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RESUMO

A familia Rubiaceae € reconhecida por possuir uma quimiodiversidade de metabdlitos,
apresentando alcaloides indolicos, triterpenos, iridoides, antraquinonas e outras classes de
metabolitos os quais possuem atividade biologica. A espécie em estudo Warszewiczia coccinea
(Vahl) Klotzsch (Rubiaceae) apresenta relatos na literatura de atividade in vitro leishmanicida,
antioxidante e inibicdo de acetilcolinesterase, também ¢ descrito o isolamento de triterpenos e
uma antocianidina, respectivamente: acido 6f,19a-diidroxiursolico, acido sumaresinélico e
cianidina 3-O-glucosideo. No entanto, até 0 momento nao foram relatadas a caracterizacdo de
alcaloides ou outras classes quimicas, nem a avaliacdo de outras atividades bioldgicas dessa
espécie. As folhas, ramos e bréacteas foram coletados, secos, triturados e extraidos em
maceracdo por banho de ultrassom com solventes hexano e metanol, seguindo ordem de
polaridade crescente. Para avaliar as atividades bioldgicas in vitro foram utilizadas as
metodologias: microdiluicdo em caldo (sensibilidade antimicrobiana), métodos de inibicdo do
radical livre DPPH e Fe3*/fenantrolina (atividade antioxidante), toxicidade frente ao crustaceo
Artemia salina e o0 modelo membrana corioalantdica de embrido de ovo de galinha (Gallus
domesticus) (atividade angiogénica in vivo). Apés o fracionamento do extrato metandlico de
folhas foi possivel isolar uma cumarina, a escopoletina (substancia I). O mesmo extrato também
foi ativo para atividade antimicrobiana frente a quatro cepas avaliadas: Escherichia coli (ATCC
11775), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145), Staphylococcus aureus (ATCC 12600) e
Candida albicans (ATCC 10231). O extrato hexanico de ramos apresentou atividade
antiangiogénica e tanto os extratos hexanicos quanto metandlicos de folhas apresentaram
toxicidade nas concentracdes avaliadas. Os resultados mostram a atividade antimicrobiana e
antiangiogénica para os extratos de Warszewiczia coccinea e isolamento de escopoletina a partir

das folhas, o que demonstra o primeiro relato dessa cumarina para o género.

Palavras-chave: escopoletina, alcaloides indélicos, RMN, atividade antimicrobiana, atividade

antiangiogénica, farmacognosia.



ABSTRACT

The Rubiaceae family is recognized for having a chemodiversity of metabolites, indole alkaloid,
triterpenes, iridoids, anthraquinones and other classes of metabolites which have biological
activity. The specie in study Warszewiczia coccinea (Vahl) Klotzsch (Rubiaceae) presents
reports in the literature of in vitro antileishmania activity, antioxidant and acetylcholinesterase
inhibition, also described the isolation of triterpenes and an anthocyanidin, respectively: 6,
19a-dihydroxyursolic acid, sumaresinolic acid and cyanidin 3-O-glucoside. However, so far,
the characterization of alkaloids or other classes involved, nor the evaluation of other biological
activities of this specie has not been reported. Leaves, branches and bracts were collected, dried,
crushed and extracted in maceration assisted by ultrasound bath with hexane and methanol
solvents, following the order of increasing polarity. To evaluate the biological activities in vitro,
the following methodologies were used: broth microdilution (antimicrobial sensitivity), method
of free radical inhibition DPPH and Fe3*/phenanthroline (antioxidant activity), toxicity against
the brine shrimp Artemia salina and the chorioallantoic embryo model of a chicken egg embryo
(Gallus domesticus) (angiogenic activity in vivo). After fractionation of the methanolic extract
of leaves, it was possible to isolate a coumarin, the scopoletin (substance 1). The extract was
also active for antimicrobial activity against four strains evaluated: Escherichia coli (ATCC
11775), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145), Staphylococcus aureus (ATCC 12600) and
Candida albicans (ATCC 10231). The hexane extract of branches has antiangiogenic activity
and both the hexane and methanol extracts of leaves show toxicity in all concentrations
evaluated. The results show the antimicrobial and antiangiogenic activity for Warszewiczia
coccinea extracts and isolation of scopoletin from the leaves, which demonstrates the first report

of this coumarin for the entire genus.

Keywords: scopoletin, indole alkaloids, NMR, antimicrobial activity, antiangiogenic activity,

pharmacognosy.
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INTRODUCAO

Muitos organismos possuem a capacidade de sintetizar substancias, como forma de se
adaptarem aos ambientes que estdo inseridos. Essas substancias sdo extremamente Uteis em
diversas interacdes, como busca por alimento, reproducédo e defesa (Evert e Eichhorn 2014).
Logo, organismos que possuem essas adaptacGes quimicas podem produzir metabdlitos
capazes de interagir com diversos alvos das células de outros organismos, como: DNA, RNA,
sintese proteica, funcdes da membrana celular, transporte de elétrons, esporulacdo, germinacéo
e muitos outros alvos celulares (Demain 2000).

Em espécies de plantas pode-se observar que determinadas espécies possuem adaptaces
quimicas, fornecendo a capacidade para producdo de metabdlitos secundarios que afetam:
polinizadores, alvos moleculares de predadores ou outras plantas, desencadeando atividades
bioldgicas. Dessa forma, a grande diversidade de metabdlitos com capacidade de interacdo com
alvos moleculares, pode influenciar diretamente a pesquisa em produtos naturais bioativos
(Ferreira e Pinto 2010).

O interesse por substancias com diferentes estruturas quimicas, é alimentado
diretamente pela necessidade da disposicdo de medicamentos para tratamento de patologias. A
caracterizacdo de atividades bioldgicas de novas substancias ou daquelas ja conhecidas, podem
auxiliar diretamente no propdsito de responder efetivamente a progressao de certas patologias,
como por exemplo, doencas infeciosas que necessitam de substancias antimicrobianas
(Kurapati et al. 2016), diversos tipos de cancer e outras patologias.

Nesse aspecto, investigacbes direcionadas a produtos naturais podem fornecer o
aprimoramento no atual arsenal de medicamentos (Newman e Cragg 2020). Newman e Cragg
(2020) exemplificam que no periodo de 1981 a 2019 foram aprovadas 1881 drogas pelo FDA,
ressaltando que dessas, 441 correspondem a substancias derivadas de produtos naturais, como
plantas, demonstrando que produtos naturais possuem grande contribuicdo historica ao arsenal
de medicamentos (Ferreira e Pinto 2010).

Os metabolitos produzidos por plantas que possuem atividade bioldgica apresentam
estruturas complexas. Alguns deles, ndo participam ativamente do metabolismo energético
(metabolismo primario) e sdo produzidos obedecendo condigdes especificas, estes estdo
relacionados diretamente com o potencial farmacologico de produtos naturais. No entanto,

possuem ocorréncia restrita a determinados grupos de plantas. O que pode direcionar estudos
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sobre quimiossistemética desses metabdlitos em espécies de plantas (Dewick 2009; Simdes et
al. 2017).

Adotar estratégias para selecionar plantas, promissoras a bioprospeccao, é essencial para
a busca de determinadas espécies vegetais que estdo inseridas em uma grande biodiversidade.
Gottlieb (1982) demonstra que a quimiotaxonomia pode ser utilizada como ferramenta para a
selecdo de plantas para estudos fitoquimicos. No entanto, embora existam limitacdes
reconhecidas a essa estratégia, Simdes e colaboradores (2017) ressaltam que aliar os
conhecimentos sobre quimiotaxonomia, etnobotanica e etnofarmacologia forneca subsidio para
a pesquisa de novos candidatos a farmacos. Portanto, através dessas pesquisas podem ser
obtidos classes de metabdlitos com atividade, os quais fornecem estruturas utilizadas na sua
conformacdo normal ou modificada para a producéo de farmacos.

Na busca por plantas com substancias bioativas, destaca-se a familia Rubiaceae,
possuindo grande relevancia econdmica principalmente relacionada a plantas ornamentais e
medicinais (Mongrand et al. 2005). Nessa familia botanica s&o relatados entre as espécies:
alcaloides inddlicos, triterpenos, antraquinonas, iridoides e outras classes de substancias
(Bolzani et al. 2001, Martins e Nunez 2015). Contudo, algumas espécies da familia Rubiaceae
ainda permanecem desconhecidas quanto ao seu potencial quimico e bioldgico.

No presente estudo, realizamos um estudo quimico e bioldgico da espécie Warszewiczia
coccinea (Vahl) Klotzsch, com a finalidade de caracterizar metabdlitos presente nos extratos,

avaliar as atividades bioldgicas e isolar substancias bioativas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae é considerada uma das maiores familias de dicotiledéneas em
numero de espécies e ampla distribui¢do geografica. Sdo conhecidas cerca de 13.673 espécies
e 609 géneros (The Plant List 2022). Possuindo distribuicdo cosmopolita, concentrando-se nos
trépicos (Pereira e Meireles 2010). No Brasil as espécies ocorrem nos dominios fitogeograficos:
Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (Flora do Brasil 2022). Na
Amazonia é a segunda maior familia em nimero de espécies que ocorrem na constituicao da
flora (Cardoso et al. 2017). Demonstrando ser uma das familias botanicas que contribui com
grande nimero de espécies para a biodiversidade brasileira.

Figura 1: Distribuicdo das espécies da familia Rubiaceae
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Fonte: Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. Acesso em 30 de agosto de 2021. Disponivel: <
https://tropicos.org/name/42000315 >.
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As espécies da familia Rubiaceae possuem grande contribuicédo cientifica quanto a sua
importancia econdmica, farmacobotanica e etnoboténica. Algumas delas séo utilizadas na
industria alimenticia (Coffea arabica L. e Genipa americana L.), ornamental (Ixora spp.,
Mussaenda spp., Gardenia spp. etc.) e farmacéutica (Cinchona pubescens Vahl.). Algumas
espécies apresentam atividades biol6gicas, como a toxicidade de metabolitos nos géneros
Palicourea e Psychotria (Coelho et al. 2006). Ressaltando que para o género Psychotria, Souza
e colaboradores (2013) relatam o uso de espécies em rituais religiosos, na obtencdo da
ayahuasca.

Algumas caracteristicas botanicas sdo essenciais para reconhecer as plantas da familia
Rubiaceae. As espécies podem se apresentar em diferentes tipos de habitos como: arvores,
arvoretas, ervas, lianas ou epifitas (Taylor et al. 2007). As plantas podem ser reconhecidas
morfologicamente pelas folhas opostas ou raramente verticiladas, estipulas interpeciolares e
auséncia de latex (Ribeiro et al. 1999).

Conforme Bremer (2009), a familia Rubiaceae estéa subdivida em 3 grandes subfamilias:
Rubioideae, Cinchonoideae e Ixoroideae. Sendo que nos estudos de Martins e Nunez (2015) foi
observado que cada subfamilia possui uma ocorréncia majoritaria de metabolitos secundarios.
Corroborando com achados de Bolzani e colaboradores (2001) o que ressalta a importancia em

estudar quimicamente as espécies, a fim de contribuir com o conhecimento quimiotaxonémico.

2.1.1 Aspectos fitoquimicos

Algumas espécies da familia Rubiaceae possuem importancia historica para a quimica
de produtos naturais. Pode-se destacar notaveis exemplos de alcaloides isoladas desta taxa,
como: cafeina (2) (Coffea arabica), quinina (3) (Cinchona ledgeriana) e a emetina (1)
(Cephaelies ipecacuanha) (Figura 2). Na literatura estas substdncias sdo atribuidas a
importantes atividades farmacoldgicas, como atividades: estimuladoras do sistema nervoso
central atribuidas a cafeina, atividade antimalérica atribuida a quinina e atividade antiemética
atribuida a emetina. O que justifica a relevancia na prospeccdo quimica das espécies de
Rubiaceae (Souza et al. 2013; Cordell et al. 2001).
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Figura 2: Algumas substancias isoladas de Rubiaceae. As quais

historica a quimica de produtos naturais.
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Avaliar a constituicdo quimica entre as espécies da familia Rubiaceae pode fornecer a

compreensdo sobre a disposicdo dos metabdlitos secundarios entre os taxa, que facilitaria o

inicio de investigagdes quimicas das suas espécies. Em seu estudo Martins e Nunez (2015)

observaram que sdo encontrados majoritariamente os metabdlitos das classes antraquinonas,

triterpenos, alcaloides indélicos, outras classes de alcaloides e iridoides, 0s quais ocorrem 0

distribuidos entre as subfamilias.
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Figura 3: Exemplos de alguns metabdlitos que ocorrem nas subfamilias.
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Em cada subfamilia como exemplificado na Figura 3, pode-se notar a ocorréncia
majoritaria de determinadas classes de metabdlitos. Na subfamilia Ixoroideae ocorrem
majoritariamente metabdlitos das classes: iridoides e triterpenos; em Cinchonoideae séo
observados alcaloides indolicos e outras classes de alcaloides; a subfamilia Rubioideae € a que
apresenta maior quimiodiversidade e a Unica subfamilia que apresenta antraquinonas em maior
ocorréncia em comparacao a outros metaboélitos (Bolzani et al. 2001; Martins e Nunez 2015).
Em um ponto de vista evolutivo, Rubioideae é considerada a subfamilia ancestral, o que
justifica sua quimiodiversidade (Bremer 2009).

As familias Apocynaceae, Loganiaceae e Rubiaceae (ordem Gentianales) sdo
reconhecidas quimicamente por apresentarem alcaloides indélicos em algumas de suas
espécies. Em Rubiaceae os alcaloides sdo considerados quimiomarcadores para essa familia.
Dentre as classes de alcaloides reconhecidos nela, os alcaloides inddlicos podem ser
encontrados em algumas espécies das subfamilias de Rubiaceae, no entanto na subfamilia
Cinchonoideae séo relatados em maior nimero (Larsson 2007; Singh 2016).

Em Cinchonoideae, a exemplo de alcaloides inddlicos pode-se citar a rauniticina (8)
considerada um alcaloide indélico monoterpénico, isolada da espécie Uncaria glabrata (Arbain
et al. 1998). Como exemplos de outras classes de alcaloides, a quinina (9) um alcaloide
quinolinico que pode ser encontrado tanto na espécie Cinchona ledgeriana, quanto no fungo
endofitico Diaporthe sp. associado a esta planta (Maehara et al. 2012). A quinina é uma das
substancias com importancia historica para a industria de medicamentos, devido a sua atividade
antimalarica (Cordell et al. 2001).

Rubioideae apresenta grande ocorréncia de antraquinonas, como a rubiadina (6)
encontrada na espécie Rubia tinctorum (Marec et al. 2001). Nesta subfamilia também podem
ser observadas a presenca de outras classes de metabdlitos secundarios, destacando-se 0s
alcaloides inddlicos como a dimetiltriptamina (7) relatada na espécie Psychotria viridis
(Blackledge e Taylor 2003). A dimetiltriptamina possui atividade biol6gica no sistema nervoso
central quando em sinergismo com alcaloides indélicos -carbonilicos de Banisteriopsis caapi
(Malpighiaceae), a qual é utilizada junto com a espécie Psychotria viridis no preparo da
Ayahuasca, uma bebida utilizada em cerimdnias religiosas com propriedades psicoativas
(Freedland e Mansbach 1999).

Dentre os iridoides conhecidos de Ixoroideae, exemplifica-se a genipina (4), um iridoide

monoterpénico, o qual foi isolado dos frutos de Genipa americana (Djerassi et al. 1960; Ono et
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al. 2005). Este metabdlito apresenta reconhecida atividade anti-inflamatdria e antiangiogénica
(Koo et al. 2004) e capacidade de induzir apoptose em células de hepatoma (Kim et al. 2005).
Em Ixoroideae, apesar da ocorréncia majoritaria de iridoides e triterpenos, também séo
conhecidos a presenca de outras classes de metabolitos, como os alcaloides indélicos.
Diversas investigacOes feitas por nosso grupo de pesquisa evidenciam que espécies do
género Duroia apresentam metabolitos que contribuem para o conhecimento quimico da familia
Rubiaceae. A espécie Duroia macrophylla Huber apresentou um alcaloide inddlico, a
raunitidine (Nunez et al. 2009), triterpenos e alcaloides com importante atividade anti-
tuberculose (Martins et al. 2013;Martins e Nunez 2014), ressaltando que um alcaloide indélico
isolado dessa espécie, demonstrou grande potencial para linhagens de células tumorais e para
Mycobacterium tuberculosis, gerando duas patentes (Nunez e Vasconcelos 2012; Nunez et al.
2014). A espécie D. macrophylla apresentou atividade antioxidante, dos extratos analisados
também foram identificados terpenos e alcaloides (Martins e Nunez 2014; Martins et al. 2014).
Reis e colaboradores (2016) demonstraram a capacidade antifngica, antimicrobiana e
larvicidade dos extratos de D. macrophylla e D. saccifera. Em Duroia longiflora, Cruz e
colaboradores (2019) isolaram um biflavanoide com atividade antioxidante a partir das folhas,
as autoras evidenciaram que era o primeiro relato da ocorréncia desse metabdlito na familia

Rubiaceae.

2.1.2 Atividade antimicrobiana

A capacidade de microrganismos de se tornarem resistentes a drogas antimicrobianas
é uma das problemaéticas que mais incentiva a busca por novas substancias e estudos sobre seus
mecanismos de acdo. Ressaltando o fato de algumas dessas drogas podem apresentar
toxicidade, hd um interesse constante na descoberta de novas substancias bioativas que sejam
seletivas aos microrganismos e ndo a células saudaveis (Kurapati et al. 2016). Devido ao
interesse nessas substancias, diversos métodos para a pesquisa dessas substancias sdo
apresentados pela literatura (Ostrosky et al. 2008; Balouiri et al. 2016).

As plantas possuem uma grande quimiodiversidade de metabdlitos que podem ser
explorados quanto as suas propriedades antimicrobianas. Para o reconhecimento de suas
atividades bioldgicas podem ser estudados extratos brutos, misturas ou metabdlitos isolados de
plantas afim de se observar atividades antagonistas ou sinérgicas (Vashist e Jindal 2012; Eloff

et al. 2008).
22



Em Rubiaceae, algumas espécies possuem atividade antimicrobiana, o que indica a
possibilidade de descoberta de substancias bioativas produzidas pelas plantas dessa familia.
Como observado nos trabalhos de Rodrigues et al. (2014) e Mesquita et al. (2015) algumas
espécies de Ferdinandusa spp. apresentaram atividade antimicrobiana quando seus extratos
foram avaliados frente a fungos. Contudo, as substancias bioativas dessas espécies, até o

presente momento ndo foram caracterizadas.

2.1.3 Atividade antioxidante

As plantas sdo uma notavel fonte de substancias com potencial atividade antioxidante.
Dentre as principais classes, pode-se citar as substancias fendlicas, polifendis e cumarinas (Xu
etal. 2017; Adam et al. 2009). Substancias com atividade antioxidante sdo de grande relevancia
pois sdo capazes de inibir a acdo de radicais livres, como espécies reativas do oxigénio (ERO)
ou espécies reativas de nitrogénio (ERN) (Xu et al. 2017).

A importancia em estudar a propriedade antioxidante de produtos naturais se justifica
pelo fato que algumas respostas celulares podem ser mediadas por radicais livres. O
desequilibrio de radicais livres pode ser extremamente danoso para células saudaveis, causando
danos ao material genético e oxidacdo de lipideos e proteinas nas membranas celulares. Esse
comprometimento celular esta diretamente ligado a outras fisiopatologias como complicacGes
cardiovasculares, hepaticas, envelhecimento precoce e outras que estejam relacionadas (Fang
et al. 2002; Li et al. 2015).

Dentre os produtos naturais com atividade antioxidante, as substancias fendlicas
ganham destaque. Muitas sdo relatadas com a capacidade de inibir radicais livres ou se ligarem
a ions, para impedir a oxidacdo de outros alvos celulares (Ahmadi et al. 2019; Adam et al.
2009).

A atividade antioxidante dessas substancias pode servir como triagem para investigar
outras atividades bioldgicas relacionadas a danos celulares, como neoplasias. Em seu estudo,
Ahmadi e colaboradores (2019) demonstram que extratos de Morinda citrifolia (Rubiaceae)
gue possuiam a substancias fenolicas, apresentaram atividade antitumoral para linhagens de

células leucémicas.
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2.1.4 Atividade de toxicidade frente a Artemia salina

Em estudos fitoquimicos, em que sdo obtidas varias amostras de extratos e fracdes
torna-se imprescindivel o uso de ensaios que consigam triar de maneira preliminar quais
amostras apresentam indicios de substancias ativas, facilitando a monitoramento das atividades
biologicas das amostras e possibilitando resultados promissores para outras atividades que
podem estar relacionadas (Gonzalez et al. 2007). Dentre esses ensaios pode-se citar 0 ensaio de
toxicidade frente aos nauplios de Artemia salina Leach, proposto por Meyer e colaboradores
(1982).

Os resultados obtidos nesse ensaio sdo diretamente relacionados a citotoxicidade
observada em modelos utilizando células. Uma vez que, amostras que apresentam alta
toxicidade podem possuir substancias que também sejam ativas a células tumorais. Em
contrapartida, em amostras que nao sejam observadas nenhuma toxicidade pode indicar que
para células saudaveis as substancias presentes possam ser inofensivas. Tornando esse ensaio
de extrema utilidade para o direcionamento de estudos fitoquimicos visando substancias
bioativas (Meyer et al. 1982; Cavalcante et al. 2000; Amarante et al. 2011).

Este ensaio é fundamental para reconhecer extratos promissores para outras atividades
bioldgicas. Resultados de toxicidade podem direcionar para ensaios de angiogénese e
citotoxicidade. Pela facilidade e custo-beneficio oferecidos pelo ensaio de toxicidade sobre
Artemia salina, varias amostras podem ser rapidamente avaliadas sem a necessidade de
equipamentos sofisticados, instalacGes especializadas ou ambientes esterilizados.

No modelo de ensaio, sdo avaliadas a letalidade das amostras frente aos nauplios de
Artemia salina. Amostras que apresentam atividade conseguem ser atingir uma mortalidade
maior que 50% dos individuos de A. salina (Nguta et al. 2012).

No género Warszewiczia, a especie W. schwackei apresentou atividade toxica frente a
Artemia salina, onde Fachin-Espinar e Nunez (2019) observaram que 0s extratos hexanicos e
metandlicos de folhas e galhos possuiam toxicidade aos nauplios. Sendo que, os extratos de
galhos que apresentaram toxicidade nesse ensaio, tambeém foram ativos a linhagens de celulas

macrofagicas.

2.1.5 Atividade Angiogénica
A angiogénese € um processo fisiologico da formacéo de vasos sanguineos promovida

por células e sinalizadores celulares. Nesses ensaios, as duas respostas sdo interessantes, pois a
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atividade pro-angiogénica, onde ocorre o crescimento dos vasos, indica o potencial cicatrizante
do extrato ou da substéncia avaliada e a atividade antiangiogénica, onde ocorre a inibicdo dos
vasos, pode indicar a presenca de substancias antitumorais (Nguyen et al. 1994, Koo et al. 2004,
Carmeliet 2005, Ahmadi et al. 2019).

Algumas metodologias podem ser utilizadas para otimizar a identificacdo de amostras
com potencial atividade angiogénica. Nguyen e colaboradores (1994) propem um modelo de
ensaio utilizando a membrana corioalantdica de embrido de galinha (CAM). Em que sdo
utilizados ovos fertilizados de Gallus domesticus. Com o desenvolvimento ao longo do tempo,
a membrana corioalantbica vascularizada pode ser utilizada para avaliar o potencial de
amostras, como extratos ou substancias.

Koo e colaboradores (2004) utilizaram o modelo de CAM para analisar a atividade
antiangiogénica da genipina, um iridoide isolado de Genipa americana (Rubiaceae) e
observaram que pode ser possivel constatar que essa substancia conseguia inibir a formacéo de
novos vasos. O que demonstra que essa metodologia pode ser utilizada para proporcionar o

reconhecimento de produtos naturais com atividade angiogénica.

2.2 Subfamilia Ixoroideae

Ixoroideae é considerada uma das 3 subfamilias que subdividem a familia Rubiaceae.
As especies que estdo classificadas nessa subfamilia possuem ocorréncia pantropical e pan-
subtropical. Nos continentes da América do Sul e na América Central, ocorrem a maioria dos
géneros da tribo Condamineeae, a qual esta incluida o género Warszewiczia (Bremer e Eriksson
2009).

As espécies que pertencem a Ixoroideae estdo classificadas de acordo com estudos
filogenéticos baseados em semelhanca genética (Bremer e Eriksson 2009). No entanto, a
relevancia dos metabdlitos produzidos pelas espécies ainda é importante para o suporte de
diversas classificacfes taxondmicas, auxiliando na classificagéo botanica correta (Bolzani et al.
2001). Portanto, dessa forma a ocorréncia de metabolitos secundarios em Ixoroideae obedece a
uma destruicdo taxonémica o que pode ser usado para facilitar a prospeccéo quimica.

Observando os estudos de Martins e Nunez (2015), juntamente com os estudos de
Bolzani e colaboradores (2001) pode-se notar que em Ixoroideae os iridoides sdo a classe de
metabolitos que ocorrem em maior numero de relatos, sendo considerados marcadores,

seguidos de triterpenos e em menor numero de relatos também ocorrem alcaloides.
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Dentre os iridoides que possuem pronunciadas atividades bioldgicas e que ocorrem em
Ixoroideae pode-se citar a genipina. Segundo os estudos de Djerassi e colaboradores (1960) a
genipina pode ser encontrada nos frutos de Genipa americana e em investigacGes posteriores
Ono e colaboradores (2005) também observaram a presenca outros iridoides glicosilados
presentes nos frutos. Dentre as atividades bioldgicas da genipina destaca-se a atividade
antiangiogénica, Koo e colaboradores (2004) observaram que frente ao ensaio utilizando
membrana corioalantdica (CAM) de ovos fertilizados de Gallus domesticus, a genipina possuia
a capacidade de inibir o crescimento vascular ao redor do disco em que estava impregnada e na
concentracdo de 10 pg/ovo tinha a mesma atividade que o controle positivo utilizado (acido
retingico na concentracdo de 1 pg/ovo).

Figura 4. Imagem do fruto de Genipa americana.

Fonte: Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. Acesso em 30 de agosto de 2021. Disponivel: <
http://www.tropicos.org/Image/81840>. Fotografo: O.M. Montiel CC-BY-NC-AS.

Além dos iridoides, sdo encontradas outras classes de metabdlitos entre as espécies de
Ixoroideae. Em sua revisdo Moreira e colaboradores (2015) observaram que na tribo
Condamineeae a maioria dos géneros que apresentavam atividade biologica possuiam indicios
ou a presenca de alcaloides que poderiam estar relacionados as atividades constatadas, sendo
que dos alcaloides relatados a maioria é baseada no esqueleto de alcaloides indolicos, os quais

sdo considerados marcadores quimiotaxondmicos para a familia (Bolzani et al. 2001). No
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entanto, algumas espécies da tribo Condamineeae carecem de estudos quimicos e bioldgicos,
tendo em vista o interesse nos metabdlitos bioativos que podem ser encontrados entre os

géneros dessa tribo.

2.3 Género Warszewiczia

Em Ixoroideae, pode-se citar o género Warszewiczia spp., pertencente a tribo
Condamineeae (Kainulainen et al. 2010). Segundo as informacdes contidas em Flora do Brasil
2020 (2022), o género possui 8 espécies atualmente descritas: Warszewiczia ambigua Standl.,
W. coccinea (Vahl) Klotzsch, W. elata Ducke, W. cordata Spruce ex K.Schum., W.
longistaminea K.Schum., W. schwackei K.Schum., W. peltata Wedd., W. uxpanapensis
(Lorence) C.M.Taylor.

As plantas deste género possuem aspectos morfologicos caracteristicos. Em geral,
podem ser encontradas como arvores ou arbustos. Suas folhas sdo opostas, pecioladas,
decussadas (quando as folhas formam cruz com os nos contiguos, inferior e superior). As
inflorescéncias sdo terminais e as vezes surgem nas axilas das folhas distais, frequentemente
com eixos racemosos ou espiciformes. Os frutos podem se apresentar capsulares, globosos,
subglobosos ou turbinados, lenhosos ou cartaceos, deiscéncia septicida. As sementes podem ser
numerosas, comprimidas ou angulosas (Taylor et al. 2007).

Para a espécie alvo deste estudo: Warszewiczia coccinea, sao relatadas arvores pequenas
ou arbustos, as folhas podem possuir tamanho de 40 a 65 cm, com bases agudas e apices em
formato de langa, as estipulas surgem entre as folhas que s&o suportados por um peciolo curto
com aumento na base. As flores sdo hermafroditas e as inflorescéncias da espécie sdo
extremamente chamativas, possuindo bracteas avermelhadas (Duncan 2007). Na Figura 5 é

representada a folha seca, estipulas e a inflorescéncia.
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Figura 5: Imagens da espécie Warszewiczia coccinea. (A) Folha seca, (B) ramos com
representacdo das estipulas, (C) bracteas das inflorescéncias.

Fonte: Acervo pessoal.

2.3.1 Aspectos fitoquimicos e atividades biologicas do género Warszewiczia.

Na literatura consultada nas bases de pesquisa académicas CAS SciFinder,
ScienceDirect e PubMed sobre estudos quimicos e biolégicos das espécies do género
Warszewiczia estdo indicados na Tabela 1. Somente as espécies Warszewiczia coccinea, W.
cordata e W. schwackei apresentam estudos prévios. Para o género sdo encontrados somente 6
estudos.

A espécie escolhida para a presente dissertacdo, a Warszewiczia coccinea, apresenta
poucos estudos quimicos e bioldgicos prévios (Tabela 1). Mohammed e Seaforth (1981) relatam
a identificagdo de um flavonoide: cianidina 3-O-glucosideo (12) presente nos extratos.
Calderon e colaboradores (2009) isolaram dois triterpenos a partir de fracionamento bioguiado
dos ramos, denominados acido 6p,19a-diidroxiursélico (10) e acido sumaresinolico (11)
(Figura 6), os quais de acordo com os autores foram capazes de inibir a enzima
acetilcolinesterase, alvo farmacoldgico no tratamento de Alzheimer.

Rahgozar e colaboradores (2018) observaram em seu estudo, com abordagem de
quimioinformatica, que o acido sumaresinolico poderia apresentar atividade antimicobacteriana
ou sinergismo com outras drogas frente a Mycobacterium bovis, visto que esta substancia

apresentava semelhanca estrutural ao acido oleandlico, que segundo os autores apresenta a
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atividade biologica. No entanto, considerando os dados publicados na literatura, até 0 momento

ndo hé estudos que relatem atividade antimicobacteriana para a espécie W. coccinea.

Tabela 1: Substancias e atividades biologicas disponiveis na literatura consultada para as
espécies do género Warszewiczia Klotzsch.

Espécie Parte Atividade bioldgica Substancias Referéncias
estudada
Warszewiczia  Folhas  Antioxidante Presenca de polifendis (Radice et
coccinea al. 2017)
Warszewiczia  Cascas  Atividade antileishmania - (Céline et al.
coccinea frente a Leishmania 2009)
amazonensis (in vitro)
Warszewiczia  Caules  Antioxidante e Terpenos: acido 6B3,190-  (Calderon et
coccinea Inibicdo de diidroxiursolico al. 2009)
acetilcolinesterase, in vitro e &cido sumaresindlico
Warszewiczia - - Antocianidida: cianidina ~ (Mohamme
coccinea 3-O-glucosideo d e Seaforth
1981)
Warszewiczia Ramos  Atividade antileishmania - (Estevez et
cordata frente a Leishmania al. 2007)
amazonensis (in vitro)
Warszewiczia  Folhas Atividade antioxidante Esteroide: B-sitosterol (Fachin-
schwackei frente a DPPH e Fe®*/ Espinar e
Fenantrolina; Atividade Terpenos: Esqualeno Nunez.
antimicobacteriana frente a 2019)

M. tuberculosis; Atividade
antimalarica frente a P.
falciparum; Atividade
antiangiogénica.

Alcaloides: Triptamina;
Tetrahidroharmano;
Ocbhrolifuanina; 1- (2 -
aminofenil) etanol

Flavonoide: catequina
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Figura 6: Metabdlitos descritos em Warszewiczia coccinea.

acido 6, 19a — diidroxiursoélico (10) acido sumaresindlico (11)

OH

cianidina 3- O — glicosideo (12)

As atividades bioldgicas que sdo observadas na espécie Warszewiczia coccinea sao:
antioxidante (Calderdn et al. 2009; Radice et al. 2017, inibicdo da acetilcolinesterase (in vitro)
(Calderdn et al. 2009) e atividade antileishmania frente a formas amastigotas de Leishmania
amazonensis (in vitro) (Estevez et al. 2007). Radice e colaboradores (2017) apresentam em seu
estudo que o extrato hidroalcoolico das folhas apresentou atividade antioxidante, frente ao
padrdo de &cido galico, a qual poderia estar relacionada com os polifendis presentes no extrato
avaliado. Calderdn e colaboradores (2009) relatam em seu estudo que o extrato etanélico dos
caules mostrou fraca atividade antioxidante (utilizando o ensaio de sequestro de radicais livres
- DPPH) e forte inibicdo da acetilcolinesterase in vitro. Céline e colaboradores (2009)
observaram que 0s extratos preparados a partir das cascas em maceracdo com etanol (95%) em

temperatura ambiente, também demonstraram moderada atividade antileishmania.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Investigar a composicdo quimica e avaliar o potencial biolégico dos extratos e fraces
obtidos de Warszewiczia coccinea (Vahl) Klotzsch.

3.2 Objetivos especificos:

Avaliar os extratos quanto a composicdo quimica e as atividades biologicas:
antimicrobiana, antioxidante, toxicidade frente a Artemia salina e angiogénese.

Analisar as fracGes provenientes dos extratos que apresentarem atividade biologica
significativas ou que possuam indicios de classes quimicas de metabdlitos interessantes
para bioprospeccao.

Identificar ou elucidar a estrutura molecular de metabolitos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Especifica¢io de equipamentos e materiais

e Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN): Fabricante Bruker
BioSpin AG, Modelo Fourier 300 UltraShield, com frequéncia de 300 MHz (*H) e 75
MHz (*3C). Sonda EASYPROBE DUL 300MHz S1 5mm Z-GRADIENT.

e Espectrometro de massas: Fabricante Bruker Daltonics, Modelo Amazon Speed,
analisador de massas: lon Trap, Fonte: ESI em modo positivo e negativo.

e Cromatografo liquido (hifenado ao Espectrometro de Massas — UPLC/MS):
Modelo Prominence UFLC (Shimadzu), equipado com bomba binaria LC-20AT,
detector de arranjo de diodos (DAD) SPDM-20A e injetor automatico SIL-20A.

e Espectrofotdmetro para leitura de placas de 96 pocos: Thermo Scientific, Multiskan
GO.

e Espectrofotdmetro: Femto, modelo Cirrus 80ST.

e Banho de ultrassom: UNIQUE, modelo USC-2800, Frequéncia US: 40 MHz.

e Balanca analitica: Shimadzu, modelo: AUY220.

e Rota evaporador: Fisatom®, modelo 550.

e Incubadora de ovos: Juli, Chocmaster®.

e Estufa com circulagdo e renovacao de ar: Tecnal, Modelo TE-394-2.

e Solventes: Foram utilizados os solventes Hexano, Diclorometano, Acetato de etila,
Etanol, Metanol e Acetona grau comercial, sendo estes destilados no laboratério de
Bioprospeccdo e Biotecnologia do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
(INPA).

e Cromatoplacas de silica gel 60: MACHEREY-NAGEL-MN®. Com indicador de
fluorescéncia 254 nm, espessura de 0,20 mm em folhas de aluminio.

e Silica para fase estacionaria: Silica gel 60, 230-400 Mesh (MERCK®)

e Sephadex para fase estacionaria: Sigma-Aldrich, Sephadex LH-20.

e Florisil para fase estacionaria: Sigma-Aldrich, Florisil® 100-200 Mesh.

e Alumina para fase estacionaria: Sigma-Aldrich, Oxide Aluminum type WN-3,

Neutra.
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4.2 Coleta e Identificacéo

Foram coletados folhas, ramos e brécteas de dois individuos da espécie Warszewiczia
coccinea, localizados no campus | do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia, INPA. O
individuo que foram coletados folhas e ramos, teve sua exsicata depositada com o numero de
coletor CRISPIM, G.S 11 e numero de registro 283507, sendo coletado no dia 30 de marco de
2019 (3°05°46°’S 59°59°17’W ao lado do prédio da fitoquimica-CPPN). O individuo que
foram coletadas as bracteas das inflorescéncias, teve sua exsicata depositada no mesmo herbario
com o numero de coletor CRISPIM, G.S 12 e numero de registro 285835, sendo coletado no
dia 25 de setembro de 2019 (3°05°50”°S 59°59°11”’W atras da Casa da Ciéncia, Bosque da
Ciéncia). O trabalho foi registrado no SISGEN sob o nimero: AS5ED6B.

Figura 7: Etiquetas das exsicatas depositadas em herbario.

INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA

INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA
I N PA Plantas - Amazonas %
PESGUSAS DA SMAZONIA INPA N° 283507 I N P
RUBIACEAE PESGUISAS A AMAZONI INPA N° 285835
RUBIACEAE Rabo de arara

Plantas - Amazonas

Warszewiczia coccinea  (Vahl) Klotzsch
Warszewiczia coccinea (Vahl) Klotzsch

. - . . Det: 0
Arbustiva. 5m de altura: Inflorescéncia associada com
bracteas florais avermelhadas, muito chamativas: Folhas Arvoreta; 15m de altura; Fértil; Inflorescéncias com bracteas
jovens apresentam tricomas: Sem latex. vermelhas; Folhas jovens com tricomas; Sem latex.
Brasil. Amazonas. Manaus. Instituto Nacional de Pesquisas Brasil, Amazonas, Manaus, Campus do INPA: Bosque da
da Amazonia, Campus Aleixo I; Ao Lado do prédio da Ciéncia, atras da Casa da Ciéncia, lanchonete.

fitoquimica-CPPN.
l'erra firme, solo argiloso

3°05'50" S, 59°59'11" W
Crispim, G.S. 12

Terra marrom. recoberto por folhas.
3°05'46" S, 597591 7" W
Crispim, G.S, 11

X com: Carvalho, A.B.
com: Carvalho, A.B.

Data: 25 set 2019

Data: 30 Mar 2019

4.3 Obtencao dos Extratos
O material vegetal (MV) coletado foi separado em folhas, ramos e das inflorescéncias
foram separadas as bracteas, os quais foram secos em sala de temperatura controlada. Apds a
secagem foi utilizado moinho de martelo para triturar as folhas e os ramos e moinho de facas
para triturar as bracteas. As partes vegetais foram extraidas com solventes organicos em ordem
crescente de polaridade: hexano (Hex) e metanol (MeOH) utilizando maceracédo em banho de

ultrassom (40 MHz) por 20 min, adotando-se no minimo 3 extragdes e obedecendo a proporcéao
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de 1 g de MV para 3 mL de solvente (1 g/3 mL). Os extratos foram concentrados em
rotaevaporador, em temperatura >50 °C. Ao final os extratos foram armazenados na extratoteca
do Laboratdrio de Biotecnologia e Bioprospeccao — INPA (LABB/INPA).

Figura 8: Fluxograma da preparacdo dos extratos.

Material Vegetal 3x [ 1) Extragio com Hexano
seco e triturado e ntrassom (20 min)

2) Filtraciio
‘ 3) Concentragdo
1 |
EthﬁtD Mﬂtﬂfj.ﬂl geco | 3x ™ 1) Extracio com MeOH
Hexanico — | em ultrazsom (20 min)
27 Filtraciao
— 3) Concentragdo
|
Extrato .
o Material seco
Metanolico

4.4 Anélises fitoquimicas
4.4.1 Andlise dos extratos por cromatografia em camada delgada comparativa
Inicialmente, os extratos obtidos foram analisados por cromatografia em camada
delgada comparativa (CCDC) para detecgdo das classes quimicas presentes e avaliar o perfil de
separacgdo. As amostras foram solubilizadas em solventes volateis e aplicadas em cromatoplacas
que posteriormente foram eluidas em sistemas de solvente apropriados as caracteristicas
guimicas das mesmas. Em sequéncia, as cromatoplacas eluidas foram submetidas a reveladores
fisicos e quimicos para identificacdo preliminar das substancias e perfil cromatografico dos
extratos.
Utilizaram-se reveladores fisicos: luz ultravioleta (A: 254 ¢ 365 nm) para a detec¢do de
cromoforos que indicam duplas ligacBes ou duplas conjugadas e reveladores quimicos:
anisaldeido sulfurico para deteccdo de terpenos e outras substancias, FeCls para detecgdo de

substancias fendlicas, AICIs e NP-PEG para observar indicios de flavonoides, KOH para
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deteccdo de quinonas e reagente de Dragendorff para deteccdo de substéncias nitrogenadas
como alcaloides. Portanto, ao final da revelacdo foi possivel observar indicios de classes

quimicas presentes nos extratos (Collins et al. 2006).

4.4.2 Andlise dos extratos por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (*H)

Os extratos brutos foram analisados por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(RMN de *H) operando a 300 MHz para ndcleos de *H. Para o preparo das amostras foram
utilizados 30 mg de cada extrato bruto que foram dissolvidos em 500 uL de solventes
deuterados contendo TMS para referéncia interna, sendo utilizado CDCIs para os extratos
hexanicos e DMSO-ds para 0s extratos metandlicos. Os espectros obtidos foram processados e
analisados através do software Bruker® TopSpin (v3.6.4). As andlises foram realizadas na
Central Analitica do Laboratério Tematico de Quimica de Produtos Naturais (CA-
LTQPN/INPA).

Para auxiliar na interpretacdo dos espectros foram utilizados dados da literatura sobre a

quimiossistematica da familia para caracterizacdo quimica dos extratos brutos.

4.5 Fracionamento cromatografico dos extratos
Os extratos metandlicos de folhas e bracteas foram fracionados através de métodos
cromatograficos, como cromatografia liquida em coluna aberta (CCA), em camada delgada
preparativa (CCDP), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a parti¢do liquido-
liquido, visando a obtencdo de fracGes que apresentassem indicios de substancias presentes nos

respectivos extratos.

45.1 Fracionamento dos extratos metanolicos das bracteas
O extrato metanodlico das brécteas (2,3 g) foi selecionado para o primeiro fracionamento
em coluna aberta (h x @: 27,5 x 5 cm) utilizando como fase estacionaria Sephadex LH-20 e fase
movel MeOH em eluicdo isocratica. Sendo coletada 100 mL para cada fracdo e obtendo-se 32
fracOes que foram analisadas por CCDC e reunidas por semelhancas na constitui¢cdo quimica
(Figura 9).
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Figura 9: Fluxograma do fracionamento do extrato MeOH das bracteas.

Bracteas MeOH

23a

hxe 27.5x5cm
fase movel: MeCH (isocratico)

Coluna aberta (CA1): Sephadex LH 20

32 fragbes
1-3 6-7 8-11 15-18
27 mg 422 mg 369 mg 201 mg
Coluna aberta (CA3): Si03 Coluna aberta (CA4): Alumina Coluna aberta (CA3): Florisil
hxe 12x1cm hxe 22x1.3cm hxe:315x15cm
fase mavel: DCM/ACOEL fase mavel: DCM/MeOH fase movel: DCM/MeCH
37 fractes 50 fracfes 56 fracdes
35-37 N 32-34 3D 38-40 41 9-16
1mg 1mg 3mg [l 01mg ] 3mg 1mg 3mg

A fracdo 15-18 foi analisada por CCDC e apresentava indicios de substancias

aromaticas e terpenos, e em sequéncia foi fracionada 201 mg da amostra em coluna aberta (h x

g: 31,5 x 1,5 cm) utilizando com fase estacionaria Florisil (26 g), e fase movel sistemas binarios

de DCM/MeOH, com eluigdo em ordem crescente de polaridade. Para cada sistema utilizado

na eluicéo, foi utilizado 100 mL. Sendo coletado 20 mL em cada fragé&o e obtendo-se 56 fracfes
(Tabela 2).
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Tabela 2: Sistemas de eluicéo e fragdes obtidas para cada sistema no fracionamento das fragoes
15-18.

Sistema de eluicdo Fracdes coletadas

DCM/MeOH 9:1 1-15
DCM/MeOH 8:2 16-25
DCM/MeOH 7:3 26-34
DCM/MeOH 1:1 35-43
DCM/MeOH 3:7 44-48

MeOH 100 % 49-56

Ao final da coluna cromatografica, as fracdes 9 a 16 foram analisadas por CCDC e
quando reveladas com anisaldeido, vanilina sulfurica e Ce(SO4) indicaram a presencga de
terpenos. No entanto a pouca quantidade massa da amostra (3 mg) obtida ndo permitiu a
caracterizacdo da substancia a partir das analises por RMN.

Em sequéncia, as fragOes 1-3 obtidas da primeira coluna, foram analisadas por CCDC e
reunidas para serem fracionadas (Figura 9). Essa fracdo (27 mg) foi submetida a cromatografia
em coluna aberta (h x @: 12 x 1 cm) utilizando silica gel (3 g) como fase estacionaria e como
fase movel sistema binario de solventes DCM, AcOEt e MeOH, com eluicdo em ordem
crescente de polaridade. Para cada sistema utilizado na eluigéo, foi utilizado 50 mL, sendo

coletado 10 mL em cada fragdo e obtendo-se 37 fragGes (Tabela 3).
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Tabela 3: Sistemas de eluicdo e fracGes obtidas para cada sistema no fracionamento das fracoes

1-3.

Sistema de eluigéo

Fracdes coletadas

DCM/AcCOEt 9:1
DCM/ACOEt 8:2
DCM/ACOEt 7:3
DCM/ACOEt 1:1
DCM/ACOEt 3:7
AcOEt 100%
AcOEt/MeOH 9:1
AcOEt/MeOH 7:3
AcOEt/MeOH 1:1
MeOH 100 %

1-5
6-9
10-13
14-18
19-21
22-24
25-29
30-32
33-34
35-37

As fragdes resultantes 35-37 foram analisadas por CCDC e quando reveladas com

Dragendorff, apresentavam bandas na coloracéo laranja, que sugeriu a presenca de alcaloides.

Contudo, o fracionamento resultou em pouca quantidade de massa, inviabilizando a

caracterizacdo por analises em RMN.

Também foi realizado o fracionamento das fraces 6-7, reunidas da primeira coluna

(Figura 10). Essas fracdes (422 mg) foram submetidas a cromatografia em coluna aberta (h x

g: 22 x 1,3 cm) utilizando Alumina (45 g) como fase estacionaria, e como fase movel mistura

de sistema binario dos solventes DCM e MeOH, com elui¢cdo em ordem crescente de polaridade.

Para cada sistema utilizado na eluicéo, foi utilizado 100 mL, sendo coletado 20 mL em cada

fracéo e obtendo-se 50 fragdes (Tabela 4).
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Tabela 4: Sistemas de eluicéo e fragdes obtidas para cada sistema no fracionamento das fragoes
6-7

Sistema de eluicédo C';:Z%:s:s
DCM 100% 1-3
DCM/MeOH 99:01 4-9
DCM/MeOH 97:03 10-14
DCM/MeOH 95:05 15-19
DCM/MeOH 9:1 20-24
DCM/MeOH 8:2 25-29
DCM/MeOH 7:3 30-34
DCM/MeOH 1:1 35-39
MeOH 100 % 40-50

As fracOes resultantes 31, 32-34, 35, 38-40, 41 foram analisadas por CCDC e quando
reveladas com Dragendorff, apresentavam bandas na coloragéo laranja o que sugere a presenca
de alcaloides. Contudo, o fracionamento resultou em pouca quantidade de massa (menos que 3
mg) e as fracbes ainda apresentavam intensa mistura, inviabilizando a caracterizacdo por

analises em RMN.

4.5.2 Fracionamento dos extratos metandlicos das folhas
O extrato metanolico das folhas foi submetido ao fracionamento cromatografico (Figura
10). Inicialmente 19,72 gramas desse extrato foi utilizado para ser fracionado em particdo
liquido-liquido, onde a amostra foi solubilizada em uma mistura de MeOH/H20 (1:1 v/v),
obedecendo a proporcdo de 1 g de amostra para 50 mL de mistura hidrometandlica.
Posteriormente, a fase hidrometandlica foi particionada com solventes hexano, diclorometano
(DCM) e acetato de etila (AcOEt) obtendo-se 4 fases ao final.
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Figura 10: Fluxograma do fracionamento do extrato MeOH das folhas.

Folhas MeOH
1972 g

Particao liquido-liquido
Hex, DCM e AcOEt
MeOHIH20

proporcdo 1:1

Fase Fase Fase
Fase DCM i
hexano 1.5g AcOEt MeOH/H;0

Coluna aberta (CA1): Si0»
hxa:5x8cm
fase mdvel: Hex, DCM, AcOEt e MeOH

12 fracbes
1-2 5-6 7 8 9 11-12
20 mg 36mg J]| 208 mg || &8 mg || 169 mg 427 mg
Coluna aberta (CA2): Si05
Coluna aberta (CA3): Florisil hxo 26x23 cm
hxa 22x13cm fase movel: DCM e MeOH
fase movel: DCM, AcOEt e MeOH 60 fracies
\ 39 fractes
30-32 18-19 21-25 28-30 32-35
15 mg Img 06 mg Img 3mg

Cromatografia em Camada Delgada
Preparativa (CCDP 5): Si09

fase movel: DCM/ AcOEt 95:05x 2
4 fracbes

Fracdo 1
3mg

Substancia 1

Apbs anélises por CCDC, a fase DCM foi fracionada em cromatografia por coluna
aberta, com 1,5 g da amostra em uma coluna larga (h x @: 5 x 8 cm) para separagéo inicial,
utilizando silica gel (150 g) como fase estacionaria, e fase movel mistura de sistemas binarios
de Hex, DCM, AcOEt e MeOH, com elui¢cdo em ordem crescente de polaridade. Para cada
sistema utilizado na eluicdo, foi utilizado 300 mL, sendo coletado 200 mL em cada fragéo e

obtendo-se 12 fragdes (Tabela 5).
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Tabela 5: Sistemas de eluicéo e fragOes obtidas para cada sistema no fracionamento da fase

DCM

Sistema de eluicédo

Fracoes
coletadas

HEX/DCM 1:1
DCM 100%
DCM/AcCOEt 9:1
DCM/AcCOEt 7:3
DCM/AcCOEt 1:1
AcOEt 100%
AcOEt/MeOH 9:1
AcOEt/MeOH 7:3
AcOEt/MeOH 1:1
MeOH 100%

1
2
3

4-6

10
11
12

As fracdes 11 e 12 foram analisadas por CCDC e quando reveladas com reagente de

Dragendorff apresentava bandas de coloracdo laranja, indicando a presenca de alcaloides, sendo

reunidas e em sequéncia foi fracionada a amostra (427 mg) em coluna aberta (h x : 26 x 2,3

cm) utilizando como fase estacionaria silica gel (45,38 g), e fase mdvel sistemas binarios de

DCM e MeOH, com elui¢do em ordem crescente de polaridade. Foi utilizado 100 mL de volume

para cada sistema de elui¢do, sendo coletado 20 mL em cada fracdo e obtendo-se 60 fracfes

(Tabela 6).
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Tabela 6: Sistemas de eluicéo e fragcdes obtidas para cada sistema no fracionamento das fragoes
11-12

Sistema de eluigéo C';:g%:;:s
DCM 100% 1-10
DCM/MeOH 95:05 11-20
DCM/MeOH 9:1 21-28
DCM/MeOH 85:15 29-37
DCM/MeOH 8:2 38-46
DCM/MeOH 7:3 47-50
DCM/MeOH 1:1 51-54
MeOH 100% 55-60

As fracOes resultantes 21-25, 28-30, 33-35 foram analisadas por CCDC e quando
reveladas com Dragendorff, apresentaram bandas na coloragéo laranja o que sugere a presenca
de alcaloides nessas amostras. Contudo, o fracionamento resultou em pouca quantidade de
massa (menos que 3 mg) e as fragOes ainda apresentavam intensa mistura, inviabilizando a
caracterizacdo por analises em RMN.

Em sequéncia: as fracGes 5-6, obtidas da primeira coluna, foram analisadas por CCDC
e reunidas para serem fracionadas (Figura 10). Essas fracGes (36 mg) foram submetida a
cromatografia em coluna aberta (h x @: 22 x 1,3 cm) utilizando Florisil (11,71 g) como fase
estacionaria e como fase mével uma mistura de sistema binario dos solventes DCM, AcOEt e
MeOH, com elui¢do em ordem crescente de polaridade. Para cada sistema utilizado na eluicéo,

foi utilizado 50 mL. Sendo coletado 10 mL em cada fracdo e obtendo-se 39 fracGes (Tabela 7).
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Tabela 7: Sistemas de eluicéo e fragcdes obtidas para cada sistema no fracionamento das fragoes
5-6.

Sistema de eluigéo C';:Z%:s:s
DCM 100% 1-7
DCM/AcOEt 95:05 8-18
DCM/AcCOEt 9:1 19-22
DCM/ACOEt 8:2 23-24
DCM/AcCOEt 7:3 25-27
DCM/AcCOEt 1:1 27-29
AcOEt 100% 30-33
AcOEt/MeOH 9:1 34-35
AcOEt/MeOH 7:3 36-37
AcOEt/MeOH 1:1 38
MeOH 100% 39

Ao final do fracionamento, as fragcbes 30-32 foram submetidas a cromatografia em
camada delgada preparativa (CCDP) utilizando silica gel com 13% de gesso, sendo utilizada
15 mg de amostra eluida duas vezes em DCM/AcOEt 95:05 em uma placa preparativa com 20
cm de altura por 10 cm de largura. Ao final da eluicéo, a placa foi colocada sob luz ultravioleta
365 nm e 254 nm e foram observadas 4 bandas, sendo que a banda que possuia Rf: 0,5 e intensa
fluorescéncia azul foi delimitada e retirada da placa, sendo denominada como fragéo 1, como
observada na Figura 11. A amostra resultante foi analisada por LC/MS e RMN de H, 3C e

bidimensionais e pode-se identificar a substancia I: escopoletina.
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Figura 11: Fotografia da placa de CCDP demonstrando a banda com intensa fluorescéncia
azulada.

254 nm 365 nm

DCM/AcOEt 95:05 x2

Fonte: Acervo pessoal

4.6 Analise quimica de fracdes e substancia isolada.

A caracterizacdo substancia isolada foi realizada através de analises de RMN de 'H e
13C uni e bidimensionais, aliada a dados de literatura. Para a analise da massa molecular foi
utilizada a espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida (LC/MS) em modo
positivo e negativo com fonte Electrospray (ESI), sendo eluida em coluna C18 com sistema de
eluicio em H20 (0,1% Acido Férmico) /ACN (81,25: 18,75).

A fragéo 33-35 foi analisada por CCDC e RMN de H, aliada a dados de literatura. Para
analise da massa molecular foi utilizada a espectrometria de massas acoplada a cromatografia
liquida (LC/MS) em modo positivo e o ion mais abundante foi fragmentado. A amostra foi
eluida em coluna C18 com sistema de eluicio em H20 (0,1% Acido Férmico) /MeOH (69,25:
30,75).

4.7 Atividade antimicrobiana
Fora adotado o ensaio de micro diluicdo em caldo (MIC), que apresenta 30% mais

sensibilidade em comparacdo a outras metodologias (Eloff 1998). Embora, o MIC apresente
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limitagdes, suas vantagens o tornam um método rapido e sensivel para avaliar a sensibilidade
de substancias antimicrobianas a partir de plantas (Ostrosky et al. 2008).

As linhagens de microrganismos utilizadas neste ensaio foram: Aeromonas hydrophila
(ATCC 7966), Bacillus cereus (ATCC 14579), Escherichia coli (ATCC 11775), Edwardsella
tarda (ATCC 15947), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145), Pseudomonas fluorescens
(ATCC 13525), Salmonella enterica (ATCC 13076), Staphylococcus aureus (ATCC 12600),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) e Candida albicans (ATCC 10231). Os quais foram
doados pelo Laboratdrio de Micro-organismos de Referéncia do Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Salde, da Fundacdo Oswaldo Cruz. Armazenadas no Laboratdrio de
Biotecnologia e Bioprospecgéo — INPA (LABB/INPA). Os microrganismos foram reativados
previamente através de uma incubacdo em caldo Mueller-Hinton por 16 a 24 horas.

Para esse ensaio foram utilizadas as orientacfes adaptadas que sdo recomendadas pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI 2015) para ensaios in vitro de sensibilidade
a antimicrobianos.

Apdbs o crescimento dos microrganismos foram preparados os respectivos indculos
padronizados. Com auxilio de um espectrofotdmetro a 625 nm realizou-se a padronizacéo dos
indculos com turbidez correspondente a escala 0,5 de McFarland, tendo uma absorbancia entre
0,08 a 0,10 que representa uma suspencio de microrganismos a aproximadamente 1,5 x 108
UFC/mL, em seguida os in6culos padronizados foram diluidos 20 vezes para retirar as aliquotas
para o ensaio em micro pocos, em placa de 96 pocos.

As amostras de extratos foram solubilizadas previamente em DMSO a 5% e em seguida
diluidas sucessivamente em caldo Mueller-Hinton, sendo utilizado uma concentracéo de 1000
ug/mL dos extratos para analise. Utilizando placas de 96 pocos, foram adicionados aos po¢os
testes 90 uL de caldo Mueller-Hinton com os extratos na concentragdo de 1000 ug/mL e uma
aliquota de 10 pL dos indculos dos microrganismos, para avaliacdo. Para o controle positivo
(CP) foram utilizados 90 pL do antimicrobiano oxitetraciclina na concentragéo de 125 pg/mL
e 10 puL de inoculo. Para o controle negativo (CN) foram utilizados 90 uL de caldo Mueller-
Hinton com DMSO a 5% e 10 pL de indculo. As amostras analisadas e os controles foram
preparados em triplicata.

Em seguida, as placas de 96 pocos foram incubadas a = 37 °C por 16 a 24 horas. As
placas preparadas foram submetidas a leitura em espectrofotdmetro (A: 625 nm) antes e depois
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da incubacdo apropriada. Sendo ao final, reveladas com cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio
(MTT) para verificar a viabilidade celular.

Os dados obtidos foram processados e analisados com auxilio dos softwares GraphPad
Prism (v5.01) e Excel®.

4.8 Atividade Antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada a partir dos modelos de bioensaios:
DPPH e Fe3*/fenantrolina, conforme utilizado por Novaes e Nunez (2008). As atividades
antioxidante das amostras testadas foram comparadas com as do &cido ascérbico, como
referéncia de antioxidante para o ensaio. Cada amostra foi avaliada em triplicata (Martins et al.
2014).

Para iniciar o ensaio foi obtida a curva de calibracdo para o DPPH (1,1-difenil-2-picril-
hidrazila) e para Fe**/fenantrolina. Sendo preparadas as solugdes de: DPPH (28 pg/mL), Fe®*,
1,10-fenantrolina 0,25%. Uma solucdo estoque de acido ascdrbico com &gua deionizada na
concentracdo de 900 pg/mL foi preparada, a partir da qual foram feitas seis aliquotas nas
concentracgdes: 0, 90, 180, 360, 540 e 720 pug/mL. Para obtencdo da curva de calibracdo com
DPPH, adicionou-se em seis micro tubos 990 pL de DPPH, mais 10 pL das aliquotas de &cido
ascorbico nas diferentes concentragfes. Apds 30 minutos, foi realizada a leitura da absorbancia
em espectrofotdmetro a 517 nm. Para a obtencdo da curva de calibragdo de Fe®*/fenantrolina,
foram adicionados em seis novos microtubos 10 pL das aliquotas de acido ascorbico nas
diferentes concentragdes, mais 10 pL da solugdo padrio de Fe3* e 980 pL da solucdo 1,10-
fenantrolina 0,25%. Apds 1 hora, realizou-se a leitura da absorbancia em espectrofotémetro a
508 nm.

A avaliacdo da atividade antioxidante das amostras frente a radical livre foi realizada
utilizando o método com DPPH, o qual é considerado um radical estavel que permite avaliar a
capacidade de substancias como sequestradores de radicais livres. Quando o DPPH recebe um
elétron, ou um radical hidrogénio, torna-se um composto mais estavel e sua absorbancia
diminui. Para determinacdo da absorbancia da reacdo entre 0 DPPH e os extratos foram
utilizados 990 pL de DPPH (28 png/mL em metanol) e 10 uL da solugdo das amostras teste (de
extratos ou fragdes) a uma concentracdo de 500 ug/mL, em triplicata. Como controle negativo
foram utilizados 990 uL de DPPH (28 pug/mL em metanol) e 10 uL de a4gua deionizada. Apos

30 minutos, foi realizada uma leitura da absorbancia em espectrofotémetro (A: 517 nm).
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Figura 12: Reacdo antioxidante com o radical de DPPH
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Fora utilizado adicionalmente 0 método com Fe®*/fenantrolina para avaliar a atividade
antioxidante. Esta metodologia justifica-se por permitir avaliar a capacidade que tem alguns
tipos de antioxidantes de agirem como agentes quelantes, complexando ions metélicos que
catalisam a oxidacdo lipidica. Um par de elétrons ndo compartilhados na sua estrutura promove
a acdo de complexacdo. Para esta metodologia foram utilizados 980 uL da solugédo de 1,10-
fenantrolina, adicionando-se 10 pL da solugdo de Fe**, e ao final, foi adicionado 10 pL da
solugdo das amostras teste (extratos ou fragcdes) a uma concentracdo de 500 pg/mL. Como
controle negativo foi utilizado uma solugéo de 1,10-fenantrolina mais 10 pL da solugéo de Fe**
e 10 pL de &gua deionizada. Apos 1 hora, foi realizada uma leitura da absorbancia em
espectrofotémetro (A: 508 nm).

Em ambas as metodologias as amostras foram testadas em triplicata e os resultados
foram expressos em equivaléncia com acido ascorbico (Martins e colaboradores (2014).

4.9 Toxicidade frente a Artemia salina
O ensaio foi executado segundo a metodologia de Meyer et al. (1982), utilizando cistos
de Artemia salina em solucdo salina (3,8%) para eclosdo em temperatura ambiente por 48 horas,
sob iluminagdo com ld&mpada fluorescente. Apods a eclosdo, 10 larvas foram distribuidas em
cada poco teste, aos quais foram adicionadas as amostras, em concentracdes na ordem
decrescente, iniciando com 1000 ug/mL, em triplicata. Todos 0s pogos permaneceram sob as
mesmas condigdes para avaliagdo de sobrevivéncia das larvas apos 24 h. Adotando-se como

controle negativo a solugédo salina com DMSO 5%.
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Os resultados do ensaio foram expressos em porcentagem de letalidade, sendo
consideradas ativas quanto a toxicidade as amostras que apresentam letalidade igual ou superior
a 50%.

4.10 Angiogénese

A avaliacdo da atividade antiangiogénica foi realizada baseada na metodologia descrita
por Nguyen, Shing e Folkman (1994) utilizando o modelo de membrana corioalantdica de
embrido de ovo de galinha (Gallus domesticus). Utilizando-se concentragdes de 100, 500 e 1000
pg/mL dos extratos, sendo implantados em discos de metilcelulose, seguindo a metodologia
descrita por Falcdo-Blcker (2012).

Ovos fertilizados foram postos em uma incubadora automatica e digital, na posicao
horizontal, a temperatura de 37,5 °C e sob umidade relativa do ar de 33%. Apos 48 h de
incubacdo, uma pequena janela de 5 mm de didmetro foi aberta na casca, na regido onde se
localiza a cdmara de ar do ovo para que que fosse possivel aspirar aproximadamente 3 mL de
clara para inibicao da aderéncia dos embriGes nas membranas ovulares. A quantidade de ovos
teste fora em triplicata para cada tratamento e controles. Outra janela de 15 mm de didmetro
também foi aberta na regido do ovo posicionada acima da regido da membrana corioalantoica
dos embrides, sendo fechadas com fita isolante de cor preta para minimizar a perda de umidade.
Os embriBGes permaneceram assim, sob incubacgdo, por mais 72 h até a idade embrionéaria de 6
dias. Nesse momento foi colocado sobre a membrana corioalantdica um disco de metilcelulose
(1,5%) embebido com uma aliquota de 10 pL dos extratos, nas concentra¢fes de 1000 ug/mL,
500 pg/mL e 100 pg/mL, diluidos com alcool etilico, sendo este disco implantado sobre os
vasos sanguineos no terco externo da membrana corioalantdica. O orificio foi novamente
fechado com a mesma fita. A incubacdo prosseguiu por mais 48 h, até a idade embrionaria de
8 dias.

Para a analise da atividade angiogénica, a fita foi retirada e os dados referentes ao
desenvolvimento embrionario e vascular na regido de implantacéo do disco, foram registrados
com uma camera fotografica para posterior contagem de vasos sanguineos que interceptaram o
disco e vasos presentes na vizinhanga em uma area de 0,9 cm?. Os resultados foram expressos
como percentual de vasos + desvio-padrdo, sendo os valores representados em graficos de

histograma com auxilio do software GraphPad Prism (v5.01).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento dos extratos

Dos extratos obtidos, o extrato metanélico das bracteas apresentou 0 maior rendimento
(17,34%) e em seguida o extrato metandlico das folhas (8,9%). Os extratos hexanicos de todas
as partes vegetais tiveram pouco rendimento (inferior a 2%), sendo obtido 6,54 g de extrato
hexanico a partir das folhas. Apesar do maior rendimento dos extratos metandlicos das bracteas,
a quantidade de matéria prima vegetal utilizada para extracdo era menor, considerando a
disponibilidade das bracteas nas inflorescéncias coletadas. O extrato metandlico das folhas
apresentou a maior massa absoluta de material obtida apds extracao.

A quantidade de massa obtida em cada extrato estd relacionada a composicdo e
guantidade de substancias presentes nas partes vegetais. O hexano consegue extrair substancias
apolares como acidos graxos, terpenos, esteroides ou outras classes de substancias que possam
ter interacdo com esse solvente. E possivel extrair substancias de média e alta polaridade
utilizando o metanol como solvente extrator, a exemplo: acglcares, clorofila, metabdlitos
glicosilados e substancias polares que podem possuir abundancia nas amostras e resultar na

guantidade de massa obtida.

Tabela 8: Rendimento dos extratos obtidos

Parte Vegetal Massa Massa Rendimento Massa Rendimento
Material Extrato Hex. (%0) Extrato MeOH (%)
seco (q) Hex. (9) MeOH (g)

Folhas 501,1 6,54 1,3 32,78 6,56

Ramos 500 0,96 0,19 8,9 1,81

Brécteas 15,45 0,03 0,19 2,68 17,34

Diferentes 0rgaos vegetais podem apresentar semelhancgas e diferencas nos rendimentos
dos extratos dependendo da composi¢do quimica em cada o0rgao. Nos extratos hexanicos dos
ramos e das bracteas o rendimento foi semelhante e em ambos foi obtido uma massa menor que
1 g. Nos extratos metandlicos, todas os extratos apresentaram diferentes massas e rendimentos

0 que sugere diferencas quali e quantitativas nos metabdlitos extraidos.
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5.2 Andlises cromatogréfica dos extratos brutos e fracoes

Os extratos e fracdes foram analisados utilizando CCDC e revelados com reveladores
quimicos e fisicos para observar o perfil cromatografico e indicios das classes quimicas
presentes nas amostras.

Foi observado que apds a elui¢do nas cromatoplacas, 0s extratos hexanicos de ramos e
folhas apresentaram indicios de terpenos. Quando reveladas em anisaldeido sulfdrico foi
observada a presenca de bandas cromatograficas na coloracdo lilas e rosa, indicativo de terpenos
e quando revelados com Ce(SO4). foram observadas bandas na coloragdo marrom, confirmando

a presenga de terpenos nos extratos hexanicos de folhas e ramos (Figura 13).

Figura 13: Analise em CCDC dos extratos hexanicos de ramos e folhas de Warszewiczia
coccinea
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Apbs a eluicdo em CCDC, os extratos metandlicos de folhas, ramos e bracteas
apresentaram substancias com intensos cromdéforos quando revelados com as luzes 254 nm e
365 nm, o que seria indicativo de duplas conjugadas ou substancias com anel aromatico. Pode-
se observar que os extratos de folhas, ramos e bracteas apresentaram manchas escuras em FeCls
e guando revelados com NP/PEG observou-se um aumento da intensidade dos croméforos o
que sugere a presenca de substancias com anel aromatico, conforme demonstrado nas
cromatoplacas da Figura 14.

Quando revelados em anisaldeido sulfarico, ambos os extratos de folhas, ramos e

bracteas apresentavam manchas na coloragdo lilas, rosa e azul, indicando a presenca de
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terpenos. Em Ce(S0a4)2 observaram-se algumas bandas cromatograficas na coloracdo marrom e
manchas na cor rosa, caracteristica de terpenos. Os extratos de ramos apresentaram uma banda
na coloracgdo lilas onde havia um intenso cromoforo azul, antes do aquecimento da placa. No
extrato de folhas metandlico observou-se que no local de aplicacdo da amostra na placa, houve
fraca formacdo de manchas laranjas quando reveladas com reagente de Dragendorff ndo sendo
possivel observar nos extratos brutos a presenca de alcaloides.

Figura 14: Analise em CCDC dos extratos metanolicos de ramos, folhas e bracteas de
Warszewiczia coccinea.
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Apbs o fracionamento cromatografico algumas fracGes dos extratos metandlicos das
folhas proporcionaram uma melhor visualizacao das classes de substancias que poderiam estar
presentes na amostra. Ap0s 0 extrato ser particionado, a fase DCM quando analisadaem CCDC
apresentou indicios de alcaloides quando revelada com reagente de Dragendorff e ap6s o
fracionamento da fase DCM, algumas fragcdes também demonstravam a presenca de alcaloides.
Esses resultados corroboram com a literatura acerca da familia Rubiaceae, que relata a
ocorréncia dessa classe entre as espécies (Bolzani et al. 2001; Martins e Nunez 2015). Sendo
que para Warszewiczia spp. sdo relatados alguns alcaloides em Warszewiczia schwackei
(Fachin-Espinar e Nunez. 2019).
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Como observado, somente apds o fracionamento do extrato metanolico das folhas foi
possivel observar os indicios de alcaloides entre as amostras obtidas desse extrato, visto que
anteriormente no extrato bruto ndo foi possivel observar tais indicios visualmente. Em hipotese,
esses metabolitos no extrato bruto das folhas encontravam-se em concentracdes baixas e apds
o fracionamento cromatografico pode ser possivel observar a presenca a partir das analises por
CCDC, reforcando que ao final do fracionamento obteve-se pouca massa nas fracdes em que
se encontravam (Figura 15).

As fracOes de 15 a 18 advindas do fracionamento cromatografico do extrato metanolico
das bracteas quando reveladas em anisaldeido mostraram bandas na coloracdo avermelhadas e
apos serem reveladas sob luz 254 nm e em FeClz pode ser possivel observar indicios de
substancias com anel aromatico nessas fracoes, nas fraces 9 a 17 foram observados bandas
marrons e roxas quando reveladas em Ce(SOs). e vanilina sulfarica, sendo caracteristicas de
terpenos. Também foram observados indicios de alcaloides nas fragdes 31; 32-34; 35; 38-40 e
41, que apds serem reveladas com reagente de Dragendorff apresentaram bandas na cor laranja.
No entanto, o fracionamento do extrato metandlico de bracteas nao resultou no isolamento das
substancias das respectivas fragdes, pois ainda se encontravam em intensa mistura e em pouca
guantidade de massa para serem analisadas através da RMN, impossibilitando a caracterizacéo

estrutural das substancias presentes nessas fragoes.
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Figura 15: Anélise em CCDC de algumas fracGes dos extratos metanolicos de folhas e bracteas de Warszewiczia coccinea.
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5.3 Analises dos extratos brutos por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio

Os espectros de RMN de 'H dos extratos brutos hexanicos e metandlicos foram
analisados sobrepostos para verificar a constituicdo quimica e comparacdo baseada nos
hidrogénios observaveis (Figuras 16 e 17).

Os extratos hexanicos de folhas e ramos apresentaram sinais entre 0,3 a 1,5 ppm
caracteristicos de metilas que estdo presentes em terpenos. Também pode-se observar a
presenca de um sinal intenso em 1,25 ppm que corresponde a hidrogénios metilénicos de cadeia
alifatica linear (“graxa”). Entre 1,5 e 2,8 ppm observaram-se sinais caracteristicos de
hidrogénios metilénicos e metinicos com deslocamentos semelhantes entre 0s dois extratos.
Foram observados sinais entre 3 a 4 ppm que indicam a presenca de metoxilas. Em ambos os
extratos pode-se observar a presenca de sinais de hidrogénios olefinicos em 5,36; 5,31 e 5,11
ppm semelhantes aos encontrados em esqueletos de esteroides de plantas como B-sitosterol e
estigmasterol (Lozano et al. 2020, Pedroza et al. 2020). Entre 6 a 8 ppm ambos 0s extratos
apresentaram pouco sinais e com baixa intensidade de hidrogénios de anéis aromaticos,
demonstrando que nos extratos brutos hexanicos as substancias fenolicas ou com anel aromatico

ndo estavam em quantidades observaveis através de RMN de 'H (Figura 16).
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Figura 16: Espectros de RMN de *H (em CDCls) dos extratos hexanicos de folhas e ramos de Warszewiczia coccinea.
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Os extratos metandlicos de folhas, ramos e bracteas apresentaram algumas semelhangas
espectrais entre os sinais observados. No entanto os extratos metandlico de folhas mostraram
algumas diferencas interessantes quando analisados em sobreposi¢cdo aos outros extratos
analisados (Figura 17).

Como observados na regido de 0,5 a 2,5 ppm a presenca de hidrogénios protegidos, que
sugerem a presenca de metilas indicando a presenca de terpenos, em 1,22 ppm estava presente
um intenso sinal correspondente a hidrogénios metilénicos de cadeia alifatica linear (“graxa”)
(Figura 18). Entre 2,5 a 5 ppm, observaram-se possiveis hidrogénios metilénicos, metinicos e
presenca de metoxilas, sendo que nessa regido (3 a 4 ppm) alguns multipletos podem estar
relacionados a acgucares livres ou ligados a outros metabdlitos extraidos através do MeOH
(Figura 19).

Na regido de 6 a 8 ppm, nota-se a presenca de hidrogénios aromaticos com intensidade
que sugerem a presenca de substancias fendlicas, com anel aromatico na estrutura ou duplas
ligacGes conjugadas (Figura 20).

Entre 8,5 a 11,5 ppm (Figura 21) notaram-se alguns hidrogénios desprotegidos nessa
regido, também sendo indicativos de hidroxilas queladas, aldeidos ou hidrogénios ligados a
nitrogénio de alcaloides inddlicos. Destacando que, algumas fracdes e a fase DCM dos extratos
metandlicos das folhas revelaram indicios de alcaloides quando analisadas em CCDC e
reveladas com reagente de Dragendorff.

A sugestdo da presenca de alcaloides inddlicos nas folhas, esta baseada na revisdo
bibliografica sobre a quimiotaxonomia da familia Rubiaceae e literatura do género
Warszewiczia.

Em estudo prévio realizado com a espécie Warszewiczia schwackei, foram isolados
alcaloides inddlicos, os quais apresentam hidrogénios ligados a nitrogénios de nucleos
inddlicos. Alguns alcaloides quando solubilizados em DMSO-ds, podem apresentar exibir 0s
deslocamento quimico desses hidrogénios entre 9 a 11 ppm, conforme a Figura 22 (Fachin-
Espinar e Nunez. 2019). O que sugere que esta classe quimica possa estar presente nos extratos

metandlicos das folhas de Warszewiczia coccinea.
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Figura 17: Espectros de RMN de *H (em DMSO-ds) dos extratos metanélicos de bracteas, folhas e ramos de Warszewiczia coccinea.
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Figura 18: Expansio da regido de 0,5 a 2,5 ppm do espectro de RMN de 'H do extrato
metanolico das folhas de Warszewiczia coccinea.
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Figura 19: Expansio da regido de 2,5 a 5 ppm do espectro de RMN de *H do extrato
metanolico das folhas de Warszewiczia coccinea.
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Figura 20: Expansdo da regido de 5 a 8 ppm do espectro de RMN de *H do extrato metandlico
das folhas de Warszewiczia coccinea.
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Figura 21: Expanséo da regio de 8,5 a 11,5 ppm do espectro de RMN de *H do extrato
metanolico das folhas de Warszewiczia coccinea.
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Figura 22: Alcaloides isolados de Warszewiczia schwackei, demonstrado os deslocamentos
quimicos dos hidrogénios do grupo indol e de amina, em destaque.

OH
NH,
A\ CH,
” NH,
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Fonte: (Fachin-Espinar e Nunez. 2019).
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5.4 ldentificagdo da substancia I: escopoletina

A substancia | foi obtida na forma de cristais amarelos, quando analisada através de
CCDC apresentou o Rf de 0,5 eluida em DCM/AcOEt (9:1), apresentando uma intensa
fluorescéncia azulada sob UV 365 nm e quando revelada em Ce(SOa)2 apresentou coloragéo
lilds, antes do aquecimento da cromatoplaca. Sua caracterizacdo estrutural foi baseada em
experimentos de RMN de *H e 3C aliada a dados da literatura (Shah et al. 2014; El-Demerdash
et al. 2009) e andlises de espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida (LC/MS).

Atraveés das anélises por LC/MS foi possivel observar uma banda cromatogréfica com
tempo de retencdo de 2,7 minutos e nos espectros de MS que apresentava os adutos ionizados
com m/z 191,57 ([M-H] ~em modo negativo) e 193,57 ([M+H] * em modo positivo) que
sugeriram a formula molecular C10HgO4 com massa molecular de 192 u.

Através das analises de RMN de *H, foi observado um singleto em 3,95 ppm (s, 3H)
caracteristico de uma metoxila presente na molécula. Na regido dos aromaticos, foram
observados sinais em 6,92 ppm (1H, s, H-8) e 6,85 ppm (1H, s, H-5), correspondentes a
hidrogénios aromaticos na posi¢do meta. Também foram observados sinais em 6,27 ppm (1H,
d, J= 9,57 Hz, H-3) e 7,60 ppm (1H, d, J= 9,57 Hz, H-4), correspondentes a hidrogénios de
uma dupla conjugada. Esses sinais sugeriram a presenca de um esqueleto cumarinico.

Nos espectros de RMN de *3C foi possivel observar sinais em 103,19 (C-8); 107, 44 (C-
5) e 113,5 ppm (C-3) que reforcavam a presenca de um anel aromatico na estrutura. Em 56,41
ppm apresentava-se um sinal caracteristico de metoxila e em 143,33 ppm o sinal de um carbono
desprotegido. Através dos experimentos de DEPT 135 ndo foi observado a presenca de
carbonos metilénicos.

No espectro bidimensional de HMBC, observaram-se as correlac@es entre o hidrogénio
em 6,85 ppm com os carbonos 143,33, 149,7 e 150,5 ppm confirmando a posi¢do em C-5; as
correlagdes do hidrogénio em 6,92 ppm com os carbonos 1155, 149,7 e 150,5 ppm
confirmaram a posi¢cdo em C-8. O hidrogénio em 7,6 ppm apresentou correlagdes com 0s
carbonos 107,44; 161,68 e 150,5 ppm, confirmando a posi¢do em C-4. O hidrogénio em 6,27
ppm apresentou uma unica correlagdo com o carbono 111,5 ppm, confirmando a posi¢ao em C-
3. Os hidrogénios em 3,95 ppm apresentaram correlacdo com o carbono em 144,11 ppm, no

entanto ndo apresentaram correlagdo com o carbono em 149,7 ppm caracterizando que a
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metoxila estava na posi¢cdo C-6. Demonstrando que a estrutura correspondia a escopoletina e
ndo ao seu isbmero, a isoescopoletina.

No espectro bidimensional de COSY observou-se a correlacdo dos hidrogénios em 7,6
e 6,27 ppm, reforcando que se encontravam nas posi¢des H-4 e H-3, respectivamente, em uma
dupla conjugada.

Os dados de RMN de *H e *C uni e bidimensionais, foram comparados com a literatura
(Shah et al. 2014; El-Demerdash et al. 2009) possibilitando propor a substancia 1 como
escopoletina. Este € o primeiro relato de uma cumarina para o género Warszewiczia. A
escopoletina € uma cumarina que ocorre entre diversas espécies de plantas, em Rubiaceae pode-
se observar a ocorréncia nas folhas de Morinda citrifolia (Ahmadi et al. 2019).

Em consulta ao site comercial Merck KGaA (2022) no dia 16 de fevereiro de 2022, 1 ¢

da substancia (padrdo analitico Sigma-Aldrich ®) encontra-se no valor de R$ 9793,00.

Figura 23: Estrutura molecular da substancia I, escopoletina.
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Figura 24: Cromatograma da substancia .
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Figura 25: Espectro de massas da substancia | ionizada por ESI em modo negativo [M-H] .
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Figura 26: Espectro de massas da substancia | ionizada por ESI em modo positivo [M+H] ™.
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Tabela 9: Dados de RMN de 'H e *3C da substancia 1 (em CDCls) e comparagdo com a
literatura (Shah et al. 2014; El-Demerdash et al. 2009).

Posicéo Observado Literatura

§H 5 13C §H 5 13C

MeO 3,95 (3H, 9) 56,41 3,96 (3H, s) 56,3
2 - 161,6* - 161,4

3 6,27 (1H, d, J=9,57 Hz) 113,4 6,2 (1H,d,J=9,3Hz) 1134
4 7,60 (1H, d, J= 9,57 Hz) 143,3 75(1H,d, J=9,3Hz) 14372
4a - 111,5*% - 1114
5 6,85 (1H, s) 107,4 6,8 (1H, s) 107,4

6 - 144,11* - 143,2

7 - 149,7* - 149,6

8 6,92 (1H, s) 103,2 6,92 (1H, s) 103,1
8a - 150,5* - 150,2

*Observados através do mapa de correlagdo HMBC.
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Figura 27: Espectro de RMN de 'H da substancia | (CDCls, 300 MHz).
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Figura 28: Expansdo da regido de 6 a 8 ppm do espectro de *H da substancia | (CDClsz, 300 MHz).
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Figura 29: Espectro de RMN de 3C da substéncia | (CDCls, 75 MHz).
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Figura 30: Espectro de DEPT 135° da substancia | (CDCls, 75 MHz).
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Figura 31: Mapa de correlacdo bidimensional HSQC da substancia | (CDClIs, 300 e 75 MHz).
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Figura 32: Mapa de correlacdo bidimensional HMBC da substancia | (CDClIs, 300 e 75 MHz).
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Figura 33: Mapa de correlacdo bidimensional COSY da substancia | (CDCls, 300 MHz).
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Figura 34: Expansdes das correlacbes observadas da substancia | no mapa de correlacdo

bidimensional HMBC.
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Figura 35: Correlagdes observadas nos espectros bidimensionais da substancia |

75



5.5 Anaélise da Fracéo 33-35: indicio de alcaloides inddlicos.
A fracdo 33-35 (3 mg) quando analisada através de CCDC eluida em DCM/MeOH
(85:15) apresentou bandas cromatograficas que puderam ser observadas sob UV 254 e 365 nm,
quando revelada em Dragendorff observou-se a presenca de bandas na coloracdo laranja.

Indicando a presenca de alcaloides, como observado na Figura 36.

Figura 36: andlise das fracdes 33-35 por CCDC.
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Figura 37: Cromatograma da fracdo 33-35.
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Atraveés das andlises por LC/MS em modo positivo, foi possivel observar quatro bandas
cromatograficas como observado na Figura 37. Sendo que dentre os constituintes dessa fragéo,
0 pico 2 apresentou maior intensidade observada tanto nos espectros obtidos usando o detector
de ultravioleta quanto nos espectros usando o detector de massa.

Foi observado que o pico 2 apresentava o aduto ionizado com m/z 545 ([M+H] * em
modo positivo) com tempo de corrida em 4,2 minutos. Esse ion foi selecionado para ser
fragmentado e observou-se em sequéncia o ion com m/z 383, com diferenca de 162 u, provavel
perda de um acUcar da molécula (Figura 38), o que sugere que a aglicona da substancia tenha
massa molecular de 382 u.

Comparando esse resultado com outra espécie vegetal que foi estudada pelo grupo de
pesquisas, observa-se que 6 dos alcaloides inddlicos isolados de Duroia macrophylla
(Rubiaceae) apresentam o0 mesmo peso molecular de 382 u. Sendo eles: 10-metoxi-ajmalicina,
9-metoxi-3-isoajmalicina, 9-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina, 10-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina,
10-metoxi-3-isorauniticina e 10-metoxi-rauniticina, (Martins e Nunez 2014). Apesar da
coincidéncia da massa molecular da parte da aglicona, ainda néo é possivel propor a estrutura
guimica do constituinte majoritario da fracdo 33-35. Seria necessaria a purificacdo do
constituinte, mas a massa de 3 mg da fracdo restringe o seu fracionamento.

Os espectros de RMN de H revelaram sinais caracteristicos para esqueleto de alcaloides
ind6licos. Foram observados dois singletos em 11,11 ppm e 10,72 ppm que sdo caracteristicos
de hidrogénios ligados ao nitrogénio do nucleo indo6lico. Na regido entre 6 a 8 ppm foram
observados sinais de hidrogénios de anéis aromaticos, corroborando com a presenca de um anel
benzénico presente no nucleo inddlico. Entretanto, os deslocamentos quimicos desses
hidrogénios ndo correspondiam aos dos alcaloides ja relatados em D. macrophylla, indicando
a possibilidade de se tratar de alcaloides distintos com algumas diferencas na estrutura
molecular.

Contudo, as analises de LC/MS e RMN de H demonstraram que ainda havia mistura e
pouca abundéncia de massa na amostra, que impossibilitava realizar a caracterizagéo estrutural
exata. Sendo necessaria obtengdo em maior quantidade de massa e purificacdo adicional na
amostra.

Portanto, com base nas analises obtidas, sugere-se que na fracdo 33-35 a presenca de
alcaloides inddlicos em mistura e que podem apresentar algumas diferencas dos ja reconhecidos

em Duroia macrophylla.
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Figura 38: Espectro de massas do pico 2 e fragmentacdo do ion com m/z 545 [M+H] ™.
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Figura 39: Espectro de RMN de H da fragdo 33-35 (DMSO-ds, 300 MHz).
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Figura 40: Expanséo da regido entre 6 a 11,5 ppm do espectro de RMN de *H da fragdo 33-

35, indicando deslocamentos caracteristicos de um nucleo indolico.
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5.6 Atividades bioldgicas
5.6.1 Atividade Antimicrobiana
A atividade antimicrobiana pode ser observada nos extratos metanolico das folhas,
como demonstrado na Tabela 10. Esse extrato foi ativo para os microrganismos Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 10145), Candida albicans (ATCC 10231), Escherichia coli (ATCC 11775),
Staphylococcus aureus (ATCC 12600) na concentracdo de 1000 pg/mL. Os demais extratos

ndo apresentaram inibicdo dos microrganismos avaliados.

Tabela 10. Atividade antimicrobiana dos extratos de Warszewiczia coccinea.

Extratos AH CF EC KP PA PF SA SE SM CA

Fol-MeOH * * 62% * 96% * 96% * * 78%

Fol- Hex * * * * * * * * * *
Ram-MeOH * * * * * * * * * *
Ram-Hex * * * * * * * * * *
Bra-MeOH * * * * * * * * * *

Legenda: (*) amostras que ndo apresentaram atividade, com valores de inibicdo menores que
20%. AH (Aeromonas hydrophila), CF (Citrobacter freundi), EC (Escherichia coli), KP
(Klebsiella pneumoniae), PA (Pseudomonas aeruginosa), PF (Pseudomonas fluorescens), SA
(Staphylococcus aureus), SE (Salmonella enterica), SM (Serratia marcescens), CA (Candida
albicans); Ram: ramos, Fol: folhas; Bra: bracteas.

O extrato metandlico das folhas apresentou inibi¢do dos microrganismos com diferencas
significativas como observado no histograma da Figura 41. Nas bactérias Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus pode ser observada uma grande inibi¢do do crescimento,
similar ao controle positivo (antibidtico padrdo Oxitetraciclina 125 pg/mL). Também foi
observada inibig&o para a levedura Candida albicans e para a bactéria Escherichia coli. Para os

outros microrganismos o extrato ndo conseguiu inibir o crescimento.
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Absorbancia

Figura 41: Histograma da atividade antimicrobiana do extrato de folhas MeOH

B c -
[ FolMeOH
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Legenda: PA (Pseudomonas aeruginosa), CA (Candida albicans), EC (Escherichia coli), PF (Pseudomonas
fluorescens), AH (Aeromonas hydrophila), KP (Klebsiella pneuminiae), SE (Salmonella enterica), SM (Serratia
marcensces), CF (Citrobacter freundi), SA (Staphylococcus aureus); ***P<0,001, ** P<0,01, *P<0,5.

Os resultados obtidos demonstram que no extrato metanolico das folhas ha a presencga
de substancias com atividade antimicrobiana na matriz desse extrato bruto. Conforme a
literatura, os autores Rahgozar e colaboradores (2018) descrevem em seu estudo baseado em
quimioinformética, que em Warszewiczia coccinea o acido sumaresinolico possa apresentar
atividade antimicobacteriana por apresentar similaridade estrutural com o &cido oleandlico, o
qual possui forte sinergismo antimicobacteriano contra Mycobacterium bovis. No entanto, até
0 momento ndo foram relatados estudos sobre atividade antimicobacteriana dos extratos,
fragcdes ou substancias isoladas de W. coccinea

Apos o fracionamento do extrato metandlico das folhas foi possivel obter a substancia
escopoletina. Essa cumarina apresenta atividade antimicrobiana frente aos biofilmes de
Candida tropicalis e outros recepetores farmacoldgicos (Lemos et al. 2020), o que poderia
justificar a atividade observada no extrato para Candida albicans. Contudo, outras substancias

presentes no extrato poderiam ser responsaveis pela atividade antimicrobiana.
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5.6.2 Atividade Antioxidante

Os extratos metandlicos de folhas, ramos e bracteas que foram avaliados em ambas as
metodologias utilizando DPPH e Fe3*/fenantrolina e ndo apresentaram atividade antioxidante
quando avaliados na concentragédo de 500 pg/mL.

De acordo com a escala de interpretacdo (Tabela 12) baseada no trabalho de Martins e
colaboradores (2014), observa-se que quanto mais proxima de 1 for a equivaléncia com o
antioxidante padrdo maior € a atividade antioxidante da amostra. Dentre os extratos avaliados,
ndo foram observadas equivaléncias para atividade antioxidante, pois os valores de

equivaléncia observados encontravam-se acima de 3,1.

Tabela 11: Resultados da atividade antioxidante dos extratos MeOH em valores médios de
absorbancia.

Método usando DPPH= Método usando Fe®*/fenantrolina
Extrato
|IDABSs17| [AA]eq Equiv. [Fe?*] [AA]eq Equiv.
Bracteas MeOH 0,105+0,011 1,068 +0,094 4,704 +0,406 0,612+0,018  1,219+0,018 4,10 +0,061
Ramos MeOH 0,028 +0,003 0,419+0,022 11,963 +0,622 | 0,157 +0,015  0,431+0,015 11,62 +0,073
Folhas MeOH 0,069 +0,014 0,765+0,118 6,637 +0,950 | 0,432+0,045 0,908 +0,078 5,53 +0,492

Legenda: AA: acido ascdrbico; Equiv.: equivaléncia representada pela razdo entre o resultado do extrato e o
controle padrdo (acido ascorbico).

Tabela 12: Escala para interpretacéo dos resultados da atividade antioxidante (Martins et al.
2014).

Escala de comparacao Atividade antioxidante

Menor que 1,0 Muito ativo
Entre1,1a2,0 Ativo

Entre 2,1a 3,0 Atividade moderada
Maior que 3,1 Inativo

Em todos os extratos avaliados, foi possivel observar a presenca de metabolitos com
anel aromatico, através das analises por CCDC e RMN de H. O que poderia sugerir a presenca
de substéncias fenolicas que costumam apresentar atividade antioxidante (Silva e colaboradores

2010). Contudo, algumas substancias podem conter o anel aromatico, mas nao serem fendlicas:
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auséncia de hidroxilas no anel ou substitui¢do de hidroxilas por metoxilas, o que € muito comum
na natureza. Para serem antioxidantes, substancias fendlicas precisam apresentar capacidade de
estabilizacdo da carga positiva gerada via ressonancia, conseguindo neutralizar agentes
oxidantes.

Apesar de ter sido isolada a cumarina escopoletina que contém uma hidroxila ligada
ao anel aromatico e dessa substancia possuir potencial redutor frente ao radical livre DPPH
(Adam et al. 2009, Jeong et al. 2011, Firmansyah et al. 2021), apenas a presenca dela ndo
garante a atividade antioxidante do extrato. As demais substancias presentes ou sdo apenas
aromaticas sem conterem hidroxilas ligadas aos anéis, ou as hidroxilas ndo estdo livres, ou seja,

podem estar ligadas a metilas, formando metoxilas.

Figura 42: Curva de 4cido ascorbico com Fe®*,
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Legenda: AA: acido ascorbico.

Figura 43: Curva de &cido ascérbico com DPPH.
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5.6.3 Toxicidade frente a Artemia salina

Ap0s 0s extratos serem submetidos ao ensaio de toxicidade frente & Artemia salina
Leach, foi possivel observar pouca mortalidade entre as amostras avaliadas, como pode-se

observar na Tabela 13.

Tabela 13: Mortalidade observada no ensaio de toxicidade frente a Artemia salina.

Extratos Concentracédo avaliada (ug/mL) Mortalidade (%)
Folhas MeOH 1000 27.8
Folhas Hexano 1000 9,72
Ramos MeOH 1000 2,77
Ramos Hexano 1000 9,72

Os extratos metanolicos e hexanicos de folhas e ramos apresentaram uma mortalidade
menor que 50% quando avaliados na concentracdo de 1000 pg/mL. Sendo que o extrato de
folhas metandlico apresentou 27,8% de mortalidade.

De acordo com o estabelecido por Meyer e colaboradores (1982) e Nguta e
colaboradores (2012) os resultados podem estar relacionados outras atividades biolégicas.
Ambos 0s autores preconizam que valores de mortalidade menores que 50% sdo considerados
ndo toxicos para 0 modelo do ensaio. Adicionalmente, recomendam que em extratos de plantas
a concentracdo inicial para analise seja de 1000 pug/mL para que seja constatada toxicidade entre
as amostras. A baixa toxicidade poderia sugerir baixa toxicidade em outros modelos
experimentais, pois este ensaio é para uma triagem inicial dos extratos. Outros ensaios sdo

necessarios para verificar essa baixa toxicidade dos extratos testados.

5.6.4 Atividade Antiangiogénica

Os extratos avaliados para a atividade angiogénica utilizando o modelo de membrana

corioalantoica (CAM) mostraram resultados de inibicao da formacéo de vasos e toxicidade nos

85



embrides de Gallus domesticus. Os extratos que puderam ser avaliados foram os extratos:
hexanico de ramos, hexanico e metanolicos das folhas.

Como observado na Figura 44 o extrato hexanico dos ramos apresentou inibicdo da
formacéo dos vasos em relacdo ao controle negativo (CN). Sendo observada que com 0 aumento
da concentragdo do extrato. Pode se observar que nas concentragcdes de 100, 500 e 1000 pg/mL
houve aumento da inibicdo em 40%, 70% e 80%, respectivamente. Portanto, para o extrato

hexanico dos ramos foi constatada atividade antiangiogénica dose-dependente.

Figura 44: Atividade Antiangiogénica dose-dependente apresentada pelo extrato hexanico dos
ramos.

Atividade Antiangiogénica

100~
= B CN
E 80+ 3 100 pg/mL
@ erx B2 500 pg/mL
= 601 —— 1000 mg/mL
o
T 40
E i
g 20
@
0- .

Tratamentos

Legenda: Os resultados foram expressos como Média + Desvio Padrdo, n=3. (***) representa diferenca estatistica
significativa em relacdo ao grupo controle negativo (CN).

Os extratos hexanicos e metanolicos de folhas apresentaram toxicidade em todas as
concentragcdes testadas, com a viabilidade do grupo controle negativo. Segundo as
recomendacdes de Nguyen e colaboradores (1994) a viabilidade dos embrides é necessaria para
descrever a atividade angiogénica, assim como a viabilidade do controle negativo para
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validacdo do ensaio. Nesses extratos por conta da alta toxicidade, ndo foi possivel observar a
atividade angiogénica, sendo necessario avaliar concentracdes menores, no entanto esses
experimentos ndo puderam ser realizados por causa da pandemia. Mas conter substancias tao
toxicas é um resultado muito promissor na busca por substancias antitumorais.

O fracionamento do extrato metandlico das folhas permitiu o isolamento da
escopoletina. Segundo Ahmadi e colaboradores (2019), essa substancia e a epicatequina
presentes nos extratos das folhas de Morinda citrifolia (Rubiaceae) sdo potenciais agentes
supressores da angiogénese. Ressaltando que os autores observaram os efeitos em ensaio
utilizando modelo em células humanas e ndo constataram que as substancias causaram
toxicidade em linhagens saudaveis.

Portanto, a toxicidade que os extratos das folhas apresentaram poderia estar relacionada a
atividade de outras substancias presentes neles, como terpenos e alcaloides observados nas
analises por CCDC e RMN de H.
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6. CONCLUSAO

No presente estudo, nos relatamos as atividades bioldgicas: antimicrobiana e
antiangiogénica de folhas, ramos e bracteas de Warszewiczia coccinea (Vahl) Klotzsch. Dentre
0s extratos ativos, 0s extratos metanolicos das folhas apresentou atividade antimicrobiana
inclusive para uma cepa de levedura: Candida albicans, 0 mesmo extrato apresentou toxicidade
para 0 modelo de angiogénese (CAM). Através das analises de CCDC e RMN de H, foram
observados indicios de terpenos, substancias aromaticas e alcaldides presentes nas fracdes e
extratos metanolicos de folhas e bracteas. A partir do fracionamento dos extratos metandlicos
das folhas, pode ser possivel isolar uma substancia bioativa: a escopoletina. Sendo esse, 0

primeiro relato de uma cumarina para o género Warszewiczia.
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