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RESUMO

Luxemburgia polyandra (Ochnaceae) € uma espécie endémica do Brasil,
tradicionalmente empregada na medicina popular para o tratamento de diarreias,
bronquites e resfriados. O interesse cientifico por essa espécie tem se ampliado em
funcdo da sua composicdo quimica, uma vez que espécies do género Luxemburgia
sao reconhecidas pela presenca de flavonoides, metabdlitos secundarios associados
a multiplas atividades biologicas. Os flavonoides e biflavonoides apresentam
propriedades farmacoldgicas relevantes, incluindo acéo antioxidante, anti-inflamatoria
e antiviral, o que os torna candidatos promissores para o desenvolvimento de novos
farmacos. O presente estudo teve como objetivo caracterizar quimicamente 0s
constituintes do extrato etandlico de caules e folhas de L. polyandra por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CL-EM).
A analise permitiu a identificacdo de diferentes classes de flavonoides, incluindo
mondmeros e biflavonoides, evidenciando a diversidade estrutural de compostos
presentes no extrato. Além da caracterizacdo quimica, o extrato etandlico e fracdes
foram submetidos a ensaios biolégicos in vitro, sendo testada a atividade citotéxica
frente as linhagens celulares Vero e MRC-5 e antiviral frente aos arbovirus Zika,
Chikungunya e Mayaro. Os resultados foram promissores, sendo que o extrato
etandlico apresentou atividade frente aos virus Zika e Mayaro, com CE50 de 71,25 +
1,48 e 48,90 + 2,52 ug/mL respectivamente. Adicionalmente, a fracdo em acetato de
etila foi ativa frente aos virus Zika, Mayaro e Chikungunya com CE50 de 25,33 + 3,34,
47,07 + 1,85, 12,81 £ 6,78 ug/mL, respectivamente. Os resultados obtidos indicam que a
elevada concentracdo e diversidade de flavonoides e biflavonoides em L. polyandra
podem estar diretamente associadas ao seu potencial farmacoldgico. Esses achados
contribuem para a valorizacéo cientifica da espécie e reforcam sua relevancia como
fonte natural de moléculas bioativas com possivel aplicacdo no desenvolvimento de
novos agentes terapéuticos.

Palavras-chave: Luxemburgia polyandra; flavonoides; biflavonoides; LC-MS;
atividade antiviral.



ABSTRACT

Luxemburgia polyandra (Ochnaceae) is an endemic species of Brazil, traditionally
employed in popular medicine for the treatment of diarrhea, bronchitis and colds. The
scientific interest in this species has expanded according to its chemical composition,
since species of the genus Luxemburgia are recognized by the presence of flavonoids,
secondary metabolites associated with multiple biological activities. Flavonoids and
biflavonoids have relevant pharmacological properties, including antioxidant, anti-
inflammatory and antiviral action, making them promising candidates for the
development of new drugs. The aim of the present study was to chemically
characterize the constituents of the ethanol extract of L's stems and leaves. polyandra
by means of high efficiency liquid chromatography coupled to mass spectrometry (CL-
EM). The analysis allowed the identification of different classes of flavonoids, including
monomers and biflavonoids, highlighting the structural diversity of compounds present
in the extract. In addition to chemical characterization, the ethanol extract and fractions
were subjected to in vitro biological tests, and cytotoxic activity was tested against the
cell lineages Vero and MRC-5 and antiviral against Zika, Chikungunya and Mayaro.
The results were promising, with the ethanol extract showing activity against the Zika
and Mayaro viruses, with CE50 of 71.25 + 1.48 and 48.90 + 2.52 ug/ml respectively.
Additionally, the ethyl acetate fraction was active against the Zika, Mayaro and
Chikungunya viruses with CE50 of 25.33 = 3.34, 47.07 + 1.85, 12.81 + 6.78 pg/mli,
respectively. The results obtained indicate that the high concentration and diversity of
flavonoids and biflavonoids in L. polyandra may be directly associated with its
pharmacological potential. These findings contribute to the scientific value of the
species and strengthen its relevance as a natural source of bioactive molecules with
possible application in the development of new therapeutic agents.

Keywords: Luxemburgia polyandra; flavonoids; biflavonoids; LC-MS; antiviral
activity;
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1 INTRODUCAO

As plantas constituem uma importante fonte de obtencéo de produtos naturais
bioativos, podendo muitas vezes servir como modelos para a sintese de novos
farmacos. Os produtos naturais revelam em termos de estrutura uma gama imensa
de substancias com propriedades fisico-quimicas e biolégicas variadas (WALL; WANI,
1996).

A descoberta de novos farmacos depende, fundamentalmente, da identificacdo
de moléculas bioativas com potencial terapéutico, sendo a prospeccdo de produtos
naturais uma estratégia relevante nesse contexto (TALLARICO e PUPO et al., 2007).

A fitoquimica tem como objetivo avaliar os constituintes quimicos de espécies
vegetais. Em casos em que ndo ha registros de estudos prévios sobre determinada
planta, a andlise possibilita a identificacdo dos principais grupos de metabdlitos
secundarios. Ja quando a pesquisa esta voltada para uma classe especifica de
compostos bioativos, a investigacado deve priorizar o isolamento e a caracterizagao
estrutural dessas substancias. (SIMOES, 2004).

As plantas tém sido uma rica fonte de obtencdo de moléculas para serem
exploradas terapeuticamente. Muitas substancias isoladas de plantas continuam
sendo fontes de medicamentos e o interesse da pesquisa nesta area tem aumentado
nos ultimos anos (CECHINEL FILHO & YUNES, 1998; NEWMAN & CRAGG, 2020),
sendo que em todas as sociedades do mundo as plantas medicinais e o0s
medicamentos preparados a base de plantas sao utilizadas para o tratamento das
mais variadas doencas incluindo o cancer e a AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida) (VIEIRA, 2008; NEWMAN & CRAGG, 2020).

A familia Ochnaceae compreende 27 géneros e cerca de 600 espécies, com
distribuicdo pantropical (AMARAL, 1991 apud SALVADOR et al., 2010). No Brasil
foram catalogados cerca de 13 géneros e aproximadamente 120 espécies (SOUZA &
LORENZI, 2005). Varias espécies desta familia botanica ocorrem na regido dos
Inconfidentes incluindo o Parque Estadual do Itacolomy em Ouro Preto (BRANDAO et
al.,1994).

Algumas espécies desta familia botanica sdo empregadas na medicina popular
como adstringente, contra oftalmias, diarreias, servindo também como diurético, e
comumente utilizado também na forma de infusdo contra a tosse, bronquite e
resfriados (NASCIMENTO E MORAIS, 2017).
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O género Luxemburgia é composto por 18 espécies e duas subespécies e &
endémico do Brasil. As espécies de Luxemburgia sdo encontradas em campos
rupestres e afloramentos rochosos, principalmente na Cadeia do Espinhago, no
Estado de Minas Gerais. E constituido por espécies arbustivas, faciimente
reconheciveis pelas folhas de margem denteada, onde cada nervura secundaria
converge para uma glandula marginal, pela presenca de um cilio no apice das folhas,
e pelas flores amarelas e zigomorfas (FERES, 2001).

Estudos realizados pelo Grupo de Pesquisa de Produtos Naturais da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, com as espécies Ouratea semiserrata,
Ouratea hexasperma, Luxemburgia nobilis e Luxemburgia octandra, mostraram a
presenca de varias classes de substancias, destacando-se aquelas substancias que
foram encontradas com maior frequéncia, os flavonoides e bisflavonas (BOSSO,
2004).

Flavondides sdo uma classe de produtos naturais amplamente encontrados nas
plantas. Além disso, sdo amplamente conhecidas por serem biologicamente ativos,
tendo propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e anti-carcinogénicas. Pode-se
destacar, dentre os diferentes tipos de moléculas pertencentes a essa classe, os C-
glicosil  flavondides por  apresentarem propriedades  antimicrobianas,
antiespasmaddicas, antidiabéticas e anti-hipertensivas, além das propriedades
previamente citadas (DA SILVA, DE SOUZA, DALL’OGLIO, 2011).

Patdgenos emergentes e reemergentes sdo desafios globais para saude
publica (GAO 2018). Dengue, febre de chikungunya e doenca aguda pelo virus Zika
estdo presentes na Lista Nacional de Notificagdo Compulséria de Doencas, Agravos
e Eventos de Saude Publica, unificada pela Portaria de Consolidacdo n° 4, de 28 de
setembro de 2017, do Ministério da Saude. Estas trés enfermidades sdo consideras
arboviroses transmitidas de pessoa a pessoa pelo mosquito Aedes aegypti e Aedes

albopictus que se desenvolvem em areas tropicais e subtropicais.

O Dengue virus e o virus Zika pertencem ao género Orthoflavivirus, familia
Flaviviridae, genoma RNA, a mesma familia dos virus da encefalite, febre amarela e
hepatite C. Como a maioria dos flavivirus, os virus Dengues e Zika sédo transmitidos
aos vertebrados por mosquitos cronicamente infectados (LAERTE, et al., 2015). Um
dos principais desafios com relacdo a essas doencas € que ndo existe tratamento

especifico contra esses virus (AGUIAR et al., 2024).
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Biodiversidade compreende todas as formas de vida, processos ecoldgicos e
ecossistemas hierarquicamente distribuidos nos niveis genético, ecossistematico e
taxondmico. O patriménio genético vegetal do Brasil € o maior do mundo, destacando-
se a importancia na descoberta de compostos com potencial bioativo (GUERRA et
al.,1998).

A magnitude da biodiversidade do Brasil ndo é conhecida em sua totalidade
devido a sua complexidade, sendo estimadas cerca de dois milh6es de espécies
variadas de plantas, microrganismos e animais. Estima-se que dois tercos de toda
biodiversidade mundial estdo situados nos tropicos, e que o Brasil detenha 75% da
totalidade de espécies florestais nas Florestas Amazénica e Floresta Tropical Atlantica
(DIAS,1996; GUERRA et al., 1998).

Dentro deste contexto o presente projeto propOs detectar substancias com

potencial efeito antiviral e citotoxicos da espécie Luxemburgia polyandra.

2 REFERENCIAL TERORICO

2.1 MEDICAMENTOS A PARTIR DE PLANTAS

A utilizacdo de plantas medicinais € uma das mais remotas formas terapéuticas
existentes, sendo utilizada desde os povos antigos.

Segundo Silveira, Carvalho e Matos (2021):

O homem primitivo dependia exclusivamente da natureza para sua
sobrevivéncia e a origem do conhecimento sobre o emprego de plantas como
remédios baseou-se na experiéncia e observacgdes cotidianas, caracteristicas

gue constituem o saber empirico. (SILVEIRA, CARVALHO, MATOS, 2021).
Além disso, importantes tratados médicos foram escritos com base nas
propriedades medicinais das plantas. Alguns exemplos sdo: o Charaka, descrito na
india, desenvolvido a partir do sistema medicinal denominado Ayurveda, e o Papiro

de Ebers, que foi escrito no Egito (1.550 a.C) e relata os usos do épio extraido da

papoula (Papaver somniferum L. - Papaveraceae) como sedativo e do 6leo de ricino
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(Ricinus communis L. - Euphorbiaceae) e de horteld pimenta (Mentha piperita L. -
Lamiaceae) com propriedades digestivas (SILVEIRA, CARVALHO, MATOS, 2021).

Mais tarde, Hipdcrates (460-377 a.C), considerado o pai da medicina e o
botanico Teofrasto (372-287 a.C) também contribuiram com os conhecimentos acerca
das plantas medicinais. O primeiro, em sua obra Corpus Hippocraticum, contendo
cerca de 70 livros, sugeriu um remédio vegetal para cada doencga. E o ultimo listou
aproximadamente 450 plantas com potencial medicinal, que contribuiu para o avango
e incorporacdo da fitoterapia ao conhecimento médico daquela época (SILVEIRA,
CARVALHO, MATOS, 2021).

O avanco cientifico da area quimica na idade contemporanea (XIX) permitiu o
progresso da fitoterapia possibilitando a analise, identificagdo, e isolamento dos
principios ativos vegetais, que em muitos casos, passaram a ser utilizados em
substituicdo aos extratos vegetais. Dentre 0s avancos que ocorreram nessa época
pode-se destacar o isolamento da morfina (potente analgésico presente no 6pio), da
quinina (antimalarico presente na casca de Cinchona sp.) e da atropina (substancia
usada no tratamento de doencas do sistema nervoso presente na Atropa belladona L.
- Solanaceae) (SILVEIRA, CARVALHO, MATOS, 2021).

Ainda segundo Silveira, Carvalho e Matos (2021):

Devido ao avanco das técnicas em quimica organica no decorrer da primeira
metade do século XX, houve um notavel progresso na elucidacdo da estrutura
guimica dos farmacos vegetais contribuindo explicitamente para o
conhecimento da composi¢do quimica das plantas, permitindo que muitas
moléculas isoladas a partir de fontes vegetais se tornassem medicamentos

(SILVEIRA, CARVALHO, MATOS, 2021).

No Brasil foi criada a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos a
partir do Decreto N° 5.813, de 22 de junho de 2006, objetivando garantir o acesso
seguro ao uso de plantas medicinais e fitoterapicos. A partir de entdo, o estimulo para

0 uso e de pesquisas e estudos sobre as plantas medicinais vem crescendo e
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impulsionando o mercado de fitoterapicos no pais (SILVEIRA, CARVALHO, MATOS,
2022).

Apesar da variedade e diversidade de biomas existentes em territério brasileiro
(Amazobnia, Cerrado, Pantanal, Caatinga, Floresta Atlantica e Pampa) ha muito o que

explorar, como descrito no trabalho de Silveira, Carvalho e Matos (2022):

No entanto, até o momento, apenas dois fitoterapicos oriundos da flora
brasileira estdo disponiveis no mercado, o analgésico e anti-inflamatorio
Acheflan®, obtido através do 6leo essencial de Cordia verbenacea D.C.
(Boraginaceae), e o Melagrido® utilizado no tratamento de tosse e asma,
desenvolvido a partir das folhas de Mikania glomerata Spreng. (Asteraceae).
Em 2016, a venda no Brasil desses dois fitoterapicos rendeu um total de 53,9
milhées de reais, demonstrando a importdncia de incentivo no
desenvolvimento de fitomedicamentos de origem nacional. (SILVEIRA,
CARVALHO, MATOS, 2022).

As plantas tém se destacado cada vez mais como fonte de moléculas bioativas
no processo de descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos. Nas Ultimas
quatro décadas a FDA (Food and Drug Administration — agéncia norte-americana de
saude publica que regulamenta varias classes de produtos, dentre eles, os
medicamentos) aprovou 1.881 novas entidades moleculares para uso terapéutico, das
quais aproximadamente 23,5% sao derivadas de produtos naturais. Esse dado
evidencia a relevancia dos produtos naturais como recurso estratégico para a
inovacao farmacéutica. Em comparacao com moléculas sintéticas, os compostos de
origem natural apresentam estruturas quimicas mais complexas, elevada massa
molecular, diversidade de esqueletos e propriedades quimicas favoraveis,
caracteristicas que ampliam seu potencial para diferentes aplicacdes bioativas
(SILVEIRA, CARVALHO, MATOS, 2022.; ESTADOS UNIDOS, 2025).

2.2 FAMILIA Ochnaceae

A familia Ochnaceae compreende 27 géneros e cerca de 600 espécies, com

distribuicdo pantropical (AMARAL, 1991 apud SALVADOR et al., 2010). No Brasil
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foram catalogados cerca de 13 géneros e aproximadamente 120 espécies (SOUZA &
LORENZI, 2005). Vérias espécies desta familia botanica ocorrem na regido dos
Inconfidentes incluindo o Parque Estadual do Itacolomy em Ouro Preto. As plantas
desta familia sdo essencialmente arbdreas ou arbustivas, menos frequentemente
herbaceas (Sauvagesia). Trabalhos do nosso grupo de pesquisa tem mostrado o
potencial das espécies desta familia como fonte de substancias com atividade antiviral

(BRANDAO et al., 2011; FERREIRA et al., 2021).

Os trabalhos de isolamento e purificacdo de metabdlitos secundéarios
provenientes de espécies de Ochnaceae tém levado, até o presente momento, a
identificacdo e elucidacdo estrutural de flavonoides e biflavonoides. (MOREIRA et al.,
1994, MBING et al., 2003a, 2003b, SUZART et al., 2007; CARVALHO et al., 2008).
Grande parte das pesquisas envolve espécies dos géneros Ouratea, Luxemburgia,
Ochna e Lophira. A variedade estrutural de biflavonoides e flavonoides
frequentemente observada nessas espécies possibilita sua aplicacgdo como
marcadores quimiotaxonomicos. (TIH et al., 1989 e 1992; LIKHITWITAYAWUID 2001;
MESSANGA et al., 2002; MBING et al., 2006).

Nesse contexto, faz-se importante conhecer, guimicamente, quais as
moléculas que estdo presentes na planta. A realizacdo desta caracterizacdo pode
refletir positivamente no desenvolvimento de novos farmacos e, consequentemente,
na melhora da qualidade de vida das pessoas (SUZART et al., 2007).

A figura 1 mostra a espécie vegetal Luxemburgia polyandra A.St.-Hil., utilizada

neste trabalho.
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Figura 1: Espécie vegetal Luxemburgia polyandra A.St.-Hil

Fonte: Brasil Holistico | BRAH.

O género Luxemburgia € endémico do Brasil, compreende 20 espécies
distribuidas nos estados da Bahia, Espirito Santo, Goias, Minas Gerais e Rio de
Janeiro (FLORA DO BRASIL 2020) e sdo encontradas em campos rupestres e

afloramentos rochosos, principalmente na Cadeia do Espinhaco (FERES, 2001).

A espécie Luxemburgia nobilis apresenta uma grande diversidade flavonoidica, além
de serem ativas biologicamente. Descreve-se a presenca de amentoflavona (apresenta
atividade antimicrobiana e antioxidante), robustaflavona (apresenta atividade anti-
inflamatodria), epicatequina (apresenta propriedades anti hipertensivas), dentre outros
(SUZART et al., 2007; LI et al., 2020; JO et al., 2019; KLUKNAVSKY et al., 2020).

A variedade de moléculas biologicamente ativas e com potencial farmacoldogico,
com destaque para os flavonoides, existentes nas plantas da familia Ochnaceae e do
género Luxemburgia explica o grande interesse em se estudar e caracterizar
quimicamente extratos de diferentes espécies desta familia (SUZART et al., 2007).
Além disso, ainda ndo ha publicacbes sobre a espécie estudada nesse trabalho

descritas na literatura.

2.4 FLAVONOIDES

Flavondides sdo uma grande classe de compostos naturais aromaticos
reportados como os compostos fendlicos mais comuns em plantas. Através dos anos,
os flavondides tém representado uma grande porcentagem de fitoquimicos de origem
natural, sendo que mais de 10.000 classes diferentes de flavonoides foram
encontradas no Reino Plantae (EKALU, HABILA, 2020).


https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC8727548/#B111
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Uma substancia “fendlica ou polifendlica” é aquela que possui um ou mais
nudcleos aromaticos contendo substituintes hidroxilados e/ou seus derivados

funcionais (ésteres, éteres, glicosideos e outros) (SIMOES et al., 2017).

Na natureza podem-se encontrar flavonoides em diversas formas estruturais.
Quimicamente, a maioria dos flavonoides baseia-se em uma estrutura fundamental
gue possui um esqueleto formado por de 15 atomos de carbono constituido por dois
anéis de benzeno (A e B como mostrado na Figura 2), ligado por meio de uma cadeia
trés carbonos entre elas e um oxigénio como heteroatomo (C) (SIMOES et al., 2007).

Essa estrutura basica pode ser observada na figura 2.

Figura 2: Nucleo fundamental dos flavonoides

As propriedades biolégicas e oxidativas dos flavondides sao responsaveis pela
sua capacidade anti-alérgica, cardioprotetora, antidiabética, anti-inflamatéria e
antioxidante. Pesquisas recentes tém focado nos beneficios para a saude destes
metabdlitos secundarios por ter acdo preventiva contra doencas. Além destas ja
mencionadas, foram relatadas propriedades quelantes, bem como sua utilizacédo
como substancias antienvelhecimento, moduladores da permeabilidade capilar e da
resposta inflamatoria, antibacteriana e terapéutica, gastroprotetora e antidiabética
destes compostos. (EKALU, HABILA, 2020).

Um exemplo é a biflavona 7,7"-O-dimetilagatisflavona , estrutura quimica

representada na figura 3, isoladas de O. spectabilis, demonstraram capacidade de
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inibir a enzima aldose redutase presente no cristalino bovino. O excesso de atividade
dessa enzima esta associado ao desenvolvimento de diversas complicacdes da
diabetes, incluindo catarata, retinopatia e neuropatia (SUZART et al., 2007). A figura

mostra a estrutura quimica dessa substancia:

Figura 3: Estrutura quimica da 7,7"-O-dimetilagatisflavona

OH

OH

HO OMe

Fonte: SUZART et al., 2007

Os biflavonoides constituem uma classe de flavondides diméricos,
diferenciando-se de outros oligbmeros como as proantocianidinas, devido a sua
origem biogenética comum. A maioria dos biflavondides de ocorréncia natural sédo
dimeros de flavonas e flavononas — raramente chalconas — apresentando substituintes
nas posigbes dos carbonos 5, 7 e 4’ e, mais raramente, 5, 7, 3’ e 4'(SIMOES et al.,
2004).

Os biflavonoides encontram-se amplamente distribuidos em diferentes
espécies vegetais, sendo detectados em diversos tecidos das plantas. Apesar de sua
ocorréncia expressiva, suas func¢des bioldgicas ainda ndo se encontram plenamente
elucidadas. Entre os papéis sugeridos, destacam-se a atuagcdo como agentes

antifangicos e como substancias deterrentes a herbivoria por insetos, além da possivel
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funcao fotoprotetora frente a radiacao ultravioleta nas folhas. No ambito farmacolégico,
tém sido atribuidas a esses compostos atividades relevantes, incluindo efeitos
cardiotbnicos, propriedades anti-inflamatérias, entre outras acgfes de interesse

terapéutico (SIMOES et al., 2004).

2.5 PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS

Segundo Simdes et al. 2004,

O interesse econdmico pelos flavondides é decorrente de suas propriedades,
como, por exemplo, o fato de alguns apresentarem cor e poderem ser usados
como pigmentos, sua importancia no processo de tanagem do couro, na
fermentagéo do cha-da-india, na manufatura do cacau e por conferirem cor e
valor nutricional para alguns alimentos. Além disso, esses compostos
possuem também importancia farmacoldgica, resultado de algumas
propriedades atribuidas a alguns representantes da classe, como por
exemplo: antitumoral, anti-inflamatéria, antioxidante, antiviral, entre outras.

(SIMOES et al., 2007)

e Atividade Antiviral

Carvalho et al (2013) demonstraram em ensaios in vitro a atividade virucida da
quercetina sobre o parvovirus canino. Para avaliacéo do efeito antiviral, a reducéo do
titulo viral foi de 93% para concentracdo de 3 micrograma/ml de quercetina incubada
com virus. No mesmo estudo, foi observada também a reduc¢éo do titulo viral na dose
dependente na concentracdo de 1,5 micrograma/ml em testes de determinacéo de
atividade sobre a células (CARVALHO et al, 2013).

Para investigar o mecanismo pelo qual a quercetina interage na inibi¢cdo do ciclo
da replicacdo do parvovirus canino, Carvalho et al (2013) demonstraram em teste
inibitérios da adicdo de quercetina sobre diferentes etapas do ciclo replicativo do
parvovirus, a reducéo de 90% do titulo viral na etapa de penetracéo, porém nao teve
reducdo significativa do titulo viral nas etapas de adsorcdo e pos-infeccdo. Tais
resultados revelam a potencial atuacdo da quercetina ao interferir na ligacéo do virus
a célula hospedeira, dificultando a infeccéo pelo parvovirus canino aumentando a
capacidade de seus efeitos antivirais (CARVALHO et al, 2013).

A seguir se encontra a estrutura quimica da quercetina, na figura 4.
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Figura 4: Quercetina
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e Atividade Antioxidante

Os flavonoides apresentam atividade antioxidante devido & sua capacidade de
quelar metais, neutralizar radicais livres — incluindo o radical hidroxila e radicais
peréxido — e eliminar espécies oxidantes como o anion superéxido (O,7), além de
atuarem de forma sinérgica com outros antioxidantes, como as vitaminas C e E.
Pesquisas atuais investigam a relagdo entre a estrutura dos flavonoides e sua acéo
antioxidante. Essa atividade também envolve a inibicdo de enzimas como ciclo-
oxigenase, lipoxigenase, NADPH oxidase, xantina-oxidase e fosfolipase, assim como
a estimulacdo de enzimas antioxidantes, incluindo catalase e superéxido dismutase.
(TRUEBA; SANCHEZ, 2001).

Observa-se a acao antioxidante dos flavonoides analisando as seguintes
equacoes:

Flavonoide (OH) + Re > flavonoide (O¢) + RH

Flavonoide (OCH3) + R+ > flavonoide (O¢) + RCH3

As variagcdes na atividade antioxidante dos flavonoides, decorrentes de
polihidroxilagdo ou polimetoxilagdo, provavelmente se devem as diferencas

estruturais dos radicais livres. Quando os flavonoides doam radicais H ou grupos
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metila, esses radicais livres tornam-se menos reativos e, assim, ndo conseguem mais

atacar as biomoléculas do organismo (BIRT et al, 2001).

Um exemplo é a genisteina, um isoflavonoide, apresentou efeito fotoprotetor e
acao na prevencao da fotocarcinogénese cutanea em modelos animais. Esse efeito
esta relacionado a diminuicdo das espécies reativas de oxigénio (EROS) — ou seja
relaciona-se com sua atividade antioxidante, uma vez que reduz a infiltracdo de

linfécitos nas regides expostas a radiacdo ultravioleta (UV) (Bosch et al., 2015).

A estrutura quimica da genisteina esta representada na figura 5.

Figura 5: Estrutura quimica da Genisteina
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e Atividade Anti-inflamatoria

Os flavonoides apresentam potencial anti-inflamatério, principalmente por
interferirem na biossintese dos eicosanoides. O mecanismo pelo qual os flavonoides
inibem as enzimas ciclo-oxigenase e lipoxigenase tem sido amplamente estudado.
Compostos como a quercetina e a apigenina demonstraram efeito anti-inflamatério ao
inibir a COX-2 e a oxido nitrico sintase (MUTOH et al., 2000).

Um exemplo de flavonoide com essa atividade é a apigenina, cuja estrutura

guimica esta representada na figura 6.
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Figura 6: Estrutura quimica da apigenina
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e Atividade Antitumoral

Os flavonoides vém sendo descritos como agentes capazes de inibir células
cancerosas, em razdo de suas propriedades farmacolbgicas antioxidantes. Dessa
forma, podem contribuir para o controle da proliferacdo celular e atuar na prevencéo
da oncogénese por meio da modulacédo de enzimas envolvidas nas vias metabdlicas
relacionadas ao desenvolvimento do cancer. (AMADO et al., 2011; HUNG et al., 2009.
Assim, a acdo antitumoral de flavonoides e polifendis tem sido amplamente
investigada, buscando-se compreender como esses compostos participam na inibigéo
da multiplicacdo celular, especialmente por meio da inducdo de apoptose em
diferentes linhagens de células cancerigenas. (JADVAR, 2009).

No estudo conduzido por Pereira et al. (2015), foi analisado o potencial da
morina, um flavonoide, na inducéo de apoptose em linhagens de células de cancer de
pulméo (H4600). Os resultados demonstraram reducdo do crescimento tumoral e
inducdo de morte celular quando tratadas com a concentracdo de 800 pg/mL. A
avaliacao foi realizada por meio dos ensaios de MTT, microscopia de fluorescéncia e
citometria de fluxo (PEREIRA et al., 2015).

A estrutura quimica da morina esta representada na figura 7.
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Figura 7- Estrutura Quimica da morina
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2.6 ARBOVIROSES

As arboviroses sdo doencas causadas por virus e transmitidas aos humanos
através de mosquitos hematofagos infectados, sendo que os principais géneros
desses insetos sdo Aedes e Culex. Essas enfermidades podem causar diferentes
sintomas, variando de uma febre leve até quadros de salude mais sérios, sendo alguns
deles potencialmente fatais. (Brasil 2025).

Sao doencas de grande importancia em saude publica devido a fatores como o
grande potencial endémico apresentado por elas, a dificuldade no controle dos vetores
e a inexisténcia de vacinas e tratamentos especificos e efetivos contra esses virus.
(PEPE et al., 2020). As principais sdo Chikungunya, Zika e Febre Mayaro. Além disso,
o Brasil, situado em regido tropical, retne fatores ambientais favoraveis a presenca

de vetores, como 0s mosquitos, e a circulacao de arboviroses. (LOPES et al., 2014).

2.6.1 Alphaviru chikungunya

O Alphavirus Chikungunya é um virus pertence ao género Alphavirus e é
transmitido por fémeas de mosquitos das espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus
(AGUIAR et al., 2024).

Descrito pela primeira vez em 1952, na Tanzania, apos ter sido confundido com

a dengue, o virus passou a ser detectado em diferentes paises da Africa e da Asia.
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No Brasil, sua ocorréncia foi relatada apenas no final de 2013 (DONALISIO et al, 2017).
Ha um numero significativo de casos a cada ano e surtos frequentes mundialmente
(AGUIAR et al., 2024).

A doenca pode se manifestar de forma leve e ndo causar complicacdes, mas
possui muitos sintomas parecidos com a dengue, tais como quadros de febre, dor
articular intensa, cefaleia e mialgia. Além disso, pode ocorrer o desenvolvimento artrite
crbnica que pode durar varios meses ou anos. (AGUIAR et al., 2024; DONALISIO et
al., 2015; RIBEIRO ET AL., 2018).

Até o presente momento, ndo ha tratamento antiviral especifico para essa
arbovirose. (MINISTERIO DA SAUDE, 2025). Na auséncia de uma medica¢&o antiviral
especifica, o tratamento da chikungunya tem como objetivo principal o alivio
sintomético, especialmente da dor. Para algumas complica¢des renais, como a GESF
(Glomeruloesclerose Segmentar e Focal) ou a microangiopatia trombotica, tém sido
propostos tratamentos com corticosteroides e imunossupressores. Contudo, até o
momento, ndo existem evidéncias consistentes que comprovem a eficacia dessas

intervencdes na doenca (AGUIAR et al., 2024).

2.6.2 Orthoflavivirus zikaense

O Orthoflavivirus zikaense (ZIKV) é responséavel por uma arbovirose, isto é,
uma enfermidade viral transmitida por mosquitos hematéfagos, em especial as fémeas.
O primeiro registro do ZIKV ocorreu em 1947, em macacos da floresta Zika, localizada
em Kampala, Uganda (DICK, KITCHEN E HADDOW, 1952).

O ZIKV pode estar relacionado ao desenvolvimento da sindrome de Guillain-
Barré (GBS), enfermidade neuroldgica que ocorre predominantemente em individuos
adultos com mais de 30 anos. Trata-se de uma doenca autoimune que provoca

alteragcbes motoras e que, em determinadas situacdes, pode evoluir para perda
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sensorial envolvendo musculos respiratérios e faciais (CREANGE, 2016;
GOODFELLOW e WILLISON, 2016).

Até o presente momento, ndo ha medicamentos aprovados para uso clinico no
tratamento da infeccdo pelo ZIKV, limitando-se as intervencdes ao controle dos
sintomas. Nas ultimas décadas, observa-se um crescente interesse cientifico na
investigagéo de produtos naturais derivados de plantas, visando isolar e caracterizar
substancias com potencial acdo antiviral, especialmente contra o ZIKV e o virus da
dengue, fundamentando-se em praticas da medicina tradicional (BARROWS et al.,

2016; KADIR et al., 2013; TEIXEIRA et al., 2014).

2.6.3 Alphavirus mayaro

Desde 1954, o Alphavirus mayaro (MAYV) tem sido identificado em diferentes

paises das Américas, com destague para a América do Sul e Central, onde surtos e
casos esporadicos sdo notificados. Observa-se que alguns desses episodios estao
relacionados a estac¢des chuvosas, que favorecem tanto o aumento da populacéo de
vetores quanto a manutencéao do ciclo de transmissédo (Mouréo et al., 2012).

No periodo de 2014 a 2016, foram notificados no Brasil 343 casos suspeitos de
MAYYV, com 70 confirmacdes mediante diagndéstico laboratorial. Em 2019, conforme
dados do Ministério da Saude referentes as semanas epidemiolégicas 28 a 32, houve
a confirmacado de cinco casos no estado do Para, dois em criancas, das quais uma
precisou de internacao hospitalar (Barros et al., 2021).

A manifestacdo clinica da doenca apresenta semelhanca com arboviroses
como dengue, chikungunya e zika, caracterizando-se por febre, mialgias, dor retro-
ocular, tontura, cefaleia, artralgias e edema articular, frequentemente incapacitante. O
curso é autolimitado, geralmente entre trés e sete dias; contudo, as artralgias podem

se prolongar por semanas ou até meses (Brito, Fernandes e Farias, 2021).
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N&o ha terapias antivirais especificas disponiveis contra o Alphavirus Mayaro;
0 manejo clinico baseia-se no tratamento sintomético, principalmente com o emprego

de farmacos analgésicos para controle da dor (OMS, 2022).

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a caracterizagdo quimica do extrato etandlico de caules e folhas da
espécie Luxemburgia polyandra. Adicionalmente, realizar o estudo do efeito antiviral

desse extrato.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar o fracionamento inicial do extrato etandélicos com solventes de

polaridade crescente.

Caracterizar o extrato etandlico por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE-FR-DAD-EM).

Avaliar a atividade citotoxica do extrato etandlico de caules e folhas de
Luxemburgia polyandra e fracdes obtidas a partir dele frente a linhagens celulares

Vero e MRC-5.

Avaliar a atividade antiviral do extrato e fracdes frente aos virus Zika,

Chikungunya e Mayaro por método colorimétrico utilizando o MTT.
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4. MATERIAIS E METODOS

Na caracterizacéo fitoquimica serd utilizada a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) em fase reversa acoplada a deteccdo UV (arranjo de diodos) e a
Espectrometria de Massas (EM). Como resultados do presente estudo espera-se
identificar substancias quimicas presentes no extrato etandlico de caules e folhas da
Luxemburgia polyandra, que possam tornar potenciais fontes de substancias com

potencial farmacoldgico.

4.1 MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi coletado no municipio de ouro preto, minas gerais.
A exsicata foi identificada e depositada no herbario José Badini UFOP (Ouro
Preto). O projeto foi cadastrado no sistema nacional de gestédo do patriménio genético

e do conhecimento tradicional associado sob o0 n°® ab3154f.

4.2 PREPARO DOS EXTRATOS

Os caules e folhas foram secos em estufa ventilada, a 40°C, moidos e o0 po
acondicionado em frascos de vidro. Posteriormente, os extratos foram preparados
utilizando etanol 96° e as solugfes resultantes da extracado foram concentradas por

destilacdo em evaporador rotatério.

4.3 PERFIS CROMATOGRAFICOS

A técnica utilizada para produzir o perfil cromatografico neste estudo foi a
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa acoplada a espectro de

massas (CLAE-FR).
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4.3.1 Perfis cromatograficos por CLAE-FR

Cerca de 10 mg dos extratos foram utilizados para estabelecer os perfis
cromatograficos por CLAE-FR. Uma quantidade de 10 mg dos extratos foi colocada
em tubo de microcentrifuga, acrescentou-se 1 ml de metanol grau CLAE, sendo a
dissolucéo realizada por ultra-som, por 15 minutos. Em seguida, a amostra foi
centrifugada a 10.000 rpm, por 10 minutos. Posteriormente o sobrenadante foi
utilizado para as analises por CLAE-FR.

Os perfis cromatogréficos foram obtidos através de uma coluna LiChrospher
100 RP-18 (particulas de 5 pm, 250 x 4 mm d.i.), detecgdo UV 220-400 nm, fluxo de
1 mL/min e com o forno da coluna a 40°C.

A matriz oriunda de extratos vegetais € complexa e por isso, foi empregado um
gradiente de MeCN - H20, com um periodo de elui¢cao linear longo (5 - 95% de MeCN,
em 65 minutos) seguido de um periodo de eluigdo isocratica curto (95% de MeCN por
5 minutos). Houve um intervalo de 5 minutos ap6s cada corrida do programa de
eluicdo e antes da injecdo de nova amostra, para retornar as condicdes iniciais do
gradiente.

Em todas as etapas, os solventes utilizados foram de grau CLAE (Tedia Brasil®)

e agua purificada (sistema Milli-Q).

4.3.2 Perfis cromatogréficos adquiridos através de CLAE-FR-DAD-MS

As andlises por LC-MS/MS foram feitas empregando um sistema Nexera
UHPLC (Shimadzu) acoplado a um espectrdmetro de massas de alta resolugéao
(maXis ETD high-resolution ESI-QTOF (Bruker)) tendo como programa de controle
Compass 1.7 (Bruker). Utilizou-se uma coluna Shimadzu Shim-Pack XR-ODS-Ill (C18,
2.2um, 2.0 x 150mm) com uma temperatura do forno de 40°C e fluxo da fase movel

de 400 pl/min. Os componentes da fase moével utilizadas foram A (Agua Milli-Q®
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acidificada a 0,1% de acido férmico) e B (Acetonitrila) a programacéo utilizada para
eluicdo foi um gradiente inicial contendo 5% de B por 0,5 minutos e em seguindo um
gradiente linear até 100% de acetonitrila no tempo de 40 minutos, apds o gradiente

de 100% ser atingido prosseguiu-se com 0 mesmo gradiente por 5,0 minutos.

Tabela 1 - Condi¢des cromatograficas empregadas nas analises do extrato etandlico
por CLAE-FR-DAD-MS

TEMPO
H20 (%) ACN (%)
(min)
0-0,5 95 5
0,5-40 5 100
40-45 100 100

Os espectros de massas foram obtidos com ionizacdo por spray de elétrons
sendo registrados em varredura completa (full scan) e sequencial ou tandem (EM/EM),
no modo positivo. As condi¢cbes gerais de operacdo do equipamento durante as
analises foram: voltagem do capilar: 34500 V; 3,0 bar de pressédo do nebulizador, o ar
seco teve um fluxo de 8L/min e uma temperatura de 200°C. Os espectros de
ESI/EM/EM foram registrados com energia de 15 e 60 eV na faixa de m/z 100 a 2000
Da. A calibracdo de massas realizada com 20 pL padréo calibrador antes e depois da
analise. A deteccdo dos componentes sera feita comparando os picos cromatograficos
seguido de sua massa exata e o padréo de isétopos (MS?). A identificacdo foi baseada
nos espectros de fragmentacdo (MS?) em conjunto com uma database interna de
substancias naturais, associadas com as bibliotecas publicas de espectros como a
MassBank (HORAI et al., 2010) e a database universal de produtos naturais (UNPD)

(ALLARD et al., 2016).
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4.5 ENSAIOS BIOLOGICOS

Nos ensaios biolégicos serdo utilizadas as seguintes amostras virais e
linhagens celulares:

Chikungunya virus (CHIKV) — A amostra de CHIKV utilizada neste estudo foi
cedida pelo Dr. Mauricio Nogueira da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio
Preto - SP. Para obtenc&o do pool trabalho de CHIKYV, tal aliquota foi multiplicada em
células Vero e titulada para determinacéo da PFU/mL (Unidade Formadora de Placa

por mililitro).

Zika virus (ZIKV) — A amostra de ZIKV utilizada para a propagacao in vitro
deste virus foi obtida de um paciente com quadro clinico sem complica¢des, morador
do estado de Pernambuco (PE-243/215). Esta amostra foi gentilmente cedida pela
Prof. Dra. Erna Geessien Kroon, da Universidade Federal de Minas Gerais.

Mayaro virus (MAYV) - A amostra de MAYV usada para a propagacao in vitro
deste virus foi isolada de um humano no Estado do Acre. Esta amostra foi gentilmente
cedida pelo Prof. Dr. Mauricio Lacerda Nogueira, da Faculdade de Medicina de Sao

José do Rio Preto (SP).

Células Vero: As células Vero sdo derivadas de rins de macaco verde
(Cercopthecus aeothiops), cultivadas em meio DMEM suplementado com 5% SFB
contendo penicilina (100 Ul/ml) e anfotericina B (5 ug/ml), em estufa com 5% de CO2,
a 37°C. Estas células foram utilizadas nos experimentos de citotoxidade, producédo do

Chikungunya virus, para avaliacdo da atividade antiviral e nas titulagbes de virus.

Células C6/36: As células C6/36 séo derivadas de larvas do mosquito Aedes
albopictus, multiplicadas em meio L15 suplementado com 5% SFB contendo
penicilina (100 U/mL) e fungizona (5 pg/mL), em ambiente com 5% de CO2 a 37°C.

Estas células seréo utilizadas na producgéo do virus estoque de Zika virus.
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Células MRC-5: As células MRC-5 sao derivadas de fibroblastos de pulméo
deum feto masculino de 14 semanas, multiplicadas em meio DMEM suplementado
com5% de SFB, contendo penicilina/estreptomicina (100 Ul/mL), em estufa com 5%

deCO2 a 37°C. Estas células foram utilizadas nos ensaios de citotoxicidade.

Na tabela numero 2, foram apresentadas as caracteristicas das linhagens
celulares (origem histolégica e ATCC®), bem como as concentracées de
plagueamento utilizadas nos ensaios de citotoxicidade e atividade antiviral para as
linhagens celulares Vero e MRC-5, realizados em placas de 96 pocos (de poliestireno
de fundo chato (2,0 x 10* células/cavidade)).

Tabela 2 - Linhagens celulares utilizadas nos ensaios biologicos in vitro e

concentracdo de plagueamentos das células para os ensaios de citotoxicidade e
atividade antiviral, em placas de 96 pocos

Linhagem Celular Origem Histoldgica ATCC® Concentracao de plaqueamento

(Células/Poco)

MRC-5 Fibroblasto de pulmdo  CCL-171™ 1,0 x 104

Vero Célula Epitelial Renal CCL-81™ 2,0 x 10%

4.5.1 Ensaio de citotoxicidade pelo método colorimétrico com MTT 3-(4,5-

dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina

O ensaio colorimétrico com MTT baseia-se na capacidade da mitocéndria de
células viaveis em clivar o sal de tetrazélio (MTT), o brometo de 3-(4",5"-dimetiltiazol-
2%ila)-2,5-difeniltetrazol em formazana, através da enzima succinato desidrogenase.
O sal de tetrazolio é hidrossoluvel e possui coloracdo amarela, ja a formazana € um
precipitado insolivel em meio aquoso e possui coloracdo azul-violeta (DENIZOT e

LANG, 1986; MOSMANN, 1983; TWENTYMAN e LUSCOMBE, 1987).
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As suspensodes celulares serdo distribuidas em microplacas de 96 pocos de
poliestireno de fundo chato (2,0 x 10* células/cavidade). As culturas serdo incubadas
em atmosfera imida, a 5% de CO2, a 37°C. Serao preparadas diluicdes das amostras
testes em DMEM 1% SFB (Soro Fetal Bovino), em concentracdes que variaram entre
200 e 1,562 pg/ml. Apés um periodo de incubacao de 24 horas, houve a formacéo da
monocamada celular na superficie das cavidades. Entdo, o meio de cultura foi
removido e 100 uL das solugdes diluidas dos compostos e 100 yL de meio de cultura
DMEM 1% SFB serdo adicionados. O MTT sera adicionado 90 minutos antes das
leituras (MOSMANN, 1983), que seréo feitas em leitor de microplacas, a 490 nm, 72
horas ap0ds a adicao das substancias teste/extrato e da suspensao viral.

A toxicidade celular sera expressa em termos de concentracao citotoxica a 50%
(CC50). A porcentagem citotdxica é calculada como [(A-B)/A]x100, onde A e B séo
as densidades oticas a 490nm (DO490) das cavidades onde estdo presentes células

nao tratadas (A) e tratadas (B), respectivamente.

No contexto desse estudo, o ensaio de citotoxicidade foi conduzido com o
objetivo de definir a concentracdo nao citotdéxica das substancias, a fim de que os
testes antivirais fossem realizados com utilizando as concentragdes das substancias

abaixo do CC50, conforme metodologia descrita por Brand&o et al. (2010).

4.5.2 Avaliagéo da atividade antiviral

Preparo das suspensdes estoques virais

Para obtencdo dos estoques de virus, células C6/36, cultivadas em garrafas
de 150 cm3, foram infectadas com 0,01 u.f.p. Apés a visualizacéo do efeito citopatico
em 90 a 100% das células, as mesmas serdo centrifugadas por 5 min, a 4°C. O
sobrenadante serd aliquotado, congelado a -70°C e, posteriormente, titulado segundo

REED e MUENCH, (1938).
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Avaliacdo da atividade antiviral pela técnica colorimétrica com o MTT

Foi realizada de acordo com metodologia descrita por BRANDAO et al. (2010).
Serdo preparadas solucdes estoque das amostras, em DMSO, as quais foram

avaliadas em concentracfes ndo citotoxicas.

As monocamadas celulares foram cultivadas em placas de 96 cavidades (6,0
x 10* células/cavidade). Apds 24 horas de incubacéo em 5% de COz2, a 37°C, o meio
de cultura (DMEM 5% SFB) sera removido e 100 pL das diluices das amostras, serao
adicionados em cada cavidade, juntamente com 100 pL da suspensao viral. Em
seguida, as culturas serdo incubadas em atmosfera mida contendo 5% de COq, a
37°C, por 72 horas. Foram realizados os seguintes controles: de células tratadas e
nado infectadas (CT); de células ndo tratadas e infectadas (CV) e de células ndo
tratadas e nao infectadas (CC). Além disso, todos os testes serdo comparados com
um controle positivo, interferon a, simultaneamente, em circunstancias idénticas como
relatado anteriormente (BETANCUR-GALVIS et al., 2002). A viabilidade celular sera
avaliada pela técnica colorimétrica do MTT (MOSMANN, 1983). O sobrenadante sera
removido e, em seguida, serdo adicionados 28,0 L de uma solucdo de MTT (2,0
mg/ml em PBS), em cada cavidade. As placas serdo incubadas por 1 hora e 30
minutos a 37 °C e, ap0s este tempo de incubacgdo, foram adicionados 130,0 pL de
DMSO, em cada cavidade, para dissolver os cristais de formazana. As placas seréo
mantidas sob agitacdo, em agitador de placas durante 15 minutos e a densidade

Optica sera determinada em 492 nm (D0O492), em leitor de microplacas.

A concentracdo eficaz que apresenta 50% de efeito antiviral, isto €,
concentracéo efetiva a 50% (CES50), € expressa como a concentragdo que promove
a protecdo de 50% das ceélulas tratadas da destruicdo causada pelo virus. A
porcentagem de protecéo € calculada como [(A-B)/C-B)]x100, onde A, B e C séo as
D0O492 das cavidades nas quais estdo presentes células tratadas e infectadas (A),

nao tratadas e infectadas (B), e ndo tratadas e nao infectadas (C), respectivamente.
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4.5.3 Determinacéo do indice de seletividade

O indice de seletividade (IS) é obtido através da razdo entre a concentracao
maxima da amostra que causa 50% de inibicdo do crescimento celular (CCso) € a
concentracdo minima da amostra na qual 50% do virus € inibido (CEso) (COS et al.,

2006).

4.5.4 Critérios para avaliagdo da atividade citotoxica e antiviral

Neste estudo, para a avaliacdo da atividade antiviral in vitro contra os arbovirus,
foram adotados os critérios propostos por Cos et al. (2006) e Ocazionez et al. (2010).
De acordo com esses autores, a atividade antiviral in vitro é considerada promissora
e seletiva quando a concentracdo citotbxica média (CCso) € = 100,0 pg/mL, a
concentracéo efetiva média (CEs) € < 50,0 pyg/mL e o indice de seletividade (IS) é =

2,0 (COS et al., 2006; OCAZIONEZ et al., 2010).

Além disso, de acordo com Koch et al. (2005), indices de seletividade inferiores
a 2,0 indicam que, embora as amostras possam apresentar alguma atividade bioldgica,

elas tendem a ser téxicas em razdo de sua citotoxicidade.

A tabela 3 apresenta os critérios utilizados para avaliacéo da atividade antiviral
contra os arbovirus.
Tabela 3 - Critérios utilizados durante a avaliacdo dos resultados dos ensaios

antivirais in vitro contra os virus Chikungunya virus (CHIKV), Zika virus (ZIKV) e
Mayaro virus (MAYV)

ATIVIDADE CEso IS
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N&o ativo > 400,00 <20
Baixa > 100,00 <20
Moderada > 50,00 =20
Alta (promissora e seletiva) < 50,00 22,0

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ANALISE POR CLAE-FR-DAD-EM

A andlise por CLAE-FR-DAD-EM (modo positivo) do extrato etandlico dos
caules e folhas de Luxemburgia polyandra permitiu a identificacdo de um conjunto
expressivo de flavonoides C-glicosilados e O-glicosilados, majoritariamente derivados
de luteolina, com distintas substituicdes nos agucares (glicose, pentoses, ramnose) e
no anel aromatico (metoxilacdes e acetilagdes). Os resultados obtidos das analises

do extrato etandlico da Luxemburgia polyandra foram organizados na tabela 4.

Tabela 4 - Resultados da andlise do extrato etandlico da espécie estudada,
apresentando a massa molar da substancia (Daltons), o tempo de retencéo (em
minutos), a razdo m/z (Massa/carga) do ion precursor, o erro (ppm) e o padrdo de
fragmentacao do ion precursor

MM HRMS Erro Fragmentacao

Substancia (Da) TR (min) M+H]* | (ppm) (MS2)

611.1610 (90.9%), 449.1084
(66.6%), 431.0971 (26.9%),
610 11,7 |611.1610 | 0,3 413.0872 (20.4%), 329.0657
(100.0%), 299.0547 (33.5%).
287.0551 (28.8%)

orientina - 2”-C-
glicosideo

611.1616 (100.0%), 449.1089
(79.0%), 431.0986 (32.1%),
610 11,8 | 611,1609 | 05 413.0872 (26.1%), 329.0655
(97.2%), 299.0554 (22.4%)
287.0545 (33.2%)

orientina - 2” -C-
glicosideo

orientina - 2”-C- 610 12,3 611,1608 0,7 611.1608 (55.1%), 449.1081
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glicosideo

(72.6%), 431.0972 (22.3%),
413.0876 (21.8%), 353.0663
(26.1%), 329.0658 (90.4%),
311.0563 (19.6%), 299.0548
(32.6%), 287.0555 (25.9%)

orientina - 2”-C-
glicosideo

610

12,5

611,1609

0,5

611.1611 (89.6%), 449.1080

(66.6%), 431.0978 (27.0%),

413.0870 (21.3%), 353.0658

(20.0%), 329.0657 (100.0%),

299.0551 (31.7%), 287.0549
(31.4%)

orientina - 2”-C-
glicosideo

610

12,6

611,1610

0,3

611.1610 (86.4%), 449.1080

(68.6%), 431.0975 (26.3%),

413.0870 (21.2%), 353.0655

(20.5%), 329.0657 (100.0%),

299.0551 (32.6%), 287.0550
(31.1%)

orientina - 2”-C-
glicosideo

610

12,7

611,1610

0,3

611.1610 (78.8%), 449.1080

(66.9%), 431.0974 (26.3%),

413.0868 (21.5%), 353.0655

(21.3%), 329.0656 (100.0%),

299.0550 (32.6%), 287.0549
(30.5%)

orientina - 2”-C-
glicosideo

610

13,0

611,1611

0,2

611.1611 (83.0%), 449.1081

(65.3%), 431.0973 (25.2%),

413.0869 (21.8%), 353.0656

(20.6%), 329.0656 (100.0%)

299.0550 (31.6%), 287.0550
(29.3%)

2”-glicose-7-
metoxi-orientina

624

13,1

625,1763

0,8

625.1772 (52.0%), 463.1231
(100.0%), 445.1143 (7.7%)
343.0819 (32.4%), 329.0653
(7.8%), 313.0713 (26.9%)
301.0711 (51.2%)

orientina -
pentosil

580

13,2

581, 1503

0,5

581.1502 (100.0%), 449.1082
(53.0%), 431.0973 (27.8%)
413.0872 (23.0%), 353.0657
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(17.4%), 329.0656 (89.3%)
299.0550 (28.6%)

2"-glicose-7-

625.1767 (52.9%), 463.1235
(100.0%), 445.1126 (7.9%),

10 o 624 6251764 | 0,6
metoxi-orientina 13.3 343.0813 (30.1%), 313.0708
(25.4%), 301.0707 (54.5%)
595.1659 (94.0%), 433.1130
(52.6%), 415.1023 (19.5%,
Vitexina -2"- O - 397.0919 (18.5%), 337.0706
11 na - 594 595,1659 | 0,7
glicosideo 13,6 (17.1%), 313.0708 (100.0%)
283.0601 (26.1%), 271.0603
(25.7%)
609.1815 (100.0%), 463.1235
2’-raminose-7- (74.8%), 343.0812 (22.2%)
12 o 608 609,1814 | 0,8 !
metoxi-orientina 13,7 313.0706 (62.4%), 301.0706
(71.7%)
609.1815 (36.5%), 465.1304 (5.9%)
2’-raminose-7- 463.1225 (100.0%), 449.1418
1 181 | 1 245
3 | metoxi-orientina | 08 | 137 | €09.18 © | (1.5%), 303.0867 (8.1%), 301.0718
(31.1%)
609.2739 (1.2%), 609.1802
2’-raminose-7- (100.0%), 463.1211 (9.7%)
14 1 1 ’ . . ’
metoxi-orientina 608 13,7 609,18 3, 449.1423 (1.7%), 303.0871 (1.2%),
301.0715 (1.6%)
463.1234 (100.0%), 343.0812
7 - metoxi - (5.3%), 329.0653 (3.4%), 315.0871
15 o 462 4631234 | 13 ! ’
orientina 13,7 (3.5%), 315.0502 (6.0%), 301.0709
(4.0%), 299.0544 (4.2%)
609.1814 (100.0%), 463.1234
2’-raminose-7- (75.6%), 343.0811 (21.5%)
16 o 608 609,1814 | 0,8 ’ ’
metoxi-orientina 13,7 313.0706 (63.0%), 301.0706
(71.0%)
595.1657 (100.0%), 463.1239
Vitexina -2"- O - (47.5%), 343.0808 (12.3%)
17 . 594 595,1654 | 1,51
glicosideo 13.8 313.0705 (51.9%), 301.0710

(34.8%)
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vitexina/isovitexin

433.1126 (100.0%), 415.1028
(15.6%), 397.0916 (15.4%),

18 - 432 | 139 |4331128| 1.4 337.0694 (12.4%), 323.0927
(12.0%), 313.0703 (57.3%),
283.0597 (42.2%)
. 463.1235 (100.0%), 343.0809
7 - metoxi- (5.8%), 329.0652 (3.2%), 315.0862
. 0 . . 0 .
19 ienti 462 4631235 | 1,1 ! ’
orientina 14,0 (2.7%), 315.0497 (7.2%), 301.0703
(3.9%), 299.0548 (4.7%)
dimetoxi - 593.1864 (100.0%), 447.1283
luteolina - ¢ - (72.8%), 411.1076 (13.1%),
20 _ 592 593,1850 | 1,8
pentosil - 14,4 327.0857 (24.2%), 297.0761
raminose (74.0%), 285.0758 (72.0%)
dimetoxi - 579.1711 (100.0%), 447.1302
luteolina - ¢ - (50.1%), 327.0861 (30.6%),
21 | pentosil - pentosil | 578 14,4 579,1711 0,3 309.0771 (15.6%), 297.0752
(arabinose, xilose (30.0%), 285.0771 (57.0%),
ou apiose) 179.0339 (19.5%)
581.1508 (81.7%), 449.1076
(37.3%), 431.0965 (33.6%),
orientina - 413.0869 (25.7%), 383.0773
22 j 580 581,1508 | -0,3
pentosil 14,9 (19.3%), 353.0648 (20.3%),
329.0654 (100.0%), 299.0565
(20.6%)
653.1714 (67.7%), 491.1185
| (72.7%), 473.1079 (23.1%),
© - acetl 353.0654 (25.9%), 329.0657
. . 0 .
23 ientina O 652 653,1714 | 05 ’
Orlliigsl,? daeo 14,9 (100.0%), 311.0553 (32.2%),
g 299.0550 (26.3%), 287.0547
(21.3%)
653.1714 (84.6%), 491.1185
| (63.8%), 473.1078 (18.7%),
© - acel 353.0655 (22.8%), 329.0657
. . 0 .
24 ientina O 652 653,1713 | 06 ’
orientina 15,2 ’ ! (100.0%), 311.0550 (31.4%),
glicosideo

299.0552 (22.9%), 287.0550
(22.4%)
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653.1714 (86.3%), 491.1186
(63.2%), 473.1076 (17.9%),

O - acetil
o 353.0655 (22.6%), 329.0657
25 tina O 652 653,712 | 0,8
orl'iigé? daeo 15,3 (100.0%), 311.0550 (30.6%),
g 299.0552 (23.4%), 287.0550
(22.6%)
623.1611 (94.4%), 491.1184
Trimetoxi - (44.8%), 473.1087 (22.1%),
26 orientina - 622 | 156 |6231607| 08 353.0655 (24.8%), 329.0658
pentosil (100.0%), 311.0552 (25.1%)
299.0554 (37.6%)
491.1185 (100.0%), 455.0976
(12.1%), 353.0657 (15.2%),
27 | Acetilorientina | 490 | 156 |491,1185| 08 329.0656 (64.8%), 313.0702
(11.5%), 311.0550 (22.8%)
299.0551 (48.9%)
539.0971 (100.0%), 497.0867
28 | Amentoflavona | 538 | 124 |539,0068 | 1.8 |(2.8%), 431.0757 (3.0%), 389.0645
(2.8%), 387.0859 (17.2%)
541.1128 (100.0%), 433.0912
0, 0,
Siidro Ochna (17.4%), 415.0810 (45.6%),
29 il 540 | 256 |541.1107| 4,9 389.1017 (43.7%), 387.0860
(12.3%), 257.0444 (18.1%)
153.0180 (90.7%)
541.1128 (100.0%), 433.0916
0, 0,
Siido Ocha (17.2%), 415.0810 (48.1%),
30 il 540 | 258 |541.1128| 1,1 389.1017 (45.6%), 387.0863

(9.1%), 257.0443 (15.8%),
153.0181 (46.7%)

Entre 11,7 e 13,0 minutos, observou-se um grupo de picos correspondentes a

isdmeros denominados orientina-2"-C-glicosideo (MM 610 Da) (Figura 8), exibindo

espécies protonadas [M+H]* com m/z ~611 e fragmentacdo caracteristica com ions

de m/z 449, 431, 413, e especialmente m/z 329, revelando perda de residuos

glicosidicos e confirmando o nucleo luteolinico C-glicosilado. Em seguida, foram
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detectados compostos metoxilados, como 2"-glicose-7-metoxi-orientina ([M+H]* = 625)
(Figura 9), os quais apresentaram fragmentacao tipica com ions fragmentos em m/z

463, 343 e 301, condizentes com a presenca de um grupo metoxi no anel A.

Figura 8 - Orientina - 2" - C - glicosideo
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Fonte: autoria propria

Figura 9 - Figura 9: 2"-glicose-7-metoxi-orientina
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Outro flavonoide identificado e caracterizado foi orientina-pentosideo ([M+H]* =
581) (figura 10), mantendo o perfil de fragmentacdo de flavonas C-glicosiladas (m/z
449/329), sugerindo substituicdo por pentose na posi¢ao 2". Na faixa de 13,6 a 13,9

min, foram propostos vitexina/isovitexina-O-glicosideos ([M+H]* = 595) (figura 11),
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bem como seus correspondentes C-glicosilados ([M+H]* = 433) (figura 12), variando
quanto a posicao de glicosilacdo. Em ambos os casos, 0s ions-produto m/z 313 e 283
reforcam a substituicdo no anel A, coerente com estruturas C-6 ou C-8 glicosiladas de

apigenina e luteolina.

Figura 10 - Orientina-pentosideo
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Figura 12 - Vitexina
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A regido cromatografica entre 13,7 e 15,6 min revelou a presenca de
flavonoides modificados, incluindo 2"-raminose-7-metoxi-orientina ([M+H]* = 609)
(figura 13), 7-metoxi-orientina ((M+H]* = 463) (figura 14) e trés isbmeros de O-acetil-
orientina O-glicosideo ([M+H]* = 653) (figura 15). Esses compostos apresentaram
perfil fragmentario compativel com perdas sequenciais de aglcares (hexose, pentose
e ramnose) e fragmentos agliconicos recorrentes a m/z 329/313/301, corroborando a
prevaléncia de flavonoides C-glicosilados metoxilados (figuras 16, 17 e 18) e

acetilados na espécie estudada (figuras 19).

Figura 13 - 2"-raminose-7-metoxi-orientina
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Figura 14 - 7-metoxi-orientina
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Figura 15 - O-acetil-orientina-O-glicosideo
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Figura 19 - Acetil orientina
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Além das flavonas identificadas trés estruturas compativel com a subclasse dos
biflavonoides foram detectados. Estas estruturas foram caracterizadas como dois
isémeros da dihidro-Ochnaflavona (figura 20) [M+H]* de m/z 541e tempos de retencao
de 25,6 e 25,8 min, cuja fragmentacdo (m/z 433, 415, 389, 257) € caracteristica de
biflavonas hidrogenadas anteriormente descritas em representantes da familia
Ochnaceae. A outra estrutura foi caracterizado como sendo a amentoflavona (figura

21) com massa molar 538 Da.

Figura 20 - Diidro-ochna-flavona
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HO (0]
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Figura 21 - Amentoflavona
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De forma geral, os resultados demonstram que Luxemburgia polyandra
apresenta um perfil quimico complexo e rico em flavonoides C-glicosilados,
especialmente orientina, vitexina/isovitexina e seus respectivos derivados O-
glicosilados/acilados/metoxilados. A elevada diversidade estrutural observada sugere
um potencial fitoquimico relevante e justifica a continuidade dos estudos visando
isolamento, caracterizacdo estrutural completa e avaliacdo farmacoldgica dos
compostos majoritarios. A partir da analise do padrdo de fragmentacdo das
substancias existentes no extrato etandlico da espécie estudada, obtido através do
espectro de massas, foram propostas as estruturas moleculares das substancias.

Os resultados obtidos corroboram dados fitoquimicos reportados para outras
espécies de Ochnaceae, como Ouratea hexasperma e Ochna integerrima, nas quais
flavonas C-glicosiladas como orientina, vitexina e derivados metoxilados foram
descritos como compostos majoritarios (FIDELIS et al., 2014; REUTRAKUL ET AL.,
2007).

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA E ANTIVIRAL FRENTE AOS
ARBOVIRUS
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No contexto do presente trabalho, a avaliacdo da citotoxicidade frente a
linhagem celular vero foi feita antes dos ensaios antivirais pois estes sao feitos a partir
de concentragdes inferiores a CCso. Ou seja, 0s testes antivirais séo realizados em
concentracdes nao citotoxicas das substancias em questdo (BRANDAO et al., 2017).

As células MRC-5 foram utilizadas para avaliar o potencial citotoxico dos
extratos em células humanas normais, sendo a baixa citotoxicidade considerada um
pardmetro favoravel a continuidade dos estudos antivirais. Ja as células Vero,

empregadas nos ensaios antivirais, foram usadas para determinar a CCs,.

O extrato e fracbes da espécie foram submetidos ensaios bioldgicos, e o0s
resultados da citotoxicidade e da atividade antiviral obtidos estdo descritos nas tabelas
5e6.

Tabela 5 - Atividade citotoxica (CC50), nas células Vero e MRC-5, do extrato
etandlico de caules e folhas de Luxemburgia polyandra e fracdes enriquecidas,
realizadas por meio do ensaio colorimétrico com o MTT

CITOTOXICIDADE

PLANTA PARTE - -
FRACAO MRC-5 _ VERO _
CC50 pg mL? CC50 pg mL?
Extrato
X . 55,23 +1,34 181,10 + 1,49
_ Etandlico
Luxemburgia
Lu:(em;)ur 8 Cauleffolha  AcOEt 62,87 + 1,45 86,88+ 1,43
polyandra
CHCI3 39,35+ 1,39 53,22 + 1,27
MeOH/H20 > 400 47,73 + 1,51

O extrato etandlico foi considerado téxico frente a linhagem celular MRC-5, pois
apresentou CC50 inferior a 100 pg/mL (55,23 pg/mL). Porém néo foi considerado
toxico nas células Vero, visto que a CC50 obtida foi maior do que 100 pg/mL (181,10
pg/mL).

Para as fracbes em AcOEt e CHCIs tanto frente as células Vero quanto as
células MRC-5 a citotoxicidade foi alta (ambos apresentaram CC50 abaixo de 100
pug/mL), frente as duas linhagens celulares. J& para a fracdo aquosa, a citotoxicidade
foi considerada baixa somente frente as células MRC-5 (maior do que 400 pug/mL) e
foi considerada citotoxica frente as células Vero (47,73 pg/mL).

Verificou-se, portanto, que apos o fracionamento do extrato etandlico, houve

um aumento na citotoxicidade.
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Tabela 6 - Atividade antiviral (CE50) aos virus Zika, Chikungunya e Mayaro, na
célula VERO, apresentando os respectivos indices de seletividade (IS), do extrato
etandlico de caules e folhas de Luxemburgia poyandra e fragdes, método
colorimétrico com o MTT

PLANTA PARTE ATIVIDADE ANTIVIRAL
FRACAO ZIKV IS CHIKV IS MAYV IS
EC50 ug mL-1 EC50 ug mL-1 EC50 pug mL-1
Luxemburgia Caule/folha Extrato 71,25+1,48 2,54 NA - 4890+252 3,7
Qohfandra Etandlico
AcOEt 25,33+2,68 3,43 1281+196 6,78 47,07+3,10 1,85
CHCIs NA - NA - NA -
MeOH/H20 NA - NA - NA -

Nota: IS (indice de Seletividade): CCso (veroyECso (vero), NA: N&0 Ativo; -: Ndo determinado.

O extrato etandlico foi ativo somente frente ao ZIKV e MAYV, apresentando
uma atividade moderada (EC50 acima de 50 pug/Ml e IS > 2) frente ao ZIKV (EC50
igual a 71,25 pg/Ml e IS 2,54) e alta, sendo considerada promissora e seletiva (EC50
abaixo de 50 pg/Ml e IS > 2), frente ao MAYV (EC50 igual a 48,90 pg/Ml e IS 3,7).

Apos o fracionamento, somente a fracdo em AcOEt apresentou atividade.
Pode-se considerar que, para os virus Zika e Chikungunya, a atividade apresentada
foi alta (EC50 abaixo de 50 pug/Ml e IS > 2), sendo mais ativa contra o CHIKV (EC50
igual a 12,81 ug/Ml e IS 6,78). Para o MAYYV, a fracdo apresentou atividade antiviral,
entretanto a citotoxicidade € alta. As fracbes em CHCIs e em MeOH/H20 néo
apresentaram atividade contra nenhum dos virus.

Na literatura, existem estudos sobre o género Ouratea (Ochnaceae) que
mostram que 0s extratos sdo ativos contra virus. Os extratos da espécie Quratea
lucens foram ativos frente ao herpes virus 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2) (FIDELIS et al.,
2014). Porém néo sao descrias a atividade antiviral para a espécie avaliada neste

estudo, sendo esses resultados apresentados inéditos.
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7 CONCLUSAO

A caracterizagdo quimica do extrato etandlico dos caules e folhas de
Luxemburgia polyandra (Ochnaceae) revelou uma notavel diversidade de flavonoides,
especialmente compostos C-glicosilados derivados de luteolina e vitexina, bem como
seus analogos metoxilados, acetilados e ramnosilados. Os resultados obtidos indicam
que essa espécie apresenta um perfil fitoquimico consistente com outros
representantes da familia, reforcando seu potencial como fonte de substancias
biologicamente ativas. Ademais, os estudos preliminares de atividade antiviral e
citotoxica demonstraram respostas promissoras, sugerindo que o extrato e seus
constituintes majoritarios merecem ser explorados em etapas subsequentes de

isolamento, elucidacao estrutural e avaliagdo de atividades biol6gicas.
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