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RESUMO

Doencas tropicais negligenciadas (DTN’s), tal como esquistossomoses provocadas por
vermes do género Schistosoma, sdo expressivas helmintiases a qual acometem mais de 250
milhdes de pessoas em todo mundo, onde estimasse que mais de 300 mil mortes anuais
ocorram por infec¢des causadas por vermes trematddeos. Alternativas na quimioterapia contra
tal enfermidade compreendem desde seu surgimento nos anos 1970, o derivado pirazino-
quinolinico praziquantel (PZQ), o que somado a resiliéncia e potencial adaptativo dos
parasitos, assim como uma baixa biodisponibilidade do PZQ, trazem maior complexidade no
controle de infeccdes e eliminagdo desses helmintos. Desta forma, em meio a escassez de
antiparasitarios, produtos do metabolismo secundario de plantas, ainda constituem promissora
fonte de metabdlitos bioativos, os quais muita das vezes além de sua heterogeneidade a nivel
molecular em sitios ativos de doencas, sdo acompanhados de baixa toxicidade em modelos
animais, sendo ent&o atrativos para seu uso farmacolégico. Neste contexto, algumas espécies
da familia Asteraceae, como as do género Eremanthus, possuem relatadas promissoras
atividades esquistossomicidas em seus 0leos essenciais e diferentes extratos vegetais. Desta
forma, este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial esquistossomicida de extratos de E.
erythropappus e através da anotacao de substancias por analise de dados de MS/MS, conduzir
uma investigacdo quimica desta espécie e posteriormente isolar substancias relacionadas a
atividade antiparasitaria. Através das analises de UHPLC-MS/MS, dezesseis substancias
foram anotadas, onde lactonas sesquiterpénicas, triterpenoides pentaciclicos e flavonoides do
tipo flavonol e flavona foram majoritariamente propostos. A partir do extrato LEE foram
isolados os triterpenoides fridelina (1) e &cido betulinico (2) e a flavona acacetina (3), nos
quais (2) e (3) encotram-se primeiramente reportados nesta espécie. A partir de ensaios in
vitro frente ao S. mansoni, o extrato LEE demonstrou-se mais ativo que EEE, levando até
25u/mL a morte e reducdo de atividade motora de vermes adultos de Schistosoma, onde a
investigacdo dos metabolitos isolados relacionados a tal atividade revelou promissor potencial
esquistossomicida da substancia (2), a qual pode ap6s 48h eliminar totalmente vermes machos
e fémeas e reduzir completamente sua mobilidade nas concentracdes de 200/mL e 100u/mL,
mantendo tal efeito em 50u/mL apds 72h. Resultados obtidos trazem notavel conhecimento

fitoquimico e relacionado ao potencial antiparasitario de extratos da candeia-da-serra.

Palavras-chave: Eremanthus erythroppapus, Schistosoma mansoni, triterpenoides

pentaciclicos, flavonas, produtos naturais



ABSTRACT
Neglected tropical diseases (NTDs), such as schistosomiasis caused by worms of the genus
Schistosoma, are expressive helminthiases that affect more than 250 million people
worldwide, where it is estimated that more than 300 thousand deaths occur annually due to
infections caused by trematode worms. Alternatives in chemotherapy against this disease
include, since its emergence in the 1970s, the pyrazinoquinolinic derivative praziquantel
(PZQ), which, added to the resilience and adaptive potential of parasites, as well as a low
bioavailability of PZQ, lead to greater complexity in the control of infections and elimination
of these helminths. Thus, in the midst of the scarcity of antiparasitics, products of the
secondary metabolism of plants still constitute a promising source of bioactive metabolites,
which often in addition to their heterogeneity at the molecular level in active sites of diseases,
are accompanied by low toxicity in animal models, thus regarded attractive for their
pharmacological use. In this context, some species of the Asteraceae family, such as those of
Eremanthus genera, have reported promising schistosomicidal activities in their essential oils
and different plant extracts. Therefore, this work aimed to evaluate the schistosomicidal
potential of E. erythropappus extracts and through annotation of compounds by analysis of
MS/MS data, to conduct a chemical investigation of this species and later isolate antiparasitic
activity related metabolites. Through the UHPLC-MS/MS analyses, sixteen compounds were
annotated, where sesquiterpene lactones, pentacyclic triterpenoids and flavonol and flavone
type flavonoids were majorly detected. From the LEE extract, the triterpenoids fridelin (1)
and betulinic acid (2) and the flavone acacetin (3) were isolated, in which (2) and (3) are first
reported in this species. Regarding evaluation of antiparasitic activity at in vitro assays against
S. mansoni, the LEE extract showed to be more active than EEE, leading to death and
reduction of motor activity of adult Schistosoma worms until 25u/mL, where the investigation
of the isolated metabolites related to such activity revealed promising schistosomicidal
potential of compound (2), which after 48 hours post infection led to total elimination and
complete mobility reduction of male and female worms at concentrations of 200p/mL and
100w/mL, maintaining this effect at 50u/mL after 72 hours. Results obtained bring remarkable
phytochemical knowledge and related to the antiparasitic potential of candeia-da-serra

extracts.

Keywords: Eremanthus erythropappus, Schistosoma mansoni, pentacyclic triterpenoids,

flavones, Natural products
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1. INTRODUCAO
1.1. ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose ou bilharziase, ¢ uma doenga tropical negligenciada, a qual acomete
mais de 250 milhdes de pessoas em todo mundo. Anualmente, estima-se que mais de 300 mil
mortes ocorram por infeccdes ocasionadas por vermes trematddeos do género Schistosoma,
sendo esta considerada desta forma, uma das mais expressivas helmintiases em termos de
morbidade e mortalidade (Vale et al., 2017; Souza et al., 2017).

A infeccdo em humanos por esses helmintos, ocorrem, em sua maioria, pelas espécies
de Schistosoma japonicum, Schistosoma haematobium, Schistosoma intercalatum,
Schistosoma mekongi e Schistosoma mansoni, onde esta Ultima encontra-se responsavel pela
esquistossomose hepética e intestinal em regides como as do leste Mediterraneo, Africa
Subsaariana e América do Sul (De Castro et al., 2013). Assim como as demais espécies de
Schistosoma, S. mansoni possui um complexo ciclo de reprodugéo e infecgédo (Figura 1).

Figura 1. Ciclo de Schistosoma

Maturagio e Copula de vermes adultos

) =
{ \ Eclosio de ovos e

{ liberagio do miracidio

Fonte: Adaptado de Gryseels et al., 2006
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Resumidamente, vermes adultos fémea, inseridas e associadas ao corpo do macho em
seu canal ginecéforo, excretam ovos em &gua, 0s quais entdo eclodem liberando os miracidios
capazes de infectar hospedeiros intermediarios. Atraves de estimulos quimicos e de luz, os
miracidios buscam caramujos do género Biomphalaria sp., onde reproduzem-se de forma
assexuada a esporocistos, de modo a se desenvolverem em cercarias liberadas novamente em
agua (Gryseels et al., 2006). Ainda na fase aquatica do ciclo, estas cercarias poderdo penetrar
a pele de humanos ou outros mamiferos (hospedeiro definitivo), alcancando o sistema porta
hepatico, transformando-se em esquistossdmulos, os quais desenvolvem-se em vermes
adultos. Por fim pares destes schistosomas migram a circulagdo mesentérica onde ocorre a
copula e liberacdo de ovos em urina e fezes, recomecando o ciclo novamente (Gryseels et al.,
2006, De Castro et al., 2013).

A resiliéncia e o potencial adaptativo destes parasitos em adversidade impostas a estes,
como modulacbes na populacdo de hospedeiros intermediarios e definitivos, junto da
proximidade constante de humanos a agua fresca, dependéncia da irrigagdo na agricultura,
proximidade a hospedeiros reservatorio, predispdem uma maior prevaléncia de infeccdes e da
doenca (Rollison et al., 2013). Além disso, desde seu surgimento na década de 1970, o
praziquantel (PZQ) (Figura 2), um derivado pirazino-isoquinolinico, tem sido usado como
unico anti-helmintico no tratamento da esquistossomose.

Figura 2. Praziquantel
0

N
H(N
o)
Fonte: Elaborado pelo autor
Em razdo de seu baixo custo, sensibilidade a todas as espécies de Schistosoma e
minimos efeitos adversos, justifica-se seu amplo uso como agente esquistossomicida (Vale et
al., 2017). Entretanto, a ndo responsividade no tratamento em vermes jovens, baixa adesdo em
criancas devido ao gosto amargo provocado por S-PZQ, baixa biodisponibilidade por sofrer
extenso metabolismo de primeira passagem e reinfec¢do iminente mesmo com o uso de PZQ,
sdo empecilhos comumente observados na quimioterapia com este anti-helmintico (Vale et
al., 2017).
A busca por novos agentes esquistossomicidas tem recebido maior preocupacéo, visto a

escassez dos mesmos e complexidade no controle da infecgéo, eliminacdo dos parasitos
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devido a idiossincrasias de cada espécie e alto potencial adaptativo dos vermes. Somado a
isso, a resisténcia humana em mudancas comportamentais, implica em maiores taxas de
infeccdo e transmisséo, trazendo maior dificuldade na eliminagdo desses helmintos (Rollison
et al., 2013). Nesta Optica, a investigacdo do potencial esquistossomicida de matrizes vegetais
e seus metabolitos constituintes, tal como a Eremanthus erythropappus, pode constituir uma

promissora estratégia na busca de novas substancias no tratamento da esquistossomose.

12 EREMANTHUS ERYTHROPAPPUS

Pertencente a familia Asteraceae e conhecida popularmente como candeia-da-serra,
Eremanthus erythropappus (DC.) MacLeish (Figura 3), de sinonimia botanica
Vanillosmopsis erythropappa, € predominante encontrada nas regides do Nordeste, Sudeste,
Centro-Oeste e Sul do Brasil (Silvério et al., 2008), sendo esta comumente utilizada na
medicina tradicional como cicatrizante, antiucelrogénico e no tratamento de infec¢des devido

suas propriedades antiflogisticas e antimicrobianas (Soares et al., 2011, Silvério et al., 2013).

Figura 3. Eremanthus erythropappus

Fonte: Elaborado pelo autor

Além de seu uso popular, um notério apelo comercial € atribuido a candeia, em especial
ao Oleo essencial desta espécie vegetal, rico em a-bisabolol e outros sesquiterpenoides, o qual
encontra-se utilizado em diversas preparagdes cosméticas e farmacéuticas em meio a
propriedades anti-inflamatorias, atribuidas as substancias obtidas por arraste a vapor (Keles et
al., 2010, Silvério et al., 2013). Em meio ao seu uso etnomedicinal, a investigacdo das
propriedades de extratos de E. erythropappus em diferentes solventes também é descrita, onde
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0 extrato etandlico da espécie apresentou notavel atividade anti-inflamatoria e
antiulcerogénica em modelos animais, utilizando-se da carragenina como agente inflamatorio

e indometacina como anti-inflamatorio e ulcerogénico (Silvério et al., 2008).

Além disso, os extratos em etanol, diclorometano e hexano foram avaliados quanto sua
atividade antiparasitaria em vermes de Schistosoma mansoni in vitro, de forma que maior
escurecimento do tegumento, auséncia de ovos no meio de cultura e reducdo da motilidade
desses helmintos foram predominantemente observados no extrato diclorometénico em todas
as concentragdes testadas, sugerindo um promissor potencial esquistossomicida do mesmo
(Almeida et al., 2012).

As atividades biologicas difusas investigadas e observadas para extratos de Eremanthus
erythropappus, estimula a busca por produtos do metabolismo secundario contidos nesta
matriz vegetal que possam estar relacionados a tais propriedades farmacologicas. Desta
forma, similarmente a outras espécies do género Eremanthus, a predominancia de terpenoides
é descrita dentre seus metabolitos, nos quais sesquiterpenos e triterpenos constituem maior

percentual de representantes desta classe de substancias (Figura 4) (Bohlmann et al., 1982).

Figura 4. Sesquiterpenoides e triterpenoides em Eremanthus

Taraxasterol

Fonte: Elaborado pelo autor
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Triterpenoides pentaciclicos constituem um importante grupo de substancias na
candeia-da-serra, 0s quais sdo amplamente descritos por sua proeminente atividade
antineoplésica, assim como uma toxicidade comedida em diversos de seus representantes.
Porém, além de suas bioatividades, constituem ferramenta quimica importante na dominéancia
vegetal, como observado no efeito alelopatico exercido pela espécie vegetal em questdo, onde
triterpenoides do tipo lupano, sendo estes lupenona, taraxasterol e friedelina, puderam inibir o
crescimento de raizes de Lycopersicon esculentum e Echinochloa crusgalli (Jorge et al.,
2022).

O potencial antioxidante de extratos de candeia avaliado por Del-Vechio-Vieira e
colaboradores (Del-Vechio-Vieira et al., 2017) apresentou maior efeito redutor em espécies
reativas de oxigénio quando tais matrizes apresentavam maior concentracdo de flavondides e
outros polifenois, em ensaios de DPPH, B-caroteno/acido linoléico e de propriedade redutora
de Fe*. Adicional a conferéncia de pigmentos a plantas, o qual é relacionado ao grau de
oxidacao de seu anel C, flavonoides constituem também um importante grupo de metabdlitos
em espécies de Lychnophorinae (Figura 5) (ex: Eremanthus erythropappus) (Keles et al.,
2010), atribuido em suma a suas diversas propriedades em sistemas bioldgicos, como na
prevencdo de neurodegeneracdo e reducdo de atividade osteoclastica em quadros de
Alzheimer e osteoporose, respectivamente. Tais isoprenoides e polifendis serdo discutidos em

maior detalhe nas préximas secdes.

Figura 5. Flavondides de Lychnophorinae
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Fonte: Elaborado pelo autor
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1.3 TRITERPENOIDES

Triterpenos ou triterpenoides sdo produtos do metabolismo secundario de matrizes de
produtos naturais, € assim como 0s demais terpenos, possuem o0 isopreno como bloco
construtor fundamental. Duas vias biossintéticas derivam os terpenos, sendo estas a via
classica do &cido mevaldonico (MVA) e via da 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXP) ou
mevalonato independente (Dewick, 2009). Na via classica, 2 moléculas de acetil-coenzima A
(acetil-CoA) séo condensadas para a formacdo de acetoacetil-CoA e entdo € adicionada uma
terceira molécula de acetil-CoA, formando-se 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA. Este, por sua
vez, € reduzido a mevalonato, que é convertido a difosfato de isopentenila (IPP) e difosfato de
dimetilalila (DMAPP) (Dewick, 2009; Paduch et al., 2007).

Na via mevalonato independente, 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato é formado a partir da
condensacgéo de piruvato e gliceraldeido-3-fosfato. O produto dessa reagdo sofre um rearranjo
seguido de reducdo, dando origem a 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato, que é convertido as
unidades isoprénicas bioativas (Dewick, 2009).

O encadeamento cabeca-cauda de unidades isoprénicas bioquimicamente ativas, ou seja,
IPP e DMAPP, ddo origem aos demais isoprenoides precursores de representantes da classe
destes metabolitos, sendo alguns desses 0s monoterpenos, sequisterpenos e diterpenos, 0s
quais derivam de difosfato de geranila (10 C), difosfato de farnesila (15 C) e difosfato de
geranilgeranila (20 C) respectivamente, como mostra a Figura 6(Dewick, 2009)

Figura 6. Biossintese de terpenoides
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Fonte: Adaptado de Dewick, 2009
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Entretanto, apesar de seus nucleos terpénicos fundamentais inteiramente compostos
destas unidades de isopreno, os triterpenoides surgem a partir de uma condensagédo entre duas
unidades de 15 carbonos de difosfato de farnesila (FPP), em um encadeamento do tipo cauda-
cauda, levando a esqualeno, o qual sera entdo oxidado a 2,3-oxido de esqualeno por acao da
esqualeno epoxidase e que por sua vez, poderd levar a uma gama bastante diversificada de
esqueletos triterpénicos, em reacOes de ciclizagdo e funcionalizagdo subsequentes (Dewick,
2009; Thimmappa et al., 2014). Comumente, estes metab6litos tém sua origem biossintética a
partir da via do &cido meval6nico, via esta comum a moléculas esteroides e colesterdis
(Thimmappa et al., 2014).

Em plantas, ciclases de oxido de esqualeno (OSCs) tem papel fundamental na
diversidade estrutural de triterpenoides ciclicos, uma vez que varios genes expressos no
genoma de vegetais, 0s quais correspondem a diferentes produtos de biossintese, codificam
estas enzimas, dando origem a multiplos nacleos triterpénicos (Cardenas et al., 2019). Além
disso, os arranjos conformacionais cadeira-barco-cadeira (CBC) ou cadeira-cadeira-cadeira
(CCC) inicialmente adotados, traduzem a que via a ciclizacdo por OSCs ira proceder, de
forma que a predisposicdo a produtos como o céation de prostosterila e damarenila é
favorecida em substratos de conformacdo CBC e CCC, respectivamente (Dewick, 2009)
(Figura 7).

Figura 7. Arranjo conformacional de 2,3-0xido de esqualeno
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b ccc

Cation de damarenila

Fonte: Adaptado de Thimmappa et al., 2014
A saida do anion difosfato (-OPP) estabilizado por ressonancia, constitui a etapa inicial

para a ciclizacdo de diversos terpenoides, como na biossintese de diterpenos policiclicos

naturais, em derivados do tipo pimarano, na qual a saida de -OPP leva a um cétion alilico,
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resultante de adigdes eletrofilicas sucessivas, ciclizando a um ion de carbénio e isomerizando
ao esqueleto idnico de pimarano (Bretmaier, 2006).

Entretanto, OSCs destes isoprenoides de 30 carbonos, tem o inicio dessas rea¢cdes com a
abertura do anel epdxido a partir de sua protonacdo, o que permite a formacdo de um cétion
terciario, seguido de adicdes eletrofilicas em cascata por intermédio da formacdo de
carbocétions e migracfes de Wagner—Meerwein de alquila e hidreto (Figura 8). Desta forma,
estas ciclases séo classificadas como terpeno sintases do tipo Il, enquanto as anteriores com a
saida de -OPP, do tipo | (Oldfield et al., 2012).

Figura 8. Mecanismo de ciclizagéo de triterpenoides
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Fonte: Adaptado de Dewick, 2009

Monooxigenases do citocromo P450 (CYP450), constituem um amplo grupo de
isoenzimas, sendo comumente descritas em reacGes de oxigenacdo de produtos do
metabolismo secundario de plantas, dentre estes, 0s triterpenos, 0s quais compdem substratos
para um nimero bastante limitado desta classe de hemoproteinas (Thimmappa et al., 2014).

No entanto, a funcionalizacdo de nucleos destas substancias em reacbes de
hidroxilacdo, acetilacdo, carboxilacdo catalisadas por CYP450 conferem junto de diferentes
padrdes de ciclizacdo, maior heterogeneidade estrutural e quimica a triterpenoides, assim
como a possibilidade de reac6es subsequentes devido a inser¢do de grupos funcionais, como a
glicosilacdo da porcéao apolar (aglicona), dando origem a saponinas triterpénicas (Augustin et
al., 2011).
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A gama de atividades bioldgicas de produtos oriundos de ambos o0s arranjos
conformacionais (CBC e CCC) de Oxido de esqualeno, sdo comumente atribuidas a
caracteristicas estruturais unicas de classes dessas substancias (Cardenas et al., 2019), como
por exemplo as cucurbitacinas, as quais partir da formacdo do cétion de protosterila,
migracdes sucessivas do tipo Wagner—Meerwein de 1,2 de hidreto poderdo ocorrer, uma vez
que a disposicao antiperiplanar entre o proton H-5 e o carbono 10 atende a simetria necessaria
para a ocorréncia destes rearranjos, culminando na formacgéo de uma olefina entre os carbonos
5 e 6, seguido de oxidacOes do esqueleto triterpénico dando origem a tais triterpenos
altamente oxigenados da familia Cucurbitaceae (Dewick, 2009) (Figura 9).

Atividades citotoxicas e antitumorais sdo principalmente atribuidas as cucurbitacinas,
porém propriedades antibacterianas, anti-inflamatorias, e hepato protetoras também sdo
descritas para estes tipos estruturais (Valente et al., 2004).

Figura 9. Biossintese de cucurbitacinas
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Fonte: Adaptado de Dewick, 2009
Além disso, diferente de fungos e animais, OSCs de plantas podem ainda catalisar
ciclizagdes em um arranjo CCC de oxidoesqualeno, trazendo desta forma mais de 20.000
tipos estruturais diferentes produzidos por plantas (Hill et al., 2012). Dentre metabolitos
biossintetizados por esta via de ciclizacdo, triterpenoides pentaciclicos do tipo lupano, onde a
partir da conformacdo CCC de 6xido de esqualeno, é formado o cation de damarenila, em um
mecanismo de ciclizacdo também iniciado pela abertura do epdxido, formando um cétion

terciario, seguido de sucessivas adicGes eletrofilicas. A formacdo de um carbocation
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secundario agora é favorecida, visto maior liberdade conformacional obtida através de uma
migracdo de 1,2 de alquila, levando a expansdo do anel de 5 membros para um de 6. O cétion
de lupanila podera entdo ser gerado a partir da formacdo do anel pentaciclico (Figura 10).
Tais metabolitos sdo amplamente descritos por suas propriedades bioldgicas, sendo algumas
vezes relacionados como promissoras substancias em estudos de drogas multialvo (Liu et al.,
2021).

Figura 10. Formagé&o de triterpenos do tipo lupano
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Fonte: Adaptado de Dewick, 2009

Alguns desses lupanoides encontram-se em abundancia em matrizes vegetais, como por
exemplo, o lupeol, o qual é descrito por seu notavel potencial antitumoral, onde a inducédo de
oncogenes pro-apoptoticos no equilibrio entre Bax:Bcl-2, alteracdo do equilibrio redox com
aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) e ativacdo de p53, o que por sua vez leva a
ativacdo de uma via pro-apoptética com recaptacdo de Bcl-2, sdo alguns dos mecanismos
descritos em suas propriedades antineoplasicas (Liu et al., 2021).

Propriedades imunomoduladoras em infecgdes por protozoarios patogénicos sdo
também atribuidas a este triterpeno, onde a inibi¢cdo de maturacdo de esquizontes em cepas de
Plasmodium sp., atividade contra formas promastigota e amastigota e supressao da producao
de 6xido nitrico, reduzindo assim resposta anti-inflamatoria, sdo respectivamente alguns dos
mecanismos por qual lupeol desempenha suas atividades antimalaria e antileishmania
(Sharma et al., 2020).

Dentre outras doengas tropicais negligenciadas (DTN’s), lupeol demonstra-se promissor
na busca de novos agentes esquistossomicidas, em meio a suas propriedades moluscicidas em
caramujos de Biomphalaria glabrata, hospedeiro intermediario no ciclo de vida de vermes de

Schistosoma mansoni (Menezes et al., 1999).
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Entretanto o wuso clinico de lupeol é Ilimitado devido a suas propriedades
farmacocinéticas pouco satisfatorias, sendo classificado com uma substancia de classe 1l no
sistema de classificacdo biofarmacéutica (BCS), em razdo de sua pouca solubilidade em agua
e boa penetrabilidade em membranas bioldgicas (Liu et al., 2021).

Além disso, betulina e &cido betulinico, triterpenos do tipo lupano, que assim como
lupeol, sdo descritos por sua proeminente atividade antiparasitaria em DTN’s. Possuem suas
atividades antimalaria por um mecanismo envolvendo a modulacdo estrutural na membrana
de eritrocitos, bloqueando assim a entrada de merozoitos de Plasmodium falciparum,
impedindo a subsequente lise celular e replicacédo destes parasitos (Isah et al., 2016).

A avaliacdo do potencial esquistossomicida destes metabdlitos foi também realizada, de
forma que acentuada reducdo da viabilidade in vitro de Schistosoma adultos na presenca
cations de fosfina derivados betulina e acido betulinico foi observada, onde em um
mecanismo sinérgico, a formacao de ROS por esses derivados levou a danos aos tegumentos
desses helmintos por desestabilizacdo mitocondrial, assim como reducdo de sua motilidade
devido ao aumento da acéo catalitica de acetilcolinesterases (AChe) (Spivak et al., 2014).

Dentre outros isoprenoides resultantes da ciclizagdo em CCC do 2,3-0xido de
esqualeno, triterpenoides do tipo friedelano, tais como a cetona friedelina, sd@o descritos por
uma ampla gama de bioatividades, além de papel fundamental na adaptacéo e defesa vegetal
(Jorge et al., 2022). Similarmente a lupanoides (ex: acido betulinico), proeminente potencial
antitumoral é relatado para friedelina em meio a diversos mecanismos, exemplificados, por
exemplo, pela alteracdo do equilibrio redox com aumento de ROS levando a danos ao DNA,
assim como a supressao de via antiapoptoticas relacionadas a BCI-2 e outros oncogenes
(Singh, et al., 2023). Além de outras propriedades relacionadas a este triterpeno, destaca-se
também seu potencial antiparasitario, no qual alta eficiéncia na eliminacdo de cepas de P.
falciparum resistentes a cloroquina foi observada em meio a um baixo valor de ICso (ICso de
7.20 £ 0.5 uM), assim como notaveis propriedades antileshimania e tripanocidas sao relatadas
(Singh, et al., 2023).

Portanto, devido, dentre outras atividades, tais produtos do metabolismo secundéario de
plantas apresentarem pronunciado potencial antiparasitario, a investigacdo de propriedades
antihelminticas frente a vermes adultos de Schistosoma mansoni destes tipos estruturais

isolados neste trabalho foi realizada.
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1.4  FLAVONOIDES

Flavonoides sdo metabdlitos especializados, 0s quais tém como unidade iniciadora uma
molécula de cinamoil-CoA, que por sua vez deriva da via do &cido chiquimico através da
atividade catalitica de cinamato-CoA ligase no fenilpropanoide &cido cindmico (Dewick,
2009, Gaid et al., 2012). Esta subunidade fenilpropanoidica inicial forma os anéis B e C, onde
subsequente extensdo de cadeia prosseguira levando ao anel A por meio da condensagdo de
trés unidades de malonil-CoA, advindas da via do acetato-malonato, podendo ocorrer por
meio de uma condensacdo alddlica ou claisen, originando stilbenos e chalconas
respectivamente (Dewick, 2009) (Figura 10). Encontra-se importante ressaltar que ao
contrério de policetideos (ex: macrolideos), nos quais a policetideo sintase do tipo Il (PKS-I1)
atraves de diferentes dominios enzimaticos realiza a biossintese destes metabdlitos (AT, ACP,
KS), PKS’s do tipo III, conhecidas também como chalcona-sintases, independem de um
dominio ACP para ativacao de substratos de acyl-CoA, agindo diretamente sob 0s mesmos na

biossintese de policetideos aromaticos tais como flavonoides (Ben Shen, 2003).

A partir do ataque nucleofilico intramolecular do tipo adicdo de Michael na ligacao
dupla (a, B) da chalcona, precursora dos flavonoides, ocorre uma ciclizacdo em B, originando
a flavanona (Figura 11). A partir das flavanonas podem ser originadas as flavonas, flavonois,
isoflavonoides, antocianidinas e catequinas (Dewick, 2009). Dentre as diferentes formas que
os flavonoides podem ser encontrados estéo a glicosilada e metilada.

Figura 11. Biossintese de flavonoides
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A glicosilagdo e metilacdo podem ocorrer via oxigénio ou atomo de carbono, formando
os flavonoides O- ou C-glicosideos, assim como os O- ou C-metilados, respectivamente
(Hofer, 2016; Koirala et al., 2016). Em flavonoides O-glicosideos as posi¢des O3 no anel C e
O7 no anel A sdo comumente glicosiladas enquanto em O-metilados, 3-OH (anel C), 7-OH
(anel A), 3° e 4’-OH (anel B) (Hofer, 2016; Koirala et al., 2016). Para os C-glicosideos, é
comum a glicosilacdo em C6 e C8 no anel A (Cavaliere et al., 2005; Kachlicki et al., 2016).
Dentre os carboidratos, glicose, galactose, rhamnose, xilose, arabinose e rutinose s&o
comumente ligados aos flavonoides (Cavaliere et al., 2005; Hofer, 2016; Kachlicki et al.,
2016)

Além de suas propriedades antioxidantes, estes metabdlitos sdo relacionados a diversas
bioatividades, como pronunciado potencial antitumoral em diferentes linhagens de células de
cancer de mama, de forma que em uma avaliagdo sistematica dos efeitos inibitorios de
flavonoides na proteina de resisténcia ao cancer de mama (do inglés BCRP=breast cancer
resistance protein) in vitro e in vivo, um de seus representantes, licochalcona-A, demonstrou
uma inibicdo de 95% neste transportador transmembrana em células U251T e T98G
resistentes a temozolomida (TMZ), que estruturalmente se deve ao anel B e a presenca de
grupos hidrofébicos em 4”, assim como hidroxilas e outros aceptores de ligacdo de hidrogénio
nos carbonos 5 e 7 em seu nucleo flavonoidico fundamental (Nielsen et al., 2004; Fan et al.,
2019).

Pronunciado potencial antiparasitario também ¢ atribuido a estes metabolitos de via
mista, como observado em um trabalho que avaliou o potencial sinérgico de alguns
flavondides no tratamento de malaria com artemisinina, no qual a flavona acacetina
apresentou notavel atividade contra P. falciparum resistente a cloroquina (ICso = 13 puM)
(Ferreira et al., 2010), assim como o potencial esquistossomida de retrochalconas devido a
vacuolizacdo e dano ao tegumento de vermes adultos de S. mansoni (Souza et al., 2017;Silva
et al., 2021).

2 OBJETIVOS

A partir dos extratos por lavagem glandular (LEE) e em etanol (EEE) das partes aéreas
de Eremanthus erythropappus, este trabalho teve por objetivo realizar a investigacdo e
comparacdo de seus perfis quimicos por analises de UHPLC-ESI-MS/MS, assim como o
isolamento de substancias relacionadas ao potencial anti-helmintico de tais matrizes em

vermes trematddeos de Schistosoma mansoni.
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2.1  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar das partes aéreas de E. erythropappus

e Obter o extrato por lavagem glandular das partes aéreas de E. erythropappus (LEE) para
subsequente fracionamento

e Obter o extrato etandlico de E. erythropappus (EEE)

e Investigar o perfil quimico dos extratos por analises de UHPLC-ESI-MS/MS nos modos de
ionizacao positivo e negativo através da anotacéo de substancias

e Comparar o perfil quimico de extratos LEE e EEE através de analises de UHPLC-ESI-
MS/MS nos modos de ionizagdo positivo e negativo

e Realizar o isolamento de substancias do extrato LEE

e Caracterizar e identificar substancias isoladas por técnicas de analise instrumental como
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de *H), carbono 13 (RMN de 3C) DEPT-
135 e espectroscopia no infravermelho

e Avaliar o potencial antiparasitario in vitro dos extratos de E. Erythropappus e substancias

isoladas, frente a vermes de Schistosoma mansoni

3 MATERIAL E METODOS
3.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As partes aéreas (1,2 kg) de E. erythropappus foram coletadas no campus da Faculdade
de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) (220 13’ 22" S, 44~ 37° 59" W)
no més de agosto de 2022. A espécie vegetal trabalhada encontra-se com um exemplar ja
depositado herbéario Leopoldo Krieger CESJF da UFJF sob 0 nimero 25363.

3.2 ANALISE E ANOTACAO DE SUBSTANCIAS POR UHPLC-ESI-MS/MS

Utilizou-se uma coluna Agilent InfinityLab Poroshell 120 C1s (100 mm x 2,1 mm, 1,7
um, Santa Clara, EUA), fluxo de 0,4 mL/min, e fase movel de agua e 0,1%. &cido formico (A)
e acetonitrila (B). Os extratos de LEE e EEE foram analisados utilizando-se um gradiente
descrito da seguinte forma: 0—2 min, 5% B; 2-14 min, 5-98% B; 14-16 min, 98% B; e 16-20
min, 98-5% B. O compartimento da coluna e da fonte foram fixados em temperaturas de
40°C e 150°C, respectivamente, utilizando-se nitrogénio como gas carreador com fluxo de 10

L.min? e pressdo de gas do nebulizador de 4 bar. Os dados de MS foram adquiridos nos
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modos de ionizagdo positiva e negativa, usando uma faixa de massa entre m/z 50-1500 e uma
dissociacdo induzida por colisdo (CID) de energia de 30 eV. Processamento de
cromatogramas e dados MS foram realizados no programa Thermo Xcalibur Qual Browser
Versdo 2.2 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, EUA). Além disso, a
anotacdo de substéncias foi feita através da analise de seu padrdo caracteristico de
fragmentagdo nos espectros de MS/MS e posterior comparagdo com literatura e bancos de
dados, tais como ChemSpider, Scifinder, MassBank e Spectral Database for Organic
Compounds.

33 GLOBAL NATURAL PRODUCTS SOCIAL MOLECULAR NETWORKING
(GNPS)

Os dados espectrais de MS/MS foram analisados usando a plataforma GNPS
(https://gnps.ucsd.edu acessado em 6 de abril de 2024), e hits obtidos nos modos de ionizagéo
positivo e negativo foram confirmados manualmente pela interpretacdo de seu padrdo de
fragmentacdo, confirmando assim as substancias anotadas. Os dados de MS/MS foram
convertidos para o formato mzXML usando o MS Convert e, em seguida, inseridos na
plataforma GNPS. Apds a conversdo dos dados brutos MS/MS para o formato mzXML, 0s
dados foram submetidos a processamento posterior através do software MZmine verséo 3.28,
seguido da interpretacdo dos espectros de ions do produto organizados em feature lists. Os
dados coletados da biblioteca molecular GNPS podem ser encontrados em
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=768bc5d42cd5483f976f2e62eacc9efb  para
0 modo positivo e no
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=b1e98027b1b34cf7a5c70fc5f64ec5b0 para

0 modo negativo, acessados em 6 e 9 de abril de 2024, respectivamente.

34 PREPARACAO DOS EXTRATOS BRUTOS

A partir do material vegetal coletado (E. erythropappus), foi feita a preparacdo do
extrato por lavagem glandular das partes aéreas de E. erythropappus. A mistura de solventes
MeOH e CHClI, (1:1 v/v) foi utilizada como solucdo extratora, empregando-se 400 mL da
solucdo a cada processo extrativo, a qual foi recuperada e reutilizada na extracdo subsequente,
sendo realizadas um total de 26 extracbes em MeOH e CH2Cl> (1:1 v/v).

As partes aéreas do vegetal foram utilizadas em sua forma integra e fresca, sendo
posteriormente transferidas para um frasco e entdo postas em contato com a mistura de

solventes MeOH e CH.Cl> (1:1 v/v) (Figura 12), onde o contato com o solvente extrator foi


https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=768bc5d42cd5483f976f2e62eacc9efb
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=b1e98027b1b34cf7a5c70fc5f64ec5b0
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de no méaximo 25 segundos, a fim de obter-se maior seletividade no processo extrativo e

extrair substancias contidas na superficie glandular a partir da ruptura dos tricomas.

Figura 12. Lavado glandular de E. erythropappus

Fonte: Elaborado pelo autor
Apos a extracdo na solucdo diclorometandlica, o lavado obtido foi devidamente filtrado
e recuperado por evaporacao-rotatoria e transferido para um frasco previamente pesado. Desta
forma, obteve-se 37,5 g de extrato por lavagem glandular das partes aéreas de E.

erythopappus (LEE) (Figura 13).

No intuito de posterior analise de seu perfil quimico e atividade antiparasitaria, assim
como subsequente comparagéo de tais parametros com o extrato LEE, foi também realizado o
preparo de um extrato etanélico de E. erythropappus (EEE) por meio de maceracdo estética a
frio.
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Desta forma, utilizou-se 120g de material vegetal para preparo do extrato, onde as
partes aéreas desta planta foram totalmente submersas em etanol em temperatura ambiente,
sendo o solvente extrator renovado apds 24h (x2 400 mL). O material foi entdo filtrado e
recuperado por evaporacao-rotatoria e transferido para um frasco previamente pesado,

obtendo-se entdo 12g de material bruto (Figura 14).

Figura 14. Extrato etandlico de E. erythropappus (EEE)

Fonte: Elaborado pelo autor

35 FRACIONAMENTO DO EXTRATO DAS PARTES AEREAS

Para o processamento do extrato das partes aereas de E. erythropappus, foi proposto
uma eluicdo em gradiente, devido a complexidade e diversidade de substancias contidas nesta
matriz, sendo possivel desta forma a separacdo de metabdlitos de polaridades distintas e
proximas em meio a modulacdo da forca da fase mdvel. Portanto, através da cromatografia
liquida a vacuo (VLC), uma técnica cromatografica preparativa de média pressao, onde maior
fluxo de solvente pode ser obtido devido ao vacuo continuo na coluna (Hostetmman,1986),
realizou-se a separacdo de 20 g do extrato por VLC.

A coluna foi preenchida com 3 partes de silica de 40-63um (300 g) ¢ 1 parte de silica de
60-200 pum (100 g) de tamanho de particula (Figura 15). Para maior adesdo do

empacotamento, 40 g de silica 60H foi adicionada além da mistura (400 g) previamente feita.
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Figura 15. Separacédo do extrato por lavagem glandular de E. erythropappus

Fonte: Elaborado pelo autor

No intuito de obter-se maior uniformidade da separacdo, a amostra foi incorporada ao
celite e entdo a pastilha formada com a evaporacéo do solvente, adicionada ao topo da silica.
Desta forma, a corrida cromatogréafica foi realizada em um gradiente linear de Hex/AcOEt,
gradualmente aumentando-se a forca cromatogréfica em proporcées de 5%-10%-15%-30%-
50%-70%-100%.

3.6 IDENTIFICACAO DE SUBSTANCIAS ISOLADAS

Em proposito de identificacdo das substancias isoladas, foram realizados experimentos
de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de *H) carbono 13 (RMN de 3C), e
DEPT- 135, assim como em espectroscopia no infravermelho. As analises das amostras foram
realizadas em um espectrometro de RMN de 500 MHz, onde CDCl; e dimetilsulfoxido
deuterado (DMSOd-¢) foram utilizados como solvente para os experimentos de RMN para
(L)e (2), (3) respectivamente. Sinais residuais de solventes ndo deuterados foram utilizados

como padréo interno.

3.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA IN VITRO FRENTE
AO S. MANSONI
Estes ensaios foram realizados na Faculdade de Ciéncias de Guarulhos (FACIG), com a
colaboracéo do Prof. Dr. Josué de Moraes, utilizando como base metodologias previamente

publicadas pelo grupo (Pereira et al., 2021; Queiroz et al., 2021). Os ensaios in vitro com
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vermes adultos de S. mansoni foram realizados com machos e fémeas acasalados (Pereira et
al., 2021; Queiroz et al., 2021). Os pares de vermes obtidos dos hamsters por perfusdo seréo
lavados 2 vezes com o meio RPMI 1640 contendo penicilina 200 U/ml, estreptomicina 200
pg/mL e anfotericina B 2 pug/mL.

Posteriormente, os parasitas acasalados foram transferidos em placas para cultura de
células com 24 pocgos contendo, por pogo, 1 casal de vermes em 2 mL do meio RPMI 1640
supracitado, porém suplementado com 10% de soro fetal bovino e tamponado com HEPES 25
mM. Os vermes serdo incubados com as amostras (derivados oxidados, em diferentes
concentragdes). Praziquantel (PZQ, 1 puM) foi utilizado como controle positivo e pogos
contendo somente meio de cultura serdo usados como controle negativo (Pereira et al., 2021;
Queiroz et al., 2021). As culturas de vermes adultos serdo monitoradas por microscopia.

Para avaliar a atividade das amostras sobre o S. mansoni foram considerados o0s
seguintes parametros: atividade motora (motilidade), altera¢cdes morfoldgicas no tegumento e
a capacidade reprodutiva. A mortalidade dos vermes sera julgada pela auséncia de
movimentos durante 2 minutos ou quando tocados com uma pinca (Pereira et al., 2021,
Queiroz et al., 2021). As amostras que apresentaram atividade em S. mansoni serdo avaliadas
guanto a toxicidade em células de mamifero, utilizando testes rapidos colorimeétricos e/ou

fluorimeétricos, como descrito pelo grupo (Pereira et al., 2021; Queiroz et al., 2021).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1  SELETIVIDADE NA EXTRACAO POR LAVAGEM GLANDULAR DAS
PARTESAEREAS DE E. ERYTHROPAPPUS

Tricomas glandulares (TGs) sdo estruturas epidérmicas especializadas, as quais diversos
metabolitos comumente relacionados a defesa quimica contra herbivoria, infeccdes
patogénicas, e exposicao a radiacdo U.V., encontram-se sintetizados e armazenados (Yang et
al., 2023). Dentre tais metabdlitos, derivados do isopreno pouco volateis como 0s
triterpenoides, também sdo descritos majoritariamente acumulados nos TGs das partes
aéreas em algumas espécies da familia Asteraceae, como a Artemisia annua, 0s quais aléem
de compor a cuticula, uma camada hidrofébica que garante a protecdo do vegetal em
condicdes de estresse do meio, sdo descritos por uma ampla gama de bioatividades (Moses
et al., 2015).

Nesta Optica, a extracdo por lavado glandular empregada como metodologia para

obtencdo do extrato de E. erythropappus, sendo um breve contato com o solvente a cada
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extragdo é preconizado, o que por sua vez poderia levar a um enriquecimento destes tipos
estruturais em meio a ruptura dos tricomas presente nas partes aéreas deste vegetal. A
mistura de solventes CH.>Cl>/MeOH (1:1, v/v) utilizada como solugéo extratora foi mantida
em contato com o material vegetal por até 25 segundos, sugerindo o maior direcionamento
na extracdo apenas de substancias armazenadas no tricomas da matriz vegetal utilizada.

Além disso, a partir de 1,2 kg de partes aéreas de E. erythropappus obteve-se 37,5 g de
extrato, onde o rendimento do extrato em termos de peso seco foi de 3,125%. Comparou-se
também neste trabalho LEE com um extrato obtido por maceragdo estatica em etanol (EEE)
da mesma planta, onde maior rendimento em termos de peso seco (10,0%) pode ser obtido.
No entanto, isto poderia ser sugestivo de uma maior seletividade na extracdo de metabélitos
contidos em estruturas de armazenamento previamente descritas, melhor evidenciado atraves
da anotacéo de substancias por meio da anélise de dados de MS/MS obtidos.

Em meio ao seu uso na medicina tradicional, a caracterizacdo quimica de constituintes
bioativos do 0Oleo essencial desta planta, encontra-se amplamente descrita, onde junto da
presenca majoritaria de o-bisabolol, outros promissores metabdlitos como o [B-bisaboleno
por seu potencial como adjuvante a ampicilina em infec¢bes por Staphylococcus aureus
(Silverio et al., 2013), assim como a lactona sesquiterpénica eremantina, em meio as
propriedades esquistossomicidas em vermes trematodeos de S. mansoni (Baker et al., 1972),
sdo também relatados na fracdo volatil deste vegetal.

Ainda amparado pelo uso etnomedicinal de E. erythropappus, a investigacdo de
metabolitos contidos no extrato por lavagem glandular das partes aéreas, levou a anotagédo
isoprenoides e flavondides majoritariamente e um derivado de fenilpropandide. Além disso,
maior conhecimento pertinente aos consitituintes desta matriz foram obtidos pela
identificacdo de friedelina (1), previamente isolada na espécie, assim como o lupanoide
acido betulinico (2), observado em outras espécies do género, como Eremanthus
veadeiroensis (Sacilotto et al., 2002), e flavona acacetina (3) previamente descritas em
outros vegetais de Lychnophorinae (Keles et al., 2010). Em meio a uma revisdo realizada
neste trabalho (Tabela 1.), ndo foram encontrados relatos de ambas as substancias (2) e (3)
substancia nesta matriz vegetal, nem tdo pouco a obtencdo através da metodologia proposta.

Tabela 1. Extratos e metabolitos de E. erythropappus

Material vegetal Extrato Metabdlitos Referéncia




Flores e folhas de
Eremanthus
erythropappus

Tronco de
Eremanthus
erythropappus

Partes aéreas de
Eremanthus
erythropappus

Bugalhos do tronco
Eremanthus
erythropappus

Tronco de
Eremanthus
erythropappus

Flores e folhas de
Eremanthus
erythropappus

Folhas de
Eremanthus
erythropappus

Maceragdo em
EtOH- Particdo em
CH:Cl,

Percolacdo em
hexano

Maceracgdo em
hexano

Maceracdo em
metanol

Percolacdo em
Hexano

Maceracdo em
EtOH- Fase
hidroalcodlica
(agquosa
remanescente)

Maceracdo em
EtOH- Particdo em
hexano

Fitol

Friedelina, friedelanol,
eremantina, bisabolol

15-Desoxigoyazensolido

Taraxasterol, -amirona,
tricosano

a-ciclocostunolido,
eremantina, 4,15-o-
epoxieremantina, 9,10-a-
epoxieremantina,
dehidrocostuslactona,
costunolido, reinosina,
santamarina,
magnolialido,
arbusculina A, 4-epi-
arbusculina A,
trifloculosido,estafiatona
e eregogazina

Quercetina e rutina

B-cariofileno, dxido de
cariofileno, aristoleno,
friedelina, B-amirenol,
acetato de a-amirenil

Cantuaria, 2018

Baker et al.,1972

Vichnewski et al.,
1976

Jorge et al.,2022

Lima et al., 1985

Cantuaria, 2018

Soares et al., 2011

4.2

Fonte: Elaborado pelo autor

ANALISE POR UHPLC-ESI-MS/MS DE EXTRATOS DE E. ERYTHROPAPPUS
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Em meio ao sucinto conhecimento em relacdo ao perfil quimico na matriz vegetal de E.

erythropappus, uma andlise untargeted de LC-MS/MS foi utilizada como estratégia para

anotacdo de substancias, onde os modos de ionizacdo positivo (Figura 16) e negativo

(Figura 17) foram aplicados para investigacdo dos extratos desta planta. Além disso, 16

metabolitos foram tentativamente anotados através da analise inicial de dados espectrais

usando a plataforma Global Natural Product Social Molecular Networking (GNPS), na qual
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o0s hits obtidos foram posteriormente verificados manualmente quanto ao seu padréo de

fragmentacdo pela interpretacdo dos dados de MS/MS, validando ent&o substancias propostas.

Figura 16. UHPLC-ESI-MS/MS extratos de Eremanthus erythropappus em modo positivo
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 17. UHPLC-ESI-MS/MS de extratos de Eremanthus erythropappus em modonegativo
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Lactonas sesquiterpénicas (LSTs) sdo frequentemente relatadas para espécies de candeia
(ex: Eremanthus erythropappus), as quais comumente apresentam uma por¢do reativa o-
metileno-y-butirolactona, onde relatos substanciais na literatura relacionam esta a uma maior e
seletiva toxicidade para parasitas unicelulares, levando a uma notével atividade antiparasitaria
de tais tipos estruturais (Schmidt, 2018). Dentre esses isoprendides, as LSTs do tipo
furanoheliangolido puderam trazer maior discernimento em relacdo a quimica de ambos 0s
extratos LEE e EEE.
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Os ions precursores em m/z 361 [M+H]" e m/z 375 [M+H]*, detectados apenas no
extrato LEE, foram relacionados respectivamente a ionizacdo de goyazensolido (4) e
centraterina (5) (Anexos, Tabela 2.), onde ions produto observados trouxeram um padréo de
fragmentagdo caracteristico relatado para esses sesquiterpendides, como uma perda neutra
inicial de H20 (-18 Da) sugestivo de um grupo hidroxila em C-15 atribuido a ions fragmento
em m/z 343 (4) e m/z 356 (5), seguido de eliminagdo da carboxila [M+H-R-CO2H] do ion
precursor resultando no mesmo ion fragmento em m/z 275 para (4) e (5), 0 que sugere por sua
vez diferentes substituintes na carboxila. Fragmentos subsequentes foram relacionados a
perdas consecutivas de unidades CO (-28 Da) e H,O (-18 Da) (Crotti et al., 2005). Além
disso, uma via de fragmentacdo adicional levando a um ion acilio em vez da perda direta de
[M+H-R-COH] foi descrita por Crotti e colaboradores (Crotti et al., 2005), o0 que é sugestivo
de Budleina A, um isémero de (5), apresentando um ion fragmento em m/z 83 de maior
abundancia relativa favorecido nesta via de fragmentacdo secundaria, onde a auséncia desse
jon fragmento nos dados espectrais obtidos leva a maior evidéncia de centraterina como
substancia proposta (Anexos, Tabela 2.).

O lichnofolido (6), outra lactona do tipo furanoheliangolido, foi também anotada em
meio as analises de ambos os extratos de E. erythropappus (Anexos, Tabela 2.). Apos a
formacdo do ion precursor m/z 359 [M+H]", procedeu-se um padrdo de fragmentacdo
caracteristico desses metabolitos, como por exemplo, a eliminacéo direta [M+H-R-CO2H] da
molécula protonada em m/z 259 (Crotti et al., 2005). Os ions produto subsequentes séo
atribuidos a perdas consecutivas de unidades de H.O (m/z 241) e CO (m/z 185, m/z 213),
igualmente observadas para goyazensolido e centraterina previamente descritas.

Assim como em outras espécies brasileiras da tribo Vernonieae, tais lactonas
sesquiterpénicas foram também previamente descritas em E. erythropappus (Gallon et al.,
2018). No entanto, os dados obtidos apontaram (4) e (5) apenas para o extrato de LEE, o que
juntamente com outros metabolitos anotados, como triterpendides do tipo oleanano, trazem
respaldo adicional de uma seletividade envolvendo a extracdo de metabdlitos contidos em
tricomas glandulares.

A ionizacdo em modo positivo também levou a deteccdo de alguns triterpendides
pentaciclicos, tais como do tipo oleanano, ursano, lupano e friedelano. Embora alguns desses
isoprendides de 30 carbonos contenham atomos de hidrogénio acidos (ex: acido betulinico), o
que por sua vez poderia trazer uma maior sensibilidade & geracdo de ions precursores no

modo de ionizacdo negativa (Yang et al., 2007, Sun et al., 2019), respectivos ions produto
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foram melhor visualizados no modo positivo, permitindo a anotacdo dos metabdlitos através
da investigagéo de seu padréo de fragmentacdo nos dados MS/MS obtidos.

Entre os oleandides, o composto (7) apresentou atribuicdes semelhantes as relatadas na
literatura (Sun et al., 2019), o que possibilitou a anotacdo de acido oleanbnico no extrato LEE
[M+H]" em m/z 455. A deteccdo de um sinal devido a perda neutra de agua do ion precursor
[M+H-H20]* em m/z 437, foi prontamente observado no que se acredita estar relacionado a
remocdo do substituinte C-3 levando a formacdo de um alceno, como visto para outros
triterpenos pentaciclicos do tipo oleanano (Figura 18) (Uddin et al., 2021). O alceno
resultante da primeira desidratacdo poderéa entdo sofrer uma segunda perda de dgua observado
pelo ion fragmento em m/z 419, levando & formacdo de um ion acilio em C-28, cuja a
eliminacdo posterior € detectada pela eliminacdo de uma unidade de CO (m/z 409) (Anexos,
Tabela 2.).

Figura 18. Fragmentacdo de triterpenos pentaciclicos

OH

(7)

HO (8)

Fonte: Adaptado de Sun et al., 2019

Adicionalmente, perdas neutras, as quais sdo relacionadas a uma projecdo da diferenca
entre o ion precursor e o ion produto, sdo uma maneira Util de detectar espécies especificas e
confirmar dados de MS/MS (Aisporna et al., 2022). Desta forma, tais fragmentos neutros séo
comumente observados em triterpendides pentaciclicos, como descrito por Sun e
colaboradores (Sun et al., 2019) para eritrodiol na eliminacdo de um grupo metileno (-14 Da)
procedida apds uma segunda perda de H20, similarmente visto para o composto (7) levando a
formacdo do ion em m/z 395 (Anexos, Tabela 2.).

Como descrito acima, o mecanismo de fragmentacdo em modo positivo de triterpenos

pentaciclicos geralmente envolve a quebra da ligagdo do substituinte C-3 diretamente de seu



40

jon molecular (ex: cetona, hidroxila ou grupo éster) (Figura 18), e fragmentacOes
subsequentes, originam desta forma ions fragmento diagnésticos para tais substancias (Uddin
et al., 2021). Neste contexto, o oleandide eritrodiol detectado m/z 443 [M+H]" (8) (Anexos,
Tabela 2.), demonstrou prontamente uma perda inicial caracteristica de H2O do ion precursor
[M+H- H»0] evidenciada por um ion fragmento em m/z 425, sugestivo de um grupo hidroxila
em C-3. Além de uma eliminacdo caracteristica de um grupo metileno do ion precursor em
m/z 411, fragmentos seguintes em m/z 237 (CigH270") e m/z 197 (Ci3H210"), sugerem a
possivel ocorréncia de um mecanismo do tipo retro-Diels-Alder (RDA) no anel C.

Além disso, o uvaol triterpendide tipo ursano (9) foi detectado em ambas as matrizes
investigadas por E. erythropappus (extratos LEE e EEE). A analise dos dados de MS/MS (9)
levou a atribuicbes semelhantes de (8), além do mesmo ion precursor (Anexos, Tabela 2.).
Ambos o0s metabolitos podem ser diferenciados como isémeros de posicdo devido a sua
respectiva razdo de abundancia de isdtopos de ions precursores, como descrito anteriormente
por Sun e colaboradores (Sun et al., 2019). Portanto, o eritrodiol (8) é descrito com uma razédo
de abundancia de 2:1, enquanto o ion precursor do uvaol m/z 443 [M+H]" obtido nos dados de
MS/MS apresentou uma razdo de abundancia de > 2:1, como mostrado nos dados espectrais
obtidos (Anexos).

Friedelina (1), uma cetona triterpénica do tipo friedelano, foi também detectada dentre
os terpenoides pentaciclicos anotados. Neste contexto, os espectros de MS permitiram a
deteccdo de um ifon precursor em m/z 427 [M+H]*, relacionado a friedelina protonada
(Anexos, Tabela 2.). Além disso, o perfil de fragmentacdo obtido pelas analises do espectro
de MS/MS obtido, encontrou-se em concordancia com as atribuic6es feitas por Naumoska e
colaboradores (Naumoska et al., 2015), onde ions fragmento caracteristicos foram detectados,
como a eliminacdo de H2O do ion molecular em m/z 409, relacionada & quebra da cetona em
C-3.

Triterpendides do tipo lupano, diferente de isoprenoides descritos anteriormente,
apresentam um anel E de cinco membros ligado a um grupo alilico em seu nlcleo pentaciclico
(Dewick, 2009). Em relacdo a essa classe de metabolitos, o acido betulinico (2), no qual sdo
relatadas notaveis bioatividades, como seu potencial antiparasitario proeminente frente a
vermes adultos de S. mansoni (Spivak et al., 2014) , foi também identificado em ambos os
extratos LEE e EEE (Anexos, Tabela 2.).

Os espectros de MS/MS de (2) trazem uma proeminente perda de H2O do ion precursor
m/z 457 [M+H]" em m/z 439 [M+H-H>QO]", diagnostico de uma hidroxila como substituinte

em C-3, como previamente descrito nestes lupanoides (Yang et al., 2007, Sun et al., 2019). A
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formacdo do alceno [M+H-H,0]*, semelhante a triterpenos do tipo oleanano (Figura 18),
prosseguiu com uma segunda eliminagdo de &gua do grupo carboxila C-28 resultando no ion
fragmento em m/z 421, na qual ap6s a formacgdo do ion acilio, procedeu com a eliminagao da
unidade de CO resultando no ion fragmento em m/z 393.

Hits obtidos ap6s analise inicial no GNPS em modo negativo consistiram
fundamentalmente em substéncias de carater redutor, majoritariamente flavonoides como
flavonois e flavonas e seus glicosideos, assim como um derivado de fenilpropandide. O
potencial antioxidante dos extratos de candeia-da-serra foi avaliado em relatos da literatura
por ensaios como o DPPH, poder redutor de Fe*® e B-caroteno/acido linoléico (Del-Vechio-
Vieira et al., 2017), onde a triagem fitoquimica através da reacdo com diferentes reagentes
para deteccdo de compostos e analise estatistica, mostrou pronunciado efeito sequestrador de
radicais livres quando flavonoides e outros fendlicos foram encontrados majoritariamente nos
extratos.

Neste contexto, a flavona apigenina (10) foi tentativamente anotada (Anexos, Tabela
2.), em meio a deteccdo de alguns fragmentos principais apos o ion precursor [M-H] m/z 269,
como a perda inicial da unidade de CO em m/z 240, atribuida a fragmentacdo do anel C
devido a eliminacdo do grupo carbonila, como visto para demais flavonas (ex: luteolina)
(Fabre e Rustan, 2001). Outro ion produto foi detectado em m/z 227, que semelhante a outras
flavonas contendo uma hidroxila em C-4', procedeu com a eliminacdo de uma unidade C.H>0
(-42Da) do ion precursor [M-H]-, em um mecanismo semelhante ao descrito por Ma e
colaboradores (Ma et al., 1997), onde a fragmentacdo do anel C leva a uma nova ciclizagdo
envolvendo o anel B. Além disso, uma perda subsequente de CO2 do ion [M-H-C,H20] leva a
outro fragmento comum relatado em m/z 181, onde ocorre contracdo do anel A, seguida por
uma quebra mediada por reacdo de retro-Diels-Alder, dando origem a mais um fragmento
caracteristico em m/z 151 (Fabre e Rustan, 2001, Hvatum, 2004).

Flavonois, metabdlitos secundarios que apresentam uma fragdo a-hidroxicetona no anel
C do nuacleo flavonoidico, também foram detectados. Em relacdo a tais produtos
biossintéticos, o derivado O-glicosideo de quercetina, isoquercetina (11) m/z 463 [M-H]
(Anexos, Tabela 2.), apresentou ions fragmento tipicos, como por exemplo, visto em m/z 301
atribuidos a perda neutra de uma hexose (-162Da) do ion precursor [M-H], liberando assim
sua aglicona como produto (Lu et al., 2013).

Fragmentos subsequentes foram atribuidos a fragmentacdo da quercetina [M-H-
CeH120¢]", apresentando ions produto correspondentes aos relatados por Fabre e Rustan

(Fabre e Rustan, 2001), o que sugere um mesmo mecanismo de fragmentacdo, onde uma
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eliminacéo inicial de CO ocorre por quebra e contracdo do anel C dando o ion fragmento em
m/z 271, também relatado em um estudo envolvendo quantificacdo de (11) e seu isbmero
estrutural hiperosideo (Zhou et al., 2011). Outras atribui¢fes realizadas relacionam-se a
eliminagdo de CO2 em m/z 257, ocorrendo também no anel C, gerando uma estrutura
semelhante a de estilbenos com uma ligacdo dupla cis diaril substituida, seguido por uma
RDA resultando no ion fragmento em m/z 151.

Isorhamnetina-3-O-galactosideo (12) foi tentativamente anotado devido a ions
fragmentos caracteristicos desta substancia nos dados de MS/MS obtidos, como a ruptura
proeminente da porcao glicosidica do ion precursor aniénico m/z 477 [M-HJ, resultando em
m/z 315 como fragmento [M-H-CsH120¢] relacionado a aglicona livre (Ruiz et al., 2014).
Como relatado para outros compostos do tipo flavonol, propusemos que da mesma forma, a
perda de grupo metila (-15Da) também € observada para a isorhamnetina (aglicona livre),
levando a detec¢do do ion produto em m/z 300. Além disso, alguns outros fragmentos
caracteristicos em m/z 271 e m/z 256, sdo sugestivos de perdas de CO, CO; respectivamente,
seguido de uma retro-Diels-Alder levando ao ion fragmento em m/z 151, 0 que por sua vez
fornecem evidéncias adicionais de (12) como flavonol proposto (Anexos, Tabela 2.).

Derivados dissacaridicos de tais substancias foram também detectados nas matrizes
investigadas. Kaempferol, um flavonol comumente relatado para varias espéecies vegetais e
com grande importancia dentro do campo nutracéutico (Georgiev et al., 2014), foi detectado
como seu derivado glicosidico Kaempferol-7-O-neohesperidosideo (13) m/z 593 [M-H]", onde
pela analise dos dados espectrais de MS/MS obtidos, resultados consistentes com as
atribuicdes feitas por Sanchez-Rabaneda e colaboradores (Sanchez-Rabaneda, et al., 2003)
foram alcancados (Anexos, Tabela 2.).

No entanto, a literatura relata fragmentacdo direta da porcdo glicosidica como um
dissacarideo (-308Da) levando ao ion produto m/z 285 de kaempferol livre (Sanchez-
Rabaneda, et al., 2003), enquanto aqui descrevemos uma perda consecutiva de deoxihexose (-
146Da) e uma hexose (-162Da), resultando respectivamente em ions fragmento em m/z 447 e
m/z 285 do ion precursor [M-H], no qual este Gltimo ion (m/z 285) apresentou maior
abundancia relativa. Vale ressaltar que uma energia de colisdo mais branda na dissociacao
molecular (30 v) foi usada neste trabalho em relacdo a literatura reportada, o que pode ter sido
fundamental para essa diferenca detectada. Evidéncias adicionais para 0 composto proposto
(13) puderam ser obtidas, uma vez que alguns ions principais de fragmentacdo de sua aglicona
foram detectados, tais como eliminacdo de unidade de CO (m/z 256) e perda de CO. (m/z

240), também diretamente da aglicona (m/z 285), seguido por uma segunda unidade de CO
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(m/z 212) como fragmento do ion produto anterior [M-H-CO.-CO]" (Fabre e Rustan, 2001,
Sanchez-Rabaneda, et al., 2003).

Flavonoides C-glicosideos sdo comumente relatados, entre outras agliconas, por ocorrer
em compostos do tipo flavona. Em uma revisdo sobre a quimica e a ocorréncia biossintética
de metabdlitos naturais contendo C-glicosideos (por exemplo, flavonoides, xantonas,
cromonas), Franz e Grin (Franz e Grin, 1983) delinearam um padrdo de substituicdo um
tanto sistematico de ocorréncia da ligacdo C-C com a porcéo do agUcar nas posi¢cdes 6 e 8 do
anel A, quando estes sdo encontrados orto e para a hidroxilas fenélicas (ou seja, em C-5 e C-
7). Isso pode estar relacionado a uma maior nucleofilicidade trazido por grupos orto/para-
orientadores nessas posicdes (C-5 e C-7), embora a proposi¢cdo de uma via biossintética clara
para esta C-glicosilacdo ainda ndo se encontre relatada até 0 momento.

Nesse sentido, a flavona Vicenina-11 (14) foi proposta como substancia anotada no
decorrer da verificacdo de dados espectrais de MS/MS (Anexos, Tabela 2.). Atribuicdes
semelhantes a Silva e colaboradores (Silva et al., 2014) foram feitas, como ions produto
relacionados a fragmentacdo de hexoses em m/z 473 (-120Da) diretamente do ion precursor e
em m/z 353 (-120Da) relacionado a fragmentacao do ion anterior.

De acordo com a literatura relatada a (14), ions fragmento menos abundantes detectados
foram sugestivos de mecanismos de fragmentacdo secundarios (Silva et al., 2014). Neste
contexto, em m/z 502 devido a fragmentacdo do agucar em C-6 diretamente do ion precursor,
a fragmentacdo subsequente da hexose em C-8 poderd levar a duas possiveis quebras,
ilustradas pela geracdo dos ions produto m/z 413 e m/z 383. Deve-se ressaltar que nenhuma
ligacdo C-glicosideo resultou na aglicona livre ao longo da via de fragmentacdo relatada,
como visto para perdas neutras de hexoses (-162 Da) em derivados de O-glicosideos de
flavonas, o que pode ser devido a diferencas de eletronegatividade e labilidade entre as
ligacbes C-C e C-O.

Além disso, o ion precursor aniénico em m/z 283 [M-H] sugeriu a presenca da 5,7-
hidroxiflavona acacetina (3) (Anexos, Tabela 2.). fons fragmentos apontaram perdas
caracteristicas para este flavonoide, tais como a eliminacdo de CHs (-15Da) do grupo metoxi
em C-4' em m/z 268 (Yin et al., 2019). Adicionalmente, este flavonoide (3) foi isolado do
extrato por lavagem glandular de E. erythropappus (LEE), o que traz maior validacdo aos
dados de fragmentacdo de MS/MS descritos para (3).

Luteolina (15) m/z 285 [M-H]", entre outras flavonas, foi também anotada nas matrizes
de E. erythropappus analisadas (Anexos, Tabela 2.). Um padréo de fragmentagdo semelhante

aos relatados em trabalhos envolvendo quantificagdo deste composto em plasmas de
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camundongos foi detectado apds analise de dados espectrais (Cheruvu et al., 2018), como
uma perda inicial de unidade de CO levando ao ion fragmento em m/z 257 do ion precursor
[M-H]" devido a fragmentagdo do anel C.

Fragmentos adicionais foram concordantes com aqueles relatados por Fabre e Rustan
(Fabre e Rustan, 2001), que também sugeriram uma série de possiveis mecanismos de
fragmentacdo para esse metabdlito, tais como, ao contrario da eliminacdo inicial da uma
unidade de CO, ocorrer uma eliminacdo da unidade C>H>O do ion precursor [M-H- C2H20]
em m/z 243, sequida de perda de CO2 em m/z 241 levando a retrociclizacdo do anel C e
contracao do anel A. A eliminacdo de uma unidade de CO: a partir do ion em m/z 243
também foi detectada, dando o ion produto m/z 199. Além disso, o ion fragmento em m/z 217
pode ser atribuido a uma eliminacdo de Cs0: diretamente do ion precursor [M-H-C30-],
sendo por sua vez sugestiva de outro possivel mecanismo mencionado. Portanto, a
comparacdo da literatura permitiu anotar a luteolina como substancia proposta.

Outro conjunto de metabolitos detectados nos dados adquiridos de MS foram os do tipo
di-O-cafeoilquinicos. A cinarina foi inicialmente obtida como metabdlito atingido em analises
preliminares da biblioteca GNPS em ambos os extratos de LEE e EEE, porém nossa
investigacdo da fragmentacdo de MS/MS, encontrava-se de acordo com um de seus isémeros,
0 acido 3,5-di-O-cafeoilquinico (16).

Uma unidade cafeoila foi prontamente detectada como ion fragmento (m/z 353) do ion
precursor [M-H]" em m/z 515, seguida por outra perda da segunda unidade cafeoila, como
mostrado pelo ion produto em m/z 191 (Anexos, Tabela 2.). Embora a primeira eliminagdo do
substituinte cafeoila seja mais proeminente devido a uma maior abundancia relativa desta
entre todos 0s outros ions do produto, a eliminacdo da segunda unidade pode estar ocorrendo
rapidamente, como descrito por relatos anteriores (Wu et al., 2007).

No entanto, alguns outros ions fragmentos menos abundantes levaram a possiveis
atribuices, como perdas de agua em m/z 335 e CO2H em m/z 291 apos a eliminacdo da
primeira unidade de cafeoila, ocorrendo diretamente do nucleo de acido quininico.

O modo negativo mostrou alguns metabolitos notaveis ndo relatados para extratos de E.
erythropappus, como (13), além do C-glicosideo Vicenina-11 (14) detectado apenas no extrato
etanolico (EEE), o que pode sugerir uma extracdo favorecida de metabdlitos mais polares,
porém esta afirmacdo seria de natureza especulativa, no sentido de que mais investigacdes
seriam necessarias.

No entanto, a analise de UHPLC-ESI-MS/MS em modo positivo trouxe maiores

caracteristicas distinguiveis entre os extratos de LEE e EEE, onde substancias (4), (5), (7), (8)



45

relacionados a defesa da planta foram apenas detectadas no extrato LEE, implicando que um
conteldo mais rico de lactonas sesquiterpénicas e triterpendides pentaciclicos poderia ser
obtido ao aplicar-se um método de extracdo por lavagem glandular, obtendo-se seletivamente
metabdlitos contidos em tricomas glandulares. Além disso, substancias isoladas trazem maior
respaldo a esta hipdtese, assim como contribuem para maior conhecimento pertinente a

quimica desta espécie, onde metabdlitos ndo previamente relatados puderam ser obtidos.
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Tabela 2. Substancias anotadas em extratos de E. erythropappus (LEE e EEE) por analise em UHPLC-ESI-MS/MS

Extrato de E. [M+H]"  [M-H] Formula MS/MS Substancia

erythrapappus (m/2) (m/2) Molecular (MS?) Proposta Referéncia Estrutura Quimica
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LEE 361 - CioH200 roe : o
1oTi20T 211, 201, (4) 2005 o
179, 133 4 ©
HO
\
O
356,275, . ) o
LEE 375 . CaHzO7 256,229, Cemge”na Crometal, o /
211,199 S0
H
HO
\
340, o
313,276, . . o
LEE/EEE 359 i CaoHzOs 259,241, LyChr(‘g;o"do Cro;t(')g;a"' o H
230,213, o)
185, o
437 o
! Acido
LEE 455 . CaoHsOs 332'430697' oleandnico S“goeltga"' S o
323 ™ J

0]




425, 411,
396, 313, Eritrodiol Sun et al., H
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4.3. ISOLAMENTO DE SUBSTANCIAS (1), (2) E (3)

Em meio a complexidade de matrizes fonte de produtos naturais, tais como extratos
vegetais, foi-se proposto um fracionamento através de uma eluicdo em gradiente do extrato
por lavagem glandular de E. erythropappus (LEE), onde misturas de hexano e acetato de etila
em gradual aumento de polaridade foram utilizadas como fase mdvel. Sucintamente, apds a
separacdo cromatogréfica de 20g do extrato LEE por cromatografia liquida a vacuo (VLC),
subfracOes obtidas foram entdo reunidas quanto ao seu perfil cromatografico em analises por
cromatografia em camada delgada (CCD), dando origema 7 fragdes principais (Figura 19).

Figura 19. FracOes obtidas por VLC
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Fonte: Elaborado pelo autor
Prontamente, na 12 etapa do gradiente (Hex/AcOEt-5%) fracdes enriquecidas puderam
ser obtidas, de forma que a partir de testes com solventes de média polaridade, a
recristalizacdo em acetato de etila da fracdo 1.3 (Fr. 1.3) (200mg) (Figura 20) levou a
obtencdo de cristais de friedelina (1) (50mg) (Figura 21).
Figura 20. Fracdo 1.3

e

=5 R Y
Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 21. Cristais de friedelina

Fonte: Elaborado pelo autor

Adicionalmente, outro triterpenoide pentaciclico pode ser isolado, onde partir da 3?
etapa do gradiente (Hex/AcOEt-15%), uma mancha atribuida a este tipo estrutural pode ser
observada, terminando na 42 etapa do gradiente (Hex/AcOEt-30%). Desta forma, foram
reunidas as subfragdes 3.1 a 3.4, 4.0 a 4.5 referentes aos grupos de fracbes 3 e 4
respectivamente, levando a 895 mg de produto obtido (Figura 22)

Figura 22. Subfracdes 3.1-4.5 daVLC

Fonte: Elaborado pelo autor

As fragdes obtidas (3.1-4.5) foram entdo submetidas a uma etapa final de purificacdo,
onde inicialmente uma separacdo em cromatografia em gel de silica foi feita, a qual foi
também foi acompanhada por CCD , dando origem entdo a 34 subfracfes. Dentre essas, as
subfracbes 17 a 23 (Figura 23) demonstram similaridade de perfil cromatografico entre si,

sendo desta forma reunidas e resultando em 300mg de produto obtido.
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Figura 23. SubfracBes 17-23 da coluna cromatografica cléssica

S5 e
Fonte: Elaborado pelo autor

Por fim, foram conduzidos testes de solventes em aliquotas da fracdo purificada, a fim
de resolver a co-eluicdo de impurezas junto ao produto obtido. Portanto, em meio a aparente
apolaridade da substancia, foram preconizados solventes ou misturas de solvente de média-
alta polaridade.

Resultados promissores puderam ser obtidos através da mistura de solventes MeOH/
EtOH (1:1, v/v). A reoorganizacdo do sélido em uma estrutura cristalina era iniciada somente
no periodo de 24 h, formando cristais bem finos em formato de agulha, os quais por sua vez
aglomeravam-se em pequenos grumos posteriormente dissociando-se no processo de
filtragem do sélido cristalino. Ao final de sucessivas recristalizacdes, 160 mg do produto pode
ser obtido, identificado posteriormente como o lupanoide acido betulinico (2) (Figura 24).

Figura 24. Cristais de acido betulinico

Fonte: Elaborado pelo autor

Além disso, a composicdo de Hex/AcOEt-30% (42 etapa) como fase movel ainda levou
a obtencdo de cristais amarelo palido, nas fragdes 4.6 (Fr. 4.6) e 4.7 (Fr. 4.7) (Figura 25),
estes por sua vez foram rinsados em CH2Cl, para a eliminacéo de impurezas e entdo filtrados,
recolhidos e colocados em um frasco previamente pesado, resultando em 20mg do que

posteriormente foi identificado como a flavona acacetina (3).
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Figura 25. Fragdes e cristais de acacetina

Fonte: Elaborado pelo autor

4.4. CARACTERIZACAO QUIMICA E IDENTIFICACAO DE SUBSTANCIAS
ISOLADAS

Na busca de possiveis metabolitos em E. erythropappus, uma revisao por Keles e

colaboradores (Keles et al., 2010), descreveu os terpenoides como constituintes majoritarios

em espécies de Eremanthus. Apesar da escassez de informacdes sobre a composi¢do quimica

da candeia, a Tabela 1 relne tais derivados do isopreno compondo a maioria dos metabdlitos

isolados desta matriz vegetal, onde sesquiterpenoides e triterpenoides foram principalmente
obtidos dos extratos relatados.

Em relacdo a este grupo de metabolitos, a expansdo do anel de cinco membros do
esqueleto lupano, seguida por rearranjos de Wagner-Meerwein (deslocamentos de grupos
alquila e hidreto), permitida por uma conformacdo axial-axial entre grupos envolvidos no
rearranjo, originando o cation friedenil, levando entdo a friedelina apos oxidacdo subseqliente
(Singh et al., 2023). Este friedelano (1), previamente relatado para E. erythropappus (Baker et
al., 1972, Jorge et al., 2022), foi isolado neste trabalho, onde a comparacdo com a literatura
levou a atribuicGes semelhantes em seus espectros de RMN de 'H (Figura 26) e RMN de 3C

(Figura  27), permitindo a identificacdo da  friedelina  (Figura  28).
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Figura 26: Espectro de RMN de 'H de friedelina
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Fonte: Elaborado pelo autor
Sinais de absorcdo na regido de hidrogénios de carbonos sp3 ndo ligados a
heteroatomo puderam ser observados entre 0.73-1.18 ppm, respectivamente, 1.18 (3H, s), 1.05
(3H, s), 1.00 (6H, d), 0.95 (3H, s), 0.87 (6H, d), 0.73 (3H, s), 0 que por sua vez diz respeito ao
padrdo caracteristico de 8 metilas no esqueleto fundamental de friedelanos. Além disso, a
Tabela 3 traz a comparacdo com atribuicdes feitas por Ali e colaboradores (Ali et al., 2010)
de forma que maior respaldo ao isolamento desta cetona triterpénica é obtido.

Tabela 3. RMN de H e comparacdo com Ali et al., 2010

6'H Isolado o'H Ali et al., 2010
2.37 (1H, ddd) 2.38 (1H, m)
2.28 (2H, dq) 2.27 (2H, m)
1.95 (1H, m) 1.95 (1H, m)

1.75 (1H, d) 1.92-1.18 (m)
1.70 (1H, dqd) -

1.60 (1H, m) -

155 (2H, m) -

1.45 (3H, m) -

1.38 (3H, m) -

1.26 (3H, m) -

1.18 (3H, s) 1.16 (3H, s)
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1.05 (3H, s) 1.03 (3H, s)
1.00 (6H, d) 0.99 (6H, s)
0.95 (3H, s) 0.93 (3H, s)
0.87 (6H, d) 0.86 (3H, d)
0.73(3H, 5) 0.70(3H, s)

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 27: Espectro de RMN de *C de friedelina
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Fonte: Elaborado pelo autor

Apos a interpretacdo do espectro de RMN de 13C de friedelina (Figura 27), observa-
se prontamente a presenca de 30 sinais de absorcdo, em sua maioria em regido caracteristica
a carbonos do tipo sp3 ndo ligados a heteroatomo, além de apenas 1 sinal em campo baixo
referente a uma carbonila de cetona (213.3 ppm), caracteristico a tal substituinte em C-3. A
comparacdo feita com dados da literatura também foi realizada, demonstrando alta
similaridade a atribuicGes feitas por Escobedo-Martinez e colaboradores (Escobedo-Martinez
et al., 2012) (Tabela 4.) possibilitando a identificacdo desta substancia (1) (Figura 28).
Tabela 4. RMN de *C e comparagdo com Escobedo-Martinez et al., 2012

o0BC Escobedo-Martinez
et al., 2012

213.3 213.33

O0BC Isolado




59.5
58.2
53.1
42.8
422
415
41.3
39.7
39.3
38.3
37,5
36.0
35.6
354
35.0
32.8
324
32.1
31.8
30.5
30.0
28.2
22.3
20.3
18.7
18.2
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Fonte: Elaborado pelo autor
Figura 28. Friedelina

Fonte: Elaborado pelo autor
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Posteriormente, ap6s o isolamento e purificacdo de fracGes de interesse do extrato LEE
(fragBes 17-23, 160mg), estas foram analisadas por RMN de 'H, 13C e DEPT-135, de forma
que a presenca de 30 sinais de absorcdo no espectro de 13C, somado aos achados da literatura,
sugeriu-se a obtencdo de um triterpeno como metabdlito isolado, revelando assim apos as
analises por técnicas espectroscopicas, a presenca do &cido betulinico.

Em meio a interpretacdo do espectro de *H (Figura 29), alguns sinais de absorgéo
caracteristicos para um esqueleto do tipo lupano puderam ser observados, o que
posteriormente foi confirmado por meio da comparagdo com atribuigdes descritas na
literatura, chegando-se ao &cido betulinico. Inicialmente, a presenca de um sinal em 12 ppm
sendo este um simpleto largo (sl), sugeriu a presenca de um hidrogénio de carboxila, o que
corrobora nas analises de RMN de 13C, onde um sinal em 177.1 ppm em regido caracteristica
de carbono de acido carboxilico foi observado. Ainda, em campo baixo, dois sinais de
absorcdo em 4.68 e 4.56 ppm. sugerem o acoplamento entre dois hidrogénios metilénicos de
olefina, podendo desta forma serem atribuidos a dupla exociclica do esqueleto lupano, sendo
observados na forma de dois simpletos devido ao pequeno acoplamento destes hidrogénios
diasterotopicos. Além disso, a presenca de sinais de absorcdo referentes a hidrogénios
metilicos homotopicos de 6 metilas entre 0,65-1.64 ppm. foram observados, assim como um
hidrogénio em 4.24 ppm em um sinal alargado, o que por sua vez mostrou-se pouco
conclusivo ao se tratar de um hidrogénio de hidroxila, ou de um carbono carbindlico na
posicdo 3, ambos comuns para lupanoides.

Figura 29. Espectro de RMN de tH do 4cido betulinico
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Através da anélise do espectro de RMN de 3C do &cido betulinico (Figura 30), a
presenca de sinais de absorcdo para 30 carbonos pode ser atribuida, sendo majoritariamente
observados na regido entre 15-55 ppm., regido esta caracteristica para carbonos de
hibridizacdo sp® ndo ligados a elementos eletronegativos. Além disso, a presenga da hidroxila
no carbono 3 (Dewick, 2009), traduz outra caracteristica estrutural de triterpenos do tipo
lupano, onde um sinal de absorgdo em 76.7 ppm. foi observado, sugestivo a um carbono sp®
ligado a um atomo de oxigénio.

Em campo baixo, dois sinais de absorcdo em 109.5 e 150.2 ppm, sugerem a presenca de
carbonos olefinicos, atribuidos desta forma a ligacdo dupla exociclica no anel de cinco
membros da substancia proposta assim como um sinal em regido caracteristica de carbonilas
de &cido carboxilico em 177.1 ppm. Maior evidéncia é trazida para a identificacdo do acido
lupélico, através da analise do carbono-17 diretamente ligado a carboxila, o qual apesar de ser
um carbono do tipo sp®, espera-se esse estar mais desblindado por se tratar de um carbono
quaternario, e também devido ao efeito indutivo exercido pela carbonila. Logo, é razoavel a
sua atribuicdo ao sinal de absorcdo em 55.3 ppm observado no espectro, sendo entdo um

carbono sp® mais desblindado que os demais.
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Fonte: Elaborado pelo autor
A comparacdo das atribuices feitas com dados de RMN de *H 3C e DEPT-135

descritos na literatura, foi também realizada, o que por sua vez respalda a caracterizacéo
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proposta para o acido betulinico. A tabela a seguir (Tabela 5), traz a caracterizacdo deste
triterpenoide por RMN de 13C feita por Pohjala e colaboradores (Pohjala et al., 2009), onde
DMSO-ds foi também utilizado na obtencéo dos espectros de RMN.

Tabela 5. RMN de 3C comparagdo com Pohjala et al., 2009

6 13C Isolado d 18C Pohjala et al., 2009
177.1 177.3
150.2 150.3
109.5 109.7
76.7 76.8
55.3 55.4
54.8 54.9
49.9 50.0
48.5 48.6
46.5 46.6
41.9 42.0
40.2 40.3
38.4 38.5
38.2 38.3
37.5 37.6
36.7 36.7
36.3 36.4
33.9 34.0
31.6 31.7
30.1 30.1
29.1 29.2
28.1 28.1
27.1 27.2
25.0 25.1
20.4 20.4
18.9 19.0
17.9 18.0
15.9 16.0
15.7 15.8
15.7 15.7
14.3 14.4

Fonte: Elaborado pelo autor
Além disso, a partir de experimentos de DEPT-135 (Figura 31), o padréo de carbonos
hidrogenados pode ser também identificado, de forma que atribuicdes também similares a
literatura (Noviany & Osman, 2021) foram obtidas. Desta forma, seis metilas, seis metinas e

onze metilenos foram identificados, conforme mostrado a seguir.



Figura 31. RMN de DEPT-135 e comparagdo com a literatura
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A confirmacdo dos diferentes grupos funcionais foi também realizada através de

analises por espectroscopia no infravermelho, de forma que alguns sinais caracteristicos desta

substancia, como a sua carbonila e hidroxila de acido carboxilico, assim como sua hidroxila

presente no carbono 3, puderam ser detectados (Figura 32).
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Figura 32. Espectro no infravermelho do &cido betulinico
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Conforme assinalado (Figura 32), bandas de absorcdo caracteristicas das ligacdes
carbono-oxigénio puderam ser atribuidas no espectro obtido. Desta forma, frequéncias de
estiramento referentes a carbonila do &cido carboxilico em 1677,9 cm™, uma banda mais
intensa de largura média em 3429 cm? atribuido ao grupo O-H do &lcool secundario no
carbono 3 de banda mais larga, assim como em menores frequéncias devido a ressonancia na
carboxila, frequéncias de 1444,3 cm™ e 883,3cm™ referentes respectivamente, as ligagdes C-O
da carbonila e a hidroxila do C-28 do mesmo é&cido (2) (Figura 33)

Figura 33. Acido betulinico

Fonte: Elaborado pelo autor

Outra classe de metabdlitos frequentemente relatada para espécies de Eremanthus sdo
os flavonoides (Keles et al., 2010), formados por uma unidade iniciadora de cinamoil-CoA,
ocorrendo entdo uma extensdo de cadeia por condensacdo de claisen ou aldol com trés

unidades de malonil-CoA, levando a chalconas e estilbenos, respectivamente (Dewick, 2009).
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As chalconas, por sua vez, atraves do fechamento inicial do anel C em uma adigéo de Michael
a carbonila a,B-insaturada, atuam como precursores de varios derivados de flavonoides, tais
como flavononas e flavonas (Dewick, 2009).

Neste contexto, a flavona acetina (3) pode também ser pela primeira vez isolada desta
planta. Estes metabdlitos comumente apresentam um caracteristico préton em baixo campo da
hidroxila em C-5 (5-OH) no anel A, devido a ligacdo de hidrogénio com o grupo carbonila do
anel C, assim como relatado por Aksnes e colaboradores (Asknes et al., 1996) na
identificacdo de flavonas polihidroxiladas. Portanto, a analise por RMN de H (Figura 34) da
substancia (3) apresentou tal sinal caracteristico em 12.92 ppm (1H, s), sugestivo deste préton
5-OH desblindado devido a interagdo com a carbonila de cetona (182.2 ppm), descrito
também em um trabalho envolvendo a sintese total da acacetina (Zhao et al., 2016).

Atribuicdes subsequentes no espectro de *H trazem maior conhecimento do padrdo de
substituicdo em ambos os anéis A e B, como indicam dupletos em 8.02 ppm (2H, d) e 7.10
ppm (2H, d) , sugestivos de um plano de simetria em um padrdo dissubstituido no anel B,
devido a presenca da metoxila em C-4' evidenciado por protons homotopicos ndo acoplados
em 3.85 (3H, s), resultando em dois acoplamentos do tipo orto (J3= 10 Hz) de cada lado do
anel B. Evidéncias adicionais do isolamento desta 5,7-hidroxiflavona foram obtidas por
analise de RMN de 3C (Figura 35), onde sinais de absorcio caracteristicos em alto campo
dos carbonos C-6 e C-8 no anel A foram observados em 99.5 e 94.6 ppm, respectivamente,
nos quais tal blindagem pode ser atribuida a grupos orto-, para- orientadores nas posicdes C-5
(162.8 ppm) e C-7 (165.2 ppm), semelhantes a crisina, também uma 5, 7-hidroxiflavona
(Markham, 1989), possibilitando a identificacdo de (3) (Figura 36)

Figura 34. Espectro de RMN de *H da acacetina em DMSO-ds
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=560

Fonte: Elaborado pelo autor
Figura 36. Acacetina
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45 ENSAIOS IN VITRO FRENTE A VERMES ADULTOS DE SCHISTOSOMA
MANSONI

Em meio a analise quimica de extratos de E. erythropapus (LEE e EEE) por UHPLC-
MS/MS, a anotacdo de lactonas sesquiterpénicas, triterpenoides pentaciclicos e flavondides
livres e O- e C-glicosilados, sugeriu a presenca de tais substancias, o que somado a
pronunciada propriedade antiparasitaria de tais tipos estruturais, estimulou a investigacdo da
potencial atividade antihelmintica frente a vermes adultos de S. mansoni dos extratos,
confirmado posteriormente por analises in vitro, onde a eliminacdo de vermes machos e
fémeas e diminuicdo da motilidade foram utilizados como parametros na avaliacdo. Desta
forma, a partir da comparacdo de ambos os extratos (LEE e EEE), observou-se apds a
incubagdo nas concentracdes de 200 e 100ug/mL a morte total e completa reducdo da

motilidade de vermes machos e fémeas para o extrato por lavagem glandular de E.
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erythropappus (LEE) em 24h e mantido apds 72h . Além disso, LEE demonstrou mesmo

efeito posteriormente a 48h de incubacdo na concentragdo de 50u/mL, assim como morte

parcial (ap6s 72h) e reducdo total da motilidade (ap6s 48h) de tais helmintos em 25u/mL.

Para o extrato etandlico (EEE), apenas reducdo leve de atividade motora foi observada em
200 pg/mL ate 72h (Tabela 6).

Tabela 6 — Avaliacdo in vitro de extratos de E. erythropappus e substancias isoladas contra

vermes adultos de S. mansoni.

Morte dos Redug&o da atividade motora (%) *
Gr Periodo de parasitas —
Ll incubacdo (h) (%) Moderada Significativa
M F M F M F
Imediatamente - - - - - -
24 - - - - - -
Controle
48 - - - - - -
72 - - - - - -
Imediatamente - - - - - -
0,5% 24 - - - - - -
DMSO 48 - - - - - -
72 - - - - -
Imediatamente 100 100 - - 100 100
PZQ 24 100 100 - - 100 100
lug/mL  4g 100 100 - - 100 100
72 100 100 - - 100 100
Extrato por lavagem glandular de E. erythropappus (LEE)
Imediatamente - - - - - -
200 pg/m. 24 100 100 - - 100 100
48 100 100 - - 100 100
72 100 100 - - 100 100
Imediatamente - - - - - -
24 100 100 - - 100 100
100 pg/mL
48 100 100 - - 100 100
72 100 100 - - 100 100
Imediatamente - - - - - -
50 ug/mL 24 - - 10 100 i ]
48 100 - - - 100 100
72 100 100 - - 100 100
Imediatamente - - - - - -
25ug/mL 24 - - - 100 - -
48 - - 10 - 100 100
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72 30 30 - - 100 100

Extrato etandlico de E. erythropappus (EEE)

Imediatamente - - - - - -
24 - - 50 50 - -
48 - - 50 50 - -
72 - - 50 50 - -

200 pg/mL

Friedelina

Imediatamente - - - - - -
24 - - - - - -
48 - - - - - -
72 - - - - - -

200 pg/mL

Acacetina

Imediatamente - - - - - -
24 - - - - - -
48 - - - - - -
72 - - - - - -

200 pg/mL

Acido Betulinico

Imediatamente - - - - - -

200 pg/mL 24 100 - - - 100 -
48 100 100 - - 100 100

72 100 100 - - 100 100

Imediatamente - - - - - -

24 100 60 - - 100 60
48 100 100 - - 100 100
72 100 100 - - 100 100

LUU Py

Imediatamente - - - - - -
24 -

50 pg/mL - - - - i}
48 - - - - - -

72 100 100 - - 100 100

- N&o houve resultado significativo

* ensaio realizado em triplicata.

Relacionado ao promissor potencial esquistossomicida do extrato LEE, buscou-se
investigar a relacdo dos metabdlitos isolados desta matriz com tal propriedade antiparasitaria.
Desta forma, resultados obtidos apds a incubagdo dos parasitos com as substancias (1), (2) e
(3), levaram a observagdo de propriedades antihelminticas do &cido betulinico (2) o qual apés

24h, levou a morte e reducdo da capacidade motora total em vermes machos e parcial em
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fémeas em concentracGes de 200 pg/mL e 100 pg/mL, onde apds 48h vermes de ambos 0s
sexos foram totalmente eliminados com perda completa de motilidade, mantendo-se tal efeito
apos 72h. Adicionalmente, o0 mesmo efeito foi observado na concentracdo de 50 pg/mL apds
72h pés infeccdo (Tabela 6). Substancias (1) e (3) ndo demonstraram qualquer atividade nas

concentragOes testadas (Tabela 6).

5 CONCLUSAO

O perfil por UHPLC-MS/MS de extratos de E. erythropappus, onde metabdlitos contidos
nos tricomas glandulares constituiram principais diferengas entre as matrizes, assim como o
isolamento de metabdlitos ndo previamente reportados na espécie estudada, trazem
compreensivo conhecimento pertinente ao perfil quimico da candeia-da-serra.

Dentre os extratos, observou-se maior expressividade no potencial esquistossomicida para
0 extrato por lavagem glandular das partes aéreas de E. erythropappus, de forma que maior
respaldo para seu subsequente fracionamento e investigacdo de constituintes relacionados a tal
atividade foi estimulado. As propriedades antiparasitarias observadas para o acido betulinico
endossam seu promissor potencial como agente esquistossomicida, no entanto em meio a
deteccdo deste metabdlito em ambos 0s extratos, indica-se a possibilidade de um mecanismo
sinérgico na atividade esquistossomicida do extrato LEE. Tais resultados preliminares
sugerem que dentre o conjunto de metabdlitos responsaveis por efeitos em vermes adultos de
Schistosoma, podem estar os triterpenoides pentaciclicos do tipo lupano, o que somado a
comparacdo no perfil quimico de ambos os extratos, onde lactonas sesquiterpénicas e
triterpenoides constituiram tipos estruturais que trouxeram diferencas entre tais matrizes, a
seletividade de extracdo de metabdlitos relacionados ao estresse externo pode ter papel

fundamental em uma atividade mais expressiva do extrato LEE frente ao S. mansoni.
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ANEXOS

Espectros de MS/MS (MS?) de Extratos por lavagem glandular (LEE) e

Maceracdo em EtOH (EEE)
Goyazensolido MS/MS m/z 361 [M+H]*

LEE_POS.mzXMLScan #473 @9 25min MS2 (361.0952) ¢ +, base peak: 275.0084 m/z (1.0E2)
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Centraterina MS/MS m/z 375 [M+H]*
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Acido Oleandnico MS/MS m/z 455 [M+H]* do extrato LEE

LEE_POS mzXMLSean 431 @16 5min MS2 (455 2527) ¢ +, base peal: 395 5187 miz (5 4E0)
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LEE_POS mzXMLScan #1091 @20.14min MS2 (427.2704) ¢ +, base peak: 254.9220 m/z (2.7E0)
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Apigenina MS/MS m/z 269 [M-H]" dos extratos LEE e EEE

LEE_NEG mzXMLScan #630 @9.38min MS2 (269.1716) ¢ -, base peak: 269.1074 miz (1 6E1)
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Kaempferol-7-O-neohesperidosideo MS/MS m/z 593 [M-H] dos extratos LEE e EEE
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Vicenina-11 MS/MS m/z 593 [M-H] do extrato EEE
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Acacetina MS/MS m/z 283 [M-H] dos extratos LEE e EEE

LEE_NEG mzXMLScan #803 @10.91min MS2 (283.0899) c -, base peak: 268 0570 m/z (2 0E2)
Scan definition: Full
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EEE_NEG mzXMLScan #6804 @10.97min MS2 (283.1166) ¢ -, base peak: 268.1387 miz (S.9E1)
Scan defintion: Ful
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Luteolina MS/MS m/z 285 [M-H]" dos extratos LEE e EEE

LEE_NEG mzXMLScan #647 @8.80min MS2 (285.1073) ¢ -, base peak: 285.1320 m/z (4.7€1)
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EEE_NEG mzXMLScan #644 @8.81min MS2 (285.1740) c -, base peak: 285.1884 m/z (2.6E1)
Scan definition: Full
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Acido 3,5-di-O-caffeoilquinico MS/MS m/z 515 [M-H] dos extratos LEE e EEE

LEE_NEG mziM_Scan 4506 @6 Bmin MS2 (514.3653) ¢ -, base peakc 3530514 iz (3161)
Scan defnion Ful
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BEE_NEG XM Scan #575 @7.82min MS2 (514.9434) c - base peak: 3530320 miz (2462)
Scan deftion: Ful
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