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RESUMO

Leishmaniose e infec¢des fungicas sdo doencas que apresentam um grande impacto
na saude publica mundial. Varios tratamentos tém sido desenvolvidos para essas
doencas ao longo dos anos, porém ainda existe a necessidade na busca de
medicamentos alternativos, que apresentem maior eficacia, menor toxicidade e maior
acesso econdmico. Uma fonte interessante na pesquisa de novos compostos sao 0s
metabdlitos secundarios de plantas. Neste trabalho foi realizada uma triagem de
extratos pertencentes a trés espécies de plantas do Cerrado: Connarus suberosus
Planch. (Connaraceae), Neea theifera Oerst. (Nyctaginaceae) e Myrcia linearifolia
Cambess. (Myrtaceae) em Leishmania (Leishmania) amazonensis, leveduras e
dermatofitos. Os extratos de Connarus suberosus apresentaram os melhores
resultados nos micro-organismos testados, sendo que essa atividade ainda ndo havia
sido relatada na literatura. O extrato acetato de etila da casca da raiz foi selecionado
para o fracionamento quimico resultando no isolamento de uma mistura de dois
compostos ndo relatados previamente na literatura: N-amino-3-pentadecil-pirrolidina-3-
en-2,5-diona (1), nomeado suberonona A e N-amino-3-heptadecil-pirrolidina-3-en-2,5-
diona (2) nomeado suberonona B; em conjunto com 0s compostos conhecidos: uma
mistura de B-sitosterol (3) e estigmasterol (4); acido oleico (5); e geranilgeraniol (6). A
mistura 1 e 2 demonstrou valor de CIM de 15,62 pg/mL em Candida albicans ATCC

10231.

Palavras-chave: Cerrado, Connarus suberosus, Neea theifera, Myrcia linearifolia,

Leishmania (Leishmania) amazonensis, Candida, Trichophyton, suberononas.



ABSTRACT

Leishmaniasis and fungal infections are diseases which have a significant impact on
worldwide public health. Treatments of these diseases have developed greatly over
time, therefore the necessity to discover alternative medicines which are less toxic,
have greater efficacy and are more economically accessible. An interesting avenue for
research is plant secondary metabolites. This work conducted a screening of Cerrado
species extracts: Connarus suberosus Planch. (Connaraceae), Neea theifera Oerst.
(Nyctaginaceae) and Myrcia linearifolia Cambess. (Myrtaceae) against Leishmania
(Leishmania) amazonensis, dermatophytes and yeasts. Connarus suberosus extracts
presented the most promising results against the aforementioned micro-organisms,
which has not been described in the literature. The root bark ethyl acetate extract was
selected for chemical fractionation resulting in a mixture of two previously unreported
compounds: N-amine-3-pentadecyl-1H-pyrrole-2,5-dione (1), named as suberonone A
and N-amine-3-heptadecyl-1H-pyrrole-2,5-dione (2) named as suberonone B; together
with the known compounds: a mixture of B-sitosterol (3) and stigmasterol (4); oleic acid
(5); and geranilgeraniol (6). The 1 and 2 mixture demonstrated a MIC of 15.62 pg/mL

against Candida albicans ATCC 10231.

Keywords: Brazilian Cerrado, Connarus suberosus, Neea theifera, Myrcia linearifolia,

Leishmania (Leishmania) amazonensis, Candida, Trichophyton, suberonones.
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1. INTRODUCAO
1.1. Leishmaniose

Leishmaniose € uma doenca infecciosa causada por parasitos do género
Leishmania, que apresenta grande impacto na saude puablica mundial.
Aproximadamente 350 milhGes de pessoas estdo em risco de infeccdo no mundo. A
incidéncia anual da doenca € de 2 milhdes de casos, dos quais 500.000 sao de
leishmaniose visceral e 1.500.000 séo de leishmaniose cutanea, com 70.000 mortes a
cada ano (RICHARD et al., 2010).

A leishmaniose esta incluida no grupo de doencas tropicais negligenciadas
(MCCALL et al., 2013; SEIFERT, 2011) e foi identificada como uma das seis maiores
doencas tropicais, sendo endémica em varias regifes tropicais e subtropicais no
mundo (PATHAK et al., 2011).

A leishmaniose cutanea é endémica em mais de 70 paises, e 90% dos casos
ocorrem nos seguintes paises: Afeganistdo, Algéria, Brasil, Paquistdo, Peru, Arabia
Saudita e Siria. Ja a leishmaniose visceral ocorre em 65 paises, sendo a maioria dos
casos em areas pobres de cinco paises: Bangladesh, india, Nepal, Suddo e Brasil.
(TIUMAN et al., 2011).

Um problema alarmante € a emergéncia da leishmaniose como infeccdo
oportunistica em pacientes infectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV).
Esses pacientes apresentam uma resposta baixa a quimioterapia sistémica e altas
taxas de recaidas. Tais casos requerem um manejo mais agressivo para assegurar o
controle da doenca e evitar futuras recaidas (AMEEN, 2010).

Dessa forma, a leishmaniose representa um significativo fardo global e um

grande desafio para a descoberta de novos medicamentos (TIUMAN et al., 2011).
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1.1.1. Agente etiolégico

O agente etioloégico da leishmaniose é um protozoario pertencente a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e subgéneros Leishmania ou Viannia, que
incluem aproximadamente 20 espécies. No Novo Mundo, sdo reconhecidas onze
espécies dermotropicas de Leishmania causadoras de doen¢ca humana, listadas na

Tabela 1 (SVS/MS, 2006; VIEIRA et al., 2007).

Tabela 1: Principais espécies de Leishmania dermotrépicas do continente

americano causadoras do comprometimento humano.

Subgénero Viannia
(Lainson & Shaw, 1972)

Acometimento clinico no
homem

Distribuicao geografica

Leishmania (V.) braziliensis
(Vianna, 1911)

LesOes cutaneas e mucosas

Da América Central ao norte
da Argentina

Leishmania (V.) peruviana
(Velez, 1913)

Predominantemente lesdes
cutaneas

Vales elevados interandinos e
encosta oeste dos Andes

Leishmania (V.) guyanensis
(Floch, 1954)

Predominantemente lesdes
cutaneas

Calha norte da Bacia
Amazonica, Guianas e paises
do noroeste sul-americano

Leishmania (V.) panamensis
(Lainson & Shaw, 1972)

Predominantemente lesdes
cutaneas

América Central e costa
pacifica da América do Sul

Leishmania (V.) lainsoni
(Silveira et al., 1987)

Rara ocorréncia,
provocando lesGes cutaneas

Norte do Estado do Para

Leishmania (V.) naiffi
(Lainson et al., 1990)

Rara ocorréncia,
provocando lesGes cutaneas

Regido Amazonica

Leishmania (V.) shawi
(Shaw et al., 1991)

Rara ocorréncia,
provocando lesGes cutaneas

Regido Amazonica

Subgénero Leishmania
(Saf’lanova, 1982)

Acometimento clinico no
homem

Distribuicao geografica

Leishmania (L.) mexicana
(Biagi, 1953)

LesOes cutaneas e,
eventualmente, cutaneo-
difusas

México e América Central

Leishmania (L.) amazonensis
(Lainson & Shaw, 1972)

LesOes cutaneas e,
eventualmente, cutaneo-
difusas

América Central e regiGes
Norte, Nordeste, Centro-
Oeste e Sudeste do Brasil

Leishmania (L.) venezuelensis

. LesBes cutaneas Venezuela
(Bonfante-Garrido, 1980)
. . . . LesBes cutaneas e,
Leishmania (L.) pifanoi A
eventualmente, cutaneo- Venezuela

(Medina & Romero, 1959)

difusas

Fonte: Adaptada de Marzochi, Schubach & Marzochi (1999).

A Leishmania é um parasito intracelular obrigatério das células do sistema
fagocitico mononuclear, com duas formas principais: uma flagelada ou promastigota

(Figura 1a), encontrada no tubo digestivo do inseto vetor, e outra aflagelada ou
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amastigota (Figura 1b), observada nos tecidos dos hospedeiros vertebrados (SVS/MS,

2007).
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Figura 1: Leishmania ssp. - forma promastigota (a) e forma amastigota (b). Fonte:

Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar Americana - SVS/MS, 2007.
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1.1.2. Vetor

Espécies de Leishmania do Velho Mundo sdo transmitidas por insetos do
género Phlebotomus, que s&o endémicos na Africa, Asia, Oriente Médio e
Mediterrdneo. As espécies do Novo Mundo sdo transmitidas por insetos do género
Lutzomyia (Figura 2), que sdo endémicos do Texas até a América do Sul. Os insetos
sdo conhecidos popularmente, dependendo da localizagdo geografica, como mosquito

palha, tatuquira, birigui, entre outros (MITROPOULOS et al., 2010).

Figura 2: Inseto vetor Lutzomyia longipalpis. Fonte: REITHINGER et al., 2007.
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1.1.3. Hospedeiros e reservatorios

A interacdo do reservatério com o parasito é considerada um sistema
complexo, jA& que é multifatorial, imprevisivel e dindmica, formando uma unidade
biolégica que pode estar em constante mudanca em funcdo das alteracdes do meio
ambiente. S8o considerados reservatérios da leishmaniose as espécies de animais
gue possibilitam a circulagdo de leishmanias na natureza dentro de um recorte de
tempo e espaco (SVS/MS, 2007).

InfecgBes por Leishmania foram descritas em vérias espécies de animais
silvestres, sinantropicos e domésticos como canideos, felideos e equideos (SVS/MS,
2007). Os cédes sao considerados os principais reservatérios em muitas das areas
endémicas, enquanto em outras regides as pessoas sdo o principal reservatério para

infeccdes humanas (SHUKLA et al., 2010).

1.1.4. Ciclo biolégico

A leishmaniose é transmitida pela picada de flebotomineos fémeas infectadas
com o parasito, durante o repasto sanguineo. Nos flebotomineos as leishmanias vivem
no meio extracelular, na luz do trato digestivo. As formas amastigotas, ingeridas
durante o repasto sanguineo, se diferenciam em formas promastigotas, morfolégica e
bioquimicamente distintas das amastigotas, sendo posteriormente inoculadas na pele
dos hospedeiros vertebrados durante um segundo repasto sanguineo (MCCALL et al.,
2013; CROFT et al., 2006) (Figura 3).

Os parasitos sdo entdo internalizados por macréfagos no figado, bago e
medula 6ssea, e assumem a forma amastigota. Ocorre em seguida a multiplicacdo das
formas amastigotas por divisdo binaria, dentro de vacuUolos parasitéforos, até o
rompimento das células e a liberagcdo desses parasitos, que serdo fagocitados por
outros macréfagos e células do sistema fagocitico mononuclear. Dessa forma, os
parasitos se disseminam pelo organismo do hospedeiro, levando a formagéo das

lesbes caracteristicas da doenca (ANTINORI, 2008) (Figura 3).
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Figura 3: Ciclo de vida de Leishmania ssp. Fonte: Adaptado de REITHINGER et al.,
2007.

1.1.5. Manifestacdes clinicas

No Novo Mundo a leishmaniose ¢é dividida em dois tipos principais:
Leishmaniose Visceral Americana (LVA) e Leishmaniose Tegumentar Americana
(LTA) (DE OLIVEIRA et al., 2013; ALVES, 2009). A LVA, também conhecida como
calazar, € a forma mais severa da doenca, na qual os parasitos migram para 0rgaos
vitais. As suas principais caracteristicas séo febre prolongada, hepatoesplenomegalia,
hipergamaglobulinemia e pancitopenia, sendo que 0s pacientes acometidos ficam
extremamente debilitados, podendo ir a 6bito se néo forem tratados (TIUMAN et al.,
2011).

A LTA engloba um amplo espectro de manifestagcfes clinicas, variando desde

pequenos nddulos cuténeos até a destruicdo do tecido mucoso (REITHINGER et al.,
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2007). O tempo de desenvolvimento das lesdes epiteliais varia de semanas a meses.
Inicialmente pode ocorrer eritema ndo especifico com endurecimento podendo
progredir para lesdes papulares. Também pode ocorrer o desenvolvimento de nédulos,
0s quais podem ulcerar em alguns casos. A leishmaniose mucocuténea pode envolver
a mucosa nasal e bucal, causando uma inflamacao consideravel com risco de necrose
e destruicdo da cartilagem. Ja a leishmaniose cutanea difusa é rara e produz placas
infiltradas e mudltiplas nodulacdes ndo ulceradas recobrindo grandes extensdes
cutaneas (AMEEN, 2010).

As manifestagfes clinicas de leishmaniose dependem de varios fatores
incluindo as espécies de Leishmania envolvidas, o nimero de parasitos inoculados, o
sitio de inoculacdo, além do estado nutricional e da resposta imune do hospedeiro
(MITROPOULOS et al., 2010).

A forma mais comum é a leishmaniose cuténea localizada (LC), que é causada
com maior frequéncia pelas espécies Leishmania major e Leishmania tropica no Velho
Mundo e Leishmania braziliensis, Leishmania mexicana, Leishmania amazonensis e
espécies relacionadas no Novo Mundo. Embora para LC ocorra cura espontadnea em
varios casos, a taxa de recuperacao varia dependendo da espécie envolvida e pode

demorar meses ou até anos para a cura completa (TIUMAN et al., 2011).
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1.1.6. Tratamento
O tratamento classico de leishmaniose € feito pela administracdo de

medicamentos toxicos e pouco tolerados. Os antimoniais pentavalentes — antimoniato
de meglumina (Glucantime®) (Figura 4a) e estibogluconato de sddio (Pentostam®) —

apesar de terem sido desenvolvidos em 1945, ainda séo a primeira linha de tratamento
para leishmaniose visceral e cutdnea na maior parte do mundo (TIUMAN et al., 2011).

Os antimoniais pentavalentes sdo aceitos como pré-farmacos, cuja atividade
biolégica requer reducéo para a forma trivalente. O sitio de redu¢édo e o mecanismo de
acao ainda nao foram completamente elucidados. Alguns estudos apontaram para a
inibicdo do metabolismo e da biossintese macromolecular. Antimoniais trivalentes
mostraram recentemente interferir no metabolismo do tiol em L. donovani, com varios
efeitos no metabolismo da glutationa e da tripanotiona (SEIFERT, 2011).

Os efeitos adversos de antimoniatos pentavalentes incluem artralgia, mialgia,
nauseas, vomitos, dor abdominal, febre, fraqueza, cefaléia, hepatite com aumento de
transaminases e fosfatase alcalina, insuficiéncia renal aguda, pancreatite e
cardiotoxicidade (ALMEIDA et al., 2010).

A falha terapéutica dos antimoniatos € um problema bem conhecido, sendo a
resisténcia dos parasitos uma das principais causas. Outros fatores determinantes séo
relacionados ao hospedeiro (desnutrico ou imunossupressdo), ao medicamento
(formulacdo ou lote de fabricacdo) e as espécies de Leishmania (VERGNES et al.,
2011).

Anfotericina B e pentamidina (Figura 4a) sdo a segunda linha de tratamento
para a leishmaniose, em casos de contraindicacdo, intolerdncia ou resisténcia aos
antimoniais, embora necessitem de longos cursos de administracdo parenteral. O
tratamento com anfotericina B requer hospitalizacdo e monitoramento constante dos
pacientes. Os efeitos adversos que podem ocorrer incluem hipocalemia,

nefrotoxicidade e miocardite. J& a anfotericina B lipossomal é muito mais segura que a
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anfotericina B desoxicolato e também altamente eficaz. No entanto o alto custo limita a
sua utilizacdo em regides endémicas de leishmaniose. A seletividade de anfotericina B
em Leishmania ocorre em fun¢éo de sua maior afinidade por esterdéis substituidos, que
€ o tipo predominante nas membranas de Leishmania, em relagdo ao colesterol,
predominante em células de mamiferos. A interacdo com as membranas leva a
formacdo de canais transmembrana e poros aquosos, 0 que altera a sua
permeabilidade (SEIFERT, 2011).

Pentamidina é uma diamidina aromatica, que interfere com o transporte de
aminoacidos, compete com poliaminas pelos &cidos nucléicos e pode também
preferencialmente ligar-se ao DNA do cinetoplasto. A seguranca em relacdo ao seu
uso é uma grande preocupacao. Os efeitos adversos imediatos incluem hipotenséo,
nauseas, voémitos e sincope. Além disso, ja sdo bem conhecidos os efeitos sistémicos
no metabolismo da glicose tais como hipoglicemia, e o efeito diabetogénico, em fase
mais tardia, atingindo 5% dos casos. A alteracdo mais frequente, entretanto, é a renal,
chegando a 23% (OLIVEIRA et al., 2011; DE PAULA et al. 2003).

Miltefosina (Figura 4a) é um medicamento promissor, introduzido recentemente
para o tratamento de leishmaniose visceral no Velho Mundo. O seu uso para o
tratamento de LTA ainda est4 sendo investigado (OLIVEIRA et al., 2011). A miltefosina
€ um alquilfosfolipideo, que foi desenvolvido como um agente antineoplasico oral e
posteriormente foi aplicado ao tratamento de leishmaniose, se tornando o primeiro
tratamento oral para a doenca em alguns paises. E utilizado no tratamento de
leishmaniose cutanea e visceral, incluindo infecgbes resistentes a antimoniais
(MITROPOULOS et al., 2010). Os principais efeitos adversos sao relacionados a sua
administracdo oral, afetando o trato gastrointestinal, além da elevagéo dos niveis de
aminotransferase e creatino-fosfoquinase. A miltefosina também apresenta um
potencial teratogénico, ndo podendo ser administrada em gestantes (TIUMAN et al.,

2011).
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Paramomicina é o Unico aminoglicosideo com atividade clinicamente
significativa em Leishmania. Tanto a forma visceral quanto a forma cutanea podem ser
tratadas com esse antibiotico, mas devido a ma absorcdo pela via oral, foram
desenvolvidas formulacdes parenterais e topicas para leishmaniose visceral e cutanea
respectivamente (TIUMAN et al., 2011). O tratamento tdpico oferece a vantagem da
facilidade da administragéo e apresenta menos efeitos adversos em comparagao com
0 tratamento sistémico. Em relacdo aos efeitos adversos, ototoxicidade e
nefrotoxicidade sdo comuns nessa classe de medicamentos, porém a frequéncia
dessas reacfes € baixa em doses terapéuticas para leishmaniose. Estudos prévios de
mecanismo de acdo em espécies de Leishmania mostraram uma despolarizacdo da
membrana mitocondrial e disfungéo de ribossomos (SEIFERT, 2011).

O tratamento de leishmaniose ja apresentou muitos progressos ao longo do
tempo. Porém, apesar desses avancgos ainda é clara a necessidade de se buscar
medicamentos alternativos menos toxicos, mais eficazes e mais acessiveis
economicamente. As plantas sdo uma potencial fonte de moléculas lideres (TIUMAN

etal., 2011; SAHA et al., 2011).
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Figura 4a: Estrutura quimica de medicamentos utilizados no tratamento de
leishmaniose. Fonte: TIUMAN et al., 2011.
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1.2. Fungos

Fungos sdo micro-organismos presentes no solo, na agua, nos vegetais, no ar,
nos animais, no homem e em detritos em geral. S8o seres heterotréficos e
eucarioticos que apresentam parede celular. Os fungos podem ser divididos
estruturalmente em leveduras e filamentosos. As leveduras s&o seres unicelulares,
gue apresentam formato esférico ou oval e se reproduzem por divisdo binaria ou
brotamento. Ja os fungos filamentosos apresentam varias células em disposi¢ao
continua na forma tubular. O desenvolvimento desses fungos ocorre a partir de
estruturas de frutificacdo que ddo origem ao tibulo germinativo, formando as hifas
(TORTORA et al., 2002).

Os fungos apresentam uma grande importdncia na natureza, sendo
fundamentais no processo de decomposicdo de matéria organica, além de serem
muito Uteis para os seres humanos. Ha muitos anos os fungos séo utilizados como
fonte direta de alimentacdo, no caso de cogumelos e trufas, e na fermentacdo de
varios produtos alimentares, como o vinho e a cerveja. Porém alguns fungos

apresentam potencial patogénico para o ser humano (TORTORA et al., 2002).

1.2.1. Infeccdes fangicas

As infeccdes fangicas, também conhecidas como micoses, sdo atualmente um
problema alarmante para a saude publica mundial e tém apresentado um aumento
drastico em sua incidéncia nas Gltimas duas décadas. Esse aumento esta relacionado
ao numero crescente de casos de imunodeficiéncia relacionados a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), cancer, diabetes, fibrose cistica, transplante de
6rgaos, dentre outros (MINNEBRUGGEN et al., 2010).

Essas infec¢des sdo causadas por dois tipos de micro-organismos: patdbgenos
primarios e oportunistas. Os patdgenos primarios sao naturalmente capazes de
estabelecer infecgdo em uma populacdo saudavel. J& os patdgenos oportunistas séo

micro-organismos comensais de individuos saudaveis e sdo capazes de desenvolver
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uma infeccdo quando o hospedeiro esta imunossuprimido (VANDEPUTTE et al.,
2012).

Os fungos patogénicos podem ser divididos em dois grupos principais: fungos
filamentosos e leveduras. A maioria dos patdgenos primarios séo fungos filamentosos,
enquanto que a maioria dos patégenos oportunistas sdo leveduras. Outra forma de se
classificar as infecgbes fungicas é em relagdo ao tecido afetado. Seguindo esse
critério, as micoses sao classificadas em superficiais, cutdneas, mucosas e sistémicas
(VANDEPUTTE et al., 2012).

As micoses superficiais, como a pitiriase versicolor, sao limitadas a parte mais
externa da pele e do cabelo. Essas infec¢cdes sdo causadas com mais frequéncia
pelas espécies Malassezia globosa e M. furfur (CRESPO-ERCHIGA et al., 2008).

As micoses cutaneas e subcutédneas sao causadas por fungos filamentosos e
afetam as estruturas queratinizadas do corpo. Os principais géneros envolvidos séao
Trichophyton, Epidermophyton e Microsporum (THOMAS et al., 2010).

As infeccbes da mucosa sdo causadas principalmente por leveduras
oportunisticas, especialmente aquelas pertencentes ao género Candida. As
candidiases vaginal, esofaringea, orofaringea e do trato urinario ocorrem com
frequéncia em pacientes imunocomprometidos. J4 as infeccbes oculares sao
causadas na maioria dos casos por espécies de Fusarium ou Aspergillus (TSAI et al.,
2013; DIAMOND, 1991).

As micoses sistémicas sdo muito comuns em pacientes imunocomprometidos e
sdo associadas a uma elevada taxa de mortalidade. Os sintomas apresentados variam
desde uma simples febre até o quadro de choque séptico. Os principais patdgenos sao
Histoplasma, Aspergillus, Cryptococcus, Mucor, Rhizopus e Coccidioidomyces

(VANDEPUTTE et al., 2012; DIAMOND, 1991).
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1.2.2. Tratamento

O tratamento de infec¢Bes fungicas sistémicas ainda € bastante limitado,
apesar da extensa pesquisa na busca por novas estratégias terapéuticas. Atualmente
estdo sendo utilizadas na pratica clinica quatro classes de agentes antifingicos para
essas infecc¢des: fluoropirimidinas, polienos, azbis e equinocandinas. Outras classes
como morfolinas e alilaminas séo utilizadas apenas como agentes tépicos, devido a
baixa eficacia, ou efeitos adversos severos quando administradas de forma sistémica
(VANDEPUTTE et al., 2012).

As fluoropirimidinas, 5-fluorocitosina (5-FC) e 5-fluorouracil (5-FU) séo
analogos sintéticos do nucleotideo citosina. A 5-fluorocitosina (Figura 4b) foi
sintetizada na década de 1950 como um agente antitumoral e posteriormente foi
descoberto seu potencial antifingico. Ela apresenta um amplo espectro de acéo,
sendo ativa em espécies de Candida, Cryptococcus, Phialophora, Cladosporium e
Aspergillus. O mecanismo de acdo consiste na conversdo de 5-FC em 5-FU pela
enzima citosina deaminase, que por sua vez é convertida em varios metabdlitos e
dentre seus efeitos, esta substancia inibe a enzima timidalato sintetase, prejudicando a
sintese de DNA, e incorpora-se ao RNA, interferindo, assim, no processamento da
sintese protéica. Os efeitos adversos sdo geralmente insignificantes, porém existem
efeitos severos como hepatotoxicidade e lesGes na medula déssea. Apesar de
apresentar varias vantagens farmacolégicas, o uso de 5-fluorocitosina na clinica vem
decaindo devido a resisténcia dos patdgenos. Dessa forma, esse medicamento é
raramente utilizado como monoterapia, sendo usado em combinagdo com outros
agentes antifingicos. A 5-fluorocitosina é também ativa em Leishmania ssp. (VERMES
et al., 2000; STILLER et al., 1983).

A classe de polienos apresenta varias moléculas com atividade antifingica,
sendo a maioria delas produzidas pela actinobactéria do género Streptomyces. Porém
sdo utilizadas na clinica apenas trés substancias: anfotericina B (Figura 4b), nistatina e

natamicina. O alvo dessa classe € o ergosterol, principal componente das membranas
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fungicas. Sua estrutura anfifilica permite que eles se liguem a bicamada lipidica e
formem poros, o que promove uma desestabilizacdo da membrana e a consequente
lise celular (VANDEPUTTE et al., 2012).

Os azois sao a classe mais comumente empregada na pratica clinica. S&o
moléculas ciclicas que podem ser divididas em dois grupos: imidazois, que possuem
dois atomos de nitrogénio no anel azol; e triazéis, que apresentam trés atomos de
nitrogénio no anel azol. O mecanismo de acdo consiste na inibicdo de enzimas que
participam das etapas finais da biossintese do ergosterol. A principal enzima inibida é
a lanosterol-14-a-desmetilase, uma enzima microssdémica do citocromo P-450 (CYP51)
(MAERTENS et al., 2004). Em 1981 o Food and Drug Administration (FDA) aprovou o
uso do cetoconazol, pertencente ao grupo dos imidazéis, que foi utilizado por muitos
anos como o Unico antifungico disponivel para o tratamento de infec¢des fungicas
sistémicas (BRASS et al., 1982).

Ja o fluconazol (Figura 4b), pertencente ao grupo triazol, se tornou disponivel
para uso na clinica em 1990. Esse medicamento apresenta varias vantagens em
relacdo aos imidazdis, como maior hidrossolubilidade para administracdo pela via
intravenosa, absor¢cdo quase completa no trato gastrointestinal e capacidade de
atravessar a barreira hematoencefalica. O fluconazol apresenta amplo espectro de
atividade, sendo indicado para o tratamento de candidiase superficial, cutanea e
disseminada, meningite criptocécica e coccidiomicose. Porém, devido a prescricdo
excessiva desse medicamento pelos médicos, houve um aumento na resisténcia da
classe de azo6is (VANDEPUTTE et al., 2012).

Posteriormente, em 1992, foi aprovado pelo FDA o uso do itraconazol (Figura
4b), que apresenta maior espectro de a¢do que o fluconazol. O itraconazol substituiu o
uso do cetoconazol para o tratamento de histoplasmose, blastomicose e
paracoccidioidomicose, por apresentar menor toxicidade. Além disso, diferentemente
do fluconazol, também é utilizado para o tratamento de infecgbes causadas por

espécies dos géneros Aspergillus e Sporothrix. No entanto, o itraconazol é hidrofébico
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e mais toxico que o fluconazol. Assim, o itraconazol é indicado principalmente para o
tratamento de onicomicose, infec¢bes superficiais e em alguns casos de aspergilose
sistémica. Apesar dos grandes avancos, fluconazol e itraconazol apresentam algumas
desvantagens em seu uso, como a emergéncia da resisténcia dos parasitos, as
interaces medicamentosas e a falta de efetividade em patégenos emergentes, como
Scedosporium, Fusarium e Mucorales (BOOGAERTS et al., 2001).

A nova geracdo dos triazois, voriconazol e posaconazol apresenta um amplo
espectro de atividade, sendo ativa em Candida, Aspergillus, Fusarium, Penicillium,
Scedosporium, Acremonium, Trichosporon, Cryptococcus neoformans e em
dermatofitos. Apesar de a nova geracao ser mais efetiva em Candida e Aspergillus, as
interacdes medicamentosas sdo semelhantes as observadas para o fluconazol e
itraconazol. Além disso, alguns isolados clinicos resistentes aos triazois classicos
apresentam resisténcia cruzada com a nova geracao (VANDEPUTTE et al., 2012).

As equinocandinas sdo a Unica classe recente de antifungicos disponivel para
combater infec¢des invasivas nos dltimos 15 anos, sendo que trés moléculas foram
aprovadas para uso: capsofungina (Figura 4b), micafungina e anidulafungina.
Equinocandinas sdo derivados sintéticos de lipopeptideos, que sao naturalmente
produzidos por varias espécies de fungos. O mecanismo de acdo dessa classe
consiste na inibicdo ndo competitiva da enzima B(1-3)-glucan-sintase, que catalisa a
polimerizacdo de uridina-difosfato-glicose em B(1-3)-glucan, um dos componentes
estruturais responsavel pela manutencéo da integridade e rigidez da parede celular. A
inibicdo dessa enzima leva a desestabilizacéo da parede celular, resultando em lise da
célula fangica. As equinocandinas sao pouco absorvidas no trato gastrointestinal
devido a sua elevada massa molecular e, portanto, sédo utilizadas apenas pela via
intravenosa. Além disso, essa classe apresenta amplo espectro de acgéo, baixa
toxicidade e uma degradacao lenta, o que permite que seja administrada apenas por
uma injecdo ao dia. Diferentemente de outros agentes antifingicos, as interacdes

medicamentosas séo raras (DENNING, 2002; STONE et al., 2002).
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A capsofungina é indicada para o tratamento de candidemia e candidiase
invasiva, para profilaxia de infec¢bes fungicas e para o tratamento de aspergilose
invasiva, quando itraconazol, voriconazol e anfotericina B s&o inefetivos. A
micafungina é usada para o tratamento de candidemia e particularmente indicada para
a profilaxia em pacientes que receberam transplante de medula Gssea. Ja a
anidulafungina ndo tem indicacbes especificas, mas sua principal vantagem é a
degradacdo lenta, e seu uso em pacientes com insuficiéncia hepatica ou renal

(VANDEPUTTE et al., 2012; STONE et al., 2002).
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Figura 4b: Estrutura quimica de medicamentos utilizados no tratamento de infec¢des
fungicas. Fonte: VANDEPUTTE et al., 2012.
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1.2.3. Resisténcia

A resisténcia a terapia antifingica apresenta crescimento acelerado. O teste de
susceptibilidade antifiingica in vitro € padronizado internacionalmente e tem se tornado
essencial na pratica clinica. A utilizagcado dessa ferramenta, associada a caracterizagéo
molecular de mecanismos de resisténcia possibilita a otimizacao da terapia antifingica
(PFALLER, 2012).

A resisténcia antifungica pode ser classificada como microbiolégica ou clinica.
A resisténcia microbiolégica ocorre quando o patdgeno € inibido por uma concentracdo
maior do agente antimicrobiano em comparacdo com cepas selvagens. A resisténcia
clinica ocorre quando o patégeno € inibido por uma concentragao antimicrobiana maior
do que a dose considerada normal e esta associada com a falha terapéutica
(PFALLER, 2012).

Os principais mecanismos de resisténcia dos fungos sdo a redugcdo da
concentracdo do farmaco na célula fangica, através do aumento de seu efluxo,
reducdo da afinidade do farmaco pelo seu alvo e modificagcbes no metabolismo que

antagonizem o efeito do farmaco (VANDEPUTTE et al., 2012).

1.2.4. Alternativas terapéuticas

Os tratamentos antifUngicos atualmente disponiveis sao limitados,
especialmente no caso de infeccdes sistémicas. Além disso, ndo ocorreram avancos
significativos nas terapias desenvolvidas recentemente, o0 que ressalta a necessidade
de investigar tratamentos alternativos com moléculas novas e mais efetivas. Uma fonte
interessante para essa pesquisa sdo 0s compostos provenientes de fontes naturais,
como plantas e micro-organismos (VANDEPUTTE et al., 2012).

Os produtos naturais e seus derivados s&o historicamente uma importante
fonte de agentes terapéuticos para o tratamento de doengas infecciosas.
Aproximadamente 80% dos antibiéticos utilizados na clinica sdo derivados de produtos

naturais, também conhecidos como metabdlitos secundarios. Esses produtos
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consistem em um reservatério privilegiado de moléculas selecionadas para a interagao
com uma variedade de alvos bioldégicos no meio ambiente, que fornecem uma
vantagem para o organismo que as produzem (ROEMER et al., 2011). Os metabdlitos
secundarios sdo essenciais para permitir a sobrevivéncia frente a competicéo
interespécies, além de fornecer mecanismos de defesa e facilitar o processo
reprodutivo (VAISHNAYV et al., 2010).

A importancia das plantas medicinais como fonte de novos agentes
antimicrobianos é bastante consolidada. E estimado que 20.000 espécies de
diferentes familias sejam utilizadas com finalidade terapéutica. Metabdlitos
secundarios produzidos por plantas possibilitaram o desenvolvimento de inimeros

medicamentos (KUETE et al., 2010).

1.3. Cerrado

O Cerrado € o segundo maior bioma brasileiro, depois da Amazénia, ocupando
cerca de 23% do territério nacional, com aproximadamente dois milhdes de
quildmetros quadrados. O clima é estacional, onde ha um periodo chuvoso, seguido
por um periodo seco. A precipitacdo média anual é de 1.500 mm e as temperaturas
sdo geralmente amenas ao longo do ano, variando entre 18 °C e 28 °C (KLINK &
MACHADO, 2005; BRANNSTROM et al., 2008).

A arquitetura do Cerrado € particular, ostentando arvores de troncos tortuosos
e ramos retorcidos, cobertos por casca espessa e com folhas grossas. Os estudos
comprovam que essa caracteristica ndo estd relacionada a falta de agua, pois no
Cerrado se encontra uma grande e densa rede hidrica, mas sim aos fatores edaficos,
como o desequilibrio no teor de micronutrientes, a exemplo do aluminio
(BUSTAMANTE et al., 2012; BRANNSTROM et al., 2008). Essas condi¢cdes ndo sao
favoraveis para a agricultura, e para que ocorra 0 cultivo agricola, é necessaria a
utilizacdo de fertilizantes e calcéario, que prejudicam a reestruturacdo da vegetagdo

nativa (BUSTAMANTE et al., 2012; RODRIGUES et al., 2007).
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A producdo de metabolitos secundarios pelas plantas do Cerrado é
influenciada por varios fatores, como sazonalidade, temperatura, altitude,
disponibilidade de recursos hidricos e ataque de patdégenos (DA SILVA et al., 2010;
GOBBO-NETO & LOPES, 2007). Dessa forma, essas condicdes geram uma grande
diversidade quimica no Cerrado e o torna uma fonte interessante de pesquisa, que
pode permitir a descoberta e o desenvolvimento de novos farmacos.

Porém, apesar do Cerrado ser considerado um dos biomas mais ricos do
planeta e uma das 25 regides de maior biodiversidade, é também uma das mais
ameacadas da Terra, sendo apontado como um hotspot de biodiversidade (Figura 5),
devido a expansédo da atividade agropecuaria pressionando as areas remanescentes

(RANGEL et al., 2007; KLINK & MACHADO, 2005; MYERS et al., 2000).
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Figura 5: Os 25 hotspots no mundo. Fonte: MYERS et al., 2000.

Dessa forma é importante que se minimizem os impactos da acdo humana e
gue seja otimizada a utilizacdo dos recursos para a conservagdo das areas mais
ameacadas (BUSTAMANTE et al., 2012; RANGEL et al., 2007). A identificacdo de
moléculas lideres em plantas do Cerrado tem grande potencial biotecnolégico, sendo

um modelo de desenvolvimento cientifico, econdmico, social e ambiental.
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1.3.1. Connarus suberosus
A espécie do Cerrado, Connarus suberosus Planch., Connaraceae (Figura 6) é

conhecida popularmente por cabelo-de-negro, galinha-choca ou pau-ferro (SALOMAO

et al., 2003; LORENZI, 2002).

¥ é\.‘ by #

Figura 6: Connarus suberosus Planch., Connaraceae — Arvore (a direita) - detalhe
casca do caule com a presenca caracteristica do suber, que inspirou a nomeacao da
espécie (a esquerda - acima) e folha - superficies adaxial e abaxial (a esquerda -

abaixo).
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1.3.1.1. Descricao botanica

Connarus suberosus Planch. € uma planta decidua, heli6fita, seletiva xerdfita,
secundaria, caracteristica e exclusiva dos cerrados e campos cerrados secos do Brasil
Central. Distribui-se no Planalto Central, desde os estados da Bahia, Piaui, Maranh&o,
Para, Mato Grosso do Sul e Parana (MATHEUS et al., 2009). C. suberosus é uma das
espécies mais frequentes da flora lenhosa do cerrado sensu lato, ocorrendo em 75%
dos levantamentos floristicos em dez estados brasileiros (RATTER et al., 2001).

A arvore atinge 4 a 7 metros de altura, e tem uma copa alongada com tronco
tortuoso e bastante suberoso. As folhas compostas imparipinadas, dispostas de forma
alterna espiralada, apresentam pilosidade densa e coloragdo ferruginea quando
jovens. Os foliolos sdo alternos e de consisténcia coriacea. Floresce nos meses de
agosto a outubro e os frutos amadurecem de novembro a fevereiro, e suas flores sdo
apicolas. O fruto tem formato pontiagudo, e quando maduro fica avermelhado e abre.

As sementes sdo pretas e cobertas por arilo alaranjado (LORENZI, 2002).

1.3.1.2. Utilizacéo

Aquino et al. (2007), ao estudarem espécies vegetais de uso mdultiplo em
reservas legais do Cerrado destacaram as caracteristicas e importancia dessa espécie
para ser utilizada como atrativo para fauna e para fins artesanais (MATHEUS et al.,
2009).

A madeira é leve, macia, medianamente resistente e pouco duravel, usada
localmente para carpintaria, servicos de torno, marcenaria e lenha. J4 a casca €
utilizada com valor medicinal contra a diarréia e quando grossa e suberosa é usada na
exploracdo de cortica. Suas flores atraem abelhas e seus frutos alimentam muitos
passaros. Além disso, essa planta apresenta potencial para uso ornamental

(LORENZI, 2002; CORREA, 1984).
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1.3.1.3. Estudos fitoquimicos

A fitoquimica da espécie Connarus suberosus ainda ndo foi descrita na
literatura, apenas identificada a presenca dos grupos quimicos saponinas e taninos
(WORTHLEY et al., 1969). Em relacdo ao género Connarus, foram isoladas as
moléculas rapanona, bergenina e (-)leucopelargonidina da raiz de Connarus
monocarpus (AIYAR et al., 1964). Foram isolados também alcaléides das folhas de
Connarus ferruginens (ASANO et al., 2005) e das folhas e frutos de Connarus
paniculatus (LE et al., 2005), além de glicosideos do caule de Connarus microphyllus

(HE et al., 2006).
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1.3.2. Neea theifera
A espécie do Cerrado, Neea theifera Oerst.,, Nyctaginaceae (Figura 7) é

conhecida popularmente por capa-rosa-do-campo (FURLAN, 1996).

Figura 7: Neea theifera Oerst. Nyctaginaceae. Arbusto (a esquerda), gema axilar (a

direita, acima), ramo em desenvolvimento (a direita, abaixo).

1.3.2.1. Descricéo botanica

Neea theifera Oerst. é classificada como arbusto ou arvore pequena, podendo
atingir até 4 metros de altura. E uma planta didica, que apresenta casca suberosa e
ramos cilindricos rugosos, revestidos de epiderme pardacenta. Suas folhas séo
simples, subopostas ou alternas, sésseis ou curto-pecioladas, oblongas, arredondadas
no 4pice e cordiformes na base, com até 10 cm de comprimento e 5 cm de largura,

glabras. As flores sdo unissexuadas, sésseis, dispostas em paniculas eretas com
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ramificacdo divaricada. O fruto é tipo nucula, pequeno, oblongo-ovoide, de cor amarela
(CORREA, 1984).
Neea theifera apresenta ampla distribuicdo geogréfica e sua ocorréncia é

predominantemente em regides de Cerrado (FURLAN et al., 2008).

1.3.2.2. Utilizagcéo

Estudos etnofarmacolégicos de Neea theifera evidenciaram atividade em
diarréia, enterocolite e enterorragia (CORREA, 1984). As folhas sdo utilizadas na
medicina tradicional para o tratamento de diarréias. Outros estudos indicam a
utilizacdo da espécie no tratamento de afec¢des gastricas (ELVIN-LEWIS & LEWIS,

1983).

1.3.2.3. Estudos fitoquimicos

A investigacao fitoquimica das folhas de Neea theifera realizada por RINALDO
et al. (2007) permitiu o isolamento e identificacdo de uma flavona inédita, luteolina-7-
O-[2"-O-(5"-O-feruloil)-B-D-apiofuranosil]-B-D-glucopiranosideo e dos compostos
conhecidos vitexina, isovitexina, iso-orientina, orientina, vicenina-2, crisoeriol,

apigenina e luteolina.
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1.3.3. Myrcia linearifolia
A espécie do Cerrado, Myrcia linearifolia Cambess., Myrtaceae (Figura 8) é

conhecida popularmente por ratanhia ou aracazinho (CORREA, 1984).

Figura 8: Myrcia linearifolia Cambess., Myrtaceae. Partes aéreas (a esquerda) e raiz
(a direita).

1.3.3.1. Descricao botéanica

Myrcia linearifolia é classificada como subarbusto; apresenta apice do caule
pubérulo; folhas sésseis, lineares, agudas, opacas, pubérulas, 8-20 mm de
comprimento, 1-1,75 mm de largura; pedunculos axilares unifloros, pubérulos; calice
de 4 mm de comprimento, lanoso, pelos brancacentos, lobos ovais; 5 pétalas o dobro
do tamanho dos lobos do célice, arrendondada, cbncava, pellcido-pontuada,
externamente lanosa, internamente glabra; estames pouco mais compridos que as
pétalas, anteras basifixas, oval-arredondadas; ovario bilocular biovulado (CORREA,

1984).

1.3.3.2. Estudos fitoquimicos e biologicos

Na literatura ndo ha relatos de estudos fitoquimicos com a espécie Myrcia
linearifolia, porém ja foram isoladas moléculas do género Myrcia. Os 6leos essenciais
das espécies M. richardiana, M. arborescens, M. selloi, M. oligantha, M. rostrata, M.

lajeana, M. obtecta, M. pubipetala e M. hatschbachii foram analisados por
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LIMBERGER et al.,2004, que identificaram 67 compostos. Os 6leos essenciais eram
ricos em sesquiterpenos ciclicos, dentre eles B-cariofileno, germacreno D,

biciclogermacreno, &-cadineno, espatulenol, globulol e a-cadinol.

CERQUEIRA et al. (2007) extrairam e analisaram os 6leos essenciais das
folhas, flores e frutos de Myrcia myrtifolia, identificando 28 componentes, sendo o a-
pineno majoritario. A atividade do 6leo essencial das folhas foi avaliada em bactérias,
leveduras e fungos filamentosos, sendo ativo em Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Candida albicans, Cryptococcus

neoformans, Aspergillus fumigatus, Microsporum canis e Trichophyton rubrum.

Em outro estudo com a espécie Myrcia multiflora, YOSHIKAWA et al. (1998)
isolaram e elucidaram as flavononas myrciacitrina | e 1l a partir da fracdo acetato de
etila do extrato metandlico da planta. Posteriormente o mesmo grupo isolou as
flavononas myrciacitrina lll, IV e V, que demonstraram forte atividade inibitoria sobre a
aldose redutase, o que esta relacionado a uma atividade antidiabética (MATSUDA et

al., 2002).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar o potencial quimico e biolégico de extratos de plantas do Cerrado -
Connarus suberosus Planch., Neea theifera Oerst. e Myrcia linearifolia Cambess. - em

Leishmania (Leishmania) amazonensis e fungos patogénicos humanos.

2.2. Objetivos Especificos

e Realizar a triagem dos extratos de Connarus suberosus Planch. (Connaraceae),
Neea theifera Oerst. (Nyctaginaceae) e Myrcia linearifolia Cambess. (Myrtaceae) em
formas promastigotas de L. (L.) amazonensis

o Determinar Clsy (concentracdo que inibe 50%) dos extratos ativos em formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis

e Determinar os valores de CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) dos extratos em
fungos dermatdfitos e leveduras

e Selecionar um extrato ativo para o fracionamento quimico, visando o isolamento de
compostos ativos

e Elucidar as estruturas moleculares isoladas

o Determinar a atividade biol6gica dos compostos isolados
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Coleta do material vegetal

As espécies vegetais Connarus suberosus Planch. (Connaraceae), Neea
theifera Oerst. (Nyctaginaceae) e Myrcia linearifolia Cambess. (Myrtaceae) foram
coletadas em 2010, na area da Lagoa Formosa/Planaltina-DF, Latitude sul 15° 27’
34,2”; Longitude sul 47° 92’ 3,3”; Altitude 1.071 metros, em parceria com o botanico
Prof. Dr. José Elias de Paula/UnB. As respectivas exsicatas foram depositadas no
Herbéario da Universidade de Brasilia (UB/UnB) para assegurar a autenticidade das
espécies coletadas.

Os 6rgdos vegetais foram separados (casca e madeira do caule e da raiz e

folhas), dessecados, estabilizados e pulverizados utilizando um moinho de facas.

Figura 9: Momento da coleta - Connarus suberosus Planch. (Connaraceae) e
dessecacdo das diferentes partes da planta (acima), moinho de facas e madeira do

caule e da raiz pulverizados (abaixo).
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3.2. Preparacéo dos extratos brutos

O material vegetal pulverizado foi pesado e submetido a extracbes por
maceragdo com solventes de diferentes polaridades: hexano, acetato de etila e etanol.
Durante a fase de maceracao, quando a massa do 6rgao pulverizado no quantitativo
de 300 g ndo era possivel de ser alcancada para as trés polaridades do estudo, foi
dada prioridade de preparo dos extratos em acetato de etila. Nos casos em que havia
material vegetal em quantidade suficiente para preparacdo de extratos em mais de
uma polaridade utilizou-se como segunda op¢éo 0 hexano, e como terceira op¢ao o
etanol

As solucbes extrativas foram recuperadas por filtracdo e concentradas a
pressdo reduzida em rotaevaporador a 40 °C. Os extratos vegetais obtidos foram
depositados no Banco de Extratos de Plantas do Bioma Cerrado do Laboratério de
Farmacognosia/unB, a -20 °C. O acesso ao patriménio genético é autorizado sob o N°
06/2012 de acordo com a Resolucdo CGEN N° 35, ap6s analise vinculada as
informacBes e termos do processo 02000.002272/2006-73. A Figura 10 ilustra o

processo de obtencao do extrato bruto.
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Figura 10: Processo de extracdo por maceragdo (acima). Recuperacdo da solucdo

extrativa por filtracdo, concentracdo em rotaevaporador e extratos brutos (abaixo).

3.3. Testes biolégicos
3.3.1. Método de avaliagdo da atividade antileishmania
3.3.1.1. Preparo das amostras e do controle positivo

Para todos os testes in vitro em Leishmania (Leishmania) amazonensis 0s
extratos foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO) na concentracdo de 10
mg/mL e concentragdo final de DMSO inferior a 1% (v/v).

O controle positivo utilizado para os testes foi anfotericina B, que foi diluida em
DMSO na concentragcdo de 1600 pg/mL. Apés a completa dissolugéo, foi feita a
filtragcdo em filtro Millipore 0,22 um e armazenamento a -20 °C pelo periodo maximo de

trés meses.
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3.3.1.2. Preparo do meio de cultura de L. (L.) amazonensis

O meio utilizado para a cultura e testes biolégicos foi 0 meio liquido Schneider
da Sigma®. Esse meio foi suplementado com 20% de soro fetal bovino e 0,25% de
gentamicina para posteriormente ser filtrado em capela de fluxo laminar utilizando o

sistema de filtragdo a vacuo com membrana de 0,22 um. O armazenamento foi a 4 °C.

3.3.1.3. Cultura de formas promastigotas de L. (L.) amazonensis

As formas promastigotas de L. (L.) amazonensis cepa (L(L)a)-MHOM/BR/PHS8
foram mantidas em camundongos isogénicos da linhagem C57BI/6, no Biotério da
Faculdade de Ciéncias da Saude/Medicina da Universidade de Brasilia. Os parasitos
foram obtidos a partir da aspiragdo do sangue apoés inoculacéo de solucao salina 0,9%
na pata traseira infectada dos animais. Posteriormente os parasitos foram cultivados
em meio sélido McNeal, Novy e Nicolle (meio NNN) a 22 °C por uma semana e em
seguida foram transferidos para o meio Schneider Sigma® contendo 20% de soro fetal
bovino e gentamicina (pH 7,2 a 22 °C). ApGs a replicacdo do parasito no meio foi feita
a contagem do numero de promastigotas por meio de uma camara de Neubauer e foi

utilizada a concentracéo de 10° promastigotas /mL para os testes in vitro.

3.3.1.4. Triagem da atividade de extratos brutos de plantas

Inicialmente foi realizada uma triagem dos extratos vegetais para verificar a
viabilidade celular do parasito em placas de 96 pogos de fundo chato. Os extratos
foram diluidos na proporcédo de 1:3 em meio Schneider (solugdo em DMSO: meio de
cultura), obtendo-se uma concentracdo final de 2,5 mg/mL. Em cada pogo foi
adicionado 100 pL de meio Schneider, 8 pL de extrato diluido em meio de cultura e 10°
formas promastigotas de L. (L.) amazonensis. Em seguida foi adicionado meio
Schneider para completar o volume de 200 pL por poco e a concentracdo final do
extrato foi de 100 pg/mL. A placa foi incubada por 48 horas a 22 °C e foi feita a analise

da viabilidade em microscoépio invertido.
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3.3.1.5. Avaliagéo dos resultados

O teste foi realizado em triplicata e a analise dos resultados foi determinada
utilizando um microscépio invertido. A avaliacdo do movimento dos parasitos foi
estimada segundo adaptacédo descrita por WENIGER et al. (2001) e os critérios da

andlise foram registrados conforme tabela abaixo:

0 100% dos parasitos em movimento Extrato inativo
+ 50% dos parasitos em movimento Extrato pouco ativo
++ < 50% dos parasitos em movimento  Extrato ativo

+++  100% dos parasitos sem movimento  Extrato muito ativo

Nesse trabalho, os extratos muito ativos (+++) foram selecionados para a

determinacgéo do Clsp,
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3.3.1.6. Determinacéo de Cls

Para o calculo do indice de concentragédo inibitéria de 50% dos parasitos (Clso)
a solucdo estoque dos extratos (10 mg/mL) foi diluida em meio Schneider na
propor¢cdo 1:1. Em uma placa de 96 pocos foram adicionados, em cada poco da 12
fileira, 192 uL de meio de cultura estérii e 8 uL dos extratos diluidos no meio,
totalizando 200 pL. Nos demais pogos foram adicionados 100 uL de meio Scnheider.
Com auxilio de uma pipeta multicanal ajustada para 100 puL foi feita a diluicdo seriada
até a pendultima fileira, desprezando-se ao final os 100 pulL restantes. Em seguida, uma
suspensdo de 10° formas promastigotas foi acrescentada, e o volume final do poco
completado para 200 puL. Dessa forma a concentracéo final dos extratos na placa
variou de 100 pg/mL (12 fileira) a 1,56 pg/mL (penultima fileira). O controle positivo
utilizado para os testes foi anfotericina B, cuja concentragdo final na placa variou de 16
pg/mL a 0,25 pg/mL. A dltima fileira foi destinada ao controle de esterilidade (100 uL
de meio Schneider) e ao controle negativo (suspenséo de 10° promastigotas em meio
Schneider).

A placa foi incubada por 48 horas a 22 °C e posteriormente foi feita a andlise
da viabilidade dos parasitos utilizando o método MTT (3-[4.5-dimethylthiazol-2-yl]-2.5

diphenyl tetrazolium bromide).

3.3.1.7. Avaliacao dos resultados

Apo6s o periodo de incubacao, foi feita a analise da viabilidade dos parasitos
pelo método colorimétrico e enzimatico do MTT. A andlise é baseada na capacidade
das células metabolicamente ativas reduzirem o sal MTT, de cor amarela, ao produto
formazan, de coloracgédo violacea (MOSMANN, 1983). Para a avaliagéo, 20 uL de uma
solucdo de MTT de 5 mg/mL foram adicionados a todos os pocos e a placa foi
novamente incubada por 4 h a 22 °C, protegida da luz. Em seguida, foram adicionados

50 uL de DMSO para a liberacdo dos cristais de formazan. A absorbancia foi lida em
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espectrofotdmetro (Figura 11) a 570 nm para quantificacdo da metabolizacdo do
agente colorimétrico. Estes experimentos foram realizados em triplicata, permitindo a

determinacédo do Clso pelo programa Prisma GraphPad.

Figura 11: Viabilidade dos parasitos pelo método MTT com leitura da absorbancia em

espectrofotbmetro a 570 nm.

3.3.2. Método de avaliacdo da atividade antifungica

A concentracgdo inibitéria minima (CIM) de cada extrato ou composto vegetal foi
determinada em leveduras: Candida albicans ATCC 10231, Candida parapsilosis
ATCC 22019 e Candida glabrata LMGO 44; e em dermatdfitos: Trichophyton
mentagrophytes LMGO 09, Trichophyton rubrum LMGO 06 e Trichophyton tonsurus
LMGO 45 (Figura 12) usando técnicas de microdiluicdo, estabelecida nos protocolos
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) sendo o protocolo M27-A2 para
leveduras e M38-A para fungos filamentosos. Cepas LMGO (Laboratério de Micologia
de Goias) correspondem a isolados clinicos de pacientes do Hospital da Universidade

Federal de Goias.
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L

Figura 12: Fungos patogénicos humanos do Laboratério de Farmacognosia.

3.3.2.1. Preparo das amostras e dos controles

Para o teste de microdiluicdo, os extratos foram diluidos em DMSO a 100
mg/mL. Os controles positivos (obtidos da Sigma®) utilizados foram itraconazol e
anfotericina B para leveduras e dermatdfitos, e fluconazol apenas para leveduras. O
itraconazol e a anfotericina B foram diluidos em DMSO na concentracdo de 1600
pg/mL, enquanto o fluconazol foi diluido em agua deionizada, na concentracdo de
6400 pg/mL. Apb6s a completa dissolucdo, os controles foram filtrados em filtro

Millipore 0,22 um e armazenados a -20 °C pelo periodo maximo de trés meses.

3.3.2.2. Preparo do meio RPMI 1640 para o teste de microdiluigdo

O meio de cultura utilizado foi o RPMI 1640 com vermelho de fenol sem
bicarbonato de sédio. O meio em p6 (10,4 g) foi reconstituido em agua destilada em
guantidade suficiente para produzir um litro de meio. Apds isso, foi feito o
tamponamento com acido 3-[N-morfolino]-propoanossulfénico (MOPS) 0,165 M (6,9 g
em 200 mL de &gua deionizada) até alcancar pH 7.

O meio produzido foi filtrado em sistema de filtragdo a vacuo utilizando

membrana de 0,22 um na capela de fluxo laminar. Para o controle de esterilidade trés
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aliqguotas de 3 mL do meio foram armazenadas em estufa a 37 °C por 5 dias. Apés
esse periodo, foi feita a andlise da turbidez, e constatando meio limpido este era

liberado para uso.

3.3.2.3. In6culo de leveduras

Para a realizacdo do teste de CIM foi feito o repique das leveduras 48 horas
antes do teste. No dia do teste foi feita a transferéncia de uma pequena aliquota da
levedura para um tubo de ensaio contendo solucao salina estéril 0,85%, até que se
atingisse o grau de turbidez 0,5 na escala de McFarland, indicado pela seta na Figura
13. Apos isso, foi feita a diluicdo em meio RPMI em duas etapas. A primeira etapa
corresponde ao preparo de uma solucdo 1:100 (suspensdo salina: meio RPMI). A
segunda etapa consiste em uma dilui¢cdo 1:20, obtendo-se o inéculo utilizado no teste.

A concentracéo final de células varia de 1-5 x 10° células/mL.

Figura 13: In6culo de leveduras em trés niveis de turbidez.

3.3.2.4. In6culo de fungos filamentosos

O repique dos fungos filamentosos foi feito cinco dias antes do teste de CIM.
No dia do teste a solugéo salina 0,85% foi transferida para o tubo de ensaio contendo
o fungo e, com auxilio de uma alga de platina, foi feita uma raspagem até que fosse
alcancada a turbidez 0,5 na escala McFarland. Em seguida foi feita uma diluicdo em
meio RPMI na proporcéo de 1:50 (suspenséo salina: meio RPMI). A concentragéo final

do inéculo utilizado foi de 2-4 x 10* células/mL.
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3.3.2.5. Teste de Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

O teste de microdiluicdo foi realizado em placa estéril de 96 pogos de fundo
arredondado. Inicialmente 100 pL de meio RPMI foram adicionados em todos os
pocos. Posteriormente foram adicionados 96 uL de meio RPMI e 4 UL dos extratos na
12 fileira em duplicata e foi feita a diluicdo seriada (Figura 14a). Apds isso, foram
adicionados 100 uL do inéculo preparado, completando o volume final para 200 uL por
poco. Assim, a concentracao final do extrato na 12 diluicdo foi de 1000 pug/mL. A
concentragdo dos controles positivos na 12 diluicdo do teste foi de 16 pg/mL para o
itraconazol e a anfotericina B; e de 64 ug/mL para o fluconazol. A penultima fileira da
placa corresponde ao controle de crescimento, e contém apenas meio RPMI e fungo.
Ja a ultima fileira da placa corresponde ao controle de esterilidade e contém apenas o
meio RPMI. Apé6s o término do teste, as placas foram embaladas em filme PVC e
incubadas em estufa a 35 °C (Figura 14b), por 48 horas no caso de leveduras, e por 5
dias no caso de fungos filamentosos.

A leitura do resultado é feita visualmente, observando o crescimento do fungo
no poco. O primeiro pogo no qual ndo se observa crescimento fungico € considerado o
valor de CIM. Caso ocorra a inibicdo do crescimento do fungo em todos 0s pogos é

realizado um novo teste a partir de uma concentragdo menor da substancia.

Figura 14: Teste de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) — microdiluicdo com pipeta

multicanal (a) e incubagéo das placas em estufa a 35 °C (b).
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3.3.2.6. Purificacéo e identificag&o das substancias isoladas

Um dos extratos estudados foi selecionado para o fracionamento quimico
devido a caracteristicas como atividade biolégica, rendimento, quantidade e
polaridade. O fracionamento foi realizado por meio de técnicas de cromatografia e os
compostos isolados tiveram sua estrutura elucidada por Ressonancia Magnética

Nuclear (*H, *C, COSY, HSQC, HMBC), infravermelho e espectrometria de massa.

3.4. Métodos de cromatografia
3.4.1. Coluna liquida a presséo atmosférica

Na cromatografia de adsorcao foi empregada a silica gel 60 (230-400 mesh). O
comprimento e didmetro das colunas variaram de acordo com a quantidade da
amostra a ser fracionada. A quantidade de silica utilizada foi 60 vezes maior que a
guantidade de extrato a ser fracionado. Os eluentes utilizados foram hexano,
diclorometano, acetato de etila, metanol, acido acético e agua puros ou combinados
em gradientes de polaridade crescente. O processo de separacao foi monitorado por
cromatografia em camada delgada (CCD).

Foi feita também cromatografia em coluna de sephadex LH-20 para a
separacdo de amostras de elevada polaridade. Para esse tipo de coluna os eluentes

utilizados foram metanol puro e metanol:acido acético (97:3).

3.4.2. Cromatografia em camada delgada

Para esse procedimento foram utilizadas placas de silica gel 60 F254 (Merck®).
As placas foram observadas sob l[ampada UV a 254 e 365 nm. Para a revelacdo das
placas de CCD foi utilizado o revelador universal vanilina sulfarica (solucéo etanodlica
de &cido sulfarico 5% e solugéo etandlica de vanilina 1%). Apoés a eluicdo da placa, ela
foi pulverizada com a solug&o e posteriormente aquecida com auxilio de um soprador

térmico.
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3.4.3. Cromatografia em camada delgada preparativa

A cromatografia em camada delgada preparativa foi feita utilizando-se o
mesmo principio da cromatografia analitica. A diferenga existente é que as areas de
silica nas quais os compostos estavam presentes foram recuperadas da placa apés a
eluicdo.

A amostra foi solubilizada e depositada sobre a placa com auxilio de um
capilar. A placa foi colocada em uma cuba saturada com o sistema eluente e apés a
eluicdo foi seca e examinada sob a luz UV. Parte dessa placa foi revelada com
vanilina sulftrica e foi feita uma delimitacdo das areas onde os compostos estavam
presentes. ApGs isso, a silica foi recuperada com auxilio de uma espatula e dissolvida
com solvente adequado. Em seguida foi feita a filtracdo para a remocéo da silica e

concentracao sob presséo reduzida em rotaevaporador.

3.5. Métodos Espectrométricos
3.5.1. Espectroscopia ha Regido do Infravermelho (IV)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em Espectrdmetro
Perkin Elmer, modelo FT-IR Spectrum 1000, utilizando pastilhas de KBr para analise

das amostras.

3.5.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN
'H) e de Carbono-13 (RMN *3C)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e
Carbono-13 (RMN **C), uni e bidimensionais, foram obtidos em espectrémetros
Bruker, modelo Avance DPX-300 e/ou modelo Avance DRX-500.

O espectrémetro Bruker Avance DRX-300, equipado com sonda de deteccdo
inversa de 5 mm e magneto de 7,0 T, foi operado nas frequéncias de 300,13 e 75,47
MHz para hidrogénio e carbono, respectivamente. Nos experimentos realizados no

aparelho Bruker Avance DRX-500, foram aplicadas frequéncias de 500,13 MHz (*H) e
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125,75 MHz (**C), sob um campo magnético de 11,7 T. O tipo de sonda variou
conforme o tipo de técnica: sonda dual de 5 mm com deteccéo direta (experimentos
unidimensionais) e sonda multinuclear de 5 mm com deteccéo inversa (experimentos
bidimensionais).

As amostras foram dissolvidas em aliquotas de 0,6 mL de solvente deuterado:
cloroférmio (CDCI3), metanol (CD3OD), acetona ((CD3),CO) ou piridina (CsDsN),
comercializados pelas companhias ACROS, Cambridge Isotope Laboratories, Merck
ou Aldrich.

Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados, no caso dos espectros de Hidrogénio, pelos picos dos hidrogénios
pertencentes as moléculas residuais nado-deuteradas dos solventes deuterados
utilizados: cloroférmio (& 7,27), metanol (& 3,31) e piridina (& 8,74; 7,58; 7,22). Nos
espectros de carbono-13, os deslocamentos quimicos foram referenciados pelos picos
centrais dos carbonos-13 dos solventes: benzeno (& 128,39), cloroférmio (& 77,23),
dimetilsulféxido (6 39,50), metanol (6 49,17), piridina (& 150,35; 135,91; 123,87) e
acetona (0 206,68 e 29,92).

As multiplicidades dos sinais de hidrogénio nos espectros de RMN *H foram
indicadas segundo a convencao: s (simpleto), d (dupleto), t (tripleto), m (multipleto).

Nos experimentos unidimensionais de *H e de '*C foram estabelecidos os
seguintes valores para 0s parametros de aquisicdo, respectivamente: larguras
espectrais de 24 e 260 ppm, intervalo para relaxagdo de 1 s e largura de pulso de 90°
de 9,60 ps (0 dB) e 10,90 ps (-3 dB) para *H e **C, respectivamente. Para todos os
experimentos unidimensionais foram utilizados 65356 pontos para a aquisicao e 32768
para 0 processamento, enquanto para o0s experimentos bidimensionais foram
utilizados 2048 x 256 pontos para a matriz de dados de aquisicdo e 2048 x 1024
pontos para o processamento. Predigcéo linear para o processamento 2D, utilizando 80

coeficientes, foi usada quando necessaria. O nimero de transientes variou de 8, para



56

'H, a 16384, para *C, para os experimentos unidimensionais, e 2" (n = 2) para
bidimensionais, dependendo do experimento e quantidade de amostra disponivel.

Os microprogramas utilizados para a aquisicdo dos dados foram: *H (zg), **C-
CPD (zgpg), *C-DEPT 135° (dept135), gs-COSY (cosygp), gs-HSQC (hsqcgpph) e gs-
HMBC (hmbclpndgf).

A técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), com
angulos de nutacéo de 135°, CH e CH3; com amplitudes em oposicdo aos CH,, e 90°,
somente CH, foi utilizada na determinacdo do padrdo de hidrogenacéo dos carbonos
em RMN ®C, descrito segundo a convencdo: C (carbono n&o-hidrogenado), CH
(carbono metinico), CH, (carbono metilénico ou metilidénico) e CHs (carbono metilico).
Os carbonos ndo-hidrogenados foram caracterizados pela subtracdo do espectro
DEPT 135 do espectro BB.

Os experimentos bidimensionais de correlagdo homonuclear (COSY) e
heteronuclear (HSQC, HSQC e HMBC), realizados no aparelho Bruker Avance DRX-
500, foram efetuados em sonda multinuclear de 5 mm, com deteccdo inversa,
empregando-se gradiente de campo, posicionado no eixo z e magnitude de 10 A. Os
valores de J utilizados para os experimentos pertinentes foram 1JH,C= 145, "Jyc= 7,

onden = 2.

3.5.3. Espectrometria de massa

Os dados de espectros de massa de alta resolugcdo (HR-ESI-MS) foram obtidos
em espectrometro Bruker Ultrotof e Microtof. Foi realizada ionizagdo por eletrospray
utilizando analisador de tempo de voo (ESI-TOF-MS). A analise foi feito em modo

negativo e positivo.
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3.6. Determinagédo do Ponto de Fuséo (pf)
Os pontos de fusdo, néo corrigidos, foram determinados em equipamento da
Mettler Toledo, composto por uma placa aquecedora FP82HT e uma unidade de

processamento FP90, a uma taxa de aquecimento de 2 C/min.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira etapa do trabalho foram preparados 10 extratos de Connarus
suberosus Planch. (Connaraceae), 7 extratos de Neea theifera Oerst. (Nyctaginaceae)
e 3 extratos de Myrcia linearifolia Cambess. (Myrtaceae). Essas plantas foram
selecionadas como objeto de estudo por apresentarem poucos relatos na literatura. As
partes das plantas utilizadas foram madeira e casca da raiz, madeira e casca do caule,
folhas e partes aéreas e os solventes usados para a extracdo foram hexano, acetato
de etila e etanol, totalizando 20 extratos. A Tabela 2 lista os extratos brutos obtidos

das trés espécies do Cerrado:

Tabela 2: Espécies de plantas coletadas no bioma Cerrado.

Familia Parte da planta, Peso do Rendimento  Nuamero de
Espécie solvente extrato (g) (%) Herbario
MR, h 1,66 0,55
MR, ae 13,90 4,63
MR, e 35,42 11,81
CR, h 2,17 0,63 (UB) 3820
Coc"g‘nﬁf aceae CR, ae 15,42 5,14
suberosus Planch. CR, e 28,44 9,48
MC, h 2,30 0,77
MC, ae 13,24 4,41
MC, e 32,43 10,81
F, ae 5,00 3,45
Myrtaceae R, h 0,27 0,11
Myrcia linearifolia R, ae 3,55 1,42 (UB) 3817
Cambess. PA, ae 3,10 3,45
MR, h 1,04 0,35
Nyctaginaceae MR, ae 1,94 0,65 (UB) 3821
Neea theifera MR, e 5,25 1,75
Oerst. CR, ae 0,63 0,81
MC, h 1,2 0,4
MC, ae 1,62 0,53
F, ae 7,97 7,24

Partes da planta - MR: madeira da raiz; CR: casca da raiz; MC: madeira do caule; F: folha; R:

raiz (madeira + casca); PA: partes aéreas. Solventes - h: hexano; ae: acetato de etila; e: etanol.

Os extratos obtidos foram entdo submetidos a uma triagem em formas

promastigotas de L. (L.) amazonensis na concentracdo de 100 pg/mL (Tabela 3). Os
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extratos considerados muito ativos (+++) foram selecionados para o calculo do indice

de concentracgao inibitoria de 50% dos parasitos (Cls).

Tabela 3: Triagem dos extratos brutos em formas promastigotas de L. (L.)

amazonensis em uma concentragéo de 100 pg/mL.

Espécie Extrato Atividade 100 pg/mL
Parte da planta  Solvente

MR h +++

MR ae +++
MR e 0

CR h +++

C. suberosus CR ae i
CR e 0

MC h +++

MC ae +++
MC e 0
F ae 0
R h 0
M. linearifolia R ae 0
PA ae +
MR h 0
MR ae 0
MR e 0
N. theifera CR ae 0
MC h 0
MC ae 0
F ae 0

Partes da planta - MR: madeira da raiz; CR: casca da raiz; MC: madeira do caule; F: folha; R:
raiz (madeira + casca); PA: partes aéreas. Solventes - h: hexano; ae: acetato de etila; e: etanol.

Atividade — 0: inativo; +: pouco ativo; ++: ativo; +++: muito ativo.

Segundo o critério adotado, foram selecionados seis extratos para o teste de
diluicdo seriada - determinacé@o da Cls, - utilizando o método MTT para a leitura dos
resultados, sendo todos da espécie C. suberosus. As espécies M. linearifolia e N.
theifera n&o apresentaram atividade em L. (L) amazonensis. Dos extratos
selecionados para o calculo da Cls, todos eram hexénicos ou acetato de etila; e

madeira do caule, madeira da raiz ou casca da raiz. Os extratos etandlicos e o extrato
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acetato de etila da folha ndo apresentaram atividade antileishmania. Os valores de

Clso podem ser observados na Tabela 4.

Tabela 4: Determinacdo do Clsg (Hg/mL) dos extratos de Connarus suberosus em
formas promastigotas de L. (L.) amazonensis.

Extrato
Especie Parte da Clso (1g/mL)
planta Solvente
MR h 30,36
MR ae 64,08
CR h 27,57
C. suberosus
CR ae 94,00
MC h 50,91
MC ae 68,29
Anfotericina B - - 0,067

Partes da planta - MR: madeira da raiz; CR: casca da raiz;, MC: madeira do caule. Solventes - h: hexano;
ae: acetato de etila.

Os valores de Clso variaram de 27,57 pg/mL a 94,00 pg/mL, sendo que os
extratos hexanicos apresentaram melhor atividade, com os menores valores de Clsy,
porém nenhum foi comparavel a Clso de anfotericina B (0,067 pg/mL). A atividade
antileishmania de C. suberosus ainda nédo havia sido descrita na literatura.

Apoés a avaliacdo da atividade dos extratos em formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis, foi feita a investigagdo em fungos patogénicos humanos. Os extratos
foram testados em leveduras: Candida albicans ATCC 10231, Candida parapsilosis
ATCC 22019 e Candida glabrata LMGO 44; e em dermatdfitos: Trichophyton
mentagrophytes LMGO 09, Trichophyton rubrum LMGO 06 e Trichophyton tonsurus
LMGO 45. Os valores da Concentragé@o Inibitéria Minima (CIM — pg/mL) podem ser

observados na Tabela 5.
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Tabela 5: Determinacéo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM - pg/mL) dos extratos de C. suberosus, M. linearifolia e N. theifera em leveduras (cepas de

Candida) e fungos filamentosos (cepas de Trichophyton). ATCC: American Type Culture Collection. LMGO: isolados clinicos de pacientes.

o Extrato C. albicans C. parapsilosis C. glabrata T. mentagrophytes T.rubrum T. tonsurus
Espécie ATCC 10231 ATCC 22019 LMGO 44 LMGO 09 LMGO 06 LMGO 45
CIM (pg/mL)  CIM (ug/mL)  CIM (pg/mL) CIM (pg/mL) CIM (pg/mL) CIM (pg/mL)
Parte da planta Solvente
MR h 3,9 1,95 >1000 125 500 >1000
MR ae 0,49 0,49 15,62 7,81 31,25 31,25
MR e 0,49 0,49 7,81 7,81 31,25 31,25
CR h 1,95 1,95 250 31,25 500 >1000
C. suberosus CR ae 1,95 1,95 125 31,25 31,25 31,25
CR e 0,24 0,24 7,81 7,81 31,25 31,25
MC h 3,9 7,81 500 62,5 500 >1000
MC ae 0,24 0,49 62,5 15,62 31,25 31,25
MC e 0,24 62,5 15,62 7,81 31,25 31,25
F ae 0,49 0,98 62,5 7,81 31,25 31,25
R h 125 250 >1000 125 125 125
M. linearifolia R ae 31,25 31,25 62,5 62,5 62,5 250
PA ae 31,25 31,25 125 125 125 250
MR h 500 >1000 >1000 >1000 250 250
MR ae >1000 >1000 >1000 >1000 250 500
MR e >1000 >1000 >1000 500 250 500
N. theifera CR ae 31,25 31,25 250 125 500 250
MC h 0,122 62,5 15,62 >1000 250 500
MC ae 250 125 >1000 >1000 500 250
F ae >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
Itraconazol - - 0,125 0,0625 0,125 0,25 0,125 0,25
Fluconazol - - 1 0,5 4 - - -
Anfotericina B - - 4 4 16 - - -

Partes da planta - MR: madeira da raiz; CR: casca da raiz; MC: madeira do caule; F: folha; R: raiz (madeira + casca); PA: partes aéreas. Solventes - h: hexano; ae: acetato de etila; e:

etanol, (-): ndo testado.
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O teste de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) permite avaliar a atividade
antifangica em termos quantitativos, porém ndo ha consenso na literatura sobre qual o
valor de CIM é adequado para considerar um extrato promissor. Nesse trabalho foi
estabelecido como critério valor de CIM < 125 ug/mL para um extrato muito ativo.
Extratos com valor de CIM maiores que 125 pg/mL e menores que 1000 pg/mL foram
considerados ativos, enquanto extratos com valor de CIM = 1000 pg/mL foram
considerados inativos.

Em relagdo a polaridade dos extratos testados 30% eram hexanicos, 50%
acetato de etila e 20% etandlicos. Dessa forma, foi priorizada a extragdo de compostos
de polaridade intermediaria e apolares devido ao histérico de atividades em micro-
organismos patogénicos detectada pelo grupo de pesquisa deste estudo, sobretudo
em protozoarios, além de um maior interesse e experiéncia para o fracionamento
desses extratos. Em relacdo a parte da planta testada, 60% eram da raiz, 25% do
caule e 15% da folha.

O célculo de CIM demonstrou que 80% (16) dos extratos testados foram muito
ativos, com valor de CIM inferior a 125 pg/mL, em pelo menos um dos fungos
testados. Ja os extratos hexanico, acetato de etila e etanélico da madeira da raiz de N.
theifera foram considerados ativos (15%) enquanto o extrato acetato de etila da folha
de N. theifera ndo apresentou atividade antifungica em nenhum dos fungos testados
(5%).

Dos extratos considerados muito ativos em pelo menos uma espécie de fungo,
31,25% eram hexanicos, 50% acetato de etila e 18,75% etandlicos. Esse pefrfil
também foi encontrado no trabalho de Duraipandiyan e Ignacimuthu (2011), no qual foi
verificado que os extratos acetato de etila promoveram uma inibigdo no crescimento
de uma maior quantidade de fungos, quando comparado com extratos hexanicos e
metandlicos. Em relacdo a parte da planta utilizada, 56,25% dos extratos muito ativos
eram da raiz, 31,25% do caule e 12,5% da folha. Geralmente a raiz e o caule,

sobretudo suas cascas, estdo sob a acéo direta do estresse provocado por fatores
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externos, como ataques de fungos, bactérias, insetos, acdo do fogo, desequilibrio no
teor de micronutrientes, a exemplo do aluminio, e em resposta produzem metabdlitos
secundarios de defesa.

Os extratos acetato de etila da madeira e casca da raiz, madeira do caule e
folha; e os extratos etandlicos da madeira e casca da raiz e, madeira do caule de C.
suberosus apresentaram um perfil amplo de atividade, tanto em leveduras quanto em
dermatofitos, com valores de CIM < 125 ug/mL para todos os fungos testados.

Alguns extratos apresentaram uma atividade antifingica semelhante ou
superior aos controles positivos. I1sso pode ser observado para o extrato hexanico da
madeira do caule de N. theifera, que foi mais ativo que o itraconazol (CIM = 0,125
pg/mL) e para os extratos acetato de etila e etandlico da madeira da raiz, etandlico da
casca da raiz, acetato de etila e etandlico da madeira do caule e acetato de etila da
follha de C. suberosus, que foram mais ativos que o fluconazol (CIM = 1 pg/mL) em C.
albicans ATCC 10231. Ja os extratos hexanico da madeira da raiz, hexanico e acetato
de etila da casca da raiz e hexanico da madeira do caule de C. suberosus, além dos
anteriormente citados, apresentaram atividade semelhante ou superior a anfotericina B
(CIM = 4 pg/mL) em C. albicans ATCC 10231. Em relacdo a levedura C. parapsilosis
ATCC 22019, os extratos acetato de etila e etanolico da madeira da raiz, etandlico da
casca da raiz e acetato de etila da madeira do caule de C. suberosus apresentaram
uma atividade semelhante ou superior ao fluconazol (CIM = 0,5 pg/mL). J& os extratos
hexanico da madeira da raiz, hexanico e acetato de etila da casca da raiz de C.
suberosus, além dos previamente mencionados, apresentaram atividade superior a da
anfotericina B (CIM = 4 pg/mL). Em relagéo a espécie C. glabrata, os extratos acetato
de etila e etandlico da madeira da raiz, etandlico da casca da raiz e etandlico da
madeira do caule apresentaram atividade superior a da anfotericina B (CIM = 16
Hg/mL)

Os extratos da espécie C. suberosus apresentaram uma importante atividade

antifingica, principalmente em leveduras, com valores de CIM variando de 0,24 a 3,9
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pg/mL em C. albicans ATCC 10231 e 0,24 a 62,5 pg/mL em C. parapsilosis ATCC
22019, sendo portanto 100% dos extratos considerados muito ativos em ambas as
espécies (Tabela 6). Em relacdo a C. glabrata LMGO 44, dos 10 extratos testados,
70% foram considerados muito ativos, com CIM variando de 7,81 a 62,5 pg/mL, sendo
gue os extratos hexanicos da casca da raiz e da madeira do caule foram considerados
ativos, enquanto o extrato hexanico da madeira da raiz foi inativo. Esse resultado deve
ser destacado, considerando ser um isolado clinico de uma espécie de Candida que
vem apresentando resisténcia a varios agentes antifungicos (KROGH-MADSEN et al.,
2006). Os extratos de C. suberosus também apresentaram atividade em fungos
filamentosos, principalmente em T. mentagrophytes LMGO 09, no qual 100% dos
extratos foram muito ativos, com valores de CIM variando de 7,81 a 125 pg/mL. 70%
dos extratos foram considerados muito ativos em T. rubrum LMGO 06, onde o CIM
variou de 31,25 a 500 pug/mL; e em T. tonsurus LMGO 45, onde apenas 0s extratos
hexéanicos da casca da raiz e da madeira do caule ndo apresentaram atividade, sendo
gue os demais apresentaram valor de CIM de 31,25 pg/mL (Figura 15). A atividade
antifungica de C. suberosus ainda n&o havia sido relatada na literatura.

Os valores de CIM dos extratos de M. linearifolia (3) variaram de 31,25 a 250
pHg/mL para todos os fungos testados, com excecdo do extrato hexanico da raiz, que
nao foi ativo em C. glabrata LMGO 44, com valor de CIM superior a 1000 pg/mL.

A espécie N. theifera apresentou os resultados menos expressivos. Dos 7
extratos testados, 42,86% foram considerados muito ativos em C. parapsilosis ATCC
22019 com valor de CIM variando de 31,25 a 125 pg/mL, enquanto os demais foram
inativos (Figura 15). Em C. albicans 28,57% dos extratos foram considerados muito
ativos, sendo que o extrato hexanico da madeira do caule apresentou valor de CIM de
0,122 pg/mL. Em C. glabrata LMGO 44 o extrato hexanico da madeira do caule foi
muito ativo, com valor de CIM 15,62 ug/mL, o extrato acetato de etila da casca da raiz
foi ativo, enquanto os restantes foram inativos. Em relagdo aos fungos filamentosos, o

extrato acetato de etila da casca da raiz foi muito ativo e o extrato etandlico da
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madeira da raiz foi ativo em T. mentagrophytes LMGO 09, sendo que os demais
extratos ndo apresentaram atividade nessa espécie de fungo. Ja em T. rubrum LMGO
06 e T. tonsurus LMGO 45, apenas o extrato acetato de etila da folha de N. theifera
nao foi ativo, sendo que os restantes foram considerados ativos em ambas as
espécies.

Todos os extratos que tiveram o Cls, determinado em L.(L.) amazonensis
(Tabela 4) também foram muito ativos em pelo menos trés espécies dos fungos
testados (Tabela 5). Essa atividade em ambos os tipos de micro-organismos é
interessante na pesquisa de compostos lideres no tratamento destas infec¢des. A
anfotericina B apresenta esse perfil de atividade biolégica, sendo utilizada tanto no
tratamento de infec¢des sistémicas em pacientes imunocomprometidos causadas por
leveduras, além de ser a segunda linha de tratamento de leishmaniose (REYNOLDS,

2009; SUNDAR et al., 2010).

Micro-organismos testados

L. (L.) amazonensis

T. tonsurus LMGO 45

T. rubrum LMGO 06

T. mentagrophytes LMGO 09 M Neea theifera (7 extracts)

C. glabrata LMGO 44 Myrcia linearifolia (3 extracts)

C. parapsilosis ATCC 22019

C. albicans ATCC 10231

0,0% 20,0% 40,0% 60,0% 80,0% 100,0%
Porcentagem de extratos ativos

Figura 15: Porcentagem de extratos brutos ativos nos fungos testados (CIM < 125
pg/mL) e em L. (L.) amazonensis (Clsg < 100 pg/mL). Neea theifera (em cinza escuro);
Myrcia linearifolia (em cinza claro) e Connarus suberosus (em preto). Em parénteses:
total de extratos brutos produzidos a partir de cada espécie vegetal. T.: Trichophyton;
C.: Candida. Cepas ATCC: American Type Culture Collection. LMGO: isolados clinicos

de pacientes.

B Connarus suberosus (10 extracts)
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4.1. Fracionamento quimico

Considerando os critérios atividade biolégica, rendimento, quantidade e
polaridade foi feita a selegdo do extrato acetato de etila da casca da raiz de C.
suberosus para o fracionamento quimico. Dessa forma, 13,17 g do extrato foram
submetidos ao fracionamento em cromatografia em coluna aberta de silica. Foram
obtidas 76 fracdes, que foram reunidas em 18 grupos (Tabela 6) apds analise
comparativa em cromatografia em camada delgada (CCD). O rendimento dos grupos
obtidos foi de 70,84%, sendo que o grupo 16 apresentou o maior rendimento

(22,09%). Segue abaixo o fluxograma do fracionamento do extrato. (Figura 16).
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Figura 16: Fracionamento do extrato acetato de etila da casca da raiz de C. suberosus.
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Tabela 6: Fracionamento do extrato acetato de etila da casca da raiz de C. suberosus

em cromatografia em coluna de silica, com rendimento de 70,84%.

Grupo Fracéo Eluente Peso (mg)
1 lalo Hexano/Acetato (90:10) 8,20
2 lle1l2 Hexano/Acetato (80:20) 161,00
3 13 Hexano/Acetato (70:30) 20,00
4 14 Hexano/Acetato (70:30) 1,11
5 15e 16 Hexano/Acetato (60:40) 119,00
6 17al9 Hexano/Acetato (40:60) 437,70
7 20 Hexano/Acetato (40:60) 163,60
8 21 Hexano/Acetato (30:70) 42,50
9 22 Hexano/Acetato (30:70) 30,70
10 23 Hexano/Acetato (20:80) 38,30
11 24 a 26 Hexano/Acetato (10:90) 146,60
12 27 Acetato 100% 237,50
13 28 e 29 Acetato/Metanol (99,9/0,1) 599,60
14 30e31 Acetato/Metanol (99,8/0,2) 799,45
15 32 a45 Acetato/Metanol (97/3) 2.665,30
16 46a69  Metanol/Acido acético (99/1) 2.909,60
17 70 Metanol/Acido acético (97/3) 70,89
18 71a76  Metanol/Acido acético (95/5) 879,00

O grupo 4 foi recuperado e nomeado R5 e identificado como sendo o
geranilgeraniol.

Posteriormente foi feita a andlise do perfil de cada grupo em CCD e 0s grupos
2, 6 e 15 foram selecionados para continuidade do fracionamento, por apresentarem
maior possibilidade de isolamento, com bandas melhor definidas e mais espacadas.

O fracionamento do grupo 2 (161 mg) gerou 110 subfracbes que foram
reunidas em 10 subgrupos (Tabela 7), conforme analise em CCD. O rendimento da
coluna foi de 42,56%, o que indica que houve uma perda consideravel ao longo do
procedimento. Foi feita uma CCD preparativa do subgrupo 6, e uma banda de
coloracdo azul foi recuperada. Foi possivel visualizar por meio da analise dos

espectros de RMN que se tratava de uma mistura de terpenos.
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Tabela 7: Fracionamento do Grupo 2 oriundo do extrato acetato de etila da casca da

raiz de C. suberosus em cromatografia em coluna de silica, com rendimento de

42,56%.
Subgrupo Subfracéo Eluente Peso (mg)
1 laé6 Ciclo 100% 3,50
2 7al4d Ciclo 100% 1,70
3 15a49 Ciclo/Acetato (99:1) 2,80
4 50a55 Ciclo/Acetato (99:1) 1,90
5 56a70 Ciclo/Acetato (99:1) 6,30
6 71a76 Ciclo/Acetato (99:1) 3,50
7 77 a 85 Ciclo/Acetato (98:2) 5,60
8 86 a 89 Ciclo/Acetato (98:2) 3,80
9 90a98 Ciclo/Acetato (95:5) 23,90
10 99a 110 Metanol 100% 15,1

O fracionamento do grupo 6 (437,7 mg) gerou 230 subfracbes, que foram
reunidas em 14 subgrupos (Tabela 8), de acordo com o perfil em CCD. O rendimento
da coluna foi de 83,62%. O subgrupo 3 nomeado R1 e R1’ foi amplamente
caracterizado e denominado pelo nosso grupo como uma mistura de suberonona A e
suberonona B, respectivamente, e correspondem a compostos ndo relatados
previamente na literatura. O subgrupo 6 nomeado R2 e R2’ foi identificado como uma
mistura de B-sitosterol e estigmasterol, respectivamente. E o subgrupo 8 nomeado

R13 foi identificado como acido oléico.
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Tabela 8: Fracionamento do Grupo 6 oriundo do extrato acetato de etila da casca da

raiz de C. suberosus em cromatografia em coluna de silica, com rendimento de

83,62%
Subgrupo Subfragdo Eluente Peso (mg)

1 la4d Hexano/Dicloro (60:40) 2,50
2 5a20 Hexano/Dicloro (60:40) 26,40
3 21 a57 Hexano/Dicloro (60:40) 46,09
4 58a71 Hexano/Dicloro (50:50) 15,00
5 72 a 85 Hexano/Dicloro (40:60) 34,40
6 86 a 93 Hexano/Dicloro (30:70) 42,70
7 94 a 109 Dicloro 100% 25,00
8 110 a 141 Dicloro/Metanol (80:20) 17,00
9 142 a 147 Dicloro/Metanol (80:20) 7,00
10 148 a 151 Dicloro/Metanol (60:40) 107,8
11 152 a 165 Dicloro/Metanol (60:40) 17,1
12 166 a 181 Dicloro/Metanol (40:60) 16,5
13 182 a 210 Metanol 100% 7,4

14 211 a 230 Metanol/Agua (95:5) 1,10

Ja o fracionamento do grupo 15 (1000 mg) gerou 288 subfracdes, que foram

reunidas em 10 subgrupos (Tabela 9), ap6s analise do perfil em CCD. O rendimento
da coluna foi de 87,99%. Porém, devido a elevada polaridade do referido grupo, néo
foi possivel o isolamento de nenhuma substancia, considerando que os subgrupos

apresentavam uma consideravel quantidade de impurezas.
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Tabela 9: Fracionamento do Grupo 15 oriundo do extrato acetato de etila da casca da

raiz de C. suberosus em cromatografia em coluna de sephadex, com rendimento de

87,99%.
Subgrupo Subfracdo Eluente Peso (mg)

1 la7 Metanol 100% 1,70

2 8az20 Metanol 100% 14,10
3 21 a38 Metanol 100% 29,10
4 39a51 Metanol 100% 56,10
5 51a62 Metanol 100% 35,20
6 63 a 65 Metanol 100% 14,00
7 66 a 88 Metanol 100% 126,00
8 89 a 135 Metanol 100% 305,00
9 136 a 279 Metanol/Acido acético (97:3) 230,00
10 280 a 288 Metanol/Acido acético (97:3) 68,7
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4.1.1. Mistura dos compostos R1 e RT’

O fracionamento do grupo 6 oriundo do extrato acetato de etila da casca da raiz
de Connarus suberosus levou a obtencdo de um soélido cristalino de cor alaranjada,
gue foi inicialmente denominado R1. A amostra isolada foi submetida a analises
espectrométricas para a sua identificacao.

A interpretacdo conjunta dos dados permitiu visualizar a presenca de uma
mistura de dois compostos, sendo o composto majoritario denominado R1 e o
composto minoritario denominado R1’. Estes compostos foram respectivamente
nomeados pelo nosso grupo de pesquisa por suberonona A e suberonona B, com as
nomenclaturas sistematicas N-amino-3-pentadecil-pirrolidina-3-en-2,5-diona (R1) e N-
amino-3-heptadecil-pirrolidina-3-en-2,5-diona (R1’) (Figura 17). A formula molecular
estabelecida foi Ci9H34N20, (R1) e Cy1H3sN,O, (R1’). Os compostos R1 e R1’ ainda

nao haviam sido descritos na literatura.

Figura 17: Estruturas quimicas de suberonona A (R1) (a esquerda) e suberonona B
R1’ (a direita).

O espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN, Figura 19, p. 75) de R1 apresentou
um sinal de hidrogénio ligado a carbono sp? em & 6,26 (Hs, s) e um sinal de H ligado a
carbono o a carbono sp2 em 0 2,82 (Hs, t, J = 7,5 Hz) e sinais entre & 1,8 e 0,7

caracteristicos de cadeia hidrocarb6nica longa.
O espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CsDsN, Figura 20, p. 76) de R1 mostrou

13 linhas espectrais, dos quais oito sinais (6 23,74; 29,34; 30,60; 30,43; 30,07; 32,60;

23,40 e 14,75) foram condizentes com a presenca de uma cadeia hidrocarbénica
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longa, ligada a carbono sp®. Foram observados ainda sinais em § 118,8 e 105,0
caracteristico de ligacdo dupla trissubstituida e sinais de carbonos carbonilicos em &

174,0 e 171,5.

A andlise do espectro de RMN bidimensional de correlagéo heteronuclear a
uma ligacdo (*H, *C — HSQC) (Figura 23, p. 79) corroborou com o padrdo de

hidrogenacédo proposto para cada carbono (Tabela 10, p. 74).

O espectro de RMN-HMBC (Figura 25, p. 81) ratificou a estrutura elucidada a
medida que revelou importantes acoplamentos a longa distancia. Dentre eles, o
acoplamento a trés ligacdes (*Jcy) entre os hidrogénios metilénicos 2H-5 (5 2,82) com
a carbonila C-4a (6 171,5) e os acoplamentos do hidrogénio olefinico H-3 (5 6,26) a

trés ligacdes (*Jcy) com os carbonos C-1 (5175,0), C-4a (6171,5) e C-5 (523,7).

As formulas moleculares C19H34N>O0; (R1) e Cy1H3sN,O, (R1’) foram obtidas a
partir do ion quasi-molecular (Figura 26, p. 82), [M-H] com m/z 345.2028 (R1) [M +
Na]* e m/z 373.2344 (R1’) [M + Na]* no espectro de massa de alta resolucdo (EM-IE,
Figura 27, p. 82), correspondente a um indice de Deficiéncia de Hidrogénio igual a 4.
Esta informacao associada a analise dos espectros de RMN indicou a estrutura de um
anel pirrolidina-3-en-2,5-diona com duas carbonilas conjugadas com uma ligacao

dupla, e esta ligada a uma cadeia hidrocarbénica longa.
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HSQC HMBC
Posicdo & O 2Jch $Jcn
C
2 173.95 H-3
5 118,78 2H-1'
4 171.54 H-2; 2H-1'
CH
3 104.95 6.26 (3)
CH,
1 23.74 2.82 (t,7.5)
2 29.34 1.75 (m) 2H-1'
3 30.60 1.44 (m)
4 30.43 1.33 (m)
5'-12'/ 30.43-30.07 1.26-1.24
5'-14'
13715’ 32.60 1.24 3H-15'/3H-17"
14'/16' 23.40 1.26 3H-15'/3H-17"'
CHj;
15717 14.75 0.81(t,6.2) 2H-14'/2H-16" 2H-13'/2H-15'
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Figura 18: Espectro de absor¢do na regido do infravermelho de R1 e R1’.
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Figura 20: Espectro de RMN **C-CPD e APT de R1 e R1’ (125 MHz, CsDsN).
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Figura 28: Espectro de massa de alta resolucdo (ESY-TOF) de R1 e R1.’

A mistura suberonona A (R1) e suberonona B (R1’) foi testada em L. (L.)
amazonensis, porém foi considerada inativa, com valor de Cls> 100 pg/mL. Foi feita
também a avaliacdo da atividade antifingica de R1 e R1’ nas leveduras Candida
albicans ATCC 10231, Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida glabrata LMGO
44. A mistura R1 e R1’ foi considerada muito ativa em Candida albicans ATCC 10231,
com valor de CIM de 15,62 ug/mL, e em Candida parapsilosis ATCC 22019, com CIM
de 125 pg/mL. Ja em Candida glabrata LMGO 44, o composto foi considerado ativo,
com valor de CIM de 250 pg/mL. A mistura R1 e R1’ demonstrou menor atividade

biolégica, em comparagéo com o extrato bruto.
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4.1.2. Mistura dos compostos R2 e R2’

O fracionamento do grupo 6 do extrato acetato de etila da casca da raiz de
Connarus suberosus levou a obtencdo de um sélido cristalino de cor cinza, que foi
inicialmente denominado R2.

O espectro de RMN *H (Figura 30, p. 85), obtido em CDCls, apresentou sinais
entre 5 2,5-0,5 caracteristicos da presenca de esqueleto de terpeno ou esteréide. A
presenca de sinais referentes a uma ligacdo dupla na cadeia lateral entre os atomos
de C-22 e C-23 (H-22 e H-23, & 5,03 e 6 5,12 respectivamente), sugeriu a existéncia

de uma mistura de fitoesterois.

O espectro de RMN *C-BB (Figura 32, p. 87) apresentou mais de 40 linhas
espectrais, confirmando a existéncia de uma mistura. Quatro linhas espectrais foram
relacionadas a carbonos sp? em §121,9 e §141,0 mais intensas e 8129,5 e §138,5

menos intensas, caracteristicas da mistura dos fitoesteroéis p-sitosterol e estigmasterol.

Sugere-se entdo, com base nos dados escritos acima e por comparagao dos
dados espectroscopicos (RMN *3C) obtidos com os da literatura (GOAD, 1991), que a
amostra é constituido pela mistura dos fitoesterdis com férmula molecular C,9Hs,0 e
CaoH40, denominados respectivamente R2 e R2’, correspondentes as estruturas

abaixo (Figura 29), conhecidas como B-sitosterol (R2) e estigmasterol (R2’).

Figura 29: Estrutura molecular dos esterdides B-sitosterol (R2) (a) e estigmasterol

(R2’) (b).
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No estudo de LEE e colaboradores (2007), o derivado glicosidico de -
sitosterol - denominado daucosterol demonstrou atividade antifangica in vivo contra a
Candida albicans, ao proteger camundongos BALB/c de candidiase disseminada
induzida. Foi demonstrada também na literatura atividade antileishmania de f-
sitosterol em promastigotas de L. (L.) chagasi (ALBERNAZ et al.,, 2011). Outras
atividades descritas sdo anticolesterol (LEUSCH & ANMACLATCHY, 2003),
antiasmatica (YUK et al., 2007), antioxidante (HIDALGO et al., 2009), anti-inflamat6ria

(SUNTAR et al., 2012) e anticancer (AWAD et al., 2007).
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Em relacdo ao estigmasterol também ja foram relatadas atividades
anticolesterol (LAW, 2000), antimicrobiana, anti-inflamatéria e anticancer (AWAD &

FINK, 2000).
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4.1.3. Composto R5
O fracionamento do extrato acetato de etila da casca da raiz de Connarus
suberosus permitiu o isolamento de um composto, presente no grupo 4, de cor

amarelada, denominado R5, que foi identificado como geranilgeraniol (Figura 34).

2 4 6 8 10 12 14

X X D N

3 5 7 9 11 13

HO 16

20 19 18 1

Figura 34: Estrutura do composto geranilgeraniol (R5).

O espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls, Figura 35, p. 91) apresentou um sinal
em 65,12 (H-2, H-6, H-10, H-14, t, J= 6,1) referente a quatro hidrogénios olefinicos;
um singleto em 6 1,60 integrado para 12 hidrogénios (H-17, H-18, H-19, H-20) e outro
em 6 1,69 (3H-16, s) referentes a 5 grupamentos metila; sinais de hidrogénios
metilénicos em 62,00 (2H-4, 2H-8 e 2H-12, m) e 2,07 (2H-5, 2H-9 e 2H-13, m) e ainda
um sinal de hidrogénio metilénico oxigenado em ¢ 3,99 (2H-1, d, J = 6,9), sugerindo a

estrutura de um fragmento geranil fundido a um geraniol em sequéncia.

O espectro de RMN **C-CPD (125 MHz, CDCls, Figura 36, p. 92) mostrou 20
sinais compativeis com a estrutura do composto geranilgeraniol, como sugerido no
espectro de RMN 'H. O sinal de carbono sp® oxigenado em & 61,36 C-1, com
amplitude negativa no espectro de RMN *C-DEPT 135° (Figura 37, p. 93), ratificou os
dados obtidos, que foram confirmados pela comparagdo destes dados com o0s

descritos na literatura para este composto (RADETICH, 2002).
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No estudo de VIK e colaboradores (2007) foi demonstrado que o geranil-

geraniol (R5) apresenta potente e seletiva atividade em Mycobacterium tuberculosis,

com CIM de 1,56 pg/mL.
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4.1.4. Composto R13

O fracionamento do grupo 6 oriundo do extrato acetato de etila da casca da raiz
de Connarus suberosus também levou a obtencdo do composto denominado R13.
Apb6s a andlise dos dados de RMN e comparacdo com dados da literatura

(BATCHELOR et al., 1974) foi identificado como sendo o &cido oléico.

so-g2 21l 5,211 %726 g 8 ~26

) (m+1) (n+3) (n+1) 8 1.82 5 ~14 5 ~32 8y 2.11 8, 2.93 3y 2.11 5 1.82
2 2
~ 3
3 ~14 n %, 2541 OH - 3

m '
(m+2) 8y 5.49 5. ~35 8¢ ~23 8 5.49 5,,5.49 " sy
8¢ ~23 c 8¢ ~35

8y 1.40-1.20 & 1.40-1.20 8y, 1.40-1.20 8 1.40-1.20

0]

Figura 41: Estrutura quimica do &cido oléico (R13) com os dados de RMN **C.
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Figura 46: Espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H, **C —

HMBC de R13.

O &cido oléico apresenta varias atividades bioldgicas descritas na literatura,

como antibacteriana (SOHN et al., 2013), anticancer (FONTANA et al., 2013), anti-

inflamatéria (BORNIQUEL et al., 2010) e antiaterogénica (NICOLOSI et al., 2004).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos permitiram conhecer a atividade de 20 extratos de
plantas do bioma Cerrado, produzidos a partir das espécies Connarus suberosus,
Myrcia linearifolia e Neea theifera, em formas promastigotas de Leishmania
(Leishmania) amazonensis, leveduras do género Candida e dermatofitos do género
Trichophyton. Os extratos de Connarus suberosus apresentaram os melhores
resultados nos micro-organismos, sendo o extrato acetato de etila da casca da raiz

selecionado para o fracionamento quimico.

O fracionamento resultou no isolamento da mistura suberonona A (R1) e
suberonona B (R1’), que correspondem a compostos ndo relatados previamente na
literatura; em conjunto com 0s compostos conhecidos: uma mistura de [-sitosterol

(R2) e estigmasterol (R2’); geranilgeraniol (R5) e &cido oléico (R13).

A mistura suberonona A (R1) e B (R?1’) foi testada em L. (L.) amazonensis,
porém foi considerada inativa, com valor de Cls,> 100 pg/mL. Foi feita também a
avaliacdo da atividade antifingica de R1 e R1’ nas leveduras Candida albicans ATCC
10231, Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida glabrata LMGO 44. A mistura foi
considerada muito ativa em Candida albicans ATCC 10231, com CIM de 15,62 pg/mL,
e em Candida parapsilosis ATCC 22019, com CIM de 125 pg/mL. J& em Candida
glabrata LMGO 44, o composto foi considerado ativo, com CIM de 250 pg/mL.

O conjunto de resultados evidencia a atividade antileishmania e antifingica da
espécie Connarus suberosus e, portanto, ressalta a importancia da preservacdo do

patrimdnio vegetal do Cerrado.
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6. PERSPECTIVAS

e Continuar o estudo quimico da espécie Connarus suberosus

e Avaliar a atividade da mistura R1 e R1’ em formas amastigotas de Leishmania
(Leishmania) amazonensis e em dermatofitos

e Analisar a toxicidade de R1 e R1’ em linhagens de células de mamiferos

e Avaliar a atividade dos outros compostos isolados em promastigotas e
amastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis, em leveduras e
dermatdfitos

e Realizar o estudo quimico da espécie Myrcia linearifolia
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