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RESUMO

A planta Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl, conhecida popularmente como “malva
amarela” ou “malvavisco”, é uma espécie da familia Malvaceae utilizada
popularmente para o tratamentode picadas de cobras e de abelhas. Pesquisas
recentes demonstraram sua capacida de gastroprotetora e anti-inflamatéria. A espécie
citada tem sido estudada por nosso grupo de pesquisa, ja tendo sido relatada a
identificacdo de triterpenos, esteroides, amidas, compostos fendlicos, flavonoides
simples, glicosilados e sulfatados. Considerando a relevancia etnofarmacolégica da
especie e a diversidade do seu metabolismo secundario, esta pesquisa tem como
objetivo dar continuidade ao estudo fitoquimico e investigar a atividade leishmanicida
de substancias isoladas de W. periplocifolia. O estudo fitoquimico das partes aéreas
foi realizado através de métodos cromatograficos e espectroscopicos permitindo a
identificacdo de dois compostos flavonoidicos: acacetina e 5,8-dihidroxi-7,4’-
dimetoxiflavona, previamente identificados da espécie W. periplocifolia. As
substancias foram avaliadas quanto a sua atividade frente a Leishmania braziliensis,
apresentando promissora atividade leishmanicida. Considerando a riqueza e
diversidade de flavonoides produzidos pela espécie, realizou-se a quantificagcao de
flavonoides totais no seu extrato utilizando espectrofotometria UV-Vis. A partirda
quantificagcéo de flavonoide totais determinou-se o valor de 12,9870 mg de equivalente
de rutina de extrato etandlico da espécie W. periplocifolia. Os dados obtidos no
presente trabalho ratificam que a espécie W. periplocifolia € grande produtora de
flavonoides bioativos, com potencial para o desenvolvimento de farmacos com

atividade leishmanicida.

Palavras-chave: Wissadula periplocifolia. Leishmania braziliensis. Acacetina. 5,8-

dihidroxi-7,4’-dimetoxiflavona.



ABSTRACT

The plant Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl, popularly known as ‘yellow malva’ or
‘malvavisco’, is a species of the Malvaceae family used popularly to treat snake and
bee stings. Recent researches have demonstrated its gastroprotective and anti-
inflammatory capacity.The mentioned species has been studied by our research
group, and the identification of triterpenes, steroids, amides, phenolic compounds,
simple flavonoids, glycosylated and sulfated has been reported. Considering the
ethnopharmacological relevance of the species and the diversity of its secondary
metabolism, this research aims to continue the phytochemical study and investigate
the anti-leishmanial activity of isolated substances from W. periplocifolia. The
phytochemical study of the aerial parts was carried out through chromatographic and
spectroscopic methods, allowing the identification of two flavonoid compounds:
acacetin and 5,8-dihydroxy-7,4’-dimethoxyflavone, previously identified from the
species W. periplocifolia. The substances were evaluated for their activity against
Leishmania braziliensis, showing promising leishmanicidal activity. Considering the
richnessand diversity of flavonoids produced by the species, quantification of total
flavonoids in the extract was carried out using UV-Vis spectrophotometry. From the
quantification of total flavonoids, the value of 12.9870 mg of RE/g of ethanol extract of
W. periplocifolia was determined. The data obtained in the present work confirm that
the species W. periplocifolia is a great producer of bioactive flavonoids, with potential

for the developmentof drugs with leishmanicidal activity.

Keywords: Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl. Leishmania braziliensis. Acacetin.

5,8- dihydroxy-7,4’-dimethoxyflavone.
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1 INTRODUGAO

Ha milhdes de anos os organismos terrestres e marinhos vem evoluindo e se
adaptando e, assim, produzindo mecanismos de defesa para garantir a perpetuagao
das espécie na natureza a exemplo da produgao de metabdlitos secundarios bioativos
(DAVID; WOLFENDER; DIAS et. al. 2014).

As plantas fornecem um grande arsenal de substancias quimicas organicas e
inorganicas, possibilitando diferentes potenciais para exploracdo pelo homem. Sao
muitas vezes utilizadas como terapia complementar, por influéncia de praticas
milenares ou por indicacdo de familiares/pessoas proximas ao longo de geracgdes
(PEDROSO et. al. 2021).

O uso de diferentes tipos de plantas tem sido empregado em diverssas
aplicacdes a favor de objetivos humanos, tais como: venenos e curativas, sendo, no
ultimo caso, por exemplo, denominada planta medicinal que por sua vez foi inspirado
na observacdo empirica de praticas de outros animais, uma vez que varias especies
apresentavam habitos de consumir plantas mediante situagéo de injurias. Assim, os
seres humanos comecgaram a sistematizar o uso de planta medicinal por meio de
analise, conciliando aspectos filosdéficos e culturais caracteristicos, desenvolvendo a
base de vertentes da dedicina, dessa forma considera-se que planta medicinal é
aquela capaz de aliviar ou curar enfermidades e que tem tradicdo de uso como
remédio pelas pessoas da comunidade. (PATRICIO et. al. 2022).

Algumas espécies vegetais sao conhecidas devido as suas atividades
farmacoldgicas e a sua utilizacdo desde os tempos mais remotos, como € o caso da
malva-rosa (Papaver somniferum), por seus efeitos sedativo e calmante, e a hortela
pimenta (Menthapiperita), que devido ao seu efeito digestivo era utilizada no Egito ha
mais de 4.000 anos. Ambas espécies sao utilizadas ainda hoje pela populagao e pela
industria farmacéutica (ALVES, 2013). Podemos citar como compostos naturais e
derivados amplamente utilizados o acido acetil salicilico, morfina, artemisina e
substancias utilizadas no tratamento do cancer, como vincristina, vimblastina e
paclitaxel (CRAGG; NEWMAN, 2013). Os produtos naturais sdo portanto uma fonte
importante desubstancias para a industria de medicamentos.

Dentro da perspectiva de se estudar plantas medicinais, o Brasil se encontra
em posicao privilegiada, pois € o pais com a maior diversidade vegetal do mundo.
(GUERRA; NODARI, 2003).
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Muitas espécies de Malvaceae sao tradicionalmente usadas no Brasil para
tratar doencgas, por exemplo, o cha de malva-preta (Sidastrum micranthum) é usado
para tratar asma e bronquite. Os frutos do quiabo (Hibiscus esculentus), sdo usados
no tratamento de ulceras gastricas (FERNANDES et al., 2018). Estudos fitoquimicos
prévios sobre a familia Malvaceae levaram ao isolamento de acidos graxos,
esteroides, terpenoides, feofitinas, flavonoides e alcaloides de varias espécies
(TELES et al., 2014, 2015a). A espécie Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl
(Malvaceae), vulgo “malva amarela” é relatada na medicina popular para tratamento
de picadas de cobras e de abelhas (TELES et al., 2015a). Pesquisas recentes também
reportam sua capacidade gastroprotetora, antimicrobiana e anti-inflamatoéria
(BARROS et al., 2021). A espécie citada tem sido estudada por nosso grupo de
pesquisa, ja tendo sido relatada a identificacdo de triterpenos, esteroides, amidas,
compostos fendlicos, flavonoides simples, glicosilados e sulfatados (TELES et al.,
2015b). Considerando a diversidade do metabolismo secundario de W. periplocifolia,
esta pesquisa tem como objetivo aprofundar o conhecimento fitoquimico e investigar
a atividade anti-leishmania de substancias isoladas de W.periplocifolia.

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doencga infecciosa, ndo
contagiosa, mas transmitida ao homem através das picadas das fémeas de
flebotomineos infectadas (BATES et al.,, 2015). Seus agentes etioldgicos sao
protozoarios tripanosomatideos que fazem parte do género Leishmania que por sua
vez sao parasitas intracelulares obrigatorios das células do sistema fagocitico
mononuclear, que apresenta um unico flagelo ou promastigota, encontrada no tubo
digestivo do inseto vetor e outra aflagelada ou amastigota nos tecidos dos vertebrados
(KOBETS; GREKOV; LIPOLDOVA, 2012). Ha sete espécies de Leishmania
envolvidas na ocorréncia de casos de LTA, encontradas no Brasil, sendo as mais
importantes: Leishmania (Leishmania) amazonensis, L. (Viannia) guyanensis e L.(V.)
braziliensis (BRASIL, 2010). A LTA é uma das infecgdes dermatoldgicas mais
importantes ndo s6 pela frequéncia, mas também pelas dificuldades terapéuticas,
deformidades e sequelas que pode acarretar (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

Considerando a relevancia etnofarmacoldgica da espécie e a diversidade do
seu metabolismo, o presente trabalho teve como objetivo dar continuidade ao estudo
fitoquimico e investigar o potencial anti-leishmania de metabdlitos da espécie W.

periplocifolia.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

A presente pesquisa visa dar continuidade ao estudo fitoquimico e
investigar a atividade anti-leishmania de substéncias isoladas de W.

periplocifolia.

2.2 Objetivos especificos

> Isolar e identificar constituintes quimicos presentes no extrato de W.
periplocifolia;
> Quantificar o teor de flavonoides totais presentes no extrato de W.
periplocifolia;
> Investigar a atividade anti-leishmania de substancias isoladas da

espécie em estudo;

> Contribuir para o conhecimento fitoquimico e biolégico da espécie W.

periplocifolia;

12
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos gerais da familia Malvaceae

Estudos referentes as plantas possibilitam a descoberta de atividades
bioldgicas de extratos, fracbes e moléculas que atuam como novos principios ativos,
o que oferece melhores possibilidades para encontrar substancias de interesse
terapéutico, a partir da experimentagao, observagao, descri¢cao e investigacao (SILVA
et al., 2016b).

Uma vasta quantidade de plantas medicinais constituem fontes importantes no
que diz respeito a obtencgao de identificacdo de novas moléculas a ser utilizadas como
produtos farmacéuticos. (SOUSA et al., 2017).

Nesse aspecto, a familia Malvaceae enquadra nove subfamilias como:
Bombacoideae Brownlowioideae, Byttnerioideae, Dombeyoideae, Grewioideae,
Helicteroideae, Malvoideae, Sterculioideae e Tilioideae (TATE et al., 2005; JUDD;
MANCHESTER 1997; STEVENS, 2017).

As espécies da familia Malvaceae no Brasil sdo amplamente utilizadas como
remédio, alimento, ornamentacdo e forragem. Nesse contexto, essa familia &
composta por 250 géneros e 4.230 espécies espalhadas pelo mundo (GRINGS;
BOLDRINI, 2011). No Brasil encontran-se 68 géneros e 735 espécies representadas
em todo o territério, além de apresentar uma quantidade de 431 espécies endémicas
que podem ser encontradas em todas as regides do pais (MALVACEAE, [2020]).

Em termos de géneros, as espécies da familia Malvaceae tem sido utilizada
de maneira tradicional de acordo com a populagdo em cada regidao. Podendo assim,
ser usada por exemplos para: o tratamento de doencgas renais, febres, disturbios
intestinais, corrimento urinario, gonorreia, malaria, e entre outras.

Nessa perspectiva, a familia Malvaceae sensu lato vém despertando um
grande interesse no cenario cientifico e dessa forma se destacando devido apresentar
um potencial farmacolégico bastante diversificado relatado na literatura, podendo
destacar as atividades biolégicas, como: antioxidante, antimicrobiano, anti-
inflamatoria, potencial hepatoprotetor, antibacteriana e entre outras atividades,
baseadas em ensaios in vitro e alguns casos in vivo (SANTOS; OLIVEIRA; TORRES,
2022).

Algumas das espécies que pertencem a familia Malvaceae apresentam valor
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tanto econdmico, como ornamentais a exemplos do hibisco (Hibiscus rosa-sinensis);
lanterna-japonesa (Abutilon spp.); malvavisco (Malvaviscus arboreus) e como fonte de
fibras naturais o algodédo (Gossypium hirsutum) (BOVINI; CARVALHO-OKANO;
VIEIRA, 2001). Entre as alimenticias, destaca-se o quiabo (Hibiscus esculentus) e tem
sua utilizagcdo em varias receitas culinarias brasileiras. Outras espécies denominadas
de vinagreira (Hibiscus sabdariffa L.) utilizadas para chas, sucos, geleias e patés,
sendo denominadas de plantas alimenticias ndo convencionais (KINUPP; LORENZI,
2014).

As espécies da familia Malvaceae sao conhecidas por produzirem grandes
quantidades de compostos fendlicos. Estudos fitoquimicos descreveram o isolamento
de flavonoides, cumarinas, acidos fendlicos (GOMES et al., 2011; SILVA et al., 2006).

Estudos realizados com o extrato aquoso das flores de (Hibiscus tiliaceus
L.) apresentaram excelente atividade antioxidante (KUMAR; KUMAR; PRAKASH,
2008) e atividade anti-bacteriana contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli
(ALAGA et al., 2014). No México sua utilizagdo popular serve para auxiliar no
emagrecimento, acao confirmada por estudos farmacolégicos, que mostraram uma
diminuicdo do peso de camundongos obesos tratados com o extrato aquoso das suas
flores (ALARCON-AGUILAR et al., 2007).

A familia Malvaceae tem relatos de diversos usos na medicina popular e com
efeitos comprovados. Para o género Hibiscus foi relatado atividade
hipocolesterolémica, diurética, laxante, antibacteriana, anti-hipertensiva (MAGANHA,
2009). O género Sida tem uso atribuido a atividade hepatoprotetora, antioxidante, anti-
hipertensiva, antimalarica (SINGH, 2002; ADEBAYO; KRETTLI, 2011), antifungica,
antimicrobiana (MEDEIROS, 2022), anti-inflamatéria (LARDOS, 2006). Além disso a
familia Malvaceae também apresenta atividade com potencial antioxidante e assim
desempenhando um fundamental papel na reducéo do estresse oxidativo (SANTOS,
OLIVEIRA; TORRES, 2022).

Nesse sentido, foram encontrados diversos constituintes quimicos em diversas
espécies da familia Malvaceae, dentre eles: acidos graxos alcaloides (GUANATILAKA
et al., 1980), glicosideos flavonoidicos (GOMES et al. 2011) cumarinas, acidos
fendlicos (SILVA et al., 2006), terpenos (AMES; MACLEOD, 1990), esteroides e
acidos fendlicos (COSTA et al, 2007), flavonoides (GOMES et al. 2011 ) e cumarinas
(SILVA, et al, 2006).

Um constituinte quimico isolado de espécies da familia Malvaceae se destaca,
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o Canferol 3-O-B-D-(6”-E-p-cumaroil) glicosideo (Tilirosideo). Tal substancia
apresenta excelentes atividades farmacologicase tem sido alvo de muitos estudos na
atualidade. Dentre as espécies das quais o tilirosideo foi isolado encontram-se:
(Sidastrum paniculatum), (Sidastrum micranthum), (Herissantia crispa), (Herissantia
tiubae), (Sida galheirensis), (Sida rhombifolia), (Backeridesia pickelii), (Wissadula
periplocifolia), (Pavonia xanthogloea), (Pavonia distinguenda), (Pavonia glazioviana),
(Pavonia malacophylla) e (Pavonia cancellata) (NABAVI et al., 2015).

Algumas espécies do género Wissadula séo citadas na literatura devido ao seu
usopopular a exemplo da espécie (Wissadula amplissima) que tem sido utilizada
popularmente em regides da Africa para tratar picadas de abelhas e aranhas. Nesse
sentido, estudos demonstraram algumas atividades antioxidantes e anti-inflamatorias
de suas fragcbes ricas em flavonoides, justificando o seu uso popular (MENSAH
DONKOR; FLEISCHER, 2011).

3.2 A espécie Wissadula periplocifolia

A espécie (Wissadula periplocifolia) (Figura 1, pag. 16) € uma erva perene,
de base lenhosa, caules eretos estreitos e pouco ramosos ou simples de bases
arredondadas e sem pelos superiores; possui folnas maddicas, peciolo de muitas
ldminas e ligeiramente arredondado. Sua ldmina apresenta-se oblonga-oval ou oval-
lanceolada ou ainda triangular-oblonga, longamente pontiaguda ou subcaudata,
pontiaguda-obtusa com base truncada ouobsoleta. Possui nervura herbacea
descolorida e a parte superior sem pelo, de tecido mole. As primeiras flores provém
das axilas foliares, crescem abundantementee em pouco tempo, logo multifloram,
surgem longos e graciosos ramos acessorios. Os pedunculos filiformes foliares
protegem partes sem pelos. Possui calice campanulado dificlmente em meio aos
lobos ovalar-trianulares agudos; As pétalas em calice duplo, com androceu no calice;
tubo estamineo breve apresenta com filamentos livres sem pelos e ovario subgloboso;
o seu lobo é peludo com hastes no androceu e capsula turbinada; suas sementes sao
cordiformes com longas vilosidades inferiores e pubérulossuperiores (SHEPHERD,
1891).
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Figura 1 - Wissadula periplocifolia

Fonte: Yanna Teles, 2009.

O género Wissadula compbe-se de 26 espécies que sdo distribuidas
doTexas a Argentina e caracterizado pelos carpidios constritos que apresentam
frequentemente duas sementes na constricdo superior e uma na inferior (FRYXELL,
1997). A W.periplocifolia (L.) C. Presl (Malvaceae) popularmente conhecida no Brasil
como “malva amarela” é utilizada popularmente no tratamento de picadas de abelhas
e como antisséptico (TELES et al., 2014). Essa espécie apresenta relato de possuir
o melhor potencial antioxidante entre varias plantas de Malvaceae até entéo
estudadas (PEDRIALI, 2005), auxiliando asim, na busca por seus constituintes
fendlicos e na investigagao anti-inflamatéria.

Um estudo realizado por (TELES et al. 2014) reportou o isolamento de
substancias como, esteroides e triterteno do tipo oleanano (Figura 2 pag. 17),
representados a seguir pelas figuras 1 e 2 respectivamentes. Nesse artigo também foi
investigada a atividade antibacteriana dessas substancias. Com isso, mostrou-se que
essas substancias de W. periplocifolia apresentaram atividade antibacteriana contra
Enterococcus faecalis, que por sua vez & um microrganismo patogénico que

apresenta uma das bactérias mais resistentes aos antibidticos (TELES et al., 2014).
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Figura 2 - Exemplo de estrutura de esteroide e triterpeno tipo oleanano

=4
Z
> P
n 23 24

Estrutura de esteroide Estrutura de triterpeno tipo oleanano

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Ha o relato de investigagao fitoquimica de W. periplocifolia (TELES et al.,
2015b) assim como o isolamento de novos flavonoides sulfatados juntamente com
flavonoides ja conhecidos. Com estudo foi possivel a identificacdo de doze
substancias e avaliagédo das propriedades citotéxicas dos compostos isolados (figura
3, pag 18). Com isso possibilita a busca por novas substédncias com potencial
citotoxico, tendo em vista que as plantas com fins medicinais tem proporcionado uma
grande via de estudos na descoberta de novos farmacos (TELES et al., 2014).

Posteriormente um outro estudo realizado por (TELES et al., 2015b) relatou o
isolamento de cinco compostos fendlicos que foram isolados a partir das partes aéreas
de W. periplocifolia, nesse sentido atraves de dados espectrais, foi possivel
identificados as substancias: acido 4-hidroxibenzadico (1); acido 3-hidroxibenzadico (2);
acido transcinamico (3); Tamgermanetin (4); 7,4 -di-O-metilisocutelareina (5) (figura 4,
pag 19), nesse mesmo estudo foi testado a atividade antiinflamatéria e com base em
seus espectros de RMN 'H, 3C e 2D, demostrou-se que o extrato de W. periplocifolia
possui atividade antiinflamatéria promissora que ta relacionado com ao uso popular
como antinflamatporio no tratamento de picadas de cobras e de abelhas. (TELES et
al., 2015a).

Nessa perspectiva, um outro estudo feito por (TELES et al., 2015a), revelou a
identificagéo de cinco novos flavonodides sulfatados apartir da Wissadula periplocifolia
(figura 5, pag 19), esses foram denominados como: 8-O-sulfato isoscutellarein (1a);
4’-O-metil-7-O-sulfato isoscutelareina (1b); 7-O-sulfato acetina (2a); 4’-O-metil-8-O-

sulfato isoscutelareina (2b) e 3’-O-metil-8-Osulfato hipoletina (3b) juntamente com os



18

flavondides conhecidos 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato isoscutelareina (4), acacetina,
apigenina, isoscutelareina, 4’-O-metil isoscutelareina, 7,4’-di-O-metil isoscutelareina,
astragalina e tiliroside. Além disso, as propriedades citotoxicas dos compostos
isolados foram avaliadas demonstrando a potencial citotoxicidade da acacetina, 7,4 -
di-O-metil isoscutelareina, apigenina e dos novos compostos 7-O-sulfato acacetina

(2a) e 4’-O-metil- 8-O-sulfato isoscutelareina (2b).

Figura 3 - Estruturas identificadas a partir da fase hexanica de W.periplocifolia

la;:R=H

1b: R=H; A"

2a: R= -D-Glucopyranosyl

h: R= (-D-Glucopyranosyl; A*%

3: R=CH; R,=H, R,=phytol
4: R = CH; R,=0H, R;= phytol
5: Ri= CHO R;=H, Ry= phytol
6: R = CH; Ry=0H., R;=CH;

24

8: 3-ox0-213-H-hop-22(29)-ene Ya: dammaradie none 9b: taraxastenone

Fonte: Yanna Teles, 2014.

Figura 4 - Estruturas identificadas a partir de de W.periplocifolia

3 OH
HO o

R
1: R;= OH; R; =H; 4-hydroxybenzoic acid
2: R;= H; R,= OH; 3-hydroxybenzoic acid

OH

3: trans-cinnamic acid 5: 7,4'-di-O-methylisoscutellarein

Fonte: Yanna Teles, 2015.
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Figura 5 - Estruturas identificadas a partir de W.periplocifolia

R

Acacetin: R, =0H; R,~H; R;= OCH,4
Apigemin; R,=0H; R+=H; R,= OH
i Isoscutellarein: R, =0H; R-=0H; R;= (OH
)LI\‘//I\Q &-O-methyl isoscultellmein: R,~OH; R,~0H; R;~ DCH,
Tiliroside; R " . e T A4'-di-0-methyl isoscubellarein: Ry=0CH;; Ry=0H; Ry~ OCH

Asiragalin: R = H

Ol [&]

Is (yannin): R, = OH; R~ 0S0,H; R,~ H; R~ OH

Ib (beltraonin): B~ O50;H; R,= OH; By~ H; Ry~ O0CH;
Ya (wissadulin): R~ OS0,H: R~ H; Ry~ H; Rg=OCH,

b {caicoine): R~ OH; R-~ 0S0,H; Ry~ H: R~ OCH,

b (pedrein): R~ OH; R;~ OS50;H; By~ (CH;: Ry~ OH
&: R\~ 0O50H; R-= OCH,; Ry= H; Rg= OCH,

Fonte: Yanna Teles 2015.

3.3 Metabdlitos primarios e metabdlitos secundarios

Pela incapacidade de locomogao que as plantas possuem, essas espécies
foram pressionadas a desenvolverem mecanismos que possibilitam um
desenvolvimento flexivel sem comprometimento das células e processos fisioldgicos
primarios, pelo fato de serem influenciadas ao longo do tempo pelos fatores bidticos
e abidticos (ISAH, 2019).

Uma grande diversidade de produtos quimicos sao produzidos pelas plantas e
podem ser classificados como metabdlitos primarios e secundarios. Os metabdlitos
primarios sdo compostos produzidos por qualquer espécie de planta e que estdo
diretamente relacionados com o seu crescimento e desenvolvimento. Nesses
metabolitos primarios estdo incluidos os agucares, aminoacidos, acidos graxos,
lipideos e nucleotideos, assim como moléculas maiores, que sao sintetizadas a partir
deles, como proteinas, polissacarideos, DNA e RNA (GARCIA; CARRIL, 2009).

Atualmente o estudo de substancias provenientes de espécies vegetais tem tido

uma grande atencgado devido a presenga dos metabdlitos secundarios que cada vez
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mais se destacam na area da farmacologia por realizar efeitos biol6gicos na espécie
humana (ROQUE; ROCHA; LOIOLA, 2010).

Dentre varios metabolitos secundarios estdo os esteroides, compostos que
apresentam em sua estrutura um nucleo ciclopentano peridrofenantreno, dessa forma
sua sintese € derivada do acido mevalonico que se combina com o isopreno em sua
forma ativa (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997). Estudos realizados por (GOMES
et al,, 2011) e (TELES et al., 2014) identificaram uma mistura de esteroides ([3-
sitosterol e estigmasterol) em Sida sp. e W. periplocifolia.

Uma outra classe de diversos metabdlitos secundarios de origem vegetal, ja
relatada da espécie W. periplocifolia sao os terpenos, presentes em grande
variedades de animais e plantas. Eles servem de base para formar varias estruturas
com diversas fungdes no metabolismo especializado e primario, variando de
moléculas bastante pequenas e volateis (por exemplo, mono e sesquiterpenos) até
horménios (como, brassinosterdides, acido abscisico, giberelinas) e componentes
celulares estruturais como os pigmentos carotenoides (KORTBEEK; VAN DER
GRAGT; BLEEKER, 2019).

Os terpenos de forma geral, podem apresentar atividade antimicrobiana, os
Oleos essenciais também sao constituidos majoritariamente pelos terpenos ou pelos
seus derivados. Essas substancias constituem-se como moléculas organicas e agem
como fator protetor da planta contra agentes externos. Esses compostos também
podem ser produzidos por micro-organismos e animais, como fungos e bactérias. Os
terpenos podem ser definidos como “alcenos naturais”, quimicamente, isto é,
apresentam uma dupla ligagdo entre carbono o que caracteriza como um
hidrocarboneto insaturado (FELIPE; BICAS, 2017).

Os fendis simples sdo compostos fendlicos encontrados abundantemente nos
vegetais, eles sdo caracterizados por apresentar um anel aromatico ligado a uma
hidroxila (TAIZ; ZEIGER, 2009). Podem ser encontrados em diversas partes dos
vegetais, abundantemente sao encontrados em legumes, frutas, graos, vegetais até
no chocolate, vinho tinto, azeite de oliva, cha verde e café e sua biossintese pode ser
por varias rotas diferentes, sendo a principal a via chiquimato. A presenca destes
metabdlitos nos vegetais esta relacionada com defesa contra patégenos enquanto
sua presenca em seres humanos esta relacionada com atividade sequestradora de
radicais livres (SIMOES et al., 2010).
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3.3.1 Flavonoides

Dentre os diversos metabdlitos secundarios, a classe dos flavonoides € uma
das que apresentam maior interesse para o desenvolvimento de farmacos
(PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Flavonoides sdo compostos fendlicos que apresentam em sua estrutura
quimica15 atomos de carbono na forma C6 — C3 — C6, baseada no nucleo de dois
anéis benzénicos, A e B, ligados a um anel pirano C (Figura 6, pag. 22). Se encontram
em vegetais na forma de aglicona e na forma de glicosideos, com a molécula de
acgucar ligada principalmente na posicao 3 e na posicao 7. A glicose, galactose e
frutose sao os acgucares mais encontrados (BERNARDES; PESSANHA; OLIVEIRA
et. al., 2010).

Figura 6 — Estrutura basica dos flavonoides
5

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Os flavonoides constituem o grupo mais estudado de polifenois (MIERZIAK;
KOSTYN; KULMA et al.,2014). Sao caracterizados pelo nucleo 2-fenil-benzil-y-pirona,
com grande diversidade estrutural (quadro 1, pag. 25-28). Os flavonoides podem
sofrerreagbes enzimaticas como metilagéo, glicosilagéo, prenilagédo, sulfatagdo por
sulfotransferases, etc (FERNANDES et al.,, 2018). Sdo os responsaveis pelo
aspecto colorido das folhas e flores, podendo estar presentes em outras partes das
plantas, como caules e frutos (MOON; WANG; MORRIS, 2006).

Estima-se que mais de 8.000 substancias pertencentes a este grupo ja tenham
sido identificadas (KOIRALA et al., 2016). Esta variedade de compostos ocorre devido
a uma grande combinacgao de diferentes agucares e hidroxil (OH) como substituintes
na estrutura quimica basica (VINAYAGAM, 2015).

Os flavanois séo principalmente representados pela catequina (figura 7, pag.

23). Compreendem uma subclasse dos flavonoides e incluem a epicatequina,
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epigalocatequina, epicatequina-3-galato, epigalocatequina-3-galato, entre outros
(STANGL et al., 2007). Esses compostos sdo encontrados principalmente nas folhas
de alguns chas, como o cha preto e o verde, que sdo provenientes da mesma planta,
a Camellia sinensis. Apesar de a Camellia sinensis ser a principal fonte de catequinas,
esta subclasse de compostos também é encontrada no suco de uva, vinho tinto,

cacau, maga, cebola, feijdes, damasco, cereja e péssego (CORTI et al., 2009).

Figura 7 - Representagao estrutural da catequina

OH 0]

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

A quercetina (figura 8) € uma subclasse dos flavonoides, sdo encontradas
principalmente nas folhas de alguns chas, como o cha preto e o cha verde que sao
provenientes da mesma planta (Camellia sinensis), também podem ser encontradas
no suco de uva, vinho tinto, cacau, maca, cebola, feijdoes, damasco, cereja e péssego.
Em meios aos seus possiveis efeitos benéficos estdo: a redugao da pressao arterial,
a melhora da funcéo vascular, a inibicdo da captacao de LDL-colesterol oxidado, a
reducdo da reatividade plaquetaria, a melhora da sensibilidade a insulina e efeitos
anti-inflamatérios (STRACK; SOUZA, 2012). A quercetina € muito abundante em
alimentos. A média de flavonoides na ingestao diaria varia entre 26 mg a 1 g/dia
provenientes do consumo de fontes alimentares como frutas, verduras, chas, vinhos,
gréos e sementes (SCHWERTZ et. al., 2012).

Figura 8 - Representacgao estrutural da quercetina.
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OH O

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

As antocianinas (figura 9, pag. 24) tambem sédo um tipo especifico de flavonoides
que podem ser encontrados em varias frutas (morango, agai, framboesa preta, mirtilo,
groselha preta, mirtilo) (RAMOS; HERRERA; MOYA-LEON, 2014) e sdo conhecidos
por seus beneficios para a saude. Os principais subgrupos de antocianinas sao as
cianidinas (FANG, 2015). Estas antocianinas foram reconhecidas pelo fator de
protecdo que apresenta contra doengas cardiovasculares e neurodegenerativas
(MATTIOLI et al, 2020). Populagcdo como a ocidental ndo tem costume de fazer a
ingestao de frutas silvestres e dessa forma a ingestao de antocianinas é considerada
baixa. Nesse sentido a ingestdo dietética de antocianinas por meio de
suplementacédo pode ser uma estratégia viavel para que se possa diminuir o

risco de desenvolver problemas como declinio cognitivo (ROSI et al., 2019).

Figura 9 - Representacgao estrutural da antocianina
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HO o?
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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A biossintese de flavonoides é uma das vias de metabdlitos secundarios mais
estudadas. Os precursores da sintese da maioria dos flavonoides sao malonil-CoA
(derivado do acetil-CoA) e p-cumaril-CoA, os quais sdo produzidos, respectivamente,
a partir do metabolismo de carboidratos e da via de fenilpropanoides. O inicio da
biossintese dos flavonoides (Esquema 1, pag 30) ocorre pela etapa enzimatica
catalisada pela enzima chalcona sintase resultando na formagdo da chalcona
(PETRUSSA et al., 2013).

Na maioria dos vegetais, a chalcona nao € o produto final, assim, a via continua
com muitas etapas enzimaticas adicionais para producad das varias classes de
flavonoides (MELLO et al., 2012).

A via de biossintese de flavonoides pode ser influenciada pelos niveis da enzima
fenilalanina amoénia liase (PAL). Ela regula a produgdo de metabdlitos secundarios
fendlicos, pois é a primeira enzima da via biossintética dos fenilpropandides. A PAL é
altamente regulada em resposta a fatores abidticos e pelo ataque de patdégenos,
sendo esses, fatores que induzem sua producéo e produgdo de compostos fendlicos
como o fenilpropanoide 4-cumaril usado na biossintese dos flavonoides (FERREYRA
et al., 2010).



Quadro 1 — Exemplos de estruturas de flavonoides
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Nome Estrutura Nome Estrutura
Rutina 5 - hidroxi - 3-
isoprenil-
flavona
5,7-dihidroxi-
8,4 - 5,7-dihidroxi -3-
dimetilflavona isoprenil-
flavona

Miricetina

Herbacetina

Luteolina

Quercimeritrina
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Cinarosido

Kaempferol

Pachypodol

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Esquema 1 - Biossintese dos flavonoides oH
OH
HO OH
[¢]
_—
+ chalcona
3x ° Cons 4-cumaril-CoA o i
Anel-B e a fonte de 3C
CoAS 0
o]
Acetil-CoA
. OH
5-hidroxi-flavonas " flavonois
aurona (R=H ou OH) HO Ho

OH o
OH (e}

di-hidroflavonois antocianidinas

HO 5
X
/
/ OH
5-hidroxi-flavanonas OH
OH

OH
OH HO.
HO O
° Ho O
OH

HO.
O 5-desoxi-flavanonas
flavan-4-ois OH
OH o

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021. leucoantocianidina
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3.4 Leishmaniose

A leishmaniose doenga cronica conhecida por atingir, principalmente, caes
domésticos, foi inicialmente estudada no inicio do século XX pelo médico paraense
Gaspar Viana (MARTINS e LIMA, 2013).

As leishmanioses representam um grupo de doengas infecciosas
negligenciadas, causadas por protozoarios intracelulares do género Leishmania
(Kinetoplastida, Trypanosomatidae), que se apresentam sob duas formas principais:
a amastigota e a promastigota (VASCONCELQOS et al., 2018).

O que diferencia a apresentacao clinica da doenca € a espécie do parasito
envolvido na infecgdo, sendo as principais formas clinicas a tegumentar (LT) e a
visceral (LV), que por sua vez é considerada a mais grave, podendo levar o paciente
ao o6bito devido ao seu quadro clinico. A LT pode ser subdividida em: cutanea (LC), a
mucosa (LM), cutanea difusa (LCD) e sua forma disseminada (LD) (KEVRIC;
CAPPEL; KEELING 2015; VASCONCELOS et al., 2018). O inicio da infecgao
acontece quando a forma infectante (promastigota) entra em contato com o tecido do
hospedeiro durante o repasto sanguineo do mosquito flebotomineo fémea infectado
(UENO; WILSON, 2012).

A leishimaniose € transmitida pela fémea infectada do género Lutzomyia
(chamados de "mosquito palha" ou birigui) e Phlebotomus. Seus nomes variam de
acordo com o lugar em que sao encontrados, sendo mais conhecidos como: mosquito
palha, tatuquira, birigli, cangalinha, asa branca, asa dura e palhinha. As areas de
maior propagac¢ao dessas pragas - principalmente do mosquito palha- sao lugares
escuros e de grande umidade, tais quais areas com muitas plantas e matas. S6 na
América Latina, a doencga ja foi encontrada em pelo menos 12 paises, sendo que 90%
dos casos ocorrem no Brasil (SILVA et al., 2021).

A transmissao também ocorre em ambientes silvestres e em area de vegetacao
primaria e assim considerada uma zoonose de animais silvestres, podendo acometer
o ser humano quando o mesmo entra em contato com este ambiente. Nesse sentido,
0 ambiente de lazer também €& propicio a transmissao, uma vez que tais locais estao
associados a exploragao desordenada da floresta (MARTINS e LIMA, 2013).

A doenga também pode se manifestar como lesdes inflamatérias nas mucosas do

nariz ou da boca (SILVA et al., 2021). Através da picada do mosquito palha fémea,
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sdo inoculados parasitas na forma Promastigota que invadem os macréfagos. O
parasita assume a forma amastigota (sem flagelo) no ambiente intracelular e inicia
uma replicagao binaria (assexuada). Quando as células se rompem, séo liberados
promastigotas que por sua vez podem jnfectar novos macrofagos ou inocular um
mosquito palha, fechando o ciclo como indicado na (figura 10). No interior do mosquito
palha, o Leishimania também acontece a realizacdo de reproducdo assexuada,

alternando entre amastigota e promastigota.

Figura — 10 - Ciclo de vida da Leishmania

Estagios Flebotomineos Estagios humanos

/
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A ingestio de células parasitadas Jr—w i
o 5 )

Fonte: Laboratory Identification of Parasites (Adaptado)
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e @ a & ’7 ﬁ .'. || Amasgitotes multiplicam em células

Uma das formas mais graves da leishmaniose tegumentar no Brasil, é a LCD,
que, apresenta um dificil controle da infeccao pelo sistema imunoldgico do hospedeiro,
isso, devido a imunossupressao celular especifica induzida pelo parasito o que resulta
no carater evolutivo cronico e tratamento dificultado (SILVEIRA et al., 2009).

A forma cutanea difusa em pacientes com resposta imune celular deficiente a
antigenos de Leishmania tende a uma manifestagao clinica mais rara, caracterizada
por lesbes nodulares ndo ulceradas, precedidas por ulcera unica que evolui com
disseminacao linfatica do parasito. Se tratando de uma doenca crénica, pode evoluir
ao longo dos anos podendo ter o surgimento de lesbes cutaneas, localizadas
geralmente em areas mais expostas do corpo, como 0os membros, por exemplo
(SILVA et al., 2021).
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E um tipo de doenca endémica em 18 paises das Américas com 46 mil registros
em média (MAIA-ELKHOURY et al., 2021). No Brasil a doenga tem sido estuda e ja
evidenciaram que ao longo dos anos vem apresentando mudangas em seu ritmo de
dispersdo. Fatores como a expansdo de atividades econdmicas, de fronteiras
agricolas e também de atividades extrativistas vem colaborando para esse cenario
(CARVALHO et al., 2002). Sua incidéncia ao longo dos ultimos anos tem
apresentado crescimento em todas as regides brasileiras com surtos relacionados
ao processo de urbanizagao (BRASIL, 2016).

A forma de tratamento terapéutico contra a leishmaniose baseia-se na
utilizacdo de cinco farmacos: os antimoniais pentavalentes, a anfotericina B e a sua
formulacdo lipossémica, a miltefosina, a paromomicina e a pentamidina. Esses
medicamentos ndo foram desenvolvidos incialmente com agao leishmanicida, com
excegao dos compostos antimoniais. Além de que, estdo associados a deficiéncias
graves como toxicidade, administragdo prolongada e possivel surgimento de
resisténcia por parte do parasito (TIWARI et al., 2018). No caso da pentamidina,
terapéutico de segunda linha, € um derivado sintético da amidina usado contra a
leishmaniose, uso este limitado devido a baixa eficacia e a sua administragao por via
intramuscular (IM) ou, preferencialmente, por administracéo intravenosa (IV) (KIP et
al., 2018; HENDRICKX; CALJON; MAES, 2019).

No sentido de garantir o acesso ao tratamento para ter o alivio dos sintomas e
do desconforto causado pela doenca, a administragdo com seguranga dos
medicamentos indicados, o controle e/ou a minimizacdo da ocorréncia de efeitos
adversos € necessario o uso da terapia medicamentosa para todas as formas de
leishmaniose a (BRASIL, 2018). No entanto os farmacos disponiveis para o tratamento
dos sintomas da leishmaniose encontrados atualmente mostram-se insatisfatorios em
termos de eficacia, custo, facilidade de administracdo e/ou segurangca (MCGWIRE;
SATOSKAR, 2014; MURRAY, 2010; HENDRICKX; CALJON; MAES, 2019).

3.5 Cromatografia

Para conhecermos e compreendermos a composi¢cao quimica dos extratos de
plantas e assim podermos avaliarmos as possibilidades de aplicabilidade, tem-se a
necessidade de fazermos o uso de algumas técnicas para promovermos a separagao

de suas substancias. Nesse sentido, as técnicas cromatograficas sdo excenciais para
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o isolamento e a identificacdo de compostos bioativos, essas tecnicas vem se
modernizando, pela introdugdo de novas tecnologias, no entanto, técnicas classicas
ainda sao utilizadas com frequencias. A escolha da técnica mais adequada a ser
utilizada depende de varios fatores, como por exemplo: o tipo de amostra, a eficiéncia
esperada, o custo, a disponibilidade do equipamento, entre outros (MOREIRA;
HIRSCH; GEHRKE, 2018).

As técnicas cromatograficas tem em comum as fases moveis e as fases
estacionarias, e podem ser classificadas em: cromatografia de particdo, onde a
separagao é baseada na particdo entre duas fases imisciveis, um contido na fase
movel outro na fase estacionaria; cromatografia de adsorgdo, na qual a fase
estacionaria é utilizadapara adsorver componentes da amostra através da afinidade
quimica; cromatografia de troca ibnica que baseia-se na troca de ions entre a fase
amostra e resinas da fase estacionaria; cromatografia de exclusao, fundamentada no
tamanho das moléculas do soluto, onde componentes da amostra junto com a fase
movel passam por um gel, geralmente conhecido como Sephadex que funciona como
uma peneira invertida,fazendo que que as substancias de maior peso molecular
passe por essa peneira e as substancias de menor peso molecular sejam retidas pela
fase estacionaria (DANUELLO, 2022).

3.6 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

A identificagdo da estrutura de compostos organicos € um desafio bem
antigopara a Quimica Organica. No principio, o procedimento para elucidagao
estrutural era baseado em observagdes de experimentos simples que usavam
técnicas de analises destrutivas que geravam derivados que muitas vezes induziam
a erros na identificacdo da substancia de partida (STEFANI; NASCIMENTO, 2007).
Nessa perspecitiva, enfatiza-se as tecnicas espectroscopicas visando uma melhor
elucidacado dos compostos organicos € promovendo uma maior eficiencia.

A técnica espectroscépica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é
uma das técnicas mais utilizadas para a determinagao da estrutura de moléculas
organicas, tanto aquelas de baixo peso molecular, quanto demacromoléculas como
proteinas. Embora seja uma tecnica instrumental de elucidagdo estrutural de
compostos organicos, ndo tem efetivo uso, principalmente no Brasil ondeestudos
voltados para esse fim sdo escassos (FAN; ZHANG, 2018).
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A RMN é uma poderosa técnica espectroscopica utilizada no estudo
estrutural de compostos orgénicos em solugdo. Esses aparelhos tem uma significativa
evolugdo desde a década de 90, pois vem utilizando magnetos supercondutores
seguido de campos magnéticos mais homogéneos e hardwares que permitem
programacao desequéncias de pulsos com mais eficiencia de modo a acomodar as
variadas técnicas 1D, 2D e até 3D (KAISER, 2000).

Em 1963 as primeiras medidas quantitativas utilizando RMN foram realizadas
em uma preparagao comercial de analgésicos por Hollis em 1963. No entanto, na
década de 1980 a Farmacopéia Alema DAB9 caracterizou a composicdo de
gentamicina por RMN-'H. Atualmente é uma técnica bem estabelecida na analise
quantitativa de varias classes de substancias, tais como, drogas, excipientes, vacinas,
produtos  naturais,peptideos, agrotéxicos, alimentos e bebidas, perfil
metabdlico/fingerprinting de extratos de plantas e tinturas, bem como fluidos
corporais, como por exemplo, no uso da metabolémica para diagndstico de doengas
(HOLZGRABE, 2010).
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4 METODOLOGIA

4.1 Levantamento bibliografico

O levantamento bibliografico foi realizado, em todo decorrer do estudo, no
Chemical Abstracts, Biological Abstracts, SciFinder, bem como pesquisas na Internet

e em anais de eventos nacionais e internacionais.

4.2 Coleta do material botanico

A espécie, W. periplocifolia, foi coletada no municipio de Araruna/PB (GPS-
6°27'29"S 35°40'43"0), sob registro de coleta numero 46923-2 no Sistema de
Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO. A identificacdo botanica foi
realizada pela Prof? Dr® Maria de Fatima Agra. Uma exsicata do material encontra-se
arquivada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (CCEN/UFPB) sob a numeragéo JPB
6498. A pesquisa foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestdao do Patrimbnio
Genético sob codigo A924F12.

4.2.1 Processamento da planta

O material coletado (partes aéreas) foi desidratado em estufa com ar circulante
a 40 °C durante 72 horas. Em seguida, o material seco foi triturado em moinho

mecanico fornecendo 8.900 g do p6 da planta.

4.2.2 Obtengdo do extrato etandlico bruto e suas fases

O po6 da planta (8.900 g) foi submetido a maceragdo durante 72 horas a
temperatura ambiente, utilizando-se como liquido extrator etanol a 95 % sendo tal
processo repetido trés vezes, resultando na solugcado extrativa, que foi filtrada e
concentrada sob pressédo reduzida, obtendo-se 705 g do extrato etandlico bruto
(EEB). Uma aliquota do EEB (200 g) foi dissolvido em uma solugéo de EtOH:H20 (9:1)
obtendo-se uma solugdo hidroalcodlica do extrato, submetida sequencialmente a
particao liquido- liquido com hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol.

As respectivas solugdes foram concentradas em evaporador rotativo sob pressao
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reduzida, resultando em 48 g da fase hexanica; 33 g da fase diclorometano; 28 g da

fase acetato de etila e 9 g da fase n-butandlica (utilizada para este estudo fitoquimico).

4.2.3 Procedimentos cromatograficos

A cromatografia em coluna foi preparada usando um suporte, colunas de vidro
cilindricas com dimensdes variando de acordo com a quantidade de amostra a ser
cromatografada. Como fase maovel foi utilizado solvente metanol (MeOH) e como fase
estacionaria foi utilizado o Sephadex. A Cromatografia em Camada Delgada Analitica
(CCDA) foi empregada para a analise e reunido das fracbes, obtidas por
cromatografia em coluna. Foram utilizadas placas cromatograficas e uma cuba de
vidro com dimensdes 9x10 cm, de forma a seguir a técnica descrita por (Matos 1997).
As substancias em analise foram evidenciadas pelo uso de Idmpada ultravioleta nos
comprimentos de onda de 254 e 366 nm. Apds a visualizagao foi feita a reunido das
fragbes coletadas durante a cromatografia em coluna baseando-se na similaridade

das manchas vistas na CCDA.

4.2.4 Isolamento dos Constituintes Quimicos e identificagdo Estrutural

A principio preparou-se a coluna cromatografica de Sephadex (figura 11 , pag
36). Pesou-se uma amostra da fragao n-butandlica (2 g), solubilizou-se em metanol e
transferiu-se para a coluna de Sephadex, utilizando como eluente o metanol. A partir
de entdo as substancias comegaram a eluir e foram coletadas 40 fragdes na qual
algumas delas apresentavam tonalidade amarelada, bastante caracteristica da
presenca de flavonoides (figura 12 pag. 36). As fragdes obtidas foram analisadas por
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) (figura 13 pag. 37) em placas de
silica (Merk) para serem reunidas por similaridade. As CCDAs foram visualizadas em
camara \ultravioleta sob luz em comprimento de onda 254 e 365 nm,
consequentemente as fracdes foram reunidas em grupos: 1-10, 11-18, 19-31 e 32-
40. As fragcbes 19-31 apresentou presenca de p6é amarelo, justamente uma provavel
caracteristica de presenca de flavonoides. Essas fracdes totalizaram uma massa de
0,632g.
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Para a identificacao estrutural, os compostos purificados foram submetidos a
analise por Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 3C (Bruker Avance Il — 400

MHz), utilizando o solvente dimetilsulféxido (DMSO) deuterado.

Figura 11 - Colunas Sephadex

Coluna Sephadex Coluna Sephadex Separacdo dos
com a amostra componentes da amostra
em Coluna de Sephadex

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Figura 12 - Algu

——

mas das fragdes coletadas da Coluna

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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Figura 13 - Placas de silica e com fragdes eluidas e padrao na ultima amostra
(Rutina). Utilizando camara ultravioleta com comprimento de onda 254 e 365 nm.

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

4.3 Determinacao de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado seguindo o método
espectrofotométrico descrito por Maciel et al (2016). Para determinar o teor de
flavonoides totais nas amostras vegetais foi construida uma curva de calibragéo
utilizando como flavonoide padrao a rutina. As concentracdes de rutina utilizadas foram
de 880; 750; 630; 500; 380; 250 ug/mL. Cada amostra reacional foi preparada da
seguinte forma: em baldo de 10 mL, adiciona-se 50 uL de uma solugao-teste (solu¢des
de rutina ou do extrato vegetal) e 200 pyL uma solugcdo de cloreto de aluminio
hexahidratada a 2%. O volume final foi ajustado com o mesmo solvente (metanol)
para 10mL. As amostras foram submetidas ao repouso durante 30 minutos no escuro.
Apos esse periodo, foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotdbmetro em
comprimento de onda de 425 nm. Uma amostra branco foi preparada, a qual continha
apenas metanol e 0 mesmo volume de solugéo de cloreto de aluminio, na auséncia
de extrato ou rutina.

A analise foi realizada em triplicata e o teor total de flavonoides determinado
apartir da curva de calibragao construida com solugdes do padrao.

A solugao isenta de rutina, refere-se a solugao do branco, que € utilizada para
calibragao do equipamento. Apds os balées serem aferidos, ambas as solugdes foram
armazenadas em local escuro por 30 minutos e em seguida levada para o
espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 425 nm para serem medidas suas

absorbancias.
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A analise foi realizada em triplicata e o teor total de flavonoides determinado
apartir da curva de calibragdo construida com solu¢gdes do padrdo. O resultado é

expresso em equivalentes de mg de rutina por grama de extrato (ER mg/qg).

4.4 Avaliacao da atividade in vitro frente a Leishmania braziliensis

Para avaliacdo da atividade leishmanicida, amostras de padrao dos
flavonoides previamente isolados foram enviados ao Laboratério de Farmacologia e
Imunidade, do Instituto de Ciéncias Biolégicas e Saude, Universidade Federal de
Alagoas. As substancias foram testadas em parceria com a professora Magna Suzana

Alexandre-Moreira.

Promastigotas de Leishmania braziliensis (MHOM/BR/87/BA125) foram
obtidos da Dra. Valéria de Matos Borges no Centro de Pesquisas Gongalo Moniz. Os
parasitas foram mantidos in vitro em meio de Schneider, suplementado com 10% de
Soro Fetal Bovino (SFB) e 2% de urina humana. Solugdes estoque dos compostos
testados e pentamidina (droga leishmanicida de referéncia) foram preparadas em
DMSO antes do uso. Promastigotas de L. braziliensis em fase estacionaria foram
semeadas em placas de 96 pogos (Nunc) a 1x10° células por pogo, em meio de
Schneider, suplementado com 10% de SFB e 2% de urina humana. Cada solugao
composta foi adicionada em concentragdes crescentes (0,001—100 pM). As células
também foram cultivadas em um meio livre de compostos (controle de crescimento
basal) ou com 0,1% de DMSO (controle de veiculo). Apés 48 horas, a carga
extracelular de promastigotas de L. braziliensis foi estimada pela contagem dos
promastigotas em meio de Schneider em um contador automatico de células CELM
(modelo CC530) (RANGEL et al., 1996).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificagdo das substancias obtidas da amostra purificada

A amostra Wp-1 apresentou-se como poé amarelo, aspecto sugestivo de
flavonoides. A amostra foi submetida a analise por RMN unidimensional de 'H e '3C,
e bidimensionais HMQC e HMBC. Os espectros obtidos podem ser observados nas
(Figuras 16 a 22, pags. 42 - 45).

No espectro de RMN de 'H observou-se a presenga de dois singletos
desprotegidos em oH 12,92 e 01 12,44, que sao caracteristicos de hidrogénios em
ligagdo de hidrogénio intramolecular, como ocorre na posicdo 5 da estrutura de
flavonoides. Os valores de integrais para cada sinal observado foram de 1,0 e 0,14,
respectivamente, indicando a possibilidade de uma mistura de flavonoides na amostra.
Outros sinais no espectro de RMN 'H foram encontrados duplicados, o que também
sugere que Wp-1 pode se tratar de uma mistura de dois flavonoides.

O espectro de RMN de 'H mostrou sinais para flavonoides com o anel B para
substituido, exibindo dois pares de dubletos em &+ 7,11e &1 8,04 (J = 8,0 Hz) para a
substancia maijoritaria (Wp-1a), e em &1 7,13 e 1 8,10 (J = 8,0 Hz) para a substancia
minoritaria (Wp-1b). Singletos caracteristicos de metoxilas foram mostrados em oH
3,86 e 3,90. O valor de integral do singleto em &+ 3,86 (1,05) indica que esse sinal
corresponde a uma metoxila do composto minoritario. O valor de integral do singleto
em 6+ 3,90 (4,64) indica que pode ser encontrado ali sinais para duas metoxilas, uma
para o composto majoritario e uma para o composto minoritario.

Dois pares de dupletos acoplando meta (5,61 e 6,20, J = 4 Hz) foram exibidos
com valores de deslocamentos quimicos caracteristicos dos hidrogénios 6 e 8 anel A
de flavonoides para o composto majoritario Wp-1a. Para o composto Wp-1b a
presenca de um singleto em on 5,66 indicou a presenca de um anel A 5, 7, 8
trissubstituido.

O espectro de RMN '3C exibiu 20 sinais, também indicando a existéncia de uma
mistura de flavonoides, com a alguns carbonos equivalentes. Merecem destaque os
carbonos com alta intensidade em &c 128,9; 129,1 e 115,2 valores caracteristicos para
os carbonos 2’, 6’ e 3’, 5’ do anel B para-substituido de flavonoides.

Uma detalhada analise dos espectros de RMN de 'H, '3C, HSQC e HMBC

permitiu diferenciar através da intensidade os carbonos e hidrogénios, e suas
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correlagdes os hidrogénios e carbonos pertencentes a substancia Wp-1a e Wp-1b.
Comparagdes dos dados espectrais com dados da literatura permitiram identificar a
substancia majoritaria Wp-1a como sendo o flavonoide acacetina (Figura 14) e a
substancia minoritaria Wp-1b como o flavonoide 5,7-dihidroxi-7,4 -dimetoxiflavona

(Figura 15), anteriormente isolados de W. periplocifolia (TELES et al., 2015b).

Figura 14 - Acacetina (Wp-1a)

Fonte: Elaborado pelo autore, 2021.

Figura 15 - 5,8-dihidroxi-7,4 -dimetoxilflavona (Wp-1b)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Tabela 1 - Dados de RMN 'H e '3C de Wp-1a e Wp-1b (5, DMSO, 400 e 100 MHz)

(Continua)
Wp-1a Wp-1b
C OH dc OH dc
2 - 163,8 - 164,1
3 6,88 (s) 1041 6,88 (s) 103,53
4 - 182,4 - 182,4




Tabela 1 - Dados de RMN 'H e 3C de Wp-1a e Wp-1b (8, DMSO, 400 e
100 MHz)

(Continuacéo)

Wp-1a Wp-1b

5 - 162,0 - 154,3
6 6,20 (d, J = 4Hz) 99,6 6,54 (s) 94,5
7 - 165,0 - 155,6
8 6,51 (d, J = 4Hz) 94,5 - 126,0
9 - 157,9 - -

10 - 104,3 - 104,1
1 - 123,4 - 123,2

2eb 8,12 (d, J=8,12 Hz, 2H) 128,9 | 8,09 (dd,J=7e 2 Hz) 129,1
3eb 7,13 (d, J=8,6 Hz, 2H) 115,2 | 7,12(dd,J=7 e 2 Hz) 115,2

4 - 162,8 - 162,8
OCHs-4’ 3,86 (s) 56,1 3,85 (s) 56,1
OCHa-7 - - 39,0 (s) 57,2

OH-5 12,44 (s) - 12,41 (s) -

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Figura 16 - Espectro de RMN '"H de Wp-1 (DMSO -d6, 400 MHz).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Figura 17 - Expanséao do espectro de RMN 'H de Wp-1 (DMSO -d6, 400 MHz)
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Figura 18 - Espectro de RMN '3C de Wp-1 (DMSO -d6, 100 MHz).
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Figura 19 - Espectro de RMN "H x "3C HSQC (5§, DMSO) de Wp-1

42



Ag\Yanna/Wp.FD.2.32-35 [
k20
F30
o Fan
: Fso
&
Lso
k7o
80
-
£
feo &
. o
o 100
.
Fi10
N
120
- F130
k120
F150
160
; ; ; . . ‘ ; ; : : . . . . :
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
f2 (ppm)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Figura 20 - Expanséo do espectro de RMN 'H x 3C HSQC (8, DMSO) de Wp-1
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Figura 21 - Espectro de RMN 'H x 3C HMBC (5, DMSO) de Wp-1.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Figura 22 - Expansao do espectro de RMN 'H x *C HMBC (3, DMSO) de Wp.
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5.2 Quantificacao de flavoniodes totais

A tabela 2 abaixo apresenta as absorbancias para construcio da curva de
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calibracao, apods a leitura das solucdes de rutina.

Tabela 2 - Absorbancias para constru¢gao da curva de calibragdo do padrao rutina
(absorbancias em triplicata).

c°"f::;:;"‘?a° Abs1 | Abs2 | Abs3 | Média | D.P.
4 0.151 | 0156 | 0175 | 0161 | 001266
6.08 0236 | 0239 | 0246 | 0240 | 000513
8 0312 | 0317 | 0328 | 0319 | 0,00819
10,08 0397 | 0414 | 0421 | 0411 | 001234
12 0,483 | 0497 | 0506 | 0495 | 001159
14,08 0575 | 0595 | 0595 | 0588 | 001155

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Os dados foram utilizados para gerar a equacao da reta, a partir da qual se
obteve o resultado da quantificacdo de flavonoide totais, determinando-se o valor de
12,9870 mg de Equivalente por grama (EQ/g) de extrato etandlico da espécie W.
periplocifolia.

Diante da quantidade de flavonoides encontrada em 1g do extrato de W.
periplocifolia, foi feito uma comparacdo com outro estudo que apresenta valores de
flavonoides totais e compostos fendlicos totais presentes em outra planta da familia
Malvaceae encontrada e cultivada na Africa, Australia e Asia, incluindo a Tailandia, a
Bombax ceiba (Bombacaceae). Através de estudos farmacoldgicos a partir das partes
aéreas dessa planta foi possivel obter informacdes de que ela apresenta varias
atividades biolégicas como por exemplos, atividades: adstringente, refrescante,
estimulante, diurética, afrodisiaca, emoliente e ténica. Esse estudo foi realizado por
(KRIINTONG; KATISART, 2020) e traz uma compilacéo do teor de flavonoides totais
presentes em folhas e flores da Bombax ceiba. O estudo apresentou os teores de
compostos fendlicos e de flavonoides de frutos e folhas da Bombax ceiba , esse
estudo mostra que a concentracdo de flavonoides presentes no extrato aquoso de
folhas € bem aproximado do encontrado no extrato das partes aéreas de W.
Periplocifolia.

Se comparada as concentracbes nas mesmas unidades de medidas mg/g
observamos que para o rendimento da extragao da espécie W. periplocifolia, temos
que 1 grama de extrato obtido corresponde a 12,6 g de vegetal seco. Portanto, o teor

encontrado de 12,9870 mg/g de extrato etandlico da espécie W. periplocifolia



46

corresponde a 1,03 mg/g de vegetal. Dessa forma vemos que o teor de flavonoides
encontrado nas folhas da espécie W. periplocifolia € aproximado daquele encontrado
no extrato das folhas da Bombax ceiba, que por sua vez apresenta uma quantidade
1,34 mg/g. Isso torna a espécie W. periplocifolia uma planta bastante rica em
flavonoides quando comparada com resultados referentes extratos das folhas da

espeécie Bombax ceiba.

5.3 Avaliagao da atividade in vitro frente a Leishmania braziliensis

As substancias acacetina e 7, 4'-di-O-metilisoscutelarina foram avaliadas
contra promastigotas extracelulares de Leishmania braziliensis, agente causador da
leishmaniose cutdnea. Como um parametro para a atividade antileishmania, foi
determinado o valor de ICso (ou seja, a concentragao da substancia que causa 50% de
reducéo na sobrevivéncia/viabilidade dos parasitas).

Os compostos testados exibiram atividade antileishmania contra
promastigotasde L. braziliensis, demonstrando valores de ICso de 49,5+ 4,0e 78,1
9,5, respectivamente (Tabela 3). Apesar de os compostos testados apresentarem
poténcia inferior do que o farmaco antileishmania usado terapeuticamente,
pentamidina, podem se configurar como potenciais moléculas prototipo para o

desenvolvimento de farmacos para tratamento da LTA.

Tabela 3 - Atividade leishmanicida de substancias isoladas de

Wissadula periplocifolia contra promastigotas de L. braziliensis.

ICs0°
Substancia testada
(UM £
S.E.M.)
Pentamidina 1,3+
0,4
Acacetina 49,5 +
4,0
5,?-d|h|dr.OXI-8,4 - 78.1 ¢
dimetoxiflavona 95

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

a0s dados sdo apresentados como médias + S.E.M; ICso é a concentracdo
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necessaria para alcangar 50% de inibigédo, calculada por analise de regresséo linear.
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6 CONCLUSAO

O estudo fitoquimico das partes aéreas de Wissadua periplocifolia foi realizado
através de métodos cromatograficos e espectroscopicos permitindo a identificagao de
dois compostos flavonoidicos: acacetina e 5,8-dihidroxi-7,4’- dimetoxiflavona. As
substancias foram avaliadas quanto a sua atividade frente a Leishmania braziliensis,
apresentando promissora atividade. A partir da quantificagdo de flavonoide totais
determinou-se o valor de 12,9870 mg de ER/g de extrato etandlico da espécie W.
periplocifolia, demonstrando que a espécie é rica produtora de flavonoides.

Os dados obtidos no presente trabalho ratificam que a espécie W. periplocifolia

€ grande produtora de flavonoides bioativos, com potencial para o desenvolvimento

de farmacos com atividade leishmanicida.
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