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A primeira etapa deste trabalho, isolamento dos compostos presentes na fracdo acetato de
etila de Limonium brasiliense, foi realizada no Laboratério de Biologia Farmacéutica —
Palafito, na Universidade Estadual de Maringa, bloco k80, sala 14. As andlises de massas
foram realizadas utilizando equipamentos do Laboratério de Bioequivaléncia, Hospital
Universitario de Maringa (Profa Dra Elza Kimura) e as analises de RMN foram realizadas no
Laboratério de RMN, Universidade Estadual de Maringd, bloco 31, salas 11 e 12. Os
ensaios de atividade antiviral foram realizados no Laboratério de Inovacdo Tecnoldgica no
Desenvolvimento de Farmacos e Cosméticos, na Universidade Estadual de Maringa, bloco
b08.
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RESUMO

ISOLANI, R. G. 2017. Avaliacdo da atividade de extratos e substancias isoladas de
Limonium brasiliense contra Herpes Simplex tipo I. Dissertacdo de mestrado, Programa de

Po6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual de Maringa. 59 p.

Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze (Plumbaginaceae), popularmente conhecida como
baicuru, é uma planta nativa da regido sul do Brasil. Seu uso popular se da por meio de
decocto ou infuso dos rizomas, que sao usados para o tratamento de tensdo pré-menstrual,
disturbios menstruais e infeccbes do trato geniturinario. Sabe-se da existéncia de
substancias fendlicas no género Limonium, como se sabe também de atividades biologicas
deste género, relacionando entdo com as substancias presentes. O Herpes simplex virus
tipo-1 (HSV-1) causa infec¢des orofaciais e oculares, podendo permanecer latente no
organismo. O aciclovir é a droga de escolha para tratamento do HSV-1, porém ja existem
algumas cepas resistentes ao medicamento. Por meio de métodos de isolamento
cromatogréafico e analise estrutural, foram obtidas moléculas epigalocatequina-3-O-galato
(EGCG), samarangenina A (SA) e samarangenina B (SB). O extrato bruto (EB), fracdo
aquosa (FAQ), fracdo acetato (FAE), uma subfragdo da FAE (FLB7) e as substancias
isoladas de L. brasiliense foram testadas para avaliar a citotoxicidade frente a células Vero,
pela metodologia de MTT. Os valores de CCso foram de: EB= 85 + 5, FAQ= 56,67 + 11,55,
FAE= 41,67 + 12,58, FLB7= 43,33 + 5,77, EGCG= 66,67 + 15,28, SA=33 +7 e SB=45 %
5,77 ug/mL e os valores de ECso encontrados foram de: EB= 9,33 + 0,70, FAQ> 50, FAE=
2,50 + 0,17, FLB7= 2,47 + 0,25, EGCG= 4,97 + 4,36, SA= 4,03 + 0,21 e SB= 3,20 + 1,04
pMg/mL. Assim, foi possivel elucidar as substancias majoritarias presentes na espécie L.

brasiliense e a determinacéo da atividade antiviral de cada uma delas.

Palavras chave: Limonium brasiliense, taninos, fitoquimica, antiviral, Herpes simplex virus.



ABSTRACT

ISOLANI, R.G. 2017. Activity evaluation of extracts and isolated compounds of Limonium
brasiliense against Herpes Simplex type I. Master's Dissertation, Post-Graduate Program in
Pharmaceutical Sciences, State University of Maringa. 59 p.

Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze (Plumbaginaceae), popularly known as baicuru,
is a plant native to southern Brazil. Its popular use is through decoction or infusion of the
rhizomes, which are used for the treatment of premenstrual tension, menstrual disorders and
genitourinary tract infections. It is known the existence of phenolic compounds in the genus
Limonium, as it is also known the biological activities of this genus, thus relating to the
substances present. The Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) causes orofacial and ocular
infections, and may remain latent in the body. Acyclovir is the drug of choice for HSV-1
treatment, but there are already some drug-resistant strains. By methods of chromatographic
isolation and structural analysis, molecules of epigallocatechin-3-O-gallate (EGCG),
samarangenin A (SA) and samarangenin B (SB) were obtained. The crude extract (CE),
water fraction (WF), ethyl acetate fraction (EAF), EAF subfraction (FLB7) and substances
isolated from L. brasiliense were tested to evaluate cytotoxicity against Vero cells, by MTT
assay. The results were CCsp values of: CE = 85 + 5, WF = 56,67 + 11,55, EAF = 41,67 +
12,58, FLB7 = 43,33 + 5,77, EGCG = 66,67 £ 15,28, SA=33 7 and SB =45+ 5,77 ug/mL
and the ECs values were: CE = 9,33 + 0,70, WF > 50, EAF = 2,50 + 0,17, FLB7 = 2,47 +
0,25, EGCG = 4,97 £ 4,36, SA=4,03 £ 0,21 and SB = 3,20 + 1,04 yg/mL. It was possible to
elucidate the major substances present in the L. brasiliense species and to determine the

antiviral activity of each of them.

Key words: Limonium brasiliense, tannins, phytochemistry, antiviral, Herpes simplex virus.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é considerado um pais com uma grande biodiversidade, com uma biota
estimada entre 170 e 210 mil espécies, correspondendo a cerca de 13% da riqueza mundial.
As plantas estdo entre os grupos mais bem estudados no Brasil e reconhece-se a
ocorréncia de 34.916 espécies (Simdes et al., 2016).

Entre as plantas estudadas encontra-se a espécie vegetal Limonium brasiliense
(Boiss.) Kuntze (figura 1), que € conhecida popularmente como baicuru ou guaicuru e
pertence a familia Plumbaginaceae. E uma planta encontrada na América do Sul e vegeta
no litoral, preferencialmente em terrenos baixos e banhados com agua salgada (Correa e
Penna, 1974).

Figura 1 - Limonium brasiliense, (A) partes aéreas e rizomas, (B) exsicata das partes
aéreas e (C) exsicata dos rizomas. Foto: Andressa Blainski (2010).

O farmacogeno do L. brasiliense é seus rizomas, que sdo empregados popularmente
na forma de decocto ou infuso como antisséptico nas infec¢des geniturinarias e possui
também a propriedade de ser adstringente. Tem como outras indicagfes seu uso como
diurético, no tratamento do reumatismo, artrite, Ulceras, na hemorragia intestinal e diarreia
cronica (Moura et al., 1985; Cardoso, 1990). Seus extratos sdo ainda recomendados para
normalizar os periodos menstruais em mulheres com atraso ou irregularidades na
menstruacéo (Lifchitz, 1981).
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Foi relatada nos extratos dos rizomas de L. brasiliense a presenca de taninos
condensados, como &cido galico, epigalocatequina-3-O-galato, samarangenina A e
samarangenina B (estrutura quimica 1) (Murray et al., 2004; De Oliveira Caleare et al.,
2017).

HO O

3-R=H
4- R= galoila

Estrutura quimica 1 - Estrutura molecular dos compostos identificados de L. brasiliense. (1)
acido galico, (2) epigalocatequina-3-O-galato, (3) samarangenina A e (4) samarangenina B.

Andlises de taninos condensados sdo complicadas devido a diversidade de
estruturas encontradas nesse grupo de substancias (Schofield et al., 2001). Os taninos
condensados sao polimeros de unidades de flavondis e a presenca de ésteres de galato

pode alterar suas propriedades biolégicas significantemente (Hagerman e Butler, 1989).

Sabe-se que o0 impacto da atividade antimicrobiana depende da configuracdo
estrutural da molécula (Gyawali e Ibrahim, 2014) e os compostos fendlicos possuem
variagdes estruturais e 0 que confere aos taninos suas propriedades caracteristicas sado 0s
grupos hidroxila fendlicas (Haslam, 1974). Esses grupos possuem acao inibitéria (Lai e Roy,
2004) devido a interagdo com a membrana celular bacteriana, rompendo a membrana e
causando extravasamento de componentes celulares (Xue et al., 2013). Além disso, podem

facilmente se ligar ao sitio ativo de enzimas, alterando o metabolismo celular de
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microorganismos. Estas ac¢des demonstram a importancia dos grupos -OH na atividade

antimicrobiana (Farag et al., 1989).

A infeccdo humana por Herpes simplex virus € uma das causas mais frequentes de
infeccBes virais em pacientes imunocompetentes e imunocomprometidos. A infec¢édo se da
comumente por uma infeccdo primaria e depois por longos periodos de laténcia, seguida por
reativacao intermitente, geralmente durante periodos de imunossupressao (Villarreal, 2003).

E um virus incuravel que persiste por toda a vida do hospedeiro (Hassan et al., 2015).

O tratamento da infeccdo por Herpes simplex virus tipo 1 (HSV-1) é um grande alvo
de estudos no mundo todo, visto que ndo existe vacina para essa doenca. Um dos
tratamentos aprovados e mais comum € o uso do Aciclovir (estrutura quimica 2), um
analogo de guanosina que inibe seletivamente a atividade da DNA polimerase viral
(Villarreal, 2003). Entretanto, o uso intenso dessa droga causou o aparecimento de cepas
resistentes a ela (Kopp et al., 2014). A busca por novas drogas antiherpéticas é um desafio
aos pesquisadores e o0s produtos naturais sdo ricos em substancias bioativas que possuem

atividade antiviral (Sagar et al., 2010).

/Njiu\f*
L S

Estrutura quimica 2 - Estrutura molecular do Aciclovir.

HO

Plantas sdo comumente usadas para o tratamento de véarias doengas virais. Nas
tltimas décadas, compostos naturais estdo sendo investigados para suas propriedades anti-
HSV (Kurokawa et al., 1999; Lipipun et al., 2003; Gescher et al., 2011; Ueda et al., 2013;
Nocchi et al., 2016; Lavoie et al., 2017). A purificacdo e identificacdo dos compostos

bioativos é muito importante para o desenvolvimento de novas drogas.

Portanto, esse trabalho visou otimizar métodos de isolamento por meio de diferentes
métodos cromatograficos, elucidar a composicdo quimica por meio de técnicas
espectrométricas da fracdo acetato de etila de L. brasiliense, e posteriormente testar a

atividade citotdxica e antiviral das substancias isoladas, fragdes e extrato bruto.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Familia Plumbaginaceae

A familia Plumbaginaceae Juss. é a maior familia pertencente as Angiospermas e
possui 24 géneros, com cerca de 2340 espécies, sendo 635 nomes aceitos e 630
sinbnimos, os demais ndo sdo avaliados (The Plant List, 2013). Essas espécies vegetam

regides semi-aridas, litordneas e salgadas (Sim&es et al., 2016).

No Brasil existem dois géneros pertencentes a essa familia, Plumbago L. e Limonium
Mill., porém apenas duas espécies 0s representam, Plumbago scandens L. e Limonium
brasiliense (Boiss.) Kuntze (Zappi, 2015).

A familia Plumbaginaceae representa ervas perenes e arbustos, com suas plantas
caracterizadas por folhas simples e alternas, sem estipulas. As flores sé@o vistosas, azuis,
bissexuais e possuem simetria radial (Joly, 2005; W. John Kress, 2008).

2.2 Género Limonium

O género Limonium pertence a familia Plumbaginaceae e possui cerca de 777
espécies, com 163 destas aceitas e 113 sindnimos, as demais ndo séo avaliadas (Kunitake
et al., 1995; List, 2013a).

As plantas pertencentes ao género Limonium séo usadas por floriculturas no preparo
de arranjos, usando suas flores frescas ou desidratadas (Kunitake et al., 1995; Lopes et al.,
2003).

Este género possui riguissima composi¢cdo quimica, com aminodcidos, taninos,

alcaloides, flavonoides, polissacarideos, entre outros (Eren e Ozata, 2014).

Estudos com espécies do género Limonium comprovam a presenca de flavondides,
entre eles miricetina e seus derivados, quercetina e seus derivados, naringenina,
homoeriodictiol, eriodictiol e canferol (Ross, 1984; Zhang e Zou, 2004; Movsumov e Garaev,
2005; Ye e Huang, 2006).

Nas espécies L. gmelinii (Willd.) Kuntze e L. popovii Kubansk foram isolados e
identificados acido galico, quercetina, miricetina, miricetrina, epigalocatequina-3-O-galato, 3-
O-B-D-(6"-galoila)-galactopiranosideo,  miricetina-3-O-B-D-galactopiranosideo,  3-O-B-D-
glucopiranosideo, 3-O-B-D-(6"-galoila)-glucopiranosideo, 3,5,7,3',4',6'-hexahidroxiflavona e

miricetina 3-O-a-L-(2'-galoila)-arabopiranosideo (Korul’kina et al., 2004).

A partir do extrato hidroetanodlico de L. gmelinii foram isolados e identificados duas

proantocianidinas diméricas (2R,3R,4R-epigalocatequina-(43-8)-2R,3R-epigalocatequina-3-
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O-galato e 2R,3R,4R-epigalocatequina-(4B-8)-2R,3R,3,5,7,3",4’,6'-hexahidroxiflavana),

galocatequina e epigalocatequina (Zhusupova e Abil’kaeva, 2006a; b).

As espécies L. gmelinii, L. otolepis (Scherenk) Kuntze, L. popovii Kubansk, L.
myrianthum (Schrenk) Kuntze, L. leptophyllum Kuntze e L. suffruticossum (L.) Kuntze
(pertencentes a regido do Cazaquistdo) foram estudadas quanto a composicdo de acidos
graxos. Constatou-se que ha apenas diferencas quantitativas na presenca de acidos graxos
insaturados e saturados entre as espécies, pois a avaliacdo qualitativa foi a mesma. Além
disso, pdde-se perceber que a concentracdo de &cido graxo insaturado foi de duas a quatro
vezes maior que de saturado nas partes aéreas das plantas (Zhusupova e Abil’kaeva,
20064a; b).

Amostras de sementes de 17 espécies de Limonium foram avaliadas e constatou-se
a presenca de fitoecdiesteroides, que sao substancias analogas ao estrogeno, em 7
espécies: L. bellidifolium Dumont., L. binervosum Salmon, L. gerberi Soldano, L. otolepsis
(Scherenk) Kuntze, L. peregrinum R.A. Dryer, L. perezii (Stapf) F.T. Hubb. e L.
ramosissimum (Poir) Maire.(Whiting et al., 1998).

Limoniastrum guyonianum Durieuex Boiss foi estudada e demonstrou a presenga de
polifendis, flavonoides e taninos condensados em suas folhas e galhos (Trabelsi et al.,
2012). Dois mondmeros (N-E-cafeoil tiramina e N-E-feruloil tiramina) e um dimero
(Limoniastramida) de amida fendlica acida foram isolados dessa espécie (Trabelsi et al.,
2014).

Foram isolados de L. thouinii (viv.) Kuntze quercetina, vitexina (apigenina 8-C-
glucosideo), isoorientina (luteolina 6-C-glucosideo) e canabiscitrina (miricetina-3’-O-
glucosideo). Esses quatro flavonoides foram identificados pela primeira vez nesta espécie,

sendo o canabiscitrina inédito na familia Plumbaginaceae (Lefahal et al., 2016).

As flores de L. aureum (L.) Hill foram submetidas a extracdo com etanol e particéo
com acetato de etila. Apds os processos de separacao, foram isolados eriodictiol, luteolina,
apigenina, 5,7-dihidroxicromona, quercetina-3-O-B-D-xilosideo e miricetina-3-O-B-D-

xilopiranosideo (Liu et al., 2016).

O extrato das raizes de L. sinense apresentou efeito hepatoprotetor, com bloqueio do
aumento da atividade sérica da aspartato aminotransferase e da alanina aminotransferase
(Tang et al., 2007).

Em um estudo in vitro do extrato etandlico das partes subterraneas de L. sinense e
da substancia isolada acido galico, ambos apresentaram potente atividade de supresséo de
infeccdo hepatica causada pelo virus da hepatite C, bloqueando a entrada do virus na célula
(Hsu et al., 2015).
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De acordo com Kim e colaboradores (2016), a fracdo acetato de etila de L.
tetragonum é capaz de atenuar a injaria hepatica e fibrose em ratos tratados com
dietilnitrosamina, um composto téxico que causa necrose e fibrose no figado. A
administracdo de 200 mg/kg da fracdo de L. tetragonum durante 8 semanas foi capaz de
reduzir significativamente as enzimas ALT (Alanina transaminase), AST (Aspartato
aminotransferase), ALP (Fosfato alcalino), GGT (Gammaglutamiltransferase) e
triacilglicerideos nos ratos. O estresse oxidativo no figado também foi reduzido apds
tratamento (Kim et al., 2016).

Segundo Kurul’kina et al. (2004) e Zhusupova e Abil’kaeva (2006b), o L. gmelinii
(Willd.) Kuntze é usado na medicina popular, na republica do Cazaquistdo, como

adstringente, em doengas gastrintestinais e do trato respiratorio superior.

Estudos com o extrato etandlico do L. sinense (Girard) Kuntze demonstraram sua
efetividade contra o virus HSV-1. Pelo fracionamento bioguiado isolou-se a samarangenina
B, que pelos ensaios mostrou ser um agente antiviral contra a replicagdo do virus e,
aparentemente, sem citotoxicidade in vitro, mostrando que na concentragdo de 100 uM a
viabilidade celular foi mantida em aproximadamente 80% durante 5 dias (Kuo et al., 2002).
Em outro estudo, diferentes extratos (etandlico, metandlico, hexanico e diclorometano) de L.
densiflorum (Guss.) Kuntze foram testados quanto & atividade antiviral frente ao HSV-1 e
virus influenza (H1N1), obtendo-se melhor resultado com o extrato etandlico contra virus
HSV-1, o qual exibiu potente acado inibitéria. Esses extratos foram analisados por CCD
(cromatografia em camada delgada), demonstrando a presenca de flavonoides e saponinas

como a classe de produtos majoritarios (Medini, Legault, et al., 2014).

Através de outro estudo de fracionamento bioguiado, foram isolados do extrato
hidroetandlico de L. densiflorum: &cido galico, epigalocatequinagalato, uma mistura de
miricetina-3-O-L-arabinofuranosideo e miricetina-3-O-R-L-ramnopiranosideo, gquercetina-3-
O-L-ramnosideo, diidrocanferol, pinoresinol e trans-N-feruloil tiramina, os quais foram
avaliados para a capacidade de inibir in vitro infeccbes causadas por HSV-1. Todas as
moléculas testadas ndo apresentaram toxicidade em células Vero na concentragcdo de até
50 pg/mL. O acido galico e epigalocatequinagalato apresentaram uma forte atividade
antiviral, com indice virucida de 100%. Pinoresinol e trans-N-feruloil tiramina apresentaram
atividade moderada, com capacidade antiviral de 26%, enquanto os demais compostos nao

apresentaram atividade contra HSV-1 (Medini et al., 2016).

A espécie L. bicolor (Bunge) Kuntze, € utilizada popularmente como homeostético,
na cura de desordens menstruais e no tratamento de carcinomas uterinos (Zhang e Zou,
2004).
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Testes de atividade antitumoral e imunomodulatéria de polissacarideos de raizes de
L. sinense mostraram a inibicdo do crescimento de tumores em ratos e efeito sinérgico
significante da atividade antitumor quando combinado com 5-fluorouracil (5-FU) (Tang et al.,
2012).

Ensaios de atividade mutagénica e citotdxica de extratos das raizes e folhas de L.
globuriferum foram realizados pelos métodos de Ames e MTT, em células MDBK. Nos testes
de mutagenicidade, apenas o extrato metandlico das folhas apresentou atividade
mutagénica na concentracdo de 10.000 pg/mL. Os testes de MTT mostraram que 0S
extratos reduziram a viabilidade celular, com excecdo do extrato das folhas produzido com
acetona/metanol (2:1) que aumentou a viabilidade (Eren e Ozata, 2014).

O extrato aquoso de L. wrightii (Hance) Kuntze demonstrou forte acdo antirradicais
livres in vitro pelos métodos de 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH) e anion superéxido e
moderada acdo para radicais hidroxilas. A administracdo intraperitoneal desse extrato em
ratos com intoxicacao hepatica induzida por tetracloreto de carbono demonstrou a reducdo
da atividade sérica de aspartato aminotransferase e da alanina aminotransferase,
caracteristico de atividade antirradicais livres in vivo. Pode-se relacionar essa a¢cdo com a

presenca de acido galico no extrato (Aniya et al., 2002).

Testes de atividade antioxidante de L. duriusculum, mostraram que o extrato n-
butandlico possui acdo antirradicais livres pelos métodos de DPPH, LPO (lipoperoxidagéo) e
capacidade de quelar ferro. Além disso, foram isolados apigenina, metil galato 4-metil éter,
acido 4-O-metilgalico, metil galato, acido vanilico, pinoresinol, apigenina-7-O-3-(6"-
metilglucoronideo), B-sitosterol e duas substéncias novas, nomeadas de duriculina A e
duriculina B (Kerkatou et al., 2016).

Estudos com o extrato n-butandlico de L. bonduelli demonstraram efeito
antilipidioperoxidativo, podendo ser util na prevengcdo do avango de vérias doencas
relacionadas ao estresse oxidativo, como as neurodegenerativas. Essa acdo se da pelos

compostos fendlicos com agdo antioxidante presentes na planta (Amrani et al., 2017).

A espécie L. aureum (L.) Hill foi utilizada para a pesquisa de compostos com
atividade antioxidante por meio de um método otimizado online-CLAE (cromatografia liquida
de alta eficiéncia) com DPPH, para deteccéo da capacidade de eliminacéo de radicais livres.
Foram identificados sete flavonoides incluindo  miricetina-3-O-B-D-(6"-O-galoil)-
glucopiranosideo,  miricetina-3-O-glucosideo,  miricitrina,  eriodictiol-7-O-glucosideos,

miricetina, eridictiol e homoeridictiol (Geng et al., 2015).

A atividade antioxidante de dez extratos de L. delicatelum (Girard) Kuntze em

diferentes estagios fisioldgicos (5 extratos para estagio de floragdo e 5 extratos para estagio



19

vegetativo), foi avaliada frente ao radical DPPH. Os extratos do estagio de floracdo
(acetona, metanol e etanol) apresentaram maior atividade antioxidante quando comparados
aos extratos aquosos e hexanicos. Estes também apresentaram melhor atividade
antimicrobiana contra sete bactérias patogénicas em humanos Gram positivas e Gram
negativas. Nesses extratos foram identificados por CLAE alguns compostos fenélicos, sendo
0s principais o0 acido p-cumarico e acido clorogénico, os quais foram associados ao melhor

desempenho desses extratos (Medini, Fellah, et al., 2014).

Um estudo comparativo das atividades anti-inflamatéria e antioxidante de L.
algarvense Erben e Camellia sinensis (L.) Kuntze (ch& verde) mostrou que L. algarvense
possui maior atividade antioxidante, principalmente sobre o radical superéxido, quando
comparado ao cha verde, possuindo também maior atividade anti-inflamatéria em testes in
vitro, inibindo a producgédo de 6xido nitrico com amostras de infuséo e decoc¢éo, com valores

de ICso de 46,3 e 48,5 ug/mL, respectivamente (Rodrigues et al., 2016).

Estudos estatisticos otimizaram a extracdo de antioxidantes por meio de ultrassom
das flores de L. sinuatum (L.) Mill., usando um design de superficie de resposta. Quatro
fatores de extracédo foram avaliados: concentracdo de etanol, proporcao entre droga vegetal
e solvente, tempo de ultrassom e temperatura. A atividade antioxidante 6tima (483,01 +
15,39 umol Trolox/g Droga Seca) foi obtida com etanol 60%, proporcdo droga
vegetal:solvente 56,9:1 mL/g, temperatura de 40 °C e tempo de ultrassom de 9,8 min (Xu et
al., 2017).

Por meio dos métodos de capacidade de absorvancia do radical oxigénio (método
ORACQC), atividade de eliminagdo do anion superoxido e atividade em células, Medini et al.
(2015) testaram extratos hexanico, diclorometano, metandlico e etandlico de L. densiflorum
(Guss.) Kuntze para a atividade antioxidante. A atividade anti-inflamat6ria foi avaliada por
guantificacdo do oOxido nitrico (NO). Em ambos os testes, o extrato metandlico exibiu
melhores resultados. No entanto, o extrato diclorometano apresentou a maior atividade

anticancerigena contra carcinoma pulmonar humano e adenocarcinoma de célon.

Em um estudo realizado para avaliar o efeito inibitério dos extratos de L. michelsonii
Lincz. sobre a ECA (enzima conversora de angiotensina), foi relatado que a planta € rica em
compostos capazes de inibir essa enzima. Vinte compostos fendlicos foram isolados e a
maioria deles mostrou significante atividade inibitéria a ECA (ICso = 7,1 — 138,4 uM).
Curiosamente, o0s compostos glicosilados apresentaram melhor inibicdo que suas
respectivas agliconas. Em um estudo cinético, p6de-se determinar que os flavonoides e
diidroflavonoides apresentaram o tipo de inibicdo competitiva da ECA. Além disso, dos vinte

compostos isolados, dois sdo inéditos no género Limonium, sendo eles apigenina-7-O-3-D-
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glucopiranosideo e apigenina-7-0O-B-D-(6”-metilglucoronideo). Esses compostos podem ser

usados para distinguir L. michelsonii de outras espécies de Limonium (Jenis et al., 2017).

A espécie L. tetragonum possui capacidade de inibir metaloproteinases em
fibrossarcomas humanos HT1080. Os testes foram feitos por meio de determinagédo da
atividade de metaloproteinases por gelatina zimografia, seguido por RT-PCR (Isolamento de
RNA e transcrip¢do reversa — reacdo de cadeia polimerase) e analises de Western blot (Bae
et al., 2016).

L. tetragonum possui metabdlitos ativos com potencial efeito antiadipogénico. Testes
de citotoxicidade revelaram que os extratos ndo sdo toxicos em células estromaticas D1,
assim como os ensaios de expressdo de mRNA e proteinas cruciais na adipogénese
mostraram que as fragfes n-butanodlica e n-hexanica foram ativas na reducdo nos niveis de
expressdo de mRNA. Os metabdlitos presentes nas fragbes sdo miricetina-3-galactosideo,
quercetina-3-O-f-galactopiranosideo, quercetina-3-O--glucopiranosideo e miricetina-3-O-a-

ramnopiranosideo (Kwon et al., 2016).

2.3 Espécie Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze

Inicialmente designado como Statice brasiliense Boiss. (Candolle, 1864), foi
apresentada por Kuntze (1891) pelo nome boténico Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze. E
conhecida, popularmente, como baicuru, guaicuru ou guaicura, sendo uma erva perene,
distribuida pela Argentina, Uruguai e sul do Brasil — Parang, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul — preferencialmente em terrenos baixos e sujeitos a maré (solo salino) e nas margens do
Rio da Prata (Moura et al., 1985; Murray et al., 2004). Segundo Der Pflanzenfamilien (1964),
L. brasiliense é uma espécie pertencente a familia Plumbaginaceae e a subfamilia
Staticeae. A espécie apresenta duas sinonimias — L. brasiliense var. brasiliense e L.

brasiliense var. patagonicum (Speg.) Burkart (The Plant List, 2013).

A descricdo morfo-anatdmica das raizes de baicuru foi realizada pela primeira vez
por Dias da Silva e estdo relatadas somente na primeira edicdo da Farmacopeia Brasileira
(Dias Da Silva, 1920). Além disso, o baicuru € uma erva de 30 a 50 cm de altura, com folhas
basilares, longamente pecioladas, disposta em rosetas, com flores pequenas, de calice

avermelhado e corola azulada dispostas em paniculas piramidais (Moura et al., 1985).

Estudos morfo-anatdémicos foram realizados para auxiliar ao controle de qualidade da
matéria prima, a fim de evitar amostras trocadas ou adulteradas. Devido & sua cor e
crescimento parcialmente enterrado no solo arenoso do litoral, o rizoma desta espécie pode
ser confundido com uma raiz principal tuberosa, podendo ser observado nas descri¢cdes de
Reitz (1965). Como descrito por Dias da Silva (1920) o periderme possui tecidos pretos e no

interior € castanho avermelhado. Assim, Antonelli-Ushirobira et al. (2015) determinaram que
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para o L. brasiliense o farmacdgeno trata-se de rizomas e nao raizes. O rizoma do L.
brasiliense € longo e grosso, com superficie marrom escura, carregando estrias longitudinais

delicadas e pequenas e profundas fissuras transversais.

Estudos foram elaborados para desenvolver parametros de controle de qualidade
dos rizomas de L. brasiliense, a fim de contribuir para a qualidade farmacognéstica dos
extratos por meio de método validado por CLAE, que se mostrou especifico, simples,

sensivel, preciso e reprodutivel (Blainski, A. et al., 2013).

Quimicamente a planta foi descrita inicialmente por Rosito (1975) o qual analisou um
extrato hidroetandlico e verificou a presenca de taninos hidrolisaveis, condensados, acido-4-
metodxi-galico, B-sitosterol e saponinas triterpénicas. Posteriormente foi descrito a presenca
de taninos, leucoantocianinas, acido hidroxicindmico e acido elagico nos rizomas (Medina et
al., 1977; Ragonese e Milano, 1984). Cardoso (1990) verificou a presenca de acido galico,
epicatequina e taninos condensados por técnica de CCD. De um extrato metandlico das
raizes de L. brasiliense foi isolado miricetina-3-O-a-raminopiranosideo, &cido galico,
epigalocatequina, galocatequina e epigalocatequina-3-O-galato. Também foi verificado a
presenca de acido-4-metoxi-galico, benzoato de benzila, sacarose, flavona, isoflavona,

flavonona e cumarina (Moura et al., 1985; Murray et al., 2004).

O contetdo de polifenéis totais (PT) do extrato dos rizomas de L. brasiliense foi
determinado por método espectrofotométrico UV/VIS. O método desenvolvido e validado
determinou 23,5% de PT no extrato, expressos em porcentagem de pirogalol (Blainski, A. et
al., 2013).

Foram verificadas atividades biol6gicas do extrato etandlico dos rizomas, como
bacteriostética, anti-inflamatéria e antagonista de bradicinina e ocitocina em associagdo com

paracetamol (Jahns e Crescente, 1976).

Alguns estudos de avaliagdo biologica de extratos de L. brasiliense tém sido
relatados. Rosito (1975) verificou a atividade do extrato hidroetandlico das raizes de baicuru
frente a Bacillus mycoides, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, entre outros. Faral-
Tello et al. (2012) demonstraram interessante atividade antiviral de extrato etandlico de L.

brasiliense frente ao virus HSV-1, o qual inibiu a replicagdo in vitro, com ECso de 185 pg/ml.

Murray et al. (2004) avaliaram a atividade antioxidante, pela determinacdo do ICso
através da habilidade de quelar radicais livres usando o método de DPPH. Foi avaliado o
extrato metandlico das raizes de L. brasiliense. Foi isolado miricetina-3-O-a-
raminopiranosideo como componente mais ativo (ICso = 40,0 uM). O extrato metandlico, rico
com esta substancia apresentou ICso de 20,7 yM. Também foi verificada a presenca de

acido galico, epigalocatequina, galocatequina e epigalocatequina-3-O-galato.
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Moura et al. (1985) demonstraram acao anti-inflamatéria do extrato etandlico, por via

i.p, na dose de 250 mg/kg no teste do edema de pata induzido por carragenina.

Foi testada in vitro a atividade anti-inflamatéria de extrato semipurificado de L.
brasiliense e do composto isolado miricetina-3-O-ramnosideo frente a superproducéo de
oxido nitrico pela linhagem de células RAW 264.7 estimuladas por LPS
(lipopolissacarideos), sendo que o composto isolado apresentou o melhor resultado
(Rodriguez et al., 2011).

No teste de toxicidade excessiva, 0 extrato, na dose de 2,0 g/kg, por meio da
administracdo intravenosa (veia caudal), apresentou sinais expressivos de toxicidade
(Moura et al., 1985).

Testes toxicoldgicos in vivo executados por Antonelli-Ushirobira e colaboradores
(2015) mostraram que os ratos e camundongos machos sdo mais susceptiveis aos efeitos
do extrato hidro-acetdnico de L. brasiliense, quando este é administrado em tratamento
prolongado. J& os animais do sexo feminino toleraram a utilizacdo prolongada do extrato. De
acordo com os dados obtidos pelos autores pode-se concluir que o extrato de L. brasiliense
apresenta baixa ou nenhuma toxicidade nas doses administradas aos animais (50, 100 e
200 mg/kg).

O extrato bruto produzido com acetona:agua (70:30 v/v) de L. brasiliense foi
administrado, via oral, em ratas imaturas, nas doses de 400, 800 e 1200 mg/kg, e avaliou-se
que houve uma tendéncia em diminuir a idade de abertura do canal vaginal comparado com
0 grupo controle; uma tendéncia na atividade uterotrdpica negativa sobre o (tero; pela
andlise citologica da secrecdo vaginal, houve um prolongamento do ciclo estral com
predominio da fase diestro (periodo progesternico) das ratas; e, pela avaliagdo histologica
notou-se presenca de estruturas morfologicas caracteristicas da agéo progesterdnica. Esses
dados sugerem que o extrato seco de L. brasiliense tem ag¢éo sobre o sistema hormonal

feminino do tipo antiestrogénico (Blainski, 2010).

Um design Simplex Centroide foi realizado para produzir 15 diferentes tipos de
extratos de L. brasiliense com misturas de agua, metanol, etanol e acetona. Os extratos
brutos e fracbes acetato de etila (FAE) foram testados para atividade antimicrobiana,
demonstrando que VREfm (Enterococcus faecium resistente a Vancomicina) e MRSA
(Staphylococcus aureus resistente a Meticilina) sao susceptiveis (MIC < 78ug/mL) as FAEs
de varias amostras. Além disso, foi confirmada a presenca de acido galico, galocatequina e
epigalocatequina através de analises de massas, podendo sugerir também a presenca de
monémeros e dimeros de galato de prodelfinidinas dos tipos A e B, bem como um galato de

metila nos extratos de rizomas de L. brasiliense (Blainski et al., 2017).
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O extrato bruto de L. brasiliense produzido com acetona:agua (7:3) foi testado in vitro
para determinar o potencial antiadesivo frente a Porphyromonas gingivalis em células KB
epiteliais humanas, demonstrando que em concentragées < 100 pyg/mL, o extrato ndo possui
citotoxicidade e ndo influencia na fisiologia celular. Na concentracédo de 100 pug/mL, o extrato
reduziu a capacidade de adeséo de P. gingivalis em 80% nas células. Em concentracdes de
20 uyg/mL, foi reduzida a agao proteolitica da arginina-gingipaina em 75%. Ademais, o perfil
fitoquimico do extrato bruto indicou a presenca de acido gélico, epigalocatequina-3-O-galato

e samarangeninas A e B como compostos majoritarios (De Oliveira Caleare et al., 2017).

2.4 Herpes simplex virus tipo 1

Herpes simplex virus tipo 1 (HSV-1) pertence a familia Herpesviridae, familia de virus
envelopados que causam sindromes em adultos e neonatos (Hassan et al., 2015). HSV-1 e
HSV-2 sdo os tipos de herpes virus humanos mais estudados, sendo o HSV-1 comumente
encontrado em infec¢des orofaciais e encefalites, enquanto o HSV-2 é responsavel por

infecgBes geniturinarias (Markham e Faulds, 1994).

Estruturalmente, o HSV-1 (figura 2) é formado por um genoma linear de DNA em
dupla hélice, bem compactado de forma que suas extremidades estejam suficientemente
proximas a fim de circularizar rapidamente no nacleo da célula. Este material esta envolvido
por um capsideo que contém quatro partes: 1. Um nucleocapsideo icosaédrico contendo o
DNA viral com 68% de guanina/citosina; 2. Um tegumento — camada amorfa de proteinas
que envolve o capsideo; 3. Envelope - uma bicamada lipidica, na qual estdo inseridas no
minimo, 12 glicoproteinas virais (gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gJ, gK, gL, gM e gN) e diversas
proteinas ndo glicosiladas, lipidios e poliaminas que sdo essenciais para as etapas de
reconhecimento e evasao celular (White e Fenner, 1994; Whitley e Roizman, 2001,
Watanabe, 2010).
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Figura 2 - Diagrama do virion HSV-1.

Fonte: adaptado de https://www.123rf.com/photo_26068080_diagram-of-herpes-simplex-
virus-particle-structure.html

Varias opc¢bes de tratamento para o herpes simples tipo 1 utilizando plantas
medicinais tém sido apontadas (Trindade et al., 2007).

Um polissacarideo anidnico foi isolado do extrato aquoso de Prunella vulgaris L.,
exibindo efeito antiviral contra HSV-1 e HSV-2 em uma concentracdo de 100 ug/mL, nao
apresentando citotoxicidade. Essa atividade se deve a uma inibicdo competitiva do virus
pelos receptores celulares (Xu et al., 1999).

Meliacina é um glicopeptideo isolado de Melia azedarach L. capaz de inibir a
multiplicacdo de HSV-1 in vitro, e também de prevenir o desenvolvimento de ceratite
estromal herpética in vivo quando administrada trés vezes por dia durante 4 dias (Paula
Pifarré et al., 2002).

Da planta Rhus javanica L. foram isolados dois triterpenos com atividade anti-
herpética, chamados de acido morénico e acido betulénico. Os dois compostos exibiram in
vitro um efeito inibitério contra HSV-1 com ECso de 3,9 e 2,6 pg/mL, respectivamente
(Kurokawa et al., 1999).

Notoginsenosideo ST-4i, uma saponina isolada de Panax notoginseng (Burkill) F.H.
Chen ex C.H. Chow, apresentou atividade inibitoria in vitro contra HSV-1 e HSV-2 com
valores de ECs de 16,4 € 19,44 uM, respectivamente (Pei et al., 2011).
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Foi isolado de Plantago major L. o acido cafeico, que apresentou efeito inibitorio in
vitro contra HSV-1 e adenovirus tipo-3, com valores de ECsy de 15,3 e 87,3 ug/mL

respectivamente (Chiang et al., 2003).

A curcumina e seus derivados galio-curcumina e Cu-curcumina, demonstraram efeito
inibitério in vitro na replicacdo de HSV-1 em cultura celular com ICso de 33,0, 13,9 e 23,1

pg/mL, respectivamente (Zandi et al., 2010).

Trés flavonoides isolados do extrato etandlico de Ficus benjamina L. (quercetina-3-O-
rutinosideo, canferol-3-O-rutinosideo e canferol-3-O-robinobiosideo) apresentaram potente
efeito inibitorio em infeccbes de HSV, com indice de seletividade 266, 100 e 666,
respectivamente. O canferol-3-O-robinobiosideo demonstrou indice de seletividade

comparavel ao aciclovir (Yarmolinsky et al., 2012).

Dois peptideos foram isolados do veneno do escorpido Heterometrus petersii e
testados para o efeito anti-HSV-1 in vitro. Ambos os peptideos, nomeados Hpl1036 e
Hpl1239, exibiram potente atividade virucida (ECso 0,43 £+ 0,09 e 0,41 £ 0,06 pM,
respectivamente) e efeitos inibitérios ao virus. Os peptideos possuem estrutura a-hélice,
capaz de destruir a morfologia viral. Além disso, os peptideos reduziram a infecgéo viral em
células Vero (Hong et al., 2014).

Usando um fracionamento bioguiado, um peptideo antiviral nomeado 2kD foi isolado
das cascas de Sorghum bicolor L. e testado contra HSV-1, apresentando ECsy 6,25 pM e
CCsp 250 uM (Camargo Filho et al., 2008).

Epigalocatequinagalato (EGG) isolada de Thea sinensis L., é uma substancia
antioxidante potente e revelou a habilidade de inativar virions de HSV por blindagem de Gb,
gD ou outras glicoproteinas do envelope viral. Entretanto, EGG modificada (palmitoil-EGG)
teve seu efeito avaliado em células Vero infectadas com HSV e mostrou uma atividade

inibitéria mais potente que EGG em uma concentragédo de 50 uM (De Oliveira et al., 2013).

Do extrato aquoso de Cocos nucifera L. foi isolado catequina que mostrou atividade
antiviral em células Vero infectadas com HSV-1 resistente ao aciclovir (HSV-1-ACVr) com

indice virucida de 3,25 (Esquenazi et al., 2002).

A partir do extrato acetdnico de Rumex acetosa L. foram realizados testes contra
HSV-1, obtendo um resultado de CCso de 78,6 £12,7 pg/mL, demonstrando 100% de
atividade antiviral em concentragbes maiores que 1 ug/mL, correspondendo a um ICso de 0,8
1+ 0,04 pg/mL. O indice de seletividade foi de 100,7. No mesmo estudo foram realizados

testes para investigacao de estrutura-atividade, podendo relatar que os compostos isolados
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epicatequina, epigalocatequina, galocatequina e procianidina B2 possuem moderada
atividade antiviral, porém gquando as mesmas substancias possuem ligacdo com &cido gélico
(epicatequina-3-O-galato, epigalocatequina-3-O-galato e procianidina B2-di-galato) ha um
aumento contrastante da atividade. Ja o acido galico livre ndo demonstra atividade antiviral
(Gescher et al., 2011).

Um estudo de uma amostra de taninos preparada a partir de extrato de caqui
demonstrou que o extrato possui a capacidade de inativar virus, suprimindo a infec¢éo viral

em concentracdes nao citotoxicas (Ueda et al., 2013).

Trés elagitaninos foram testados (castalagina, vescalagina e grandinina) e exibiram
um forte efeito inibitorio na replicacdo de HSV-1 resistente ao aciclovir em células MDBK. Os
valores de ICso foram 0,04 + 0,002, 0,06 + 0,003 e 0,04 £ 0,02 uM respectivamente e indice
de seletividade de 877,5, 436,7 e 713,0 respectivamente (Vilhelmova-llieva et al., 2014).

Estudos com extratos de plantas da medicina tailandesa mostraram que as plantas
Aglaia odorata Lour., Moringa oleifera Lam. e Ventilago denticulata Willd. possuem atividade
anti-HSV-1, com ECs 9,5 + 0,7, 100 + 5,3 e 46,6 + 1,5 pg/mL, CCsp 312 + 17, 875+ 35 €
838 + 53 ug/mL e indice de seletividade de 32,9, 8,8 e 18,1 respectivamente. Em testes com
ratos, os extratos das plantas administradas oralmente reduziram significantemente o
desenvolvimento e progressdo de lesGes herpéticas na pele dos animais (Lipipun et al.,
2003).

Cornus canadenses L., uma planta americana usada na medicina tradicional para
tratamento de infeccdes virais, foi testada para sua atividade anti-HSV-1. Os resultados
mostraram que o extrato hidroetandlico das folhas atua diretamente sobre o virus e também
sobre a absor¢cdo do virus pelas células. Em um estudo bioguiado, taninos hidrolisaveis
foram isolados da fragdo de maior atividade (n-butandlica) e mostraram boa atividade anti-
HSV-1, sendo o composto mais ativo o telimagrandina, com ECso de 5,0 £ 0,2 e 2,6 £ 0,1 uM

para absorcdo e modo direto, respectivamente (Lavoie et al., 2017).

Uma avaliacdo do efeito anti-herpético do extrato bruto das cascas de Schinus
terebinthifolia Raddi (Aroeira) contra HSV-1, demonstrou que 0 extrato possui acdo anti-
HSV-1 in vitro e atua nos estagios iniciais de replicacdo viral, diretamente na particula de
virus, e bloqueia a entrada do virus nas células. Nos testes in vivo, o extrato reduziu as
lesbes causadas, fazendo com que as mesmas demorassem mais a aparecer, fossem mais
brandas e mais rapidas de curar. Além disso, taninos condensados foram identificados no
extrato, sendo o composto majoritario a catequina. Os outros constituintes sdo uma mistura

de monbmeros, dimeros e trimeros de flavan-3-ols (Nocchi et al., 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi isolar substancias da droga vegetal por meio de
métodos cromatogréficos, e identificar as substancias quimicas por métodos de analise
estrutural para posterior andlise de atividade biologica frente a Herpes simplex virus tipo I.

3.2 Objetivos especificos
3.2.1 Desenvolvimento de metodologia para isolamento das substancias majoritarias

presentes no extrato e fragc”)es.

3.2.2 Elucidagdo estrutural das substancias fenolicas por meio de métodos

espectroscopicos e espectrométricos.

3.2.3 Avaliacdo da atividade antiviral do extrato bruto, fracbes semipurificadas e

substancias isoladas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Droga vegetal

Os rizomas de Limonium brasiliense foram adquiridos em Rio Grande, Ilha dos
Marinheiros (31°569°33"S, 52°10°43"W), Rio Grande do Sul, Brasil, em maio de 2010. As
amostras foram armazenadas no Herbario da Universidade Estadual de Maringad (UEM) sob
numero HUEM 21151 sob responsabilidade de Jo&o Carlos Palazzo de Mello. O material
vegetal foi coletado com permissdo do IBAMA-SISBIO e registrado sob nimero 11995-3
em 2 de novembro de 2010, cédigo de autenticacdo 46367613, sob responsabilidade de J.
C. P. Mello. O acesso ao material botanico foi autorizado e licenciado pelo Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), registrado pelo namero
010252/2015-0. A droga vegetal foi seca em estufa de circulagdo de ar em temperatura de

37 £ 2 °C, em seguida moida em moinho de martelos (Tigre ASN-5).

4.2 Preparo de extrato bruto e fragéo acetato de etila

4.2.1 Extrato bruto dos rizomas de Limonium brasiliense

A droga vegetal foi submetida a processo de extragédo por Ultra-Turrax (UTC115KT,
Ika Works), utilizando-se acetona:agua (7:3; v/v) como liquido extrator, numa proporgdo de
1:10 (m/v). A extracao foi realizada durante 30 min, com intervalos de 5 em 5 min para que a
temperatura de extracdo fosse mantida abaixo de 40 °C, ndo danificando as substancias

presentes na droga vegetal (Blainski, Andressa et al., 2013).

O extrato foi filtrado em funil de Blichner, sob pressédo reduzida. Concentrou-se o
fitrado em evaporador rotatério sob pressédo reduzida até que todo o solvente orgéanico
fosse eliminado. Apés, o extrato foi congelado com nitrogénio liquido e liofilizado, obtendo-

se o0 extrato bruto (EB).

4.2.2 Parti¢do liquido-liquido a partir do EB

Realizou-se a particéo liquido-liquido utilizando acetato de etila como liquido extrator.
Foram dissolvidos 40 g do EB em 400 mL de agua destilada e adicionaram-se 400 mL de
acetato de etila em funil de separacdo. A fase acetato de etila (FAE) foi separada e
reservada. Apoés, retornou-se a fase aquosa (FAQ) ao funil de separagdo e repetiu-se o
processo de adicionar acetato de etila por mais nove vezes, a fim de extrair o maximo
possivel de compostos fendlicos que possuem afinidade com o solvente orgénico (Mello et
al., 1996). As fases acetato de etila foram reunidas e concentradas em evaporador rotatério

sob pressédo reduzida, até que todo o solvente organico fosse eliminado. A fase organica foi
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congelada com nitrogénio liquido e liofilizada. Esse mesmo processo foi realizado com a

fracdo aquosa.

4.3 Isolamento

4.3.1 Cromatografia em coluna (CC) da fracdo acetato de etila

A FAE foi fracionada empregando-se uma coluna de vidro (altura: 750 mm e
didmetro: 55 mm) contendo Sephadex LH-20 como fase estacionaria. Apos limpeza
apropriada com acido acético glacial 2%, a coluna foi estabilizada com etanol puro. Ao topo
da coluna, com auxilio de pipeta, foram adicionados 5 g da FAE, previamente diluida com o

minimo de etanol, empregando-se a sequéncia de fases mdveis em propor¢ao volumétrica:

Etanol
Metanol
3. Acetona/agua (7:3)

Foram coletadas amostras de 10 mL em tubos de ensaio com monitoramento das
mesmas por CCD (secdo 4.3.3). As fragOes resultantes foram reunidas por semelhanca,
concentradas em evaporador rotatdrio sob pressao reduzida até eliminacao total do solvente
organico, congeladas e liofilizadas (De Oliveira Caleare et al., 2017).

4.3.2 Andlise das subfracdes por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
A CLAE foi utilizada para avaliagdo das subfracbes obtidas da cromatografia em
coluna da FAE.

4.3.2.1 Preparo das amostras para analise por CLAE
As subfracdes obtidas foram preparadas em concentracdo de 1 mg/mL, pesando 1
mg de cada e solubilizando em 1 mL de metanol 20% (v:v). A solugao foi aplicada no injetor

cromatografico com auxilio de microsseringa com capacidade para 100 pL.

4.3.2.2 Equipamento e condi¢cdes cromatogréaficas para analise por CLAE

As amostras preparadas (secdo 4.3.2.1) foram analisadas em CLAE da marca
Knauer, modelo Azura, equipado com bomba P 4.1S de 10 mL, com injetor manual, alca de
injegdo de 20 pL, degasser DG 2.1S de dois canais e detector UVD 2.1S. Os
cromatogramas foram observados a 254 nm. O sistema de controle foi realizado pelo

software ClarityChrom®.

A separagdo cromatografica foi realizada utilizando metanol:dgua 30:70 (v/v)
acidificado com acido férmico até pH 2,5 em sistema isocrético, com vazdo de 1mL/min e
coluna Agilent Zorbax C18 (250 mm x 4,6 mm) 5 pM.
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4.3.3 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A CCD foi realizada em cromatofolhas de aluminio com gel de silica 60 F254 (Merck)
com 0,200 mm de espessura, utilizando-se como sistema eluente acetato de etila:acido
férmico:agua (90:5:5; v/v). As substancias foram visualizadas sob luz UV a 254 nm. A

revelacdo quimica realizou-se com solucao de cloreto férrico a 1% em metanol.

4.4 Andlise estrutural

4.4.1 Espectrometria de massas

As fracOes purificadas e substancias isoladas foram analisadas por meio de
espectrometria de massas (EM) por injecdo direta. O espectrédmetro de massas utilizado foi
de baixa resolucdo, do tipo triplo quadrupolo (Waters), com fonte de ionizacdo do tipo
electrospray (ESI), operado com modo de aquisicdo MS e tune do equipamento na faixa de
100 — 1000 m/z. As andlises foram realizadas em modo negativo de ionizagdo, com
voltagem do capilar de 3.00 kV, temperatura da fonte 300 °C e fluxo do gas de

dessolvatacdo 700 L/H.

Os espectros de massas obtidos foram visualizados através do software MassLynx®
4.1 e comparados com a literatura.

4.4.2 Derivatiza¢do quimica

Para quantidades de até 100 mg de substancia, foram adicionados 1 mL de piridina e
1 mL de anidrido acético em baldo de fundo redondo de 100 mL e a mistura foi deixada em
repouso por 24 h. Apés, foi adicionado gelo picado interna e externamente ao baldo,
deixando em repouso por 2 h. A solucéo foi filtrada sob presséo reduzida através de funil de
vidro sinterizado G3 e a substancia acetilada foi lavada com agua gelada até completa
eliminagéo da piridina. A substancia acetilada foi solubilizada em acetona e a retirada do
solvente foi realizada através de evaporador rotatdrio sob pressdo reduzida de forma
sucessiva até total eliminacdo da piridina. A substancia foi transferida para um frasco e
colocada em capela de exaustdo a temperatura ambiente para total eliminacdo do solvente.

Apos, a substancia foi congelada e liofilizada (Mello et al., 1996).

4.4.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN unidirecionais (1D) (*H) foram obtidos em um espectrémetro
Bruker Avance lll, operando a 300 MHz para prétons. As amostras foram dissolvidas em 700
ML de acetona deuterada [(CD3).CO]. Os espectros das substancias foram analisados e

comparados com dados constantes na literatura.
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4.5 Atividade biol6gica

4.5.1 Ensaios de citotoxicidade em cultura de células

Placas de 96 pocos foram preparadas com monocamada de células VERO e
incubadas até confluéncia. Para os ensaios de citotoxicidade, diluicbes seriadas (31,25 -
62,50 - 125 - 250 - 500 — 1000 pg/mL e 3,125 - 6,25 - 12,5 - 25 - 50 — 100 pg/mL) das
amostras foram preparadas e adicionaram-se 200 pL/poco de cada concentracdo. Foram
realizados trés ensaios independentes no qual cada concentracdo da amostra foi testada em

triplicata. Assim, a placa foi incubada por 72h, a 37,0 °C e 5,0% CO..

A citotoxicidade foi determinada de acordo com a formula;

DO rrde

U destruicio celular = 1 —( ) % 100,

cC
onde DO ttdo é a densidade Optica dos tratados e DO cc € a densidade éptica do controle

de células.

4.5.2 Ensaio de atividade antiviral contra Herpes simplex virus tipo |

Foram adicionados 25 pL de suspensao viral TCID50 (tissue culture infective dose
50% - dose infectiva de 50%) de HSV-1 cepa KOS (sensivel ao aciclovir) e incubado por 1h,
a 37,0 °C, em estufa com 5,0% CO.. Apdés a incubagdo, foram adicionados sobre a
monocamada 175 pL/pogo de cada concentracdo (1,5625 - 3,125 - 6,25 - 12,5 - 25 - 50
pg/mL) das amostras. Foram realizados trés ensaios independentes nos quais cada
concentracdo da amostra foi testada em triplicata, e a placa foi acondicionada como descrito
anteriormente. Utilizou-se como controle positivo a droga Aciclovir.

A atividade antiviral para a cepa KOS foi determinada de acordo com o percentual de

inibicdo do efeito citopatico, a partir da seguinte formula:

(DO trdo—DOcv)

% inibicio = [ e T—— ] 1100,

onde DO ttdo é a densidade Optica do tratado, DO cv é a densidade 6ptica do controle de

virus e DO cc é a densidade Optica do controle de células.

4.5.3 Leitura das placas (teste de MTT)

Apls as 72h de incubacéo, foram adicionados as células 50 pL de solucdo de MTT
{brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]} em PBS (phosphate-buffered
saline) e as placas foram incubadas em estufa ao abrigo da luz por 4 h. O sobrenadante foi
entdo removido e foram adicionados 150 yuL de DMSO nos pocos para solubilizacdo do sal

de formazan formado. As placas foram agitadas e lidas em leitor de microplacas



32

(Espectrofotdmetro ASYS HITECH GmbH Austria modelo UVM-340) em comprimento de
onda de 570 nm (Mosmann, 1983).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Isolamento

6.1.1 Cromatografia em coluna (CC) da fracdo semipurificada acetato de etila
De acordo com a metodologia, por fracionamento preparativo foram obtidas 34
subfracdes da FAE dos rizomas de L. brasiliense. As fracbes foram nomeadas 1-34 e

resultaram em rendimento final de 80,80%.

6.1.2 Analise das subfracdes por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As subfraces obtidas pela CC foram preparadas e analisadas em CLAE, conforme a
metodologia descrita. As amostras que se mostraram mais purificadas foram selecionadas

para andlises posteriores.

6.2 Andlise estrutural

A epigalocatequina-3-O-galato foi obtida nas subfracdes 9, 10 e 10.1 (517,5 mg),
representando 10,35 % da FAE. No cromatograma da subfragdo 10 (figura 3, p. 33) ha a
presenca de um pico em 8,69 min. Na analise por EM (figura 4, p. 33), pode-se sugerir a
substancia epigalocatequina-3-O-galato, através do ion desprotonado com m/z [M-H] 457,
compativel com C»2H17011. A presenca de unidade de (epi)galocatequina pode-se confirmar
pela perda de 305 u e acido galico pela perda de 169 u da substancia acetilada. O espectro
de 'H e os dados (figura 5 e tabela 1, p. 34) mostram o H-3 em & 5,97 ppm, o H-2 em & 5,74
ppm e H-4 equatorial e axial em & 3,41 e 3,27 ppm respectivamente. A constante de
acoplamento para J»3 < 1, caracteristico da configuragdo cis, confirmando a unidade de
flavan-3-ol como sendo epigalocatequina. Os trés substituintes no anel B sdo confirmados
pelo singleto de dois H em & 7,62 ppm (integral = 1,29), caracteristico de H-2' e H-6". O sinal
em & 7,83 ppm é caracteristico de um singleto representando dois H (integral = 1, 1H = 0,53)
do H-2" e H-6" da unidade galoil (anel tri-hidroxilado).Os resultados sdo compativeis com

resultados previamente publicados (De Oliveira Caleare et al., 2017).



34

[mAU] %]
: —— Fracao 10 - ASM2.1LUV
400 I
| “
80
rﬂ
|
o
300 ]
.
[ L 60
g ‘ 9
5 =
£ 200 | | b=
g i :
[
' a0 @
| 1
[
100 I X
N
\ ~
-~ ™ < wn | -
ey e - ( X: @ 20
o o RN a3 { \ a2
NN P w \\ a
He=csssssss====< e e e - —— e i) ot
[ e | r r —
T T T T T T T 0
0 2 4 3 8 10 12 14
[min.]

Figura 3 - Cromatograma da subfracéo 10 obtida da FAE de Limonium brasiliense por meio
de coluna contendo Sephadex LH20. Substancia: epigalocatequina-3-O-galato.

Condicdes cromatogréficas: fase mével metanol:agua (30:70 v/v), pH 2,5, vazdo 1 mL/min,
coluna Agilent Zorbax C18, 254 nm.
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Figura 4 - Espectro de massas da epigalocatequina-3-O-galato.

Equipamento de baixa resolucao, triploquadrupolo (Waters), ionizacdo ESI, 3.00 kV, 300 °C,
700 L/H.
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Figura 5 - Espectro de RMN de 'H da epigalocatequina-3-O-galato acetilada.
Espectrémetro Bruker Avance lll, 300 MHz, (CD3)2CO.

Tabela 1 - Dados da substancia epigalocatequina-3-O-galato (300 MHz, H, (CDs).CO).
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H H & (ppm) Multiplicidade/J (Hz) Integrais
Grupo O-Ac 2,24-2,51 m
4. (C) 3,27-3,33 dd 0,73

2J H-4ax — H-4eq = 18.0
3J H-4ax — H-3= 2,07

4eq (C) 3,39-3,47 dd 0,65
2».] H-4eq — H-42x=18.0
3 H-deq— H-3=4,41

2 (C) 5,74 S 0,60

3(0) 5,96-5,98 m* 0,57

6 (A) 6,81 d 0,53
4J H-6 — H-8 = 2,25

8 (A) 6,94 d 0,57

*JH-8—H-6=2,25

2'/6' (B) 7,62 s 1,29
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2"/6" 7,83 S 1,00

O = deslocamento, J = constante de acoplamento, s = singleto, d = dubleto, dd = duplo

dubleto, m = multipleto

* N&o passivel de identificacao.

CHs

Estrutura quimica 3 - Estrutura molecular sugerida de epigalocatequina-3-O-galato
acetilada.

A samarangenina A foi obtida das subfracdes 13, 14, 15 e 16 (288,2 mg), representando
5,76 % da FAE. No cromatograma da subfracdo 16 (figura 6, p. 36) ha a presenca de um
pico em 4,29 min. Na andlise por EM (figura 7, p. 36), pode-se sugerir a substancia
samarangenina A, por meio do ion desprotonado com m/z [M-H] 759, compativel com
Cs7H28017. A presenca de unidade de &cido galico € confirmada pela perda de 169 u (De
Oliveira Caleare et al., 2017). Para confirmar a elucidagdo estrutural, foram realizadas
analises por RMN 1D da substancia acetilada. O espectro de *H (figura 8 e tabela 2, p. 37)
mostram que os H-4 equatorial e axial estdo presentes em & 3,30 ppm como um multipleto.
A constante de acoplamento para J.3< 1 de C e F, é caracteristica da configuragdo cis,
confirmando as unidades de flavan-3-ol como sendo epigalocatequina. O H-2 (F) e H-3 (F)
estdo em © 5,11 e 5,78 ppm respectivamente. Os hidrogénios H-2 (C), H-3 (C) e H-4 (C)
estdo presentes em 9 6,22, 5,89 e 4,67 ppm respectivamente. Os sinais dos hidrogénios H-6
(A) e H-8 (A) estdo presentes em 6 6,51 e 6,55 ppm, com J = 2,43, demonstrando que estédo
meta acoplados no anel A. O sinal de 1 H em & 7,03 ppm é correspondente ao H-6 (D),
comprovando a ligacao entre as duas unidades de flavondides. O dubleto em & 7,63 ppm
define a presenca do H-6' (B), sugerindo a ligacdo entre o H-2' (B) e a unidade galoil de C-3
(F) (Nonaka et al., 1992; De Oliveira Caleare et al.,, 2017). Andlises de COSY serédo

realizadas para confirmar a posicéo de cada préton.
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Figura 6 - Cromatograma da subfracéo 19 obtida da FAE de Limonium brasiliense por meio
de coluna de Sephadex LH20. Substancia: samarangenina A.

Condicdes cromatogréficas: fase mével metanol:agua (30:70 v/v), pH 2,5, vazdo 1 mL/min,
coluna Agilent Zorbax C18, 254 nm.
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Figura 7 - Espectro de massas da samarangenina A.

Equipamento de baixa resolucao, triploquadrupolo (Waters), ionizacdo ESI, 3.00 kV, 300 °C,
700 L/H.
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Figura 8 - Espectro de RMN de H da samarangenina A acetilada.
Espectrémetro Bruker Avance lll, 300 MHz, (CD3)2CO.
Tabela 2 - Dados da substancia samarangenina A (300 MHz, *H, (CD3).CO).
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H H & (ppm) Multiplicidade/J (Hz) Integrais
Grupo O-Ac 2,0-2,55 m

4axldeq (F) 3,25- 3,30 pm 2,64

4 (C) 4,65 s 1,19

2 (F) 5,10 s 1,22

3 (F) 5,75 m 1,20

3(C) 5,80 m 1,21

2 (C) 6,24 s 1,19

6 (A) 6,51 d 1,00
4JH-6-H-8=2,43

8 (A) 6,54 — 6,55 d 1,03
4JH-8-H6=243

2'6' (E) 6,87 s 2,06




39

6 (D) 7,03 s 1,01
6'(B) 7,63 d 0,94
6" 7,73 s 0,93
2'/6" e H2" 7,81 1,00

O = deslocamento, J = constante de acoplamento, s = singleto, d = dubleto, dd = duplo
dubleto, m = multipleto, pm = pseudo multipleto

CHs

Estrutura quimica 4 - Estrutura molecular sugerida de samarangenina A acetilada.

A samarangenina B foi obtida das subfracbes 17, 18, 19 e 20 (977,9 mg) representando
19,55 % da FAE. No cromatograma da subfracao 19 (figura 9, p. 39) ha a presenca de um
pico em 4,10 min. Na analie por EM (figura 10, p. 40), pode-se sugerir a substancia
samarangenina B, através do ion desprotonado com m/z [M-H] 911, compativel com
Ca4H3102; (Kuo et al.,, 2002; De Oliveira Caleare et al., 2017). Para complementar as
andlises de elucidacdo estrutural, foram realizadas analises por RMN 1D da substancia
acetilada. O espectro de 'H e dados (figura 11 e tabela 3, p. 40) mostram a presenca de
duas unidades de flavan-3-ol, ambas com configuragdo cis (J23 < 1), 0 que € uma
caracteristica de unidade de epigalocatequina. Os H-4 equatorial e axial estdo presentes em
0 3,32 ppm como um multipleto. O H-2 (F) e H-3 (F) estdo em & 5,15 e 5,89 ppm
respectivamente. Os hidrogénios H-2 (C), H-3 (C) e H-4 (C) estéo presentes em & 6,31, 6,03
e 4,92 ppm. A presenca dos sinais dos hidrogénios H-6 (A) e H-8 (A) em & 6,52 e 6,60 ppm
com J = 2,43 demonstra um meta acoplamentos desses hidrogénios no anel A e o Unico
sinal de H-6 (D) em & 7,05 comprova a ligacdo entre as duas unidades de flavonoéides. O
singleto presente em & 7,67 ppm define a presenca do H-6' (B), sugerindo a ligagdo entre o

H-2' (B) e a unidade galoil de C-3 (F). Os hidrogénios da unidade inferior de galoil estdo em
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® = 6,87 ppm, em um singleto com valor de integral de 0,71 (1H = 0,32). O singleto em &
7,85 ppm (integral = 1, H = 0,32) confirma a presenca da unidade galoil em C-3 (C). Esse
singleto esta sobreposto com um dubleto, o qual tem correlagcdo com o dubleto em & 7,67
ppm. Ambos os dubletos sdo parte da segunda unidade galoil, que é ligada no C-3 (F). A
presenca de dois dubletos ao invés de um singleto de dois prétons sugere uma substituicdo
no C-3" da unidade galoil (Nonaka et al., 1992; Lin et al., 2000; De Oliveira Caleare et al.,

2017). Andlises de COSY serao realizadas para confirmar a posi¢cao de cada proton.
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Figura 9 - Cromatograma da subfracdo 19 obtida da FAE de Limonium brasiliense por meio
de coluna contendo Sephadex LH20. Substancia: samarangenina B.

Condigdes cromatogréficas: fase mdvel metanol:agua (30:70 v/v), pH 2,5, vazdo 1 mL/min,
coluna Agilent Zorbax C18, 254 nm.

19 47 (0.907) Cm (21:137-342:402)
1004 911

g12

1913

Ottt e s
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950

Figura 10 - Espectro de massas da samarangenina B.
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Equipamento de baixa resolucao, triploquadrupolo (Waters), ionizacdo ESI, 3.00 kV, 300 °C,
700 L/H.
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Figura 11 - Espectro de RMN de *H da samarangenina B acetilada.
Espectrémetro Bruker Avance lll, 300 MHz, (CD3).CO.

Tabela 3 - Dados da substancia acetilada samarangenina B (300 MHz, 'H, (CD3).CO).

H H & (PPM) Multiplicidade/J (Hz) Integrais
Grupo O-Ac 1,99-2,48 m

Aaxlbeq (F) 3,32 d* 0,68

4 (C) 4,92 s 0,34

2 (F) 5,15 s 0,32

3 (F) 5,89 m 0,35

3(C) 6,03 m 0,33

2 (C) 6,31 s 0,34

6 (A) 6,54 d 0,32
“JH-6-H-8=2,43

8 (A) 6,60 d 0,32
*JH-8-H-6=2,43
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2'/6' (E) 6,87 s 0,71
6 (D) 7,05 s 0,33
6' (B) 7,63 d 0,32

6" 7,67 S 0,32
2" 7,85 d sobreposto 1,00
2"/6" S

O = deslocamento, J = constante de acoplamento, s = singleto, d = dubleto, dd = duplo

dubleto, m = multipleto

* N&o passivel de identificacéo.

Estrutura quimica 5 - Estrutura molecular sugerida de samarangenina B acetilada.

6.3 Atividade bioldgica

6.3.1 Ensaios de citotoxicidade em cultura de células

Para os ensaios de citotoxicidade foram testados o EB, FAQ, FAE, FLB7 (fracéo
semipurificada que relne as trés substancias majoritarias da FAE) e as substancias
majoritarias isoladas: samarangenina A, samarangenina B e epigalocatequina-3-O-galato.

Os resultados obtidos estdo presentes na tabela 4 (p. 42).
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Tabela 4 - Citotoxicidade de extrato, fracGes e isolados de Limonium brasiliense em células

Vero.
Amostra CCso (Ug/ml) £ DP

Extrato Bruto 85+5
Fracdo Aquosa 56,67 £ 11,55
Fracdo Acetato de Etila 41,67 £12,58
FLB7 43,33 £ 5,77
Epigalocatequina-3-O-galato 66,67 + 15,28

Samarangenina A 337

Samarangenina B 45+ 5,77

CCso = Concentragéo que destroi 50% da monocamada de células Vero
DP = Desvio padrao
Numero de experimentos independentes: 3

Nos ensaios de citotoxicidade mostrados na tabela 5, foi demonstrado que o EB
possui 0 menor valor de CCso, correspondendo a 85 + 5 pg/mL. No trabalho realizado por
Faral-Tello e colaboradores (2012), o valor de CCsy encontrado foi de 848 ug/mL, isso se
deve ao fato de o EB ter sido produzido com etanol 70%, enquanto que nesse trabalho, o
EB é hidro-acetdnico ou acetoaquoso, possuindo alta concentragdo de taninos que podem
ser mais téxicos as células. Outro fato que pode desencadear discrepancia dos resultados é
de que no trabalho realizado por Faral-Tello, a metodologia utilizada para avaliagdo de
citotoxicidade foi cristal violeta, um método que cora as células aderentes, podendo incluir
as células mortas devido a ndo especificidade da coloracdo (Denizot e Lang, 1986; Sudo et
al., 1994), enquanto que nesse trabalho, utilizou-se MTT, uma metodologia sensivel e
rapida, que avalia a viabilidade celular por meio da reducédo do MTT pelas desidrogenases
nas mitocondrias celulares, medindo a atividade metabdlica das células (Chiba et al., 1998).

Para a substéncia isolada samarangenina B, foi encontrado um valor de CCs de 45 +
5,77 pg/mL através do método MTT, o que corresponde a 49 pM. O trabalho de Kuo e
colaboradores (2002), ao analisar a mesma substancia isolada de L. sinense diz que as
células Vero tratadas com 25, 50 e 100 uM da substancia ndo apresentaram inviabilidade
pelo método de azul de Trypan, e com 200 uM néo apresentaram citotoxicidade pelo método
lactato desidrogenase (LDH). O azul de Trypan € um corante vital, que s6 penetra em
células mortas, cujas membranas ndo podem mais exclui-lo (Walum et al., 1990) e o método
LDH é um ensaio especifico para células lisadas (Korzeniewski e Callewaert, 1983). Nao se

devem comparar os resultados obtidos por metodologias diferentes, portanto, os testes de
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atividade antiviral contra HSV-1 utilizando a samarangenina B serdo realizados, a fim de

determinar o ICsp e o indice de seletividade.

A substancia epigalocatequina-3-O-galato apresentou CCso de 66,67 + 15,28 ug/mL
pelo método de MTT, correspondendo a 144 uM. Estudos por meio do método de MTT
demonstraram resultados dessa substancia, isolada da planta Rumex acetosa, em valores
em torno de CCsy = 55 uM (Gescher et al., 2011). Podendo entdo dizer que a substancia

isolada de L. brasiliense pode nao ser téxica as células quando comparados os estudos.

Os resultados de samarangenina A demonstraram valores de CCs de 33 = 7 pg/mL,
que corresponde a 43 pM. Nao ha estudos que tenham testado a citotoxicidade dessa
substancia em células Vero utilizando a metodologia descrita, mas podem-se comparar 0s
resultados com os de substancias da mesma classe, como a utilizada nesse trabalho
samarangenina B. Quando se comparam o0s resultados da samarangenina A com o0s da
samarangenina B, que foi de 49 uM pela mesma metodologia (MTT), pode-se dizer que a
citotoxicidade da samarangenina A foi baixa, sendo um bom resultado para dar continuidade

no estudo.

A FAE apresentou CCsy de 41,67 + 12,58 pg/mL, aproximadamente a metade do
valor de CCso do EB (85 + 5 pyg/mL). Isso se deve a concentragdo de compostos fendlicos
ser muito maior na fracdo semipurificada que no EB, e por isso espera-se que a toxicidade
celular seja um pouco mais alta. O mesmo pode-se dizer da FLB7, que é uma subfracdo que
contém as 3 substancias isoladas reunidas (epigalocatequina-3-O-galato, samarangenina A

e samarangenina B).

Para a FAQ, resultados de CCs de 56,67 £ 11,55 ug/mL foram encontrados. A FAQ
é uma fracdo semipurificada que contém altas concentracdes de compostos de polaridade
alta e grande peso molecular. E esperado que a citotoxicidade seja menor que na FAE,

porém ndo se espera uma grande atividade antiviral dessa fragéo.

6.3.2 Ensaio de atividade antiviral contra Herpes simplex virus tipo |

Os ensaios de atividade antiviral contra HSV-1 foram realizados com as mesmas
amostras utilizadas nos testes de citotoxicidade. Os resultados encontram-se na tabela 6 (p.
44).
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Tabela 5 - Ensaio anti HSV-1 (KOS) de extrato, fracdes e isolados de Limonium brasiliense
em células Vero.

Amostra ECso (ng/ml) £ DP IS

Extrato bruto 9,33+0,70 9

Fracdo aquosa >50 <1
Fracdo acetato de etila 2,50+0,17 17
FLB7 2,47 £ 0,25 18
Epigalocatequina-3-O-galato 4,97 £0,21 13
Samarangenina A 4,03 +0,21 8
Samarangenina B 3,20+ 1,04 14

ECso = Concentragdo que inibiu 50% a replicagao viral
IS = indice de Seletividade
Numero de experimentos independentes: 03

De acordo com os resultados mostrados na tabela 5, com excec¢édo da fracdo aquosa,
todas as amostras apresentaram atividade antiviral contra a cepa KOS de HSV-1 e o calculo
. . ~ _ CC50 N P ~ L.
do IS foi realizado pela razédo P O IS refere-se & média entre a concentragdo maxima que
causa 50% da inibicao do crescimento das células normais (CCso) € a concentragdo minima

de droga que inibe 50% do virus (ECso).

Estudos demonstraram a atividade antiviral e baixa citotoxicidade do extrato
etanodlico de L. brasiliense contra HSV-1 (Faral-Tello et al., 2012), porém ainda ha muitas
davidas quanto as substancias responsaveis pela atividade e qual o mecanismo de acao da
planta. Desta forma, os estudos das fracbes, subfracbes e compostos isolados vém a

contribuir com o entendimento da atividade de L. brasiliense contra HSV-1.

Nos resultados obtidos por (Faral-Tello et al., 2012), foi encontrado um valor de ECso
de 185 ug/mL com IS de 4,58 para o extrato bruto hidro-etanélico de L. brasiliense, que é
um valor maior que o encontrado neste trabalho, que foi de 9,33 + 0,70 uyg/mL e IS de 9 para
0 extrato bruto hidro-acetbnico. Uma razdo para a diferenca de valores seria o liquido
extrator utilizado na producdo do extrato. Em um estudo realizado por Blainski (2017), ao
realizar a producédo de extratos com agua, metanol, acetona e etanol, p6de-se observar que
o extrato produzido com a acetona possuia maior quantidade de polifendis totais (37,5%),
enquanto que o extrato aquoso possuia um teor de 18,9%, o metandlico de 25,8% e o

etandlico 25,9%.
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Outra razdo para os valores diferentes seria a metodologia de andlise utilizada.
Neste trabalho, a avaliacdo da atividade antiviral foi realizada pelo método de MTT,
enguanto que no trabalho de (Faral-Tello et al., 2012) a metodologia utilizada foi Reduc¢ao
de Placa de Lise (RPL). Entretanto, as duas metodologias apresentam resultados confiaveis.
O teste de RPL é baseado na habilidade das particulas infecciosas virais em causar uma
area macroscopica de efeito citopatico em uma monocamada celular normal e, apdés um
determinado periodo de tempo, a regidao onde ocorreu a infec¢do viral forma a chamada
placa de lise (Fields, 2006). O ensaio de placa é um dos métodos mais confiaveis para
determinacdo da eficacia das amostras em reduzir a formacao de placas pelas particulas
virais, porém, a formacédo de placas muito pequenas podem dificultar a contagem (Takeuchi
et al., 1991).

Pela primeira vez foram testadas as fra¢cdes semipurificadas de L. brasiliense contra
HSV-1. O resultado obtido para a FAQ foi um ECso > 50 yg/mL e IS < 1. Como ja citado
neste trabalho, a FAQ é uma fracdo com altas concentrac6es de compostos de polaridade
elevada e alto peso molecular. Esses compostos ndo possuem atividade contra HSV-1.

A FAE possui uma atividade anti-HSV-1 superior a do EB, com ECsx igual a 2,50 +
0,17 ug/mL, devido a grande concentracao de compostos fendlicos nessa fragao, o0 mesmo
motivo que faz ter uma citotoxicidade um pouco maior também. Porém, ao realizar o calculo
de IS, obteve-se um indice de 17, mostrando que a fracdo € muito mais seletiva para as

células infectadas que para as sadias.

Ao realizar um fracionamento da FAE por coluna contendo Sephadex LHZ20, foi
obtida a FLB7, que € uma subfragdo que contém epigalocatequina-3-O-galato,
samarangenina A e samarangenina B, que séo as trés substancias majoritarias da FAE. O
valor de ECs foi de 2,47 £ 0,25 pg/mL e IS 18, valores muito préximos aos obtidos com as
analises da FAE, podendo sugerir gue as substéncias responsaveis pela atividade anti-HSV-

1 no L. brasiliense sao esses trés taninos condensados.

A fim de determinar a atividade antiviral de cada composto, foram testados
separadamente o0s compostos presentes na FLB7, obtendo resultados para a

epigalocatequina-3-O-galato, samarangenina A e samarangenina B.

A substancia epigalocatequina-3-O-galato apresentou ECso de 4,97 + 4,36 pg/mL
(que corresponde a aproximadamente 10 uM) e IS 13. No estudo realizado por Gescher et
al. (2011), a mesma substancia isolada de Rumex acetosa e testada pelo método RPL

modificado apresentou atividade antiviral em torno de 20 yM.
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Os resultados da samarangenina A demonstraram valores de ECso de 4,03 £ 0,21
pg/mL (que corresponde a 5 uM) e IS 8. Ainda nao existem estudos sobre atividade antiviral
deste composto, porém ao comparar com o0s resultados das outras duas substancias

isoladas, pode-se dizer que 0 composto possui uma boa atividade contra HSV-1.

Para a samarangenina B, foi obtido valor de ECso de 3,20 £ 1,04 pg/mL
(aproximadamente 3 uM) e IS 14. No estudo realizado por Kuo e colaboradores (2002) a
atividade anti-HSV-1 da samarangenina B foi testada pelo método de reducéo de placa e
leitura feita com cristal violeta, obtendo um valor de ECso de 12,5 uM. O resultado obtido
neste trabalho foi melhor que no trabalho de Kuo, provavelmente devido a metodologia

diferente para realizacdo do experimento e leitura das placas.

Para todos os testes antivirais, os valores de ECso devem ser inferiores a 100 pg/mL
para extratos e abaixo de 25 yM para compostos puros (Cos et al., 2006), mostrando que
todas as amostras testadas, com excec¢do da FAQ, apresentaram resultados satisfatorios de

inibicdo da replicagdo do HSV-1.
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7 CONCLUSAO

As plantas do género Limonium s&o ricas em compostos fendlicos, especialmente
galo e epigalocatequina e seus derivados. Neste trabalho, foi possivel elucidar as
substancias epigalocatequina-3-O-galato, samarangenina A e samarangenina B, sendo
necessarios para essas duas Ultimas, testes pra comprovar a posicdo de cada ligacao
(COSY, HSQC, HMBC, 3C, HETCOR e NOE) que serdo realizados em breve.

Quando se comparam diferentes géneros, espécies, extratos, metodologias e
sistemas biolégicos empregados em andlises de atividade antiviral realizadas por diferentes
autores, pode-se dizer que todos esses fatores tém influéncia no ECso € IS alcancado. Deve-
se considerar também que o local, periodo da coleta, parte da planta explorada e tipo de
extrato produzido interferem no tipo, quantidade e sele¢do de metabdlitos secundarios.

Visto que atualmente ndo existem vacinas para preven¢do de HSV-1 e que nao
existem muitas opc¢des para tratamento aprovadas, as andlises da atividade antiviral do
extrato, fracbes e compostos isolados se mostraram importantes na busca de novos
compostos capazes de eliminar o virus HSV-1, demonstrando a atividade antiviral desta
espécie, sendo também uma alternativa ao tratamento de cepas resistestes, bem como para

auxiliar o tratamento de individuos imunossuprimidos.
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