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Resumo

As espécies Macrosiphonia velame e Macrosiphonia petraea (Apocynaceae),
conhecidas popularmente como Velame branco e Velame, respectivamente, sdo utilizadas
medicinalmente na cultura popular dos estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul,
sendo aferidas a infus@o de suas raizes diversas propriedades medicinais, com destaque a
acao anti-inflamatéria. No presente trabalho, foram realizados os estudos quimicos dos
extratos etandlicos das raizes de M. petraea e M. velame, esta Ultima sendo quimicamente
investigada pela primeira vez. Os fracionamentos cromatograficos destes materiais
proporcionaram a identificacéo de triterpenoides de ambas as espécies, 0s quais possuem
comprovada atividade anti-inflamatéria, podendo-se sustentar, assim, as propriedades
medicinais atribuidas pela populagdo. Foram, ainda, investigados os potenciais citotoxicos e
mutagénicos para os extratos e fases da espécie M. petraea, verificando-se potente agéo
citotoxica sobre a células ndo neoplasicas (NIH/3T3) e potencial acdo genotoxica sobre as
moscas de fruta Drosophila melonogaster. Ademais, foi realizado um estudo comparativo
entre os perfis quimicos das infusdes e extratos etandlicos das espécies M. petraea, M.
velame e M. longiflora e de amostras comercializadas sob os nomes Velame e Velame
branco em seis cidades dos estados de Mato Grosso (MT) e Mato Grosso do Sul (MS) por
meio de RMN de !H e andlise multivariada (PCA). Atribuiu-se com esta andlise a
similaridade entre as amostras comercializadas no estado de Mato Grosso e as espécies M.
velame e M. longiflora, enquanto as amostras comercializadas no estado de Mato Grosso do
Sul ndo apresentaram boa correlacdo com as espécies coletadas, o que indicou que estas
ndo se tratavam de fontes botanicas de M. velame, M. petraea e/ou M. longiflora. Por fim,
um estudo de quimiossistematica para a familia Apocynaceae baseado na ocorréncia dos
metabdlitos triterpenos e pregnanos, revelou que os triterpenos ocorrem desde 0s géneros
mais primitivos dentro desta familia, havendo, entretanto, a ocorréncia de pregnanos em

espécies mais recentes de Apocynaceae.

Palavras-Chave: Macrosiphonia, Andlise Multivariada, Quimiossistematica
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Abstract

Macrosiphonia velame and Macrosiphonia petraea (Apocynaceae), known popularly as
“Velame branco” and “Velame”, respectively, are species used medicinally in traditional
culture of Mato Grosso and Mato Grosso do Sul states, being attributed to their roots tea
many medicinal properties, with emphasis to the anti-inflammatory effect of these plants. In
this study, the chemical studies of ethanolic extracts from the roots of M. petraea and M.
velame were carried out, the latter specie being chemically investigated for the first time; the
chromatographic procedure of these materials promoted the isolation of triterpenoids from
both species, which possess anti-inflammatory activity and can be responsable, therefore, for
this medicinal action attributed for M. petraesa and M. velame by population. We also
investigated the cytotoxic potential of M. petraea to human carcinogenic cell lines and its
mutagenic effect, being verified a potent cytotoxic action against non-neoplastic cells
(NIH/3T3), as well a genotoxic effect by the roots of this plant. Moreover, a comparison
between the chemical profiles obtained by *H NMR data of infusion and ethanolic extracts of
M. petraea, M. velame and M. longiflora specimens and samples commercialized under the
names of Velame and Velame branco in six cities from Mato Grosso (MT) and Mato Grosso
do Sul (MS) states was taken using multivariate analysis (PCA); this analysis assigned
similarity between samples of M. velame and M. longiflora, while samples bought in MS state
did not exhibited good correlation with the collected specimens, demonstrating not come
from botanical sources M. velame, M. petraea and/or M. longiflora. Finally, a
chemosystematics study for Apocynaceae family based on triterpenes and pregnane
metabolites demonstrated that the first occur since the most primitive genera, the occurrence

of pregnanes, however, being detected in recent Apocynaceae species.

Keywords: Macrosiphonia, Multivariate Analysis, Chemosystematics.
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Introducéo

A utilizacdo de plantas como material medicinal por culturas passadas sempre
despertou no homem a curiosidade sobre a composicao destes organismos. A descoberta
de substancias presentes em plantas é bastante antiga, como consta nos relatos de
isolamento da morfina por Setlrner (1817), utilizada como analgésico e oriunda da “papoula
dormideira” (Papaver somniferum), e da obtencdo de quinina, por Peletier e Caventou
(1818-1821), obtida da Cinchona sendo utilizada contra maléria (Geissmam, et al., 1969,
Phillipson, 2001). Esses estudos contribuiram para a obtencdo de compostos com atividade
biol6gica, como os mencionados acima, empregados para fins medicinais ou utilizados
como modelos para a sintese de novos farmacos (Cechinel Filho, 1998; Newman, 2000).

Existem, aproximadamente, no planeta 450.000 espécies de plantas, mas apenas
cerca de 20% das espécies vegetais conhecidas ja tiveram algum estudo relacionada, seja,
quimico, farmacoldgico, e/ou morfolégico, e alguns destes apresentando ainda pouca
relevancia relacionada as produgdes cientificas a respeito da constituicado quimica e/ou acao
farmacologia presentes (Hostettmann et al.,, 2003 e Hamburger et al., 1991). O Brasil
destaca-se em relagdo aos estudos sobre plantas por apresentar a maior biodiversidade de
espécies vegetais do planeta, apresentando uma ampla variedade de plantas medicinais
utilizadas pela populacdo, sendo que cada regido do pais apresenta espécies distintas
administradas de formas diferentes, de acordo com cada cultura (Guarim-Neto & Morais,
2003).

O bioma Cerrado entra neste contexto como sendo 0 ecossistema com a maior
biodiversidade de espécies vegetais, tendo aproximadamente 96% de sua totalidade
inserida no territério brasileiro, a qual abrange cerca de 6670 espécies, distribuidas em 170
familias e 1140 géneros. Entretanto, pela exploracdo extrativista desordenada, pelo
desmatamento, bem como queimadas, muitas espécies vegetais estdo correndo risco de
chegar a extingdo antes mesmo de terem algum estudo relacionado a elas (Klink, 2005).

A populagédo brasileira por muitas vezes busca como primeiro recurso para
tratamentos medicinais os produtos de origem natural, especialmente as plantas com
histéricos medicinais. Apesar disso, a maioria das plantas utilizadas na medicina popular
brasileira tem pouco ou nenhum estudo cientifico a elas relacionado, sejam os estudos
sobre sua composicao quimica ou os que se referem a investigacdo farmacoldgica. Estas
plantas, mesmo sendo utilizadas na medicina popular ha muito tempo, podem apresentar
toxicidade ou alguma reacdo sinérgica (quando utilizado com outros farmacos), o que

oferece risco a populagéo (Veiga et al., 2005).
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Neste panorama, enquadra-se a suma importancia dos estudos de etnofarmacologia,
gue buscam a unificagdo dos saberes e utilizacdo de plantas nas culturas antigas, dos
estudos fitoquimicos, que promovem o isolamento e caracterizacdo dos compostos de
origem vegetal, e da farmacologia, que estuda os efeitos bioldégicos que esses constituintes
quimicos exibem. A unido dessas linhas de pesquisas da Ciéncia contribui para a
descoberta de compostos que possam estar relacionados alguma atividade bioldgica e,
também assegura a eficacia medicinal das espécies utilizadas na medicina popular.

No presente trabalho foram realizados os estudos quimicos de espécies de
Macrosiphonia petraea (Velame) e Macrosiphonia velame (Velame branco) pertencentes a
familia Apocynaceae, que sdo comercializadas e utilizadas medicinalmente na cultura Sul-
mato-grossense e Mato-grossense, com principal indicagcdo para o tratamento de
inflamacdes. Ademais, foi realizada uma comparacao por analise de perfil quimico entre trés
espécies do género Macrosiphonia (M. petraea, M. velame e M. longiflora) e amostras
comercializadas com os nomes populares de Velame e Velame branco, atribuidos de forma
geral a estas espécies. Um estudo de quimiossistematica para a familia Apocynaceae,
baseado na ocorréncia dos compostos do tipo triterpenos e pregnanos, foi também
realizado. Além disso, efetuou-s a avaliacdo das atividades toxica/citotéxica (frente a
Artemia salina e linhagens de células carcinogénicas humanas MCF-7 (ATCC-HTB-22,
adenocarcinoma de mama), PC-3 (ATCC-CRL-1435, adenocarcinoma de prostata), 786-0
(ATCC—CRL-1932, adenocarcinoma de rim), HT-29 (ATCC-HTB-38 adenocarcinoma de
célon), UACC-62 (melanoma humano), NCI/ADR-RES (adenocarcinoma de ovario
resistente) e ndo neoplasicas - NIH/3T3 (ATCC—CRL-1658, fibroblasto murino)) e da acéo
genotodxica, frente a Drosophila melanogaster, pela espécie M. petraea.
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1 Revisao Bibliografica

1.1 Familia Apocynaceae

Por apresentar no Brasil cerca de 850 espécies com aproximadamente 90 géneros e
devido ao seu grande potencial medicinal, a familia Apocynaceae torna-se uma importante
fonte de material vegetal para estudos (Souza e Lorenzi, 2005). Destacam-se, como
compostos ja obtidos, os alcaloides vincristina e vimblastina (Catharanthus), com
propriedades antitumorais; reserpina, serpentina e serpentinina (Rauwolfia), com atividade
contra hipertensdo e arritmia cardiaca, e os glicosideos cardiotdnicos estrofantinidina e
cimarina (Strophantus) (Figura 1) que detém também ac¢é&o reguladora do ritmo cardiaco (Di
Stasi e Hiruma-Lima, 2002).

HO.,,
) . R=Me Vimblastina
Cimarina R=CHO Vincristina
N
MeO N
H
(0]
OMe
MeO,C (@)
(=)Me
OMe
OMe ;
Reserpina Serpentina

Figura 1 — Representagdo de alguns compostos obtidos de espécies da familia Apocynaceae.

Ademais, outros géneros desta familia apresentam destaque na busca de compostos
bioativos destacando-se na literatura cientifica os géneros Plumeria, Aspidosperma e
Mandevilla (Di Stasi; Hiruma-Lima, 2002).

16



1.2 Ocorréncia de Triterpenos e Pregnanos para a Familia Apocynaceae

As pesquisas relacionadas a obtencdo dos constituintes quimicos presentes em
espécies da familia Apocynaceae sempre conduz a busca de suas famosas classes de
metabdlitos: sua inigualavel variedade de alcaloides, seus diversos esqueletos de iridoides e
seus extraordinarios cardenolideos. Ademais, duas outras classes de metabdlitos sao
deveras importantes: os esteroides de esqueletos pregnano e os compostos do tipo
triterpenos; ambos ndo sO contribuem para aumentar a diversidade de classes de
compostos descritas em Apocynaceae, como também fornecem dados importantes para

gerar uma analise sobre a quimiossistematica dessa grande familia.

Os metabdlitos da classe dos triterpenos sdo encontrados em uma grande variedade
de familias boténicas, apresentando boa variedade de tipos de esqueletos carbdnicos,
apresentam em sua estrutura 30 atomos de carbono, formando estruturas com 5 ou 4 anéis
de 6 e/ou 5 membros. A principal caracteristica que auxilia no reconhecimento desta classe
de metabdlitos por RMN é: os deslocamentos quimicos caracteristicos de seus carbonos sp?
0S quais apresentam valores tipicos e bem descritos na literatura, para cada tipo de

esqueleto carbdnico (Dewick, 2009 e Mahato e Kundo, 1994).

Ha diversos artigos de revisdo na literatura que abordam a diversidade estrutural e a
presenca desses metabolitos em espécies vegetais. Para a familia Apocynaceae, um artigo
recente de revisao (El-Kashef et al., 2015) apresenta um levantamento bibliografico entre os
anos 1955-2013 para a ocorréncia e os tipos de compostos triterpénicos obtidos em géneros
dessa familia. Apesar de haver uma diversidade enorme de esqueletos carbbnicos, a
distribuicdo de triterpenos na familia Apocynaceae ocorre por cinco tipos de esqueletos
(Tabela 1); Trés pentaciclicos: Lupano, Oleanano e Ursano, com deslocamento quimico de
seus carbonos sp? caracteristico a 109,0 (CH,) e 5151,0 (C), 8125,0 (CH) e 5139,0 (C) e
06121,0 (CH) e 6145,0 (C), respectivamente (Mahato e Kundu 1994), e dois tetraciclicos:
Dammarano e Cicloartano, com deslocamento quimico de seus carbonos sp? em 5125,0
(CH) e 8131,0 (C) (Asakawa et al., 1976) e 8125,0 (CH) e 6139,0 (C) (Lago e Roque, 2009),
respectivamente (Figura 2), e ainda para os compostos de esqueleto Cicloartano, os sinais
de deslocamento quimico de RMN de 'H para os H-25 em & (ppm) 0,37 e 0,55 séo

caracteristicos.
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Tabela 1: Tipos de esqueletos triterpénicos que ocorrem em géneros da familia
Apocynaceae - uma reorganizacdo dos dados contidos no artigo do autor El-Kashef et al.,
2015, relacionando os géneros por tipo de ocorréncia de esqueletos carbbnicos.

Tipo de esqueleto

Géneros Referéncias

triterpénico

Adenium; Caralluma; Ceropegia;

. . . Lupan
Finlaysonia; Laseguea; Leptadenia upano

Amalocalyx; Amsonia; Apocynum;
Catharanthus; Cerbera; Melodinus; Oleanano
Trachelospermum; Vinca

Dischidia; Ecdysanthera; Echites; Funtumia;

Pergularia; Pleiocarpa; Rauvolfia; Rhazya Ursano
Beaumontia; Marsdenia Ursano e Oleanano
Cynanchum; Dipladenia; Holarrhena Ursano e Lupano
Asclepias; Gymnema Lupano e Oleanano

Alstonia; Alyxia; Aspidosperma; Calotropis;
Carissa; Himatanthus; Ichnocarpus;
Mandevilla; Macrosiphonia; Mucoa; Lupano, Oleanano e Ursano
Parahancornia; Peltastes;
Periploca; Tabernaemontana; Thevetia

GTOZ “Ie 18 Jaysen-3

Lupano, Oleanano, Ursano e

Nerium
Dammarano
. Lupano, Oleanano, Ursano,
Plumeria
Dammarano e Cycloartano
o Oleanano, Ursano,
Wrightia

Dammarano e Cicloartano
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Figura 2: Esqueleto carbdnico dos triterpenos ocorrentes na familia Apocynaceae.
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Outra classe de metabdlitos, que derivam da rota de biossintese dos triterpenos e
esteroides, € a dos compostos da classe dos pregnanos, que apresentam esqueleto
carbénico com 21 membros, distribuidos em 4 anéis (anéis A, B e C com seis membros e
anel D de cinco membros) apresentando as seguintes configuracdes para as jungdes dos
seus anéis: A/B (trans ou cis), B/C (trans) e C/D (trans ou cis) (Figura 3).

H

H )
all-trans A/B cis e C/D trans

A/B cis, C/D cis

Figura 3: Configuragdo das junc¢des dos anéis A, B, C e D para os compostos do tipo pregnhano.
Retirada e adaptada de Dewick (2009).

Os compostos do tipo preghano podem apresentar diversificacdo estrutural pela
insercdo de grupos substituintes, principalmente nas posi¢des C-3 (a e B), C-5 (a), C-6 (B),
C-7 (a), C-8 (B), C-11 (a), C-12 (a e B), C-14 (B), C-15 (a), C-16 (a) e C-17 (a e B), sendo as
estereoquimicas listadas as mais comumente encontradas neste tipo de composto (Figura
4a). Assim como nos esqueletos carbdnicos dos triterpenos e dos esteroides, 0s compostos
do tipo pregnanos apresentam duplas ligacdes caracteristicas com carbonos sp? mais
ocorrentes nas posicdes C-1, C-4, C-5, C-6, C-11 e C-16 (Figura 4b) (Deepak, 1989).
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Figura 4: Estereoquimica das posig6es mais comumente substituidas nos esqueletos carbdnicos do
tipo pregnano (4a) e localizacdo de insaturacdes ocorridas nos esqueletos carbbnicos do tipo
pregnano (4b).

Os compostos do tipo pregnano sdo também descritos em varios trabalhos com
espécies vegetais, e a uma boa variedade no tipo de esqueletos carbbnicos é relatada,
apesar de ser observado em varias familias, como demonstrado no artigo do (Gottlieb et al.,
2002). Poucos sao os artigos de revisdo sobre esta classe e nenhum relato destes

compostos foi descrito especificamente para a familia Apocynaceae.

A realizacdo de levantamento bibliografico permite a atribuicdo das substancias-base
responsaveis pela formacdo dos compostos do tipo pregnanos em géneros da familia
Apocynaceae (Figura 5, Tabela 2). Foi observada a ocorréncia de trés tipos quimicos
basicos, que apresentam estrutura que derivam da progesterona, a qual apresenta um
carbono sp? na posicdo 4 e um grupo cetona no carbono 3, da pregnenolona, que apresenta
insaturagcdo no carbono 5 e grupo hidroxila na posicdo 3, e da 5a-pregnan-20-ona, que

contém &tomos de carbono saturados e grupo hidroxila na posicao 3.

0

HO

Progesterona Pregnenolona HO

5-a-pregnan-20-ona

Figura 5: Tipos quimicos de precursores dos pregnanos relatados na familia Apocynaceae -
propostas sugeridas de tipos de esqueleto.
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Tabela 2: Distribuicdo de esqueletos carbonicos precursores de pregnanos em géneros da
familia Apocynaceae, organizada pela ocorréncia de tipos de esqueleto-base proposto.

Géneros Estrutura-base Referéncias
Adenium Nakamura et al., (2000)
Apocynum Progesterona Abe etal., (1987)
Abe et al., (1994)
Holarrhena Tscheche et al., (1964)
Macrosiphonia De Assis Jr et al., (2013)
Asclepias Warashima e Noro (2000)
Abe et al., (2000)
Calotropis Ibrahim et al., (2015)
Ceropegia Garcia et al., (2011)
Cryptolepis Paulo e Houghton (2003)
Epigynum Cao et al., (2005)
Hoya Abe et al., (1999)
: Srivastav et al., (1994)
Leptadenia Cioffi et al., (2006)
Mandevilla Yunes et al., (1993)

Bento et al., (1996)
Abe et al., (1999). McGarvey et al., (2012),

Pregnenolona

Marsdenia Deng et al., (2005),
Gupta et al., (2003)
Pachypodium El-Kashef et al., (2014)
Pergularia Khare et al., (1986)
Shi et al., (2014), Wang et al., (2011),
Periploca Siciliano et al., (2005), Sethi et al., (1988),
Deepak et al., (1985)
Stapelia El Sayed et al., (1995)
Trachelospermum Abe e Yamauchi (1980)
Vincetoxicum Lavault et al., (1999)
: Abe e Yamauchi (1976),
Nerium .
Pregnenolona Abee Yamauchi (1992)
Gymnena 5a-pregnan-20-ona _ Yoshikawa et al., (_199_9),
Yoshikawa et al., (1998), Srisurichan (2014)
Wrightia Kawamoto et al., (2003)
Telosma Sa-pregnan-20-ona Huan et.al. (2001)
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1.3 Género Macrosiphonia

O género Macrosiphonia foi inserido na familia Apocynaceae apdés uma subdivisao
do género Mandevilla (Simbes et al., 2007). Com isso, muitas sinonimias das espécies de
Macrosiphonia estdo associadas a nomenclatura do género Mandevilla; um exemplo é a
espécie Macrosiphonia velame, referida em alguns trabalhos com a sinonimia de Mandevilla
velame (GUARIM-Neto & Morais, 2003). As espécies do género Macrosiphonia encontram-
se distribuidas do México até a Argentina (Simdes et al., 2004) e no Brasil encontram-se
cinco espécies, M. petreae, M. velame, M. longiflora, M. martii e M. virescens, distribuidas
no Sudeste e Centro-Oeste (Barban, 1985).

1.3.1 Macrosiphonia petraea

Macrosiphonia petraea, conhecida popularmente como Velame, (Figura 6),
pertencente a familia Apocynaceae, é nativa do cerrado e ocorre nas regides Sudeste e
Centro-Oeste do Brasil nos Estados de Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio Grande do Sul,
Parana e Mato Grosso do Sul (Barban, 1985). No Estado de Mato Grosso do Sul,
mateiros/raizeiros indicam a ingestdo da Infusdo da raiz de M. petraea para o combate de
inflamacdes (De Assis Jr. et al., 2013). O estudo quimico realizado anteriormente com suas
raizes dessa espécie resultou na identificagcdo 17 compostos (triterpenos, pregnanos,
lignanas e alcool graxo) (De Assis Jr. et al., 2013), alguns com atividade anti-inflamatéria e

outros com atividade citotoxica mencionada na literatura.

Figura 6: Fonte: o autor. Foto do espécime M. petraea.
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1.3.2 Macrosiphonia velame

M. velame (Figura 7), conhecida popularmente como velame-branco, ocorre no
ambiente cerrado e encontra-se distribuida nos estados de Goias, Minas Gerais, Rio Grande
do Sul, Sdo Paulo, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (Barban, 1985). Trata-se de uma
espécie utilizada na medicina tradicional, através da ingestdo da infuséo de suas raizes,
sendo indicada para o tratamento de diversas doencas. Entre as propriedades atribuidas a
esta planta, estdo as atividades anti-inflamatdria, antinociceptiva e antipirética (Ribeiro et al.,
2010). Estudos qualitativos das raizes desta espécie demonstraram a ocorréncia das
classes de compostos pertencentes as classes dos alcaloides, flavonoides e a auséncia de
cumarinas (Violante et al., 2010); ndo foram encontrados registos de estudos quimicos

detalhados desta espécie durante nosso levantamento.

Figura 7: Fonte: o autor. Foto do espécime M. velame.
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1.3.3 Marosiphonia longiflora

M. longiflora (Figura 8), conhecida popularmento como velame, velmae-bronca e
velame do campo, tem sua ocorréncia no cerrado e sua distribuicdo ocorre nos estados de
Mato grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Goias, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina,
e Rio Grande do Sul (Barban, 1985). Na medicina popular do estado de Mato Grosso a
inestdo do cha de produzidos utilizando-se suas raizes tem indicacdo para tratamento de
inflamacoces, febre, vitiligo, relaxante muscular, entre outros (Bieski et al., 2012). Estudos
de ensaio biolégicos demonstraram que os hidroetandlico de M. longiflora apresentaram
baixo citotoxicidade e potencial atividade anti-inflamatéria (Da Silva et al., 2014), porém

nenhum estudo quimico aprofundado foi realizado com essa espécie.

Figura 8 — Fonte: ASU Vascular Plant Herbarium. Foto do espécime M. longiflora.
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2 Objetivo

Este trabalho visou o estudo fitoquimico, de atividades biol6gicas e o estudo de
comparacado (por analise dos componentes principais (PCA)) entre espécies do género
Macrosiphonia (Apocynaceae) utilizadas na medicina tradicional no estado do Mato Grosso

e Mato Grosso do Sul,

2.1 Objetivos Especificos

a) Realizar o estudo quimico dos extratos das raizes de Macrosiphonia petraea e

Macrosiphonia velame por particao liquido-liquido e técnicas cromatograficas;

b) Efetuar o isolamento e a identificacdo e/ou elucidacao estrutural dos metabdlitos
acumulados pelas referidas plantas.

c) Avaliar o perfil quimico dos extratos etandlicos e aquosos de espécimes de M.
petraea, M. velame e M. longiflora, bem como de amostras de plantas comercializadas sob

0s nomes Velame e Velame branco, por meio de RMN e analise multivariada (PCA).

d) Realizar uma abordagem quimiossistematica baseada na ocorréncia de

compostos do tipo triterpenos e pregnanos na familia Apocynaceae.

e) Avaliar os potenciais toxicos (sobre a Artemia salina) e citotéxicos (sobre a
linhagens de células carcinogénicas humanas MCF-7, PC-3, 786-0, HT-29, UACC-62,
NCI/ADR-RES e nédo neoplasica NIH/3T3) dos extratos e fases das espécies estudadas.

f) Avaliar os potenciais genotdxicos (sobre o ensaio SMART com Drosophila

melanogaster) dos extratos e fases das espécies estudadas.
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3 Material e Equipamentos

O estudo fitoquimico das raizes dos espécimes de M. petraea e M. velame foi realizado
por meio de técnicas cromatogréficas para a obtencao de seus compostos, especificamente,
cromatografia em coluna por adsorcdo e/ou exclusdo. Os perfis cromatogréficos foram

analisados por meio de CCDA (cromatografia em camada delgada analitica).

Para a cromatografia em coluna por adsorgdo, foram utilizados dois tipos de fases
estacionarias: silica gel 0,060-0,200 mm (70-230 mesh), com diametro de poro de 6,0 nm, e
silica gel 0,035-0,070 mm (230-400 mesh), com diametro do poro de 6,0 nm. Para a
cromatografia em coluna por exclusdo de tamanho, foi utilizada a fase estacionéaria

Sephadex LH-20®, com diametro de particula de 25 a 100 pm.

As andlises em CCDA foram realizadas utilizando-se cromatofolhas de aluminio de 20
cm x 20 cm da Merck® contendo como fase estacionaria silica gel 60 GFzs4 €/ou silica gel 60
F2s4 (200um). Como reveladores foram utilizados sulfato de cério 1V [Ce(SO.)2] — solucéo a
2% em H,SO., e solugdo de vanilina sulfurica — 10% m/v em H,O/CH3;OH/H2SO4 45:45:10
v/vlv — promovendo-se, para ambos, a visualizacdo das manchas através de aquecimento

(chapa de aquecimento).

Para a identificacdo dos compostos obtidos foram utilizadas as técnicas
espectroscopicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de Hidrogénio (*H) e Carbono-

13 (3C) — unidimensionais.

Para as técnicas de identificagdo/caracterizacdo foram utilizados os espectrometros:

. de RMN — Bruker, modelo DPX-300, sonda de detec¢do dual (*H 300,130 MHz e *C
75,468MHz) para tubos de amostras de 5 mm de didmetro com sistema de “Lock” de
deutério (®H) e, utilizando como referéncia interna os sinais de H e ¥*C do
tetrametilsilano (TMS) para os solventes orgénicos deuterados metanol (CDsOD),
cloroférmio (CDCls) e piridina (Pyr-ds), da marca CIL® (Cambridge Isotope
Laboratories, Inc) e como referéncia internada o sal de sédio do &cido 3-trimetilsilil

propionico (TSP) para o solvente 6xido de deutério (D-O)
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o HPLC/MS-MS — Cromatdgrafo UFLC Shimadzu LC-20AD acoplado a detectores
DAD e IES-Q-QTOF microTOFIII (Bruker Daltonics), monitorado entre 240-800 nm e
operando em modo de ionizagdo negativo (m/z 120-1300). Utilizando gradiente de
eluicdo com agua (fase A) e acetonitrila (fase B), ambos com 0,1% de &cido férmico.
Fluxo: 0,3mL/min Temperatura da coluna: 50°C, Coluna Kinetex 2.6y, C18, 100A.

Outros Equipamentos:

¢ Balanca analitica: AND HR120 (120g x 0.0001 g);

e Centrifuga: CELM MODELO COMBATE COM TIMER - 3.400 RPM (60Hz) / 2.500
RPM (50Hz), 4 cacapas quadruplas para 16 tubos de 15 ml;

e Ultrassom: UNIQUE MODELO USC-1850 - Frequéncia US. 25KHz, poténcia 154 W,
volume 5,7 L, gabinete em aco inox, temporizador de 60 min;

o Liofilizador: CHRIST — ALPHA 1-2 LD PLUS - temperatura do condensador -55 °C,
bomba de vacuo VACCUBRAND RZ 2,5 com US plug 2.3 / 2.8 m¥h de

bombeamento, velocidade maxima a 50/60 Hz, pressdo minima 4,0 x 10* mbar.

4 Metodologia

4.1 Identificacdo das espécies vegetais

As plantas em estudo, Macrosiphonia petraea (Velame), coletada no municipio de
Bonito — MS em marco de 2015, Macrosiphonia velame (Velame branco) e Macrosiphonia
longiflora (Velame do campo), coletadas no municipio de Cuiaba — MT, em junho de 2015.
Para todas as espécies foram produzidas exsicatas, as quais foram analisadas e
identificadas pelo Prof. Dr. Arnildo Pott, sendo elas posteriormente depositadas no herbario
da CGMS da UFMS sob os nameros WG 272 (M. velame), WG273 (M. velame) e WG274
(M. longiflora).
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4.2 Preparo dos extratos para analise dos componentes principais

Para a realizacdo da analise dos componentes principais dos extratos etandlicos e dos
infusdes (extratos aquosos), foram utilizadas as raizes dos materiais vegetais coletados e
comercializados com o nome popular de Velame ou Velame branco, totalizando 12
amostras: trés espécimes coletados (Macrosiphonia petraea, Macrosiphonia velame e
Macrosiphonia longiflora), e nove amostras adquiridas comercialmente, 2 do estado de Mato
Grosso, obtidas nas cidades de Cuiaba e Rondondpolis, e 7 do estado de Mato Grosso do
Sul, provenientes das cidades de Campo Grande (1 amostra), Corumba (1 amostra),
Dourados (4 amostra) e Ponta Poréa (1 amostra).

Cada amostra foi preparada em triplicata, utilizando 300,0 mg de material vegetal por
amostra. Para o preparo do extrato etandlico, efetuou-se a extracdo com 5,0 mL de solvente
etanol absoluto por 15 minutos sob sonificacdo en aparelho de ultrassom, seguido por
centrifugacdo por 4 min (3500 rpm), obtendo-se uma recuperacdo de 4,0 mL do liquido
extrator, que, apds secagem, deu origem aos extratos. Para o preparo da infusdo (extrato
aquoso) utilizou-se o0 mesmo procedimento acima descrito, substituindo-se o solvente
organico por agua quente, na temperatura de fervura, e extracéo por infusdo. Para secagem
do material foi utilizado o aparelho liofilizador CHRIST — ALPHA 1-2 LD PLUS, com
temperatura de -55 °C e 0,11 mbar de pressédo por um periodo de 24 horas, obtendo assim

0s extratos.

4.3 Metodologia para anéalise de componentes principais

Para a obtencdo dos dados espectrais, foi utilizada a técnica de espectrometria de
RMN de H, transferindo-se para tubos de ressonancia de 5,0 mm uma massa de 10,0 mg
para cada amostra solubilizadas em 600 pL do solvente cloroférmio deuterado (CDCls), para
0S experimentos com o0s extratos etandlicos, ou Oxido de deutério (D.O), para os
experimentos com as infusdes (extratos aquosos); como padrdo interno utilizou-se TMS
(0,1%) ou TSP (0,1%), respectivamente. Os espectros foram obtidos em equipamento
Bruker® (300,13 MHz), com sequéncia de pulso zg, tempo de aquisicao de 9,80 s, nimeros

de scans de 128 e tempo de obtencdo do experimento de 23,0 min.

Foi utilizado o software MestReC® para processamento dos dados espectrométricos e

realizacdo do bucketing (corte) de 0,02 ppm dos espectros com janelas de 7,0 a 0,5 ppm,
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para os extratos etanolicos, e de 8,5 a 0,5 para as infusbes (extratos aquosos). Para efetuar
as analises estatisticas, utilizou-se o software MetaboAnalyst 3.0®.

4.4 Preparo dos extratos para estudo fitoquimico

As raizes das espécies de interesse para 0 estudo quimico foram trituradas por acdo
mecanica (utilizando um moinho elétrico de quatro facas), e armazenadas separadamente
em recipientes a temperatura ambiente, sendo, posteriormente submetidas, a extracoes
sucessivas com alcool etilico. Esses materiais tiveram sua parte sélida separada por meio
de filtracdes, sendo os filtrados resultantes concentrados em evaporador rotativo a pressao
reduzida. Posteriormente eliminou-se o solvente organico até a secagem do material,
originaram-se 0s extratos etandlicos brutos. A Figura 9 apresenta os perfis quimicos por
espectro de RMN de *H dos dois extratos obtidos.

Extrado erandlico de M. petraes

Extrato etandlico de M. velarme

ppm 1)

Figura 9: Espectros de RMN de 'H (300,13 MHz, CDClIs) para os extratos brutos de M. petraea e M.
velame.
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4.5 Fracionamento do extrato bruto

Os extratos brutos secos (30,0 g para M. velame e 22,0 g para M. petraea) foram
suspendidos com solucdo hidroalcodlica (MeOH:H,O 9:1), sendo o material que foi
solubilizado submetido a partigcBes liquido-liquido, utilizando-se hexano, acetato de etila,
sucessivamente, dando origem a trés fases: hexanica, acetato de etila e hidrometandlica.
Apos a eliminagdo dos solventes, obtiveram-se os respectivos residuos, os quais foram

armazenados em temperatura baixa em refrigeradores.

4.6 Fracionamento cromatogréafico da fase hexanica de M. velame

A fase hexanica (3,00 g) (fluxograma, Figura 10) foi submetida ao fracionamento
cromatogréafico em coluna cromatografica aberta com diametro e altura de 3,5 cm e 13,0 cm,
respectivamente, empregando silica gel 0,060-0,200 mm/ 6,0um de didmetro de poro como
fase estacionaria. Como fase movéis foi utilizado misturas dos solventes hexano (HEX),
diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) em gradiente crescente
de polaridade (propor¢cdes HEX:DCM 1:1; DCM; DCM:AcOEt 8:2; DCM:AcOEt 1:1; AcOEt;
AcOEt:MeOH 1:1). Deste processo, apés analise cromatografica em CCDA, e agrupamento
por similaridade de manchas observadas, foram obtidas 15 frag6es, numeradas de 1 a 15.
As fragbes 2 e 7 foram, posteriormente, selecionadas para estudo mais detalhado, devido

aos seus perfis cromatograficos em CCDA.

A fragdo 2, apresentou-se como um solido branco (2,50 g), do qual foi identificada por
analise dos espectros dos experimentos de RMN de 'H e de *C como sendo uma mistura
dos compostos 6, 7 e 8. A fracdo 7 (300,0 mg), foi submetida a processo cromatografico em
coluna utilizando como fase estacionaria Sephadex® LH 20, (altura de 7,0 cm e diametro de
1,5 cm) e como eluente o solvente cloroférmio em método isocratico. Desse fracionamento,
obtiveram-se 3 novas fracbes, as quais foram, entdo, analisadas por cromatografia em
camada delgada (CCDA). A fracdo 2 (150,0 mg), foi tratada por método cromatogréfico
utilizando-se coluna de silica gel 230-400 mesh (altura de 12,0 cm e didmetro de 2,0 cm)
eluida com os solventes hexano, diclorometano e metanol, em gradiente crescente de
polaridade (propor¢cées HEX:DCM 1:1; DCM; DCM:MeOH 8:2). A analise em CCDA das 11
subfracdes obtidas por este processo, em conjunto com a avaliagdo dos perfis dos
experimentos de RMN de *H e 3C destas amostras, permitiu a identificacdo dos compostos
1, 2 e 3 na subfracéo 1.
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4.7 Fracionamento da fase acetato de etila de M. velame

A fase acetato de etila (AcOEt) (3,00g) (fluxograma, Figura 10) foi submetida a
processo cromatografico em coluna aberta com didmetro e altura de 3,5 cm e 12,0 cm,
respectivamente, preenchida com silica gel (0,060-0,200 mm), utilizando-se como sistema
de eluente acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) em gradiente de polaridade crescente
(AcOEt; AcOEt:MeOH 9:1, 8:2, 6:4, 4.6, 2:8; e MeOH 100%). ApGs avaliacdo do perfil
cromatogréfico por cromatografia em camada delgada (CCDA), as amostras foram reunidas,
originando-se assim 22 fragfes. Devido ao perfil cromatografico apresentado em CCDA, a

fracdo 9 foi selecionada para ser estudada.

A fracdo 9 (400,0mg) foi submetida & separagcdo por cromatografia em coluna
utilizando como fase estacionaria o polimero Sephadex® LH-20 (altura de 28,0 cm e
didmetro de 1,5 cm), empregando-se como fase movel os solventes cloroférmio e metanol
(CHCI3:MeOH 1:1) de forma isocrética. Pela analise em cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA) e agrupamentos por semelhangas, obtive-se 15 subfra¢des. Na subfracédo
5, a partir da andlise dos experimentos de RMN *H e *C, foram identificados os compostos
4eb.

Extrato Etandlico

Particdo liquido-liquido
— (hexano)
(acetota de etila)

Fase Hexanica Fase Acetato de etila Hidrori%?:nélica
CC fase normal. CC fase normal
15 fragcoes obtidas 22 fragdes
————11
Fracdo 2 Fracdo 7 Fracdo 9
CC fase CC fase L CC Sephadex LH-20
normal normal
6,7e8 1,2e3 | 465

Figura 10 — Floxograma para a separac¢ao e obtencao dos compostos oriundos da espécie M. velame.
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4.8 Fracionamento cromatografico da fase hexanica de M. petraea

A fase hexénica (3,00 g) (fluxograma, Figura 11) foi submetida a processo
cromatogréfico utilizando coluna aberta com didmetro e altura de 3,5 cm e 12,0 cm,
respectivamente, empregando silica gel 70-230 mesh/ 6,0 um de didmetro de poro,
utilizando-se como eluente os solventes hexano (HEX), acetato de etila (AcOEt) e metanol
(MeOH) em gradiente crescente de polaridade (propor¢cdes de HEX 100%; HEX:AcOEt
95:05, 9:1, 8:2, 6:4 e 4:6; AcOEt; AcOEt:MeOH 1:1). Deste processo e por analise em
cromatografia planar, foram obtidas 14 fracdes, numeradas de 1 a 14. As fracbes 6 e 9
foram selecionadas para serem estudas devido aos seus perfis cromatograficos observados
em CCDA.

A fracdo 6 (400,0 mg) foi submetida a processo cromatografico em coluna utilizando
como fase estacionaria silica gel 200-400 mesh (altura de 12,0 cm e didametro de 1,5 cm) e
fase movel com os solventes hexano e acetato de etila em método de gradiente crescente
de polaridade; a analise em cromatografia em camada delgada (CCDA) permitiu, por
agrupamento por similaridades das manchas observadas, obter 9 subfragfes deste
processo. A subfracdo 2 (135,0 mg), oriunda do fracionamento acima descrito, foi submitida
a processo cromatografico em coluna (altura de 12,0 cm e didmetro de 1,5 cm), constituida
de silica gel 200-400 mesh, sendo utilizados os solventes hexano e diclorometano em
gradiente crescente de polaridade (propor¢des HEX:DCM 8:2, 6:4, 1:1 e DCM) como fase
movel. A avaliacdo do perfil cromatografico em CCDA permitiu o agrupamento em 13
fracOes, resultantes desta separacao, identificando-se na fracdo 13, apds sua analise por

experimento de RMN de *H e '3C, os compostos 1, 2 e 3.

A fragdo 9 (100,0 mg), origindria do fracionamento inicial da fase hexéanica
supracitada, foi submetida a processo cromatografico em coluna utilizando como fase
estacionaria Sephadex® LH 20 (altura de 18,0 cm e diametro de 1,5 cm), tendo-se como
fase mével o solvente cloroférmio em método isocratico. Deste processo, originaram-se 8
fracOes, apds a andlise por CCDA. Da fragdo 2 foi submetida a experimentos de RMN H e

13C e identificou-se os compostos 6, 7 e 8 como seus constituintes.
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4.9 Fracionamento cromatografico da fase acetato de etila de M. petraea

A fase Acetato de etila (AcOEt) (2,509) (Fluxugrma, Figura 11) foi submetida a processo
cromatografico em coluna aberta com didmetro e altura correspondentes a 3,5 cm e 12,0
cm, respectivamente, preenchida com silica gel 0,060-0,200 mm/ 6,0um de didmetro de poro
e utilizando-se como sistema de eluente cloroféormio (CHCIls) e metanol (MeOH), em
gradiente de polaridade crescente (CHClz; CHCI:MeOH 95:05, 9:1, 8:2, 6:4, 4.6, 2:8; e
MeOH). Apo6s analise do perfil cromatografico apresentado em cromatografia em camada
delgada analitica (CCDA), foram obtidas 24 fracdes, sendo as fra¢cdes 5 e 9 selecionadas
para serem estudadas, devido aos seus perfis cromatogréaficos em CCDA.

A fracdo 5 (150,0 mg) foi submetida a processo cromatogréafico utilizando coluna
preenchida de Sephadex® LH 20 (altura de 18,0 cm e diametro de 1,5 cm) e fase mével com
solvente cloroférmio e metanol (CHCI;:MeOH 9:1) em método isocratico. A analise em
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) permitiu o agrupamento pela
similaridade das manchas observadas, resultando em 6 fracdes, sendo na fracdo 3, por

analise dos experimentos de RMN de H e *C, identificados os compostos 9 e 10.

A fragdo 9 (106,0 mg) foi submetida ao mesmo procedimento cromatografico realizado
com a fracdo 5 supracitada (coluna com altura de 18,0 cm e didmetro de 1,5 cm, fase
estacionaria Sephadex® LH 20 e fase mével com CHCls:MeOH 9:1 em método isocréatico),
obtendo-se 8 fracdes desta separacdo. Na fracdo 7, por analise dos experimentos de RMN

de 'H e 13C, foram identificados os compostos 4 e 5.

Extrato
Etandlico
Particdo liquido-liquido
— (hexano)
(acetota de etila)
I T 1
- Fase Acetato de Fase
Fase Hexanica etila Hidrometandlica
CC fase normal. CC fase normal
14 fragcoes obtidas 7] 24 fragSes

|Fragéo 6| |Fragéo 9|

ccC

Sephadex LH-20

CC fase CC fase CcCCsS
normal normal ephadex LH-20

|1,293 |6,798

Figura 11 - Floxograma para a separacédo e obtencéo dos compostos oriundos da espécie M. petraea.
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4.10 Preparo das amostras para analise por HPLC/MS-MS

Para as andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada ao
detector de Massas, 0s extratos etandlicos e as infusbes (extratos aquosos) foram
preparados conforme o procedimento adotado para obtencdo das amostras empregadas
para a andlise dos compomentes principais (PCA) por RMN de 'H (item 4.3) e utilizando os
mesmos extratos obtidos para as 12 amostras descritas.

Apbs secagem dos materiais extraidos, pesou-se 3,0 mg de cada amostra, que foram
ressolubilizados no solvente organico metanol, adicionando-se em seguida dgua deionizada
até obter a proporcao final de 70% de metanol e 30% de agua. A disperséo obtida foi filtrada
em filtro PTFE 0.22 pm e transferido para um Vial de 2,0 mL, sendo conduzido

posteriormente para analise.

As andlises foram realizadas utilizando gradiente de eluigdo com agua (solvente A) e
acetonitrila (solvente B), ambos acidificados com 0,1% de &cido formico. Para o extrato
etandlico o tempo de andlise foi de 52,0 min, iniciando com 25% de solvente B, e aumento o
a proporcao do solente B, nos intervalos e propor¢cdes de: 1,0-5,0 min 25% de solvente B,
5,0-40 min de 25% a 80% de solvente B, 40-45 min manteve-se em 80% de solvente B e 45-
52 min de 80% a 25 % de solvente B. Para as infusGes o tempo de andlise foi de 44,0 min,
iniciando com 3% de solvente B, e aumento a proporcdo de solvente B, nos intervalos e
proporgdes de: 1,0-2,0 min 3% de solvente B, 2,0-25,0 min de 3% a 25% de solvente B, 25-
40 min de 25% a 80% de solvente B e 40-43 min manteve-se constante em 80% de solvente
B, 43-44 min de 80% a 3% de solvente B. Os parametros empregados no HPLC/MS-MS
envolveram fluxo de 0,3 mL/min, temperatura da coluna de 50°C, monitoramento entre 240-

800nm e modo de ioniza¢do negativo (m/z 120-1300).
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4.11 Ensaio de citotoxicidade in vivo sobre microcrustaceos Artemia salina

Para a realizacdo do teste de toxicidade sobre Artemia salina foram utilizados os
extratos etandlicos e as fases hexanica, acetato de etila e hidrometandlica, bem como da
infus@o das raizes de M. petraea e M. velame utilizando no bioensaio o método de Meyer et
al., 1982, sendo este descrito abaixo:

Procedimentos iniciais:

e Solucdo salina: a solucéo foi preparada dissolvendo 38 g de sal para cada 1 L de

agua. Em seguida filtrou-se em papel de filtro;

e Controle Positivo: em 20 mL de solucdo salina foram dissolvidos 20 mg de
quinidina e 200 uL de DMSO;

e Controle Negativo: em 20 mL de solugdo salina foram dissolvidos 20 pL de
DMSO;

e Amostra: em 20 mL de solugdo salina foram dissolvidos 20 mg da amostra
(extratos) e 200 uL de DMSO;

Ovos de Artemia salina foram colocados em solugéo salina, para ecloséo. Apds a
ecloséo (48 horas), deu-se inicio ao teste. Para tanto, foram feitas quatro diluicdes a partir
de cada amostra preparada, sendo cada concentracdo analisada em triplicata: 1000 ug/mL,
500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL e 62,5 pyg/mL. Em cada um dos tubos de ensaio
contendo as referidas solucdes-teste nas concentracdes citadas e controles positivo e
negativo, foram colocadas 10 larvas de A. salina. Os controles positivo e negativo também

foram analisados em triplicata e nas mesmas concentragdes dos extratos testados.

Apbs 24 horas de exposicdo, os resultados foram expressos em ug/mL, como a
dose necessaria para matar 50% (DLso) das larvas, sendo os valores de DLso calculados

através do programa Probitos®.
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4.12 Ensaio de citotoxicidade in vitro sobre a linhagens de células tumorais para

avaliacdo da atividade antiproliferativa

Os ensaios foram conduzidos pela aluna de Mestrado Laura Alves Verdo Martins
(Programa de Pos-graduacdo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-
Oeste/UFMS), sob orientacdo da Profé. Dr2. Maria de Fatima C. Matos, do Centro de
Ciéncias Biologicas e da Saude da UFMS.

O ensaio de citotoxicidade in vitro foi realizado com o extrato etanélico, a infusao e
fases hexanica, acetato de etila e hidrometandlica das raizes de M. petraea, empregando-se
o0 método colorimétrico da sulforrodamina B (SRB) (Freshney, 2005; Monks et al., 1991).
Foram utilizadas as seguintes linhagens de células neoplasicas: MCF-7 (ATCC-HTB-22,
adenocarcinoma de mama), PC-3 (ATCC-CRL-1435, adenocarcinoma de prostata), 786-0
(ATCC—-CRL-1932, adenocarcinoma de rim), HT-29 (ATCC-HTB-38 adenocarcinoma de
célon), UACC-62 (melanoma humano), NCI/ADR-RES (adenocarcinoma de ovario
resistente) e também foi utilizada uma linhagem de células ndo neoplasicas - NIH/3T3
(ATCC-CRL-1658, fibroblasto murino).

As diferentes linhagens celulares foram expostas a concentracdes variadas dos
extratos e fases de M. petraea. Decorrido o periodo de incubacéo (48 horas), as proteinas
celulares foram precipitadas pela adigdo de &cido tricloroacético 40% e coradas através de
solugcdo de SRB, sendo a absorbancia determinada em 540 nm em leitor de microplacas
(SpectraMax 190 Microplate Reader). Foram obtidas as absorbancias do extrato (T),
controle negativo (CN), branco dos extratos e a leitura do inicio da incubacgéo, antes da
adicdo extratos (To). Em todos os experimentos foi incluido um controle positivo,
doxorrubicina, nas concentragbes de 0,25, 2,5 e 25 mg/mL. Como parametro para
citotoxicidade utilizou-se o valor da Glso, que representa concentracdo da amostra que inibe

50% do crescimento celular.
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4.13 Avaliacdo de atividade genotdxica: ensaio SMART em células sométicas de D.
melanogaster

Os ensaios foram conduzidos pela Prof2. Dr2. Zaira Rosa Guterres, do Grupo de
Estudos de Ciéncias Ambientais e Educacdo (GEAMBE) da Universidade Estadual do Mato
Grosso do Sul (UEMS — Unidade de Mundo Novo).

O teste SMART em células sométicas de Drosophila melanogaster para avaliacdo de
atividade genotoxica foi realizado com o extrato etandlico, fases obtidas (hexanica, acetato
de etila e hidrometandlica) e infusdo das raizes de M. petraea de acordo com protocolos
previamente estabelecidos (Graf e Van Schaik, 1992), por meio de cruzamentos
experimentais utilizando trés linhagens portadoras dos marcadores recessivos, encontrados

no cromossomo 3 das células do disco imaginal das asas de D. melanogaster:
[1] linhagem “multiple wing hairs” (mwh);
[2] linhagem “flare-3” (fIr3) e
[3] linhagem “ORR,; flare-3” (ORR,; flare-3)

Esta dltima linhagem contém genes responsaveis por expressar um alto nivel de
enzimas de metabolizacdo do tipo citocromo P(CYP)6 A2 (Graf e Van Schaik, 1992). Com

estas linhagens foram realizados dois diferentes cruzamentos:

1) cruzamento padrdo (ST — standard cross) entre machos “mwh” e fémeas virgens
“flr3” (Graf et al., 1984; Graf e Van Schaik, 1992)

2) cruzamento de alta bioativagdo (HB — high bioactivation cross) entre machos
“‘mwh” e fémeas virgens “ORR,; fIr3” (Graf e Van Schaik, 1992).

Ovos dos dois cruzamentos foram coletados por 8 horas em frasco contendo base de
agar-agar (4% p/v) coberta com uma camada de fermento biol6gico suplementado com
acucar. Larvas de terceiro estadio de desenvolvimento (72 + 4 h) foram transferidas para
frascos de vidros contendo meio alternativo (puré instantaneo de batata Yoki®) e tratadas
com trés concentracbes dos extratos, que foram testados em solucdo, preparadas
imediatamente antes do uso, sendo dissolvidos em uma mistura de 1% de tween-80 e 3%

etanol em agua Milli-Q.

Como controle positivo foi utilizado o agente genotoxico cloridrato de doxorrubicina
(DXR) na concentragdo de 0,125 mg.mL* e como controle negativo apenas o solvente (Agua

Milli-Q, 1% de Tween-80 e 3% etanol).
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Para a realizacdo das andlises os individuos, apds tratamento com os extratos, foram
coletados e fixados em etanol 70%. As asas foram analisadas quanto a ocorréncia de
diferentes tipos de manchas mutantes, em microscépios Opticos com magnificacdo de 400x.

Os resultados observados foram avaliados estatisticamente por meio do teste
Binomial Condicional. As frequéncias de cada tipo de mancha mutante por mosca foram
comparadas com 0s respectivos controles negativos, possibilitando a caracterizacdo dos
resultados como positivos, fraco-positivos, negativos ou inconclusivos (Frei e Wirgler,
1988).

4.14 Quimiossistematica da Familia Apocynaceae

A realizacdo do estudo de quimiossistematica da familia Apocynaceae, baseada nas
classes de compostos dos triterpenos e pregnanos, deu-se através das andlises de dados
observacdes realizadas através de levantamento bibliografico sobre a quimiossistematica
desta familia. Tomou-se como base os artigos dos autores: El-Kashef et al., (2015), que
realizaram uma revisdo de triterpenos na familia Apocynaceae, Gottlieb et al., (2002), que
descreveram as ocorréncias dos compostos do tipo pregnano em diversas classes e familias
botanicas, Livshultz, et al., (2007), que realizaram uma organizacao filogenética da familia
Apocynaceae e Agrawal et al., (2011), que fazeram uma disposicdo desta familia em uma
grande arvore filogenética baseada no trabalho de Livshultz et al., (2007) e também uma
andlise de quimiossistematica para a familia Apocynaceae, baseada na producdo dos

metabolitos secundarios da classe dos alcaloides e cardenolideos.

Como mencionado anteriormente, esses trabalhos conduziram a realizacdo de uma
abordagem sobre a quimiossistematica de duas classes de compostos: os triterpenos e 0s
pregnanos, para a qual foram realizadas pesquisas na literatura sobre a ocorréncia dessas
duas classes de metabdlitos em espécies dos géneros da familia Apocynaceae. Ademais,
foi realizada uma adicdo ao cladograma publicado pelo autor Agrawal et al., (2011) (que
dispbe acerca da presenca de compostos da classe dos alcaloides e cardenolideos para
géneros da familia Apocynaceae) sobre a ocorréncia de pregnanos e triterpenos em
géneros dessa familia, possibilitando criar uma relacdo entre a producdo e a filogenia

observada entre géneros para essas duas classes de metabdlitos.

Ainda, o trabalho do autor Agrawal et al., (2011) demonstra a possibilidade de maior
ocorréncia e concentracdo de metabdlitos do tipo cardenolideo quando espécies vegetais se

encontram proximas ou dentro das linhas dos tropicos (Cancer e Capricérnio) e linha do
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Equador, visto que esses compostos sdo utilizados para defesa contra predadores
(principalmente insetos). Como nas regides mais quentes do globo a densidade
populacional de insetos é maior e mais diversificada, ha a promogéo do armazenamento por
plantas de mais metabdlitos que possibilitem sua defesa contra estes predadores. Esses
fatos conduziram a comparacdo entre as espécies onde ha relatos da ocorréncia de
pregnanos e triterpenos, e sua pela distribuicdo geogréafica no globo, realizando assim, uma
tentativa de contribuir para a geoquimica da familia Apocynaceae baseada nessas duas
classes de metabdlitos. O levantamento bibliografico foi realizado utilizando o site
tropicos.org e trabalhos publicados nas bases de dados SciFinder® e WebOfScience®, de
modo a se reunir informacdes acerca das espécies de Apocynaceae com ocorréncia
confirmada de triterpenos e/ou pregnanos e as respectivas localizagbes geograficas destas
plantas, bem como obter a descricdo dos tipos de triterpenos e/ou pregnanos isolados,
contribuindo assim para a prospecc¢ao desses compostos por meio da analise da distribuicdo

global dentro da familia Apocynaceae.
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5 Resultados e discussao

5.1 Anélise multivariada de componentes principais do extrato etandlico dos
espécimes de Macrosiphonia

A comparacdo quimica entre os perfis quimicos das espécies do género
Macrosiphonia coletadas e identificadas, M. petraea (Mp), M. velame (Mv) e M. longiflora
(MI), mostrou uma porcentagem de variancia explicada de 99,4% (97,5% explicados por
PCl e 1,9% explicados por PC2), com a formacdo de trés grupos: A — formados por
espécimes de M. petraea, B — formados pelos espécimes de M. velame e C — formados

pelos espécimes de M. longiflora (Figura 12).

A separacéo originada apresentou como principais influéncias, observadas no grafico
de loading (Figura 13), os sinais ocorrentes em deslocamento quimico de RMN de H (9,
ppm) de & 0,80, 6 0,84, 5 0,86, 6 0,88, 6 0,98 e d 2,06 para as amostras do grupo B; para as
amostras do grupo A ha a influéncia dos sinais de deslocamento quimico de RMN de H a &
1,26, 6 1,28, 6 1,30 e & 1,32 e para o grupo C uma maior influéncia é observada para os
valores a 6 0,80, 6 0,84, & 0,86; 6 0,88; 6 0,90, 6 0,98; 6 1,34 e & 2,06, para o grupo C,

como demonstrado na Figura 14.
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Figura 12: Gréfico de Scores representando a separa¢do dos grupos A — Macrosiphonia petraea

(Mp); B — Macrosiphonia velame (Mv) e C — Macrosiphonia longiflora (Ml).
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Figura 13: Gréficos de loadings representando os pontos influentes para a formacdo e separacao
observados na PCA dos espécimes coletados.
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Figura 14 — Gréficos com sinais que influenciam na separacédo dos grupos observados na PCA dos
extratos etandlicos das amostras de Macrosiphonia petraea (Mp), Macrosiphonia velame (Mv) e
Macrosiphonia longiflora (MI); o grupo A € influenciado pelos sinais indicados pelo separador em linha
tracejada de cor verde, o grupo B pelos sinais compreendidos pelo separador em linha tracejada de
cor azul e C é influenciado pelos sinais envolvidos pelo separador em linha continua de cor vermelha.

A regido entre os deslocamentos quimicos de RMN de 'H (ppm) & 0,70 e & 1,30 séo
caracteristicos para as metilas presentes em compostos com esqueletos de tipo triterpénico
e/ou esteroides. Os espectros de RMN de H dos extratos brutos (Anexo 1) mostraram uma
boa correlacdo para a classe de compostos dos triterpenos, que além dos sinais das metilas
triterpénicas permite observar os deslocamentos quimicos de RMN de 'H (ppm) na regiéo
de 8 4,50 a & 5,50 (hidrogénios ligados a carbonos sp?, tipicos de suas duplas ligagdes), na
regido de d 3,50 a & 4,50 (hidrogénios ligados a carbonos carbindlicos sp?, tipicos quando
substituido por hidroxila (-OH) na posicéo trés (C-3) e quando substituido por um grupo

acetil (-COOCHz3) na mesma posicao, respectivamente).
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Ademais, o que conduz a formacdo e separacao dos trés grupos, e com isso a
diferenciacéo entre as espécies de Macrosiphonia, pode ser a variacdo da concentragdo dos
constituintes quimicos majoritarios, pertencentes a classe dos triterpenos, como pode ser
visto na Figura 14, a qual demonstra as influéncias das intensidades dos sinais observados
no espectro de RMN de H, responsaveis pela diferenciacéo entre as espécies, de acordo
com o grafico de loadings.

Entretanto, a regido de deslocamento quimico de RMN de 'H entre & 1,20 e & 1,30,
também é uma regido observada para compostos graxos (CH, do material graxo), que pode
ser oriundo da prépria amostra ou de possiveis contaminantes, que podem estar presentes
no solvente orgéanico utilizado para extracdo e/ou solvente empregado para a analise. Por
ser uma regiao de possiveis contaminantes, esta porcdo foi retirada e uma nova PCA foi
gerada (Figuras 15 e 16). Essa analise, por sua vez, apresentou 99,5% de variancia
explicada (99,0% explicada por PC1 e 0,5% explicada por PC2).
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Figura 15: Gréfico de Scores representando a separagdo dos grupos A — amostras de M.

petraea (Mp), grupo B — amostras de M. velame (Mv) e grupo C — M. longiflora (MI) com
intervalos de dados entre & *H 1,22 e 1,30 retirados.

Ha relativa aproximacdo de todos os grupos, demonstrada pela diminuicdo dos
valores da escala no eixo y (eixo da PC2) em comparagdo com a primeira analise (Figura
12), principalmente entre os grupos B (M. velame) e C (M. longiflora), apresentando uma
regido onde é possivel realizar uma inser¢cdo de agrupamento entre uma amostra do grupo
B e uma amostra do grupo C, destacada em roxo na Figura 15, demonstra que os perfis
quimicos dessas espécies sao similares. Entretanto, o afastamento do grupo A (M. petraea),
pelo aumento dos valores da escala do eixo x (eixo da PC1), em comparagcdo com a
primeira analise, e a separacdo observada entre os grupos A, B e C (Figura 15)

demonstram que, mesmo com uma aproximacao entre 0s grupos, ainda ha diferencgas entre
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as trés espécies, e, além disso, outros grupos de conjuntos de sinais influenciam os
agrupamentos observados (Figura 16). Sendo assim, a regido de sinais entre & 1,20 a d
1,30 no espectro de RMN de 'H pode conter interferentes para as andlises, podendo ser

retirada.
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Figura 16: Gréficos de loadings apresenta os pontos de influéncia para a formacado da PCA dos
espécimes coletados com intervalos de dados entre & 'H 1,22 e 1,30 retirados.

A analise da Figura 16 possibilita determinar que a principal diferenca entre as
amostras do grupo A e as amostras do grupo B e C encontra-se na regido de deslocamento
guimico no espectro de RMN de 'H entre & (ppm) 0,80 a 1,02, apresentando maior
intensidade dos sinais referentes as metilas triterpénicas. A regido de d 2,06, caracteristica

de um grupo metil ligado na posi¢gdo a a carboxila do grupo acetil (CH3;COO") e observada
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principalmente quando este esta substituindo o hidrogénio ligado ao oxigénio presente na
posicdo C-3 dos triterpenos, contribui também para os dados estatisticos das amostras dos
grupos B e C.

Outro grupo de sinais, com valores de deslocamentos quimicos no espectro de RMN
de 'H de 6 1,32 a 5 1,36 e d 0,90, corroborou mais para os dados estatisticos do grupo A,
demonstrando que, mesmo com perfis quimicos semelhantes, as amostras de M. petraea
(grupo A), M. velame (grupo B) e M. longiflora (grupo C) distinguem-se pela ocorréncia de
compostos majoritarios, apresentando maiores componentes graxos na espécie M. petraea

e componentes triterpénicos nas espécies de M. velame e M. longiflora.

5.2 Comparagdo por anélise multivariada dos extratos etandlicos entre as amostras
de espécies de Macrosiphonia e amostras comercializadas.

Para a realizacdo do estudo de comparacdo entre 0s espécimes coletados e
identificados de Macrosiphonia petraea, Macrosiphonia velame e Macrosiphonia longiflora e
as raizes de plantas comercializadas nas cidades de Campo Grande, Corumbd, Dourados e
Ponta Pora, no estado de Mato Grosso do Sul, e Cuiab4 e Rondondpolis, no estado de Mato
Grosso, sob o nome de Velame e/ou Velame branco (Anexo 1), foi empregada a

metodologia de andlise dos componentes principais ou componentes majoritarios (PCA).

Foram utilizados para analise dos componentes principais 12 amostras: os 3
espécimes coletados e 9 amostras adquiridas comercialmente de raizeiros nas cidades
mencionadas acima. A analise apresentou uma porcentagem de variancia de separacao de
dados de 96,3% (87% explicados por PC1 e 9,3% explicados por PC2) (Anexo 3), onde se
observa a formacéo de quatro grupos: o grupo M, formado apenas pelas amostras de M.
petraea (Mp), o grupo N formado pelas amostras de Mv, MI, CBA e ROO, que sdo,
respectivamente, M. velame, M. longiflora e amostras comercializadas em Cuiaba e
Rondondpolis, o grupo O, formado pelas amostras provenientes das cidades de Campo
Grande (CGR) e Corumba (CMB) de Dourados (DRS1, DRS2, DRS3 e DRS4) e de Ponta
Pora (PPA).

Na tentativa de obter uma melhor resposta para a analise dos componentes
principais, realizou-se um tratamento nos dados obtidos pela exclusdo de regides que
podem apresentar possiveis interferentes nas amostras, como 0s sinais com deslocamento

quimico de RMN de *H (ppm) entre & 1,20 e & 1,80 (Figura 17), uma vez que esta é uma
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regido caracteristica de material graxo e, também, uma regido tipica do sinal proveniente de
residuo de &gua presente no solvente organico utilizado. Apos este procedimento, uma nova
PCA foi gerada, a qual apresentou uma porcentagem de separacdo dos dados de 98,9%
(94,5% explicado por PC1 e 4,4% explicado por PC2) (Figuras 18 e 19).

65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 10 05
f1 (ppm)

Figura 17 — Espectros obtidos pelo experimento unidimensional de RMN de *H (CDCls — 300,13 MHz
— ns = 128) para as amostras 1 — Macrosiphonia petraea (Mp); 2 — Macrosiphonia velame (Mv); 3 —
Macrosiphonia longiflora (Ml); 4 — amostra de Cuiaba (CBA); 5 — amostra de Rondondpolis (ROO); 6
— amostra de Campo Grande (CGR); 7 — amostra de Corumba (CMB); 8, 9, 10 e 11 — amostras de
Dourados (DSR1, DRS2, DSR3 e DSR4, respectivamente) e 12 — amostra de Ponta Pora (PPA). A
regido entre & 1,20 e & 1,80 ppm foi retirada (possiveis contaminantes e interferentes), e a janela de 6
7,0 a & 0,5 ppm teve bucketing de 0,02 ppm.
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Figura 18: Grafico de Scores demonstrando a separacao e formagdo dos grupos M, formado pela
amostra de M. petraea (Mp), N, constituido pelas amostras de M. velame (Mv), amostras de M.
longiflora (M), amostra de Cuiabd (CBA) e amostras de Rondondépolis (ROO) e grupo O, formado
pelas amostras de Campo Grande (CGR), Corumba (CMB), Dourados (DRS1, DRS2, DRS3 e DRS4)
e Ponta Pora (PPA).
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Figura 19: Graficos de loadings contendo os pontos que influenciam a separacdo dos dados para a
formacgédo da analise de PCA dos espécimes coletados e amostras compradas, com o intervalo de o
1H entre 6 1,20 e 5 1,80 retirado.

Essa nova andlise possibilitou a formacéo e separacédo de 3 grupos, M, N e O, que
se distinguem entre si por apresentarem conjuntos de sinais que remetem a diferentes
constituintes quimicos majoritarios. O agrupamento do grupo N, composto pelas amostras
Mv, MI, CBA e RRO, ocorreu por estas apresentarem similaridade entre as regibes de
deslocamento quimico de RMN de *H (ppm) entre d 0,80 a 5 1,06 e & 2,06, que s&o sinais
caracteristicos para triterpenos, conforme discussao da Figura 16. As amostras do grupo O,
gue contém as amostras comercializadas nas cidades de Campo Grande (CGR), Corumba
(CMB), Dourados (DRS1, DRS2, DRS3 e DRS4) e Ponta Pora (PPA), se agrupam pela
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presenca de sinais na regido de & 3,84, 6 3,86, & 3,88, caracteristicos de metoxilas, e entre
0 1,82 a & 1,90, que influenciam na formacdo deste conjunto, porém de forma menos
acentuada. O grupo M, onde esta presente apenas a amostra de M. petraea (Mp), tem como
principal caracteristica o0s sinais referentes a compostos triterpenos apresentando
deslocamentos quimicos de RMN de *H (ppm) entre 5 0,9 e d 1,04 e d 2,04, diferenciando-
se do grupo N pela concentracdo dos seus constituintes majoritarios, como pode ser

observado na Figura 20.

Ademais, podemos observar que as amostras oriundas do estado de Mato Grosso,
as amostras coletadas de M. velame (Mv) e M. longiflora (MI), e as adquiridas no comércio
das cidades de Cuiaba (CBA) e Rondondpolis (RRO), que formam o grupo (N), apresentam
bom agrupamento (proximidade na andlise de PCA), o que permite a proposta que as raizes
comercializadas com o nome de Velame nestas cidades mencionadas podem ter sido
originadas de espécies botanicas similares aos espécimes de Macrosiphonia velame e/ou

Macrosiphonia longiflora.

As amostras obtidas no estado de Mato Grosso do Sul, entretanto, apresentaram-se
quimicamente diferentes em relagdo as amostras obtidas de Mato Grosso, segregando as
plantas destas regides em dois grupos: grupo O, formado pelas amostras comercializadas
nas cidades de Campo Grande (CGR), Corumba (CMB), Dourados (DRS1, DRS2, DRS3 e
DRS4) e Ponta Porda (PPA) e grupo N, que compreende amostras oriundas de Cuiaba
(CBA) e Rondonopolis (RRO). O grupo M, formado por M. petraea (Mp), ndo apresentou
semelhangas de constituintes quimicos com nenhuma das amostras obtidas dos estados de
MT ou MS, demonstrando a possivel distingdo boténica de todas as amostras em relagédo a
esta espécie. Esta separagdo observada demonstra, portanto, que raizes comercializadas
sob nome de Velame e/ou Velame branco no estado de Mato Grosso do Sul néo
apresentam caracteristicas de serem obtidas de fontes botanicas similares as espécies de

Macrosiphonia petraea, Macrosiphonia velame ou Macrosiphonia longiflora.

O grupo O - amostras de Mato Grosso do Sul - apresenta, ainda, uma diferenca entre
as regides do estado, podendo ser dividido em dois grupos proximos, como demonstrado na

Figura 21.
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Figura 20 — Os gréficos apresentam os sinais que influénciam para a separacdo dos grupos
observados na PCA; 16a: os graficos demonstram os sinais influentes para a formacgéo dos grupos M

(amostras de M. petraea (Mp)) e N (amostras de M. velame (Mv), amostras de M. longiflora (Ml),

amostra de Cuiaba (CBA) e amostras de Rondondpolis (ROQ)); 16b: os graficos demonstram os

sinais influentes para a formacdo do grupo O (amostras de Campo Grande (CGR), amostra de

Corumbéa (CMB), amostras de Dourados (DRS1, DRS2, DRS3 e DRS4) e amostra de Ponta Poréd

(PPA).

Conforme observado na Figura 20, ha a formacdo do grupo de amostras DRS1,

DRS2, DRS3 e DRS4 (Dourados) e PPA (Ponta Pord), oriundas do Sul do estado de Mato

Grosso do Sul, devido a concentracao de constituintes quimicos que apresentam sinais de
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RMN de H (ppm) na regido de 5 3,84 a & 3,88; as amostras obtidas das regides Central e
Oeste do estado de Mato Grosso do Sul, tratando-se de amostras provenientes de Campo
Grande (CGR) e Corumba (CMB), possuem similaridades entre si, compartilhando
compostos com hidrogénios presentes nas regifes de deslocamento quimico de & 1,82 a &
1,90 e por apresentarem menor concentracdo de sinais de RMN de 'H (ppm) no intervalo
entre 6 3,84 e & 3,88 (Figura 20). Desta forma, é possivel supor que as amostras de raizes
comercializadas no Sul do estado, obtidas das cidades de Dourados (DRS1 a DRS4) e
Ponta Pora (PPA), podem ser oriundas de fontes vegetais diferentes quando comparadas as
das regibes Centro e Oeste, provindo, ainda, de espécies ndo pertencentes ao género

Macrosiphonia.
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Figura 21 — Apresenta o gréafico 3D do resultado obtido para a analise de PCA, onde apresentam: a

formacdo de subgrupos no grupo O formado pelas amostras comercializadas no estado de Mato
Grosso do Sul, separando as amostras do Sul do estado DRS1, DRS2, DRS3, DRS4 e PPA, das
amostras da regido Central e Oeste do estado, CGR e CMB, respectivamente, e que ambos se
distinguem das amostras de espécies do género Macrosiphonia.
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Ademais, através das andlises de conjuntos de dados obtidos dos experimentos
unidimensionais de RMN de *H, foi possivel gerar uma andlise de Cluster obtendo-se os
dendograma (Figura 22) e Heatmap (Figura 23).
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Figura 22 — Dendrograma apresentando a separacdo em dois clados, um formado pelas amostras
das espécies dos géneros Macrosiphonia (Mp, Mv e MI) e amostras comercializas o estado de Mato
Grosso, e 0 segundo clado formado pelas amostras comercializadas no estado de Mato Grosso do
Sul (CGR, CMB, DRS1, DRS2, DRS3, DRS4 e PPA).
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Figura 23 — Heatmap apresenta, com eslaca de 40 valores, os sinais de deslocamento quimico de
RMN de H, que influenciaram na separacéo e formagéo dos clados observados no dendrogama na
andlise de PCA dos extratos etandlicos.

O dendograma (Figura 22) separa as amostras em dois grandes clados. O primeiro
clado, formado pelas amostras das espécies de Macrosiphonia coletadas e identificadas,
sendo elas M. petraea (Mp), M. velame (Mv) e M. longiflora (MI), e pelas amostras
comerciais do estado de Mato Grosso, demonstra a correlacdo entre os dados quimicos
destas espécies do género de Macrosiphonia e, também, relaciona que as amostras
comercializadas nas cidades de Cuiabd (CBA) e Rondondpolis (ROO) tém caracteristicas
similares com o0s espécimes coletados, podendo-se ressaltar que estas raizes
comercializadas podem ter sido obtidas de fontes botanicas analogas a M. velame e/ou M.
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longiflora. Pode-se observar ainda para este clado a separagdo da espécie de M. petraea
(Mp) das outras duas espécies de Macrosiphonia, a qual ocorre devido as distintas
concentracdes de componentes majoritarios que cada uma destas plantas apresenta; esta
caracteristica € também demonstrada no gréfico de Heatmap (Figura 23), podendo-se
concluir, assim, que estes espécimes sd0 quimicamente proximas, apresentando
similaridades de seus constituintes quimicos majoritarios, 0 que era esperado por serem
espécies do mesmo género, porém se distinguem pelos niveis de concentracdo dos
componentes principais. A atribuicdo de influéncias geogréficas para a diferenciacdo das
amostras de Macrosiphonia mostra-se, ainda, plausivel, uma vez que estas foram obtidas de
regides diferentes e sabe-se que a geografia pode influenciar na producdo e acumulo de

determinados constituintes quimicos (Agrawal et al., 2012).

O segundo clado, formado pelas amostras comercializadas no estado de Mato
Grosso do Sul, também apresenta uma subdivisdo, tendo-se separado as amostras do Sul
do estado, comercializadas em Dourados (DRS1, DRS2, DRS3 e DRS4) e Ponta Poréd
(PPA), das amostras do Centro e Oeste do MS, comercializadas em Campo Grande (CGR)
e Corumba (CMB), respectivamente, assim como observado pelo grafico de PCA da Figura
18.

O gréfico de Heatmap (Figura 23) demonstra também a subdivisdo de clados com
relacdo a localidade das amostras no estado de Mato Grosso do Sul, fundamentando-se
principalmente na presenca de sinais na regido de deslocamento quimico de RMN de H
(ppm) entre & 6,00 e & 7,00, caracteristicos para compostos com hibridizacdo sp? entre
atomos de carbono, principalmente de compostos aromaticos, e sinais a 3,80 e 3,95 ppm,
tipicos de grupos metoxilicos (-OCHs) ligados a anéis aromaticos, que influencia na
formacdo do grupo com as amostras comercializadas na regido Sul do estado de Mato
Grosso do Sul. Nas amostras comercializadas na regido Central e Oeste do estado,
entretanto, a interferéncia dos referidos sinais ndo é observada, o que conduziu entdo a
separacao dessas amostras. Uma vez que as espécies estudadas de M. petraea, M. velame
e M. longiflora ndo apresentam os conjuntos de sinais com valores de deslocamento
guimico no espectro de RMN de H referidos acima (a 3,80, 3,95, 6,00 e 7,00 ppm), este
grafico demonstra também que as amostras obtidas do Mato Grosso do Sul provinham de

espécies botanicas ndo pertencentes ao género Macrosiphonia.
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5.3 Andlise multivariada de componentes principais da Infusdo (extrato aquoso) dos

espécimes de M. petraea, M. velame e Macrosiphonia longiflora

A primeira andlise realizada com os dados de perfil quimico obtidos por experimentos
de RMN de !H das infusGes das espécies do género Macrosiphonia (Anexo 2) foi a
comparagao entre os espécimes coletados e identificados de M. petraea (Mp), M. velame
(Mv) e M. longiflora (MI), retirando-se a regido de deslocamento quimico de RMN de *H
(ppm) entre © 4,50 e 6 5,10, correspondente ao residuo de agua (H20) presente no solvente
oxido de deutério (D20) usado na solubilizacdo das amostras. Essa andlise apresentou uma
porcentagem de separacdo de dados igual a 99,0% (97,3 % explicados por PC1 e 1,7%
explicados por PC2) (Figuras 24 e 25).
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Figura 24 - Grafico de Scores representando a separagao dos grupos A — amostras de M. petraea,
grupo B — amostras de M. velame e grupo C — M. longiflora com intervalo de dados entre & 'H 4,50 e
5,10 retirado.
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Figura 25 - Gréficos de loadings contendo os sinais de RMN de 'H que exercem influéncia na
separacao dos dados para a formacgdo da anélise de PCA dos espécimes coletados, com o intervalo
de dados 0 *H entre 6 4,50 e & 5,10 retirado.

Assim como ocorrido na andlise dos extratos etandlicos destas trés espécies, estas se
diferenciaram nado pela presenca de compostos majoritarios de classes diferentes, mas
possivelmente pelas concentracdes de seus mesmos constituintes principais, especialmente
por compostos que apresentam alta taxa de oxigenacao (Figura 25), como agucares, o que
era esperado devido ao procedimento de extracdo das raizes com agua em seu ponto de

fervura.
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Na tentativa de melhorar a interpretacdo da composi¢do quimica majoritaria, foi

realizada a exclusédo dos sinais de deslocamento quimico de RMN de *H (ppm) localizados

entre & 3,00 e © 4,50, regido de predominancia de compostos poli-oxigenados, como 0s

derivados glicosidicos, obtendo-se, assim, uma PCA com porcentagem de separacdo de

dados de 97,7% (93,0% explicados por PC1 e 4,7% explicados por PC2) (Figura 26 e 27).
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Figura 26 - Grafico de Scores representando a separagdo dos grupos A — amostras de M. petraea
(Mp), grupo B — amostras de M. velame (Mv) e grupo C — M. longiflora (MIl) com os intervalos de

dados entre 8 3,00 e 5 4,50 e & 1H 4,50 e 5,10 e retirados.
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Figura 27 - Gréficos de loadings apresenta os pontos influéncias na separagdo dos dados para a

formagéao da analise de PCA dos espécimes coletados com os intervalos de dados & H entre 6 3,00 e
04,50 e 64,50 e d 5,10 retirados.
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Figura 28 - Gréficos contendo alguns sinais que influenciam a separacdo dos grupos observados na
PCA para amostras da infusdo das espécies de Macrosiphonia petraea (Mp), Macrosiphonia velame
(Mv) e Macrosiphonia longiflora (Ml): a figura 28a apresenta os sinais que influenciam na separagéo
do grupo C (Macrosiphonia longiflora (MI) e a figura 28b, valores que influenciam na separacgéo e
fomacgé&o dos grupos A (Macrosiphonia petraea (Mp)) e B (Macrosiphonia velame (Mv).

Novamente, a separacdo de dados ocorreu devido as possiveis diferencas de
concentracdo dos componentes majoritarios das amostras e ndo por diferencas expressivas
de composi¢cdo quimica, como pode ser observado na Figura 28. Com a retirada da regido
de compostos que apresentam alta taxa de oxigenacdo, observa-se que 0s constituintes
guimicos das espécies do género de Macrosiphonia presentes em suas infusdes, além de
acucares, envolvem compostos alifaticos e insaturados, visto a presenca de sinais na regido
de deslocamento quimico de RMN de H (ppm) entre & 1,20 e d 2,50, caracteristicos para de
grupos metilicos, metilénicos e metinicos, e sinais localizados entre 6 5,12 e 8 5,50 e a &
6,50 e d 7,00, caracteristicos para hidrogénios ligados a carbonos sp? isolados e hidrogénios
ligados a carbonos sp? de sistemas conjugados, como os presentes em anéis aromaticos,
respectivamente. O estudo fitoquimico anterior de um espécime de Macrosiphonia petraea
coletado no estado de Mato Grosso do Sul, realizado por nosso grupo de pesquisa (De
Assis Junior et al., 2013), demonstrou a presenca de compostos do tipo Cs-Cs, 0s quais
podem corresponder aos sinais de deslocamento quimico de RMN de 'H observados e estar

presentes na infuséo analisado referente desta planta.
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5.4 Comparacdo por analise multivariada das Infusdes (extratos aguosos) entre as

amostras de M. petraea, M. velame, M. longiflora e amostras comercializadas.

A analise de comparacdo dos componentes majoritarios presentes na infusdo das
amostras coletadas e identificadas do género Macrosiphonia (M. petraea (Mp), M. velame
(Mv) e M. longiflora (MI)) e amostras comercializadas nas cidades de Cuiab4d (CBA) e
Rondonépolis (ROO), do estado de Mato Grosso, Campo Grande (CGR), Corumba (CMB),
Dourados (DRS1, DRS2, DRS3 e DRS4) e Ponta Pora (PPA), do estado de Mato Grosso do
Sul, foi realizada retirando-se a regido de deslocamento quimico de RMN de 'H (ppm) entre
0 4,50 e & 5,10, na qual se observa o sinal residual de agua (H.O) presente no solvente
deuterado 6xido de deutério (D20) (Figura 29).

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

Figura 29 - Espectros obtidos pelo experimento unidimensional de RMN de *H (D20 — 300,13 MHz —
ns = 128) para as amostras 1 — Macrosiphonia petraea (Mp); 2 — Macrosiphonia velame (Mv); 3 —
Macrosiphonia longiflora (MI); 4 — amostra de Cuiaba (CBA); 5 — amostra de Rondondpolis (ROO); 6
— amostra de Campo Grande (CGR); 7 — amostra de Corumba (CMB); 8, 9, 10 e 11 — amostras de
Dourados (DSR1, DRS2, DSR3 e DSR4, respectivamente) e 12 — amostra de Ponta Pord (PPA). A
regido entre 0 4,50 e & 5,10 ppm (possiveis contaminantes e interferentes) foi retirada e a janela de
8,40 a 6 0,50 ppm teve bucketing de 0,02 ppm.
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A andlise multivariada, entdo, foi realizada e apresentou como resultado uma
separacdo de dados com a porcentagem de 95,4% (92,1 % explicado por PC1l e 3,3%
explicado por PC2) (Figuras 30 e 31).
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Figura 30 - Gréfico de Scores demonstrando a separagcdo e formacdo de grupos retirando os
intervalos de dados & RMN de 'H entre & 4,50 e & 5,10: grupo M formado pelas amostras de M.
petraea (Mp), amostras M. velame (Mv), amostras de M. longiflora (MI), amostra de Cuiaba (CBA) e
amostras de Rondondpolis (ROO), amostras de Campo Grande (CGR), e uma amostra da cidade de
Dourados DRS3 e o grupo N formado pelas, amostra de Corumba (CMB), amostras de Dourados
(DRS1, DRS2, DRS4) e amostra de Ponta Pora (PPA).
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Figura 31 - Graficos de loadings apresenta os pontos influéncias na separacéo dos dados para
a formacéo da analise de PCA entre os espécimes coletados e comercializados com os intervalos de
dados 6 RMN de 1H entre © 4,50 e & 5,10 retirados

Na Figura 30, observam-se dois grandes grupos, M e N. O grupo M é formado pelas
amostras de espécies coletadas pertencentes ao género Macrosiphonia (M. petraea (Mp),
M. velame (Mv) e M. longiflora (MI)) e amostras comercializadas nas cidades de Cuiaba
(CBA) e Rondonopolis (ROO), do estado do Mato Grosso, Campo Grande (CGR) e uma
amostra obtida da cidade de Dourados (DRS3), do estado de Mato Grosso do Sul. Estas
amostras citadas se organizaram principalmente pela influéncia de sinais na regido de
deslocamento quimico de RMN de 'H (ppm) entre a regido de & 3,50 e d 4,50, referente a

hidrogénios de compostos poli-oxigenados, conforme observado na analise das infusdes
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das espécies do género Macrosiphonia (item 5.3), demonstrando haver similaridade entre as
amostras adquiridas no estado de Mato Grosso (CBA e ROO). Pode-se sustentar, portanto,
gque as raizes comercializadas nas cidades de Cuiabd (CBA) e Rondonépolis (ROO) podem

ser oriundas de espécies botanicas similares as plantas de estudo.

A formacao do grupo N, constituido pelas amostras comercializadas nas cidades de
Dourados (DRS1, DRS2 e DRS4) e Ponta Pora (PPA), envolve sinais influentes que
ocorrem na regido de deslocamento quimico de RMN de *H (ppm) entre d 5,12 e & 5,50,
havendo ainda uma menor influéncia pelos sinais localizados na regido entre & 3,84 e &
3,94; sendo assim, pode-se atribuir a presenca de componentes majoritarios de natureza

olefinica em maior concentragcdo no grupo N do que nas amostras do grupo M.

Ademais, conforme realizado para a analise das amostras coletadas de espécies do
género Macrosiphonia, com o intuito de se obter uma melhor visualizacdo dos componentes
majoritarios presentes nessas amostras, uma nova analise de PCA foi gerada (Figuras 32 e
33), retirando-se as regides de deslocamento quimico de RMN de *H (ppm) entre & 3,00 e &
4,50 ppm, por ser uma regido de compostos poli-oxigenados, principalmente glicosideos,

gue influenciam principalmente para a formacgéao do grupo M.
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Figura 32 - Gréafico de Scores demonstrando a separacdo e formacdo de grupos retirando os
intervalos de dados & 'H entre 8 3,00 e 6 4,50 e 5 4,50 e & 5,10: grupo M formado pelas amostras de
M. petraea (Mp), amostras M. velame (Mv), amostras de M. longiflora (M), amostra de Cuiaba (CBA)
e amostras de Rondondpolis (ROO) e amostras de Campo Grande (CGR) e o grupo N formado pelas,
amostra de Corumba (CMB), amostras de Dourados (DRS1, DRS2, DRS3 e DRS4) e amostra de
Ponta Pora (PPA).
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Figura 33 - Gréficos de loadings apresenta os pontos influéncias na separagdo dos dados para a
formacgdo da analise de PCA entre os espécimes coletados e amostras comercializadas com o0s
intervalos de dados & *H entre & 3,00 e 6 4,50 e 5 4,50 e & 5,10 retirados.

Nesta nova andlise (Figura 32), obteve-se uma porcentagem de separacdo dos dados
de 92,3% (77,6 % explicados por PC1 e 14,7% explicados por PC2) com a formacéo de dois
grupos, M e N, sendo que a formacdo do grupo M foi influenciada por hidrogénios com
valores de deslocamento quimico de RMN de H (ppm) entre & 1,20 e & 2,50 e também por
sinais na regido de hidrogénios ligados a carbonos olefinicos, presentes na regido entre &
5,40 e © 5,42. O grupo N, por sua vez, apresentou como principais sinais influentes na
formacéo do grupo localizados na regido de deslocamento quimico de RMN de *H (ppm)

entre 3 5,12 e & 7,00, referentes a hidrogénios ligados a carbonos com hidridizacdo sp?
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isolados e conjugados, respectivamente, sendo o Ultimo caracteristico de compostos
aromaticos.

Ademais, para uma melhor visualizacdo da separacdo das amostras através da
analise dos componentes majoritarios, graficos de dendrograma e Heatmap (Figuras 34 e
35) foram gerados para a primeira PCA (Figura 30), onde foi retirada a regido de
deslocamento quimico de RMN de 'H (ppm) entre & 4,50 e d 5,10, correspondente ao
residuo de 4gua presente no solvente D,0.
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Figura 34 - Dendrograma apresentando a separacdo das amostras estudadas em trés clados: um
formado pelas amostras das espécies dos géneros Macrosiphonia (Mp, Mv e MI) e amostras
comercializadas no estado de Mato Grosso (CBA e ROO) e Mato Grosso do Sul (CGR e DRS3), e 0
segundo e terceiro clados formados apenas pelas amostras comercializadas no estado de Mato
Grosso do Sul (CMB, DRS1, DRS2, DRS4 e PPA).
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O dendrograma formado gerou trés clados: o primeiro, formado pelas amostras
coletadas e identificadas do género Macrosiphonia (M. petraea (Mp), M. velame (Mv) e M.
longiflora) e pelas amostras comercializadas nas cidades de Cuiaba (CBA), Rondondpolis
(ROQ), Campo Grande (CGR) e uma amostra de Dourados (DSR3), ressalta a similaridade
de constituintes entre as amostras do género Macrosiphonia, também observada no
dendograma dos extratos etandlicos destas plantas (item 5.2). As amostras do estado de
Mato Grosso, CBA e ROO, apresentaram-se novamente relacionadas as fontes boténicas
de Macrosiphonia. As amostras de Mato Grosso do Sul (CGR e DRS3), mesmo reunidas
com as amostras do género Macrosiphonia na analise dos componentes principais da
infus@o ndo se apresentam semelhantes ao extrato etanolico (item 5.2, Figura 18), o que se
deve ao tipo de solvente empregado para a extragdo dos constituintes das amostras; nas
infusdes, estas amostras comerciais e coletadas se assemelharam devido ao teor de

glicosideos.

Os outros dois clados observados no dendograma sao formados por amostras
comercializadas no estado de Mato Grosso do Sul (CMB, DRS1, DRS2 DRS4 e PPA),
ressaltando-se que estas amostras ndo sao similares as espécies do género Macrosiphonia

estudadas, diferenciando-se pela natureza de seus constituintes quimicos majoritarios.
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Figura 35 - Heatmap apresenta, com eslaca de 40 valores, os sinais de deslocamento quimico de
RMN de !H, que influenciaram na separacao e formacéao dos clados observados no dendrogama para
a analise dos componentes majoritarios presentes na infusao.

O gréfico de Heatmap (Figura 35) demonstra que a separacdo dos trés clados
observados no dendograma (Figura 34) se deu principalmente pela presenca e intensidades
dos sinais na regido de deslocamento quimico de RMN de H (ppm) de & 6,40 e & 7,00,
caracteristicos de hidrogénios ligados a carbonos hidridizados sp? de sistemas aromaticos.
Os hidrogénios relacionados aos sinais supracitados influenciaram o agrupamento do
segundo e terceiro clado (CMB, DRS1, DRS2 DRS4 e PPA), o que nao foi observado para
na formacao do primeiro grupo (Mp, Mv, Ml, CBA, ROO, CGR e DRS3).
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5.5 Anadlise fitoquimica de Macrosiphonia petraea e Macrosiphonia velame

Nos estudos fitoquimicos realizados com as espécies M. petraea e M. velame foram
identificados derivados triterpénicos que apresentam trés tipos de esqueleto: Lupano,
Oleanano e Ursano.

Os triterpenos lupeol (esqueleto Lupano) (1), a-amirina (esqueleto Ursano) (2) e B-
amirina (esqueleto Oleanano) (3), obtidos em mistura da fase hexanica de M. petraea e M.
velame, foram identificados com base na andlise dos espectros de RMN de 'H e 3C e
posterior comparacdo com dados descritos na literatura (Sobrinho et. al. 1991 e Balestrin et.
al., 2008), (Tabela 3).

No espectro de RMN de H (Figura 37 e 38) os principais sinais a serem investigados
para a primeira tentativa de identificacdo dos compostos triterpénicos deu-se pela
observacdo dos sinais caracteristicos em deslocamento quimico de RMN de 'H (3, ppm)
4,56 (sl) e 4,69 (sl) para os hidrogénios metilénicos do carbono sp? caracteristico do
esqueleto lupano, (3, ppm) 5,18 (t) e 5,13 (t) e para o hidrogénio metinico do carbono sp?
dos esqueletos oleanano e ursano, respectivamente. Ademais, a observacdo dos
hidrogénios ligados a carbono carbindlico em (5, ppm) 3,50 (m) e de hidrogénios metilicos
com deslocamento (8, ppm) entre 0,70 e 1,30, contribuiram para a identificagdo da origem

triterpénica dos compostos 1, 2 e 3, (Figura 36).

Para os experimentos de RMN de 3C, as principais andlises realizadas para a
identificacdo da ocorréncia de esqueletos triterpénicos deram-se pela interpretacdo dos
deslocamentos quimicos (3) observados para os carbonos olefinicos (sp?) destes
compostos, que formam pares caracteristicos para cada esqueleto: para o esqueleto
Lupano, 6109,0 (CH;) e 8151,0 (C), Ursano 6125,0 (CH) e 6139,0 (C) e Oleanano 6121,0
(CH) e 6145,0 (C). Além disso, a observacao dos deslocamentos do carbono carbindlico em
78,0 ppm (C-3) e a densidade de sinais entre a regido de 12,0 a 60,0 ppm, conduz a

interpretac@o da ocorréncia de compostos triterpénicos (Figura 36).
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Figura 37 - Espectro de RMN de !'H (300,13 MHz, CDCls) e de 3C (75,47 MHz, CDCIz) dos
compostos 1, 2 e 3, obtidos de M. petraea

74



518
513
4,69
325
323
a

.20
318
316

i

:

T 456

L

9.00 850 800 750 700 650 600 550 500 450 400 350 300 250 200 150 100 050 000
ppm (f1)

o = W = © -
2 2 83 3T 3 =
— - - — — [
| |
|
L L L I I I I I B I O
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

ppm (t1)

Figura 38: Espectro de RMN de !H (300,13 MHz, CDCls) e de 3C (75,47 MHz, CDCls) dos compostos
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Tabela 3: Dados de RMN de *C (75,47 MHz, CDCI3) do composto 1 (lupeol), 2 (a-amirina) e
3 (B-amirina), sendo os compostos la, 2a e 3a — obtidos de M. petraea e 1b, 2b e 3b —

obtidos de M. velame, em comparacdo com os valores retirados das referéncias (Sobrinho

et. al. 1991 e Balestrin et. al., 2008)

N° do

I sic
la 1b Lupeol 2a 2b a-amirina 3a 3b  B-amirina
01 38,7 38,7 38,7 38,6 38,6 38,7 38,6 38,6 38,7
02 27,4 27,4 27,4 27,3 273 27,2 27,3 27,3 27,3
03 79,0 78,9 78,9 79,0 78,9 78,3 79,0 78.9 79,0
04 38,8 38,8 38,8 38,8 38,8 38,7 38,8 38,8 38,8
05 55,3 55,3 55,3 55,2 55,2 55,2 55,3 55,3 55,3
06 18,3 18,3 18,3 184 184 18,3 18,4 184 18,5
07 34,3 34,3 34,2 329 329 32,9 32,7 32,7 32,8
08 40,8 40,8 40,8 40,0 40,0 40,0 38,8 38,8 38,8
09 50,4 50,4 50,4 47,7 47,7 47,7 47,7 47,7 47,7
10 37,2 37,2 37,1 36,9 36,9 36,9 372 37,2 37,6
11 20,9 20,9 20,9 23,3 233 23,3 23,7 23,7 23,6
12 25,2 25,2 25,1 1244 1241 124,3 121,7 1215 121,6
13 38,1 38,1 38,0 139,6 139,0 139,3 145,2 145,0 145,1
14 42,8 42,8 42,8 42,1 42,1 42,0 41,7 41,7 41,8
15 27,4 27,4 27,4 28,7 28,7 28,7 26,2 26,2 26,2
16 35,6 35,6 35,5 26,6 26,6 26,6 26,9 26,9 27,0
17 43,0 43,0 43,0 33,7 33,7 33,7 325 325 32,5
18 48,3 48,3 48,2 59,1 59,1 58,9 47,2 47,2 47,4
19 48,0 48,0 47,9 39,7 39,7 39,6 46,8 46,8 46,9
20 151,0 150,9 150,9 39,6 39,6 39,6 31,1 311 31,1
21 29,9 29,9 29,8 31,3 31,3 31,2 34,7 34,7 34,8
22 40,0 40,0 40,0 41,5 41,5 41,5 372 37,2 37,2
23 28,0 28,0 28,0 28,1 28,1 28,1 28,4 284 28,2
24 15,4 15,4 15,4 15,6 15,6 15,6 15,5 15,5 15,5
25 16,1 16,1 16,1 15,7 15,7 15,6 15,6 15,6 15,6
26 16,0 16,0 15,9 16,9 16,9 16,8 16,9 16,9 16,9
27 14,5 14,5 14,5 234 234 23,3 26,0 26,0 26,0
28 18,0 18,0 18,0 28,1 28,1 28,1 28,4 28,4 28,4
29 109,3 109,2 109,3 175 175 17,4 33,3 33,3 33,3
30 19,3 19,3 19,3 21,4 214 21,3 23,7 23,7 23,7
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O espectro de RMN de *C dos compostos 4 e 5 (Figura 40 e 41), obtidos da fase
hexanica de M. velame e M. petraea, indicaram tratar-se de dois triterpenos acidos, uma vez
que dois sinais com valores de deslocamento quimico em aproximadamente 180,0 ppm no
espectro de RMN de *C é observado. Ademais, os sinais dos carbonos sp? de dois
conjuntos de sinais da ligacdo dupla destas substancias apresentam deslocamento quimico
em aproximadamente 122,0 (CH) e 145,0 (C), para um par, e 125,0 (CH) e 139,0 (C) outro
par, no espectro de RMN de *3C. evidenciaram que estes compostos possuem como base
estrutural os esqueletos oleanano e ursano, respectivamente (Sobrinho et. al., 1991 e Li et.
al. 2008), (Figura 39). A localizacdo de uma carboxila em C-28 foi definida, para ambos os
casos, através dos valores de deslocamento quimico de C-18 (842,7 em 4 e 654,3 em 5),
gue sofre significativa variagdo em fungéo da presenca deste grupo funcional no carbono 28,
quando comparados com C-18 de 2 e 3, além da auséncia do sinal referente a metila C-28,

correspondente a 28,0 ppm nos esqueletos oleanano e ursano, (Tabela 4).

Nos espectros de RMN de *C de 4 e 5 foram observados, ainda, trés sinais de
carbonos carbindlicos, sendo dois CH (677,9 e 868,7) e um CH; (866,2). As intensidades
relativas destes sinais em relacdo aos demais existentes indicaram que estes grupos
funcionais estdo presentes em ambos compostos e, pela coincidéncia dos sinais, acima
citados, que se localizam em regifes distantes do anel E. Uma busca na literatura sustentou
a proposta de trés hidroxilas presentes nas estruturas de 4 e 5 localizadas em C-2a, C-3B e
C-23, levando a identificacdo de 4 como sendo o acido 2a,38,23- tri-hidroxi-olean-12-en-28-
oico (Li et al., 2009), conhecido também como &cido arjundlico, e de 5 como sendo o &acido
2a,33,23-tri-hidroxi-urs-12-en-28-6ico (Hu et al., 2011), denominado &cido asiatico, (Figura
39).
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Figura 39: Estrutura quimica dos compostos 4 e 5: &cido arjundlico e &cido asiético.
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compostos 4 e 5, obtidos de M. petraea.
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Tabela 4: Dados de RMN *3C (Pyr-d5, 75,47 MHz) dos compostos 4 (acido arjundlico) e 5
(4cido asiatico), sendo os compostos 4a e 5a — obtidos de M. petraea e 4b e 5b — obtidos de
M. velame, em comparacdo com os valores retirados das referéncias Li et al., 2009 e Hu et
al., 2011.

4a 4b Acido arjundlico 5a 5b Acido asiatico
1 47,3 47,2 46,3 47,3 47,9 46,9
2 68,7 68,9 68,8 68,7 68,9 69,4
3 77,9 78,2 78,2 77,9 78,2 78,3
4 442 441 43,5 441 441 44,0
5 48,2 48,2 47,8 48,2 48,2 48,3
6 19,0 19,0 18,4 19,0 19,0 20,1
7 33,3 33,2 32,8 33,3 33,6 33,7
8 39,0 39,0 39,7 40,6 40,6 41,3
9 48,8 48,9 48,1 48,0 48,0 47,5
10 39,0 39,0 38,3 31,6 31,6 28,6
11 24,0 24,0 23,8 24,0 24,5 24,9
12 122,14 122,3 122,5 125,2 125,6 126,5
13 1450 1449 1448 139,3 1394 139,1
14 43,0 43,0 42,1 43,4 43,4 43,3
15 28,8 28,8 28,2 29,2 29,2 29,4
16 24,5 24,6 23,6 25,3 25,3 25,6
17 47,7 47,6 47,6 48,2 48,2 48,6
18 42,6 42,7 41,6 54,3 54,3 54,2
19 45,8 45,8 42,1 40,4 40,4 40,2
20 30,8 30,7 29,9 40,4 40,4 40,8
21 31,8 31,8 30,8 33,8 33,8 31,5
22 34,9 34,9 34,1 38,0 38,0 38,2
23 66,2 66,5 66,4 66,2 66,5 66,1
24 13,9 13,9 14,2 13,9 13,9 14,1
25 17,4 17,5 17,2 17,7 17,7 17,7
26 17,8 17,8 17,4 17,8 17,8 18,1
27 26,5 26,5 26,0 24,2 24,2 24,0
28 180,8 180,3 180,3 180,0 180,0 181,9
29 33,6 33,6 33,1 17,7 17,7 17,2
30 24,0 24,0 23,7 21,8 21,8 21,8

Observou-se, também, nas fases hexanica e acetato de etila de M. velame e M.
petraea, a presenca de cinco triterpenos acetilados (6-10). O primeiro conjunto com trés
destes compostos, 0s menos polares, é constituido de acetato de lupeol (6), acetato de a-
amirina (7) e acetato de B-amirina (8). Estes triterpenos, obtidos em mistura foram
identificados principalmente pelos dados de RMN de *C, (Figura 43 e 44). Este espectro
apresentou os sinais dos carbonos de ligagdo dupla tipicos de cada esqueleto e as
diferentes propor¢des dos componentes facilitou a listagem de cada conjunto de sinais e,
portanto, a comparacdo com os dados descritos na literatura (Sobrinho et al., 1991 e Li et

al., 2008), (Tabela 5). As presencas dos grupos acetato foram definidas com base nos sinais
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dos espectros de RMN de H a & 4,49 (H-3) e 8 2,03 (HsCCOOQ), e de **C, em 380,8 (C-3),
0170,8 (HsCCOO) e 622,6 (H:CCOO). A comparacdo destes e demais dados com o0s
relatados na literatura mostraram boa compatibilidade, confirmando a identificacdo dos

compostos 6, 7 e 8 (Figura 42).
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Figura 42: Estrutura quimica dos compostos 6, 7 e 8: Acetato de lupeol, Acetato de a-amirina e

Acetato de B-amirina, respectivamente.
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Figura 43: Espectro de RMN de *H (300,13 MHz, CDCIs) e de **C (75,47 MHz, CDCIs) dos compostos
6, 7 e 8, obtidos de M. petraea.
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Figura 44: Espectro de RMN de !H (300,13 MHz, CDCls) e de 3C (75,47 MHz, CDCls) dos compostos
6, 7 e 8, obtidos de M. velame.
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Tabela 5: Dados de RMN 3C (75,47 MHz, CDCIls) do composto 6 (acetato de lupeol), 7
(acetato de a-amirina) e 8 (acetato de $-amirina), sendo os compostos 6a, 7a e 8a — obtidos
de M. petraea e 6b, 7b e 8b — obtidos de M. velame, em copara¢do com os valores retirados
das referéncias Sobrinho et al., 1991 e Li et al., 2008.

N° do
C 613C
6a 6b Acetato a b Aceta'.[o. de 8a 8b Aceta'.[o. de
de lupeol a-amirina B-amirina

01 38,7 38,7 38,7 38,6 38,6 38,7 38,6 38,6 38,7
02 27,4 27,4 27,4 27,3 27,3 27,2 27,3 27,3 27,3
03 81,0 80,5 78,9 81,0 80,5 78,3 81,0 80,5 79,0
04 38,8 38,8 38,8 38,8 38,8 38,7 38,8 38,8 38,8
05 55,3 55,3 55,3 55,2 55,2 55,2 55,3 55,3 55,3
06 18,3 18,3 18,3 184 184 18,3 184 18,4 18,5
07 34,3 34,3 34,2 329 32,9 32,9 32,7 32,7 32,8
08 40,8 40,8 40,8 40,0 40,0 40,0 38,8 38,8 38,8
09 50,4 50,4 50,4 47,7 47,7 47,7 47,7 47,7 47,7
10 37,2 37,2 37,1 36,9 36,9 36,9 37,2 37,2 37,6
11 20,9 20,9 20,9 23,3 23,3 23,3 23,7 23,7 23,6
12 252 25,2 25,1 124,3 124,1 124,3 121,7 121,4 121,6
13 38,1 38,1 38,0 139,6 139,3 139,3 1452 145,8 145,1
14 42,8 42,8 42,8 421 42,1 42,0 41,7 41,7 41,8
15 274 274 27,4 28,7 28,7 28,7 26,2 26,2 26,2
16 356 35,6 35,5 26,6 26,6 26,6 26,9 26,9 27,0
17 43,0 43,0 43,0 33,7 33,7 33,7 325 325 32,5
18 48,3 48,3 48,2 59,1 59,1 58,9 472 47,2 47,4
19 48,0 48,0 47,9 39,7 39,7 39,6 46,8 46,8 46,9
20 150,9 150,2 150,4 39,6 39,6 39,6 31,1 31,1 31,1
21 29,9 29,9 29,8 31,3 31,3 31,2 34,7 34,7 34,8
22 40,0 40,0 40,0 415 415 41,5 37,2 37,2 37,2
23 28,0 28,0 28,0 28,1 28,1 28,1 28,4 28,4 28,2
24 154 154 15,4 15,6 15,6 15,6 15,5 15,5 15,5
25 16,1 16,1 16,1 15,7 15,7 15,6 156 15,6 15,6
26 16,0 16,0 15,9 16,9 16,9 16,8 16,9 16,9 16,9
27 145 145 14,5 23,4 234 23,3 26,0 26,0 26,0
28 18,0 18,0 18,0 28,1 28,1 28,1 28,4 28,4 28,4
29 109,3 109,3 109,3 175 175 17,4 33,3 33,3 33,3
30 19,3 19,3 19,3 21,4 214 21,3 23,7 23,7 23,7
31 171,0 170,1 170,4 171,0 170,1 170,4 171,0 170,21 170,4
32 22,6 22,6 21,2 22,6 22,6 21,2 226 22,6 21,2
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O outro conjunto com dois compostos apresentou sinais em deslocamento quimico (8)
em 121,0 (CH) e 145,0 (C) e 126,0 (CH) e 139,0 (C), tratando-se de esqueletos triterpenicos
oleanano e ursano, respectivamente. Os espectros de RMN 'H e ¥C (Figura 46),
evidenciaram a presenca das unidades acetila de forma semelhante ao mencionado para as
substancias 7 e 8. A carboxila presente no carbono 28 foi definida da mesma maneira que
para os compostos 4 e 5. Desta forma, e com comparacdo com os dados da literatura
(Talapatra et. al., 1981 e Kwon et. al., 2008), (Tabela 6), os compostos 9 e 10 foram

identificados como sendo o acido 3-O-acetil-oleandlico e acido 3-O-acetil-ursolico,

respectivamente, (Figura 45), presentes em M. petraea.
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Figura 45: Estrutura quimica dos compostos 9 e 10: acido 3-O-acetil-oleandlico e acido 3-O-acetil-
ursolico.
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Figura 46: Espectro de RMN de *H (300,13 MHz, CDCls) e de **C (75,47 MHz, CDCls) dos compostos
9 e 10, obtidos de M. petraea.
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Tabela 6: Dados de RMN 3C (75 MHz, CDCIs) do composto 9 (Acetato de acido oleandlico)
e do composto 10 (Acetato de 4cido ursoélico), em comparacdo com o0s valores retirados das
referéncias Talapatra et. al., 1981 e Kwon et. al., 2008.

N°de C 513C

Composto 9 Acetato d,e. acido Composto 10 Acetato de acido
oleandlico ursolico
1 38,2 38,4 38,1 38,7
2 23,3 23,6 23,4 23,5
3 80,9 81,1 80,9 81,1
4 37,7 37,8 37,7 37,9
5 55,3 55,4 55,3 55,4
6 18,2 18,3 18,2 18,3
7 32,5 32,7 32,4 32,9
8 39,3 39,9 39,5 40,0
9 47,4 47,6 47,5 47,7
10 36,9 37,0 36,9 36,9
11 24,1 23,6 23,5 23,3
12 122,6 123,0 125,8 124,3
13 143,6 1444 138,0 139,3
14 41,8 41,7 41,6 42,0
15 27,7 26,6 29,7 28,7
16 22,9 23,4 27,4 26,6
17 46,5 46,6 47,9 48,1
18 38,8 41,3 52,5 52,8
19 45,8 45,8 40,9 39,1
20 30,7 30,6 39,0 38,8
21 33,8 33,8 30,6 30,7
22 32,8 32,3 36,7 36,7
23 23,6 28,1 33,0 28,2
24 16,1 15,6 17,0 15,5
25 15,5 15,3 15,4 15,7
26 17,1 16,8 17,1 16,9
27 25,9 26,0 23,6 23,6
28 183,1 181,0 183,1 181,0
29 33,6 33,1 16,6 16,9
30 21,2 23,6 21,2 21,2
31 171,0 171,3 171,0 171,3
32 21,3 21,3 21,3 21,3
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Ademais, durante a realizagdo de projeto de mestrado com a espécie M. petraea foi
identificado e descrito na literatura a ocorréncia de compostos da classe pregnanos,

triterpenos, lignanas, esteroides e um acido graxo (De Assis jr. et al., 2013) (Figura 47).
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Figura 47: Compostos obtidos de M. petraea: retirada do artigo de De Assis Junior et al., 2013.
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5.6 Anadlise dos dados obtidos via HPLC/MS-MS, para os extratos etandlicos e

infuséo, das amostras de Macrosiphonia e amostras comercializadas.

As analises dos cromatogramas obtidos para os extratos etandlicos e infusGes das
amostras do género Macrosiphonia e amostras comercializadas por experimentos realizados
no equipamento HPLC acoplado ao Massas (HPLC/MS-MS) (Anexo 4), operando em modo
negativo, possibilitou a extracdo dos dados de: tempo de retencdo (Rt), ion molecular (m/z
[M-H]), adutos de &cido férmico (m/z [M+HCOOH-H]) e cloro (m/z [M+CI-H]) e duas vezes
0 ion molecular (m/z [2M-H]), além de fragmentacdes dos constituintes quimicos destes
materiais, 0s quais sdo evidenciados nas tabelas 7 a 30.

Através das andlises desses parametros e buscas efetuadas na literatura utilizando
os bancos de dados SciFinder®, Web of Science® e o banco de dados fornecidos pelo
software DataAnalysis, foram determinados alguns fragmentos de massas que
possibilitaram propostas das classes de compostos constituintes dos extratos etandlicos e
infusdes das espécies de Macrosiphonia e das amostras comercializadas.

O estudo fitoquimico realizado com as raizes de espécimes de Macrosiphonia petraea
e Macrosiphonia velame (item 5.5) revelou a ocorréncia de grande teor de triterpenos. Logo,
para a identificacdo por expectrometria de Massas destas substancias, os principais
parametros estabelecidos envolveram a busca por ions com férmula molecular relacionada
a CszoHxOy (com possiveis variacdes dos valores x e y) e por fragmentos previstos no modo
negativo para este tipo de composto, relacionados a: perda de um H*, formando o ion m/z
[M-H],, desidrata¢éo, formando o ion m/z [M-H,O-H], descarboxilacado, formando o ion m/z
[M-CO2-HJ, todos demonstrados na Figura 48.

89



HO™ ! [M-CO,-H]"

[M-44]

T M-H,0-HJ
[M-18]

Figura 48 — Fragmentac¢des mais comuns observadas no experimento de Massas para 0S compostos
da classe dos triterpenos.

O composto 14 (Tabela 7) apresentou a formula molecular CsoH4s04, deduzida com
base no pico de m/z [M-H] igual a 471,3450, e fragmentos com valores de m/z iguais a
453,3310 ([M-H20-H]) e 427,3593 ([M-CO2-HJ), os quais sustentaram a proposta deste
composto como pertencente a classe dos triterpenos. Devido as condi¢cdes de analise
adotadas no HPLC/MS-MS, poucos triterpenoides foram identificados, seja por falta de
fragmentag&o, ou por ndo haver formula molecular proposta pelo software, deste modo, a

afirmacéo da natureza triterpénica, de alguns picos no craatograma, ndo pode ser feita.

Outra classe de compostos observada por meio da analise do cromatograma obtido
pelo experimento de HPLC/MS-MS foram substéncias derivadas de alcoois graxos,
identificadas anteriormente para um espécime de Macrosiphonia petraea estudado por
Nnosso grupo de pesquisa (De Assis Junior et al., 2013). Uma grande variedade de derivados
de élcoois graxos foi detectada nos espécimes de Macrosiphonia coletados, apresentando
entre si diferengcas no teor de oxigenacdo e insaturacdes, sendo observadas férmulas
moleculares e ions moleculares (m/z [M-H]) com: CigsH320s € m/z [M-H] = 295,2249;
Ci18H3003 € m/z [M-H] = 293,2087, C1gH3205 e m/z [M-H] = 329,2333; e C1sH3404 € m/z [M-H]
= 313,2347. Deste modo, pode-se propor que estes compostos tém uma estrutura aciclica
com 18 atomos de carbono, contendo em uma de suas extremidades um grupo carboxilico
(previsto pelo composto isolado anteriormente de M. petraea; De Assis Junior et al., 2013),
podendo apresentar insaturacfes e oxigenagfes por toda a cadeia carbdnica, seguindo
padrdes de oxigenacdo e insaturacdes alternados, derivado de sua rota de biossintese

policetidica.
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Ademais, dois padroes de fragmentacdo sdo observados e apresentam relacdo
massa/carga igual a m/z 201,10 e m/z 171,09 para a maioria dos compostos derivados de
alcoois graxos, podendo-se, através desses fragmentos, sugerir parte da estrutura molecular
deste tipo de composto presente em amostras coletadas de Macrosiphonia (Figura 49).
Esses dois fragmentos originam-se de quebras alilicas ocorridas nas insaturagdes presentes
na cadeia carbonica, sugerindo, assim, que estes compostos apresentam uma oxigenagao
em C7 e hibridizacdo sp? entre os carbonos C8-C9 e que esta se trata da estrutura-base;
seus derivados apresentariam oxigenacdes e insaturacao localizadas depois do carbono dez
(C10). Entretanto, para confirmar as estereoquimicas e posi¢cdes reais destes grupos

funcionais, a obtencéo de dados de outros experimentos é necessaria.

W miz = 171,09
HO

-H
(@] OH
OH
HOW m/z = 201,10

Figura 49 — Proposta de fragmentacao observada para os compostos derivados de alcool graxo.

As classes dos flavonoides, lignanas e derivados do acido clorogénico, que sao
compostos derivados de precursores dos fenilpropanoides (Ces-Cs), estes oriundos do acido
chiquimico, também foram observados, sendo caracterizados pela presenca de quatro
fragmentos-base com razdes massa/carga de m/z 191,05 (fragmento derivado do acido
quimico), m/z 179,03 (fragmento derivado do &cido quimico desidratado) e m/z 173,04 e m/z
161,02 (fragmentos derivados do acido cafeico) (Figura 50). Para definicdo estrutural destes

compostos, outras técnicas devem ser utilizadas.
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Figura 50 — Fragmentacdo observada para os compostos derivados da rota de bissintese Ce-Ca.

A partir dos dados de fragmentagdo acima descritos e analise das tabelas obtidas
para todas as amostras estudadas, observa-se que ha uma semelhanca entre as amostras
do género Macrosiphonia (M. petraea, M. velame e M. longiflora) e amostras
comercializadas nas cidades de Cuiaba e Rondondpolis, do estado de Mato Grosso, sendo
gue os dados de massas obtidos corroboraram com os resultados da analise de PCA, a qual
sugere que essas amostras comercializadas podem ter sido obtidas de espécies botanicas
similares as do género Macrosiphonia (item 5.2, Figura 18). As demais amostras
comercializadas nas cidades de Campo Grande, Corumbda, Dourados e Ponta Pora, no
estado de Mato Grosso do Sul, entretanto, ndo apresentam uma boa correlagdo de ions
moleculares e fragmentac¢des, demonstrando composi¢cdo quimica distinta em relagdo a
apresentada pelas espécies do género de Macrosiphonia. Esta observagdo corrobora,
também, com os dados obtidos na andlise multivariada (item 5.2, Figura 18), na qual se

evidencia que estas amostras provém de fontes botanicas diferentes.
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Tabela 7 — Dados de Massas obtidos para o extrato etandlico do espécime de Macrosiphonia petraea (Mp).

N° Rt (min) gﬁ;ggg Férmula m/z[M-H]" m/z[2M-H]" m/z [M+HCOOH-H]: m/z [M+CI-H]" MS/MS Fragmentacao
1 1,1 Ce-Cs CioH180s  341,1028 683,2134 387,1085 377,0797 191,0519;
191,0520; 179,0307;
2 1,2 Ce-Cs Cx3H1403  353,0806 707,1711 417,0980 173.0408
191,0521; 179,0304;
3 2,2 Ce-Cs Cs2H2007  515,1106 173.0418: 161,0208
, 469,2866; 443,3098;
4 19,0 Triterpeno C30H4g0s 487,3006 425,2996; 407,2903
5 20,4 Triterpeno C30H480s 487,3362
. 201,1097; 171,0992;
6 22,1 Alcool Graxo CigH3404  313,2347 165,0896
7 22,3 Triterpeno C30H480s 487,3363
‘ 297,2438; 201,1134;
8 24,6 Alcool Graxo CigH3s04  315,2505 171.1036
9 27,0 Alcool Graxo CigH303  295,2245 277,2116; 171,1008
10 27,9 Alcool Graxo  CigH3003 293,2087
11 29,9 A|COO| Graxo CisH3203 295,2253
12 30,2 Alcool Graxo CigHz:03  295,2248
13 39,5 Alcool Graxo  CigH3,0- 255,2306
14 40,4 Triterpeno CsoHasOs  471,3450 453,3310; 427,3593;
15 40,5 Alcool Graxo  CigH340- 281,2452
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Tabela 8 - Dados de Massas obtidos para a infuséo (extrato aquoso) do espécime de Macrosiphonia petraea (Mp).

N° Rt (min) g)i?;g;{g Formula m/z[M-H]" m/z[2M-H]" m/z[M+HCOOH-H]" m/z [M+CI-H] MS/MS Fragmentacgéo

1 9,9 C6-Cs CoHgO4 179,0349

2 13,3 Ce-Cs CyHgOs3 163,0382

3 31,5 Alcool Graxo  CigHz40s  329,2333 211,1328; 171,0999

4 35,7 Alcool Graxo  CigHz4Os  313,2381 201,1130; 185,0086; 171,0987
5 36,8 Alcool Graxo  CigH3sOs  315,2539 171,1024

Tabela 9 - Dados de Massas obtidos para o extrato etandlico do espécime de Macrosiphonia velame (Mv).

N° Rt (min) g(')";‘rfsgs‘ig Formula m/z[M-H]" m/z[2M-H m/z [M+HCOOH-H]: m/z [M+CI-H]" MS/MS Fragmentag&o
13,0  Alcool Graxo CisHaOs  329,2300 211,1316; 183,1357; 171,1005
15,3  Alcool Graxo CigH3,0s  327,2151
15,9  Alcool Graxo CisHasOs  329,2299 201,1108; 171,1005

18,1 Triterpeno C30H4806 503,3316

20,4 Triterpeno CzoH4gOs  487,3365

DA |W|IN|F

27,0 Alcool Graxo CigH303  295,2250 171,0995;

Tabela 10 - Dados de Massas obtidos para a infusédo (extrato aquoso) do espécime de Macrosiphonia velame (Mv).

N° Rt (min) g(')fnssggg Formula m/z[M-H m/z[2M-H] m/z [M+HCOOH-H]"  m/z [M+CI-H] MS/MS Fragmentag&o
1 314 Alcool Graxo CigHaOs  329,2343 211,1363; 183,1417; 171,0989
2 32,8  Alcool Graxo CisHaaOs  329,2341 201,1161; 171,1015
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Tabela 11 - Dados de Massas obtidos para o extrato etanélico do espécime de Macrosiphonia longiflora (Ml).

géﬁps)gsice) Formula m/z[M-H]" m/z[2M-H] m/z [M+HCOOH-H] m/z [M+CI-H] MS/MS Fragmentacao
1 17,9 Triterpeno C30H4806 503,3466
2 20,2 Triterpeno C30H480s5 487,3503
3 22,1 Triterpeno C30H4805 487,3524
4 28,3 Alcool Graxo ~ CigH300s ~ 293,2122

Tabela 12 - Dados de Massas obtidos para a infusédo (extrato aquoso) do espécime de Macrosiphonia longiflora (MI).

Classe de

N° Rt (min) Formula m/z [M-H]" m/z [2M-H]" m/z [M+HCOOH-H]" m/z [M+CI-H] MS/MS Fragmentagéao
composto

1 31,4 Alcool Graxo C18H3405 329,2333

2 32,8 Alcool Graxo C1gH3405 329,2333

Tabela 13 - Dados de Massas obtidos para o extrato etanélico da amostra comercializada na cidade de Cuiaba (CBA) (MT).

gcl)arf;gsolg Formula m/z[M-H]" m/z [2M-H]" m/z [M+HCOOH-H]" m/z [M+CI-H] MS/MS Fragmentac&o

1,0 Sucrose C12H22011  341,1098  683,2272 179,0556

N° Rt (min)

191,0563, 179,0365;

1,3 Cs-Cs CisH1s09  353,0892 173,0474: 161,0256
20,2 Triterpeno CaoH40s  487,3420

26,6  Alcool Graxo CigH303 295,2277 277,2088

26,8  Alcool Graxo CigH303 295,2278 277,2139; 171,1020

29,0  Alcool Graxo CigH34Os 297,2440

N|[ojoa|lh~lw] N |

40,3  Alcool Graxo CigHO. 281,2486
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Tabela 14 - Dados de Massas obtidos para a infuséo (extrato aquoso) da amostra comercializada na cidade de Cuiaba (CBA) (MT).

N° Rt (min) f('fr‘nssgs‘ice) m/iz[M-H  m/z[2M-H  m/z [M+HCOOH-H]'  m/z [M+CI-H]  MS/MS Fragmentagao
1 6,4 Ce-Cs C16H1809 353,0901
2 106 Ce-Cs CisH1sOs  353,0857
3 138 Ce-Ca CiH20010  371,0987

Tabela 15 - Dados de Massas obtidos para o extrato etanélico da amostra comercializada na cidade de Rondonépolis (ROO) (MT).

N° Rt (min) g(l)?:sgs(ig Formula m/z [M-H]" m/z [2M-H]" m/z [M+HCOOH-H]" m/z [M+CI-H]" MS/MS Fragmentacao
1,1 Ce-Cs CioH180s 341,1041 191,0533
1.3 Co-Cs CosHuOs  353,0831 191,0526, 179,0296;

173,0420; 161,0312

18,0 Triterpeno Cs30H4s0s 503,3334

20,3 Triterpeno  CsoH4sO0s  487,3376

22,0 Alcool Graxo CigH34O, 313,2352 201,1101

26,9 Alcool Graxo CigH304 295,2241

N|j[ojoa|lhlw] N |

40,5  Alcool Graxo CigH0, 281,2477

Tabela 16 - Dados de Massas obtidos para a infusdo (extrato aquoso) da amostra comercializada na cidade de Rondondpolis (ROO) (MT).

Classe de

N° Rt (min) Formula m/z[M-H]" m/z[2M-H] m/z [M+HCOOH-H] m/z [M+CI-H] MS/MS Fragmentacéo
composto

1 10,0 Ce-Cs CoHgO4 179,0323
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Tabela 17 - Dados de Massas obtidos para o extrato etanélico da amostra comercializada na cidade de Campo Grande (CGR) (MS).

N° Rt (min) géﬁps)gsice) Formula m/z[M-H]" m/z[2M-H] m/z [M+HCOOH-H] m/z [M+CI-H] MS/MS Fragmentacao
1 1,0 Sucrose C12H22011 341,1102 683,2291 387,1144

2 1,3 C6-Cs C16H1809 353,0887 191,0561

3 15 C6-Cs C17H2009 367,1044 173,0448; 191,0576
4 3,4 Ce-Cs CxsH24010 483,1317 173,0457; 163,0390
5 17,9 Triterpeno C30Has06 503,3383 549,3455

6 20,2 Triterpeno C30H480s5 487,3437

7 26,8 Alcool Graxo  CigH3203 295,2272 183,0133; 171,0986

Tabela 18 - Dados de Massas obtidos para a infuséo (extrato aquoso) da amostra comercializada na cidade de Campo Grande (CGR) (MS).

Classe de

N° Rt (min) cOmposto Formula © m/z[2M-H]" m/z [M+COOH-H]" m/z [M+CI-H] MS/MS Fragmentagéo

3 6,2 Cs-Cs C16H1809 353,0876 179,0337; 191,0612

8 10,5 Cs-Cs C16H1709 353,0878 707,1829 191,0565; 173,0444; 161.0229
16 14,4 Cs-Cs C17H2009 367,1033 193,0499; 173,0457

17 15,0 Cs-Cs C17H2009 367,1032 191,0562, 160,0213

Tabela 19 - Dados de Massas obtidos para o extrato etandlico da amostra comercializada na cidade de Corumbéa (CMB) (MS).

Classe de

N° Rt (min) COMpOsto Formula m/z[M-H]" m/z[2M-H]" m/z [M+HCOOH-H]" m/z [M+CI-H] MS/MS Fragmentagao
1 1,0 Sucrose Ci2H2011  341,1068 683,2209 387,1117

231,0261; 217,0123;
2 1,8 ND C24H2009 451,1016 189,0189
3 23,5 ND CisH2204  265,1471
D — N&o determinado
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Tabela 20 - Dados de Massas obtidos para a infuséo (extrato aquoso) da amostra comercializada na cidade de Corumba (CMB) (MS).

N° Rt (min) g)i?;g;{g Formula m/z[M-H]" m/z[2M-H]" m/z[M+HCOOH-H]" m/z [M+CI-H] MS/MS Fragmentacgéo

1 18,1 ND C21H22011  449,1127 285,0431; 178,9989; 150,0332
2 18,7 ND C21H22011  449,1126 285,0427; 179,0002

3 20,0 ND C1aH26016  449,1131 285,0431; 179,0014; 151,0110

ND — Nao determinado

Tabela 21 - Dados de Massas obtidos para o extrato etandlico da amostra comercializada na cidade de Dourados (DRS1) (MS).

Classe de

N° | Rt (min) cOmposto Formula m/z [M-H]" m/z[2M-H]" m/z [M+HCOOH-H]" m/z [M+CI-H] MS/MS Fragmentagéo
1 1,0 ND CioH1s0s 341,1016  683,2107 387,1016

9 14,2 ND Ci12H2809  315,1679

10 17,9 ND C26Hs54016  621,3306

11 211 ND C21H32010 443,1921

ND — N&o determinado

Tabela 22 - Dados de Massas obtidos para a infusé@o (extrato aquoso) da amostra comercializada na cidade de Dourados (DRS1) (MS).

N° Rt (min) gc')if;ggg Formula - miz[2M-H]  m/z [M+HCOOH-H*  m/z [M+CI-H]  MS/MS Fragmentagéo
1 42 ND CisHuO;  305,0649

> 72 ND CisHzOn 4471123

3 128 ND CioHzO1z  445,1346

4 141 ND CioHzO1z  445,1352

5 152 ND CoHxOn 4632173 509,2240

ND — Nao determinado
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Tabela 23 - Dados de Massas obtidos para o extrato etandlico da amostra comercializada na cidade de Dourados (DRS2) (MS).

N° Rt (min) Classe de Formula m/z[M-H" m/z[2M-H] m/z [M+HCOOH-H] m/z [M+CI-H] MS/MS Fragmentacgéo

composto
1 1,0 Sucrose C12H22011 341,1107 387,1165

ND — Nao determinado

Tabela 24 - Dados de Massas obtidos para a infuséo (extrato aquoso) da amostra comercializada na cidade de Dourados (DRS2) (MS).

Classe de

N° Rt (min) COMpOsto Formula m/z [M-H]"  m/z [2M-H] m/z [M+COOH-H] m/z [M+CI-H] MS/MS Fragmentagéo
1 12,8 ND C19H26012 445,1341

2 14,2 ND C19H26012 445,1329

3 15,2 ND C21H36011 463,2185 509,2240

4 15,5 ND C21H36011 463,2167 509,2230

5 20,6 ND C22H36011 475,2181

ND — Nao determinado

Tabela 25 - Dados de Massas obtidos para o extrato etandlico da amostra comercializada na cidade de Dourados (DRS3) (MS).

N° Rt (min) g(')";‘nssgsﬂg Formula m/z [M-H m/z [2M-H" m/z [M+HCOOH-H] m/z [M+Cl-H] MS/MS Fragmentag&o
1 10 ND  CiHigOs 341,1005 683,2093 387,1051
> 14 ND  CiHsxOw 509,2115 463,2097; 331, 1660;

161,0403

ND — Nao determinado
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Tabela 26 - Dados de Massas obtidos para a infuséo (extrato aquoso) da amostra comercializada na cidade de Dourados (DRS3) (MS).

N° Rt (min) gﬁ;ggg Formula m/z[M-H" m/z[2M-H] m/z [M+HCOOH-H] m/z [M+CI-H] MS/MS Fragmentacgéo
1 8,5 ND Ci5H1407 305,0684

2 8,9 ND Ci15H1406 289,0738

3 12,4 ND C15H1406 289,0724

4 14,8 ND Ci17H3009 377,1811

5 15,2 ND C21H36011 463,2185 509,2240

ND — Nao determinado

Tabela 27 - Dados de Massas obtidos para o extrato etandlico da amostra comercializada na cidade de Dourados (DSR4) (MS).

Classe de
composto

1 1,0 ND CioH180s 341,1008  683,2100 387,1056

N° Rt (min)

Formula m/z[M-H]" m/z [2M-H]" m/z [M+HCOOH-H]" m/z [M+CI-H] MS/MS Fragmentagéo

ND — Nao determinado

Tabela 28 — Dados de Massas obtidos para a infusdo (extrato aquoso) da amostra comercializada na cidade de Dourados (DRS4) (MS)

Rt (min) g(')?:sggg Formula m/z[M-H m/z[2M-H]  m/z [M+HCOOH-H"  m/z [M+CI-H]  MS/MS Fragmentac&o
1 4,2 ND CisHu0;  305,0667
2 8,6 ND CisHuuO;  305,0664
3 15,2 ND CuH:s01  463,2193 509,2258
5 206 ND CaHssO1 4752192

ND — Nao determinado
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Tabela 29 - Dados de Massas obtidos para o extrato etanélico da amostra comercializada na cidade de Ponta Pora (PPA) (MS).

N° Rt (min) gﬁ;ggg Formula m/z [M-H]" m/z [2M-H]" m/z [M+HCOOH-H]" m/z [M+CI-H] MS/MS Fragmentacao
1 1,0 Sucrose C12H2011  341,1063 387,1117

207,0270, 193,0061;
2 1,3 ND C23H1s0s  369,0784 190,9993; 163,0013
3 11,8 ND CxoH3204  443,2239
4 22,2 ND CisH3:04  313,2359

ND — Nao determinado

Tabela 30 - Dados de Massas obtidos para a infuséo (extrato aquoso) da amostra comercializada na cidade de Ponta Pora (PPA) (MS).

N° Rt (min) géi?sgs(ig Formula m/z[M-H" m/z[2M-H] m/z [M+HCOOH-H] m/z [M+CI-H] MS/MS Fragmentacgéo
1 4,0 ND C7HgO4 153,0173
2 7,7 ND C15H20010 359,1016
3 11,3 ND C29H2004 431,1270
4 12,0 ND C34H2609 577,1486
11 25,8 ND Cs1H3003 449,2085

ND — Nao determinado
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5.7 Avaliacao da Atividade Citotéxica in vivo sobre a microcrustaceo Artemia salina

O extrato etandlico de M. petraea apresentou uma potente atividade, apresentando
um valor de CLso=1,26 pg/mL. Os resultados obtidos com o extrato aquoso (infusdo) e fases
(hexanica, acetado de etila e hidrometanolica) de M. petraea e M. velame, assim como o
extrato etandlico de M. velame foram inconclusivos, sendo letal nas menores concentracfes

testadas, precisando assim ser reavaliado.

5.8 Avaliacdo da Atividade Citotoxica in vitro sobre a células neoplasicas

A atividade citotéxica do extrato aquoso (infuséo), etandlico e das fases oriundas da
particdo liquido-liquido do extrato etandlico (fases: hexanica (Hex), hidrometandlica
(MeOH/H20) e acetato de etila (AcOEt) foi avaliada pelo método SRB (sulforrodamina B),
sobre as seguintes linhagens: MCF-7 (ATCC-HTB-22, adenocarcinoma de mama), PC-3
(ATCC-CRL-1435, adenocarcinoma de préstata), 786-0 (ATCC-CRL-1932, adenocarcinoma
de rim), HT-29 (ATCC-HTB-38 adenocarcinoma de cdélon), UACC-62 (melanoma humano),
NCI/ADR-RES (adenocarcinoma de ovario resistente) e também foi utilizada uma linhagem
de células néo neoplasicas - NIH/3T3 (ATCC—CRL-1658, fibroblasto murino).

Tabela 31 - Valores de Glso (ug/mL) expressos em x + SD das amostras-teste da espécie
Macrosiphonia petraea (Apocynaceae)

Extrato e Linhagens de células
Fases
PC-3 786-0 HT-29 MCF-7 UACC-62 Nclgég R NIH/3T3

Ext. E{OH 31,74 56,98 49,30 53,47 68,95 229,02 17,41
o == +2,01 +0,79 +439 5096 +0,98 +5,88 +0,80
£5 Fase 5250 250  >250 34,59
gg mesen&  men mew ey e e T +1,10
s 2159 36,27 2357 31,21 30,06 27,41 2,36
Fase ACOEL  [)'og 1176 2290 4234  +150 +0.68 +0,01
Fase 4747 4768 77,66 53,87 31,28 239,02 15,00
MeOH/H-O +3,03 +0,27 +529  +0,37 +1,00 +6,94 +0.10
Doxorrubicing 024 0.07 0,30 0,12 0,29 2,99 0,54
A2 40,005 +0,01 +0,07  +0,04 +0,06 +0,40 +0,20

Para as analises dos resultados, considerou-se as amostras com Glso < 30 ug/mL
potencialmente ativas (ITARATH et al., 2004), ao passo que as amostras que apresentaram
Glso > 250 pg/mL foram consideradas inativas. Das amostras testadas apenas a fase
hexanica de M. petraea apresentou Glso > 250 pyg/mL (inativa), destacando-se, dentre as
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fracOes ativas, a fase acetato de etila, que apresentou Glsp < 30 ug/mL para as células
neoplasicas PC-3, HT-29 e NCI/ADR-RES. Ademais, todas as amostras apresentaram Glso
< 30 yg/mL frente a células ndo neoplasicas NIH/3T3, com excecdo da fase hexanica que
apresentou Glso de 34,59 ug/mL, demonstrando assim que mesmo que 0s extratos e fases
detenham forte potencial citotoxico para células neoplasicas, a ingestdo dos compostos
presentes na espécie de M. petraea podem ser nocivos a saude humana. A agéo citotoxica
para a fase acetato de etila possuiu, ainda, maior intensidade em relagdo ao extrato
etanodlico, o que possibilita a proposta de concentracdo dos compostos responsaveis por tal
atividade nesta fase. A investigacdo quimica da fase supracitada de M. petraea realizada
por nosso grupo de pesquisa (De Assis Junior et al., 2013) permitiu a deteccdo de
compostos das classes pregnano e alcool graxo, podendo-se, assim, supostamente atribuir
a citotoxicidade observada no presente trabalho a estes tipos de compostos, para 0s quais

ja foram citadas atividades citotéxicas (Jiang et al., 2008 e Bai et al., 2006)

5.9 Avaliacdo da Atividade Genotoxica

No ensaio SMART, a toxicidade dos extratos (aquoso (infusédo) e etandlico) e das
fases (hexanica, hidrometandlica e acetato de etila) foi determinada em funcdo do aumento
da porcentagem de larvas tratadas que ndo atingiram o estagio adulto, quando comparada
com o controle. O extrato aquoso foi toxico na concentracdo de 5mg/mL, o extrato etandlico
e as fases hexanica e hidrometandlica foram toxicos em concentragfes acima de 1,0 mg/mL

e a fase acetato de etila foi toxica em todas as concentracdes avaliadas.

As doses selecionadas para o0 estudo de genotoxicidade apresentaram uma taxa de
mortalidade menor do que 30% dos individuos, quando comparada com o controle. A
avaliacdo da genotoxicidade foi realizada por meio dos descendentes resultantes dos
cruzamentos padréo (ST) e de alta bioativagdo (HB), os quais foram tratados cronicamente
com trés diferentes concentragfes do extrato aquoso (EAQ) e etandlico (EEOH) e as fases

hidrometandlica (FM), hexanica (FH), acetato de etila (FAE).

A Tabela 32 mostra a frequéncia de formacdo de clone nos descendentes do
cruzamento ST, os quais apresentam niveis basais do citocromo P-450 (CYP6A2), observa-
se que o EAq na concentragdo de 2,5mg/mL aumentou a frequéncia de formacdo de
clones, estatisticamente significativo quando comparado com o controle, apresentadando

atividade genotoxica.
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Resultado similar foi obtido com o extrato etandlico (EEOH), cujas frequéncias de
formacgédo de clones variaram de 1,64 a 2,56, diferindo estatiscamente da obtida no controle
0,92. Para a fase hidrometandlica, somente a concentracdo de 1,0 mg/mL, aumentou a
formacdo de clones, diferindo estatisticamente do obtido no controle. Todas as
concentracdes avaliadas da fase hexénica, induziram a formacdo de clones, cujas
frequéncias variaram de 1,74 a 1,95, diferindo estisticamente do controle (0,92),
apresentando atividade genotodxica.
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Tabela 32 - Resumo dos resultados obtidos com os descendentes trans-heterozigética marcados (MH) de D. melanogaster derivado do padrao
(ST) transversal apds tratamento cronico com larvas de extracto aquoso (EAq), extracto de etanol (EEtOH), fase metandlica (fMet), hexano
(FHEX) e acetato de etilo (AcOH), obtido de Macrossiphonia petraea.

Spots per fly (number of spots) statistical diagnosis 2 Frequency of

Get?g;¥ﬁqisnt2nd lf\lli'eosf Small single Large single Twin spots Total spots Svf/)ict)rtf clone formation /10°
spots (1-2 spots (>2 cells per cell
(mg/mL) (N) pcells()b I?:ells§b mwh clone* divliosion
m=2 m=5 m=5 m=2 (n) (n/NC)¢
mwh/flr® F N° D F N° D F N° D F N° D Observed
Control 20 0,20 (08) 0,05 (01) 0,00 (00) 0,45 (9 9 0,92
BaP 20 0,65 (13) i 0,05 (01) i 0,00 (00) 0,70 (14) i 14 1,43
DXR 20 3,20 (64 + 225 (45 + 3,30 (66) + 8,75 (175) + 173 17,72
EAqQ [1,25] 20 0,70 (14 i 0,0 (02 i 0,00 (0O) i 0,80 (16) i 16 1,64
EAqQ [2,50] 20 0,75 (15) i 005 (1) i 005 (01) i 0,35 (17) + 17 1,74
EAq [5,0] *
EEtOH [0,25] 20 0,80 (16) i 0,0 (02 i 0,10 (02) i 100 (200 + 20 2,04
EEtOH [0,50] 20 0,60 (12) i 0,0 (02 i 0,10 (02) i 0,80 (16) i 16 1,64
EEtOH [1,0] 20 1,00 (20) i 0,0 (02) i 0,15 (03) i 125 (25) + 25 2,56
FMet [0,25] 20 0,15 (03) - 0,0 (02) i 0,00 (0O) - 0,38 (05) - 05 0,51
FMet [0,50] 20 0,65 (13) i 0,00 OOy i 005 (01 i 0,70 (14 i 14 1,43
FMet [1,0] 20 0,70 (14 i 0,0 (02 i 005 (01) i 085 (17) + 17 1,74
FHex [0,25] 20 0,60 (12) i 025 (05 i 0,00 (0O) i 0,85 (17) + 17 1,74
FHex [0,50] 20 080 (1) + 0,10 (02 i 005 (01) i 095 (19 + 19 1,95
FHex [1,0] 20 0,75 (15) i 0,45 (03) i 005 (01) i 095 (19 + 19 1,95
ActOH [0,25] *
ActOH [0,50] *
ActOH [1,0] *

a diagnésticos estatisticos de acordo com Frei e Wiirgler (1988): U-teste, frente e verso; niveis de probabilidade: -, negativo; +, Positivo; i, inconclusivos; p < 0,05 vs controle; ® Including raros
pontos individuais flr3; ¢ Considerando clones MWh de MWh Unico e pontos individuais; ¢ Frequéncia de formacao de clones: clone / moscas / 48.800 células (sem corre¢do de tamanho).
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Nos descendentes do cruzamento HB, tratados com EAq, verifica-se que a
frequéncia de formacdo de clones variou de 4,61 a 7,48 com prevaléncia de manchas
simples pequena, enquanto que a obtida no controle foi de 1,33. Resultado similar foi obtido
com o EEOH, a frequéncia de formacdo de clones variou de 6,25 a 8,81, estatisticamente
diferente do observado no controle. A maior frequéncia de formacéo de clones observada
nos grupos tratados com a fase hidrometandlica (FM) foi 2,46 e para a hexéanica (FH) 2,76,
todas as concentracGes avaliadas induziram um aumento estatisticamente significativo de

mutacdes (Tabela 33).

Verifica-se que do total de manchas mutantes ocasionadas pelo EAq e EEOH, FM e
FH, a maioria é classificada como simples e pequena, de acordo com Graf et al (1984), o
namero total de manchas mutantes fornece dados quantitativos sobre a atividade genotoéxica
do extrato e/ou composto, o tipo de mancha pode revelar quais foram as diferentes lesbes
envolvidas na origem dos clones. Manchas mutantes simples (pequenas ou grandes),
expressando o fenétipo flr®* ou mwh, indicam a ocorréncia de mutagdes pontuais, alteracées
cromossdmicas e recombinacdo mitdtica. Entretanto, manchas gémeas, formadas por

células adjacentes flr* ou mwh, s&o originadas exclusivamente por recombinacao.

Os resultados observados nos descendentes dos cruzamentos ST e HB, indicaram
que houve um aumento estatisticamente significativo na frequéncia de formacao de clones
quando comparado com o controle, para todos os extratos e fases avaliados. No entanto,
individuos resultantes do cruzamento HB, os quais apresentam altos niveis de citocromo P-
450, enzimas de metabolizagdo, tratados com EAq e EEtOH apresentaram uma frequéncia
de formacdo de clones trés vezes mais elevada do que a observada em individuos ST.
Estes dados sugerem que nas condicfes experimentais descritas, 0s constituintes quimicos

presentes nos extratos, se tornam mais genotoxicos apds a metabolizacao.

Ademais, duas classes de compostos, que foram obtidas de uma espécie de M.
petreae, durante projeto de mestrado realizado por nosso grupo de pesquisa (De Assis
Junior et al., 2013) estdo sendo avaliados frente a atividade genotdxicas, 0s pregnhanos,
Neridienano A e Cybisterol (Figura 47, composto 1 e 2, respectivamente) e o um alcool,
graxo acido 5-hidroxi-octadeca-6(E),8(Z)-dienoico (Figura 47, composto 3). Ambas as
classes, até o presente momento apresentam atividade genotdxica tando para o cruzamento
ST como para o HB, demonstrando assim serem compostos que possuem atividade
genotoxica e podem ser 0s responsaveis pela atividade observada nos extratos e fases

estudadas.
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Tabela 33 - Resumo dos resultados obtidos com os descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) de Drosophila melanogaster derivada da
descendéncia do cruzamento de alta bioativacdo (HB) apds o tratamento crbnico de larvas com extrato aquoso (EAQ), extrato de etanol
(EEtOH), fase metandlica ( fMet), hexano (FHEX) e acetato de etilo (AcOH), obtido de Macrossiphonia petraea.

Spots per fly (humber of spots) statistical diagnosis 2 Frequency of
Genotypes and treatments llgll.i:; Small single Large single Twin spots Total spots Sp_o:]s clone formation/10°
wit
b b clone cells per cell
(mg/mL) (N) spots (1-2 cells)® spots (>2 cells) mwhe division
m=2 m=5 m=5 m = (n) (n/NC)®
mwh/flr® F N° D F N° D F N D F N° D Observado
Control 20 0,60 (12) 0,05 (01) 0,00 (00) 0,65 (13) 13 1,33
BaP 20 1,40 (28) + 0,10 (02) - 0,10 (02) - 160 (32) + 32 3,27
DXR 20 3,90 (78) + 195 (399 + 340 (68) + 9,25 (185 + 183 18,95
EAq [1,25] 20 2,70 (59 + 025 (05 + 0,00 (00) i 295 (59 + 59 6,04
EAq [2,50] 20 3,10 (62) + 050 (100 + 0,05 (01) i 3,65 (73) + 73 7,48
EAq [5,0] 20* 1,00 (40) [ 0,20 (04 i 005 (01) i 225 (45 + 45 4,61
EEtOH [0,25] 20 3,15 (63) + 060 (129 + 0,0 (02) i 3,85 (77) + 77 7,88
EEtOH [0,50] 20 3,35 (67) + 09 (199 + 0,00 (00) i 4,30 (86) + 86 8,81
EEtOH [1,0] 20* 2,45 (49) + 055 (11) + 0,05 (01) i 3,05 (B1) + 61 6,25
FMet [0,25] 20 1,10 (22 + 0,10 (02) i 0,00 (0O) i 1,20 (24) + 24 2,46
FMet [0,50] 20 0,85 (17) [ 0,15 (03) i 0,0 (02) i 1,10 (22) + 22 2,25
FMet [1,0] 20 1,00 (20) + 0,05 (01) i 0,00 (0O) i 1,05 (21) + 21 2,15
FHex [0,25] 20 0,60 (12 [ 0,05 (01) i 0,00 (0O) i 0,65 (13) i 13 1,33
FHex [0,50] 20 0,90 (18) [ 0,15 (03) i 0,0 (02) i 1,15 (23) + 23 2,35
FHex [1,0] 20 1,15 (23) + 0,10 (02) i 0,10 (02) i 135 (27) + 27 2,76
AcOEL[0,25] *
AcOEt [0,50] *
AcOEt [1,0] *

a diagndsticos estatisticos de acordo com Frei e Wiirgler (1988): U-teste, frente e verso; niveis de probabilidade: -, negativo; +, Positivo; i, inconclusivos; p < 0,05 vs controle; ° Including raros pontos
individuais flr3; ¢ Considerando clones MWh de MWh Gnico e pontos individuais; ¢ Frequéncia de formag&o de clones: clone / moscas / 48.800 células (sem corregdo de tamanho).
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5.10 Quimiossistematica e Prospeccdo: Pregnanos e Triterpenos na Familia
Apocynaceae

Para demonstrar a distribuicdo da producdo dos compostos do tipo pregnano e
triterpenos na familia Apocynaceae uma adicdo no cladograma disposto no artigo de
Agrawal. et al.,, (2011) foi realizada com o interesse de promover uma comparacao
filogenética entre os géneros nos quais ha relatos de producéo de triterpenos e pregnanos,
e géneros que ndo constam relatos da producao desses compostos (Figura 51).

Géneros da familia Apocynaceae que apresentam descricdo de obtencdo de compostos

triterpenos em alguma espécie dentro dos géneros:

Amalocalyx; Amsonia; Apocynum; Catharanthus; Cerbera; Melodinus;
Trachelospermum; Vinca; Dischidia; Ecdysanthera; Echites; Funtumia; Pergularia;
Pleiocarpa; Rauvolfia; Rhazya; Beaumontia; Marsdenia; Cynanchum; Dipladenia;
Holarrhena; Asclepias; Gymnema; Alstonia; Alyxia; Aspidosperma; Calotropis;
Carissa; Himatanthus; Ichnocarpus; Mandevilla;  Macrosiphonia;  Mucoa;
Parahancornia; Peltastes; Periploca; Tabernaemontana; Thevetia; Nerium; Plumeria;
Wrightia

Géneros da familia Apocynaceae para os quais ha relatos sobre a ocorréncia de

obtencéo de compostos pregnanos em alguma espécie dentro do género.

Apocynum; Holarrhena; Macrosiphonia; Asclepias; Calotropis; Ceropegia;
Cryptolepis; Epigynum; Hoya; Leptadenia; Mandevilla; Marsdenia; Pachypodium;
Pergularia; Periploca; Stapelia; Trachelospermum; Vincetoxicum; Nerium; Gymnena;
Wrightia; Telosma.
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Figura 51: Cladograma de Agrawal. et al., (2011), onde foi realizada a adicdo de distribuicdo de
ocorréncia de triterpenos e pregnanos em géneros de Apocynaceae. Coloracfes, vermelha e preta
caracterizam alcaloides e cardenolideos, respectivamente (original), coloracdo azul e amarelo
inserido demonstram a ocorréncia de pregnanos e triterpenos, respectivamente.
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Observacfes realizadas com a adicdo das informacdes inseridas no cladograma de
Agrawal. et al., 2011, sobre a classe dos triterpenos, demonstra que ndo ha influéncia de
filogenia que discrimine a producdo dessa classe de compostos dentro dos géneros da
familia Apocynaceae, visto que 0 a presenca desta classe, e também dos alcaloides, sdo
tracos primitivos. Sua ocorréncia é observada desde espécies mais primitivas as espécies
mais recentes, demonstrando que esses tipos de compostos estdo presentes desde as
primeiras especiagdes e diferenciagbes das espécies, dentro desta familia. De modo similar.
Esse fato nos conduz a propor que a ocorréncia de triterpenos pode ser observada e
distribuida por todos os géneros da familia Apocynaceae.

Para os compostos da classe dos pregnanos, baseado na interpretacao realizada no
cladograma de Agrawal et al., 2011. Podemos aferir pela distribuicdo de filogenia que, a
ocorréncia de pregnanos nos géneros da familia Apocynaceae apresenta um ponto de
diferenciagdo, onde ocorre a especiagdo entre os géneros Wrightia e Carissa, visto que
abaixo do género Carissa, no cladograma (Figura 51), ndo ha descricdo de ocorréncia de
compostos do tipo pregnano, e que acima do género Wrightia € observado a ocorréncia
dessa classe de composto.

Apresentando maior distribuicio em géneros que estdo na parte superior
cladograma, onde se encontram também as espécies mais recentes, o que pode conduzir a
interpretacdo de que a via de biossintese dos pregnanos pode ser mais recente que as
demais rotas presentes em géneros da familia Apocynaceae e analisadas através do
cladograma de Agrawal et al.,, 2011. E também podemos sustentar, até o presente
momento, que a ocorréncia dos pregnanos na familia Apocynaceae da-se pelas
especiacdes e diferenciacdes filogenéticas entre os géneros.

E somando-se informagbes, ainda, do banco de dados tropicos.org sobre a
densidade de distribuicdo de espécimes vegetais, e ao realizar uma organizagao por
sobreposi¢cdo dos mapas de densidade de distribuicdo de espécies por género (Figura 52 e
53), foi possivel promover comparacdes entre a filogenia e a geografia de distribuicdo de
espécimes produtores dessas duas classes de metabolitos: pregnanos e triterpenos;
contribuindo assim, para uma quimiossistematica baseada na filogenia e geoquimica dessa
grande familia.

Sendo assim, através de levantamento bibliogréafico, utilizando o site do tropicos.org
e trabalhos publicados nas literaturas (Tabela 34 e Tabela 35), fizemos uma relagcédo que
conduz a prospeccao de pregnanos e triterpenos, através da andlise da distribuicdo global

das espécies dos géneros da familia Apocynaceae.
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Tabela 34 - Distribuicdo de espécimes estudados que apresentam os compostos da classe

dos pregnanos.

Espécie
Adenium obesum

Ocorréncia
Tailandia, Filipinas

REEIGEINEES
Nakamura et al., (2000)

Amalocalyx yunnanensis

China

Ying-Jie et al., (1992)

Apocynum venetum Japao Abe et al., (1987)
Asclepias incarnata Estados Unidos Warashima e Noro (2000)
Calotropis procera Egito Ibrahim et al., (2015)
Ceropegia fusca Ilhas Canarias Garcia et al., (2011)
Cryptolepis obtusa Mocambique Paulo e Houghton (2003)
Desmidorchis flava Oman (OM) Raees et al., (2015)
Ecdysanthera rosea China Song et al., (2014)
Epigynum auritum China Cao et al., (2005)
Gomphocarpus fruticosus  Egito Marzouk et al., (2015)
Gymnema alternifolium Taipei, Taiwan Yoshikawa et al., (1998),
Gymnema griffithii Tailandia Srisurichan et al., (2014)
Hoya carnosa Japao Abe et al., (1999)
Leptadenia pyrotechnica Mali Cioffi et al., (2006)
Leptadenia reticulata india Srivastav et al., (1994)
Macrosiphonia petraea Brasil (MS) De Assis Jr et al., (2013)
Macrosiphonia velame Brasil (MT) Ribeiro et al., (2010)
Mandevilla illustre Brasil (MG) Bento et al., (1996)
Mandevilla velutina Brasil Yunes et al., (1993)
Marsdenia roylei india Gupta et al., (2003)
Marsdenia tenacissima China Deng et al., (2005)

Marsdenia tomentosa

Japao (Fukuaka)

Abe et al., (1999)

Parabarium huaitingii

Guangxi, China (AS)

Lei etal., (2011)

Pentalinon andrieuxii

Campeche, México (AN)

Yam-Puc et al., (2012)

Pergularia pallida

india

Khare et al., (1986)

Periploca graeca Italia Siciliano et al., (2005)
Periploca sepium China Wang et al . (2011)
Stapelia variegata Egito El Sayed et al., (1995)
Telosma procumbens Vietnd Huan et al., (2001)

Trachelospernum
asiaticum

Japao (Fukuaka)

Abe e Yamauchi (1981)

Vincetoxicum hirundinaria

Franca

Lavault et al., (1999)

Wrightia javanica

Tailandia

Kawamoto et al., (2003)
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Figura 52: a. Densidade de distribuicdo total de espécies dos géneros da familia Apocynaceae que
apresentaram algum relato de ocorréncia de compostos do tipo pregnano, mapas retirados do banco
de dados tropicos.org e realizado a sobreposicdo. Distribuicdo de espécimes de géneros da familia
Apocynaceae que apresentaram relatos da literatura da obtencdo de compostos do tipo pregnano
(Tabela 34), mapa retirado do banco de dados trépicos.org e informacdes de distribuicdo por pontos
inseridos pelo autor.
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Tabela 35 - Distribuicdo de espécimes estudados que apresentam os compostos da classe

triterpenos
Espécie Ocorréncia Referéncias
Adenium obesum Nigéria Tijani et al., (2012)
Alstonia scholaris india Sultana et al., (2010)
Paquistdo Sultana et al., (2013)
Amsonia grandiflora Estados Unidos Wahyuono et al., (1987)
Aspidosperma illustre Brasil (ES) Barbosa et al., (2010)
Aspidosperma nitidum Brasil (AM) Pereira et al., (2006)
Caralluma russeliana Arabia Saudita Abdel-Mogib et al., (2013)
Carissa carandas Paquistdo Siddiqui et al., (2004)
Carissa spinarum india Chanda et al., (2014)
Cynanchum hancockianum Mongdlia Lou et al., (1991)
Cynanchum paniculatum China Niu et al., (2015)
Dischidia formosana Taiwan Chen et al., (1993)

Finlaysonia obovata

Orissa (india)

Mishra et al., (2012)

Gymnema sylvestre

China

Ye et al., (2000)

india Zarrelli et al., (2013)
Himatanthus drasticus Brasil Lucetti et al., (2010)
Himatanthus sucuuba Brasil Silva et al., (1998)

Peru Wood et al., (2001)
Holarrhena curtisii Tailandia Srisurichan et al., (2015)
Ichnocarpus frutescens india Singh et al., (2014)
Laseguea erecta Brasil Carvalho et al., (2006)
Leptadenia pyrotechnica Paquistao Noor et al., (1993)
Mandevilla guanabarica Brasil (RJ)
Mandevilla moricandiana __ Brasil (RJ) Zoratetal., (2011)
Marsdenia callosa México Maldonado et al., (2013)
Marsdenia globifera China Qiu et al., (1993)

Mucoa duckei

Brasil (Amazénia)

Galotta et al., (2012)

Nerium oleander

Japao

Zhao et al., (2007)

Paquistéo Begun et al., (1997)
Pachypodium lamerei Madagascar El-Kashef et al., (2014)
Parahancornia amapa Brasil (AP) Sobrinho et al., (1991)
Parsonsia straminea Australia Griffin et al., (1971)
Peltastes peltatus Brasil Humberto et al., (2004)
Pergularia tomentosa Argélia Babaamer et al., (2012)
Periploca aphylla Paquistao Mustafa et al., (2000)
Pleiocarpa pycnantha Nigéria Omoyeni et al., (2015)
Plumeriainodora Venezuela Grignon-Duboais et al., (2007)
Plumeria obtusa Paquistéo g:gg:gﬂ: 2: Z: 8882
Plumeria rubra Paquistdo Akhtar et al., (1993)
Rauvolfia vomitoria Camardes Fannang et al., (2011)
Rhazya stricta Paquistao Sultana et al., (2010)
Tabernaemontana hilariana Brasil (SP) Cardoso et al., (1998)
Thevetia neriifolia Paquistdo Begum et al., (1993)
Trachelospernum Japdo Abe & Yamauchi et al.,

asiaticum

(1987)
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Figura 53: a. Densidade de distribuicdo total de espécies dos géneros da familia Apocynaceae que
apresentaram algum relato de ocorréncia de compostos do tipo triterpénicos, mapa retirado do banco
de dados tropicos.org e realizado a sobreposic¢éo. b. Distribuicdo de espécimes de géneros da familia
Apocynaceae que apresentaram relatos na literatura da obtencdo de compostos do tipo triterpenos
(Anexo 2, Tabela 35), mapa retirado do banco de dados tropicos.org e informacdes de distribuicdo
por pontos inseridos pelo autor.
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Espera-se que géneros proximos em uma arvore filogenética apresentem grupos de
classes de metabdlitos semelhantes, o que é deveras verdadeiro e observado na literatura,
por vezes espécies de um mesmo género ndo demonstram tal comportamento e isso pode
ocorrer devido a regido em que se encontram os espécimes em comparagao, gerando assim
uma geoquimica que contribui para a quimiossisteméatica das familias botanicas.

Pela andlise geografica das espécies observou-se que a ocorréncia das duas classes
de compostos ocorre, até o momento pelos dados ja publicados, em regides de clima
tropical, como o sul da China, india, Paquistdo e Brasil, de onde se obteve os maiores
relatos de ocorréncia de espécimes, estudados quimicamente, e que, apresentam as
classes dos pregnanos e/ou triterpenos. Essa andalise nos permite aferir que, a producéo
desses metabdlitos pode ter sua prospeccdo dirigida em termos de filogenia, como
observado para os pregnanos, que apresentam ser uma rota de biossintese mais recente, e
por ordem de distribuicdo geografica, tendo sua principal ocorréncia em climas tropicais.

Ademais, ndo se pode afirmar o fato de que, através dos estudos fitoquimicos
realizados com as espécies de um género, que este ndo tem a rota de biossintese da
producdo de pregnanos ou triterpenos, ou qualquer classe de metabdlitos, pois varios
fatores podem influenciar no bloqueio ou desbloqueio de uma rota de biossintese.
Pesquisas devem ser relacionadas para a afirmacgéo correta de ocorréncias de pregnanos e
triterpenos, e outras classes de metabdlitos, nos géneros da familia Apocynaceae ou
gualquer outra familia, citando dois aspectos que podem contribuir para essa afirmacgéo, os
estudos fitoquimicos completos e estudos de gendmica das espécies.

A priori, os estudos fitoquimicos, os quais tém como interesse a busca de compostos
oriundos de plantas, por muitas vezes conduzem a identificagdo de compostos majoritarios
presentes em extratos, levando a perda de informacgéo sobre a variedade e complexidade de
constituintes. Neste sentido, o estudo fitoquimico detalhado ndo apenas enriquece a
descri¢cdo da composi¢ao e potencial de cada planta para a produ¢éo dos metabdlitos como
também contribui amplamente com a quimiossistematica.

Segundo, através da abordagem gendmica, utilizada para estudos de biossintese de
metabolitos e do mapeamento da ocorréncia dos genes codificadores de enzimas que
conduzem a producdo dos metabolitos de interesse, pode-se determinar se ha presenca de
uma determinada via metabdlica no espécime vegetal. Sendo assim, mesmo n&o
apresentando os metabdlitos, derivados das rotas estudadas, pode-se afirmar que em algum
momento essa transcricdo foi observada e que foi adquirida de espécime ascendente e

pode ser transferida para descendentes.
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6 Conclusao

O estudo fitoquimico das raizes de espécimes de Macrosiphonia petraea e
Macrosiphonia velame ocorrentes no estado de Mato Grosso do Sul promoveu a obtencéo
de compostos do tipo triterpeno, os quais se destacam por seu reconhecido potencial anti-
inflamatorio. Tendo em vista a indicacdo popular de uso destas plantas para tratamento de
inflamacdes, a ocorréncia de compostos triterpénicos pode sustentar a veracidade desta
aplicacdo medicinal. O presente trabalho envolve, ainda, o primeiro estudo quimico

realizado com M. velame.

A analise comparativa dos constituintes principais ou majoritarios (PCA) de exemplares
coletados de M. petraea, M. velame e M. longiflora, e amostras vendidas sob os nomes
Velame e/ou Velame Branco demonstrou uma 6tima correlacdo entre os espécimes de M.
velame e M. longiflora e amostras comercializadas no estado de Mato Grosso, podendo-se
aferir que as raizes adquiridas comercialmente nesta localidade provém de individuos de
fontes botanicas similares as plantas coletadas supracitadas; as amostras obtidas no estado
de Mato Grosso do Sul, entretanto, ndo apresentaram similaridade quimica com M. velame,
M. longiflora ou M. petraea, determinando-se, assim, que 0s materiais comercializados no
estado de Mato Grosso do Sul ndo se tratam de individuos de nenhuma destas espécies.
Dados obtidos por espectrometria de Massas sustentaram, ainda, as observacdes
promovidas pelas analises multivariadas e evidenciaram a possibilidade de ocorréncia em
espécies de Macrosiphonia de compostos triterpénicos e derivados de alcoois graxos e

derivados fenilpropaoides (Ce-Cs).

Os resultados obtidos para a inibicdo do crescimento de linhagens de células
neoplasicas pelo extrato etandlico e fases de M. petraea demonstraram que, das amostras
testadas, a fase acetato de etila foi a mais ativa, apresentando moderada atividade
antiproliferativa (com valores de Glso compreendidos entre 21,59 e 36,27 yg/mL). Todas as
amostras, exceto a fase hexanica, apresentaram Glso inferior a 30 uyg/mL sobre células néo
neoplésicas (NIH/3T3), podendo ser consideradas citotoxicas para este tipo de célula, o que
corrobora com o0s resultados obtidos nos ensaios de atividade genotdxica sobre a
Drosophila melanogaster, os quais indicaram a natureza prejudicial do extrato etandlico e

infusdo de M. petraea em altas concentracdes, antes e ap0s sua metabolizagéo.

A andlise quimiossistematica da familia Apocynaceae sob a Otica de ocorréncia de
pregnanos e triterpenos demonstrou que compostos do tipo pregnano Sdo expressos nos

géneros mais recentes desta familia, enquanto que compostos triterpénicos apresentam
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distribuicdo por toda esta. Ademais, sendo os compostos das classes dos cardenolideos
responsaveis por atividades genotoxicas e citotoxicas, bem como pregnanos, conforme
observado neste trabalho, pode-se sustentar que espécies pertencentes aos géneros que
apresentam estes tipos de compostos ou géneros filogeneticamente proximos a estes
possuem grande probabilidade de deterem propriedades citotoxicas e genotdxicas.
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Anexo 1

Espectros de RMN de H (300 MHz, CDCl;) das amostras utilizados para a realizagdo
da analise dos componentes principais (PCA). Amostras Mp — M. petraea (coletada), Mv —
M. velame (coletada), MI — M. longiflora, CBA — amostra compradas em Cuiaba (MT), ROO
— amostras de Rondonépolis (MT), CGR — amostras compradas em Campo Grande (MS),
CMB - amostra compradas em Corumba (MS) e PPA — amostra compradas em Ponta Pora
(MS) e DRS1, DRS2, DRS3 e DRS4 — amostras compradas em Dourados.

Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Points Count 32768

Pulse Sequence zqg Solvent CDCls Original Points Count 32768

Acquisition Time (sec) 9.8042 Number Scans 128 Receiver Gain 128

SW (cyclical) (Hz) 334225 TD 65536 Temperatura (°C) 27
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_J e
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Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Points Count 32768

Pulse Sequence zg Solvent CDCls Original Points Count 32768

Acquisition Time (sec) 9.8042 Number Scans 128 Receiver Gain 128
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Mv1

_ ram
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ppm (t1)
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Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Points Count 32768

Pulse Sequence zg Solvent CDCls Original Points Count 32768
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7.00 6.50 6.00 5.50
ppm (t1}

CMB2

S

el

LA LN L L I B
5.00 4.50 4.00 3.50 3.00 2.50 2.00 1.50 1.00 0.50 0.00

—

7.00 6.50 6.00 5.50
ppm (t1}

CMB3

R

N

LA LN L L I B
5.00 4.50 4.00 3.50 3.00 2.50 2.00 1.50 1.00 0.50 0.00

7.00 6.50 6.00 5.50
ppm (1)

LI L L L I L B I
5.00 450 4.00 350 3.00 250 2.00 1.50 1.00 0.50 0.00
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Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Points Count 32768

Pulse Sequence zg Solvent CDCls Original Points Count 32768

Acquisition Time (sec) 9.8042 Number Scans 128 Receiver Gain 128

SW (cyclical) (Hz) 3342.25 TD 65536 Temperatura (°C) 27
DRS1a

=
:

I

7.00 6.50 6.00 5.50 5.00 4.50 4.00 3.50 3.00 2.50 2.00 1.50 1.00 0.50 0.00
ppm (t1)

DRS1b

L)

7.00 6.50 6.00 5.50 5.00 450 4.00 3.50 3.00 2,50 2,00 150 1.00 0.50 0.00
ppm (t1)

:

DRS1c

. |

7.00 6.50 6.00 5.50 5.00 450 4.00 3.50 3.00 2,50 2,00 150 1.00 0.50 0.00
ppm (t1)

:

DRS2a

S

Il -~
|IIIIIIIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIIIIIIII|IIII|IIII|IIII|IIII|II

7.00 6.50 6.00 5.50 5.00 450 4.00 3.50 3.00 2.50 2.00 1.50 1.00 0.50 0.00
ppm (1)

DRS2b

. b

7.00 6.50 6.00 550 5.00 450 4.00 350 3.00 250 2.00 1.50 1.00 0.50 0.00
ppm (t1)

:

DRS2c

] o

7.00 6.50 6.00 5.50 5.00 450 400 350 3.00 250 2.00 1.50 1.00 0.50 0.00
ppm (t1)

-
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Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Points Count 32768

Pulse Sequence zg Solvent CDCls Original Points Count 32768

Acquisition Time (sec) 9.8042 Number Scans 128 Receiver Gain 128

SW (cyclical) (Hz) 3342.25 TD 65536 Temperatura (°C) 27
DRS3a

7.50 7.00 6.50 6.00

ppm (t1)

h_JLDRssb

5.50 5.00

P S

450 4.00 350

S

3.00

2.00 1.50 1.00 0.50

0.00

:

7.50 7.00 6.50 6.00

ppm (t1)

DRS3c

550 5.00

450 4.00 350

M

3.00

2.00 1.50 1.00 0.50

0.00

%

7.50 7.00 6.50 £.00 5.50 5.00
ppm (11}
DRS4a
e Y

450 4.00 3.50

3.00

2.00 1.50 1.00 0.50

0.00

%

7.00 6.50 6.00 2.00 150 1.00 0.50

ppm (t1)

DRS4b

550

5.00

450 4.00 350

o

.00

250

:

7.00 6.50 6.00 2.00 150 1.00 0.50

ppm (t1)

lDRSAC

550

5.00

450 4.00 350

.00

250

7.00 6.50 6.00 2.00 1.50 1.00 0.50

ppm (t1)

5.50

5.00

450 4.00 350

2.00

250
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Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Points Count 32768
Pulse Sequence zg Solvent CDCls Original Points Count 32768
Acquisition Time (sec) 9.8042 Number Scans 128 Receiver Gain 128
SW (cyclical) (Hz) 334225 TD 65536 Temperatura (°C) 27
I\ .
I|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|II
7.50 7.00 6.50 6.00 5.50 5.00 450 4.00 350 3.00 250 2.00 1.50 1.00 0.50 0.00
ppm (t1)
PPA2b
A e L u’/\‘Jk\‘/\—Ai
I|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|II
7.50 7.00 6.50 6.00 5.50 5.00 450 4.00 350 3.00 250 2.00 1.50 1.00 0.50 0.00
ppm (t1)
L, P s
I|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|II
7.50 7.00 6.50 6.00 5.50 5.00 450 4.00 350 3.00 250 2.00 1.50 1.00 0.50 0.00
ppm (t1)
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Anexo 2

Espectros de RMN de H (300 MHz, CDCl;) das amostras utilizados para a realizagdo
da analise dos componentes principais (PCA). Amostras Mp — M. petraea (coletada), Mv —
M. velame (coletada), MI — M. longiflora, CBA — amostra compradas em Cuiaba (MT), ROO
— amostras de Rondonépolis (MT), CGR — amostras compradas em Campo Grande (MS),
CMB - amostra compradas em Corumba (MS) e PPA — amostra compradas em Ponta Pora
(MS) e DRS1, DRS2, DRS3 e DRS4 — amostras compradas em Dourados.

Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Points Count 32768
Pulse Sequence zg Solvent D20 Original Points Count 32768
Acquisition Time (sec) 9.8042 Number Scans 128 Receiver Gain 128
SW (cyclical) (Hz) 334225 TD 65536 Temperatura (°C) 27

P SN

|IIII|II\Illl\I|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII
9.0 8.0

ppm (t1)

P DV

|IIII|IIII|II\Illl\I|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII
9.0 8.0

ppm (t1)

P P

[rrrryrrrryprrrrrrrrrrr [ r 1T T T T T[T T T T[T T T T [T T T T [ 1T 1T
9.0 2.0 7.0 6.0 5.0 4.0 a0 20 1.0 0.0

ppm (t1)
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Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Points Count 32768

Pulse Sequence zg Solvent D20 Original Points Count 32768
Acquisition Time (sec) 9.8042 Number Scans 128 Receiver Gain 128
SW (cyclical) (Hz) 3342.25 65536 Temperatura (°C)
|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII
9.0 8.0 7.0
ppm (11)

ST

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
9.0 8.0 7.0

ppm (t1)

N T

9.0 8.0 7.0

ppm (1)

| LI LI | LI T | T T T | T LI T | T T T | T T T T | LI LI | LI T | T T T | T LI T | T T
9.0 8.0

ppm (t1)

| LI T | 1T T | T 1T | T LI T | T T | T T T T | LI T T | LI T | T T T | T LI T | T LI
9.0

ppm (1)

" J M

| 1T T 7T | LI T | T T T | T T T | T LI T | T LI | 1T T 7T | LI T | T T T | T T T | T T T T
9.0

ppm (t1)
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Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Points Count 32768

Pulse Sequence zg Solvent D20 Original Points Count 32768
Acquisition Time (sec) 9.8042 Number Scans 128 Receiver Gain 128
SW (cyclical) (Hz) 3342.25 65536 Temperatura (°C)

T

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
9.0 8.0 7.0

ppm (t1)

S T

T T T T T 1 T T T 1 T T 7T T T T 1 T T 7T T T T 1 T T 7T T T T 1 T T 7T T T T 1
I I I I I I I I I I I
9.0 8.0 7.0

ppm (t1)

ST

9.0 8.0 7.0
ppm (11}
| T 1 T | T T T | 1T T 7T | LI LI | T LI T | T T T | 1T T 7T | LI LI | T LI T | 1T T T | 1T T 7T
9.0
ppm (1)
e J U\\L_AKA_
| T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T
9.0 8.0
ppm (t1)
| T LI | T T T | 1T T 7T ‘ LI LI | T LI T | T T T | 1T T 7T | T T LI | T LI T | LI T | 1T T 7T
8.0
ppm (1)
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Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Points Count 32768

Pulse Sequence zg Solvent D20 Original Points Count 32768
Acquisition Time (sec) 9.8042 Number Scans 128 Receiver Gain 128
SW (cyclical) (Hz) 3342.25 65536 Temperatura (°C)

=

| T 17T | T 17T | T 17T | T 17T | T 17T | T 17T | T 17T | T 1T | T 17T | T 17T | T 17T
9.0 8.0

ppm (t1)

U v S

9.0 8.0

ppm (1)

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
9.0 8.0

ppm (1)

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||\|||
9.0

ppm (t1)

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||\|||
9.0

ppm (t1)

- e

|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII
9.0

ppm (t1)
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Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Points Count 32768

Pulse Sequence zg Solvent D20 Original Points Count 32768

Acquisition Time (sec) 9.8042 Number Scans 128 Receiver Gain 128

SW (cyclical) (Hz) 3342.25 65536 Temperatura (°C) 27
|I\II|IIII|IIII|IIII|\III|IIII|IIII|IIII‘IIIIlIIIIlIII

9.0
ppm (1)
DRS1b /J Mw

|I\II|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII‘IIIIlIIIIlIIII
ppm (1)
|III\|IIII|IIII|IIII|IIII‘IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII
ppm (1)
|IIII‘IllllIIII|II\I|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII
ppm (1)
|IIII‘IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|I\II
ppm (1)
|IIII‘IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|I\II
ppm (1)
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Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Points Count 32768

Pulse Sequence zg Solvent D20 Original Points Count 32768
Acquisition Time (sec) 9.8042 Number Scans 128 Receiver Gain 128
SW (cyclical) (Hz) 3342.25 65536 Temperatura (°C) 27
|I\II|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|\III|I\II|IIII|IIII|III\
9.0 8.0 7.0
ppm (1)
DRS3b
|I\II|IIII|IIII|IIII|IIII‘IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|III\
9.0 8.0 7.0 6.0 50 40 30 2.0 1.0 0.0
ppm (1)
|I\II|IIII|IIII|IIII|IIII‘IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|III\
ppm (t1)
|I\II|IIII|IIII|IIII|\III|IIII|IIII|IIII‘IIII|IIII|IIII
ppm (1)
‘ T T T | T T | T T T | T T | T LI T | LI LI | T LI T | LI LI | T T T | T T | T T T
10.0
ppm (t1)
‘IIIIlIIIIlIIIIlIIIIl\III|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII
ppm (1)
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Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Points Count 32768

Pulse Sequence zg Solvent D20 Original Points Count 32768
Acquisition Time (sec) 9.8042 Number Scans 128 Receiver Gain 128
SW (cyclical) (Hz) 334225 TD 65536 Temperatura (°C) 27
PPA1
|IIII|IIII|III\lIIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|\III
9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
ppm (t1)
PPA2 ‘// M
|III\|\III|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|\III|IIII|IIII
9.0
pom (1)
|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|\III|IIII|IIII|IIII|IIII
10.0
ppm (1)
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Anexo 3

Scores Plot
g CBA
S | e CGR
S CMB
DRS1
DRS2
o DRS3
8 | DRS4
g M
Mp
My
S PPA
S | ROO
(=)
o
—
g o
o [
o S 7
~— [Tp)
o
'8)
o
D —
o
(=]
o
B
' M
o
o
(=]
S
(=]
-
T I I I I I
-450000 -400000 -350000 -300000 -250000 -200000

PC 1 (87 %)

Gréfico de Scores demonstrando a separacdo e formacdo de grupos para a PCA gerada
com os dados de RMN de *H adquiridos para os extratos etondlicos: grupo M formado pelas
amostras Mp — amostras de M. petraea, grupo N formado pelas amostras Mv, MI, CBA e
ROO (M. velame, M. longiflora, amostra comprada na cidade de Cuiaba (MT) e amostras
comprada na cidade de Rondondpolis (MT), respectivamente) - grupo O formado pelas
amostras comercializadas nas cidades de Campo Grande (CGR), Corumb& (CMB),
Dourados (DRS1, DRS2, DRS3 e DRS4) e Ponta Pora (PPA).
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0.4 -
01,62 1.60
e 1,64 0158
0.2 -
® 1,66
® 156
@ 3,88
® 1,68
® 1,54
® 1,28
N 1,26 ® 15250
5] ]
O e 1,70
% e 130 s
S 0.0 1,32 o124 1%
- 0134 o136
® 3,406
@©B38 0,78
° Qg(’u,@ :
o.ib%, i @:g
o 0,822088
-0.2
e 0,80
® 0,86
® 0,88
[ | [ | [
N (o] (o] — o
? < < Q ©
Loadings 1

Gréficos de loadings representa os pontos influentes na separagcédo de dados na formacédo
da PCA do extrato etandlico dos espécimes coletados e amostras comercializadas.
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Anexo 4

Cromatograma total obtido na analise feita em HPLC/MS-MS, das amostras Mp — M.
petraea (coletada), Mv — M. velame (coletada), Ml — M. longiflora, CBA — amostra
compradas em Cuiaba (MT), ROO — amostras de Rondonépolis (MT), CGR — amostras
compradas em Campo Grande (MS), CMB — amostra compradas em Corumba (MS) e PPA
— amostra compradas em Ponta Porda (MS) e DRS1, DRS2, DRS3 e DRS4 — amostras

compradas em Dourados.

As andlises foram realizadas utilizando gradiente de eluigdo com agua (solvente A) e
acetonitrila (solvente B), ambos com 0,1% de acido férmico. Para o extrato etandlico o
tempo de analise foi de 52,0 min, iniciando com 25% de solvente B, e aumento o gradiente
nos intervalos de 1,0-5,0 min 25% de solvente B, 5,0-40 min 25% a 80% de solvente B, 40-
45 min 80% de solvente B e 45-52 min 80% a 25 % de solvente B. Para a infusdo o tempo
de analise foi de 44,0 min, iniciando com 3% de solvente B, e aumento o gradiente nos
intervalos de 1,0-2,0 min 3% de solvente B, 2,0-25,0 min 3% a 25% de solvente B, 25-40
min 25% a 80% de solvente B e 40-43 min 80% de solvente B, 43-44 min 80% a 3% de
solvente B. Os parametros empregados no HPLC/MS-MS envolveram fluxo de 0,3 mL/min,
temperatura da coluna de 50°C, monitoramento entre 240-800nm e modo de ionizagéo

negativo (m/z 120-1300), modo negativo.

x10° 115, Mp — ext. etandlico

4
o 4 NN N “‘B N WY

x104 Mp — Infuséo

40 45 Time [min]
14



Intens.

x10° ]

0.00
Intens.

x104 1

Intens.
x104

2.0
15
1.0

0.5

0.0
Intens.
x104

2.0
15
1.0
0.5

0.0

Mv — ext. etanélico

Mv — Infuséo

' "I'in|1e'[m'in]' '

MI — ext. etandlico

M| — Infusado

[ B I T T N TN S TN T [ TN T U [ TN T T A T O S T A T T N T U T T T W N A O A

———t
45

'i'in|1e'[m'in]' '
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Intens.

x10° CBA — ext. etandlico

1.25
1.00
0.75

0.50

4
6 7 \
Aean A oo ok Y “__,,J\‘

CBA - Infusao

5 10 15 20 25 30 35 40 45 Time [min]

Intens.
X105

ROO - ext. etandlico
1.25
1.00
0.75

0.50

0.25

N A N TS

M A A AN S WA WA

0.00
Intens.

x104 ROO - Infusao

B e R s e e e e e e e e e —T T LN L B e S e S B B B B B S B S S B S B S S R
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 Time [min]
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Intens.
x10° CGR - ext. etandlico
1.0 -

CGR - Infusao

ow.k“."‘.‘-* h‘“
0

5 10 15 20 25 30 35 40 45 Time [min]

Intens.
X105

125 4

1.00

050 4

025 3
.JL o \

0.00
Intens.

x104 CMB - Infus@o

5 10 15 20 25 30 35 40 45 Time [min]
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Intens.

x10° {  DRS1 — ext. etandlico

1.0 4
0.8 4
0.6 +

0.4 A

0.2 A \
1 3 4
L NN F A S u-mwm e s e Al

0.0
Intens.

x104 ] DRS1 — Infusédo

" Time min] -

Intens.

x10° DRS2 — ext. etandlico

1.25
1.00
0.75
0.50

0.25

TUIN sz ot Mﬁ&wﬁw“ﬂﬁwﬁ—A \
Intg'r%q — ]

x104 DRS?2 — Infusdo

— 77T -——r7rT———7—r—T—T—T—T—T7T T —T—T—T—T7T—T—T—TT T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 Time [min]
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Intens.

X105 ] DRS3 — ext. etandlico

1.0 +
0.8 -
0.6 -

0.4 A

0,0
Intens:
x104

5

DRS3 - Infusado

O _La v v b by v v bev v by v v by syl

1
3 4
2 > L
_._' 1.1.AL \ W lv L
e e e e T
5 10 15 20

—————r
25 30 35 40 45 Time [min]

Intens.

x105 3 DRS4 — ext. etandlico

1.25 —
1.00 —
0.75 —
0.50 —
0.25 —
@R 3 ——

x104 DRS4 — Infusdo

' 'i'in|1e '[m'in]' '

147



Intens.

x105 3 PPA — ext. etandlico
1.25 —
1.00 —
0.75 —

050 4

0.25 _El 4 K
172 3 P
oo M A o d MM

x104
o PPA — Infusio

' "I'in!1e '[m'in]' '
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