Sao Paulo, 25 de agosto de 2014.

Projeto de doutorado:

Analises quimicas e atividades bioldgicas de Hyptis Jacq. sect. Peltodon de
ocorréncia nos biomas cerrado e mata atlantica.

Mestranda: Katia Pereira dos Santos

Orientadora: Claudia Maria Furlan

Laboratdrio de Fitoquimica
Departamento de Botanica
Instituto de Biociéncias

USpP



Resumo

Ha milhares de anos e em diversos locais por todo o mundo, as plantas sdo utilizadas
como alimento e cura para diversos males que acometem a humanidade. Tais poderes
curativos presentes nos vegetais ocorrem gragas as substancias provenientes do
metabolismo secundario. Atualmente, sabe-se que muitos dos metabdlitos secundarios
estdo diretamente envolvidos nos mecanismos que permitem a adequag¢ao das plantas ao
seu habitat. Além disso, as intensidades de atividade biolégica podem variar dependendo
de fatores abidticos. Considerando-se a grande variedade de substancias reconhecidas
como metabdlitos secunddrios e a grande diversidade vegetal brasileira, estudos que
visam a identificacdo e descricdo de novas substancias sdo importantes. Lamiaceae é uma
familia botanica com distribuicdo cosmopolita que inclui cerca de 300 géneros e 7500
espécies. S3o muito conhecidas por seus constituintes aromaticos, e seus 6leos volateis
sdo objeto de interesse econémico para uso medicinal, cosmético e alimenticio. Hyptis
Jacq. foi apontado como um grupo parafilético, com base em estudos moleculares e, por
este motivo, vdrias espécies conhecidas por serem usadas na medicina popular para o
tratamento de diversas doencas foram atualmente incluidas em géneros préximos a Hyptis
(todos pertencentes a Tribo Hyptidinae). Para a tribo ja foi reportada a presenca de
alcaloides, terpenoides, flavonoides e saponinas. Em um estudo preliminar realizado no
laboratdrio de fitoquimica do Instituto de Biociéncias da Universidade de S3o Paulo,
espécies como Hyptis radicans e Hyptis multibracteata apresentaram extratos com um alto
potencial antioxidante e alta atividade de inibigdo da enzima transcriptase reversa (anti-
HIV). Devido a esses resultados preliminares mostrarem-se muito promissores,
estudaremos cinco espécies de Hyptis pertencentes a secdo Peltodon tendo como objetivo
geral do trabalho, a expansao das analises fitoquimicas e de atividades bioldgicas. Além
disso, os objetivos especificos sdo verificar uma possivel variacao fitoquimica (quantitativa
e/ou qualitativa) entre as cinco espécies estudadas e coletadas nos biomas cerrado e mata
atlantica bem como avaliar o potencial antioxidante e anti-HIV de diferentes extratos e

fracOes, assim como do éleo volatil das espécies pertencentes a secao Peltodon.



1. Introducado

O uso de plantas com fins curativos remonta ao principio da historia da
Humanidade, que sempre recorreu a natureza para a busca de alimento e cura para suas
enfermidades. A histéria da botanica sempre esteve muito préxima a da medicina. Até o
século XIX, as plantas eram as principais fontes de recursos para o tratamento das
doengas. Grandes nomes da medicina foram também importantes botanicos, como
Theophrastus, Hippocrates e Dioscorides. Este ultimo é autor de “De Materia Medica”, no
século I, uma das obras médicas mais consultadas até o século XVIII (Eadie, 2004). Apesar
da elevada competitividade dos farmacos obtidos por sintese, substancias obtidas de
plantas continuam tendo enorme importancia para a industria farmacéutica. Muitos
medicamentos de alto valor ainda sdo sintetizados utilizando-se substancias de origem
vegetal, como o Buscopan®, que é obtido modificando-se a estrutura da escopolamina,
um alcaloide comum em Solanaceae.

Apesar da imensa variedade de caracteristicas encontradas nos seres vivos, as vias
de sintese de substancias como carboidratos, proteinas, gorduras e acidos nucléicos sao as
mesmas em todos os organismos, salvo algumas pequenas diferencas. E vital para todos
os organismos, a transformacdo e conversdao de compostos organicos que permitem a
realizacdo de atividades essenciais para a vida, como a reproducdo e o crescimento
(Dewick, 2009).

Chamamos de metabolismo o conjunto de reagbes que tem como finalidade a
formacdo e construcdo dos tecidos de uma planta através de caminhos chamados vias
metabdlicas. Tais reacdes envolvem processos como a atuagdo de substancias quimicas
mediadas por enzimas, além de serem minuciosamente controlados, e tendo como
objetivo principal, a formagdo de produtos essenciais para a manutenc¢ao da vida da
planta (Dewick, 2009).

Varios autores costumam dividir o metabolismo vegetal em primario e secundario.
Embora na pratica essa divisdao seja dificil, caracteriza-se metabolismo primario como os
processos comuns e pouco variaveis a grande parte dos vegetais e que levam a sintese de
carboidratos, proteinas, gorduras e acidos nucléicos. Tais sinteses ocorrem por vias
conhecidas como glicdlise, ciclo de Krebs e ciclo do acido carboxilico que tém como

resultado a liberacdao de energia originada de compostos organicos através de reacdes



oxidativas. Tal energia também é obtida através da P-oxidacdo de acidos graxos e
degradacdo de produtos que ndo sdo essenciais para a planta (Dewick, 2009; Taiz &
Zeiger, 2009).

Um dos principais componentes do meio externo cuja interacdo € mediada por
substancias do metabolismo secundario sdo os fatores bidticos. Desse modo, produtos
secundarios estdo relacionados a protecdo contra herbivoria, ataque de patdgenos,
competicdo entre plantas e atracdo de organismos benéficos como polinizadores,
dispersores de sementes e microrganismos simbiontes. Contudo, produtos secundarios
também possuem acao protetora em relacéo a estresses abioticos, como aqueles associados
com mudancas de temperatura, contetdo de &gua, niveis de luz, exposicdo a radiagdo UV e
deficiéncia de nutrientes minerais (Taiz & Zeiger, 2009). Devido a essas relagdes
estabelecidas entre as plantas e 0 meio ambiente, principalmente as interacdes estabelecidas
com os fatores bioticos, pesquisadores comecaram a imaginar que varias dessas substancias
poderiam ter aplicacdo bioldgica e foi por isso que entre os séculos XIX e XX, iniciaram-se
as pesquisas sobre as atividades medicinais por metabdlitos secundarios. Os estudos de
ecologia quimica foram de extrema importancia, pois providenciaram relatos de substancias
envolvidas nessas interacdes planta-meio ambiente (e.g. Coley et al. 2003; Donaldson &
Gates, 2004; Albuquerque & Mello, 2012).

O metabolismo secundario geralmente é definido como o responsavel pela grande
variedade de substancias quimicas apresentadas pelas plantas, porém especificos para
alguns grupos de plantas viventes. As substancias provenientes de tal metabolismo podem
caracterizar-se como espécie-especifica (Dewick, 2009; Taiz & Zeiger, 2009).

Produtos do metabolismo primario sdo utilizados como blocos construtores para o
metabolismo secunddrio que, por sua vez, apresentam quatro principais vias para
formacgao de substancias: via do malonato, via do chiquimato, via do mevalonato e via do
metileritritol fosfato. Os produtos originados a partir da via do malonato sdo provenientes
de uma molécula precursora, a acetil-CoA. Esta molécula pode ser formada tanto pela
descarboxilacdo oxidativa do acido piruvico (produto da via glicolitica), quanto pela B-
oxidacdo de acidos graxos. Entre os produtos finais desta via podemos citar os acidos
graxos e seus derivados constituintes de ceras cuticulares, algumas substancias fendlicas,
entre outros. O acido chiquimico é produzido pela combinacdo de substancias também

provenientes do metabolismo primario, o fosfoenolpiruvato (PEP) e a eritrose-4-fosfato.

4



Entre os metabdlitos produzidos a partir desta via estdo uma grande variedade de
substancias fendlicas, tais como derivados do acido cinamico, ligninas, taninos e, ainda, os
alcaloides aromaticos (Dewick, 2009; Taiz & Zeiger, 2009).

O 4cido mevalbnico é formado a partir de trés moléculas de acetil-coA e é
responsavel pela biossintese de numerosas substancias conhecidas como terpenoides e
esteroides. O isopreno é uma unidade precursora formada por cinco atomos de carbono
sendo os terpenoides, derivados de tal substancia por possuirem quantidades varidveis de
isopreno. Tal variagao nas quantidades de isopreno é utilizada para a criagado artificial de
classes de terpenoides: monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20),
triterpenos (C30) e carotendides (C40) (Vickery & Vickery, 1981; Dewick, 2009).

O metileritritol fosfato é formado a partir da combina¢do de dois intermediarios da
via glicolitica: o acido piruvico e o gliceraldeido-3-fosfato. Juntamente com a via do acido
mevalOnico, esta via é responsdvel pela biossintese de terpenoides e esteroides. Ambas as
vias contribuem para a sintese de terpenoides, mas a localizacdo de cada uma delas é
particular. A via do mevalonato, a primeira a ser descrita na literatura, ocorre no
citoplasma e parece estar envolvida com a sintese, principalmente, de triterpenos e
esteroides. Ja a via do metileritritol fosfato foi descrita mais recentemente e ocorre nos
plastidios, levando a sintese preferencialmente de diterpenos e carotenoides (Dewick,
2009).

Considerando-se a grande variedade de substancias reconhecidas como metabdlitos
secundarios e a grande diversidade vegetal brasileira, estudos que visam a identificacdo e
descricao de novas substancias sdao importantes.

Em virtude da importancia das plantas com potencial medicinal, programas de
pesquisa tém sido desenvolvidos no mundo, como a National Cooperative Natural
Products Drug Discovery Groups, sob o amparo do National Cancer Institute dos Estados
Unidos e o Programa de Pesquisas com Plantas Medicinais (PPPM), organizado pela
Central de Medicamentos (CEME), que visam ampliar os conhecimentos fisiolégicos,
fitoquimicos e taxondmicos de grupos de plantas medicinais, bem como encontrar novas
substancias com potencial fitoterapico e estabelecer sua eficacia e formas de controle e

comercializacdo (Calixto, 2005).



As florestas tropicais possuem mais da metade das espécies de plantas estimadas
por alguns autores, em cerca de 500.000. Dentre estas, menos de 5% vém sendo
estudados quanto a seu potencial medicinal (Conte 1996, Cechinel Filho & Yunes 1998).
Segundo Rodriguez & West (1995), o numero de constituintes quimicos ativos das
espécies tropicais é de trés a quatro vezes maior do que nas plantas que habitam climas
temperados. O Brasil resguarda aproximadamente 30% das florestas tropicais do planeta,
variando de 40 mil a 200 mil espécies vegetais e, dentre estas, por volta de 10 mil tém
efeitos medicinais (Cechinel Filho & Yunes 1998). Desse modo, o Brasil possui uma flora
riquissima, considerada uma fonte inesgotavel de metabdlitos secundarios de interesse
(Gottlieb et al. 1996). Entretanto, com excec¢do da Amazobnia, poucos estudos em plantas
com propriedades medicinais tém sido realizados com a flora da Mata Atlantica, Caatinga
e Cerrado (Vieira et al. 1999).

Atualmente, sabe-se que muitos dos metabdlitos secundarios estdo diretamente
envolvidos nos mecanismos que permitem a adequacdo das plantas ao seu habitat
(Santos, 2004). Além disso, as intensidades de atividade bioldgica podem variar
dependendo de fatores abiéticos.

Segundo Dudai et al. (1992), a atividade bioldgica dos déleos volateis de plantas de
uma mesma espécie pode variar consideravelmente em populacdes dessa mesma espécie
vegetal que ocorrem ao longo de um gradiente ambiental. Fatores como temperatura e
luminosidade afetam profundamente os niveis e a composi¢cao dos éleos volateis.

Fatores edafoclimdticos também podem afetar a producdo de metabdlitos
secunddrios (Gobbo-Neto & Lopes, 2007). Estudos indicaram uma correlacdo positiva
entre a intensidade de radiacdo solar e a concentracdo e/ou a composi¢do e a producdo
de substancias fendlicas tais como flavonoides (Markham et al. 1998, Tattini et al. 2004),
taninos (Dudt & Shure 1994) e antocianinas (Jeong et al. 2004); além de substancias
terpenoidicas (Karousou et al. 1998).

Kutchan (2001) comenta que os metabdlitos secunddrios representam uma
interface quimica entre as plantas e o ambiente ao seu redor e que, devido a isso, sua
sintese é frequentemente afetada por condicbes ambientais como altitude,
disponibilidade de agua e de macro e micronutrientes no solo, temperatura relativa do ar

e pH do solo. Apesar da reconhecida influéncia dos fatores ambientais no



desenvolvimento vegetal, sdo escassos os estudos que mostram as relacdes e adaptacdes
fisiologicas das plantas ao ambiente.

Segundo Gobbo-Neto & Lopes (2007), os estudos sobre influéncia de fatores
ambientais na producao de metabdlitos secundarios geralmente tém se limitado a um
grupo restrito de espécies, muitas das quais sdo comercialmente importantes, com
caracteristicas previamente selecionadas.

Lamiaceae é uma familia botanica com distribuicdo cosmopolita que inclui cerca de
300 géneros e 7500 espécies. As plantas dessa familia sdao, geralmente, herbaceas e
arbustivas, sendo menos frequente o porte arbdreo. Sdo muito conhecidas por seus
constituintes aromaticos, e seus dOleos volateis sdo objeto de interesse econ6mico para
uso medicinal, cosmético e alimenticio.

Hyptis Jacq. foi apontado por Harley & Pastore (2012) como um grupo parafilético,
com base em estudos moleculares e, por este motivo, varias espécies conhecidas por
serem usadas na medicina popular para o tratamento de diversas doencas foram
atualmente incluidas em géneros préximos a Hyptis (todos pertencentes a Tribo
Hyptidinae). Nesse estudo, os autores propdem uma reducdo considerdvel de espécies
para o género e a inclusdo de Peltodon, resultando em monofilia para Hyptis. Subdividido
em 10 secles, conta com cerca de 140 espécies, que ocorrem nas regioes tropicais e
subtropicais, desde a América do Norte ao Caribe e ao Sul ate a Argentina, com poucas
espécies de ocorréncia no Velho Mundo (Harley & Pastore, 2012). O grupo é composto
por ervas ou arbustos fortemente aromaticos, com caule quadrangular e estames
epipétalos (Basilio et al., 2006; Harley & Pastore, 2012).

Acredita-se que uma série de doencas como cancer, artrite, arterosclerose, diabetes,
maldria, AIDS e doengas do coragdao, tenham um componente importante de estresse
oxidativo, com a presenca de espécies reativas de oxigénio (do inglés ROS — reactive
oxygen species). Sabe-se também que as ROS estdo diretamente relacionadas com
processos responsaveis pelo envelhecimento do corpo (Brenna & Pagliarini, 2001; Yildrim,
Mavi & Kara, 2001).

A atividade antioxidante de substancias fendlicas como flavonoides, taninos
condensados e/ou hidrolisaveis, fenilpropanoides e acidos fendlicos provenientes dos

vegetais (portanto classificados como naturais), é caracterizada pela propriedade de



oxido-redugao que lhes é atribuida, a qual pode desempenhar uma importante fungao na
neutralizacdo de ROS (Antunes & Canhos, 1984; Simdo, 1985; Fennema, 1993; Brenna &
Pagliarini, 2001; Zheng & Wang, 2001).

Para a tribo ja foi reportada a presenca de alcaloides, terpenoides, flavonoides e
saponinas. Em um estudo preliminar realizado no laboratdrio de fitoquimica do Instituto
de Biociéncias da Universidade de S3o Paulo, espécies como Hyptis radicans e Hyptis
multibracteata apresentaram extratos com um alto potencial antioxidante e alta atividade
de inibicdao da enzima transcriptase reversa (anti-HIV).

As espécies de Hyptis sdo aromaticas e comumente utilizadas no tratamento de
infeccOes gastrointestinais, como analgésicos e antifingicos (Oliveira et al., 2004; Silva et
al., 2006). Estudos avaliaram a atividade farmacoldgica do extrato aquoso das folhas de
Hyptis suaveolens (Santos et al., 2007), bem como do extrato em solventes organicos
(hexano, cloroférmio ou acetato de etila) e aquoso das folhas de Hyptis pectinata (Bispo et
al., 2001; Lisboa et al., 2006) indicando efeitos analgésicos, antiedematogénicos e
reduzida toxicidade aguda em animais de laboratério. Em Hyptis pectinata foram
encontrados diversos terpenoides, como monoterpenos, sesquiterpenos e triterpenos,
além de lactonas sesquiterpénicas. A espécie apresentou atividades moluscicida,
antimicrobiana, anti-edematogénica e antinociceptiva. Em Hyptis suaveolens também
foram descritos diterpenos. A espécie apresentou atividades antimicrobiana, antifungica,
antitumoral, hipoglicemiante, hipotensiva, vasodilatadora, espasmogénica e,
contraditoriamente, espasmolitica (Basilio et al., 2006). Atualmente, ambas espécies
foram circunscritas a Mesosphaerum.

Atualmente s3o descritas na literatura atividades antinociceptivas e
antiedematogénicas tanto para os extratos como para o dleo volatil. Entretanto, poucas
sao as espécies estudadas com comprovada agdo medicinal. Um exemplo é Hyptis
capitata, cuja composicao quimica é descrita como contendo principalmente triterpenos
como o 4cido ursdlico. Na composicdo de dleos volateis podem ser citados: alfa e beta
pinenos, canfeno, mentol, cimeno, e chavicol (Fonnegra & Jiménez, 2007).

Dos comentarios acima, depreende-se que Hyptis constitui um género altamente

promissor para estudos de prospeccdo de substancias naturais farmacologicamente



ativas, favorecidos pela grande diversidade de espécies que ocorrem em biomas
brasileiros.

Este trabalho possibilita relacionar os diferentes biomas com as varia¢des
fitoquimicas das espécies de Hyptis pertencentes a secao Peltodon, bem como
proporciona a oportunidade de descricdio de novas substancias com potencial
farmacolégico como atividades antioxidantes e anti-HIV-1. Pretende-se, com esta
proposta, verificar se ha variacées qualitativas e quantitativas dos principais constituintes
quimicos em espécies que ocorrem em dois biomas diferenciados pelas condi¢des

climaticas e edéficas: cerrado e mata atlantica.

2. Objetivo geral

Expansdo das andlises fitoquimicas e de atividades biolégicas para cinco espécies de
Hyptis pertencentes a secdo Peltodon.

Como objetivos especificos deste trabalho estao:

e \Verificar uma possivel variacdo fitoquimica (quatitativa e/ou qualitativa) entre as
espécies estudadas e coletadas nos biomas cerrado e mata atlantica.

e Avaliar o potencial antioxidante e anti-HIV de diferentes extratos e fragdes,
assim como do dleo volatil, obtidos a partir de cinco espécies de Hyptis pertencentes a

secdo Peltodon.

3. Metodologia

3.1 Material biolégico

As coletas serdo realizadas com ajuda da especialista Cintia Luiza da Silva de acordo
com seu local de ocorréncia (Tabela 1). Serdo coletados folhas, caules e flores (quando
presentes) de trés populagcdes. Uma amostra exemplar de cada espécie serd depositada

no Herbario da Universidade de Sdo Paulo (SPF).
Tabela 1 — Locais de ocorréncia de Hyptis sect. Peltodon.

Espécies Autor Locais de ocorréncia Biomas



Mata Atlantica Cerrado

Hyptis campestris Pohl Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana X X
Hyptis comaroides ~ A.St.-Hil. ex Benth. Mato Grosso, Parana X X
Hyptis meridionalis Tolmatchew Parana X X
Hyptis pusilla Pohl Mato Grosso, Goias, Tocantins, Bahia, Parana, Minas Gerais X X
Hyptis radicans Pohl Parand, Sdo Paulo. Minas Gerais, Rio de Janeiro X X

3.2 Producao dos extratos e triagem fitoquimica
Fragmentos de caule, folhas e flores (Figura 1) das cinco espécies dos dois biomas serdo
secos em estufa a 402C por 1 semana. O material seco (minimo de 10 g) sera triturado e o
po obtido sera extraido por maceracdo em etanol por sete dias a temperatura ambiente.
O extrato bruto etandlico sera seco em rotaevaporador e liofilizado para obtencdo do
rendimento. Parte do extrato liofilizado serd particionado com hexano para originar duas
fragbes: uma mais apolar (hexanica) e outra mais polar (etandlica). As fragdes serdo

concentradas e liofilizadas para a obtencdo de seus rendimentos.
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Figura 1 — A: Hyptis comaroides; B: Hyptis pusilla; C e E: Hyptis radicans; D: Hyptis campestris (Imagens: Herbario Virtual
Saint- Hilaire http://hvsh.cria.org.br/index).
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Hidrodestilagdo em

Material vegetal (folhas, caule e flores) aparelho de Clevenger

Secagem em estufa

Trituragdo do material

Maceragdo em etanol

Maceragdo em agua

Partigdo

Fracdo etandlica Fragdo hexanica

Figura 2 — Esquema da produgdo de extratos e fracGes de espécies de Hyptis sect. Peltodon.

A caracterizacdo das substancias presentes nos extratos e fragdes serd realizada
através de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM) e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), dependendo da polaridade do extrato.

A analise via CLAE sera feita com detec¢do a 352 nm (que evidenciara constituintes
flavonoidicos), a 280 nm (que permitird a analise de outros fendlicos que ndo somente
flavonas/flavonois) e 240 nm para andlise de iridoides segundo metodologia de Chen et al.
(2007); coluna Zorbax SB-C18 (250 X 4.6 mm, 5 mm, Algilent, USA). Solventes: acido
acético 0,4% (A) e acetonitrila (B).

Serdo utilizadas amostras auténticas de acido gdlico, catequinas, acido eldgico,
rutina, apigenina e loganina para a identificacdo preliminar dos constituintes por seus
espectros de absorcdao UV-Vis e tempos de retencdo. Em seguida, os extratos serdo
enviados a Central Analitica IQ-USP para andlise em CLAE/EM e obtencdo dos espectros de
massas. Para a quantificacdo dos constituintes individualmente, serdo utilizadas as areas
dos picos no cromatograma (CLAE) comparadas a curvas de calibracdo obtidas com as
amostras auténticas.

Amostras frescas (10 g) serdo submetidas a hidrodestilacdo utilizando-se aparelho
do tipo Clevenger por seis horas para obtengao de dleos volateis, e o extrato obtido sera
recolhido em éter etilico. Para a identificacdo dos constituintes, o 6leo volatil serd

submetido a CG/EM, em coluna capilar de silica (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm) DB-5HT
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utilizando-se a metodologia de Sylvestre et al. (2006). As concentragles relativas dos
Oleos volateis serdo determinadas por analises em CG, usando-se detector de ionizagdo de
chamas (FID).

Uma mistura padrao de n-alcanos (Sigma-Aldrich C8-C20) sera utilizada para verificar
o desempenho do sistema CG/EM e calcular o indice de retencdo linear (IRL) de cada
composto na amostra. O padrdo (1 L) desses alcanos sera injetado no sistema CG/EM,
operando nas mesmas condicdes de andlise dos 6leos, e seus respectivos tempos de
retencdo serdao utilizados como padrao externo de referéncia para o calculo do IRL,
juntamente com os tempos de retencdo de cada composto de interesse. O IRL de cada
componente serd calculado conforme a seguinte equacao:

IRL =100 X [((tc — tn)/(tn+1 — tn))+n] (Viegas & Bassoli, 2007)

Onde: IRL - indice de retencdo linear; tc - tempo de retencdo do composto de
interesse; tn — tempo de retenc¢do do hidrocarboneto anterior ao composto de interesse;
tn+1 - tempo de retencdo do hidrocarboneto posterior; n - numero de carbonos do
hidrocarboneto anterior.

Todos os valores de IRL obtidos serdo comparados com os valores presentes em

Adams (2009).

3.3 QuantificagGes de substancias

3.3.1 Quantificacdo de fendis totais

Os extratos e fracdes serdao analisados com relagdo a quantidade de substancias
fendlicas utilizando o método de Folin-Ciocalteu segundo Saldanha (2013) com
modificacdes. Uma aliquota de 100 pL das amostras serdo adicionados a 150 uL de Folin -
Ciocalteu (previamente diluido em agua 0,667: 9,333 48 v/v) e, em seguida, 50 plL de
carbonato de sédio 10%. Apds 60 minutos em temperatura ambiente a absorbancia sera
medida a 760 nm. O conteludo de fendis totais serd expresso em mg/g de extrato
equivalentes a acido galico utilizando a equacdo baseada na curva de calibracdo do acido
galico (1 a 40 pug/mL). Os brancos serdo feitos utilizando metanol.

3.3.2 Quantificacdo de flavonas/flavondis

Os extratos e fracdes serdao analisados com relacdo a quantidade de substancias

flavonoidicas utilizando o método de Min et al. (2011). Uma aliquota de 25 pL das
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amostras sera adicionada a 100 plL de H,O ultrapura e 7,5 uL de nitrito de sédio 5%. Apds
5 minutos serdo adicionados 15 uL de cloreto de aluminio 10%. Apds 5 minutos serdo
adicionados 50 pL de NaOH 1M e 50 pL de H;0 ultrapura e apds, a absorbancia serd
medida a 515 nm. O conteldo de flavonas/flavondis serd expresso em mg/g de extrato
equivalentes a quercetina (flavondis) ou apigenina (flavona) utilizando a equacdo baseada
na curva de calibragdo de tal padrdo (0,1 a 3 mg/mL). Os brancos serdo feitos utilizando
metanol.

3.3.3 Quantifica¢ao de proantocianidinas (taninos condensados)

Os extratos e fracdes serdo analisados com relacdo a quantidade de taninos
utilizando o método de Min et al. (2011). Uma aliquota de 40 pL das amostras serao
adicionados a 100 pL de solugdo metandlica a 20% de H,SOs e 100 pL de solugdo
metandlica a 1% de vanilina. Apds 30 minutos a temperatura de 30°C a absorbancia serd
medida a 495 nm. O conteldo de taninos condensados serd expresso em mg/g de extrato
equivalentes a tanino de quebracho utilizando a equacdo baseada na curva de calibracao

de tal padrdo (0,1 a 3 mg/mL). Os brancos serdo feitos utilizando metanol.

3.4 Testes in vitro

Tanto os extratos brutos (resultantes da maceracdo) quanto todas as fracdes, serdo
submetidos a analises de suas atividades bioldgicas em diferentes concentracdes. Para
todos os testes serdao utilizados acido ascérbico, acido p-cumarico, quercetina e Trolox

como controles positivos e metanol como controle negativo.

3.4.1 Ensaios de atividade antioxidante

3.4.1.1 Teste do sequestro do radical DPPH

Os ensaios de atividade de sequestro do radical DPPH seguirdo o protocolo descrito
por Rufino et al. (2007), que utilizam uma solucdo de DPPH 0,06 mM. Os extratos e
fracoOes serdo pesados e diluidos em metanol até atingir as concentracdes desejadas (100-
1000 pg/mL). A andlise sera feita em leitor para microplacas do tipo ELISA a 517 nm, com
triplicatas para as amostras e uso de controles positivos e negativos. Para cada 20 uL de
amostra (ou dos controles) serdo adicionados 200 pL da solu¢cdo de DPPH sendo avaliada a

absorbancia apds 20 minutos de reacdo. O cdlculo da atividade de sequestro do DPPH
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utilizara a féormula [(Absorbancia da amostra — Absorbancia do controle

negativo)/(Absorbancia do controle negativo)] x 100. Os resultados também serdo

expressos como equivalentes de quercetina e trolox em mmol por grama de extrato.
3.4.1.2 Sistema B-caroteno/acido linoleico

Para a avaliacdo da atividade antioxidante através do sistema B-caroteno/acido
linoléico serd utilizada a metodologia de Duarte-Almeida et al. (2006), com adaptagdes.
Sera preparada uma mistura reativa de 21 plL de acido linoléico, 84 ug de Tween 40, 210
uL solucdo de B-caroteno a 2 mg/mL (em cloroférmio) e 500 uL de diclorometano. O
solvente sera evaporado sob nitrogénio até secura, sendo adicionados 25 mL de agua
previamente saturada de oxigénio (30 minutos). Espera-se que a absorbancia da solugdo
reativa esteja entre 0,6 e 0,7 a 470 nm. Para a reacdo serdo misturados 250 uL da solucdo
reativa e 10 puL da amostra (ou controles). As amostras serdo mantidas a 45°C e as leituras
(em triplicatas) serdo feitas com intervalos de 15 min durante 120 min.

Os resultados serdo calculados pela porcentagem de inibicdo da oxidagao, calculada
em relagdo ao decaimento da absorbancia do controle (Ac). A queda da absorbancia das
amostras (Aam) serd correlacionada com a queda do controle, obtendo-se a porcentagem
da inibicdo da oxidagdo (% |) através da equagao: [(Absorbancia inicial do controle —
Absorbancia final do controle) — (Absorbancia inicial da amostra — Absorbancia final da
amostra)/( Absorbancia inicial do controle — Absorbancia final do controle)] x 100. Os
resultados também serdo expressos como equivalentes de trolox em mmol por grama de
extrato.

3.4.1.3 Atividade quelante de ferro

A atividade dos extratos como quelantes de metais sera avaliada segundo o método
descrito por Min et al. (2011), utilizando-se 10 puL de cada extrato em 130 pL de tampao
acetato 10%, 10 uL de sulfato de amonio ferroso e 10 uL de solucdo de ferrozine 61 mM. A
absorbancia sera medida a 562 nm. Os resultados serdo expressos como equivalentes de
acido galico e trolox em mmol por grama de extrato.

3.4.1.4 Atividade redutora de ferro (ll1) a ferro (l1)

A atividade dos extratos na reducdo de ferro (lll) sera avaliada segundo o método
descrito por Dorman et al. (2004), utilizando-se 1 mL de cada extrato em tampao fosfato

(0.2 M, pH 6.6) e uma solucdo aquosa de ferrocianeto de potdssio [KsFe(CN)s] 1%. A
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mistura sera incubada por 30 min a 50°C e posteriormente serdo adicionados 2,5 mL de
acido tricloroacético 10%. Apds centrifugacdo, a uma aliquota de 2,5 mL do sobrenadante
serdo misturados 2,5 mL de agua e 0,5 mL de cloreto férrico [FeCls] 0.1%. A absorbancia
serd medida a 700 nm. Os resultados serdo expressos como equivalentes de acido
ascorbico e trolox em mmol por grama de extrato.

3.4.1.5 Degradacao sitio nao-especifica do radical hidroxila mediada pela 2-Deoxy-
D-ribose

A habilidade dos extratos em inibir sitio ndo-especifico do radical hidroxila mediante
peroxidacdo sera avaliada segundo procedimento descrito por Dorman et al. (2004). A
solucdo reativa serd preparada usando-se 500 plL de extrato em tampao KH2PO4-KOH (50
mM, pH 7.4), 100 uL de uma solugdo 28 mM de 2-deoxy-D-ribose, 200 uL da solugdo
contendo 100 uM de FeCls e 104 mM de EDTA (1:1 v/v), 100 uL de 1 mM H;0; e 100 uL de
acido ascorbico (1.0 mM). Os tubos serdo agitados e incubados a 37 °C e serdo
adicionados 50 pL de BHT 2%, seguido de 1 mL de TCA 2.8% e 1 mL de TBA 1%. As
amostras serdo agitadas e incubadas em banho-maria, adicionando-se 2 mL de n-butanol.
A absorbancia serd avaliada a 532 nm. A porcentagem de inibicdo serd calculada
utilizando-se a formula: [(Absorbancia do controle — Absorbdncia da
amostra)/(Absorbancia do controle)] x 100. Os resultados também serdo expressos como
equivalentes de trolox em mmol por grama de extrato.

3.4.1.6 Degradacao sitio-especifica do radical hidroxila mediada pela 2-Deoxy-D-
ribose

Para esta analise, o protocolo descrito no item d serd utilizado e o EDTA serd
substituido por tampao.

3.4.1.7 ORAC (oxygen radical absorbance capacity)

A capacidade antioxidante dos extratos também sera avaliada pelo método ORAC
seguindo-se o protocolo descrito por Min et al. (2011). A resposta fluorescente serd
determinada a 485 nm de comprimento de onda de excitacdo e 520 nm de emissdo.
Trolox sera utilizado como controle positivo. 25 uL de cada amostra ou padrao serdo
misturados a 150 plL de solucdo de fluoresceina (67,95 nM de concentracdo final). As
placas serdo incubadas a 37°C por 20 min. Apds a adicdo de 25 uL de AAPH (37,71 mM de

concentracao final), a fluorescéncia sera medida em intervalos de 2 min por 70 min. Os
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valores ORAC serdo calculados usando a equacdo de regressao linear da curva construida
com Trolox (6,25 a 50 UM). Os valores ORAC serdo expressos em equivalentes de trolox
em mmol por grama de extrato.

Segundo a metodologia de Mavundza et al. (2010), para todos os testes
antioxidantes, a porcentagem de atividade antioxidante serd plotada contra as
concentragOes testadas (ug/mL) para a determinagdo da concentragcdo minima efetiva

capaz de eliminar 50% do radical no ensaio (MECsg).

3.4.2 Avaliacao do efeito anti-HIV

3.4.2.1 Atividade de inibi¢cdo da atividade da transcriptase reversa (HIV-1)

Serd avaliada a atividade anti-HIV pelo efeito inibidor sobre a transcriptase reversa
de HIV-1. Os ensaios serdao realizados por meio de método colorimétrico que tem a
vantagem de ndo necessitarem do uso de radioisétopos, como as técnicas tradicionais
com [3H]-dTTP. A atividade serd medida com o uso do Kit ELISA RT (Roche), conforme
instrucdes do fabricante. As amostras serdo dissolvidas em DMSO (dimetilsufoxido) e para
cada 20 plL da amostra serdo acrescidos 200 plL da solucdo DIG (solucdo com marcacao de
digoxigenina) na concentracdao de 200 uM. As solugbes serdo incubadas por 2 h a 37°C.
Apds, serdo adicionados a cada amostra, 200 pL da solucdo anti-DIG-POD e
posteriormente o substrato ABST. Como inibidor de transcriptase reversa HIV- 1 serd
utilizado o antiviral Foscarnet. Sera feita leitura da absorbancia em 405 nm/490 nm
(A405/490) em leitor de microplacas ELISA (Wang et al., 2008). A atividade de inibi¢cdo da
atividade anti-HIV1 sera calculada usando a formula [(Absorbancia do controle negativo —
Absorbancia da amostra)/(Absorbancia do controle negativo)] x 100.

3.4.2.2 Atividade de inibicao de proteases

O protocolo proposto por Mushi et al. (2012) sera utilizado. A protease HIV-1-PR
serd diluida em tampdo de acetato de sodio (pH 5.0, 50 mM, EDTA.2Na 1 mM e 2-
mercaptoetanol 2 mM). Essa solucdo serd misturada com glicerol na proporc¢ao de 3:1. O
substrato para a protease (Arg-Val-Nle-(pNO2-Phe)-Glu-Ala-Nle-NH2) sera diluido em
tampdo acetato de sddio (pH 5.0, 50 mM). 2 ulL do extrato e 4 mL de solugdo HIV-1 PR
(0.025 mg/mL) serdo adicionados a solu¢do que contem 2 mL de tampdo e 2 mL da

solucdo de substrato (2 mg/mL), incubando-se a 37 °C por 1 hora. A reacgdo sera
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interrompida por aquecimento 90 °C por 1 minuto. Posteriormente, 20 mL de agua estéril
serdo acrescentados e uma aliquota de 10 mL e serd analisada por HPLC usando una
coluna RP-18 (4.6 x 150 mm, 5 mm), acetronitrila (15-40%) e acido trifluoroacético (TFA)
2% em agua como fases moveis. O perfil de eluicdo serd monitorado a 280 nm. A atividade
de inibicdo sobre HIV-1-PR sera calculada usando-se a formula: [(drea do pico do controle
negativo — drea do pico da amostra)/( drea do pico do controle negativo)] x 100.

Em todos os ensaios biolégicos serdo realizadas andlises em triplicatas para cada
concentragdo testada. Apds se obter as médias para os tratamentos serd realizada uma
andlise estatistica utilizando Anova (Tukey’s multiple comparation test), sendo
considerados diferentes os valores médios para p<0.001 quando comparados aos

controles negativos e positivos.

4. Plano de trabalho e cronograma

Os primeiros anos de trabalho serdo dedicados a coleta das espécies, preparo do
material, extratos e fracdes. Em seguida serdo iniciados os testes de bioatividade com
previsdo de um ano e meio de trabalho. Os resultados do projeto deverdo ser compilados
e discutidos com a equipe a cada trés meses a fim de facilitar a elaboracao de relatérios,

painéis, trabalhos cientificos e da dissertagao e tese.

Atividades

Coleta do material
Extracdes
Quantificacdo de fendis totais

Quantificacdo de flavonoides totais
Quantificacdo de taninos condensados

totais
Compilagdo de resultados
Congressos

Coleta do material
Extracdes
CLAE/EM, CG/EM
Quantificagdo de fendis totais

Quantificagdo de flavonoides totais
Quantificacdo de taninos condensados

totais
Compilagdo de resultados
Congressos
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Atividades Bioldgicas
Compilagdo de resultados
Congressos

Atividades Bioldgicas
Compilagdo de resultados

Preparo de dissertagdo, artigos e defesa
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