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RESUMO

A leishmaniose é caracterizada como uma infec¢do protozoaria transmitida através do
repasto sanguineo de um flebotomineo. Os farmacos utilizados no tratamento apresentam
uma série de efeitos colaterais, alto custo, elevada toxicidade e dificuldade na
administragdo. Surge entdo os produtos naturais como alternativa ao tratamento
convencional. Dentre eles, tem-se Arrabidaea brachypoda, que é um arbusto nativo do
cerrado e comumente utilizado pela populagédo brasileira para o tratamento de diversas
doencas. Estudos anteriores realizados em extrato hidroetandlico mostraram que as raizes
da planta s&o ricas em flavonoides diméricos, 0s quais atuam como possiveis agentes
terapéuticos. O objetivo neste trabalho foi estudar a atividade antileishmania do extrato e
fracOes das flores de Arrabidaea brachypoda, bem como o isolamento e caracterizacdo
quimica de compostos ativos. O extrato foi obtido pelo método de percolagdo com
etanol/agua (7:3) e particionado com diclorometano (DCM) e acetato de etila (AcOEt).
Para investigar a diversidade quimica do extrato e fracbes de Arrabidaea brachypoda
utilizou-se a plataforma GNPS (Global Natural Products Molecular Networking), sendo
possivel anotar 19 compostos das classes das flavonas, flavonois, flavanonas, isoflavonas,
cumarina simples e 4&cido cinamico e seus derivados através da analise de
correspondéncias com as bibliotecas espectrais. O ensaio in vitro contra formas
promastigotas de Leishmania amazonensis indicou elevada atividade para a fracdo
diclorometénica (Clso = 21,50 pg/mL), evidenciando valores de inibi¢do similares ao
padrdo testado (Anfotericina B). Foi entdo realizada a separacdo dos metabolitos
presentes na fracdo DCM empregando técnicas cromatogréficas: coluna aberta
empacotada com silica e cromatografia liquida de alta eficiéncia em escala semi-
preparativa. Foram isoladas 6 substancias, sendo 4 delas das classes das flavonas:
apigenina, 5-metdxi-crisina, crisina e acacetina e dois flavondides diméricos: brachydinas
A e C, identificadas por UV, RMN e UPLC-QTOF-HRMS. Dentre os isolados, a 5-
metoxi-crisina e a brachydina-C apresentaram os melhores valores de citotoxicidade
frente as formas promastigotas de Leishmania amazonensis, apresentando valores de Clso
de 18,90 e 14,17 ug/mL, respectivamente. Estas etapas de caracterizacdo quimica
contribuiram para a discussao do género e espécie da planta estudada, uma vez que grande
parte dos estudos publicados se referem as raizes da Arrabidaea brachypoda. Por fim, os
resultados obtidos a partir deste estudo evidenciam o potencial efeito biol6gico das flores
de Arrabidaea brachypoda como possivel agente farmacologico.

Palavras-chave: Bignoniaceae. Flavonoides. Brachydinas. GNPS. Leishmaniose.



ABSTRACT

Leishmaniasis is characterized as a protozoal infection transmitted through the blood
meal of a sandfly. The drugs used in the treatment have a series of side effects, high cost,
high toxicity and difficulty in administration. Natural products then appear as an
alternative to conventional treatment. Among them, there is Arrabidaea brachypoda,
which is a shrub native to the cerrado and commonly used by the Brazilian population for
the treatment of various diseases. Previous studies performed on hydroethanolic extract
showed that the roots of the plant are rich in dimeric flavonoids, which act as possible
therapeutic agents. The objective of this work was to study the antileishmanial activity of
the extract and fractions of the flowers of Arrabidaea brachypoda, as well as the isolation
and chemical characterization of active compounds. The extract was obtained by the
percolation method with ethanol/water (7:3) and partitioned with dichloromethane
(DCM) and ethyl acetate (AcOEt). To investigate the chemical diversity of the extract
and fractions of Arrabidaea brachypoda, the GNPS (Global Natural Products Molecular
Networking) platform was used, making it possible to record 19 compounds from the
classes of flavones, flavonols, flavanones, isoflavones, simple coumarin and cinnamic
acid and their derivatives through the analysis of correspondences with the spectral
libraries. The in vitro assay against promastigotes of Leishmania amazonensis indicated
high activity for the dichloromethane fraction (1C50 = 21.50 pug/mL), showing inhibition
values similar to the tested standard (Amphotericin B). The metabolites present in the
DCM fraction were then separated using chromatographic techniques: open column
packed with silica and high performance liquid chromatography on a semi-preparative
scale. Six substances were isolated, 4 of them from the classes of flavones: apigenin, 5-
methoxy-chrysin, chrysin and acacetin and two dimeric flavonoids: brachydins A and C,
identified by UV, NMR and UPLC-QTOF-HRMS. Among the isolates, 5-methoxy-
chrysin and brachydin-C showed the best cytotoxicity values against the promastigotes
of Leishmania amazonensis, with 1C50 values of 18.90 and 14.17 pg/mL,
respectively.These chemical characterization steps contributed to the discussion of the
genus and species of the studied plant, since most of the published studies refer to the
roots of Arrabidaea brachypoda. Finally, the results obtained from this study show the
potential biological effect of Arrabidaea brachypoda flowers as a possible
pharmacological agent.

Keywords: Bignoniaceae. Flavonoids. Brachydinas. GNPS. Leishmaniasis.
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“As coisas mais belas do mundo ndao podem ser
sentidas ou tocadas, elas sdo sentidas com o cora¢do” (O pequeno
Principe, Antoine de Saint-Exdpery)



1 INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca infecciosa parasitaria, causada por um
protozoario do género Leishmania, membro da familia Trypanosomatidae
(GERVAZONI et al., 2020). E classificada como uma doenca negligenciada por atingir
principalmente a populagdo de baixa renda, chegando a afetar mais de 300 milhdes de
pessoas no mundo (GERVAZONI et al., 2020; WHO, 2022).

No Brasil, os casos de leishmaniose sdo recorrentes em todo o territorio
nacional e se apresentam de forma endémica em estados como Ronddnia, Para,
Amazonas, Bahia, Maranhdo, Minas Gerais, S&o Paulo, Santa Catarina e Mato Grosso do
Sul (MENDES et al., 2016). Entre 2003 e 2018, houve no Brasil mais de 300.000 casos
com média de 21.158 casos por ano. A regiao norte foi a regido que mais sofreu com o
nimero de casos nesse periodo, seguida pelo centro-oeste (LIMA-JUNIOR, et al., 2019).

O tratamento da doenca é realizado com o uso da quimioterapia contra a
leishmaniose através de farmacos e novas formulagdes. Por apresentar uma série de
efeitos colaterais, é crescente a busca por novas substancias oriundas de organismos vivos
que possam ser utilizadas na terapia da doenca (ANDRADE et al., 2016;
MAHMOUDVAND et al., 2015). Uma das fontes utilizadas para o tratamento de diversas
enfermidades sdo as plantas.

A utilizacdo de plantas com fins medicinais tem como funcédo a prevencéo e
€ 0 Uso no processo terapéutico. Portanto, tem-se a utilizacdo das plantas inteiras ou partes
especificas para esse devido uso, o que ganha destaque na medicina tradicional do mundo,
sendo utilizadas como matéria-prima na industria farmacéutica (WANG et al., 2020). O
uso medicinal de plantas no Brasil tem influéncia da cultura indigena, porém percebe-se
que com a chegada dos povos oriundos da Europa, houve também, a introducdo de
diversas plantas originarias da Europa no Brasil e que eram utilizadas ndo somente na
medicina tradicional, mas como ervas aromaticas. Ha também plantas trazidas da Africa,
que sao utilizadas ndo s6 na medicina, mas em seus rituais (Grandi et al., 1989).

O Brasil possui uma diversidade de espécies vegetais advindas de um rico
ecossistema: o cerrado, o pantanal, a floresta amazonica, a mata atlantica, entre outros
biomas que contribuem com espécies vegetais distintas e contribuem todos para a flora
brasileira (RODRIGUES et al., 2020).

O cerrado brasileiro estende-se pelos estados de Rondbénia, Bahia, Minas
Gerais, Distrito Federal, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Maranhdo, S&o Paulo,
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Tocantins, Parand e Piaui. Esse bioma € rico em espécies do género Arrabidaea,
pertencente a familia Bignoniaceae. O género Arrabidaea possui 170 espécies de
caracteristicas taxondmicas similares, arbustivas e de porte arbéreo (ROCHA, 2013).

Arrabidaea brachypoda (DC) Bureau (A. brachypoda) € um arbusto
ramificado com flores em inflorescéncias terminais de cor rosa-pirpura (Figura 5). E
tradicionalmente conhecida como cervejinha-do-campo. As espécies que compdem esse
género sdo utilizadas na medicina tradicional como adstringente, antioxidante, anti-
inflamatdrio, antimicrobiano, antitumoral e cicatrizante (ZORN et al., 2001; PAULETI
et al., 2003; LEITE et al., 2006; MARTIN et al., 2008). O potencial bioldgico da A.
brachypoda esté relacionado a sua composicao quimica.

Quanto ao perfil quimico, a literatura relata metabdlitos como: C-
glucosilxantonas, fenilpropandides, flavondides, antocianidinas, derivados de alantoina,
chalconas, cumarinas, taninos, glicosideos cardiotdnicos, esterdides, saponinas e
triterpenos sdo 0s principais constituintes do género Arrabidaea (ROCHA et al., 2016;
ROCHA et al., 2011). De acordo com Nascimento et al. (2022) cerca de 19 metabdlitos
(Figura 6) secundarios de diferentes classes ja foram isolados de extratos e fracGes de A.
brachypoda. Dentre eles, pode-se citar flavondides diméricos inéditos denominados
brachydinas encontrados no extrato hidroetandlico das raizes, sendo reportados pela
primeira vez na familia Bignonaceae (Figura 7).

Tendo em vista 0 amplo potencial biologico desta planta, com base em
estudos iniciais antiparasitarios das raizes de A. brachypoda e a similaridade do perfil
quimico das flores com o que ja foi mapeado pela literatura, este estudo visa a
caracterizacdo quimica do extrato hidroetandlico e das fragdes diclorometanica, acetato e
aquosa por meio de técnicas que auxiliam e aceleram essa investigacdo, como o uso da
plataforma GNPS, bem como o isolamento dos compostos ativos por técnicas
cromatograficas, espectrométricas, espectroscopicas e 0 ensaio antiparasitarios dos
extratos, fracdes e compostos das flores de A. brachypoda.

2 OBJETIVO
2.1 Objetivo Geral

e Isolar e caracterizar quimica do extrato hidroetandlico e fracGes das flores de

Arrabidaea brachypoda.
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2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a toxicidade in vitro em Leishmania amazonensis na forma promastigota

do extrato hidroetandlico e fragdes.

Realizar a caracterizacdo quimica do extrato hidroetandlico e fragdes
diclorometénica, acetato de etila e aquosa por cromatografia liquida acoplada a
Espectrometria de Massas.

e Realizar uma andlise ndo direcionada utilizando dados de espectrometria de
massas junto a plataforma GNPS (Global Natural Products Social Molecular
Networking) para correlacionar os resultados de MS com a rede molecular.

e Elucidar a estrutura quimica dos metabolitos secundarios isolados por

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e confirmacdo por Cromatografia

Liquida de Ultra eficiéncia acoplada a um espectrometro de massas de alta

resolucéo (UPLC-QTOF-HRMS).

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Leishmaniose

As doengas tropicais sdo consideradas um dos maiores problemas de salde
no mundo, pois diferentes tipos de patologias estdo espalhados em diversos paises como
a leishmaniose, que afeta diversas pessoas no mundo, principalmente as de baixa renda
em continentes como Africa, Asia, sendo endémica em 98 paises do mundo, onde 18
paises sdo da América Latina, dentre eles o Brasil (CUNHA et al., 2020; LIMA, 2020).
A leishmaniose atinge principalmente a populacdo em situacdo de pobreza devido as suas
condicdes de sobrevivéncia, como a proximidade das florestas, a superlotacdo dos bairros
e habitacdes, péssimo servico de abastecimento de dgua e saneamento basico, falta de
conhecimento em relacdo ao processo de transmisséo e prevencdo (ELKHOURY et al.,
2021). E pode-se estar associada a desnutricdo relacionada com a pobreza, a um fraco
sistema imunolodgico, o deslocamento geografico de pacientes em locais endémicos, as
habitacOes precérias ou areas com ocorréncia da doenga e dentre outros problemas sociais
(PAL etal., 2017). Nos seres humanos, € uma das doencgas que se apresenta de diferentes
formas, como manifestacbes na pele, lesdes deformantes e incapacitantes
(MARCONDES, 2016). A leishmaniose € uma doenca negligenciada devido aos poucos
recursos investidos no seu diagndstico e tratamento, sendo responsaveis pela grande
mortalidade e morbidade no ser humano (LIMA, 2020). A frequéncia de casos de

leishmaniose esta relacionada a principalmente aos fatores econémicos e sociais, levando
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a exposicdo do ser humano a condi¢des climaticas e ecologicas, principalmente a
mudanca climatica o que torna mais facil a interacdo entre homem e vetores. Isto faz com
que tenha um aumento de casos todos 0s anos, pois as condi¢Oes para a proliferacdo de
vetores tornam-se mais favoraveis, fortalecendo o ciclo de transmissdo da enfermidade
(ELKHOURY et al., 2021). Entre os anos de 2011 a 2020 percebeu um aumento no
namero de casos de leishmaniose, e uma das principais causas ¢ 0 desmatamento, pois
vetores perdem suas fontes alimentares habituais e migram para a zona urbana,
percebendo também que devido a isso houve aumento dos casos em regides do Brasil
como sul, sudeste e centro-oeste (SILVA et al., 2021). Um estudo do Instituto de Pesquisa
Econdmica Aplicada (IPEA) relacionou o aumento de casos de leishmaniose com o
desmatamento na Amaz6nia, evidenciando que a cada 1% de area desmatada de um
municipio h4 o aumento de 8 a 9% dos casos de leishmaniose (SACARO-JUNIOR;
MATION; SAKOWSKI, 2016).

A leishmaniose é caracterizada como uma infeccdo protozodria transmitida
pelo repasto sanguineo de um flebotomineo fémea infectado no ser humano ou outros
vertebrados (GOMES et al., 2014). No Brasil, o principal vetor é do género Lutzomyia.
conhecido popularmente como “mosquito palha”, “asa dura”, “asa branca”,
“cangalhinha”, “birigui” ou “tatuquiras” (SILVA et al., 2018; LIMA, 2020; NOGUEIRA,
2018). Portanto, a leishmaniose se caracteriza como uma doenca infectoparasitaria
crbnica causada por diversas espécies de parasitas do género Leishmania. No Brasil, as
espéecies que estdo envolvidas nas infeccBes sdo principalmente a Leishmania
braziliensis, Leishmania amazonensis, Leishmania shawi, Leishmania naiffi e
Leishmania linderbergi (GOMES et al., 2014). Como mostra a Figura 1, os parasitas se
apresentam em seu ciclo de vida em duas formas evolutivas: a forma promastigota, que é
flagelada e extracelular, apresentam corpo alongado e flagelo livre, e a forma amastigota,
que é intracelular e sem movimentos, tem corpo ovdide e flagelo interno (FIOCRUZ,
1997). O ciclo de vida do parasita inicia-se no estagio extracelular, na forma promastigota
e apds o repasto sanguineo do vetor, ha o estagio intracelular na célula do hospedeiro,
caracterizando-se por formas amastigotas que estdo localizadas e se multiplicam no
interior de vacuolos fagociticos (fagolisossomos) das células do hospedeiro
(MOUGNEAU et al., 2011).
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Figura 1 - Figura esquematica mostrando as formas de vida amastigota a direita e promastigota a
esquerda.

Fonte: Moraes et al., 2020.

A leishmaniose se apresenta em duas formas principais: cutdnea ou
tegumentar e visceral ou calazar (WHO, 2019). A forma visceral é de carater cronico e é
causada pelo protozoario Leishmania infantum. As suas manifestacdes clinicas em
animais podem ser emagrecimento, hepatomegalia, esplenomegalia, dermatite
granulomatosa ou ulcerativa, conjuntivite, entre outros. Ja em humanos ocorrem febre,
hepatoesplenomegalia e palidez cutdneo-mucosa, podendo estar acompanhado de tosse e
diarreia (NOGUEIRA, 2018). A forma tegumentar (cutanea) é causada por trés principais
espécies: Leishmania amazonensis, Leishmania guyanensis e Leishmania braziliensis.
Manifestando-se por Ulcera cutanea, podendo ocorrer metastase (SILVEIRA, 2020).

3.2 Tratamento

A partir do século 20, os medicamentos para o tratamento de leishmaniose
comecaram a serem desenvolvidos e desde entdo eles ainda permanecem, pois nédo
existem vacinas para uso humano, tornando este um dos principais problemas. Para
animais o Brasil disponibiliza a vacina LeishTec, pois apresenta resultados significativos
em relacdo ao aumento de anticorpos. Apesar dos resultados positivos, o ministério da
salide ndo preconiza a utilizacdo da vacina para o controle da leishmaniose no Brasil para
fins de salde publica, principalmente devido as desvantagens que ela apresenta, por
exemplo, a ocorréncia de efeitos colaterais como febre, diarréia, prurido, eritema, placas
cuténeas, e até anafilaxia. (TESTASICCA et al., 2014). Os farmacos utilizados no
tratamento convencional apresentam uma série de efeitos colaterais, alto custo, elevada
toxicidade e dificuldade na administragdo (LIMA, 2020). Dentre os medicamentos
utilizados, pode-se citar os antimoniais pentavalentes, antimoniato de meglumina,
pentostam e estibamina (Figura 2) (ALVARENGA et al., 2021).
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Figura 2 - Estrutura dos quimioterapicos antimoniais pentavalentes.
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Fonte: Préprio autor.

Tem-se como alternativa ao uso de drogas pentavalentes, a anfotericina B e a
pentamidina, como demonstrado na Figura 3. S80 de administracdo injetavel e
necessitam de acompanhamento para sua utilizacdo, devido a seriedade dos efeitos
colaterais. Além disso, esses farmacos ndo possuem um indice terapéutico favoravel
(CHAN-BACAB; PENA-RODRIGUEZ, 2001). Dentre as desvantagens, pode-se citar a
elevada toxicidade, dificuldades de administracdo e alto custo, além disso, apresentam
graves efeitos adversos, como a mialgia, artralgia, aumento sérico das enzimas hepaticas,
pancreatite, disfuncdo gastrointestinal, dores musculares difusas, enrijecimento das
articulacGes, arritmias, pancitopenia, insuficiéncia renal reversivel e cardiotoxicidade
(SILVA-LOPEZ, 2010). Em vista disso, percebe-se o abandono do tratamento pelos

pacientes, o que justifica a resisténcia do parasita.
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Figura 3 - Estrutura dos quimioterapicos anfotericina B e pentamidina.

OH OH

Anfotericina B Pentamidina

Fonte: Proprio autor.

O tratamento convencional ainda possui algumas dificuldades quanto aos
casos de infeccdo persistente, resisténcia do parasita e a imunidade do hospedeiro. Por
1SS0 surge a necessidade dos produtos naturais como potencial alternativa, por serem de
baixo custo, menor toxicidade e ndo apresentarem efeitos colaterais. Os produtos naturais
vém demonstrando potencial efeito terapéutico frente a Leishmania, através de extratos
ou compostos ativos isolados. Os metabolitos secundarios de plantas sdo de grande
interesse devido a sua diversidade de atividades farmacoldgicas. Santos & Rodrigues
(2017) em seu trabalho descrevem dentre as propriedades bioldgicas dos flavonoides a
atividades antitumoral, antiviral, antimicrobiana, antioxidante, dentre outros. Uma outra
classe comumente estudada e que apresenta um amplo espectro de atividades bioldgicos
sdo os triterpenos, como atividade anticancerigena, hepatoprotetora, efeito sedativo,
antialérgico e antiangiogénica (SILVA et al., 2020). Dentre as classes ja identificadas na
A. brachypoda, tem-se as chalconas (ANDRADE et al., 2020). Ferreira et al. (2018)
afirma que as chalconas tém sido alvo de estudo pois possuem potencial antioxidante,
antinociceptiva, anticonvulsivante e anti-inflamatéria.

Estudos relatam o potencial leishmanicida de metabolitos secundarios de
plantas como alcaldides, chalconas, triterpendides, entre outros (BORGES et al., 2016).
Borges-Agaez et al. (2007) isolou das folhas de Lonchocarpus xull e Lonchocarpus
yucatanensis flavonas ativas contra promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e L.
donovani como a 5,4’-dimetoxi-2,2-dimetil-piranoflavona (Figura 4). Outro estudo
demonstrou que o extrato cloroformico (CHCIs) e a fragdo aquosa das partes aéreas de

Laennecia confusa demonstraram propriedades leishmanicida (MARTINEZ et al., 2012).
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Figura 4 — Flavona isolada das folhas de Lonchocarpus xull e Lonchocarpus yucatanensis por Borges-
Agaez et al. (2007).

Fonte: Préprio autor.
3.3 Arrabidaea brachypoda
A familia Bignoniaceae representa o grupo das lianas neotropicais e inclui
cerca de 383 espécies (PACE; LOHMANN; ANGYALOSSY, 2009). Dentre as espécies
desta familia, tem-se Arrabidaea brachypoda (sinénimo Fridericia platyphylla (Cham.)
L. G. Lohmann) (Figura 5) e é uma planta nativa do cerrado brasileiro, popularmente
conhecida como “tintureiro”, “cip6-una” e “cervejinha-do-campo”.

Figura 5 — Fotografia de Arrabidaea brachypoda evidenciando as flores.

Fonte: Proprio autor.

Na medicina tradicional é utilizada no tratamento de Ulceras gastricas, pedras
nos rins e dores musculares (SERPELONI, 2019). E popularmente utilizada no
tratamento de célculos renais e dores articulares, por meio do elixir produzido a partir da
maceracdo de suas cascas em agua. Como produto final, tem-se uma solugdo com
presenca de espumas, caracteristica que define o nome “cervejinha do campo”, sugere-se
que as brachydinas sejam as principais responsaveis pela formacéo de espuma, tendo em
vista que esses compostos isolados formam espumas quando em solugéo (ROCHA et al.,
2011; ROCHA, 2013). A Tabela 1 indica 0 esquema taxondmico da espécie A.
brachypoda. O género Arrabidaea possui 170 espécies de caracteristicas taxonémicas

similares, arbustivas e menos frequentemente de porte arbéreo (ROCHA, 2013). As
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caracteristicas morfologicas predominantes sdo: presenca de folhas compostas e opostas
com poucos exemplares do tipo simples, flores granevistosas, diclamideas, hermafrodita
pentdmeras, desimetriazigomorfa e corola pouco bilabiada; por¢cdo masculina com
androceu composto por 4 estames didinamos e 1 estaminddio; quanto ao feminino, possui
ovario supero, bicarpelar, bilocular com 2 I6culos e muitos 6vulos, além de fruto capsular
seco, loculicida ou septicida, as vezes capsula septifraga com sementes aladas (ROCHA,
2013).

Tabela 1 - Taxonomia da planta Arrabidaea brachypoda.

Reino Plantae
Superdivisao Spermatophyta
Diviséo Magnoliopsida
Subclasse Asteridae
Ordem Scrophulariales
Familia Bignoniaceae
Género Arrabidaea
Espécie Arrabidaea brachypoda

Fonte: SiBBr (2022).

Rezende-Junior et al. (2020) demonstrou que compostos quimicos da classe
das chalconas presentes nas flores de A. brachypoda possuem atividade antimicrobiana,
sendo capazes de agirem como uma alternativa contra Staphylococcus aureus
multirresistente. Rocha et al. (2011) comprovou que o extrato etandlico de raizes de A.
brachypoda apresenta atividade antinociceptiva, devido a presenca de quercetina e
compostos fendlicos. Segundo Rocha et al. (2016) o extrato hidroetandélico da raiz de A.
brachypoda demonstrou efeito gastroprotetor significativo em ensaios in vivo, o estudo
foi realizado em diferentes modelos de Ulcera gastrica em ratos. A Figura 6 apresenta

alguns compostos ja isolados de A. brachypoda.
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Figura 6 - Estrutura quimica de alguns dos constituintes quimicos isolados de Arrabidaea brachypoda
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Fonte: Proprio autor.

28



Diversos trabalhos realizados pelo Laboratério de Quimica de Produtos
Naturais da Universidade Federal do Maranhdo (LQPN/UFMA), avaliaram a atividade
bioldgica de extratos hidroetandlicos, fracbes polares, apolares e compostos isolados das
raizes de A. brachypoda. Estudos relataram a atividade antimicrobiana e antiparasitaria
de compostos isolados da fracédo diclorometanica de A. brachypoda, como por exemplo a
atividade antiflngica da brachydina B (BRA-B) frente a Candida albicans. Também
demonstrou atividade antibacteriana, tendo a capacidade de inibir um mecanismo
associado a multirresisténcia em cepas de Staphylococcus aureus (ANDRADE et al.,
2019). Derivados halogenados das brachydinas apresentaram potencial efeito
antiparasitario  em Leishmania ~ amazonensis e  Trypanosoma  cruzi
(NEUENSCHWANDER et al., 2020). Trés brachydinas (A, B e C) de A. brachypoda
foram testadas em L. amazonensis, apresentando elevada atividade in vitro (ROCHA et
al., 2019).

As brachydinas A, B e C extraidas do extrato hidroetanolico de A. brachypoda
apresentaram citotoxicidade in vitro em linhagens de células de cancer de proéstata,
induzindo apoptose e necrose, apresentando valores de Clso de 23,41, 4,28 e 4,44 uM,
respectivamente, apresentando influéncia nos processos de proliferacdo e morte celular
(NUNES et al., 2020). Foi avaliado a atividade antiproliferativa e 0 mecanismo de agao
da luteolina (Figura 6) extraida do extrato hidroetandlico A. brachypoda em células
tumorais, sendo a célula glioblastoma a mais sensivel, sendo capaz de inibir a migracéo
e a tumorigénese da linhagem das células U-251 morte por apoptose por despolarizacdo
da membrana mitocondrial, fosforilacdo de proteinas e clivagem de enzimas especificas
(FRANCO et al.,, 2021). Um estudo realizado com um feniletandide glicosilado
denominado conandrosideo (Figura 6), isolado do extrato etandlico, mostrou a
capacidade deste composto de inibir a lipoxigenase, enzima que apresenta funcdes
especificas em diversas patologias humanas (BERTANHA et al., 2020).

As brachydinas (Figura 7) consistem de flavonoides diméricos fundidos nos anéis
piranos e até entdo foram isoladas da fragdo diclorometénica das raizes de A. brachypoda.
Acredita-se que podem ser oriundas da dimerizagéo de chalconas. E podem ser formadas
a partir de duas rotas: a partir da chalcona (2',4'-dihidroxi-6'-metdxichalcona) e outra via
seria a cicloadi¢do intramolecular da metil quinona para gerar ointermediario flaveno,
apos uma segunda cicloadicdo com outra molécula de quinona daria origem as
braquidinas (NASCIMENTO, 2019).
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Figura 7 - Estrutura dos flavonoides diméricos isolados por Rocha et al. (2016) no extrato
hidroalcoolico das raizes de Arrabidaea. brachypoda.
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Fonte: Rocha et al. (2016).
Como mostra a literatura, compostos presentes no extrato das raizes de A.

brachypoda apresentam elevado potencial antileishmania. Por isso, surge a necessidade
da busca e avaliagéo leishmanicida dos compostos ativos presentes nas flores desta planta,
a fim de buscar por alternativas ao tratamento convencional existente, objetivando reduzir

a toxicidade ao organismo humano.

3.4 Analise metabol6mica para a descoberta e identificacdo de metabdlitos
secundarios em Produtos Naturais

Com o avanco da tecnologia, o interesse por ferramentas computacionais
atrelada ao conhecimento da quimica de Produtos Naturais cresceu ao longo dos anos,
tornando-se muito eficaz, principalmente, quando se trata na busca e isolamento de um
composto bioativo, otimizando tempo em isolar um composto de interesse. As redes
moleculares armazenam um mapa quimico onde substancias que possuem espectros
semelhantes sdo agrupadas (ABREU, 2020). A metabolémica tem sido alvo de interesse
de diversas areas como medicina, farmacologia, quimica de produtos naturais, dentre
outras.

A metabol6mica divide-se em “targeted” (alvo) e “untargeted” (ndo-alvo). As

analises alvo destinam-se a busca por um grupo especifico de metabolitos de interesse e
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as analises ndo alvo sdo utilizadas para a busca pelo maior nimero possivel de metabolitos
em determinada amostra (MOURA et al., 2021).

O GNPS (Global Natural Products Social Molecular networking) surgiu em
2012 e tem sido utilizado por diversas areas, através de analises ndo direcionadas
utilizando dados de espectrometria de massas (Pilon et al., 2021). A rede molecular
baseia-se na ideia de que estruturas semelhantes tendem a formar padrdes semelhantes de
fragmentacdo. E tem a capacidade de armazenar dados espectrais e disponibiliza-los para
a comunidade cientifica, alimentando assim a base de dados. Possui mais de 93 milhdes
de dados com referéncias cruzadas e mais de 22 mil compostos registrados (SCHMID et
al., 2021; RIBEIRO, 2019).

Sendo assim, elas utilizam algoritmos matematicos para organizar e
interpretar dados de espectrometria de massas agrupando-os de acordo com o perfil de
fragmentacdo referente a espectrometria de massas, associando as substancias
estruturalmente semelhantes como sendo de uma mesma familia molecular (MOURA et
al., 2021). Essa rede € composta por nodos, vetores e clusters. O nodo representa um
espectro, conectado a outros através de vetores. Os vetores sdo formados a partir da
presenca de fragmentos homologos. Assim, os nodos se alinham através dos escores de
c0sseno e 0s vetores 0s agrupam em cluster de espectros analogos, como mostra a Figura

8 (Pilon et al., 2021).

Figura 8 - Formag&o de uma rede molecular a partir da insercdo dos dados de Espectrometria de Massas
(EM"), comparacdo dos espectros de massas para a geracdo do espectro de consenso e formagédo de
agrupamento por similaridade (clusters).
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Fonte: Pilon et al., 2021.

Com o crescimento dos estudos em metabolémica em diversas areas, surge

entdo diversas plataformas e softwares para auxiliar no pré-processamento e analise de
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dados espectrais obtidos de amostras complexas de metabolitos. Essas ferramentas sdo
Uteis para relacionar moléculas semelhantes e identificar padrdes de fragmentacéo,
possibilitando também a identificacdo de moléculas ainda sem anotacdo, elevando a
qualidade dos dados e reduzindo o tempo de processamento de dados (MOURA et al.,
2021).

Tendo em vista os resultados promissores ja realizados pelo Laboratério de
Quimica de Produtos Naturais (LQPN/ UFMA) relacionados a atividade leishmanicida
de raizes de A. brachypoda e os ja realizados pelo nosso grupo de pesquisa para as flores,
foi possivel relacionar a composic¢do quimica de ambas as partes da planta, buscando
portanto a elucidacdo dos metabdlitos presentes no extrato e fracdes das flores, visando o
isolamento dos compostos da fragio DCM, pois é uma fracdo rica em classes de
metabolitos secundarios de interesse. Alguns resultados bioldgicos indicaram também

que essa fracdo possui grande potencial biologico.

4 METODOLOGIA
4.1 Coleta das flores

As flores foram coletadas nas regides de cerrado do estado de Minas Gerais,
Brasil, na fazenda Sant'Ana da Serra no municipio de Jodo Pinheiro (localizacdo:
17°4404500 S, 46°1004400 W).

A identificacdo da planta foi realizada no Herbario José Badine da
Universidade Federal de Ouro Preto, Minas Gerais, Brasil pela botanica Dra. Maria
Cristina Teixeira Braga Messias, depositando assim uma exsicata (n° 17.935). A
autorizacdo para coleta e estudos cientificos foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestédo
do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o
namero A4551DE4.

4.2 Preparo do extrato

Apds secas, as flores de A. brachypoda foram trituradas em moinho de facas.
O p6 obtido foi levado para extragdo com etanol/agua (7:3) por meio de percolacdo
exaustiva. Apos a extracdo, a solucdo extratora foi evaporada sob pressao reduzida, em
temperatura menor que 40 °C. O extrato foi transferido para vidros sob abrigo da luz e

posteriormente liofilizado para completa remocgao de solventes.
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4.3 Particao liquido-liquido

O Extrato Bruto (EB) foi submetido ao processo de extracdo liquido-liquido
em larga escala, utilizando solventes de diferentes polaridades, conforme esquematizado
na Figura 9. Em seguida, 40 g de extrato foram dissolvidos em agua (H20) e metanol
(MeOH) (7:3) e particionado com diclorometano (DCM), fracdo de interesse. Apés a
particdo, a fase aquosa foi separada da fase organica e este processo foi repetido por 6
vezes, a fim de esgotar os compostos soluveis neste solvente. Em seguida, a fracdo aquosa
foi particionada com acetato de etila (AcOEt) usando 0 mesmo processo da fracdo
anterior. Apds evaporacdo dos solventes, o extrato e as fracbes foram pesados (DCM:
15,41 g, AcOEt: 2,05 g e Fracdo aquosa: 20,63 g). Em seguida foram diluidos em metanol
grau HPLC na concentragdo de 1,0 mg/mL, filtrados em filtro Millex de 0,22 pm ¢
analisados por HPLC-PDA (Shimadzu) para obtencédo dos seus perfis quimicos. Utilizou-
se 0 método exploratdrio de 5-100% de uma solugdo B (MeOH + 0,1% de &cido férmico)
em 40 minutos, utilizando uma coluna Luna 5 pm C18 100 A (250 x 4.6 mm). Os
componentes da fracdo diclorometanica foram isolados por cromatografia em coluna
aberta de fase normal e em escala semi-preparativa de acordo com o item 4.4.

Figura 9 - Fluxograma da parti¢do liquido-liquido do extrato
bruto de A. brachypoda

Extrato hidroetandlico 40,0 ¢

b

i Particdo liauido-liauido

H20:MeOH (7:3) Fr. aquosa * Fr. DCM 15,41 g
A 4
1 \ 4
Fr. aquosa 20,63 g Fr. AcOEt 2,05¢g

*Fracdo de interesse.

Fonte: Proprio autor.
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4.4 Atividade antiparasitaria in vitro do extrato hidroalcoolico e fragdes

4.4.1 Parasitos

As formas promastigotas (5x10°mL) de Leishmania amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8) foram cultivadas no Laboratério de Imunofisiologia (UFMA) em
garrafas para cultura estéreis contendo meio Schneider (SIGMA), gentamicina
(50ug/mL) e suplementado com Soro Fetal Bovino (GIBCO) 10%, sendo acondicionadas
em camara de demanda bioquimica de oxigénio (BOD) a 27°C. Elas foram obtidas na

fase estacionaria, em culturas de 5 dias.

4.4.2 Atividade antipromastigota do extrato, fracées e compostos isolados de
Arrabidaea brachypoda

Ap0s secos, o extrato e fragdes foram dissolvidos em DMSO a 1% em PBS
(tampéo fosfato-salino). O efeito anti-leishmania tanto do extrato e fragcbes quanto da
anfotericina B foi estudado em promastigotas (5x10%/mL - 10uL), adicionadas em placas
de 96 pocos, na presenca de diferentes concentragfes do extrato (500; 250; 125; 62,5;
31,2; 15,6; 7,81 e 3,9 pg/mL). As fragdes acetato, diclorometanica e aquosa foram
testadas nas concentracbes 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,625; 0,78125 ug/mL. A
fracdo considerada mais ativa foi levada para isolamento dos constituintes quimicos e em
seguida os compostos isolados foram testados nas concentragdes 100; 50; 25; 12,5; 6,25;
3,125; 1,625; 0,78125 pg/mL. Como controle positivo foi utilizada a Anfotericina B®
(100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,625; 0,78125 pg/mL) e o controle negativo foi
preparado apenas com o0 meio de cultura Schneider. Também utilizou-se DMSO na
mesma concentracao testada como controle.

Apo0s incubacdo, MTT (Brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil
tetrazolio) (Sigma, EUA) (5 mg/mL) foi adicionado na cultura, sucedendo-se nova
incubacdo durante 3 h a 26° C. A viabilidade das formas promastigotas foi avaliada com
base no metabolismo do MTT, sendo proporcional ao valor da absorbancia gerada pelo
espectrofotdmetro, sob comprimento de onda a 540 nm. A porcentagem de citotoxicidade
foi realizada de acordo com o calculo:

% citotoxicidade = (1- Densidade Gtica do teste/ Média do controle negativo) X 100.

A concentragdo inibitoria de 50% (Clso) foi obtida por regresséo néo linear

com o auxilio do GraphPad Prism verséo 8.0.2.
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4.5 Fracionamento da fase diclorometanica

4.5.1. Cromatografia em coluna aberta

Observando os dados antiparasitarios, a fracdo diclorometanica foi
considerada a mais ativa, portanto, foi levada para isolamento. A fracio DCM foi
fracionada em coluna cromatografica de vidro (60 x 14 cm), o adsorvente utilizado foi
silica gel (0,063-0,200 mm) (160,0 g) e a fase movel foi constituida de um gradiente de
polaridade crescente de solventes, sendo eles hexano/acetato de etila com um fluxo de 3
mL/min, iniciando em 80% de hexano e diminuindo de 10 em 10% até 100% de acetato
de etila. O empacotamento da coluna foi realizado com hexano e em seguida ocorreu a
aplicagéo de 3,0 g da amostra no topo da coluna. No total foram coletados 241 fragdes
com 3 mL cada, em seguida foram analisados em cromatografia de camada delgada
(CCD) e agrupados de acordo com a pureza e semelhanca do perfil na placa CCD. Apds

0 agrupamento, obteve-se 14 grupos de fragoes.

4.5.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em escala semi-preparativa

As fragdes (FLAB-02, FLAB-03, FLAB-04, FLAB-05, 06 e FLAB-08) foram
dissolvidas em MeOH grau HPLC para entdo 0s seus constituintes serem separados em
cromatografia liquida de alta eficiéncia em escala semi-preparativa. Essas fracdes foram
selecionadas para estudo devido ao perfil quimico obtido por HPLC-PDA (Shimadzu),
que mostra menor quantidade de picos e uma melhor separacao entre eles (Figura 16).
Aliquotas de 100 a 300 pL foram injetadas. A fase mdvel foi constituida por solucdo A:
H-O + 0,1% AF e solugdo B: MeOH + 0,1% AF, em sistema gradiente de 60-100% de
MeOH em 40 minutos para frages e fluxo de 4 mL/min. A coluna utilizada no
experimento foi Luna 5 um C18 100 A (250 x 10 mm).

4.6 Comatrografia liquida acoplada a um ion trap com interface de ionizagédo por
eletrospray e um analisador de massas de baixa resolucéo (LC-ESI-IT-MS)

Os componentes A e B da fase mével foram constituidos por agua deionizada
(A) e MeOH (B) pureza HPLC com adicdo de 0,1 % de HCOOH. As amostras (Extrato
bruto, fracdo aquosa, fragdo DCM e fracdo AcOELt) foram analisadas em modo gradiente,
com a % de B iniciando em 5% e aumentando para 100% apds 40 minutos, utilizando um
fluxo de 1 mL/min, utilizando uma coluna Luna 5 pm C18 100 A (250 x 4.6 mm). O
forno da coluna foi mantido em 35 °C durante todas as analises. A faixa de aquisi¢do do

comprimento de onda do detector DAD foi de 190-800 nm.
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Os experimentos de espectrometria de massa foram realizados em um
espectrometro de massas modelo Bruker. A matriz estudada foi analisada por ionizagdo
por eletrospray (ESI), a fragmentagdo em mdltiplos estagios (MS? e MS?®) foi realizada
em uma interface de prisdo de ion (IT). O modo positivo foi selecionado para a geracéo
e analise dos espectros de massa para primeira ordem (MS) e o experimento foi feito nas
seguintes condicdes: pressdo do ga&s de nebulizacdo foi estabelecida a 50,0 psi;
temperatura capilar, 300 °C; voltagem de entrada do capilar de transferéncia foi mantida
a -4500V. O gas de dessolvatagdo (N2) com um fluxo 10 L/min e o gas de coliséo foi o
hélio (He). A aquisicdo da faixa foi m/z 50-1200. O software Data Analysis foi usado

para adquirir e processar os dados.

4.7 Processamento dos dados na plataforma GNPS

Os dados brutos adquiridos no item 4.5 no formato “. d” em modo positivo
foram convertidos para “. mzXML” utilizando o DataAnalysis Bruker, e esses dados
convertidos foram utilizados para gerar as redes moleculares.

A rede molecular foi criada usando o fluxo de trabalho online (https://ccms-
ucsd.github.io/GNPSDocumentation/) no site do GNPS (http://gnps.ucsd.edu). Os dados
foram filtrados removendo todos os ions do fragmento MS/MS dentro de +/- 17 Da do
precursor m/z. Os espectros de MS/MS foram filtrados por janela escolhendo apenas os 6
principais ions de fragmento na janela de +/- 50 Da em todo o espectro. As tolerancias
das massas do ion precursor e dos ions fragmento MS/MS foram ajustadas para 0,5 Da.
Uma rede foi entdo criada onde as arestas foram filtradas para ter um valor de cosseno
acima de 0,7 e mais de 4 picos correspondentes. Finalmente, o tamanho maximo de uma
familia molecular foi definido como 100. Os espectros foram entdo pesquisados nas
bibliotecas espectrais do GNPS. Todas as correspondéncias mantidas entre espectros de
rede e espectros de biblioteca precisavam ter uma pontuacéo acima de 0,7 e pelo menos
4 picos correspondentes (WANG et al., 2016).

A andlise das redes moleculares pode ser acessada em
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=8c7037b5125647a8b2fa5314e2dc73d
e.

36



4.8 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e de *C

Os dados espectroscopicos de RMN de *H e 3C, bem como os experimentos
HMBC, HSQC, COSY, NOESY 1D foram obtidos em um equipamento da Bruker
Ascend 600 MHz com campo magnético de 14,1 T. Os deslocamentos quimicos foram
referidos em partes por milhdo (8) usando o sinal residual do tetrametilsilano (TMS),
CD30D sinais (81 3.34; 8¢ 49,86), como padrdes internos para RMN de 'H e de 3C, e as
constantes de acoplamento (J) séo relatados em Hz. Os dados foram processados no
software TopSpin da Bruker.

4.9 Caracterizacdo quimica das estruturas por UPLC-QTOF-MS

As analises foram realizadas em um espectrémetro de massas UHR-ESI-TOF
MaXis™ Impact (Ultra-high Resolution - Electrospray lonization - Time of flight)
equipado com eletrospray (ESI) como fonte de ionizacdo e analisador quadrupolo-tempo
de voo (Q-TOF) contendo uma coluna de C18 Acquity UPLC HSST3 (100 x 2,1 mm),
com particulas de 1,8 um e 100 A de didmetro do poro.

Utilizou-se um modo de eluicdo gradiente de 5 a 100% em 15 minutos. Sendo
a fase A constituida de dgua deionizada e a fase B de ACN, ambas acidificadas com 0,1%
de &cido férmico. Os modos de aquisi¢do escolhidos foram: positivo e negativo.
Empregou-se uma faixa de varredura do detector DAD de 200 a 800 nm e a temperatura
do forno da coluna de 35 °C. Os pardmetros de MS foram: a razdo m/z dos ions
fragmentados auto MS/MS, utilizando uma faixa de aquisicdo em m/z de 50-1500. A
voltagem no capilar do eletrospray foi de 2,5 kV e a temperatura da fonte de ionizacédo
foi de 120 °C. O fluxo do gés de dessolvatacdo (N-) foi ajustada a 800 L/h e a temperatura
mantida a 350 °C. Para obtencéo dos espectros de alta energia no MS/MS, fez-se uso de
uma rampa de potencial de 15-35 eV. A energia de colisdo utilizada foi de 6.0 eV. Os
dados foram processados no software UNIFI 1.8 (Waters, Millford, USA).
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Figura 10 — Fluxograma contendo as etapas do trabalho experimental realizado nas flores de Arrabidaea

brachypoda.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anélise das redes moleculares

De modo a se investigar a diversidade quimica presente no extrato bruto,
fragdo diclorometénica, fracdo acetato de etila e fracdo aquosa, foi empregada a
abordagem de visualizagdo dos dados na forma de redes moleculares utilizando o fluxo
de trabalho classico. Para isso, utilizou-se os dados de espectrometria de massas em baixa
resolucdo conforme os itens 4.4 e 4.5, que foram entdo processados na plataforma GNPS.
Essa etapa inicial foi Gtil para que se pudesse realizar o mapeamento quimico do extrato
e fracOes pela anotacdo de compostos através da andlise inicial das redes moleculares,
para em seguida observar os padrBes de fragmentacdo de cada composto anotado. E foi
uma etapa importante para que se pudesse perceber as principais classes de metabdlitos
secundarios presentes nessas amostras para que entdo pudesse ser realizada as etapas de
ensaios bioldgicos, isolamento e caracterizagdo quimica.

As redes moleculares foram construidas (Apéndice 1) para a visualizagdo dos
dados e a anotacao de substancias ja conhecidas foi realizada através da comparagdo com
bibliotecas espectrais publicamente disponiveis na plataforma. Mais especificamente, a
anotacdo ocorreu através da comparacdo dos padrdes de fragmentacdo MS/MS obtidas
experimentalmente com os depositados nas bibliotecas espectrais. A rede molecular foi

visualizada utilizando o software Cytoscape (SHANNON et al., 2003). Os espectros
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também presentes no branco (MeOH 100%) foram descartados para evitar possiveis erros
na anotacdo dos compostos devido a interferéncia de contaminantes.

Como afirmado por Moura et al. (2021), as redes moleculares organizam os
dados experimentais de MS/MS pelas correlacbes detectadas entre cada composto
presente nas misturas, pois moléculas semelhantes tendem a apresentar fragmentacoes
semelhantes. Cada nodo representa um espectro de fragmentacdo, sendo também
associado ao seu ion precursor. As redes contendo compostos anotados pelas buscas nas
bibliotecas espectrais e ap6s inspecdo manual sdo mostrados na Figura 11. A rede
molecular foi organizada pela conexdo entre os nodos por vetores, agrupando-os e
ligando-0s um ao outro pelas suas similaridades, sendo observados em sua maioria
flavondides glicosilados e ndo glicosilados, além de derivados do &cido quinico.
Especificamente na espécie A. brachypoda, a literatura relata a presenca de compostos
denominados brachydinas. Estes compostos também foram agrupados pelos vetores
sendo conectados as suas agliconas e, separadamente, os glicosilados.

A plataforma resultou em 67 correspondéncias com as bibliotecas espectrais
e foram anotados 19 compostos das classes de flavonas, flavonois, flavanonas,
isoflavonas, cumarina simples e acido cindmico e derivados e que estdo de acordo com
estudos anteriores relacionados a composicao quimica das flores de A. brachypoda
(ANDRADE et al., 2020). E valido ressaltar, que o método de anotagio de compostos
ndo é uma identificacdo, mas sim uma sugestdo da presenca daquele composto. No caso
desse trabalho, a anotacdo é baseada em padrdes de fragmentacdo MS/MS de uma
molécula. Em uma anélise ndo direcionada, ndo se pode afirmar a posicdo de duplas
ligacBes ou de substituintes, nem mesmo ter informagdes sobre centros assimétricos, para
a identificacdo e confirmacdo do composto sdo necessarias outras técnicas
espectrométricas de caracterizacdo. Pode-se observar também que nao foi possivel anotar
48 compostos, tendo em vista que ndo houve boas correspondéncias, devido a alguns ions
fragmentos importantes ndo estarem coerentes, e /ou que estavam presente no branco (cor
cinza), e/ou eram caracteristicos de compostos sintéticos e/ou também advindos de outros
tipos de organismos. Portanto, como foram observadas fragmentacdes que néo foram
coerentes com a sugestdo da plataforma ao comparar com os dados brutos, essas

correspondéncias foram descartadas.
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Figura 11 - Recorte da rede molecular para os compostos anotados para o extrato e fracGes de
Arrabidaea brachypoda.
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Fonte: Proprio autor.

Os metabolitos anotados estdo presentes na Tabela 2 e as representacdes das
suas estruturas na Figura 12, tendo em vista que pode ser algum isémero, pois somente
com a espectrometria de massas ndo podemos afirmar a posicdo exata dos substituintes.
Na Tabela 2, pode-se observar que foram anotados compostos em que o valor de cosseno
é maior ou igual a 0,7, conforme definido nos parametros da analise. Este valor de cosseno
representa a similaridade espectral de MS/MS entre o espectro da amostra e 0s espectros
presentes na biblioteca. A literatura afirma que quanto mais préximo de 1 mais idéntico
s80 0s espectros e 0 valor mais proximo de 0 indica que existem pouca similaridade entre
os espectros (MOURA et al., 2021). Porém, este ndo é o Unico parametro a ser observado.

Todos os espectros de MS/MS foram adquiridos em espectrémetros de massas de baixa
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resolucdo (LC-ESI-IT-MS) e os resultados da analise estdo dispostos na Tabela 2 e para
a confirmacdo das formulas moleculares, utilizou-se um espectrdmetro de alta resolucéo
(UPLC-QTOF-HRMS) de maior precisdo, obtendo o erro (< 10 ppm) com auxilio do
mass calculation da universidade de  Warwick  disponivel em
https://warwick.ac.uk/fac/sci/chemistry/research/barrow/barrowgroup/calculators/mass_
errors/, comparando 0s compostos anotados o que j& foi reportado para o género na
literatura em relagdo as classes j& identificadas para esta espécie, os dados de alta

resolucéo estdo na Tabela 3.
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Tabela 2 - Resultado de anélise via plataforma GNPS de dados de MS/MS de extrato bruto e fracbes de Arrabidaea brachypoda.

# Composto Amostra ion precursor [M+H]*  Fragmentos MS/MS Cosseno Classe NP

1 Apigenina-O-hexosideo EB, AcOEt 433 455 [M+Na]*/ 433; 271; 0,95 Flavona
153

2 Apigenina-C-hexosideo AcOEt 433 455 [M+Na]*/ 433; 343; 0,93 Flavanona

313; 271, 153

3 Kaempferol-O-hexosideo EB, AcOEt, DCM e Aq 449 449; 287; 153 0,94 Flavonol

4 Dihidroxi-flavanona EB e DCM 257 257;152; 104 0,90 Flavanona

5 Rutina EB, AcOEt e Aq 611 633 [M+Na]*/ 611; 303 0,89 Flavonol

6 Kaempferol-O-glucoronideo EB, AcOEt, DCM e Aq 461 483 [M+Na]*; 461/; 285; 0,88 Flavonol
153

7 Apigenina-O-rutinosideo EB e AcOEt 579 579; 271/ 271, 243; 153 0,87 Flavona

8 Kaempferol-O-rutinosideo EB, AcOEt e Aq 595 617 [M+Na]*/ 595; 287; 0,86 Flavonol
153

9 Acido clorogénico EB, AcOEt e Aq 355 377 [M+Na]*/ 355; 192; 0,86 Acido cinamico e derivados
185

10 Genisteina EB e DCM 271 293 [M+Na]*/ 271; 253; 0,85 Isoflavona
153

11 Kaempferol-O-hexose-di-deoxihexose AcOEt 741 763 293 [M+Na]*/ 741; 0,83 Flavonol

287; 153

12 Quercetina-O-hexosideo EB, AcOEt, DCM e Aq 465 487 [M+Na]*; 465; 303; 0,83 Flavonol
153

13 Cumarina-O-hexose-glucoronideo EB e AcOEt 501 501; 325; 163; 145 0,78 Cumarina simples

14 Kaempferol-O-acetilhexosideo AcOEt 491 491; 287; 153 0,78 Flavonol

15 Alpinetina EB, AcOEt e DCM 271 271; 256; 152 0,77 Flavavona
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16 Luteolina AcOEt e DCM

17 Daidzeina-O-glucoronideo EB, AcOEt, DCM e Aq
18 Cameliasideo A EB e AcOEt

19 Acido dicafeoil-shiquimico EB, AcOEt e DCM

287 309 [M+Na]*/ 287; 153; 0,77 Flavona

431 431; 255; g?/ 255; 137 0,75 Isoflavonas
757 779 [M+Na]*/ 757; 287, 0,74 Flavonol
153
499 499; 319; 163 0,71 Acido cinamico e derivados

Fonte: Prdprio autor. EB: Extrato Bruto. AcOEt: Fracdo acetato de etila. DCM:

valor de similaridade entre nodos.

Fracdo diclorometanica. Aq: Fracdo aquosa. Classe NP: Classe de metabdlito. Cosseno:
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Tabela 3 - Confirmacdo da férmula molecular por espectrometria de massas de alta resolucdo dos compostos anotados no extrato e fracdes de Arrabidaea brachypoda (modo

de ionizacéo positivo).

# Composto Formula molecular [M+H]* observado [M+H]* calculado Erro (ppm)
1 Apigenina-O-hexosideo C21H21010 433,1123 433,1129 -1,40
2 Apigenina-C-hexosideo C21H21010 433,1501 433,1504 -0,69
3 Kaempferol-O-hexosideo C21H21011 449,1075 449,1078 -0,66
4 Dihidréxi-flavanona C15H1304 257,0790 257,0808 -7,0
5 Rutina C27H31016 611,1601 611,1606 -0,82
6 Kaempferol-O-glucoronideo C21H19012 461,0877 461,0871 1,29
7 Apigenina-O-rutinosideo C27H31014 579,1719 579,1708 1,89
8 Kaempferol-O-rutinosideo C27H31015 595,1621 595,1657 -6,04
9 Acido clorogénico C16H19009 355,1029 355,1024 1,40
10 Genisteina C1sH110s 271,0606 271,0601 1,85
11 Kaempferol-O-hexose-di-deoxihexose C33H41019 741,1629 741,2237 0,67
12 Quercetina-O-hexosideo C21H21012 465,1033 465,1028 1,07
13 Cumarina-O-hexose-glucoronideo C21H25014 501,1244 501,1238 1,20
14 Kaempferol-O-acetilhexosideo Ca23H23012 491,1190 491,1184 1,22
15 Alpinetina Ci16H1504 271,0976 271,0965 4,05
16 Luteolina Ci1sH1106 287,0556 287,0550 2,09
17 Daidzeina-O-glucoronideo C21H19010 431,0962 431,0973 -2,55
18 Cameliasideo A Cs3H41020 757,2191 757,2186 0,66
19 Acido dicafeoil-chiquimico CasH23011 499,1256 499,1235 4,21

Fonte: Préprio autor.
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Figura 12 - Representac@es das estruturas dos principais compostos anotados no GNPS.
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Fonte: Proprio autor.

Flavonoides O-glicosilados foram predominantes na fragdo acetato, na qual
observando os padrées de fragmentacdo MS/MS observou-se as perdas caracteristicas de
162 Da, 146 Da e 132 Da, correspondentes a hexose, deoxihexose e pentose,
respectivamente (MANNOCHIO-RUSSO et al., 2020). Sendo principalmente derivados
de kaempferol (aglicona caracterizada por um fragmento em m/z 287), apigenina
(aglicona em m/z 271) e quercetina (aglicona em m/z 303). Pode-se observar, que dentre
os flavonoides anotados, tem-se fons protonados [M+H]* e aduto de sédio [M+Na]* e, de
acordo com Mannochio-Russo (2022), estes fatores contribuem para que possam ter
nodos repetidos que representam 0 mesmo composto; sendo assim, 0 niumero de nodos
nao representa o nimero de compostos presentes na amostra.

Dentre os flavonoides O-glicosilados presentes na fragdo AcOEt, observou-
se a perda de 162 Da para os compostos 1 (m/z 433.23), 3 (m/z) e 12 (m/z 577.23). Em
plantas, os flavonoides comumente se apresentam como glicosilados, principalmente
porgue as unidades de agucar apresentam mais solubilidade e mobilidade, facilitando com
gque esses compostos ndo interfiram em mecanismos celulares vitais das plantas
(VERVERIDIS et al.,, 2007). Um estudo realizado por Garcia (2008) identificou

flavonoides-O-glicosilados no extrato acetato de etila das folhas, caules e flores de A.

47



brachypoda. Foram anotados também flavonoides que apresentaram perda da porgdo
hexose-deoxihexose (m/z 308) nos compostos 5 (m/z 611.22), 7 (m/z 579.43) e 8 (m/z
595.08). Houve também correspondéncias com compostos que apresentaram em sua
estrutura uma maior porc¢do glicosidica, como os compostos 11 (m/z 741.15) e 18 (m/z
757.46), que séo caracterizados pelas perdas de 454 Da, referente a uma hexose (162 Da)
e duas deoxihexoses (292 Da), e 470 Da, referente a uma deoxihexose (146 Da) e duas
hexoses (324 Da), respectivamente.

Foi possivel observar ainda, correspondéncia no extrato bruto e fracdo aquosa
com um flavonoide C-glicosilado, caracterizado principalmente pela ligacdo C-C, em que
apresenta uma hexose ligada a parte flavonoidica da molécula. A fragmentagdo de C-
glicosilados tem como sua principal caracteristica os fragmentos correspondentes a 120
Da e 90 Da, fragmentos esses registrados no composto 2 (m/z 433.24), sendo a apigenina
a sua aglicona (m/z 271). Ha relatos no género Arrabidaea em relacdo a presenca de
flavonoides C-glicosilados na composicdo quimica em A. samydoides, A. chica e A.
patellifera (NASCIMENTO et al., 2022). Flavonoides C-glicosilados podem ser
considerados marcadores quimicos, principalmente pela sua estabilidade quimica e
diversidade estrutural (AMARAL, 2018; GOSMANN et al., 2011). Também j& foram
reportados por participar da protecdo UV das plantas, como é o caso da vicenina (SILVA
et al., 2014). Pensando em atividade biolégica, um flavonoide C-glicosilado possui
vantagem em relacdo a um O-glicosilado, principalmente pela estabilidade quimica da
ligagdo C-C, sendo assim, ele ndo sofre a hidrdlise comumente presente nos O-
glicosilados.

Foram registradas anotacdes de compostos pertencentes as classes dos acidos
cinamicos e derivados. Esses compostos podem ser determinados baseados na presenca
de fragmentos m/z 163, relacionado ao &cido cafeico. O composto 9 (m/z 355.04) e 19
(m/z 499.10) apresentam o registro do ion mais intenso m/z 163. Compostos dessa classe
ja foram relatados em A. patellifera, A. samydoides e A. pulchra (NASCIMENTO et al.,
2022). Outra classe de compostos presente foram as cumarinas, na qual houve um match
relacionado e caracterizado pela presenca do fragmento m/z 163, que esta relacionado a
hidroxi-cumarina e o fragmento m/z 145, relacionado a cumarina apds a perda de 18 Da,
fragmento caracteristico da perda de dgua. Fragmentos esses registrados pelo composto
13 (m/z 501.10), que também ha o registro da perda de 176 Da, referente ao acido
glucordnico, e de 162 Da, referente a hexose. A perda de acido glucordnico também é

observada nos compostos 6 (m/z 461.21), 17 (m/z 431.20), que possuem como agliconas
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a daidzeina (m/z 255) e o kaempferol (m/z 287), respectivamente. O composto 14 (m/z
491.16) apresenta o kaempferol como sua aglicona e apresenta a perda da porgéo
acetilhexosideo, caracterizada pelo registro de 204 Da.

Foram também registrados ions referentes as agliconas dos flavonoides 4 (m/z
257.05), 10 (m/z 271.02), 15 (m/z 271.07) e 16 (m/z 287.07). Na qual os compostos 4, 10
e 16 caracterizam-se principalmente pela fragmentacdo seguindo o mecanismo de Retro
Diels Alder (RDA) registrando o ion fragmento m/z 153. J& o composto 15 registra
primeiro a perda da metila (15 Da) e em seguida a fragmentacdo por RDA. Para 0s
compostos 10 e 16 observou-se a presenca de seus ions [2M+H]*, m/z 542 e m/z 574, e a
formacdo desses adutos € muito comum de ocorrer em espectrometria de massas
(CROTTI et al., 2006). A alpinetina ¢ um composto que ja foi encontrado em A.
triplinervia por Leite et al. (2006). O kaempferol também é comum no género, sendo
encontrado em A. chica por Barbosa et al. (2008). Outros estudos também demonstraram
a presenca de luteolina nos extratos etanolicos de A. brachypoda e A. brachypoda por
Barbosa et al. (2008) e Franco et al. (2020). Nao foram encontrados estudos que relataram
a presenca de daidzeina no género.

As redes moleculares, no workflow cléssico, ndo indicaram correspondéncias
para as brachydinas ja relatadas na literatura devido a falta de dados disponiveis na
biblioteca da plataforma GNPS, pois sdo moléculas recentemente relatadas e que ainda
ndo foram depositadas. Porém, através da analise nas redes moleculares, foi possivel
observar o agrupamento de valores de m/z referentes as brachydinas agliconas
predominantemente na fracdo diclorometanica (Figura 13). Como observado em estudos
anteriores realizados por Rocha et al. (2016), as brachydinas agliconas ja foram
identificadas em extratos das raizes de A. brachypoda, confirmando assim a possivel
presenca destes compostos no extrato das flores. Na Figura 13 os ions destacados contém
aducto de sodio (BRA-A, m /z 547,38 [M+Na]*; BRA-B, m/z 561,35 [M+Na]" e BRA-C,
m/z 531,32 [M+Na]"), e sdo os nodos conectados referentes as brachydinas agliconas. Por
outro lado, os nodos conectados referentes as brachydinas glicosiladas sdo observados
predominantemente na fragdo acetato, e 0 ions também possuem a presenga de um aducto
de sédio (BRA-H m/z 723 [M+Na] *, BRA-I m/z 737[M+Na]*, BRA-J m/z 707 [M+Na]").
As estruturas das brachydinas putativamente anotadas estdo na Figura 14. Devido as
poucas correspondéncias com a biblioteca espectral e a presenca das brachydinas na

fracdo diclorometénica, deu-se prosseguimento com os estudos de melhoramento de
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método cromatografico e isolamento dos compostos presentes nesta amostra para

posterior caracterizagdo quimica.

Figura 13 - Regido da rede molecular gerada em que se tem massas referentes as brachydinas agliconas]M+Na]

4 |
L)\ S 707.485

it Branco

=] Extrato
3 Fracio DCM
4 Fraciio acetato

E Fracio aquosa

Fonte: Préprio autor.

Figura 14 - Estrutura das brachydinas presentes nas amostras analisadas na plataforma GNPS [M+Na]+.

~

BRA-A (m/z 547): Ry — OH; R, — OH; Rz - OH
BRA-B (m/z 561): Ry — OH; R, — OH; Rs - OCH3
BRA-C (m/z 531): R1—OH; R;—OH; Rs - H
BRA-H (m/z 723): Ry — OH; Rz — GlucA; Rz - H
BRA-I (m/z 737): R1 — GlucA; Rz — GlucA; R3 - H

/

Por fim, percebe-se que nas redes moleculares no modo classico, isbmeros

Fonte: Proprio autor.

que apresentam o mesmo padrdo de fragmentagdo sdo agrupados em um mesmo nodo
(MANNOCHIO-RUSSO, 2022). Percebe-se também que houve na rede molecular nodos
que ndo apresentaram correspondéncias com a plataforma GNPS, e ndo significa que a
substancia € inédita, pois as bibliotecas espectrais ndo sdo completas e apresentam
limitagdes. Os dados de GNPS também indicaram que a fracdo DCM apresenta as
brachydinas na sua composi¢do quimica, informacéo importante para que se pudesse
verificar a sua citotoxicidade em leishmania, tendo em vista que esses compostos ja

possuem atividade frente aos parasitas de Leishmania amazonensis.
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5.3 Atividade anti-promastigota do extrato e fragdes de A. brachypoda

Como observado nos resultados da investigacdo quimica através da
plataforma GNPS, no extrato hidroetandlico e nas fracGes das flores de A. brachypoda foi
possivel observar a presenca de compostos quimicos de diversas classes e também das
brachydinas, sendo elas relatadas até entdo somente nas raizes dessa planta. Desta forma,
foi investigado o potencial leishmanicida do extrato hidroetandlico e das fragbes das

flores, baseando-se nas similaridades de composi¢éo quimica entre raizes e flores.

Figura 15 - Resultados do teste in vitro em L. amazonensis na forma promastigota no a) extrato bruto, b)
fracdo DCM, c) Fracdo AcOEt e d) fracdo aquosa. Anfotericina B: controle positivo.
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Fonte: Préprio autor.

Segundo Mota et al. (2015) os resultados de Clso em parasitos podem ser
classificados seguindo os seguintes critérios: Clso < 100 pg/mL —amostra ativa; Clso entre
101 e 200 pg/mL — amostra moderadamente ativa, e Clsg > 200 pg/mL — amostra inativa.
Pode-se observar o potencial efeito leishmanicida dos extratos e fracdes no grafico da
Figura 15, verificando que as amostras apresentam uma viabilidade celular significativa,
causando assim a morte parasitaria. Para a fragdo DCM, o0s resultados mostraram maior
citotoxicidade para as células dos parasitas, ja a fracdo aquosa nao apresentou atividade
significativa, provavelmente devido a alta polaridade dos compostos presentes nesta
fracdo, tornando-os menos biodisponiveis por apresentarem baixa permeabilidade na
membrana do parasita. Sendo vélido ressaltar que o diclorometano é totalmente
evaporado das amostras, eliminando assim a possibilidade de interferéncia do solvente
nos resultados.

Tabela 4 - Determinacéo da Clsp (ug/mL) do extrato bruto e fragdes obtidas das flores de
Arrabidaea brachypoda, frente as formas promastigotas de L. amazonensis.

EXTRATO/FRACOES ICso (ug/mL) R2
FLAB_EB 53,93 0,97
FLAB_DCM 21,57 0,95
FLAB_AcoEt >500 ND
FLAB_aquosa >500 ND
Anfotericina B” 0,68 0,97

R?, coeficiente de regressdo. O valor R? quantifica a qualidade do ajuste na curva de regressdo nao linear
realizada para estimar o Clsp. ND: ndo determinado.

FLAB_EB: Extrato Bruto; FLAB_DCM: Fracdo diclorometanica; FLAB_AcoEt: Frag8o acetato de etila;
FLAB_aquosa: Fragdo aquosa.

*Farmaco de referéncia para tratamento da leishmaniose.

Fonte: Proprio autor.

Em relacdo ao Clso (Tabela 4), os dados mostram potente atividade
antileishmania para fragdo DCM (Clsp = 21,57 pg/mL) e extrato Bruto (Clso= 53,93
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pg/mL). Em relacdo as fracOes acetato e aquosa, nao foi possivel determinar o seu Clso,
devido a sua baixa atividade leishmanicida, para encontrar-se o valor de Clso teria que
aumentar a concentracdo acima de 100 pg/mL. A anfotericina B mostrou atividade
leishmanicida e um Clso de 0,68 pg/mL, como ja era esperado. Uma forma de se
aproximar ao valor do padrdo, seria a utilizacdo de veiculos de entrega dos principios
ativos, como por exemplo, microemuls@es, nanoemulsdes, nanocapsulas, entre outros. Os
gréaficos contendo as curvas de Clso encontram-se nos apéndices de 39 e 40.

De acordo com Silva-Silva (2021), no género Arrabidaea destaca-se 0 extrato
bruto de Arrabidaea chica, que é rico em flavonoides, incluindo antocianidinas,
chalconas, flavonas e flavonois, 0 que pode estar associado a sua atividade leishmanicida.
Para a composicdo quimica das raizes de A. brachypoda, j4 foram testadas trés
flavonoides inéditos contra as formas promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e
L. infantum, sendo a brachydina-B a mais ativa dos trés contra a espécie L. amazonensis
(Rochaetal., 2019). Sugere-se que a atividade leishmanicida das flores de A. brachypoda
pode estar relacionada a presenca destes compostos na sua composi¢do quimica,
compostos aqui isolados. Portanto, partiu-se em busca dos compostos ativos da fracdo
DCM, tendo em vista que é a fracdo mais ativa, realizando entdo a caracterizagdo quimica

por técnicas cromatograficas, espectroscopicas e espectrométricas.
5.2 Mapeamento quimico

5.2.1 Rendimento do extrato e frac6es das flores de A. brachypoda

A preparacdo do extrato das flores de A. brachypoda seguiu a metodologia de
extracdo e fracionamento ja utilizado para esta espécie por Rocha e colaboradores (2016)
para extracdo de metabolitos de interesse e a pesagem dos extratos e frac6es foi realizada
apos a evaporacdo dos solventes de acordo com os itens 4.2 e 4.3. A partir de 260 g de
flores secas foram obtidos 50 g de extrato bruto, um rendimento de aproximadamente
19,23 % em relacdo a massa seca de flores. Em relacdo ao fracionamento, para a fracéo
DCM obteve-se 15,41 g de fracdo para 40 g de extrato utilizado, obtendo um rendimento
de 38,53 %, para a fracdo AcOEt obteve-se 2,05 g (5,13%). A fracdo aquosa pesou 20,63

g, com um rendimento de 51,58 %.

5.2.2 Perfil quimico do extrato e fragdes
A partir do Extrato Bruto, realizou-se a parti¢do liquido-liquido, a fim de
facilitar o processo de isolamento e obter uma fragdo com menor quantidade de picos e

com um intervalo maior no tempo de retencdo, principalmente devido as diferencas
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guimicas em suas estruturas, o que altera suas polaridades. Podendo-se observar que 0s
compostos presentes na FLAB_DCM apresentam média e baixa polaridade, e os
compostos majoritarios do EB foram extraidos nesta fracdo, portanto facilitando o
isolamento. J& a FLAB_ACcOEt, pode-se perceber que os picos minoritarios presentes no
extrato bruto estdo presentes na fracdo acetato, tendo em vista que os majoritarios do EB
estédo na fragdo DCM, portanto, a fragdo acetato possui uma grande quantidade de picos
amplamente distribuidos no seu cromatograma. A FLAB_ aquosa possui menor
quantidade de picos, que estdo localizados no inicio do cromatograma, sugerindo entdo
que para essa fracdo os compostos de média e alta polaridade estivessem presentes.

Para andlise do perfil cromatografico da fragio DCM e isolamento das
substancias majoritarias, realizou-se a obtencdo do perfil quimico por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC/UV-Vis), utilizando um método gradiente de 60-100%
MeOH:H20 em 40 minutos (Figura 16). Os espectros de absor¢do UV-Vis (254 nm) dos
compostos mostram a presenca de compostos fenolicos.
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Figura 16 - Cromatogramas em gradiente exploratério 5-100 % de B em 40 min (254 nm) do extrato e
das fracoes.
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Fonte: Proprio autor.

Os grupos de fragdes que foram coletados em coluna de fase normal
empacotada com silica (Tabela 5), foram entdo selecionadas para uma separacao mais
acurada no HPLC em escala semi-preparativa, utilizando um método de 60 a 100% de B
em 40 minutos, como mostra a Figura 17. Sendo possivel entdo obter 6 subfracdes que

foram entéo levadas para elucidacdo estrutural por técnicas espectroscopicas.
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Tabela 5 - Fracionamento da fase diclorometanica por cromatografia em coluna de silica.

Fracéo Proporg¢éo de Hex:AcOEt Massa (mg)
FLAB-01 8:2 7,6
FLAB-02 8:2 28,4
FLAB-03 8:2 316,8
FLAB-04 8:2 86,8
FLAB-05 7:3 28,1
FLAB-06 7:3 114,0
FLAB-07 6:4 65,6
FLAB-08 6:4 114,6
FLAB-09 5:5 155,8
FLAB-10 4:6 32,4
FLAB-11 37 85,9
FLAB-12 2:8 104,8
FLAB-13 2:8 93,0
FLAB-14 0:1 47,6

Fonte: Proprio autor.

Figura 17 - Cromatogramas obtidos das fra¢Ges advindas da FLAB_DCM (254nm).
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Fonte: Préprio autor.
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O cromatograma presente na Figura 18b mostrou presenca de diferentes
metabolitos secundéarios na fragdo DCM. Os espectros UVs presentes na Figura 18a
mostram que a classe predominante nesta fracdo sdo os flavondides, sendo quatro
compostos pertencentes das subclasses das flavonas (1, 2, 4 e 5) e dois flavondides
diméricos inéditos (3 e 6) no género e que ainda ndo tinham sido reportados nas flores
desta espécie. Torres et al. (2018) afirma que os flavondides e seus derivados apresentam
bandas de absorcdo entre 250-270 nm e 320-360 nm. Essas bandas séo atribuidas ao anel

A e o anel B, a estrutura basica de um flavonoide esta presente na Figura 19.

Figura 18 — a) Espectros de absor¢do UV-Vis dos compostos majoritarios isolados e b) cromatograma da
fracéo diclorometénica das flores de Arrabidaea brachypoda por HPLC-DAD (254 nm).
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Fonte: Proprio autor.

Figura 19 - Estrutura basica dos flavonoides.

Fonte: Préprio autor.
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As flavonas apresentam maximos de absor¢cdo em 240-270 nm para o
comprimento de onda com maximo de absorcdo (banda Il) e entre 300-360 nm para a
banda | (MARKHAN e ANDERSEN, 2005). Os maximos de absorcao das bandas A e B
podem apresentar diferencas dependendo de cada flavonoide, isso se deve ao fato da
presenca dos ligantes em cada anel, contribuindo para o deslocamento batocromico
(SILVA, 2016). Em caso da presenca de oxigénio no anel A da flavona (R1 ou R2) e néo
no anel B (R3), a banda Il tende a ser mais acentuada e a banda | mais fraca (MABRY;
MARKHAM; THOMAS, 1970), como observado nos compostos 2 e 4, sugerindo entdo
que estes compostos ndo possuem oxigénio no anel B. Mas em moléculas semelhantes
que apresentam oxigenacao no anel B, a banda | tende a ser mais visivel, como observado
nas moléculas 1 e 5, logo, devem apresentar oxigénio no anel B. Os compostos 3 e 6,
apresentam espectros UVs semelhantes, sugerindo a presenca de 2 compostos fendlicos
analogos com grupos croméforos semelhantes, percebendo-se que se trata de flavondides
que ndo apresentam as bandas comumente presentes nestas classes, provavelmente
devido a sobreposicdo de sinais dos cromdforos em uma Unica banda, que pode estar
relacionado a dimerizacao.

No entanto, somente o0s espectros UV-Vis ndo sdo suficientes para uma
elucidacdo estrutural completa, portanto, deu-se a continuidade com os estudos de
caracterizacdo quimicas das moléculas por espectrometria de massas e ressonancia
magnética nuclear, cujo as informaces estao dispostas a seguir.

5.2.3 Ressonancia Magnética Nuclear 1D e 2D

Em relagdo ao RMN, os espectros *H, DEPTQ, HMBC, HSQC, COSY e
NOESY encontram-se nos apéndices 2 ao 38 os dados de deslocamento quimico nas
Tabelas 6 e 7. As estruturas quimicas das flavonas encontram-se na Figura 20 e das
brachydinas isoladas encontram-se na Figura 22.

Figura 20 - Estruturas quimicas das flavonas isoladas das flores de Arrabidaea brachypoda.

Apigenina 5-métoxi-crisina Crisina Acacetina

Fonte: Préprio autor.
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Figura 21 - Correlagcbes HMBC (A e B) e NOESY 1D (C e D) das flavonas isoladas.

OH O CHgCO 0

(C) Acacetina (D) 5-métoxi-crisina
Fonte: Proprio autor.

Para a apigenina, um dupleto para o par de protons acoplado em meta foi
observado para apigenina em 6+ 6.11 e 6.50, sendo atribuidos aos hidrogénios aromaticos
do anel A. Um singleto em &4 6.60 foi atribuido ao H da posicado 3 do anel C. Quatro
prétons aromaticos (2', 3', 5' e 6") na posi¢do orto foram observados em 6+ 6.93 e 7.86,
como o anel B do composto apresenta simetria, ha somente um sinal para os hidrogénios
2' e 6' e outro para os hidrogénios 3' e 5', devido a equivaléncia magnética. O espectro
RMN-2C desse composto mostrou a presenca de 15 carbonos, sendo 5 oxigenados (C-2,
C-5,C-7,C-9e C-4"em 5. 164.66, 161.36, 164.93, 158.01 e 161.85, respectivamente), 2
quaternarios sp? (5c em 121.87 e 103.91, respectivamente), 7 metinicos em 5: 98.74, 93.64,
102.44, 128.07 (2C) e 115.62 (2C) e o sinal correspondente a carbonila (5c 182.55). As
correlagdes HMBC (Figura 21) confirmaram as posi¢des de H-6 e H-8 no anel A,
também confirmou que o composto € uma flavona pelas correlagcdes existentes no
hidrogénio olefinico em H-3 com C-1', C-2 e C-10. Para o anel B observou-se as
correlages entre 54 6.84 e 5c 115.62, 121,87 e 161,85 e entre 54 7.76 € 5c 128.07 e 161.85.
O experimento COSY ainda evidenciou que o H-3 esta relacionado ao H-2' e H-6' e

confirmou a relagéo entre H-6 e H-8 e entre H-2'/H-6" e H-3'/H-5'.

Da mesma forma, para a Acacetina ha o acoplamento em meta em o4 6.13 €
6.38 de hidrogénios na posic¢éo H-6 e H-8 no anel A. Em 61 6.55 é observado um singleto

para o hidrogénio na posicdo 3 do anel C. H& também a presenca de uma metoxila no anel
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B em 613.79 (s, 3H) H-4'. Os prétons aromaticos do anel B foram observados em 6n 6.99
e 7.86 para os hidrogénios em 2' e 6' e 3' e 5' em orto, respectivamente, devido a simetria
presente no anel B. A acacetina apresenta correlagdes HMBC semelhantes a apigenina. A
diferenca entre a apigenina e a acacetina consiste em um grupo OCHz em &¢ 54.66, ligado
com o C-4', como observado por HSQC. O espectro NOESY 1D (Figura 21), confirmou
a posicao desse grupo, mostrando a sua correlacdo com os prétons aroméaticos em éx 6.99,
tendo em vista que este experimento mostra quais &tomos de hidrogénio estdo préximos

no espaco (abaixo de 4 ou 5 A).

A crisina e a 5-metoxi-crisina sdo flavonas que ndo apresentam substituintes
oxigenados no anel B, e isso € observado pelo multipleto caracteristico de anel aromético
monossubstituido presente em 6n 7.59 e 7.45 nas posigdes H-3', 4' e 5' do anel B,
respectivamente. Esse multipleto deve-se ao fato do H-4" acoplar orto com os H-3' e H-5'
e meta com os H-2' e H-3'. Portanto, para H-4' observou-se correlagées HMBC com C-
2'/C-6'e C-3'/C-5". Os protons nas posicdes 2' e 6' apresentam um unico sinal em o4 7.86
para a metoxi-crisina e on 7.99 para a crisina, também devido a equivaléncia magnética.
Outros deslocamentos caracteristicos de regido aromética sdo em dn 6.25 e 6.51 para 0s
prétons acoplados em meta no anel A para a crisina e 61 6.35 e 6.50 para a metdxi-crisina.
O singleto em 81 6.76 € 0 proton na posicéo 3 do anel B da crisina e para a metoxi-crisina
esse singleto é em 61 6.50. Esses compostos apresentam correlacbes HSQC, HMBC e
COSY similares aos compostos anteriores. Para a metoxi-crisina, observou um NOESY
(Figura 21) da metoxila (6n 3.81) relacionado ao préton aromético em on 6.35,

confirmando a posicdo deste grupo em C-5.

Para todas as flavonas isoladas, os experimentos COSY (apéndice 6, 11, 17 e 23)
confirmaram o acoplamento meta dos prétons no anel A e os acoplamentos orto dos
prétons do anel B através das suas correlagfes. Os valores de deslocamento quimico estdo

de acordo com a Tabela 6.
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Tabela 6 — Valores de deslocamento quimico, multiplicidade e constante de acoplamento de RMN de *H e *3C (600 MHz, CDsOD em ppm) para as flavonas isoladas.

Apigenina Acacetina 5-metdxi-crisina Crisina
Posicdo o1 (mult., J=Hz) oc Posicao o1 (mult., J=Hz) oc Posicéo 61 (mult., J=Hz) oc Posicao on (mult., J=Hz) oc

2 164.66 164.53 2 163.80 164.29

3 6.50 (s, 1H) 102.44 3 6.55 (s, 1H) 102.94 3 6.50 (s, 1H) 105.02 3 6.76 (s, 1H) 104.23

4 182.55 182.56 4 182.73 182.54

5 161.36 161.90 5 161.19 161.93

6 6.11 (d, 1H, J= 98.74 6 6.13 (d, 1H,J=2.1 98.75 6 6.11 (d, 1H, J=1.7) 96.91 6 6.25 (d, 1H, J=2.0) 99.00
1.7) Hz)

7 164.93 164.76 7 165.80 165.05

8 6.36 (d, 1H, J= 93.64 8 6.38 (d, 1H,J=2.0 93.71 8 6.36 (d, 1H, J=1.7) 95.08 8 6.51 (d, 1H, J=1.6) 93.84
1.7) Hz)

9 158.01 158.07 9 160.19 158.21

10 103.91 104.00 10 106.27 104.71

r 121.87 123.20 I 131.16 131.15

2'e6 7.76 (d, 2H, J= 128.07 2'e6 7.86 (d, 2H, J=9.0) 128.00 2'e6 7.76 (d, 2H, J=8.7) 125.80 2'e6'  7.99 (dd, J=2.40; 2H, J=7.2) 126.06
8.7)
3eb 6.84 (d, 2H, J= 115.62 3eb 6.99 (d, 2H, J=9.0) 114.25 3eb 6.84 (d, 2H, J=8.2) 128.81 3eb 7.59 (m, 2H) 129.02

8.2)

4 - 161.85 4 - 163.04 4 - 131.62 4 7.59 (m, 1H) 131.77

- - - OCH3s 3.79 (s, 3H) 54.66 OCH3s 3.81 (s, 3H) 55.05 - - -

Fonte: Proprio autor.
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Para as brachydinas, observa-se a presenca de maior nimero de sinais na
regido aromética devido aos seus quatro anéis e alguns sinais na regido dos alifaticos no
experimento de hidrogénio. Percebendo também a presenca de similaridades nas suas

estruturas (Figura 22) e com poucas diferencas nos seus espectros.

Figura 22 — Estrutura quimica das brachydinas A e C isoladas das flores de Arrabidaea brachypoda.

BRA-A: R;—OH; R, — OH; Rz - OH
BRA-C:R1—OH; R.—OH; Rs-H

Figura 23 - Correlagfes NOESY 1D (A) e HMBC (B) para a brachydina-A.

Fonte: Proprio autor.

Para a brachydina-A, observou-se deslocamentos caracteristicos para protons
aromaticos acoplados em meta, sendo eles H-2 e H-4 no anel A. As correlagdes HMBC

mostraram que esse anel é constituido por trés carbonos quaternarios oxigenados (C-1,

62



C-3 e C-4a, 6c 159.67, 159.69 e 156.41, respectivamente) e outro &tomo com hibridacdo
sp? em C-12b a ¢ 102.40.

Da mesma forma que o anel A, o anel B apresenta um par de protons
acoplados em meta, H-9 e H-11. Também apresenta em sua estrutura trés residuos
oxigenados e outro &tomo de carbono quaternério (C-8, C-10, C-11ae C-7aem é¢c 158.82,
157.52 e 100.33). As correlacbes HMBC entre H-7 e C-8, C-11a e C-7a indicaram que
este ultimo carbono foi ligado ao H-7 (61 3.07). O experimento COSY indicou ainda que
0 H-7 esta relacionado com um grupo metinico H-6a (6n 2.13) e H-12a (6n 5.18), ligado
ao anel A. Sendo assim, percebeu-se a presenca de dois anéis fundidos de benzopirano,
que também foi confirmado pelas varias correlacdes HMBC (Figura 23) observadas
(ROCHA et al., 2014).

Dois pares de protons acoplados em orto em 6H 6.96 (H-2" e H-6") e 6.55 (H-
3" e H- 5") foram designados para o anel C e 0s outros cinco protons aromaticos restantes
correspondem ao anel aromatico D ndo substituido em 6y 7.29 (H-3', 4' e H-5'), 7.13 (H-
2' e H-6"). Anel C foi substituido em C-4" por um grupo hidroxila (6c 156.38) e em C-1"
por uma ligagdo dupla trans relacionada aos protons a ¢ B (J=15.8 Hz), que estd
diretamente proximo ao hidrogénio metinico H-7 (6n 3.07). H& também a presenca de
duas metoxilas em & 3.72 (OMe-1) e 3.52 (OMe-8). Por outro lado, o anel D esta
diretamente ligado ao carbono C-6 (HMBC entre H-2'/H'-6 e C6). As posi¢bes dos dois
grupos metoxilas foram designados por HMBC e NOESY (Figura 23), na qual observou
correlagdes entre OMe-8 e H-9 e OMe-1 e H-2. Os dados de RMN-!H estdo conforme
descritos por ROCHA et al. (2014). Os dados de RMN da brachydina C sdo semelhantes
aos da brachydina A, mostrando um padrdo de sinais analogos, como observado na
Tabela 7, a diferenca é a presenca de um préton aromatico na posicao C-4" ao inves de
um OH, que no espectro de hidrogénio apresentou um sinal em &4 7.00, correlacionando

com um carbono dc 157.82 no experimento HSQC.
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Tabela 7 - Dados de RMN *H (600 Hz, CD3OD em ppm) das brachydinas.

Brachydina-A

Brachydina-C

Posicdo on (mult., J=Hz) dc Posicdo  &n (mult., J=Hz) dc

1 159.67 159.69
2 5.98 (d, 1H, J=2.10) 91.37 2 5.98 (d, 1H, J=2.3) 91.42

3 159.69 159.73
4 5.84 (d, 1H, J=2.10) 94.96 4 5.84 (d, 1H, J=2.3) 95.00
4a 156.41 157.82
6 4.67 (d, 1H, J=10.8) 76.85 6 4.68 (d, 1H, J=11.3) 76.76
6a 2.13 (dt, 1H, J=11.2) 41.06 6a 2.13(d, 1H, J=11.2) 40.80
7 3.07 (ddd, 1H, J=5.40) 32.73 7 3.10 (ddd, 1H, J=5.20) 32.83
7a 100.33 100.08
8 158.82 157.82
9 5.95 (d, 1H, J=2.10) 91.61 9 5.95 (d, 1H, J=2.30) 91.65
10 157.72 158.86
11 5.87 (d, 1H, J=2.10) 95.12 11 5.89 (d, 1H, J=2.40) 95.18
11a 153.97 154.02
12a 5.18 (d, 1H, J=2.40) 62.06 12a 5.18 (d, 1H, J=2.40) 62.09
12b 102.40 102.36
1' 139.06 137.26
2' 6 7.13 (d, 2H, J= 7.96) 12733 2'¢' 7.13 (d, 2H, J= 7.70) 127.17
3.5 7.29 (m, 3H) 128.11 3.5 7.27 (m, 2H) 128.05
4 - 12898 g4’ 7.27 (m, 1 H) 128.28
A 5.86 (dd, 1H, J=15.8) 129.30 A 6.05 (dd, 1H, J=15.7) 130.64
B 5.71 (dd, 1H, J=15.8) 130.31 B 5.80 (dd, 1H, J=15.7) 132.38
1" 128.22 128.14
2" 6" 6.96 (d, 2H, J=8.40) 126.98 2" 6" 7.08 (m, 2H) 126.66
3" 5" 6.55 (d, 2H, J= 8.40) 11486 3" 5" 7.08 (m, 2H) 125.81
4" 6.55 (d, 2H, J= 8.40) 156.38 4" 7.00 (m, 1H) 157.82
OMe-1 3.72 (s, 3 H) 54.70 OMe-1 3.69 (s, 3H) 54.69
OMe-8 3.52 (s, 3H) 54.54 OMe-8 3.51 (s, 3H) 54.56

Fonte: Préprio autor.
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5.2.3 UPLC-QTOF-HRMS

Os espectros de massas para 0s compostos isolados foram obtidos por um

espectrometro de massas de alta resolucdo. Os dados obtidos estdo dispostos na Tabela

8.
Tabela 8 - Propostas de identificacdo dos compostos isolados por UPLC-QTOF-HRMS.
N°  Composto Formula Tr (min) [M+H]* [M+H]* Erro
molecular calculado observado (ppm)
1 Apigenina C15H1105 9.9 271.0611 271.0610 -0.37
2 5-metoxi-crisina Ci5H1304 11.8 269.0819 269.0815 -1.49
3 Brachydina-A Ca2H2907 13.6 525.1919 525.1910 -1.71
4 Crisina C15H1104 144 255.0662 255.0659 -1.96
5 Acacetina C16H1305 14.9 285.0768 285.0765 -1.05
6 Brachydina-C Cs2H2905 25.9 509.1969 509.1898 -9.91

Tr: Tempo de retencdo

Fonte: Proprio autor.

Para os dados de espectrometria de massas de alta resolugdo, o composto 1

apresentou um ion molecular protonado [M+H]* m/z 271.0610, correspondendo a

apigenina (C1sH1304) (Figura 24). Como pode-se observar na Figura 25, o composto

seguiu o padrdo de fragmentacdo por Retro-Diels Alder (RDA) nos carbonos 2 e 3 do

anel C, comumente reportado pela literatura para os flavonoides, caracterizado pela

formagdo do ion fragmento m/z 153. Verificou-se uma segunda possibilidade de RDA,

registrando o ion fragmento m/z 119. Ha também a perca de CO (28 Da), através da

formacéo do ion m/z 243.
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Figura 24 - Espectro MS/MS obtido para o composto 01 (m/z 271.0610).

2: TOF MSMS 271.04ES+

100 271.0610 1.11e6

153.0182 (0.0 PPM)

272.0633 (0.0 PPM)

119.0489 (0.0 PPM)
.

154.0216 (0.0 PPM) 229.0491 (0.0 PPM) 243 0647 (0.0 PPM 273.0651 (0.0 PPM)
Sl ] ] A ‘ o ‘ Z‘ : ‘( ,' [273.3175 (0.0 PPM)
110 120 130 140 150 180 170 180 = 190 200 = 210 220 230 = 240 250 = 260 270 = 280 290 300

Fonte: Proprio autor.

Figura 25- Proposta de fragmentacdo para a apigenina (m/z 271).
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Fonte: Proprio autor.

A 5-metdxi-crisina (2), apresentou um valor de m/z de 269.0815 (Figura 26),
correspondendo a formula molecular C1sH1304. Como proposta de fragmentacdo deste
composto (Figura 27), tem-se a perda de 15 Da, correspondente a uma metila, obtendo

entdo o registro do ion m/z 254. Em seguida, ha a perca de 28 Da, perca caracteristica de
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carbonila e/ou a ocorréncia da RDA no anel C da flavona, adquirindo o fragmento

registrado com o m/z 152.

Figura 26 - Espectro MS/MS para o composto 2 (m/z 269).
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Figura 27 - Proposta de fragmentacgdo do ion m/z 269.
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m/z 254

Fonte: Préprio autor.
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Para a crisina foi registrado um valor de m/z de 255.0659 (Figura 28),

correspondente a formula molecular CisH110s. Em relagdo ao mecanismo de

fragmentacdo desse composto (Figura 29), observa-se perdas neutras de 18 Da,

relacionada a H>O apds a protonacdo do composto e perda de 28 Da referente ao CO. Ha
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também a fragmentag&o por Retro Diels-Alder no anel C, registrando o ion fragmento m/z

153.

100

Figura 28 - Espectro M/S para a crisina (m/z 255.0659).
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Figura 29 - Proposta de fragmentacgdo para a crisina.
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Para a acacetina (C16H130s), 0 ion molecular registrado possui valor m/z

285.0765 (Figura 30). Como observado na Figura 31, esse composto fragmenta por
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Retro Diels-Alder no anel C, pela presenca do fragmento registrado m/z 153. Observou-
se também perdas neutras de CHz (15 Da) e CO (28 Da).

Figura 30 - Espectro MS/MS para a acacetina (m/z 285.0765).
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Figura 31 - Proposta de fragmentacdo para a acacetina
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Para as brachydinas A e C os valores de m/z encontrados foram 525.1910 e

509.1918 (Figura 32 e 34) corresponde as formulas moleculares C3z2H2907 € C32H290s,

respectivamente. Esses compostos seguem o padrdo de fragmentacdo Retro Diels-Alder

conforme descrito por Rocha et al. (2014), na qual ocorre a clivagem da ligacédo entre as

posicdes C-6a e C-12a no pirano acoplado ao anel B, resultando na perda de 254 Da e

registrando os ions fragmentos m/z 271 e 255, respectivamente, conforme Figuras 33 e

35.

100

Figura 32 - Espectro MS/MS para a brachydina-A (m/z 525.1910).
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Figura 34 - Espectro MS/MS para a brachydina-C (m/z 509.1918).
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Figura 35 - Proposta de fragmentagéo para a brachydina-C.
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Fonte: Préprio autor.

Sendo assim, foi possivel comprovar a presenca de duas brachydinas nas
flores de A. brachypoda, compostos até entdo relatados somente nas raizes desta planta
por Rocha e colaboradores (2014). A Apigenina € um composto que ja foi relatado nos
extratos etanolicos das folhas de A. brachypoda e A. chica (MONTEIRO et al., 2020; do
AMARAL et al., 2012). A crisina ja foi reportada em A. samydoides (PAULETTI;
SILVA, YOUNG; 2003), porém € a primeira vez que € relatada na espécie aqui estudada
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e ndo ha relatos da crisina metoxilada no género. Zorn et al. (2001) em seu estudo isolou
e identificou a acacetina nas folhas de A. chica, porém a substancia ainda nédo tinha sido

relatada em A. brachypoda.

5.3 Atividade antipromastigotas dos compostos isolados da fragéo diclorometanica
Apos o isolamento e caracteriza¢do quimica dos compostos, foram realizados
ensaios frente as formas promastigotas de L. amazonensis.

Tabela 9 - Determinagéo da Clso (g/mL) dos isolados obtidos da fragdo DCM do extrato
das flores de Arrabidaea brachypoda, frente as formas promastigotas de L. amazonensis.

Compostos Clso (ug/mL) R?
01 50,20 0,94
02 18,09 0,98
03 25,10 0,97
04 >100 ND
05 >100 ND
06 14,17 0,98
Anfotericina B” 0,68 0,97

R?, coeficiente de regressdo. O valor R? quantifica a qualidade do ajuste na curva de regressdo nao linear
realizada para estimar o Clsp.

01: Apigenina; 02: 5-metoxi-crisina; 03:Brachydina-A; 04:Crisina; 05: Acacetina; 06: Brachydina-C.
*Farmaco de referéncia para tratamento da leishmaniose.

Fonte: préprio autor.

A atividade leishmanicida foi avaliada através da medida da viabilidade
celular ap6s o periodo de tratamento com o0s compostos em concentrages 100 a 0,7
pg/mL contra a proliferacdo de promastigotas de Leishmania amazonensis. A literatura
afirma que compostos isolados para serem considerados ativos devem apresentar um
valor de Clsp <20 uM (BUTTERWECK; NAHRSTEDT, 2012). De acordo com os dados
obtidos (Tabela 9) no teste in vitro os resultados indicaram que 0s compostos mais ativos
foram a 5-metoxi-crisina (02) e a brachydina-C (06), com valores de Clso de 18,09 (70,04
uM) e 14,17 (27,89 uM) pg/mL, respectivamente. A presenca de grupos metdxi nas
flavonas potencializam o seu efeito leishmanicida, o que se observa quando se compara
com a flavona 01 (apigenina) que possui somente hidroxilas na sua estrutura e apresentou
um Clso de 50,20 pg/mL (185,92 uM). A brachydina-A exibiu Clso de 25,10 (47,90 uM)
pg/mL, valor esse que ja era esperado, pois estudos anteriores mostram que € a brachydina
que apresenta 0s maiores valores de citotoxicidade frente aos parasitas (Rocha et al.,
2019). Quanto a anfotericina B apresentou um valor de Clso de 0,68 pg/mL (0,74 uM),

que ja era esperado para o farmaco padréo.
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Ndo foi possivel determinar o valor de Clsp dos compostos 05 e 06, tendo em
vista que ndo apresentaram citotoxicidade significativa frente aos parasitas.

Diversos compostos fendlicos dentre eles, as flavonas, demonstram potencial
efeito anti-parasitario para as formas promastigotas de L. amazonensis, com valores de
Clso similares ao da anfotericina B (controle positivo). Esses compostos também
apresentam citotoxicidade inferior ao relatado no tratamento com o féarmaco,
apresentando entdo resultados promissores (FLORENTINO; 2018). Um estudo realizado
por Fonseca-Silva (2015) verificou que em L. amazonensis a apigenina apresenta um Clso
de 23,7 uM, inibindo a proliferacdo dos parasitas por concentracdo-dependéncia. Estudos
em L. Donovani mostraram que a acacetina apresenta um Clso de 18 um e a crisina um
Clso de 13,0 um (SILVA FILHO et al. 2009; RAJ et al., 2019). Trés flavonoides
diméricos isolados do extrato hidroetanolico das raizes de A. brachypoda ja foram
testados em Leishmania sp., na qual a brachydina-B foi o0 composto que apresentou maior
atividade, com um Clso de 9.16 pM para a forma promastigota e 2.20 yuM para a forma
amastigota. Em seguida, a brachydina-C apresentou Clso de 10 uM para a forma
promastigosta e 6.25 UM para a forma amastigota. Ja a brachydina-A ndo apresenta um
valor de Clso favordvel, sendo um valor >20 uM (Rocha et al., 2019). N&o foram
encontrados estudos relacionados ao potencial leishmanicida da crisina metoxilada. Os
gréaficos contendo as curvas de Clso encontram-se nos apéndices de 41 a 43.

No que se refere a relacdo estrutura — atividade antiparasitaria, de acordo com 0s
estudos realizados por Tasdemir et al., (2006), foi possivel concluir que a quercetina e
derivados (7,8 — dihidroxiflavona) sdo anti-protozoarios potentes e eficazes. Foi
verificado que a maioria dos compostos mais ativos que apresentam atividade
leishmanicida tém uma estrutura tipica de flavona (2,3 e C - 4 da funcéo ceto) e/ou uma
subestrutura de catecol sem obstaculos no anel B, no esqueleto benzocromona e em 7,8 —
dihidroxiflavona. De acordo com Morais et al. (2020) a presenca de ligacdes duplas,
grupos hidroxila e metoxila sdo importantes para a atividade antileishmania de
flavonoides.

Para a relacéo estrutura-atividade das brachydinas, percebe-se que a presenca de
um grupo cromeno em suas estruturas confere maior lipofilicidade as moléculas, e o
carater apolar das moléculas confere maior atividade, uma vez que penetram com mais
facilidade a membrana dos parasitas (Nicolau et al., 2000).

Observa-se que nenhum dos compostos isolados apresentou valor de Clsg para o

valor limite (<20 pM) recomendado pela literatura para compostos isolados. Contudo,
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descarta-se a possibilidade de sinergismo, pois os flavonoides isolados neste trabalho
apresentam ligacdo dupla entre C-2 e C-3 no anel C, e grupos hidroxila e metoxila,
portanto esperava-se maior citotoxicidade para as células dos parasitas, e também pelo
que se é observado na literatura em relacédo a atividade antiparasitaria dos flavonoides.
Considerando ainda a relacdo estrutura-atividade e o que ja é relatado das brachydinas na

literatura, esperava-se melhores resultadados de atividade para esses isolados.
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CONCLUSAO

Por meio de técnicas cromatogréficas e espectroscopicas, foi possivel isolar
e caracterizar 4 compostos das classes das flavonas (apigenina, metdxi-crisina, crisina e
acacetina) e 2 flavondides diméricos ineditos no género, denominados Brachydinas A e
C. Por meio dos espectros das analises por RMN e espectrometria de massas, foi possivel
evidenciar diferencas estruturais nesses compostos. A andlises dos espectros de massas
permitiu a identificacdo das substancias por comparacao dos padrfes de fragmentacao
conhecidos na literatura.

Com o auxilio da plataforma GNPS, foi possivel investigar a diversidade
quimica do extrato e fracGes desta espécie, sendo capaz de anotar compostos das classes
de flavonas, flavonois, flavanonas, isoflavonas, cumarina simples e acido cinamico e
derivados e que estdo de acordo com estudos anteriores relacionados a composi¢do
quimica das flores de A. brachypoda.

Os resultados da atividade leishmanicida foram promissores, tendo a fracéo
diclorometanica como destaque, apresentando uma atividade inibitéria contra
promastigotas de L. amazonensis de 21,57 pg/mL. Os compostos isolados ndo
apresentaram Clso significativos, mas sabe-se que flavonas apresentam atividade
antiparasitaria, portanto o resultado ndo poderia estar associado ao sinergismo dos

compostos.
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APENDICE 1 - Rede molecular completa gerada no software cytoscape.
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APENDICE 2- Espectro de RMN-'H da apigenina.
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APENDICE 3 — Espectro DEPTQ da apigenina (CDsOD; 150 MHz)
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APENDICE 4 — Mapa de contorno HMBC da apigenina ampliado (CD30D; 150 MHz)
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APENDICE 5 — Mapa de contorno HSQC da Apigenina ampliado (CD30D; 150 MHz)
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APENDICE 6 — Mapa de contorno COSY da apigenina ampliado (CD30D; 150 MHz)



ppm
5.8

A

-

7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 ppm

T T T T T T 3.8 Ppm
7.8 7.6 7.4 7.2 Fpm
T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 5.5 5.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

APENDICE 8 — Espectro DEPTQ da acacetina (CDsOD; 150 MHz).
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APENDICE 9 — Mapa de contorno HMBC da acacetina ampliado (CD30D; 150 MHz)
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APENDICE 10 — Mapa de contorno HSQC da Acacetina ampliado (CD30D; 150 MHz)
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APENDICE 11 — Mapa de contorno COSY da acacetina ampliado (CDz0D; 150 MHz)
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APENDICE 12 — Espectro NOESY-1D da acacetina irradiado em 3.79 ppm.
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APENDICE 13 — Espectro de RMN-'H da 5-metoxi-crisina

APENDICE 14 — Espectro DEPTQ da 5-metoxi-crisina (CDsOD; 150 MHz)
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APENDICE 15 — Mapa de contorno HMBC da 5-metoxi-crisina ampliado (CDsOD; 150 MHz)
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APENDICE 16 — Mapa de contorno HSQC da 5-met6xi-crisina ampliado (CD3;0D; 150 MHz)
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APENDICE 18
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APENDICE 17 — Mapa de contorno COSY da 5-met6xi-crisina ampliado (CD3;0D; 150 MHz)
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APENDICE 19 — Espectro de RMN-*H da crisina.
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APENDICE 20 — Espectro DEPTQ da crisina (CD;0D; 150 MHz)
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APENDICE 21 — Mapa de contorno HMBC da crisina ampliado (CD30D; 150 MHz)
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APENDICE 22 — Mapa de contorno HSQC da crisina ampliado (CDsOD; 150 MHz)
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APENDICE 23 — Mapa de contorno COSY da crisina ampliado (CDs0D; 150 MHz)
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APENDICE 24 — Espectro de RMN-'H da brachydina-A.
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APENDICE 25 — Espectro DEPTQ da Brachydina A (CD3;0D; 150 MHz)
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APENDICE 26 — Mapa de contorno HMBC da brachydina-A ampliado (CD3;0D; 150 MHz)
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APENDICE 27 — Mapa de contorno HSQC da brachydina-A ampliado (CDsOD; 150 MHz)
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APENDICE 28 — Mapa de contorno COSY da brachydina-A ampliado (CD30D; 150 MHz)
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APENDICE 30 —Espectro NOESY-1D da brachydina-A irradiado em 3.52 ppm.
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APENDICE 31 — Espectro NOESY-1D da brachydina-A irradiado em 3.72 ppm
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APENDICE 32 — Espectro de RMN-'H da brachydina-C.
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APENDICE 33 — Espectro DEPTQ da Brachydina C (CDsOD; 150 MHz)
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APENDICE 34 — Mapa de contorno HMBC da brachydina-C ampliado (CD30OD; 150 MHz)
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APENDICE 35 — Mapa de contorno HSQC da brachydina-C ampliado (CDs;0D; 150 MHz)
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APENDICE 36 — Mapa de contorno COSY da brachydina-C ampliado (CDs;0D; 150 MHz)
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APENDICE 37 — Espectro NOESY-1D da brachydina-C irradiado em 3.51 ppm
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APENDICE 38 — Espectro NOESY-1D da brachydina-C irradiado em 3.69 ppm
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Apéndice 39- Curva concentragdo-resposta para obtencao do Clso do extrato bruto.

IC50=53.93 pg/mL
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Apéndice 40 - Curva concentracao-resposta para obtencdo do Clso da fracdo diclorometénica.
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Apéndice 41 - Curva concentracdo-resposta para obtencdo do Clso da apigenina.
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Apéndice 42 - Curva concentragao-resposta para obtencdo do Clso da 5-metoxi-crisina.
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Apéndice 43 - Curva concentracdo-resposta para obtencdo do Clsg da brachydina-C.
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