UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
ESCOLA DE FARMACIA

JULIA SCHWARTZMANN

Estudo fitoquimico e a avaliagcao
antiviral de extratos de lianas
pertencente a familia da

Bignoniaceae

OURO PRETO
2024



JULIA SCHWARTZMANN

Estudo fitoquimico e a avaliagao
antiviral de lianas pertencente a

familia da Bignoniaceae

Trabalho de Conclusdao de Curso
apresentado como parte dos
requisitos para obtencao do titulo de
bacharel em Farmacia pela Escola de
Farmacia da Universidade Federal de
Ouro Preto (UFOP).

Orientador: Prof. Dr. Geraldo Célio
Brandao

Coorientadora: Adriana Cotta
Cardoso Reis

OURO PRETO
2024



SISBIN - SISTEMA DE BIBLIOTECAS E INFORMACAO

S399e Schwartzmann, Julia.
Estudo fitoquimico e a avaliacdo antiviral de lianas pertencente a
familia da Bignoniaceae. [manuscrito] / Julia Schwartzmann. - 2024.
94 f.: il.: color., tab..

Orientadores: Dra. Adriana Cota Cardoso Reis, Prof. Dr. Geraldo Célio
Brandao.

Monografia (Bacharelado). Universidade Federal de Ouro Preto.
Escola de Farmécia. Graduacdo em Farmécia .

1. Bignoniaceae. 2. Infecgdes por Alphavirus. 3. Chikungunya virus. 4.

Zika virus. |. Brandao, Geraldo Célio. Il. Reis, Adriana Cota Cardoso. Ill.
Universidade Federal de Ouro Preto. IV. Titulo.

CDU 615.3

Bibliotecario(a) Responsavel: Soraya Fernanda Ferreira e Souza - SIAPE: 1.763.787




MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
REITORIA
ESCOLA DE FARMACIA
DEPARTAMENTO DE FARMACIA

FOLHA DE APROVAGAO

Julia Schwartzmann

Estudo fitoquimico e a avaliagdo antiviral de extratos de lianas pertencente a familia da Bignoniaceae

Monografia apresentada ao Curso de Farmacia da Universidade Federal
de Ouro Preto como requisito parcial para obtencdo do titulo de Farmacéutico Generalista.

Aprovada em 17 de outubro de 2024.

Membros da banca

Dr. Geraldo Célio Brand3o - Orientador - (UFOP)
Dra. Adriana Cotta Cardoso Reis - Coorientadora - (UFOP)
Dr. Luiz Fernando de Medeiros Teixeira - (UFOP)
Dr. Jordano Augusto Carvalho Sousa - (UFOP)

Geraldo Célio Brandao, orientador do trabalho, aprovou a versao final e autorizou seu depésito na Biblioteca Digital de Trabalhos de Conclusdo de
Curso da UFOP em 18/11/024.

Documento assinado eletronicamente por Geraldo Celio Brandao, PROFESSOR DE MAGISTERIO SUPERIOR, em 18/11/2024, as
15:58, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

il
SeIE o
assinatura y

eletrénica

Referéncia: Caso responda este documento, indicar expressamente o Processo n? 23109.014153/2024-15 SEI n2 0812581

R. Diogo de Vasconcelos, 122, - Bairro Pilar Ouro Preto/MG, CEP 35402-163
Telefone: (31)3559-1069 - www.ufop.br


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://sei.ufop.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

AGRADECIMENTOS

Agradeg¢o aos meus pais, meu irmao e minha avo Teresinha por
confiarem em mim e me apoiarem durante esse percurso tdo longo. A
Gabi, minha amiga que sempre esteve comigo desde muitos anos e me
apoiou todo 0 meu percurso.

Agradeco aos meus amigos Ju, RBD, Lari, Cidim e Lais que
estiveram sempre presentes e me ajudaram até aqui.

Ao Vinicius pelo companheirismo, por me ajudar nesse final de
curso e confiar em mim.

Agradeco ao LQMB pelo aprendizado, auxilio durante toda a
iniciacao cientifica e amizades que criei. Agradeco em especial ao
Jordano e Luana que foram essenciais para o meu projeto. Agradego a
Mari também, pela amizade que criamos por conta do laboratério.

Agradeco ao meu orientador Geraldo Célio Brandao por todos
esses anos de orientagcdo. A minha co-orientadora Adriana ao todo
aprendizado no final do projeto.

Agradeco as agéncias de fomento FAPEMIG e CNPq pelo

financeiro e possibilidade deste estudo.



RESUMO

A familia Bignoniaceae possui cerca de 406 espécies, com aproximadamente 33
géneros ocorrendo no Brasil. Estudos fitoquimicos desta familia levaram a
identificacdo de compostos com potencial agao antiviral. As espécies dessa familia
botanica sao caracterizadas pela presenca de flavonoides, terpenoides e quinonas.
Os virus da Alphavirus Chikungunya (CHIKV), Alphavirus mayaro (MAYV) e
Orthoflavivirus zikaense (ZIKV) s&o responsaveis por causar arboviroses, ou seja,
doencas virais transmitidas por mosquitos. No Brasil, essas infec¢des representam
grandes problemas de saude publica, uma vez que ndo ha tratamento especifico
para essas doencas, sendo apenas os sintomas tratados. O presente trabalho
propde um estudo fitoquimico e avaliacdo anti-CHIKV, anti-ZIKV e anti-MAYV de
extratos etandlicos das espécies da familia Bignoniaceae: Campsis radicans,
Campsis grandiflora, Tecoma capensis, Pandorea jasminoides, Podranea brycei e
Podranea ricasoliana. Os extratos etandlicos das folhas e caules das espécies foram
submetidos a analise por cromatografia em camada delgada (CCD). Foi realizada a
avaliacdo da atividade antiviral in vitro dos extratos de caules e de folhas das
espécies em estudo contra o CHIKV, MAYV e ZIKV utilizando o método colorimétrico
MTT. Inicialmente a citotoxicidade foi realizada em células Vero e MRC-5, sendo
determinada a concentragao citotéxica a 50% (CCsp) e o indice de seletividade (IS)
de cada extrato foi determinado. Os resultados da atividade antiviral foram
expressos em termos da concentragao efetiva de 50% (CEs,), bem como o IS. Os
extratos etandlicos das folhas e dos caules das espécies analisadas apresentaram
um valor de CEg, que variaram de 16,3 a 45,1 ug/mL para o ZIKV, 24,1 a 30,6 ug/mL
para o CHIKV e 15,0 a 143,4 ug/mL para o MAYV. A prospecgao fitoquimica por
CCD demonstrou a presenga majoritariamente de flavonoides e terpenos nos
extratos das espécies. Posteriormente, o extrato das folhas da espécie Campsis
radicans que apresentou melhor atividade nos ensaios antivirais foi submetida a
analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa, acoplada aos
detectores de arranjo de diodos e espectrdbmetro de massas (CLAE-DAD-EM), sendo
caracterizados 6 flavonoides: luteolina, luteolina-7-O-glicosideo,
kaempferol-3-glicuronideo, apigenina-7-O-glicosideo e fisetina. Os resultados
obtidos até o momento permitem sugerir que as espécies Campsis radicans,
Campsis grandiflora e Tecoma capensis deste estudo sdo fontes promissoras com
atividade anti-arboviral, sendo a espécie Campsis radicans é a mais efetiva frente
aos trés virus.

Palavras chaves: Chikungunya virus, Mayaro virus, Zika virus, Bignoniaceae,

Campsis radicans.



ABSTRACT

The Bignoniaceae family has about 406 species, with approximately 33 genera
occurring in Brazil. Phytochemical studies of this family have led to the identification
of compounds with potential antiviral activity. Species in this botanical family are
characterized by the presence of flavonoids, terpenoids, and quinones. The viruses
Alphavirus Chikungunya (CHIKV), Alphavirus Mayaro (MAYV), and Orthoflavivirus
Zikaense (ZIKV) are responsible for causing arboviruses, that is, viral diseases
transmitted by mosquitoes. In Brazil, these infections pose significant public health
problems, as there is no specific treatment for these diseases, with only the
symptoms being treated. This study proposes a phytochemical study and anti-CHIKYV,
anti-ZIKV, and anti-MAYV evaluation of ethanolic extracts from species of the
Bignoniaceae family: Campsis radicans, Campsis grandiflora, Tecoma capensis,
Pandorea jasminoides, Podranea brycei, and Podranea ricasoliana. The ethanolic
extracts of the leaves and stems of the species were subjected to analysis by
thin-layer chromatography (TLC). The in vitro antiviral activity of the extracts from the
stems and leaves of the studied species against CHIKV, MAYV, and ZIKV was
evaluated using the colorimetric MTT method. Initially, cytotoxicity was evaluated in
Vero and MRC-5 cells, determining the 50% cytotoxic concentration (CC50), and the
selectivity index (Sl) of each extract was determined. The results of the antiviral
activity were expressed in terms of the 50% effective concentration (EC50), as well
as the Sl. The ethanolic extracts of the leaves and stems of the analyzed species
showed EC50 values ranging from 16.3 to 45.1 ug/mL for ZIKV, 24.1 to 30.6 ug/mL
for CHIKV, and 15.0 to 143.4 ug/mL for MAYV. Phytochemical screening by TLC
showed the predominant presence of flavonoids and terpenes in the species extracts.
Subsequently, the extract from the leaves of the Campsis radicans species, which
showed the best activity in antiviral assays, was subjected to analysis by
high-performance liquid chromatography in reverse phase, coupled with diode array
detectors and mass spectrometry (HPLC-DAD-MS), characterizing 6 flavonoids:
luteolin, Iluteolin-7-O-glucoside, kaempferol-3-glucuronide, apigenin-7-O-glucoside,
and fisetin. The results obtained so far suggest that the species Campsis radicans,
Campsis grandiflora, and Tecoma capensis from this study are promising sources
with anti-arboviral activity, with Campsis radicans being the most effective against the
three viruses.

Key words: : Chikungunya virus, Mayaro virus, Zika virus, Bignoniaceae, Campsis

radicans
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1. INTRODUGAO

Desde a antiguidade, existem relatos sobre o uso de plantas medicinais para
o tratamento de doencas e infecgdes, sendo que so existia o uso de medicamentos a
partir de plantas para tratar essas doengas (HALBERSTEIN, 2005). A atividade
farmacoldégica provém da presenga de substancias ativas das plantas (FILHO;
NUNES, 1998; PHILLIPSON, 2011).

As espécies pertencentes a familia Bignoniaceae possuem atividade
farmacoldgica contra bronquite, sifilis e pneumonia (BURKILL, 1985), sao utilizadas
na medicina popular como depurativo do sangue (CORREA, 1975; MARTINS et al.,
2008), possuem propriedades antimalaricas (GARCIA, 1975), atividades antivirais
(BRANDAO, 2010). Essas atividades provém de compostos ativos dessa familia de
plantas, dentre essas substancias, pode citar: flavonoides, terpenoides, quinonas e
lignanas (CHATTOPADHYAY; NAIK, 2007).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) criou o Programa de Medicina
Tradicional em 1970, incentivando a implementagao de politicas publicas para o uso
racional de fitoterapicos, e também o desenvolvimento de estudos para entender
sobre sua eficacia, qualidade e seguranca (OMS, 2022).

De acordo com a OMS, aproximadamente 70% da populagédo mundial prefere
fazer o uso de planta medicinal como primeiro tratamento (MAMEDOQOV, 2012).

No Brasil foi aprovado em 2006, a Politica Nacional das Praticas Integrativas
e Complementares no SUS (PNPIC) (BRASIL, 2006), com isso foram criadas
diretrizes para a implantacdo e adequacdao de acbes e servicos na Medicina
Tradicional. Estabeleceu-se a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(BRASIL, 2009), com o objetivo de promover um uso racional das plantas medicinais
e fitoterapicas (MINISTERIO DA SAUDE, 2012). Aproximadamente 82% da
populagao brasileira utiliza produtos a base de plantas medicinais, por meio do uso
popular (RODRIGUES; SIMONI, 2010).

O Brasil, por ser um pais tropical, possui uma grande incidéncia de doengas
virais que sao transmitidas por mosquitos infectados por virus que sdo denominadas
de arboviroses, como a febre Chikungunya, a febre Mayaro e a Zika, as quais séo
consideradas negligenciadas. Essas doengas possuem sintomas parecidos, como

febre, cefaleia, dor muscular e mal estar. Nao existe um tratamento especifico para
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essas doencgas, apenas para seus sintomas (MINISTERIO DA SAUDE, 2016; OMS,
2020; VARELLA, 2015).

Visto isso, este trabalha visou realizar estudo fitoquimico e avaliar a atividade
antiviral e citotoxica dos extratos etandlicos de seis espécies da familia Bignoniaceae:
Campsis radicans, Campsis grandiflora, Tecoma capensis, Pandorea jasminoides,
Podranea brycei e Podranea ricasoliana frente aos arbovirus Alphavirus chikungunya,

Alphavirus mayaro e Orthoflavivirus zika.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Familia Bignoniaceae

A familia Bignoniaceae possui aproximadamente 860 espécies e 100 géneros
(FISHER, 2004) distribuidos nas regides tropical e subtropical na América do Sul
(GENTRY, 1990, 1992; LOHMANN, ULLOA, 2007; JUDD et al., 2009). Sendo
também encontrada também nos Estados Unidos, México, Argentina e Asia
(ZUNTINI, 2015). Segundo Lohmann (2015), no Brasil, encontram-se 406 espécies e
33 géneros. Os géneros principais sao: Jacaranda, Podranea, Tabebuia
(SPANGLER, OLMSTEAD, 1999, 2002), Arrabidaea (LOHMANN, 2002), Campsis,
Bignonia. (GENTRY, 1992c). Os géneros Tecomaria e Capensis sao amplamente
utilizados como plantas ornamentais em paises subtropicais (GENTRY, 1980).

As espécies da familia Bignoniaceae sdo geralmente encontradas como
arbustos, trepadeiras e arvores (WATSON, DALLWITZ, 1992; SIEGERT, WAGNER,
1994). Suas flores sdo frequentemente grandes e com formatos de trombeta
(GENTRY, 1992).

Alguns géneros dessa familia também sdo conhecidos por suas atividades
farmacoldgicas, como Campsis (MARTINA, et al.,, 2017), tendo como atividades
antiviral (WU, et al., 2010; TANAKA, et al., 2002), antiinflamatoéria (XIANG, 2006;
Yang, 2016), antidepressiva (ASHOK, 2014), antidiarreica (SHOBA, 2001),
antitrombética (PRASAD, 2006; JIN et al., 2004) e Tecoma (VERMA et al., 2016),
com atividades antioxidante (ROJAS, et. al., 2016), anti-inflamatéria (DURAN, et al.,
2017), antiviral (PADMAJA, 2017; REIS, et al., 2020) e anti-ZIKV (REIS, et al., 2020).

Estudos indicam que as espécies dessa familia apresentam diversos
constituintes bioativos como flavonoides, alcaloides, terpenos, glicosideos, quinonas,
cumarinas, esteroides e compostos fendlicos entre outros (HEGNAUER, 1989;
OLIVEIRA, 1990; MAHMOUD, 2019). Esses compostos tém propriedades bioativas
e farmacologicas, incluindo atividades antivirais (CHATTOPADHYAY, 2007),
antifungicas (ZAZHARSKY], 2020) e antioxidantes (KARADUMAN, 2024).
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2.2 Género Campis

Existem duas espécies nesse género, Campsis grandiflora, (figura 1) e
Campsis radicans (figura 2). Essas espécies tém flores em forma de trombeta
grandes e sédo encontradas em formas de arbustos, arvores ou trepadeiras lenhosas
(CHEM, et al., 2022).

A Campsis radicans é encontrada no sul da Asia, Canada, China, Estados
Unidos e Brasil. Tem como principais constituintes os flavonoides, como, por
exemplo, a quercetina, apigenina e luteolina; possuem também saponinas,
alcaloides e cumarinas (HASHEM, 2007, 2008; KUMAR et al., 2018). As folhas da C.
radicans tem atividade para trombose (PRASAD, 2006); atividade contra as células
do cancer (KARADUMAN, 2024), atividade antioxidante (EZEJA, 2011), antiviral
(WU, et al.,, 2010; TANAKA, et al.,, 2002), antidepressiva (ASHOK, 2014) e
antidiarreica (SHOBA, 2001).

J& a Campsis grandiflora é encontrada na Asia, tem como principais
constituintes os flavonoides, saponinas, taninos, triterpenos, acido oleandlico e
ursolico (ZHANG et al., 2011; KIM, et al., 2004). Apresenta atividade anti-inflamatdria
(XIANG, 2006) e propriedades antitrombdoticas (JIN et al., 2004).

A espécie C. grandiflora é nativa da China e Japao, suas flores sdo maiores e
possuem coloragdo vibrante, sdo mais abertas e amplas, como uma forma de sino. E
encontrada em climas mais amenos e subtropicais. Ja a espécie C. radicans é nativa
da América do Norte, suas flores sdo menores e mais tubulares, se assemelha com
trombetas, a coloragdo varia de laranja ao vermelho, tendo uma forma mais
alongada. E mais resistente a mudangas climaticas, é encontrada em regides mais
frias, mas também em climas temperados (ZHANG, SANTISUK, 1990; FISCHER, et
al., 2004).
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Figura 1 - Campsis grandiflora

2.3 Género Pandorea

O género Pandorea possui 17 espécies encontradas na Australia, Guatemala,
Africa do Sul, Malasia e Brasil (WORLD FLORA ONLINE DATA, 2023). Possui como
principais constituintes flavonoides, saponinas, taninos e glicosideos (OLIVEIRA, et
a., 1990).
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As flores tém a forma de um calice, tem coloragdo branca, amarelo, rosa e
llds. E encontrada em forma de trepadeiras, podendo ser usada de forma
ornamental (JAMES, 1993), também é encontrada em forma de arbustos (STEENIS,
1977). A espécie Pandorea jasminoides, foco deste trabalho, esta apresentada na
figura 3.

O género Pandorea ainda é pouco estudado, na literatura ha apenas um
relato sobre o uso da espécie Pandorea sputorum no tratamento de fibrose cistica
(MARTINA, et al., 2017).

Figura 3 - Pandorea jasminoides

2.4 Género Podranea

O género Podranea é encontrado no Brasil, no estado de Pernambuco e
também na mata atlantica (WORLD FLORA ONLINE DATA, 2023). Esse género
possui 2 espécies, Podranea brycei (figura 4) e Podranea ricasoliana (figura 5).

Suas flores sao rosas em forma de trombeta (BAILEY, 1949; WUNDERLIN,
1998), se encontra em forma de trepadeira lenhosa ou arbusto sem gravinas
(HOLMES, 2016).
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A Podranea ricasoliana apresenta em suas folhas e flores saponinas,
glicosideos, monoterpenos, como por exemplo linalol, terpineol e a-terpineol e
derivados de &cido (acido cafeico, acido citrico entre outros) (ARAUJO, et al., 2020)

Até o momento, n&do existem dados na literatura quanto a atividade biologica
da espécie em estudo neste trabalho, Podranea ricasoliana.

A espécie P. brycei é nativa da Africa do Sul. Suas flores sdo grandes,
geralmente em tons rosa ou lilas, tem forma tubular e um pouco mais aberta. Sdo
encontradas em climas quentes e umidos, sendo um pouco sensivel a temperaturas
extremas. A espécie P. ricasoliana, também nativa da Africa do Sul, possui flores
com coloracgao rosa e avermelhada, tem uma forma mais estreita e tubular. Sdo mais

resistentes e tolerantes a temperaturas mais elevadas (DINIZ, 1988).

Figura 4 - Podranea brycei
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Figura 5 - Podranea ricasoliana

2.5 Género Tecoma

O género Tecoma Juss, possui 14 espécies e € encontrado em paises
tropicais e subtropicais, incluindo o Brasil (FISCHER, et al., 2004).

Na medicina tradicional é utilizado para tratamento de sifilis, como vermifugo
e com atividade diurética. No México é utilizado como tratamento adjuvante da
diabetes (VERMA et al., 2016). Na literatura estdo descritas para as espécies
atividades antioxidante, anti-inflamatoéria, antiviral (PADMAJA, 2017) e anti-ZIKV
(REIS, et al., 2020).

Em estudos preliminares, relatam uma atividade anti-ZIKV a partir dos
extratos etandlicos das espécies do género Tecoma T. castaneifolia, T. stans var
angustata e T. stans var stans. (REIS, et al., 2020).

Os constituintes majoritariamente encontrados isolados e identificados foram
alcaloides e monoterpenos, outros constituintes também encontrados foram o acido
ursdlico, apigenina e lapachol (VERMA, et al., 2016).

A Tecoma capensis (figura 6) € uma planta perene de clima quente, podendo
ser encontrada em forma de arbusto, as flores possuem coloragdo alaranjada
(ORWA, et al., 2000). Tem atividades farmacolégicas como o efeito analgésico e a
melhoria do sono (ORWA et al., 2000, ROBERTS, 1990 e HUTCHINGS, 1996).
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Figura 6 - Tecoma capensis

5 -

2.5 Arboviroses

Arboviroses sdo doencas causadas por arbovirus, que tem seu ciclo de
replicacdo em artrépodes, permitindo sua transmissao para os humanos. Existem
aproximadamente 545 espécies de arbovirus, das quais 150 estdo associadas a
doencas. Dentre as arboviroses de importancia em saude publica, incluem-se a
dengue, febre Chikungunya, febre amarela, Zika e Mayaro (LOPES, et al., 2014).

O Brasil é um pais tropical, o que torna o local propicio para a existéncia de
mosquitos que sao os vetores dessas doengas, assim como, adequado para a

ocorréncia dessas arboviroses. (LOPES, et al., 2014).

2.5.1 Alphavirus chikungunya

O Alphavirus chikungunya (CHIKV) € um virus de RNA da familia Togaviridae,

pertencente ao género Alphavirus. Inicialmente confundido com a dengue, o virus foi
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descoberto na regido onde é localizada a Tanzania em 1952, posteriormente em
outros paises da Africa e Asia. Os primeiros casos que ocorreram no Brasil foram
relatados no final de 2013 (DONALISIO, et al., 2017).

O CHIKYV é transmitido pelos mosquitos fémeas das espécies Aedes aegypti e
Aedes albopictus (VARELLA, 2015).

Os sintomas aparecem entre 4-8 dias ap0s ter sido infectado. E caracterizado
por um inicio abrupto de febre, acompanhado com dores nas articulagdes intensas e
debilitantes, pode haver também dor muscular, cefaleia, nausea, fadiga e erupcéao
cutanea. As dores nas articulagbes podem persistir meses apos a infeccéo
(VARELLA, 2015; RIBEIRO, et al., 2018). As consequéncias da infecgdo podem
ocasionar complicagdes oculares, CARDIACAS e neurolégicas. Recém-nascidos e
idosos tém maior chance de morte (Varella, 2020).

Ndo ha um tratamento antiviral especifico para Alphavirus chikungunya,
apenas o tratamento direcionado para aliviar os sintomas, em que é utilizado
antipiréticos e analgésicos (OMS, 2022).

No Brasil em 2024, houveram mais de 230 mil casos possiveis de CHIKV,
maior parte dos casos foi no estado de Minas Gerais com 159.844 casos, houve
também casos nos estados de Mato Grosso (19.018 casos), Bahia (15.508 casos),
Espirito Santo (13.058 casos), Sao Paulo (10.667 casos), Roraima (36 casos),
Amazonas (102 casos), Rondbnia (224 casos), Acre (264 casos) e Amapa (322
casos) (LABOISSIERE, 2024; MINISTERIO DA SAUDE, 2024).

2.5.2 Alphavirus mayaro

O Alphavirus mayaro (MAYV) é um virus de RNA, também pertence a familia
Togaviridae, género Alphavirus, sendo encontrado pela primeira vez em 1954 em
Trinidad e Tobago. Desde entdo tem sido encontrado em varias regides do Brasil,
especialmente no estado do Para (MUNOZ, NAVARRO, 2012; ANDERSON et al.,
1957), e-nas regides norte e centro-oeste do pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).
O virus é transmitido por mosquitos do género Haemagogus, mas também pode ser
transmitido pelo Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus (MARCONDES, ALENCAR,
2010; PAJOT, GEOFFROQY et al., 1985). Seus principais sintomas incluem febre alta,
cefaleia, mialgia, erupgdes cutaneas e dores intensas nas articulagdes: (VARELLA,
2018).
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A MAYYV possui sintomas muito semelhantes com as outras arboviroses, como
dengue e febre Chikungunya, o que dificulta o diagnoéstico baseado no quadro
clinico, sendo subnotificada (VARELLA, 2020). As complicagdes que o MAYV pode
acometer sdo graves, como febre intermitente, complicagdes neuroldgicas,
miocardite e até mesmo morte (OMS, 2020).

N&o ha um tratamento antiviral especifico para o Alphavirus mayaro, apenas o
tratamento direcionado para aliviar os sintomas, utiliza-se medicamentos para dores,
para aliviar os sintomas (OMS, 2022).

No Brasil, entre 2020 e 2021, no estado de Roraima foram testados 800
pacientes que apresentavam estado febril, 3,4% dessas pessoas apresentaram
MAYV (SHASTA, 2024).

2.5.3 Orthoflavivirus zikaense

O Orthoflavivirus zikaense (ZIKV) é um virus RNA, pertencente a familia
Flaviviridae, género Orthoflavivirus. E transmitido por mosquitos do género Aedes.
(LAERTE, et al., 2015).

Foi encontrado pela primeira vez em Uganda em 1947, posteriormente foi
encontrado em outros paises africanos na década de 1950. Foram identificadas
infeccdes pelo ZIKV entre 1960-1980 na Africa e Asia, também ocorreu surtos em
2007 nas Américas. No Brasil, houve uma epidemia em 2015, ocorreram casos de
microcefalia em recém-nascidos, outros disturbios neurolégicos foram associados ao
ZIKV (OMS, 2022).

A maioria das pessoas infectadas ndo desenvolvem sintomas. Mas aqueles
que desenvolvem, geralmente sdo sintomas mais leves, como febre, conjuntivite,
dores musculares e articulares, cefaleia e mal estar (OMS, 2022).

A infecgdo durante a gravidez, causa microcefalia e outras malformagdes
congénitas no bebé, incluindo contraturas dos membros, alto ténus muscular,
anormalidades oculares e perda auditiva, podendo levar ao nascimento prematuro ou
ao natimorto. Também pode causar a sindrome de Guillain-Barré, neuropatia e mielite,
principalmente em criangas e idosos (OMS, 2022; VARELLA, 2015).

Ndo ha um tratamento antiviral especifico para o Orthoflavivirus zikaense,

apenas o tratamento direcionado para aliviar os sintomas, com antipiréticos e
analgésicos (OMS, 2022, MINISTERIO DA SAUDE 2015).
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No Brasil, entre 2015 e 2023 foram notificados 22.251 casos suspeitos, dos
quais 3.742 (16,8%) foram confirmados. Sendo que 75,5% desses casos ocorreram
na Regido Nordeste. Ocorreram obitos em 14,3% dos casos confirmados (AMP,
2024). Segundo o Boletim Epidemiolégico, em 2024 foram notificados 8.519 casos
provaveis de Zika no pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2024).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Realizou-se um estudo fitoquimico de extratos etandlicos de seis espécies da

familia Bignoniaceae: Campsis radicans, Campsis grandiflora, Tecoma capensis,

Pandorea jasminoides, Podranea brycei e Podranea ricasoliana, e avaliar as

atividades citotoxica e antiviral.

3.2 Objetivos especificos

Obter os extratos etandlicos das seguintes espécies: Campsis
radicans, Campsis grandiflora, Tecoma capensis, Pandorea
Jasminoides, Podranea brycei e Podranea ricasoliana;

Fracionar os extratos etandlicos por particdo liquido-liquido;

Realizar prospeccao fitoquimica por cromatografia em camada delgada
utilizando sistemas de eluicdo e reveladores especificos dos extratos
das seis plantas;

Avaliar a atividade citotdéxica dos extratos frente a linhagens celulares
Vero e MRC-5;

Avaliar a atividade antiviral in vitro dos extratos e fragdes contra CHIKYV,
MAYYV e ZIKV, em linhagem celular Vero;

Analisar extratos e fragbes a partir da cromatografia de alta eficiéncia
(CLAE-DAD-EM).
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4, MATERIAIS E METODOS

4.1 Material Vegetal

As folhas e caules das seis espécies selecionadas para o presente estudo
foram coletadas no estado de Minas Gerais, Brasil. O material foi registrado no
Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional

Associado sob o nimero AE9ODA.

4.2 Preparo dos extratos

As folhas e caules das seguintes espécies Campsis radicans, Campsis
grandiflora, Tecoma capensis, Pandorea jasminoides, Podranea brycei e Podranea
ricasoliana foram secos em estufa ventilada a 40°C. Apds a secagem, os materiais
vegetais foram pulverizados em moinho de facas. Os materiais pulverizados
resultantes, foram acondicionados em recipientes de vidro previamente tarados. Os
pulverizados das plantas foram submetidos a percolagéo utilizando alcool 96° GL
para a obtencdo dos extratos. Os extratos etandlicos foram concentrados por
destilagcdo em evaporador rotatério. Para a remogao completa do solvente (etanol), e
em seguida, transferido para frascos de vidro, previamente tarados e acondicionados
em uma estufa com temperatura controlada de 50°C para a secagem completa.
ApoOs a secagem total dos extratos das seis plantas, eles foram pesados para o

calculo de rendimento.

4.3 Prospeccao fitoquimica

A CCD ¢é uma técnica muito eficaz para a separacao e a identificacao de
diferentes classes de produtos naturais. Devido ao fendmeno de adsorcdo os
diferentes componentes sao eluidos e separados pela migragao do soluto entre duas
fases - uma fase estacionaria e uma fase mével onde o componente de maior
polaridade fica mais retido na silica polar e o de menor polaridade tende a
deslocar-se junto a fase mével (WAGNER et al., 1984).

Diferentes sistemas de eluigdo e reveladores seletivos para cada classe de
produto natural foram utilizados nas analises (WAGNER et al., 1996). As manchas

foram visualizadas por exposicdo das placas cromatograficas sob a luz ultravioleta
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(Cienlab UV 254/365 nm) ou por adicdo de reveladores especificos para metabdlitos
secundarios conforme e descritos nas técnicas abaixo (WAGNER et al., 1996).

A prospeccéo fitoquimica dos extratos etandlicos foi realizada para avaliar a
detecgdo ou nao detecgdo de: cumarinas, alcaloides, esteroides, triterpenos,

heterosideos, geninas e saponinas.

4.3.1 Detecgao de alcaloides

Sistema cromatogréafico (BRANDAO, 2010)

Fase estacionaria: silica gel 60G em placa de vidro.

Fase movel: tolueno — cloroférmio — acetona (1:4:3).

Visualizagdo: observar a placa apos a revelagdo com o reagente Dragendorff
no visivel.

Presenca de alcaloides: manchas de cor marrom ou alaranjada no visivel.

Amostra de referéncia: quinina.

4.3.2 Detecgao de cumarinas

Sistema cromatografico (BRANDAO, 2010)

Fase estacionaria: silica gel 60G em placa de vidro.

Fase movel: tolueno — éter (80:20), adicionar 5 gotas de acido acético.
Visualizagdo: observar a placa na luz UV € UV,5, através da revelagao com
hidréxido de potassio a 5% em metanol, e aquecimento por 5 minutos a
100°C.

Presenca de cumarina: manchas de cor verde azulada sob UV € UVys,;
coloragao intensificada ap6és utilizagao com hidréxido de potassio. A cumarina
nao substituida apresenta fluorescéncia amarelo-esverdeada apenas com
tratamento com hidroxido de potassio.

Amostra de referéncia: cumarina simples

4.3.3 Detecgao de geninas flavonicas

Sistema cromatografico (BRANDAO, 2010)
Fase estacionaria: silica gel 60G em placa de vidro.

Fase movel: cloroférmio — acetato de etila (60:40).
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Visualizagao: observar a placa na luz UV;s € UV,s,, através da revelagdo com
NP/PEG e aquecimento a 100°C por 5 minutos.

Presenca de geninas flavOnicas: apresenta manchas de cor amarela no visivel
e fluorescéncias amarelo-esverdeadas (UV3g5 € UV y5,).

Amostra de referéncia quercetina.

4.3.4 Detecgdo de geninas antraquinénicas

Sistema cromatogréafico (BRANDAO, 2010)

Fase estacionaria: silica gel 60G em placa de vidro

Fase movel: acetato de etila — metanol — agua (100:17:13)

Visualizacdo: observar a placa a luz UVi5 € UV,s,, apds revelagdo com
hidréxido de potassio a 5%, em metanol, e aquecimento a 100 °C, por 5 min.
Presenca de geninas antraquindnicas: manchas de coloragdo laranja ao

vermelho no visivel e fluorescéncias laranja ao vermelho (UVjg5€ UVysy).

4.3.5 Detecgao de heterosideos cardioténicos

Sistema cromatografico (BRANDAO, 2010)

Fase estacionaria: silica gel 60G em placa de vidro.

Fase movel: acetato de etila — metanol — agua (81:11:8)

Visualizacdo: observar a placa na luz UV3g € UV, através da revelagdo com
reagente de Kedde.

Presenca de heterosideos cardiotonicos: manchas de coloracdo résea ou
azul-violacea, no visivel.

Amostra de referéncia: digitoxina

4.3.6 Detecgao de heterosideos antraquindnicos

Sistema cromatografico (BRANDAO, 2010)

Fase estacionaria: silica gel 60G em placa de vidro

Fase movel: acetato de etila — metanol — agua (100:17:13)
Visualizagdo: observar a placa a luz UVi5 € UV,s,, apds revelagdo com

hidréxido de potassio a 5%, em metanol, e aquecimento a 100 °C, por 5 min.
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Presenca de heterosideos antraquinénicos: manchas de coloragao laranja ao
vermelho no visivel e fluorescéncias laranja ao vermelho (UV3g5 € UVys,).

Amostra de referéncia: aloina

4.3.7 Deteccgao de heterosideos flavonicos

Sistema cromatogréafico (BRANDAO, 2010)

Fase estacionaria: silica gel 60G em placa de vidro.

Fase modvel: acetato de etila -acido férmico — acido acético glacial — agua
(100:11:11:27).

Visualizac&o: observar a placa no visivel e na luz UV35 € UV,5,, através da
revelacdo com NP/PEG e em seguida, foi aquecida a 100°C por 5 minutos.
Presenca de heterosideos flavdnicos: manchas de coloracdo amarela no
visivel e fluorescéncia amarelo-esverdeada ou alaranjado no UV.

Amostra de referéncia: rutina.

4.3.8 Detecgao de saponinas

Sistema cromatogréafico (BRANDAO, 2010)

Fase estacionaria: silica gel 60G em placa de vidro.

Fase movel: cloroférmio — acido acético glacial — metanol — agua (15:8:3:2)
Visualizagdo: observar a placa na luz UV € UV,5,, através da revelagdo com
acido sulfurico anisaldeido.

Presenca de saponinas: manchas de coloracdo azul ou azul-violeta e zonas
amarelas no visivel.

Amostra de referéncia: arcinea

4.3.9 Deteccgao de triterpenos e esteroides

Sistema cromatogréafico (BRANDAO, 2010)
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Fase estacionaria: silica gel 60G em placa de vidro

Fase movel: hexano - acetato de etila (40:20)

Visualizagao: observar a placa por meio da revelagdo com reagente de
Liebermann—Buchard, em seguida do aquecimento de 10 minutos em 100°C.
Presenca de triterpenos e esterdides: manchas marrons ou acinzentadas no
visivel e fluorescéncias do alaranjado ao vermelho (UVsg5 € UV,s,).

Amostra de referéncia: B-sitosterol (esteroide) e acido oleico (triterpenos).

4.4 Particao liquido-liquido do extrato etandlico das folhas de Campsis

radicans

O extrato foi pesado e foi feito uma particao liquido-liquido, empregando um
funil de separacao, utilizou-se os solventes de polaridade crescente: diclorometano
(DCM), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH).

A parti¢cao liquido-liquido foi feita em triplicata para cada extragao, utilizando
volume de 150 mL de cada solvente.

Ap6s a particdo com cada solvente, as fragdes foram concentradas por
destilagdo em evaporador rotatério. As fragdes foram acondicionadas em frasco de
vidro pesado previamente e para completa remogao do solvente foram colocadas na

estufa com temperatura controlada para secar totalmente.

4.5 Fracionamento em coluna de silica gel da fragao diclorometano

obtido da extragao etandlica da folha de Campsis radicans

A fragao de diclorometano do extrato etandlico das folhas da espécie Campsis
radicans foi fracionada, incorporada na silica gel e acomodada em uma coluna
cromatografica. Utilizou uma massa de 75,224 g de silica gel e 5,282 g da fragcéo
diclorometano acrescentado silica com uma massa de 2,086 g.

Utilizou-se varias fases moveis durante esse processo, iniciou-se com
hexano; alterou-se para hexano-cloroférmio numa propor¢dao de 8:2; mudou-se a
proporcdo da mesma fase movel para 7:3; alterou-se a proporcdo da mesma fase
movel para 1:1; depois mudou para apenas cloroférmio; em seguida mudou para
apenas acetato de etila; na penultima fase mével foi para acetato-metanol com a

propor¢ao de 1:1 e na ultima fase mével utilizou apenas metanol.
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O volume coletado para cada fracao foi de 250 mL, utilizou-se um evaporador
rotatério para serem concentradas por destilacdo do solvente. As fracdes foram
acondicionadas em um vidro previamente pesado.

As fragdes que obtiveram uma coloracdo branca ou amarelada foram

analisadas pelo método CCD.

4.6 Ensaios Biolégicos

Os ensaios bioldgicos in vitro foram realizados com as seguintes linhagens de

microrganismos:

Alphavirus chikungunya (CHIKV): A amostra de CHIKV (527-African) usada
para a propagacao in vitro deste virus foi multiplicada em células Vero. Essa amostra
foi cedida pelo Prof. Dr. Mauricio Nogueira, da Faculdade de Medicina de Sdo José
do Rio Preto (SP).

Alphavirus mayaro (MAYV): A amostra de MAYV usada para a propagagao 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 sio derivadas de rins de macaco verde

(Cercopithecus aethiops), cultivadas em meio DMEM suplementado com 5% SFB,
contendo gentamicina (50 pg/mL), penicilina (100 Ul/mL) e anfotericina B (5 ug/mL),
em estufa com 5% de CO, a 37°C. Estas células foram utilizadas nos experimentos
de citotoxicidade, producdo do CHIKV para avaliacdo da atividade antiviral e nas

titulacdes de virus.

Células C6/36: as células C6 36 sao derivadas de larvas do mosquito Aedes
albopictus, multiplicadas em meio L15 suplementado com 5% SFB contendo
gentamicina (50 ug/mL), penicilina (100 Ul/mL) e fungizona (5 pg/mL), em ambiente
com 5% de CO, a 37°C. Estas células foram utilizadas na produgao do virus estoque

de Zika virus.
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Células MRC-5: as células MRC-5 sao derivadas de fibroblastos de pulméao de
um feto masculino de 14 semanas, multiplicadas em meio DMEM suplementado com
5% de SFB, contendo penicilina/estreptomicina (100 Ul/mL), em estufa com 5% de

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

Na tabela 1, estdo apresentadas as caracteristicas das linhagens celulares de
forma resumida (ordem histolégica e ATCC®). Também estdo apresentadas as
concentracbes de plaqueamento utilizadas nos ensaios de citotoxicidade para
células MRC-5 e Vero, de atividade antiviral para a linhagem celular Vero, em

microplacas de 96 pocos.

Tabela 1 - Linhagens celulares utilizadas nos ensaios biolégicos in vitro

CONCENTRAGAO
LINHAGEM ORIGEM DE
, ATCC®
CELULAR HISTOLOGICA PLAQUEAMENTO
(CELULAS/POCO)
Fibroblasto de
MRC-5 CCL-171™ 1,0 x 10*
pulmao
Célula epitelial
Vero CCL-81™ 1,0 x 10*

renal

4.7 Ensaio de citotoxicidade utilizando a técnica colorimétrica MTT

Foram utilizadas microplacas de 96 pogos, sendo distribuidas as suspensdes
de células MRC-5 e Vero, sendo o meio de cultura uma suplementacéo de 5% de
SFB. As placas foram incubadas em atmosfera umida, a 5% de CO, a 37°C por 24
horas. (MOSMANN, 1983; TWENTYMAN, LUSCOMBE, 1987). Foram feitas 8
diluicbes em série das amostras, foram solubilizadas anteriormente com DMSO
(concentragao de 10 mg/mL), preparadas utilizando o meio DMEM 1% de SFB. Para
os extratos e fragdes que possuem concentragdo que variam de 200-1,5625 pg/mL,
o volume de DMSO nao deve exceder a concentragao de 2%, logo o volume de
amostras a ser utilizado foi levado em consideragédo para os célculos. (BRANDAO, et
al, 2010).
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Depois do desenvolvimento de uma monocamada celular na superficie dos
pocos de cada placa, o meio de cultura foi retirado de cada pogco, com o intuito de
deixar apenas a monocamada celular que esta aderida. Ap6s foi adicionado 100 uL
das solugdes diluidas das amostras e 100 yL do meio de cultura DMEM 1% de SFB,
em seguida procedeu-se a incubagdo das placas sob a mesma condigéo
atmosférica. A solugcao de MTT [brometo de
3-4’,5'-dimetiltiazol-2’-ila)-2,5-difeniltetrazol], (Sigma Aldrich®), foi preparada usando
um tampao fosfato estéril (PBS) na concentracado de 1,0 mg/mL e foi adicionada 120
minutos antes da realizagdo das leituras. (BRANDAO, et al. 2017; REIS et al.,
2020a, 2020b; 2022).

Apds 72 horas de tratamento foram realizadas as leituras utilizando um leitor
de microplacas. Assim, foi obtido a quantidade de formazana apds a reacdo de
reducdo do sal de tetrazdlio (MTT) pelas células cultivadas, o aparelho leitor de
placas utilizado foi o Victor™ X3 (Perkin Elmer R), o software de leitura utilizado foi o
Work Out 2.5 que realiza a leitura em comprimento de onda a 490 nm. (Brandao, et
al, 2017, Reis, et al, 2020a, 2020b, 2022). A multiplicagdo celular da monocamada
tratada foi comparada com o controle celular.

A toxicidade celular foi expressa em termos de concentragao citotoxica a 50%
(CCsx). A porcentagem citotoxica foi calculada como [(A-B)/A]x100, onde A e B sao
densidades opticas a 490 nm (DO,q,) dos pogos onde estdo presentes as células
nao tratadas (A) e células tratadas (B), respectivamente.

Este experimento foi realizado com os seguintes controles:

Controle de DMSO: tem como objetivo demonstrar que os mesmos pogos
contendo o meio de cultura 1% de SFB e tratados com DMSO néao interferem na
atividade citotéxica da monocamada celular. O DMSO acrescentado na mesma
concentracdo da substancia teste nido oferece risco citotdéxico para as células,
comprovando que toda a atividade citotdéxica provém da substancia.

Controle celular: a monocamada celular foi incubada com apenas um meio de

cultura suplementado com 1% de SFB. Foi demonstrado que o comportamento das
células que nao tiveram nenhum tipo de tratamento, pode alterar de forma
significativa o metabolismo ou outro aspecto durante o periodo de incubagao. Assim,
as células que se encontram nesses pogos reservados, podem ser utilizadas como
padrao comparativo em relacdo aqueles que foram submetidos a alguma atividade

citotoxica.
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4.8 Avaliagao antiviral in vitro
4.8.1 Preparo das suspensoes em estoques virais

Para obtencdo dos estoques virais, utilizou-se células C6/36 cultivadas em
garrafas de 150 cm?, elas foram infectadas com 0,01 u.f.p. Apds a visualizagdo do
efeito citopatico em 90-100% das células, as mesmas serao centrifugadas por 5
minutos por 4°C. O sobrenadante foi aliquotado, congelado a -70°C e posteriormente

titulado segundo Reed e Muench, 1938.

4.8.2 Triagem da atividade antiviral pela técnica colorimétrica MTT

A avaliagao antiviral in vitro foi realizada seguindo a metodologia descrita por
Brandao et al. (2010). Todas as amostras foram preparadas com o solvente DMSO.
As amostras foram realizadas tendo em vista as concentragdes nao citotoxicas, os
resultados foram obtidos pelo teste anterior, as concentragdes tem que ser inferiores
a concentragao citotdxica a 50% (CCsy).

As células foram cultivadas em placas de 96 pogos (1,0 x 10*
células/cavidades). Apos 24 horas de incubagao em 5% de CO, a 37°C, assim como
no teste de citotoxicidade, o meio de cultura (DMEM 5% de SFB) foi removido e
foram adicionados 100 pL das diluicbes das amostras em cada poco,
concomitantemente foi adicionado 100 yL da suspensdo viral (titulo de 1,0 x 10°
TCID 50/mL para o ZIKV; titulo de 1,0 x 10° TCIDs/mL para CHIKV; titulo de 1,0 x
108 TCID 50/mL para MAYV). Em seguida, as placas foram incubadas em atmosfera
umida contendo 5% de CO, a 37°C por 72 horas. Os experimentos foram
esquematizados para melhor organizagao da seguinte forma: controle de células ndo
tratadas e infectadas (CV); controle de células tratadas e nao infectadas (CC), em
adicdo também da triplicata da atividade antiviral das amostras testes (células
infectadas e tratadas).

A ribavirina foi utilizada como controle positivo para os virus ZIKV e MAYV e a
amantadina foi utilizada para o CHIKV (BETANCUR, GALVIS et al., 2022).

A viabilidade celular foi avaliada pelo método colorimétrico do MTT
(Mosmann, 1983). Apos a remogéao de todo o conteudo sobrenadante, pipetou-se 28

ML de uma solugdo de MTT (1,0 mg/mL em PBS) em cada pogo. As placas foram
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incubadas por 120 minutos a 37°C, apds isso foram adicionados 100 uL de DMSO
em cada pogo, para dissolver os cristais de formazana, permitindo a leitura de sua
agitacdo em um agitador de placas, durante 15 minutos e a densidade o6ptica foi
determinada em seguida nos comprimentos de onda de 490 nm (DO,q), no leitor de
microplacas.

A concentragdo CEsg,, ou seja, a concentragédo eficaz que apresenta 50% de
efeito antiviral. Essa concentragcéo é a que promove a protecéo de 50% das células
tratadas, da destruicdo causada pelo virus. A porcentagem de proteg¢ao € calculada
como [(A-B)/(C-B)]x100, onde A, B e C sdo as de comprimento de onda DO,y dos
pocgos onde estdo as células tratadas e infectadas (A); ndo tratadas e infectadas (B)
e nao tratadas e nao infectadas (C).

Esse experimento foi feito com os seguintes controles:

Controle de citotoxicidade das amostras testadas: os pog¢os contendo
monocamada celular foram pipetados com meio de cultura suplementado a 1% de
SFB e as diluigdes das amostras nas concentragdes iguais as que foram usadas no
ensaio antiviral. Esse controle foi feito para mostrar que as amostras nao possuem
atividade citotoxica nas concentragcdes avaliadas.

Controle viral: a monocamada de células foi incubada em meio de cultura
acrescido de 1% de SFB e de forma concomitante a suspensido de virus, sem
nenhum tratamento. O controle de virus é utilizado como padrao de comparagao
para demonstrar o efeito citopatico provocado pelo virus.

Controle de virus com DMSQO: os pocos contendo a monocamada células

foram pipetados com meio de cultura 1% de SFB em conjunto com a suspensao de
virus, além de serem tratados com DMSO. Esse controle demonstra que o solvente
utilizado para solucionar as amostras ndo apresenta atividade antiviral.

Controle celular: a monocamada de células foi incubada apenas com o meio de

cultura suplementado com 1% de SFB. Esse controle avalia o comportamento das
células sem que as mesmas tenham contato com qualquer interferente durante o
periodo de incubagdao. Sendo assim, o padrao de controle para demonstrar como
todas as células se comportam sem nenhum tipo de interferente.

Controle positivo: os pogos contendo a monocamada de célula foram
acrescidos em meio de cultura suplementado com 1% de SFB, a suspensé&o do virus
utilizado no tratamento através da ribavirina, que tem atividade frente ao ZIKV
(Kamiyama et al, 2017) e MAYV (Ferraz et al, 2019). Para ensaios de atividade anti
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CHIKYV foi utilizado amantadina, previamente descrito como ativo in vitro (Dey et al,
2019). O controle positivo tem como objetivo apresentar um parametro de
comparagao das amostras testadas com uma atividade antiviral conhecida, é

demonstrado a atividade antiviral frente aos arbovirus.

4.9 Analise estatistica dos dados

O método estatistico utilizado foi o Teste t de Student, a analise de variéncia
do pacote estatistico GraphPad Prism, versao 5.04, utilizado para avaliacéo
das diferengas entre as médias e medianas nos ensaios de citotoxicidade e
da atividade antiviral, em comparagao com os controles.

Foi aceito para todos os testes, o nivel de significancia de 5%.

4.10 Determinacao do indice de seletividade

O indice de seletividade das amostras € a razao entre a sua concentragao
citotoxica média (CCs,), pela sua concentragdo efetiva média (CEs,) na
linhagem celular Vero. Isso indica que a amostra possui uma maior afinidade

pelo virus, diminuindo sua replicagéo a célula de linhagem Vero.

4.11 Perfis cromatograficos adquiridos através de CLAE-DAD-EM

As analises por CLAE-DAD-EM foram realizadas através de um sistema
Nexera UHPLC (Shimadzu) acoplado a um espectrofotdometro de massas de alta
resolucado (maXis ETD high-resolution ESI-QTOF - Bruker), tendo como software de
controle Compass 1.7 (Bruker). Utilizou-se uma coluna de Shimadzu Shim-Pack
XR-ODS-lII (C18, 2.2 un, 2.0 x 150 mm) com uma temperatura de 40°C e fluxo de
fase movel de 400 pL/min. Os componentes da fase movel utilizadas foram agua
ultrapurificada Milli-Q® acidificada a 0,1% de acido formico e acetonitrila, a
programacao utilizada para a eluicdo foi um gradiente inicial contendo 5% de
acetonitrila por 0,5 minutos e em seguido, um gradiente linear de até 100% de
acetonitrila por 10 minutos e apds ser atingido o gradiente de 100%, continuou com

o mesmo gradiente por 1,5 minutos.
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Tabela 2 - Gradiente de eluicdo empregado nas analises das fragdes por

CLAE-DAD-EM
TEMPO (min) H,O (%) ACN (%)
0-0,5 95 5

0,5-10 5 100
10-11,5 100 100

Os espectros de massas foram obtidos por ionizacdo por spray de elétrons,
sendo registrados em varredura completa e sequencial ou tandem (EM/EM) no modo
positivo. As condi¢cdes gerais de operagdo do equipamento durante as analises
foram: voltagem do capilar 34500 V; pressao do nebulizador a 3,0 bar; o ar seco teve
um fluxo de 8 L/min em temperatura de 200°C.

Os espectros de ESI/EM/EM foram registrados com uma energia de 15 e 60
eV na faixa de m/z de 100-200 Da. A calibragdo das massas foi realizada com 20 pl
do padrao calibrador antes e depois da analise. A detecgdo dos componentes foi
feita comparando os picos cromatograficos seguido de sua massa exata e o padrao
de isotopos (MS"). A identificagdo foi feita baseada nos espectros de fragmentagao
(MS?) em conjunto com a database interna de substancias naturais, associadas com
as bibliotecas publicas de espectros como MassBank (HORAI et al., 2010) e a
database universal de produtos naturais (UNPD) (ALLARD et al., 2016).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Obtencao do extrato e das fragoes

Os rendimentos dos extratos etandlicos que foram obtidos por percolagéo a

frio com etanol 96°GL estao representados na tabela 3:

Tabela 3 - Rendimento para a formacao dos extratos etandlicos

o Parte Massa do material Massado Rendimento
Espécie .
utilizada vegetal seco (g) extrato (g) o,
Campsis Folha 203,05 12,72 6.26
radicans Caule 290,35 9.90 3.41
Campsis Folha 4616 476 10,32
grandiflora Caule 89,38 3,59 4.01
Pandorea Folha 21.11 1,06 5,02
Jasminoides Caule 16,85 0,53 3,15
Podranea Folha 479 0.15 3.12
ricasoliana Caule 8,10 0,07 0,82
Podranea Folha 296 0,27 9.13
brycei Caule 6,43 0,19 2.91
Tecoma Folha 39,49 0,48 1,22
capensis Caule 16,02 0,015 0,01

A tabela 3 estdo apresentados os rendimentos e as massas de cada espécie
(folha e caule), é observado que a espécie que possui 0 maior rendimento é o
extrato de folhas de Campsis grandiflora, com 10,32%. Apesar do baixo rendimento

do extrato das folhas de Campsis radicans (6,25%), apresentou a maior massa
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obtida (12,72 g) em comparagado as demais amostras justificou sua escolha para
prosseguir com os estudos fitoquimicos incluindo a cromatografia em coluna, com o

objetivo de isolar compostos potencialmente ativos.

O extrato de folhas de Campsis radicans foi fracionado por particao
liquido-liquido com solventes de polaridade crescente diclorometano (DCM), acetato
etila (AcOEt) e metanol (MeOH) e na tabela 4 estdo apresentados as massas

obtidas e os respectivos rendimentos.

5.2 Particao liquido-liquido do extrato etandlico das folhas de Campsis

radicans

O fracionamento do extrato de folhas de Campsis radicans resultou em
diferentes rendimentos, sendo o maior rendimento na fragdo DCM, sendo
selecionado para o fracionamento por cromatografia em coluna de silica gel com o

objetivo de isolar os compostos bioativos.

Tabela 4 - Rendimento das fracbes a partir do extrato etandlico

Fracao obtida Massa do extrato (g) Rendimento %

H,O/MeOH 1,64 12,93
AcOEt 0,73 5,74
DCM 8,40 66,10

5.3 Fracionamento em coluna de silica gel da fragao diclorometano

obtido do extrato etandlico da folha de Campsis radicans

A fragéo diclorometano (7,36 g), obtida do extrato etandlicos de folhas de C.
radicans, foi refracionada em coluna de silica gel, com fase médvel de polaridade
crescente que era alterada conforme monitoramento por CCD. Ao total foram obtidas
150 fracoes.

As fases moveis utilizadas nas seguintes propor¢des: nas fragdes de 1 até 6
utilizou-se a fase movel hexano; para as fragdes de 7 até 14 alterou-se a fase movel
para hexano-cloroférmio (8:2); para fragbes de 15-30, empregou-se a proporgcao de
7:3 (hexano-cloroférmio); para as fragdes de 16-46 alterou-se para a proporgcao de

1:1 (hexano-cloroférmio); nas fracbes de 47-62, mudou-se a fase movel para
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cloroférmio; para as fragdes de 63-93, utilizou-se a fase moével acetato de etila; para
as fracbes de 94 -113 foi utilizado a fase movel acetato de etila-metanol (1:1); para
fracdes de 114 até 150 empregou-se a ultima fase mével que foi metanol.

As fragdes reunidas que apresentaram coloragao branca ou amarelada foram
analisadas pelo método da cromatografia em camada delgada (CCD): 28 e 29, 31,
33-37, 42, 44-46, 47 e 48, 67-70. Elas foram separadas e algumas agrupadas, por
apresentarem constituintes quimicos parecidos, apés analise por CDD em que foi
observada a mesma distancia percorrida pela substancia frente ao solvente (Rf) e
coloracdo semelhantes, ou seja, que obtiveram perfis cromatograficos semelhantes,

foram agrupadas.

Tabela 5 - Valores referentes ao fracionamento da fragao diclorometano

. MASSA
FRACAO ELUENTE

(mg)
1 Hex/DCM (7:3) 76,6
2 Hex/DCM (1:1) 136,3
3 Hex/DCM (1:1) 43,4
4 Hex/DCM (1:1) 55,2
5 Hex/DCM (1:1) 89,2
6 Hex/DCM (1:1) 140,5
7 Hex/DCM (1:1) 48,7
8 Hex/DCM (1:1) 232,2
9 Hex/DCM (1:1) 15,4
10 Hex/DCM (1:1) 19,3
11 Hex/DCM (1:1) 15,7
12 Hex/DCM (8:2) 170,2
13 Hex/DCM (8:2) 284,5
14 Hex/DCM (8:2) 278,4
15 Hex/DCM (7:3) 430,3
16 Hex/DCM (7:3) 188,3
17 Hex/DCM (7:3) 83,9
18 Hex/DCM (7:3) 133,7
19 Hex/DCM (7:3) 2274
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24
25
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28-29
30
31
32

33-37
38
39
40
41
42
43

44-46

47-48
49
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52
53
54
55
56
57
58
59
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Hex/DCM (7:3
Hex/DCM (7:3
Hex/DCM (7:3
Hex/DCM (7:3
Hex/DCM (7:3
Hex/DCM (7:3
Hex/DCM (7:3
Hex/DCM (7:3
Hex/DCM (7:3
Hex/DCM (7:3
Hex/DCM (1:
Hex/DCM (1:
Hex/DCM (1:
Hex/DCM (1:
Hex/DCM (1:
Hex/DCM (1:
Hex/DCM (1:
Hex/DCM (1:
Hex/DCM (1:
Hex/DCM (1:
DCM
DCM
DCM
DCM
DCM
DCM
DCM
DCM
DCM
DCM
DCM
DCM
DCM
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152,3
101,3
186,8
124,8
315,1
144.4
156,0
68,9
204,7
76,6
136,3
43,4
565,8
15,4
19,3
15,7
7.3
18,5
13,7
21,6
50,7
1,3
4,5
3,9
6,6
5,1
2,7
2,1
9,7
4,1
9,3
6,0
4,1

40
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63
64
65
66
67-70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96

DCM
DCM
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt/MeOH (1:1)
AcOEt/MeOH (1:1)
AcOEt/MeOH (1:1)

2,2
4,9
2,5
4,5
6,2

98,9

2487

22,9
72,7
17,6
17,4
9,1
19,0
13,6
20,2
14,4
17,4
10,0
17,8
9,3
12,1
13,3
12,7
8,5
8,2
9,9
10,0
8,4
37,3
37,6

232,4

421,2

305,1

41
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101
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110
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112
113
114
115
116
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118
119
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121
122
123
124
125
126
127
128
129

AcOEt/MeOH (1:
AcOEt/MeOH (1:
AcOEt/MeOH (1
AcOEt/MeOH (1
AcOEt/MeOH (1
AcOEt/MeOH (1:
AcOEt/MeOH (1
AcOEt/MeOH (1
AcOEt/MeOH (1
AcOEt/MeOH (1:
AcOEt/MeOH (1
AcOEt/MeOH (1
AcOEt/MeOH (1
AcOEt/MeOH (1:
AcOEt/MeOH (1
AcOEt/MeOH (1
AcOEt/MeOH (1
AcOEt/MeOH (1

MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH

RS N, NS . N, N U, N, . (. N N, (. N, N, N U N U
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50,5
20,8
36,0
16,5
65,8
16,8
22,4
10,5
18,1
27,6
20,2
13,5
18,6
11,5
14,2
10,2
13,6
13,4
41,5
11,0
22,7
17,7
14,7
19,5
11,2
11,5
23,5
12,5
8,0
5,0
7,8
7,7
3,4

42
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130 MeOH 6,5
131 MeOH 6,7
132 MeOH 4,6
133 MeOH 13,0
134 MeOH 11,7
135 MeOH 9,3
136 MeOH 12,8
137 MeOH 7,1
138 MeOH 57
139 MeOH 6,8
140 MeOH 5,1
141 MeOH 3,5
142 MeOH 7,8
143 MeOH 9,8
144 MeOH 11,3
145 MeOH 7,6
146 MeOH 10,1
147 MeOH 45
148 MeOH 12,9
149 MeOH 17,9
150 MeOH 17,1
Total: 7302,1

5.4 Dados da prospeccao fitoquimica do extrato em cromatografia em

camada delgada

A Cromatografia em Camada Delgada foi realizada para os extratos
etandlicos de caules e folhas de Campsis radicans, Campsis grandiflora, Tecoma
capensis, Pandorea jasminoides, Podranea brycei e Podranea ricasoliana.
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5.4.1 Deteccgao de alcaloides

Figura 7 - Placa cromatografica para deteccao de alcaloides

Ordem de aplicagdo na CCD: n°1: Padrao Quinina, n°2: Pandorea jasminoides
(Folha), n°3: Pandorea jasminoides (Caule), n°4: Podranea brycei (Folha), n°5:

Podranea brycei (Caule); n°6: Campsis radicans (Folha).

Como observado na Figura 7, o padrdo quinina apdés a revelagdo com o
Dragendorff apresentou-se numa coloragéo azul sob a luz visivel. De acordo com a
literatura, espera-se a presenga de manchas marrons ou alaranjadas visiveis na
placa. No entanto, nenhuma coloracdo foi observada, indicando que os extratos
etandlicos das espécies nao apresentaram alcaloides detectaveis. Na familia da
Bignoniaceae € encontrado alcaloides na espécie Tecoma stans (BAKR, et al.,
2019); é encontrado também na espécie Fridericia chica (HENRIQUE, et al., 2024).
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Figura 8 - Placa cromatografica para detecgao de alcaloides

Ordem de aplicagdo na CCD: n°1: Padrdo Quinina, n°2: Podranea ricasoliana

(Folha); n°3: Podranea ricasoliana (Caule); n°4: Campsis grandiflora (Folha); n°5:

Campsis grandiflora (Caule); n°6: Tecoma capensis (Folha).

Fonte: autoral

Como observado na Figura 8, o padrao quinina apds a revelagdo com o
Dragendorff apresentou-se uma coloragéo azul sob a luz visivel. A espécie Campsis
grandiflora (n°4) apresentou uma coloragao avermelhada. De acordo com a literatura
(BRANDAO, 2010), a presencga de alcaloides ¢ indicada por manchas marrons ou
alaranjadas. No entanto, nenhuma das espécies analisadas apresentou essa
coloragcédo caracteristica. Na familia da Bignoniaceae € encontrado alcaloides na
espécie Tecoma stans (BAKR, et al., 2019), é encontrado também na espécie
Fridericia chica (HENRIQUE, et al., 2024).
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5.4.2 Detecgao de cumarinas

Figura 9 - Placa cromatografica para detecgéo de cumarinas

Ordem da aplicagdo da CCD: n°1 Padrdo Cumarina Simples; n°2: Pandorea
jasminoides (Folha), n°3: Pandorea jasminoides (Caule), n°4: Podranea brycei
(Folha); n°5: Podranea brycei (Caule); n°6: Campsis radicans (Folha).

Fonte: autoral

Como observado na Figura 9, o padrao cumarina simples apds a revelagao
com o KOH apresentou uma coloragéo clara. Segundo a literatura (Brandao, 2010),
a presenca de cumarina deve ser identificada sob luz ultravioleta, onde espera-se
manchas de coloragédo verde azulada, com intensificagdo apds o tratamento com o
KOH. A cumarina ndo substituida exibe fluorescéncia amarelo-esverdeada. Na
analise, a deteccdo de cumarinas foi observada apenas no caule da espécie
Podranea brycei. Na literatura, foi encontrada cumarinas na espécie Bignonia
africana (MAHMOUD, 2019), no género Tabebuia também é encontrado cumarinas
(HAMED, et al., 2020).
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Figura 10 - Placa cromatografica para detecgdo de cumarinas

Ordem de aplicagdo na CCD: n°1; Padrao Cumarina Simples; n°2:
Podranea ricasoliana (Folha); n°3: Podranea ricasoliana (Caule); n°4:
Campsis grandiflora (Folha); n°5: Campsis grandiflora (Caule); n°6: Tecoma

capensis (Folha).

Fonte: autoral.

Conforme observado na Figura 10, o padrdao cumarina simples apods a
revelagdo com KOH exibiu uma coloragdo verde azulada. Segundo a literatura
(BRANDAO, 2010), a presenga de cumarina deve ser confirmada sob Iluz
ultravioleta, onde se esperam manchas de coloragédo verde azulada, além de uma
intensificagdo da coloragdo apos o tratamento com o KOH. A cumarina nao
substituida apresenta fluorescéncia amarelo-esverdeada. Na analise, a deteccéo de
cumarinas foi observado apenas no caule da espécie Campsis grandiflora. Contudo,
a literatura ndo reporta a presenga de cumarinas nesta espécie. Na literatura, foi
encontrada cumarinas na espécie Bignonia africana (MAHMOUD, 2019), no género
Tabebuia também ¢é encontrado cumarinas (HAMED, et al., 2020), espécies
pertencente a familia Bignoniaceae.
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5.4.3 Deteccgao de geninas flavonicas

Figura 11 - Placa cromatografica para detecgao de geninas flavbnicas

Ordem da aplicagdo da CCD: n°1 Padrao Quercetina; n°2: Pandorea jasminoides

(Folha), n°3: Pandorea jasminoides (Caule), n°4: Podranea brycei (Folha); n°5: Podranea

brycei (Caule); n°6: Campsis radicans (Folha).

Fonte: autoral

Conforme observado na Figura 11, o padrao quercetina apés a revelagao com

o NP/PEG, apresentou-se uma cor amarela. Segundo a literatura (BRANDAO,
2010), a presenga da genina flavonica € indicada por uma coloragdo amarela no
espectro visivel, juntamente com fluorescéncias amarelo-esverdeadas. A presenca
de genina flavénica foi detectado nos caules das espécies Pandorea jasminoides e
Podranea brycei. A literatura relata a presenca de flavonoides em ambas as
espécies de flavonoides (ARAUJO, et al. 2020).
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Figura 12 - Placa cromatografica para detecgcéo de geninas flavonicas

Ordem de aplicagdo na CCD: n°1: Padrao Quercetina; n°2: Podranea ricasoliana
(Folha); n°3: Podranea ricasoliana (Caule); n°4: Campsis grandiflora (Folha); n°5:
Campsis grandiflora (Caule); n°6: Tecoma capensis (Folha).

Fonte: imagem do autor.

Conforme observado na Figura 12, o padrao quercetina apos a revelagdo com
o NP/PEG, apresentou uma cor amarela. De acordo com a literatura (BRANDAO,
2010), a presenca de genina flavonica € indicada por uma coloragcdo amarela no
espectro visivel, acompanhada de fluorescéncias amarelo-esverdeadas. A presenca
de genina flavonica foi detectada nas folhas das espécies Podranea ricasoliana e
Campsis grandiflora, assim como no caule da espécie Campsis grandiflora.

Embora na literatura ndo haja informacgao sobre a presencga de flavonoides na
espécie Podranea ricasoliana, mas nas espécies Campsis grandiflora e Campsis
radicans sao conhecidas por conter flavonoides. (KUMAR, et. al., 2018; ZHANG et
al., 2011; KIM et al., 2004).
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5.4.4 Deteccgao de geninas antraquindnicas

Figura 13 - Placa cromatografica para detecgao de geninas antraquinénicas

Ordem da aplicagdo da CCD: n°1 Padrao 1,8-hidroxiantraquinona; n°2: Pandorea

Jjasminoides (Folha), n°3: Pandorea jasminoides (Caule), n°4: Podranea brycei (Folha); n°5:

Podranea brycei (Caule); n°6: Campsis radicans (Folha).

Fonte: autoral

Conforme observado na Figura 13, o padrao 1,8-hidroxiantraquinona apos
revelagdo com o KOH, apresentou uma coloragéo alaranjada e azul. De acordo com
a literatura (BRANDAO, 2010), a presenca de genina antraquindnica é indicada por
coloragbes que variam do laranja ao vermelho no espectro visivel, além de
fluorescéncias correspondentes. A presenga de genina antraquinénica foi detectada
nas folhas da espécie Podranea brycei. Entretanto nao ha confirmagao na literatura
sobre a presenca de compostos antraquinbnicos nessa espécie. Na literatura, €
encontrado na espécie Tabebuia avellanedae (HAMED, et al., 2020), pertencente a

familia Bignoniaceae.
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Figura 14 - Placa cromatografica para detecgdo de geninas antraquinénicas

Ordem de aplicagcdo na CCD: n°1: Padrdo Quercetina; n°2: Podranea ricasoliana (Folha); n°3:
Podranea ricasoliana (Caule); n°4: Campsis grandiflora (Folha); n°5: Campsis grandiflora

(Caule); n°6: Tecoma capensis (Folha).

Fonte: imagem do autor.

Conforme observado na Figura 14, o padrdo 1,8-hidroxiantraquinona apés
revelagdo com o KOH, exibiu coloragdes vermelho-alaranjado e azul. De acordo com
a literatura (BRANDAO, 2010), a presenca de genina antraquindnica é indicada por
coloragdes que variam do laranja ao vermelho no espectro visivel, juntamente com
fluorescéncias da mesma tonalidade. A presenca de genina antraquindnica foi
detectada nas folhas das espécies Podranea ricasoliana, Campsis grandiflora e
Tecomaria capensis, além de ser identificada no caule da espécie Podranea
ricasoliana. Contudo, nao foram encontrados constituintes antraquinénicos na
literatura para as espécies Podranea ricasoliana, Campsis grandiflora e Tecomaria
capensis. Na literatura, € encontrado na espécie Tabebuia avellanedae (HAMED, et

al., 2020), pertencente a familia Bignoniaceae.
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5.4.5 Deteccgao de heterosideos cardiotonicos

Figura 15 - Placa cromatografica para detecgao de heterosideos
cardioténicos

Ordem de aplicagdo: n°1 Padrao Digitoxina; n°2: Pandorea jasminoides (Folha), n°3:
Pandorea jasminoides (Caule), n°4: Podranea brycei (Folha).
Fonte: autoral

Conforme observado na Figura 15, o padrao digitoxina apds a revelagdo com
o reagente de Kedde, apresentou uma coloragdo rosa. Segundo a literatura
(BRANDAO, 2010), a presencga de heterosideos cardioténicos deve ser indicada por
manchas de coloragao résea ou azul-violetas no espectro visivel. No entanto, nao foi
detectada a presenca de heterosideos cardiotbnicos nesta andlise e na literatura
também nao foi encontrado sobre sua presenca. Na literatura encontrou-se a
presenca de heterosideos cardiotdnicos na espécie Stereospermum colais (PREMA,

et al., 2013), pertencente a familia Bignoniaceae
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Figura 16 - Placa cromatografica para detecgéao de heterosideos
cardioténicos

Ordem de aplicagdo na CCD: n°1: Padrao Digitoxina; n°2: Podranea brycei (Caule);
n°3: Campsis grandiflora (Folha)

Fonte: autoral.

Conforme observado na Figura 16, o padrao digitoxina apds a revelagédo com
o reagente de Kedde, apresentou uma coloragdo rosa. Segundo a literatura
(BRANDAO, 2010), a presenca de heterosideos cardioténicos deve ser indicada por
manchas de coloragao résea ou azul-violetas no espectro visivel. No entanto, nao foi

detectada a presenca de heterosideos cardiotbnicos nesta andlise e na literatura
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também nao foi encontrado sobre sua presenca. Na literatura encontrou-se a
presencga de heterosideos cardiotdnicos na espécie Stereospermum colais (PREMA,

et al., 2013), pertencente a familia Bignoniaceae

Figura 17 - Placa cromatografica para detecgao de heterosideos
cardiotonicos

Ordem de aplicacao: n°1: Padrao Digitoxina; n°2: Podranea ricasoliana (Folha); n°3

Podranea ricasoliana (Caule); n°4 Campsis grandiflora (Folha); n°5 Campsis

grandiflora (Caule); n°6 Tecoma capensis (Folha).

Conforme observado na Figura 17, o padrao digitoxina apds a revelagédo com

o reagente de Kedde, apresentou uma coloragdo rosa. Segundo a literatura
(BRANDAO, 2010), a presenga de heterosideos cardiotdnicos deve ser indicada por
manchas de coloragao résea ou azul-violetas no espectro visivel. No entanto, nao foi
detectada a presenca de heterosideos cardioténicos nesta analise e na literatura
também nao foi encontrado sobre sua presenca. Na literatura encontrou-se a
presencga de heterosideos cardiotdnicos na espécie Stereospermum colais (PREMA,

et al., 2013), pertencente a familia Bignoniaceae
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5.4.6 Deteccao de heterosideos antraquindnicos

Figura 18 - Placa cromatografica para detecgéao de heterosideos
antraquinénicos

Ordem de aplicagéo: n°1 Padréo Aloina; n°2: Pandorea jasminoides (Folha), n°3:

Pandorea jasminoides (Caule), n°4: Podranea brycei (Folha); n°5: Podranea brycei

(Caule); n°6: Campsis radicans (Folha).

Fonte: autoral.

Conforme observado na Figura 18, o padrdo aloina apds a revelagdo com

KOH, exibiu uma coloragéo laranja. De acordo com a literatura (BRANDAO, 2010), a
presenca de heterosideos antraquindnicos deve ser indicada por manchas de
coloracdo laranja ao vermelho no espectro visivel e fluorescéncia na mesma
coloragao. Foi detectada a presenca de heterosideos antraquinénicos em todas as
espécies, exceto nos caules da espécie Pandorea jasminoides. Nao foi encontrado
na literatura sobre a presenca de heterosideos nessas espécies. Na literatura, é
encontrado no género Tabebuia na espécie Tabebuia avellanedae (HAMED, et al.,

2020), pertencente a familia Bignoniaceae.
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Figura 19 - Placa cromatografica para detecgéao de heterosideos
antraquinénicos

Ordem de aplicagao na placa: n°1: Padrao Aloina; n°2: Podranea ricasoliana (Folha);
n°3: Podranea ricasoliana (Caule); n°4: Campsis grandiflora (Folha); n°5: Campsis

grandiflora (Caule); n°6: Tecoma capensis (Folha).

Fonte: imagem do autor.

Conforme observado na Figura 19, o padrao aloina apds a revelagdo com
KOH, exibiu uma coloragéo laranja. Segundo a literatura (BRANDAO, 2010), a
presenca de heterosideos antraquindnicos deve ser indicada por manchas de
coloracéo laranja ao vermelho no espectro visivel e fluorescéncia correspondente. A
presenca de heterosideos antraquindnicos foi detectada em todas as espécies
analisadas. Contudo, nao foram encontrados registros na literatura sobre a presenca
de heterosideos nessas espécies. Na literatura, € encontrado no género Tabebuia na
espécie Tabebuia avellanedae (HAMED, et al., 2020), pertencente a familia

Bignoniaceae.
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5.4.7 Deteccao de heterosideos flavonicos

Figura 20 - Placa cromatografica para detecgédo de heterosideos flavénicos

Ordem de aplicagédo: n°1 Padrdo Aloina; n°2: Pandorea jasminoides (Folha), n°3:
Pandorea jasminoides (Caule), n°4: Podranea brycei (Folha); n°5: Podranea brycei
(Caule); n°6: Campsis radicans (Folha).

Fonte: autoral.

Conforme observado na Figura 20, o padrao rutina apds a revelacdo com
NP/PEG, exibiu coloragdo amarela. De acordo com a literatura (BRANDAO, 2010), a
presenca de heterosideos flavénicos deve ser indicada por manchas de coloracao
amarela, juntamente com fluorescéncia amarelo-esverdeado ou alaranjado. A
presenca de heterosideos flavonicos foi detectada nas folhas das seguintes
espécies: Pandorea jasminoides, Podranea brycei e Campsis radicans. No entanto,
nao foram encontrados registros na literatura sobre a presenga de heterosideos
nessas espécies. Foi encontrado na literatura, a presenga na espécie Tynanthus

micranthus (CANSIAN, et al., 2015), pertencente a familia Bignoniaceae.
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Figura 21 - Placa cromatografica para detecgéo de heterosideos flavénicos

Ordem de aplicagéo na placa: n°1: Padrao Aloina; n°2: Podranea ricasoliana (Folha);
n°3: Podranea ricasoliana (Caule); n°4: Campsis grandiflora (Folha); n°5: Campsis

grandiflora (Caule); n°6: Tecoma capensis (Folha).

Fonte: imagem do autor.

Conforme observado na Figura 21, o padrdo rutina apds a revelagcdo com
NP/PEG, exibiu coloracdo amarela. Segundo a literatura (BRANDAO, 2010), a
presenca de heterosideos flavénicos deve ser indicada por manchas de coloragao
amarela, acompanhadas de fluorescéncia amarelo-esverdeada ou alaranjada. A
presenca de heterosideos flavonicos foi detectada nas folhas das seguintes
espécies: Podranea ricasoliana e Campsis grandiflora. No entanto, ndo foram
encontrados registros na literatura sobre a presenca de heterosideos nessas
espécies. Foi encontrado na literatura, a presenca na espécie Tynanthus micranthus
(CANSIAN, et al., 2015), pertencente a familia Bignoniaceae.
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5.4.8 Deteccgao de saponinas

Figura 22 - Placa cromatografica para detecgéao de saponinas

Ordem de aplicacdo: n°1 Padrdo Arcinea; n°2: Pandorea jasminoides (Folha), n°3:
Pandorea jasminoides (Caule), n°4: Podranea brycei (Folha); n°5: Podranea brycei
(Caule); n°6: Campsis radicans (Folha).

Fonte: autoral.

Conforme observado na Figura 22, o padréo arcinea apés a revelagao com
anisaldeido, exibiu coloragdo amarela. De acordo com a literatura (BRANDAO,
2010), a presencga de saponinas deve ser indicada por manchas de coloragéo azul
ou azul-violeta, além de zonas amarelas visiveis. A presenca de saponinas foi
detectada em todas as espécies analisadas. De acordo com Hashem (2007, 2008) e
KUMAR (2018) confirmado a presenga de saponinas na Campsis radicans.
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Figura 23 - Placa cromatografica para detecgéo de saponinas

Ordem de aplicagao na placa: n°1: Padrao Aloina; n°2: Podranea ricasoliana (Folha);
n°3: Podranea ricasoliana (Caule); n°4: Campsis grandiflora (Folha); n°5: Campsis

Dgrandiflora (Caule); n°6: Tecoma capensis (Folha).

Fonte: imagem do autor.

Conforme observado na Figura 23, o padrdo arcinea apds a revelagdo com
anisaldeido, exibiu coloragao azul. Segundo a literatura (Brandao, 2010), a presenca
de saponinas é indicada por manchas de coloracdo azul ou azul-violeta, além de
zonas amarelas no espectro visivel. A presenca de saponinas foi detectada nas
folnas das seguintes espécies: Podranea ricasoliana, Campsis grandiflora e
Tecomaria capensis, também houve a presenga no caule da espécie Campsis
grandiflora. A literatura relata a presenca de saponinas na espécie Campsis
grandiflora, enquanto ndo ha confirmagdo dessa presenga nas outras espécies
(HASHEM 2007, 2008; KUMAR, et al 2018).
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5.4.9 Deteccao de triterpenos e esteroides

Figura 24 - Placa cromatografica para detecgao de esteroides

Ordem de aplicagdo: n°1 Padrao B-sitosterol; n°2: Pandorea jasminoides (Folha), n°3:
Pandorea jasminoides (Caule), n°4: Podranea brycei (Folha); n°5: Podranea brycei
(Caule); n°6: Campsis radicans (Folha).

Fonte: autoral.

Conforme observado na Figura 24, o padrao B-sitosterol apdés a revelagao
com o reagente LB, apresentou uma coloragdo acinzentada. De acordo com a
literatura (BRANDAO, 2010), a presenca de esteroides é indicada por manchas de
coloragdo marrons ou acinzentadas no espectro visivel, e de coloragdes alaranjadas
a vermelhas na luz ultravioleta. A presenca de esteroides foi identificada em todas as
espécies analisadas. A literatura também confirma que todas essas espécies
possuem esteroides (ARAUJO, et al., 2020; KIM, et al., 2004; ZHANG, et al., 2001;
VERMA, et al., 2016).
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Figura 25 - Placa cromatografica para detecgéo de esteroides

Ordem de aplicacdo na placa: n°1: Padrao B-sitosterol; n°2: Podranea ricasoliana
(Folha); n°3: Podranea ricasoliana (Caule); n°4: Campsis grandiflora (Folha); n°5:

Campsis grandiflora (Caule); n°6: Tecoma capensis (Folha).

Fonte: autoral.

Conforme observado na Figura 25, o padrao B-sitosterol apds a revelagao
com o reagente LB, revelou uma coloracdo acinzentada. De acordo com a literatura
(BRANDAO, 2010), a presenca de esteroides ¢ indicada por manchas de coloragéo
marrom ou acinzentada no espectro visivel, além de colora¢des alaranjadas a
vermelhas sob na luz ultravioleta. A presenca de esteroides foi detectada em todas
as espécies analisadas. A literatura confirma que todas elas contém esteroides
(ARAUJO, et al., 2020; KIM, et al., 2004; ZHANG, et al., 2001; VERMA, et al., 2016).
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Figura 26 - Placa cromatografica para detecgéo de esteroides

Ordem de aplicagdo na placa: n°1: Padrdo [-sitosterol; n°2: Campsis radicans

(Caule); n°3: Tecoma capensis (Caule).

Fonte: autoral.

Como demonstrado na Figura 26, o padrao B-sitosterol apds a revelagdo com
o reagente LB, exibiu uma coloragdo acinzentada. De acordo com a literatura
(BRANDAO, 2010), a presencga de esteroides é indicada por manchas de coloragéo
marrom ou acinzentada no espectro visivel, bem como pela fluorescéncia alaranjada
a vermelha sob luz UV. Nesta analise ndo foram detectados esteroides na placa.
Contudo, a literatura indica que as espécies Campsis radicans (KUMAR, et al., 2018)

e Tecomaria capensis (VERMA, et al., 2016) apresentam esteroides.
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Figura 27 - Placa cromatografica para deteccéo de triterpenos

Ordem de aplicagdo na placa: : n°1: Padrdo acido oleandlico; n°2: Pandorea
jasminoides (Folha); n°3: Pandorea jasminoides (Caule); n°4: Podranea brycei
(Folha); n°5: Podranea brycei (Caule); n°6: Campsis radicans (Folha) e n°7:
Campsis radicans (Caule).

Fonte: imagem do autor.

Como ilustrado na Figura 27, o padrao acido oleandlico apés a revelagdo com
o reagente LB, apresentou uma coloragdo violeta acinzentada. Segundo a literatura
(BRANDAO, 2010), a presenca de triterpenos é indicada por manchas de coloragéo
marrons ou acinzentadas na luz visivel e pela fluorescéncia alaranjada a vermelha
sob luz UV. Nesta analise ndo foram detectados triterpenos na placa. No entanto, a
literatura indica que a espécie Podranea ricasoliana, € conhecida por conter
triterpenos. (ARAUJO, 2020).
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Figura 28 - Placa cromatografica para detecgao de triterpenos

Ordem de aplicagdo na placa: : n°1: Padrdo acido oleandlico; n°2: Podranea
ricasoliana (Folha); n°3: Podranea ricasoliana (Caule); n°4: Campsis grandiflora
(Folha); n°5: Campsis grandiflora (Caule); n°6: Tecomaria capensis (Folha) e n°7:
Tecoma capensis (Caule).

Fonte: autoral

Como observado na Figura 28, o padrdo acido oleanoico apos a revelagao
com o reagente LB, apresentou uma coloragdo violeta acinzentada. Segundo a
literatura (BRANDAO, 2010), a presenca de triterpenos é indicada por manchas de
coloragdo marrons ou acinzentadas na luz visivel e por fluorescéncia alaranjada a
vermelha sob luz UV. Foi detectada a presenca de triterpenos nas folhas e no caule
da espécie Tecoma capensis. A literatura indica que a espécie Podranea ricasoliana,
também contém triterpenos (ARAUJO, 2020). Além disso, ha evidéncias da
presenga de triterpenos na espécie Tecoma capensis (VERMA, 2016) e na espécie
Campsis grandiflora (ZHANG, 2011; KIM, 2004).
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Figura 29 - Placa cromatografica para detecgao de triterpenos

Ordem de aplicagdo na placa: : n°1: Padrdo acido oleandlico;, n°2: Campsis
radicans (Caule); n°3: Tecoma capensis (Caule).

Fonte: autoral.

Como observado na Figura 29, o padrao acido oleanoico apos a revelagao
com o reagente LB, exibiu uma coloragdo amarronzada. Segundo a literatura
(BRANDAO, 2010), a presenca de triterpenos ¢ indicada por manchas de coloragéo
marrons ou acinzentadas no visivel e fluorescéncia alaranjada a vermelha sob luz
UV. Foi detectada a presenca de esteroides nas duas espécies analisadas. A
literatura também documenta a presenca de triterpenos em ambas espécies
(KUMAR, 2018; VERMA, 2016).

Os resultados das CCDs realizadas para os extratos etandlicos do presente

trabalho estdo sumarizados nos Quadros 1 e 2.
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Quadro 1 - Resultado da CCD dos extratos etandlicos das folhas e caules de

Campsis radicans, Campsis grandiflora, Tecoma capensis.

- Campsis | Campsis Campsis Campsis Tecoma Tecoma
radicans radicans | grandiflora | grandiflora | capensis capensis
(Folha) (Caule) (Folha) (Caule) (Folha) (Caule)
Alcaloides - - - -
Cumarinas - - + + - -
Geninas - - + + - -
Flavbnicas
Geninas - - + - + +-
Antraquin6-
nicas
Heterosideo - - - - - -
Cardioténico
Heterosideo + + + + + +
Antraquiné-
nico
Heterosideo + - + - - -
Flavbnico
Saponinas + - + + + -
Triterpenos - + - - + +
Esteroides + - + + + -

Legenda: detecgao (+) e ndo detecgao (-).

Quadro 2 - Resultado das CCD dos extratos etandlicos das folhas e caules de
Pandorea jasminoide, Podranea brycei e Podranea ricasoliana.

- Pandorea | Pandorea | Podranea | Podranea | Podranea | Podranea
Jasminoide | jasminoide brycei brycei ricasoliana | ricasoliana
(Folha) (Caule) (Folha) (Caule) (Folha) (Caule)
Alcaloides - - - - - -
Cumarinas - - - + - -
Geninas - + + + -
Flavénicas
Genina - - + - - +
Antraquin6-
nica
Heteroside - - - - - -
Cardiotdnico
Heterosideo + - + + + +
Antraquin6-
nico
Heterosideo + - + - + -
Flavonico
Saponinas + + + + + -

Triterpenos
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| Esteroides | + | + | + + + +

Legenda: detecgéo (+) e ndo detecgéo (-)

5.5 Perfil cromatografico adquiridos através do método CLAE-DAD-EM

O perfil cromatografico do extrato etandlico das folhas de Campsis radicans
foi obtido pelo método CLAE-DAD-EM e na figura 30 esta apresentado o

cromatograma da analise realizada.

Figura 30 - Perfil cromatografico do extrato etandlico de Campsis radicans
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Na literatura, segundo Hashem (2007, 2008) foi encontrado esse

apigenina-7-O-glicosideo na espécie Campsis radicans. Também €& encontrado
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apigenina em outras espécies da familia Bignoniaceae, como por exemplo na
Tecoma stans (GUPTA, et al. 2023).

Figura 31 - Estrutura quimica da apigenina-7-O-glicosideo

OH

Segundo Ramtin (2022) nao foi encontrado o constituinte luteolina na espécie
Campsis radicans, mas encontrou-se a existéncia de flavonoides na espécie. Na
literatura existe a comprovacéo de luteolina nas espécies Arrabidaea brachypoda e
Jacaranda decurrens pertencentes a Bignoniaceae (BLATT, et al., 1998). Logo, a
caracterizagcdo da luteolina em folhas da espécie C. radicans é inédita, sendo

pertinente com o descrito para a familia.

Figura 32 - Estrutura quimica de luteolina
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De acordo com Ramtin (2022), o constituinte fisetina ndo foi identificado na
espécie Campsis radicans, porém foram encontrados flavonoides na planta. Mas foi
encontrado na literatura, a presenca de fisetina nas seguintes espécies: Connarus
var. angustifolius, Cecropia obtusa, Cecropia palmata e Mansoa alliaceae

pertencentes a familia da Bignoniaceae (PIRES, F., et al., 2017).
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Figura 33 - Estrutura quimica da fisetina
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Segundo Ramtin  (2022) ndo foi encontrado o  constituinte
luteolina-7-O-glicosideo na espécie Campsis radicans, mas encontrou-se a
existéncia de flavonoides na espécie. Segundo Seito (2011), existe luteolina na

espécie Zeyheria montana pertencente a familia Bignoniaceae.

Figura 34 - Estrutura quimica da luteolina-7-O-glicosideo
OH O

Na espécie Campsis radicans nao existe na literatura sobre o constituinte
kaempferol-3-glicuronideo, mas é demonstrado a existéncia de flavonoides (Ramtin,
et al, 2022). Existe também na literatura a comprovacdo de
kaempferol-3-glicuronideo na espécie T. ochracea pertencente a Bignoniaceae
(BLATT, et al., 1998).
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Figura 35 - Estrutura quimica da kaempferol-3-glicuronideo

A tabela 5 demonstra todos os constituintes caracterizados no extrato das

folhas de Campsis radicans.

Tabela 6 - Flavonoides identificados no extrato etandlico de Campsis radicans

(Folhas):
Massa
. Massa
TR Teérica lon
- Composto Experimental
(min) Positivo
(m/z)
(m/z)
Apigenina-7-O- 432,3455
. 15,5 432,34 432,3456
glicosideo 432 3461
2 Luteolina 17,9 288,21 288,2166
3 Fisetina 16,7 288,21 288,2166
Luteolina-7-O-
4 o 14,2 253,25 253 2508
glicosideo ’
Luteolina-7-0O-
5 14,4 326,28 326,2896
glicosideo 326,2898
Kaempferol-3-
6 14,5 464,36 464,3480

glicuronideo




5.6 Ensaios biolégicos

5.6.1 Avaliagao da atividade citotéxica do extrato etandlico e fragdes

A atividade citotéxica foi realizada utilizando as linhagens de célula Vero e

células MRC-5

Tabela 7 - Atividade citotdxica (CCs) do extrato nas células MRC-5 e Vero

ESPECIES MRC-5 VERO
CCs, pug/mL CCs, pg/mL
Campsis radicans (Folha) 51,85 + 2,48 131,5+ 2,08
Campsis grandiflora (Folha) 141,10 + 2,72 >200
Campsis grandiflora (Caule) 87,40 + 1,93 143,50 + 1,89
Pandorea jasminoides (Folha) 256,30 + 1,97 > 400,00
Pandorea jasminoides (Caule) 162,30 + 1,73 247,80 + 1,59
Podranea ricasoliana (Folha) 37,69 + 1,44 46,22 + 1,75
Podranea ricasoliana (Caule) 141,3 + 2,36 116,9 + 4,71
Podranea brycei (Folha) > 400 164,40 + 3,41
Podranea brycei (Caule) > 400 83,68 + 1,86
Tecoma capensis (Folha) > 400 344,40 + 2,15
Tecoma capensis (Caule) 246,80 + 3,14 228,10 + 1,85

CCs,. valor da citotoxicidade celular que a substancia mata 50% das células.

Os extratos etandlicos dos caules e folhas das seis espécies foram
solubilizadas com DMSO, obtendo-se uma solu¢do estoque de 10 mg/mL ou 20
mg/mL para que possa ser feito o ensaio biologico de citotoxicidade e antiviral. Nos
ensaios de atividade antiviral, sdo utilizadas concentragdes inferiores aos valores de
CCs.

A citotoxicidade foi avaliada frente células MRC-5, linhagem celular de
fibroblastos de pulmdo humano, visando determinar o potencial téxico dos extratos
das espécies avaliadas em uma linhagem de origem humana. E também foi
determinado na linhagem celular Vero, células derivadas de rins de macaco verde,
para determinar quao téxico os extratos do presente estudo seria nessa linhagem
normal derivada de mamifero ndo-humano, bem como para definir as concentracdes

que seriam utilizadas no ensaio antiviral.
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A concentracdo citotéxica a 50% na linhagem celular MRC-5 para o extrato
etandlico de folhas da espécie Campsis radicans é de 51,85 + 2,48 ug/mL. Em
relagcéo a célula Vero, apresentou um valor de CCys,= 131,5 + 2,08 pg/mL.

A concentracao citotéxica a 50% na linhagem celular MRC-5 para o extrato
etandlico das folhas da espécie Campsis grandiflora é de 141,10 + 2,72 ug/mL. Em
relagdo a célula Vero, apresentou um valor maior que 200 pg/mL, ou seja, nao foi
téxico na maior concentragao testada.

A concentragao citotoxica a 50% na linhagem celular MRC-5 para o extrato
etandlico dos caules da espécie Campsis grandiflora é de 87,40 + 1,93 ug/mL. Em
relagéo a célula Vero, apresentou um valor de 143,50 + 1,89ug/mL.

A concentracdo citotoxica a 50% na linhagem celular MRC-5 para o extrato
etandlico das folhas da espécie Pandorea jasminoides é de 256,30 + 1,97 ug/mL.
Em relagdo a célula Vero, apresentou um valor maior que 400, n&o é toxico na maior
concentracao testada.

A concentracdo citotoxica a 50% na linhagem celular MRC-5 para o extrato
etandlico dos caules de espécie Pandorea jasminoides é de 162,30 + 1,73 pg/mL.
Em relagado a célula Vero, apresentou um valor de 247,80 + 1,59 ug/mL.

A concentracdo citotoxica a 50% na linhagem celular MRC-5 para o extrato
etandlico das folhas da espécie Podranea ricasoliana é de 37,69 + 1,44 pg/mL. Em
relacédo a célula Vero, apresentou um valor de 46,22 + 1,59 ug/mL.

A concentracao citotoxica a 50% na linhagem celular MRC-5 para o extrato
etandlico dos caules da espécie Podranea ricasoliana € de 141,3 + 2,36 yg/mL. Em
relagéo a célula Vero, apresentou um valor de 116,9 + 4,71 pg/mL.

A concentragao citotoxica a 50% na linhagem celular MRC-5 para o extrato
etandlico das folhas da espécie Podranea brycei € maior que 400 ug/mL, ndo sendo
téxica na maior concentracido testada. Em relacdo a célula Vero, apresentou um
valor de 164,4 + 3,41 ug/mL.

A concentragao citotoxica a 50% na linhagem celular MRC-5 para o extrato
etandlico dos caules da espécie Podranea brycei € maior que 400 pg/mL, nao foi
téxica na maior concentracido testada. Em relacdo a célula Vero, apresentou um
valor de 83,68 + 3,41 ug/mL.

A concentragao citotoxica a 50% na linhagem celular MRC-5 para o extrato

etandlico das folhas da espécie Tecoma capensis é maior que 400 pug/mL, sendo
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téxico na maior concentracido testada. Em relacdo a célula Vero, apresentou um
valor de 344,40 + 2,12 ug/mL.

A concentragao citotoxica a 50% na linhagem celular MRC-5 para o extrato
etandlico dos caules da espécie Tecoma capensis é de 246,80 + 3,14 ug/mL. Em
relagédo a ceélula Vero, apresentou um valor de 246,80 + 3,14 ug/mL.

Os extratos etandlicos que apresentaram maiores valores de CCs, na
linhagem celular MRC-5, sendo menos citotdéxicos foram os extratos etandlicos das
folnas e caules da espécie Podranea brycei e das folhas da espécie Tecoma
capensis obtiveram um valor de CCgs, maior que 400 pg/mL, e de Pandorea
Jasminoides (extrato etandlico das folhas) e Tecoma capensis (extrato etandlico dos
caules), tendo respectivamente valores de 256,30 + 1,97 ug/mL e 246,80 + 3,14
Mg/mL.

Os extratos etandlicos menos citotoxicos, que apresentaram maiores valores
de CCs, para linhagem celular Vero foram: o extrato etandlico das folhas da espécie
Pandorea jasminoides apresentou um CCs, maior que 400 ug/mL, os extratos de
folhas e de caules da espécie Tecoma capensis, tendo respectivamente, valores de
CC50 de 344,40 + 2,15 ug/mL e 228,10 + 1,85 pg/mL. O extrato etandlico das folhas
da espécie Campsis grandiflora teve um valor de CCs, maior que 200 pg/mL, isto &,

atingiu a concentragdo maxima testada.

5.6.2 Avaliacao da atividade antiviral in vitro

Depois de realizar o teste de toxicidade, foram feitos os ensaios dos extratos
etandlicos das seis espécies, usando as células Vero que foram infectadas com

CHIKV, MAYV ou ZIKV e tratadas com os extratos de forma simultanea.
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Tabela 8 - Avaliagao da atividade antiviral (CE5,) frente aos
Orthoflavivirus zikaense (ZIKV), Alphavirus chikungunya (CHIKV) e Alphavirus
mayaro (MAYV), cada um com seus indices de seletividade (IS)

VERO ZIKV CHIKV MAYV
ESPECIE CCs, CEs, IS CEs, IS CEs, IS
(ng/mL)  (pg/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Campsis
z 211 8,05 226 4,29 169 3,1
(Folha) 2,08
Campsis
grandiflora >200 NA - NA - 93; 1752 T >215
(Folha) ’
Campsis
randifiora 143,50 + 45,06 24,08 + 22,21 +
g = 262 3,19 216 5,96 255 6,46
(Caule) 1,89
Pandorea
. . 143,40 +
Jjasminoides > 400,00 NA NA 3.00 >2,79
(Folha) ’
Pandorea
247,80 +
Jasminoides NA NA NA
1,59 - -
(Caule)
Podranea
46,22 +
ricasoliana NA NA NA
1,75 - -
(Folha)
Podranea
116,9
ricasoliana NA NA NA
4,71 - -
(Caule)
Podranea
164,40 +
brycei NA NA NA
3,41 - -
(Folha)
Podranea
83,68 +
brycei NA NA NA
1,86 - -

(Caule)
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Tecoma 344.40
+
; T T 42,04 + 14,99 +
capensis UG T _ 99 +
P 215 2172 8,19 NA 321 22,98
(Folha)
Tecoma
228,10 +
capensis NA NA NA
1,85 - -
(Caule)

CEs,: concentragao efetiva, no qual o extrato inibe a morte das células ocasionadas por virus
IS — indice de seletividade

NA: nao ativo

O valor de CEj5, significa a concentragéo efetiva média no qual o extrato inibe a
morte das células ocasionadas pelo virus em 50%, a eficacia da atividade antiviral
esta relacionada com o indice de seletividade (IS), parametro utilizado para avaliar a
atividade antiviral que é a razdo entre CCs,/CE5, na linhagem celular Vero.

De acordo com a literatura (COS, 2006; OCAZIONEZ, 2010), quando o IS for
< 2,0 indica que as amostras analisadas apesar de terem atividade antiviral, podem
ser téxicas (KOCH, et al., 2005). Quando a concentragédo efetiva a 50% € muito
proxima da concentragao citotoxica meédia, a prote¢ao contra a infecgao pelo virus e
o potencial téxico do tratamento para as células consistem em concentragbes muito
préximas, ndo apresentando seletividade quanto a atividade biolégica avaliada.
Quanto maior o IS, mais o extrato ira proteger as células sem causar danos a elas
por meio da toxicidade.

O extrato etandlico das folhas de Campsis radicans apresentou um valor de
CEs, de 16,34 + 2,11 uyg/mL com IS = 8,05 frente ao ZIKV. Para o CHIKV o extrato
apresentou um valor de CEs, de 30,64 + 2,26 ug/mL, com I1S= 4,29. Em relacédo ao
MAYV o extrato etandlico das folhas apresentou um valor de CEs, de 42,39 + 1,69
pMg/mL, com um IS = 3,1. Estes resultados demonstram que o extrato de folhas de C.
radicans foi promissor e seletivo frente os trés arbovirus, destacando-se a atividade
anti-ZIKV.

O extrato etandlico das folhas da espécie Campsis grandiflora para a
linhagem Vero obteve um valor de CCs, maior que 200 pg/mL. O extrato etandlico
das folhas ndo apresentou atividade frente ao CHIKV e ZIKV. Em relagédo ao MAYV o

extrato etandlico das folhas apresentou CEs, = 93,15 + 3,72 ug/mL com IS = 3,19.
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Esses resultados demonstraram que o extrato de folhas de C. grandiflora nao
apresentou atividade contra CHIKV e ZIKV, sendo seletivo apenas frente ao MAYV.

O extrato etandlico dos caules da espécie Campsis grandiflora apresentou um
valor de CEs, de 45,06 + 2,62 pg/mL, com IS = 3,19. Para o CHIKV, o extrato
etandlico dos caules apresentou um valor de CEs,de 24,08 + 2,12 yg/mL, com IS =
5,96. Em relagao ao MAYYV o valor do extrato etandlico obteve um valor de CE;, de
22,21 + 2,55 ug/mL, com IS = 6,46. Os resultados demonstraram que o extrato
etandlico das folhas da espécie C. grandiflora, sendo seletivo e promissor aos trés
virus, tendo melhor atividade anti-MAYV.

O extrato etandlico das folhas da espécie Pandorea jasminoides para a
linhagem Vero teve um valor de CCg, maior que 400 ug/mL. O extrato etandlico das
folhas ndo apresentou atividade frente ZIKV e CHIKV. Em relagdo ao MAYV o extrato
etandlico das folhas apresentou CEj, 143,40 + 3,00 pg/mL, com IS >2,79. Os
resultados demonstraram que os extratos etandlicos apresentaram um indice de
seletividade, maior que 2,79 frente ao MAYV, sendo seletivo a esse virus. Nao
apresentou atividade anti-CHIKV e anti-ZIKV.

O extrato etandlico dos caules da espécie Pandorea jasminoides; dos extratos
etandlicos dos caules e folhas das seguintes espécies Podranea ricasoliana e
Podranea brycei, variaram de 46,22 a 247,80 ug/mL. Mas nao foram ativas para
nenhum dos trés arbovirus analisados.

O extrato etandlico das folhas da espécie Tecoma capensis apresentou um
valor de CEs,de 42,04 + 21,72 ug/mL com IS = 8,19, frente ao ZIKV. Para o CHIKYV,
o extrato etandlico das folhas n&o foi ativo. Em relagdo ao MAYV apresentou um
valor de CEs,de 14,99 + 3,21 ug/mL, com IS = 22,98. Em relagao aos resultados do
extrato etandlico das folhas frente ao CHIKV nao foi ativo. Entretanto, o extrato
etandlico das folhas de T. capensis foi mais seletivo e promissor frente aos MAYV e
ZIKV.

O extrato etandlico dos caules da espécie Tecoma capensis para a linhagem
Vero apresentou um valor de CE;, de 228,10 + 1,85 ug/mL, essa espécie nao teve
atividade para nenhum dos trés virus analisados.

A espécie Campsis radicans tem atividade antiviral comprovada (Wu, et al.,
2010; Tanaka, et al., 2002), mas nao existe comprovagao de atividade anti-CHIKYV,

anti-MAYV e anti-ZIKV, tornando inovador e promissora essa atividade.
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A espécie Campsis grandiflora tem atividade antiviral comprovada contra HIV
(Yu, 2012). Nao foi encontrado na literatura atividade antiviral frente aos trés
arbovirus estudados.

As espécies Pandorea jasminoides, Podranea brycei e Podranea ricasoliana
nao apresentaram atividade frente a nenhum dos trés virus e ndo foram encontrados
na literatura sobre suas atividades antivirais.

A espécie Tecoma capensis apresentou neste trabalho uma atividade
anti-ZIKV e anti-MAYYV, n&o foi encontrada na literatura sobre essas duas atividades.
As seguintes espécies T. castaneifolia, T. stans var angustata e T. stans var stans
pertencentes ao género Tecoma apresentam atividade anti-ZIKV (REIS, et al., 2020).

Na literatura, encontrou-se atividade anti-MAYV para as seguintes espécies
pertencentes a familia Bignoniaceae: Amphilophium crucigerum, Cuspidaria
convolua, Lundia corymbifera, Tanacium pyramidatum, Fridericia erubescens (REIS,
et al., 2021), Biden pilosa (VALENTE, 2022) possuem atividade anti-MAYV.

Em relagéo a atividade antiviral anti-CHIKV, algumas espécies pertencentes a
familia Bignoniaceae apresentam atividade, Amphilophium crucigerum, Cuspidaria
convolua, Lundia corymbifera, Tanacium pyramidatum, Fridericia erubescens e
Anemopaegma acutifolia.

Segundo Brandao (2010), a familia Bignoniaceae tem atividade antiviral, as
espécies Arrabidaea samydoides e Callichlamys latifolia possuem uma atividade anti
herpes virus; a espécie Arrabidaea pulchra possui atividade anti dengue e anti
herpes virus; a espécie Fridericia formosa tem como atividade contra dengue
(BRANDAO et al., 2010).
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

As anadlises cromatogréficas feitas por CCD, demonstraram a presenca
majoritariamente de flavonoides e terpenos na constituicdo das seis espécies. A
espéecie Tecoma capensis tem melhores indices de seletividade frente ao ZIKV e
MAYV. Enquanto o extrato etandlico das folhas da espécie Campsis radicans foi
ativa frente aos trés virus analisadas, e foi caracterizado por CLAE-DAD-EM em que
foram identificados 6 flavonoides, sendo eles: apigenina-7-O-glicosideo,
luteolina-7-O-glicosideo, luteolina, kaempferol-3-glicuronideo e fisetina.

O extrato das folhas de Campsis radicans foi fracionado em coluna aberta de
silica gel, e apds processos de recristalizagao, foram obtidos cinco precipitados que
foram submetidos a analises por ressondncia magnética nuclear (RMN), com

perspectivas de futura identificagdo destas substancias isoladas.
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