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RESUMO

A espécie Solanum subumbellatum (Solanaceae), conhecida como jurubeba-de-cupim, € nativa
do Cerrado e ¢ empregada na medicina popular contra gripe, resfriado, bronquite, asma e
diurético. As plantas do género Solanum sao descritas na literatura por apresentarem atividades
antifingica e antioxidante. Assim, os objetivos deste estudo foram realizar as atividades
bioldgicas dos extratos hexanicos (EH) e etandlicos (EE) das cascas das raizes (CR), miolo das
raizes (MR), galhos (G) e folhas (F) e fracdes da S. subumbellatum e realizar o estudo quimico
dos extratos e fracdes mais ativas. No ensaio de atividade antioxidante pelo método do DPPH
(2,2-difenil-1-picrilidrazila) foi observado que a fracao acetato de etila das cascas das raizes
(FAE-CR) apresentou a maior atividade antioxidante (CEso = 32,5 pg mL™!) em relagdo ao
controle positivo 4cido ascorbico (CEso = 4,1 pg mL™"). Pelo método ORAC (capacidade de
absorgdo do radical de oxigénio) a FAE-CR (3862,5 umol trolox eq g™!) e a fragdo diclorometano
das cascas das raizes (FD-CR) (3920,3 umol trolox eq g~') apresentaram resultados superiores
ao controle positivo acido ascorbico (2576,0 umol trolox eq g~!). O EE-CR, o EE-F e o EH-F
apresentaram maiores teores de fendis totais, flavonoides e de proantocianidinas,
respectivamente. Entre as fracdes, a FAE-CR seguido da FD-CR foram as que apresentaram
maiores teores de fendis totais (137,6 mg EAG g!; 103,4 mg EAG g!, respectivamente) ¢ a
FD-CR apresentou maior concentragdo de flavonoides (5,6 mg EQ g!). A atividade antifungica
foi realizada pelo método da microdilui¢do em caldo e a FD-CR foi a mais ativa contra Candida
albicans (CIM = 19,5 ng mL™") e a fragdio hidrometanolica das cascas das raizes (FHM-CR) foi
a mais ativa contra a Cryptococcus neoformans (CIM = 78,0 ng mL™'), quando comparada com
o controle positivo anfotericina (CIM = 0,5 pg mL™"). As fracdes mais ativas, a FD-CR, FAE-
CR e a FHM-CR, foram submetidas a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (CLAE-EM) no modo negativo e positivo, sendo anotados os seguintes
acidos clorogénicos: dacido cafeico, acido feralico, acido 5-O-cafeoilquinico, &cido
4-O-feruloilquinico, além do cafeato de etila, e de alcaloides esteroidais: 3-amino-hidroxi-
desidro-furostan-22-ol-O-(26)-4-D-Gli, fatimagraino, batachariaino, isojuripidina e a jurubidina.
Estes compostos ja foram descritos na literatura e estdo relacionados a atividades biologicas. O
cafeato de etila foi isolado a partir da FD-CR e elucidado por EM e ressonancia magnética nuclear
(RMN). Este composto apresenta muitas atividades biologicas ja relatadas, como a antioxidante.
Além disso, o cafeato de etila apresentou bioatividade forte contra C. krusei, C. albicans,

C. guilliermondii, C. orthopsilosis ¢ Cryptococcus neoformans (CIM’s 4,7-18,7 pg mL ).



Dessa forma, esse primeiro estudo descrito na literatura sobre S. subumbellatum permite concluir
que essa planta pode ser considerada uma fonte promissora de compostos com potencial

antioxidante e antifungico.

Palavras-chave: Jurubeba-de-cupim. Cerrado. Alcaloides. Antioxidante. Antifingico.



ABSTRACT

The species Solanum subumbellatum (Solanaceae), also known as “jurubeba-de-cupim”, is native
from Cerrado and is used in folk medicine against the flu, cold, bronchitis, asthma and as a
diuretic. The plants of the genus Solanum are described in the literature as having antifungal and
antioxidant activities. Thus, the objectives of this study were to unveil the biological activities of
hexane (HE) and ethanolic (EE) extracts of root bark (RB), root core (RC), twigs (T), leaves (L)
and fractions of S. subumbellatum by carrying out the chemical study of the most active extracts
and fractions. In the antioxidant activity test by DPPH method (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
it was observed that the ethyl acetate fraction of the root bark (EAF-RB) showed the highest
antioxidant activity (ECso = 32.5 ug mL™') compared to the ascorbic acid positive control
(ECso =4.1 pgmL™"). By the ORAC method (oxygen radical absorption capacity), the values of
FAE-CR (3862.5 pmol trolox eq g~!) and the dichloromethane fraction of root bark (DF-RB)
(3920.3 umol trolox eq g~! ) have shown better results than the ascorbic acid positive control
(2576.0 umol trolox eq g'). The EE-RB, EE-L and HE-L showed higher levels of total phenols,
flavonoids and proanthocyanidins, respectively. Among the fractions, the FAE-CR followed by
the FD-CR showed the highest levels of total phenols (137.6 mg EAG g™!' and 103.4 mg EAG
g!, respectively) and the FD-CR presented highest concentration of flavonoids (5.6 mg EQ
g7!). The antifungal activity was performed by the broth microdilution method and the FD-CR
was the most active against Candida albicans (MIC = 19.5 ng mL") and the hydromethanolic
fraction of root bark (HMF-RB) was the most active against Cryptococcus neoformans
(MIC = 78.0 pg mL™"), when compared to the positive control amphotericin (MIC = 0.5 ug
mL~!). The most active fractions, DF-RB, EAF-RB and HMF-RB, were then subjected to high
performance liquid chromatography coupled with mass spectrometry (HPLC-MS) in negative
and positive mode, and the following chlorogenic acids were recorded: caffeic acid, ferulic acid,
5-O-caffeoylquinic acid, 4-O-feruloylquinic acid, in addition to ethyl caffeate, and steroidal
alkaloids: 3-amino-hydroxy-dehydro-furostan-22-0l-O-(26)-B-D-Gly, fatimagraine,
bhattacharyyaine, isojuripidine and jurubidine. These compounds have already been described
in the literature and are related to biological activities. Ethyl caffeine was isolated from DF-RB
and elucidated by MS and nuclear magnetic resonance (NMR). This compound has many
biological activities already reported, such as antioxidant. Furthermore, ethyl caffeate showed
strong bioactivity against C. krusei, C. albicans, C. guilliermondii, C. orthopsilosis and

Cryptococcus neoformans (MIC's 4.7-18.7 ug mL™"). This is the first study to describe in the



literature the chemical composition of S. subumbellatum, that let us conclude that this plant can

be considered a good source of compounds with antioxidant and antifungal properties.

Keywords: Jurubeba de cupim. Brazilian savannah. Alkaloids. Antioxidant. Antifungal.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O Brasil ¢ o quinto maior pais em extensao e apresenta a sexta maior populagcdo do
mundo, com cerca de 213.317.639 milhdes de pessoas (IBGE, 2021). Com o crescimento
populacional foi necessario aumentar a producdo de alimentos, cujo cultivo em larga escala
vem reduzindo habitats nativos para a flora e a fauna. Considerando os impactos, em especial
acerca da flora, nos ultimos anos a etnobotanica vem sendo considerada um instrumento
importante de valorizagdo e identificacdo de potenciais de protecdo do conhecimento
tradicional, uma vez que os saberes populares sobre as plantas medicinais ndo podem ser
perdidos (ALBUQUERQUE et al., 2022).

Tal conhecimento foi passando de geragdo em gerag¢do, sendo que as pessoas mais
velhas como os avés sdao detentoras dos saberes e tal conhecimento deve ser valorizado. A
terapia pelas plantas remonta a antiguidade, pois o homem sempre buscou nos vegetais
substancias medicamentosas responsaveis pelo alivio e cura dos males humanos. O médico e
filésofo Hipocrates disse: “O homem ¢ uma parte integral do cosmo e s6 a natureza pode tratar
seus males”, mostrando com isso, que as causas das doengas eram naturais € nao puni¢oes
divinas como se acreditava até entdo, e que podiam ser tratadas com medicamentos de origem
natural (BARACHUH et al., 2016).

Nos ultimos anos, tem-se observado que o consumo dos produtos naturais vem
aumentando, seja na prescricdo e orientacdo, por parte de profissionais de saude ou por
incentivo das politicas governamentais e midias sociais, ou entdo ou para fins estéticos, como
o emagrecimento (PEDROSO et al., 2021). As plantas medicinais sdo importantes para uma
parcela consideravel da populagdo mundial que ndo tem ao seu alcance os medicamentos
industrializados (OLIVEIRA et al, 2020). Assim, as plantas constituem alternativas
terapéuticas complementares ao tratamento de doengas trazendo inimeros beneficios a satde,
quando utilizadas racionalmente e de maneira adequada, visto que os vegetais produzem
compostos quimicos que estdo presentes nas raizes, galhos, folhas, flores e ou frutos, e que
podem atuar beneficamente. Contudo alguns compostos oriundos de plantas podem agirem de
forma toxica, enfatizando que o uso de uma espécie vegetal deve ser feito com seguranca e €
fundamental que a mesma seja estudada sob o ponto de vista quimico, bioldgico e toxicoldgico
(ALVES et al., 2022; PEDROSO et al., 2021).

No Brasil, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapia, criada em 22 de junho

2006, n°® 5.813, tém como objetivo buscar melhorias no bem-estar da populacao promovendo,



21

entre outros resultados, a melhoria na saide (BRASIL, 2006). Posteriormente, em 09 de
dezembro de 2008 a portaria de n° 2.960, criou o Comité Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapia, que concede uso seguro e racional de plantas medicinais e fitoterapicos, garantindo
que seja feito com seguranca, de forma eficaz e com qualidade. A partir disso, foi reconhecido
de forma oficial o uso das plantas medicinais e da fitoterapia, levando em 2016 a divulgagado de
um resultado interessante que foi levantado a partir de dados coletados no Sistema Universal
de Saude, onde em cerca de dois milhdes de consultas praticas integrativas registradas no
sistema mais de oitenta e cinco mil foram considerados fitoterapia (ESTEVES et al., 2020).
Nesse sentido, com o surgimento de novas técnicas cientificas a partir do século XIX os
pesquisadores, considerando o saber popular e seus usos, realizaram estudos mais avangados
das propriedades das plantas medicinais, o que permitiu o isolamento de alguns principios
ativos utilizados até hoje ou que serviram como modelos para a sintese de novos medicamentos

(Figura 1) (NEWMAN et al., 2020; VIEGAS-JR et al., 2006).
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Figura 1. Exemplos de principios ativos isolados de plantas.

acido acetil !

Quinina: antimalarico,
antitérmico e analgésico isolada
das nas cascas de Chinchona.

salicilico
. o Salicina: isolada da casca lilo salgueiro (Salix alba)
Morfina: analgésico isolada do ! em 1828 e serviu em 1899 como modelo para a
opio de Papaver somniferum. ; sintese do analgésico ac¢ido acetil salicilico.
................................... pesesommm oot
a
1820
""""""""""""""""""""""" 2N
4 ‘
HO /N !
H;CO N ;
Nig

1963 1971 1972

E colia "‘. -
Artemisinina:antimalarico isolado das
folhas de Artemisia annua.

' Paclitaxel: anticancer isolado das cascas do Taxus brevifolia.
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Fonte: adaptado de Valli; Bolzani (2019) e imagens de: 'Krishnamurti, Rao (2016);
Theotherkev, (2019). 2 Dias et al., (2012); Flora (2018). ® Shashi et al., (2015); Machabuca
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Newman e Cragg (2020) também demonstraram a importancia dos produtos naturais na
descoberta de novos farmacos. Segundo levantamento, a maioria dos 1.881 medicamentos
aprovados pelo Food and Drug Administration entre 1981 e 2019 tiveram a sua origem em
produtos naturais. Observando a Figura 2 pode-se verificar que 4% do total corresponde aos
farmacos isolados de produto natural, entretanto 49% dos farmacos foram produzidos

inspirados em produtos naturais (exceto os sintéticos, vacinas e macromoléculas bioldgicas).

Figura 2. Origem dos farmacos aprovadas de janeiro de 1981 a setembro de 2019.

Vv B
S*/NM 8% 18%

11%
S*
3%

S/NM
11%

Nota: PN - produto natural; B - macromolécula bioldgica; NB - produto natural “botanico”
(fitoterapicos); ND - derivado de produto natural com modificagdo semissintética;
NM - composto desenvolvido a partir do conhecimento adquirido de produto natural;
S - sintético; S*- sintético com grupo farmacoférico de produto natural e V - vacina.
Fonte: adaptado de Newman e Cragg (2020).

Contudo, apesar de novas descobertas de medicamentos, a busca de fArmacos esta longe
de terminar, visto que doencas ndo transmissiveis, incluindo cancer e cardiopatias, permanecem
responsaveis por quase 70% das mortes em todo o mundo, e transmissiveis, como malaria e
tuberculose, também afetam bilhdes de pessoas. Além disso, em dezembro de 2019 foi
descoberto o novo coronavirus que recebeu o nome de SARS-CoV-2 (coronavirus 2 da
sindrome respiratoria aguda grave), cuja doenca recebeu a denominagdo pela OMS de doenca
do Coronavirus 19 (COVID-19). Muitas pessoas vieram a 6bito e se fez necessario uma busca
urgente por novos medicamentos e a produ¢do de vacinas para controlar novas infec¢odes

causadas pelo virus (ANTONELLI, 2020; HOWES et al., 2020).
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Ha ainda preocupacdes acerca do risco de infec¢des causadas pelos fungos, como
aqueles do género Candida. Esses microrganismos também podem causar varias infec¢des em
pacientes suscetiveis, incluindo pacientes idosos, hospitalizados ou imunossuprimidos. Visto
que, quando ha um desequilibrio dessa microbiota varias doencas infecciosas podem surgir,
como a candidiase e a candidemia (BHATTACHARYA, SAE-TIA, FRIES, 2020). De acordo
com o Centro de Controle e Preven¢do de Doencas estima-se que 34.000 casos de candidiase
foram relatados em pacientes hospitalizados e cerca de 1.700 pessoas morreram em 2017 (CDC,
2019). Os tipos de candidiase variam conforme a regido do corpo que foi afetada, sendo que os
principais tipos sdo as candidiases: vaginal, peniana, oral e na pele. Quando ndo tratada, as
lesdes podem ser agravadas (MAGALHAES, 2022). E a candidemia ¢ uma infecgdo da corrente
sanguinea e estd associada a uma taxa de mortalidade entre 45 a 50% (ANTINORI et al., 2016).

Outra doenga causada por fungo € a criptococose, cujo agente etiologico ¢ o
Cryptococcus neoformans, encontrado nas fezes de aves, principalmente dos pombos.
Representa a principal causa de meningoencefalite, morte em individuos com a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida e pode levar a infec¢des pulmonares graves (BRASIL, 2021).

A importancia dos produtos naturais com atividade antifungica ¢ destacada no estudo
realizado por Newman e Cragg (2020), onde entre os 34 farmacos citados com potencial
antifingico, trés (9%) deles foram classificados em ND e trés (9%) em S/NM como ilustrado

na Figura 3 e na Figura 4.

Figura 3. Grafico da origem dos farmacos antifungicos langados entre 1981-2019.

S/NM; 9%

Nota: S - sintético. NM - composto desenvolvido a partir do conhecimento adquirido de produto
natural. B - macromolécula bioldgica; ND - derivado de produto natural com modificacao
semissintética. Fonte: adaptado de Newman e Cragg (2020).



Figura 4. Farmacos antifungicos desenvolvidos entre 1981-2019.
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Fonte: adaptado de Newman e Cragg (2020).
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O uso demasiado desses medicamentos ocasiona o aumento da resisténcia microbiana,
devido principalmente a alteragcdes na parede celular fungica e evolugdo genética dos fungos
(HOUéT etal., 2020; SARDI et al., 2013). Além disso, os antifiingicos convencionais, como a
anfoterecina B e a fluorocitosina t€ém mostrado efeitos colaterais, sendo que os mais graves sao
hepatotoxicidade (de toxicidade hepatica, dano no figado), nefrotoxicidade (efeito deletério
sobre a funcdo renal) e mielotoxicidade (ou toxicidade hematologica), que se trata da redugao
da produgdo de células do sangue, como hemoglobinas, neutréfilos e plaquetas (HOUST,
SPIZEK, HAVLICEK, 2020).

A OMS identificou esse tipo de resisténcia antimicrobiana como uma das ameagas
dominantes de 2021 (OMS, 2021), o que enfatiza a importancia do desenvolvimento de novos
farmacos. Segundo Valli e Bolzani (2019) uma alternativa ¢ a busca nas plantas por novas
biomoléculas. Compostos fendlicos, flavonoides, esteroides, terpenos e alcaloides foram
isolados de plantas e tem mostrado atividade antifiingica contra diferentes espécies de fungos
(KAUNDA et al., 2019).

Muitos desses compostos também atuam como antioxidantes, bloqueando o efeito
danoso causados pelas espécies reativas de oxigénio, de nitrogénio, entre outras, devido suas
propriedades redutoras correlacionadas a estrutura quimica. O estresse oxidativo provocado
pelo desequilibrio das espécies reativas no organismo esté relacionado ao desenvolvimento de
varias doengas, como diabetes, cancer, aterosclerose, asma, atrite, Parkinson e Alzheimer
(ANRAKU et al., 2018; APAK et al., 2016; GULCIN, 2020). O butilidroxitolueno (BHT) ¢ o
terc-butilidroquinona (~-BHQ), por exemplo, sdo antioxidantes utilizados em conservantes de
alimentos. Todavia, ha relatos na literatura de seus efeitos colaterais, como o aumento da sintese
de enzimas digestivas no figado; risco de alergia manifestado por erup¢do cutanea, urticaria,
angioedema e eczema; aumento dos niveis de colesterol e lipidios no sangue e o risco de
acimulo no tecido adiposo. Assim, nenhum desses antioxidantes podem ser usados em
alimentos para bebés e criancgas (SILVA et al., 2016). Dessa forma, nos ultimos anos diversos
estudos estdo voltados na obtencao de novos oxidantes, uma vez que antioxidantes naturais sao
benéficos para o organismo e podem ser obtidos das plantas (APAK et al., 2016; KIM et al.,
2019).

Com relacgao a disponibilidade de material vegetal para estudos de produtos naturais, o
Brasil apresenta uma grande biodiversidade, com cerca de 42 mil espécies vegetais, que estao
divididas em seis biomas: Mata Atlantica, Amazonia, Caatinga, Pampa, Pantanal e Cerrado

(BUSTAMANTE et al., 2019).
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O Cerrado ¢ o segundo maior, ocupa cerca de 23,3% do territério nacional (IBGE,
2019) e hé cerca de 12.866 espécies vegetais, sendo que 12.113 sdo angiospermas e 366 estao
ameagadas de extingdo (MARTINELLI et al., 2014). Estima-se que apenas cerca de 20% da
area original ainda esteja preservada devido a desmatamentos e queimadas. Além disso, o uso
de fertilizantes quimicos e agrotdxicos ja deixaram 67% das areas do Cerrado "altamente
modificadas". Ha varias consequéncias causadas pelo desmatamento de um bioma, como
alteragcdo no microclima da regido, erosdo do solo, desertificacao e arenizacao, além da perda
de biodiversidade (AGUIAR et al., 2016).

Neste contexto, neste trabalho foi estudada a espécie Solanum subumbellatum, nativa
do Cerrado, conhecida popularmente como jurubeba-de-cupim ou jurubebinha e pertencente a
familia Solanaceae. Esta planta foi selecionada para o estudo por ser utilizada na medicina
tradicional (RODRIGUES et al., 2001), onde inclusive familiares da autora utilizam o ché das
cascas das raizes contra gripe, bronquite e diuréticos. Também foi escolhida por ndo apresentar
registros na literatura de sua composi¢do quimica. Além disso, plantas do género Solanum
apresentaram atividades biologicas descritas, como antifingica (KAUNDA et al., 2019; PINTO
etal., 2011) e a antioxidante (MARTINS et al., 2021; MORAIS et al., 2015).

Dessa forma, esse trabalho visa valorizar as espécies presentes no Cerrado, por meio do
estudo da S. subumbellatum. Além de contribuir na formacao dos discentes envolvidos

contribuindo para o crescimento da institui¢ado.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A familia Solanaceae e 0 metabolismo vegetal

A familia Solanaceae, da qual a S. subumbellatum pertence, compde um dos maiores
grupos dentre das angiospermas e dicotiledoneas, compreendendo 98 géneros e mais de 2.700
espécies, possuindo distribui¢do presente em todo o mundo, sendo a América do Sul um dos
principais centros de diversidade e ocorréncia das espécies. Podem ser arbustivas, arvores, ervas
e/ ou lianas (DUPIN et al., 2016).

Na literatura ha vérios trabalhos que destacam a composi¢do quimica de plantas da
familia Solanaceae que apresentam diversas classes de compostos, sendo grande niimero de
artigos com destaque para os alcaloides e compostos fenolicos (KAUNDA et al., 2019). Tais

compostos sdo denominados de metabolitos especializados (ME) (metabdlitos secundarios).
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Vale destacar que as espécies vegetais produzem compostos organicos que sio
nomeados de metabolitos, e sdo produzidos por metabolismos primdrio e secundario (ou
especializado) (BRAZ-FILHO, 2010; MOHIUDDIN, 2019).

Os metabolitos primdrios compreendem as macromoléculas (carboidratos, lipideos,
nucleotideos e proteinas) que sdo essenciais para o crescimento e sobrevivéncia do organismo
e sao muito semelhantes aos de espécies ndo vegetais. Ja os ME s3o entidades moleculares, com
a funcao de sobrevivéncia e reproducao do organismo, e sao produzidos mediante a um arsenal
de estresses bioticos e abioticos, como a agao de microrganismos, herbivoros, alelopatia, indice
pluviométrico, radiagdo UV, entre outros (ALSEEKH; FERNIE, 2018; GOBBO-NETO;
LOPES, 2007). Na familia Solanaceae sdo encontrados uma diversidade de ME, como os
alcaloides, saponinas, cumarinas, terpenos e compostos fenolicos (KAUNDA et al., 2019).

A biossintese dos ME ¢ especifica de um ou mais tecidos e células vegetais, e sua
concentragdo pode ser restrita a um unico 6rgdo, como raizes, galhos ou folhas. A maioria das
substancias sdo sintetizados no citoplasma, no reticulo endoplasmatico ou nas organelas do
vegetal. Os compostos hidrofilicos sdo geralmente armazenados no vactolo apds sua formagao
no citoplasma, ja as substancias lipofilicas sdo retidas em dutos, laticiferos, tricomas,
membranas do tilacoides ou na cuticula (PAGARE et al., 2015). Nas raizes de plantas da familia
Solanaceae foram isolados grande quantidade de alcaloides esteroidais, nos galhos foram
1solados flavonoides e nas folhas foram isolados saponinas esteroidais. Estes compostos
apresentam propriedades medicinais (SILVA et al., 2020; VALADARES et al., 2009).

Além da importancia medicinal, as plantas da familia Solanaceae também apresentam
importancia para alimenta¢do humana, sdo exemplos, a batata (Solanum tuberosum), o tomate
(S. lycopersicum), a beringela (S. melongena), o jil6 (S. gilo), o pepino (S. muricatum) e as
pimentas e os pimentdes (Capsicum sp.). Ja as espécies de Petunia, Schizanthus, Salpiglossis,
Datura e de Solanum (como a S. aviculare, S. capsicastrum, S. crispum e a S. laciniatum)
apresentaram valor ornamentais. Ja o tabaco (Nicotiana tabacum) tem valor econdmico.

As solanaceas sdo encontradas em uma variedade de ecossistemas, desde os desertos a
vegetagoes mais densas. No Brasil, ocorrem 33 géneros e 470 espécies, das quais 221 sdo

consideradas endémicas (KAUNDA et al., 2019; STEHMANN et al., 2015).
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2.2 Biossintese e principais classes de compostos no género Solanum

O género Solanum ¢ o maior da familia Solanaceae com 2.000 plantas (KAUNDA et
al., 2019). Os ME do género foram analisados por Kaunda et al., (2019) que estudaram 65
trabalhos publicados de 1990 a 2017 a partir de espécies medicinais de Solanum, sendo
identificados pelo menos 670 compostos, como saponinas esteroidais, alcaloides, glicosideos,

cumarinas, terpenos, compostos fenolicos, entre outros (Figura 5).

Figura 5. Grafico do perfil quimico do género Solanum.

acidos graxos e ésteres 3,4%

alcaloides esteroides | 9,4%

alcaloides (outros classes) 1 4.6%

compostos fenolicos | 7,8%

cumarinas € coumestanos | 3,0%

cumarinolignoides ] 0,6%

esterois | 9,8%

flavonoides | 11,2%

glicosideos pregnanos ___] 2,0%
lignanos 4,6%
outros compostos _______ ] 4,5%

saponinas | 20,0%

terpenos | 19,1%

Fonte: adaptado de Kaunda et al. (2019).

Tais ME sao resultantes de vias ou rotas biossintéticas, sendo as principais: 1) acetato
malonato; 2) acido chiquimico; 3) 4cido mevalonico; 4) metileritritol fosfato. Sendo as vias 1 e
2, as responsaveis pela sintese dos compostos fenolicos (ou também conhecidos como
fenilpropanoides) e as vias 3 e 4 as precursoras dos terpenos. Ja4 os compostos nitrogenados sao
provenientes da via 2 e dos aminoacidos alifaticos (ornitina, lisina) provenientes do ciclo de

Krebs (Figura 6) (WANG et al., 2019).
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Figura 6. Vias de biossintese do ME e suas conexdes com o metabolismo primario.
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Nota: Em itdlico, vias de biossintese do metabolismo primario e em retangulos pretos seus
produtos, os metabolitos primdrios. Sublinhado, biossintese do metabolismo especializado e em

retangulos azuis os metabolitos especializados. Fonte: adaptado de Moreira (2015) e Dewick
(2009).

2.2.1 Alcaloides

Aproximadamente 20.000 alcaloides naturais sdo conhecidos e sdo metabolitos que
possuem um ou mais atomos de nitrogénio heterociclicos (alcaloides verdadeiros) ou
exociclicos (protoalcaloides, aminas e poliaminas). Atuam como calmante, sedativo,
estimulante, analgésico, anestésico, entre outras agdes. O termo alcaloide ¢ derivado de dlcali
(do arabe al-gali) que significa basico, com o sufixo —oide que significa "-semelhante a"
(DEWICK, 2009; PYNE et al., 2019).

Os alcaloides sao armazenados nos vactiolos das células das plantas e estdo envolvidos
no mecanismo de defesa contra acdo de insetos € microrganismos, ou seja, estao associados a
resisténcia dos vegetais a pragas e patdgenos, mostrando toxicidade dependente da

concentracdo (AL-SINANI; ELTAYEB, 2017).
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Na Figura 7 sdo ilustrados exemplos de alcaloides candidatos a novos medicamentos
para o novo coronavirus. Segundo Ferreirai e Andricopulo (2020) o desenvolvimento de novos
medicamentos € um processo complexo e os resultados podem levar tempo para aparecer. Os
cientistas ndo mediram esforcos e uma estratégia usada foi o reposicionamento de farmacos, ou
seja, buscaram entre os farmacos ja comercializados possibilidades para o tratamento da
COVID-19. Tal estratégia permite reduzir consideravelmente a taxa de falhas associada a
questdes de seguranca ou toxicidade, além de propiciar uma economia de at¢ 5 a 7 anos no

tempo médio de desenvolvimento de medicamentos (ASHBURN et al., 2004).

Figura 7. Exemplos de alcaloides: farmacos analisados para o tratamento da COVID-19.
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Os alcaloides podem ser classificados de acordo com o aminoécido precursor. A Figura
8 ilustra as classes de alcaloides, com seus respectivos compostos nitrogenados que sdo
derivados do ciclo do acido tricarboxilico e do &cido chiquimico.

Na rota do acido tricarboxilico sdo produzidos os aminoacidos alifaticos (ornitina,
lisina) que dao origem aos produtos nitrogenados: alcaloides tropano, pirrolidina, pirrolizidina,
piridina, piperidina e quinolizidina (PYNE et al., 2019).

Na rota do acido chiquimico sdo formados os aminoacidos aromaticos (fenilalanina,
tirosina e o triptofano) que dao origem a alcaloides fenetil isoquinolina, anfetaminas,
benzilisoquinolinas, indois simples, B-carbolinas e quinolinas. Por exemplo, a noscapina,
morfina, berberina e a sanguinarina sao da classe dos alcaloides benzilisoquinolinas, que ¢ um
grupo grande com cerca de 2.500 metabdlitos, formados a partir da tirosina. Nesta rota, a
primeira etapa ¢ a condensagdo de dopamina com o 4-hidroxifenilacetaldeido (4-HPAA),
formando a da norcoclaurina, em seguida, a (S)-reticulina é formada da norcoclaurina por uma

série de carboxilagdes e metilagdes (PYNE et al., 2019; ROBERTS et al., 2018).



Figura 8. Principais classes dos alcaloides produzidos pelas plantas.
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SALCALOIDES TROPANO, PIRROLIDINA, PIRROLIZIDINA, PIRIDINAE
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fosfato; PEP, fosfoenolpiruvato; VM, via do mevalonato; VAA, via do aminoacido aromatico; GPP, geranil pirofosfato. Fonte: adaptado de Pyne et al. (2019).
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Os alcaloides, assim como outros metabdlitos, podem ser encontrados na forma de uma
mistura complexa e sao marcadores quimiossistematicos, por exemplo, os alcaloides esteroidais
sdo caracteristicos do género Solanum (RAMOS et al., 2019; RAMOS et al., 2021). Tais
alcaloides sao moléculas que apresentam um atomo de nitrogénio do esqueleto C-27 e/ou pela
entrada de um grupamento amino na hidroxila da posicdo do C-3. Podem ocorrer como
glicosideos, apresentando a ligagdo polissacaridica nas posi¢des C-3 e em alguns casos, também

no C-26 (Figura 9) (RAMOS et al., 2019).

Figura 9. Estrutura dos esteroides numerada.

Fonte: a autora.

No género Solanum foram relatados em extratos e fragdes elevada concentracdo de
alcaloides que sdo compostos bésicos que ao serem submetidos a uma fonte de ioniza¢ao sao
facilmente protonados [M+H]" (KAUNDA et al., 2019). Algumas espécies do género Solanum
sdo conhecidas popularmente como “Jurubeba”, entre elas a S. subumbellatum, entretanto a
farmacopeia brasileira descreve apenas a S. paniculatum como a verdadeira jurubeba, sendo
que nela foram anotados e isolados nas suas raizes alcaloides esteroidais (GAZOLLA et al.,
2019; SILVA et al., 2020).

Em 1826, foi descoberto em batatas (S. tuberosum) o primeiro alcaloide esteroidal
conhecido como solanina, em seguida foram descobertos a tomatina (1948 na S. lycopersicum)
e a a-chaconina (1954, também presente na S. tuberosum). Solasonina e solamargina, foram os
dois principais glicoalcaloide encontrados nas beringelas (S. melongena), sendo descobertos
em mais de 100 outras espécies posteriormente (MILNER et al., 2011). As estruturas estao
ilustradas na Figura 10.

Outro alcaloide ¢ a solasodina, estudada por Dixit e Gupta (1982), que foi isolado de
frutos de S. xanthocarpum, atuando como material de partida para a sintese de hormonios
esteroides e que t€m sido usados na regulagdo de inflamagdes, na menopausa e no tratamento

de doencas cardiovasculares (KUMARA, 2015). Solasodina, e suas formas glocosiladas B1-
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solasonina, solasonina e solamargina, como também e também o solanigrosideo P, foram
isoladas de S. nigrum e possuem atividades como antitumoral, anticAncer e anti-herpes,
antidiabéticas, antiparacéticas, antibioticas, antimicrobianas, antivirais e antifungicas (DING et
al., 2013; IKEDA et al., 2003; LEE et al., 2007; TIOSSI et al., 2012).

Oligoglicosideos esteroidais, como os robeneosideos A e B, foram isolados de
S. lycocarpum e sdo compostos antidiabetogénicos (YOSHIKAWA et al., 2007), além dessas
moléculas também foi encontrado na planta o lobofrutosideo (NAKAMURA et al., 2008).

Um raro alcaloide esteroidal 163-H, a khasianina, além da solamargina foram isolados
de S. surattense e apresentaram atividade citotdxica contra células A549 (adenocarcinoma
pulmonar humano) (LU et al., 2011).

A leptinidina; a leptinidina 3-O-B-D-Gli; a leptinina I, leptinidina 3-O-[a-L-Rha-(1—4)-
[a-L-Rha-(1—-2)]-B-D-Gli] e a leptinina II, leptinidina 3-O-[B-D-Gli-(1—3)]-[a-L-Rha-(1—2)-
B-D-Gla foram obtidos de S. orbignianum (COELHO, SOUZA, SARRAGIOTTO, 1998).

Dois raros alcaloides C-3 amino esteroidais, (22R,25R)-33-amino-5a-spirosolano e
(22R,25R)-3B-amino-5-spirosoleno, foram isolados de S. triste (MAXWELL et al., 1995).

Trés glicoalcaloides esteroidais C-27, espiraldsidos A, B e o C, foram obtidos a partir
de S. spirale e demostraram atividade antitussigenos (tratamento de reflexos da tosse) (LI et al.,
2016).

No género Solanum também foram isolados a isojuripidina isolada da S. asterophorum,
que apresenta atividade espasmolitica (OLIVEIRA et al., 2006); a solanopubamina da
S. schimperianum, que ilustrou atividade anticancer e antitumoral (AL-REHAILY etal., 2013);
a cernumidina e a isocernumidina isoladas da S. cernuum que apresentaram atividades
antigenotoxica e antioxidante (DAMASCENO et al., 2016), além de quatro aminas N-trans-p-
coumaroil octopamina, N-frans-p-coumaroiltiramina, N-trans-p-feruloil-octopamina e
N- trans-p-ferulotiramina isoladas da S. americanum que desmostraram atividade antidiabética

(SILVA et al., 2017) (Figura 10).



Figura 10. Estruturas de alguns alcaloides encontrados em espécies do género Solanum.
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S3R1 =R2=R4=H, R3=Rha

H,N
((22R,25R)-3B-amino-5a-spirosoleno)

RO

espiralosido A: R = Rha
espiralésido B: R=H
espiralésido C: R = Gli

o OH
R1wuﬁ OH
HO R, HNYNH:(\QO\
A
0

N-trans-p-coumaroil octopamina: R4y = H, R, = OH
N-trans-p-feruloil-octopamina: Ry = H3CO, R, = OH
N-trans-p-coumaroiltiramina: Ry =H, R, = H
N-trans-p-ferulotiramina: Ry = H3CO, R, = H

oy

RO

cernumidina

isocernumidina

leptinidina: R = H

leptinidina 3-O-B-D-gli: R = Gli

leptinina I: R= a-L-Rha-(1 > 4)-[a-L.-Rha-(1 —>2)]-B-D-Gli
leptinina II: R = B-D-Gli-(1 > 3)]-[a-L-Rha-(1 —>2)-B-D-Gla

Fonte: autora.
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2.2.2 Compostos fenolicos

O consumo de frutas e outros vegetais sao benéficos para a saide humana e animal.
Estes alimentos contém substancias antioxidantes distintas, cujas atividades tém sido
comprovadas nos ultimos anos. Uma classe destes metabolitos sdo os compostos fenolicos, que
possuem um grupo hidroxila diretamente ligado a um anel aromatico. O alto grau de
polimerizacao destes compostos contribui para uma diversidade estrutural com
aproximadamente 10.000 polifentis (DE LA ROSA et al., 2019). Sao produzidos pelos vegetais
com diversas fungdes, como prote¢do contra varios fatores bidticos e abidticos, além de
apresentarem uma vasta quantidade de atividades, como a antioxidante e antiflingica
(ALSEEKH et al., 2018; PONTES et al., 2019).

A Figura 11 ilustra um esquema da biossintese dos compostos fenolicos que sdo
derivados de duas vias: do acido chiquimico e a via do acetato-malonato. Na rota do acido
chiquimico, o 4cido fosfoenolpirivico reage com eritrose 4-fosfato, ¢ forma os taninos
hidroliséveis a partir do 4cido galico e dos acidos hidroxibenzoicos, ja os fenilpropanoides sdo
obtidos a partir da fenilalalina. Nesta rota também sdo produzidas as ligninas e as lignanas
mediante a sintese dos alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico.

Os fenilpropanoides sdo os precursores de classes importantes de substancias fenolicas,
tais como, cumarinas (formadas a partir do p-coumaroil-CoA), estilbenos, flavonoides e taninos
condensados, que sdo originados da reacdo do p-coumaroil-CoA com o malonil-CoA (a rota do
acetato-malonato). A classificacdo destes compostos ¢ realizada conforme o nimero e o arranjo

dos atomos de carbonos (Figura 11).



Figura 11. Classes de compostos fendlicos produzidos pelas plantas.
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Nota: DAHP, acido 3-desoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato; PAL, fenilalanina amoénia-liase; TAL, tirosina amonia-liase. Fonte: adaptado de

Pyne et al. (2019); Moreira (2015).
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Do grupo dos acidos fenolico, se destacam os acidos hidroxicinamicos, sendo os seus
principais representantes sdo o acido cafeico e o acido ferulico, que sdo formados pela
esterificagdo de acidos transcindmicos juntamente com acido quinico, sendo conhecidos, nesta
forma, como acidos clorogénicos (CLIFFORD et al., 2017). No género Solanum os acidos
fenolicos foram identificados nos extratos de S. paniculatum, S. incanum e S. nigrum, € 0s
mesmos apresentaram atividade antioxidante (AL-FATIMI et al., 2007; RIBEIRO et al., 2007).

Além dos acidos fenolicos no género Solanum foram isolados também uma grande
quantidade de flavonoides relacionados com muitas atividades, como anticancer contra o
carcinoma de Ehrlich K562 (leucemia eritrocitica cronica) (ESTEVES-SOUZA et al., 2002);
hepatoprotetora e curativa contra lesdo hepatica (HAWAS et al., 2013); antiviral contra o virus
da hepatite C in vitro (RASHED et al., 2014) e antioxidante (HURTADO et al., 2009). Alguns
acidos fendlicos e flavonoides encontrados no género estdo na Tabela 1 e as estruturas na Figura

12.
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Tabela 1. Acidos fendlicos e flavonoides de espécies de Solanum.

Espécies

Acidos fenolicos

Referéncias

S. melongena

acido cafeico
acido ferulico

(SCORSATTO et al.,
2017)

(KEAWSA-ARD et al.,

S. spirale acido cinamico 2012)
Espécies Flavonoides Referéncias
trans-tilirosideo
canferol-7-O-a-L-Rha (PINTO et al., 2011)
S. asperum .
canferol-3-O-[B-D-Gli-(1—6)-a-L-Rha]-7-O-a-
L-Rha
astragalina (CORNELIUS et al.,
S. crinitum 2010; ESTEVES-
canferol SOUZA et al., 2002)
isoquercitrina
rutina

S. elaeagnifolium

S. rantonnetii
S. elaeagnifolium

S. paludosum
S. rantonnetii

S. betaceum

cis-tilirosideo

quercetina

hiperina

canferol-8-C-B-Gal

canferol-7-O-B-D-Gli

canferol-6-C-Gli
quercetina-3-O-B-D-apiofuranosil-(1—2)-B-D-
Gal

canferol-3-O-(6’’-O-cis-p-cumaroil )-O-f-Gal
ramnocitrina

cumatacenina

3-O-metilquercetina
3,7.8-tri-O-metilherbacetina
3,7,8,3”,4’-penta-O-metilgossipetina
3,7,8,4’-tetra-O-metilgossipetina
8-O-metilcanferol

vitexina

apigenina-6,8-di-C-B-D-Gli

genkwanina

isovitexina

delfinidina-3-0-(6’’-0O-a-Rha-B-Gli)-3’-O-B-Gli

delfinidina-3-0-(6’’-0O-a-Rha)-B-Gli
cianidina-3-O-(6"’-0-a-Rha)-B-Gli
pelargonidina-3-0-(6’’-0-a-Rha)-B-Gli

(ELABBAR,
BOZKEHA, EL-
TUONSIA, 2014;

HAWAS et al., 2013)

(RASHED et al., 2014)
(HAWAS et al., 2013)
(SILVA et al., 2009)
(RASHED et al., 2014)

(HURTADO et al.,
2009)




Figura 12. Acidos fendlicos e flavonoides do género Solanum.
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FLAVONOIDES:

Flavonois:

trans-tilirosideo:R4 = I; R, = R4 = Rs = R7 = H; R3 = Rg = OH \%OH f\gﬁgﬁ'
canferol-7-O-a-L-Rha: R, = R4 = R5 = R; = H; R3 = Rha; Rg = OH HO OH HO
astragalina: R; = Gli; R, = R4 = R5 = R7 = H; R3 = Rg= OH

canferol: R1 = R2 = R4 = R5 = R7 =H; R3= R6= OH (l”)

trans-tilirosideo Ry = I; R, = R, = Rs = Ry = H; R3 = Rg = OH OHO

cis-tilirosideo: Ry = II; R, = R, = Rs = Ry = H; Ry = Rg = OH HO, O

rutina: Rq= 6-0-a-L-Rha-D-Gli; R, = R4 = R7; = H; R3 = R; = Rg = OH HO /i{
quercetina: Ry = Ry = R, = Rg = H; Ry = Ry = Rg = OH HO OOHH
hiperina: Ry = Gal; R, = R4 = R;7 = H; R3 = Rs = Rg = OH
canferol-8-C-B-Gal: R{ = R, = Rg = R; = H; R3 = Rg = OH; R4 = Gal
canferol-7-O-B-b-Gli: R4 = R, = R4 = R5 = R7 = H; R3 = Gli; Rg = OH
canferol-6-C-Gili: R1 = R4 = R5 = Re =H; R2 = Gll, R3 = RG =OH
quercetina-3-O-B-b-apiofuranosil-(1 -2)-p-p-Gal: R1 = 1ll; R, = R4 = R; = H; R3 = Rs = Rg = OH
canferol-3-O-(6"-O-cis-p-cumaroil)-O-Gal: R1 = IV; R, = R4 =Rs =R;=H; R = Rg=0OH o J
ramnocitrina: Ry = R, = R4 = R5 = R; = H; R3 = OCH3; Rg = OH O on
cumatacenina: R4y = CHj3; R, = R4 = Rg = R; = H; R3= OCH3; Rg = OH o

(IV) HO

3-O-metilquercetina: R; = CH3; R, = R4 = R7; = H; R3 = R5 = Rg = OH OH

3,7,8-tri-O-metilherbacetina: Ry = CHj3; R, = Rs = R; = H; R3 = R4 = OCHj3; Rg = OH
3,7,8,3',4'-penta-O-metilgossipetina: R4 = CH3; R, = R; = H; R3 = R4 = R5 = Rg = OCHj
3,7,8,4'-tetra-O-metilgossipetina: R; = CH3; R, = R; = H; R3 = R4 = Rg = OCH3; R5 = OH
8-O-metilcaempferol: Ry = R, = R5 = Ry = H; R3 = Rg = OH; R4 = OCH3
canferol-3-O-[B-D-Gli-(1 =6)-a-L-Rha]-7-O-a-L-Rha: Ry = Gli-Rha; R, = R4 = R5= R; = H; R3 = Rha; Rg= OH

Flavononas:

vitexina: Ry = R, = R4 = R5 = R7; R3 = Gli; Rg = OH
apigenina-6,8-di-C-B-D-Gli: Ry = R3 = Gli; R, = R4 = Rs = R; = H; Rg = OH
genkwanina: R1 = R3 = R4 = Rs = R; = H; R, = CH3; Rg = OH

isovitexina: R4y = Gli; = R, = R3 = R4 = R5 = R7 = H; Rg = OH

Antocianinas:

R
! on delfinidina-3-O-(6"-0-0-Rha-B-Gli)-3'-0-B-Gli: R4 = O-Gli; R, = OH
Ry o. O o delfinidina-3-0-(6"-0-u-Rha)-p-Gli: Ry = R, = OH
P 2 cianidina-3-0-(8"-O-a-Rha)-B-Gli: Ry = OH; Ry = H
OH : OH pelargonidina-3-0-(6"-0O-a-Rha)-pB-Gli: Ry =R, = H

OH
gHO
Ho—L 07,
HOno
Fonte: autora.
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2.2.3 Terpenos

Terpenos ou terpenoides formam uma grande classe de ME, compreendendo mais de
80.000 produtos naturais (CHRISTIANSON, 2018). Sao moléculas que atuam na defesa da
planta mediante ao ataque dos herbivoras, além disso, agem como atrativos (odor, cor) para
animais polinizadores e dispersores de sementes (PICHERSKY et al., 2002).

Além destas, apresentam atividades anti-inflamatorios, antioxidantes, antiagregantes
plaquetarios, anticoagulantes, antitumorais, sedativas, analgésicas, antimicrobiana e
antifungica (PADUCH et al., 2016; ZALEVSKAYA et al., 2020; ZHAO et al., 2016).

Apresentam em sua estrutura unidades de isopreno (2-metilbuta-1,3-dieno), oriunda da
jungdo de cinco atomos de carbono, que sdo incorporadas em numero variado segundo um
mecanismo tipico cabega cauda, assim, os terpenos sao classificados conforme o numero (n) de
unidades de isopreno, como ilustrado na Figura 13.

A Figura 13 também ilustra um esquema da sintese dos terpenos que sdo produzidos a
partir dos intermediarios 3,3’-dimetilalil pirofosfato (DMAPP) e 3-isopentenil pirofosfato
(IPP). Além dos intermediarios geranil pirofosfato (GPP), farnesil pirofosfato (FPP), e
geranilgeranil pirofosfato (GGPP). Esses compostos sao formados por duas vias metabdlicas, a
do 4cido mevaldnico e a do metileritritol fosfato.

Na rota do acido mevaldnico, que ocorre no citoplasma e no reticulo endoplasmatico
das células vegetais, trés moléculas de acetil-CoA sdo necessérias para produzir o acido
melavonico e este em sequéncia, sofre reacdes de pirofosforilagao para produzir o IPP. Ao final,
a enzima isomerase converte o [PP em seu isomero DMAPP.

Na rota do metileritritol fosfato (MEP), que ocorre nos cloroplastos e outros plastidios
das células, o gliceraldeido-3-fosfato reage com o piruvato para formar o 1-deoxi-D-xilulose-
5-fosfato. Em seguida, ocorre a redugdo desta molécula a MEP que ¢ posteriormente convertido
em DMAPP.

O IPP ¢ o DMAPP, sdo unidades que se unem para formar moléculas maiores (GPP,
FPP, GGPP) que irdo originar os monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, tripterpenos,

tetraterpenos até os politerpenos (Figura 13) (HENRY et al., 2018; PYNE et al., 2019).
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Figura 13. Classes de terpenos produzidos pelas plantas.
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Nota n, nimero de unidades de isopreno; DMAPP, 3,3’-dimetilalil pirofosfato; IPP
3-isopentenil pirofosfato; GPP, geranil pirofostato; FPP, farnesil pirofosfato; GGPP,
geranilgeranil pirofosfato; Btsl, geranilgeranil difosfato sintase; Erg9, esqualeno sintase;
Erg20, pirofosfato de farnesil sintetase. Fonte: adaptado de Pyne et al. (2019).

No género Solanum também foram encontrados terpenoides, alguns exemplos estdo na
Tabela 2 e na Figura 14. Os terpenos apresentam atividades biologicas diversas como: anti-
inflamatérias (LOPES et al., 2014); antifngica contra Aspergillus flavus e Pencillium notatum
(KODURU et al., 2006); anticancer contra trés linhagens de células, HONE-1 nasofaringea,
carcinoma epidermdide oral KB e células de carcinoma colorretal HT29 (LI et al., 2013) e
também anticancer contra seis linhagens celulares (HepG2, Hep3B, A549, Ca9-22, MDA-MB-
231 e MCF-7) (YEN et al., 2012).
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Tabela 2. Terpenos presentes em espécies de Solanum.

Espécies Terpenos Referéncias
lupeol (AL-OQAIL et
S. schimperianum . .
acido oleandlico al., 2012)

S. lyratum

S. cernuum

S. violaceum

S. erianthum

S. pseudocapsicum

acido ursdlico (LIetal., 2013)

ciclooeucalenona (LOPES et al.,
24-0x0-31-norcicloartanona 2014)

(YEN et al,
tricalisioside U

2012)

roseoside

((6E,10E)-5,12-diidroxi-B-nerolidol 5-O-B-D-Gli)
amarantolidoside IV

cariofileno

cadina-1(10),4-dieno

a-gurjuneno
(MAHADEV et

al.,, 2012; PENG
etal., 2017)

globulol

a-guaieno

a-calacoreno

2-naftalenometanol
octahidro-2,2-dimetil-4a,7a-etano-5H-
ciclobut[e]inden-5-o0l
4,5-desidroisolongifoleno
a-cariofileno

fitol
(ALIERO et al.,

2006)

loliolida

-ionona
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Figura 14. Terpenos presentes do género Solanum ilustrado na Tabela 2.

Triterpenos:
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Fonte: autora.
2.3 Atividades medicinais no género Solanum
O nome do género Solanum tem origem na etimologia do latim solari (que significa

consolar, aliviar), devido aos efeitos calmantes ou sedativos associados a muitas de suas

espécies (EDMONDS, HELLER, ENGELS, 1997). Assim, as plantas do género Solanum sao
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empregadas na medicina popular para o tratamento de diversas doengas (Tabela 3). Sao varios

os fatores que influenciam na demanda diferenciada de plantas para cura de enfermidades. E

entre eles, esta o facil acesso das plantas e as dificuldades encontradas por parte da populagao

com os cuidados a satide, como o elevado valor de grande parte dos medicamentos comerciais

(OLIVEIRA et al., 2020).

Tabela 3. Espécies de Solanum utilizadas na medicina popular.

Nome

nome popular

cientifico/

Parte
Indicacoes
usada

Preparo

S. aculeatissimum /

jua-bravo
S.  americanum

maria-pretinha

S. cernuum

panaceia

S. lycocarpum /

lobeira

S.  paniculatum

jurubeba

/

/

a. toda a a. nas afecgdes cutdneas, tuberculose ¢

planta edemas
b. frutos b. nas manchas da pele e furinculos
toda a a. sedativa, expectorante, analgésico,
planta depurativo e afrodisiaca

b. queimaduras, dermatoses, eczemas ¢

furtinculos
a. raizes a. anti-hemorragica
b. ramos b. nos males do figado
floridos c. sudorifica, depurativo, nas blenorragias,
c. folhas e afeccdes de pele, diurética e vermifugo
flores d. diurética, nas afeccdes da pele e nas
d. folhas ulceras
secas
a. folhas a. emoliente, anti-reumatica.
b. flores e b. contra asma, gripes, resfriados e tonica
frutos
a. raizes a. na diabete, ictericia, hepatite, febre e falta
b. folhas  de transpiragao
c. frutos b. cicatrizante
e. raizes, c. problemas de figado e de estdmago, nas
folhas e inflamacdes do baco e da bexiga, tonica
frutos d. contra tumores internos

a. banho ou
compressa
b. compressa
a. decocto

b. compressa

a. decocto ou
infuso
b. decocto

c e d. infuso

a. banho ou
compressa

b. infuso

a. infuso

b. pomada

C. suco

d. infuso

Fonte: Rodrigues e Carvalho (2001).
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As espécies do género Solanum apresentam uma ampla gama de atividades bioldgicas que
tem despertado o interesse de varios grupos de pesquisa. A partir dos usos na medicina popular os
cientistas selecionam as matrizes vegetais, na sequéncia realizam estudos quimicos (com o auxilio
de técnicas cromatograficas e espectrométricas) e farmacologicos de plantas, visando conhecer e

obter compostos com propriedades terapéuticas, entre outras a antioxidante e a antifungica. A

Tabela 4 ilustra algumas das atividades relatadas na literatura do género Solanum.

Tabela 4. Atividades biologicas de plantas do género Solanum.

Espécies Parte da Atividade Referéncias
planta
S. betaceum frutos inibitdria das enzimas a-glicosidase, (ORQUEDA et al.,
a-amilase e lipase 2017)
S. cernuum folhas antigenotoxico (DAMASCENO et al.,
2016)
S. crinitum galhos citotoxica contra o carcinoma de (ESTEVES-SOUZA
frutos Ehrlich K562 et al., 2002)
S. elaeagnifolium  partes hepatoprotetoras (HAWAS et al., 2013)
adreas curativas induzido pelo paracetamol
S. havanense folhas antiprotozodria contra Leishmania (MONZOTE et al.,
amazonenses 2016)
S. lycocarpum frutos antioxidante (MORAIS etal., 2015)
S. nudum frutos
S. paniculatum folhas antiulcerosa (VIEIRA JUNIOR et
galhos al., 2015)
S. paniculatum folhas antioxidante (MARTINS et al.,
2021)
S. rantonnetii partes anti-hepatite C (RASHED et al,
adreas 2014)
S. schimperianum  partes citotoxica contra células Vero e (AL-OQAIL et al.,
aéreas LLC-PK11 (células epiteliais de rim  2012; AL-REHAILY

de porco). Antifingica contra

Candida albicans e C. tenuis

et al., 2013)
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No género Solanum foram isolados compostos com muitas atividades biologicas, como

a atividade antifungica frente a uma diversidade de leveduras (KAUNDA et al., 2019). Sao

exemplos: a solamargina e a solasonina que foram ativas frente Candida albicans, C.

parapsilosis, Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes, Microsporum canis ¢ M. gypseum

(PINTO et al., 2011); e a saponina SC-2, ativa contra cepas de C. albicans e ndo-albicans
(Tabela 5, Figura 15) (HERRERA-ARELLANO et al., 2004; HERRERA-ARELLANO et al.,
2009; ZAMILPA et al., 2002).

Tabela 5. Moléculas com atividades antifungicas isoladas no género Solanum.

Parte da
Espécies Compostos Referéncias
planta
solamargina
S. asperum frutos _ (PINTO etal., 2011)
solasonina
partes ‘ (AL-REHAILY et al.,
S. schimperianum solanopubamina
aéreas 2013)
saponina SC-2
. (HERRERA-ARELLANO
saponina SC-3
et al., 2004; HERRERA-
S. chrysotrichum  folhas saponina SC-4
) ARELLANO et al., 2009;
saponina SC-5
ZAMILPA et al., 2002)
saponina SC-6
S. torvum folhas torvoside K (ABHISHEK et al., 2015)
3B-hydroxisolavetivona
S. abutiloides raizes solavetivona (YOKOSE et al., 2004)
lubimin
S. capsicoides sementes  carpesterol (PETREANU et al., 2016)
éter metilico de carpesterol;
éter etilico de carpesterol;
stigmast-7-en-6-ona, 3-f#-D- )-
22-hidroxi-4-metil-(34, 4a, Sa,
S. xanthocarpum  frutos (SINGH et al., 2007)

22R);
stigmast-7-en-6-ona, 3-p-D-
glicosiloxi)-22-metoxi-4-

metil-(34, 4a, S50, 22R)




Figura 15. Compostos isolados no género Solanum com atividade antifiingica.

Alcaloides:
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solamargina: R = Rha-Gli-Rha solanopubamina
solasonina: R = Rha-Gal-Gili
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o~ OQOH
Ry R QOHO OH
SC-2 S H :
SC-3 Xil H
SC-4 Qui H torvoside K

SC5 Sg  H
SC-6 Sg  OH

Sesquiterpenos:

3B-hidroxisolavetivona R=OH lubimin
solavetivona R=H
Esterois:

=0

stigmast-7-en-6-ona, (3-Gli)22-hidroxi-4-metil R =H
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carpesterol R =H; stigmast-7-en-6-ona, (3-Gli)22-metoxi-4-metil R = CHg

éter metilico de carpesterol R = CHj;
éter etilico de carpesterol R = C,H5

Fonte: autora.
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2.4 Solanum subumbellatum

Solanum subumbellatum foi a planta escolhida para o presente estudo, sendo conhecida
popularmente como velame-do-cupim, jurubeba-de-cupim ou jurubebinha. Ocorre no Distrito
Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo e Tocantins, habitando
especialmente em cerrados e campos rupestres. Floresce e frutifica o ano todo, sendo que os
frutos vermelhos e amarelados na maturidade sdo caracteristicas que a distinguem de outras
plantas. E um arbusto com cerca de 0,3 a 1,5 metro de altura (FELICIANO, 2008). Todas as
partes da espécie sdo utilizadas na medicina popular na forma de xarope contra gripe, resfriado,
bronquite, asma e diurético (RODRIGUES; CARVALHO, 2001). A Figura 16 ilustra as folhas,
galhos e flores, onde se pode observar um cupim préoximo a planta, o que justifica o seu nome

popular.

Figura 16. Fotografias de Solanum subumbellatum.

Fonte: a autora.
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Esta planta foi escolhida, pois na literatura ndo hé relatos de estudos fitoquimicos. Foi
realizado apenas um estudo sobre o efeito alelopatica (antiproliferativo) das folhas de S.
subumbellatum em relagao a germinagdo de gergelim, que mostraram reducao significativa da
germinabilidade de extratos preparados na época de seca (OLIVEIRA, 2009). Além disso,
espécies do mesmo género ja demostraram potenciais medicinais como as atividades
antioxidante e antifungica. Ainda, como dito anteriormente, ¢ utilizada na medicina tradicional.
O Sr. Honorico (88 anos ¢ avd da autora) fez uso das cascas das raizes da jurubebinha, na forma
de cha desde a sua infancia para dores no estbmago e como diurético. Assim, este trabalho visa

valorizar o conhecimento popular acerca das plantas medicinais.

2.5 Atividade antioxidante

Os radicais livres sdo atomos, moléculas ou ions com um ou mais elétrons
desemparelhados em sua camada externa, que apresentam tempo de meia-vida curto € mostram
a capacidade de reagir com outras moléculas a fim de alcangar sua estabilidade, custando a
oxidacdo de biomoléculas. Sdo produzidos por fontes endégenas do sistema enzimatico e pela
exposicao a fatores exdgenos (alimentagdo, tabagismo, alcool, polui¢do, entre outros).

Derivam dos elementos oxigénio, nitrogénio e enxofre, produzindo espécies reativas
que em excesso no organismo podem causar sérios problemas celulares, como destrui¢ao de
membrana celular e danos ao DNA (ANRAKU et al., 2018). Por exemplo, os radicais livres de
oxigénio sdo conhecidos como espécies reativas de oxigénio (ERO) e incluem os radicais
superoxido (O2"), hidroxil (HO), peroxil (ROQO"), alcoxil (RO") e 6xido nitrico (NO®). Além
desses radicais ERO, em organismos vivos, existem outros ERO nao radicais, como o oxigénio
singlete ('02), peroxido de hidrogénio (H20:) e 4cido hipocloroso (HOCI) (GULCIN, 2020).

As plantas produzem um conjunto heterogéneo de substancias formado por vitaminas,
minerais, pigmentos naturais € outros compostos vegetais que podem levar a ativacao de vias
de sinalizagdo intracelular relacionadas ao estresse oxidativo, através de sua capacidade em
estimular e ativar a expressdo de genes que expressam proteinas responsaveis pela protegao
celular. Dessa forma, as substancias presentes em baixas concentragdes sao capazes de atrasar
ou inibir as taxas de oxidag¢ao recebem o nome de antioxidantes (APAK et al., 2016).

Assim, os antioxidantes sdo encontrados nos vegetais, hortalicas, frutas e cereais
integrais, e estudos tém demostrado a relagdo do consumo desses alimentos com a redu¢ao do
risco de cancer e doencgas cardiovasculares. Sdo exemplos de antioxidantes, os 4cidos fendlicos

que foram encontrados em graos de soja, 6leo de oliva, alecrim e a batata (SOARES, 2002). A
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batata ¢ do género Solanum (S. tuberosum) e foram isolados em diferentes partes (tubérculo,
polpa e casca) os seguintes compostos que apresentam potencial antioxidante: acido

clorogénico, acido cafeico, acido vanilico e o 4cido p-cumarico (Figura 17) (KIM et al., 2019).

Figura 17. Antioxidantes presentes na batata (Solanum tuberosum).
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HO, OH o
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HO N - OH
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OH HO
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acido clorogénico acido cafeico
@) OH (0]
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O 3
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Fonte: a autora.

O estresse oxidativo ¢ o resultado de um desequilibrio entre os radicais livres e as
defesas dos antioxidantes. Este estresse pode resultar na deterioragdo de biomoléculas
essenciais para o funcionamento do organismo e proporcionar o desenvolvimento ou
agravamento de doencgas, incluindo artrite, disfuncdo cerebral, aterosclerose, cardiopatias,
diabetes, enfisema, catarata, envelhecimento, esclerose multipla, cancer, inflamacdes cronicas
e doencas do sistema imune (ANRAKU et al., 2018; APAK et al., 2016; GULCIN, 2020).

Quando ha um desequilibrio entre as espécies oxidantes e antioxidantes, em favor da
geragdo excessiva de espécies reativas ou, em detrimento da velocidade de remocao desses pelo
sistema de defesa antioxidante, ocorrera o estresse oxidativo favorecendo a ocorréncia de danos
oxidativos as biomoléculas. Diante disso, os danos cronicos as biomoléculas desencadeadas
pelo estresse oxidativo tem sido associado a etiologia de diversas patologias, incluindo céancer,
doenca cardiovascular, isquemia cerebral, doengas neurodegenerativas, além do
envelhecimento.

Os antioxidantes sdo frequentemente empregados para prevenir o processo de oxidagao
que afeta especialmente os 4cidos graxos. E um fendmeno que ocorre por reagdes radicalares

em cadeia e envolvem as etapas de iniciacdo, propagacao e terminagao.
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O inicio do processo de oxidagdo lipidica, a iniciagdo, ¢ promovido pelo calor ou pela
luz e decorre da ag¢do de iniciadores, que podem ser o radical peroxila (HO®) ou o radical
hidroperoxila (HOO®), que reagem com o acido graxo insaturado. Através de uma reagao
homolitica (reacdao 1, Figura 18) ocorre a retirada de um atomo de hidrogénio do carbono
metilénico adjacente a ligacdo dupla do 4cido graxo insaturado (RH), formando um radical
alquilo (R®).

Na etapa seguinte a propagagdo, os radicais formados na iniciagdo, reagem com o
oxigénio formando o radical peroxido (ROQO¢) (reagdo 2). O radical peroxido se unem a outro
lipideo insaturado retirando um hidrogénio de uma posicao alilica e produz o hidroperoxido
(ROOH) ¢ o radical alquilo (Re) (reacdo 3).

Ao final do processo, na etapa de terminagdo, os radicais livres se unem para formar
moléculas estaveis (reagdes 4, 5 e 6). A principal caracteristica desta etapa ¢ a diminui¢ao do
consumo de oxigénio e a reducdo de peroxidos (RAMALHO et al., 2006). A Figura 18 ilustra

as etapas de um processo de oxidagao lipidica no qual sdo formados radicais livres.

Figura 18. Esquema geral do mecanismo da oxidagao lipidica.

Iniciacao:
Reacdo 1: RH — Re + He RH — 4cido graxo insaturado
R* - radical alquilo
Propagacio: ROO-e - radical perdxido
Reacdo 2: Re + 02 — ROO» ROOH - hidroperoxido

Reagdo 3: ROO* + RH — ROOH + Re

Terminacao:
Reacdo 4: R* + R* —» RR
Reagdo 5: Re + ROO+* - ROOR
Reagdo 6: ROO+ + ROO* —- ROOR + O

Fonte: adaptado de Ramalho et al. (2006).

Atualmente, sdo utilizados em grande escala os seguintes antioxidantes: hidroxianisol
butilado (BHA), butilidroxitolueno (BHT), terc-butilidroquinona (-BHQ), galato de propila
(PG) e galato de octila (OG) (Figura 19) (GULCIN, 2020). O BHA e o BHT tém aplicacdes

alimentares e farmacolédgicas e sdo usados também como aditivos alimentares. O BHA ¢ uma



54

mistura de dois isomeros, o 2-terc-butil-4-hidroxianisole o 3-ferc-butil-4-hidroxianisol, ¢ ¢ um
antioxidante mais eficaz no controle da oxidagdo em relagdo ao BHT, devido a presenga de dois
grupos ferc-butil na molécula do BHT levando a um impedimento estérico durante as reagdes.
O TBHQ ¢ um conservante eficaz aplicado em 06leos vegetais insaturados e carnes. O PG ¢ um
antioxidante empregado para estabilizar alimentos e materiais de embalagem de cosméticos,
alimentos contendo gorduras e como aditivo em gorduras comestiveis, 6leos, maionese,
gorduras, adesivos sensiveis a pressao, produtos de panificagdo, aditivos de 6leo lubrificante e
0leos. O OG ¢ o éster de octan-1-ol e acido galico, utilizado como um antioxidante e

conservante de alimentos.

Figura 19. Estruturas de antioxidantes.
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Fonte: autora.

Todavia, estudos recentes mostram que estas substancias sdo responsaveis por um
aumento de toxicidade hepatica (condicao que afeta o figado) e carcinogénese quando usado
em niveis elevados em animais de laboratério. Em suma, na literatura hd vérios relatos que
associa o uso destes antioxidantes a problemas a sautde do homem, dos animais e a0 meio
ambiente, sendo inclusive evidenciado como causadores de danos ao DNA (SHAHIDI et al.,
2015).

Assim, pesquisas envolvendo compostos antioxidantes oriundos de fontes naturais t€ém
sido desenvolvidas em diferentes centros de estudos devido a sua importancia na prevengao do
desencadeamento das reacdes oxidativas, podendo ser fontes alternativas a compostos

convencionais ja utilizados (APAK et al., 2016; GULCIN, 2020).
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2.6 Atividade antifungica

As doengas infecciosas sdo um problema de satde publica mundial. Entre os agentes
patogénicos estdo as bactérias, os parasitas, os virus e os fungos. As doengas provocadas por
fungos, por exemplo, causam sérios efeitos na satde do homem, levando ao aumento da taxa
de mortalidade, hospitalizacdo do paciente e custos de saude. Anualmente, mais de 150 milhdes
de casos graves de infecgdes fungicas ocorrem em todo o mundo, resultando em
aproximadamente 1,7 milhdes de mortes por ano (KAINZ et al., 2020). Vale ressaltar, que os
numeros de casos de obitos por doengas fingicas vém aumentando constantemente (HOUST,
SPIZEK, HAVLICEK, 2020).

Com a aplicagdo terapéutica de longo prazo e o uso profilatico destes medicamentos
antifungicos em pacientes de alto risco, houve nas ultimas décadas uma intensificacdo da
resisténcia antimicrobiana, devido ao desenvolvimento de patdgenos resistentes e também ao
surgimento outros fungos eucaridticos multirresistentes aos farmacos, incluindo cepas do
género Candida (REVIE et al., 2018).

Sao conhecidos mais de 20 tipos de espécies de Candida, sendo C. albicans a mais
comum. S3o leveduras que fazem parte da microbiota normal do organismo e estdo presentes
na superficie de mucosas, como a cavidade bucal, pele e 6rgaos genitais. Entretanto, pode
ocorrer um desequilibrio da flora microbiana o que € responsavel pela candidiase e por infec¢ao
na corrente sanguinea (candidemia). Os sintomas da candidiase oral e vaginal incluem manchas
brancas na boca, lingua, garganta e coceira ou queimagao na genitalia. O diagnostico envolve
analise microscopica e de cultura (BHATTACHARYA, SAE-TIA, FRIES, 2020).

Outro fungo causador de doencas ¢ o Cryptococcus neoformans encontrado em
excrementos de passaros, especialmente de pombos. E o principal agente etiologico da
criptococose, € que ¢ caracterizada por uma infeccdo pulmonar, cujos sintomas incluem
pneumonia e meningite. Pode gerar infec¢des potencialmente fatais do sistema nervoso central
(CNS), cujos sintomas sao dor de cabeca, febre, vomito e confusao mental. O diagndstico €
clinico e microscopico confirmado por amostras de cultura (HOLE et al., 2016).

O desenvolvimento destas doengas ocorre principalmente em pacientes com o sistema
imunologico enfraquecido, como em pacientes imunocomprometidos, que inclui receptores de
transplante e de implante, queimados, portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
e individuos com cancer. Além disso, o risco de estar infectado aumenta para pacientes
diabéticos, devido ao impacto da glicose no metabolismo (NAMI et al., 2019; VAITKIENE et
al., 2021).
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Essas infec¢des sdo tratadas empregando antifingicos que tém como alvo diferentes
vias biossintéticas do patégeno. A Figura 20 ilustra o mecanismo de a¢do das moléculas frente
a célula fungica (composta por trés camadas primarias: proteinas, B-glucano e a quitina). Entre
as classes de antifungicos, podemos destacar os polienos (como a terbinafina, anfotericina B,
nistatina e os azodis) que atuam como inibidores da biossintese do ergosterol por meio da
inibi¢do do esqualeno epoxido; as pirimidinas (como a flucitosina), que atuam na sintese DNA/
RNA; e as equinocadinas (como a anidulafungina) que inibem a produ¢do da parede celular
fingica, interferindo na sintese de B-glucano) (KATZUNG, KNUIDERING-HALL, TREVOR,
2018).

Figura 20. Mecanismo de a¢do dos antifungicos frente a célula fingica.
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Fonte: Katzung, Knuidering-Hall e Trevor (2018).

Os polienos; azois; alilaminas; pirimidinas e as equinocandinas sao as principais classes
de antifungicos amplamente utilizados. Suas estruturas estao ilustradas na Figura 21.

Dentre estas, os polienos foram os primeiros compostos utilizados no tratamento de
infecgdes flingicas, (por volta de 1950) e inibem varias espécies de Candida, Aspergillus e
Cryptococcus. Como ilustrado na Figura 20 o modo de agdo dos polienos, representado
anfotericina B (AmB) e pela nistatina consiste na ligacdo do antiflingico ao ergosterol das

membranas celulares dos fungos levando a formagao de poros que aumentam a permeabilidade
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da membrana, em seguida ions monovalentes e divalentes (K*, Mg?*, Ca*" e Cl") entram nestes
canais da membrana citoplasmatica levando a morte celular (HOUST, SPIZEK, HAVLICEK,
2020; REVIE et al., 2018).

A anfotericina B (AmB) e a nistatina (Figura 21), sdo substancias estruturalmente
parecidas, exceto pelo nimero de ligagdes duplas conjugadas, a AmB tem sete duplas na regiao
do polieno, enquanto a nistatina tem quatro duplas conjugadas. Com isso, a AmB apresenta
maior potencial fingico, devido a uma interacdo hidrofobica mais eficiente com esterois de
membrana. (BRAUTASET et al., 2011).

Os azdis sdo outra classe de farmacos antifungicos, que se caracterizam por apresentar
um imidazoélico livre unido a outros anéis aromaticos por ligacdes C-N (Figura 21). Sao
classificadas de acordo com a quantidade de nitrogénio na molécula: os imidazdlicos
apresentam 2 atomos de N e os triazois tém 3 atomos de N em sua estrutura ciclica, sdo
exemplos o miconazol e o fluconazol, respectivamente. O mecanismo de a¢do dos azois ¢
baseado na inibi¢ao da 14-a-desmetilase, enzima do microssomo citocromo P450, impedindo a
conversdo de lanosterol em ergosterol por meio da remogdo oxidativa do grupo 14-a-metil do
lanosterol, e levando assim, ao efeito fungicida desejado (destruicdo da estrutura celular
fingica). Os az6is tém um amplo espectro de atividade sendo empregados, por exemplo, contra
espécies de Candidas, Cryptococcus neoformans, micoses endémicas e dermatéfitos e contra
Aspergillus (HOUST, SPIZEK, HAVLICEK, 2020; REVIE et al., 2018).

A alilamina ¢ uma amina insaturada de foérmula molecular igual a C3HsNH», ¢
considerada a base para a sintese de alguns compostos antifingicos que bloqueia a sintese de
ergosterol por meio da inibi¢ao do esqualeno epoxidase, enzima codificada pelo gene ERG1. O
exemplo mais citado € a terbinafina que ¢ empregada em infec¢des de pele e unha causadas por
Aspergilose, Cromoblastomicose e Esporotricose (KATZUNG, KNUIDERING-HALL,
TREVOR, 2018).

As pirimidinas s3o moléculas menores e formadas por um unico anel de carbono e
nitrogénio que inibem espécies de Candidas, Cryptococcus, Aspergillus e de Torulopsis. A
flucitosina é o antifungico mais conhecido dessa classe e ¢ um inibidor da sintese de 4cidos
nucleicos, RNA ¢ DNA (HOUST, SPiZEK, HAVLICEK, 2020). O mononucleotideo nao
natural ¢ biotransformado a trinucleotideo, sendo incorporado ao RNA do fungo, onde
desorganiza a sintese de acidos nucleicos e proteinas.

As equinocandinas s3o moléculas maiores e incluem a anidulafungina e a caspofungina,
que sdo farmacos peptidico ciclicos (hexapeptidicos) com atomo de N ligadas a suas cadeias.

As cadeias agem como ancoras na membrana celular dos fungos, facilitando a atividade
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(DENNING, 2003). Inibem a sintese da f-(1,3)-D-glucano, enzima codificada pelo gene FKSI1,
induzindo um estresse severo da parede celular e levando a morte do fungo. Sdo fungicidas

contra espécies de Candida e de Aspergillus fumigatus (ROBBINS et al., 2017).

Figura 21. Estruturas dos antifungicos utilizados atualmente.
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Fonte: autora.

Atualmente, ha intimeros relatos na literatura da resisténcia aos antifungicos
convencionais, que podem ocorrer devido a alteragdes na parede celular fiingica, modificagdes
na biossintese de ergosterol e evolucao genética dos fungos (BHATTACHARYA, SAE-TIA,
FRIES, 2020; HOUST et al., 2020; REVIE et al., 2018). Além da resisténcia antifingica, ha
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preocupacao com relacdo aos efeitos adversos apresentada pelo uso prolongado destes
farmacos, podendo causar desconfortos gastrointestinal (nduseas, vomitos, dor, distensdo
abdominal e diarreia), e problemas graves da fun¢do hepatica, fungdo renal e alteragdes na
producdo de células do sangue (HOUST, SPIZEK, HAVLICEK, 2020).

Assim, € necessario desenvolver antifungicos que sejam eficazes, levando em
consideracao a qualidade do sistema imunoldgico dos hospedeiros, nivel de infec¢do e
farmacocinética dos medicamentos. Além disso, os pesquisadores devem buscar por compostos
seguros que apresentem menores efeitos colaterais, que eliminem as células fingicas, sem que
ataque, ou prejudique as células humanas. Uma alternativa, ¢ procurar nas plantas por novos
antifungicos, visto que inimeros compostos promissores como antifungicos foram isolados de
plantas do género Solanum, como S. schimperianum (AL-REHAILY et al., 2013), S. asperum
(PINTO etal., 2011), S. chrysotrichum (HERRERA-ARELLANO et al., 2009) e S. aculeastrum
(KODURU et al., 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar a andlise quimica e avaliar as atividades antifingica e antioxidante das raizes,

galhos e folhas de Solanum subumbellatum.

3.2 Objetivos especificos

e Preparar os extratos das raizes, galhos e folhas e fracdes das raizes externas, a FH-CR,
FD-CR, FAE-CR ¢ a FHM-CR, de S. subumbellatum.

e Avaliar os teores de fenodis, proantocianidinas e flavonoides dos extratos e da FH-CR,
FD-CR, FAE-CR e da FHM-CR

e Realizar o estudo quimico dos extratos e fracdes bioativas de S. subumbellatum por
CLAE-EM-IES.

e Realizar o fracionamento cromatografico da fracdo bioativa visando o isolamento dos
compostos.

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos e fracdes pelo método da capacidade de
absorcao do radical de oxigénio (ORAC) e do 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH?®).

e Realizar a determinagdo estrutural do composto isolado através de métodos de CG -EM e
por RMN de 'H, *C, DEPT 135, RMN por correlagdes HMBC, HSQC, COSY.

e Determinar a atividade antifingica frente a espécies de Candida e Cryptococcus
neoformans dos extratos, das fracdes e composto isolado pelo método da microdiluicdo em

caldo.
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4.1 Solventes e reagentes
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e Os solventes usados para o preparo dos extratos e fragdes, hexano, etanol,

diclorometano e acetato de etila foram adquiridos de marcas diversas: Vetec, Exodo

cientifica, Dindmica e Synth.

¢ O hexano, etanol e o acetato de etila foram destilados para maior grau de pureza.

Os reagentes, marcas € o nimero CAS, dos solventes utilizados nos ensaios estdo na

Tabela 6.
Tabela 6. Reagentes utilizadas no desenvolvimento da pesquisa.

Reagentes Marca CAS
acido galico Vetec Quimica Fina 149-91-7
anisaldeido Vetec Quimica Fina 123-11-5
bicarbonato de sodio Cultilab 144-55-8
Cig silica gel Sorbent Techologies -
catequina Sigma-Aldrich 7295-85-4
cloreto de aluminio Vetec Quimica Fina 7446-70-0
cloroférmio deuterado Combridge Isotope Laboratories | 865-49-6
difenilborato aminoetanol (NP) Sigma-Aldrich 524-95-8
2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) Sigma-Aldrich 1898-66-4
2,6-di-tercbutil-4-metilfenol (BHT) Sigma-Aldrich 128-37-0
Folin Ciocalteau Cromoline 521-24-4
iodeto de potassio Chemicals 7758-05-6
nitrato de bismuto Isofar 1304-85-4
quercetina Arborvita 117-39-5
polietilenoglicol 400 (PEG-400) Vetec Quimica Fina 25322-68-3
sulfato cérico Vetec Quimica Fina 10294-42-5
vanilina Vetec Quimica Fina 121-33-5
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4.2 Instrumentacao

e Banho de aquecimento Fisatom modelo 550.

e Balanga analitica Shimadzu modelo AUW220D;

e Balanga de luz infravermelha Kett modelo FD-600;

e Placa aquecedora Fisatom modelo 550;

e Evaporador rotatorio IKA modelo RV 10;

e Banho de ultra-som Unique modelo USC 750;

e Liofilizador Terroni modelo LS3000;

e (Camara de luz ultravioleta com irradiagdo de luz com A =254 ¢ A = 365 nm;

e Espectrofotometro Thermo Scientific, modelo Genesys 10S.

e Espectrofotometro Molecular Devices, modelo Menlo Park.

e Espectrofotometro BioTek, modelo Epoch.

e Microplacas de 96 pogos Corning Costar Corporation.

e Cromatografo a liquido acoplado a espectrometro de massas de alta resolugdo (CLAE-
EM) Agilent modelo Infinity 1260, acoplada a um espectrometro de massa de alta
resolucgdo tipo Quadrople Q-TOF (Quadrople Time o f Fligth) da marca Agilent, modelo
6520 B com fonte de ionizacdo por electrospray (IES).

e Cromatografo gasoso acoplado a espectrometro de massas (CG-EM) da marca Agilent
Technologies modelo 7890B GC System, modelo 5977B.

e Espectrometro de ressonancia magnética nuclear (RMN) Bruker modelo Ascend ™ 400

Avance 1l HD (9,4 Tesla).

4.3 Técnicas cromatograficas

4.3.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Como fase estaciondria foram utilizadas placas comerciais de silica gel 60 com
indicador de fluorescéncia (A = 254 nm), 0,20 mm de espessura, marca Macherey-Nagel e
modelo Polygram (nimero de referéncia: 805023). Para as visualizagdes das cromatoplacas
foram feitas por nebulizacdo de revelador especifico (item 4.8) ou por inspecdo em radiacao

ultravioleta (A = 254 nm ou A = 366 nm).
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4.3.2 Cromatografia em coluna (CC)

A fase estacionaria para as separagdes cromatograficas em coluna aberta foi de Silica

gel (Si02) para cromatografia (63—200 pum, didmetro de poro 60 A) Sigma-Aldrich.

4.3.3 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

A analise por CG-EM foi realizada no Laboratério de Nanobiotecnologia Prof. Dr. Luiz
Ricardo Goulart Filho, campus Umuarama, em colaboragdo com a Dra. Arlene B. dos S. Nossol.

Foi utilizando um cromatografo a gés acoplado a espectrometro de massas (CG-EM) da
marca Agilent Technologies modelo 7890B GC System/5977B CG-EM, equipado com uma
coluna capilar Agilent 19091S-433 HP-5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). A temperatura do
injetor foi de 274 °C. O gas de arraste utilizado foi hélio de alta pureza a uma taxa de fluxo
constante de 0,9 mL min~'. Foram feitas inje¢des de 1 pL. O detector de massas operou com
energia de impacto de 70 eV e foram registrados os fragmentos de 35 a 550 m/z com uma
contagem de 150 limiar e atraso de solvente de 3 min. O quadrupolo foi mantido a 150 °C com
a fonte de fons a 280 °C. A temperatura do forno foi programada para aquecer de 60 a 246 °C
mantendo a essa temperatura por 30 min. O padrao certificado utilizado foi obtido pela Supelco

(C7-C40 Saturated Alkanes Standard) na concentragido de 1000 pg mL~! em hexano.

4.3.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial

(CLAE-EM)

As andlises por CLAE-EM em alta resolucdo foram realizadas no Laboratdrio
Nanobiotecnologia Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho, campus Umuarama, em colaboracao
com o Dr. Mério M. Martins.

Foi empregado um cromatografo liquido (marca Agilent modelo Infinity 1260)
acoplado a um espectrometro de massas de alta resolugdo tipo Quadrople Q-TOF da marca
Agilent® modelo 6520 B com fonte de ionizacao por electrospray (IES).

Os parametros cromatograficos para analise das fragdes foram: coluna Agilent modelo
Poroshell Cig, 2,1 mm de diametro interno, 10 cm de comprimento, particulas de 2,7 um, a fase
movel: agua dopada com acido formico (0,1% v v!) (A) e metanol (B), com o gradiente: 2%

de B (0 min), 98% de B (0—10 min); 100% de B (10—17 min). Os pardmetros de ionizacao



64

foram: pressdo do nebulizador de 20 psi, gas secante (N2) a 8,0 L min~! a uma temperatura de
220 °C e no capilar foi aplicado uma energia de 4,5 KV.

As andlises de espectrometria de massas sequencial (EM/EM) foram realizadas em
diferentes energias de colisdo para os modos positivo [M + H]" e negativo [M — H]".

Os dados foram analisados utilizando o software Mass Hunter Qualitative (Agilent). O
erro em ppm foi calculado considerando os valores medidos de alta resolucdo de massa e

comparadas com a massa exata, obtida do programa ChemDraw 15.0 com a seguinte equagao:

massa experimental — massa exata P
Erro p,pm = x 10
massa exata

A anotagdo dos compostos foi realizada a partir do estudo dos fragmentos e da massa
de alta resolugao comparando com padrdes de fragmentacdo de compostos conhecidos ja

descritos na literatura.

4.4 Técnica espectroscopica: ressonancia magnética nuclear (RMN)

As analises foram realizadas no laboratorio multiusuario do Instituto de Quimica, da
UFU, campus de Santa Moénica, no espectrometro da marca Bruker modelo Ascend™ 400
Avance III HD (9,2 Tesla) operando em frequéncias de 400 MHz para os nucleos de hidrogénio
e 100 MHz para o carbono. Os experimentos foram realizados a 25 °C, utilizando TMS como
padrdo interno (6tms = 0,00).

Foram realizadas anélises de RMN de 'H e '*C, DEPT 135 (distortionless enhancement
by polarization transfer), COSY (homonuclear correlation spectroscopy, 'H — 'H), HSQC
(heteronuclear single quantum coherence, '"H — 3C) e HMBC (heteronuclear multiplebond

coherence, '"H — 13C).

4.5 Material vegetal

A identificagdo botanica, foi feita pelo Dr. Jodo Renato Stehmann da UFMG, em
seguida foi feita a coleta das raizes, galhos e folhas de S. subumbellatum. O material vegetal foi
coletado na Fazenda Chapadao, Agua Limpa, Patrocinio, Minas Gerais, Brasil (coordenada
geografica: —18°77°78.92°°S, —46°90°12.95”° O) e encaminhadas ao Nucleo de Pesquisas em
Produtos Naturais (NuPPeN) do Instituto de Quimica da UFU, campus Santa Monica. A
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exsicata do espécime foi depositada no Herbario Uberlandense da UFU com numero 73031.
Esta planta foi registrada no Sistema Nacional de Gerenciamento de Recursos Genéticos e

Conhecimento Tradicional Associado para Pesquisa (SYSGEN).

4.6 Preparo dos extratos das raizes, galhos e folhas de S. subumbellatum

Para o preparo dos extratos das raizes, galhos e folhas da S. subumbellatum o material
vegetal foi levado para o NuPPeN. As raizes foram separadas em duas partes: cascas das raizes
e miolo das raizes devido a suas diferencas morfologicas. Apos a separagdo das partes da planta
o material vegetal foi colocado em uma estufa a 35° C, até atingir um teor de umidade inferior
a 10% seguindo o procedimento realizado por Silva et al. (2019) (Tabela 7). Para a
determinagdo do teor de umidade cerca de 1,0 g de material vegetal foi monitorado a 105 °C

por 15 min em uma balanga de luz infravermelha.

Tabela 7. Teor de umidade das cascas das raizes, miolo das raizes, galhos e folhas de S.

subumbellatum.
Parte da planta Teor de umidade (%)
Cascas das raizes (CR) 7,0
Miolo das raizes (MR) 7,5
Galhos (G) 6,0
Folhas (F) 5,5

Ap0s retirar o material vegetal da estufa, folhas e galhos foram triturados utilizando um
liquidificador, enquanto CR e MR foram triturados um moinho de facas. Posteriormente, 1 Kg
de F, G e CR ¢ 400 g do MR foram submetidos a extracdo com hexano (5 x 500,0 mL). O
processo de extracao foi repetido por cinco vezes com intervalo de dois dias (48 h) entre as
extracdes. Ao final do processo de extragdo, o solvente foi evaporado utilizando um evaporador
rotativo sob pressdo reduzida, obtendo assim os extratos hexanicos (EH). Posteriormente, foi
obtido os extratos etandlicos (EE) sendo adicionado etanol (5 x 500,0 mL) ao material
remanescente da extracdo em hexano e repetido o mesmo procedimento por cinco vezes. Apos

a remocao dos solventes, o EE foi congelado e liofilizado para remogao de dgua (Figura 22).
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Figura 22. Fluxograma de preparo dos extratos.

1KgdeF,GeCRe
400 g do MR secos de
S. subumbellatum.

Fonte: a autora.

Macerag¢do em hexano
com intervalo de dois dias
(5 x500,0 mL)

Extratos hexanicos (EH)

Material
remanescente

———>

ﬁsecagem (40° C)

4.7 Extracio liquido-liquido do EE-CR de S. subumbellatum

Maceragdo em etanol
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(5 x500,0 mL)

ﬁ secagem (40° C)

liofilizacao

Extratos etanolicos (EE)

O extrato EE-CR foi dissolvido em 250,0 mL de metanol:dgua (8:2) e submetido ao

fracionamento via extragdo liquido-liquido sequencial com solventes de polaridade crescente:

hexano (5 x 250,0 mL), dicloromentano (5 x 250,0 mL) e acetato de etila (5 x 250,0 mL),

sucessivamente, restando a fracdo hidrometanélica (Figura 23).

Figura 23. Esquema do processo de extracao liquido-liquido do EE-CR de S. subumbellatum.
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4.8 Prospeccio fitoquimica

A prospeccao fitoquimica foi realizada considerando a técnica de cromatografia em
camada delgada (CCD) (NUNES et al., 2016; WAGNER et al., 1996). Os extratos e fracdes
foram solubilizados em metanol (1,0 mg mL™!) e aplicadas em cromatoplacas. Foram
preparadas duas fases moveis, a primeira fase movel foi diclorometano, metanol, hidréxido de
amonio (9: 1: 0,3), e a segunda fase movel foi acetato de etila, acido acético, acido formico,
agua (10: 1: 1: 2,5).

Para as visualizagdes em placas cromatograficas foram preparadas solugdes especificas.

Seguem os reveladores utilizados:
e Detecgdo de compostos fenolicos em geral: solugdo de sulfato cérico
Preparada a partir de 0,7 g de sulfato cérico dissolvida em solucao contendo 20,0 mL de
agua destilada. Apo6s a eluigdo foi borrifado sobre as cromatoplacas solu¢dao aquosa de acido
sulfarico 7% (m v').
e Detecgdo de flavonoides: difenilborato aminoetanol (NP) com polietilenoglicol (PEG):
Solugdo A: solugdo metanélica de difenilborato aminoetanol (NP) 1% (m v!).
Solugdo B: de polietilenoglicol (PEG) 5% (m v').

Solugdo spray: Mistura das solugdes A e B (10:8).

As cromatoplacas foram inspecionadas em camara de luz UV (365 nm).

e Detecgdo de terpenoides, esteroides e saponinas: Liebermann-Burchard e Anisaldeido

v" Liebermann-Burchard:

Reagentes: anidrido acético, 4cido sulftrico concentrado, etanol (5:5:50), sob banho de

gelo. As cromatoplacas foram borrifadas com o revelador e aquecidas a 100 °C por 5 a 10 min.
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v" Anisaldeido:

Reagentes: anisaldeido 5% (v v!): 4cido acético, metanol, 4cido sulfiirico (0,5:10:85:5).

As cromatoplacas foram borrifadas com o revelador e aquecidas a 100 °C por 5 a 10 min.

e Detecgdo de alcaloides: lodocloroplatinato (ICPt) e Dragendorff

v ICPt:

Solugdo A: Solugdo aquosa a 5% (m m™'), de acido hexacloroplatinico (IV).
Solu¢do B: Solucdo aquosa a 10% (m m™!), de iodeto de potassio.

Solugdo spray: Misturar solucdo A, solucao B e dgua (1:9:10).

v Dragendorff:

Solugdo A: 0,8 g de nitrato de bismuto numa mistura de 10,0 mL de 4cido acético e 40,0
mL de agua.

Solugdo B: 8,0 g de iodeto de potassio em 20,0 mL de agua.

Solugao estoque: Misturar A e B (1: 1)

Solugdo spray: Misturar solugdo estoque: acido acético: agua (1: 2: 10).

4.9 Determinacao do teor de fenois totais

Em um tubo (5,0 mL) foram adicionados 0,5 mL de uma solugdo em metanol dos
extratos ou fragdes (500 pg mL), 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu 10% (v v-!) e 2,0
mL de solugdo de carbonato de sddio 7,5% (m v~!). A reacio foi mantida a 50 °C por 5 min, e
a absorbancia foi registrada a 760 nm utilizando um espectrofotometro da marca Genesyis,
modelo 10S UV-Vis. O teor de fendis totais foi expresso em mg de equivalente de acido galico
(EAG) por grama de extrato. Para isso, foi obtida uma curva analitica com solugdes de 4cido

gélico dissolvidas em metanol (5; 10; 20; 40 e 60 ng mL~') (MARTINS et al., 2019).
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4.10 Determinacio do teor de proantocianidinas

Em um tubo (5,0 mL) foram adicionados 2,0 mL de uma solu¢do em metanol dos
extratos ou fragdes (500 pg mL™") e de 3,0 mL de vanilina (5,0 mg mL™") diluida em uma
solucdo de 4cido sulfurico 70% (mm™'). A reagdo foi mantida a 50 °C por 15 min e a
absorbancia foi registrada a 500 nm. O teor de proantocianidinas foi expresso em mg de
equivalente de catequina (EC) por grama de extrato. Para isso, foi obtida uma curva analitica
com solugdes de catequina dissolvidas em metanol (1; 5; 10; 15 e 20 ug mL~") (MARTINS et
al., 2019).

4.11 Determinacao do teor de flavonoides

Em um tubo (5,0 mL) foram adicionados 2,0 mL de uma solu¢do em metanol dos
extratos ou fragdes (500 pg mL1), 1,0 mL de solucdo de cloreto de aluminio 5% (m v~') e 2,0
mL de metanol. A reagdo foi mantida a temperatura ambiente por 30 min e a absorbancia foi
registrada a 425 nm. O teor de flavonoides foi expresso em mg de equivalente de quercetina
(EQ) por grama de extrato. Para isso, foi obtida uma curva analitica com solugdes de quercetina

dissolvidas em metanol (0,5; 1; 5; 10; 15 € 30 pg mL~") (MARTINS et al., 2019).

4.12 Determinacio da atividade antioxidante

Os ensaios da atividade antioxidante foram realizados no laboratério de Bioquimica e
Biologia Molecular do Instituto de Biotecnologia da UFU, com a colaboragdo do professor Dr.
Foued Salmen Espindola. As analises foram feitas pela autora com a supervisao do Dr. Allisson

Benatti Justino.

4.12.1 Método do sequestro do radical DPPH®

O procedimento foi realizado segundo a metodologia proposta por Yildirim, et al.
(2001) utilizando o radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH?®). Os extratos/
fragdes foram diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO). 250 pL de extratos/ fragcdes foram
solubilizadas em 750 pL de solug¢do metanolica de DPPH (0,06 mmol L-!). A mistura contendo

extratos/ fracdes foi incubada a 30° C, na auséncia de luz, por 20 min. A redu¢@o na absorbancia
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da mistura foi medida em espectrofotometro (Molecular Devices, Menlo Park) a 517 nm. O
controle foi realizado substituindo o extrato por metanol e o branco substituindo a solucdo de
DPPH por metanol. O acido ascorbico foi utilizado como controle positivo. Os calculos do

percentual do radical livre foram efetuados a partir da seguinte equagao:

Abs — (Abs — Abs
Atividade antioxidante (%) = controle (A0S amosta branco) x 100

Abs

controle

Onde: Abscontrole € a absorbancia inicial da solu¢ao metanolica de DPPH; AbSamostra € a
absorbancia da mistura reacional (DPPH + amostra) € AbSpranco € @ absorbancia da amostra em
metanol.

Foi plotado um grafico da porcentagem de DPPH sequestrado versus as concentracdes
das amostras nas cubetas ¢ por meio da equagdo de reta foi calculada a concentragdo efetiva
(CEso), que corresponde a concentragdo da amostra necessaria para sequestrar 50% dos radicais
de DPPH. Todas as analises foram realizadas em duplicada com diferentes concentragdes de

cada amostra para a determinagdo dos valores de CEso.

4.12.2 Método do sequestro do radical peroxil (ORAC)

A capacidade antioxidante foi avaliada de acordo com a eficicia de absor¢do dos
radicais de oxigénio (ORAC), do inglés “Oxygen radical absorbance capacity”, considerando
a metodologia descrita por Prior et al. (2003).

Os extratos/fragdes foram diluidos em DMSO na concentragdo de 20 pg mL~!. Todos
os reagentes foram preparados em tampdo fosfato a 75 mmol L™, pH 7,4. Inicialmente, 25 uL
de extrato foram misturados a 150 uL de fluoresceina (0,085 nmol L~') e incubados a
temperatura ambiente por 15 min. Na sequéncia, a reagdo foi iniciada com 30 pL da solucdo de
2,2’-azobis(2-amidinopropano)diidrocloreto (AAPH). A intensidade de fluorescéncia foi
medida a 37 °C em um espectrofluorimetro, com excitagdo a 485 nm e emissao a 528 nm, sendo
verificada a cada 1 min e 30s durante 90 min. O branco foi realizado substituindo os extratos/
fragdes por tampao fosfato. O acido ascorbico foi utilizado como controle positivo. A perda de
fluorescéncia da fluoresceina foi medida utilizando o calculo da drea sob a curva, e a capacidade

antioxidante foi determinada por meio de uma curva analitica construida com éacido 6-hidroxi-
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2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox). Todas as analises foram feitas em triplicata

e os resultados foram expressos como pmol equivalente de Trolox por grama de amostra.

4.13 Determinacao da atividade antifiingica

O ensaio da atividade antifungica foi realizado no Laboratorio de Biologia de Fungos
do Departamento de Microbiologia e Imunologia, da UNESP, campus Botucatu em parceria
com a Dra. Fabiana Furtado com orientacdo do Prof. Dr. Eduardo Bagagli.

Foram utilizados os seguintes microrganismos: Candida krusei (CFP 338), Candida
albicans (CFP65), Candida guilliermondii (ATCC 22017), Candida orthopsilosis (ATCC
96141) e Cryptococcus neoformans (CFP 57). As cepas CFP foram as fornecidas pelo FioCruz,
da Colegao de Fungos Patogénicos.

Para o ajuste do indculo, foram feitas contagens em camara de Neubauer (da marca
Knittel Gléser). Para isso, as leveduras foram previamente cultivadas em agar Sabouraud a 37
°C por 48 horas e C. neoformans a 37 °C por 72 horas, e entdo ressuspendidas em solucao salina
(0,9%). Depois de contagem, os indculos foram ajustados com dilui¢do no meio RPMI-1640
para alcancar uma concentracdo final de 2,5 x 10° leveduras por mL.

O ensaio de microdiluicdo foi realizado como recomendado pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute com algumas adaptagdes (CLSI, 2008a; CLSI, 2008b). Ensaios
foram realizados em microplacas (marca Costar) de 96 pogos com RPMI-1640 suplementado
com glutamina sem bicarbonato de sddio.

Os extratos e fracdes foram dissolvidas em dimetilsulfoxido e uma dilui¢do em série foi
realizada para atingir concentragdes que variam de 2,44 a 5000 ug mL~ ! para as fragdes e 0,17
a 350 ug mL~! para as sub-fragdes e isolado. Apds adigdo dos indculos, as placas foram
incubadas em atmosfera umida, com agitagdo a 37 °C por 48 horas para Candida spp. e 72
horas para C. neoformans. Para o ajuste de inodculo das formas leveduriformes (Candida spp.,
C. neoformans), foram feitas contagens microscopicas com um hematocitometro de contagem
de células (camara de Neubauer, Knittel Gliser) do crescimento inicial no meio RPMI-1640.

O experimento foi realizado em duas vezes e a inibi¢do do crescimento foi determinada
pela medida de turbidez do meio de cultura a 530 nm usando um espectrofotometro (BioTek,
modelo Epoch). Anfotericina B foi usada como controle positivo. Foram feitos controles de

esterilidade do meio, controle do indculo, dos extratos, fracdes e isolado do DMSO (3%).
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4.14 Fracionamento cromatografico da FD das CR de S. subumbellatum

A FD-CR de S. subumbellatum foi uma das fragdes que apresentou melhores resultados
nos ensaios bioldgicos e por isso foi submetida ao fracionamento utilizando em especial as
técnicas de cromatografia em coluna (CC) e cromatografia em camada delgada (CCD). Em
todas as etapas, as fracdes oriundas das separagdes por CC foram analisadas por CCD e
reagrupadas de acordo com a similaridade dos valores do fator de retencdo (Rf). Para
visualiza¢ao dos compostos separados nas cromatoplacas foi utilizada inspe¢ao em camara com
luz ultravioleta (UV 254 e 365 nm) e revelagdo com Liebermann-Burchard, anisaldeido,
iodocloroplatinato (ICPt) e Dragendorft.

A Figura 24 ilustra os procedimentos cromatograficos realizados para obter o composto
isolado. Inicialmente, 3,3 g da FD-CR foi submetida a uma coluna cromatografica denominada
de DCO1, utilizando como fase estacionaria (FE) silica gel (40 — 63 um, diametro do poro 60°,
154,4 g, altura (h) = 40 cm, didmetro (@) = 2,5 cm) e fase movel (FM) uma mistura de
diclorometano, metanol e hidréxido de amoénio (DCM:MeOH:NH4OH) (95:5:0,25) até¢ 100%
MeOH no sistema de gradiente.

Na sequéncia, foi realizada outra coluna com a DC01-2, cuja FE foi -silica gel (63 — 200
um, didmetro do poro 60° 0,4013 g, h =28,5 cm, @ =3,0 cm) e a FM foi DCM:Hexano (2: 1)
gradiente até 100% MeOH. Esta coluna foi nomeada de DCOS.

A DCO05-2 oriunda da DCOS5 foi submetida a CC utilizando como FE: silica gel (63 —
200 pm, didmetro do poro 60°, 0,4013 g, h = 20,0 cm, @ = 3,0 cm) e FM: DCM:MeOH (9:1)
gradiente até 100% MeOH, tal coluna foi denominada de DCO07.

Com a unido das fracdes DC07-1 e DC07-2 foi realizada uma nova coluna denominada
de DCO8, cuja FE foi silica gel (63 — 200 pm, didmetro do poro 60°, 0,4013 g, h= 18,0 cm, @
= 3,0 cm) e a FM foi DCM:MeOH (100:1) gradiente até¢ 100% MeOH. Apoés a inspegao por
CCD, por CG-EM e por RMN conclui-se que a DCO08-5 se trata de um composto isolado.
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Figura 24. Fluxograma do fracionamento da FD das CR de S. subumbellatum.

FD-CR - Coluna DC01
33¢g

FE: silica gel (40 — 63 um, diametro do poro 60°).
FM: DCM:MeOH:NH,OH (9,5:0,5:0,25), gradiente até¢ 100% MeOH.
| | | | | | |
DCOI-1( 15y DCO1-213.55) | DCOI-3337.37, | DCOI-4g)  DCOI-530.45 DCO1-6 4762y DCOI-T (g3 77,
74,0 mg 21,9 mg Llg 576,0 mg 318,1 mg 279,0 mg 904,8 mg

Coluna DCO05
400,0 mg
FE: silica gel (63 — 200 um, didmetro do poro 60°).
FM: DCM:Hexano (2:1) gradiente até 100% MeOH.
| | | | |
DCO05-1 (5-20) DCO05-2 (26-29) DCO05-3 (33-37) DCO05-4 (47-50) DCO05-5 (53-55)
46,9 mg 80,0 mg 83,0 mg 71,0 mg 55,0 mg

Coluna DCO07
75,0 mg

FE: silica gel (63 — 200 um, didmetro do poro 60°).
FM: DCM:MeOH (9:1) gradiente até 100% MeOH.

1
DCO7-1(12)| | DCO7-13) | | DCOT-2¢4) | |DCO7-1 5 49,
10,2 mg 37,8 mg 12,0 mg 14,0 mg
T
Coluna DC08
49,8 mg

FE: silica gel (63 — 200 um, didmetro do poro 60°).
FM: DCM:MeOH (9:1) gradiente até 100% MeOH.
| | | N | |
DCO08-1(1_g) DCO8-2(19-15) DC08-3(19_35) DCO8-4 3,45, | DCOS-5 4675) DC08-6(75_39)
2,1 _ 2,0 m
1,6 mg 1 mg 3,1 mg 3,2 mg 36,7 mg g

COMPOSTO ISOLADO
Fonte: a autora.

4.15 Analise estatistica

Para avaliar estatisticamente os resultados foi utilizado o programa Sigma Plot 14.0. Foi
aplicado o método de Analise de Variancia (ANOVA) e pos-teste de comparagao multipla de

Bonferroni e de Tukey para analisar a semelhanga entre os dados, sendo considerados os valores
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com nivel de significdncia menor ou igual 0,05 (5 %) para denotar diferenca estatistica

significativa.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Obtencao dos extratos e fracoes das cascas das raizes de S. subumbellatum

Para a extragdo dos metabolitos especializados (ME) presentes nas raizes, galhos e
folhas de S. subumbellatum foi considerado o método da maceragdo que ¢ uma técnica simples
e adequada para material vegetal termolabil. O p6 vegetal seco foi colocado em recipiente em
contato com o solvente extrator, fechado e mantido a temperatura ambiente (ABUBAKAR,
HAQUE, 2020). O extrato etandlico (EE) das cascas das raizes (CR) foi obtido em maior
rendimento (Tabela 8).

Uma observagdo interessante ¢ que na medicina popular se faz uso somente das raizes.
No trabalho optou-se por trabalhar também com os galhos e as folhas a fim de discutir o uso
popular, mas tal resultado corrobora com o uso tradicional. Assim, como no uso popular as
raizes passaram por uma técnica de separacao, sendo divididas em cascas das raizes e miolo
das raizes, visto que ela apresenta uma pelicula externa (uma casca) de cor mais amarronzada.

N3o se trabalhou com as flores devido ao baixo rendimento.

Tabela 8. Rendimento dos EH e EE das raizes, galhos e folhas de S. subumbellatum.

Massa da Massa de

Rendimento
Extratos Codigo amostra apos extrato %)
0
secagem (g)  obtida (g)

Extrato hexanico do miolo das raizes = EH-MR 480 1 0,6 0,1

Extrato etanolico do miolo das raizes EE-MR ’ 26,8 5,5

Extrato hexanico das cascas das raizes = EH-CR 13304 2,5 0,2

Extrato etanodlico das cascas das raizes  EE-CR ’ 90,4 6,8

Extrato hexanico dos galhos EH-G 2,7 0,2
1406.,4

Extrato etanolico dos galhos EE-G 16,4 1,2

Extrato hexanico das folhas EH-F 20,5 1,5
1342,7

Extrato etanolico das folhas EE-F 59,7 4.4
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O EE-CR apresentou maior massa, desta forma 45,2 g do EE-CR foi solubilizado em
metanol:dgua (8:2) e fracionado através da extragdo liquido-liquido utilizando solventes de
polaridade crescente: hexano, diclorometano, acetato de etila e ao final da extragao foi obtida a
fragao hidrometandlica (FHM). Pode ser observado na Tabela 9 que a FHM, seguida da fragao
diclorometano foram as fracdes com maior rendimento, o que indica maior concentragdo de

compostos polares.

Tabela 9. Rendimento da extracao liquido-liquido das EE-CR de S. subumbellatum.

Fracao Rendimento (%)
Fracao hexano (FH-CR) 6,4
Fragao diclorometano (FD-CR) 18,8
Fracdo acetato de etila (FAE-CR) 6,6
Fracdo hidrometanolica (FHM-CR) 65,5

5.2 Prospecc¢ao quimica dos extratos e fracoes de S. subumbellatum

Para realizar a prospeccdo quimica das amostras das raizes, galhos e folhas de
S. subumbellatum foi utilizada a técnica de CCD e diferentes reveladores, como descrito no
item 4.8.

O reagente sulfato cérico, Ce(SOa)2, foi empregado na deteccdo de compostos em geral
como os flavonoides, terpenos, esteroides, saponinas e alcaloides. O ion cérico € um forte
agente oxidante e ao reagir com um acido forte (H2SO4) foi possivel detectar a presenga dos
compostos nas amostras por meio da formagdo de manchas de cores cinza e marrom claro
(WAGNER et al., 1996).

Os flavonoides foram identificados utilizando o revelador conhecido como NP/PEG. Os
flavonoides reagem com o difenilborato aminoetanol (Natural Product Reagent A - NP)
formando complexos fluorescentes de cores caracteristicas (alaranjado e amarelo) em A = 365
nm. O polietilenoglicol (PEG) ¢ empregado como intensificador de fluorescéncia. A Figura 25
ilustra ume exemplo da reacao dos flavonoides (no caso a rutina) com o NP (MATTEINI et al.,

2011).
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Figura 25. Reacdo entre a rutina e o reagente difenilborato aminoetanol (NP).
OH

HO OH
< OH

NH2 ph
\ ‘ / Al
B o o O
0/9 Ph o
& OH NP ﬁ\I::]:O\%?Ph OH O > “OH
Y > P2
\\[:::I: o~ Ph

OH HoN-">_-OH

rutina

Nota: Ph = grupo fenila. Fonte: adaptado de Matteini et al. (2011).

Foi possivel identificar terpenos, esteroides e saponinas considerando os reveladores
Liebermann-Buchard e anisaldeido. O revelador de Liebermann-Burchard ¢ utilizado na
identificacao de terpenos, saponinas e para a detec¢ao do colesterol, que apds reacao resulta na
formag¢ao de um composto de coloracdo verde-escura. O colesterol é o percursor de alguns
alcaloides esteroidais, conforme discutido no item 2.2.1 da introdug@o. A Figura 26ilustra um
mecanismo para a reacdo do colesterol com o reagente de Liebermann-Buchard. Em I) ocorre
a sulfonac¢do do colesterol e em seguida a formagao de derivados de sulfato e acetato em varias
posi¢des da cadeia carbdnica, que se rearranjam e formam compostos insaturados. Em II) ¢
proposta a eliminagdo oxidativa do grupo acido sulfénico (—SO3zH), resultando na formagdo de
duplas ligagdes. Estas reagdes ocorrem vdarias vezes até a formacdo de polienos, e

posteriormente a formacao de esteroides aroméaticos (XIONG, WILSON, PANG 2007).
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Figura 26. Reacdo do colesterol com o reagente de Liebermann-Buchard.

| - Sulfonagdo do colesterol

SO;H

SOzH SOzH

Il - Eliminacao oxidativa

+ H2803 H20 + 802

HO H HO

Fonte: adaptado de Xiong, Wilson e Pang (2007).

Ao se utilizar o revelador anisaldeido em meio acido (H2SOs), também foi possivel
detectar terpenos, esteroides e saponinas (SCHOFIELD, MBUGUA, PELL, 2001) devido ao
aparecimento de manchas coloridas (amarelo, verde e violeta).

A coloracao dos compostos pode ser explicada analisando suas estruturas. Compostos
que apresentam um sistema conjugado, que ¢ um sistema formado por ligagdes covalentes com
pelo menos uma ligacao © deslocalizada, resultam em cores intensas (MARTINS et al., 2015).
A luteina, por exemplo, ¢ um tetraterpeno da classe dos carotenoides que apresenta tonalidade
amarelo-limdo. Sua estrutura apresenta além dos anéis ciclohexenol, 10 ligagdes duplas
conjugadas que foram a base dos cromo6foros, que sdo partes que absorvem a luz da molécula e
que pode causar a coloracdo do composto (Figura 27).

Quando uma molécula absorve energia (fo6ton de luz), ocorre a promogao de elétrons do
orbital ligante (HOMO, do inglés highest occupied molecular orbital, orbital de mais alta
energia preenchido) para orbitais antiligantes (LUMO, do inglés lowest unoccupied molecular

orbital, orbital de mais baixa energia desocupado). Tal descolamento eletronico promove a
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liberacdo de energia na forma de luz visivel. A luz liberada em cada caso serd em um
comprimento de onda também diferente, que corresponde a cada cor formada, sendo que
quando maior for o numero de ligagcdes multiplas conjugadas que os compostos contém, maior

serd o comprimento de onda na qual ele absorve a luz (Tabela 10) (MARTINS et al., 2015).

Figura 27. Sistema conjugado na luteina.

HO"

luteina

Nota: A luteina ¢ um antioxidante presente em vegetais verde-escuros como espinafre,
abobrinha, couve-flor, ervilha e brocolis. Fonte: a autora.

Tabela 10. Faixas do espectro visivel.

Cor Comprimento de onda (nm)

Vermelho 625 —740
Laranja 590 — 625
Amarelo 565590
Verde 500 — 565
Ciano 485 -500
Azul 440 — 485
Violeta 380 — 440

Fonte: Martins et al., (2015).

A presenca de alcaloides foi confirmada utilizando os reveladores Dragendorff e
1odocloroplatinato (ICIPt). Com o Dragendorff foi observado o surgimento de manchas de

coloragdo alaranjada, formadas pela complexacdo entre a bismuto e os compostos nitrogenados

(Figura 28) (TANZEY et al., 2020).
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Figura 28. Esquema da formagado do complexo nitrogenado com o bismuto.

O
- 1
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________________________________________________

Fonte: a autora.
Utilizando o relevador ICIPt, foi observado o surgimento de manchas de coloracio
marrom, formadas pela complexacdo entre a platina e os compostos nitrogenados (Figura 29)

(WAGNER et al., 1996).

Figura 29. Esquema da formagao do complexo nitrogenado com a platina.

2_
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cl” | \CI ! complexo visivel - formagao de manchas marrom :
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Fonte: a autora.

Dessa forma, ao analisar as cromatoplacas de CCD e considerando os principios dos
reveladores descrito acima foram observados uma diversidade de classe de ME presentes nos
extratos de S. subumbellatum, como pode ser verificado na Tabela 11. Nas cascas das raizes
(CR) e miolo (MR) foram observado o seguinte perfil: EH-CR foi verificado a presen¢a de
flavonoides; em todas os extratos foram detectados terpenos, esteroides e saponinas € nos
extratos etandlicos de CR e MR foram observados a presenga de alcaloides. Nos galhos foi
observado a presenca de flavonoides no EE; além de terpenos, esteroides e saponinas em ambos
os extratos (EH e EE). E nos extratos das folhas foram detectados flavonoides, terpenos,

esteroides e saponinas. Nao foi observado alcaloides nos extratos dos galhos e folhas.



Tabela 11. Prospec¢do quimica dos extratos de S. subumbellatum.
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Reveladores EH-MR EE-MR EH-CR EE-CR EH-G EE-G EH-F EE-F
Sulfato Cérico? + + + + + + +
NP/PEGP - - + - - + +

Liebermann-

Buchard® * * * * + + +
Anisaldeido® + + + + + + +
ICPT¢ - + - n _ _ _
Dragendorffd — + - + - - _

Nota: *Geral; °Flavonoides; “Terpenos, Esteroides ¢ Saponinas; “Alcaloides.

Foi realizada a extragdo liquido-liquido do EE-CR, pois foi o extrato com maior

rendimento ¢ também apresentou atividade antifiingica contra as espécies de Candida e contra

a Cryptococcus neoformans (item 5.5). Além disso, no mesmo extrato foi verificado a presenga

de alcaloides, moléculas com um amplo espectro de atividades (ADAMSKI et al., 2020). A

Tabela 12 ilustra que em todas as fracdes do EE-CR de S. subumbellatum foram verificados a

presenga de terpenos, esteroides, saponinas e alcaloides, contudo nao foi detectado flavonoides.

Tabela 12. Prospec¢do quimica do EE e fragdes das CR de S. subumbellatum.

Reveladores EE-CR FH-CR FD-CR FAE-CR FHM-CR
Sulfato Cérico® + + + + +
NP/PEG" - - - - _
Liebermann-Buchard® + + + + +
Anisaldeido® + + + + +
ICPT¢ + + + + n
Dragendorff? + + + + +

Nota: *Geral; *Flavonoides; “Terpenos, Esteroides e Saponinas; YAlcaloides.

5.3 Teores de fendis totais, flavonoides e proantocianidinas dos extratos e fracées

Os extratos das raizes, galhos e folhas de S. subumbellatum e todas as fragdes das cascas

das raizes (FH-CR, FD-CR, FAE-CR e FHM-CR) foram analisadas quanto aos teores de fenois
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totais, flavonoides e proantocianidinas, que sdo ME produzidos pelas plantas visando o
crescimento e reproducdo. Se tratam de substincias que possuem anel aromatico com um ou
mais substituintes hidroxilicos (DE LA ROSA et al., 2019). Esses compostos estdo relacionados
a varias atividades, como a antioxidante e a antifingica (ALSEEKH et al., 2018; PONTES et
al., 2019). Assim, a determinacdo de seus teores ¢ relevante e foi realizada considerando
métodos analiticos simples e rapidos, conforme descrito a seguir.

O teor de fenois totais foi quantificado utilizado o reagente de Folin-Ciocalteau que
consiste em uma mistura dos acidos fosfomolibidico (H3PMo012040) e fosfotungstico
(H3PW12040), cuja coloragdo ¢ amarela e os metais estdo no estado de oxidacdo +6. Com a
adi¢do de carbonato de so6dio aquoso o meio ficou basico, ocorrendo uma reagdo de
transferéncia de elétrons. Em seguida, ocorreu uma reacdo de oxirreducdo entre os anions
gerados e o reagente de Folin, no qual os compostos fendlicos presentes nas amostras foram
oxidados ¢ o molibdénio reduzido (com estado de oxidacdo +5), formando complexos de
molibdénio-tungsténio de coloracdo azul e com absorbancia intensa préxima a 760 nm (Figura

30) (MUNTEANU, APETREL 2021; AGBOR, VINSON, DONNELLY, 2021).

Figura 30. Reacdo entre os compostos fendlicos e os derivados dos acidos fosfotingstico e

fosfomolibdico em meio basico.

COOH COO@
Na;COs 2 [PMz" 040l 2 [PM, Mg ™®0] 7 + 2H"

HO OH HO o

OH (6]
anion fenolato

acido galico
M = tungsténio ou molibdénio

Fonte: adaptado de Munteanu; Apetrei (2021).

A quantificag@o do teor de flavonoides se baseia em uma reagdo do cloreto de aluminio
com os flavonoides, formando complexos estdveis (Figura 31). O complexo formado
flavonoide-Al** é estdvel, mostra coloragdo amarela e apresenta absor¢io em comprimento de
onda maior que o flavonoide ndo complexado, assim foi feito o monitoramento dos

descolamentos quimicos a 425 nm (MABRY, MARKHAM, THOMAS, 1970).
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Figura 31. Reagdo de complexacdo da quercetina com o cloreto de aluminio.
Cl
o—Al

cl' cl

quercetina

quercetina-aluminio
(complexo estavel)

Fonte: Mabry, Markham e Thomas (1970).
Para quantificar o teor de proantocianidina, foi considerado o método da vanilina
sulfirica que se baseia na reagdo dos taninos condensados com a vanilina, em meio acido,

formando um composto vermelho cuja intensidade aumenta linearmente a 500 nm (Figura 32)

(SCHOFIELD, MBUGUA, PELL, 2001).

Figura 32. Reacido entre a vanilina a proantocianidina formando um composto vermelho.

vanilina

proantocianidina C1 composto vermelho
(tanino condensado)

Fonte: Schofield, Mbugua e Pell (2001).

A reacao entre a proantocianidina (um tanino catéquino) e a vanilina ocorre inicialmente
com a formag¢do da vanilina acidificada (o eletrofilo- cation oxonio). Em seguida, o cation
oxOnio admite o par de elétrons do nucledfilo (catequina) por meio de uma reagdo de
substitui¢do eletrofilica aromatica. Na sequéncia, a protona¢cdo de um grupo hidroxila leva a
eliminagdo da dgua e a formacao de cation oxdnio altamente reativo. E por fim, ha formagao de

um complexo vermelho através da eliminag¢do de um préton do cation. A substituig¢do ird ocorrer
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preferencialmente no C-6, pois este ¢ o unico C que ¢ ativado duplamente por estar em orto em
relacdo as duas hidroxilas dos carbonos C5 e C7 e na posi¢ao para em relagdo ao oxigénio do

anel diidropirano (SOUSA, 2015). O mecanismo encontra-se na Figura 33.

Figura 33. Mecanismo da reagdo entre a vanilina ¢ um mondmero do tanino catéquico.
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Fonte: adaptado de Sousa (2015).

Os teores de fendis totais, flavonoides e proantocianidinas, foram calculados a partir de
equagoes da reta da curva analitica construida com acido galico (y= 0,0163x + 0,0236; R =
0,9901); com a quercetina (y= 0,0309x + 0,0082; R = 0,9925) e com a catequina (y= 0,0163x

+0,00236; R = 0,9901), respectivamente. Os resultados estdo expressos em mg de equivalente
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de 4cido galico (EAG), catequina (EC) ou quercetina (EQ) por g de extrato. Quanto maior este
valor, maior a concentra¢cdo de compostos presentes nas amostras.
O EE-CR, o EE-F e o EH-F apresentaram maiores teores de fenois totais, flavonoides e

de proantocianidinas, respectivamente (Tabela 13).

Tabela 13. Teores de fenois totais, flavonoides e proantocianidinas dos extratos de

S. subumbellatum.

Fenois totais Flavonoides Proantocianidinas
Amostras
(mg EAG g™) (mg EQ g™ (mg EC g™)
EH-MR 14,4 +0,2%¢ 3,2+ 0,02 47,7 + 1,22
EE-MR 75,8 + 1,42 4,6+0,1 6,4+0,1°
EH-CR 14,0 +0,8¢ 3,6 £0,12 32,9+0,5
EE-CR 79,7 + 2,3 4,7+0,3° 7,1+1,8°
EH-G 18,4 +0,6° 12,3+0,3 44 4 + 3,5°
EE-G 69,4+ 0,8 16,9 +0,2 222+ 1,4
EH-F 31,3+0,3 28,6 +0,6 64,1 +1,2
EE-F 76,9 +2,2° 78,1 +£0,7 43,0 +0,5%

Nota: Letras iguais na mesma coluna apresentaram semelhanca estatistica significativa
(p <0,05). EAG - Acido galico, EC - catequina, EQ - quercetina.

Ao se comparar os resultados dos EE da S. subumbellatum com EE da S. nigrum (Tabela
14), podem ser feitas as seguintes observagdes: os EE das raizes de S. subumbellatum
apresentaram maior teor de flavonoides e menores teores de fendis totais e proantoancinidinas
em relacdo ao EE da S. nigrum. Para os extratos dos galhos e também para as folhas foram
verificados que a S. subumbellatum apresentou maiores teores de flavonoide e menores teores

de fendis totais e proantoancinidinas (GBADAMOSI; AFOLAYAN, 2016).



85

Tabela 14. Comparagdo dos teores de fendis totais, flavonoides e proantocianidinas dos

extratos etanolicos de S. subumbellatum e de S. nigrum.

Fenois totais Flavonoides Proantocianidinas

Plantas Amostras
(mg EAGg') (mgEQg™) (mg EC g™)
EE-MR 75,8+ 1,4 4,6 +0,1 6,4+0,1
S. subumbellatum
EE-CR 79,7+23 4,7+£03 7,1 +1,8
S. nigrum EE- RAIZ 307,2 £13.,1 1,9+ 0,0 92,6 +4,9
S. subumbellatum EE-G 69,4 +£0,8 16,9 +£0,2 222+1,4
S. nigrum EE-G 242,2 + 0,6 1,9+0,2 183,1 + 8,4
S. subumbellatum EE-F 769 +2,2 78,1 +£0,7 43,0+0,5
S. nigrum EE-F 233,1+2.4 2,3+0,5 186,2 + 11,3

Fonte: a autora; Gbadamosi e Afolayan (2016).

Entre as fragoes obtidas da extragdo liquido-liquido com a FAE-CR seguido da FD-CR
foram a que apresentaram maiores teores de fenois, FD-CR apresentou maior concentragdes de

flavonoides ¢ a FH-CR apresentou a maior concentragao de proantocianidinas (Tabela 15).

Tabela 15. Teores de fenois totais, flavonoides e proantocianidinas dos extratos e fragdes das

CR de S. subumbellatum.

Fenois totais Flavonoides Proantocianidinas
Amostras
(mg EAG g™) (mg EQ g™) (mg ECg™)
EH 14,0+0,8 3,6 £0,1%° 329+0,5
EE 79,7+23 4,7+0,3 7,1 +1,8
FH-CR 31,7+ 0,44 4,0+0,12 26,5+0,7
FD-CR 103,4+ 1,1 5,6 0,1 154+0,5
FAE-CR 137,6 £5,3 3,3+0,1° 1,0+04
FHM-CR 66,2 +0,3 3,7+ 0,2%P 7,3 +0,3?

Nota: Letras iguais na mesma coluna apresentaram semelhanca estatistica significativa
(p <0,05).

5.4 Determinacao da atividade antioxidante

Nas tltimas décadas, houve um interesse crescente nos estudos acerca dos antioxidantes

de alimentos e dietas devido as implicacdes dos radicais livres de oxigénio no desenvolvimento



86

de doencas cardiovasculares, neurodegenerativas, envelhecimento e cancer. Com este
propdsito, muitos procedimentos foram propostos para testar a capacidade antioxidante
(GULCIN, 2020). Nesse trabalho foram considerados dois ensaios in vitro: o método do
sequestro do DPPH® e o método da capacidade de absorg¢ao do radical de oxigénio (ORAC).

O método do sequestro do DPPH ¢ baseado na medida do consumo do radical pelos
compostos presentes nos extratos ou fragdes. Esses compostos atuam como espécies inibitorias
de radicais devido a estabilizacdo por ressonancia dos radicais fenoxil (FOTI, 2015).

Durante a reagdo dos extratos e fragdoes com o DPPH?® foi observado um acentuado
descoloramento das solugdes. Quando a solugdo de DPPH® (de cor roxo) foi misturada com
uma molécula antioxidante (AH), ocorreu a doagdo de um atomo de hidrogénio, e deu origem
a forma reduzida 2,2-difenilpicrilidrazina (de cor amarelo) (DPPH-H). A absorbancia foi
medida em um espectrofotometro em 517 nm, comprimento de onda no qual esse radical
apresenta maximo de absor¢do e o DPPH-H apresenta minimo de absor¢ao (Figura 34) (FOTI,

2015).

Figura 34. Rea¢do do DPPH® com a eliminagdo por um antioxidante (AH).
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Fonte: adaptado de Gulcin (2020).

O método ORAC ¢ baseado na inibigdo da oxidagdo pelo radical peroxil (ROO?®)
iniciada pela decomposic¢do térmica de 2,20-azobis-(2-amidino-propano) dicloridrato (AAPH).
A fluoresceina ¢ utilizada como sonda fluorescente, e a perda de sua fluorescéncia ¢ avaliada
ao longo do tempo, na auséncia e presenga de antioxidante. Em suma, o método do ORAC mede
a capacidade dos antioxidantes em reagir com o ROQO?® inibindo a perda da intensidade da
fluoresceina e assim, atuar protegendo os danos oxidativos (ALVES et al., 2010). A reagao do
radical peroxil com o antioxidante ocorre através do mecanismo de transferéncia de atomos de

hidrogénio (HAT) (do inglés “hydrogen atom transfer’), em que o ROO® abstrai um atomo de
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hidrogénio do antioxidante (ArOH) formando um radical antioxidante estavel (ArOe) (APAK
et al., 2013; SCHAICH et al., 2015). A Figura 35 ilustra um diagrama da reagdo do AAPH

durante o teste com o ORAC.

Figura 35. Reacdo do radical AAPH durante o ensaio com o ORAC.
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(perda de fluorescéncia)

Nota: FLH = fluoresceina; ArOH = fenol. Fonte: adaptado de SCHAICH et al. (2015).

Os antioxidantes podem reagir com os radicais livres por dois mecanismos diferentes
que podem ocorrer simultaneamente. O mecanismo da reacdo pode depender da estrutura,
solubilidade do antioxidante, do coeficiente de particdo e da polaridade do solvente (FOTI,
2015). O mecanismo DPPH® ocorre por transferéncia de elétron (SPLET) (do inglés “sequential
proton loss electron transfer”), enquanto o mecanismo ORAC ocorre por transferéncia de
atomos de hidrogénio (HAT) (LIU, 2010; SCHAICH et al., 2015).

Sendo que no SPLET um ou mais elétrons sdo transferidos para reduzir o radical alvo:

ROO + AH/ArOH — ROO~ + AH*/ArOH* i A /Ar — 0+ H;07
ROO~ + H;0* - ROOH + H,0
M(III) + AH/ArOH - AH* /ArOH* + M(II)
E no mecanismo por HAT o hidrogénio ¢ transferido para o radical alvo. Conforme as
reagoes abaixo:
ROO + AH/ArOH — ROOH + A /Ar — 0
ROO + A - ROOA
Onde: AH ¢ qualquer antioxidante com hidrogénio doavel, ArOH ¢ fenol ou polifenol,

e M é o metal redox-ativo.
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A Figura 36 ilustra um esquema resumido do mecanismo de reagdo entre o radical DPPH

e os compostos fenolicos.

Figura 36. Reacgdo entre o radical DPPH e os compostos fendlicos.
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Nota: ArOH = fenol. Fonte: adaptado de Liu (2010).

Como controle positivo foi considerado o acido ascorbico (vitamina C) que ¢ um
poderoso antioxidante, pois se trata de um agente redutor eficaz e se comporta como um acido
carboxilico, onde os elétrons na liga¢ao dupla, o par isolado do grupo hidroxila e a ligagdo dupla
da carbonila formam um sistema conjugado formado estruturas de ressonédncia estaveis
(GULCIN, 2020). Os produtos da oxidacdo do ascorbato por um elétron (e”) forma o radical
ascorbila, que ao ser oxidado novamente, gera o 4cido desidroascorbico (Figura 37). O radical
ascorbila, ¢ relativamente nao reativo, quando comparado a outros radicais livres, tal
propriedade torna o acido ascorbico um 6timo antioxidante, capaz de eliminar os radicais livres

e de formar um radical de reatividade baixa (CERQUEIRA et al., 2007).

Figura 37. Mecanismo da a¢do antioxidante do &cido ascorbico.
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Fonte: Cerqueira et al. (2007).

No método do DPPH® o potencial antioxidante foi expresso em CEso. O CEsg
corresponde a concentracdo eficiente de amostra necessaria para reagir com 50% de DPPH®
assim, quanto menor esse valor, maior a atividade antioxidante. No método do ORAC os
resultados foram expressos em pmol de equivalente do antioxidante trolox por grama de extrato

ou parti¢do (umol trolox eq g~' amostra) assim, quanto maior o valor maior é a atividade
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antioxidante.

Os resultados das atividades antioxidantes dos extratos estdo na Tabela 16. O EE-F e
EE-MR foram os extratos com menores valores de CEso respectivamente, assim melhor
atividade antioxidante em relacdo aos demais extratos. Ao analisar o ensaio pelo método do
ORAC foi observado que os extratos: EE-MR; EE-CR; EE-G e EE-F obtiveram valores

maiores do que o controle positivo (acido ascorbico).

Tabela 16. Atividade antioxidante dos EH e EE de S. subumbellatum.

DDPH ORAC
Amostras
CEsopg mL™! umol trolox eq g~!

EH-MR >200? 2002,5+110,4
EE-MR 81,7+ 11,0 3870,3 +31,0°
EH-CR > 200? 1972,5 + 102,2°
EE-CR 309,7 +33,5 3879,15 £ 65,9?
EH-G >200° 1766,9 + 153,5°
EE-G 164,6 £ 17,0 3814,7 £ 127,7
EH-F >200? 1154,7 £ 25,2
EE-F 42,5 £7,5 3769,1 + 147,3*
acido ascorbico 41+1,.2 2576,0 £ 109,0

Nota: Letras iguais na mesma coluna apresentaram semelhanca estatistica significativa.
(p <0,05).

O estudo sobre a atividade antioxidante de outras espécies de Solanum tem sido alvo de
alguns pesquisadores. Os extratos de S. subumbellatum, apresentaram valores de CEso
promissores em relagdo aos valores de CEso de extratos de folhas de S. anguivi (208,5 + 5,6 pg
mL) e de extratos de folhas de S. sisymbrifolium (406,6 + 59,5 ng mL™') (HANMANTRAO,
BADAMI, SEKAR, 2008).

Entre as fracdes do EE-CR, a FAE-CR apresentou menor CEso, mostrando uma atividade
antioxidante. Seguindo de uma atividade para a FD-CR. Isso foi observado no ensaio do ORAC
a FAE-CR e a FD-CR obtiveram valores maiores do que o acido ascoérbico (Tabela 17). Tais
resultados corroboram com os mostrados na quantificacao dos teores de fenois totais, uma vez

que FAE-CR e a FD-CR apresentaram as maiores concentragoes.
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Tabela 17. Atividade antioxidante dos extratos e fracdes das CR de S. subumbellatum.

DDPH ORAC
Amostras

CEsopg mL™! nmol trolox eq g™!

EH >200° 1972,5 + 102,2°

EE 309,7 + 33,5 3879,15 + 65,9*
FH-CR > 2002 2619,152 + 414,65

FD-CR 82,8+17,2 3920,3 +27,1%

FAE-CR 32,5+5,4 3862,5 +98,6*

FHM-CR 116,2 +24,3 3858,04 + 49,12

acido ascorbico 41412 2576,0 + 109,0°

Nota: Letras iguais na mesma coluna apresentaram semelhanga estatistica significativa.
(p <0,05).

5.5 Atividade antifingica

A atividade antifingica foi expressa pelo valor da concentragdo inibitdéria minima
(CIM), que corresponde a minima concentracao de amostra necessaria para inibir o crescimento
microbiano.

Nesse método, ¢ utilizado a resazurina como agente revelador das cromatoplacas. A
resazurina atua como aceptor de elétrons, mudando de cor na presenca da enzima desidrogenase
ativa. Na forma oxidada a resazurina de coloragdo azul representa auséncia de crescimento,
enquanto que na forma reduzida de coloracdo rosa € interpretada como presenca de crescimento

de levedura (Figura 38) (ELSHIKH et al., 2016).

Figura 38. Reacdo quimica de reducdo da resazurina para resorufina.
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Fonte: adaptado de Elshikh et al. (2016).

A avaliagdo da atividade antifungica foi realizada considerando leveduras do género

Candida que estdao entre os dez primeiros patdgenos que causam mais infecgdes da corrente
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sanguinea ¢ foi realizado com o fungo Cryptococcus neoformans, principal causador da
criptococose (HOLE, WORMLEY, 2016; SEYOUM, BITEW, MIHRET, 2020).

De acordo com Kuete (2010) valores CIM abaixo de 100 pg mL~! sdo considerados
significantes para a atividade antifungica; entre 100 e 625 pg mL~! sdo considerados moderados
e superior a 625 ug mL~! sdo considerados fraco.

A Tabela 18 ilustra os resultados obtidos de CIM dos extratos e a anfotericina B foi
utilizada como controle positivo. Em relacao aos extratos das cascas das raizes, o EH-CR
apresentou atividade fraca para todas as leveduras testadas e o EE-CR apresentou atividade
moderada, para Candida albicans, C. guilliermondii, C. orthopsilosis ¢ Cryptococcus
neoformans. Entre os extratos do miolo das raizes, o EH-MR apresentou atividade moderada
frente a C. neoformans e o EE-MR apresentou atividade moderada frente a C. krusei e C.
orthopsilosis. Com os extratos dos galhos, foi observado que a EE-G apresentou atividade fraca
para todas as leveduras avaliadas e o EE-G apresentou atividade moderada para C.
orthopsilosis. Para os extratos das folhas, o EH-F e o EE-F, foi observado atividade fraca para

os fungos testados.

Tabela 18. CIM (ug mL™") da atividade antifungica dos EH e EE da S. subumbellatum.

Leveduras EH-CR* EE-CR* EH-MR* EE-MR* EH-G* EE-G* EH-F* EE-F* A.

Candida krusei 2500 >5000 625 312,5 >5000 1250 5000 2500 1,0
C. albicans >5000 625 5000 5000 >5000 5000 >5000 5000 0,5
C. guilliermondii ~ >5000 312,5 625 1250 >5000 2500 5000 >5000 0,5
C. orthopsilosis 2500 312,5 625 312,5 >5000  312,5 5000 5000 0,5
Cryptococcus
2500 156,2 312,5 2500 >5000 2500 5000 5000 0,5
neoformans

Nota: *Estudo estatistico: mostrou os extratos sdo igualmente ativos frente aos microrganismos.
A = Anfotericina B, controle positivo.

Foi observado um valor moderado de CIM para C. albicans do EE-CR da S.
sulumbelatum. O EE de outras espécies do género Solanum também foram avaliadas contra C.

albicans (Tabela 19) sendo que a S. coagulans apresentou menor CIM (400 pg mL~!, valor

considerado moderado) (ALAJMI et al., 2018; KUETE, 2010).
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Tabela 19. CIM da atividade antifingica do EE de espécies do género Solanum.

EE de Solanum C. albicans (CIM pg mL™)
S. sulumbelatum 625
S. schimperianum > 3200
S. villosum > 3200
S. coagulans 400
S. glabratum 800
S. incanum 800
S. nigrum 800

Entre as fragdes do EE-CR, FD-CR ¢ a FHM-CR apresentaram valores de CIM abaixo
de 100 pgmL~" frente a C. albicans (CIM = 19,5 pg mL™") e frente a Cryptococcus neoformans
(CIM = 78,1 ug mL™"), respetivamente (Tabela 20), indicando promissoras atividades

antifungicas.

Tabela 20. CIM (ug mL™!) dos extratos e fragdes das CR de S. subumbellatum.

FHM-
Leveduras EH? EE* FH-CR* FD-CR" FAE-CR? CR® A
Candida krusei 2500  >5000 >5000 625 1250 312,5 1,0
C. albicans >5000 625 >5000 19,5 1250 312,5 0,5
C. guilliermondii  >5000 312,5 >5000 156,2 1250 156,2 0,5
C. orthopsilosis 2500  312,5 >5000 156,2 625 312,5 0,5
Cryptococcus
2500  156,2 1250 156,2 625 78,1 0,5
neoformans

Nota: A estatistica mostrou que a FD-CR e a FHM-CR (b) s2o fra¢des igualmente ativas frente
aos microrganismos; as demais foram consideradas iguais com relagdo a atividade, sendo
igualmente menos ativas (a). A = Anfotericina B, controle positivo.

A FD-CR da S. subumbellatum, por exemplo, apresentou boa atividade antifingica
frente a C. albicans (CIM = 19,5 ng mL~') em comparacdo com as FD da S. deflexiflorum e da
S. sycophanta, cujo CIM para C. albicans foi igual a 620 e 2.500 ng mL~!, respectivamente
(NINO et al., 2006).
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5.6 Anotacio dos metabdlitos especializados da FD, FAE e FHM das cascas das raizes de

S. subumbellatum.

As fragOes das cascas das raizes FD-CR, FAE-CR e a FHM-CR foram selecionadas
nesta etapa, pois se destacaram nos ensaios realizados. Como discutido acima no item 5.3 no
ensaio do ORAC foi observado que a FAE-CR (3862,5 + 98,6 umol trolox eq g7!) e a FD-CR
(3920,3 + 27,1 umol trolox eq g~'") apresentaram resultados superiores ao controle positivo
4cido ascorbico (2576,0 £ 109,0 pmol trolox eq g') e no método DPPH® a FAE-CR apresentou
maior atividade antioxidante (CEso =32,5 + 5,4 pg mL~!) em relagdo ao controle positivo acido
ascorbico (CEso =4,1 = 1,2 ug mL™"). No ensaio antifiingico (item 5.4) foi observado que
FD- CR apresentou atividade antifungica significativa contra Candida albicans (CIM = 19,5 ng
mL™1), além de atividade moderada para os demais fungos analisados, com CIM entre 156,2 pg
mL™! e 625,0 ug mL™!, sendo FHM-CR a mais ativa contra a Cryptococcus neoformans (CIM
= 78,0 ug mL™"), conforme os pardmetros propostos por Kuete (2010).

Assim, a FD-CR, FAE-CR e a FHM-CR foram submetidas a cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM) com ionizagdo por eletrospray
(IES). A EM-IES ¢ uma andlise de fingerprint ou “impressao digital” quimica, que permite
avaliar de forma répida um grande nimero de metabolitos de extratos de origem natural. A
andlise por infusdo direta como fonte de ionizacdo por eletrospray (IES) é uma técnica de
caracterizagdo para a analise de produtos quimicos oriundos de misturas complexas, devido a
sua capacidade inigualavel de separar por massa e carga (m/z), detectar, contar e caracterizar
moléculas de varios tipos, composi¢des e tamanhos, desde compostos maiores até¢ moléculas de
baixo peso molecular (< 1000 Da). Nos tltimos anos o uso desse método e as publicagdes de
artigos ilustrando a impressao digital de matrizes naturais aumentou muito, e através de um
estudo de comparacao de tais dados € possivel determinar de forma qualitativa confiavel a
composi¢dao quimica da (s) amostra (s) de interesse (CABRAL et al., 2013; DETTMER et al.,
2007).

Além disso, essa técnica de IES apresenta sitios dcidos ou basico, visto que a ionizagao
¢ obtida pela desprotona¢do [M—H] ou protonagdo [M+H]" dos compostos. No trabalho foi
considerado os dois modos de leitura de ions, negativo e positivo. De acordo com Rijke et al.,
(2006) na analise no modo negativo os ions gerados incluem aqueles formados pela perda de

um proton (deprotonacdo), [M—H]™ e fornece a melhor sensibilidade, contudo, o0 modo positivo
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também deve ser analisado uma vez que informagdes complementares Uteis sdo obtidas
frequentemente em estudos relacionados com a anotag¢do de compostos desconhecidos.

A Tabela 21 resume os tempos de retencao (zr), as massas em alta resolugdo [M — H]™
e [M + H], as formulas moleculares, os erros (ppm) entre os valores tedricos € medidos, os
principais e mais importantes ions fragmentos EM? e os compostos anotados. Os espectros
EM/EM dos compostos ndo detectados (n.d.) encontram-se no Apéndice. Os cromatogramas
no modo negativo e no modo positivo estdo ilustrados nas Figura 39 e na Figura 40. As

formulas estruturais dos compostos anotados se encontram na Figura 41.
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Figura 39. Cromatogramas obtidos por CLAE-EM-IES no modo negativo da FD-CR, FAE-CR e FHM-CR.
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Figura 40. Cromatogramas obtidos por CLAE-EM-IES no modo positivo da FD-CR, FAE-CR ¢ FHM-CR.
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Tabela 21. Proposta da composigdo quimica FD?, da FAEP e da FHM® do EE-CR de S. subumbellatum por CLAE-ME/ME-IES-(—/+) (continua).

Erro (A)
R (m/f) (m/7) Fragmentos Formula
(ppm) Anotacio Referéncias
minp [M-H]- [M+H]* ) EM/EM - /+ molecular
-+
(BENDER et al.,
3,87  353,0883 - 1,4 191, 179, 135 Ci6H1309  acido 5-O-cafeoilquinico®P 2018; GOBBO-
NETO, LOPES, 2008)
356, 328, 308, 277,
421 - 3742815 — — n.d.? —
190, 159, 138, 114
. (SINOSAKI et al,
4,11 179,0352 - 1,1 135 CoHgOg4 4cido cafeico®®
2020)
(GOBBO-NETO,
4,77  367,1038 - 0,8 191, 173 Ci7H2009  4cido 4-O-feruloilquinico®¢ LOPES, 2008; GU et
al., 2012)
316, 275, 233, 178,
5,48 - 358,2855 — — n.d.? —
138
623, 581, 499, 443,
428, 377, 290, 255,
5,62 667,1884 - — — n.d.asbse —

290, 223, 205,
109

167,
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Tabela 21. Proposta da composic¢io quimica FD?, da FAE® e da FHMC do EE-CR de S. subumbellatum por CLAE-MS/MS-IES-(—/+) (continua).

Erro (A)
R (m/7) (m/z) Fragmentos EM/EM Férmula
(ppm) Anotacio Referéncias
miny [M—-H]” [M + H]* ) - /+ molecular
-+
(SINOSAKI et al,
6,08  193,0504 - -1,0 178,149, 134 CioH1004  4cido fertlico P
2020)
525, 397, 335, 277,
6,87  599,1457 - - - n.d. bse -
223,123
(HAMDAN et al,
7,18  207,0664 209,0811 0,5/1,4 179,135/ 163, 145 C11H1204  cafeato de etila® 2021; RUAN et al.,
2019)
(25R)-3p-amino-furost-5-eno-
(GAZOLLA et al.,
576, 397, 379, 283, C33HssNO 22a, 26-diol-O-(26)-f-D-
7,27 - 594,4010 1,6 2019; SILVA et al.,
253 8 Gli (fatimagraino) ou isdmero
2020)
asbsc
299, 281, 255, 239,
7,69 - 316,2646 - 225, 211, 199, 177, - n.d.? -
161, 145, 135, 121
(25R)-3p-amino-5a-furostano- (GAZOLLA et al,
578, 561, 399, 381, Cs33Hs7NO
7,89 - 596,4171 2,3 220, 26-diol-O-(26)-4-D-Gli 2019; SILVA et al.,

285, 255

8

(jurubina)?bs

2020)
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Tabela 21. Proposta da composi¢do quimica FD?, da FAEP e da FHM® do EE-CR de S. subumbellatum por CLAE-MS/MS-IES-(—/+) (continua).

Erro (A)
R (m/f) (m/7) Fragmentos Formula
(ppm) Anotacio Referéncias
minp [M-H]- [M+H]* ) EM/EM - /+ molecular
-+
594, 550, 449, 410,
7,92  640,4063 - - - n.d. b -
379, 209, 170, 101
206,177,162, 53, 149,
8,07 - 223,0969 - 145 135, 122, 117, - n.d.? -
114, 107
3-amino-hidroxi-desidro-
592, 556, 508, 430, Ci3sHeoNO
8,22 - 610,4319 -0,8 B furostan-22-ol-0O-(26)-4-D-Gli (SILVA et al., 2020)
299 8 asbsc
(25R)-3B-amino-furost-22-en, (GAZOLLA et al,
561, 399, 381, 339, Cs3HssNO
8,56 - 578,4052 0,2 585, 55 26-0l-0-(26)-4-D-Gli 2019; SILVA et al.,
) 7
(batachariaino) ou isdbmero #P¢  2020)
430, 399, 381, 357,
9,23 - 448,3431 - 289, 255, 231, 169, - n.d.»P -
149, 121
415, 397, 379, 271, Cy7H4sNO  3-aminospirostan-6-ol (GAZOLLA et al,
9,32 - 432,3480 1,8 o
253 3 (isojuripidina)®P 2019)
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Tabela 21. Proposta da composicio quimica FD?, da FAE®e da FHM® do EE-CR de S. subumbellatum por CLAE-MS/MS-IES-(—/+) (conclusio).

Erro (A)
R (m/7) (m/z) Fragmentos Féormula
(ppm) Anotacao Referéncias
min) [M-—-H]" [M + H]* ) EM/EM - /+ molecular
-+
(GAZOLLA et al,
576, 490, 448, 414, Cs3HssNO
9,47 - 594,4006 1,0 fatimagraino ou isdmero %P:¢ 2019; SILVA et al,
397, 253 8
2020)
(GAZOLLA et al,
561, 432, 397, 379, Cs3HssNO o _
9,57 - 578,4069 3,1 555 batachariaino ou isdmero b 2019; SILVA et al.,
7
2020)
C27H4sNO  3-aminospirostano (GAZOLLA et al.,
9,69 - 416,3530 0,7 399, 381, 285, 255
2 (jurubidina)®P 2019)
(GAZOLLA et al,
C27H4sNO
10,02 - 416,3525 0,2 399, 381, 285, 255 isomero da jurubidina® 2019; SILVA et al,

2

2020)

Nota: Tr: Tempo de retengdo (mim); n.d. = ndo detectado. *Fracio diclorometano do extrato etandlico das cascas das raizes (FD-CR). °Fragdo
acetato de etila do extrato etandlico das cascas das raizes (FAE-CR). ‘Fracdo hidrometanolica do extrato etanolico das cascas das raizes
(FHM-CR).



101

Figura 41. Compostos anotados por CLAE-EM/EM-IES-(—/+).
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No modo negativo, foram anotados acidos clorogénicos que sdo formados pela
esterificacao do 4cido quinico com os derivados do acido cinamico (4cidos cafeico, fertulico, p-
cumarico ou sinaptico). Podem ser classificados de acordo com o tipo, numero e posi¢ao dos
residuos acila: mono ésteres (acidos cafeiolquinicos e feruloilquinicos); di, tri e tetra ésteres
(CLIFFORD et al., 2017).

Os acidos clorogénicos estdo presentes nas plantas em quantidades significativas na
parede celular e sao metabolitos formados a partir de um conjunto de reagdes quimicas que
ocorre continuamente em cada célula. A presenca de enzimas especificas garante certa direcao
a essas reagoes, estabelecendo o que se denomina de rotas metabdlicas. Conhecer as rotas
biossintéticas ¢ importante para aperfeicoar a produgdo dos compostos de interesse industrial e
aprimorar as técnicas de controle de qualidade de fitoterapicos (LIMA, 2016).

Dessa forma, a Figura 42 ilustra um esquema de biossintese dos acidos anotados que
sdo formados por meio da via do acido chiquimico (CLIFFORD et al., 2017; KOSHIRO et al.,
2007). Inicialmente, ocorre a formacdo dos aminoacidos aromaticos fenilalanina e tirosina. A
fenilalanina ¢ convertida no acido cinamico por meio da catalise por fenilalanina amdnia-liase
(PAL), com a eliminacdo do grupo NHs. E a tirosina ¢ ativada a 4cido cindmico através da
tirosina amonia-liase (TAL) com a eliminagdo do grupo NH3s.

Na sequéncia o &cido p-cumarico ¢ formado pela enzima cinamato 4-hidroxilase (C4H)
e posteriormente ira sofrer uma hidroxila¢do na posigdo 3 pela p-cumaroil 3-hidroxilase (C3H)
e formar o 4cido cafeico. O 4cido cafeico, por sua vez, ird formar o acido 5-O-cafeoilquinico
pela esterificagdo com o 4cido quinico sendo que a enzima hidroxicinamoil CoA:quinato
hidroxicinamoil transferase (CQT) estd envolvida na reacdo. Através da enzima O-
metiltransferase (OMT) o acido cafeico sofre uma metilagdo na hidroxila de posi¢cdo 3 para
produzir o &cido fertlico. O 4cido ferulico ird formar o 4cido 4-O-feruloilquinico pela
esterificacdo do 4cido quinico e a CQT serd a enzima envolvida. O 4cido fertlico ird formar
também o cafeato de etila ativado pela enzima OMT.

O 4cido cafeico também ira formar o cafeato de etila. Lee et al. (2021) apresentaram a
biossintese do cafeato de etila que foi sintetizado considerando as enzimas tirosina amonia-liase
(TAL) e o acido p-cumarico que foram introduzidos em Escherichia coli (bactéria gram
negativa) juntamente com 4-coumaroil CoA ligase (4CL) e acil transferase (AtCAT), clonadas
de Arabidopsis thaliana (planta da familia Brassicaceae). A sintese foi finalizada na presenca

de etanol obtendo o cafeato de etila.
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Figura 42. Rota biossintética dos acidos clorogénicos anotados.
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Nota: Abreviaturas das enzimas: PAL, fenilalanina amonia-liase. TAL, tirosina amonia-liase. C4H, cinamato 4-hidroxilase. C3H, p-cumaroil 3-hidroxilase. CoAL, CoA
ligase. CQT, cafeoil-CoA: cafeoil transferase de acido quinico (hidroxicinamoil-CoA: quinato hidroxicinamoil transferase) ou feruil-CoA. OMT, O-metiltransferase
Os4CL: Oryza sativa ligada a coumaroil CoA ligase (4CL). AtCAT: acil transferase. Fonte: adaptado de Clifford et al. (2017), Koshiro et al. (2007), Lee et al. (2021).
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O 4cido cafeico (fr 4,11 min) e o acido fertlico (#r 6,08 min) foram anotados no modo
negativo nas FD-CR e FAE-CR, nao sendo observado na FHM-CR de S. subumbellatum.

O 4cido cafeico apresentou pico referente a molécula desprotonada em
m/z 179,0352 [M — H] (A 1,1 ppm) (Figura 43A). Para confirmar a estrutura proposta, do acido
cafeico, foi realizada a andlise por espectrometria de massas sequencial no modo negativo (-).
O EM-IES-(-) (Figura 43B), obtido da dissociagdo induzida por colisao do ion m/z 179
[M — H] com N, gerou como principal fragmento o ion em m/z 135 que pode ser atribuido a
uma eliminacao neutra de CO; (44 u) a partir do ion molecular (Figura 44) (SINOSAKI et al.,
2020).

Figura 43. A) EM-IES-(—) em alta resolu¢do do acido cafeico; B) EM/EM-IES-(-).
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Fonte: a autora.
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Figura 44. Proposta de fragmentagdo para o 4cido cafeico anotado por EM/EM-IES-(-) na FD

e FAE das cascas das raizes de S. subumbellatum.

e
HO N4 HO
e e )
S H - o0
© ©
(a4cido cafeico) m/z 135

m/z 179

Fonte: adaptado de Sinosaki et al. (2020).

O 4cido ferulico apresentou o sinal referente a molécula desprotonada em m/z 193,0504
[M—H] (A-1,0 ppm) (Figura 45A) e principais ions fragmentos em m/z 178, 149 e 134 (Figura
45B). A diferenga de massa entre a molécula desprotonada e o fragmento m/z 149 é de 44 u, o
que estd de acordo com a eliminacdo de uma molécula de CO;, conforme mecanismo proposto
(Figura 46). Na sequéncia, o ion fragmento de m/z 134 foi proposto a partir da clivagem
homolitica entre o oxigénio e o carbono da metila, ligado ao C-3’, levando a eliminagdo da
metila (15 u). A sequéncia de eliminagdes também pode ser invertida e iniciar com a clivagem
homolitica e elimina¢do da metila, levando ao ion fragmento de m/z 178, e em seguida a

eliminagdo de CO», que leva ao ion fragmento de m/z 134 (SINOSAKI et al., 2020) (Figura 46).
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Figura 45. A) EM-IES-(-) em alta resolu¢do do 4cido feralico; B) EM/EM-IES-(-).
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Fonte: a autora.

Figura 46. Proposta de fragmentagado para o acido ferulico anotado por EM/EM-IES-(-) na FD

e FAE das cascas das raizes de S. subumbellatum.
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Fonte: adaptado de Sinosaki et al. (2020).
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No modo negativo foram anotados ainda o &acido 5-O-cafeoilquinico (5-O-CQA)
(tr 3,87 min, m/z 353,0883 [M — H], A 1,4 ppm) e o 4cido 4-O-feruloilquinico (4-O-FQA)
(tr 4,77 min, m/z 367,1038 [M — H]", A 0,8 ppm), ambos presentes nas trés fracdes FD-CR,
FAE-CR e FHM-CR.

O 4cido cafeoilquinico (CQA) apresenta trés isomeros principais, o 3-O-cafeoilquinico
(3-0-CQA), 4-O-cafeoilquinico (4-O-CQA) e o 5-O-cafeoilquinico (5-O-CQA). Dados da
literatura indicam que a presenca de ions na analise sequencial (EM/EM) ira distinguir a posi¢ao
do grupo cafeoil. A presenga do pico m/z 135 indica a posi¢ao 5. Assim, considerando o padrao
de fragmentacao descrito na literatura e 0o EM/EM (Figura 47A’) sugere que o composto de m/z
353 se trata do 5-O-CQA (RUAN et al., 2019; ZHANG et al., 2018).

J& na andlise de EM/EM do 4cido feruloilquinico (FQA) (Figura 47B’) foi observado o
ion fragmento de m/z 173 que ¢ um indicativo de acilagdo na posicao 4, assim o composto de
m/z 367 foi atribuido ao 4-O-FQA (RUAN et al., 2019; ZHANG et al., 2018).

O 5-0-CQA e o0 4-O-FQA foram submetidos a EM/EM. O 5-O-CQA (Figura 47A”)
resultou nos ions fragmentos de m/z 191 [M — H — cafeoil]”, 179 [M — H — 4cido quinico]” e
135 [M — H — 4cido quinico — CO]~ (Figura 48) (RUAN et al., 2019). Ja o 4-O-FQA (Figura
47B’) apresentou padrao de fragmentagao semelhante ao do 5-O-CQA (Figura 49) (RUAN et
al., 2019).
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Figura 47. EM-IES-(—) em alta resolugéo dos acidos 5-O-CQA (A) e do 4-O-FQA (B); EM/EM-IES-(-) do 5-O-CQA (A’) e 4-O-FQA (B’).
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Figura 48. Proposta de fragmentacdo para o 5-O-CQA anotado por EM/EM-IES-(-) nas
fragdes FD, FAE e FHM das cascas das raizes de S. subumbellatum.
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Fonte: adaptado de Ruan et al. (2019) e de Demarque et al. (2016).

Figura 49. Proposta de fragmentagdo para o 4-O-FQA anotado por EM/EM-IES-(—) na FD,
FAE e FHM das cascas das raizes de S. subumbellatum.
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Fonte: adaptado de Ruan et al. (2019) e de Demarque et al. (2016).
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Na analise de EM-IES em alta resolu¢cdo no modo negativo foi anotado por fim o cafeato
de etila, encontrado somente na FD-CR em #& 7,18 min que apresentou o sinal referente a
molécula desprotonada em m/z 207,0664 [M — H]~ (A 0,5 ppm) (Figura 50A). Esse composto
também foi anotado no modo positivo (zr 7,18 min, m/z 209,0811 [M +H]", A 1,4 ppm) (Figura
50B). Quando o sinal de m/z 207 foi submetido a EM/EM (Figura 50A'), foram observados
como principais fragmentos os ions em m/z 179 e 135. O ion fragmento em m/z 179 foi atribuido
a eliminagdo neutra de 28 u (perda do eteno) a partir do ion molecular. O ion fragmento de
m/z 135 foi atribuido a elimina¢do neutra de dioxido de carbono, CO2 (44 u) (Figura 51)

(LAMBERT et al., 2015).
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Figura 50 EM-IES em alta resolucdo do cafeato de etila da fracdo FD, modo negativo (A); modo positivo (B); EM/EM-IES-(-) (A’); EM/EM-IES-(+) (B”).
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Figura 51. Proposta de fragmentacdo para o cafeato de etila anotado por EM/EM-IES-(-) na

FD das cascas das raizes de S. subumbellatum.
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Fonte: a autora.

A analise dos espectros de massas em alta resolu¢do no modo positivo permitiu observar
que as fragdes analisadas apresentam vérios ions com massas pares [M + H]" indicando a
presenca de alcaloides devido ao numero impar de nitrogénio. Os alcaloides anotados sdo do
tipo esteroidal e também foram encontrados nas raizes de S. paniculatum (Solanaceae)
(GAZOLLA etal., 2019; SILVA et al., 2020).

Os alcaloides esteroidais anotados fazem parte de um grupo de produtos naturais em
que o nitrogénio estd diretamente ligado a uma unidade terpenoidica. Esses compostos exibiram
a presenca de insaturagao, hidroxilas, grupo amino ligado em C-3 e algumas dessas substancias
apresentaram acucares ligados, como a D-glicose que esta conectada a aglicona (do tipo
aminofurostano), através do grupo hidroxila tipicamente em C-26 (Figura 52). As designacdes
D e f da glicose foram atribuidas baseadas nos compostos que foram isolados e anotados em
outras plantas (GAZOLLA et al., 2019; SILVA et al., 2020). Além disso, sabe-se que a série D
de glicosideos ¢ mais comum na biossintese (DEWICK, 2009).

Segundo Ramos et al. (2019) a biossintese de alcaloides esteroidais representa avango
biossintético relacionado com o avango morfoldgico. Compreender a biossintese dos alcaloides
¢ importante para estudar as origens do nitrogénio, no que diz respeito a sua bioprodugdo ao
longo da histdria evolutiva, e a partir disso pode-se desenvolver/aperfeicoar uma via metabolica
para reciclar nitrogénio para outros fins.

A Figura 52 ilustra um esquema da biossintese dos alcaloides esteroidais cujo precursor
¢ o colesterol. Sendo que as reacdes em cada etapa sdo de hidroxilagdo, oxidagdo,

transaminacao, fechamento de anel, além de posterior glicosilagdo em alguns casos. Estes
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processos sdo realizados por enzimas especificas do metabolismo dos glicoalcaloides

(CARDENAS etal., 2015; ITKIN et al., 2013; RAMOS et al., 2019; RAMOS ¢t al., 2021).

Figura 52. Biossintese dos alcaloides esteroidais e seus diferentes esqueletos.
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Fonte: adaptado de Ramos et al. (2019).
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Na FD-CR, FAE-CR e na FHM-CR de S. subumbellatum foram anotados no modo
positivo, em fr 7,27 min e em #r 9,47 min dois alcaloides esteroidais, com a mesma massa
molecular m/z 594,4010 [M + H]" (A 1,6) (Figura 53) e m/z 594,4006 [M + H]" (A 1,0 ppm)

(Figura 54) respectivamente, sugere ser o fatimagraino € ou seu isomero.

Figura 53. EM-IES-(+) em alta resoluc¢do do fatimagraino ou do isomero.
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Figura 54. EM-IES-(+) em alta resolucao do fatimagraino ou do isémero.
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Fonte: autora.

A jurubina foi outro alcaloide estereoidal anotado nas fragdes analisadas que apresentou
pico referente a molécula protonada em m/z 596,4171 [M + H]" («r 7,89 min, A 2,3 ppm)
(Figura 55).
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Figura 55. EM-IES-(+) em alta resolucdo da jurubina.
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Foram anotados também, o composto (25R)-3f-amino-furost-22-eno,26-0l-O-(26)--D-
Gli nomeado por Silva et al. (2020) de batachariaino ou do isomero (#r 8,56 min, A 0,2) (Figura
56). Em % 9,57 min foi observado um EM que indica a presenca do outro composto com a

mesma massa molecular cujo pico referente ao ion molecular [M + H]" foi identificado em m/z

578,4069 (A 3,1) (Figura 57).

Figura 56. EM-IES-(+) em alta resolucdo do batachariaino ou do isdmero.
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Figura 57. EM-IES-(+) em alta resolu¢do do isomero do batachariaino ou do isdmero.
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Fonte: autora.

A jurubina, o fatimagraino e o batachariaino apresentaram estruturas com grande
semelhanca, entretanto, a jurubina ndo apresenta liga¢ao insaturada em C-5 e C-6 e nem em
C- 20 e C-22. O fatimagraino apresenta uma ligacdo dupla entre C-5 e C-6, j& o batachariaino
ndo apresenta o grupo hidroxila em C-22 e apresenta uma ligagdo dupla entre C-20 e C-22

(Figura 58).

Figura 58. Férmulas estruturais da jurubina, do fatimagraino e do batachariaino.

H,oN

jurubina fatimagraino batachariaino
(m/z 596) (m/z 594) (m/z 578)

Fonte: autora.

Quando os sinais dos ions de m/z 578, m/z 596 ¢ do m/z 594 foram submetidos a analise
de espectrometria de massas sequencial (EM/EM) no modo positivo foi observado padrao de
fragmentacdo semelhante (Figura 59). A proposta de fragmentagao estd ilustrada na Figura 60

e pode ser observado que o batachariaino (m/z 578) pode ser formando a partir da jurubina
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(m/z 596), através da eliminacdo neutra de 4gua [M +H — H>O]". Outros fragmentos observados
foram os ions em m/z 561 e m/z 559, atribuidos a eliminacdo neutra de agua (18 u)
[M + H — H,0]" e na sequéncia de aménia (17 u) [M + H—H,0 — NH3]"; os ions em m/z 399
e m/z 397 correspondem a perda do glicosil, 4gua e amonia [M + H — H,O — NH3 — glicose];
os sinais de m/z 381 e m/z 379, foram atribuidos a eliminagdo de duas moléculas de agua,
amonia e glicosil [M + H — 2H>O — NH3 — glicose]+; os ions de m/z 285 e m/z 283 foram
correlacionados com a perda do grupo CsHsO (96 u); e os fragmentos de ions m/z 255 e m/z
253 foram atribuidos a eliminacdo do grupo CsHi602 (144 u) a partir dos ions de m/z 397 e /ou

m/z 399 através de um rearranjo de McLafferty (Figura 60) (SILVA et al., 2020).
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Figura 59. EM/EM-IES-(+) da jurubina (A), batachariaino (B) e do fatimagraino (C).
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Figura 60. Proposta de fragmentacdo para a jurubina (A), batachariaino (B) e fatimagraino (C) anotados por EM/EM-IES-(+) na FD, FAE e
FHM das CR de S. subumbellatum.
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Fonte: adaptado de Silva et al. (2020).
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O composto anotado no fr 8,22 min apresentou o sinal referente a molécula protonada
em m/z 610,4319 ((M + H]", A —0,8 ppm) (Figura 61), sendo consistente com os dados descritos
na literatura para o 3-amino-hidroxi-desidro-furostan-22-0l-O-(26)-4-D-Gli. A férmula
estrutural do m/z 610 ¢ semelhante ao dos alcaloides anotados fatimagraino, jurubina e
batachariaino, e nao sera possivel apresentar sua estrutura neste trabalho pois ndo se pode
definir a posi¢do da hidroxila sem os espectros de RMN de 'H e *C (incluindo 2D) da

substancia isolada.

Figura 61. A) EM-IES-(+) em alta resolucao para o 3-amino-hidroxi-desidro-furostan-22-ol-
0-(26)-B-D-Gli; B) EM/EM-IES-(+).
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Fonte: a autora.
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Na FD-CR e na FAE-CR de S. subumbellatum foram anotados no modo positivo, ainda,
a isojuripidina (zr 9,32 min) e a jurubidina (fr 9,69 min) que apresentaram os picos referente ao
ion molecular [M + H]" em m/z 432,3480 (A 1,8 ppm) € em m/z 416,3530 (A 1,6 ppm),
respectivamente (Figura 62; Figura 63).

Somente na FD-CR foi anotado em # 10,02 min um composto que sugere ser um
isomero da jurubidina, o estudo foi realizado através da andlise de EM em alta resolucdo que
indicou C27H4sNO> como a formula desse ion de m/z 416,3525 (M + H]", A 0,2 ppm) (Figura
64).

Figura 62. EM-IES-(+) em alta resolu¢do da isojuripidina.
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Fonte: a autora.
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Figura 63. EM-IES-(+) em alta resoluc¢ao da jurubidina.
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Fonte: autora.

Figura 64. EM-IES-(+) em alta resolucdo do isomero da jurubidina.
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Fonte: autora.

A isojuripidina (m/z 432, [M + H]") e a jurubidina (m/z 416, [M + H]") apresentaram
estruturas com grande semelhanga, diferindo apenas na hidroxila presente no C-6 da
isojuripidina. Quando os ions de m/z 432 e m/z 416 foram submetidos a anélise por EM/EM-
(+) foi possivel observar grande similaridade no padrdao de fragmentacao (Figura 65 e Figura
66). Inicialmente ambos apresentam uma eliminagdo de 17 u que leva aos ions de m/z 415 e

399, respectivamente, que foram atribuidos a eliminagdo neutra de uma molécula de amonia.
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Na sequéncia, ¢ possivel observar um sinal de m/z 397, que foi atribuido a eliminagdo neutra de
agua (18 u) para a isojuripidina. Sinal equivalente a essa eliminagao para a jurubidina também
¢ observado, porém de menor intensidade, que pode estar relacionado a eliminagdo de agua a
partir da abertura do anel espirostano (E) e subsequente eliminagao de agua, justificando assim
as duas eliminacdes de 18 u para a isojuripidina e apenas uma para a jurubidina. Em seguida,
foram observadas duas eliminagdes, de 96 € 126 u, que ocorrem para os dois compostos (Figura

66) (GAZOLLA et al., 2019).

Figura 65. EM/EM-IES-(+) da isojuripidina (D) e da jurubidina (E).
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Fonte: autora.
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Figura 66. Proposta de fragmentacao para a isojuripidina (D) e para a jurubidina (E) anotadas

por EM/EM-IES-(+) na FD e FAE das cascas das raizes de S. subumbellatum.
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Fonte: adaptado de Gazolla (2019).
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5.7 Elucidacao estrutural do cafeato de etila

O estudo quimico da fragao diclorometano obtida do extrato etandlico das cascas das
raizes de S. subumbellatum (FD-CR), resultou na obten¢ao da fracao DCO08-5 pura (item 4.14),
que corresponde ao cafeato de etila ((£)-3-(3,4-diidroxifenil)acrilato de etila), um éster fendlico
de férmula molecular igual a C11H;204, massa molecular calculado igual a 208,0736 g mol~! e
indice de insaturacdo igual a 6 (Figura 67). A caracterizagdo estrutural foi feita considerando a
interpretacdo de seus dados espectrais de RMN de 'H, 1*C e DEPT 135, e também experimentos
bidimensionais como COSY, HSQC e HMBC, além da anélise por cromatografia gasosa
acoplado a espectrometria de massas. Os dados também foram comparados com aqueles

descritos na literatura.

Figura 67. Férmula estrutural do cafeato de etila ((£)-3-(3,4-diidroxifenil)acrilato de etila).

Fonte: a autora.

O cromatograma de ions totais da analise por CG-EM (Figura 68), apresentou um sinal
intenso com tz 11,6 min. O EM-IE (Figura 69) apresentou o sinal do ion molecular
(IM]*", 100%) em m/z 208, compativel com a férmula molecular C11Hi204 € a analise dos
fragmentos e a revisao na literatura permitiu anotar que o composto isolado se trata do cafeato
de etila (UWALI et al., 2008).

A andlise dos fragmentos permitiu observar que o sinal de m/z 180 foi correlacionado
com a eliminacdo do grupo eteno (28 u), a partir do sinal referente ao ion molecular m/z 208,
através de um rearranjo de McLafferty com um hidrogénio no 4&tomo do carbono y em relagao
a insaturacao. Em seguida, foi analisado o sinal de m/z 163 que apresentou diferenca de 45 u, a
partir do sinal referente ao ion molecular m/z 208, envolvendo a clivagem o a carbonila do éster
alifatico. Na sequéncia, o m/z 135 foi atribuido a eliminacdo neutra de mondxido de carbono

(28 u) a partir do ion m/z 136 (Figura 70).
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Figura 68. Cromatograma do cafeato de etila obtido por CG—EM.
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Nota: Condi¢des: Coluna 19091S5-433 (0,25 mm x30 m x 0,25 um), gradiente: 60—246 °C (3 °C
min~!, 30,0 min). C = 1,0 mg mL~!, Volume injetado. = 1,0 pL, fluxo: 3,0 mL min~!, gas de
arraste: N, e detector EM-IE. Fonte: a autora.

Component RT: 11.6550
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Figura 69. EM-IE do cafeato de etila obtido por CG-EM.

Fonte: a autora.
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Figura 70. Proposta de fragmentacdo para o cafeato de etila por EM-IE isolado da FD-CR de

S. subumbellatum.
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Fonte: a autora.

As atribuigdes de RMN de 'H (Figura 71; Figura 72 e Tabela 22) foram realizadas com
o auxilio do mapa de contorno COSY (Figura 73, Tabela 22), sendo que os valores de
deslocamentos quimicos, multiplicidades e constantes de acoplamento estdo relacionados com
a presenca de um anel aromatico 1,3,4-trissubstituido, correlacionado com dois dupletos em o
7,09 (1H, J=2,1 Hz, H-2) e em 6 6,88 (1H, J= 8,3 Hz, H-5) e um duplo dupleto em & 7,01
(1H; J =8.,4; 2,1 Hz; H-6). Dois dupletos em 6H 7,58 (1H, J= 15,8 Hz, H-7) e em 6,25 (1H;
J =15,9 Hz; H-8), caracteristico de hidrogénios olefinicos (a,B-insaturados) com configuragao
trans. A configuragdo foi confirmada pelo valor da constante de acoplamento. Também temos
um quadrupleto em 6 4,25 (2H, J= 7,1 Hz, H-10) acoplando com um tripleto em 6 1,33 (3H, J
=7,1 Hz, H-11), indicando a presenca de um grupo etoxila formando o éster.

As atribui¢des dos valores de RMN de '3C (Figura 74; Tabela 23) foram realizadas em
conjunto com os experimentos de DEPT 135 (Figura 75) e dos mapas de contorno de HSQC
(Figura 76) e de HMBC (Figura 77). Foi observada a presenga de presenca de 11 atomos de

carbonos, sendo que destes, cinco sdo aromaticos, dois carbonos vinilicos, um carbonilico, um
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metilénico e um metilico. Os valores de deslocamentos quimicos foram condizentes com a
presenca de cinco carbonos aromaticos em o 115,4 (C-5), 114,3 (C-2), 122,3 (C-6), 127,6 (C-
1) 146,2 (C-3) e 143,7 (C-4); dois carbonos vinilicos a,B-insaturados da ligagao dupla trans em
0 144,6 (C-7) e 115,7 (C-8), uma carbonila de éster em & 167,6 (C-9), um carbono metilénico
oxigenado (0 60,5 C-10) e de um grupo metilico (6 14,3 C-11).

Ao se analisar o mapa de correlagdo de HMBC pode-se verificar as correlagdes a mais
de uma ligacio entre hidrogénio e carbono ('H — ’C) e foi possivel relacionar as
conectividades dos fragmentos identificados. A Figura 78 ilustra algumas das correlagdes
HMBC do cafeato de etila. O HMBC foi utilizado para determinar a posi¢ao na qual o acrilato
esté ligado ao anel aromaético, pois foi observado que o H-7 (6H 7,58) correlaciona com o H-8
(6H 6,25) da ligacao dupla com o H-2 (6H 7,09) e com o H-6 (6H 7,01), ambos do anel
aromatico.

Os dados de RMN de 'H aliados aos de RMN '*C foram comparados com aqueles
disponiveis na literatura (SILVA et al., 2015; UWAI et al., 2008) e sdo condizentes com aqueles
da estrutura do etil (E£)-3-(3,4-diidroxifenil)acrilato de etila, que ¢ um éster de um dacido

hidroxicinamico, também conhecido como cafeato de etila (Tabela 22).
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Tabela 22. Dados de RMN de 'H e '3C para o cafeato de etila isolado da FD-CR de S. subumbellatum e dados comparativos da literatura.

O
HO N °
(a autora) (a autora) (SILVA et al., 2015) (SILVA etal., 2015) (400 MHz, acetona-ds)  (UWAI et al., 2008)
Posicdo (400 MHz, CDCls) COSY (100 MHz, CDCI3) (600 MHz, acetona-ds) (150 MHz, TMS) 'H 8¢ (mult®, J em (100 MHz, acetona-ds)

'H 8y (mult®, J em Hz) BC 8¢* 'H 6y° (mult®, J em Hz) BC 8¢ Hz) BC §c*
1 - - 127,6 - 127,5 - 127,6
2 7,09 (d; 2,1) 114,3 7,16 (d, 2,0) 115,2 7,16 (d, 2,0) 115,2
3 - - 146,2 - 146,4 - 146,2
4 - - 143,7 - 148,7 — 148,6
5 6,88 (d; 8,3) H-1 115,4 6,87 (d, 8,2) 116,3 6,87 (d, 7,8) 116,3
6 7,01 (dd; 8,3; 2,1) H-2 122,3 7,04 (dd, 8,2; 2,0) 122,3 7,03 (dd, 2,0; 8,3) 122,5
7 7,58 (d; 15,9) H-8 144,6 7,54 (d, 15,9) 145,2 7,53 (d, 16,1) 145,5
8 6,25 (d; 15,9) H-7 115,7 6,27 (d, 15,9) 115,8 6,27 (d 16,1) 115,7
9 - - 167,6 - 167,4 - 1674
10 4,25 (q; 7,1) H-11 60,5 4,18 (q, 7,2) 60,5 4,17 (q7,3) 60,5
11 1,33 (t; 7,1) H-10 14,3 1,27 (t, 7,2) 14,7 1,25 (t, 7,3) 14,6

Nota: ¢ deslocamentos quimicos (8) em ppm estabelecidos em relagdo ao padrio interno TMS (81ms 0,00). "Multiplicidade: d = dupleto, dd = duplo

dupleto, t = tripleto, q = quadrupleto. Fonte: a autora.
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Tabela 23. Correlagdes observadas nos mapas de DEPT 135, COSY, HSQC e HMBC para o cafeato de etila.

0
HO 4N"
Posicio 13C §c? DEPT 135 HSQC HMBC
1 127.,6 C — H-5, H-7, H-8
2 1143 CH H-2 H-5, H-6, H-7
3 146,2 C — H-2, H-5
4 143,7 C — H-2, H-5, H-6
5 115,4 CH H-5 H-6, H-7
6 122.3 CH H-6 H-2, H-7
7 144,6 CH H-7 H-2, H-5, H-6, H-8
8 115,7 CH H-8 H-7
9 167,6 C - H-7, H-8, H-10
10 60,5 CHa» H-10 H-11
11 14,3 CH; H-11 H-10

Nota: “Experimentos de RMN realizados a 400 (‘H) e 100 (}3C) MHz e deslocamentos quimicos (8) em ppm estabelecidos em relacio ao padrio
interno TMS (dtms 0,00). O solvente utilizando foi cloroférmio deuterado (CDCI3). Fonte: a autora.
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Figura 71. Espectro de RMN de 'H do cafeato de etila (400 MHz, CDCI5).
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Nota: Deslocamentos quimicos (8) em ppm estabelecidos em relagdo ao padrdo interno TMS (6tms 0,00). Fonte: a autora.
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Figura 72. Ampliagao da Figura 71 (8 6,20-7,60) do cafeato de etila.
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Figura 73. Mapa de contorno COSY do composto cafeato de etila (400 MHz, CDCI3).
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Figura 74. Espectro de RMN de '*C do composto cafeato de etila (100 MHz, CDCl5).
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Figura 75. Espectro de DEPT 135 do composto cafeato de etila (100 MHz, CDCI3).
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Figura 76. Mapa de contorno HSQC do composto cafeato de etila (400 MHz, CDCI3).
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Figura 77. Mapa de contorno HMBC do composto cafeato de etila (400 MHz, CDCl).
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Figura 78. Representagio de algumas correlagdes entre 'H — '3C (HMBC) do cafeato de etila
isolada da FD-CR de S. subumbellatum.

Fonte: a autora.

5.8 Relacio dos potenciais farmacologicos dos compostos presentes na FD, FAE e FHM

das cascas das raizes de S. subumbellatum.

Através dos resultados obtidos em relacdo a atividade antifingica dos extratos e fragdes
(Tabela 18 e Tabela 20, item 5.5) da S. subumbellatum verificou-se que nas fracdes mais ativas
foram anotados acidos fenolicos e alcaloides. Estes compostos estdo relacionados a inimeras
atividades bioldgicas. Entre os compostos fenolicos anotados nas fracdes (FD-CR, FAE-CR e
FHM-CR) estdo os acidos fenolicos, com destaque para os acidos cafeico e ferulico. Estas
substancias se caracterizam por terem um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou
mais grupamentos hidroxila na molécula, conferindo assim, propriedades antioxidantes
(KUMAR et al., 2019; SON et al., 2002). O 4cido cafeico, por exemplo, anotado no modo
negativo € um importante composto fendlico comumente encontrado em plantas e em amostras
de propolis. Agiiero et al., (2011) realizou anteriormente o ensaio com a FD de uma amostra de
propolis e obteve CIM igual a 62,5 pg mL~! para C. albicans.

No modo positivo, foram anotados os alcaloides esteroidais que sdo dominantes na
biossintese micromolecular do género Solanum, ou seja, sdao os marcadores
quimiossistematicos do género e normalmente sdo os responsaveis pelas atividades bioldgicas
e também toxicologicas de vérias espécies (RAMOS et al., 2019; RAMOS et al., 2021).

Muito dos alcaloides anotados na S. subumbellatum também foram observados na S.
paniculatum, ambas conhecidas como jurebeba, sendo que a S. paniculatum ¢ considerada a
verdadeira jurebeba e ¢ empregada tradicionalmente para doengas de figado. Sdo exemplos, a
jurubina, a jurubidina e a isojuripidina identificadas nessas duas espécies de Solanum, e que sdo
compostos relacionadas a atividade hepatoprotetora apresentadas por fragdes ricas em
alcaloides das raizes de S. paniculatum, corroborando seu uso tradicional (GAZOLLA et al.,

2019).
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Além disso, os alcaloides observados ndo apresentam até o momento estudos na
literatura dos seus potenciais antifingicos. Assim, este primeiro estudo acerca deste contexto
sugere um efeito sinérgico destes alcaloides presentes nas fragdes. Outros alcaloides esteroidais
foram anotados e isolados de espécies de Solanum e apresentam propriedades antifingicas. Por
exemplo, a solanopubamina (Figura 10, item 1), um alcaloide esteroidal isolado de S.
schimperianum, apresentou boa atividade contra C. albicans com CIM igual a
12,5 ng mL~! (AL-REHAILY et al., 2013). J4 a solamargina e a solasonina (Figura 10, item 1),
que sdo glicoalcaloides predominantes nas espécies de Solanum foram isoladas de frutos de
S. asperum, apresentaram atividade antifungica frente C. albicans com CIM igual 125 ug mL™!

€ 62,5 ug mL™!, respectivamente (PINTO et al., 2011).

5.9 Potencial farmacolégico do cafeato de etila isolado da FD-CR de S. subumbellatum.

A fragao DCO8-5 oriunda da FD-CR, foi analisada por RMN e por CG-EM ¢ o estudo
mostrou que a fracdo se trata do cafeato de etila. A literatura apresenta uma vasta quantidade
de suas atividades biolodgicas que incluem, entre outras, a anti-inflamatéria quando isolado de
Biden pilosa (Asteraceae) (CHIANG et al., 2005), antioxidante quando isolado de Incarvillea
mairei (Bignoniaceae) (CHEN et al., 2015), antitumoral (cancer de ovario humano) quando
1solado de Ligularia fischeri (Asteraceae) (CHEN et al., 2015) e inibidor da fibrose hepatica
(antifibrotica), obtido de Vitis vinifera (uva utilizada na produc¢dao dovinho branco) (BOSELLI
et al., 2009).

Devido a pouca massa obtida do cafeato de etila ndo, foi possivel realizar ensaios da sua
atividade antioxidante. Entretanto, ZHOU et al. (2017) isolou o cafeato de etila de folhas de
Elsholtzia densa (da familia Lamiaceae) e ao analisar seu potencial antioxidante pelo método
do DPPH obteve valor de CEs igual a 9,2 pg mL~!, valor mais promissor do que o controle
positivo utilizado, que foi a rutina com CEso igual a 12,8 pg mL!.

A mesma foi submetida a anélise da atividade antifingica pelo método da microdiluig¢do
em caldo contra Candida spp. e contra a Cryptococcus neoformans. Foi determinada a
concentragio inibitoria minima (CIM) em pg mL~! e para a analise dos valores de CIM sera
considerado o trabalho de Alves et al. (2021) que realizou um uma pesquisa bibliografica nas
bases de dados PubMed, Scopus, Web of Science, Lilacs e SciFinder no periodo de janeiro de
2015 a abril de 2020, utilizando como critério de inclusdo compostos organicos testados pela

técnica de microdilui¢do de acordo com o protocolo do Clinical and Laboratory Standards
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potencial antifingico para compostos puros (Tabela 24).

Tabela 24. Esquema de classificagdo para composto isolado de acordo com os valores de

CIM para atividade antifingica.

CIM (ug mL™") Intensidade da bioatividade
<3,515 Muito forte
3,516-25 Forte
26-100 Moderado
101-500 Fraca
500-2000 Muito fraca
>2000 Sem bioatividade

Fonte: Alves et al. (2021).

Dessa forma, observando a Tabela 25 para as espécies de Candida, os valores de CIM's
sdo menores que 25,0 ug mL~!, o que indica uma forte atividade antifiingica. Além disso, o

valor de CIM para a Cryptococcus neoformans foi o melhor entre os fungos testados, o que

mostra muito bioatividade frente a essa levedura.

Tabela 25. CIM (ug mL™") da atividade antifungica do cafeato de etila da S. subumbellatum.

Cafeato de etila

Leveduras Anfotericina B
(DCO08-5)*
Candida albicans (CFP 65) 15,6 0,1
C. guilliermondii (ATCC 22017) 18,7 1,0
C.krusei (CFP 338) 4,7 3,9
C. orthopsilosis (ATCC 96141) 18,7 1,9
Cryptococcus neoformans (CFP 57) 4,7 0,5

Nota: “**Estudo estatistico: Letras iguais mostram ndo haver diferencas estatisticas entre os
grupos. Anfotericina B, controle positivo.

A C. albicans ¢ a principal espécie responsavel pela candidiase na maioria das situagdes
clinicas (ARMSTRONG-JAMES et al., 2017). E um patdgeno que reside na flora oral e
conjuntival, bem como nos tratos gastrointestinal e geniturinario (NAMI et al., 2019). C.

albicans apresenta uma plasticidade morfologica que permite, a fixagdo em superficies solidas
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formando estruturas tridimensionais rodeadas por uma matriz extracelular (polissacarideos,
proteinas e acido nucleicos), denominada de biofilme. Esse biofilme tem a capacidade em ser
resistente a defesas imunologicas, bem como a agcdo dos agentes antifingicos (PEREIRA et al.,
2021). O cafeato de etila apresentou pelo método de microdiluicao em caldo CIM igual a 256,0
ug mL~! contra o biofilme em formagdo de C. albicans (ATCC 10231) e também CIM igual a
256,0 ug mL~! para o biofilme maduro (24 horas) de albicans (ATCC 10231) (DE VITA et al.,
2014), valor considerado fraco em bioatividade.

Em outro trabalho, foi investigado o potencial antifingico do cafeato de etila obtido
sinteticamente a partir do 4cido cafeico e foi obtido pelo método de microdiluicdo em caldo
CIM igual a 31,2 ug mL! frente a C. albicans (ATCC 90028) (SARDI et al., 2016), valor
considerado moderado por Alves et al. (2021).

O cafeato de etila foi obtido ainda por Farias et al. (2016) via sintese a partir do acido
cafeico e além da avaliagdo anti-C. albicans foi realizado o ensaio contra a espécie C. krusei.
O cafeato de etila foi submetido ao método microdiluicdo em microplacas e foi determinado
CIM que foi igual a 1024 pg mL™! contra C. krusei (LMO8 e LM13) e também frente a C.
albicans (ATCC 76645, LM 120 ¢ LM 106) (FARIAS et al., 2016), valor considerado muito
fraco por Alves et al. (2021).

Nao foi encontrado relatos na literatura da atividade antifungica do cafeato de etila
frente a Candida guilliermondii, Candida orthopsilosis e Cryptococcus neoformans, sendo,
portanto, este o primeiro estudo com essas espécies de leveduras.

No género Solanum o cafeato de metila, por exemplo, € outro éster de fenilpropanoides
que foi isolado a partir do extrato metandlico dos frutos de S. forvum e apresentou para C.
albicans CIM igual a 250 pg mL~!, valor considerado fraco em bioatividade

(BALACHANDRAN et al., 2012).

6 CONCLUSAO

Devido ao uso na medicina popular de S. subumbellatum e a presenca de compostos
com atividades biologicas de espécies do género Solanum, foram realizados o estudo
fitoquimico e farmacolégico da espécie.

Foi avaliada a atividade antioxidante pelos métodos do DPPH e do ORAC. No método
do radical DPPH, a FAE-CR apresentou a maior atividade antioxidante em relacdo ao controle

positivo &cido ascorbico. E no método do ORAC, a FAE-CR e a FD-CR apresentaram valores
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superiores ao controle positivo. Tais resultados corroboram com os observados na quantificagdo
dos teores de fendis totais, uma vez que FAE-CR e a FD-CR apresentaram as maiores
concentracoes.

A atividade antifungica foi avaliada pelo método da microdilui¢do em caldo e os valores
de CIM indicaram que a FD-CR foi a fragdo mais ativa contra Candida albicans e a FHM-CR
foi a mais ativa contra a Cryptococcus neoformans, quando comparada com o controle positivo
anfotericina.

Através da CLAE-EM-IES-(—/+) foram anotados os seguintes compostos: acido cafeico,
acido ferulico, acido 5-O-cafeoilquinico, 4cido 4-O-feruloilquinico, cafeato de etila, amino-
hidroxi-desidro-furostan-22-0l-O-(26)-4-D-Gli,  fatimagraino, jurubina, batachariaino,
isojuripidina e a jurubidina.

O cafeato de etila foi isolado da FD-CR e apresentou bioatividade contra Candida
krusei, C. albicans, C. guilliermondii, C. orthopsilosis ¢ Cryptococcus neoformans. Na
literatura ha relatos do potencial antifingico do cafeato de etila frente a C. krusei e a C. albicans,
mas este trabalho € o primeiro estudo da atividade antifingica do cafeato de etila contra C.
guilliermondii, C. orthopsilosis e Cryptococcus neoformans.

Nao foram encontrados trabalhos sobre a atividade antifungica e antioxidante de
extratos de S. subumbellatum, sendo descritos pela primeira vez neste trabalho. Além disso, os
extratos de S. subumbellatum se mostraram promissores para a producao de novos antifingicos
e antioxidantes. Este trabalho foi importante por ter sido identificado as fragdes mais bioativas
contribuindo para trabalhos futuros. Portanto, as informagdes discorridas neste trabalho
poderdo conduzir futuras exploragdes cientificas para o desenvolvimento de novos e eficazes

farmacos.
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APENDICE

Figura 79. EM/EM-IES-(+) do fatimagraino ou do isdmero (m/z 594).
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Figura 80. EM/EM-IES-(+) do batachariaino ou do isomero (m/z 578).
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Figura 81. EM/EM-IES-(+) da jurubidina ou do isomero (m/z 416).

“* Energia de colisdo 10 eV.
2,10

2,5+
416.3524
2,25+ *

5e...

1,754
1,5+
1,25+
14 255.2107 399.3257

0,757 285.2560

0.5 381.3142
0,25 L 317.2535 355.3067
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Fonte: a autora.

Figura 82. EM/EM-IES-(+) do composto n.d (m/z 374).
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Figura 83. EM/EM-IES-(+) do composto n.d. (m/z 358).
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Figura 84. EM/EM-IES-(-) do composto n.d. (m/z 667).
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Figura 85. EM/EM-IES-(-) do composto n.d. (m/z 599).
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Figura 86. EM/EM-IES-(+) do composto n.d. (m/z 316).
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Figura 87. EM/EM-IES-(-) do composto n.d. (m/z 640).
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Figura 88. EM/EM-IES-(+) do composto n.d. (m/z 223).
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Figura 89. EM/EM-IES-(-) do composto n.d. (m/z 448).
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