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RESUMO

Um total de 120 extratos oriundos de 26 espécies pertencentes a 16 familias
de plantas do bioma Cerrado foi avaliado in vitro em formas promastigotas de
Leishmania ssp. e epimastigotas de Trypanosoma cruzi. Através dessa triagem
foram selecionados 14 extratos ativos, que foram testados em formas amastigotas
de Leishmania ssp. e em leveduras Candida ssp. e Cryptococcus ssp. A toxicidade
em células NIH-3T3 de fibroblastos de mamifero permitiu verificar a especificidade
de acdo desses extratos. Os resultados obtidos neste estudo permitiram selecionar 0 extrato
hexanico da folha de Siparuna cujabana (Siparunaceae), com valor de ICso de 8,75
pg/mL para amastigotas L. (L.) amazonensis, ndo demonstrando ser toxico as
células de mamifero com valor de ICsode 378,55 pg/mL para NIH-3T3, apresentando
assim indice de seletividade (IS) de 43,2. Esse extrato também foi ativo em Candida
albicans ATCC 10231, com valor de concentragdo inibitéria minina (CIM) de 31,25
pg/mL, Candida krusei LMGO 174, com CIM de 62,5 pg/mL e em Cryptococcus
neoformans var. gattii e Cryptococcus neoformans var. neoformans, ambos com CIM
de 31,25 pg/mL. Assim, o extrato hexanico da folha de S. cujabana foi avaliado in
vivo em camundongos Balb-c infectados com L. (L.) chagasi, na dose de 100 e 250
mg/Kg. Observou-se o percentual de inibicdo dose-dependente de 52,5% para a
menor dose e de 71,2% para a maior. A miltefosina, medicamento referéncia na
dose de 40 mg/Kg, apresentou 81,6% de inibicdo. A espécie Renealmia alpinia
(Zingiberaceae) também destacou-se pela sua importante atividade. Para as formas
amastigotas de L. (L.) chagasi e L. (L.) amazonensis, o extrato diclorometanico do
rizoma desta planta apresentou ICso de 6,03 e 11,58 pug/mL. Para as células de
mamiferos, esse extrato apresentou ICsqo de 235,38 pg/mL, com indice de
seletividade de 39 para L. (L.) chagasi. Este extrato apresentou ainda atividade para
as formas epimastigotas de T. cruzi (ICsp = 50 pg/mL), atividade préxima ao
Benznidazol (ICso = 46 pg/mL), medicamento referéncia do teste, e utilizado para o
tratamento da doenga de Chagas. O extrato diclorometanico do rizoma de R. alpinia
foi ativo em leveduras: Candida krusei LMGO 174 (CIM de 31,5 pg/mL), C.
parapsilosis ATCC 22019 e C. glabrata LMGO 44 (ambos com CIM de 125 pg/mL) e
em Cryptococcus neoformans var. gatti (CIM de 31,5 pg/mL) e Cryptococcus
neoformans var. neoformans (CIM de 7,81 pg/mL). O fracionamento cromatografico
biomonitorado do extrato hexanico da folha de S. cujabana e do extrato

diclorometéanico do rizoma de R. alpinia esta sendo feito, com a perspectiva de
identificacdo e desenvolvimento de compostos lideres para o tratamento da leishmaniose.

Palavras chave: Leishmania; fungos; citotoxicidade; Cerrado; extratos de plantas, Siparuna
cujabana; Renealmia alpinia.



ABSTRACT

A hundred twenty extracts from 26 species belonging to 16 families of
Brazilian Cerrado plants were evaluated in vitro against promastigotes of Leishmania
(Leishmania) chagasi and L. (L.) amazonensis, and epimastigotes of Trypanosoma
cruzi. Through this screening, we selected 14 active extracts, which were tested
against amastigotes of Leishmania ssp, yeast Candida ssp. and Cryptococcus ssp.
Toxicity tests against mammalian fibroblasts NIH-3T3 cells showed the specificity of
action of these extracts. The results of this study showed that the hexane extract of
Siparuna cujabana (Siparunaceae) leaf, with ICso value of 8.75 pg/mL against
amastigotes of L. (L.) amazonensis, was not proven to be toxic to mammalian cells
with ICsp of 378.55 pg/mL against NIH-3T3, thus presenting a selectivity index (SI) of
43.2. The extract was also active against Candida albicans ATCC 10231, with the
minimum inhibitory concentration (MIC) value of 31.25 pg/mL; against Candida krusei
LMGO 174, with MIC of 62.5 pg/mL; and Cryptococcus neoformans var. gattii and
Cryptococcus neoformans var. neoformans, both with MIC of 31.25 pg/mL. The
hexane extract of the S. cujabana leaf was evaluated in vivo against Balb-c mice
infected with L. (L.) chagasi, at a dose of 100 and 250 mg/kg. It was observed that
the percentage of dose-dependent inhibition of 52.5% for the lower dose and 71.2%
for the higher. The miltefosine, reference drug at a dose of 40 mg/kg, showed 81.6%
inhibition. The species Renealmia alpinia (Zingiberaceae) also stood out for its
important activity. For the amastigotes of L. (L.) chagasi and L. (L.) amazonensis the
dichloromethane extract of the rhizome of this plant showed ICsp of 6.03 and 11.58
pg/mL. For mammalian cells, this extract showed ICsy of 235.38 ug/mL, with a
selectivity index of 39 for L. (L.) chagasi. This extract also showed activity against the
epimastigotes of T. cruzi (ICso = 50 pg/mL), activity near the benznidazole (ICso = 46
pg/mL), the reference drug test, and used for the treatment of Chagas disease. The
dichloromethane extract of the rhizome of R. alpinia was active against the yeast:
Candida krusei LMGO 174 (MIC of 31.5 pug/mL), C. parapsilosis ATCC 22019 and C.
glabrata LMGO 44 (both with MIC of 125 pg/mL) and Cryptococcus neoformans var.
gattii (MIC of 31.5 pg/mL) and Cryptococcus neoformans var. neoformans (MIC of
7.81 pg/mL). The bioassay-guided fractionation of hexane extract of the leaf of S.
cujabana and dichloromethane extract of the rhizome of R. alpinia is being done, with
the prospect of identifying and developing leading compounds for the treatment of
leishmaniasis.

Keywords: Leishmania; fungi; citotoxicity; Cerrado; plant extracts; Siparuna
cujabana; Renealmia alpinia.
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1. INTRODUCAO

As doencas infecciosas e parasitérias tém papel relevante na salude publica
mundial. Essas doencgas estéo relacionadas as condi¢cdes de habitagdo, alimentacao
e higiene precérias (Osorio et al., 2006; OMS, 2009; Romero e Boelaert, 2010).

Dentro desse cenario, enquadra-se a leishmaniose que afeta mais de 12 mi-
Ihdes de pessoas em todo o mundo, com 2 a 3 milhdes de novos casos a cada ano
(Silva et al., 2004; Croft et al., 2006a; OMS, 2007), e a doenca de Chagas que afeta
0s paises das Américas, onde, 16 a 18 milhdes de individuos possam estar acome-
tidos (Almeida et al., 2007; Dias, 2007; Bricefio-Leo6n, 2009; Kropf e Sa, 2009, OMS,
20009).

Os parasitos protozodrios Leishmania ssp e Trypanosoma cruzi Sdo os agen-
tes etioldgicos causadores da leishmaniose e doenga de Chagas, respectivamente.
Estes parasitos sdo intracelulares e se multiplicam até a lise da célula hospedeira
(Rodrigues et al., 2006a; Almeida et al., 2007).

Esses parasitos junto com outros micro-organismos como as leveduras séo
responsaveis por infecgbes patogénicas oportunistas importantes em pacientes imu-
nodeprimidos (Carranza-Tamayo et al., 2009).

A leishmaniose possui as formas clinicas: visceral (LV), cutanea (LC) e muco-
cutdnea (LMC) (Rodrigues et al., 2002). Em pacientes de grupos especificos, como
criangas em desnutricdo, individuos sem tratamento, e pessoas infectadas pelo HIV
(Virus da Imunodeficiéncia Adquirida); o protozoario torna-se um organismo oportu-
nista e a doenga apresenta elevada incidéncia e alta letalidade (Desjeux, 2004; Mar-
gues et al., 2007; OMS, 2007; Antinori et al., 2008).

Os medicamentos utilizados para o tratamento destas doencas demonstram
variabilidade em sua eficicia, produzem reacdes adversas graves e apresentam ca-
sos de resisténcia (Oullette et al., 2004; Croft et al., 2006b; Osdério et al., 2006; Pa-
lumbo et al., 2008; Pinto et al., 2009; Maltezou, 2010).

Levando-se em consideragéo a incidéncia de milh6es de casos novos todos
0s anos e as deficiéncias no tratamento corrente, ha uma necessidade urgente por
novos medicamentos para estas doengas (Espindola et al., 2004; Kolodziej e Kider-
len, 2005; de Mesquita et al., 2005; Chin et al., 2006; Newman e Cragg, 2007; Ga-
chet et al., 2010).



Essa situagéo justifica a pesquisa de novas substancias ativas onde os e pro-
dutos naturais representam uma importante fonte de busca (Chin et al., 2006; Ueda-
Nakamura et al., 2006; Espindola, 2007). De acordo com a Organizagao Mundial de
Saude (OMS), as espécies vegetais sdo a melhor e maior fonte de farmacos para
humanidade (Rocha et al., 2005). Neste contexto se insere o Cerrado, segundo mai-
or bioma do Brasil, com ampla biodiversidade e grande potencial de plantas com
compostos farmacologicamente ativos (Espindola et al., 2004; de Mesquita et al.,
2005a; de Mesquita et al., 2005b; Rodrigues et al., 2006a; de Mesquita et al., 2007,
de Mesquita et al., 2009; Melo e Silva et al., 2009; Silva et al., 2009), que possam

conduzir a estratégias alternativas para o controle de doencas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Plantas Medicinais

A estreita relagdo da historia da humanidade com o conhecimento sobre pro-
priedades medicinais das plantas pode ser observada ao longo da existéncia huma-
na. Por meio de tentativas, o0 homem selecionou as plantas de acordo com sua utili-
dade, podendo ser nutritiva, curativa ou até mesmo toxica (Calixto, 2000; Kosalec et
al., 2009; Hefferon, 2010).

2.2. Cerrado

O termo Cerrado é uma palavra de origem espanhola que significa “fechado”.
Esse termo tenta traduzir a caracteristica geral da vegetacdo arbustiva herbacea
densa que ocorre nessa formagao (Souza, 1973).

O clima dessa regido é estacional, com um periodo chuvoso, que dura de ou-
tubro a marco, seguido por um periodo seco, de abril a setembro. A precipitagdo
média anual € de 1.500 mm com grandes varia¢cfes intra-regionais e as temperatu-
ras sdo geralmente amenas ao longo do ano, entre 22 °C e 27 °C em média (Ribeiro
e Walter, 1998; Roesler et al., 2007).

Os solos do Cerrado séo antigos, profundos e bem drenados. Apresentam-se
intemperizados, devido a alta lixiviagdo. Possuem baixa fertilidade natural, sdo aci-
dos e com altos niveis de ferro e aluminio (Ribeiro e Walter, 1998; Roesler et al.,
2007).

A area do Cerrado corresponde a mais de 2 milh6es de kmz do territorio brasi-
leiro (Klink e Machado, 2005). Sua flora abrange entre 6 e 10 mil espécies, sendo
4.400 endémicas (Klink e Machado, 2005; Silva e Batalha, 2006; Cianciaruso e Bata-
lha, 2009) e para alguns grupos, como as plantas herbéceas, o nivel de endemismo
pode chegar a mais de 70% (Silva e Batalha, 2006; Cianciaruso e Batalha, 2009).

O Cerrado se destaca pela diversidade quimica dos variados e complexos
metabdlitos sintetizados pelas plantas (Espindola, 2007). As inumeras influéncias
ambientais de natureza quimica, fisica e biolégica, estimulam a sintese desses com-
postos com esqueletos quimicos e funcionais varidveis (Newman et al., 2003; Cian-
ciaruso e Batalha, 2009).

A heterogeneidade espacial do Cerrado (Figura 1), com variagdo dos ecossis-

temas ao longo do espaco, é um fator determinante para a ocorréncia de um variado



namero de espécies. Os ambientes variam significativamente no sentido horizontal,
sendo que areas campestres, capdes de mata, florestas e veredas podem existir em
uma mesma regido (Eiten, 1994; Machado 2000; Amorim e Batalha, 2006; Herzog-
Soares et al., 2006).

Figura 1 - Mapa dos biomas brasileiros mostrando a area central (na cor laranja) do Cerrado e as
areas de Cerrado inseridas nos outros biomas (Fonte: Machado et al., 2004).

A éarea do bioma Cerrado corresponde a aproximadamente 22% do territério
brasileiro distribuindo-se nos Estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Rondo-
nia, Goias, Tocantins, Minas Gerais, Bahia, Maranh&o, Piaui, Sdo Paulo e Distrito
Federal, bem como em areas remanescentes nos Estados do Par4, Roraima e A-
mapa (Ratter e Dargie 1992; Oliveira-Filho e Ratter 1995; Ratter et al., 1997; Ribeiro
e Walter, 1998; Borlaug, 2002; Roesler et al., 2007; Mello et al., 2009) (Figura 1).

Nos ultimos 35 anos, mais da metade dos seus 2 milhdes de km? sofreram
processos de ocupacdo antropica. Um estudo que utilizou imagens do satélite MO-
DIS do ano de 2002, concluiu que 55% do Cerrado haviam sido desmatados ou

transformados pela acdo humana (Machado et al., 2004; Sano et al., 2008), o que



equivale a uma area de 880.000 km?, ou seja, quase trés vezes a area desmatada

na Amazoénia brasileira (Figuras 2 e 3).

"

Figura 2 - Mapa que demonstra a &rea de distribui¢cdo original do Cerrado resultante da classificagéo
das imagens do satélite MODIS (Machado et al., 2004).

Figura 3 - Mapa resultante da classificacdo das imagens do satélite MODIS mostrando as areas
desmatadas na parte central do Cerrado e os principais blocos remanescentes de vegetacdo nativa
(Machado et al., 2004).

As taxas de desmatamento no Cerrado tém sido historicamente superiores as
da floresta Amazonica. Porém, o esfor¢co de conservacao do Cerrado é muito inferior
ao da Amazobnia: apenas 2,2% da &rea se encontram legalmente protegida (Klink e
Machado, 2005).



Essa situacdo classifica o Cerrado como um ‘hotspot’, ou seja, uma area de
grande importancia para a conservacdo da biodiversidade mundial (Pivello e Couti-
nho, 1996; Ratter et al., 1997; Myers et al., 2000; Silva e Bates, 2002; Klink e Ma-
chado, 2005).

2.2.1. Formagdes Florestais no Cerrado
Mata Ciliar

Formacdao florestal densa e alta que acompanha os rios de médio e grande
porte, onde a copa das arvores nao forma galerias sobre a 4gua. Apresenta arvores
eretas com altura predominante entre 20 e 25 metros. As espécies tipicas desta fito-
fisionomia perdem as folhas na esta¢do seca. Os solos variam de rasos ou aluviais
(Figura 4) (Ribeiro e Walter, 1998; Haridasan, 2007; Carvalho et al., 2008).

Figura 4 - Vista geral do tipo de vegetacgéo florestal denominado Mata ciliar. Na imagem se destaca a
espécie Tabebuia avellanedae conhecido como ipé roxo (Fonte: Embrapa 2007).

Mata de Galeria

Floresta tropical sempre-verde, ndo perde as folhas durante a estagédo seca,
gue acompanha os cérregos e riachos, com as copas das arvores se encontrando
sobre o curso d'agua (Figura 5). Apresentam arvores com altura entre 20 e 30 me-
tros. Os solos variam em profundidade, fertilidade e umidade (Silva Junior, 2004;
Santiago, 2005; Carvalho et al., 2008).



Figura 5 - Vista Geral do tipo de vegetacéo florestal denominado Mata de galeria (Fonte: Embrapa
2007).

Mata Seca ou Mata Mesofitica

Essa formacao florestal pode ser de trés tipos: Mata Seca Sempre-Verde, Ma-
ta Seca Semidecidua e Mata Seca Decidua. Os dois primeiros ocorrem sobre solos
desenvolvidos em rochas basicas, terra roxa estruturada e média fertilidade, latosso-
lo vermelho-escuro. A Mata Seca Decidua ocorre sobre afloramentos de rochas cal-
carias. O extrato arbéreo apresenta altura que varia entre 15 e 25 metros com uma
variedade de espécies eretas deciduas, semideciduas e sempre-verdes (Figura 6)
(Ribeiro e Walter, 1998; Silva Junior, 2004; Carvalho et al., 2008).

Figura 6 - Vista Geral do tipo de vegetacgao florestal denominada Mata Seca (Fonte: Embrapa 2007).



Cerradao

Formacao florestal que apresenta elementos xeromorficos, adaptados a am-
bientes secos e caracterizada pela composicédo mista de espécies de varias forma-
cOes florestais (Figura 7) (Carvalho et al., 2008). Apresenta espécies que estédo
sempre com folhas, perenifélias, e espécies que apresentam queda de folhas, cadu-
cifélia ou deciduidade na estacdo seca (Lindoso e Felfili, 2007; Carvalho et al.,
2008).

Figura 7 - Vista geral do tipo de vegetacao florestal denominado Cerraddo (Fonte: Embrapa 2007).

2.2.2. Formacg0es Tipicas de Cerrado
Cerrado stricto sensu

Fitofisionomia caracteristica do bioma Cerrado com arvores baixas e retorci-
das, arbustos, subarbustos e ervas. As plantas lenhosas em geral possuem casca
corticeira, folhas grossas, coriaceas e pilosas (Figura 8). Podem ocorrer variagdes
fisionbmicas devido a distribuicdo espacial diferenciada das plantas lenhosas e ao
tipo de solo. Essas variacdes correspondem ao Cerrado denso, tipico, ralo e rupes-
tre (Balduino et al., 2005).



Figura 8 - Vista geral do tipo de vegetagdo denominado Cerrado stricto sensu (Fonte: Embrapa
2007).

O Cerrado denso é predominantemente arbéreo, com cobertura de 50 a 70%
e altura média de 5 a 8 metros. Cerrado tipico € predominantemente arbéreo-
arbustiva, com cobertura arbérea variando de 20 a 50% e altura média de 3 a 6 me-
tros. O Cerrado ralo representa a forma mais baixa e menos densa com vegetacao
arboreo-arbustiva e cobertura arborea variando entre 5 a 20% e altura média de 2 a
3 metros (Silva et al., 2007; Carvalho et al., 2008). O Cerrado rupestre € de constitu-
icdo arbodrea, arbustiva e herbacea, os solos sdo rasos, com afloramentos rochosos
e pobres em nutrientes (Franco, 2005; Carvalho et al., 2008).

Parque Cerrado

Formacé&o caracterizada pela presenca de elevagbes arredondadas conheci-
das como murundus, em meio a um campo Umido, com didmetro em torno de 2 a 5
metros e altura média de 50 cm (Figura 9). Alguns autores associam a origem dos
murundus a atividade dos cupins (Silva et al., 2007).



Figura 9 - Vista geral do tipo de vegetagdo denominada Parque de Cerrado com a presenca dos mu-
rundus (Fonte: Embrapa 2007).

Vereda

Vegetacao caracterizada pela presenca da espécie Mauritia flexuosa, (buriti)
palmeira que ocorre em meio a agrupamentos de espécies arbustivo-herbaceas (Fi-

gura 10).

Figura 10 - Vista geral do tipo de vegetacdo denominada Vereda (Fonte: Embrapa 2007).



2.2.3. Formagdes Campestres
Campo Sujo

Fitofisionomia herbaceo-arbustiva com arbustos e subarbustos espacados en-
tre si. Estabelece-se sobre solos rasos com pequenos afloramentos rochosos ou
solos mais profundos, mas pouco férteis (Figura 11). Varia com a umidade do solo e
a topografia, podendo ser classificado como Campo Sujo Umido e Campo Sujo Seco
(Pinto et al., 2006).

Figura 11 - Vista geral do tipo de vegetagdo campestre denominada Campo Sujo (Fonte: Embrapa
2007)

Campo Rupestre

E um tipo de vegetacio sobre topos de serras e chapadas de altitudes supe-
riores a 900 m com afloramentos rochosos, onde predominam ervas e arbustos, po-
dendo ter arvoretas pouco desenvolvidas (Figura 12). Em geral, ocorre em mosai-
cos, ndo ocupando trechos continuos (Pinto et al., 2006; Haridasan, 2007; Silva et
al., 2007).



Figura 12 - Vista geral do tipo de vegetacdo campestre denominada Campo Rupestre (Fonte: Em-
brapa 2007).

Campo Limpo

Fitofisionomia herbacea, com poucos arbustos e nenhuma arvore. E co-
mumente encontrada junto as veredas, olhos d'agua e em encostas e chapadas
(Figura 13). Pode ser classificado em Campo Limpo Seco, quando ocorre em &-
reas onde o lencol freatico é profundo e Campo Limpo Umido, quando o lencol
freético é superficial.

Figura 13 - Vista geral do tipo de vegetacdo campestre denominada Campo Limpo (Fonte: Embrapa
2007)



2.3. Espécie do bioma Cerrado relevante para o estudo
Siparuna cujabana (Mart.) A. DC.

A espécie vegetal, Siparuna cujabana (Mart.) A. DC. pertence a ordem das
Laurales que inclui cerca de 2800 espécies, em 90 géneros, compreendendo 7
familias de arvores e arbustos. Segundo as andlises moleculares e genéticas, esta
espécie previamente pertencente a familia Monimiaceae foi reclassificada como
espécie da familia Siparunaceae (Renner et al., 1997; Renner et al., 2000;
WWW.tropicos.org).

As familias Monimiaceae e Siparunaceae se distribuem geograficamente pela
América tropical, india Ocidental e ocidente da Africa e Asia. Entretanto a familia
Siparunaceae se distribui apenas pela América tropical e Africa ocidental (Figura 14)
(Renner et al., 2000).

Figura 14 - Distribuicdo geografica da familia Siparunaceae em vermelho (Fonte: Renner et al.,
2000).

A Siparuna cujabana é um arbusto encontrado em mata de galeria, campo
limpo ou campo sujo. Geralmente odoriferas, possuem folhas opostas, com presen-
¢a de estomatos, e eventualmente podem apresentar pélos (Figura 15). Hipoderme
adaxial ausentes, lamina dorsiventral e mesofilo com células esféricas, com desta-
que a venacao broquidédromo com nervuras secundarias, que se anastomosam en-
tre si, desde a base da folha, formando uma série de arcos proximos a borda (Ren-
ner et al., 1997; Renner e Won, 2001).
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Figura 15 - Aspecto das folhas de Sipanua ssp — Familia Siparunaceae (Fonte: Renner et al., 2000).

O caule ndo apresenta feixes corticais e medulares e o xilema se apresenta
sem fibras. As flores sdo unissexuadas, didicas ou monogicas com pergdnio calicifor-
me ou perianto cupulado ou urceolado, dispostas em inflorescéncias axilares. O an-
droceu se apresenta com varios estames sésseis ou subsésseis e as anteras geral-
mente com deiscéncia valvar. O ovario € apocarpico com muitos carpelos, imersos

em disco carnoso e um évulo (Renner e Won, 2001). (Figura 16)



Figura 16 - Aspecto da flor de Sipanua ssp — Familia Siparunaceae (Fonte: Renner et al., 2000).

O fruto é apocarpico e apresenta pequenas drupas, que ficam contidas no in-
terior dos loculos do perigbnio carnoso. Na maturagcdo as paredes rompem-se, dei-
xando as drupas em liberdade (Figura 17). As sementes apresentam endosperma
ndo oleoso e dois cotilédones. A dispersdo é feita por aves (ornitocoria) (Renner e
Hausner, 1997).

Figura 17 - Aspecto dos frutos de Sipanua ssp. — Familia Siparunaceae (Fonte: Renner et al., 2000).

Plantas do género Siparuna séo utilizadas pela medicina tradicional (Mendes
et al., 2006) no tratamento de distlrbios gastrintestinais, doencas cutaneas, consti-
pacoes, febre, cefaléia e reumatismo (Correa, 1978), e como cicatrizantes (Lopez et
al., 1993) e ainda séo consideradas como tonico, estimulante, digestivo e com pro-
priedades carminativas (Corréa, 1926; Leitdo et al., 1999; Brand&o et al., 2006;
Brandao et al., 2008).



Espécies do género Siparuna compdem a medicina tradicional indigena das
Américas do sul e central (Schultes e Raffauf, 1990). As folhas de Siparuna cujaba-
na (Mart.) A. DC. sdo usadas em contusdes, disturbios respiratorios e como anticon-
cepcional (Leitéo et al., 1999).

Os Indios da Amazonia usam as folhas de Siparuna guianensis Aublet, em
forma de ché para dores reumaticas (Schultes & Raffauf, 1990).

A Siparuna camporum A. DC. é utilizada como estomaquica, estimulante, e no
alivio de problemas respiratorios (Correa, 1978). Siparuna apiosyce (Mart.) A. DC. e
Siparuna guianensis Aublet sdo usadas no combate a célica, como vermifuga e con-
tra contusdes (Penna, 1941; Corréa, 1978). Siparuna brasiliensis A. DC. é usada
como estomaquica, estimulante, e antiespasmoédica. A espécie Siparuna obovata
(Gardn.) A. DC. € usada em problemas respiratérios e em afec¢des hepéticas (Cor-
réa, 1978).

No Brasil, a espécie Siparuna apiosyce é comumente chamada de lim&o bra-
vo ou lim&o selvagem, em virtude de seu forte odor de lim&o e a forma dos seus fru-
tos (Correa, 1926, 1978). Esta espécie esta descrita na 12 Farmacopéia Brasileira. A
tintura das folhas é empregada em problemas géstricos e respiratérios (Dias da Sil-
va, 1926).

Apesar de cerca de 70 espécies serem classificadas no género Siparuna
(Cronquist, 1981; Hegnauer, 1990; Rener e Hausner, 1995), as pesquisas quimicas
e biologicas séo reduzidas (Lopez et al., 1990 e 1993; Leitdo et al., 2000).

Os alcaldides foram os constituintes mais estudados nesse género, quando
comparados aos demais componentes: 6leos essenciais, esterbides, flavondides e
sesquiterpenos (El-Seedi et al., 1994, Leit&o et al., 2000). Outras substancias relata-
das no género sdo esqualeno, hidrocarbonetos, glicerideos, acidos graxos e seus
éteres metilicos. Esse género foi considerado também como acumulador de alumi-
nio (Gibbs, 1974, Hegnauer, 1990).

A primeira andlise quimica do género Siparuna foi realizada por Peckolt e
Peckolt (1888) empregando para esse estudo a espécie Siparuna apiosyce. Em
1976, Braz et al. realizaram o primeiro isolamento de componentes do género, a par-
tir da espécie S. guianensis. Foram isolados do extrato hexanico do caule, dois alca-
l6ides oxoaporfinicos: liriodenina e cassamedina. Em 1990, Lopez et al, isolou da

espécie Siparuna tonduziana Perkins, os alcal6ides aporfinicos liriodenina e oxonan-



tenina, descreveu pela primeira vez os alcalbdides laurotetanina, nornantenina e ano-
naina.

Os alcaléides mais comuns no género Siparuna sao, sobretudo, liriodenina e
oxonantenina (Jenett-Siems et al., 2003). Alcal6ides benzoquinolinicos foram tam-
bém detectados no género Siparuna (Kato et al., 1996; Marques et al., 2008).

O alcal6éide anonaina mostrou atividade antimicrobiana, citotoxica e hipoten-
sora (Rios et al., 1989). A liriodenina mostrou agao hipotensora, antimicrobiana, anti-
leucémica e citotoxica (Rios et al., 1989). A oxonantenina se caracterizou antiagre-
gante plaquetaria e antimicrobiana (Jenett-Siems et al., 2003). A laurotetanina apre-
sentou acao hipotensora, anestésica local e espasmolitica (Rios et al., 1989; Jenett-
Siems et al., 2003).

A presenca de Oleo essencial nas espécies do género Siparuna confere-lhes
forte e caracteristico odor aromético, sendo descrito em geral como citrico (Akisue,
1977). As primeiras extragfes de 6leos essenciais do género foram realizadas em
1984 por Pekolt, entretanto ndo foi realizada a andlise dos componentes. As espé-
cies utilizadas na época para a extracdo do 6leo essencial foram: Siparuna obovata,
Siparuna cujabana e Siparuna apiosyce.

Manjarrez e Mendonga (1967) isolaram 6leo essencial de Siparuna nicara-
guensis Hemsl constituido de monoterpenos volateis como citral, beta elemeno, beta
ionona, carvona.

Akisue (1977) estudou os 0leos essenciais das espécies Siparuna cujabana,
Siparuna brasiliensis e Siparuna apiosyce e constatou a presenga de carvona, limo-
neno, cineol, cariofileno, citral, humuleno, nerol, cedrol, mirceno e bisabolol e des-
creveram no 6leo essencial de Siparuna guianensis, a presenga dos compostos iné-
ditos curzerenona e miristicina € em menor proporgao curzereno, e 0 sesquiterpeno
germacrona. Foi constatada & semelhancga estrutural entre a germacrona e o germa-
creno, feromdnio de afideos que sdo insetos minusculos que se alimentam da seiva
de plantas. Segundo os autores, este fato mostrou-se interessante, visto que esses
insetos visitam com frequiéncia as flores das espécies do género Siparuna.

Na espécie Siparuna guianensis foram caracterizados compostos de estrutura
esteroidal como o estigmasterol e B-sitosterol (Dominguez, 1961; Braz et al., 1976).
Kato et al. (1996) constataram a presencga de B-sitosterol na forma glicosilada em

Siparuna arianae Pereira.



O B-sitosterol apresenta atividades antimicrobianas, antiinflamatdrias, antipiré-
tica, inibidor de fertilidade e anticolesterol (Gupta et al., 1980; Malini e Vanithakuma-
ri, 1993; Jenett-Siems et al., 2000).

Com relacdo a presenca de sesquiterpenos, o género ndo tem sido bem estu-
dado. Siparuna macrotepala Perkins foi estudada por El-Seedi et al. (1994) que
constataram a presenca de sesquiterpenos do grupo cadinano, descrevendo dois
compostos inéditos (1,6-dimetil-tetrahidronaftalenona-4 e 1-hidroxicalameneno). A
investigacao das folhas de Siparuna pauciflora A. DC. detectou trés novos sesqui-
terpenos (germacrano sipaucina A, elemano sipaucina B e sipaucina C), que envolve
um novo tipo de esqueleto carbbnico; além de quatro alcaléides aporfinicos (norbol-
dina, boldina, laurotetanina e N-metil- laurotetanina). Os novos sesquiterpenos apre-
sentaram atividade bioldgica consideravel sobre Plasmodium falciparum com ICsq
variando de 3,1 pg/mL a 5,4 pg/mL (Jenett-Siems et al., 2000 e 2003).

2.4. Leishmaniose

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), aproximadamente 350 mi-
lhdes de pessoas, estdo em areas de contaminacdo de leishmaniose e mais de 12
milhdes de pessoas em 88 paises sdo afetadas pela doenca (Pal et al., 2002; Maes
et al., 2004; Bailey, 2007; Neitzke et al., 2008).

Surgem a cada ano mais de 2 milhées de novos casos, sendo mais da metade
dos casos de leishmaniose cutanea e em torno de 500 mil novos casos de leishma-
niose visceral (Neto et al.,, 2004; Murray et al., 2005). No entanto, nem todos os ca-
sos sdo oficialmente declarados, pois a declaragéo é obrigatéria em apenas 32 dos
88 paises afetados pela doenca (Singh et al., 2006; OMS, 2007; Romero e Boelaert,
2010).

No Brasil existem cerca de 26.000 casos registrados de leishmaniose por ano,
0S quais estdo presentes, sobretudo na regido norte, nordeste e sudeste, com franca
expansdo pelo pais (Neto et al., 2004; Neitzke et al., 2008).

Esta alta incidéncia da doenca, com lesdes desfigurantes, nos casos de leish-
maniose tegumentar, e as vezes fatais nos casos de leishmaniose visceral, levou a
OMS a inclui-la entre as seis mais importantes endemias do mundo (Desjeux, 2004;
Bailey, 2007). A doenca possui distribuicdo mundial ocorrendo em areas tropicais e
subtropicais dos cinco continentes (Figura 18) (WHO/TDR, 2005; OMS, 2007; OMS,
2009; Maltezou, 2010).



Figura 18 - Distribuicdo mundial da leishmaniose (OMS, 2007).

O perfil epidemiolégico da doenca tem se modificado ao longo do tempo. O
crescimento desordenado da populagéo, a urbanizacéo e as modificacbes ambien-
tais tém contribuido para o aumento do contato entre os seres humanos e o parasito,
além do aumento do numero de casos em regifes urbanas, e periurbanas (Hailu,
2005; Neitzke et al., 2008).

No Brasil, Peru e Bolivia predomina-se com quase 90% os casos de leishmani-
ose mucocutanea (LMC). Somados a estes paises tem-se o Afeganistéo, Siria, Ira e
Arabia Saudita, considerados os principais responsaveis pelos casos de leishmanio-
se cutanea (LC) (Fournet et al., 1993; OMS, 2007). E mais de 90% dos casos de
leishmaniose visceral (LV) ocorrem em paises como o Brasil, Bangladesh, india e
Sudao (WHO/TDR, 2005; OMS, 2007; OMS, 2009).

De acordo com a espécie de Leishmania a doenca pode produzir manifesta-
¢cOes clinicas distintas: cutadneas, mucocutaneas, cutaneas difusas e viscerais que
podem ser observadas na Tabela 1 (Rodrigues et al., 2002; Desjeux, 2004; Soto et
al., 2007).



Tabela 1- Leishmanioses do Novo Mundo e seus agentes etiolégicos.

Leishmaniose Tegumentar Americana

Cutanea

Cutaneo-mucosa

Cutaneo-difusa

Leishmaniose
Visceral America-
na

Complexo braziliensis
L. (V.) braziliensis*

L. (V.) peruviana

L. (V.) guyanensis*

L. (V.) panamensis
Complexo mexicana
L. (L.) mexicana

L. (L.) pifanoi

L. (L.) amazonensis*
L. (L.) venezuelensis

Complexo braziliensis
L. (V.) braziliensis*

Complexo mexicana
L. (L.) mexicana

L. (L.) pifanoi

L.(L.) amazonensis*

Complexo donovani
L. (L.) chagasi*
L. (L.) donovani
L. (L.) infantum

Adaptado de Lainson; Shaw, 1987; Mazorchi, 1989. *ocorréncia no Brasil.

A leishmaniose cutanea (LC) apresenta lestes exclusivamente na pele, limita-

da, e em forma de papula, que pode progredir para Ulceras abertas e ndédulos (Figu-

ra 19). Esses podem ainda se disseminar pela pele caracterizando a leishmaniose

cutanea difusa (LCD) (Figura 20). A leishmaniose mucocutanea (LMC) (Figura 21) é

considerada uma complicacdo da LC ou LCD, como o aparecimento de lesdes des-

trutivas em algumas mucosas (Chappuis et al., 2007).

Figura 19 - Leishmaniose cutanea (LC) (OMS, 2007).
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Figura 21 - Leishmaniose mucocutanea (LMC) (OMS, 2007).

A forma visceral (LV) da doenca se caracteriza pelo tropismo do parasito pelo
sistema fagocitico mononuclear de 6rgdos como o figado, o baco e a medula, que se
tornam hipertrofiados (Figura 22) (Cunningham, 2002; Desjeux, 2004; Murray et al.,
2005).

Figura 22- Leishmaniose Visceral (LV) (Fonte: OMS, 2007).



O ciclo de transmissédo da leishmaniose é composto por hospedeiros verte-
brados e invertebrados. Os hospedeiros vertebrados podem variar de acordo com as
espécies envolvidas e com as manifesta¢gdes clinicas. As formas tegumentares pos-
suem como hospedeiros, além do homem, animais silvestres e domésticos. Ja nas
manifesta¢des viscerais, 0os hospedeiros sdo canideos silvestres, cdes domésticos e
também o homem (Camargo, 2003; Azevedo et al., 2008; OMS, 2009).

Os vetores ou hospedeiros invertebrados da leishmaniose sdo dipteros do
género Phlebotomus, no Velho Mundo e Lutzomyia, no continente americano. No
Brasil, Lutzomyia longipalpis é o vetor mais importante (Pinto et al., 2010). A espécie
Lutzomyia cruzi também pode ser responsavel pela transmissdo em alguns Estados
do Brasil (Gontijo e Melo 2004; Camargo-Neves e Santucci, 2005).

Nenhuma outra espécie de flebotomineo é t&o sinantropica quanto a Lutzom-
yia longipalpis, ou seja, esta espécie esta totalmente adaptada ao meio urbano onde
encontram condi¢des para proliferagdo e infeccao (Gontijo e Melo, 2004; Camargo-
Neves, 2005; Medeiros et al., 2005; Pinto et al., 2010).

Essa espécie era encontrada somente nas matas das regides norte e nordes-
te do Brasil fazendo parte apenas do ciclo primério ou silvestre. No final dos anos
80, verificou-se sua distribuicdo por todo o pais, com excecao da regido sul. Nas pe-
riferias de grandes centros urbanos é encontrada em domicilios e peridomicilios, ca-
racterizando o novo perfil epidemiolégico da doenca (WHO/TDR, 2005; OMS, 2009)

Conhecidos por varios nomes como cangalha, cangalhinha, birigui, tatuira,
mosquito palha ou asa dura, o inseto da espécie Lutzomyia longipalpis mede de 1 a
3 milimetros de comprimento e possui o corpo e asas pilosos (Almeida, 2003; Pisco-
po e Mallia, 2007) (Figura 23). Voam em pequenos saltos, o que limita seu desloca-
mento préximo ao solo, a vegetacdo, bem como em raizes e/ou troncos de arvores,
além de tocas de animais. Preferem ambientes sombreados com pouca luz e alta
umidade (80%), temperaturas entre 20 e 30 °C e acumulo de matéria orgénica, onde
ficam protegidos do vento e contra predadores naturais (Rodas e Poletto, 2001; Ca-

margo-Neves e Santucci, 2005; Pinto et al., 2010).



Figura 23 - Lutzomyia longipalpis, vetor da leishmaniose (Fonte: OMS, 2007).

Somente as fémeas se alimentam de sangue, pois a hematofagia é necessa-
ria para maturacdo dos ovos. Os machos se alimentam do néctar das plantas
(WHO/TDR, 2005; Medeiros et al., 2005; OMS, 2009).

O parasito da Leishmania é um protozoario pleomérfico, que se reproduz por
divisdo binéria, e durante o seu ciclo de vida, se apresenta sob as formas: promasti-
gota, amastigota, paramastigota e promastigotas metaciclicos. As formas de repro-
ducgéo séo a amastigota, no hospedeiro vertebrado, e a forma promastigota, no hos-
pedeiro invertebrado. O ciclo biolégico da Leishmania se inicia pela picada da fémea
do flebotomineo infectado, que durante a hematofagia introduz formas promastigotas

metaciclicas infectantes no hospedeiro vertebrado (Figura 24).
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Figura 24 - Ciclo de vida da Leishmania ssp. (WHO/TDR, 2005).

Alguns autores sugerem que na populagcéo canina a transmisséo se dé por
meio da ingestdo de carrapatos infectados, e também por mordeduras, cépula e in-
gestdo de visceras contaminadas, porém ndo ha evidéncias sobre a importancia e-
pidemiolégica desses mecanismos de transmissdo para humanos (Ashutosh et al.,
2007; Antinori et al., 2008).

Co-infeccéo Leishmania ssp. e HIV

O surgimento da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) trouxe a re-
emergéncia e, principalmente, o aumento da incidéncia de doengas ligadas a imu-
nossupressao celular, causadas por micobactérias, fungos e protozoéarios (Dujardin,
2005; OMS, 2007; Catorze, 2005; Carranza-Tamayo, 2009).

O primeiro caso de leishmaniose associado a infec¢ao pelo virus da imunode-
ficiéncia humana (HIV) foi relatado em 1985 (OMS, 2007; OMS 2009). A distribuigéo
global dos casos reportados de infeccdo concomitante do HIV e leishmaniose visce-
ral pode ser vista na figura 25. A co-infecgéo € descrita em véarias partes da Europa
(Catorze, 2005; OMS, 2007; Pourahmad et al., 2008). A doenca se apresenta com

comportamento tipicamente oportunista, havendo, principalmente, reativagéo de in-



feccdo prévia e, ainda, infeccdo recente, quer seja por cepas pouco ou altamente
patogénicas (Marques et al., 2007; OMS 2007; Pourahmad et al., 2008).

[ Leishmaniose
Il Co-infecgdo

Figura 25 - O mapa mostra a distribuicao global dos casos reportados de co-infeccdo Leishmania
ssp./HIV e a  distribuicio dos casos de leishmaniose (reproduzido do site
http:/imww.OMS.int/csr/resources/publications/CSR_ISR_2007_1leish/en/index.htmL)

O comportamento epidemiolégico e clinico da leishmaniose visceral na regido
do Mediterraneo preenche critérios de doenca caracterizadora de AIDS. Entretanto,
em regides onde as leishmanioses séo consideradas endémicas, como no Brasil, os
critérios ndo estdo bem definidos, embora alguns aspectos da co-infeccédo Leishma-
nia/HIV favorecam a definicdo da leishmaniose como doenca oportunista (Pandey,
2009; Carranza-Tamayo, 2009; Pourahmad et al., 2008).

No Brasil, os dados até agora disponiveis em relacao a co-infeccdo Leishma-
nia/HIV ndo permitem concluséo definitiva sobre o comportamento oportunista da
Leishmania. Entretanto, a frequente reativacao de infeccdo primaria, descricdo de
formas clinicas viscerais causadas por Leishmania dermotropicas e ocorréncia de
apresentagdes clinicas tegumentares atipicas, sdo muito sugestivas de comporta-
mento oportunista da leishmaniose visceral e tegumentar na AIDS (OMS 2007; Pou-
rahmad et al., 2008).

Controle da leishmaniose no Brasil

Em virtude das caracteristicas epidemiologicas e do conhecimento ainda insu-
ficiente sobre os vérios elementos que compdem a cadeia de transmissao da leish-
maniose, as estratégias de controle desta endemia ainda séo pouco efetivas. Estas

medidas concentram-se no diagndstico e tratamento precoce dos casos, reducao da



populagéo de flebotomineos, eliminacdo dos reservatorios e atividades de educacéo
em saude (MS, 2006a; Chappuis et al., 2007; Romero e Boelaert, 2010).

Até o ano de 2003, as estratégias de controle, realizadas muitas vezes de
forma isolada e sem continuidade, ndo foram efetivas para reduzir a incidéncia, o
que determinou a reavaliagdo do Plano de Controle da Leishmaniose Visceral
(PCLV). Pelas novas diretrizes, os estados e municipios sem ocorréncia de casos
humanos ou caninos também foram incluidos nas acdes de vigilancia, com o
objetivo de evitar ouminimizar a expansao da doenga (MS, 2003; 2006b). Onde
ocorre a transmisssdo, as medidas séo distintas, adequadas e realizadas de forma
integrada. O PCLV é aplicado em areas urbanas ou rurais.

As ag0Oes voltadas para o homem incluem a busca ativa e passiva de casos
humanos suspeitos e manutencdo de centros capacitados para atendimento dos do-
entes. O tratamento deve ser precoce, para promover a recuperagao dos pacientes,
diminuir a mortalidade e a morbidade, e reduzir o foco de infeccdo, onde o homem
pode servir de reservatério (Costa e Vieira, 2001; MS, 2003; Medeiros et al., 2005).

O controle quimico é a medida de controle vetorial recomendada no ambito da
protecdo coletiva. Esta medida é dirigida apenas para o inseto adulto e tem como
objetivo evitar e/ou reduzir o contato entre o inseto transmissor e a populacdo hu-
mana, e consequentemente, diminuir o risco de transmissdo da doencga (MS, 2003,
2006b, Camargo-Neves e Santucci, 2005).

Este controle é realizado com asperséo de inseticidas no domicilio, &reas pe-
ridomiciliares e anexos, principalmente nos abrigos dos animais domésticos (Camar-
go-Neves e Santucci, 2005; Medeiros et al., 2005). Os inseticidas mais eficazes con-
tra fleb6tomos sdo os de efeitos residuais, como os clorados, os fosforados e os pi-
retroides sintéticos (Rodas e Polleto, 2001; Ribeiro e Michalick, 2001).

Com relagé@o as orientag6es dirigidas ao controle do reservatério canino, a
pratica da eutanésia é recomendada a todos 0s animais sororreagentes e/ou parasi-
toldgico positivo. Para a realizagdo da eutanasia, deve-se ter como base a Resolu-
cdo n.° 714, de 20 de junho de 2002, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria,
gue dispbe sobre os procedimentos e métodos de eutanasia em animais e da outras
providéncias (MS, 2006a; Trigo et al., 2010).

Entretanto, a eutanasia dos cdes é um procedimento controverso. O critério
usado na selecdo dos cées a serem eliminados é o resultado do diagnostico sorol6-

gico RIFI (método de imunofluorescéncia indireta). Neste teste, a sensibilidade é de



90-100% e a especificidade de 80%. Isso compromete a efetividade e a credibilidade
do resultado ja que deixa de detectar e sacrificar animais infectados, os falsos nega-
tivos e, por outro lado, recomendam o sacrificio de animais ndo infectados, os falsos
positivos. Assim, as taxas de infecgBes s@o subestimadas e vérios cdes infectados
sdo mantidos em areas endémicas (Alves e Bevilacqua, 2004; Nunes et al., 2010).

Outro problema relacionado a préatica da eutanasia de cédes soropositivos é
a ligagéo sentimental entre os animais e seus donos. Muitos proprietérios de cées se
recusam a permitir o procedimento, contribuindo para a manutencdo da cadeia de
transmissao (Ribeiro e Michalick, 2001; Nunes et al., 2010). A OMS reconhece que
existem caes de grande valor afetivo, econdmico e pratico, por isso, nao podem ser
mortos indiscriminadamente (Ribeiro e Michalick, 2001; OMS, 2006).

O PCLYV diz que o exterminio € uma politica equivocada e ultrapassada que
segue as recomendacdes do 6° Informe Técnico da OMS de 1973, jA em desuso na
maior parte do mundo. Além disso, o 8° Informe Técnico de 1992 diz que a renova-
¢do da populagéo canina se sobrepfe a taxa de eliminacdo. Para a OPAS, o contro-
le populacional, por meio da captura e esterilizacdo, aliados a educacao para a pos-
se responsavel de animais sdo as estratégias aceitas mundialmente (OPAS/OMS,
2006; Nunes et al., 2010).

Uma alternativa é o uso de coleiras com inseticidas na protecdo dos cées.
No Brasil, estudos concluiram que a utilizacdo de coleiras com deltametrina a 4% é
mais efetiva que a eutanasia de cdes soropositivos (Gontijo e Melo, 2004; Camargo-
Neves et al., 2005; Glasser, 2005). E banhos sistematicos com deltametrina indica-
ram reducdo da prevaléncia da doenga canina na China (Camargo-Neves et al.,
2005).

Outro fator determinante para a prevencgéo e o controle da doenca é a inclu-
sdo social. Nos paises em desenvolvimento, as ac¢des dirigidas para controlar de-
terminado problema de saude em uma populagéo afetada ou exposta deixam de la-
do a educacéo popular como medida sanitaria concreta; Este € um ponto débil que,
na maioria das vezes, pode levar ao fracasso dos programas de controle, como o-
correu com a doenga de Chagas em paises como Brasil e Argentina (Gama et al.,
1998; MS, 2006a).

Assim, as atividades de educagdo em saude tém que estar inseridas em to-
dos os servigos que desenvolvem as agdes de controle da LV, requerendo o envol-

vimento efetivo das equipes multiprofissionais e multi-institucionais com vistas ao



trabalho articulado nas diferentes unidades de prestacdo de servigos (MS, 2006a).
As comunidades atingidas precisam aprender a se proteger e participar ativamente
das acdes de controle (OPAS/OMS, 2006; Chappuis et al., 2007; Romero e Boelaert,
2010).

Tratamento

Historicamente, a quimioterapia da leishmaniose tem sido baseada no uso
dos antimoniais pentavalentes como farmacos de primeira escolha, como o Pentos-
tan® (estilbogluconato de sédio) e Glucantine® (antimoniato de meglumina) (Brendle
et al., 2002). Os farmacos de segunda escolha como a pentamidina e anfotericina B,
sdo importantes na terapia combinada, ou em casos de tratamento resistente aos
antimoniais (Sundar et al., 2006; Sundar et al., 2010). No entanto, esses medica-
mentos necessitam de administracdo parenteral e o tratamento é longo. Os efeitos
secundarios sdo graves além das altas taxas de recaida, em especial, nos pacientes
imunocomprometidos (Kayser et al., 2003; Croft et al.,, 2006; Bhattacharya et al.,
2007; Santos et al., 2008; Sundar et al., 2010).

Os efeitos toxicos registrados com ambos os farmacos, correspondem a ne-
frotoxicidade com o uso da anfotericina B, e cardiotoxicidade e pancreatite com 0s
antomoniatos (Croft, 2006). O tratamento com anfotericina B lipossdmica apresenta
menor toxicidade, entretanto ha recidivas em cerca da metade dos casos (Kayser et
al., 2003; Seifert et al., 2003; Palumbo et al., 2008; Sundar et al., 2010), além do seu
alto custo.

A terapia tem sido ainda mais complicada pelo grande nimero de criangas in-
fectadas, pacientes imunocomprometidos e diminuicdo da eficacia dos compostos
antimoniais pentavalentes. Provavelmente, deve-se ao desenvolvimento de resistén-
cia dos patdgenos. Essa situacao justifica a busca de novos compostos como alter-
nativa de controle (Palumbo et al., 2008; Maltezou, 2010).

A miltefosina (Impavid®), hexadecilfosfocolina, € o mais novo medicamento
leishmanicida aprovado (2002), e primeiro medicamento oral altamente eficiente em
infecgbes viscerais por Leishmania em humanos (Bhattacharya et al., 2007). Esse
farmaco foi introduzido como tratamento oral em regiées endémicas da india (Sun-
dar et al., 2006). Sua associacao ao fluconazol, também administrado via oral, apre-
senta efetividade sobre leishmaniose cutanea (Oullette et al., 2004). Originalmente

foi desenvolvido como um agente antitumoral, mas desde o final dos anos 80 sua



atividade leishmanicida foi descrita, tanto in vitro quanto in vivo (Palumbo et al.,
2008; Romero e Boelaert, 2010).

A miltefosina foi o primeiro medicamento a apresentar atividade sobre L. (L.)
donovani in vitro (Paris et al., 2004). Devido sua recente utilizagdo, ndo se tém mui-
tos dados em relagéo a resisténcia dos parasitos (Seifert et al., 2003; Palumbo et al.,
2008). Mas o uso intensivo deste medicamento j& demonstrou sinais de resisténcia,
provavelmente associada com a glicoproteina-p que faz a captacdo de miltefosina
para o interior da célula (Belliard, 2003; Croft et al., 2006; Maltezou, 2010).

2.5. Doencgade Chagas

E uma infecgdo zoonotica causada pelo Trypanosoma cruzi, que € um proto-
zoéario hemoflagelado, pertencente a ordem Kinetoplastidae. Trés estagios morfolo-
gicos estdo presentes no ciclo do protozoério: amastigota, epimastigota e tripomasti-
gota (Zaidenberg et al., 2000; Coura e Castro, 2002; Almeida et al., 2007; Carod-
Artal, 2009; Kropf e S&, 2009; Boscardin et al., 2010).

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana afeta os paises das A-
meéricas, desde o sul dos Estados Unidos até o sul da Argentina e Chile. Estima-se
gue na América Latina, 16 a 18 milh6es de individuos possam estar acometidos, e
no Brasil 1,8 a 2,4 milhdes na fase cronica da doenca. Cerca de 120 milhdes de
pessoas estao expostas ao risco em todo continente americano (Kropf, 2005; Teixei-
ra et al., 2006; OMS, 2007; Bricefio-Ledn, 2009).

A principal forma de transmisséo é por meio de insetos triatomineos hemat6-
fagos pertencentes a familia Reduviidae, conhecidos vulgarmente como “barbeiros”
(Sherlock, 2000). Epidemiologicamente é a forma de transmissdo mais importante
(Shmunis, 2000). Porém, pode ser transmitida por transfusdo sanguinea, transmis-
sdo congénita, acidente laboratorial, transmissao oral, coito e transplante (Shmunis,
2000; Teixeira et al., 2006; Castro, 2009).

Durante a hematofagia, o triatomineo elimina tripomastigotas metaciclicos
em suas fezes. Estas formas infectantes também podem penetrar as mucosas atra-
vés dos olhos. O tripomastigota invade células do sistema mononuclear, perde o fla-
gelo, se transformando em amastigota. Ocorre multiplicacdo por divisdo binaria até
que a célula fique repleta de amastigotas, em seguida as amastigotas se transfor-
mam novamente em tripomastigotas. A célula se rompe liberando tripomastigotas,

que disseminam através da circulagdo sanguinea e sistema linfatico. Essas formas



tripomastigotas conseqiientemente alcangam outros 6rgéos, principalmente coragéo,
tubo digestivo e plexos nervosos (Zaidenberg et al., 2000; Teixeira et al., 2006) (Fi-
gura 25). Ao se alimentarem de sangue de pessoas ou animais infectados, os tria-
tomineos podem ingerir tripomastigotas que s&o convertidos em epimastigotas em
seu tubo digestivo. Estes se reproduzem por divisdo binaria e ao alcancarem a por-
¢éo final do intestino do inseto transformam-se novamente em tripomastigotas (Zai-

denberg et al., 2000; Teixeira et al., 2006) (Figura 26).
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Figura 26 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi (OMS, 2006).

Para o tratamento da doenca de Chagas os farmacos mais utilizados sé&o nifur-
timox e benznidazol (Coura e Castro, 2002; Osorio et al., 2006). Em 2003, os direitos
e a tecnologia de fabricagcdo do benznidazol foram cedidos ao Brasil pela Roche, e
passou a ser produzido pelo Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco
(LAFEPE) (Schoffield et al., 2006). Esses medicamentos suprimem a parasitemia e
sdo utilizados na fase aguda da doencga, através de sua acao contra tripomastigotas
circulantes. Porém, sdo menos eficazes contra a infec¢do crénica, pois neste caso
devem ser administrado por tempo prolongado e tornam-se toxicos. Os mecanismos
de acgéo e resisténcia ainda ndo sdo bem compreendidos, apesar do conhecimento
acerca da producao de radicais livres intracelulares (Sosa-Estani et al., 2004; Pinto
et al., 2009).



2.6. Infecgdes Fungicas

Ao longo da ultima década a incidéncia de infecgBes fungicas tem aumentado.
As infecgOes hospitalares oportunistas, principalmente por leveduras, aparecem em
pacientes em tratamento de neoplasias, ou nos casos de transplante de 6rgdos, sin-
drome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), lupus eritematoso sistémico, entre ou-
tras doengas que causam imunodepressao (Nucci e Marr 2005; Macédo et al.,
2008).

Atualmente, podemos evidenciar uma mudanga marcante no perfil epidemiol6-
gico das infecgBes por leveduras, com descricdo de espécies emergentes (Richard-
son e Lass-Florl, 2008). Estas leveduras apresentam a habilidade de passar da con-
dicdo de comensais a patdgenas. Isto acontece quando os diversos fatores de viru-
Iéncia, incluindo a secrecdo de enzimas hidroliticas como proteases e as condi¢des
no hospedeiro sdo favoraveis (Reynolds, 2009).

Os fungos mais comumente isolados de infec¢des oportunistas séo Candida
albicans e néo albicans; Cryptococcus neoformans; Aspergillus, (predominando o
Aspergillus fumigatus; Fusarium sp., Cephalosporium sp., Rhodotorula rubra, Clado-

phialophora bantiana, Exophiala sp. (Ceccil, 2005).
2.6.1. Candidiase

As leveduras do género Candida séo frequentes no hospedeiro imunocom-
prometido, com aproximadamente 20 espécies reconhecidamente patogénicas des-
tacando-se Candida albicans, Candida tropicalis e Candida glabrata (Macédo et al.,
2008). O diagnostico é considerado dificil e as taxas de morbidade e mortalidade,
sdo altas apesar das terapias antifungicas (Slavin et al., 2010). Sua presenga na mi-
crobiota humana propicia a ocorréncia de infecgdes, principalmente devido aos fato-
res de viruléncia do fungo e a interagdo com pacientes hospitalizados, com debilida-
de do sistema imunoldgico. Farmacos poliénicos e azélicos constituem o principal
recurso terapéutico (Slavin et al., 2010).

A candidiase oral é a manifestagao clinica mais comum, a candidiase esofa-
gica estd associada a imunodepressdo mais profunda e gastrointestinal esta mais
relacionada ao cancer terminal e & antibioticoterapia prolongada (Loss et al., 2010).
Pode ocorrer candidiase sistémica e candidemia, que é mais frequente nos pacien-

tes pos-transplantados, portadores de lesdo ou protese de Valvulas cardiacas, por-



tadores de leucemia e nos submetidos a nutricdo parenteral prolongada (Feng et al.,
2009).

2.6.2. Criptococose

E uma infeccdo principalmente oportunista ocorrendo com grande frequéncia
em pacientes imunodeprimidos, quase sempre sob a forma de lesdes nos pulmdes
ou sistema nervoso central. Com a epidemia de AIDS sua frequéncia tem aumenta-
do significativamente (Kuria, et al., 2009; Deok-Jong Yoo et al., 2010)

A criptococose é provocada, principalmente por: Cryptococcus neoformans
var. neoformans (sorotipos A e D) e Cryptococcus neoformans var. gattii (sorotipos B
e C)

O Cryptococcus pode penetrar no hospedeiro por via inalatéria, oral ou trans-
dérmica. Normalmente é inalado, e causa inicialmente, uma infec¢cao pulmonar. A
principal defesa do hospedeiro é a fagocitose, dependente de complemento, por
macroéfagos e neutroéfilos (Kessler et al., 2010, Pfaller et al., 2010).

A imunidade celular apresenta um papel importante na defesa contra a cripto-
cocose. Assim, é grande a incidéncia da doenga em pacientes transplantados, leu-
cémicos, HIV - positivos, pacientes com linfomas ou em uso prolongado de corticote-
rapia (Kuria et al., 2009; Neofytos et al., 2010)

Em individuos sadios, a infecgéo localiza-se nos pulmdes e ndo causa sinto-
mas. Se o hospedeiro tornar-se imunodeprimido, micro-organismos que persistiram
de infecgBes prévias, ou em casos de reinfecgBes, podem se reativar e disseminar-
se para outros locais.

Assim, pessoas imunocompetentes ou imunossuprimidas estdo sujeitos a uma
série de complicac¢des infecciosas provocadas por protozoarios e fungos. Neste con-
texto, o objetivo deste trabalho é investigar moléculas extraidas de plantas do bioma
Cerrado, ativas em Leishmania (Leishmania) chagasi, Leishmania (Leishmania)

amazonensis, Trypanosoma cruzi e em espécies de Candida e Cryptococcus.



3. OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade de extratos de plantas do bioma Cerrado sobre

protozodrios e fungos.
3.1. Objetivos especificos

Selecionar extratos brutos ativos in vitro em formas promastigotas de
Leishmania (Leishmania) chagasi, Leishmania (Leishmania) amazonensis e formas
epimastigotas de Trypanosoma cruzi.

Avaliar a atividade dos extratos ativos in vitro em formas amastigotas de
Leishmania (Leishmania) chagasi e Leishmania (Leishmania) amazonensis.

Avaliar a atividade dos extratos ativos em espécies de leveduras do género
Candida e Cryptococcus.

Verificar a citotoxicidade dos extratos ativos em células de mamiferos.

Avaliar a atividade de um extrato selecionado ativo em modelo experimental
de infecgdo por Leishmania (Leishmania) chagasi.

Realizar o fracionameto cromatografico de um extrato selecionado ativo e

monitorar a atividade em Leishmania.



4. MATERIAL E METODOS
4.1. Identificagdo e coleta do material vegetal

As espécies vegetais do Cerrado foram coletadas com o auxilio do boténico
Prof. Dr. José Elias de Paula/UnB do Departamento de Botanica da Universidade de
Brasilia, no periodo de janeiro de 2006 a janeiro de 2008, no bioma Cerrado, no en-
torno do Distrito Federal. As espécies foram identificadas e as exsicatas sdo manti-
das no Herbario da Universidade de Brasilia (UB/UnB) para garantir a autenticidade

das espécies coletadas. Na tabela 2 podem ser observadas as espécies coletadas e

0 seu numero de Herbéario.

Tabela 2- Espécies de plantas coletadas no bioma Cerrado.

- - Nimero
Familia Espécie Herbario
Anacardiaceae Schinus terebinthifolius Raddi (UB) 3753
Annonaceae Cardiopetalum calophyllum Schitdl. (UB) 3703
Apocynaceae Condylocarpon isthmicum (Vell.) A. DC. (UB) 3663

Peschiera affinis Miers (UB) 3717
Asteraceae Eremanthus glomerulatus Less. (UB) 3721
Eremanthus sphaerocephalus Baker (UB) 3708
Bignoniaceae Anemopaegma arvense (Vell.) Stellfeld (UB) 3691
Anemopaegma chamberlaynii (Sims.) Dur. Ik. (UB) 3715
Arrabidaea florida DC. (UB) 3714
Burseraceae Protium heptaphyllum L. Marchand (UB) 3689
Protium ovatum Engl. (UB) 3694
Ebenaceae Diospyros hispida A. DC. (UB) 3760
Magnoliaceae Talauma ovata A. St. - Hil. (UB) 3738
Malphighiaceae Byrsonima crassa Nied. (UB) 3743
Meliaceae Guarea guidonia (L.) Sleumer (UB) 3712
Mimosaceae Enterolobium ellipticum Benth. (UB) 3739
Rubiaceae Sabicea brasiliensis Wernham (UB) 3709
Chomelia pohliana Mll. Arg. (UB) 3741
Sapindaceae Matayba guianensis Aublet (UB) 3697
Sapotaceae Chrysophyllum soboliferum Rizzini (UB) 3733
Pouteria gardneri (Mart. & Mig.) Baehni (UB) 3672
Pouteria ramiflora (Mart.) Radek. (UB) 3671
Pouteria torta (Mart.) Radek. (UB) 3674
Siparunaceae Siparuna guianensis Aublet (UB) 3720
(Monimiaceae) Siparuna cujabana A. DC. (UB) 3737
Zingiberaceae Renealmia alpinia (Rottboell) Maas (UB) 3719




4.2. Obtencgéo dos extratos brutos

Apés a coleta, os 6rgaos vegetais foram separados (folhas, casca e madeira
do caule e da raiz, rizoma e frutos), dessecados, estabilizados e pulverizados no La-
boratério Prof. José Elias de Paula - Anexo do laboratério de Farmacognosia /UnB.

O p6 do material vegetal foi submetido a maceragcao com multiplos contatos
(4 x 1 semana) com solventes de diferentes polaridades: hexano, diclorometano,
acetato de etila, etanol e solugéo hidroetandlica 90%. A solugéo extrativa foi recupe-
rada por filtragdo e concentrada em rotaevaporador e dessecada por meio de sopra-
dor térmico. Os diferentes extratos brutos obtidos foram conservados em recipientes
apropriados, rotulados e armazenados a -20 °C. Esses extratos compdem o Banco
de Extratos de Plantas do Bioma Cerrado do Laboratério de Farmacognosia da Uni-

versidade de Brasilia. A figura 27 demonstra as etapas de obteng&o dos extratos.

Estabilizacéo e pulverizagéo

- .



Filtracéo

Extrato bruto

Figura 27 — Esquema da metodologia de preparo dos extratos vegetais.



4.3. Cultura in vitro de Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania

(Leishmania) chagasi e Trypanosoma cruzi

As formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis foram obtidas da
cepa MHOM/BR/PH8, mantidas criopreservadas e repicadas em linhagem de ca-
mundongos C57BI6. Essa cepa foi fornecida pelo Laboratério de Dermatomicologi-
a/unB. Os protozoérios dessa cepa criopreservada foram inoculados nas patas dos
camundongos por injecdo intraplantar, para a manutenc¢éo da viruléncia. Para a utili-
zacao da cepa, os parasitos foram retirados das patas dos camundongos infectados
e transferidos para o meio de cultura solido, McNeal, Novy e Nicolle (meio NNN) (fi-
gura 28) a 22 °C por uma semana. Apos esse periodo, os parasitos foram transferi-
dos para o meio de cultura liquido RPMI (Sigma®) contendo 20% de soro fetal bovino

e mantidos em estufa a 22 °C até serem utilizados nos testes.

Figura 28 - Meio de cultura so6lido, McNeal, Novy e Nicolle (meio NNN)

As formas promastigotas de Leishmania (L.) chagasi pertencem a cepa
MCER/BR/79/M6445, fornecida pelo Laboratério de Leishmanioses do Nucleo de
Medicina Tropical/UnB. Essa cepa é mantida criopreservada e antes dos testes é
inoculada em hamsters para a manutencgdo da viruléncia da cepa. Os parasitos fo-
ram entdo, retirados do baco e figado dos hamsters e transferidos para o meio de
cultura sélido, McNeal, Novy e Nicolle (meio NNN) (figura 28) a 22 °C por uma se-
mana e, posteriormente, em meio liquido Schneider (Sigma®) contendo 10% de soro
fetal bovino onde permanecem até serem utilizados nos testes.

As formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi foram obtidas do isolado CL
Brener a partir de culturas in vitro de células L-6 infectadas, cedidas pelo Laborat6rio
de Interacdo Patogeno-Hospedeiro/UnB. A cultura e manutencéo da cepa foram fei-
tas em meio liquido LIT (Liver Infusion Tryptose) suplementado com 5% de soro fetal

bovino e 6 mg/mL de ampicilina, em estufa de 28 °C até o momento dos testes.



A curva de crescimento foi acompanhada por meio da contagem do ndmero
de parasitos, com auxilio de uma camara de Neubauer (figura 29). O valor de formas
/mL é determinado para cada teste.

Figura 29 - Camara de Neubauer

4.4. Cepas de Fungos

Para o teste de microdiluicdo utilizou-se cepas de leveduras cedidas pelo La-
boratério de Micologia de Goias (LMGO) das seguintes espécies padrées: Candida
albicans (C.a. ATCC 10231), Candida parapsilosis (C.p. ATCC 22019) e os isolados
clinicos: Candida glabrata (C.g. LMGO 44), Candida krusei (C.k. LMGO 174), e es-

pécies do complexo Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gatti.
4.5. Animais

Para a manutencdo das cepas de Leishmania (L.) chagasi foram utilizados
hamsters golden da espécie Mesocricetus auratus.

Para a manutencédo da cepa de Leishmania (L.) amazonensis foram utilizados
camundongos da linhagem C57BL/6 (Figura 30) que sdo mais resistentes a leish-
maniose com lesbes que crescem e ulceram rapidamente, mas regridem e curam
dentro de cinco meses ou evoluem lentamente e regridem sem ulcerar (Calabrese e
Gongalves da Costa, 1992).

Figura 30 - Camundongos C57BL/6



Para a obtencdo dos macréfagos utilizados nos testes de amastigotas e no
modelo experimental de infec¢do foram utilizados camundongos BALB/c adultos de
18 +2,0 g.

Para o modelo experimental de infec¢cdo foram utilizadas apenas as fémeas.
Os camundongos BALB/c (figura 31) sdo considerados mais suscetiveis a infeccéo

por leishmaniose e séo preconizados para os modelos em questao.

Figura 31- Camundogos Balb/c

Para o teste de avaliagcdo comportamental foram utilizados camundongos al-
binos (Mus musculus) variedade Swiss-Webster, adultos, com idade de 1,5 a 3 me-
ses, de ambos os sexos, pesando 23 £ 5,0 g.

Todos os animais foram mantidos no Biotério FS/FM em gaiolas de polipropi-
leno forrada com serragem, agua e racéo Purina® (Labina) ad libitum, temperatura
controlada 22 £ 2 °C, umidade de 40 — 50% (z+ 10) e ciclo de luz claro/escuro de 12
h.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica Animal da Universidade de Brasi-

lia (Anexo ).
4.6. Testes bioldgicos in vitro
4.6.1. Preparo das amostras

Para todos os testes in vitro, 0s extratos vegetais foram solubilizados em di-
metilsulfoxido (DMSO) a uma concentracdo de 10 mg/mL e concentracao final de
DMSO inferior a 1% (v/v).



4.6.2. Preparo do meio de cultura para os testes de triagem e calculo do

indice de concentragdo inibitoria de 50% dos parasitos (ICsp)

O meio utilizado para o teste com Leishmania ssp. € o meio liquido Schneider
(Sigma®) que ja vém pronto para uso e deve ser suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Gibco®). Para o teste T. cruzi o meio utilizado é o meio LIT em pé re-
constituido e suplementado com 5% de soro fetal bovino e 6 mg/mL de ampicilina,
que em seguida é filtrado em fluxo laminar utilizando um sistema de filtrag&o a vacuo
com membrana de poro 0,22 um. Trés aliquotas de 3 mL desse meio s&o separadas
e colocadas em estufa 37 °C para controle de esterilidade, permanecendo pelo me-
nos 3 dias. Caso o meio fique turvo, este deve ser desprezado, pois a turbidez indica

crescimento de microorganismos, caso contrario o meio foi liberado para uso.
4.6.3. Triagem da atividade de extratos brutos de plantas em parasitos
4.6.3.1. Procedimento do teste

O teste realizado para a triagem de extratos vegetais é baseado em viabilida-
de celular do parasito observada em microscopio invertido, modelo utilizado nor-
malmente para triagem de muitos extratos (Weniger et al., 2001; de Mesquita et al.,
2005a). Para a realizacdo do teste de triagem de atividade a solugdo estoque dos
extratos foi diluida em meio de cultura estéril na proporcéo de 1:3 (solucdo em DM-
SO: meio), obtendo-se uma concentragdo final de 2,5 mg/mL. A triagem da atividade
bioldgica foi analisada a concentracdo de 100 ug/mL. Para tal, a cada po¢o de uma
placa de cultura celular de 96 escavagdes de fundo chato foi adicionado 100 uL de
meio Schneider suplementado para os testes com Leishmania ssp. e 100 uL de meio
LIT suplementado, para os testes com T. cruzi. Em seguida, foram adicionadas ali-
quotas de 8 pL de extratos diluidos em meio de cultura (2,5 mg/mL), 10° formas
promastigotas de L. (L.) chagasi ou L. (L.) amazonensis ou 10° formas epimastigotas
de T. cruzi e por fim, meio de cultura Schneider (testes com Leishmania ssp.) ou LIT
(teste com T. cruzi) em quantidade suficiente para (g.s.p) 200 uL. A placa foi incuba-
da por 48 h & 22 °C para os testes com Leishmania ssp. e por 72 h a 28 °C para 0s
testes com T. cruzi. Apos o periodo de incubagéo foi realizada a analise de viabilida-

de dos parasitos.



Para o controle positivo foram utilizados os farmacos reférencia do teste:
miltefosina (25 pg/mL) para o teste com Leishmania ssp. (Camacho et al., 2003; Dut-
ta et al.,, 2005; Maltezou, 2010) e o benznidazol (100 pg/mL) para o teste com T.
cruzi (Lirussi, 2004; Vieira et al., 2008). Os controles negativos, foram o meio de
cultura e DMSO a 1%.

4.6.3.2. Avaliagéo dos resultados

O teste foi realizado em triplicata e a andlise dos resultados foi determinada
por meio de um microscépio invertido através da observacéo dos pocos da placa. Os
movimentos dos parasitos foram estimados de acordo com uma adaptagéo da avali-
acao descrita por Weniger et al. (2001) e as estimativas foram registrados conforme
se segue:

0 = quando 100% dos parasitos estavam em movimento (extrato considerado
inativo)

+ = quando havia mais de 50% dos parasitos em movimento (extrato conside-
rado pouco ativo)

++ = quando havia menos de 50% dos parasitos em movimento (extrato con-
siderado ativo)

+++ = quando 100% dos parasitos ndo apresentaram movimento (extrato

considerado muito ativo).

Nesse trabalho foram considerados apenas os extratos inativos (0 = quando
100% dos parasitos estavam em movimento) e os muito ativos (+++ = quando 100%

dos parasitos ndo apresentaram movimento)
4.6.4. Determinacgao do ICso dos extratos ativos

46.4.1. Procedimento do teste

Para o calculo do ICsg foi utilizado o método do MTT, o sal de tetrazolium 3-
[4.5-dimethylthiazol-2-yl]-2.5 diphenyl tetrazolium bromide (Mosmann, 1983; Vieira et
al., 2008)

Para o célculo do indice de concentracao inibitéria de 50% dos parasitos a so-
lucdo estoque dos extratos em DMSO (10 mg/mL) foi diluida em meio na proporcéo
de 1:1 (solugdo em DMSO: meio), obtendo-se uma concentragéo final de 5 mg/mL.

Assim, em uma placa de cultura de 96 escavagdes de fundo chato foi adicionado em



cada poco da primeira fileira 192 uL de meio Schneider ja suplementado para os
testes com Leishmania ssp. e 100 uL de meio LIT suplementado para os testes com
T. cruzi. Posteriormente, foram adicionadas aliquotas de 8 uL dos extratos diluidos
em meio. Nas fileiras seguintes, foram adicionados 100 uL de meio de cultura de
cultura Schneider para os testes com Leishmania ssp. e meio LIT para os testes com
T. cruzi. Dessa forma a primeira fileira ficou com um volume final de 200 uL e todas
as outras fileiras com apenas 100 uL. Com o auxilio de uma pipeta multicanal auto-
matica regulada para 100 pL foi feita a diluicdo seriada até a pendultima fileira, des-
prezando-se, ao final, os 100 pL restantes. Em seguida, adiciona-se a quantidade
necessaria de uL para a obtenc&o de 10° formas promastigotas de L. (L.) chagasi ou
L. (L.) amazonensis, ou 10° formas epimastigotas de T. cruzi. A Gltima fileira é desti-
nada aos controles do teste. Na figura 32 pode se observar o esquema da diluicdo
seriada. A placa foi incubada por 48 h a 22 °C para os testes com Leishmania ssp., e
por 72 h a 28 °C para os testes com T. cruzi. Apés o periodo de incubacéo foi reali-

zada a analise de viabilidade dos parasitos.
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Meio Miltefosina DMSO 1% Meio com
de ou parasitos
cultura Benzinidazol

Figura 32 — Esquema da diluicdo seriada



4.6.4.2. Avaliagéo dos resultados

Apos o periodo de incubacéo foi realizada a analise dos parasitos por meio de
um microscopio invertido. Em seguida, a andlise foi confirmada pelo método do MTT,
um método enzimatico e colorimétrico quantitativo baseado na capacidade das célu-
las metabolicamente ativas de reduzirem o sal (MTT - Sigma®), de cor amarelo-ouro,
no produto formazan de coloragéo violacea (Mosmann, 1983). As placas receberam
em cada poco 20 uL de uma solugéo de MTT a 10 mg/mL diluido em PBS (phospha-
te buffered saline) e a placa foi novamente incubada por 4 h a + 25 °C. Apds esse
periodo, foi utilizado 100 uL de SDS (sulfato dodecil de s6dio) a 10% para liberagdo
dos cristais de formazan. A leitura da placa foi feita em leitor de placa de Elisa a 570
nm. Os experimentos foram realizados em quadruplicata sendo que a primeira colu-
na serviu para o controle de cor, caso algum extrato interferisse na coloragdo do
MTT (Figura 32) (Mccabe et al., 1994; Camacho et al., 2003; Dutta et al., 2005 Vieira
et al., 2008).

46.5. Testede citotoxicidade

O teste de citotoxicidade utilizado foi baseado na técnica classica do MTT pa-
ra viabilidade celular e utilizou uma linhagem de células de mamiferos do tipo fibro-
blastos NIH-3T3 (Mosmann, 1983; Cristovam et al., 2008). Essa linhagem possui um
procedimento original de crescimento que consiste em serem transferidas (T) a cada
3 dias e plaqueadas a 300.000 células por placa (de Petri). As culturas séo de teci-
dos ricos em fibroblastos derivados de embribes de camundongos.

Os fibroblastos NIH-3T3 criopreservados foram cultivados em garrafas proé-
prias para o cultivo celular em meio liqguido DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Me-
dium) suplementado 10% de SFB (v/v). A cultura foi mantida a 37 °C e 5% de CO..
Para a contagem do namero de células existentes nos frascos de cultura foi neces-
sério utilizar uma solugéo de tripsina. A tripsina € uma enzima proteolitica de origem
pancreética que solta as células aderidas ao frasco de cultura. Com o auxilio do mi-
croscopio invertido é possivel visualizar se as células se soltaram para, entdo, neu-
tralizar a acdo da tripsina com a mesma quantidade de meio de cultura. Em seguida
todas as células foram recolhidas em um tubo falcon que foi centrifugado por 3 minu-
tos em baixa rotacdo. Apds a centrifugagdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet

de células foi ressuspendido em 1 mL de meio DMEM. Para a contagem dos fibro-



blastos foi preparada uma aliquota de 10 pL da suspensédo de células em 50 yL de
azul de tripan (corante) e com o auxilio da camara de Neubauer foi realizada a con-
tagem seguindo a formula de Freshney (1994). Para o teste foi utilizada a concen-
tracdo de 8 x 10° células que foram semeadas em placas de 96 pocos de fundo cha-
to incubadas overnight a 37 °C em 5% de CO; por 24 h.

No momento do teste, uma solugéo de tripsina a 3% foi inserida na garrafa de
cultura para soltar as células, ja que os fibroblastos s&o células de aderéncia. No dia
seguinte, o meio foi trocado e as células aderidas ao fundo da placa receberam os
extratos ativos diluidos em meio nas concentra¢gdes de 200, 100, 50 e 25 ug/mL. Ao
retirar o meio de cada poco, colocou-se imediatamente o meio com o extrato diluido,
pois ndo se pode deixar o poco secar. As células foram entdo incubadas com os ex-
tratos nas diferentes concentracfes a 37 °C em 5% de CO,. Apds 24 h, foi avaliada
a viabilidade celular pelo teste do MTT (Mosmann, 1983). Um volume de 15 uL de
MTT (5 mg/mL em PBS) foi adicionado a cada pog¢o. Apds 3 h de incubacgéo a 37 °C
em 5% de CO,, 0 meio de cultura foi aspirado e 100 yL de DMSO foram adiciona-
dos, para liberagdo dos cristais de formazan. A absorbancia foi monitorada através
de um espectrofotdmetro com um leitor de microplacas em um comprimento de onda

de 595 nm. Esse ensaio foi realizado em duplicata.
4.6.6. Atividade dos extratos em formas amastigotas de Leishmania

Para o teste com amastigotas o modelo experimental utilizado neste estudo é
um dos mais indicados pela literatura (Dube et al., 2005; Tempone et al, 2005; Tripa-
thi et al., 2006; Passero et al., 2007).

Para iniciar o teste € necessario obter células de macréfagos. Um volume
com 1 mL de tioglicolato 3% foi injetado em camundongos Balb/c. Apos 3 dias, es-
ses camundongos tiveram suas cavidades peritoneais lavadas com 5 mL de meio

RPMI (Sigma) para obteng&o dos macrofagos peritoneais (figura 33).



Figura 33 — Retirada dos macrofagos peritoneais (a) e recolhidos em tubos falcon (b).

Cerca de 10° macréfagos peritoneais foram colocados meio RPMI suplemen-
tado com 10% SFB (soro fetal bovino) e 100 pl dessa suspenséo de macréfagos fo-
ram semeados sobre laminulas circulares de vidro no interior de placas de 24 pogos
incubada overnight a 5% de CO, em 35 °C para adesédo das células. As laminulas
foram lavadas com RPMI-1640 a fim de remover células ndo aderentes. Em seguida
foi adicionado os parasitos promastigotas L. (L.) amazonensis ou L. (L.) chagasi na
proporgdo de 10 parasitos para 1 macréfago. As placas foram incubadas a 5% de
CO; em 35 °C, para a infeccdo dos macréfagos. Quatro horas apés a infec¢do, ex-
tratos vegetais foram adicionados aos macrofagos infectados nas seguintes concen-
tracdes: 100, 50 e 25 pg/mL. Apds 24 h, as laminulas foram lavadas com RPMI-1640
e secas com jato de ar e entdo fixadas com metanol e coradas com Giemsa. Apos
secas, as laminulas foram montadas em |amina de vidro utilizando a resina de mon-
tagem DPX® para verificar a contagem de amastigotas nos macréfagos (Figura 34).
Para encontrar o percentual de inibicéo, foi calculada a porcentagem de macréfagos
infectados em 100 macréfagos. Cada ensaio foi realizado em triplicata (Dube et al.,
2005; Tripathi et al., 2006).
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Figura 34 - Placa de 24 pocgos com as laminulas ja coradas (a) as laminulas montadas em lamina de
vidro (b).

4.6.7. Atividade dos extratos em fungos patdgenos humanos - Determi-

nagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM)

O teste de microdiluicdo avalia e quantifica a atividade antifungica das amos-
tras e controles determinando a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento
do fungo. O teste de microdiluig&o realizado seguiu o protocolo do Clinical and Labo-
ratory Standards Institute (CLSI), especificamente o protocolo M27-A2 que é utiliza-

do para os testes em leveduras.
4.6.7.1. Preparagao das amostras e dos controles

No teste de microdiluicdo a solug&o dos extratos brutos diluidos em DMSO a
100 mg/mL é diluida em RPMI, até a obtencdo da concentragdo de 4000 pg/mL, e
concentracéo final de DMSO inferior a 5% (v/v).

Os controles positivos utilizados para os testes com as leveduras séo o itra-
conazol e fluconazol. O itraconazol solivel em DMSO é preparado a 1600 pg/mL,
segundo as normas do CLSI, ou seja, em uma concentragdo no minino 100 vezes
maior do que a concentracdo a ser testada, no caso 16 pg/mL. O fluconazol soluvel
em agua é preparado a 640 pg/mL, segundo as normas, ou seja, no minimo 10 ve-
zes a maior concentragao a ser testada, no caso 64 pg/mL. A concentragéo dos con-
troles a serem testadas € produzida por diluicho em RPMI. O controle negativo é o

meio RPMI a uma concentragdo de 100%.



4.6.7.2. Preparagao do meio de cultura

O meio utilizado € o RPMI 1640 phenol red (vermelho de fenol) e sem bicar-
bonato de sédio. O meio em po6 (10 g) é reconstituido em &gua destilada até a ob-
tencdo de um litro. Para tal adiciona-se cerca de 900 mL de &gua destilada em um
béquer de 1000 mL, verte-se o contetdo do envelope e agita-se com um bastéo de
vidro até a completa dissolucdo. Para o ajuste do pH é utilizado o &cido 3-[N-
morfolino]-propoanossulfénico (MOPS) 0,165 M (6,9 g em 200 mL de &4gua deioniza-
da) até pH 7,0, medido com o auxilio de um potenciémetro previamente calibrado.

Esse meio é filtrado em fluxo laminar utilizando-se um sistema de filtragéo a
vacuo com membrana de poro 0,22 pm. Trés aliquotas de 3 mL desse meio séo co-
locadas na estufa & 37 °C para controle de esterilidade, permanecendo por 5 dias.
Caso o meio fique turvo, este é desprezado, pois a turbidez indica crescimento de
microorganismos, caso contrario o meio é liberado para uso. Esse meio pode ser

armazenado a 4 °C.
4.6.7.3. Producdo do in6culo de leveduras

Para a obtencdo do maior numero de células viaveis, uma subcultura/repique
das leveduras é realizada 48 h antes do teste de determinac@o da concentragao ini-
bitéria minima. No dia do teste, uma pequena aliquota da levedura foi transferida
para um tubo de ensaio contendo salina estéril 0,85%, até atingir o grau de turbidez
de 0,5 na escala de McFarland (106 unidades formadoras de coldnias, UFC/mL). Em
seguida, essa suspenséo foi diluida em RPMI em duas etapas. A primeira corres-
ponde a uma solucdo 1:100, ou seja, uma parte da suspenséo salina para 99 partes
de meio RPMI, obtendo-se assim a solucéo intermediaria. Outra diluicdo foi realiza-
da na propor¢éo de 1:20, obtendo-se o inéculo, que sera utilizado no teste, com uma

concentracao de células variando de 5,0 x 10% a 2,5 x 10° células/mL.
4.6.7.4. Procedimento do teste de microdilui¢géo

O teste de microdiluicdo foi realizado em placa estéril de 96 pogos de fundo
redondo. Inicialmente foram colocados 100 pL de meio RPMI em todos os pogos da
placa. Em seguida, nos pogos da primeira coluna, adicionou-se 100 pL do extrato e
dos controles positivos previamente diluidos na concentracdo de teste. Desse modo,

todos os pogos da primeira coluna ficaram com um volume de 200 pL. Com o auxilio



de uma pipeta automatica com oito canais, regulada para 100 pL, foi feita a diluicao
seriada até a coluna de numero dez, desprezando-se ao final os 100 pL restantes.
Em seguida, adicionou-se 100 pL do inéculo em todas as colunas com excecédo da
coluna doze. Desse modo, a concentracdo do extrato no primeiro poco era de 1000
pg/mL. A coluna onze correspondeu ao controle negativo, pois continha o meio RP-
MI e o microorganismo. A coluna doze correspondeu ao controle de esterilidade do
meio, pois continha apenas o meio RPMI. As placas foram tampadas e embaladas
com filme PVC individualmente. Finalmente, as placas foram incubadas em estufa a
35 °C, por 48 h.

4.6.7.5. Leitura dos resultados da concentracdo inibitéria minima
(CIM)

A leitura foi feita verificando o CIM visualmente através da turbidez do meio,
ou seja, verificando a menor concentracdo das amostras capaz de inibir o cresci-
mento do microorganismo. A leitura foi realizada da direita para a esquerda, obser-
vando-se o crescimento do fungo no pogo. O primeiro pogo onde ndo se observou o
crescimento do fungo foi considerado o valor do CIM. Em caso de inibigcdo do cres-
cimento do fungo em todos os pogos foi realizado um novo teste comegando de uma
concentracdo menor. Os testes foram realizados pelo menos duas vezes em dupli-

cata. Calculou-se, entdo, a média geométrica dos valores de CIM.
4.7. Teste biol6gico in vivo
4.7.1. Avaliacdo comportamental do extrato bruto - Teste hipocrético

Foram utilizados 2 camundongos machos e 2 fémeas, de 20 a 25 g, que re-
ceberam doses crescentes (500 a 5000 mg/Kg) por meio de gavagem orogastrica,
(v.0.) do extrato bruto previamente selecionado ativo nos testes in vitro. Um animal
controle foi utilizado para cada dose, recebendo veiculo (Agua) v.0. em um volume
de 0,1 mL/10 g de peso corporal. Os animais foram observados individualmente em
gaiolas apropriadas ap6s a administracdo do extrato nas diferentes concentracdes
ou apenas da agua nos tempos de 0; 5; 10; 15e 30 min.; 1; 2; 4 e 8 h e, uma vez, a
cada dia, por uma semana. As observacdes seguem alguns parametros basicos co-
mo: alterag@o da locomocgéo, frequéncia respiratéria, piloerecdo, diarréia, sialorréia,

alteracdo do tdbnus muscular, hipnose, convulsdes, hiperexcitabilidade e contor¢des



abdominais. Os resultados das observagbes comportamentais gerais foram anota-

dos em tabela adaptada dos trabalhos de Malone, 1977 e 1983 (Anexo II).

4.7.2. Modelo experimental em camundongos infectados com L. (L.)

chagasi
4.7.2.1. Preparo do in6culo para infec¢éo

A cultura de L. (L.) chagasi foi mantida em hamsters infectados. Para o prepa-
ro do inéculo foram utilizados os fragmentos de baco e figado desses hamsters in-
fectados que foram triturados em meio RPMI (SIGMA®), pH 7,2 e a suspens&o cen-
trifugada a 42 x g/4 °C/1 min. em tubo falcon de 15 mL. O sobrenadante é recupera-
do e lavado por duas vezes em solugcdo de PBS 0,1M, pH 7,2 esterilizado. O sobre-
nadante é centrifugado a 1540 x g/4 °C/10 min. o sedimento final é recuperado e
ressuspendido em RPMI (SIGMA®) pH 7,2 suficiente para a concentracéo final de
10’ parasitos/dose. Para a contagem dessa concentracéo de parasito é necessaria a
0 auxilio da camara de Neubauer. Esse indculo preparado entdo € injetado via intra-
peritoneal (Figura 35) em camundongos BALB/c com idade entre 5 e 8 semanas. As
etapas que intercalam as centrifugacdes devem ser realizadas em baixa temperatura

e todo o material utilizado é previamente esterilizado.

Figura 35 - Injecdo intraperitoneal do in6culo L. (L.) chagasi.



4.7.2.2. Tratamento

Ap6s 10 dias da inoculacao da injecéo do inéculo com L. (L.) chagasi, um total
de 20 animais foi dividido aleatoriamente em grupos de cinco animais. Cada grupo
recebeu um tratamento diferente. Os animais foram tratados por via oral por meio de
gavagem orogastrica (figura 36) nas doses de 100 e 250 mg/kg, e com miltefosina,
medicamento de referéncia, administrado na dose de 40 mg/kg, além do grupo con-
trole negativo que recebeu apenas agua. Os animais receberam uma dose Unica

uma vez por dia durante 10 dias.

Figura 36 - Administracdo oral (gavagem orogastrica) dos tratamentos com extrato
4.7.2.3. Avaliagédo dainfecgéo

Apos sete dias do término do tratamento os animais foram necropsiados (figu-
ra 36), e foi retirado o figado e 0 bago para a determinagdo da carga parasitaria dos
grupos tratados e dos grupos controle (Lakshmi et al., 2007). Os érgaos foram reti-
rados e laminas in print foram preparadas e coradas com Giemsa. As laminas foram
analisadas com auxilio do microscépio com aumento de 1000X com 6leo de imer-
sdo. A percentagem de inibicdo dos parasitos nos animais foi calculada pelo nimero
de células infectadas em cada 100 células, nos grupos controle negativo, positivo e
tratados (Silva, 2004).



Figura 37 - Necropsia para retirada do baco e figado dos animais tratados.

4.8. Métodos cromatograficos
4.8.1. Cromatografia de adsorcéo

Nas cromatografias de adsorcdo foi empregada silica gel 60 (Ultra Chem,
400-200 mesh). O comprimento e didmetro das colunas variaram de acordo com as
aliguotas das amostras e as quantidades de silica gel utilizadas (Figura 38a). Para a
cromatografia de camada delgada (CCD) utilizou-se cromatoplacas de silica gel 60
F254 (Merck®) (Figura 38b).

Os eluentes utilizados foram: ciclohexano, cloroférmio, acetato de etila e me-
tanol, puros ou combinados em proporcdes crescentes de polaridade. O solvente
inicial de cada coluna cromatografica foi previamente determinado, segundo o fator

de retencédo (Rf) obtido por cromatografia em camada delgada (CCD).
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Figura 38 - Cromatografia em coluna aberta (a) e Cromatografia em camada delgada (b).

.

Para revelacdo das placas de CCD foi utilizado vanilina sulfirica. Esse pro-
cesso consiste em pulverizar a placa de CCD com solugéo alcodlica de vanilina a
10%, seguida de pulverizagdo com solucédo aquosa de acido sulftrico a 1% e aque-

cimento da placa a 100 °C.

4.8.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE = HPLC)

As solugbes de calibracdo, e fracbes foram analisadas em um aparelho de
HPLC, constituido de uma bomba binaria Waters-125 e um detector DAD Waters-
2996 a 254 nm. As separacdes foram efetuadas em coluna X-Terra® MS 18 (4,6 X
250 mm, 5 pm), mantidas em um forno termostatico a 35 °C. As amostras foram elu-
idas com utilizando como fase movel gradientes de hexano e acetato de etila, ado-
tando-se fluxo de 4,72 mL/min. O sistema operou em fase normal (coluna cromato-
gréfica cuja fase estacionaria é polar e a fase mével apolar).

Os solventes empregados apresentavam grau de pureza HPLC e foram ade-
quadamente filtrados através de membranas de nylon com poros de 0,45 um (Phe-

nomenex) e desgaseificados por sonicacdo a vacuo durante 5 min. As amostras fo-



ram dissolvidas nas fases moveis empregadas em cada andlise e filtradas através

de membranas de teflon com poros de 0,45 ym (Waters).

4.9. Método Espectrométrico - 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
de carbono (RMN *3C), unidimensional, foram obtidos em espectrémetros Bruker,
modelo Avance DPX-300 e/ou modelo Avance DRX-500, pertencentes ao Centro
Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade
Federal do Ceara (CENAUREMN-UFC).

O espectrometro Bruker Avance, equipado com sonda de detecgao inversa de
5 mm e magneto de 7,046 T, foi operado nas freqiéncias de 300,13 e 75,47 MHz
para hidrogénio e carbono, respectivamente. O tipo de sonda variou conforme o tipo
de técnica.

As amostras foram dissolvidas em aliquotas de 0,6 mL de solvente deuterado:
cloroférmio, metanol, dimetilsuféxido, agua ou pirimidina, comercializado pelas em-
presas: ACROS, Cambridge Isotope Laboratories, Merck ou Aldrich.

Os deslocamentos quimicos foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados, no caso dos espectros de proétio, pelos picos dos hidrogénios perten-
centes as moléculas residuais ndo deuteradas dos solventes deuterados utilizados.

As multiplicidades dos sinais de hidrogénio nos espectros de RMN *H foram
indicadas segundo a convengéo: s (singleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (triple-
to), g (quarteto), m (multipleto).

Nos experimentos unidimensionais de *H e **C foram estabelecidos os seguin-
tes parametros de aquisicao, respectivamente: larguras espectrais de 24 e 260 ppm,
tempo de relaxagéo de 1s e largura de pulso de 90/ de 9,60 us (0 dB) e 10,90 us (-3
dB) para 'H e *C, respectivamente. Ainda foram utilizados 65356 pontos para a a-
quisicdo e 32768 para o processamento. J& o nimero de transientes foi de 8 para *H
e 16384 para “°C.



4.10. Método Fisico - Determinag¢&o do ponto de fuséo

O ponto de fuséo, néo corrigido, foi determinado em equipamento da Mettler
Toledo®, composto de uma placa aquecedora FP82HT e uma unidade de processa-

mento FP90, a uma taxa de aquecimento de 2 °C/min.

4.11. Anélises estatisticas

Para o célculo do ICs foi utilizado o método de regresséo linear e nédo linear,
com o auxilio do Software Excel. O resultado do ensaio in vivo foi pela média + EPM.
Para as comparagfes multiplas de dados, foi utilizada ANOVA (analise de variancia),
seguido pelo teste t-Student e Newman-Keuls. Um valor de p menor ou igual a 0,05

foi considerado significativo.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Muitos pesquisadores tém buscado novas alternativas terapéuticas na
natureza (Santos et al., 2008). A analise da atividade biologica de extratos de
plantas é uma ferramenta importante na busca de novos compostos com po-
tencial aplicagcédo terapéutica (de Mesquita et al., 2005a; de Mesquita et al.,
2005b; Vieira et al., 2008; Gachet et al., 2010; Vendrametto et al., 2010).

Os produtos naturais sé@o estruturas quimicas privilegiadas, selecionadas
na natureza por pressoes exercidas no processo evolutivo. Estes produtos inte-
ragem como uma grande variedade de proteinas ou outros alvos moleculares
com propositos especificos. Suas estruturas apresentam grande diversidade
quimica, especificidade bioquimica e outras propriedades moleculares que as
tornam favoraveis como compostos lideres para a pesquisa de medicamentos,
e que as diferenciam das bibliotecas de compostos sintéticos ou combinatoriais
(Koehn e Carter, 2005).

Muitos produtos naturais tém revelado seu potencial antiparasitario em
ensaios in vitro e representam estruturas lideres interessantes para o desen-
volvimento de novos medicamentos para as doengas parasitérias (Kayser et
al., 2003).

Entre os medicamentos derivados de compostos medicinais cita-se o ar-
teeter, um agente antimalérico desenvolvido a partir da artemisinina, uma lac-
tona sesquiterpénica isolada de Artemisia annua L. (Asteraceae) (Chin et al.,
2006).

Neste trabalho, diversas plantas do Cerrado brasileiro foram estudadas
sobre microorganismos patogénicos na busca por novas substancias com acéo
terapéutica. A ordem dos experimentos e a tomada de decisbes foram feitas

com base no fluxograma observado na figura 39.
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Estudos bioldgicos in vitro

Na primeira etapa do trabalho (fase 1 do fluxograma), 120 extratos
oriundos de 26 espécies pertencentes a 16 familias de plantas do Cerrado
(Tabela 3) foram testados in vitro em formas promastigotas de L. (L.) chagasi e
L. (L.) amazonensis, e em formas epimastigotas de T. cruzi a uma

concentragao de 100 pg/mL.

Tabela 3- Extratos de plantas do bioma Cerrado avaliados em Leishmania (L.) amazonensis,

Leishmania (L.) chagasi e Trypanosoma cruzi.

Familia

Espécie

Parte da planta testada (solvente)

Anacardiaceae
Annonaceae

Apocynaceae

Asteraceae

Bignoniaceae

Burseraceae

Ebenaceae
Magnoliaceae
Malphighiaceae
Meliaceae
Mimosaceae

Rubiaceae

Sapindaceae

Sapotaceae

Siparunaceae
(Monimiaceae)

Zingiberaceae

Schinus terebinthifolius Raddi
Cardiopetalum calophyllum Schitdl.
Condylocarpon isthmicum (Vell.) A. DC.
Peschiera affinis Miers

Eremanthus glomerulatus Less.
Eremanthus sphaerocephalus Baker

Anemopaegma arvense (Vell.) Stellfeld

Anemopaegma chamberlaynii (Sims.) Dur. k.

Arrabidaea florida DC.

Protium heptaphyllum L. Marchand
Protium ovatum Engl.

Diospyros hispida A. DC.

Talauma ovata A. St. - Hil.
Byrsonima crassa Nied.

Guarea guidonia (L.) Sleumer
Enterolobium ellipticum Benth.
Sabicea brasiliensis Wernham
Chomelia pohliana Mdill. Arg.
Matayba guianensis Aublet
Chrysophyllum soboliferum Rizzini
Pouteria gardneri (Mart. & Mig.) Baehni
Pouteria ramiflora (Mart.) Radek.
Pouteria torta (Mart.) Radek.
Siparuna guianensis Aublet
Siparuna cujabana A. DC.

Renealmia alpinia (Rottboell) Maas

CC (d), MR (h)
F (h, e), R (e), CC (h, e), MC (e)
F (h, €), MC (h, €), CC (h, e)
R (h, e), CC (h, €), MC (h, e)
F (h, ), CR (h, €), MR (e), CC (h), MC (e)
F (h, e)

F (h, e), Fr(e), R (e), C (e)
F (d), C (h, d, e)
Fr(e), F (h, e)

F (h, ), CR (e), MR (h, e), CC (h, €), MC (e)
F (h, e), Fr (h, ), C (e), R (h, e), CC (h)
CC (hs)

F (h, e), CC (h, €), MC (e)

F (h, hs), CC (h), MC (d), CR (h)

F (h, e), R (e)

F (h, hs), C (hs), MR (hs)

Fr (e)

F (hs), R (hs)

CC (h, e), CR (e), MR (h), MC (e)

F (h, e)

F (e), MC (e), R (e), CR (h), MR (h)

F (h, ), CR (h, €), MR (e), CC (h, €), MC (e)
F (h, d, e), R (e), MR (e), MC (e)

F (h, e), CC (e), MC (e)

F (h, e), Fr(h,e), R(h, e), C(h, e)

F (e), Rz (h, d, @)

F: folhas; Fr: frutos; R: raiz (madeira + casca); CR: casca da raiz; MR: madeira da raiz; Rz:
rizoma; C: caule (madeira + casca); CC: casca do caule; CM: madeira do caule.
Solventes: h, hexano; d, diclorometano; a, acetato de etila; e, etanol; hs, solugcdo hidroetandlica

90%.



As formas extracelulares dos parasitos Leishmania e Trypasonoma sé&o
mais simples de cultivar e comumente utilizadas em fracionamentos bioguiados
de extratos vegetais (Weniger et al.,, 2001; de Mesquita et al., 2005; Tempone
et al., 2005; Brenzan et al.,, 2007; Singh et al., 2008a; Sarkar et al., 2008;
Sharma et al., 2009; Allmendinger et al., 2010), dessa forma sdo normalmente
utilizadas para testes de triagem e neste estudo elas foram escolhidas para os
testes preliminares.

Os parasitos Leishmania ssp. e T. cruzi pertencem a familia Trypanoso-
matidae. Estes géneros ainda compartilham a expresséo de enzimas proteoliti-
cas envolvidas com a diferenciac@o celular desta familia. O parentesco genéti-
co dos géneros também apresenta outras caracteristicas similares como a pre-
sencga do mesmo epitopo, que € a parte do antigeno capaz de estimular a res-
posta imunoldgica responsavel por caracterizar a ocorréncia de reagfes cruza-
das nos exames sorologicos. Essas reacdes sdo classicas, principalmente
quando séo utilizados antigenos néo purificados (Brener et al., 2000; Sundar e
Rai, 2002; Osorio et al., 2006; Zanoni et al., 2006; Azevedo e Soares, 2009).

Devido a estes fatores genéticos, poderia ser que os parasitos poderiam
demonstrar uma resposta parecida quando submetidos & agdo dos extratos
testados. No entanto, neste trabalho, tais resultados ndo foram observados e a
concentracgao inibitéria da maioria dos extratos foi bem diferente para promasti-
gotas de Leishmania e epimastigotas de Trypanosoma.

Os extratos foram considerados muito ativos quando matavam 100% dos
parasitos na concentracdo de 100 pug/mL. Essa triagem de atividade permitiu
selecionar 14 extratos que foram, entdo, submetidos ao teste de diluicdo
seriada com sal de tetrazolium (MTT) para calcular o indice de concentracdo
inibitdria, ou seja, a concentracdo capaz de matar 50% dos parasitos (ICsp).

Esses valores podem ser observados na tabela 4 (fase 2 do fluxograma).



Tabela 4 - Atividade in vitro (ICs,) de extratos de plantas em promastigotas de L. (L.) chagasi,
L. (L.) amazonensis, em epimastigotas de T. cruzi.

ICs0 (ng/mL)

Extratos L. (L.)chagasi L. (L.)amazonensis T. cruzi
Espécie Parte Solvente Promastigotas Promastigotas Epimastigotas
A. chamberlaynii CcC d 48,6 +0,2 >100 >100
G. guidonia F h 543+0,4 55 +0,25 >100
F e 50,02 +0,5 >100 >100
M. guianensis CcC h >100 85,3+0,5 >100
P. ovatum F e >100 >100 63 + 0,52
P. torta F e 58,3 +0,43 >100 >100
R. alpinia Rz d 44 +0,5 >100 50,8 +£ 0,26
Rz h 228+0,2 20+0,1 >100
Rz a 18,8 +0,2 22+0,3 50,03 +£0.42
S. cujabana Fr h 30+0,3 >100 63,8 £ 0,28
F h 30,5+0,4 63 +0,32 53 +0,38
C h >100 89,3+0,23 >100
S. terebinthifolius MC d 45 +0,3 20+0,4 47 + 0,53
T. ovata CcC h 80,22 +0,6 >100 >100
Miltefosina - - 29+0,4 <10 -
25 pug/mL
Benznidazol - - - - 46 + 0,6
100 pg/mL

F: folhas; Fr: frutos; Rz: rizoma; C: caule (madeira + casca); CC: casca do caule; MC: madeira
do caule. Solventes: h, hexano; d, diclorometano; a, acetato de etila; e, etanol.

O MTT € um método enzimatico e colorimétrico quantitativo baseado na
capacidade das células metabolicamente ativas reduzirem o sal 3-(4,5-di-
metilazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium brometo, de cor amarelo-ouro, no produto
formazan pela enzima hidrogenase succinica presente na mitocondria das célu-
las. Tais células adquirem uma coloragéo violacea avaliada por espectrofoto-
metria (Mosmann, 1983). Dessa forma o método do MTT é capaz de determi-
nar a quantidade de parasitos viaveis em um sistema (Mossmann, 1983; Gerli-
er e Thomasset, 1986) e a viabilidade celular de uma forma geral. O método do
MTT é consagrado pela literatura para demonstrar a viabilidade celular (Mos-
mann, 1983; Wilson, 2000).

Apo6s o calculo de ICso em formas extracelulares, os extratos selecionados
foram testados em formas amastigotas de L. (L.) chagasi e L. (L.) amazonensis
(fase 3 do fluxograma) e em fibroblastos de mamifero NIH-3T3 (fase 4 do flu-
xograma) para avaliagdo da especificidade de agao (Tabela 5), mensurada pelo

indice de seletividade (IS) (fase 5 do fluxograma).



O indice de seletividade (IS) demonstra a relacéo entre citotoxidade e ati-
vidade bioldgica (Lenta et al., 2007; de Mesquita et al., 2007). Esse indice, ja
utilizado por Singh et al. (2008a), representa o potencial efetivo das substan-
cias sobre o parasito em relacdo a toxicidade. Estudos recentes consideram
seguros os extratos com valores de ICsp em células de mamiferos acima de
250 pg/mL (Lenta et al., 2007; Singh et al., 2008b) e indice de seletividade
maior que 10 (Lenta et al., 2007). Segundo de Mesquita et al. (2007), os extra-
tos que demonstram alta seletividade (valores de IS > 10) sdo potencialmente
mais seguros na busca por novas opg¢oes terapéuticas.

O estudo com amastigota é o de maior relevancia clinica por ser a forma
intracelular encontrada em mamiferos. Dessa forma o teste in vitro com amas-
tigotas € muito comum em substancias candidatas a acdo antileishmania. V&-
rios sdo os protocolos preconizados para o teste com leishmania. O modelo
utilizado neste estudo € um dos mais indicados pela literatura (Dube et al.,
2005; Tempone et al, 2005; Tripathi et al., 2006; Passero et al., 2007).

Os fibroblastos séo células encontradas no tecido conjuntivo que se proli-
feram rapidamente e tornam-se o tipo celular predominante. Nesse estudo fo-
ram utilizadas as células de fibroblastos da linhagem NIH-3T3. Segundo varios
autores (Theiszova et al., 2005; Desai et al., 2008), as linhagens 3T3 s&o valio-
sos sistemas para estudos in vitro por possuirem alta sensibilidade a inibig&o.

Os resultados dos testes in vitro em formas extracelulares e intracelulares
de Leishmania ndo demonstraram uma relacdo entre os valores de ICsy encon-
trados sobre cada uma destas formas do parasito. De modo geral, observou-se
uma maior atividade dos extratos vegetais para as formas amastigotas das duas
espécies de Leishmania estudadas.

Por exemplo, para o extrato diclorometanico do rizoma de R. alpinia, os va-
lores de ICsp em formas promastigotas e amastigotas foram respectivamente, de
44 e 6,03 pg/mL em L. (L.) chagasi e >100 e 11,58 pg/mL em L. (L.) amazonen-
sis (Tabelas 4 e 5).



Tabela 5 - Atividade in vitro (ICsq) de extratos de plantas em amastigotas de L. (L.) chagasi e L.
(L.) amazonensis e citotoxicidade em células NIH-3T3.

1Cs0 (pg/m L)

Extratos L. (L. chagasi L. (L.) amazonensis Células
Espécie Parte Solvente Amastigotas IS Amastigotas IS Cit()’\tq)'_)'(ii-irdsade
A. chamberlaynii cC d 19,44 + 0,28 10 >100 <10 194,04 + 0,17
G. guidonia F h 10,68+ 0,4 14 11,72+ 0,4 13 149,29 + 0,31
F e 31,41+0,7 <10 32,81+0,6 <10 229,78+0,15
M. guianensis CC h >100 <10 73,18+1,0 <10 90,10+0,07
P. ovatum F e >100 <10 >100 <10 235,32%0,16
P. torta F e 8,81+0,9 <10 20,18+0,3 <10 75,86+0,25
R. alpinia Rz d 6,03+1,0 39 11,58+ 0,8 20 235,38+£0,1
Rz h 10,6 £ 0,8 <10 8,80+1,.2 <10 67,84+0,23
Rz a 9,45+0,9 <10 16,7+1,0 <10 77,88+0,08
S. cujabana Fr h 22 +0,49 <10 16,88+ 0,7 <10 116,96 + 0,25
F h 28,63+1,6 13 8,75+0,9 43 378,55+0,11
C h 28,63+0,8 <10 41,27 +1,.2 <10 92,95+0,32
S. terebinthifolius MC d 55,05+ 0,5 <10 >100 <10 149,29 + 0,20
T. ovata CC h >100 <10 4526+ 1,5 <10 361,37%0,22

F: folhas; Fr: frutos; Rz: rizoma; C: caule (madeira + casca); CC: casca do caule; MC: madeira
do caule. Solventes: h, hexano; d, diclorometano; a, acetato de etila; e, etanol.

IS: indice de seletividade; razéo da taxa de atividade citotéxica em células NIH-3T3 pela ativi-
dade em amastigotas.

Avaliando a literatura cientifica, um resultado semelhante foi descrito para o
extrato diclorometanico das folhas de Calophyllum brasiliense (Clusiaceae) em
L. (L.) amazonensis, com ICso de 40 e 3,7 pg/mL em promastigotas e amastigo-
tas, respectivamente (Brenzan et al., 2007). Orhan e et al. (2006) demonstraram
que o 6leo essencial das folhas, caule e sementes de Pistacia vera (Anacardia-
ceae) apresentou atividade em forma amastigota de L. donovani (2,3 pg/mL),
mas nao foi ativo para a forma promastigota.

O contrario também pode ser observado em nosso trabalho, onde o extrato
diclorometanico da madeira do caule de Schinus terebinthifolius (Anacardiacea-
e), por exemplo, foi mais ativo em formas promastigotas (ICso = 20 pg/mL) do
que amastigotas (ICso > 100 pg/mL) de L. (L.) amazonensis.

Curiosamente, outros autores conseguiram observar uma relagéo entre as
atividades sobre as duas formas do parasito L. donovani. O estudo de Sharma et
al. (2009) avaliou a atividade in vitro anti-Leishmania de extratos de plantas me-
dicinais tradicionalmente utilizadas na india. Os extratos metandlico da raiz de

Withania somnifera Duna (Solanaceae) e do bulbo de Allium sativum Linn (Lilia-



cerae) apresentaram atividade semelhante para as duas formas de L. donovani
com ICso de 78 £ 5 € 89 + 7 yg/mL para promastigotas e 63 + 6 e 67 £ 5 uyg/mL
para formas amastigotas, respectivamente.

No estudo de Singh et al. (2008b) também se observa uma relacdo nos
resultados entre as formas amastigotas e promastigotas de Leishmania dono-
vani com ICsode 88,5 + 8,4 e 72,45 £ 5 pg/mL, respectivamente, para o extrato
bruto metandlico da espécie de pepino do mar Actinopyga lecanora (Holothurii-
dae) e suas fragoes.

Outro ponto interessante observado neste trabalho é que a metade dos
extratos ativos sdo hexanicos, ou seja, apolares, e 0s outros ativos sdo de po-
laridade intermediaria. Resultado semelhante foi encontrado no estudo de Billo
et al. (2005). Os autores realizaram uma triagem de 67 extratos de plantas me-
dicinais da Nova Caled6nia e Vanuatu em protozoéarios e os melhores resulta-
dos encontrados foram com o0s extratos hexanicos e cloroférmicos. Contudo,
outros estudos relatam que as maiorias dos extratos com atividade antiproto-
zoéria sdo de média (diclorometano) a alta polaridade (etanol, metanol) (Weni-
ger et al., 2001; de Mesquita et al., 2005a; Tempone et al., 2005; Nibret et al.,
2009).

Depois de avaliar a agdo dos 14 extratos selecionados em formas amas-
tigotas de Leishmania ssp. e a atividade citotoxica em fibroblastos, suas ativi-
dades também foram analisadas em espécies dos fungos Candida ssp. e Cryp-
tococcus ssp.. Essas leveduras sdo responséveis por infeccdes patogénicas
oportunistas importantes em pacientes imunodeprimidos, juntamente com as
espécies de Leishmania (Pozio, 2004; Reynolds, 2009; Carranza-Tamayo et
al., 2009).

Extratos ativos em Leishmania e leveduras poderdo ser interessantes na
pesquisa de compostos lideres para o tratamento destas infecgbes (Reynolds,
2009). A anfotericina B, por exemplo, é um medicamento comumente usado no
tratamento de infec¢des sistémicas causadas por leveduras em pacientes
imunocomprometidos, e também é considerada uma opc¢éo de tratamento para
a leishmaniose (Reynolds, 2009; Moen e Lyseng- Williamson, 2009; Sundar et
al., 2010) (Tabela 6).



Tabela 6 — Atividade in vitro da determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) de
extratos de plantas em Candida ssp. e Cryptococcus ssp.

Concentragéo inibitéria minima (CIM) ug/mL

Espécie Parte Solvente C.a C.g C.k C.p C.g C.n
ATCC LMGO LMGO ATCC
10231 44 174 22019
A. chamberlaynii CcC d >1000 500 >1000 125 500 500
G. guidonia F h 250 >1000 <1,95 >1000 >1000 >1000
F e >1000 >1000 >1000 250 250 31,5
M. guianensis CcC h >1000 250 >1000 500 315 31,5
P. ovatum F e 1000 500 250 125 125 62,5
P. torta F e >1000 500 >1000 500 125 125
R. alpinia Rz d >1000 125 31,5 125 315 7,81
Rz h 250 250 62,5 500 62,5 31,5
Rz a 62,5 125 62,5 500 62,5 62,5
S. cujabana Fr h 250 500 31,5 250 125 125
F h 31,5 >1000 62,5 >1000 315 31,5
C h 250 >1000 125 >1000 62,5 62,5
S. terebinthifolius  MC d 500 62,5 250 62,5 15,62 15,62
T. ovata CcC h >1000 250 125 62,5 62,5 31,5
Fluconazol - - 1 4 2 0,25 0,5 2
ltraconazol - - 1 1 0,125 0,25 8 0,25

Candida albicans C.a., Candida parapsilosis C.p., Candida glabrata C.g., Candida krusei C.k.,
Cryptococcus gattii e Espécies do Complexo Cryptococcus neoformans. F: folhas; Fr: frutos; Rz:
rizoma; C: caule (madeira + casca); CC: casca do caule; MC: madeira do caule. Solventes: h,
hexano; d, diclorometano; a, acetato de etila; e, etanol.

Para avaliar a atividade dos extratos em fungos patogénicos foi utilizado
o valor de concentragdo inibitéria minima (CIM). Na literatura, ndo existe um
consenso com respeito ao valor de CIM que deve ser considerado como refe-
réncia para a classificagdo dos extratos como ativos. Alguns autores conside-
ram um extrato potente quando o valor de CIM é inferior a 1000 pg/mL (Webs-
ter et al., 2008) enquanto outros consideram CIM < 500 ug/mL (Algiannis et al.,
2001). Neste trabalho os indices foram mais rigorosos, portanto, sé foram con-

siderados ativos os extratos com CIM < 125 pg/mL.
Extratos de destaque no estudo

ApoOs os experimentos com as formas extracelular e intracelular de
Leishmania ssp., a avaliagdo da citotoxicidade em fibroblastos, o calculo da
seletividade e os testes sobre leveduras com os 14 extratos, dois deles foram
destacados: o extrato diclorometanico do rizoma de Renealmia alpinia

(Zingiberaceae) e o extrato hexanico da folha de Siparuna cujabana



(Siparunaceae) (Tabela 4, 5 e 6). Estes extratos apresentaram atividade
promissora nas diferentes formas dos parasitos e leveduras avaliados e néo

demonstraram toxicidade importante em células de mamiferos.
Renealmia alpinia

O extrato diclorometanico do rizoma de Renealmia alpinia
(Zingiberaceae) apresentou ICso de 6,03 e 11,58 pg/mL e o extrato hexanico
apresentou 1Cso de 10,6 e 8,89 pg/mL para formas amastigotas de L. (L.)
chagasi e L. (L.) amazonensis, respectivamente. Esse resultado é semelhante
ao encontrado nos estudos de Céline et al. (2009) que encontrou ICs, < 10
pg/mL para L. (L.) amazonensis com extrato etandlico do rizoma de R. alpinia.
Nas células de mamiferos, o extrato diclorometanico de R. alpinia apresentou
ICso de 235,38 pg/mL, com indice de seletividade de 39 para L. (L.) chagasi
(Tabela 3).

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa mostraram que o extrato
etandlico das folhas de R. alpinia apresentou ICso > 200 pg/mL no teste de
citotoxicidade em fibroblastos Wish, porém nao foi ativo em promastigotas de L.
(L.) amazonensis. O mesmo estudo mostrou que o extrato hexanico das folhas
e pseudocaules de R. alpinia apresentou ICso de 40,58 pg/mL em
promastigotas de L. (L.) amazonensis (Vieira et al., 2006; Marchese, 2009).

E interessante observar que o extrato diclorometanico do rizoma de R.
alpinia apresentou atividade para as formas epimastigotas de T. cruzi (ICso = 50
pg/mL) proxima a atividade do benznidazol (ICsp = 46 pg/mL) que é o
medicamento referéncia utilizado para o tratamento da doenca de Chagas
(Lirussi, 2004; Urbina, 2009).

Este extrato apresentou ainda um CIM de 7,81 pg/mL para Cryptococcus
neoformans. O extrato diclorometanico do rizoma de R. alpinia foi ativo em le-
veduras: Candida krusei LMGO 174 (CIM de 31,5 pg/mL), C. parapsilosis
ATCC 22019 e C. glabrata LMGO 44 (ambos com CIM de 125 pg/mL) e em
Cryptococcus neoformans var. gattii (CIM de 31,5 pg/mL) e Cryptococcus neo-
formans var. neoformans (CIM de 7,81 pg/mL).

Estudos anteriores do nosso grupo também demonstraram que o extrato
hexanico das folhas de R. alpinia apresentou atividade para Candida albicans,

uma levedura e Trichophyton rubrum, um fungo filamentoso, com concentra-



¢cOes inibitérias minimas de 170,39 e 23,23 ug/mL, respectivamente (Melo e
Silva et al., 2009). Zhou et al., 1997 mostrou atividade de dois diterpenos lab-
danos extraidos das folhas de R. alpinia com atividade para o fungo Saccha-

romyces cerevisiae com IC;, de 590 pg/mL.

Siparuna cujabana

Neste trabalho, o extrato hexanico das folhas de Siparuna cujabana
(Siparunaceae) apresentou valor de 1Cs, de 30,5 pg/mL em formas
promastigotas e 28,63 pug/mL em formas amastigotas de L. (L.) chagasi, e ICso
de 63 pg/mL em promastigotas e 8,75 pg/mL em amastigotas de L. (L.)
amazonensis. O extrato foi também ativo em T. cruzi com ICso de 53 pg/mL. O
extrato ndo apresentou efeitos toxicos em células de mamifero com valor de
ICs0de 378,55 pg/mL para NIH-3T3. Os indices de seletividade (IS) relativos as
formas amastigotas foram de 13 e 43, respectivamente (Tabela 3).

Esse extrato também foi ativo em Candida albicans ATCC 10231, com
valor de CIM de 31,25 pg/mL, Candida krusei LMGO 174, com CIM de 62,5
pg/mL e em Cryptococcus gatti e espécies do complexo Cryptococcus
neoformans, ambos com CIM de 31,25 pg/mL.

Apesar do grande numero de espécies classificadas, o género Siparuna
(Cronquist, 1981; Renner e Hausner, 1997) ainda ndo apresenta muitos estu-
dos quimicos e farmacolégicos (Valverde et al., 1996; Jenett-Siems et al., 2000;
Jenett-Siems et al., 2003, Céline et al., 2009) principalmente com a espécie S.
cujabana.

Entretanto, outras espécies do género apresentam relatos de atividade
antimicrobiana realizada por Jenett-Siems et al. (2000 e 2003). A investigacéo
fitoquimica das folhas de S. pauciflora revelou trés novos sesquiterpenos com
novo esqueleto carbdnico: germacrano sipaucina A, elemano sipaucina B e
sipaucina C. E ainda quatro alcal6ides aporfinicos ja conhecidos: nor-boldina,
boldina, laurotetanina e N-methyl-laurotetanina. Estes compostos foram avalia-
dos em duas cepas de Plasmodium falciparum (Pow e DD2). Apenas o com-
posto nor-boldina mostrou atividade com valores de ICso de 3,1 pg/mL (Pow) e
5,4 pg/mL (DD2), sendo, portanto, os demais compostos inativos (Jenett-Siems
et al., 2000 e 2003).



O extrato etandlico de S. aspera foi testado para L. (L.) amazonensis e
Plasmodium falciparum e foi ativo apenas para o Plasmodium com ICso < 10
pg/mL (Céline et al., 2009).

O extrato de folhas de S. andina, S. pauciflora, S. tonduziana se mostra-
ram ativos em duas cepas resistentes de Plasmodium falciparum com ICsg
variando entre 3,0 e 18,3 pg/mL (Jenett-Siems et al., 2000).

O extrato alcaloidico da folhas de S. guianensis mostrou atividade sobre
a cepa cloroquina resistente de Plasmodium falciparum (K1) com ICso = 6,7 -
g/mL (Fischer et al., 2004).

O extrato de folhas de S. arianeae mostrou atividade para Mycobacteri-
um malmoense com um CIM de 200 pg/mL (Fonseca et al., 2008).

Outros extratos também se destacaram por apresentarem uma atividade
especifica importante sobre um ou outro parasito testado. Entre estes, o extrato
diclorometanico da casca do caule de Anemopaegma chamberlaynii, o extrato
hexéanico das folhas de Guarea guidonia, o extrato hexanico da casca do caule
da espécie Matayba guianensis, o extrato etandlico da folha de Protium
ovatum, o extrato etanodlico das folhas de Pouteria torta e o0 extrato

diclorometanico da madeira do caule de Schinus terebinthifolius.

Anemopaegma chamberlaynii

O extrato diclorometanico da casca do caule de Anemopaegma
chamberlaynii (Bignoniaceae) apresentou atividade em L. (L.) chagasi com ICsg
de 48,6 e 19,44 pg/mL para promastigotas e amastigotas, respectivamente, e
um ICso de 194,04 pg/mL para a células de mamifero com um indice de
seletividade igual a 10 (Tabela 5). Para o teste de microdiluigdo, esse extrato
foi considerado mais ativo em Candida parapsilosis ATCC 22019, com valor de
CIM de 125 pg/mL (Tabela 4).

A espécie Anemopaegma chamberlaynii é pouco estudada quanto a sua
atividade biol6gica. N&o existem relatos na literatura de atividade antiparasitaria
com extratos dessa espécie e 0s poucos estudos encontrados se referem aos
aspectos boténicos ou ensaios de germinacdo (Scudeller, 2004; Correia et al.,
2006; Barros et al., 2009).

Entretanto, estudos biolégicos com outras espécies do género Anemopa-

egma ja foram relatados. Por exemplo, o estudo de Costa (2007) mostrou ativi-



dade antimicrobiana de extratos metandlicos de raizes e folhas da A. arvense,
inibindo a Escherichia coli, uma bactéria Gram negativa, e duas linhagens de
fungos filamentosos da espécie Trichophyton rubrum (H6 EAD e TruMDR2 mu-

tante) com valor de CIM de 5 pg/mL.

Guarea guidonia

O extrato hexéanico das folhas de Guarea guidonia (Meliaceae) apresen-
tou atividade em formas amastigotas de L. (L.) chagasi e L. (L.) amazonensis
com ICso de 10,68 e 11,72 pg/mL, porém os indices de seletividade foram de 14
e 13 respectivamente, com ICso de 149,29 pg/mL em linhagem de fibroblastos
(Tabela 5). Esse mesmo extrato apresentou excelente resultado para a levedura
Candida krusei LMGO 174 com CIM < 1,95 pg/mL (Tabela 6).

Outros estudos mostraram que o 6leo volatil bruto das folhas de G. gui-
donia mostrou moderada atividade antifungica (inibicdo de 60%) para Clados-
porium cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum (Rahalison et al.,
1993).

Weniger et al. (2001) mostraram atividade antiprotozoéaria do extrato di-
clorometéanico das sementes de G. guidonia para Plasmodium falciparum com
valor de ICso de 10 pg/mL e ICsq de citotoxicidade de 28,8 pg/mL para as célu-
las de mamifero U 937. Com estes valores, o indice de seletividade do extrato
foi de 2,9. Isto demonstra uma baixa seletividade em relagdo a atividade anti-
protozodria. Este resultado diferiu amplamente do resultado encontrado em
nosso estudo onde o indice de seletividade foi 14 e 13.

Estudos anteriores do nosso grupo demonstraram que 0 extrato hexani-
co de raiz de G. guidonea apresentou atividade inseticida para o vetor Rhodni-
us milesi, um dos transmissores da doenca de Chagas. A administracdo topica
de 50 pg do extrato nos tergitos abdominais de ninfas do vetor causou a morta-
lidade de 75% dos insetos (Coelho et al., 2006).

Matayba guianensis

O extrato hexanico da casca do caule da espécie Matayba guianensis
(Sapindaceae) j& havia sido estudado pelo nosso laboratério em formas amas-
tigotas de T. cruzi e promastigotas de L. (L.) donovani apresentando ICsy de

14,8 e 10,7 pg/mL respectivamente (de Mesquita et al., 2005a). Em outro estu-



do, também do nosso grupo de pesquisa, 0 extrato hexanico da casca da raiz
de Matayba guianensis revelou atividade in vitro para a linhagem de Plasmodi-
um falciparum resistente a cloroquina (FcB1) com ICsp = 6,1 ug /mL e uma boa
seletividade para o parasito em relagdo as células de mamiferos. O extrato foi
testado para duas linhagens de células de mamifero, L-6 e MRC-5, com indices
de seletividade de 10 e 16,4, respectivamente (de Mesquita et al., 2005a; de
Mesquita et al., 2007). Desse extrato foram isolados 4 compostos éter diglico-
sideos também ativos para o P. falciparum cloroquina resistente com valores
de ICso entre 2,5 e 8,9 ug /mL (de Mesquita et al., 2005a).

Neste estudo, o extrato hexanico da casca do caule da espécie Matayba
guianensis apresentou ICso de 85,3 e 73,18 pg/mL, em formas promastigotas e
amastigotas de L. (L.) amazonensis (Tabela 3); e atividade em Cryptococcus
gattii e espécies do complexo Cryptococcus neoformans com CIM de 31,25
pg/mL (Tabela 6). No estudo de Souza (2006), a fragéo cloroférmica do extrato
de cascas do caule de M. elaeagnoides apresentou atividade para o fungo

dermatofito Microsporum gypseum na concentragdo de 125 mg/mL.

Protium ovatum

O extrato etanodlico da folha de Protium ovatum (Burseraceae) avaliado
em parasitos demonstrou-se ativo exclusivamente em formas epimastigotas de
T. cruzi com ICso de 63 pg/mL; e apresentou valor de ICso de 235,32 pg/mL em
células NIH-3T3. Em leveduras, esse extrato apresentou o melhor resultado
para espécies do complexo Cryptococcus neoformans com CIM de 62,5 pg/mL
(Tabela 6). Esses resultados séo inéditos, pois ndo hé relatos de atividade con-
tra microorganismos para a espécie Protium ovatum.

Um dos relatos com atividade antiparasitaria de Protium foi com o extrato
diclorometanico dos frutos de P. amplum avaliado em 2 cepas de Plasmodium
falciparum (F32 e D2) com resultados de ICso de 32 e 50 pg/mL respectivamen-
te (Weniger et al., 2001)

Segundo a literatura, as resinas do género Protium s&o amplamente utili-
zadas na medicina tradicional, como por exemplo, para curar feridas, como a-
nalgésico e anti-séptico. Elas sdo também utilizadas em cosméticos, perfumes
e alimentos na regido da Amazoénia (Rudiger et al., 2009). Também ha relatos

de ensaios bioldgicos com espécies do género Protium e suas resinas demons-



trando potente atividade antiinflamatéria (Siani et al.,1999; Aragéo et al., 2007;
Holanda et al., 2008).

Pouteria torta

A Pouteria torta (Sapotaceae) foi uma planta selecionada pelo método et-
nofarmacolégico devido a sua utilizagdo no tratamento de disenterias e infec-
¢cOes bacterianas e fangicas (Boleti et al., 2008). Neste trabalho, o extrato eta-
nélico das folhas de P. torta apresentou CIM de 125 pg/mL em Cryptococcus
spp. (Tabela 6), e ICso de 75,86 pg/mL para as células NIH-3T3. Este valor de
ICso em células de mamiferos alerta para possiveis riscos de toxicidade consi-
derando que as folhas desta espécie sdo geralmente manipuladas com élcool,
veiculo mais comum em preparacdes tradicionais.

Em outro trabalho do nosso grupo, os extratos diclorometanico das folhas,
etandlico da casca do caule e hexanico da madeira da raiz de P. torta foram
avaliados em Candida albicans e Trichophyton rubrum, mas néo apresentaram
atividade (Melo e Silva et al., 2009).

Segundo Boleti et al. (2007), as sementes de P. torta ttm grande quanti-
dade da proteina pouterina que possui atividade fungicida e inseticida. Em
2009, Boleti et al. demonstraram que a pouterina € um potente indutor de apop-
tose e toxica para as células tumorais. Em Agripino et al. (2004), a pouterina
inibiu o crescimento de dois fungos fitopatogénicos com 85% de inibigéo para o
Fusarium oxysporum e 54% para Colletotrichum musae, além disso, inibiu em

100% o crescimento de Saccharomyces cerevisiae.

Schinus terebinthifolius

Neste trabalho, o extrato diclorometanico da madeira do caule de Schi-
nus terebinthifolius (Anacardiaceae) foi ativo em formas promastigotas de L.
(L.) amazonensis com ICsg = 20 pg/mL e para promastigotas de L. (L.) chagasi
com ICso = 45 pg/mL (Tabela 5). Braga et al. (2007) testou o extrato metandlico
da folha desta mesma espécie e demonstrou atividade para as formas promas-
tigota de L. (L.) amazonensis com ICso = 55 pg/mL, mas néo encontrou ativida-
de para promastigotas de L. (L.) chagasi (com ICs > 250 pg/mL).

O género Schinus também apresenta relatos na literatura de atividade

antimicrobiana. O extrato da casca do caule de S. terebinthifolius mostrou forte



inibicdo do crescimento de cepas de Staphylococcus aureus resistente com
CIM < 100 pg/mL. Esta atividade mostrou uma boa correlagdo com o uso tradi-
cional desta espécie. Em outro estudo, o extrato aquoso das folhas e partes
aéreas de S. terebinthifolius apresentou atividade para Candida albicans com
halo de inibicdo de 15 mm e CIM de 120 ng/mL (Schmourlo et al., 2005).

Neste trabalho, o extrato diclorometanico da madeira do caule de S. te-
rebinthifolius mostrou-se ativo para as duas espécies de Cryptococcus com
CIM de 15,62 pg/mL, e para C. parapsilosis ATCC 22019 e C. glabrata LMGO
44 ambas com valor de CIM de 62,5 pg/mL (Tabela 6).

A literatura descreve que o extrato etandlico das folhas de S. terebinthi-
folius foi ativo para Candida grabrata com MIC de 125 pg/mL (Johann et al.,
2007). Em outro estudo com o0 mesmo extrato houve inibicdo em C. albicans
com halo de inibicdo de 15 mm e C. neoformans com halo de inibicdo de 20
mm (Braga et al., 2007).

Ainda com o extrato etandlico das folhas de S. terebinthifolius foi possi-
vel observar a inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus com halo de
inibicdo de 23,8 mm, Pseudomonas aeruginosa com halo de inibicdo de 24,3
mm e Candida albicans com halo de inibicdo de 25,3 mm (Martinez et al., 1996;
Guerra et al., 2000).

Estudos in vivo

Apos a finalizagdo dos testes bioldgicos in vitro, os resultados foram
avaliados no intuito de selecionar um ou dois extratos promissores para dar
seguimento aos estudos in vivo. Assim, a partir da andlise dos resultados e da
pesquisa bibliografica, o extrato hexanico de folhas de Siparuna cujabana e o
extrato diclorometénico dos rizomas de Renealmia alpinia foram selecionados.
Os estudos foram iniciados com o extrato hexanico de folhas de Siparuna
cujabana (etapas 6 e 7 do fluxograma).

A primeira etapa foi a realizagcdo de um teste de avaliagdo comporta-
mental com o extrato (fase 6 do fluxograma). O ensaio mostrou que o tratamen-
to oral dos camundongos com 500 mg/Kg v.0. ndo resultou em quaisquer mu-
dancgas comportamentais. J& na dose de 1000 mg/Kg v.o., verificou-se aumento
da motilidade e discreto aumento da frequéncia respiratoria. Tais efeitos tive-

ram inicio aos 15 minutos apds a administragédo perdurando por 1 h (Tabela 7).



As doses de 3000 e 5000 mg/Kg v.o. foram seguidas de moderado
aumento da motilidade, acrescido de maior aumento da frequéncia respiratéria.
Na dose mais elevada, os efeitos foram observados com mais intensidade. Os
efeitos iniciaram logo apds a administracdo perdurando na maior dose por 1
hora.

Nenhuma das doses utilizadas do extrato levou os camundongos a 6bi-
to. A administracdo oral do veiculo ndo causou alteracbes comportamentais

gerais nos camundongos durante os 7 dias de observagéo (Tabela 7).

Tabela 7 - Efeitos da administracdo oral do extrato hexanico da folha de S. cujabana sobre as
atividades comportamentais gerais, em camundongos.

Grupo Dose Efeitos Comportamentais
(mg/Kg,v.0.)

Veiculo - Sem alteracbes

500 Sem alteracbes

1000 Verificou-se aumento da motilidade e discreto
Extrato de S. cujabana aumento da frequéncia respiratoria

3000 Moderado aumento da motilidade, acrescido

de maior aumento da freqiéncia respiratoria
5000 Maior intensidade dos efeitos anteriores

O teste comportamental fornece uma avaliagdo preliminar qualitativa e
semiquantitativa dos efeitos e alteragbes comportamentais manifestados em
animais a doses crescentes de uma determinada amostra (Santos et al., 2009).
Além disso, fornece parametros para o estabelecimento das doses que pode-
réo ser utilizadas nos ensaios de toxicidade, aguda e subcrénica, assim como
para os ensaios farmacoldgicos especificos (Sousa et al., 2005; Santos et al.,
2009).

Diante destes resultados, o extrato hexanico da folha de S. cujabana foi
avaliado em modelo experimental in vivo de leishmaniose visceral (fase 7 do
fluxograma).

Para a realizac@o de estudos in vivo de leishmaniose visceral é impor-
tante uma infecgcdo experimental eficiente para a visceralizacdo da L. (L.) cha-
gasi. Em vérios estudos encontrados na literatura, a via de infec¢@o utilizada
em modelos experimentais de leishmaniose visceral é a via endovenosa com
alta concentragdo de parasitos promastigotas. A justificativa dos autores para

essa escolha é a dificuldade de visceralizagdo (Silva, 2004). Entretanto, em



nosso estudo, a infeccdo experimental por via intravenosa nos camundongos
BALB/c néo foi eficiente e os animais sempre apresentavam uma baixa carga
parasitaria no figado e no bacgo. Isso tornava a contagem dos parasitos inviavel,
impossibilitando a determinacdo do grau de infecgéo.

Muitos parametros estdo envolvidos na infeccdo experimental, por e-
xemplo, a dose do indculo, a via de infecgéo, a cepa de Leishmania e o estagio
evolutivo do parasito. Todos esses fatores foram levados em conta para solu-
cionar o problema da baixa parasitemia na infeccdo experimental (Fournet et
al., 1993; Silva, 2004; Nakayama et al., 2005).

Em relagéo a escolha do tipo de indculo, muitos estudos utilizam as for-
mas promastigotas, de cultivo mais facil, (Silva, 2004) apesar da maior infecti-
vidade das formas amastigotas (Silva, 2004). Entretanto, em nosso estudo,
considerou-se a hipotese que a utilizagdo de uma alta carga parasitaria do in6-
culo, constituido de formas de baixa infectividade, poderia desencadear uma
antigenemia. Essa resposta imune gerada poderia explicar o discreto nimero
de parasitos encontrado (Badar6 et al., 1996; Fichoux et al., 1998).

Este efeito parece ter ocorrido no estudo de Melby et al. (2001). Os ani-
mais foram capazes de amenizar a progresséo da infecgéo por Leishmania (L.)
chagasi, promovendo, espontaneamente, a diminui¢cdo da carga parasitaria. O
autor sugeriu que este resultado estava relacionado a resposta imunolégica. O
animal desencadeou a antigenemia do in6culo como uma consequéncia a dose
elevada de parasitos recebida e devido a baixa infectividade da forma promas-
tigota (Melby et al., 2001)

Estudos acerca da utilizagéo da via de infecgéo intraperitoneal demons-
traram que esta induz com maior frequiéncia a formagdo de metastases em in-
feccbes com amastigotas de L. (L.) chagasi (Mello, 1980; Melby et al., 2001;
Cerqueira et al., 2003; Ahmed et al., 2003).

Assim, o modelo experimental em camundongos Balb/c infectados com
L. (L.) chagasi validado nesse estudo utilizou a via intraperitoneal no lugar da
via de infecgéo intravenosa com indculo de formas amastigotas (10’ parasi-
tos/dose) ao invés de promastigotas (Singh et al., 2007; Singh et al., 2008a).

No experimento, os camundongos Balb/c infectados com L. (L.) chagasi
receberam o extrato hexanico da folha de S. cujabana como tratamento nas

doses de 100 e 250 mg/Kg durante 10 dias. Ao final do estudo, observou-se um



percentual de inibicdo dos parasitos dose-dependente de 52,5% para a menor
dose e de 71,2% para a maior. A miltefosina, medicamento referéncia na dose

de 40 mg/Kg, apresentou 81,6% de inibicao (Figura 40).
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Figura 40 - Efeito do extrato hexanico das folhas de S. cujabana em camundongos Balb-c in-
fectados com L. (L.) chagasi. Efeito da administragédo oral do veiculo, extrato hexanico da fo-
Ihas de S. cujabana nas doses de 100 mg/Kg e 250 mg/Kg e o medicamento referéncia, Milte-
fosina 40 mg/kg. Cada coluna representa a média de 5 animais por grupo. As linhas verticais
representam o E.P.M. ANOVA, seguida do teste de Student-Newman-Keuls ** p < 0,01; *** p <
0,001 em comparacao ao grupo veiculo.

Os resultados do teste in vivo corroboraram com os encontrados nos
ensaios in vitro, ou seja, o extrato hexanico das folhas de Siparuna cujabana foi
ativo para formas promastigotas e amastigotas e também reduziu
significativamente a carga parasitaria nos animais tratados. O valor de redugéo
da carga parasitaria na dose de 250 mg/kg pode ser comparado ao encontrado
por Singh et al. (2008a), quando testaram a fracdo butandlica de Tinospora
sinensis (Menispermaceae) em hamsters infectados com L. donovani

resultando em inibigéo de 72,8%.



Gupta et al. (2010) testaram o extrato aquoso dos frutos de Momordica
charantia (Cucurbitaceae) em modelo experimental de leishmaniose visceral
com hamsters infectados por L. donovani. A carga parasitaria esplénica foi de-
terminada nas doses de 50, 100, 200 e 300 mg/kg de peso corporal do extrato
bruto. Ao avaliar as laminas, os parasitos ndo foram detectados, o que indicou
uma alta eficacia do extrato.

Em outro estudo, o extrato metandlico de folhas de Maesa balansae (M-
yrsinaceae) foi avaliado em modelo experimental em BALB/c infectado com L.
donovani. A administragcdo de uma dose Unica subcutanea de 0,4 mg/kg, 1 dia
apos a infeccdo, reduziu a carga no figado em cerca de 95% em todos os ani-
mais tratados. Quando o tratamento foi realizado no 14° dia ap6s a infecgéo,
uma dose de 1,6 mg/kg foi necessaria para manter o mesmo nivel de atividade
(Maes et al., 2004).

O extrato metandlico do pepino do mar Actinopyga lecanora foi testado
in vivo em hamsters infectados com L. donovani. O tratamento por 5 dias con-
secutivos acarretou na reducdo da carga parasitaria de 69,4% e 32,1% nas
doses de 500 e 250 mg/Kg respectivamente. A fracdo butandlica desse extrato
mostrou resultado semelhante ao do extrato bruto, enquanto a fracdo acetato
de etila foi totalmente inativa. Dois compostos foram isolados da frac&o butané-
lica, a holothurina A, que inibiu a carga parasitaria em 44,6% na concentragdo
de 100 mg/Kg e a holothurina B, que inibiu 71,5% da carga parasitaria na dose
de 50 mg/Kg (Singh et al., 2008Db).

A atividade de um novo analogo da 2- nitrilquinoleina foi avaliada in vivo
em modelo de L. donovani em camundongos Balb-c e os tratamentos por via
oral com 12,5 e 25 mg/kg durante 10 dias consecutivos reduziram a carga pa-
rasitaria no figado em 68,9% e 68,5%, respectivamente (Nakayama et al.,
2007). Esta atividade foi similar a encontrada em nosso estudo mesmo com
doses maiores (100 e 250 mg/kg), o que mostra a potencialidade do extrato
hexénico da folha de Siparuna cujabana na busca de moléculas promissoras

para o tratamento da leishmaniose.



Fracionamento bioguiado

Como os percentuais de inibicdo da carga parasitéria do extrato hexani-
co de folhas de S. cujabana foram elevados, 16 g do extrato foram submetidos
ao fracionamento cromatografico em coluna aberta de silica (fase 8 do fluxo-
grama). Isto possibilitou o recolhimento de 104 fragcGes de 125 mL (cada) que
foram submetidas a analise comparativa por CCD e reunidas em 17 grupos (G1
a G17) de acordo com suas semelhancgas (Tabela 7).

O rendimento total dos grupos obtidos foi em torno de 98,7%, ou seja,
praticamente ndo houve perda durante o fracionamento. O grupo G7 apresen-
tou o maior rendimento, em torno de 27,25%, enquanto o grupo G11 apresen-
tou o menor, 0,63% em relagdo ao extrato bruto.

Os 17 grupos obtidos foram avaliados quanto & atividade em formas
promastigotas de L. (L.) chagasi (fase 9 do fluxograma) e os resultados podem
ser contemplados na Tabela 6. Os grupos G8, G9, G10 e G12 foram muito ati-
vos na concentragdo de 100 pug/mL e, portanto, foram submetidos ao teste de
diluicdo seriada para célculo do ICso (Tabela 7) (fase 10 do fluxograma). Esses
grupos apresentam os seguintes valores de I1Cso: G8 = 22,3, ng/mL (correspon-
dendo a melhor atividade); G9 = 60,3 pg/mL; G10 = 89,3 ng/mL e G12 = 78,9
ug/mL. O I1Cso encontrado para o G8 foi inferior ao encontrado para o extrato
bruto I1Cso = 30,5 mg/mL.

Depois, os grupos ativos (G8, G9, G10 e G12) foram fracionados para
continuidade do isolamento das substéncias ativas. Cada um destes grupos
gerou 4 frac¢des: ciclohexano (Frl), cloroférmio (Fr2), acetato de etila (Fr3) e
metanol (Fr4) (Tabela 8). Dentre os grupos, o menor rendimento das fragoes foi
em G9 (87,15%) e maior em G12 (97,6%) (Tabela 8).



Tabela 8 — Atividade dos grupos oriundo do fracionamento cromatogréafico do extrato hexanico
de folha de Siparuna cujabana em L. (L.) chagasi a 100 pug/mL e o valor de ICsy em pg/mL.

Grupo Fracéo Eluente Massa Rendimento Atividade ICs
G g % 100 pg/mL ug/mL

G1l 1 Ciclohexano 0,82 5,13 0 -
G2 2 Ciclohexano 0,52 3,25 0 -
G3 3 Ciclohexano 0,32 2,00 0 -
G4 4-7 Ciclohexano 1,03 6,40 + -
G5 8-17 Ciclohexano 0,3 1,87 ++ -
G6 18- 31 Ciclohexano 0,62 3,87 + -
G7 32-35 Cloroférmio 4,36 27,25 ++ -
G8 36-44 Cloroférmio 1,05 6,56 +++ 22,3
G9 45-51 Cloroférmio 1,02 6,37 +++ 60,3
G10 52-69 Cloroférmio 1,20 7,50 +++ 89,3
G1l1 70-71 Cloroférmio 0,10 0,63 +
G12 72-80 Acetato de etila 2,50 15,62 +++ 78,9
G13 81-87 Acetato de etila 0,20 1,25 ++ -
Gl4 88-97 Acetato de etila 0,20 1,25 ++ -
G15 98 Metanol 1,21 7,56 + -
Gl6 99 Metanol 0,20 1,25 + -
G17 100-104 Metanol 0,16 1,00 0 -

- ndo testado, 0 Inativo, +pouco ativo, ++ ativo, +++ muito ativo

As fracdes ciclohexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, perten-
centes a cada grupo fracionado (G8, G9, G10 e G12), foram avaliadas na con-
centragcdo de 100 pg/mL em formas promastigotas de L. (L.) chagasi (fase 10
do fluxograma). Os resultados podem ser observados na tabela 9.

As quatro fragbes obtidas a partir do grupo G8 foram muito ativas na
concentragdo de 100 pug/mL em L. (L.) chagasi (fase 9 do fluxograma). O mes-
mo foi observado para o grupo G10. No grupo G9, as fra¢des ativas foram as
fragBes cloroférmica (G9 Fr2) e acetato de etila (G9 Fr3). No grupo G12, ape-
nas a fracdo cloroférmica (G12 Fr2) foi ativa. As fragcdes que foram muito ativas
na concentragdo de 100 pg/mL foram submetidas ao teste de diluicdo seriada
para célculo do ICs (fase 10 do fluxograma). A frag@o acetato de etila oriunda
do grupo G8 (G8 Fr3) apresentou o maior rendimento (50,5%) e a melhor ativi-
dade com ICso = 12,6 ng/mL (Tabela 9) e foi entédo selecionada para dar conti-

nuidade ao estudo.



Tabela 9 - Atividade das fra¢des oriundas do fracionamento cromatografico dos grupos ativos
G8, G9, G10 e G12 do extrato hexanico de folha de Siparuna cujabana sobre L. (L.) chagasi a
100 pg/mL e o valor de 1Csq em ug/mL.

Grupo Fracao Massa Rendimento Atividade ICs
G (Fn) (9) (%) 100 pg/mL pg/mL
Ciclohexano (Frl) 0,04 3,80 +++ 20,3
Cloroférmio (Fr2) 0,30 28,6 +++ 18,2
G8 Acetato de etila (Fr3) 0,53 50,5 +++ 12,6
Metanol (Fr4) 0,10 9,5 +++ 15,3
Ciclohexano (Frl) 0,24 23,5 0 -
Cloroférmio (Fr2) 0,14 13,7 +++ 50,3
G9 Acetato de etila (Fr3) 0,38 37,25 +++ 52,3
Metanol (Fr4) 0,13 12,7 0 -
Ciclohexano (Frl) 0,22 18,3 +++ 23,0
Cloroférmio (Fr2) 0,19 15,8 +++ 50,5
G10 Acetato de etila (Fr3) 0,06 5 +++ 52,3
Metanol (Fr4) 0,49 40,8 +++ 50
Ciclohexano (Frl) 0,04 1,6 0 -
Cloroférmio (Fr2) 0,42 16,8 +++ 50
G12 Acetato de etila (Fr3) 1,8 72 ++ 98,3
Metanol (Fr4) 0,18 7,2 0 -

- ndo testado, O Inativo, ++ ativo, +++ muito ativo

Mesmo apos sucessivas cromatografias em coluna de silica gel, as ou-
tras subfragbes ativas ndo conduziram & purificacdo de substancias em quanti-
dade suficiente para a obtengdo de dados espectrais ou com grau de pureza
satisfatorio.

Assim, a fragcéo ativa acetato de etila oriunda do grupo G8 (G8 Fr3) foi
recromatografada gerando novas 4 subfracées (SFr) (Tabela 9). A atividade
das novas fragbes em L. (L.) chagasi (fase 10 do fluxograma) pode ser

observada na tabela 10.

Tabela 10 - Atividade das subfracGes obtidas apos fracionamento da fracdo acetato de etila
oriundo do grupo G8 obtido pelo fracionamento do extrato hexanico da folha de S. cujabana em
L. (L.) chagasi a 100 ug/mL e o valor de ICso em ug/mL.

Grupo G8 Subfracdo Massa Rendimento Atividade ICso
Fracdes Fr 3 (SFr) g % 100 pg/mL png/mL
G8 — Fr3 Ciclohexano (SFrl) 0,30 57,7 +++ 10,28
G8 — Fr3 Cloroférmio (SFr2) 0,05 9,6 + -
G8 — Fr3 Acetato de etila (SFr3) 0,07 13,40 + -
G8 - Fr3 Metanol (SFr4) 0,03 5,76 + -

- ndo testado, +pouco ativo, +++ muito ativo



Em seguida, a subfracéo ciclohexano G8-Fr3-SFrl (300 mg) muito ativa,
com ICsp = 10,28 pg/mL (fase 11 do fluxograma) em L. (L.) chagasi, foi recro-
matografada em coluna cromatografica de purificagdo possibilitando o recolhi-
mento de 815 fracbes de 8 mL, que por analise comparativa em CCD, foram
reunidas em 13 subgrupos (SG1 a SG13) (Figura 41).

Figura 41 - Cromatografia recaptulativa dos 13 subgrupos obtidos apés fracionamento da sub-
fracéo ciclohexano, da frac@o acetato de etila, obtido do grupo G8 de S. cujabana. Eluente da
placa: ciclohexano: acetato de etila (75:25). Revelador: vanilina sulfarica.

A avaliacdo desses 13 subgrupos (SG1 a SG13) em L. (L.) chagasi a
100 pg/mL (fase 11 do fluxograma) demonstrou que apenas os subgrupos SG9
e SG10 ndo apresentaram nenhuma atividade. Os subgrupos SG11, SG12 e
SG13 nao foram testados, pois ndo havia quantidade suficiente para os expe-
rimentos (Tabela 10). Ja os subgrupos SG1 a SG8 foram muito ativos na con-
centracdo de 100 ug/mL (Tabela 11).

Vale ressaltar que o processo de fracionamento possibilitou a obtencao
de fracOes e subfragcdes mais ativas que o extrato bruto. O extrato bruto mos-
trou um ICso = 30,5 pg/mL em promastigota de L. (L.) chagasi. A primeira etapa
do fracionamento deu origem ao grupo G8 com ICso de 22,3 ug/mL e o fracio-
namento deste grupo gerou fragbes com ICso entre 12,6 ug/mL e 20,3 pg/mL,

além da subfragdo G8-Fr3-SFrl com um ICso de 10,28 pg/mL.



Tabela 11 - Atividade dos subgrupos obtidos apés fracionamento da subfracdo ciclohexano
oriunda da fragdo acetato de etila, obtido do grupo G8 de S. cujabana em L. (L.) chagasi a 100
ug/mL.

Subgrupo Fracdes Eluente ? Massa Rendimento  Atividade
SG G % 100 pg/mL
SG1 1-32 Ch:AE (97:3/95:5) 0,04 13,3 +++
SG2 33-54 Ch:AE (95:5) 0,02 6,60 +++
SG3 55-75 Ch:AE (95:5) 0,04 13,3 +++
SG4 76-105 Ch:AE (95:5) 0,03 10,0 +++
SG5 106-120 Ch:AE (95:5) 0,02 6,60 +++
SG6 121-179 Ch:AE (95:5) 0,04 13,3 +++
SG7 180-294 Ch:AE (95:5) 0,03 10,0 +++
SG8 295-600 Ch:AE (90:10/80:20) 0,07 23,3 +++
SG9 601-720 Ch:AE (60:40/50:50) 0,010 3,30 +

SG10 721- 729 AE (100) 0,007 2,30 +
SG11 730-780 AE (100) M (100) 0,006 2,00 -
SG12 781-800 M (100) 0,003 1,00 -
SG13 801-815 M (100) 0,006 2,00 -

- ndo testado, +pouco ativo, +++ muito ativo
2 Eluente - Ch: ciclohexano; AE: Acetato de Etila; M: metanol.

Os subgrupos SG2 a SG8 foram reunidos e analisados em HPLC (fase
11 do fluxograma). O cromatograma obtido pela técnica de HPLC apoés a reuni-
do das fragdes resultou no recolhimento de 6 picos majoritarios com diferentes
tempos de retengéo variando de 2,9 min. a 7,15 min. (Figura 42).

Apos o isolamento dos picos, os compostos isolados foram analisados
pela técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) para a identificagéo e
confirmacédo da estrutura quimica.

Para os picos de 1 a 5 os procedimentos ndo conduziram ao isolamento
das substancias com grau de pureza satisfatorio ou em quantidade suficiente

para analise espectral.
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Figura 42 — Cromatograma dos subgrupos (SG2 a SG8) reunidos obtidos apés fracionamento
da sub-fracdo ciclohexano, oriundo da sub-fragdo acetato de etila, obtido do grupo G8 de S.
cujabana. O cromatograma foi obtido por HPLC, em coluna X-Terra, operando em modo nor-
mal, utilizando como fase mével hexano: acetato de etila (70:30) em fluxo 4,72 mL/min. (254
nm).

O composto do pico 6 foi isolado em forma de sélido cristalino de colora-
¢cdo branca, com odor caracteristico. O composto apresentou ponto de fusédo de
139 — 140 °C, o que esta de acordo com a literatura como faixa de fuséo para o
sitosterol ou para fragmentos de esterdides de modo geral (Misra e Tiwari,
1973; Merck Index).

Na analise do espectro de RMN *H (Anexo Ill), verificou-se uma grande
quantidade de sinais na regido entre 0,67 e 1,56 ppm, padrdo normalmente
encontrado para substancias esteroidais e triterpénicas. Verificou-se também a
presenca de um sinal na regido de 5,5 ppm correspondente a hidrogénios liga-
dos a carbonos sp?. A presenca de um multipleto na regido de 3,5 ppm caracte-
riza a presenca de hidrogénio alfa ao carbono carbindlico.

A anélise de espectro de RMN *3C (Anexo IV) mostrou a presenca de va-
rios sinais o que descarta a hipétese de que a estrutura fosse um triterpeno e
reforca a idéia de se tratar de um esterdide. Observou-se a presenca de dois
sinais, em 140,99 e 121,99 ppm, correspondentes aos hidrogénios da ligagéo
dupla, e um sinal em 72,05 ppm correspondente ao carbono carbindlico. A pre-
senca do sinal em 12,22 ppm refor¢ca a hipétese de que a estrutura seja um
esterdide, pois esse sinal € correspondente a metila ligada ao C29 da cadeia

lateral aciclica. A comparacdo dos dados espectrais com a literatura (Domin-



guez e Vanegas,1972; Kongduang et al., 2008) confirmou que a estrutura cor-

responde ao SB-sitosterol (Figura 43).

HO

Figura 43 - Molécula do B-sitosterol. (Fonte: Merck Index).

Segundo Bresciani et al. (2000) bem como Carvalho e Carvalho (2001) a
extracdo realizada com solventes apolares ou de polaridade intermediaria pos-
sibilitam a extracdo de constituintes de baixa polaridade como os esterdis (si-
tosterol e estigmasterol).

O B-sitosterol € um dos varios fitoester6is comumente encontrado em
plantas superiores com estrutura quimica semelhante & do colesterol, mas com
algumas modificagbes na cadeia lateral que incluem a adigdo de uma ligacéo
dupla e/ou grupo metila ou etila (Awad e Fink, 2000). Os fitoesterdis séo impor-
tantes componentes estruturais das membranas das plantas e servem para
estabilizar bicamadas de fosfolipideos, assim como o colesterol nas membra-
nas de células animais (Moreau et al., 2002).

Os fitoesterdis mais comuns da dieta sdo o sitosterol, o campesterol e o
estigmasterol. Estudos experimentais e epidemiologicos sugerem que uma die-
ta rica em fitoesterdis pode oferecer uma protecdo contra os tipos de cancer
mais comuns do mundo ocidental. A maior parte dos estudos com (-sitosterol
descritos na literatura estdo relacionados ao tratamento do céancer (Awad e
Fink, 2000; JU et al., 2004; Ovesna et al., 2004; Awad et al., 2008).

Raicht et al. (1980) sugeriram que a dieta rica em B-sitosterol pode ofe-
recer prote¢cdo contra o cancer de célon induzido quimicamente. Estudos in

vitro utilizando linhagens de células tumorais humanas revelaram um efeito ini-



bitério do B-sitosterol no crescimento de células do tumor HT-29 (Awad et al.,
1996; Awad e Fink, 2000; Cicero et al.,2004). Resultados semelhantes aos ob-
tidos em células HT-29, porém em menor magnitude, também foram observa-
dos utilizando 16 mmol/L de B-sitosterol em uma linhagem de cancer de prosta-
ta. Na Europa, a hiperplasia prostatica é tratada clinicamente com medicamen-
tos fitoterapicos contendo B-sitosterol (Awad e Fink, 2000), mas estes produtos
nédo foram aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration), o 6rgéo regu-
lador de medicamentos nos Estados Unidos.

O efeito do B-sitosterol sobre o crescimento e a indu¢éo de apoptose de
231-MDA-MB, uma linhagem celular de cancer de mama, tem sido muito estu-
dada (Awad et al., 2008).

O mecanismo exato pelo qual o B-sitosterol oferece protegcdo contra o
cancer ndo é conhecido. No entanto, vérias teorias de mecanismos de acéo
foram propostas. Estas incluem o efeito sobre a estrutura da membrana, fungdo
do tumor e do tecido hospedeiro, vias de transdugéo de sinal que regulam o
crescimento tumoral e apoptose, funcéo imunoldgica do hospedeiro e metabo-
lismo do colesterol (Awad e Fink, 2000).

Os fitoesterois isolados ou em associagdo podem reduzir os niveis de
colesterol no sangue, e as vezes, sao usados no tratamento da hipercolestero-
lemia. O B-sitosterol inibe a absorcdo do colesterol no intestino (Matsuoka et
al., 2008).

O B-sitosterol também apresenta relatos de atividade antibacteriana e
antifangica na literatura. Os valores do halo de inibicdo deste composto em
bactérias foram: Escherichia coli (10,76 mm), Klebsiella pneumoniae (11,49
mm), Bacillus thuringiensis (10,4 mm) e Staphylococcus aureus (9,44 mm); e
em fungos: Aspergillus niger (9,36 mm), A. flavus (10,49 mm), Rhizoctonia
phaseoli (11,3 mm) e Penicillium chrysogenum (11,48 mm) (Singh e Singh,
2003).

A atividade do B-sitosterol foi descrita para Entamoeba histolytica e Gi-
ardia lamblia com I1Cso de 52,3 e 71,1 ug/mL, respectivamente (Calzada, 2005).

Camacho et al. (2003) testaram o B-sitosterol em cepas de Plasmodium
falciparum (K1), Trypanosoma brucei brucei e Leishmania donovani, porém foi
considerado inativo com ICs, > 100 pg/mL para os trés protozoarios. Este resul-

tado se assemelha ao de Elfita et al. (2009) que testou o B-sitosterol para as



cepas de Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei, Leishmania infantum,
Plasmodium falciparum e também nao encontraram atividade.

O B-sitosterol ja havia sido isolado na espécie Siparuna guianensis (Do-
minguez, 1961; Braz et al., 1976) e em Siparuna arianae, na sua forma glicosi-
lada (Kato et al., 1996). Este trabalho apresenta o primeiro relato de isolamento
de B-sitosterol na espécie Siparuna cujabana.

O uso de sitosterol como um intermediario quimico foi, durante muitos
anos, limitada devido a falta de um ponto de ataque quimico na cadeia lateral
gue permita a sua remocdo. A sintese total de B-sitosterol ainda nao foi alcan-
cada, mas pode-se sintetizar o -sitosterol a partir estigmasterol, que envolve
uma hidrogenacéo especifica da cadeia lateral de estigmasterol (McCarthy et
al., 2005).

A outra fragdo estudada foi a fracdo ativa cloroférmica do grupo G12
(G12-Fr2). Ela foi submetida a uma coluna cromatogréafica de purificacéo (Ta-
bela 7) onde foram coletadas 826 fracBes de 8 mL, que por andlise comparati-
va em CCD, foram reunidas em 16 subgrupos de acordo com suas semelhan-
cas (Figura 44).

Figura 44 - Cromatografia recaptulativa dos 16 subgrupos da coluna de purificacéo, apés fra-
cionamento da fracdo cloroférmica do G12. Eluente da placa: Ciclohexano: Acetato de etila
(75:25). Revelador: vanilina sulfdrica.

A atividade desses 16 subgrupos foi avaliada em formas promastigotas
de L. (L.) chagasi & 100 pg/mL (fase 10 do fluxograma). Os subgrupos SG1 e

SG3 nédo foram testados devido a pequena quantidade obtida. Os subgrupos



SG2, SG4 a SGY9, e SG13 foram muito ativos na concentragdo de 100 pg/mL
(Tabela 12).
Tabela 12 - Atividade dos subgrupos obtidos ap6s fracionamento da fragéo cloroférmica oriun-

do do grupo G12 obtido pelo fracionamento de Siparuna cujabana em L. (L.) chagasi a 100
ug/mL.

Subgrupos  Fragbes Eluente Massa Rendimento Atividade
Fr g % 100 pg/mL
SG1 1-9 Ch:AE (95:5) 0,003 0,12 -
SG 2 10-29 Ch:AE (95:5) 0,018 0,72 +++
SG 3 30-44 Ch:AE (95:5) 0,001 0,04 -
SG 4 45-120 Ch:AE (93:7) 0,330 13,2 +++
SG5 121-165 Ch:AE (93:7) 0,039 1,56 +++
SG 6 166-310 Ch:AE (93:7/87:13) 0,094 3,76 +++
SG7 311-399 Ch:AE (87:13/95:15) 0,081 3,24 +++
SG 8 400-509 Ch:AE (95:15/60:40) 0,440 17,6 +++
SG9 510-544 Ch:AE (60:40/50:50) 0,040 16 +++
SG 10 545-605 Ch:AE (50:50) 0,540 21,6 +
SG 11 606-623 Ch:AE (50:50)/AE (100) 0,018 0,72 0
SG 12 624-634 AE (100) 0,023 0,92 +
SG 13 635-670 AE (100)/M (100) 0,150 6 +++
SG 14 671-689 M (100) 0,110 4.4 +
SG 15 690-715 M (100) 0,120 4,8 0
SG 16 716-826 M (100) 0,021 0,84 0

- ndo testado, 0 Inativo, +pouco ativo, +++ muito ativo
Eluente - Ch: ciclohexano; AE: Acetato de Etila; M: metanol.

Os subgrupos SG4 a SG9 foram reunidos e analisados em HPLC (fase
11 do fluxograma). O procedimento permitiu o recolhimento de 4 picos majorita-
rios de substancias com grau de pureza insatisfatério para analise espectral
(Figura 45).
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Figura 45 - Cromatograma dos subgrupos obtidos apds fracionamento do sub-grupo
cloroférmico oriundo do grupo G12 obtido pelo fracionamento de Siparuna cujabana analisados
em HPLC, em coluna X-Terra, operando em modo normal, utilizando como fase mével hexano:
acetato de etila (80:20) em fluxo 4,72 mL/min. (254 nm).

O uso do fluxograma no estudo

O fluxograma seguido neste estudo proporcionou selecionar extratos ve-
getais promissores como fonte de moléculas leishmanicidas. Os pontos impor-
tantes para a tomada de decisdo no processo de selecdo dos extratos ativos
levou em consideragéo a atividade em formas promastigotas do parasito, a re-
lagéo de atividade para as formas intracelulares de Leishmania, a citotoxicida-
de (representada pelo indice de seletividade) e a atividade in vivo do extrato.

As espécies Anemopaegma chamberlaynii e Protium ovatum foram alvos
deste estudo, por ndo apresentam relatos de atividade antiparasitaria. Os extra-
tos dessas duas espécies demonstraram atividade em formas promastigotas e
amastigotas de L. (L.) chagasi e para a levedura Candida parapsilosis. Extrato
de Protium ovatum também foi ativo em formas epimastigotas de T. cruzi e pa-
ra espécies de leveduras do complexo Cryptococcus neoformans.

O extrato hexanico das folhas de Guarea guidonia apresentou atividade
em formas amastigotas de L. (L.) chagasi e L. (L.) amazonensis e excelente
resultado para a levedura Candida krusei. O extrato hexanico da casca do cau-
le de Matayba guianensis foi ativo em formas promastigotas e amastigotas de
L. (L.) amazonensis e em Cryptococcus ssp., € 0 extrato diclorometanico da
madeira do caule de Schinus terebinthifolius, ativo em formas promastigotas de

L. (L.) amazonensis e para promastigotas de L. (L.) chagasi.



Os extratos diclorometanico do rizoma de Renealmia alpinia e hexéanico
da folha de Siparuna cujabana se destacaram pelas atividades em diferentes
formas dos parasitos e leveduras.

O extrato hexanico da folha de Siparuna cujabana foi fracionado para o
isolamento e identificagéo de substancia(s) ativa(s). Neste estudo, n&o foi pos-
sivel isolar as substancias com grau de pureza satisfatério ou em quantidade
suficiente para andlise espectral.

O isolamento de compostos permitird prosseguir os estudos in vivo, com
maior numero de animais e doses do composto puro ou em associagdo com a
miltefosina. A diminuigdo da dose de miltefosina na associagdo pode ser uma
alternativa para contornar o problema de resisténcia do parasito e reduzir os
efeitos colaterais do farmaco.

Estudos de metabdlitos secundarios vegetais sdo de particular interesse
na busca de compostos ativos para o desenvolvimento de novas opg¢des para o

tratamento da leishmaniose.



6 CONCLUSAO

Neste trabalho, conclui-se que a partir de uma triagem in vitro de 120 ex-
tratos do bioma Cerrado, oriundos de 16 familias de plantas, em formas pro-
mastigotas de Leishmania. (Leishmania) chagasi, Leishmania (Leishmania)
amazonensis e epimastigotas de Trypanosoma cruzi, um total de 14 extratos
ativos foram selecionados. Posteriormente, estes extratos foram testados em
formas amastigotas de L. (L.) chagasi, L. (L.) amazonensis e em leveduras dos
géneros Candida e Cryptococcus. A citotoxicidade desses extratos foi avaliada
em células de fibroblastos NIH-3T3.

O extrato hexanico das folhas de Siparuna cujabana apresentou ICsy de
30,5 pg/mL para formas promastigotas e 28 pg/mL para amastigotas de L. (L.)
chagasi; ICso de 63 pg/mL para promastigotas e 8,75 pg/mL para amastigotas
de L. (L.) amazonensis; e ICso de 53 pg/mL para T. cruzi. Esse extrato também
foi ativo em Candida albicans ATCC 10231, com valor de concentracao
inibitéria minina (CIM) de 31,25 pg/mL, Candida krusei LMGO 174, com CIM de
62,5 pg/mL e em Cryptococcus gattii e espécie do Complexo Cryptococcus
neoformans, ambos com CIM de 31,25 pg/mL.

O extrato hexanico da folha de S. cujabana ndo demonstrou ser toxico
as células de mamifero com valor de ICs de 378,55 pg/mL sobre NIH-3T3, a-
presentando assim indice de seletividade (Sl) de 13 e 43,2 para L. (L.) chagasi
e L. (L.) amazonensis respectivamente.

O extrato hexanico da folha de S. cujabana em camundongos Balb/c
infectados com L. (L.) chagasi, na dose de 100 mg/Kg inibiu a infecgcdo em
52,5% e na dose de 250 mg/Kg inibiu a infecgdo em 71,2%.

A espécie Renealmia alpinia (Zingiberaceae) também destacou-se pela
sua importante atividade. Para as formas amastigotas de L. (L.) chagasi e L.
(L.) amazonensis, o extrato diclorometanico do rizoma desta planta apresentou
ICso de 6,03 e 11,58 upg/mL. Para as células de mamiferos, esse extrato
apresentou ICso de 235,38 pg/mL, com indice de seletividade de 39 para L. (L.)
chagasi. Este extrato apresentou ainda atividade para as formas epimastigotas
de T. cruzi (ICsp = 50 pg/mL). Esse extrato foi também ativo em leveduras:
Candida krusei LMGO 174 (CIM de 31,5 pg/mL), C. parapsilosis ATCC 22019 e
C. glabrata LMGO 44 (ambos com CIM de 125 pg/mL) e em Cryptococcus gattii

(CIM de 31,5 pg/mL) e espécies do Complexo Cryptococcus neoformans



neoformans (CIM de 7,81 pg/mL).

Considerando a atividade do extrato hexanico da folha de S. cujabana e
diclorometanico do rizoma de R. alpinia em formas promastigotas e amastigo-
tas de L. (L.) chagasi, L. (L.) amazonensis e epimastigotas de T. cruzi e em
leveduras do género Candida e Cryptococcus essas especies tornam-se pro-
missoras como fontes de compostos lideres para o tratamento da leishmanio-

Se.
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Triagem Farmacoldgica Geral

PrOTOCOLO EXPERIMENTAL

Experimento: Teste Hipocrdtico - Observagdo Geral

Projeto:

Prof. Responsavel:

Data: __ / _/ __ Experimentador:

Animal: Sexo: PP
Idade: Temp. Ambiental:____°C

Tratamento:

Obs. 10° {30°| th | 2h 3h | 4h | 6h | 12h | 24h

CONTORCOES
ABDOMINAIS

PELOS ARREPIADOS
(SNAS)

'TOSE PALPEBRAL

LOCOMOCAO

ANMONTOADOS MO
CANTO
(IHPOTERMIA)

TONUS MUSCULAR

TREMORES

PARALISIA DO TREM
POSTERIOR i

SALIVACAO

CHOMADOCRIORRETA

SECRECAO
BRONQUICA

CONVULSOES

OUTRAS
MANIFESTAQOES

MORTE

Anexo Il — Tabela de Malone adaptada



g ]l '!I!;;'» [
- iil'_
“
5'! |
|
i i
‘ i ]
‘ \ |
W i r :
¥ | 1 !
| /0
| A AN
| A
R \ 0 I ! { i’a ,J | \
| | ’JL A RLTIY \‘\
T L .,___,ﬂ;.:\. i o .‘l'u.__-__ T Tre. . r L* / v JK
U SS— : I

& 7 B 5 4

Anexo Il - Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) do esteréide - sitosterol
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Anexo |V - Espectro de RMN **C (75 MHz, CDCls) do esteréide 8- sitosterol



