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RESUMO
BATISTA, Luana Carvalho; D.Sc.; Quimiosistematica, fitoquimica e potencial
atividades biol6égicas da espécie medicinal Virola Bicuhyba Warb.
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Junho, 2019, Campos

dos Goytacazes, RJ. Professor Orientador: D.Sc. Maria Raquel Garcia Vega.

Myristicaceae é uma das familias mais antigas de angiospermas, pertencente a
ordem das Magnonliflorae, possui 21 géneros e cerca de 1140 espécies. No
Brasil, a familia € representada por 5 géneros encontrados em todos os biomas,
compreendendo 64 espécies. Sendo o género Virola o mais bem representado. A
espécie Virola bicuhyba, endémica e amplamente distribuida no bioma Mata
Atlantica, é conhecida pelo uso na cicatrizacédo de feridas por comunidades locais.
O objetivo deste trabalho € o estudo do potencial farmacoldgico, investigacao
fitoquimica biomonitorada da espécie, bem como a analise do perfil
quimiossitematico do género e da familia. Os ensaios biolégicos realizados foram:
larvicida, antineoplasico e antimalarico. A atividade larvicida, realizada com larvas
do 3° instar de Aedes aegypti, revelou que o extrato etandlico das folhas (ICso=
0,11 mgmL') é mais ativo que o caule (ICso= 0,17 mgmL'). Na atividade
antineoplésica, na linhagem U937, observou-se o mesmo resultado, o extrato das
folhas (ICso= 15,23+1,10 ugmL?') foi mais ativo que o do caule (ICso= 42,29+1,11
ugmLY). Apds fracionamento do extrato das folhas foi verificado que, as fracdes
VBFD (ICso= 5,02+1,51 ugmL') e VBFE (ICso= 4,89+1,54 ugmL') apresentaram
os melhores resultados. A atividade antimaléarica para os extratos e fracdes
confirmou que as fragdes VBFD e VBFE s&o as mais ativas, dentre as testadas.
As substancias quercetina, Oleiferina D, 3-hidroxi-1-(15-fenilpentadecanoil)-2,6-
ciclohexadiona e 1-(3,4-dimetoxifenil)-2,3-dimetil-4-piperonilbutan-1-ona oriundas
dessas fracdes foram isoladas utilizando técnicas cromatogréaficas. A
determinacdo estrutural foi baseada nos dados de RMN 'H e *2C, incluindo os
bidimensionais (HSQC e HMBC), espectrometria de massas e comparacdo com a
literatura. O estudo quimiossistematico foi realizado com base no levantamento
bibliografico de metabdlitos secundarios identificados/isolados em Myristicaceae.
As bases de dados Scifinder, ScienceDirect e PubMed identificaram 320 artigos
que entre 1965 até 2019 enumeraram 1769 metabdlitos distribuidos em 14 dos 21

géneros. As classes neolignanas, terpendides e flavonoides sdo as mais
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abundantes na familia, com destaque para os géneros Myristica e Virola que
detém o maior numero de ocorréncias (NO). As analises do potencial de
bioatividade realgcam o potencial farmacéutico apresentado pela espécie e dados

quimiossistematicos corroboram com a atual classificagcéo filogenética da familia.

Palavras chaves: Myristicaceae, Virola bicuhyba, Quimiossitematica, Atividade

bioldgica.
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ABSTRACT
BATISTA, Luana Carvalho; DSc; Chemosystematic, phytochemistry and
biological potential of medicinal species Virola bicuhyba Warb. Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, June, 2019, Campos dos

Goytacazes, RJ. Advisor: Maria Raquel Garcia Vega.

Myristicaceae is one of the oldest families of angiosperms, subordinated to
Magnonliflorae order. This family has 21 genera and about 1140 species. In Brazil,
Myristicaceae is represented by five genus found in all biomes, comprising 64
species with best representation of Virola genus. Virola bicuhyba, is endemic and
widely distributed in Atlantic Forest biome, also known for its use in wound healing
by local communities. The aim of this work was the biomonitoring and
phytochemical study of Virola bicuhyba, as well as analysis of chemosystematic
profile of the genus and family. Biological assays were performed in sequence and
allowed the identification of main constituents of active fractions. Larvicidal activity,
performed with 3rd instar larvae of Aedes aegypti, showed ethanolic extract of
leaves (ICso = 0.11 mgmL?') is more active than stem extract (ICso = 0.17 mgmL?).
Antineoplastic activity, in U937 strain also showed leaves extract (ICso = 15.23 +
1.10 pgmLY) was more active than stem extract (ICso = 42.29 + 1.11 pgmi¥).
Leaves fractions VBFD (ICso= 5.02 + 1.51 ugmL') and VBFE (ICso= 4.89 *+ 1.54
ugmLY) were still more active. Antimalarial activity of extracts and fractions
confirmed VBFD and VBFE fractions are the most active, among fractions tested.
Quercetin, oleiferin D, 3-hydroxy-1-(15-phenylpentadecanoyl)-2,6-cyclohexadione
and 1-(3,4-dimethoxyphenyl)-2,3-dimethyl-4-piperonylbutan-1-one from fractions
were isolated using chromatographic techniques from these fractions. Structural
determination was made based on 'H and ¥C NMR data including bidimensional
(HSQC and HMBC), mass spectrometry and comparison with the literature.
Chemosystematic study was carried out based on bibliographic survey of
secondary metabolites identified/isolated in Myristicaceae. Survey in Scifinder,
ScienceDirect and PubMed databases identified 320 articles between 1965-2019
and listed 1769 metabolites distributed in 14 of the 21 genus. Neolignan, terpenoid
and flavonoid classes are the most abundant in the family, with emphasis on the
genus Myristica and Virola with the highest number of occurrences (NO). In

summary, analysis of biological assays and chemosystematic data corroborate
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with current phylogenetic family classification and highlight pharmaceutical

potential presented by the species. It is emphasized that this activity comes from
isolated substances.

Key words: Myristicaceae, Virola bicuhyba, Chemosystematic, Biological activity.
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization — WHO)
define uma planta medicinal (cultivada ou selvagem) quando utilizada para fins
medicinais por comunidades e grupos étnicos (WHO, 2003). Segundo Dulloo e
colaboradores (2014), milhares de plantas sdo utilizadas como medicamentos em
remeédios caseiros, rituais de cura, venenos e ténicos. A literatura revela que
muitas plantas ja eram utilizadas como fitoterdpicos pelas civilizagbes antigas, os
egipcios e romanos faziam uso das plantas tais como, Digitalis purplrea L. e
Digitalis lanata Ehr., pelas propriedades diuréticas e toxicas. A cultura chinesa,
por exemplo, utiliza o conhecimento popular das ervas h4 séculos, empregando
mais de 5 mil espécies de plantas (FOGLIO et al., 2006).

As plantas medicinais podem ser classificadas de acordo com seu uso: as
plantas empregadas diretamente na terapéutica, as que constituem matéria-prima
para manipulacdo e, por ultimo, as que sdo empregadas na industria para
obtencdo de principios ativos ou como precursoras em sinteses organicas
(FOGLIO et al., 2006). Por ser uma fonte rica para obtencdo de moléculas que
podem ser exploradas terapeuticamente, as plantas medicinais sdo fontes
inestimaveis para a farmacologia. Baseado em estudos etnobotanicos, é possivel
a exploracao cientifica interdisciplinar na busca de agentes biologicamente ativos,
a observacdo de usos de maneira tradicional por comunidades humanas, a
obtencdo de extratos brutos, fracdes e substancias isoladas que, através de
testes biologicos especificos permitem uma avaliacdo do uso terapéutico da
espécie vegetal. Além disso, as plantas medicinais também auxiliam na conducao
dos estudos fitoquimicos visando a descoberta de novas moléculas e principios
ativos (MACIEL et al., 2002; FOGLIO et al., 2006; DULLOO et al., 2014).

A producdo de metabdlitos secundarios presentes em uma planta pode
também ser influenciado pelo ambiente circundante. Cada espécie de planta
possui cerca de 500 a 800 metabdlitos secundarios, cuja producédo pode sofrer
alteracdo devido a variacbes temporais e espaciais como: sazonalidade, ritmo
circadiano (diario), crescimento, temperatura, disponibilidade hidrica, incidéncia
de radiacado ultravioleta, quantidade de nutrientes disponiveis, altitude e estimulos
mecanicos ou ataque de patdégenos (GOBBO-NETO e LOPES, 2007; DULLOO et
al., 2014).
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O Brasil, devido a sua grande extensao territorial, € detentor de seis
biomas caracteristicos: Amazbnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e
Pantanal, possuindo a flora mais rica do mundo com cerca de 56.000 espécies de
plantas superiores (quase 19% da flora mundial) (GIULIETTI et al., 2005; MMA,
2011). Embora detenha grande riqueza vegetal, atualmente na Farmacopeia
Brasileira, publicada em 2010, estdo registradas apenas 65 espécies e destas
apenas 14 como espécies nativas, plantas medicinais brasileiras. J& o Sistema
Unico de Saude (SUS) oferta a populagéo, com recursos de Unido, Estados e
Municipios, 12 medicamentos fitoterapicos. Eles constam na Relacdo Nacional
de Medicamentos Essenciais (Rename, 2018) e séo indicados, por exemplo,
para uso ginecoldgico, tratamento de queimaduras, auxiliares terapéuticos de
gastrite e Ulcera, além de medicamentos com indicacdo para artrite e
osteoartrite.

A grande variedade de espécies vegetais, atributo da flora brasileira,
despertou a atencéo de pesquisadores do mundo inteiro. E com isso, novas linhas
de pesquisa foram estabelecidas em universidades brasileiras, buscando
principalmente bases mais sélidas para a validacado cientifica do uso de plantas
medicinais e na procura de novas moléculas bioativas (SANTOS e LIMA, 2009).
Funari e Ferro (2005) relatam que a opc¢édo de conduzir pesquisas a partir da
indicacdo de plantas utilizadas por comunidades encurta o percurso do
desenvolvimento de um novo farmaco, ja que os pesquisadores dispdem, antes
mesmo de iniciarem os estudos cientificos, uma indicacdo de qual atividade
biolégica esta droga poderia apresentar.

Nesse contexto, a espécie escolhida para este trabalho é a Virola bicuhyba
gue apresenta amplo uso popular, principalmente na cicatrizacéo de feridas, como
anti-inflamatéria e anti-reumatica, sendo considerada medicinal (SARTORELLI,
YOUNG e KATO, 1998). E também importante ressaltar que essa espécie teve
uma reducao populacional bruta maior que 60% nas ultimas trés geracbes do
taxon (estimada em cerca de 30 anos), causada principalmente por extrativismo
seletivo e conversdo de habitat, que continuardo a causar declinio no futuro se
nada for feito a fim de se reduzir ou cessar as ameacas descritas. Por esse

motivo, a espécie Virola bicuhyba foi considerada Em Perigo (EN) de extingéo.
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O presente trabalho busca contribuir para avancos no conhecimento do
potencial de atividade biolégica de Virola bicuhyba através da triagem frente ao
parasita Plasmodium falciparum (atividade antimalérica), no combate ao Aedes
aegypti (atividade larvicida) e frente a linhagens cancerigenas (atividade
antineoplasica); bem como o estudo quimiossistematico do género e da familia
Myristicaceae e a obtencdo de dados quimicos da espécie que fornecem
ferramentas importantes para a compreenséo e conhecimento mais aprofundado
da espécie permitindo avaliar relagbes filogenéticas, tendéncias evolutivas, e

confirmar a posi¢cao dentro do taxon.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FAMILIA MYRISTICACEAE

A familia Myristicaceae, pertencente a super ordem das Magnonliflorae, é
morfologicamente considerada uma das familias de angiospermas mais
primitivas. Constituida basicamente por arvores, arbustos e subarbustos
frequentemente encontrados em florestas de planicies, esta familia compreende
21 géneros distribuidos pela Asia (4 géneros), Africa e Madagascar (9 géneros) e
na Ameérica (6 géneros) somando cerca de 1140 espécies (KUROSHIMA et al.,
2001; MORAIS et al., 2009; THE PLANT LIST, 2013).

As arvores da familia geralmente apresentam uma seiva de cor vermelha
quando cortada. As folhas séao alternas, simples e inteira; com inflorescéncia
racemosa e flores unissexuais (ROOSMALEN, BARDALES e GARCIA, 1996). A

familia esta geograficamente distribuida de acordo com a Figura 1, p. 21.

Figura 1. Distribuicdo mundial da familia Myristicaceae.

Fonte: https://www.inaturalist.org/taxa/71575-Myristicaceae. Acesso em: 06 Mar. 2019.

O estudo de espécies de Myristicaceae foi intensificado quanto a sua
composicdo quimica apos a descoberta do potencial narcotico alucindbgeno de

espécies presentes na Amazodnia (GOTTLIEB, 1979). Os metabdlitos
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caracteristicos encontrados nas espécies desta familia sdo as neolignanas,
flavonoides, 1,3-diarilpropanos e lignanas (VALDERRAMA, 2000). Exemplos de

esqueletos béasicos destes metabdlitos estdo ilustrados na Figura 2, p. 22.

Figura 2. Exemplos de metabdlitos isolados na familia Myristicaceae. (1) Surinamensin
(Neolignana), 2 1-(2,4-diidroxifenil)-3-(3,4-metilenodioxifenil)-propano (1,3-
diarilpropanos), (3) 7,4’-dimetoxiflavona (Flavondide) e (4) (+)-Sesamin (Lignana).

OCH,4
5 O\©\/\ " )
400 A A (O LIy
H3CO OH
OCHjg
(1) 2)
Suri , 1-(2,4-diidroxifenil)-3-(3,4-metilenodioxifenil)-
urinamensin propanc
0\
0

3) (4)

7,4’ -dimetoxiflavona (+)-Sesamin

Fonte: Adaptado de BARATA et al., 2000; ALMEIDA et al., 1979; KATO; YOSHIDA; GOTTLIEB,
1992.

No Brasil, a familia é representada por 5 géneros (Virola, Iryanthera,
Compsoneura, Osteophloeum e Otoba) e cerca de 64 espécies (sendo 14
endémicas) espalhadas por todo o territério (FLORA DO BRASIL, 2017). A
distribuicdo por biomas brasileiros das espécies de Myristicaceae estdo

representadas na Figura 3, p. 23.
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Figura 3. Grafico de distribuicdo de espécies de Myristicaceae presentes nos biomas

brasileiros.
Cerrado
5-78%
Caatinga
1-1,6%

Mata Atlantica
4-6,2%

Amazdnia
59 - 92,2%

Fonte: Mpyristicaceae in Flora do Brasil 2020 em construc&o. Jardim Botanico do Rio de
Janeiro.Disponivel em: <http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB169>. Acesso em: 06
Mar. 2019.

Estudos de atividade bioldgica da familia Myristicaceae mostram um leque
bem amplo de testes biolégicos realizados. A literatura aponta as atividades
antioxidante (SILVA et al., 2001; PATRO et al., 2005; FOUNDIKOU et al., 2018 e
BENE et al., 2019, por exemplo), anticancerigena (LIU et al., 2018); larvicida
(ADU et al., 2014), antifangica (RODIANAWATI, HASTUTI e CAHYANTO, 2015),
entre outras. Esse leque de atividades realizadas com as espécies da familia
Myristicaceae ressalta o potencial bioldgico existente na familia.

Do ponto de vista econémico a familia se destaca pelo nimero de espécies
utilizadas como especiarias, principalmente a Myristica fragans (noz-moscada) de
grande valor comercial e originaria da Malasia. Na América do Sul € vendido
comercialmente a espécie Otoba novogranatensis (noz-moscada de otoba). A
madeira também é utilizada para fins comerciais, destacando-se as madeiras dos
géneros Scyphocephalium, Brochoneura e Iryanthera pelo seu alto teor de silica
(QUINTANILHA e LOBAO, 2017).

2.1 GENERO Virola

O género Virola compreende 48 espécies distribuidas na Asia, Africa,

Madagascar e na América. Na América, este género € o mais disperso, indo
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desde a Guatemala ao Rio Grande do Sul, incluindo a costa ocidental da
Colémbia e Equador ao Atlantico (VALDERRAMA, 2000).

No Brasil sdo descritas 35 espécies deste género (11 endémicas), sendo

geralmente encontradas nas florestas tropicais. Na bacia amazobnica, por
exemplo, 26 espécies ja foram relatadas (QUINTANILHA e LOBAO, 2017;
RODRIGUES, 1989; SARTORELLI, YOUNG e KATO, 1998; FLORA DO BRASIL,
2017). As espécies existentes no Brasil estéo listadas na Tabela 1, p. 24.

Tabela 1. Lista das espécies do género Virola presentes no Brasil e distribuicdo

geografica.
. Dominio Distribuicéo .
Especie . e o Endemismo
Fitogeogréfico Geografica
Virola albidiflora Ducke Amazobnia AM, AC, MT NE
*Virola bicuhyba (Schott ex Mata Atlantica BA, MG, ES, SP, RJ,
Spreng.) Warb. sin. Virola PR, SC, RS E
oleifera (Schott) A.C.Sm
Virola caducifolia W.A.Rodrigues Amazobnia PA, AM NE
Virola calophylla Warb. Amazdnia RR, AP, PA, AM, AC, NE
RO, MT
Virola calophylloidea Markgr. Amazdnia PA, AM, AC NE
Virola carinata (Benth.) Warb. Amazobnia AC, AM, AP, RO, RR, NE
MT
Virola coelhoi W.A.Rodrigues Amazobnia AM NE
Virola crebrinervia Ducke Amazobnia AP, PA, AM, RO E
Virola decorticans Ducke Amazobnia AM, AC NE
Virola duckei A.C.Sm. Amazobnia AM, AC NE
Virola elongata (Benth.) Warb. Amazobnia RR, AP, PA, AM, AC,
sin. Virola cuspidata (Benth.) RO, MT NE
Warb.
Virola flexuosa A.C.Sm. Amazobnia AM, AC, PA, RO NE
Virola gardneri (A.DC.) Warb. Mata Atlantica PE, BA, AL, MG, ES, E
SP, RJ
Virola guggenheimii Amazobnia AP, PA, AM E
W.A.Rodrigues
Virola loretensis A.C.Sm. Amazobnia AM, AC NE
Virola malmei A.C.Sm. Amazo6nia, Cerrado PA, AC, MT E
Virola marleneae W.A.Rodrigues Amazobnia AM NE
Virola michelii Heckel sin. Virola Amazobnia AP, PA, AM, RO, RR, NE
melinonii Benist MA, MT
Virola minutiflora Ducke Amazonia AC, AM, RO, MT E
Virola mollissima (A.DC.) Warb. Amazonia PA, AM, AC, RO, RR,
. . ) NE
sin. Virola divergens Ducke MT
Virola multicostata Ducke Amazobnia PA, AM, RO, MT E
Virola multinervia Ducke Amazonia PA, AM, AC, RO NE
Virola obovata Ducke Amazobnia AM NE
Virola officinalis Warb. Mata Atlantica BA, MG, ES E
Virola parvifolia Ducke Amazobnia AM NE
Virola pavonis (A.DC.) A.C.Sm. Amazobnia AC, AM, RO, MT NE
Virola peruviana (A.DC.) Warb. Amazobnia AM, AC NE
Virola polyneura W.A.Rodrigues Amazobnia AM NE
Virola rugulosa Warb. Amazdnia AM NE
Virola  sebifera  Aubl.  Sin. Amazénia, Cerrado, RR, AP, PA, AM, TO, NE



Heterotipico  Virola theiodora
(Spruce ex Benth.) Warb.

Virola sessilis (A.DC.) Warb.
Virola subsessilis (Benth.) Warb.

Virola surinamensis (Rol. Ex
Rottb.) Warb.

Virola urbaniana Warb.

Virola venosa (Benth.) Warb.

Mata Atlantica

Amazobnia, Cerrado
Cerrado

Amazébnia, Caatinga

Cerrado

Amazobnia

AC, RO, MA, BA, MT,
GO, DF, MG, SP, RJ

RO, MT

TO, MA, PE, BA, PI,
GO

RR, AP, PA, AM, TO,
AC, RO, MA, PI, CE,
MT

TO, MA, BA, MT, GO,
DF

AP, PA, AM, RO, MT
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*NE= Nao Endémica no Brasil; E= Endémica no Brasil.
Fonte: FORZZA, R. C. Catadlago de plantas e fungos do Brasil, v. 2. Rio de Janeiro: Andrea

Jakobsson Estudio: Instituto de Pesquisas Jardim Botanico do Rio de Janeiro, 2010.

Das espécies de Virola vigentes no Brasil, apenas 7 apresentam estudo

biolégico. Destes, os extratos das diferentes partes das espécies (folhas, casca

do tronco, frutos, arilos, sementes, resinas, raizes e galhos) foram os mais

analisados. Dentre as 7 espécies, duas foram coletadas fora do territério brasileiro

(V. calophylla e V. elongata). A Tabela 2, p. 26 sumariza os estudos biolégicos

das espécies de Virola presentes no Brasil.



Tabela 2. Estudos bioldgicos descritos para as espécies do género Virola (Myristicaceae).

Espécies do Género Parte utilizada / Solvente Atividade Bioldgica Referéncia
Folhas Extrato (MeOH) Efeito analgésico Kuroshima et al., 2001
Extrato (EtOH) Atividade enzimatica Rangel et al., 2008
V. bicuhyba Inibicao dg a.terosclerose Coutjnho etal., 2017
Resina Antioxidante Corrga etal., 2018
Gastroprotetora Pereira et al., 2017
Inibidor de Nefropatia Bba et al., 2015
V. calophylla Madeira Extrato (CH2CYo) Antialimentacdo de insetos Miles et al., 1987
Extrato (MeOH) Atividade locomotora Macrae e Towers, 1985
v Extrato (EtOH) Antilcera gastrica Almeida et al., 2019
. elongata Casca .
. o s Chabert, Fougerousse e Brouillard,
(2)-3,5,4 -trimetoxiestilbeno Antimitética 2006
V. michelli Folhas (7,4'-dimetoxi-3"-hidroxiflavona) Anti-inflamatéria Carvalho et al., 2010
Denny et al., 2007
Extrato (CH2Ct2) Denny et al, 2008
Extrato A (EtOH) Denny et al., 2007
Fragdo Organica (FO) Denny et al., 2007
3,5-dihydro-2-(1'-ox0-3'- Antineoplasica
V. sebifera Folhas hexadecenyl)c-)i:yclohexen-1 - Denny et al., 2008
(4 Z)1d -Ihexadec-4 -enoyl-2,6- Denny et al., 2008
ihydroxybenzene
Sesamin, elgdesmln, lignana 1, Antifingica Pagnocca et al., 1996
ignana 2
Sementes Neolignanas Antioxidante Rezende et al., 2005

9¢



Espécies do Género

Parte utilizada / Solvente

Atividade Bioldgica

Referéncia

V. surinamenses

Seiva da casca

Citotoxica
Antiulcerogénica

Beloz, 1992
Hiruma-Lima et al., 2009

Folhas

Extrato (Hex, AcOEt, MeOH)

Antileishmaniose

Veiga et al., 2017

Resina da casca

Extrato (EtOH)

Anti-ulcerogénica

Hiruma-Lima et al., 2009

V. venosa

Folhas e plantulas Oleo essencial Anti-malarica Lopes et al., 1999
Methoxy-galbelgin e grandisin
juruenolide C e Epi-juruenolide C
a,2’-dihidroxi-4,4 -dimetoxidiidrochalcona Lopes, Kato e Yoshida
Raizes 7-hidroxiflavona Antifingica 1999 ’ ’
7-hidroxi-4’-metoxiisoflavona
Biochanin A e 2’-hidroxi-7,4’-dimetdxiisoflavona
virolane e virolanol C
Folhas Surinamensina e Virolina Alelopatica Borges et al., 2007
Grandisin Anti-inflamatdria Carvalho et al., 2010
Sementes Oleo Antimicrobiana Cordeiro et al., 2018
Veraguensin, Grandisin, Biochanin A, 2'-
hidroxibiochanin A, 2’-hidroxiformonetin, a,2’- .
Galhos dihidroxi-4, 4 "-dimetoxidiidrochalcona, 7- Antitripanossoma Lopes et al., 1998
hidroxiflavona, tri-O-metilfloroglucinol
Folhas Extrato (Hex, AcOEt, MeOH) Ini Arlhomdqnt(’e_ Fernandes et al., 2019
nibicdo enzimatica
Antioxidante

Casca do tronco

Extrato (Hex, AcOEt, MeOH)

Inibic&o enzimatica

Fernandes et al., 2019

L



28

Das espécies descritas para o Brasil, apenas 10 apresentam algum tipo de
estudo quimico e/ou biologico. O que retrata a necessidade de estudos mais
aprofundado para o género.

Das espécies mencionadas na Tabela 1, p. 24 as mais estudadas do ponto
de vista quimico sdo V. carinata, V. elongata e V. sebifera. E em termos de
atividade bioldgica, se destacam como as mais analisadas V. sebifera e V.
surinamenses.

As principais classes de metabdlicos secundarios relatados para o género
sao: flavonoides, policetideos, lignanas, neolignanas, acidos graxos, taninos,
terpenos e alcaloides (BARATA et al., 2000; BLUMENTHAL et al., 1997; LOPES,
YOSHIDA e GOTTLIEB, 1983; MARTINEZ, ALDANA e CUCA, 1999; REZENDE e
KATO, 2002; DENNY et al., 2007; FUNASAKI et al., 2016).

Dentre as espécies deste género, a que mais se destaca comercialmente é
a Virola sebifera (ucuuba-vermelha, gordura-de-virola, uculiba-do-cerrado), muito
utilizada na industria de cosméticos devido as propriedades como emoliente,
hidratante e antisséptico (FUNASAKI et al., 2016). Além dessas propriedades,
algumas espécies apresentaram atividade antimalarica (LOPES et al., 1999);
antiproliferativa frente as linhagens NCI-460, MCF-7, NCI-ADR, UACC-62,
OVCARO03 e PC03 (DENNY et al., 2007); anti-leshimania (BARATA et al., 2000;
MORAIS et al, 2009); antifungica (LOPES, KATO e YOSHIDA, 1999) e
antioxidante (MORAIS et al., 2009).

2.3 Virola bicuhyba (Schott ex Spreng.) Warb.

A espécie escolhida para fazer parte deste trabalho € a Virola bicuhyba
(Schott ex Spreng.) Warb. sinonimia de Virola oleifera (Schott) A. C. Smith, é
conhecida popularmente como bocuva, bicuiba-vermelha, bocuva-vermelha,
ucuuba, parica, Biguacu, urucuiba e vicuiva. A espécie € endémica do Brasil, com
ampla distribuicdo no Dominio Fitogeografico Mata Atlantica, nos estados das
regides Nordeste (Bahia), Sudeste (Minas Gerais, Espirito Santo, Sado Paulo, Rio
de Janeiro) e Sul (Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul) (Figura 4, p. 29)
(Rodrigues, 2009).

As espécies de Virola se apresentam como arvores de grande porte (20-30

m de altura), com folhas simples de 12-24 cm de comprimento e tronco de 50-90
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cm de didametro. Sua florescéncia ocorre entre 0s meses de janeiro a maio e,

frutifica nos meses de julho a inicio de nhovembro (LORENZI, 2000) (Figura 5, p.
30).

Figura 4. Mapa de distribuicdo da espécie Virola bicuhyba no Brasil.

18%0'S

26°0'S

Oceano Atlantico

MYRISTICACEAL
mm Virola bicubyba

Altimetria
Max : 2854 &
0 125 250 500 Km 2
Min: 0 . — -
520"\ 44°0'W
Fonte: Site Jardim Botanico do RIO (http://cncflora.jbrj.gov.br/portal/pt-

br/profile/Virola%20bicuhyba), acessado em 18 de maio de 2019.
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Figura 5. Imagens da arvore, folha, fruto e folha de Virola bicuhyba.

Fonte: LORENZI, 2000; GIEHL, 2010.

No entanto, a espécie Virola bicuhyba apresenta um historico de
controvérsias quanto a sua nomenclatura. Inicalmente esta espécie foi
denominada como Myristica bicuhyba por Schott em 1827. Apds uma revisdo da
familia realizada Warburg (1897) passou a se chamar Virola bicuhyba. E, em
1937, apés tratamento taxondmico de espécies de Myristicaceae americanas feita
por Smith, a espécie passou a ser sinbnimo de Virola oleifera (Schott) A.C. Smith.
Por fim, a espécie deve seu nome legitimo reestabelecido, em 1998, por
Rodrigues como Virola bicuhyba (Schott ex Spreng.) Warb. Atualmente a
classificacdo taxonbmica da espécie escolhida para esse estudo pode ser
observada na Tabela 3, p. 31.
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Tabela 3. Classificacdo taxonémica de Virola bicuhyba.

Reino Plantae

Divisdo Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordem Magnoliales

Familia Myristicaceae

Género Virola

Espécie Virola bicuhyba
Nomenclatura Binominal Virola bicuhyba (Schott) Warb.

Virola bicuhyba apresenta ainda importancia socioecondmica para o Brasil,
devido ao seu uso na construgcédo civil, carpintaria e marcenaria. Destaca-se
também na ornamentacdo de parques e jardins e na composicdo de
reflorestamentos de areas degradadas de preservacdo permanente. Além de
fornecer alimentos para uma grande variedade de passaros, esta espécie é
estrategicamente utilizada para agricultura familiar no Brasil (CNCFlora, 2019;
LORENZI, 2000).

Na literatura, Virola bicuhyba se destaca como uma planta utilizada por
comunidades locais circundantes a localizacdo de coleta da espécie na
cicatrizacdo de feridas, como anti-inflamatério e anti-reumética (SARTORELLI,
YOUNG e KATO, 1998).

Apesar das propriedades anti-inflamatérias e de cicatrizacdo relatadas
como uso popular da espécie, pouco foi o interesse despertado na comunidade
cientifica a fim de aprofundar os estudos em termos de atividade biologica. As
propriedades farmacoldgicas atribuidas na literatura para Virola bicuhyba estdo

resumidas na Tabela 4, p. 32.
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Tabela 4. Tabela dos principais estudos de atividades biolégicas realizados para Virola
bicuhyba (Schott) Warb.

Resultado da

Parte Utilizada Atividade Atividade Referéncia
Arilos Ativos numa SARTORELLI,
, Antifungica concentragdo  minima YOUNG e KATO,
(lignanas/CH.C#,) de 25 ug 1998
Folhas . Inibicéo de 39,8+3,9% KUROSHIMA et al.,
(extrato/MeOH) Analgesico 2001
PEREIRAA et al,
Antioxidante 2017; BOA et al.,
2015
Resina Antiulcerogénica SEEERA et al,

Nefropatia induzida

BOA et al., 2015
por contraste

Na literatura encontramos trabalhos que descrevem o isolamento dos
constituintes quimicos das folhas e arilos de espécie coletada na Reserva
Florestal Ubatuba (SP), llhota (SC) e Vale do Ribeira (SP), onde é possivel
verificar a presenca de trés flavonoides (21-23), quinze neolignanas (6-20) e um
policetideos (5) fazendo um total de 19 substancias identificadas para esta
espécie e além da determinacdo qualitativa de presenca de flavonoides
(FERNANDES, BARATA e FERRI, 1993, AZEVEDO et al., 1997; SARTORELLI,
YOUNG e KATO, 1998; KUROSHIMA et al.,, 2001, PEREIRA et al., 2017). Os
metabalitos isolados e identificados na espécie sdo apresentados na Figura 6, p.
32.

Figura 6. Constituintes quimicos isolados de Virola bicuhyba.
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2.4 QUIMIOSSISTEMATICA

O interesse em classificar 0 que nos cerca estd imbuido no ser humano
desde os tempos remotos. A Quimiotaxonomia, entendida como o estudo da
significancia de ocorréncia de determinados compostos quimicos em seres Vivos,
se tornou uma ferramenta comum e muito importante nos estudos sistematicos do
Reino Vegetal (KAPLAN et al.,, 2010). Dessa forma, em se tratando do Reino
Vegetal, ndo apenas dados morfologicos tém sido levados em consideragédo, mas
também os dados quimicos representados principalmente pelos metabdlitos
secundarios utilizados em estudos que visam o estabelecimento de relacdes
filogenéticas. Essa juncdo de areas (dados morfolégicos e dados quimicos) é o
alvo da quimiossistematica (GOTTLIEB e BORIN, 2012).

O metabolismo vegetal pode ser dividido em dois grandes grupos
baseados nos produtos quimicos produzidos: metabolismo primario e secundario.
O metabolismo primario corresponde a producdo e modificagdo de moléculas
vitais e com funcdes bem definidas para praticamente todos 0s organismos Vivos,
sao elas: os carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucleicos (DEWICK, 2002).
As moléculas provenientes desse metabolismo sdo chamadas de metabdlitos
primarios e estao intimamente ligados a manutencdo da vida do organismo
produtor (SANTOS, 1999).

J& o metabolismo secundario ocorre numa proporcdo mais limitada, apenas
em organismos especificos. As moléculas originadas desse metabolismo
possuem fungdes especificas, tais como defesa contra predadores, como atrativo
para a mesma ou outras especies, agentes corantes para avisar ou atrair outras
espécies, entre outros. Essas moléculas caracterizam-se como elementos de
diferenciacdo e especializagdo, garantindo vantagens para a sobrevivéncia e
perpetuacdo da espécie no ecossistema (DEWICK, 2002; SANTOS, 1999).
Exemplos de metabdlitos secundarios s&o os taninos, saponinas, alcaloides,
flavonoides, o6leos volateis, entre outros. Um esquema resumido da biossintese
responsavel pela produgcdo dos metabdlitos secundérios € mostrado na Figura 7,
p. 35.

A via metabdlica do acido chiquimico tem origem na condensacao de dois
metabolitos da glicose resultando no acido chiquimico. Este, por sua vez,

originara aminoacidos aromaticos que sdo 0s precursores dos alcaloides,
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fenilpropandides e taninos. Ja a via do acetato, tem inicio no ciclo do acido citrico
na matriz mitocondrial gerando a espécie reativa e intermediaria acetil-tio-
coenzima A (acetil-SCoA) que é o percursor de varios grupos de substancias.
Dentre as substancias geradas pelo acetil-SCoA, tem-se os alcaloides,
terpendides, esterois, acidos graxos e triglicerideos. A terceira via metabdlica, a
via mista ou via do melavonato, forma os metabdlitos da classe dos flavonoides,

antraquinonas e taninos condensados.

Figura 7. Esquema de biossintese do metabolismo secundério.

@

Acido chiquimico Via mista Acido acético
| ( i ) |
Antraguinonas,
Fenilalanina/ - ) flavonoides e Ciclo do 4cido - .
Triptofano Tirosina Acido galico taninos citrico Acido melavénico Condensagio
condensados
" Acaoes )
Alcaloides - Alcaloides
Taninos e i id
indali e irrolidinicas erpenoides e Ani
C{I:ic:::?:izfs hidrilisaveis ptropén‘\cns ' Esterdides Acidos graxos
S — pirrolizidinicos, \
‘ piperidinicos e
quinolizidinicos
Alcaloides Acido cinamico
isoquinolinicose
benzilisoquinolinicos

Lignanas,
ligninas,
neolignanas e
cumarinas

Fonte: Adaptado de SOUSA, 2016.

As familias pertencentes a super ordem Magnolideia possuem baixo indice
de herbacidade (IH), o que as caracteriza como organismos ainda primitivos, cuja
principal via metabdlica € a via do ciquimato, resultando como principais
metabdlitos secundarios lignanas, neolignanas e alcaloides benzilisoquinolinicos
(GOTTLIEB, KAPLAN e BORIN, 1996).

Portanto, a elaboracdo de uma proposta quimiossitematica para a familia
Myristicaceae e em especial o género Virola, € uma importante colaboracdo para
o estudo da linguagem quimica (termo proposto por Otto Gottlieb) apresentada

por esta familia.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Compreender as relacbes dentro do género Virola da familia Myristicaceae
através de dados quimiossistematicos e avaliar o perfil fitoquimico biomonitorado
da espécie Virola bicuhyba através da atividade larvicida, antineoplasica e

antimalarica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analise quimiosistematica e de ocorréncia de metabdlitos especiais nas

espécies do género Virola da familia Myristicaceae;

- Avaliar, in vitro, a atividade larvicida dos extratos brutos da espécie frente as

larvas do terceiro estadio de Aedes aegypti;

- Avaliar, in vitro, a atividade antineoplasica dos extratos e fracbes e/ou

substancias puras de Virola bicuhyba frente a linhagem U937.

- Avaliar, in vitro, a atividade antimalarica dos extratos e fracdes de V. bicuhyba

obtidos frente a cepa Plasmodium falciparium (resistente a cloroquina).

- Estudo fitoquimico guiado por bioensaios visando isolar e identificar os

metabdlitos especiais presentes nas fracdes.

- Caracterizar as moléculas presentes nas fracdes dos extratos brutos por
espectrometria de massas com ionizacdo por electrospray (ESI(+)-MS e ESI(+)-
MS/MS), ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono (*H e 3C NMR)

e, cromatografia a gas acoplada com espectrometria de massa (CG-MS).
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4 METODOLOGIA
4.1 METODOLOGIA PARA A QUIMIOSSISTEMATICA

Para esta etapa da analise quimiossistematica da familia Myristicaceae foi
realizado o levantamento dos dados quimicos registrados na literatura no
Chemical Abstract Service mediante o acesso das obras disponibilizadas no
indexador Scifinder, ScienceDirect e PubMed.

O levantamento abrangeu o periodo de 1965 até marco de 2019 através
das palavras-chave: nome da familia (Myristicaceae), o home de cada um dos
seus géneros, e 0 nome de cada espécie do género Virola. Completando-se as
informacdes, quando necessérias, com consultas as referéncias originais. Com os
dados obtidos foi possivel organizar o registro dos metabdlitos secundarios em
tabelas por meio de sua ocorréncia.

O Numero de Ocorréncia (NO) € um parametro quimico que fornece o grau
de relevancia de uma determinada categoria metabdlica para um taxon escolhido.
Ou seja, NO representa 0 numero de substancias de uma determinada classe
guimica produzidas por um taxon (GOTTLIEB, KAPLAN e BORIN, 1996).

Nesse sentido, os valores do NO ndo apresentam uma padronizacgao,
portanto, a normalizacdo desses dados foi realizada através da divisdo do nimero
de ocorréncias pelo numero de espécies da familia (NO/sp) - Equacdo 1.
Obtendo-se o NO para uma espécie hipotética da familia e que representa suas
caracteristicas médias.

NO
E (Equacéo 1)

A segunda etapa foi o calculo dos indices Quimicos Particulares, visando a
representacdo individual das categorias biogenéticas das substancias quimicas
registradas determinando-se o nivel de oxidag&o (O) — Equacgéo 2.

0 =xch
" (Equacéo 2)

Onde:

X: namero de ligacdes C-heteroatomo;

h: nimero de ligagdes C-H;

n: numero de atomos de C do esqueleto molecular.
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Apoés os calculos dos parametros individuais, foi obtido o parametro de
avanco evolutivo de oxidagcao (AEo) — Equacao 3 - do género Virola a partir das
moléculas das rotas biossintéticas da via do Acetato e da via do Chiquimato.

AEo= 29 (Equacéo 3)

Nuamero de substincins

4.2 ENSAIO BIOLOGICO DE EXTRATOS E FRACOES

Os estudos investigativos da atividade antineoplasica in vitro foram efetuados
no Laboratério de Biologia do Reconhecer — LBR-CBB/UENF, sob supervisdo do
Prof. Milton Kanashiro. A avaliacdo antimalérica in vitro foi realizada no
Laboratorio de Pesquisa em Malaria (CPD-Mal) do Instituto Oswaldo Cruz
(IOC/Fiocruz), sob supervisdo do Prof. Leonardo José de Moura Carvalho. E os
estudos da atividade larvicida foram efetuados no Laboratério de Biotecnologia —

LBT-CBB/UENF, sob supervisédo do prof. Francisco José Alves Lemos.

4.2.1 Atividade Larvicida
4.2.1.1 Coldnia de mosquitos

Os testes foram realizados com larvas do terceiro instar obtidas do insetario do
LBT. As larvas foram criadas em bandejas com agua e a alimentacédo baseada em
racao canina triturada sendo efetuada diariamente.

4.2.1.2 Ensaio de mortalidade de larvas

A metodologia empregada para o ensaio larvicida foi semelhante a utilizada
por WHO (2005). Uma solucdo-mae (1%) foi obtida por pesagem de 250 mg do
extrato das folhas de Virola bicuhyba em 25 mL de solvente (MeOH). A solugé&o-
mae foi diluida (dez vezes) em agua destilada (25 mL). As concentracdes de teste
foram obtidas adicionando 0,1-20 mL da diluicdo apropriada a 100 mL de agua
destilada.

Grupos de 20 larvas do terceiro instar de A. aegypti foram mantidos por 24
horas na presenca dos extratos. O experimento foi feito em triplicata. Apos 24

horas as larvas mortas foram contadas e as médias de mortalidade calculada.
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As larvas que tiveram pupados (Figura 8, p. 39) durante o periodo de teste
negardo o teste. Se mais de 10% das larvas de controle fizerem a pupacao

durante o experimento, o teste deve ser descartado e repetido.

Figura 8. Imagem de pupa (fase que ocorre a metamorfose do estagio larval para o
adulto) de duas espécies de Aedes.

TROMPETAS R‘ESPIRATORIAS

Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse) Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus)

Fonte: http://www.pbh.gov.br/smsa/montapagina.php?pagina=bhdengue/biologia.htm. Acessado
dia: 02/01/2018.

Se a mortalidade do controle estiver entre 5% e 20%, as mortalidades dos
grupos tratados foram corrigidas de acordo com a formula de Abbott (Equacao 4).

Mortalidade (%) = % 100 Equac&o (4)

Onde:
X: Percentagem de sobrevivéncia no controle n&o tratado

Y: Percentagem de sobrevivéncia na amostra tratada.

4.2.2 Atividade Antineoplasica
4.2.2.1 Manutencao das linhagens

As linhagens celulares neoplasicas foram adquiridas da American Type
Culture Collection (ATCC). As células foram mantidas em garrafas de cultura de
25 cm? com meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient F-12
Ham (DMEM/F-12) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 20

ugmLt de gentamicina (Gibco).
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4.2.2.2 Avaliacdo da viabilidade celular das amostras frente as células

neoplasicas

A viabilidade dos extratos e fracbes correspondentes frente as células
neoplasicas foi avaliada através de ensaio colorimétrico por reducédo de bromidio
3-(4,5—dimetiltiazol-2-il)-(2,5-difeniltetrazdlio) - MTT (Koh et al., 1987 e Mosmann,
1983).

Nesse ensaio células foram plagueadas em volume de 100 pL por poco em
placas de 96 pogos numa concentracdo de 1x10°8 célulasmL'". O controle negativo
corresponde as células mantidas com meio de cultura DMEM/F-12 suplementado
a 10% SFB e 20 pugmL?'- de gentamicina. O controle positivo equivale ao farmaco
doxorrubicina.

As amostras selecionadas para a realizacdo desse ensaio foram obtidas a
partir do preparo de uma solucdo stock dos extratos/fracdes na concentragdo de
200 mgmL?'- empregando-se dimetilsulféxido (DMSO, Sigma) para solubilizar. As
aliquotas foram preparadas em diluicdo seriada em meio de cultura DMEM/F-12
suplementado a 10% SFB e 20 ugmL! de gentamicina variando de 12,5-400
pgmLt-.

ApOGs 48 horas de incubagdo com as amostras, adicionou-se 20 pL da
solucdo de MTT (Sigma, 5 mgmL?' em PBS) para cada 100 pyL de cultivo. As
placas foram mantidas na estufa a 37 °C com 5% de CO:2 e umidade controlada
por quatro horas. Apds esse periodo 150 uL foram retirados do sobrenadante de
cada poco adicionando-se 100 pL de uma solugédo de 0,0014 % de HCH
fumegante com isopropanol (Merck), homogeneizando bem até a completa
dissolugdo dos cristais puarpuros. Para separar o precipitado, as placas foram
submetidas a centrifugagéao por 10 minutos a 1500 rpm e 100 yL do sobrenadante
foi transferido para outra placa de cultura de 96 pocos e lida em
espectrofotdmetro (Epoch™, BioTek® Instruments, Inc.) utilizando o comprimento
de onda de 570 nm. Os experimentos foram realizados em triplicatas em trés
ensaios independentes.

Para o célculo do ICso, 0os dados foram plotados no Microsoft Excel®

(Microsoft® Office 365) e analisados mediante o programa GraphPad verséo 8.0.



41

Para este experimento foi utilizado o teste estatistico Two-way ANOVA. As

diferencas significativas foram consideradas como P<0,05, P<0,01 e P<0,001.

4.2.3 Atividade Antimalarica

4.2.3.1 Cultivo continuo do Plasmodium falciparum

Foi utilizada a cepa W2 de P. falciparum (resistente a cloroquina),
disponibilizada pelo Laboratério de Pesquisa em Malaria (CPD-Mal) do
IOC/Fiocruz. A metodologia utilizada no cultivo foi a de Trager & Jansen (1976) e
o cultivo utilizou hemacias humanas provenientes de bolsas de sangue do tipo A+
cedidas pelo Instituto de Biologia do Exército (IBEx). O meio de cultivo utilizado foi
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com 21 mM de bicarbonato de sodio
(Sigma-Aldrich), 25 mM de hepes (Sigma-Aldrich), 40 ugmL! de gentamicina
(Nova Farma), 11 mM de glicose (Sigma-Aldrich) e 10% de soro humano
desativado. As culturas foram mantidas em frascos proprios para cultura, com um
hematécrito = 6% incubada a 37° C em atmosfera reduzida de oxigénio
(aproximadamente 5% de COz2, 90 - 92% de N2 e 3 - 5% de O2). A manutencao da
cultura foi feita com a troca do meio a cada 24 horas e 0o acompanhamento
realizado através de esfregacos sanguineos corados com kit de panétipo rapido
(Laborclin) ou pela técnica de coloracdo com Giemsa (Laborclin) e a parasitemia
obtida através de observacdo ao microscépio oOptico Nikon Eclipse 80i com
objetiva de imersédo (1.000x) Quando detectadas altas parasitemias diluicbes com

hemécias ndo parasitadas foram realizadas.

4.2.3.2 Sincronizacao do cultivo

Para os testes in vitro a sincronizagdo do cultivo é necessaria para a
obtencdo de formas jovens (anéis), através de sincronizagcdo com sorbitol
conforme descrito na literatura (Lambros e Vanderberg, 1979). Inicialmente foi
feito um esfregaco sanguineo para observacao do estadgio de amadurecimento do
parasito e contagem da parasitemia. No momento em que a cultura apresentou
predominio de anéis a mesma foi centrifugada a 1500 rpm por 10 minutos e

retirou-se o sobrenadante. Foi acrescentado 10 mL de D-sorbitol (5% em glicose
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0,5%), e incubado a 37 °C por 10 minutos. Logo apos foi levado a nova
centrifugacdo por 5 min, retirou-se o sobrenadante e lavou-se com meio.
Posteriormente foi feito novo esfregaco para contagem da parasitemia. O
hematdcrito e a parasitemia, pré-determinados para o teste, foram ajustados com

a adicao de heméacias e meio RPMI completo em quantidades adequadas.

4.2.3.3 Preparo das placas para os ensaios de quimioterapia

Culturas de parasitos sincronizadas com predominio de anéis de P.
falciparum foram distribuidas em microplacas de 96 pocos (Corning) adicionando-
se 180 uL por poco de meio de cultura RPMI contendo: 0,05% de parasitemia e
1,5% de hematdcrito para o teste de ELISA anti-HRPII. Anteriormente a adi¢cdo da
suspensao dos parasitos, 20 pL dos compostos a serem testados foram
adicionados a placa teste, em triplicata, e em diferentes concentracfes seriadas
(100 pgmL' - 1,5 pgmL'). Os pogos controles (seis por teste) continham
hemécias infectadas sem adicdo dos compostos-testes (controle positivo). O
antimalarico padrdo, cloroquina (Sigma-Aldrich), foi testado em paralelo em todos
0s experimentos realizados, em diluicbes seriadas de 1000 - 1 nM. As placas-
testes foram incubadas por 24 h a 37 °C, e o conteudo de seis pocos (controle
positivo) foi retirado e congelado a -20°C para ser utilizado posteriormente como
background. A placa foi novamente incubada por 48 h nas condicbes ideais para
0 crescimento do parasito. Ap0s 72 h totais de incubacdo, as placas foram
congeladas e descongeladas duas vezes a -70 °C para que houvesse a lise das

hemacias.

4.2.3.4 Preparo das placas para teste imunoenzimatico anti-HRPII

Para a sensibilizacdo das placas no teste anti-HRPII, 100 yL do anticorpo
primario (MPFM-55A ICLLAB®, EUA) a 1,0 ugmL!- foram adicionados a cada
poco da placa de ensaio (Maxysorp, Nunc, Denmark). Apds incubagéo por 12-16
h a 4°C, o conteudo dos pogos foi descartado e 200 uL por poco de uma solucao
de blogueio (PBS-BSA 2%) adicionada, sendo a placa mantida a temperatura
ambiente por 2 h. Apés esse tempo, o conteudo dos pocos foi novamente

descartado e a placa lavada trés vezes com PBS-Tween 20 a 0,05% (PBS-T).
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4.2.3.5 Teste imunoenzimatico anti-HRPII

No ensaio imunoenzimético anti-HRPII (Noedl et al., 2002) a cada poco da
placa pré-sensibilizada foram adicionados 100 uL das amostras da cultura de P.
falciparum hemolisadas. Em seis pogos da placa foram adicionados 100 uL dos
controles congelados nas primeiras 24 h (background). A placa foi entéo incubada
por 1 h & temperatura ambiente, em camara Uumida, em seguida foi lavada trés
vezes com PBS-T, adicionando-se a cada po¢o 100 uL do anticorpo secundario
(MPFG55P ICLLAB®, EUA) diluido a 1:5.000. ApdGs incubacdo a temperatura
ambiente por 1 h, em camara Umida, a placa foi lavada trés vezes com PBS-T e
100 pyL de uma solucdo de 3,3,5,5-Tetramethylbenzidine (TMB) acrescentados a
cada poco. A placa foi incubada por 5 a 10 min a temperatura ambiente, ao abrigo
da luz, e a reacéo interrompida adicionando-se 50 yLpogo!” de uma solugdo de
acido sulfarico 1 M. A leitura das absorbancias foi realizada a 450 nm em
espectofotdbmetro de microplacas Espectramax 190 (leitor de ELISA).

A partir do resultado obtido prosseguiu-se para o calculo de concentracdo

inibitéria para 50% do crescimento dos parasitos (ICso).

4.2.3.6 Determinacdo da concentracdo inibitéria de 50% do crescimento dp

parasito (ICso)

A inibicdo do crescimento de 50% dos parasitos foi determinada através de
curvas dose-resposta, em funcdo de regressdo nado linear. Foi utilizado o
programa Origin (OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA), para

determinar o valor de ICso.

4.3 ESTUDO FITOQUIMICO

4.3.1 Materiais de Ensaio Fitoquimico

4.3.1.1 Reagentes, solventes e solugdes

Todos os solventes e reagentes utilizados neste trabalho possuem grau de

pureza analitica (P.A.) LabSynth (S&o Paulo, Brasil).
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Para a realizacdo dos processos cromatograficos foi utilizada silica gel
SiliaFlash@ G60: 60-200 um (TediaBrasil) para cromatografia de camada
delgada.

A solucdo reveladora (vanilina sulfarica) foi preparada adicionando-se trés
gramas de vanilina em 135 mL de agua destilada, 135 mL de etanol e 30 mL de

acido sulfurico (H2S0a4) concentrado.

4.3.1.2 Instrumentacgé&o

4.3.1.2.1 Cromatografia a gas

O sistema de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) é composto pelo cromatégrafo GCMS-QP5050A Shimadzu (Kyoto,
Japao) existente no LCQUI-UENF.

4.3.1.2.2 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros foram obtidos no aparelho modelo DPX-500 da marca Bruker
(Billerica, EUA) existente no LCQUI-UENF.

4.3.1.2.3 Espectroscopia de Massas com lonizacao por electrospray (ESI(-)-MS e
ESI(-)-MS/MS)

Os espectros de massas foram obtidos empregando-se espectrometro de
massas MicroTOF LC Bruker Daltonics. A técnica de ionizacdo utilizada foi a de
ionizagdo por electrospray, em modo negativo (ESI(-)-MS) e ESI(-)-MS/MS),
empregando se acetonitrila/agua (5:95). As analises foram realizadas no LCQUI-
UENF.

4.3.2 Material Botanico

4.3.2.1 Coleta do material botanico

A espécie Virola bicuhyba (Schott ex Spreng.) Warb. foi coletada em
setembro/2013 e em outubro/2015 na Reserva Biolégica Uniéo, localizada na BR-

101 entre os municipios de Casimiro de Abreu, Macaé e Rio das Ostras.



45

A espécie foi classificada no Herbario da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (HUENF) sob responsabilidade do professor Rafael

Oliveira Lima e a exsicata foi depositada sob o codigo HUENF00009772.

4.3.3 Metodologia para triagem fitoquimica

4.3.3.1 Teste para esteroides e terpenoides (Liebermann-Burchard)

Dissolveram-se 10 miligramas das amostras estudadas em 1 mL de
cloroférmio, contidos em 4 tubos de ensaio. Em seguida, filtrou-se cada solucao
cloroférmica e foi adicionado 2 mL de anidrido acético, agitou-se cada tubo
suavemente e pelas paredes destes, adicionou-se cuidadosamente 1 mL de
H2SO4 concentrado. Pouco depois, tornou-se a agitar suavemente e observou-se
uma rapida mudanca de cores, da cor azul para a cor verde (MATOS, 1997).

Para a presenca de esteroides deve-se observar coloracdo azul seguida de
verde permanente. E para a presenca de triterpenoides observa-se uma
coloracéo parda até vermelha (MATOS, 1997).

4.3.3.2 Teste para flavonoides (Shinoda)

Foram solubilizados 10 mg das amostras em volumes de metanol iguais a
3 mL, contidos em cada tubo. Em seguida, filtrou-se e foram adicionados 1 mL de
acido cloridrico concentrado. Logo ap0s as solu¢des reagiram com 1 cm de fita de
magnésio. O término da reacdo € indicado pelo fim da efervescéncia (MATOS,
1997). Preparou-se uma solugdo de controle positivo através do mesmo
procedimento, porém utilizando como padréo o flavonoide rutina (Figura 9, p. 45).

Figura 9. Estrutura do flavonoide rutina.

OH OH

OH OH
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O surgimento de uma coloracdo vermelha € indicativo da presenca de
flavonoides (flavonadis, flavanonas, flavanonodis e/ou xantonas, livres ou seus
heterosidios) (MATOS, 1997).

4.3.3.3 Teste para polissacarideos

Em 4 tubos de ensaio foram adicionadas duas gotas de solugéo a 1% (m/v)
de bérax seguidas de duas gotas de fenolftaleina, resultando em solugéo cor de
rosa. Adicionou-se 10 mg dos extratos sequencialmente sobre as solucfes, esse
procedimento pode ocasionar o desaparecimento da coloragcdo rosa, que
reaparece com 0 aquecimento e some novamente com o resfriamento. Se tal
fenbmeno for observado, a reacdo é positiva para a presenca de polissacarideos
(MATOS, 1997).

4.3.3.4 Teste para saponinas (Espuma)

Para a identificacdo de saponinas, solubilizou-se as amostras (VBF e VBC)
num volume entre em 1 a 2 mL de cloroférmio. Em seguida, separou-se a parte
soluvel (utilizada na metodologia de teste de esterdides e triterpenoides) e a parte
insolavel neste solvente organico.

A parte insolavel de cada amostra foi dissolvida em 5 a 10 mL de agua
destilada e filtrada para um tubo de ensaio. Agitou-se cada tubo contendo o
filtrado fortemente por 2 a 3 minutos e observou-se se ocorria a formacgédo de
espuma.

A presenca de espuma persistente e abundante confirma a presenca de

saponinas (heterésides saponinicos) (MATOS, 1997).

4.3.3.5 Quantificacdo de fendis totais

A determinacédo do teor de fendis totais presentes no extrato etandlico das
folhas foi realizada por meio de espectroscopia na regido do visivel utilizando o
método de Folin—Ciocalteu com modificagcbes propostas por Sousa e
colaboradores (2007). Para comegar, solubilizou-se 20 mg do extrato etanolico

das folhas em 10 mL de MeOH em um baldo volumétrico (10 mL). Em seguida,
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uma aliquota de 100 uL desta ultima solugéo foi agitada com 500 uL do reagente
de Folin-Ciocalteu e 6 mL de agua destilada por 2 minutos. Passado este tempo,
2 mL de solucdo de Na2COs a 15% m/v foram adicionados a mistura e agitada por
30 segundos. O volume foi completado para 10 mL com agua destilada e, apos 2
h de reacédo, a absorbancia das amostras foi medida, no comprimento de onda
750 nm, utilizando-se cubetas de vidro. Para comparacédo foi realizado um teste
em branco utilizando todos os reagentes sem adicao de extrato.

O teor de fendis totais (FT) foi determinado por interpolacdo da
absorbancia das amostras contra uma curva de calibracdo construida com
padrées de &acido galico (10 a 350 ugmL') e expressos como mg de EAG
(equivalentes de &cido gélico) por g de extrato. A Equacao da curva de calibragéo
do acido gélico foi A= 0,07219015+0,098714.C, onde C é a concentracdo do
acido galico, A é a absorbancia a 750 nm e o coeficiente de correlacdo R? =

0,999. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.3.4 Metodologia de Estudo Fitoquimico

Nesta fase do trabalho foram utilizadas principalmente as técnicas
cromatograficas de cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) e
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP).

O grau de pureza das substancias foi avaliado através de CCDA,
cromatografia com fase gasosa e dados espectrais.

Na elucidacéo estrutural e na identificagdo das substancias isoladas foram
utilizados os seguintes métodos espectroscopicos: Espectrometria de Massas
(EM) e Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN *H), de carbono-13
(RMN 13C), uni e bidimensionais de RMN 'H e 13C (HSQC e HMBC).

4.3.4.1 Obtencéo do extrato bruto e fracdes das folhas e do caule de V. bicuhyba
(VB).

ApOs a coleta, a secagem do material foi realizada em estufa com
circulagéo de ar, 40°C. Estando o material seco, foi entdo submetido a trituragéo
em moinho de facas (folhas: VBF = 347,21 g e caule: VBC = 165,50 Q).

As folhas secas e moidas foram submetidas a extracdo a frio em
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temperatura ambiente (25 °C) por percolacdo, tendo como solvente etanol. Ao
passo que o caule moido foi submetido a extracéo a frio, também a temperatura
ambiente, por maceracao estética utilizando igualmente etanol como solvente. As
solucdes obtidas foram destiladas a pressdo reduzida em evaporador rotativo
obtendo-se, entdo, o extrato bruto. Para obter o extrato totalmente seco, ele foi
submetido a liofilizacdo a fim de que todo o residuo de agua fosse retirado. No
fluxograma disposto na Figura 10 (p. 48) consta um resumo das etapas e das

massas obtidas.

Figura 10. Fluxograma de obtencao inicial dos extratos em etanol das folhas e do caule
de V. bicuhyba (VBF e VBC).

Virola bicuhyba (VB)
Folhas= 347,21 g;
Caule= 165,50 ¢

Extrato etandlico das folhas (VBF) Extrato etandlico do caule (VBC)
m= 75,65 g; R=21,8% m= 19,86 g; R=12,0%

Fonte: Autor.

4.3.4.2 Particao do extrato etandlico das folhas V. bicuhyba

O extrato bruto etandlico das folhas foi submetido a uma cromatografia em
coluna a presséo normal, tendo a fase estacionaria empacotada sem solvente a
fim de obter um fracionamento a seco. Cerca de 5,00 g da amostra (VBF) foi
submetida a uma pastilha de silica gel (SiliaFlash@ G60) em um funil de Blichner,
com sistema de filtracdo a vacuo. Utilizou-se solventes em ordem crescente de
polaridade HEX, AcOEt e MeOH. ApoOs realizar uma analise qualitativa por
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), as aliquotas foram reunidas
por ordem de similaridade, dando origem as respectivas fracdes: VBFA, VBFB,
VBFC, VBFD, VBFE e VBFF apresentadas na figura abaixo (Figura 11, p. 49).
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Figura 11. Fluxograma das fracGes resultantes da particdo a seco do extrato das folhas
de V. bicuhyba.

VBF
(Extrato etandlico das folhas de V. bicuhyba)
m= 30,12 g
vl H
1 1 1 | 1 1
VBFA VBFB VBFC VBFD VBFE VBFF
m=0,1565g| |m=0,4675g| |m=0,2458 g| |m=13,8305g] |[m=0,6066 g| |m=3,3434 g

Observado o perfil cromatografico de cada uma das fraches
qualitativamente, através de cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)
e, sobretudo, em funcdo dos resultados obtidos pelas atividades biolégicas
testadas para o extrato e fracbes. O trabalho se concentrou nas fracbes VBFD e
VBFE. As fragcbes nédo trabalhadas séo justificadas por n&do apresentarem
atividade significativa frente aos ensaios biolégicos aqui descritos.

A descricdo das analises cromatogréficas realizadas para as fracées VBFD

e VBFE, escolhidas para o estudo fitoquimico, séo relatados a seguir.

4.3.4.3 Analise da fracdo VBFD (m= 13,8305 g)

A fracdo VBFD foi submetida a uma cromatografia em coluna a pressao
normal filtrante, empacotada com silica gel em diclorometano como fase
estacionaria. A fase movel foi constituida de solventes em ordem crescente de
polaridade CH2Cf2, AcOEt, MeOH e ACN, resultando nas fracbes VBFD1, VBFD2,
VBFD3 e VBFD4 (Tabela 5, p. 49).

Tabela 5. Estudo cromatogréfico da fracao VBFD.

rzrfr?i%f; Codigos Massa (Q) Observacao
1-2 VBFD1 2,1919 Nao trabalhada
3 VBFD2 3,5027 Trabalhada
4 VBFD3 5,0035 Nao trabalhada

5-6 VBFD4 1,2658 Nao trabalhada
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4.3.4.3.1 Analise da fracdo VBFD2 (m= 3,5027 g)

A fracdo VBFD2 foi submetida a cromatografia em coluna a pressdo normal
em silica gel empacotada com hexano. A fase movel foi constituida por uma
mistura de solventes em gradiente de polaridade crescente de HEX:CH2Ct..
Foram coletadas 123 fracdes reunidas ap0s analise qualitativa por cromatografia

em camada delgada analitica em 19 novas fracdes (Tabela 6, p. 50).

Tabela 6. Estudo cromatogréfico da fracdo VBFD2.

Fracdes

reunidas Caddigo Massa (Q) Observacao
11-14 VBFD2.1 0,0133 Nao trabalhada
15-16 VBFD2.2 0,0126 Nao trabalhada
17-26 VBFD2.3 0,3982 Nao trabalhada
27-50 VBFD2.4 0,0324 V2
51-72 VBFD2.5 0,0837 Nao trabalhada
73-77 VBFD2.6 0,0232 Nao trabalhada
78-83 VBFD2.7 0,0207 Nao trabalhada
84-93 VBFD2.8 0,0253 Nao trabalhada
94-105 VBFD2.9 0,0278 Nao trabalhada
106-107 VBFD2.10 0,0374 Nao trabalhada
108-109 VBFD2.11 0,0220 Nao trabalhada
110-111 VBFD2.12 0,0235 Nao trabalhada
112 VBFD2.13 0,0143 Nao trabalhada
113-114 VBFD2.14 0,0250 Nao trabalhada
115-116 VBFD2.15 0,2129 Nao trabalhada
117 VBFD2.16 0,0628 Nao trabalhada
118-119 VBFD2.17 0,2006 Trabalhada
120-121 VBFD2.18 0,4270 Trabalhada
122-123 VBFD2.19 0,3281 Nao trabalhada

4.3.4.3.2. Andlise da fragdo VBFD2.4 (m= 0,0324 g)

A fracdo VBFD2.4 continha um soélido amorfo com pequenos cristais
incrustados. Dessa forma, foi adicionado hexano a temperatura ambiente,
resultando em duas fracdes. A primeira fracdo, ao evaporar o solvente, revelou-se
um sélido com aparéncia de cristais em formato de agulhas unidos formando uma
colmeia. A analise por cromatografia em camada delgada analitica, revelada com

luz ultravioleta e vanilina sulfarica confirmou uma Unica mancha na primeira
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fracdo, sendo denominada V2. Ja a segunda fracdo continha substancias

impuras.

4.3.4.3.3 Andlise da fragdo VBFD2.17 (m= 0,2006 Q)

A fracdo VBFD2.17 continha um solido amorfo impuro, sendo ao mesmo
adicionado hexano a temperatura ambiente. Esse procedimento resultou em 3
fracOes: a primeira resultou num sdélido amorfo de cor bege, a segunda
apresentava indicios de so6lido com uma leve camada oleosa e a terceira consistiu
num oléo de cor amarelo claro. A analise por cromatografia em camada delgada
analitica, revelada com luz ultravioleta e com vanilina sulfdrica demonstrou que a
fracdo VBFD2.17.1 apresentava uma Unica mancha, sendo denominada V3. Ao

passo que as outras fracdes revelaram-se impuras.

4.3.4.3.4 Andlise da fragdo VBFD2.18 (m= 0,4270 q)

A fracdo VBFD2.18 continha um solido amorfo recoberto com uma camada
oleosa verde. Entdo foi adicionado hexano a temperatura ambiente, resultando
em trés fracdes: duas oleosas (VBFD2.18.1:0,0574 g e VBFD2.18.2: 0,0731 g) e
outra sélida (VBFD2.18.3: 0,1779 g), ambas solluveis em metanol.

A fracdo solida (VBFD2.18.3) foi submetida a cromatografia em coluna a
pressdo normal em Sephadex LH20. A fase movel consistiu em MeOH 100%,
resultando em 48 fracbes que apds andlise por cromatografia em camada delgada
analitica resultou em duas novas fracbes (VBFD2.18.3.1 e VBFD2.18.3.2). Esse
procedimento permitiu o isolamento da substéncia V4. O estudo cromatografico
da fracdo VBFDZ2.18 esta descrito na Tabela 7, p. 51.

Tabela 7. Estudo cromatografico da fracao VBFD2.18.

Fracoes Caodigo Massa (Q) Observacao
reunidas
1-39 VBFD2.18.3.1 0,0609 N&o trabalhada

40-48 VBFD2.18.3.2 0,1470 V4
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O resumo das analises cromatograficas da fracdo VBFD € mostrado na
Figura 12, p. 52.

Figura 12. Fluxograma resumo das substancias isoladas da fracdo VBFD de V. bicuhyba.

VBFD
(m= 13,83059)

Coluna filtrante em silica gel
(CH.Cl, AcOEt, MeOH)

Total: 4 fr.
VBFD1 VBFD2
(m=2,1919g) (m=3,5027 g)
‘ Sephadex LH-20 Coluna em silica gel
FM: MeOH/CH,CE, 9:1 Hex/AcOEt - gradiente
Total: 11 fr. Total: 19 fr.
1
‘ \
L .
VBFD1.6 VBFD1.9 ! VBFD2.4 ' VBFD2.17 VBFD2.18
(m=10,3234 g) (m=0,0162 g) 'l (m=0,0346 g) : (m=0,1143 g) (m=0,1768 g)
Coluna em silica gel Coluna emsllicagel T TTTTTTTTT i Sephadex LH-20
N Coluna em silica gel ephadex
?e:dﬁ(;?ft— gradiente _Fth :'_'i‘;ACOEl B2 FM: Hex/AcOEt — gradiente] MeOH
e b oo Totab1Sfo L Total: 2 fr.

VBFD1.6.1 VBFD1.9.3 \ VBFD2.17.1 | | VBFD2.18.2
(m=0,0113 g) (m=0,0371g) 1 (m=0,00889) : (m=0,1470 g)

VBFD1.6.3
(m=0,0231g)

VBFD1.6.5
(m=0,0295 g)

VBFD1.6.12
(m=0,0219 g)

4.3.4.4 Analise da fracdo VBFE (m= 0,6066 Q)

A fracdo VBFE foi submetida a uma particdo liquido-liquido. Uma amostra
(m= 0,4007 g) foi diluida em 10 mL de MeOH:H20 (8:2) e em seguida
encaminhada ao método extrativo por ultrassom por 2 min. Posteriormente, a
solucéo foi lavada com diclorometano trés vezes, resultando em duas fracdes:
VBFE-I (m=0,2442 g) e VBFE-S (m=0,1101 g).

4.3.4.4.1 Analise da fragdo VBFE-I (m= 0,2442 g)

A fracdo VBFE-I foi submetida a cromatografia em coluna a pressdo normal
em silica gel empacotada com hexano. A fase movel consistiu em uma mistura de
solventes em gradiente de polaridade crescente de Hex:AcOEt. Foram coletadas
125 fracgdes reunidas apds analise de cromatografia em camada delgada analitica

em 17 novas fragOes (Tabela 8, p. 53).
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r':erl?r?icézss Caodigo Massa (Q) Observacao
1-3 VBFE-I.1 0,0153 Nao trabalhada
4-10 VBFE-I.2 0,0165 Nao trabalhada
11-20 VBFE-I.3 0,0452 Nao trabalhada
21-29 VBFE-1.4 0,0053 Nao trabalhada
30-34 VBFE-I.5 0,0048 Nao trabalhada
35-39 VBFE-I.6 0,0044 Nao trabalhada
40-47 VBFE-I.7 0,0262 Nao trabalhada
48-57 VBFE-I.8 0,0031 Nao trabalhada
58-61 VBFE-I.9 0,0049 Nao trabalhada
62-73 VBFE-1.10 0,0058 Nao trabalhada
74-80 VBFE-I.11 0,0022 Nao trabalhada
81-87 VBFE-I.12 0,0075 Nao trabalhada
88-94 VBFE-I.13 0,0069 Nao trabalhada
95-110 VBFE-1.14 0,0020 Nao trabalhada
111-115 VBFE-I.15 0,0032 Nao trabalhada
116-120 VBFE-1.16 0,0349 Nao trabalhada
121-125 VBFE-I.17 0,0520 Nao trabalhada

4.3.4.5 Particao do extrato etandlico do caule de V. bicuhyba

O extrato bruto do caule (m= 10,01 g) foi submetido a uma particdo liquido-

liquido, usando solventes imisciveis em agua, em ordem crescente de polaridade
Hex, CH2C{2, AcOEt e ButOH. Dando origem as fracoes VBCH, VBCD, VBCA e
VBCB (Figura 13, p. 53).

Figura 13. Fluxograma das fra¢des resultantes da particédo liquido-liquido do extrato do
caule de V. bicuhyba.

VBC
(Extrato etandlico do caule de V. bicuhyba)
m=10,01¢g
I
I I I |
VBCH VBCD VBCA VBCB
m=1,8354 g m=0,8365 g m=0,7498 g m=1,8411¢g
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5 Resultados e Discussao
5.1 QUIMIOSSISTEMATICA DA FAMILIA MYRISTICACEAE

A ocorréncia de metabdlitos secundarios foi observada para 14 dos 21
géneros pertencentes a familia Myristicaceae. A analise dos 320 trabalhos
disponibilizados entre o periodo de 1965 até 2019 denota a ocorréncia de 1769
substancias distribuidas entre as classes esteroides, carotenoides, tocotriendis,
terperndides, alcaloides, flavonoides, ligndides, cromonas e fenilpropanodides.
Destaque € dado para os géneros Horsfieldia (NO=90), Iryanthera (NO=158),
Myristica (NO=510) e Virola (NO=589) que detém o maior nimero de ocorréncias.

A consolidacdo dos dados obtidos estéo exibidos na Figura 14, p. 54.

Figura 14. Gréafico do niumero de publicagdes e do nimero de ocorréncias de metabdlitos
secundérios isolados e/identificados dos géneros da familia Myristicaceae.
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Os géneros Coelocaryon, Doyleanthus, Haematodendron, Mauloutchia e
Paramyristica se destacam pela auséncia de estudos fitoquimicos e biologicos de
suas espeécies. Quanto a distribuicdo dos metabdlitos secundarios, observa-se
que a familia Myristicaceae possui uma abundante presenca de lignanas, com
destaque para as neolignanas, flavonoides e terpendides, que perfazem um total

de 61,51% do total de metabdlitos relatados (1769 metabdlitos). A correlacéo



55

percentual de ocorréncia de metabdlitos para a familia esta representada na
Figura 15, p. 55.

Figura 15. Gréfico de correlacdo percentual do nimero de ocorréncias de metabdlitos
secundarios presentes em Myristicaceae.
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No que tange as vias metabdlicas, a familia Myristicaceae apresenta
metabdlitos predominantementes oriundos da via do &cido chiquimico (NO=983),
seguido pelos metabdlitos da via do acido acético (NO=491), e da via mista
(NO=291). Esses dados baseiam-se na descricdo e identificagdo dos
metabdliticos descritos para a familia encontrados na literatura. E, vem ratificar o
pensamento proposto por Gottlieb e Borin (2012) de que familias com maior
namero de metabdlitos oriundos da via do acido chiquimico foram classificadas
em posi¢cdes mais basais de acordo com as primeiras classificagfes filogenéticas.

Sendo assim, os dados coletados vado de encontro com a atual posicao
basal da familia Myristicaceae (angiospermas) na cadeia evolutiva.

Nesse sentido, cabe ressaltar que a analise dos parametros de protecéo e
desprotecdo fenodlica dos metabdlitos secundarios bioproduzidos em
Myristicaceae sao importantes do ponto de vista da evolugcdo metabdlica. Ou seja,
da adaptacdo e modificacdo das rotas metabdlicas para producdo de moléculas

mais adaptadas ao meio.
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Uma das formas discutidas e aceitas esta na capacidade dos vegetais
produzirem moléculas fendlicas protegidas por grupos glicosilados ou
metoxilados, o que indica um avanco em termo de evolugcdo metabdlica para
producdo dessas moléculas. No entanto, os metabdlicos bioproduzidos pelas
espécies da familia Myristicaceae ndo apresentaram protecdo por O-glicosilacéo,
apenas por O-metilacdo para os metabdlitos da via do chiquimato e da via mista
(Tabela 9, p. 56). Outro ponto a ser observado é que o0 avango evolutivo de
desprotecdo (AEp) das rotas metabdlicas do chiquimato e da via mista
apresentam valores maiores que 50%. Quando observados 0s mesmos
parametros para outras familias de angiospermas, nota-se que, novamente, a
familia Myristicaceae n&o sofreu modificagbes relevantes em seus indices
quimicos particulares. O que vem ratificar a posicdo desta familia na cadeia

evolutiva.

Tabela 9. Valores dos parametros de protecdo e desprotegcdo dos metabdlitos
bioproduzidos na familia Myristicaceae.

Via metabdlica IG IM AEb >0 AEo
Acetato 0,0000 0,0000 0,4247(42%) -173,2279  -0,9313
Chiguimato 0,0000 0,3356 0,5663(56%) -25,0606 -0,4914
Mista 0,0000 0,1117 0,8883(88%) -6,0910 -0,1646

Identificacdo dos indices: IG: protecdo por gligosilacédo; IM: protecdo por metilagdo; AEp: avanco

evolutivo de desprote¢do; > o: nivel de oxidacdo; AEo: avanco evolutivo de oxidacao.

No que se refere aos metabdlitos oriundos da via mista, destca-se a classe
dos flavonoides encontrado em maior ocorréncia. Dos 21 géneros, apenas 7
apresentaram relato de flavonoides. Das 144 ocorréncias analisadas para
flavonoides, destacam-se o0s tipos isoflavondides (NO=47), diidrochalconas
(NO=28), flavonas (NO=16) e flavanas (NO=17), cuja estrutura basica €
apresentada na Figura 16, p. 57. Nao foram observados relatos de flavonoides do
tipo antocianidinas para nenhum género em questdo. O numero de ocorréncia

para flavonoides em Myristicaceae esta representado na Figura 17, p. 57.
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Figura 16. Esqueletos classicos de flavonoides encontrados nas espécies da familia
Myristicaceae.
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Figura 17. Grafico do numero de ocorréncia de flavonoides em Myristicaceae.
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Em relacdo a via do chiquimato, esta consiste na producdo das classes
metabolitas das lignanas, neolignanas, alcaloides inddlicos e cumarinas. Quanto a
classe neolignanas, sabe-se que o esqueleto basico pode ser representado de
acordo com as posicoes das ligacbes entre as unidades Ce-Csz. Os tipos
estruturais encontrados dentro da familia Myristicaceae sdo de 9 subtipos:
diarilbutano, ariltetralina, tetraidrofurano, benzofurano, di-hidrodieugenol,
ariloxiarilpropano, benzodioxano, arilbenzilmetiltetraidrofurano e B-
ariloxiarilpropano. Os tipos estruturais de neolignanas sdo mostrados na Tabela
10, p. 58 (Barbosa Filho, 1999).

Tabela 10. Esqueletos carbbnicos e designacdo numeérica de neolignanas relatadas na
literatura.

Diarilbutano Avriltetralina Tetraidrofurano

(T Y
S 2N, N \T_sl/
©/ 7\0/7'\©

8.8’ 8.8,6.7 7.0.7,8.8
Benzofurano Di-hidrodieugenol Ariloxiarilpropano
\3—3
©/ o \ @J
7.048.3 8.0.4’
Benzodioxano Arilbenzilmetiltetraidrofurano B-ariloxiarilpropano
\ / \ AN \z|3 8|' 8 3©/\/
O SR o Sl
7.0.3,8.0.4 8.8',7.0.9 8.3

Fonte: BARBOSA FILHO, 1999.
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Em apenas 8 dos 21 géneros que compde a familia foram encontradas
neolignanas, sao eles: Iryanthera, Knema, Myristica, Otoba, Pycnanthus,
Scyphocephalium, Staudtia e Virola. Das 434 ocorréncias listadas a maior
abrangéncia ocorreu para os tipos 8.8',6.7° (NO=112), 7.0.7',8.8° (NO=88) e 8.8’
(NO=77). O numero de ocorréncia para 0s tipos estruturais de neolignanas para

0S géneros citados sdo mostrados na Figura 18, p. 59.

Figura 18. Gréfico do numero de ocorréncia de tipos estruturais de neolignanas para
Myristicaceae.
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As lignanas presentes na familia ocorrem apenas nos tipos 8.8°,9.0.9’;
8.8',9.0.9',6.7’ € 7.0.9,8.8',9.0.7’ segundo a classificacao de esqueletos basicos
proposta por Barbosa Filho (1999) e mostrado na Figura 19, p. 59.

Figura 19. Esqueletos classicos de lignanas.
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Fonte: Barbosa Filho, 1999.
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Os dados do levantamento do perfil quimiossistematico para a familia
Myristicaceae revela que ela ndo foi o principal alvo de estudos cientificos dentre
as angiospermas, principalmente no tange a estudos fitoquimicos. Como uma das
representantes de angiospermas mais antigas, esta familia se destaca pelo pouco
namero de géneros estudados, e dentre os que foram estudados, o reduzido
ndamero de ocorréncia de diversidade estrutural dos metabdlitos descritos
confirma que esta familia, na cadeia evolutiva, ndo apresentou um avanco
significativo em termos de metabolismo.

No que tange aos géneros, Myristica (NO= 510) e Virola (NO= 589) sdo os
que mais se destacam em numeros de ocorréncias. Apesar do género Myristica
ter se tornado conhecido devido a espécie M. fragans, mundialmente conhecida e
utilizada como especiaria na culinaria (noz-mosada), o género Virola também se
evidencia devido ao numero de relatos encontrados na literatura, principalmente
para a espécie V. surinamensis e V. sebifera, cujo uso na confecgdo de velas e

sabonetes se deu devido as suas resinas ricas em acidos graxos.

5.2 QUIMIOSSISTEMATICA DO GENERO Virola

Uma analise mais profunda do género Virola presente no Brasil, resultou na
quantificacdo das principais classes de metabdlitos secundarios. Este género é o
mais amplamente distribuido e com o maior nimero de espécies dentre 0s
géneros de Myristicaceae existentes no Brasil.

A ocorréncia de metabdlitos secundéarios foi descrita para 16 das 35
espécies relatadas para o género. Das 109 publicacdes entre os anos de 1969 e
2018, 576 substancias foram isoladas e/ou identificadas. Destaque € dado para
as espécies V. surinamensis (NO=154), V. cuspidata (NO=98) e V. sebifera
(NO=77), que tiveram a maior quantidade de metabdlitos relatados. A Figura 20,
p. 61 representa o percentual das principais classes metabdlicas verificadas na

literatura para as espécies de Virola brasileiras.
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Figura 20. Gréafico do percentual do numero de ocorréncia de metabdlitos secundarios
presentes no género Virola (Myristicaceae).

% NO Virola
Esteréide: 5,21 Monoterpeno; 1,91

Qutros; 6,77

Derivados Ac. Cindmico: 0,35 Diterpenos; 0,17

Derivados Ac. Benzdico; 3,65 Sesquiterpenos; 1,91

Acido Graxos:; 1,91 Triterpenos; 0,69

Fenilpropandide; 7,64 Alcaldides; 9,17

Flavonodides; 7,12

Lignanas; 19,10
Neolignanas; 36,46

A andlise do grafico acima evidencia que dentre as classes de metabolitos
isolados, as lignanas e neolignanas, correspondem a maior porcentagem de
constituintes identificados no género somando 56%, aproximadamente. Esses
dados corroboram também com o relato de Morais (2008) de que neolignanas e
lignanas se destacam como constituintes majoritarios na familia Myristicaceae na
qual este género esta inserido.

O género Virola apresentou 211 ocorréncias de neolignanas descritas e
isoladas das folhas, cascas, galhos, frutos e madeira das espécies. As
neolignanas presentes nas espécies estdo listadas na Tabela 11, p. 67. O
namero de ocorréncia analisado de acordo com a Figura 21, p. 62 sumariza 33
para o tipo diarilbutano, 79 ariltetralina, 44 tetraidrofurano, 15 benzofurano, 5 di-
hidrodieugenol, 17 ariloxiarilpropano, 10 benzodioxano, 2
arilbenzilmetiltetraidrofurano, 4 B-ariloxiarilpropano e 2 outras neolignanas com
esqueletos semelhantes a di-hidrodieugenol.
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Figura 21. Gréfico do numero de ocorréncia dos tipos estruturais de neolignanas do
género Virola.
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As neolignanas do subtipo ariltetralinas sédo os metabdlitos secundarios
encontrados em maior quantidade nas espécies de Virola (Rezende et al., 2005).
A Figura 22, p. 63 e a Figura 23, p. 66 retratam as estruturas de neolignanas

descritas na literatura para o género Virola.



Figura 22. Estruturas de neolighanas presentes no género Virola.

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
25  HCO  HiCO H OH H,CO  H, CO  CHy CH;
10 -OCH,0- OH H H,CO  H,CO  nCH,  «CHy
1 H,CO H,CO  “OH H -OCH,0- nCH;  4CHj
R, 12 -OCH,0- nOH H -OCH,0- nCH,  «CH,
R, Re 13 H,CO  H,CO o H -OCH,0- nCH,  «4CHj
26  HCO  OH H CH, -OCH,0- CH; CHs
% R, 0 27 HCO  OH H H OH H,CO  CH, CH,
28  H,CO  OH H H -OCH,0- CH, CH,
29 -OCH,0- o) o -OCH,0- CH; CH;
30 H,CO  H,CO o H -OCH,0- «CH,  'CH,
Re 18 HcO HecO  wOH H H,CO  H,CO  wCH;  «CHg
Rs 15 -OCH,0- nOH H OH H,CO  “CH,  «CH,
Diarilbutano 16  H,CO H,CO  wOH H OH H,CO  “CH,  «CH,
17  H,CO H,CO  <OH H OH H,CO  “CH;  «CH,
31 -OCH,0- H OH H,CO  H,CO  CH, CH,
32 -OCH,0- H H H,CO  H,CO  CHs CH;
33 HCO  HiCO H H -OCH,0- CH,OH  CH,
34 H,CO  H,CO o o -OCH,0- CH;, CH,
35 -OCH,0- H o) H,CO  H,CO  CHy CHs
36  HCO  HCO H o) H,CO  H, CO  CHy CH;
37 -OCH,0- H H -OCH,0- CH,OH CH,OH
R1 R2 R3 R4 RS R6 R7 R8 R9 R10 R11
19 H;CO  H;CO H H «4CH; n"CH; H H,CO H,CO H
38 H -OCH,0- o CH; CH, OH -OCH,0- H
39 H,CO  H.CO H o CH; CH, OH -OCH,0- H
40 H;CO  HiCO H o] CH, CH; H -OCH,0- H
a1 H,CO  H.CO H o CH;4 OH CH, OH -OCH,0- H
42 -OCH,0- H o CH, ©OH CH; ©OH HCO HCO H
43 H,CO OH H H CH; CH, H H.,CO OH H
44 -OCH,0- H H CH; CH; H H,CO OH H
45 -OCH,0- H H CH; CH, H H,CO  H,CO H
14 H -OCH,0- OH <«CH, wCH, H -OCH,0- H
46  H,CO -OCH,0- H CHs CH;, OH -OCH,0- H
47 H -OCH,0- H CH; CH; OH -OCH,0- H
Rio 20 HsCO OH H H «4CH; nCH; H H,CO H,CO H
Ariltetralina 48 H.CO H,CO H H CH, CH; H -OCH,0O- H
49 H,CO H,CO H o CH, CH, H -OCH,0- OH
50 H;CO  HiCO H o] CH;, OH CH, H -OCH,0- OH
51 H -OCH,0- o CH, CH;, H -OCH,0- H
52 H -OCH,0- H CH; CH, H -OCH,0- H
53 H -OCH,0O- o] CH, CH, H -OCH,0O- OH
54 H -OCH,0- o CH, CH, H -OCH,0- OAc
55 H;CO OH H H CH; CH; H -OCH,0- H
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Rq
Ry Rs R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS R9 R10
Re 56  H,CO H,CO H o CH, OH CH, -OCH,0- H
Ry Ry 57  H,CO H,CO H H CH, CH, -OCH,0- H
Rs Rio 58 HsCO -OCH,0- H CH;, CH;, -OCH,0- H
59 -OCH,0- H H CH, CH;  HsCO H,CO H
Rg 60 -OCH,0- H H CH;, CH;, -OCH,0- H
Rg
Ry
Ri Rs R R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS R9 R10
61 H,CO  H,CO H 0 CH;  CHs OH -OCH,0- H
Ry Rs
R;
R3 Rio
Rs
Ro
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9
62 H,CO  H;CO H H CH;  COH -OCH,0- H
63 H,CO  H;CO H H CH;  COOH -OCH,0- H
64 H,CO  H;CO H H CHs CH; -OCH,0- H
65 HsCO  OH H H CHs CHs -OCH,0- H
Rg
Ariltetralina
R1 R2 R3 R4 R5 R6
6 -OCH,0- H H -OCH,0-
R o R, 7 H,CO OH H H,CO H,CO H
66 H,CO H,CO H H5CO H,CO H
R; Rs 67 H,CO H,CO HsCO H,CO H,CO HsCO
R; Rg 68 -OCH,0- H H,CO OH H
Tetraidrofurano 8 H,CO OH H H,CO OH H
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Ra R1 R2 R3 R4 R5 R6
R, 69 H OH H,CO  CH;  CH,CH=CH, HCO
O ° 70 H H:CO  HsCO  CH,OH CH,CH=CH,  HsCO
R, Rs 9 -OCH,0- H CH;  CH=CHCH,;  HCO
iy 71 H:CO  HsCO H CH;  CH,CH=CH, H,CO
Ra Rs R1 R2 R3 R4 R5 R6
R, 72 H OH H,CO  CH;  CH,CH=CH, H,CO
O ° 73 H,CO  H,CO H CH,  CH,CH=CH, H,CO
Rs
Ry
Rs  Benzofurano
Rs
Ry R1 R2 R3 R4 R5 R6
N 74  CH,CH=CH, H.CO  OH OH H,CO  CH,CH=CH,
Re 75  CH,CH,CH; H,CO  OH H,CO  H,CO  CH,CH=CH,
R3
R,
Di-hidrodieugenol
Re R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS
R, o 1 HCO H,CO H,CO OH CH, HCO H CH=CHCH,
76 H,CO HCO  H OH CH, HCO H CH=CHCH,
Re Rr R, 77 HCO HCO HCO H CH; HCO H,CO  CH=CHCH,
) 78 H  HCO H,CO OH CHOH HCO H  CH,CH=CH,
Rz 79 -OCH,0- H,CO  H CH; HCO H,CO CH,CH=CH,
Ra o 80 H,CO OH HCO H CH; HCO H,CO  CH=CHCH,
Ariloxiarilpropano 81 H,CO OH HCO OH CH; HCO H,CO  CH=CHCH,
82 H,CO OH HCO O CH; HsCO H,CO  CH=CHCH,
83 H,CO H,CO H OH CH; HCO H  CH,CH=CH,
R R1 R2 R3 R4 R5
o 84 H,CO  H,CO  H,CO  H,CO  CH,CH=CH,
R 85 HCO OH H:CO  H,CO  CH=CHCH,
o Rs 86 H,CO  HCO  HsCO  H,CO  CH,CH=CH,
- 87 H:CO  H,CO H Hi,CO  CH,CH=CH,
’ 88 H,CO OH H,CO  H,CO  CH,CH=CH,

R:  Benzodioxano
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OH

R1 R2 R3 R4

R
O 89 H,CO H,CO H,CO H,CO
Re 90 -OCH,0- H,CO  H,CO

R;

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7
91 H H,CO  H,CO O CHOH OH OH
92 H H,CO  H,CO  OH CHs OH H,CO
93 H, O  H,CO H o CH, OH H,CO
94 H H,CO  H,CO o CH, OH H,CO

B-ariloxiarilpropano

Figura 23. Estruturas de neolignanas com esqueleto semelhante a di-hidrodieugenol
encontradas no género Virola.
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As neolignanas que foram isoladas nas espécies do género Virola estdo
distribuidas de acordo com a Tabela 11, p. 67. As espécies V. albidiflora Ducke,
V. caducifolia W.A.Rodrigues, V. coelhoi W.A.Rodrigues, V. crebrinervia Ducke,
Virola decorticans Ducke, V. duckei A.C.Sm, V. gardneri (A.DC.) Warb, V.
guggenheimii W.A. Rodrigues, V. loretensis A.C.Sm., V. malmei A.C.Sm., V.
michelii Heckel, V. minutiflora Ducke, V. multicostata Ducke, V. multinervia Ducke,
V. obovata Ducke, V. officinalis Warb., V. parvifolia Ducke, V. peruviana (A.DC.)
Warb, V. polyneura W.A.Rodrigues, V. rugulosa Warb., V. sessilis (A.DC.) Warb. e
V. subsessilis (Benth.) Warb n&o apresentaram estudos que relatam a

identificacdo e/ou isolamentos de substancias presentes nessas espécies.
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Tabela 11. Neolignanas presentes nas espécies do género Virola no Brasil.

Espécie

Substancias de
acordo com a
numeracgao das
Figuras 22 e 23

Referéncia

Virola bicuhyba (Schott ex
Spreng.) Warb.

6-8, 10-16, 18-19,
20, 66

FERNANDES, BARATA e FERRI, 1993;
KUROSHIMA et al., 2001;
SARTORELLI, YOUNG e KATO, 1998

Virola calophylla Warb.

26, 57, 64, 65

MARTINEZ, YOSHIDA e GOTTLIEB,
1990

Virola calophylloidea Markgr.

46, 58

MARTINEZ et al., 1985

Virola carinata (Benth.) Warb.

1, 43-45, 69, 70-75,
78-79, 80-82, 91-92,
94, 96

CAVALCANTE, YOSHIDA e
GOTTLIEB, 1985; GOTTLIEB, MAIA e
RIBEIRO, 1976; KAWANISHI, UHARA e
HASHIMOTO, 1982; KAWANISHI,
UHARA e HASHIMOTO, 1982b;
KAWANISHI, UHARA e HASHIMOTO,
1983

Virola elongata (Benth.) Warb.

19, 25, 30, 31-36,
38-41,45,48-51,
57,59, 60, 77, 84,
89-90

KATO et al., 1986; KATO, YOSHIDA e
GOTTLIEB, 1990; MACRAE e
TOWERS, 1985; MARTINEZ et al.,
1985

Virola flexuosa A.C.Sm.

37

BAQUERO et al., 2015

Virola mollissima (A.DC.) Warb.

38, 67

MORAIS et al., 2009

Virola pavonis (A.DC.) A.C.Sm.

7-9, 69, 71-74, 77,
80, 85, 83, 92,94

BARATA et al., 2000; FERRI e
BARATA, 1992; MARQUES, YOSHIDA
e GOTTLIEB, 1992; MORAIS et al.,
2009

Virola sebifera Aubl.

25, 19, 62, 63, 38,
39, 40, 41, 42, 56,
61, 29, 34, 51, 53-
54

LOPES, YOSHIDA e GOTTLIEB, 1982;
LOPES, YOSHIDA e GOTTLIEB, 1984;
LOPES, YOSHIDA e GOTTLIEB,
1984b; REZENDE e KATO, 2002.

Virola surinamensis (Rol. Ex
Rottb.) Warb.

1, 6,19, 66-68, 76

BARATA et al., 1978; BARATA et al.,
2000; BLUMENTHAL, SILVA e
YOSHIDA, 1997; BORGES et al., 2007;
VEIGA et al., 2017; ZACCHINO et al.,
1998.
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Os dados compilados para a variabilidade estrutural das moléculas
presentes nas espécies e 0s estudos biologicos descritos na literatura para Virola
spp. revelam que a atividade apresentada se deve principalmente aos
extratos/fracbes com carater mais polar. Quando observado as moléculas
presentes nesses extratos/fracdes conclui-se que a maior parte sdo neolignanas.
Dessas moléculas, as que apresentam um maior numero de grupo metoxila
(OCHs) como substituinte sdo as que apresentaram uma atividade biolégica mais
expressiva. Embora estudos de correlacdo entre atividade biolégica e estruturas

guimicas serem escassos ou inexistentes.

5.3 QUIMIOSSISTEMATICA DA ESPECIE Virola bicuhyba Warb.

Quando analisado a espécie de estudo desta pesquisa, V. bicuhyba, o
namero de ocorréncias de classes de metabolitos secundéarios séo 22. Esse
quantitativo de numero de ocorréncias € um dado muito pequeno e que revela o
pouco estudo realizado para a espécie, tanto em termos de atividade biologica
como em estudos fitoquimicos. A literatura apresenta 6 estudos bioldgicos para
essa espécie, sendo 2 com extratos das folhas e 4 com a resina da arvore. Esses
estudos comprovam 0 uso popular da espécie como anti-inflamatéria e protetora
gastrica (SARTORELLI, YOUNG e KATO, 1998).

Quanto ao perfil molecular, a espécie apresenta 19 substancias
identificadas, destas 17 sé@o neolignanas distribuidas de acordo com a Figura 24,
p. 69.
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Figura 24. Gréfico do numero de ocorréncia dos tipos estruturais de neolignanas de
Virola bicuhyba.
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Com o intuito de contribuir para melhor conhecimento do potencial de
atividades biolégicas da espécie V. bicuhyba foram realizados os estudos

descritos a seguir para esta espécie.

5.4 ATIVIDADE BIOLOGICA

Os extratos das folhas e do caule de Virola bicuhyba foram avaliados em
trés ensaios biolégicos numa triagem para avaliar o potencial fitoterapico da
espécie escolhida para o presente trabalho. A atividade larvicida, antineoplasica e
antimalarica para os extratos e fracfes estdo sumarizados na Tabela 12, p. 70.
Ressalta-se que os resultados obtidos foram mais expressivos para as folhas,
limitando-se os testes ao extrato etandlico do caule e ndo as fragcdes obtidas de

acordo com a Figura 12, p. 52.
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Tabela 12. Concentracdo Efetiva (ECso) dos extratos e fracdes de V. bicuhyba
baseados nos ensaios larvicida, antineoplasica e antimalérica.

L Atividade Atividade Atividade

Extratos/Fracdes Codigo Larvicida  Antineoplasica Antimaléarica
ECso (ugmLY)  ECso (ugmLY) ECso (UM)
(Extrato bruto das VBE 110,00 1523 e
folhas)

(Fracdo A de VBF)  VBFA ———— e
(Fracdo B de VBF)  VBFB 53,00 8,76
(Fracdo C de VBF) VBFC
(Fracdo D de VBF)  VBFD 5,02 6,04
(Fracédo E de VBF) VBFE -—-- 4,89 12,17
(Fracdo F de VBF)  VBFF 364,70 26,19
(Extrato brutodo /5 170,00 42,29 86,33

caule)

5.4.1 Atividade Larvicida

A dengue é uma das doencas virais que mais acometem 0s paises
tropicais e subtropicais. Essa doenca é transmitida pelo mosquito vetor Aedes
aegypti, que € responsavel pelas frequentes epidemias (principalmente nas
estacdes quentes) e circulacdo dos quatros sorotipos do virus existente
(FURTADO et al., 2005). O tratamento mais utilizado para o combate do vetor se
baseia no uso de inseticidas, no entanto, o uso dessas substancias tem
apresentado algumas desvantagens, tais como: o fato de ndo serem seletivas,
podendo afetar outros insetos benéficos; aumentar a resisténcia dos insetos
vetores além de, ocasionar contaminagdo ambiental (MOREIRA et al., 2016).

Tendo em vista que o Brasil, devido a sua grande extensao territorial e
diversidade vegetal possui a flora mais rica do mundo com cerca de 56.000
espécies de plantas (quase 19% da flora mundial). Estudos a partir de extratos
vegetais surgem como alternativa aos efeitos colaterais e toxicos apresentados
pelos tratamentos correntes (GIULIETTI et al., 2005; MMA, 2011).

Como relatado na Tabela 12, p. 70 a atividade larvicida foi efetuada
apenas para os extratos brutos das folhas e caule. Os extratos foram testados em
diferentes concentracdes (0,05 — 8 mgmL!) até chegar em uma faixa que
apresentou mortalidade das larvas do 3° estadio de Aedes aegypti. As
concentragbes escolhidas para o ensaio foram 0,001 mgmL?', 0,05 mgmL?', 0,1
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mgmL* e 0,2 mgmL*. Sendo a andlise feita em triplicada para cada concentracéo
mais o controle contendo apenas as larvas e os solventes utilizados na diluicdo
das amostras. Os resultados observados na avaliacao da atividade larvicida frente
as larvas do 3° estadio de A. aegypti revelou que o extrato das folhas de V.
bicuhyba apresenta um maior efeito citotdxico para as larvas do que o extrato do
caule (Tabela 13, p. 71).

Tabela 13. Porcentagem de mortalidade larval para Aedes aegypti apos
tratamento com extrato de V. bicuhyba.

Concentracdo (mgmL?t) 0,05 0,1 0,2
Controle 0% 0% 0%
Extrato das folhas (VBF)
5% 10 % 90 %
ECso= 0,11 mgmL?*
Extrato do caule (VBC)
2% 8 % 60 %

ECso= 0,17 mgmL?’

5.4.2 Atividade Antiproliferativa

Outro ensaio efetuado para V. bicuhyba foi a avaliacdo da atividade
citotdxica frente a células neoplasicas. O cancer é uma das doencas que mais
tem atingido a populacdo mundial. Segundo a OMS, a estimativa para o biénio
2018-2019, no Brasil, é que ocorra 600 mil casos novos a cada ano (OMS, 2017).
A Figura 25 (p. 72) descreve o numero estimado de casos, e a sua porcentagem,
dos principais tipos de canceres que acometeram homens e mulheres no ano de
2018. Observa-se que o sexo masculino tem sido alvo principalmente de cancer
de préstata, seguido pelo cancer da traquéia, brébnquio e pulméo. Ja no sexo
feminino, o maior nimero de casos é para o cancer de mama, seguido pelo célon

e reto (Figura 25, p. 72).
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Figura 25. Imagem da distribuicdo proporcional dos 10 tipos de cancer mais incidentes
estimados para 2018 por sexo, excetuando-se pele ndo melanoma.

Localizacdo Priméria Casos % Localizagao Primaria Casos %

Prastata 68.220 31,7% Homens Mulheres ~ Mama Feminina 59.700 29,5%

Traqueia, Bronquio e Pulmao 18.740 8.7% Colon e Reto 18.980 9,4%

Colon e Reto 17.380 8.1% Q Colo do Utero 16.370 81%

Estdmago 13.540 6,3% y \'| Traqueia, Bronquio e Pulmao  12.530 6.2%

Cavidade Oral 11.200 5.2% '| | Gléndula Tireoide 8.040 4,0%

Esdfago 8.240 3.8% | l\ Estdmago 7.750 3.8%

Bexiga 6.690 31% || " Corpo do Utero 6.600 3.3%

Laringe 6.390 3,0% | | Ovario 6.150 3,0%

Leucemias 5.940 2,8% '\I | Sistema Nervoso Central 5.510 2.7%

Sisterna Nervoso Central 5.810 2.7% ] \ Leucemias 4.860 2.4%

*Numeros arredondados para miltiplos de 10.

Fonte: https://www.inca.gov.br/sites/ufu.sti.inca.local/files//media/document//estimativa-incidencia-
de-cancer-no-brasil-2018.pdf.

O céancer surge a partir de uma mutacdo genética que promove O
crescimento desordenado de células que podem invadir tecidos e o6rgdos
ocasionando a formacao de tumores que podem espalhar-se para outras regides
do corpo (INCA, 2018). Dentre os diversos tipos de canceres, 0os mais incidentes
no mundo foram o de pulm&o, mama, intestino e prostata (OMS, 2018).

A atividade antineoplasica consistiu na avaliacdo, em triplicada, através do
ensaio colorimétrico utilizando MTT dos extratos brutos das folhas e caule (VBF e
VBC) e das fracBes do extrato bruto das folhas (VBFB, VBFD, VBFE e VBFF). A
citotoxidade frente a célula neoplasica U937 foi realizada por um periodo de
incubacdo de 48 horas. A Figura 26, p. 73 mostra o grafico com resultados

obtidos para cada extrato e os valores de ECso.
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Figura 26. Grafico da avaliacdo viabilidade celular da linhagem U937, através do ensaio
MTT, dos extratos das folhas (VBF) e caule (VBC) de V. bicuhyba. O zero se refere ao
controle negativo do ensaio (células e meio de cultura). Experimento representativo de
trés repeticbes em triplicata, com diferenca significativa com *P<0,05, **P<0,01,
***P<0,001 em relacdo ao controle negativo (zero).

U-937 (48 horas)

100+

Viabilidade Celular (%)

00‘?,{::4,0'&0'\90090 00?,“'9‘,0@0"90@0
Concentragao (mg/mL)
Bl VBC-ECg=42,29+1,11 B VBF - ECsy=15,23 +£1,10

Os valores apresentados pelos extratos denotam que a espécie em
guestdo possui uma seletividade promissora para atuar frente as células
cancerigenas. Visto que o MTT avalia a funcdo celular a nivel mitocondrial,
mediante apoptose, e sendo o extrato bruto das folhas mais citotoxico que o
extrato bruto do caule, o estudo foi continuado apenas com o extrato e fracbes
das folhas.

As fracbes de VBF escolhidas para a avaliacdo da atividade foram as que
apresentaram maior massa e facilidade de solubilizagéo para realizacdo do teste.
A Figura 27, p. 74 a seguir mostra os resultados obtidos para as fragbes do

extrato das folhas e seus respectivos valores de ECso.
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Figura 27. Gréfico da viabilidade celular, através do ensaio MTT, das fracdes do
extrato das folhas de V. bicuhyba.
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De quatro fragdes escolhidas e analisadas (VBFB, VBFD, VBFE e VBFF),
apenas as fracoes VBFD e VBFE apresentaram um efeito citotoxico pronunciado
frente a linhagem celular U937. Exibindo os menores valores de ECso encontrados
para trés experimentos isolados em triplicata. Nesse contexto, o fracionamento
fitoquimico se deteve nessas duas fragcbes a fim de isolar as substancias
responsaveis pelo efeito apresentado.

A fragdo VBFF ndo foi capaz de interferir na viabilidade das células U937

nas menores concentragdes. Apenas na maior concentracdo (400 pugmL?t) ela
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exibe um potencial de reduzir a viabilidade, no entanto, esta concentracdo nao é
viavel para estudos mais aprofundados.

O DMSO (dimetilsulféxido), veiculo utilizado para a dissolucéo das fracoes,
ndo expos efeito citotoxico sobre as células mantidas no cultivo na maior
concentracdo testada. Portanto, o emprego deste como solvente nas fracdes ndo
foi fator interferente nos resutados, pois os dados obtidos mostram leitura

proximas entre DMSO e controle celular.

5.4.3 Atividade Antimalarica

A avaliacdo do potencial farmacologico apresentado pelas fracbes do
extrato das folhas de V. bicuhyba, para a atividade antimalarica das fracbes foram
avaliadas frente ao Plasmodium falciparum.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2017 foi
estimado que cerca de 210 milhfes de casos de pessoas infectadas com malaria
ocorreram no mundo. Destacando-se o aumento na transmissdo no Brasil,
Nicaragua e Venezuela (OMS, 2018). No Brasil a regido com maior incidéncia de
malaria é a regido amazonica (Figura 28, p. 76). Faz-se necesséario, diante desse
contexto, a busca por novas moléculas capazes de inibir ou matar o protozoario

responsavel por essa doenca parasitaria.
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Figura 28. Mapa de risco da maléaria no Brasil (2017).

Legenda

Risco de transmissdo
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Fonte: Sivep-Maléria e Sinan/SVS/MS. Dados preliminares, sujeitos a alteracdo. Disponivel em:
http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2018/abril/16/Mapa-de-risco-mal--ria-2017.pdf.
Acesso em: 05/03/19.

Os resultados obtidos da avaliacéo inicial das fracdes do extrato bruto das
folhas de V. bicuhyba frente ao Plasmodium falciparum estéo descritos na Figura
29, p. 77. De acordo os graficos a fracdo VBFD se destaca com maior
porcentagem de viabilidade celular, somando o potencial da fracdo ao resultado
mostrado na atividade citotdxica frente a linhagem celular U937. O fracionamento
fitoquimico desta fracdo nos permitiu identificar quais moléculas, e suas

respectivas classes quimica, sdo potencialmente ativas.
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Figura 29. Grafico da viabilidade celular das fracBes do extrato das folhas de V. bicuhyba
frente a cepa Plasmodium falciparum. A: gréfico da fragcdo VBFB, B: grafico da fracdo

VBFD, C: gréfico da fragdo VBFE e D: gréfico da fracdo VBFF.
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Todos os estudos realizados em relacdo aos dados dos ensaios bioldgicos

aqui descritos, sao inéditos, visto que as atividades investigadas nao foram

relatadas anteriormente para a espécie estudada. A atividade larvicida exibida

para os extratos em concentragées muito baixas 0,2 mgmL* com atividades de 90

e 60% de mortandade das larvas € um importante indicativo da presenca de

moléculas altamente ativas e que fornece uma importante ferramenta na busca
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para o desenvolvimento de moléculas efetivas com atividade larvicida para o
controle da populacdo de Aedes aegypti.

Os resultados de ECso (0,11 mgmLY e ECso= 0,17 mgmL?) para os extratos
demonstram que a espécie é potencialmente ativa, e que estudos aprofundados
devem ser efetuados a fim de analisar o mecanismo de a¢éo e a(s) substancia(s)
responsavel pela atividade. Comparado com os dados da literatura, os extratos de
V. bicuhyba apresentou valores muito menores dos que os relatados para 6leos
essenciais (15,91 — 104,98 mgml') (FURTADO et al., 2005) e extratos (0,85 -
8,57 mgmL') de algumas espécies de outras familias de angiospermas, tais como
Fabaceae, Moraceae, Lamiaceae, Anacardiaceae, e outras (ADEBAJO,
FAMUYIWA e ALIYU, 2014)

Em relacdo a atividade antiproliferativa para células malignas realizada
com a cepa U937, foi demonstrado novamente que o extrato das folhas foi mais
ativo que o do caule. Este resultado pode ter duas leituras, no minimo: primeiro,
as folhas tem moléculas com maior potencial bioatividade, e por outro lado, o
extrato do caule, que também revelou boa atividade no ensaio larvicida é menos
toxico, visto que o0 ensaio se baseia em viabilidade celular. Na intencdo de
investigar as substancias responsaveis pelo resultado observado para as folhas,
as fracdes foram analisadas em novos ensaios. Dessas, as fragdes VBFD e VBFE
foram as mais ativas.

Os resultados apresentados pelas fracbes sdo muitos promissores quando
comparados com o0s resultados observados na literatura para extratos de
diferentes partes de outras espécies da mesma familia avaliadas frente a outras
linhagens celulares, como V. sebifera (50,37 — 140 pugmLY) e Knema globularia
(17,58 ugmL™) (SRIPHANA, YENJAI e KOATTHADA, 2016). Ou até de moléculas
isoladas de espécies como V. sebifera (3,86 — 56,52 ugmL') (DENNY et al.,
2008), Knema glauca (5,60 — 16,24 ugmL?') e Knema furfuracea (0,37 — 17,75
nugmLy) (RANGKAEW et al., 2009).

Considerando-se os resultados até aqui obtidos, as fragcbes VBFD e VBFE,
gue apresentaram melhores resultados foram investigadas quanto a atividade
antimalarica. Os resultados com valores abaixo dos que sdo relatados na
literatura para fragdes e produtos naturais (RANGKAEW et al., 2009), evidenciam
o potencial bioldgico das fracbes que pode ser efeito sinergético das moléculas ali
presentes.
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Com o intuito de elucidar quais substancias estdo presentes nas fracbes

ativas, o estudo fitoquimico foi direcionado para as fracdes VBFD e VBFE.

5.5 TRIAGEM FITOQUIMICA

A triagem fitoquimica qualitativa para a espécie Virola bicuhyba forneceu
um prospecto positivo para atividade antioxidante, presenca de flavonoides,
esteroides e taninos para as folhas e para o caule. Os resultados obtidos para os
testes estdo sumarizados na Tabela 14, p. 79. A analise destes dados demonstra
gue ndo ha diferenca no perfil de classes de substancias presentes para ambas
as partes coletadas de V. bicuhyba. No entanto, os resultados obtidos nos
ensaios biolégicos forneceram informacdes preliminares de que o extrato bruto e
fracGes das folhas possuem maior atividade do que o extrato do caule. Portanto, o

fracionamento fitoquimico se concentrou nas fracdes das folhas.

Tabela 14. Tabela do perfil fitoquimico das folhas e caule de Virola bicuhyba.

Testes Folhas Caule
Saponinas - -
Antioxidante + +
Flavonoides + +

Polissacarideos - -
Terpenoides - -
Esteroides
Taninos + +

+
+

A guantificacdo de fendis totais em equivalente de acido galico (Figura 30,
p. 80) foi realizada apenas para o extrato bruto das folhas, visto que as folhas foi
0 objeto de estudo deste projeto. O teste de fendis realizado apenas para o

extrato das folhas apresentou um equivalente de 0,656 mg EAG/g extrato.
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Figura 30. Curva de calibracdo do acido galico em pgmL? utilizada nas andlises de
fendis totais.
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5.6 DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES QUIMICOS
ISOLADOS DE V. bicuhyba

5.4.1 Determinagéo Estrutural de V1

A analise por cromatografia liquida utilizando o sistema acetonitrila:agua
(5:95) acoplada ao espectro de massas em modo negativo da amostra V1,
revelou a presenca do ion majoritario de razdo massa/carga igual a 447 Da. O
espectro de fragmentacdo do ion m/z 447 permitiu a identificagdo, comparado a
literatura (Tabela 15, p. 80), que a substancia em questdo é o flavonoide
glicosilado quercetina. A fragmentacdo do ion m/z 447 apresentou 3 espécies
anidnicas (m/z 300, 271 e 255) (Figura 31, p. 81). Sendo o sinal de m/z 300
referente a parte estrutural flavonoidica resultante da perda de 147 daltons

caracteristico do acucar raminose (Figura 32, p. 81).

Tabela 15. Dados da andlise de UPLC-DAD-MS/MS da substancia V1.

Tempo de Amax [M-H] MS/MS Nome Referéncia
retengao (nm) (m/z) (m/z)
(min)
249 260,340 447.1004 300, Quercetina (Quercetina  MassBank;
271, 3-O-raminosideo) Leeetal,

255 2017
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Figura 31. Espectro MS/MS da substancia V1 obtida do extrato etandlico das folhas de V.
bicuhyba.
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Figura 32. Proposta de fragmentacdo do ion m/z 447 do espectro de massa da
substancia V1.
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Os espectros de RMN 'H e 3C (Figura 33 e 36, p. 83 e 84) revelou uma
riqueza de sinais entre dn 0,95-7,33 ppm e &c 16,27-179,11 ppm. No espectro de
RMN %3C foram observados 26 sinais, sendo 21 com descolamentos quimicos que
apontaram para a estrutura flavonoidica e uma unidade de actcar. O espectro 3C
(Figura 36, p. 84) indicou onze sinais metinicos (CH) em &c 98,46 (C6), 6c 93,38
(C8), 6c 115,03 (C2’), 6¢c 115,58 (C5’), d¢c 121,55 (C6’), ¢ 101,14 (Ram-Cl), dc
70,65 (Ram-C2), 6c 70,72 (Ram-C3), 6c 72,61 (Ram-C4), &¢c 70,50 (Ram-C5) e &c
16,27 (Ram-C5-CHpgs). Dez sinais para atomos de carbono desidrogenados (C) em
oc 177,86 (C4), 6¢c 157,95 (C9), 6¢c 104,51 (C10), 6¢ 161,76 (C5), d¢c 164,46 (C7),
oc 134,83 (C3), 6c 157,95 (C2), &¢ 121,50 (C1’), d¢c 145,01 (C3’) e &c 148,41
(C4’). O espectro ndo indicou a presenga de atomos de carbonos para grupos
metilénicos (CH2) e metilicos (CHs).

Os dados em conjunto da analise de RMN !H (Figuras 33-35, p. 83 e 84),

13C (Figura 36, p. 84) e HSQC confirmaram as atribuicGes dos atomos de
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hidrogénio e carbono da substancia V1. Os dados foram comparados com o0s
valores da literatura (WANG et al., 2008) e permitiram atribuir a essa substancia a
estrutura do flavonoide glicosilado quercetina 3-O-raminose ja identificado
anteriormente na espécie (KUROSHIMA et al., 2001) (Tabela 16, p. 82).

Tabela 16. Dados de RMN 'H (500 MHz) e RMN *3C (125 MHz) de V1 em MeOD,
correlacBes observadas no espectro de HSQC e comparacdo com os valores de
referéncia da literatura em MeOD. Os deslocamentos quimicos (&) em ppm e constantes
de acoplamento (J), em Hz.

2 / '\4'/
| |
RN P00 W N
OH
l|\/L\4/|i\o/\//3<,ogH
L o
OH (0] CH3
V1
Literatura:
Ne C HSQC WANG et al., 2008
MeOD (100 MHz)
Oc 6c

C
4 177,86 1779
9 157,95 157,5
10 104,51 104,2
5 161,76 161,4
7 164,46 154,3
3 134,83 134,4
2 157,95 156,6
1 121,50 120,9
3 145,01 145,3
4 148,41 148,6

CH
6 98,46 98,8
8 93,38 93,8
2’ 115,03 115,6
5 115,58 115,8
6’ 121,55 121,3
Ram-C1 102,14 101,9
Ram-C2 70,65 70,5
Ram-C3 70,72 70,7
Ram-C4 72,61 71,3
Ram-C5 70,50 70,2
Ram-C5-CHs 16,27 17,6




Figura 33. Espectro de RMN *H (500 MHz) em MeOD de V1.
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Figura 34. Ampliacdo na regiéo de &y 7,36-5,36 do RMN *H (500 MHz) em MeOD de V1.
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Figura 35. Ampliacéo na regido de &y 4,55-3,51 do RMN *H (500 MHz) em MeOD de V1.
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Figura 36. Espectro de RMN *3C (125 MHz) em MeOD de V1
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5.4.2 Determinacéao Estrutural de V2

Os espectros de RMN 'H e 13C (Figura 37 e 39, p. 87 e 88) revelaram
sinais entre dx 0,84-7,54 ppm e &c 14,22-202,99 ppm.

No espectro de RMN 3C foram observados 20 sinais com deslocamentos
quimicos que permitiram a identificacdo dos atomos de carbono que compdfe a
substancia V2. O espectro DEPT 135 (Figura 40, p. 88) indicou a presenga de 13
atomos de carbonos, sendo dois sinais para grupos metilicos (CHs) em &c 17,65
(CH3-C9) e &c 14,22 (CH3-C9’), dois sinais metilénicos (CH2) em &c 39,00 (CH2-
C7’) e 6¢ 100,72 (CH2 do grupo OCH20), oito sinais metinicos (CH) em &c 110,19
(CH-C2), &c 150,28 (CH-C4), 6c 113,76 (CH-C5), 6c 123,33 (CH-C6), &6c 44, 94
(CH-C8), dc 38,29 (CH-C8), 6c 109,47 (CH-C2’), ¢ 107,96 (CH-C5’) e 6¢ 121,99
(CH-CP@’) e sete sinais para atomos de carbono desidrogenados (C) em &c 147,43
(C3), dc 150,28 (C4), 6¢ 145,60 (C3’), 6¢ 146,80 (C4’), 6¢ 130,12 (C1) e dc 202,99
(C7). O sinal em &c 56,03 sugere a presenca de um grupo metoxila (OCHs).

Os dados em conjunto da andlise de RMN !H (Figura 37, p. 87), 13C
(Figura 39, p. 88), DEPT 135 (Figura 40, p. 88), HSQC e HMBC (Figura 41 e 42,
p. 89) confirmaram as atribuicdes dos atomos de hidrogénio e carbono da
substancia V2. Os dados foram comparados com os valores apresentados na
literatura (FERNANDES, BARATA e FERRI, 1993) e permitiram atribuir a essa
substancia a estrutura de diarilbutano da neolignana Oleiferina D ja identificado

anteriormente para a espécie (Tabela 17, p. 86).
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Tabela 17. Dados de RMN !H (500 MHz) e RMN *3C (125 MHz) de V2 em CDCls,
correlagbes observadas no espectro de HSQC e comparacdo com os valores de
referéncia da literatura em CDCls. Os deslocamentos quimicos (8) em ppm e constantes
de acoplamento (J), em Hz.

0
HiCO /77\8/9
| |
HO)\S/ 7g
%ﬁ
0/3\(5
AN Vo OLEIFERIN D
Ne C HSQC HMBC Literatura
CDCls (75,5 MHz)
Oc o4 J? J3 J4 oc
C
7 202,99 3,39 7,54; 2,81; 199,9
1,23; 6,94
7,50
1 130,12 129,8
3 147,43 146,3
4 150,28 7,54 6,94; 149,7
7,50
3 145,60 6,57 6,52 147,2
4 146,80 145,4
k 134,64 134,1
CH
2 110,19 7,54 (s) 109,8
5 113,76 6,94 (d, J=8,2) 113,3
6 123,33 7,50 (d, J= 122,7
8,4)
8 44,94 3,39 (m) 44,2
2 109,47 6,57 (s) 109,1
5 107,96 6,68 (d, J= 107,6
7,9)
6’ 121,99 6,52 (d, J= 2,81 2,18/2,14 121,6
7,9)
8 38,29  2,18/2,14 dd 37,9
CH;
7 39,00 2,81 (d, J= 38,9
9,9)
CHs
9 17,65 0,84 (d, J= 17,5
6,0)
9 14,22 1,23 (d, J= 14,2
6,9)
OCH; | 56,03 3,95 (s) 55,4
OCH,O | 100,72 5,90 (s) 100,0
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Figura 37. Espectro de RMN !H (500 MHz) em CDCl; de V2.
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Figura 38. Ampliacéo na regido de oy 5,80-7,54 do RMN *H (500 MHz) em CDClI; de V2.

1.0 VBF D2 4.001.001.1r.esp
0.9
0.8
0.7
_; o
: >
2> 0.6 2
S
2 3
g 3
= 0.5
° 3
(&) =
N =
E_ﬁ 3
£ 0.4
s 1 voo M3
E Modd) I3
034 & Mo1(dd) 04(d) 5
o~ o
ER 8830 | 9
— © ©O
0.2E Sg '\")co
= N~ N~
3 e
0.13
0 3
S SN ; , .

7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0 5.9
Chemical Shift (ppm)




88

Figura 39. Espectro de RMN **C (125 MHz) em CDCl; de V2.

Normalized Intensity

VBF D2 4.002.001.1r.esp

1.0

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

150.28
<147.43
146.80
145.60
—134.64
—130.12

0.2

—202.99

\-\_

0.1

/'77.29
77.04
L 76.78

123.33
121.99
110.19

\107.96

—100.72
—38.29

/11376
—17.65

—44.94
_~39.00
~14.22

1

56.03

200 180 160 140

120 100 80 60 40 20
Chemical Shift (ppm)

Figura 40. Espectro de RMN *3C DEPT 135 (125 MHz) em CDCl; de V2.
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Figura 41. Mapa de correlacao heteronuclear HSQC em CDCl; de V2.
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Figura 42. Mapa de correlagéo heteronuclear HMBC em CDCls de V2.
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5.4.3 Determinacéao Estrutural de V3

A amostra V3 foi obtida na forma de cristais brancos em formato de agulha
(0,07410 g) apoOs recristalizacdo em hexano a temperatura ambiente. Quando
subordinado a CCDA, utilizando como sistema de solvente hexano:acetato de
etila (8:2) foi observada uma Unica mancha quando revelado com vanilina
sulfarica. O teste do ponto de fusdo mostrou que o ponto de fusdo da substancia
V3 é 61 °C, bem proximo do relatado na literatura (AZEVEDO et al., 1997).

Os espectros de RMN 'H e 3C (Figura 43 e 45, p. 92 e 93) revelaram
sinais entre on 0,68-7,28 ppm e dc 24,53-206,12 ppm, com perfil que apontam
para a estrutura da classe de compostos fendlicos.

No espectro de RMN 3C foram observados 21 sinais com deslocamentos
quimicos que permitiram a atribuicdo dos atomos de carbono para a substancia
V3. O espectro de 3C (Figura 45, p. 93) indicou dezesseis sinais metilénicos
(CH2) em &c 24,56 (C3’), 6¢ 27,17 (C5), d¢ 29,35-29,64 (C4’-C13’), ¢ 31,31 (C4),
oc 31,53 (C14’), d¢c 36,00 (C15’) e &¢ 40,27 (C2’). Seis sinais metinicos (CH) em
oc 71,63 (C3), dc 125,54 (C19’), d¢c 128,21 (C17 e C21’) e dc 128,40 (C18’ e
C20’). Cinco sinais para atomos de carbono desidrogenados (C) em &c 110,31
(C1), ¢ 149,46 (C16’), dc 195,59 (C6), 6¢c 197,92 (C2) e d¢c 206,12 (C1’). O
espectro ndo indicou a presenca de atomos de carbonos para grupos metilicos
(CHa).

Andlise das correlacdes observadas no espectro bidimensional de HSQC e
HMBC (Figuras 46 e 47, p. 93 e 94), em conjunto da andlise de RMN 'H e 3C
confirmaram as atribuicbes dos atomos de hidrogénio e carbono da substancia
V3.

A analise do cromatograma apresentado pelo CG-EM para a substancia
com tempo de retencdo 29,37 min exibiu um sinal intenso com m/z 400 Da, sendo
este coerente com ion molecular do arilalquiloidico 3,6-dihydroxi-2(13-
feniltridecanoil)-2-ciclohexen-1-ona. Outros sinais observados a partir da
fragmentacao de V3 foram observados, destacando-se os de maior intensidade:
m/z 183 e m/z 91 daltons (Figura 48, p. 94). Esses dados estdo de acordo com
os valores para os ions moleculares observados para a substancia 3,6-dihydroxi-
2(13-feniltridecanoil)-2-ciclohexen-1-ona (AZEVEDO et al., 1997.)
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Os dados foram comparados com os valores apresentados na literatura
(AZEVEDO et al., 1997) e permitiram atribuir a essa substancia a estrutura do
arilalquilico 3,6-dihidroxi-2-(13-feniltridecanoil)-2-ciclohexen-1-ona ja identificado
para esta espécie vegetal (Tabela 18, p. 91).

Tabela 18. Dados de RMN !H (500 MHz) e RMN 3C (125 MHz) de V3 em CDCls,
correlacbes observadas no espectro de HSQC e comparagcdo com os valores de
referéncia da literatura em CDCI; (50 MHz). Os deslocamentos quimicos (6) em ppm e
constantes de acoplamento (J), em Hz.

OH o}

\' 8
| | (—
5 1 15' 17
N X \ﬂg
L
V3
Ne C HSQC HMBC Literatura
CDCls
(75,5
MHZz)
&c OH J? J3 J4 &¢c
C
1’ 206,12 1,61 205,7
1 197,92 197,2
3 195,59 195,0
14’ 142,96 2,59; 7,15 142,2
2 110,31 110,0
CH
6 71,63 4,08 (dd, J= 71,3
7,6)
17 125,54 7,15 7,15 125,5
15, 128,21  7,15-7,28 (m) 128,1
19’
16, 128,40 128,2
18’
CH2
2 40,27 39,9
3 24,56 1,61 (m) 24,4
5 27,17 2,38 (m) 2,77; 4,08 27,1
411 29,35- 1,26/1,30 (m) 29,1-29,5
29,64
4 31,31 2,77 (M) 31,0
12’ 31,53 1,61 (m) 31,3
13’ 36,00 2,59 (t, J=7,6) 35,9
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Figura 43. Espectro de RMN *H (500 MHz) em CDClI; de V3.
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Figura 45. Espectro de RMN *3C (125 MHz) em CDCl; de V3.
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Figura 47. Espectro de correlacdo heteronuclear de HMBC em CDCl; de V3.
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5.4.4 Determinacao Estrutural de V4

A amostra nomeada como V4, obtida da coluna a pressdo normal com
metanol apresentou-se com um soélido amorfo bege. As analises dos espectros de
RMN 'H e 3C permitiu a verificacdo de que essa amostra se apresenta
semelhante a amostra V2, diferindo apenas pela presenca de um grupo metoxila
a mais.

Nos espectros de RMN 'H e 13C (Figuras 49 e 52, p. 97 e 98) pode-se
observar uma riqueza de sinais entre &1 0,84-7,54 ppm e &c 14,23-203,01 ppm.

No espectro de RMN 3C (Figura 52, p. 98) foram observados 20 sinais
com deslocamentos quimicos que permitiram a identificacdo dos atomos de
carbono que compdem a substancia V4. O espectro 13C (Figura 52, p. 98) indicou
dois sinais para grupos metilicos (CHs) em &c 17,66 (CH3-C9) e &c 14,23 (CHs-
C9’), dois sinais metilénicos (CH2) em &c 39,00 (CH2-C7’) e d¢c 100,72 (CH2 do
grupo OCH20), oito sinais metinicos (CH) em &c 110,20 (CH-C2), ¢ 150,30 (CH-
C4), déc 113,78 (CH-C5), &¢c 123,34 (CH-C6), &6c 44, 95 (CH-C8), 6c 38,29 (CH-
C8’), 6c 109,47 (CH-C2’), 6¢ 107,96 (CH-C5’) e &¢ 121,99 (CH-CB’) e sete sinais
para atomos de carbono desidrogenados (C) em &c 147,43 (C3), ¢ 150,30 (C4),
oc 145,60 (C3’), d¢c 146,82 (C4’), d¢c 130,10 (C1), d6c 134,64 (C1’) e &¢ 203,01
(C7). O sinal duplo em &c 55,05 e 55,03 sugere a presenca de dois grupos
metoxilas (OCHgs), para estes ultimos € observada no espectro HSQC correlacdo
com o sinal em 3.95.

O deslocamento 6c para as metoxilas e para os atomos de C-8 e C-8,
diferem do relatado na literatura (MARTINEZ et al., 1985), o que pode indicar a
existéncia de estereisbmeros diferentes para a molécula V4. A determinacao da
configuracdo absoluta para esta molécula s6 sera possivel com a obtencéo de
analises de Dicroismo circular e op.

Os dados em conjunto da analise de RMN *H, 3C e HSQC (Figuras 49,
52, 54 e 55, p. 97, 98, 99 e 100) confirmaram as atribuicbes dos atomos de
hidrogénio e carbono da substancia V4. Os dados foram comparados com o0s
valores apresentados na literatura (MARTINEZ et al., 1985) e permitiram atribuir a
essa substancia a estrutura de diarilbutano da neolignana 1-(3,4-dimetoxifenil)-
2,3-dimetil-4-piperonilbutan-1-ona descrito pela primeira vez em Virola bicuhyba e

ja identificado em V. elongata (Tabela 19, p. 96).
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Tabela 19. Dados de RMN !H (500 MHz) e RMN *3C (125 MHz) de V4 em CDCls,
correlagbes observadas no espectro de HSQC e comparacdo com os valores de
referéncia da literatura em CDCls. Os deslocamentos quimicos (8) em ppm e constantes
de acoplamento (J), em Hz.

RIS
0
v
N° C HSQC HMBC Literatura
CDCls
(200
MHz)
oc ou J? J3 J4 &¢
C
7 203,01 3,40 7,54; 1,23 202,4
7,50
1 130,10 7,54 6,94 129,7
3 147,43 148,9
4 150,30 7,54; 152,9
7,50
1 134,64 2,14 2,81 134,5
3 145,60 145,6
4 146,82 6,69 6,57; 147,4
5,90
CH
2 110,20 7,54 (d, J=1,8) 110,5
5 113,78 6,94 (d J=8,2) 113,3
6 123,34 7,50 (dd J=8,4) 122.4
8 44,95 3,40 (m) 42,8
2 109,47 6,57 (s) 6,53 108,0
5 107,96 6,69 (d J=7,9) 109,4
6’ 121,99 6,53 (dd J=7,9) 6,69 2,14; 281 1219
6,57
8 38,29 2,81(d, J=9,8) 41,2
CH2
7 39,00 2,14 (m) 34,4
CHs
9 17,66 0,84 (d, J=6,4) 14,8
9 14,23 1,23 (d, J=6,9) 11,2
OCHs 56,05/ 3,95 (s) 55,7/55,8
56,03
OCH20 | 100,72 590s 100,5
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Figura 49. Espectro de RMN *H (500 MHz) em CDClI; de V4.
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Figura 50. Ampliacédo da regido de dn 6,50 - 7,50 do espectro de RMN H (500 MHz) em
CDCl; de V4.
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Figura 51. Ampliacédo da regiéo de d4 0,70 - 3,50 do espectro de RMN H (500 MHz) em

CDClz de V4
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Figura 52. Espectro de RMN *3C (125 MHz) em CDCl; de V4.
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Figura 53. Ampliacdo na regido de &4 38,29-56,05 do espectro de RMN 3C (125 MHz)
em CDCl; de V4.
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Figura 54. Espectro de correlacdo heteronuclear de HSQC em CDCls de V4.
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Figura 55. Espectro de correlagdo heteronuclear de HMBC em CDCl; de V4.
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6 Considerac0des Finais

O levantamento dos dados quimicos para a familia Myristicaceae
demonstram que a familia possui 16 tipos de classes de metabdlitos secundarios.
A presenca em mais de 50% de metabdlitos oriundos da via do chiquimato e
destes, a pouca oxidacdo das moléculas observadas ratificam a atual
classificacdo da familia como representante antiga e basal dentro da classificacédo
filogenética.

A analise quimiossistematica foi relevante para evidenciar as relacbes
quimicas entre os géneros e dentro do género Virola, mediante as informacdes
obtidas na literatura, mesmo que néo tenham sido encontrados relatos para todos
0S géneros e espécies da familia.

Além disso, observou-se que a abordagem através do estudo
biomonitorado dos extratos foi significativo para direcionar e facilitar a busca pelas
substancias potencialmente ativas. Destas, as substancias V1(quercetina), V2
(Oleiferin D), V3 (3-hidroxi-1-(15-fenilpentadecanoil)-2,6-ciclohexadiona) e V4 (1-
(3,4-dimetoxifenil)-2,3-dimetil-4-piperonilbutan-1-ona) foram isoladas e
identificadas, contribuindo para a fitoquimica da espécie, visto que a substancia
V4 é inédita na espécie, ndo tendo sido isolada anteriormente de Virola bicuhyba.

Os ensaios biologicos avaliados, destacam-se particularmente, pelos
valores baixos relatados para o ECso das atividades aqui descritas, que apontam
o potencial biolégico imbuido na espécie escolhida para este estudo. Refor¢cando,
dessa forma, a relevancia da pesquisa dos produtos naturais como um caminho
promissor e eficaz para a descoberta de novas moléculas capazes de atuar em
diferentes patologias.

Ademais, se faz importante denotar a necessidade de estudos quimicos
mais aprofundados da familia Myristicaceae, tendo em vista que 14 géneros
apresentam auséncia de estudos, como meio de conservacao da biodiversidade e
aprofundamento no conhecimento das moléculas bioproduzidas, a fim de ampliar
a compreensao de sua historia evolutiva. No caso da espécie em estudo ainda
mais relevante considerando a que se encontra na lista de espécies em perigo

(EN) de extingéo.
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Justifica-se que ensaios adicionais se fazem necessarios para avaliar a
eficiéncia das substancias isoladas nas atividades larvicida, neoplasica e

antimalérica, bem como os possiveis mecanismos de acao.
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