelhanca
cromatografica, em 4 fracbes (F1-F4).

A fracdo F3 (4,5 g) foi submetida a cromatografia em coluna classica (CCC)
utilizando gel de silica como fase estacionaria e a mistura de solventes DCM:MeOH
(9:1, v/iv) como fase movel. Este procedimento deu origem a 5 fragdes (FA1-FAS). Em
seguida a fragdo FA3 (1,1g) foi submetida a nova CCC utilizando gel de silica como
fase estacionéaria e a mistura de solventes DCM:MeOH (9:1, v/v) como fase moével,
resultando na obtencdo da subfracdo FB3 (0,62 g) (Figura 7). Os rendimentos do
processo de fracionamento de FAE podem ser observados na Fluxograma 4.
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Figura 7 - Analise por CCD das fracfes obtidas da coluna cromatogréfica classica da
fracdo FA3.

R)

FA1 FA2 FA3 FA4  FAS5 FB3

Legenda: A) Fase estacionaria: Silica-gel 60G F254; Fase movel: Acido acético: H20:
AcOEt (5:5:90, v/viv); B) Fase estacionaria: Silica-gel 60 RP-18 F254; Fase movel:
MeOH:H20 (1:1; v/v). Revelador: vanilina fosforica e aquecimento (100°C). Fonte: Elaborado
pela autora.

Apébs separacdo por CCC, por encontrar-se aparentemente pura, a subfracao
FB3 foi submetida a andlise de RMN. Entretanto, a analise do espectro *H RMN
(Figura 8) revelou que esta, provavelmente, se tratava de uma mistura de isémeros.
Dessa maneira, a subfracdo FB3 foi submetida & separacdo por CLAE utilizando
coluna preparativa YMC RP C18 (5 um, 2,5 x 22,5 cm), fase movel 80% de agua
contendo 0,1% de acido férmico (A) e 20% de acetonitrila (B) em um fluxo de 0,5
mL/min e temperatura ambiente. A analise do cromatograma da subfracdo FB3
(Figura 9) permitiu observar a presenca de 8 picos principais (A-F). A partir dessa
subfracéo foi possivel isolar 5 substancias (D, E, F, G e H — fluxograma 4) que foram
caracterizadas através de métodos espectroscopicos de RMN e espectrometria de

massas.
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Fluxograma 4 — Esquema do processo cromatografico de fracionamento de FAE.

FAE
(16 g)

F1 F2 F3 F4
(18,97%)  (15,73%) | (32,20%) (20,60%)

F3
(5,2g)

FA1 FA2 FA3 FA4 FAS5
(1,29%)  (4,07%) |(21,05%) | (11,90%) (33,91%)

F3a
(1,1g)

FB1 FB2 FB3 FB4 FB5 FB6
(1,85%)  (16,58%) | (59,97%) | (13,23%) (0,64%) (4,64%)

Legenda: FAE: frag&o acetato de etila. Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 8 — Espectro de *H RMN (500 MHz, MeOD) da subfracédo FB3.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 9 — Perfil cromatografico da subfracdo FB3, obtido na CLAE preparativa.
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Legenda: Linha azul: detector UV (270-320nm) e linha laranja: detector IR. Coluna
preparativa YMC RP C18 (5 um, 2,5 x 22,5 cm), fase movel: 4gua ultrapura: acetonitrila 80:20
acidificado com 0,1% de &cido férmico. Fonte: Elaborado pela autora.

5.1.1 Caracterizacdo de FAE

A caracterizacado de FAE de X. prockia foi realizada por meio de cromatografia
liguida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE/EM). O
espectro de massas foi realizado em full scan no modo negativo, de maneira a verificar
as principais relacées m/z presentes em FAE.

A espectrometria de massas (EM) envolve a formacédo e deteccdo de ions,
consistindo entdo na determinacédo da relacao entre massa e carga (m/z) das espécies
ionizadas (DE VIJLDER et al., 2018; SOLOMONS; FRYHLE; SNYDER, 2015). Um
dos principais métodos de ionizacdo utilizados em CLAE/EM é a ionizacdo por
eletrospray (ESI), uma técnica branda que produz moléculas protonadas (modo
positivo, [M+H]*) e desprotonadas (modo negativo, [M-H]) intactas, gerando poucos
fragmentos (DEMARQUE et al., 2016; PAVIA et al., 2008; SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2006). A ESI normalmente é utilizada junto a células de colisdo (ou outros
métodos) que induzem a fragmentacéo, gerando espectros EM? (EM/EM) que ajudam
na identificacdo de diversas substancias quimicas (DEMARQUE et al., 2016; PAVIA
et al., 2008; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006).
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A andlise de FAE por CLAE/EM no modo negativo permitiu identificar 15 picos
majoritarios (APENDICE I) que foram divididos em trés grupos de substancias devido
ao seu perfil de fragmentacéo. O perfil cromatogréfico de FAE pode ser observado na
Figura 10. A Tabela 4 apresenta os 15 picos majoritdrios, com suas respectivas
massas tedrica e experimental, perfis de fragmentacao e possivel formula molecular.
A partir da analise dos espectros de massas e comparacdo com dados da literatura
foi possivel inferir que FAE é composta por derivados do acido cindmico reunidos em
trés grupos distintos de substancias: |, derivados do &cido cafeoilquinico; Il, derivados
de cumaroil glicosideos; I1ll derivados de cafeoil-glicosideos (Tabela 4).
(AMARASINGHE et al., 2007; CLIFFORD et al., 2003; HE et al., 2010; JAISWAL et
al., 2014; OUYANG et al., 2018; PARVEEN, Mehtab; GHALIB, 2012; PAZ, 2017;
PUIGVENTOS et al., 2015; SUN et al., 2007; ZHANG et al., 2018).

Figura 10 - Perfil cromatogréfico de FAE obtido por CLAE/EM no modo negativo.

o
AL
o

T T
10 15 s 25 e fin]
PHD-1 011003 BPC- AIME: |

Legenda: linha amarela: detector DAD (270-320nm); linha vermelha: detector EM. Coluna:
Cis (3 pm, 2.0 x 100 mm), fase moével: agua ultrapura com acido férmico 0,1%: acetonitrila
85:15. Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 4 - Derivados do &cido hidroxicinamico identificados por CLAE/EM em FAE de X. prockia.

Numero Grupo” Tr (min) Formula [M-H](m/z) [M-HI (m/z) Error fons produzidos (intensidade relativa)
molecular calculado (ppm)
XP1 m 101 CisH1sOs  341,0876 3410878 05 135(100), 179(60), 161(55)
XP2 | 10,7 CisH1sOs  353,0804  353,0878 4.6 191(100), 179(70), 135(20)
XP3 | 10,9 CisH1sOs  353,0862  353,0878 4,7 191(100)
XP4 I 11,0 CisH1s0s 3250020 3250929 29 119(100), 145(50), 163(30)
XP5 I 12,1 CisH1s0s 3250041 3250929 3.9 119(100), 145(50), 163(30)
XP6 n 14.7 CotH24010 4351302 4351297 13 281(60), 179(80), 161(100)
XP7 n 15,0 CotH24010 4351307 4351297 23 281(60), 179(80), 161(100)
XP8 n 154 CotH24010 4351304 4351297 1.7 281(60), 179(80), 161(100)
XP9 I 16,4 CotH2Os 4191342  419,1348 13 265(100), 205(53?%’(21;3(55)’ 145(50),
XP10 I 16,6 CotH2400 4191350 4191348 0.7 265(100), 205(53?%’(21;3(55)’ 145(50),
XP11 | 16,8 CaHgO14 5151412  515,1406 03 353(85), 191(100), 179(50), 135(15)
XP12 I 173 CoiH240s 4191364  419,1348 4.0 265(100), 205(5;’%’(2%;3(55)’ 145(50),
XP13 | 18,3 CssH24012 5151190 5151195 0.9 353(100), 335&% (17%(30)’ 179(36),
161(100), 435(54), 487(43), 179(34),
XP14 n 21.3 Co/H2O1 5811867 5811876 13 205(30) 427(17) 23510
XP15 n 21,7 CrH4O14 5811877  581,1876 03 161(100), 435(54), 487(43), 179(34),

203(30), 427(17), 235(10)

Legenda: *Grupo |: derivados do acido cafeoilquinico; Grupo Il: derivados de cumaroil glicosideos; Grupo Ill: derivados de cafeoil-glicosideos;
Tr: tempo de retengdo. Fonte: Elaborado pela autora.
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Como mencionado, sugere-se que as substancias do grupo | (substancias XP2,
XP3, XP11 e XP13) com tempos de retencdo 10,7, 10,9, 16,8 e 18,3 minutos,
respectivamente, sejam derivados do &cido cafeoilquinico. O acido cafeoilquinico é
resultado da unido de um &cido cafeico a um &cido quinico através de uma ligacao
éster. A fragmentacéo dessas substancias apresenta ions caracteristicos, como m/z
191 e m/z 173 relativos a por¢cdo do acido quinico e m/z 179, m/z 135 e m/z 107
relativos a parte cafeica (Figura 11) (CLIFFORD et al., 2003; JAISWAL et al., 2014;
ZHANG et al., 2018).

Figura 11 - Perfil de fragmentacédo proposto para o acido cafeoilquinico.
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HO:©\/ HO HO\Q/OH OH
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HO HO 2
HO" cooH HO COOH
— m/z135 -~ - m/z107 -~ m/z 191 ~ m/z173 -

Fonte: Elaborado pela autora.

As substancias XP2 e XP3 apresentaram massa e fragmentos classicos do
acido cafeoilquinico, sendo possivelmente isémeros. As duas substancias possuem
molécula desprotonada [M-H]" com m/z 353 condizente com a féormula molecular
Ci6H1809. XP2 apresenta pico base em m/z 191 e fragmentos intensos em m/z 179 e
m/z 135, enquanto a XP3 apresenta apenas o pico base em m/z 191 (Figura ll e 11l —
APENDICE ).

O acido cafeoilquinico possui 3 isdbmeros principais, o 3-cafeoilquinico (3-CQA),
0 4-cafeoilquinico (4-CQA) e o 5-cafeoilquinico (5-CQA). O isémero 4-CQA é de facil
distincdo uma vez que apresenta como pico base o ion m/z 173, que é gerado por
desidratacdo e por perda do acido quinico. J4 os isbmeros 3-CQA e 5-CQA
apresentam o mesmo pico base, sendo ele o ion m/z 191 gerado pela perda do acido
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guinico (Figura 12). Adicionalmente, os isdbmeros 4-CQA e 5-CQA apresentam ion m/z
135 caracteristico, ndo observado em 3-CQA (OUYANG et al., 2018; ZHANG et al.,
2018). Dessa maneira, com base no padrdo de fragmentacdo e na presenca do ion
m/z 135, sugere-se que as substancias XP2 e XP3 sejam os isdmeros 5-CQA e 3-

CQA, respectivamente.

Figura 12 — Perfil de fragmentacg&o proposto para os isébmeros do acido

cafeoilquinico.
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Fonte: adaptado de Clifford et al., 2003.

A substancia XP11l apresentou [M-H]" m/z 515,1412, férmula molecular
C22H28014 € fragmentos intensos em m/z 353, m/z 191, m/z 179 e m/z 135, condizente
com a presencga do acido cafeoilquinico e de uma glicose. O ion m/z 353 é formado
pela perda do agucar. Quando a porcéo glicosil encontra-se ligada ao cafeoil, os ions

m/z 341 e m/z 323 séo formados (Figura 13). Como os dois ions ndo estao presentes
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na analise de massas, sugere-se que a porcao glicosil esteja ligada ao acido quinico

(JAISWAL et al., 2014). Adicionalmente, uma vez que a substancia XP11 apresenta
perfil de fragmentacdo similar ao 5-CQA, ela foi identificada como &cido 5-cafeoill
glicosil quinico (Figura 14) (JAISWAL et al., 2014; ZHANG et al., 2018).

Figura 13 — Perfil de fragmentacéo proposto para o acido cafeoil glicosil quinico.
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Figura 14 — Perfil de fragmentacéo e espectro de massas de XP11 (acido 5-cafeoil

glicosil quinico).
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A substancia XP13, por sua vez, apresentou [M-H]- m/z 515,1195, formula
molecular CzsH24012 e ions de fragmentos intensos em m/z 353, m/z 335, m/z 191,
m/z 179 e m/z 173, condizente com acido dicafeoilquinico (di-CQA). Isémeros di-CQA
apresentam como caracteristica [M-H] m/z 515 e fragmento com m/z 353 semelhantes
aos monoacil-CQA. O isdmero 3,4-diCQA apresenta ion fragmento m/z 335 com
intensidade proxima a 20, o isbmero 4,5-diCQA apresenta intensidade baixa (proxima
de 2) para ion m/z 335 e o isébmero 3,5-diCQA néo o apresenta o ion m/z 335 (HE et
al., 2010; PARVEEN; GHALIB, 2012). A presenca do fragmento m/z 173 confirma a
presenca da substituicAo na posicdo 4 do acido quinico, como apresentado
anteriormente na Figura 13. Através de comparacdo com dados da literatura, pode

inferir que XP13 se trata do acido 4,5-dicafeoilquinico (Figura 15).

Figura 15 — Espectro de massas e perfil de fragmentacao proposto para a XP13

(acido 4,5-dicafeoilquinico).
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| IM-HI

As substancias do grupo Il (substancias XP4, XP5, XP9, XP10 e XP12) com

tempos de retencdo 11, 12,1, 16,4, 16,6 e 17,3 minutos, respectivamente, foram

identificadas como derivados cumaroil glicosideos. Os cumaroil glicosideos sao

metabdlitos que possuem em sua estrutura um acido cumarico ligado a um agucar

através de uma ligacao éster. Esse grupo de substancias apresenta fragmentacéo

caracteristica com fons m/z 163, m/z 145 e m/z 119, relativos ao acido cumarico. O
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ion de m/z 163 é gerado pela fragmentacdo da ligagdo C-O da carbonila do éster
ligado ao acucar e corresponde ao acido cumarico. A presenca do acido cumarico foi
confirmada pelo ion m/z 119, gerado pela perda de COz2 (Figura 16), que é frequente
na maioria dos &cidos fendlicos em seus espectros de varredura no modo de ions
negativo (PAZ, 2017; PUIGVENTOS et al., 2015).

Figura 16 - Perfil de fragmentacdo proposto para o acido p-cumarico
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Fonte: Adaptado de Paz, 2017.

As substancias XP4 e XP5 apresentaram mesmo perfil de fragmentacao e
massa molar proxima (326 Da), no entanto exibem tempo de retencédo distinto, o que
sugere que sejam isdbmeros. Essas substancias, que possuem [M-H] m/z 325, com a
formula molecular C15sH180s apresentaram fragmentos intensos em m/z 163, m/z 145,
e m/z 119, caracteristicos do &cido cumarico (Figura 15). A fragmentacao do molécula
desprotonada [M-H] m/z 325 é condizente com a presenc¢a de um cumaroil e de uma
glicose (Figura 17), caracterizando as substéncias XP4 e XP5 como isémeros
cumaroil glicosideos que nao puderam ser diferenciados apenas pelo espectro de
massas (Figura IV e V — APENDICE ).
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Figura 17 - Perfil de fragmentacdo de massas proposto para a substancia XP4.

TIM-HI
0
O. LOH
WO
HO HO™ “'OH
OH
L XP4 e XP5 B
m/z 325
J EM?2
B TM-H [ TIM-HI[
0 o o
0
HO HO' HO HO™ HO
OH
L m/z 265 _ L m/z 235 _ L m/z 205
B “IM-HJ “IM-HT [M-H]"
0
N\
WOH Q/\C\\C\\O /©/\
HO HO HO
— m/z 163 — - m/z 145 — - m/z119 -

Fonte: Elaborado pela autora

As substancias XP9, XP10 e XP12 apresentaram tempo de retencao distintos,
porém mesmo perfil de fragmentacdo e massa molar proxima (420 Da), o que sugere
gue sejam isébmeros. As substancias XP9, XP10 e XP12 exibiram maior abundéancia
relativa na fracdo AcOEt, sendo as principais substancias presentes nesta.

O padrdo de fragmentacdo de EM observado no modo negativo para XP9,
XP10 e XP12 apresentou ions de fragmento intensos em m/z 325, m/z 265, m/z 235,
m/z 205, m/z 163 e molécula desprotonada [M-H] de m/z 419 condizente com a
formula molecular C21H2409. O ion m/z 325 é gerado pela perda de 94 unidades de
massa e 0s ions m/z 265, m/z 235 e m/z 205 seriam gerados pela fragmentacdo do
anel da porcdo glicosidica. O padrdo de fragmentacdo de EM? do ion m/z 325
apresentou ions de fragmento intensos em m/z 265, m/z 235, m/z 205, m/z 163 e m/z
145 (Figura 18 e Figuras IX, X e XIl — APENDICE 1), bem como os ions m/z 265,
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m/z 235, m/z 205 gerados pela fragmentacdo do anel glicosideo e os ions m/z 163 e

m/z 145 caracteristicos do acido cumarico, como apresentado na Figura 14.

As 94 unidades de massa restantes, condizentes com a férmula molecular

CsH7O ndo puderam ser caracterizadas apenas através de EM. Para elucidacéo

completa mais analises sdo necessarias.

Figura 18 - Espectro de massas e perfil de fragmentagao proposto para a substancia

XP9.
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As substancias do grupo Il (substancias XP1, XP6, XP7, XP8, XP14 e XP15)

com tempos de retencéo 10,1, 14,7, 15, 15,4, 21,3 e 21,7 minutos respectivamente,

foram caracterizadas como derivados cafeoil glicosideos. Os cafeoil glicosideos séo

substancias que possuem em sua estrutura uma unidade de acido cafeico ligado a um

acucar através de uma ligacao éster. Sua fragmentacéo apresenta ions caracteristicos

em m/z 179, m/z 135 e m/z 107, correspondentes a subunidade cafeica (Figura 19).
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Figura 19 — Perfil de fragmentac&o proposto para o acido cafeico.
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A substancia XP1 possui [M-H] m/z 341,0876 condizente com a formula

molecular C15H1809 e apresenta ions de fragmentos intensos em m/z 179, m/z 161, e
m/z 135. A fragmentacao do [M-H]- m/z 341 gera o ion m/z 179 (correspondente ao

acido cafeico) através da perda do residuo de glicose (CsH100s) pela fragmentacéo

da ligacdo C-O da carbonila do éster ligado ao agucar. Ja o ion m/z 135 é

caracteristico de acidos fendlicos e corresponde a perda de um CO:2 a partir do
fragmento m/z 179 (Figura 20) (PAZ, 2017; PUIGVENTOS et al., 2015; SUN et al.,

2007). A comparacdo com dados da literatura permitiu caracterizar a substancia XP1

como cafeoil glicosideo.
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Figura 20 — Espectro de massas da XP1 e perfil de fragmentacdo proposto para o

cafeoil glicosideo.
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Fonte: Elaborado pela autora.

As substancias XP6, XP7 e XP8 correspondem a mais um grupo de isbmeros
presentes em FAE, uma vez que apresentam os mesmos perfis de fragmentacao e
massa molar, porém exibem tempo de retencao distintos. O padrao de fragmentacao
de EM observado no modo negativo para as substancias XP6, XP7 e XP8, apresentou
ions de fragmento intensos em m/z 341, m/z 281, m/z 251, m/z 221, e molécula

desprotonada [M-H] de m/z 435 condizente com a férmula molecular C21H24010. O ion
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m/z 341 é gerado pela perda de 94 unidade de massa, e os ions m/z 281, m/z 251 e
m/z 221 seriam gerados pela fragmentacdo do anel da porcao glicosidica (Figura 21
e Figuras VI, VIl e VIIl — APENDICE 1). O fragmento restante, com 94 Da e férmula
molecular CsH7O provavelmente possui a mesma subestrutura presente nas
substancias XP9, XP10 e XP12.

O padrdo de fragmentacdo de EM? do fon m/z 341 apresentou ions de
fragmento intensos em m/z 281, m/z 251, m/z 221, m/z 179 e m/z 161. Mais uma vez
observa-se os ions m/z 281, m/z 251, m/z 221 gerados pela fragmentac¢éo do anel
glicosideo, além de apresentar os ions m/z 179 e m/z 161 caracteristicos do acido

cafeico, como apresentado na Figura 19.

Figura 21 - Perfil de fragmentacao proposto e espectros de massas da substancia
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Fonte: Elaborado pela autora.

As substancias XP14 e XP15 também apresentam caracteristicas de isomeria
entre si por possuirem massa molar e perfil de fragmentacdo semelhantes, mas tempo
de retencéo distintos. Essas substancias apresentaram massa molecular de 582 Da e
padrdo de fragmentacdo de EM? com ions de fragmentos intensos em m/z 487, m/z
435, m/z 427, m/z 235, m/z 203, m/z 179 e m/z 161, condizente com a férmula
molecular C27H34014, 0 que sugere que sejam analogos das substancias XP6, XP7 e
XP8, com o0 acréscimo de um residuo CeéH1004 (147 Da) que foi atribuido a uma
desoxihexose. O ion 487 seria originado pela perda de 94 unidades de massa e o ion
427 pela a abertura da glicose com a saida de um C2H3O2 de 59 unidades de massa
(Figura 22 e Figuras XIV e XV — APENDICE ).
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Figura 22 - Perfil de fragmentacao proposto e espectro de massas da substancia XP14.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Com a analise dos espectros de massa das substancias presentes em FAE, foi
possivel identificar trés grupos de metabolitos: grupo | - derivados do acido
cafeoilquinico; grupo Il - derivados de cumaroil glicosideos; e grupo Il - derivados de
cafeoil-glicosideos. Dentre os espectros analisados, foi possivel definir, com base na
literatura, a estrutura completa e isomeria das substancias XP1, XP2, XP3, XP11 e
XP13. Para as substancias XP4 e XP5, foi possivel definir a estrutura, que se tratava
do cumaroil glicosideo, mas a diferenciagdo dos isbmeros ndo pode ser realizada. Por
fim, as substancias XP6, XP7, XP8, XP9, XP10, XP12, XP14 e XP15, pertencentes
aos grupos Il e lll, ndo puderam ser completamente elucidadas, por se tratarem de
isdbmeros e apresentarem um fragmento de 94 Da (CeH7O) desconhecido, o que

possivelmente as torna substancias inéditas na literatura.

Figura 23 - Estrutura quimica geral das substancias propostas para FAE da X.
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Legenda: - - - -: possivel isomeria E/Z; - - - -: subestrutura desconhecida, que pode apresentar

diferenca entre as substancias. Fonte: Elaborado pela autora
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5.1.2 Caracterizacédo de FB3

A subfracdo FB3 foi caracterizada por CLAE/EM equipado com os detectores
ESI e DAD. As analises foram realizadas em full scan no modo negativo, de maneira
a verificar as substancias e as principais relacdes m/z presentes na fracdo. O perfil
cromatografico obtido pode ser observado na figura 24.

Pode-se observar no perfil cromatografico da fracao FB3, 5 picos (D-H) (Figura
24), os quais apresentaram, através da analise de massas, a mesma molécula
desprotonada (m/z 419) e padrdo de fragmentacdo semelhante aos apresentados
pelas substancias XP9, XP10 e XP12 presentes no grupo Il de FAE (Figura 25 e 26).
Observa-se que as substancias D, E e F apresentam EM semelhante, com ions de
fragmento intensos em m/z 325, m/z 265, m/z 235, m/z 205 e m/z 163. As substéancias
G e H apresentaram ions de fragmento intensos em m/z 325, m/z 265 e m/z 235,
porém nao apresentam os ions m/z 205 e m/z 163 (Figura 26). Apenas pela analise
de EM ndo foi possivel determinar a estrutura completa das substancias D-H, sendo
necessario a realizagcédo de outros experimentos a fim de determinar a configuracao e

a isomeria correta de cada uma das cinco substancias.

Figura 24 - Perfil cromatografico obtido por CLAE/EM para subfracdo FB3 no modo

negativo.
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Legenda: Linha azul: detector DAD (280nm); linha vermelha: detector EM (Pico base do
Cromatograma). Coluna: C18 (3 um, 2,0 x 100 mm), fase mdvel: agua ultrapura: acetonitrila
85:15 com 0,1% de acido férmico. Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 25 — Estrutura geral das substancias presentes na subfracdo FB3, com

destaque para possiveis locais de diferencas estruturais entre as substancias D-H.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 26 - Espectro de massas das substancias da subfracéo FB3.
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5.1.3 Elucidac&o estrutural de cumaroil glicosideos presentes em
FB3

Para uma completa caracterizacdo das substancias presentes na subfracdo
FB3, estas foram isoladas por CLAE com coluna preparativa, como descrito no topico
5.1. A elucidacdo estrutural das substancias isoladas foi realizada com base em
espectros RMN 'H, RMN 13C, correlagGes bidimensionais (COSY, NOESY, HSQC,
HMBC), EM e, quando possivel, confirmada através da comparacdo com dados
disponiveis na literatura. Todos os espectros se encontram no apéndice Il

A andlise do espectro RMN 13C da substancia D mostrou a presenca de 21
carbonos, que através da comparacdo como o espectro HSQC-dept (Figura 27)
puderam ser definidos como quaternarios (4), metinicos (14) e metilénicos (3). Na
andlise do espectro de RMN H destaca-se a presenca de quatro hidrogénios orto-
acoplados em & 7,46 [d, J = 8,54 Hz, 2H (H-2 e H-6)] € 6 6,81 [d, J = 8,54 Hz, 2H (H-
3 e H-5)], caracteristicos de anel aromatico para-substituido. Também observa-se dois
hidrogénios trans-olefinicos em & 7,63 [(d, J = 15,94 Hz, 1H (H-7)] e 6 6,36 [(d, J =
15,94 Hz, 1H (H-8)] que, junto com os hidrogénios orto-acoplados séo caracteristica
principal do (E)-p-cumaroil (Figura 28 e 29) (AMARASINGHE et al., 2007; FEISTEL et
al., 2017). Observa-se também uma regiao de hidrogénios compreendida entre & 4,50
e 0 3,21 com rede de acoplamento C-H, com destaque para a presenca do hidrogénio
anomérico em & 4,31 [d, J = 7,86 Hz, 1H (H-1"), caracteristico de B-glucopiranosideos
(Figuras 28 e 29) (AMARASINGHE et al., 2007; FEISTEL et al., 2017; LIU, 2011;
ROSLUND et al., 2008).
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Figura 27 — Espectro de RMN 13C e HSQC (500 MHz, MeOD) da substancia D
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 28 — Estrutura quimica parcial da substancia D.
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Figura 29 — Espectro RMN *H (500 MHz, MeOD) da substancia D, com destaque
para os hidrogénios H-2, H-3, H-5, H-6, H-7, H-8 e H-1".
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Fonte: Elaborado pela autora.

A substancia D faz parte do grupo com subestrutura CeH7O, que ndo pode ser
completamente caracterizado por EM. A subestrutura CsH7O apresenta indice de
deficiéncia de hidrogénio igual a 3, o que indica a presenca de insaturacfes (dupla ou
tripla) e/ou presenca de estrutura ciclica. No espectro de RMN 13C observa-se um
sinal em 6 212,4 - indicando a presenca de um grupo carbonila, dois sinais em & 168,8
e 0 135,3 - pertencentes a uma dupla ligagdo C=C, sinais em & 72,7 e & 38,9 -
referentes a carbonos metilénicos e um sinal em © 43,7 - referente a um carbono
metinico (Figura 27). A carbonila e a dupla ligacéo sédo responséaveis por dois dos trés
elementos de deficiéncia de hidrogénio, indicando que a subestrutura seja ciclica.
Essas informacgdes, juntamente com a formula molecular e através da comparagéo
com dados da literatura (AMARASINGHE et al., 2007), sugerem que a subestrutura
CsH7O seja uma ciclopentenona ligada ao p-cumaroil glicosideo através de um grupo

metilénico (Figura 30).
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O espectro COSY de D mostrou que os hidrogénios & 3,91 (H-6a") e 6 3,64 (H-
6b"), ligados ao carbono metilénico & 72,7 se correlacionam com os hidrogénios 6 2,45
(H-5a") e 6 2,19 (H-5b”) e com o hidrogénio & 3,31 (H-4"), ligado ao carbono metinico
0 43,7. O hidrogénio metinico em & 3,31, por sua vez, se correlaciona com 0s
hidrogénios olefinicos em 6 7,85 (H-2") e 6 6,13 (H-3"). Esses dados e as correlacbes

de HMBC permitem determinar a estrutura como 4-oxo-2-ciclopentenilmetila (Figura
30).

Figura 30 — Estrutura quimica da 4-oxo-2-ciclopentenilmetila.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 31 — Espectro RMN *H (500 MHz, MeOD) da substancia D, com destaque
para H-2", H-3”, H-6a", H-6b”, H-5a" e H-5b”.
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Por meio da anélise das correlacdes presentes no espectro HMBC, foi possivel
determinar como as trés subunidades (cumaroil, glucopiranosideo e
hidroximetilciclopentenona) da substancia D estdo conectadas. Observa-se a
correlacao entre os hidrogénios metilénicos H-6’ (6 4,50 e & 4,35) do glucopiranosideo,
com a carbonila C-9 (6 169,1) do cumaroil (Figura 32). Observa-se também que a
carbonila C-9 (& 169,1) possui correlagdo com H-7 e H-8 (6 7,63 e & 6,36,
respectivamente), confirmando que estd pertence a subunidade cumaroil. A ligacdo
do glucopiranosideo com a 4-oxo-2-ciclopentenilmetila se da através de uma ligacéo
éter entre C-6” e o oxigénio ligado ao carbono anomérico do acucar. No espectro
HMBC pode ser observada a correlacao entre os hidrogénios H-6” (6 3,91 e 6 3,64) e
o carbono anomérico C-1’ (6 104,72) do glucopiranosideo. Ainda, sdo observadas
correlacdes entre o carbono C-6” (6 72,73) com os hidrogénios H-5” (5 2,45 e & 2,19),
confirmando que este pertence a 4-oxo-2-ciclopentenilmetila (Figura 33). Com base
nas andlises anteriores, a substancia D foi caracterizada como (E)-p-cumaroil-6’-O-f3-

glucopiranosideo-4-oxo-2-ciclopentenilmetila (Figura 34).

Figura 32 — AmpliacGes do espectro HMBC da substancia D apresentando as
correlacdes entre as subunidades glucopiranosideo e cumaroil.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 33 — AmpliacGes do espectro HMBC da substancia D, apresentando as

correlacdes entre as subunidades glucopiranosideo e 4-o0xo-2-ciclopentenilmetila.

m H6a” 3,91 ppm H6b”3,64 ppm JU Lﬁ;\iﬂ ppm

100

70
Ce" 72,7 ppm [ ] ] C1’ 104.7 ppm — ] ]

75
110

T T T T T

440 435 430 425 420 =3
2 (ppm)

H5a"” 2,45 ppm  H5b”2,19 ppm

T/

C6” 72,7 ppm ' LAl

T T T
2.5 2.4 2.1

2.3
2 (ppm)

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 34 — Estrutura quimica de (E)-p-cumaroil-6’-O--glucopiranosideo-4-o0xo-2-
ciclopentenilmetila.
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Fonte: Elaborado pela autora.

As substancias E, F e H sdo isbmeros geométricos e de posicéo de D, de modo
gue a caracterizacdo pode ser realizada principalmente pela analise dos espectros
RMN 'H, COSY e NOESY. Trés pontos sdo de fundamental importancia na hora de
distinguir a isomeria presente nestas substancias: a) as constantes de acoplamento
dos hidrogénios olefinicos do p-cumaroil (AMARASINGHE et al., 2007; FEISTEL et
al.,, 2017; TRUONG et al., 2011); b) a constante de acoplamento do hidrogénio
anomeérico do glucopiranosideo (FEISTEL et al., 2017; LIU, 2011; ROSLUND et al.,
2008); e c¢) as correlagbes COSY e NOESY, para os hidrogénios da

hidroximetilciclopentenona.
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Por meio da constante de acoplamento dos hidrogénios olefinicos do p-
cumaroil é possivel diferenciar os isbmeros geométricos E e Z. Constantes de
acoplamento préximas a 15 Hz sdo caracteristicas de isbmeros E; ja constantes de
acoplamento préximas a 12 Hz séo caracteristicas de isbmeros Z (AMARASINGHE et
al., 2007; FEISTEL etal., 2017; TRUONG et al., 2011). Adicionalmente, as constantes
de acoplamento de hidrogénios anoméricos dos glucopiranosideos possibilitam a
caracterizacdo da configuracdo da porcéo glicosidica: constantes de acoplamento
proximas a 8 Hz sdo caracteristicas de configuragao B, ja constantes de acoplamento
préximas a 3,8 Hz séo caracteristicas da presenca de configuracao a (FEISTEL et al.,
2017; LIU, 2011; ROSLUND et al., 2008).

As substancias E e F apresentam dados de RMN semelhantes, apesar de
apresentarem tempo de retencéo distintos na analise de CLAE, diferenciando-se da
substancia D pela posi¢do da ligacdo do p-cumaroil glicosideo a ciclopentenona. No
espectro de RMN !H, a substancia E possui hidrogénios aromaticos orto acoplados
em & 7,48 [d, J = 8,83 Hz, 2H (H-2 e H-6)] e 6 6,82 [d, J = 8,83 Hz, 2H (H-3 e H5)], e
hidrogénios trans-olefinicos em & 7,66 [d, J = 15,94 Hz, 1H (H-7)] e 6 6,38 [(d, J =
15,94 Hz, 1H (H-8)] caracteristicos do (E)-p-cumaroil (Figura 35) (AMARASINGHE et
al., 2007; FEISTEL et al., 2017). Observa-se também uma regido de hidrogénios
compreendida entre 6 4,47 e 6 3,18 com rede de acoplamento C-H, com presenca do
hidrogénio anomérico em & 4,29 [d, J = 7,86 Hz, 1H (H-1’)], caracteristicos de -
glucopiranosideos (Figura 35) (AMARASINGHE et al., 2007; FEISTEL et al., 2017,
LIU, 2011; ROSLUND et al., 2008).
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Figura 35 — Espectro RMN *H (500 MHz, MeOD) da substancia E, com destaque
para H-2, H-3, H-5, H-6, H-7, H-8 e H-1".
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Fonte: Elaborado pela autora.

Como mencionado acima, a substancia E se diferencia de D pela posi¢cao dos
substituintes da ciclopentenona. No espectro RMN *H de E observa-se um hidrogénio
metinico em & 2,65 (m, 1H), quatro hidrogénios metilénicos em & 3,97 (dd, J = 6,83 e
9,91 Hz, 1H), & 3,86 (dd, J = 6,83 e 7,97 Hz,1H), 6 2,88 (m, 1H) e 2,80 (m, 1H), e
dois hidrogénios olefinicos em & 7,85 (dt, J =2,70 e 5,67, 1H) e 6 6,13 (dt, J = 2,13 e
5,67 Hz, 1H) (Figura 36). O espectro COSY mostrou que os hidrogénios metilénicos
em 0 3,97 (H-6a") e 6 3,85 (H-6b") se correlacionam com o hidrogénio metinico em &
2,65 (H-1"). Ja os hidrogénios de metileno em & 2,80 (H-5a") e & 2,88 (H-5b") foram
correlacionados com dois hidrogénios olefinicos em & 7,85 (H-4") e 6 6,13 (H-3"). A

subestrutura foi caracterizada como 2-o0xo-3-ciclopentenilmetila (Figura 37).
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Figura 36 — Espectro RMN *H (500 MHz, MeOD) da substancia E, com destaque
para H-1", H-3”, H-4”, H-5a”, H-5b", H-5", H-6a" e H-6b”.
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Fonte: elaborado pela autora.

Figura 37 — Estrutura quimica da 2-oxo-3-ciclopentenilmetila.
6" 1" 5"
O 2" 3||

Fonte: Elaborado pela autora.

A substancia F apresenta espectro RMN 'H semelhante ao da substancia E.
Nele é observado a presenca dos hidrogénios orto acoplados em & 7,49 [d, J = 8,63
Hz, 2H (H-2 e H-6)] e 6 6,83 [d, J = 8,63 Hz, 2H (H-3 e H-5)], e os hidrogénios trans-
olefinicos em & 7,66 [d, J = 15,97 Hz, 1H (H-7)] e 6 6,38 [d, J = 15,97 Hz, 1H (H-8)]
correspondentes ao (E)-p-cumaroil (Figura 38) (AMARASINGHE et al.,, 2007,
FEISTEL et al., 2017). A regido do glucopiranosideo também é semelhante, sendo
observada na regido de hidrogénios compreendida entre & 4,53 e & 3,17, com

destaque para a presenca do hidrogénio anomérico em 6 4,31 [d, J =7,77 Hz, 1H (H-
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1’)] caracteristico da configuracdo B (Figura 38) (AMARASINGHE et al.,, 2007;
FEISTEL et al., 2017; LIU, 2011; ROSLUND et al., 2008).

Figura 38 — Espectro RMN 'H (300 MHz, MeOD) da substancia F, com destaque
para H-2, H-3, H-5, H-6, H-7, H-8 e H-1".
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os sinais caracteristicos de uma ciclopentenona semelhante a observada em
E estdo presentes: um hidrogénio metinico em & 2,69 (m, 1H), quatro hidrogénios
metilénicos em & 4,05 (dd, J = 4,25 e 10,00 Hz, 1H), 6 3,82 (dd, J = 6,70 e 10,00 Hz,
1H), 2,88 (m, 1H) e & 2,80 (m, 1H), e dois hidrogénios olefinicos em & 7,87 (dt, J =
2,66 € 5,44 Hz, 1H) e 6 6,14 (dt, J = 1,95 e 5,44 Hz, 1H) (Figura 39). Observa-se no
espectro NOESY um padrao muito semelhante ao observado para substancia E, onde
os hidrogénios metilénicos em & 4,05 (H-6a") e 6 3,82 (H-6b") se correlacionam com
o hidrogénio metinico em & 2,88 (H-1"). Ja os hidrogénios do metileno em & 2,80 (H-
5a") e 6 2,88 (H-5b") se correlacionam com dois hidrogénios olefinicos em & 7,87 (H-
4") e 6 6,14 (H-3"). Assim, a subestrutura da substancia F também foi caracterizada
como 2-ox0-3-ciclopentenilmetila (Figura 37).
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Figura 39 - Espectro RMN 'H (300 MHz, MeOD) da substancia F, com destaque
para os hidrogénios H-4”, H-3”, H-5a”, H-5b", H-1", H-6a" e H-6b".
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Fonte: Elaborado pela autora.

Através das analises de RMN, as substancias E e F foram caracterizadas como

(E)-p-cumaroil-6’-O-B-glucopiranosideo-2-oxo-3-ciclopentenilmetila

(Figura  40),

porém, por apresentarem tempos de retencao distintos nas analises de CLAE, pode-

se afirmar que exista diferencas entre elas. E possivel que E e F sejam

diasteroisdbmeros, porém mais analises precisam ser realizadas para se determinar as

diferencas entre essas substancias.
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Figura 40 — Estrutura quimica de (E)-p-cumaroil-6’-O-B-glucopiranosideo-2-o0xo-3-
ciclopentenilmetila.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Na andlise de RMN 'H da substancia H também se destaca a presenca de
hidrogénios orto-acoplados em & 7,68 [d, J = 8,70 Hz, 2H (H-2 e H-6)] e 6 6,78 [d, J =
8,70 Hz, 2H (H-3 e H-5)] caracteristicos de anel aromatico para-substituido. Porém,
ao contrario das substéancias D, E e F, observam-se hidrogénios cis-olefinicos em &
6,90 [d, J = 12,82 Hz, 1H (H-7)] e 6 5,81 [d, J = 12,82 Hz, 1H (H-8)] o que torna a
substancia H a Unica com caracteristicas do (Z)-p-cumaroil (Figura 41 e 42)
(AMARASINGHE et al., 2007; FEISTEL et al., 2017). A substancia H apresenta a
regiao de hidrogénios do B-glucopiranosideo compreendida entre & 4,50 e & 3,14, com
destaque para o hidrogénio anomérico em 6 4,25 [d, J = 7,82 Hz, 1H (H-1")] (Figura
42) (AMARASINGHE et al., 2007; FEISTEL et al., 2017; LIU, 2011; ROSLUND et al.,
2008).

Figura 41 — Estrutura quimica parcial da substancia H.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 42 — Espectro RMN *H (500 MHz, MeOD) da substancia H, com destaque
para H-2, H-3, H-5, H-6, H-7, H-8 e H-1".
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Fonte: Elaborado pela autora.

Assim como nas demais substancias, por meio da analise dos espectros de
RMN 'H foi identificada para H a presenca dos sinais caracteristicos de
ciclopentenona, sendo eles um hidrogénio metinico em & 2,63 (m, 1H), quatro
hidrogénios metilénicos em 6 3,97 (dd, J = 4,51 e 10,11 Hz, 1H), 6 3,80 (dd, J = 3,81
e 10,11 Hz, 1H), 6 2,84 (m, 1H) e 6 2,74 (m, 1H), e dois hidrogénios olefinicos em &
7,82 (m, 1H) e & 6,14 (m, 1H) (Figura 43). No espectro de COSY da substancia H
observa-se um padrdo muito semelhante ao observado para as substancias E e F,
onde os hidrogénios metilénicos em & 3,97 (H-6a") e 6 3,80 (H-6b") se correlacionam
com o hidrogénio metinico em & 2,63 (H-1"). J& os hidrogénios do metileno em & 2,84
(H-5a") e & 2,74 (H-5b") foram correlacionados com dois hidrogénios olefinicos em &
7,82 (H-4") e & 6,14 (H-3"). Dessa maneira, a substancia H foi entdo caracterizada

como (Z)-p-cumaroil-6’-0O-B-glucopiranosideo-2-oxo-3-ciclopentenilmetila (Figura 44).
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Figura 43 -Espectro RMN 'H (500 MHz, MeOD) da substancia H, com destaque para
H-4”, H-3”, H-5a”, H-5b", H-1", H-6a" e H-6b”.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 44 — Estrutura quimica proposta para a substancia H.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Em suma, as substancias foram caracterizadas como: E-cumaroil-6’-O-B-D-
glicosideo-4-oxo-2-ciclopentenilmetila (D); E-cumaroil-6’-O--D-glicosideo-2-0x0-3-
ciclopentenilmetla (E e F); e  Z-cumaroil-6’-O-3-D-glicosideo-2-0x0-3-
ciclopentenilmetila (H) (figura 45). Ciclopentenonas sao estruturas raras em PNs e

costumam ser encontradas no acido 12-oxofitodienoico (I), um precursor do acido
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jasmoénico (II), e também em prostaglandinas de musgos e vegetais marinhos
(TAYLOR, PYKE e PYKE, 1991).

Figura 45 — Estruturas quimicas propostas para as substancias de FB3 da X. pockia.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Ha, na literatura, relatos da presenca de ciclopentanos em glicosideos
cianogénios e acidos graxos encontrados na familia Flacourtiaceae, que tem como
precursor comum a ciclopentenilglicina (Ill) (Figura 46) (SELMAR et al, 2010;
REHFELDT et al, 1980; OLAFSDOTTIR et al, 1992). Como a familia Flacourtiaceae
foi extinta e seus géneros divididos entres as familias Salicaceae e Achariaceae
(CHASE et al, 2002; APG Illl, 2009), pode-se assumir que a biogéneses das
ciclopentenonas identificadas nesse trabalho podem estar ligadas a
ciclopentenilglicina (111). Além disso, outra espécie do género Xylosma, apresenta em
sua constituicdo fitoquimica o acido chaulmodgrico (IV) que é um &cido graxo
ciclopentendide, e glicosideos fendlicos (xylocosides D-G) (29-32) (Figura 47)
esterificados com o &cido 2-hidroxiciclopentanocarboxilico (V), que possuem
biogénese semelhante (XU et al., 2008).

Amarasinghe e colaboradores (2007) sugerem que a biossintese de S-
ciclopentenonas se da pela oxidacdo em C-4 e a reducdo da funcao carboxilica do
acido aleprdlico (VI) (Figura 46), um derivado da ciclopentenilgicina precursor de
ciclopentenil acidos graxos. Supondo que as ciclopentenonas isoladas nesse trabalho
sejam formadas por meio dessa mesma rota biossintética, é possivel inferir que estas
também possuam estereoquimica S.
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Figura 46 — Estrutura quimica de substancias naturais contendo ciclopentenonas e

de seus precursores.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 47 — Estrutura quimica dos xylocosides D-G.

HOH,C™ XX
OMe %"’OH
Hom OMe 07 O
MeO ©
(29) m HO' HO™

CH,OH

MeO OMe O o/-%o

“OH  HO HO’LL;j\OH (32)

OH OH

“OH (30)

OH

(31) HO™

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.2 ATIVIDADE BIOLOGICA

5.2.1 Avaliacdo da atividade antifungica

A atividade antifangica das frac6es FAE e FB3 foi avaliada por meio do ensaio
de microdiluicdo (CLSI, 2008), utilizando 9 linhagens de C. gattii, 9 linhagens de C.
neoformans, e os farmacos fluconazol (FLU) e anfotericina B (AMB) como controle.
Na tabela 5 sdo apresentados os resultados de concentracao inibitéria minima (CIM)

para FAE e FB3 frente as linhagens de C. gattii e C. neoformans, respectivamente.

Tabela 5 - Concentracao inibitéria minima (CIM) de FAE, FB3, FLU e AMB, frente as
linhagens de C. gattii e C. neoformans.

FAE FB3 FLU AMB

Linhagens (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)

L28/02 (C) 4 21 4 1,25

196 L 03 (C) 1 2,63 8 1,25
1913 ER (C) 4 1,31 16 5

L 27/01 (C) 8 21 8 1,25
C. gattii LM 818 (C) 2 2,63 8 5
L 24/01 (C) 8 21 8 5
547/0TTI (A) 2 10,5 16 5

ATCC 24065 8 5,25 2 1,25

ATCC 32608 4 21 2 0,62

5396 (C) 16 10,5 1 0,5

96806 (C) 0,5 10,5 8 0,5

27 JF (C) 8 0,16 2 0,5

WP (C) 8 5,25 8 0,5

C. neoformans H 99 (C) 4 2,63 4 0,5
C 31 (A) 4 5,25 4 1

ATCC 24067 1 5,25 4 0,5

ATCC 28957 4 5,25 2 0,25

ATCC 62066 8 10,5 2 0,25

Legenda: A CIM representa a concentracdo da amostra capaz de inibir o crescimento in
vitro do respectivo isolado. C: isolados clinicos; A: Isolados ambientais; ATCC: American Type
Culture Collection, FLU: fluconazol, AMB: anfotericina B. Fonte: Elaborado pela autora.

Como pode ser observado natabela 5, os valores de CIM observados para FAE
encontram-se entre 1 e 8 ug/mL frente a C. gattii e entre 0,5 e 16 ug/mL frente a C.

neoformans. Ja FB3 apresenta CIM entre 1,31 e 21 ug/mL frente a C. gattii e 0,16 a
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10,5 pg/mL frente a C. neoformans. Os valores de CIM observados para FAE e FB3
revelam uma potente atividade antifingica para as fracdes. Segundo Rios e Recio
(2005), extratos e fragdes de plantas que apresentam CIM < 100 pg/mL séo
considerados fontes promissoras de substancias com atividade antimicrobiana e
abrem novas possibilidade para a descoberta de moléculas ativas.

Na tabela 5 também é possivel observar que FAE apresentou, de modo geral,
valores de CIM inferiores aos apresentados por FB3. Esse fenbmeno pode ser
explicado de duas maneiras distintas: a presenca de sinergismo entre as substancias
presentes em FAE, ou seja, o conjunto de substancias juntas produziriam o efeito
antifangico observado (MUNDY; PENDRY; RAHMAN, 2016; YARNELL, 2015); ou as
substancias presentes em FB3, apesar de apresentarem atividade antifungica, ndo
sdo as principais responsaveis pela atividade de FAE. O isolamento e avaliacdo da
atividade das substancias presentes em ambas as frac6es € fundamental para que o
comportamento observado possa ser explicado.

Por outro lado, FB3 apresentou CIM duas vezes menor que o observado para
FAE para as linhagens 1913 ER e ATCC 24065 de C. gattii e para as linhagens
clinicas 5396, 27 JF, WP, H99 de C. neoformans. Destaca-se o CIM de FB3 para as
linhagens clinicas 1913 ER (1,31 pg/mL) e 27 JF (0,16 pg/mL), concentracdes mais
potentes que as observadas para AMB, principal farmaco utilizado no tratamento das
criptococose. Além disso, é importante destacar que FAE e FB3 apresentaram
atividade semelhante ou até mais potente que o FLU, um dos principais farmacos
utilizados no tratamento de criptococose.

O tratamento padrdo para criptococose € longo e de elevada toxicidade,
consistindo na administracdo de AMB desoxicolato e 5-FC por uma semana, seguida
de FLU por 7 a 14 dias (LAWRENCE et al., 2018; MORACE; BORGHI, 2010; TU et
al., 2019). Em paises, como o Brasil, que nédo dispdem de 5-FC, a OMS recomenda o
uso de AMB desoxicolato e FLU por duas semanas (OMS, 2018). A toxicidade do
tratamento esta diretamente relacionada a AMB, farmaco conhecido pela elevada
presenca de efeitos adversos. Sabe-se ainda que o0s casos de resisténcia a
antifangicos azélicos, principalmente ao FLU, vém aumentando nas ultimas décadas,
0 que compromete a efetividade do tratamento da criptococose (BONGOMIN et al.,
2018; CHEONG; MCCORMACK, 2013). Ao apresentar atividade semelhante e por
vezes até mais potente que o FLU, FAE e FB3 podem ser consideradas fontes
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potencialmente promissoras para a descoberta de novos lideres para o
desenvolvimento de farmacos para o tratamento da criptococose, uma vez que
apresentam substancias com elevado potencial antifungico. As substancias D, E, F e
H estdo sendo avaliadas quanto a atividade antifingica frente a linhagens de
Cryptococcus spp.

5.2.2 Avaliacao da citotoxicidade

A citotoxicidade de FAE e FB3 foi determinada através de experimentos de
viabilidade celular em culturas de macréfagos RAW 264.7 e J774A.1. Como pode ser
observado nas figuras 49 e 50, em concentragfes até 5 yg/mL de FAE, a viabilidade
dos macroéfagos foi superior a 70%. Ja para FB3 observa-se viabilidade superior a
70% em concentragdes inferiores a 25 pg/mL para macréfagos RAW 264.7 e

concentragoes inferiores a 0,5 uyg/mL para macrofagos J774A.1

Figura 49- Viabilidade celular de macrofagos RAW 264.7 tratados com FAE e FB3,
apos 48 horas de cultura.
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Legenda: A) viabilidade celular de FAE; B) viabilidade celular de FB3. Fonte: Elaborado pela
autora.
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Figura 50 - Viabilidade celular de macréfagos J774A.1 tratados com FAE e FB3,

apos 48 horas de cultura.
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Legenda: A) viabilidade celular de FAE; B) viabilidade celular de FB3. Fonte: Elaborado pela

autora.

Segundo a ISO 10993-5 (2009) sao consideradas substancias nao citotoxicas,
em ensaios de MTT, aquelas que mantenham a viabilidade celular em valores
superiores a 70%. Em vista disso, concentracées de FAE pode ser considerada néo
citotoxicas na faixa de concentracdo entre 0,5 uyg/mL e 4 ug/mL. Entretanto, para
algumas linhagens foram observadas CIMs entre 8 ug/mL a 16 ug/mL, citotéxicas para
ambos as linhagens de macréfagos. As concentracdes ativas de FB3 variam de 0,16
Mg/mL a 21 ug/mL, sendo considerada néo citotoxica frente macréfagos RAW 264.7.
Porém, para as células J774A.1 apenas a CIM de 0,16 uyg/mL mL pode ser
considerada nao citotoxica através desses experimentos. Em ensaios de viabilidade
celular, diferentes resultados sdo esperados ja que linhagens diferentes costumam
apresentar susceptibilidade especifica e distinta para uma mesma amostra
(GUNAWARDENA et al., 2015).

De posse de dados de atividade bioldgica e informacdes sobre citotoxicidade,
foi possivel inferir o indice de seletividade (I1S) das fracdes avaliadas, permitindo tracar
um perfil de segurancga preliminar para as amostras. O IS é um parametro que
demonstra a relacédo entre eficacia e seguranca de um extrato ou substancia, e &
calculado por meio da divisao do ICso pelo CIM (ADAMU; NAIDOO; ELOFF, 2012).
Uma substancia antifingica é considerada potencialmente segura quando o IS é igual
ou maior que 1, ressaltando que quanto maior for o IS, maior sera a seguranca da
substancia (ADAMU; NAIDOO; ELOFF, 2012; GULLO et al., 2012).
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Os valores de ICso para FAE e FB3 em macrofagos RAW 264.7 foram,

respectivamente, 12,24 ug/mL e 31,69 ug/mL, enquanto que, para J774A.1 foram 7,30

Mg/mL e 6,72 pg/mL, respectivamente. Na tabela 6 é possivel observar os valores de

IS para FAE e FB3 para todas as linhagens de Cryptococcus testadas. Observa-se

que algumas linhagens apresentam IS < 1, o que representa uma toxicidade
inespecifica (DE SOUZA et al., 2014; SHAI et al., 2008). No entanto, de modo geral,

as fracOes apresentam IS > 1, mostrando-se seguras para 0 prosseguimento dos

estudos de atividade anticriptocéccica. Os melhores resultados foram observados
para a subfracdo FB3 frente a linhagem 27 JF (C), com IS = 198,06 (RAW 264.7) e IS

=42 (J774A.1), sugerindo elevada seletividade e perfil de seguranca promissor.

Tabela 6 — indice de seletividade (IS) de FAE e FB3 calculado com base no ICso em
macrofagos RAW 264.7 e J774A.1.

FAE FB3
Linhagens CIM RAW IS CIM RAW 'S
(ug/mL) 264.7 J774A.1 (Hg/mL) 264.7 J774A.1
L28/02 (C) 4 3,06 1,83 21 1,51 0,32
196 L 03 (C) 1 12,24 7,30 2,63 12,05 2,56
1913 ER (C) 4 3,06 1,83 1,31 24,19 5,13
L 27/01 (C) 8 1,53 0,91 21 1,51 0,32
C. gattii LM 818 (C) 2 6,12 3,65 2,63 12,05 2,56
L 24/01 (C) 8 1,53 0,91 21 1,51 0,32
547/0TTI (A) 2 6,12 3,65 10,5 3,02 0,64
ATCC 24065 8 1,53 0,91 5,25 6,04 1,28
ATCC 32608 4 3,06 1,83 21 1,51 0,32
5396 (C) 16 0,77 0,46 10,5 3,02 0,64
96806 (C) 0,5 24,48 14,60 10,5 3,02 0,64
27 JF (C) 8 1,53 0,91 0,16 198,06 42,00
WP (C) 8 1,53 0,91 5,25 6,04 1,28
C. neoformans H 99 (C) 4 3,06 1,83 2,63 12,05 2,56
C31(A) 4 3,06 1,83 5,25 6,04 1,28
ATCC 24067 1 12,24 7,30 5,25 6,04 1,28
ATCC 28957 4 3,06 1,83 5,25 6,04 1,28
ATCC 62066 8 1,53 0,91 10,5 3,02 0,64

Legenda: CIM: concentracdo da amostra capaz de inibir o crescimento in vitro da linhagem;
C: isolados clinicos; A: Isolados ambientais; ATCC: American Type Culture Collection. Nota:
O IS foi calculado pela divisdo do ICso pelo CIM. Os valores de ICso para RAW 264.7 foram
12,24 yg/mL (FAE) e 31,69 pg/mL (FB3), e para J774A.1 foram 7,30 yg/mL (FAE) e 6,72
pug/mL (FB3). Fonte: Elaborado pela autora.
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Observa-se, que de modo geral, nas concentracdes ativas (0,5 a 8 ug/mL para
FAE e 0,16 a 21 pg/mL para FB3) as fracbes ndo apresentaram citotoxicidade
consideravel para macrofagos RAW 264.7. Por outro lado, quando analisadas frente
a macrofagos J774A.1, observa-se uma potencial citotoxicidade, onde a subfracéo
FB3 so seria considerada segura frente a linhagem 27 JF (C) (0,16 pg/mL). J4 a fracéo
FAE apresentou seguranca nas concentracoes inferiores a 4 ug/mL. O célculo de IS
reforga a seguranca para as concentracoes ativas entre 0,5 a 4 yg/mL de FAE tanto
para RAW 264.7 quanto pra J774A.1. Ja para FB3, o IS demostra que todas as
concentracfes sdo seguras frente RAW 264.7, porém concentragfes de 10,5 e 21
Mg/mL apresentam toxicidade inespecifica para J774A.1. O IS € um importante valor
de orientacédo geral, porém ndo pode ser usado como parametro exclusivo para decidir
se uma substancia € segura ou ndao (POLAQUINI et al., 2017). Outros testes de
citotoxicidade devem ser conduzidos, utilizando linhagens celulares e metodologias

alternativas, a fim de se determinar a seguranca das fracbes FAE e FB3.
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6 CONCLUSOES

O presente estudo, realizado com as folhas de X. prockia, permitiu a obtencéao
e caracterizacdo da fracdo acetato de etila (FAE) e da subfracdo FB3. A
caracterizacao permitiu identificar a presenca majoritaria de glicosideos fendlicos na
composicao de FAE. A caracterizacdo de FB3 demonstrou que esta se trata de uma
mistura de isbmeros geométricos e de posi¢do, sendo isoladas quatro substancias. A
substancia D foi caracterizada como E-cumaroil-6’-O-B-D-glicosideo-4-0xo0-2-
ciclopentenilmetila, sendo aqui descrita pela primeira vez para o género Xylosma. As
substancias E, F e H séo inéditas na literatura e foram caracterizadas como: E-
cumaroil-6’-O-B-D-glicosideo-2-oxo-3-ciclopentenilmetila (E e F) e Z-cumaroil-6’-O-f3-
D-glicosideo-2-oxo-3-ciclopentenilmetila (H). As fracbes FAE e FB3 apresentaram
potente atividade antifangica frente a linhagens de Cryptococcus spp., com certa
citotoxicidade em alguns experimentos. A necessidade de mais estudos é clara,
principalmente referente as substancias isoladas, a fim de se esclarecer a relagédo
destas com a atividade biolégica e a citotoxicidade observada, de maneira que
possam servir como protétipos para o desenvolvimento de farmacos a serem

utilizados no tratamento da criptococose.
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Figura V - Espectros EM da substancia XP5
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Figura VI - Espectros EM e EM? da substancia XP6
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Figura VIl - Espectros EM da substancia XP7
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Figura VIl - Espectros EM da substancia XP8
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Figura IX - Espectros EM e EM? da substancia XP9
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Figura X - Espectros EM e EM? da substancia XP10
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Figura XIII - Espectros EM e EM? da substancia XP13
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Figura XV - Espectros EM e EM? da substancia XP15
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Figura XVI — Espectros de C** RMN (500 MHz, MeOD) da substancia D.
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Figura XVII — Espectros de H! RMN (500 MHz, MeOD) da substancia D.
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Fonte: elaborado pela autora.

3.5

3.0

Rl I T

]
f1 (ppm)

4.0

105



Figura XVIII — Espectro bidimensional HSQC (500 MHz, MeOD) da substancia D.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura XIX — Espectro bidimensional HMBC (500 MHz, MeOD) da substancia D.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura XX — Espectro bidimensional COSY (500 MHz, MeOD) da substancia D.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura XXI — Espectro bidimensional NOESY (500 MHz, MeOD) da substancia D.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura XXII — Espectros de H RMN (500 MHz, MeOD) da substancia E.
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Fonte: elaborado pela autora.

110



Figura XXIIl — Espectro bidimensional COSY (500 MHz, MeOD) da substancia E.
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Figura XXIV — Espectro bidimensional NOESY (500 MHz, MeOD) da substancia E.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura XXV — Espectros de H RMN (300 MHz, MeOD) da substancia F.
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Fonte: elaborado pela autora.
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Figura XXVI — Espectro bidimensional NOESY (300 MHz, MeOD) da substancia F.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura XXVII — Espectros de H! RMN (500 MHz, MeOD) da substancia H.

™ T T T e i ™o oy B,
= - o™ -3 - - o oo WD oo [ - ]
= L] L - P o [ T 4 Fo oD P T €3 L o
2= o = = i S tEmn moaen
T r T T T T T T T T T T r T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 .0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
1 (ppm)

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura XXVIII — Espectro bidimensional COSY (500 MHz, MeOD) da substancia H.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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