MUSEUM NATIONAL D’HISTOIRE NATURELLE UNIVERSIDADE DE BRASILIA

Ecole doctorale «Sciences de la nature et de P6s-Graduagédo em Ciéncias

-

I’Hommey (ED 227) Médicas
Année 2010

N

N° attribué par la Bibliotheque

NN .

« Activités antiparasitaires et antifongiques des plantes du
Cerrado : Spiranthera odoratissima et Diospyros hispida»

par
ALBERNAZ Carneiro Lorena
Pour obtenir le grade

de Docteur et de Docteur en Sciences Médicales
du Muséum national d’Histoire naturelle de I’Université de Brasilia
en Chimie de Substances Naturelles

Présentée et soutenue publiguement le 29 Octobre 2010

Sous la direction de :

Mme Lengo MAMBU, MC HDR, MNHN
Mme Laila Salmen ESPINDOLA, Professeur, Universidade de Brasilia

JURY

M. SANTOS Cid Aimbiré Professeur Universidade Federal do Examinateur

Parana
M. STIEN Didier Chargé de Recherche UMR Ecofog- Guyane Rapporteur
Mme TALLARICO PUPO Monica Professeur Universidade de Sao Rapporteuse

Paulo
M. GRELLIER Philippe Professeur MNHN Examinateur
Mme Laila Salmen ESPINDOLA Professeur Universidade de Brasilia Co-directrice de thése
M. Lengo MAMBU Maitre de Conférences, pMNHN Co-directrice de thése

HDR



LORENA CARNEIRO ALBERNAZ

Atividades antiparasitarias e antifungicas de
plantas do Cerrado: Spiranthera odoratissima e

Diospyros hispida

Tese em co-tutela apresentada ao Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Médicas da Universidade de Brasilia e a Escola Doutoral do Museu Nacional de

Historia Natural de Paris.

Orientadora; Profa. Dr?. Laila Salmen ESPINDOLA
Orientadora: Dr?. Lengo MAMBU

BRASILIA
2010



LORENA CARNEIRO ALBERNAZ

Atividades antiparasitarias e antifungicas de plantas do Cerrado:

Spiranthera odoratissima e Diospyros hispida

Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduacéo
em Ciéncias Médicas apara obtencdo do grau de
doutor em co-tutela entre a Universidade de
Brasilia, sob a orientacdo da Profé. Dr2 Laila
Salmen Espindola e a Escola Doutoral do Museu
Nacional de Historia Natural de Paris, sob a
orientagdo da Dr2. Lengo Mambu

Brasilia, 29 de outubro de 2010



Essa tese é dedicada a minha Mimi



AGRADECIMENTOS

A Deus por me permitir todos os dias correr atrds dos meus sonhos e por me dar a

forca que eu preciso.

A minha querida professora Laila pelos ensinamentos, pelos puxdes de orelha e por
me guiar por essa vida cientifica tdo apaixonante. Nunca saberei agradecer o

bastante. Obrigada.

A minha diretora de tese Dra. Angele Lengo Mambu pela oportunidade de realizar
parte da minha pesquisa em um ambiente tdo rico em ciéncia e cultura. Obrigada

pelos ensinamentos da parte quimica. Merci beaucoup.
Ao professor Philippe Grellier por ter permitido que eu realizasse 0s testes em
Plasmodium, além da orientacao durante o desenvolvimento de parte deste trabalho.

Merci beaucoup.

Ao professor Didier Stien pela ajuda com o RMN e por ter aceitado avaliar esse

trabalho. Merci beaucoup.

Ao professor Dr. José Elias de Paula pela coleta e identificacdo botanica das plantas
utilizadas neste trabalho.

A professora Moénica Tallarico Pupo por ter aceitado avaliar esse trabalho. Muito

obrigada.

Ao professor Cid Aimbiré de Moraes Santos por ter aceitado participar desta banca.

A Elisabeth Mouray pelos ensinamentos na parte de manutencdo da cultura de

Plasmodium falciparum.



A Alexandre Deville e Alain Blond por auxiliar nas analises dos espectros de RMN, a
Lionel Dubost e Arul Marie pela realizacdo das analises de espectrometria de

massa.

A Sylvie Rebuffat (Diretora da FRE 3206 CNRS/MNHN, Moléculas de Comunicacéo
e Adaptacdo de Micro-organismos) por ter me acolhido no laboratério. Merci

beaucoup.

A Roger Joyeau por seus conselhos, suas palavras de incentivo, sua paciéncia e
sua gentileza. Merci beaucoup de votre aide pour ce travail.

A Christel Edmond e a Catherine Pougault pela ajuda e gentileza com que me

receberam. Merci beaucoup.

A Maria Lucia Espindola que gentilmente sempre me ajudou.

Aos meus amigos: Mariana Mesquita, Alice, Ellen, Flavia, Mariana, Thiago, Phellipe
por passarem comigo essa etapa e por todo apoio, afinal vocés sabem como é dificil
essa vida de fazer pesquisa. Vocés sao parte da minha familia.

Aos amigos que eu fiz no MNHN e que fizeram a minha estada na Franca ser muito
mais leve e alegre: Cathy, Marion, Hichem, Nassima, Damien e Christine. Mes chérs

amis merci beaucoup.
Ao Dan, meu companheiro, meu alicerce, que me deu for¢cas quando eu achei que
iria desistir. Obrigada por estar do meu lado desde o dia que eu descobri que iria

embora pra Paris até hoje. Eu te amo.

A0 meu pai e meu irmao por estarem em Ipameri me esperando de bracos abertos e

COm um sorriso no rosto sempre que eu precisava de um.

Minhas tias, meus primos, em especial a Geo. Eu amo muito todos vocés.



VI

As minhas amigas queridas: Vivian (obrigada especial), Ana, Bibi, Dri, Janine, Liana,
Ré&, Dani, Pri, Marcela, Meline pelas risadas e por me fazerem esquecer um pouco

desse doutorado.

A Capes e ao programa Alban (bolsa n°EQ07D401533BR) pela bolsa que permitiu

que eu concluisse o doutorado.

Aos meus amigos que fiz a pouco tempo, mais que foram muito importantes nessa

reta final.

Perdoem-me se esqueci de alguém, mas saibam que todas as pessoas que
passaram pela minha vida, desde a infancia em Ipameri até hoje, contribuiram de

alguma forma para o que eu sou hoje. Essa parte nunca é facil.

Muito Obrigada!
Merci beaucoup!



VI

RESUMO

Um total de 217 extratos obtidos de 22 espécies de plantas do bioma Cerrado
utilizadas na medicina tradicional para tratar doencas parasitarias, feridas na pele e
febre foram avaliados em Plasmodium falciparum resistente a cloroquina (cepa
FcB1, Coldombia). Dentre estes, 32 demonstraram capacidade de inibir acima de
75% o crescimento do parasito. Estes 32 extratos foram também avaliados em 5
espécies de leveduras dos géneros Candida e Cryptococcus. Os 11 extratos que
inibiram acima de 90% do P. falciparum foram entdo testados em Leishmania
(Leishmania) chagasi e Trypanosoma cruzi. A citotoxicidade foi avaliada em células
NIH-3T3 de fibroblastos de mamifero. Dois extratos mais ativos e néo citotoxicos
foram selecionados: extrato acetato de etila das folhas de Spiranthera odoratissima
(Rutaceae) (ICso de 9,2 e 56,3 pg/mL em P. falciparum e T. cruzi) e extrato acetato
de etila da raiz de Diospyros hispida (Ebenaceae) (ICso de 1,0; 18,9 e 89,9 ug/mL em
P. falciparum, L. (L.) chagasi e T. cruzi. D. hispida foi ativo em todos os micro-
organismos analisados. Foi realizado um estudo quimico bioguiado com o extrato
acetato de etila das folhas de S. odoratissima em P. falciparum, e com o extrato
acetato de etila da raiz de D. hispida em L. (L.) amazonensis. Técnicas
cromatograficas permitiram isolar dez compostos que foram identificados por
espectometria de RMN 1D (*H e *C ) e 2D (HSQC, HMBC, COSY, NOESY), ESI-
MS, UV, IV. Cinco compostos foram isolados de S. odoratissima, sendo trés deles
isolados pela primeira vez de planta (LC-1, LC-4 e LC-5), e um descrito pela primeira
vez em S. odoratissima (LC-2). A atividade desses compostos foi verificada em
protozoéarios e em duas cepas de C. albicans: 6-acetoxi,1-hidroxieudesm-4(15)-eno
(LC-1) apresentou ICso de 4,8 pg/mL, sesamina (LC-2) ICso de 9,1 pg/mL, B-
sitosterol (LC-3) ICso de 8,6 pg/mL em P. falciparum; spiranthenona B (LC-5)
apresentou CIM de 12,5 ug/mL em Candida albicans ATCC 10231 e isolado clinico
LMGO 102. O composto LC-4 ndo apresentou atividade em nenhum dos alvos
testados. Cinco compostos foram isolados de D. hispida, trés ja foram descritos em
espécies do género Diospyros: acido betulinico (LC-6), isodiospirina (LC-7) e 4-
hidroxi-5-metoxi-2-naftaldeido (LC-8), e os outros dois LC-9 e LC-10 estdo em fase
de identificacdo. Esses compostos foram avaliados em formas promastigotas e
amastigotas de L. (L.) amazonensis. A melhor atividade em promastigota foi a do

composto LC-9 com ICsy de 4,2 pg/mL. O composto LC-7 foi o que teve melhor
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atividade em formas amastigotas (ICsp de 50,9 pg/mL). Este trabalho possibilitou o
isolamento de substancias com atividades antiprotozoérias e antifingicas, que serao

alvos de estudos futuros para o desenvolvimento de compostos lideres.

Palavras-chave: Cerrado, Spiranthera odoratissima, Diospyros hispida, Plasmodium,

Leishmania, Trypanosoma, Candida, Cryptococcus



ABSTRACT

Two hundred seventeen extracts from 22 species of Cerrado used in traditional
medicine to treat parasitic diseases, skin injuries and fever were evaluated against
Plasmodium falciparum chloroquine resistant (FcB1 Colombia strain). Among them,
32 showed the ability to inhibit over 75% of the growth of P. falciparum. These 32
extracts were also evaluated in 5 yeast species of the genus Candida e
Cryptococcus. The eleven extracts that inhibited over 90% of P. falciparum were then
tested against Leishmania (Leishmania) chagasi and Trypanosoma cruzi.
Cytotoxicity was observed in mammalian fibroblast cells NIH-3T3. Two most active
and non-cytotoxic extracts were chosen: the ethyl acetate extract from leaves of
Spiranthera odoratissima (Rutaceae), with 1Cs of 9.2, and 56.3 pg/mL against P.
falciparum and T. cruzi; and the ethyl acetate extract from the root of Diospyros
hispida (Ebenaceae), with 1Cso of 1.0, 18.9 and 89.9 pug/mL against P. falciparum, L.
(L.) chagasi and T. cruzi. D. hispida showed activity against all the microorganisms
analyzed. A bioguided chemical study was performed with the ethyl acetate extract
from leaves of S. odoratissima against P. falciparum, and with the ethyl acetate
extract from the root of D. hispida against L. (L.) amazonensis. Chromatography
techniques allowed to isolate ten compounds identified through NMR spectrometry
1D (*H and **C ) and 2D (HSQC, HMBC, COSY, NOESY), ESI-MS, UV, IV. Five
compounds were isolated from S. odoratissima, from which three were isolated for
the first time from plant (LC-1, LC-4 and LC-5), and one described for the first time in
S. odoratissima (LC-2). The activity of these compounds was verified in protozoans
and two strains of C. albicans: 6-acetoxy,1-hydroxy-eudesma-4(15)-ene (LC-1) with
ICsp of 4.8 pg/mL, sesamin (LC-2) with ICs of 9.1 pg/mL, B-sitosterol (LC-3) with ICs
of 8.6 pg/mL against P. falciparum, and spiranthenone B (LC-5) which demonstrated
CIM of 12.5 pg/mL against Candida albicans. Five compounds were isolated from D.
hispida, from which three have previously been described in species of the genus
Diospyros: betulinic acid (LC-6), isodyospirin (LC-7) and 4-hydroxy-5-methoxy-2-
naphtaldehyde (LC-8), and the other two LC-9 and LC-10 are at a identification
phase. The compounds were evaluated in promastigotes and amastigotes of L. (L.)
amazonensis. The best activity against promastigotes was shown in compound LC-9
with 1Csp of 4.2 pg/mL. Compound LC-7 showed the best activity against amastigotes

(ICso of 50.9 pg/mL). The importance of this work was to enable the isolation of



compounds with antiprotozoal and antifungal activities, which will be addressed in
future studies to develop new drugs.

Keywords: Cerrado, Spiranthera odoratissima, Diospyros hispida, Plasmodium,

Leishmania, Trypanosoma, Candida, Cryptococcus
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RESUME

Le paludisme est une maladie infectieuse provoquée par quatre especes de
protozoaire du genre Plasmodium: P. falciparum, P. vivax, P. ovale et P. malariae.
Cette maladie constitue la troisieme cause de mortalité dans tout le monde, dont le
cycle peut étre divisé en deux phases : une sexuée chez le moustique transmetteur
du protozoaire et une asexuée chez I'h6te vertébré. Les médicaments utilisés pour le
traitement du paludisme aujourd’hui comprennent: la quinine extraite des écorces
des tiges et de la racine de I'espéce Cinchona calisaya (Rubiaceae) et ses dérivés
tels que la chloroquine et la méfloquine, et l'artémisinine, originaire de l'espece
Artemisia annua (Asteraceae) et dérivés semi- synthétiques, telles que l'artésunate
et 'arteéter. Cependant, des cas de résistance au traitement ont été décrits a partir
de 1957, ou les premiéres souches résistantes a la chloroquine ont été mises en
évidence, en 1977 des cas de résistance a la méfloquine ont été décrites, et en2008,
une réduction de sensibilité des souches par rapport a l'utilisation de l'artémisinine e
ses dérivés a été rapporté.

La leishmaniose est une maladie infectieuse présente dans des régions
relevant environ 88 pays dans tout le monde, touchant approximativement 12
millions de personnes. Cette maladie est transmise par des espéces de
phlébotomes, ou des protozoaires flagellés appartenant au genre Leishmania
attendent un stade infectieux qui sera injecté chez ’lhomme lors d’'une piqlre.

Historiguement, les médicaments les plus couramment utilisés pour le
traitement de leishmanioses chez les humains contiennent l'antimoine comme
Pentostan ® (stilbogluconate de sodium) et Glucantine ® (antimoniate de
meglumine). De plus, comme médicaments d’utilisation secondaire nous pouvons
trouver notamment la pentamidine et I'amphotéricine B. Les principales contraintes
menées par le traitement des leishmanioses sont la voie d’administration des
médicaments (obligatoirement parentérale), le temps prolongé de traitement et les
effets extrémement toxiques des meédicaments, notamment a [I'antimoine
(cardiotoxicité) et a 'amphotéricine (dommages néphrologiques).

La miltefosine (Impavido®), utilisé depuis 2002 pour le traitement des
leishmanioses, est le seul traitement par voie orale disponible, et est actuellement

en phase de tests en Inde. Ce médicament montre des bons résultats pour le
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traitement de leishmaniose cutanée, mais au méme temps des cas de résistance
ont été registrés peu apres le début de son utilisation.

La maladie de Chagas ou trypanosomiase américaine est présente dans
presque toutes les Amériques, au sud des Etats-Unis, au sud de I'Argentine et au
Chili, ou I'on estime que de 16 a 18.000.000 personnes sont exposées au risque de
contracter cette maladie. Le traitement est basée sur I'utilisation de deux derivés
nitrés : le nifurtimox et le benznidazole, mais de résistance a ces molécules ont été
déja rapportées.

La maladie connue par Cryptococcose est une infection fongique opportuniste
due a une levure, le Cryptococcus neoformans. La contamination se produit
essentiellement par voie respiratoire, l'infection peut attendre notamment le systeme
nerveux central, a I'origine d’'une méningite, encéphalite ou méningo-encéphalite.

Les candidoses sont aussi des infections fongiques causées par des levures
du genre Candida. Cette maladie peut designer une gamme de manifestations
pathologiques ayant pour facteurs ces champignons qui peuvent attendre la peau, a
I'origine des lésions muco-cutanées, , les ongles et les muqueuses de I'oro-pharynx
et des organes génitaux, ainsi que la circulation sanguine (infection systémique) ou
les visceres (infection viscérale).

Le traitement de ces deux infections fongiques est basé sur des médicaments
azoles, tels que l'itraconazole et le fluconazole, ainsi que lI'amphotéricine B. Des
nouveaux azoles, comme le posaconazole, le voriconazole, également utilisé pour la
maladie de Chagas, et le ravuconazole montrent actuellement des bons résultats,
sur une gamme plus large des champignons par rapport aux anciennes molécules
utilisées pour le traitement de ces maladies.

Ces cing maladies infectieuses (paludisme, leishmaniose, maladie de Chagas
et les infections fongigues causées par des champignons des genres Candida et
Cryptococcus) sont abordées au sein de cet étude comme axe principale dans la
recherche des molécules d’origine végétale potentiellement intéressantes pour
I'éradication des microorganismes responsables de ces maladies.

Premierement, une Banque d’extraits obtenus a partir d’espéces végétales du
Cerrado brésilien, appartenant au Laboratoire de Pharmacognosie de I'Université de
Brasilia (UnB), a été triée par rapport a I'activité des extraits sur des formes intra-
erythrocytaires de Plasmodium falciparum résistant a la chloroquine, souche FcB1

(Colombie), de formes promastigotes et amastigotes de Leishmania (Leishmania)
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chagasi et Leishmania (Leishmania) amazonensis, de formes eépimastigotes de
Trypanosoma cruzi, de champignons pathogenes chez I'homme appartenant aux
genres Candida et Cryptococcus, et des cellules de fibroblastes de mammiferes (NIH
3T3). Un total de 217 extraits bruts provenant de 27 especes végétales appartenant
a 19 familles ont été évalués.

Cette premiere étape de travail nous a permit de sélectionner les extraits les
plus actifs sur les microorganismes utilisés. L'’utilisation traditionnelle de certaines
espéces concernant le traitement des leishmanioses, infections fongiques,
paludisme et la fievre avait déja été rapportée auparavant.

Parmi les 217 extraits testés, onze ont montré un pourcentage d'inhibition de
P. falciparum supérieur a 90% a une concentration de 10 pg/ml. L’extrait
dichlorométhane des racines d’Aspidosperma tomentosum (Apocynaceae) a montré
une valeur de Clsg de 6,7 pg/mL. Les extraits d’espéces de la famille Calophyllaceae,
tel que I'extrait dichlorométhane de I'écorce de Kielmeyera coriacea ont montré une
valeur de Clsg de 8,7 ug/mL. L’extrait dichlorométhane du bois et de I'écorce des
racines de Calophyllum brasiliense ont montré des valeurs de Cls, de 6,7 et 9,5
pg/mL, respectivement. L'extrait hexanique du bois de Croton urucurana
(Euphorbiaceae) a montré une activité trés intéressante avec une valeur de Cls, de
3,5 pug/mL et en plus ce méme extrait n'a pas été toxicique envers les cellules de
fibroblastes (ICso supérieur a 1000 pg/mL). L'extrait acétate d'éthyle des racines de
'espéce Diospyros hispida (Ebenaceae) a montré une excellente activité sur P.
falciparum, avec une valeur de Clsg de 1 pg/mL. L'extrait dichlorométhane des
feuilles de Schinus terebinthifolius var. radiannus (Anacardiaceae), des feuilles de
Simarouba versicolor (Simaroubaceae) ont montré des valeurs de Clsy de 6,4 et 3,1
pug/mL, respectivement, ainsi que I'extrait hexanique des racines et acétate d’éthyle
des feuilles de Spiranthera odoratissima ont montré des valeurs de Clsg de5,5 et 9,2
Mg/mL respectivement.

En ce qui concerne l'activité sur le protozoaire Leishmania (Leishmania)
chagasi les trois espéces qu’ont présenté l'activité la plus intéressante sont:
Calophyllum brasiliense (ICso de 27,6 pg/mL), Diospyros hispida (ICso de 18,9 pg/mL)
et Spiranthera odoratissima (ICsg de 22,3 pug/mL). Ces trois especes ont montré
également une activité trés intéressante sur Trypanosoma cruzi, avec une valeur de
Clsp inférieur a 100 pg/mL. L'extrait acétate d'éthyle des racines de D. hispida nous a

permit de démontrer que l'activité sur les cibles biologiques testés ne sont pas
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directement liés a une forte toxicité sur les cellules de fibroblastes humaines, avec
une valeurs de Clgg sur ces derniéres de 435,8 ug/mL.

25 extraits ont été évalués sur des souches de levures du genre Candida et
Cryptococcus. Les extraits de l'espéce C. brasiliense ont montré une activité
intéressante avec des valeurs de CIM entre 1,95 et 250 pg/mL sur toutes les
souches testées. L’ extrait diclorométhane des racines et de I'écorce des racines de
C. brasiliense ont montré une valeur de CIM de 1,95 pg/mL sur Cryptococcus gattii,
similaire  au médicament fluconazole utilisé comme contrle positif. L’extrait
dichlorométhane des racines de C. brasiliense a montré une valeur de CIM de 7,8
pug/mL, au méme temps que I'extrait de I'écorce des racines ont montré une CIM de
15,62 pg/mL, valeur trés similaire sur C. albicans (ATCC 10231). L’extrait hydro-
ethanolique des feuilles de Byrsonima crassa (Malphighiaceae), ont montré des
valeurs de CIM de 3,9 et 31,25 pg/mL sur les souches Candida parapsilosis (ATCC
22019) et Cryptococcus neoformans (LMGO 02).

Les extraits a l'acétate d'éthyle de feuilles et de racines Spiranthera
odoratissima et de Diospyros hispida, respectivement, ont ensuite passé par
fractionnement bioguidé sur colonne chromatographique pour ['obtention des
composes responsables de 'activitité biologique de ces extraits.

A partir du fractionnement de l'extrait acétate d'éthyle des feuilles de S.
odoratissima, ont été récupérés 22 fractions, qui ont été testés sur P. falciparum,
conformément les tests précédents. Les fractions, F4, F6, F12, F21 et F22, ont
montré un taux d’inhibition supérieur a 90% des parasites dans une concentration de
10 pg/mL. Aprées des étapes successives de purification par HPLC, MPLC,
chromatographie sur colonne, LH-20, CCM préparative, cing composés ont été isolés
et identifiés dans cet extrait.

Le compose LC-1 a éteé isolé sous la forme d'un cristal optiquement actifs avec
[0]®°p = -24° (¢ 0,10; CHCIy). Le spectre de masse HRESI-TOF menées en mode
positif révélé la présence d'un ion moléculaire protoné [M'H]" m/z 281,1982 qui
correspond a la formule brute Ci;H,g03 (calculé pour Cy7H,003: 281,2109), qui
suggere a 4 degres d'insaturation. spectre ESI-TOF semble également ions m/z 441
[2M*H]Y, 319 [M'K]*, 303 [M*Na]", 221 [M'CH3CO,H]". Le pic le plus intense a été
observée a m/z 203 [MH,OCH;CO,H]*, suggérant la présence d'un groupe

hydroxyle et un groupement acétate dans les composés analysés. Aprés analyse
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des spectres de 'H et 3C 1D et 2D ont été en mesure d'identifier ce composé
comme un sesquiterpene nommeé: 6-acétoxy-4 ,1-hydroxyeudesm (15)-éne.

LC-2 Le composé a été isolé sous forme de solide amorphe. Son spectre de
masse a été obtenue en HRESI-TOF d'une maniére positive et a montré la présence
d'un ion pseudomoléculaire [2M*H]* a m/z 709,2465 qui nous a permis de déduire
une formule brute C,oH;1580¢, Ce qui signifie moins 12 degrés insaturation. Des pics a
m/z 377 [M*Na]", 337 [M"H-H,O]" ont été observées. Ce fait est la sésamine, comme
décrit dans la littérature, isolés de plantes diverses, en particulier ceux de la famille
des Rutaceaea.

Le composé LC-3, a également été identifiés aprés I'analyse des spectres 1D
et 2D RMN a permis de construire la structure de ce stérol a été identifié comme le
B-sitostérol.

LC-4 Le composé a été isolé sous forme d'une huile visqueuse de couleur
jaune. Il est optiquement actif, [a]*°5 13 ° (c 0,17, CHCIs). Leur brut, C3;Hs0, a été
déduite de son spectre de masse effectuée en mode ESI-TOF haute résolution a
partir d'un pic de l'ion protoné a été observé a m/z 483,3485 (calculé pour C3;H4704:
483,3474), qui suggere neuf degrés d'insaturation. Ce composé est un
acilfloroglucinol poliprenilado polycycliques (PPAPS) poliprenilado acilfloroglucinol ou
de type B, ce qui signifie avoir une chaine acylés en position 3, appelé 4-hydroxy-8
,8-diméthyl-1 ,5,7-tri-(3 - méthyl-2-butenil) -3 (2-méthyl-butanoila) bicyclo [3.3.1] non-
3-éne-2 ,9-dione.

LC-5 Le composé a été isolé comme optiquement actif, [a] *°p 11 ° (c 0,19,
CHCIs). Son spectre de masse obtenu a partir de ESI-TOF en mode positif a permis
de visualiser la présence d'un ion pseudomoléculaire avec m / z 513,3217 [MH]
correspondant a la formule brute C3,H440¢ (calculé pour C31Hys506: 514,3216), ce qui
suggere 10 degrés d'insaturation. La structure moléculaire de ce composé a été
établie comme acilfloroglucinol poliprenilado polycycliques dérivés (PPAP). La
structure de ce composé tricyclique a été déterminé que le 9-hydroxy-3 ,9-
hémiacétal-8 ,8-diméthyl-3 (butenil-2-3metil) ,5,7-tri-1 (2-méthyl-butanoila) bicyclo
[3.3.1] nonane-2 ,4-dione et n‘ont pas été décrits. Nous suggérons le nom commun
de spiranthenone A.

L'activité de ces composés a été trouvé dans les protozoaires et chez deux
souches de C. albicans: 6-acétoxy-4 ,1-hidroxieudesm (15)-éne (LC-1) Clso de 4,8
pug/mL, sésamine (LC-2) Clgo de 9,1 pg/mL, B-sitostérol ( LC-3) Clso de 8,6 pg/mL



XVI

dans P. falciparum et spiranthenona B (LC-5) a montré une CMI de 12,5 pg/mL chez
Candida albicans ATCC 10231 et isolat clinique LMGO 102. LC-4 Le composé n'a
montré aucune activité dans I'un des objectifs testeés.

L'acétate d'éthyle extrait des racines de Diospyros hispida a montré une
activité avec une Clsg de 18,9 ug/mL lors d'un essai en L. (L.) chagasi, et Clsg <1,95
pg/mL lors d'un essai en L. (L.) amazonensis, un résultat qui sélectionnés pour les
études chimiques. Aprés purification successives en utilisant des techniques
chromatographiques telles que la chromatographie sur colonne et CCM préparative,
il a été possible d'isoler et d'identifier et d'isoler les composés tés de deux autres.
fractionnement chromatographique de l'extrait d'EtOAc des racines de D. hispida
colonne ouverte de gel de silice conduit a 28 fractions. Ces fractions ont été testées
sur promastigotes de L. (L.) amazonensis.

Les composés isolés et identifiés a partir de cet extrait ont été: LC-6, LC et
LC-7-8. LC-6 Le composé a été identifié comme une triterpénique, appelé acide 3p3-
hydroxy-lup-20 (29) d'acide-en-28-oique (acide bétulinique), lidentification du
composé LC-7, isodiospirina a montré la couleur orange, et quand réveélé avec KOH /
alcool a montré la couleur pourpre. LC-8 Le composé a été identifié€ comme étant un
dérivé du naphtaléne, le 4-méthoxy-5-hidrori-2-naftaldeido. Les deux autres LC-9 et
LC-10 sont dans le processus d'identification.

Ces composés ont été évalués en promastigotes et amastigotes de L. (L.)
amazonensis. La meilleure activité en promastigotes était composé de LC-9 avec
une Clso de 4,2 ug/mL. Le composé LC-7 a été celui qui a la plus forte activité en
amastigotes (ICsq de 50,9 pg/mL).

Ce travail a permis lisolement de substances a activité antifongique et
antiprotozoaires qui seront abordées dans les études futures de développer des

leaders composeés.

Mots clés: Cerrado, Spiranthera odoratissima, Diospyros hispida, Plasmodium,

Leishmania, Trypanosoma, Candida, Cryptococcus



Abreviagoes

Solventes

AcOEt: acetato de etila
CD3;OD: metanol deuterado
Me,CO-dg: acetona deuterada
MeOH: metanol

CHCl,: diclorometano

CeH12: ciclohexano

Técnicas cromatograficas

CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia
MPLC: cromatografia liquida de média eficiéncia
CCD: cromatografia em camada delgada

CC: cromatografia em coluna

SiO;,: silica normal 60F ;54

Determinacao estrutural

[a]p: rotacado Otica

COSY: correlated spectroscopy
d: dubleto

dd: duplo-dubleto

ddd: duplo-duplo-dubleto

dt: duplo-tripleto

ESI: ionizagao por eletrospray

HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Correlation

HRMS: Espectroscopia de Massa de alta resolucéo

HSQC: Heteronuclear Single Quantum Coherence
Hz: Hertz
IV: Infravermelho

J: Constante de acoplamento
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Jmod: modo J modulado (RMN **C)

m: multipleto

m/z: massa / carga atbmica

NOESY: Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY
RMN: Ressonancia magnética nuclear

RMN '3C: Ressonancia magnética nuclear do carbono 13
RMN 'H: Ressonancia magnética nuclear do hidrogénio
s: simpleto

EM: espectroscopia de massa

t: tripleto

td: tripleto de dubleto

UMR: Unidade Mista de Pesquisa

UV: Ultravioleta

d: deslocamento quimico em ppm

Atividade Bioldgica

ICs0: Concentracao inibitéria de 50% dos parasitos
CIM: Concentragéo inibitéria minima
mm: Milimetro

cm: Centimetro
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INTRODUGCAO

1.1. DOENCAS INFECCIOSAS

A evolucdo de novos agentes infecciosos se intensifica devido a urbanizacéo,
as mudancas demograficas, as viagens aéreas, ao uso inadequado de antibiéticos, e
a mudanca climatica (Avila et al., 2008).

As doencgas parasitarias afetam a populacdo mundial, provocando mortes e
limitando a qualidade de vida e o desenvolvimento de muitos paises. As protozooses
sdo causadas por aproximadamente 10.000 espécies de protozoarios. Dentre elas,
cerca de trinta infectam o homem, e s&o caracteristicas de regibes menos
desenvolvidas, onde os niveis de escolaridade e saneamento basico sdo baixos.

De acordo com a OMS, em 2006 foram registrados 247 milhdes de casos de
malaria no mundo, e um milhdo de mortes, sendo a maioria criangas com menos de
cinco anos. Em 2008, a malaria foi considerada endémica em 109 paises (World
Malaria Report 2008), sendo no Brasil potencialmente transmitida em 60% do
territério, sobretudo em locais onde as condi¢cdes socioecondmicas e ambientais
propiciam a proliferacdo do mosquito vetor, o Anopheles sp. (de Mesquita et al.,
2007).

A doenca de Chagas - tripanossomiase americana - afeta 9 milhfes de
pessoas na América Central e do Sul, e € responsavel por 14 mil mortes por ano
(Senior, 2007; Schmunis & Yadon, 2010). No Brasil, os casos chegam a 4 milhGes
de pessoas infectadas (Dias & Vinhaes, 2000), e no mundo sdo 9 milhdes (Schofield
et al., 2006).

A leishmaniose ocorre, predominantemente, em regides tropicais e
subtropicais, e € considerada endémica em 88 paises, onde se estima que existam
12 milhdes de pessoas infectadas e 200 milhdes em areas de risco de contaminacao
(Desjeux, 2004).

Outro problema alarmante é o aumento do numero de infecgcdes fungicas,
particularmente entre pacientes imunocomprometidos (Vazquez, 2000; Traboulsi et
al., 2008). Nestes pacientes, as espeécies do género Candida sdo frequentemente
isoladas (Falagas et al., 2006; Davis et al., 2007; Hernandez-Castro et al., 2010), e

causam infeccOes oportunistas.



A crescente resisténcia dos parasitos e fungos aos medicamentos disponiveis e
a resisténcia dos insetos vetores aos inseticidas justificam a pesquisa de novos
compostos lideres (Sutherland et al.,, 2002; Dondorp et al., 2009; Dondorp et al.,
2010). O potencial para encontrar moléculas promissoras em espécies de plantas do
bioma Cerrado ja foi demonstrado em diferentes alvos biolégicos (Espindola et al.,
2004; de Mesquita et al., 2005a, 2005b; Rodrigues et al., 2005; de Mesquita et al.,
2007; Melo e Silva et al., 2009; de Mesquita et al., 2009).

1.1.1. Maléria

A malaria, um dos mais sérios problemas de saude publica no mundo, é uma
doenca infectoparasitaria causada pelo protozoario Plasmodium ssp., pertencente
ao filo Apicomplexa, classe Aconoidasida, ordem Haemosporida e familia
Plasmodiidae.

Paises como o Brasil, Bolivia, Colémbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana,
Peru, Suriname e Venezuela sofrem com a malaria, sendo que os paises andinos
notificaram 45,4% dos casos e o Brasil 40,1% em 2001. Devido as campanhas para
eliminacao do vetor, o nimero de mortes pela malaria na América Latina diminuiu de
1998 a 2006 (Gréfico 1), conforme dados da Organizacdo Pan Americana de Saude
(World Malaria Report, 2008).
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Grafico 1: Numero de mortes (x 1000) registradas nos paises da América Latina de 1998 a 2006,
segundo dados da OPAS.



A diminuicdo do numero de casos e de mortes devido a doenga deve-se ao
trabalho da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) no combate a malaria, iniciado no
final da década de 1970 (Grafico 2- Ministério da Saude, 2008). Porém, a doenca
ainda é uma ameaca na América Latina, Africa, e grandes areas da Asia Meridional
e Oceania, onde causa por ano muito mais mortes em valores absolutos que a
AIDS.
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Grafico 2: Numero de casos de infec¢des por P. vivax (azul) e P. falciparum (vermelho) no Brasil de
2000 a 2008.

O maior nimero de casos da doenca ocorre na Africa, atingindo
principalmente criancas de até 5 anos de idade. Além da Africa, os paises com
maior nimero de casos sdo: Afeganistdo, Bangladesh, Brasil, Burma, Camboja,
Colémbia, China, Ird, india, Indonésia, México e Filipinas. De um total aproximado
de 100 espécies de protozoarios, quatro sdo responsaveis por infectar seres
humanos: P. falciparum, P. vivax, P. ovale e P. malariae, sendo P. falciparum o mais
perigoso por causar a forma mais grave da malaria, a cerebral, que frequentemente
leva a morte.

O mapa abaixo (Figura 1) destaca, em vermelho, que as areas de maior
transmiss&o estdo na Africa e Asia. No Brasil encontramos areas de média e baixa

endemia de P. vivax (Manguin et al., 2008).
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Figura 1: Distribuicdo da malaria no mundo (mapa modificado de Manguin et al., 2008).

No Brasil, a malaria é transmitida em 60% do territorio (Figura 2), o maior
namero de casos € registrado na regido Amazonica, cujas condicdes ambientais e
socioculturais favorecem a expansao de sua transmissao (de Mesquita et al., 2007).
Um total de 99,9% dos casos autoctones notificados de malaria procede dos estados
gue compdem a Amazodnia Legal (Ministério da Saude, 2002). Segundo dados do
Sistema de Vigilancia Epidemiolégica em Maléaria do Ministério da Saude (SIVEP/
Maléria), em 2009, 306.342 casos da doenca foram notificados na Amazoénia Legal
(Amazbnia, Acre, Amapa, Maranhdo, Mato Grosso, Pari, Rondbnia, Roraima e
Tocantins). Entre os casos de malaria no pais, 78% ocorrem no Amazonas,
Rondbnia e Para, com uma incidéncia parasitaria anual, respectivamente, de
46,3/1.000 habitantes, 64,4/1.000 habitantes e 17,6/1.000 habitantes,
respectivamente. Em toda a Amazénia, as infec¢des causadas pelo P. vivax (79%)

prevaleceram sobre as causadas por P. falciparum (21%).
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Figura 2: Areas endémicas de maléaria no Brasil segundo dados do SIVEP/ Malaria (Ministério da
Saude, 2002).

1.1.1.1. Vetor

Cerca de 4.000 espécies de mosquitos sdo conhecidas. Destas, em torno de
10% séo considerados eficientes vetores patogénicos de doencas infecciosas, tanto
de forma direta como indireta (Kyelem et al., 2008).

As quatro espécies de plasmédios causadoras da malaria em humanos sao
transmitidas exclusivamente pela picada do mosquito fémea da ordem dos dipteros,
familia Culicidae, género Anopheles, e cerca de 70 espécies (Manguin et al., 2008)
sdo responsaveis pela transmissdo do parasito. A comprovacdo da capacidade
vetorial de uma espécie de anofelino € detectada a partir de espécimes capturadas
em areas endémicas, contendo as formas esporozoitas do parasito nas suas
glandulas salivares; e a partir de testes imunoenzimaticos, que permitem detectar e
identificar antigenos especificos do parasito.

Os anofelinos se reproduzem na agua, onde além dos ovos, vivem as larvas e
as pupas. Tem como criadouros preferenciais a agua limpa ou salobra, quente e
sombreada e de baixo fluxo, situagdo muito frequente na Amazoénia. Os mosquitos

fémeas, na fase adulta, para a producdo dos ovos alimentam-se de sangue de



humanos (ou outros mamiferos) ou passaros, e durante este repasto sanguineo
pode ocorrer a transmissdo do parasito. As fémeas infectadas pelo parasito
geralmente mantém a capacidade de transmissdo da doenca durante toda a sua
vida (Manguin et al., 2010).

Na Africa, as espécies do complexo Anopheles gambiae sio as mais
difundidas, e as mais eficazes na transmisséo do P. falciparum. Esta espécie tem a
capacidade de se adaptar e manter-se estavel em uma ampla gama de condi¢des
bioecoldgicas e sazonais (Al Coluzzi et al., 2002).

Os principais transmissores no Brasil s&do: grupo do subgénero
Nyssorhynchus: Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi, A. (N.) aquasalis e A. albitarsis
e outro do subgénero Kertesia: A. (Kertesia) cruzii e A. (K.) bellator (Rey, 2001). O A.
darlingi (Figura 3) é considerado o principal transmissor no Brasil (Chadee, 2003).
Temperaturas inferiores a 16 °C e altitudes superiores a 900 m interrompem o ciclo
evolutivo do parasito no mosquito (Auto et al., 2002).

Desde a introducdo dos piretroides, inseticidas de origem natural, no ano de
1949 (Braga & Valle, 2007) para controle de vetores, nenhum novo inseticida contra
os vetores da maléaria foi aprovado pela OMS (Nauen, 2007). Um estudo feito por
Oliver et al. (2010) avaliou o clorfenapir, um inseticida utilizado para o controle de
pragas agricolas, porém menos eficiente que os piretroides. A busca de inseticidas
para driblar a resisténcia dos vetores ainda esta longe de acabar (Braga & Valle,
2007).

Figura 3: Fémea do mosquito Anopheles darlingi realizando o repasto sanguineo.



Desde a década de 1990, os piretroides sdo o0s compostos eleitos em
substituicdo ao dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) na detetizacdo das casas em areas
de elevada endemicidade malarica na Amazénia (dos Santos et al., 2007). Estes
autores relataram que a suscetibilidade das espécies brasileiras de anofelinos ao
inseticida cipermetrina vem sendo monitorada anualmente pela Secretaria de
Vigilancia em Saude do Ministério da Saude. Segundo este estudo, as espécies A.
darlingi, A. aquasalis, A. nuneztovari e A. albitarsis permanecem susceptiveis ao
inseticida. A. gambiae, principal vetor do P. falciparum na Africa mostrou resisténcia

aos inseticidas deltametrina e permetrina (Kerah-Hinzoumbé et al., 2008).

1.1.1.2. Ciclo de vida

A biologia das diferentes espécies de Plasmodium inclui um ciclo de vida em

um hospedeiro vertebrado intermediario e em um hospedeiro definitivo invertebrado.

Ciclo no Homem — hospedeiro vertebrado

Durante o repasto sanguineo, ocorre a inoculacdo dos esporozoitos, formas
infectantes do Plasmodium que ficam acumulados nas glandulas salivares. Eles
penetram em um capilar, por meio da pele, e utilizam a corrente sanguinea para
chegar ao figado. Este processo dura de 15 a 45 minutos. No 6rgédo, os parasitos
invadem as células, os hepatécitos, e transformam-se em trofozoitos, ou
criptozoitos, estruturas arredondadas que iniciam um ciclo de reproducdo
assexuada, ciclo pré-eritrocitico ou esquizogonia pré-eritrocitica, resultando na
formacdo dos esquizontes. Esta forma, por mitose, da origem a milhares de
elementos (10 a 40 mil), os merozoitos, que irdo infectar as hemacias do hospedeiro
(Figura 4).

A esquizogonia pré-eritrocitica dura uma semana para P. falciparum e P.
vivax, e duas semanas para P. malariae (Funasa, 2001). No ciclo eritrocitico os
merozoitos invadem os eritrocitos, e dividem-se por meio de mitose, transformando-
se em trofozoito eritrocitario. Os eritrocitos infectados se rompem e libertam
merozoitos no plasma. O processo ocorre sequencialmente por todas as células do
sistema circulatério, em periodos regulares de 36 a 48 h para P. falciparum, 48 h
para P. vivax e P. ovale, e 72 h para P. malariae, provocando entdo os primeiros

sintomas da malaria. No momento da ruptura das hemacias, ocorre a liberacdo de



hemozoina e ocorrem as crises de febre e tremores bem marcantes da doenca. A
hemozoina € um pigmento produzido pela polimerizacdo da ferriprotoporfirina 1X

durante a degradacéao celular e € conhecido como pigmento malarico.

Ciclo no Inseto — hospedeiro invertebrado

Apés o periodo de reproducdo assexuada, alguns desses merozoitos tornam-
se gametocitos, forma sexuada do parasito. Se o hospedeiro vertebrado estiver
infectado por estas formas parasitarias e for picado novamente por uma fémea
Anopheles dar-se-a4 o inicio de um novo ciclo de transmissdo. No estdmago do
mosquito, 0s gametdcitos machos e fémeas se unem formando o oocineto, que se
dirige para a parede intestinal, perfurando-a e alojando-se entre o epitélio e a
membrana basal, ou no proprio epitélio. O od6cito maduro se rompe e libera os
esporozoitos, que invadem a hemolinfa do inseto, e migram para varios 6rgaos,
como as glandulas salivares. O ciclo de vida do Plasmodium ssp. esta representado

na figura 5.

Figura 4: Formas parasitarias presentes no hospedeiro vertebrado. As setas indicam o parasito no

interior das hemacias (www.ufrgs.br/parasite/siteantigo/Imagensatlas/Protozoa/Imagens/plasberl).
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Figura 5: Ciclo parasitario do Plasmodium ssp. (Malaguarnera & Musumeci, 2002).

A manifestacdo clinica da malaria é caracterizada por febre periédica, devido
ao rompimento da membrana dos eritrécitos infectados, a cada 2 ou 3 dias. E nesse
momento que ocorrem 0S acessos malaricos caracterizados por dores de cabeca,
dores no corpo, anemia, ictericia e inchaco do figado e baco. Ocorre também a
liberacdo de endotoxinas durante a ruptura das hemacias promovendo o estimulo do
sistema imune das interleucinas IL-6 e IL-10, e dos linfocitos T e TNF, causando
febre e calafrios, que séo sintomas bem caracteristicos da malaria (Malaguarnera &
Musumeci, 2002). A infeccédo por P. falciparum pode ter efeitos graves como, por
exemplo, complicagbes cerebrais, coma e convulsdes, hipoglicemia e
glomerulonefrite. A doenca € mais grave nas pessoas com algum tipo de
imunodeficiéncia, criancas, mulheres gravidas e turistas (Frevert, 2004; Idemyor,
2007). No caso da malaria cerebral, o parasito pode comprometer progressivamente
0 sistema nervoso central.

Os aspectos clinicos da doenca podem se dividir em ndo grave e grave. A

forma ndo grave € a mais frequente e se caracteriza por uma sindrome febril aguda
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indiferenciada (Maneerat et al., 2000). A forma grave da malaria é responsavel pelo
grande nimero de mortes que ocorre nas areas tropicais, principalmente na Africa.
Essa forma € causada por P. falciparum cuja viruléncia € mais elevada que a de P.
vivax, uma das espécies causadoras da forma ndo grave. Cada esporozoito de P.
falciparum que penetra em um hepatécito forma cerca de 40.000 novos merozoitos,
engquanto que P. vivax forma 10.000 novos individuos. Outra caracteristica exclusiva
de P. falciparum é a capacidade de produzir citoaderéncia, o que confere a hemacia
parasitada pequenas protuberancias denominadas knobs. Esses knobs séo
responsaveis pela aderéncia dos eritrocitos infectados ao endotélio dos capilares e
das vénulas pés-capilares (Kirchgatter & Portillo, 2005). Ao longo de sua evolugéo
biologica, P. falciparum possivelmente desenvolveu mecanismos de escape para
evitar ser destruido pelo baco (Kirchgatter & Portillo, 2005). Devido a este fenbmeno,
esquizontes e merozoitos do P. falciparum nao sdo vistos no sangue periférico, pois
se encontram sequestrados em capilares profundos das visceras. Este mecanismo,
denominado sequestracdo eritrocitica, constitui a base da patologia microvascular

observada em vérios 6rgdos nas formas graves causadas por P. falciparum.

1.1.1.3. Tratamento

O histérico dos medicamentos utilizados contra a malaria pode ser dividido
em trés periodos. O 1° Periodo (1630 a 1926) destaca-se pelo isolamento da quinina
por Pelletier & Caventou, a descoberta do Plasmodium, por Laveran e o papel do
mosquito do género Anopheles no ciclo da doencga. O 2° Periodo (com a introducao
da plasmoquina na Il Guerra) destaca-se pela introducdo da metoquina e o
descobrimento do ciclo exoeritrocitico da malaria. E por fim, o 3° Periodo (da Il
Guerra aos dias atuais) quando ocorre o desenvolvimento da cloroquina, do uso do
DDT no combate aos anofelinos na década de 70 e do isolamento da artemisinina
(Franca et al., 2008).

Atualmente os farmacos antimalaricos sdo baseados em produtos naturais ou
compostos sintéticos produzidos a partir da década de 40. Esses farmacos sao
especificos para cada etapa do ciclo de vida do Plasmodium. Existem farmacos
chamados eritrociticos, que atuam nas formas presentes nos eritrécitos do homem;

os farmacos gametociticos, que matam as formas sexuadas do parasito



11

(gametdcitos) do individuo infectado, evitando a disseminagdo da doenca para
outras pessoas. Por ultimo, ha os farmacos esporonticidas (ou esporotocidas), que
atuam contra esporozoitos e sdo capazes de matar os parasitos assim que eles
entram na corrente sanguinea apdés a picada do mosquito, ou ainda destrui-los
quando sdo liberados pelos esquizontes hepaticos ou sanguineos (Franca et al.,
2008).

Os farmacos antimalaricos podem atuar em mais de uma forma do
protozoario e serem efetivos contra uma espécie, mas totalmente ineficazes em
outras (Franca et al., 2008).

O uso de plantas para o tratamento de doencas parasitarias € bem conhecido
e documentado desde a antiguidade, como por exemplo, a utilizacdo de Cinchona
calisaya - quina (Rubiaceae) e a Artemisia annua (Asteraceae) para o tratamento da
maléria (Wright, 2005). A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) inclui 15 farmacos
como essenciais para o tratamento da malaria, entre eles os principais sdo a quinina
(oriundo de C. calisaya) e seus derivados (Figura 6) e a artemisinina (oriundo da A.
annua) e seus derivados (Figura 7). Na China o uso das folhas de A. annua para o

tratamento de febre era conhecido ha centenas de anos pela medicina Chinesa.

Cl N

Figura 6: Estruturas quimicas da quinina (1) e seu derivado (2) cloroquina.
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Figura 7: Estruturas quimicas da artemisinina (1) e seus derivados semi-sintéticos: arteéter (2) e
artesunato de sodio (3).

Andlises das caracteristicas estruturais de compostos isolados de fontes
naturais tém sido intensificadas, a fim de se obter maiores informacdes sobre suas
propriedades no parasito, incluindo as vantagens e limitagbes da quimioterapia. O
estudo de Kaur et al. (2009) abrange alcaloides, terpenos, quassinoides,
flavonodides, limondides, chalconas, peptideos, xantonas, quinonas e cumarinas com
atividade antimalarica.

A escolha da terapia depende muito da espécie do Plasmodium, da acdo nos
diferentes ciclos, e da atividade sobre os esquizontes ou gametocitos. Os principais
medicamentos antimalaricos disponiveis ou em desenvolvimento estdo agrupados
no Quadro 1 (Ringwald, 2007).



13

Quadro 1: Principais medicamentos antimalaricos existentes ou em fase de desenvolvimento
(Ringwald, 2007).

Grupo Quimico Medicamentos
4- Amino-quinolinas Cloroquina, amidiaquina, piperaquina, pironaridina
Quinolinas Quinina, mefloquina, halofantrina, lumefantrina

Sulfanamidas / Sulfonas Sulfadoxina, fulfaleno, dapsona

Bisguanidas Proguanil, clorproguanil
Diamino-pirimidina Pirimetamina
8-Amino-quinolinas Primaquina

Lactonas sesquiterpénicas | Artemisinina, dihidroartemisinina, artesunato, artemeter,

arteéter
Naftoquinonas Atovaquona
Antibiéticos Tetracicilina, doxiciclina, clindomicina, azitromicina

Combinacdes a base de artemisinina sdo recomendadas pela OMS para
tratamento de primeira escolha para malaria (Eastman & Fidock, 2009), para a
reducdo da morbidade e mortalidade. O artesunato, de aplicacdo parenteral, tem
substituido a quinina para o tratamento de maléaria grave (Dondorp et al., 2005),
depois do surgimento de resisténcia a este farmaco e seus derivados. Até 2003,
medicamentos como a cloroquina e sulfadoxina-pirimetamina eram utilizados na
Africa sub-saara. Em 2007 pode-se observar uma troca para o uso de derivados de

artemisinina (Figura 8).
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Figura 8: Mudanga no perfil de medicamentos adotados no continente africano para o tratamento da
malaria (WHO, 2007).

A resisténcia de Plasmodium falciparum a cloroquina iniciou na fronteira entre
a Tailandia e Camboja, nos anos 50 (World Malaria Report, 2008). Na Asia, a
resisténcia a cloroquina ficou inicialmente restrita a Indochina, até a década de 1970,
quando se espalhou para o oeste, nas ilhas vizinhas, no sul e leste. Na Africa, esse
evento ocorreu muito mais tarde, e levou uma década para atravessar o continente
(Molinier, 1994). Cepas resistentes sdo encontradas em paises da América Central,
no norte do Canal do Panama e na ilha de Hispaniola (World Malaria Report, 2008).

Apesar da resisténcia cruzada entre cloroquina e amodiaquina, esta continua
a ser mais eficaz do que a cloroquina em areas de resisténcia. No entanto, ela
podera perder rapidamente a sua eficacia se for usada intensivamente nas areas,
em que a resisténcia a cloroquina é generalizada (Ringwald, 2007).

No inicio da década de 1980, a combinacédo sulfadoxina-pirimetamina foi
utilizada como substituta para a cloroguina na maioria dos paises. No entanto, esse
tratamento, tornou-se quase totalmente ineficaz na Tailandia e nos paises vizinhos.
E cepas resistentes logo se espalharam pela América do Sul. Em 1993, o Malawi foi
o primeiro pais da Africa Oriental a trocar a cloroquina pela sulfadoxina-
pirimetamina, como tratamento de primeira escolha. Na década de 90, outros paises
da Africa seguiram este exemplo, porém, devido & ampla utilizac&o, a resisténcia se

espalhou no leste da Africa (Dorsey et al., 2004).
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A resisténcia a mefloquina é encontrada principalmente no Camboja,
Mianmar, Tailandia e Vietna. Casos esporadicos de falha terapéutica da mefloquina
na profilaxia e no tratamento de viajantes tém sido relatados na Africa, em paises
asiaticos e na América do Sul. Estudos in vitro na Africa Ocidental revelaram a
existéncia de cepas com diminuicdo da sensibilidade & mefloquina, mesmo antes da
sua introducg&o para uso terapéutico na regido (Lim et al., 2005).

Dondorp et al. (2010) mostraram que a cepa de P. falciparum isolada de
pacientes em Pailin, no Camboja ocidental, teve uma reducdo significante na
sensibilidade ao medicamento artesunato. O desenvolvimento de resisténcia aos
farmacos como a cloroquina ou aos derivados da artemisinina alerta para a

necessidade urgente em descobrir ou desenvolver novos agentes terapéuticos.

1.1.2. Leishmania ssp.

A leishmaniose € uma doenca causada por mais ou menos vinte espécies de
protozoérios flagelados encontrados em muitas regides do mundo, particularmente
na Africa, América Latina, Asia Central, bacia do Mediterraneo e Oriente Médio
(Murray et al.,, 2005). A OMS estima que a prevaléncia mundial seja de
aproximadamente 12 milhdes de casos, e que 350 milhdes de pessoas estdo em
risco de se contaminar (WHO, 2007a).

A leishmaniose € dividida em dois tipos: a Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA) e leishmaniose visceral (LV) (Rath et al., 2003). A leishmaniose
visceral, também conhecida como calazar, engloba varios sinais clinicos, mas pode
permanecer assintomatica ou subclinica. Uma caracteristica dessa doenca é que ela
nao se cura espontaneamente, e a infeccado sisttmica pode ser fatal se nao for
tratada (Herwaldt, 1999).

Na leishmaniose cutanea, as lesdes tendem a cicatrizar espontaneamente, e
a imunidade que o individuo adquire ap0s a cura permanece por toda vida, portanto,
a prevencdo da leishmaniose por meio de imunizagdo profilatica parece viavel
(Oliveira et al., 2009).

O Quadro 2 mostra as principais caracteristicas das trés formas de

leishmaniose (Oliveira et al., 2004).
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Quadro 2: Resumo das trés formas de leishmaniose com suas principais caracteristicas.

Caracteristicas Mucocutanea Cutanea Visceral
Lesbes Destruicéo do septo | Ulceracdes na pele bem Orgaos
nasal definidas, com as internos

bordas elevadas e o

centro necrosado

Histopatologia/ Reacdes de Respostas inflamatérias | Proliferacéo de
n° de parasitos granulécitos/ cronicas/ n° moderado macrofagos/
poucos parasitos de parasitos alto grau de
parasitemia
Niveis de Baixo/ Baixo/ Alto/
anticorpos/ Altamente positivo Positivo Negativo

Resposta imune

O agente etiolégico da leishmaniose é um protozoéario do género Leishmania
pertencente a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, e subgénero
Leishmania ou Viannia (Herwaldt, 1999), que incluem cerca de 20 espécies que
diferem em sua distribuicdo geografica (Vieira et al., 2007).

Os parasitos podem ser encontrados em dois estagios (Figura 9):
promastigotas, que é a forma flagelada encontrada nos flebotomineos, com 15 a 20
pm de comprimento por 1,5 a 3,5 um de didmetro e um flagelo de 15-28 um; e
amastigotas, que sdo formas arredondadas nao-flageladas com 2 a 4 yum de
diametro encontradas no sistema fagocitico mononuclear dos hospedeiros

vertebrados (Herwaldt, 1999).
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Figura 9: A) formas amastigotas dentro de macrofagos do hospedeiro; B) formas promastigotas.
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As espécies de Leishmania, causadoras da LTA, no Velho Mundo (Asia,
Africa e Europa) s&o L. (L.) major, L. (L.) tropica e L. (L.) aethiopica. No Novo
Mundo, principalmente na América Latina, a espécie mais envolvida é a L. (Viannia)
braziliensis seguida por L. (L.) amazonensis. As espécies envolvidas na LV sédo do
complexo L. donovani (L. donovani e L. infantum no Velho Mundo e L. chagasi no
Novo Mundo) (Bacellar & Carvalho, 2005; Reinthinger et al., 2007).

1.1.2.1. Vetor

Os vetores sao as fémeas do género Lutzomya (Novo Mundo) e Phlebotomus
(Velho Mundo), popularmente conhecidos como mosquito palha, tatuquira ou birigui.
O parasito é transmitido pela picada da fémea, inseto com 2-3 mm de comprimento
bem adaptado ao ambiente peri-doméstico e encontrado em toda a América
Latina. A espécie L. infantum também é transmitida por Lutzomya cruzi no Brasil e
Lutzomya evansi na Coldmbia e Venezuela (Feliciangeli, 1999).

Os vetores estdo adaptados ao meio urbano onde encontram condi¢des para
proliferacéo, reproducao e infec¢éo; perpetuam-se em diferentes biétipos e nenhuma
outra espécie de flebotomineo entre nés é tdo sinantrépica quanto a Lutzomya
longipalpis (Madeira et al., 2003).

Os flebotomineos sé@o suscetiveis aos mesmos inseticidas que os mosquitos
do género Anopheles, vetor da malaria. Apds o uso em grande escala de inseticidas,
principalmente o DDT, para eliminar o vetor da malaria nos anos 1950, a LV quase
desapareceu. Mas, infelizmente, a doenca rapidamente ressurgiu com a interrupcao

das campanhas de detetizagcdo com o DDT.

1.1.2.2. Leishmaniose Visceral (LV)

A leishmaniose visceral (Figura 10), conhecida como calazar, causada pelas
espécies L. donovani e L. chagasi, afeta mais de 500.000 pessoas anualmente em
todo o mundo (Murray et al., 2005; Sundar & Chatterjee, 2006; Alvar et al., 2006). A
doenca € uma zoonose, cujo principal reservatorio doméstico € o cachorro (Cannis

familiaris), enquanto a raposa e outros animais fazem o reservatorio silvestre.
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- Areas endé@micas

Figura 10: Mapa com a distribuicao da leishmaniose visceral (LV). A maioria dos casos é encontrada

em seis paises: Bangladesh, Brasil, Etiopia, india, Nepal e Sud&o (Chappuis et al., 2007).

A leishmaniose visceral é caracterizada pelo hipertrofismo de 6rgdos como
figado, baco e medula, devido a presenca dos parasitos (Desjeux, 2004, Murray et
al., 2005), e quando néo tratada causa 100% de mortalidade. Os sintomas sé&o febre
irregular, suores noturnos, anorexia, grande perda de peso, fraqueza, pancitopenia,
anemia, hepatoesplenomegalia, leucopenia, trombocitopenia e
hipergamaglobulinemia (Murray et al., 2005). Estes autores relatam ainda que
criancas podem apresentar diarréia e retardo no crescimento e que a doenca
gquando nao tratada pode produzir caquexia profunda, sangramento e
susceptibilidade a infeccbes secundarias. A LV é normalmente precedida por uma
lesdo seca ou ulcerada no local da picada (Ashford, 2000). Caso a doenca nao seja
devidamente tratada, pode evoluir para o 6bito.

A leishmaniose visceral pode se diferenciar como leishmaniose dérmica pos-
calazar, que se desenvolve ap0s aparente cura da doenca (Murray et al., 2005) e é
caracterizada por lesdes na pele que podem ser de varios tipos, e ocorre

principalmente na face (Figura 11).
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Figura 11: 1- Crianga com leishmaniose visceral, 2- Adulto com leishmaniose dérmica pés-
calazar.

As duas espécies que causam a leishmaniose visceral estdo distribuidas em
diferentes areas geograficas. Porém, L. infantum infecta principalmente as criancas
e os individuos imunodeprimidos, enquanto L. donovani infecta todos os grupos
etarios (Bacellar & Carvalho, 2005). Ha uma estimativa de aproximadamente 50.000
mortes pela doenca todos os anos (Desjeux, 2004), nUmero superado apenas pela
maléaria (WHO, 2007c). Os trés principais fatores no aumento dessa incidéncia séo a
migracao, a falta das medidas de controle e a coinfec¢cdo HIV-leishmaniose visceral
(Boelaert et al., 2000).

Epidemias severas da doenca tém sido relatadas como a que ocorreu no sul
do Sudao, em um contexto de guerra civil e fome, em que a leishmaniose visceral
matou um numero estimado de 100.000 pessoas de uma populacdo de 280 mil,
entre 1984 e 1994 (Seaman et al., 1996). O parasito afeta as comunidades pobres,
geralmente em regides remotas, como as areas rurais. A doenca € endémica
principalmente em paises que estdo entre os menos desenvolvidos do mundo
(Davies et al., 2003).

Casos de coinfeccdo HIV-leishmaniose visceral tém sido relatados em
35 paises (Figura 12). O primeiro caso foi descrito por De la Loma et al. (1985). A
incidéncia da coinfec¢do esta diminuindo no Brasil, gracas a acdo do governo em
distribuir antirretrovirais aos pacientes HIV. Em pacientes coinfectados a resposta
humoral e celular € diminuida em relacdo ao parasito, levando a um maior risco de

desenvolver a doenga, com aumento da carga parasitaria no sangue e na medula
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0ssea, menor sensibilidade aos testes sorolégicos, e maior taxa de falha no
tratamento (Rabello et al., 2003).

1 Leishmaniose

B Co-infecgdo

Figura 12: Mapa da coinfec¢do Leishmaniose e HIV.

No Brasil, ocorrem de 3.000 a 5.000 novos casos por ano (Bhatia et al., 1999,
WHO, 2007c). Aproximadamente 80% dos casos registrados ocorrem em criancas
com menos de 10 anos, e predominantemente no Nordeste (Gontijo & Melo, 2004;
Dantas-Torres & Brandao-Filho, 2006), com maior incidéncia na Bahia e Piaui
(Gontijo & Melo, 2004). Porém, no Rio Grande do Norte, 82% dos municipios
notificaram casos de LV e em Pernambuco a doenca € notificada em 119 municipios
(Dantas-Torres & Brandao-Filho, 2006). O programa de controle da leishmaniose no
Brasil prevé diagnostico e tratamento imediato dos doentes como medida essencial
de controle.

A letalidade da LV vem aumentando no Brasil, passando de 3,6% no ano de
1994 para 5,4% em 2007, o que representa um incremento de 50% (Maia-Elkhoury
et al., 2008).
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1.1.2.3. Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é prevalente em 82 paises, e
sua incidéncia é estimada em 1,5 milhdes de casos por ano. No Brasil a incidéncia
anual chega a 32.000 casos (WHO, 2007a). No mundo, a maioria (90%) dos casos é
relatada na Africa (principalmente no Marrocos, Etidpia e Tunisia), no Oriente Médio
(principalmente no Afeganistdo, Paquistdo, Ird, Iraque, Siria e Arabia Saudita) e na
América Latina (Brasil, Bolivia, Coldmbia, Equador, Peru e Venezuela) (Desjeux,
2004; Murray et al., 2005) (Figura 13).

-Areas end émicas

Figura 13: Mapa com os paises endémicos da leishmaniose cutanea (Vidyashankar & Agrawal,
20009).

A forma mucosa da leishmaniose (Figura 14) é uma variacdo da LT. Ocorre
anos apés o inicio da leishmaniose cutanea, caracterizada pela destruicdo da
cavidade oral, nasal e faringea, que eventualmente evolui para lesdes
desfigurantes. Os sintomas sdo suaves, no inicio como inflamacdo e congestdo
nasal, porém lentamente podem ocorrer ulceracédo e perfuracdo do septo. A lesdo
pode estender-se na face, palato mole, faringe e laringe.

A forma mucosa da leishmaniose é causada por L. (Viannia) braziliensis, L.
(V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis (Herwaldt, 1999). L. brasiliensis se caracteriza

pela alta agressividade aos tecidos mucosos, resisténcia ao tratamento por
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antimoniais, com frequentes recidivas da doenca. Cinco por cento dos pacientes
com lesBes nas mucosas evoluem para morte (TDR, 2005).

No Brasil, os casos encontrados sdo em torno de 0,4% na regido sul, 1,4% na
regido central e 2,7% no Nordeste (Gontijo & Melo, 2004). Nos paises andinos, o

indice de leishmaniose mucosa chega a 7,1%, sendo que na Bolivia é onde se

encontra o maior numero de casos, com uma frequéncia de 20% (Garcia et al.,
2009).

Figura 14: 1- Leishmaniose cutanea com ulceragfes bem definidas; 2- Paciente com a forma mucosa
da leishmaniose (WHO, 2007a).

1.1.2.4. Ciclo biolégico

As formas infectantes de Leishmania, que sédo transmitidas aos hospedeiros
vertebrados pelos vetores, sdo as promastigotas metaciclicas. O parasito também
apresenta as formas paramastigotas e promastigotas ndo metaciclicas que se
multiplicam no trato digestivo dos vetores e as formas amastigotas que sdo parasitos
obrigatorios das células do sistema fagocitario mononuclear.

A transmissao (Figura 15) se inicia no momento em que o vetor faz a picada,
durante seu repasto sanguineo, quando as formas promastigotas sédo injetadas na
epiderme e derme de seus hospedeiros vertebrados, incluindo o homem (Croft et al.,
2006). Essas formas sdo fagocitadas pelos macrofagos do hospedeiro, onde
assumem a forma amastigota e, passam a se multiplicar por divisdo binaria até
provocarem o rompimento da célula, entrando no espaco intercelular, sendo

fagocitadas por novos macréfagos e células do sistema fagocitico mononuclear.
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Assim, os parasitos se espalham por todo o organismo do hospedeiro, provocando
as lesdes caracteristicas da doenca (Antinori et al., 2008).

Um dos problemas a ser vencido no combate a leishmaniose é a habilidade
dos parasitos intracelulares de permanecerem no organismo do hospedeiro mesmo
apos a resolucdo da doenca, persistindo na corrente sanguinea, na pele sadia, nas
escaras e nos linfonodos de pacientes assintomaticos ou curados mesmo apos
décadas de infeccao primaria (Bogdan, 2008).

Em algumas areas, a leishmaniose € uma infeccdo que envolve varios
reservatorios, geralmente, animais silvestres como a preguica, o tamandua,
roedores e raposas, entre outros (Rath, 2003). A doenca, originalmente centrada no
ambiente silvestre ou em pequenas localidades rurais, passou a ser identificada em
centros urbanos. Essa situacdo deve-se a migracdo do mosquito transmissor em
funcdo do desmatamento, da expansdao das areas urbanas e da presenca de
reservatoérios, principalmente do cdo doméstico (Vieira et al., 2007).

Afémea doflebotomineo aopicaro
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Figura 15: Ciclo evolutivo do parasita Leishmania ssp.

1.1.2.5. Tratamento

Muitos sé@o os fatores responséaveis pela disseminagdo da leishmaniose no

mundo, entre eles, estdo as falhas terapéuticas e a resisténcia aos medicamentos
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(Dujardin, 2005). Além disso, a falta de acesso ao tratamento e a toxicidade dos
medicamentos disponiveis sdo barreiras que dificultam a terapéutica (Hotez et al.,
2007).

O tratamento humano, h4 mais de 60 anos, vem sendo realizado
principalmente com antimoniais pentavalente. O antimoniato de meglumina
(Glucantime® - Sanofi-Aventis) e o estibogluconato de sédio (Pentostan® -
GlaxoSmithKline) (Figura 16) sdo os medicamentos de primeira escolha para o
tratamento (Demicheli et al., 2002; Baneth et al.,, 2008). Eles sédo eficazes no
tratamento das formas cutanea, mucocutanea e visceral da doenga (Rath et al.,
2003). A combinagéo entre antimoniais e interferon-gama ou alopurinol (Amato et al.,
2000) tem sido proposta como alternativa para melhora na eficacia terapéutica
destes compostos, que no entanto, sdo toxicos e nem sempre efetivos, sendo

aplicados em esquemas prolongados.
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Figura 16: Antimonial pentavalente - Glucantime®.

Romero & Boelaert (2010) fizeram uma revisdo sistematica nas principais
bases de dados, Medline, Lilacs e Cochrane Central Register, de 1960 a 2008 e
chegaram a conclusao de que a eliminacdo de LV na América Latina ainda n&o € um
objetivo a ser alcangcado em curto prazo, visto a complexidade e diversidade dos
cenarios de sua transmissao. Muitos paises consideram a leishmaniose como uma
doenca sem muita importancia e, portanto, ndo existe financiamento para o controle

da doenca.



25

O mecanismo de acdo dos antimoniais pentavalentes no combate a
Leishmania € ainda controverso e pouco compreendido (Chai et al., 2005). Estudos
tém demonstrado que o mecanismo de oxirreducdo € uma das hipoteses a ser
considerada. Entretanto, outros estudos indicam que o papel do antimonial na forma
trivalente - Sb(lll) - ndo estaria ligado a atividade no parasito e sim associado a
toxicidade (Dzamitika et al., 2006). Por outro lado, estudos tém proposto como
mecanismo de acado, a capacidade do antimonial pentavalente - Sb(V) - de formar
complexos com nucleotideos do parasito, interferindo no seu metabolismo e inibindo
a sua topoisomerase, o que o levaria a morte (Demicheli et al., 2002).

Os antimoniais sao mal-tolerados pelos pacientes coinfectados com LV e HIV
na Europa (Delgado et al., 1999) e muitos relatos mostram que, nestes pacientes, a
espécie L. infantum desenvolve resisténcia apds repeticbes do tratamento. Além
disso, existem evidéncias de que o estibogluconato de sédio e o antimoniato de
meglumina, este em menor escala, estimulam a replicacdo do HIV in vitro (WHO,
2007c).

Dados recentes indicam gue a resisténcia aos antimoniais tem se tornado um
problema na India e no Suddo. No Brasil, ainda ndo existe documentacdo da
presenca de cepas de L. chagasi resistentes, in vitro, aos antimoniais. Esses
medicamentos devem ser evitados, pois tém sido associados a uma elevada taxa de
letalidade (Amato et al., 2000).

A pentamidina (Pentamidina® e Lomidina®) (Figura 17), uma diamidina usada
para o tratamento de varias parasitoses, € o medicamento de segunda escolha mais
recomendado, embora apresente efeitos adversos significantes e seja administrado
por via parenteral. A pentamidina tem carater catidbnico e pode se apresentar na

forma de isotionato ou cloridrato.
O~ PO
HoN NH,
NH NH

Figura 17: Estrutura quimica da pentamidina.
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A pentamidina é uma molécula de grande interesse no tratamento de
leishmaniose visceral e mucocutanea refratéria a antimoniais pentavalentes (Amato
et al, 2000). A alta toxicidade deste medicamento, com relatos de morte repentina, €
um fator limitante de seu emprego. Dentre os principais efeitos adversos, estédo
hipoglicemia, hipotenséo, alteracBes cardioldgicas e nefrotoxicidade (Rath et al.,
2003). Um mecanismo de acdo proposto para a pentamidina é a inibicdo da
topoisomerase mitocondrial do parasito (Kramp et al., 2005). Outro mecanismo
proposto € a ligacdo da pentamidina as regides ricas em adenina e timina do DNA.
Porém, alteragcbes na sequéncia do DNA poderiam impedir essa ligacdo e
contribuiria com a resisténcia do parasito ao medicamento (Basselin & Robert-Gero,
1998). O declinio da eficacia da pentamidina na india tem sugerido que os parasitos
estdo se tornando resistentes (Ouellette et al., 2004).

A anfotericina B (Figura 18) derivado do ascomiceto Streptomyces nodosus, é
usada no caso de falhas no tratamento com compostos antimonais. Apesar de sua
elevada toxicidade e de ser administrado por via parenteral, este medicamento tem
sido usado para o tratamento da leishmaniose visceral e de infec¢cdes sistémicas
causadas por fungos (Amato et al., 2000; Sereno et al., 2000; Odds et al., 2003). O
mecanismo de acdo, assim como a toxicidade, envolve a formagdo de poros
artificiais ao longo da membrana celular do parasito e do hospedeiro, alterando a

permeabilidade seletiva a cations, e levando a morte celular (Cohen, 1998).
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Figura 18: Estrutura quimica da Anfotericina B.

Como estratégia foi desenvolvida a anfotericina B encapsulada em
lipossomas (AmBisome®) mostrando bons resultados, com niveis de 90 a 95% de

cura LV na India (Prasad et al., 2004). No Brasil, como tratamento alternativo aos
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antimoniais, vem sendo utilizado o desoxicolato sédico de anfotericina B e suas
formulagcbes lipossomais (anfotericina-B-lipossomal e anfotericina-B-disperséo
coloidal) e as pentamidinas (sulfato e mesilato). Os imunomoduladores (interferon
gama e citocinas) se encontram em fase de investigacdo. Estes medicamentos sO
devem ser administrados em hospitais.

Zauli-Nascimento et al. (2010) testaram em formas amastigotas de L.
amazonensis e L. brasiliensis, isoladas de pacientes de um hospital de Goiania, os
medicamentos anfotericina B e meglumina, e afirmaram que nenhuma das cepas
testadas foram consideradas resistentes.

Talvez o maior avanco dos Ultimos anos no tratamento da leishmaniose tenha
sido o tratamento oral da LV com a miltefosina, o hexadecilfosfocolina (Impavido® -
Asta Médica) (Croft & Coombs, 2003). A formulacdo oral € mais facil de ser
administrada, o que a torna uma ferramenta importante para reduzir as dificuldades
socioeconbmicas relacionadas ao tratamento em areas onde a doenca é endémica
(Fournet et al., 1996). O mecanismo de acdo deste farmaco ainda nao foi definido.
Acredita-se que a miltefosina estimule células T e os macréfagos a secretarem
interferon gama e aumentarem a producéo de intermedidérios reativos de nitrogénio e
oxigénio pelos macrdgafos, o que levaria a morte do parasito (Palumbo, 2008).

Atualmente, a resisténcia de varias espécies de Leishmania aos
medicamentos estd associada a um aumento da expressado génica de sistemas de
transporte ativo da familia das proteinas transmembranares ABC (Mandal et al.,
2009). Faz parte deste grupo de proteinas o subgrupo MRP (P-glicoproteinas), com
maior similaridade & proteina humana e associada a mecanismos de
multirresisténcia, e o subgrupo PGPA (proteina A como glicoproteina P). O
mecanismo de resisténcia inclui uma série de eventos celulares, dentre 0os quais o
aumento da atividade destas proteinas transportadoras no efluxo de agentes
quimioterapicos (Machuca et al., 2006).

Algumas quimioterapias estdo em desenvolvimento, entre elas a sitamaquina,
uma 8-amino-quinolina desenvolvida pela GlaxoSmithKline para o tratamento oral da
LV (Croft et al., 2006); a paromomicina, um antibiotico usado para o tratamento de
infecgbes causadas por L. donovani (WHO, 2007c), mais vantajoso pelo tempo de
duracéo do tratamento ser de 21 dias, ou seja 9 dias a menos quando comparada a

anfotericina B. O imiquimod, composto de uso topico para o tratamento de LT é um
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importante indutor de citocinas em células mononucleares humanas, e estimula a

liberacdo de 6xido nitrico pelos macrofagos (Arevalo et al., 2001).

1.1.3. Doenca de Chagas

A tripanossomiase americana foi descrita em 1909 por Carlos Chagas e é
causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi.

Durante a maior parte do século 20, a doenca de Chagas foi considerada, em
todos os paises da América Latina, a enfermidade parasitaria de maior impacto
sobre as economias nacionais e sistemas publicos de saude (WHO, 2002). No
entanto, desde o comeco da década de 1990, na maioria dos paises latino-
americanos deu-se inicio a programas regionais de controle de vetores domésticos.
Estes programas levaram a uma reducédo de 16-18 milhdes de pessoas infectadas
para um numero estimado em 9 milhdes (Jannin & Salvatella, 2006). Porém ainda
existem muitos obstaculos para o controle efetivo da doenca com milhfes de
pacientes chagéasicos necessitando de ajuda médica especifica. A doenca de
Chagas € considerada uma doenca negligenciada porque acomete comumente
populacdes pobres e marginalizadas, e faltam incentivos para a pesquisa e
desenvolvimento de farmacos (Ault, 2007).

A doenca de Chagas esta presente em toda a América Latina, desde o
México até a Argentina (Figura 19). No inicio dos anos 1980, a estimativa era de 16
a 18 milhdes de pessoas infectadas com uma incidéncia anual de 300 mil casos. Em
2007, os numeros eram de 9 milhdes de pessoas infectadas com 50 mil novos casos
e 14 mil mortes anuais por complicacbes da doenca. Desde 2006, a OPAS/OMS
concedeu ao Brasil, ao Uruguai e ao Chile um certificado de interrupcdo da
transmisséo vetorial da doenca. Porém, tem sido reportado o aumento da doenga na
regido Amazébnica, sobretudo por transmisséo oral (Technical Note, Department of
Health Surveillance, 2008).

A imigracdo, o transplante de oOrgaos, a transfusdo de sangue e infeccdes
congénitas sdo maneiras de aumentar o risco de infeccdo (Schmunis & Yadon,
2010). Os casos de doenca de Chagas na Europa foram notificados na Franca,
Italia, Suica, Dinamarca, Suécia e Espanha, todos em imigrantes da América Latina
(Enemark et al., 2000).



29

Como na leishmaniose, € comum o0s casos de coinfeccdo entre T. cruzi e o

virus da imunodeficiéncia adquidira (Bocchi & Fiorelli, 2001).
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Figura 19: Distribuicdo da doenca de Chagas no mundo.

1.1.3.1. O parasito

O género Trypanosoma € um dos mais importantes da familia
Trypanosomatidae, por incluir uma série de espécies causadoras de doencas
humanas importantes, como o Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da doenca de
Chagas, além do T. rhodesiense e T. gambiense, agentes da doenca do sono. Com
base no comportamento do parasito nos seus hospedeiros, principalmente no vetor,
o género Trypanosoma foi dividido em dois grupos. O primeiro, chamado de
Stercoraria, inclui tripanosomas que se desenvolvem no tubo digestivo do vetor,
progredindo no sentido da porgao intestinal com liberagcéo de formas infectivas pelas
fezes, neste grupo encontra-se T. cruzi. O segundo, chamado Salivaria, inclui
tripanosomas que se desenvolvem inicialmente no tubo digestivo e que,
posteriormente, atravessam o epitélio digestivo atingindo as glandulas salivares,
onde podemos encontrar as formas infectivas que sao inoculadas mecanicamente.

Morfologicamente, T. cruzi € um protozoario flagelado, que se apresenta sob

diferentes formas durante o seu ciclo de vida: amastigotas (no interior de células do
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hospedeiro vertebrado ou em cultura de células), esferomastigotas (no estbtmago do
inseto vetor e em determinadas situacdes experimentais in vitro), epimastigotas (em
cultivo axénico e no tubo digestivo do inseto vetor) e tripomastigotas (no inseto vetor,
em cultura de células, no sangue e espaco intercelular do hospedeiro vertebrado)
(Figura 20). Os tripomastigotas sao formas moveis e grandes (15-25 um)
encontradas no sangue do paciente. As formas amastigotas, imdveis, sdo menores

(2-4 um) e infectam as células do hospedeiro.

o z g

Figura 20: Formas tripomastigotas de T. cruzi encontradas no vetor (Develoux et al., 2009).

1.1.3.2. O vetor

Os insetos hemipteros da familia Reduviidae possuem uma proboscida
especializada para a succdo sanguinea, e foram agrupados na subfamilia
Triatominae, onde estdo os vetores do T. cruzi. Embora possuam hébitos diversos,
todas as espécies de triatomineos séo potencialmente vetores do T. cruzi. No Brasil,
0os nomes vulgares dos triatomineos s&o: barbeiro, bicho-de-parede, bicudo,
borrachudo, cafote, chupa-pinto, chupanca, chupéo, fincdo, furdo, percevejo,
percevejo de cama, percevejo-do-sertdo, percevejdo, piolho da piagava, procoto,
vum-vum e tampa-de-alforge (Develoux et al., 2009).

Os hemipteros, de uma maneira geral, sdo morfologicamente muito parecidos
fazendo com que os triatomineos hematéfagos, vetores do T. cruzi, sejam facilmente
confundidos com os fitéfagos e predadores. Os triatomineos medem, na fase adulta,
cerca de 1,6 mm (Alberprosenia) a 44 mm (Dipetologaster). As fémeas geralmente

sdo maiores que os machos. A cor geral dos triatomineos vai do negro ao palha-
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claro, com uma combinacdo de manchas e desenhos variados, de cores negra,
branca, castanho-claro e escuro, palha, vermelha ou laranja, muitas vezes
caracteristicas da espécie.

O Triatoma infestans (Figura 21), principal responséavel pela transmissdo da
doenca de Chagas, € encontrado nos paises do cone sul — Brasil, Chile, Argentina,
Uruguai, Paraguai e Bolivia. Esta espécie € extremamente domiciliada, vivendo em
frestas nas paredes e em telhados de palha (Develoux et al., 2009). Durante o dia, 0

inseto mantém-se escondido e, a noite, sai para realizar o repasto sanguineo.

Figura 21: Espécie Triatoma infestans (Develoux et al., 2009).

A classificacdo atual do Triatominae reconhece 140 espécies agrupadas em 6
tribos e dezoito géneros. Duas espécies - Rhodniini e Triatomini - tém maior
importancia epidemiologica como vetor da doenca de Chagas.

Na regido amazbnica, formada por nove paises (Brasil, Peru, Colédmbia,
Bolivia, Venezuela, Equador, Guiana, Suriname e Guiana Francesa), das 25
espécies registradas, as encontradas em habitats domésticos sao: Triatoma
maculata, Panstrongylus geniculatus, Rhodnius neglectus e R. stali. Em outras areas
da Amazonia, as populacdes humanas mantém contato com algumas das espécies
silvestres, tais como Rhodnius robustus, R. pictipes e R. brethesi, aumentando assim
o risco de transmissao de T. cruzi (Aguilar et al., 2007). No cone sul, o T. infestans é
o principal vetor. Outros vetores podem ser: Panstrongylus megistus, Triatoma

sordida, T. brasiliensis, T. pseudomaculata e Rhodnius nasutus (Dias, 2007).
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1.1.3.3. Ciclo de vida

O ciclo bioldgico do T. cruzi (Figura 22) no hospedeiro invertebrado tem inicio
quando o sangue de animais infectados é ingerido durante o repasto sanguineo. Ao
chegar ao estbmago do inseto, a forma tripomastigota se transforma gradualmente
em formas arredondadas, algumas com um flagelo longo colado ao corpo e outras
com um flagelo curto, chamadas de esferomastigotas e epimastigotas,
respectivamente. Em seguida, os parasitos migram para o intestino, onde se
multiplicam como formas epimastigotas, o que pode ser observado cerca de 20
horas apds o repasto sanguineo. Em seguida, migram para a parte mais posterior,
atingindo o reto, e transformam-se em tripomastigotas, que serao eliminados junto
com as fezes ou urina do triatomineo (Andrade et al., 2000).

O ciclo evolutivo do T. cruzi no hospedeiro vertebrado inicia-se quando formas
tripomastigotas eliminadas nas fezes e urina do inseto vetor sdo inoculadas na pele
ou mucosas do vertebrado. A forma tripomastigota pode potencialmente penetrar em
quase todo tipo celular encontrado no local, exceto em neutréfilos e eosinoéfilos. Por
sua vez, as formas epimastigotas sdo fagocitadas por células existentes no local.
Logo apdés a penetracdo na célula, a forma tripomastigota pode ser encontrada
dentro de um vacuolo chamado vacuolo parasitoforo (Andrade et al., 2000).

Imediatamente, inicia-se 0 processo de transformacdo para a forma
amastigota. Apos algum tempo, a forma amastigota encontra-se livre, em contato
direto com varias estruturas citoplasmaticas da célula do hospedeiro. Cerca de 35
horas depois, inicia-se 0 processo de divisdo celular bindria que prossegue por
varios dias, dependendo das caracteristicas da cepa de T. cruzi e da célula
hospedeira. O tempo de geracdo € em torno de 14 horas. ApGs cinco dias, quando a
célula hospedeira contém aproximadamente 500 amastigotas, inicia-se um processo
quase que sincrbénico de transformacgéo das formas amastigotas em tripomastigotas,
passando por um estagio intermediario. Logo que as formas adquirem um flagelo
mais longo, comec¢a um movimento intenso, que, aparentemente, € o responsavel
pela ruptura da célula hospedeira, com liberacdo de muitos tripomastigotas e
amastigotas no espaco intercelular. Os dados disponiveis sugerem que todas essas
formas tém capacidade de infectar outras células no proprio ambiente onde foram
liberadas, ou atingir a corrente sanguinea e distribuir-se por todo organismo
(Andrade et al., 2000).
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Figura 22: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Representacdo esquemaética adaptada (Cuervo et al.,
2010).

A transmissdo vetorial da doenca vem sofrendo algumas alteragdes:
Triatominae silvestres com tendéncias sinantropicas tém, cada vez mais, entrado em
contato com seres humanos (Noireau et al., 2009). Além disso, microepidemias
recentemente registradas no Brasil, causadas pela ingestdo de alimentos
contaminados com o protozoario, preocupam as autoridades de saude, uma vez que
a sua transmissdo por via oral é caracterizada por sua grande severidade que
culmina, em muitos casos, ha morte rapida do paciente. Um desses casos ocorreu,
em 2005, no Estado de Santa Catarina devido a ingestdo de caldo de cana

contaminado e, em 2006, no norte do pais devido a ingestdo de sucos de acai

(Euterpe oleracea) e bacaba (Oenocarpus bacaba) contaminados (Yoshida, 2008).
1.1.3.4. Tratamento
Dois farmacos sdo usados para o tratamento: nifurtimox e benznidazol (Figura

23), com eficacia terapéutica semelhante, mas a sensibilidade pode variar entre as

cepas de T. cruzi. O nifurtimox, comercializado desde 1972, foi o primeiro farmaco
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utilizado na doenca de Chagas e tem sido fornecido pela OMS (WHO). Os efeitos
colaterais deste farmaco incluem anorexia, perda de peso, alteracdes psiquicas,
insbnia, nausea, vomitos, colicas, diarréias, perda de memoria, entre outros (Urbina
& Docampo, 2003), e neuropatia periférica dose-dependente.

Em abril de 2009, a OMS incluiu a combinagao de eflornitina e nifurtimox em
sua lista de medicamentos essenciais para melhorar a gestdo de casos de
tripanossomiase africana humana. Os ensaios clinicos confirmaram que a
combinacdo dos medicamentos reduz a duracdo do tratamento em comparacdo com
a monoterapia de eflornitina e € mais facil de administrar, mantendo o mesmo nivel
de eficicia e seguranca.

O benznidazol foi anunciado em 1974 e lancado na América Latina em 1978.
O Laboratoério Roche transferiu a producéo deste medicamento para seu laboratério
no Brasil, que atualmente assume o mercado local. Os efeitos colaterais sao
dermatite, vomitos e dores abdominais, polineurite, hepatite toxica, anorexia, fatiga,
dores de cabeca, mialgia e insénia (Urbina & Docampo, 2003), dermatite alérgica
secundaria que pode ser acompanhada de outros sinais gerais, como aplasia. O
benznidazol € melhor tolerado que o nirfutimox (Urbina & Docampo, 2003).

Esses dois medicamentos apresentam atividade contra todas as formas do
parasito, principalmente na fase aguda da doenca, com até 80% de cura em

pacientes tratados (Sanchez-Sancho et al., 2009).
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Figura 23: Estruturas quimicas do (1) nifurtimox e (2) benznidazol

Quando o tratamento é feito durante a fase aguda, ha chances de cura que

variam entre 60-70%. Um estudo mostrou que em adultos, o tratamento com
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benznidazol reduz o risco de progressdo do dano cardiaco e aumenta a
porcentagem de reversao sorolégica sem os efeitos secundarios graves observados
(Viotti et al., 2006).

Novas substancias estdo sendo desenvolvidas e algumas se revelaram
eficazes em infec¢des experimentais em animais. Este é o caso de azois de quarta
geragdo, como o posaconazol, que é o produto mais promissor atualmente (Molina
et al., 2000).

1.1.4. Fungos

Os fungos sdo organismos eucaridticos com caracteristicas semelhantes as
das células hospedeiras, o que torna dificil a elaboracéo de estratégias terapéuticas
especificas (Schaechter, 2002). Possuem parede celular rigida que determina a
forma e garante a integridade da célula protegendo-a de choques osméticos, sendo
composta por vérias camadas de quitina dentro de uma matriz de polissacarideos
complexos, glicoproteinas, sais inorganicos e pigmentos, que variam de acordo com
a espécie (Schaechter, 2002).

As infec¢des fangicas podem ser divididas em trés grupos principais:
infeccdes superficiais, como as dermatofitoses e candidiase superficial,
subcutédneas, como as esporotricoses e lobomicoses; e sistémicas, como a
criptococose e a candidiase (Hay, 2006).

As infeccbes sistémicas podem ser divididas em infeccBes oportunistas e
endémicas. As oportunistas sao infec¢des debilitantes e potencialmente fatais, que
afetam pessoas com sistema imunologico comprometido, como por exemplo,
pacientes com neutropenia, ou HIV positivo, ou em uso de implante subcutaneo
(Hay, 2006). A candidiase oral atinge cerca de 90% dos pacientes infectados com o
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Reichart, 2003).

O uso indiscriminado de antibioticos de largo espectro, a quimioterapia, e o
transplante aumenta ainda mais o risco de infec¢fes fungicas (Nucci & Marr, 2005).

As espécies de Candida ssp. e Cryptococcus ssp. causaram grande parte das
infeccbes fungicas registradas entre os anos de 1997 a 2003. Pfaller et al. (2005)

isolaram 14.767 fungos de pacientes, neste periodo. As espécies C. albicans e C.
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glabrata, estavam presentes em 95,7% dos casos e as espécies de Cryptococcus

em 1,37% dos casos.

1.1.4.1. Cryptococcose

Cryptococcus neoformans é uma levedura patogénica oportunista encontrada
em ocos de arvores (Kidd et al., 2005) e excretas de pombos e outros passaros.
Estas excretas constituem fator importante na transmissdo de C. neoformans tanto
em area urbana quanto em zona rural (Reolon et al., 2004).

A infeccdo por C. neoformans ocorre por meio da inalacdo de particulas
infecciosas (leveduras ou basidiésporos) a partir do ambiente, primariamente
causando infec¢cdo no pulmao, que pode se disseminar para outros 6rgaos e tecidos,
principalmente para o sistema nervoso central, onde pode causar quadros de
meningite, meningoencefalite ou encefalite e em casos severos até a morte
(Chayakulkeeree & Perfect, 2006).

Tradicionalmente, o género Cryptococcus é caracterizado por se tratar de
células do tipo leveduras arredondadas ou ovais envoltas por capsulas (Benham,
1955). Independentemente do sistema de classificacdo, os membros da espécie C.
neoformans que s&o patogénicos ao homem incluem duas variedades: C.
neoformans var. neoformans (sorotipos A e D) e C. neoformans var. gattii (sorotipos
B e C). Cryptococcus neoformans var. gattii foi classificada como uma espécie
distinta, e os sorotipos A e D foram separados em duas variedades: C. neoformans
var. grubii (sorotipo A) e C. neoformans var. neoformans (sorotipo D) (Kwon-Chung
et al., 2002, Kwon-Chung & Varma, 2006).

Esporos ou células da espécie C. neoformans entram no trato respiratério por
inalac@o e passam a colonizar o sistema respiratorio por meses ou anos sem causar
guaisquer sintomas clinicos (Goldman et al., 2001). No entanto, pode ser que ocorra
a criptococose aguda, doenca que se desenvolve apds a exposicdo a um grande
namero de células fungicas (Nosanchuk et al., 2000).

Normalmente, as células fungicas se encontram dentro de granulomas, onde
podem permanecer em estado latente por tempo indeterminado. Quando a
imunidade do hospedeiro fica comprometida, no entanto, as células séo reativadas

podendo causar infeccdes sistémicas que afetam érgdos como a pele, olhos, 0ssos,
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pulmdes, prostata e trato urinario (Goldman et al., 2001; Igreja et al., 2004). C.
neoformans tem uma predilecdo para infectar o sistema nervoso central (SNC) e
causar meningite criptococica, principalmente em pacientes imunocomprometidos.

As manifestacdes clinicas da criptococose incluem desde um simples nddulo
no pulmdo até a disseminacdo sistémica do micro-organismo. Essa variedade
depende do estado e da resposta imune do hospedeiro, bem como da viruléncia da
cepa. A criptococose pulmonar esta comumente associada a pacientes
imunocompetentes (Chayakulkeeree & Perfect, 2006), ao contrario da meningite
criptocécica que estd diretamente associada a pacientes com AIDS ou com
depressao do sistema imune devido ao tratamento com corticéides, faléncia crénica
dos orgéaos (rins, figado e pulmdes), transplante de 6rgédos, doencas reumaticas,
outras infec¢des fungicas, terapias imunossupressivas e desordens linfoproliferativas
(Thompson, 2005).

A sindrome da criptococcose cutanea corresponde a terceira forma mais
comum da doenca causada por C. neoformans. E uma forma encontrada em 10 a
15% dos pacientes com criptococcose, sendo a cabeca e 0 pescoco os locais mais
atingidos. Em pacientes imunocomprometidos, a forma cutédnea da doenca é
ocasionada pela espécie C. gattii (Bicanic & Harrison, 2005).

Da Silva et al. (2008) relataram a existéncia de cepas de C. neoformans
resistentes aos antifingicos itraconazol e anfotericina B. Drummond et al. (2007)
mostraram que os isolados clinicos de Cryptococcus sdo mais suscetiveis aos
antifangicos do que os isolados do ambiente.

A grande incidéncia de criptococcose em decorréncia do aumento crescente
de individuos imunodeprimidos, sua descoberta em individuos competentes e 0s
efeitos colaterais dos farmacos utilizados para o tratamento desta infeccdo, tém

incentivado a pesquisa de novos agentes antifungicos (Lizarazo et al., 2007).

1.1.4.2. Candidiase

Em 1839, Langenbeck observou pela primeira vez em aftas bucais de um
paciente com tifo a mais importante levedura patogénica ao homem, hoje conhecida
como Candida albicans. Essa espécie, junto a outras deste género, sdo as

causadores da candidiase ou candidose (Sidrim & Moreira, 1999).
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O género Candida pertence ao Reino Fungi, grupo Eumycota, filo
Deuteromycota, classe Blastomycetes e a familia Criptococcacea. As principais
espécies de interesse clinico neste género sdo Candida albicans, C. glabrata, C.
krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis (Sidrim & Rocha, 2004). A Candida € uma
levedura dimérfica, considerada um patdgeno oportunista, que depende de fatores
proprios de viruléncia e de predisposicdo do hospedeiro para causar a infecgdo. As
leveduras do género Candida estdo presentes no intestino e na vagina, e
permanecem neste habitat como colonizadoras. Quando encontram condi¢cbes
apropriadas, elas se multiplicam, expbéem os fatores de viruléncia, invadem a
mucosa e causam a infec¢do. As candidiases apresentam uma grande variedade de
manifestacdes clinicas, as quais podem ser divididas em candidiase muco-cutanea,
caracterizada pelo surgimento de lesGes de pele, unhas e mucosas da orofaringe e
genitais; candidiase sistémica ou visceral, caracterizada pela disseminacdo do
micro-organismo por via sanguinea para outros 6rgaos; e, candidiase alérgica, com
lesbGes semelhantes as dermatofitoses (Sidrim & Rocha, 2004).

Para realizar a colonizacdo e invasao nos tecidos e evitar mecanismos de
defesa do hospedeiro, a espécie C. albicans desenvolveu uma série de complexos
fatores de viruléncia (Schaller et al., 2005). Esses incluem a troca fenotipica com
habilidade de mudar a morfologia da célula, ou seja, de levedura para crescimento
de hifas; habilidade de adesdo a célula hospedeira; e atividade lipolitica e
proteolitica extracelular (Naglik et al., 2004).

Observa-se uma mudanca do perfil epidemiolégico das candidiases, com o
aumento de espécies de Candida ndo-albicans. Develoux & Bretagne (2005)
mostraram que espécies de C. krusei, C. parapsilosis, C. glabrata e C. tropicalis sdo
comumente isoladas do ambiente e de hospedeiros humanos e muito
frequentemente apresentam resisténcia aos antifungicos usuais.

A espécie C. parapsilosis é encontrada com frequéncia na pele, sendo de
transmissao predominantemente exégena (Bonassoli et al., 2005). Sua ocorréncia
também é alta em criancas e recém-nascidos prematuros internados em unidades
de terapia intensiva. Os fatores de risco associados a sua transmissdo sédo a
nutricdo parenteral e o uso prolongado de catéteres (San Miguel et al., 2005). C.
glabrata constitui-se a quarta causa de infeccdo hospitalar fangica por leveduras no
Brasil, embora seja relatada com menor frequéncia em nosso pais do que na Europa
ou nos Estados Unidos e Canada (Antunes et al., 2004; Pfaller & Diekema, 2007).
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Além disso, esta espécie desenvolve resisténcia a terapéutica pelo fluconazol
(Colombo & Guimarées, 2003; Pfaller & Diekema, 2007).

As infeccdes sistémicas por Candida levam a prolongada internacao
hospitalar, a custos significativos e a alta mortalidade (Falagas et al., 2006). O
diagnostico rapido € fundamental para aumentar a probabilidade de sobrevivéncia
(Morrel et al., 2005). C. glabrata € mais resistente que C. albicans a terapia

antifingica e pode estar associada a uma alta mortalidade.

1.1.4.3. Tratamento

O aumento do numero de infec¢gBes fungicas, juntamente com o surgimento
de cepas resistentes aos antifungicos existentes (Pfaller et al., 2005) (Grafico 3) tém

criado uma necessidade de novos agentes antifungicos (Kauffman, 2006).
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Grafico 3: Dados obtidos de um estudo de Pfaller et al. (2005), onde foram isoladas cepas de 35

paises. Os valores estdo expressos (x 1000).

Por muitos anos, o Unico antifungico disponivel para infec¢cdes foi o
deoxicolato de anfotericina B (Pappas et al., 2004). Porém, com a introducdo dos
triazois, nos anos 1990, o uso da anfotericina B tem diminuido devido sua toxicidade

e por ndo ser adequado ao tratamento domiciliar (Maertens & Boogaerts, 2005). Os
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triazdis por sua vez estdo frequentemente ligados a interacdes medicamentosas,
principalmente no caso dos pacientes que recebem quimioterapia anti-HIV.

Nos ultimos anos, seis novos triazois e equinocandinas foram aprovados para
uso, apresentando menor toxicidade e maior efetividade (Petrikkos & Skiada, 2007).
Os novos triazdéis voriconazol, posaconazol, que é usado também para a doencga de
Chagas (Molina et al., 2000) e ravuconazol apresentam maior poténcia e espectro
de acdo mais amplo do que os antigos azois. Os trés compostos apresentam acao
via oral (VO) e o voriconazol pode ser administrado, também, na forma intravenosa
(IV) (Tkackz & Di Domenico, 2001).

Nos ultimos anos, os azois - principalmente o cetoconazol, fluconazol e
itraconazol - tém sido os farmacos de primeira escolha na terapia. Essas duas
classes de medicamentos tém como alvo a membrana celular dos fungos. Os
polienos se ligam a uma porcédo esterol, basicamente ergosterol, presente na
membrana de fungos sensiveis, formando poros ou canais.

Os azois sdo compostos totalmente sintéticos. O mecanismo de acao desses
farmacos baseia-se na inibicdo da enzima esterol-14-a-desmetilase, um sistema
enzimatico microssomal dependente do citocromo P450, prejudicando a sintese do
ergosterol na membrana citoplasmética e levando ao acumulo de 14-a-metilesterdis.
Esses metilesterdis ndo possuem a mesma forma e propriedades fisicas que o
ergosterol e levam a formacdo da membrana com propriedades alteradas que néo
desempenham as funcdes basicas necessarias ao desenvolvimento do fungo. Os
azOis causam menos reacdes adversas que a anfotericina B, porém, sdo menos
potentes. Podem ter acdo fungistatica ou fungicida. O uso excessivo desses azois
levou ao aparecimento de resisténcia em espécies suscetiveis. Além disso, 0s azois
ainda apresentam a desvantagem da resisténcia cruzada (Williams & Lemke, 2002).

O itraconazol (Figura 24) tem atividade em leveduras e alguns fungos
filamentosos, inclusive Aspergillus. As desvantagens desse medicamento s&o as
variaveis biodisponibilidades, havendo uma grande variagdo do pico plasmético

entre diferentes pessoas, e 0 gosto desagradavel (Chen & Sorrell, 2007).
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Figura 24: Estrutura quimica do itraconazol.

O uso prolongado e as altas doses de itraconazol podem provocar
hipopotassemia, hipertensdo moderada (Catalan & Montejo, 2006) e faléncia
cardiaca, necessitando de acompanhamento (Eggimann et al., 2003).

O fluconazol (Figura 25), outro derivado imidazolico, possui excelente
tolerabilidade e o limitado nimero de interacdes medicamentosas o torna agente de
primeira escolha para quase todos o0s casos de candidiase em pacientes
imunocomprometidos (Eggimann et al.,, 2003). O fluconazol esta disponivel na
formulacdo oral e intravenosa, com atividade em espécies de Candida e
Cryptococcus neoformans, porém com casos de resisténcia em certas espécies de
Candida n&o-albicans (Chen & Sorrell, 2007).
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Figura 25: Estrutura quimica do fluconazol.

Hoje tém surgido algumas cepas resistentes aos farmacos de primeira escolha,
com isso muitos outros antifungicos estdo sendo utilizados, entre eles os triazéis de
segunda geracao (variconazol e posaconazol), as equinocandinas (caspofungina,
micafungina e anidulafungina) e a flucitosina (uso limitado devido as falhas
terapéuticas) (Petrikkos & Skiada, 2007).


http://pt.wikilingue.com/es-pt/images/e/e1/Itraconazole_structure.png
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A nistatina (Figura 26) é obtida a partir do Streptomyces noursei e pertence a
classe dos antifingicos polienos. Esse farmaco € de uso exclusivamente topico
devido a sua grande toxicidade sistémica (Eggimann et al., 2003). A nistatina tem
sido empregada na terapéutica por mais de 50 anos, porém seu uso recente esta

associado ao aumento do nuimero de casos de candidiase em pacientes com

neoplasias, AIDS e outras desordens sistémicas (Ship et al., 2007).

OH

Figura 26: Estrutura quimica da nistatina.

1.2. CERRADO

1.2.1. Caracteristicas do Cerrado

O Cerrado ocupa 2.036.448 milhdes de hectares do territério brasileiro (IBGE,
2004) e se estende pelos estados da Bahia, Goias, Maranhdo, Mato Grosso, Mato

Grosso do Sul, Minas Gerais, Piaui, Rondbnia, Sdo Paulo e Tocantins (Figura 27).
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Figura 27: Abrangéncia do Cerrado no territério brasileiro (IBGE, 2004).

A precipitacdo média anual varia entre 1200 e 1800 mm e caracteriza uma
estacdo seca, de abril a setembro e uma chuvosa, de outubro a marco (Ferreira et
al., 2003), com temperaturas variando entre 18-28 °C (Dias, 1992). O relevo do
dominio Cerrado é, em geral, bastante plano ou com poucas ondulacbes, com
altitudes entre 300 e 600 metros acima do nivel do mar; apenas cerca de 10% de
sua area estdo acima de 900 metros de altitude chegando a 1800 m, no Pico do
Itacolomi, em Minas Gerais, e na chapada dos Veadeiros, em Goias (Coutinho,
2002). As diversas fitofisionomias variam desde campos abertos, matas de galeria,
matas secas, cerraddo e vereda, até florestas densas, com arvores de 30 m de
altura (Oliveira-Filho & Ratter, 2002). Uma paisagem tipica do Cerrado sédo as
arvores e os arbustos tortuosos, de porte baixo e com casca grossa, com muita
cortica, macrofilia (folhas grandes) e esclerofilia (folhas rigidas, com textura aspera).
Seu sistema subterrdneo &€ composto por raizes pivotantes que podem atingir mais
de 15 m de profundidade, buscando, no periodo de seca, as zonas
permanentemente Umidas do solo. A vegetacdo herbacea e subarbustiva é
composta também por espécies perenes que possuem oOrgdos subterrdneos de
resisténcia a seca e ao fogo (bulbos e xilopodios, por exemplo). Suas raizes sao

superficiais e seus ramos aéreos sdo anuais, morrendo durante a estacdo seca, 0
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que gera toneladas de palha por hectare. Essa palha é o combustivel que favorece a
ocorréncia e alastramento das queimadas no Cerrado (Coutinho, 2002) (Figura 28).

Figura 28: Queimadas na regido de Sobradinho / DF, ocorréncia bastante comum na época da seca
(www.gl.globo.com).

Foram registradas mais de 10 mil espécies de plantas no Cerrado (Ratter,
1997), onde muitas tém ocorréncia restrita ao bioma. Apesar da importancia desse
bioma, suas areas nativas vém diminuindo em decorréncia da falta de planejamento
no uso da terra (Klink & Machado, 2005). Apenas 2% do Cerrado estdo dentro de
area protegida (Klink & Machado, 2005). Devido ao seu alto endemismo e forte
pressdo humana, o Cerrado é considerado um dos pontos criticos para a
conservacao da biodiversidade no mundo (Myers et al., 2000).

A diversidade deve-se as variacbes ambientais, principalmente em relacédo
aos fatores peculiares do Cerrado, como a proximidade do lencol freético, a variacao

topografica, a altitude e ao regime do fogo (Ratter et al., 2003).

1.2.2. Plantas medicinais do Cerrado

De acordo com a OMS, cerca de 80% da populacdo mundial faz uso de
tratamentos sugeridos pela medicina tradicional (Basso et al., 2005).
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O fruto da espécie do Cerrado, Dimorphandra mollis (Fabaceae), conhecido
como faveira, € uma das fontes da rutina, flavonoide que comp8e medicamentos que
combatem a fragilidade capilar. A infusdo das folhas de mangaba, Hancornia
speciosa (Apocinaceae) é utilizada no tratamento da tuberculose e de Ulceras e o
chéa das folhas para colica menstrual. A espécie Guarea kunthiana (de Mesquita et
al., 2005a) apresentou importante atividade para as formas promastigotas de
Leishmania donovani com ICsp de 10 pg/mL.

Em nosso grupo de pesquisa, o estudo do extrato hexanico da casca da raiz
de Matayba guianensis em Plasmodium falciparum resistente a cloroquina culminou
no isolamento de quatro matayosideos ativos inéditos (de Mesquita et al., 2005b; de
Mesquita et al., 2007).

As espécies Xylopia aromatica e X. emarginata (Annonaceae) tiveram
excelentes resultados quando testadas em P. falciparum (de Mesquita et al., 2007)..
Os extratos hexanicos e diclorometano das folhas de Schinus terebenthifolius
(Anacardiaceae) demonstraram atividade citotoxica em células tumorais (de
Mesquita et al., 2009). Estudos in vitro e in vivo reportaram atividades antibacteriana,
antifingica, cicatrizante e antileishmanial de S. terebinthifolius (Lucena et al., 2006;
Braga et al., 2007).

As espécies do Cerrado, Cupania vernalis, conhecida como olho de cotia e
utilizada como anti-inflamatério; e Serjania lethalis conhecida como timbé e usada
como analgésico e anti-inflamatério demonstraram acentuada atividade anti-
Plasmodium e anti-Leishmania (de Mesquita et al., 2007). Além dessas, outras
espécies do Cerrado, usadas tradicionalmente para tratar a malaria ou como
antipiréticos sdo descritas pela importante atividade anti-Plasmodium, como
Aspidosperma spp., Annona squamosa (El Tahir et al., 1999), Casearia elliptica
(Simonsen et al., 2001), Duguetia hadrantha e Xylopia frutescens (Jenett-Siems et
al., 1999).

Os extratos diclorometanicos de raizes de Brosimum gaudichaudii e Lantana
camara foram capazes de inibir o fungo fitopatbgeno Cladosporium
sphaerospermum. Essa primeira espécie € amplamente utilizada no Brasil para o
tratamento do vitiligo (DEF, 2000), atividade atribuida a presenca das
furanocumarinas, bergapteno e psolareno (Alves et al., 2000).

Fisher et al. (2004) mostraram que as espécies do Cerrado, Cissampelos

ovalifolia e Siparuna guianensis utilizadas na medicina tradicional para o tratamento
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de febres e como antimalaricos (Rodrigues & Carvalho, 2001) foram ativas em P.
falciparum, corroborando o uso tradicional. Da infusdo de folhas de Byrsonima
crassa, utilizada tradicionalmente como febrifuga e para o tratamento de doencas de
pele (Funke & Melzig, 2006) foram isolados compostos com atividades biolégicas,
como imunomodulacdo, protecdo contra o cancer e doencas cardiovasculares
(Montouro et al., 2005).

Este trabalho de tese de doutorado selecionou oito espécies de plantas do
Cerrado apoés triagem em cepas de Plasmodium falciparum resistente a cloroquina

(FcB1), que serdo descritas a seguir:

1.2.3. Diospyros hispida

Nome cientifico

Diospyros hispida DC (Figura 29)

Familia

Ebenaceae

Nome popular

Caqui-do-cerrado, bacupari-bravo, olho-de-boi e mucuiba

Descricao botanica

Arvore ou arbusto de tronco tortuoso, com casca escamosa e fissurada,
galhos acinzentados e tronco enegrecido, com copa irregular e aberta. As folhas séo
simples, coriacea, verde escuro quando jovem e ferruginea a marrom, quando mais
velha, densamente pubescente (coberta de pequenos pélos) e esbranquigadas no
dorso. As flores sdo subsésseis, didicas, esverdeadas na corola externa, com

pétalas de coloracdo creme.

Uso na medicina tradicional
Esta espécie tem sido usada por comunidades do Cerrado para o tratamento

de doencas infecciosas.
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Figura 29: Diospyros hispida DC (Ebenaceae).

Atividade biolégica

A familia Ebenaceae tem mais de 350 espécies espalhadas nos tropicos e
subtropicos. Mais de 300 compostos ja foram identificados no género Diospyros, rico
em naftoquinonas e triterpenos. O primeiro composto isolado deste género, em
1952, foi a plumbagina, uma naftoquinona encontrada principalmente nas folhas de
plantas desse género. A plumbagina (2-metil-5-hidroxi-1,4-naftoquinona), pigmento
de coloragdo amarela foi encontrada na espécie D. maritima (Van der Vijver, 1972).

Gu et al. (2004) mostraram que a plumbagina apresentou forte atividade
antibacteriana e antifingica. Outros compostos foram isolados a partir desta espécie
como a maritinona, a chitranona, a zeylanona e a 8-di-hidroxi-6-metil-1-tetralona.

O estudo do extrato cloroférmico dos galhos de Diospyros discolor permitiu o
isolamento de 4 novos triterpenos desta espécie: 24-etil-3B-metoxilanost-9-(11)-en-
25-ol, 33-metoxi-24-metilelanost-9-(11)-en-25-ol, 3B-metoxi-25-metil-24-metilelanost-
9-(11)-en-21-ol, 3B-metoxi-24-metilelanost-9-(11), 25-dien-24-ol (Ganapaty et al.,
2005, Chen et al., 2007).

O estudo do extrato diclorometanico da casca do caule de Diospyros
crassiflora (Tangmouo et al., 2006) permitiu isolar uma naftoquinona, a crassiflorona,
além do gerberiol. A atividade antimicrobiana desses compostos foi avaliada e foram
considerados ativos em Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Staphylococcus
aureus, Salmonella typhi, Candida albicans e C. krusei.
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A investigacdo do extrato cloroformico das raizes de Diospyros assimilis
permitiu isolar seis derivados naftalenos: 4-hidroxi-3,5-dimetoxi-2-naftaldeido, 4-
hidroxi-5-metoxi-2-naftaldeido,5-hidroxi-4-metoxi-2-naftaldeido,8’hidroxiisodiospirina,
diospirina e plumbagina. Esses compostos foram testados em protozoarios
Trypanosoma sp., Leishmania sp. e Plasmodium sp. As quinonas diméricas, 8'-
hidroxisodiospirina e diospirina mostraram acentuada atividade em Trypanosoma
brucei e Leishmania donovani, moderada atividade em Plasmodium falciparum
resistente a cloroquina e a pirimetamina, e baixa atividade em T. cruzi (Ganapaty et
al., 2006).

As fracdes lipofilicas da raiz e do caule de Diospyros anisandra apresentaram
concentracdo inibitéria minima (CIM) de 6,25 pg/mL em Staphylococus aureus,
Bacillus subtilis, Candida albicans, Aspergillus niger e Clostridium gloeosporioides. O
estudo do extrato hexanico da mesma espécie, resultou no isolamento da
plumbagina (Borges-Argéaes, 2007). O extrato metandlico da espécie inibiu cepas
resistentes de Mycobacterium tuberculosis a uma concentragéo de 25 pg/mL.

1.2.4. Simarouba versicolor

Nome cientifico

Simarouba versicolor A. St.-Hil (Figura 30)

Familia

Simaroubaceae

Nome popular

Pau-paraiba, mata-barata

Descricao botanica

Arvore pequena, 4-5 metros de altura, ramos densamente folhosos; folhas
coriaceas glabras, de 15-20 cm de comprimento, imparipinadas; foliolos oblongos,
até 6 cm de comprimento, quase sempre alternos, as vezes opostos, 5-6 cm de
comprimento, 20-25 cm de largura; apice obtuso, sub-truncado ou emarginado,

ferrugineo-pilosa em baixo; panicula de 30-50 cm de comprimento; ramos eretos,
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patentes, compostos-paniculados, ramos com 3-5 flores; bracteas oblongas ou
linear-espatuladas; pedicelos de 2-4 mm, calice com apenas 1 mm de comprimento;

pétalas oblongas 3, 5-4 mm de comprimento, dorso carenado.

Uso na medicina tradicional

A decoccgdo da raiz e da casca do caule é utilizada para tratar a fraqueza
(Mendes & Carlini, 2007). A casca do caule e os frutos sdo usados como anti-
helmintico, anti-hemorragico, antidiarréico, antissifilitico, antifebrifugo (Fernandes et

al., 2004).

Figura 30: Simarouba versicolor A. St.-Hil (Simaroubaceae)

Atividade bioldgica

A familia Simaroubaceae, com suas 25 espécies de arbustos tropicais e
semitropicais, tem sido muito usada na medicina tradicional. Os efeitos encontrados
nas espécies desta familia sdo as atividades antimalaricas e anti-inflamatérias
(Polonsky, 1973). No Brasil, a familia Simaroubaceae é representada pelos géneros
Quassia e Picrolemma na regido Amazoénica; Castela e Picrasma no sul do pais; e
Simaba, Simarouba e Picrolemma presentes em todo o Brasil. Espécies do género
Simarouba séo relatadas como anticancerigenas, antivirais, antimalaricas, anti-
inflamatorias (Polonsky, 1973), inseticidas e amebicidas (Polonsky, 1985). Arriaga et
al. (2002) isolaram varios compostos como quassindides, triterpendides, mistura de
esterdides e o flavonéide campferol, entre outros das raizes, caules e frutos de S.

versicolor.
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1.2.5. Spiranthera odoratissima

Nome cientifico

Spiranthera odoratissima A. St.-Hil (Figura 31)

Familia

Rutaceae

Nome popular

Acabadeira ou sarrinha (Bahia) e manaca (Mato Grosso e Goias).

Descricao botanica
Planta arbustiva com odor bem caracteristico, cachos de flores brancas bastante

perfumadas, e folhas com odor citrico.

Uso na medicina tradicional

Folhas e caules subterraneos utilizados na forma de decocto no vinho ou na
cachaca, para o tratamento de reumatismo, gota, infec¢des renais e inflamacdes em
geral, tendo ainda acéo diurética e depurativa. As informac@es tradicionais relatam
gue seu consumo em excesso pode provocar coceiras, diarréia e vomito (de La Cruz
et al., 1997).

Figura 31: Spiranthera odoratissima A. St.-Hil (Rutaceae).
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Atividade bioldgica

A familia Rutaceae, que tem cerca de 1600 espécies com composi¢ao
guimica bastante diversificada, é capaz de produzir grande variedade de alcaloides,
além de cumarinas, lignanas, flavonoides e terpendides, inclusive do tipo limondides.

O género Spiranthera € constituido por arvores ou arbustos encontrados na
regido neotropical (regido amazébnica, cerrado e campos do Brasil) com 4 espécies
descritas: S. guianensis Sandwinth, S. parviflora Sandwinth, S. muricata Pirani e S.
odoratissima St. Hil. (Pirani, 1999).

Ribeiro et al. (2005) isolaram onze substancias do extrato diclorometanico das
raizes de Spiranthera odoratissima, sendo, dois novos limonoides, e o conhecido
limonoide limonina, trés alcaloides furoquinolinicos (dictamina, y-fagarina e
esquimianina), trés alcaloides B-indoloquinazolinicos (rutaecarpina, evodiamina e 1-
hidroxirutaecarpina), a cumarina do tipo aurapteno e o esteréide [3-sitosterol.

O estudo do extrato hexanico das folhas e diclorometanico dos rizomas de S.
odoratissima (de Jesus Freitas et al., 2003) (Figura 32) identificou monoterpenos do
tipo pineno, canfeno, limoneno, mirceno, sesquiterpenos copaeno, germacreno B e
D, cariofileno e éxido de cariofileno spatulenol. Os constituintes isolados das raizes
foram: aurapteno (Agrawal et al., 1989), ostol (Ito & Furukawa, 1987), braylin (Silva
et al.,, 1971), alcaloides furoquinolinicos skimmianina (Rouffiac et al., 1969) e y-
fagarina (Tillequin et al., 1980).

Matos et al. (2003 e 2005) avaliaram a atividade analgésica e/ou anti-
inflamatoria da fracdo aquosa proveniente da particdo do extrato etandlico das folhas
e das raizes de S. odoratissima. O resultado do estudo com o extrato etandlico das
raizes mostrou que em uma concentracdo de 0,25 g/kg houve diminuicbes
significativas nas contracfes abdominais induzidas pelo &cido acético, corroborando
0 uso tradicional desta parte da planta. O extrato etandlico das folhas apresentou
uma baixa atividade, sendo que a concentracdo capaz de inibir cerca de 50% das

contracdes abdominais foi de 500 g/kg.
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Figura 32: Moléculas isoladas de S. odoratissima (Ribeiro et al., 2005).

Terezan et al. (2010) isolaram desta espécie os compostos 1-metil-2-
fenilquinolin-4-ona e o acido limonéxico. Esse mesmo grupo mostrou que o extrato
metandlico e diclorometanico dos galhos desta espécie apresentaram atividade
inseticida em formigas da espécie Atta sexdens rubropilosam, sendo que o acido

limonéxico mostrou-se ativo na concentracéo de 500 pg/mL.
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1.2.6. Kielmeyera coriacea

Nome cientifico

Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc. (Figura 33)

Familia

Calophyllaceae

Nome popular

Pau-santo

Descricao botanica

Arbusto pequeno de tronco tortuoso e casca suberosa, espessa, clara,
tuberculosa nas arvores velhas, ramos espessos, glabros, latex abundante e
amarelado. As folhas sdo simples, alternas, congestas no &pice dos ramos,
coriaceas, glabras, oblanceoladas ou elipticas, sésseis ou subssésseis, base aguda
a atenuada, apice arredondado a obtuso, cerca de 5 cm de largura. As flores séao
grandes, em paniculas terminais curtas e os frutos sdo em forma de capsula

septicida oblonga, cerca de 15 cm de comprimento.

Figura 33: Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc. (Calophyllaceae).
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Uso na medicina tradicional

Utilizada no Brasil para o tratamento de malaria, esquistossomose,
leishmaniose, e para infec¢des causadas por fungos ou bactérias (Audi et al., 2002;
Zagoto et al., 2006) e também em preparacdes com ac¢ao no sistema nervoso central
(Rodrigues & Carlini 2005).

Atividade biologica

O extrato hidroalcodlico de K. coriacea € capaz de aumentar a resisténcia da
mucosa gastrica contra 0s agentes necrosantes, e € promissor como
antiulcerogénico (Goulart et al., 2005). A andlise dos extratos diclorometanico e
hidroalcodlico de folhas e caule de K. coriacea, revelaram a presenca de varias
xantonas (Cortez et al., 1998), sendo que quatro delas apresentaram atividade para
o fungo Cladosporium cucumerinum, e duas xantonas preniladas inibiram o
crescimento em bioautografia de Candida albicans (Cortez et al., 1998), numa
guantidade de 10 pug.

As xantonas parecem ser ativas nas funcdes mitocondriais (Kawai et al.,
1984), o que justificaria 0 seu uso tradicional em infec¢des por protozoérios, fungos
e bactérias. O mecanismo de acdo das hidroxinaftoquinonas usadas em infeccfes
por protozodrios inclui a inibicdo da funcdo mitocondrial (Tracy & Webster, 1996).
Resultados da avaliacdo do extrato hidroalcodlico de K. coriacea no metabolismo
energético hepatico sugerem que o extrato impede o metabolismo, atuando como
inibidor de atividades enziméticas associadas a cadeia respiratoria (Zagoto et al.,
2006).

O efeito no sistema nervoso central do extrato hidroalcodlico das folhas de K.
coriacea foi avaliado em modelo de nado forcado. O tratamento oral com 120
mg/kg/dia, durante 30 dias, exibiu um efeito ansiolitico significante (Audi et al.,
2002). Martins et al. (2004) avaliaram as propriedades psicotropicas apdés sua
administrac@o orogastrica aguda e crénica em ratos. Os resultados demonstram que

o extrato é efetivo como ansiolitico e antidepressivo.
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1.2.7. Calophyllum brasiliense

Nome cientifico

Calophyllum brasiliense Cambess. (Figura 34)

Familia

Calophyllaceae

Nome popular

Balsamo-jacareuba, guanadi-amarelo

Descricao botanica

Quando adulta, a arvore pode atingir até 20 m de altura. Na regido Amazonica
chega a atingir 40 m de altura. Seu tronco € geralmente reto e cilindrico,
apresentando fuste de até 15 m de altura. O guanandi € uma espécie de folhas
perenes, simples, opostas, elipticas, coriaceas, com copa larga e arredondada,
densa e de coloracdo verde-escuro. A casca externa € marrom-escuro ou
pardacenta, fissurada de alto a baixo, descamando em placas retangulares. A casca
interna possui coloracdo résea, € aromatica, amargosa e acida, exsudando latex
amarelado e pegajoso. Possui flores hermafroditas e brancas. Os frutos s&o do tipo
drupa globosa, indeiscentes, carnosos, com pericarpo verde lactescentes quando

maduros. A polpa € oleaginosa, envolvendo uma semente, que é globosa e de

coloracédo castanha.
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Figura 34: Calophyllum brasiliense Cambess. (Calophyllaceae).

Uso na medicina tradicional

A infusdo e o banho preparados a partir da casca do caule sdo utilizados no
tratamento de reumatismo, varizes, hemorréidas e Ulceras crbnicas (Guimardes et
al., 1993) e as folhas para o tratamento de processos inflamatérios (Noldin et al.,
2006).

Atividade biolégica

Souza et al. (2009) demonstraram a atividade de medicamentos tradicionais
preparados com C. brasiliense para o tratamento de Ulceras e gastrites causadas
por Helicobacter pylori. Um estudo das cascas do caule de C. brasiliense relatou a
presenca de xantonas com propriedades anticancerigenas, sendo que 6 delas
apresentaram 100% de inibicdo das células tumorais (Ito et al., 2002) e antifungica
(Reyes-Chilpa et al., 1997). Os extratos polares das folhas contém hiperina,
amentoflavona, quercetina, acido galico e acido protocatecoico; as fracdes hexano e
AcOEt deste extrato exibiram efeito antinociceptivo.

Reyes-Chilpa et al. (2004) relataram a atividade citotoxica de cumarinas do
tipo mammea isoladas do extrato hexanico das folhas, em trés linhagens de células
tumorais humanas. Estes compostos, juntamente com varios acidos fendlicos,
triterpenos e uma biflavona foram também testados em HIV-1, porém nao foram
ativas. Entretanto, quando testados em quatorze bactérias enteropatogénicas foram
considerados tao ativos quanto o controle cloranfenicol.
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O extrato hexanico das folhas de C. brasiliense foi capaz de inibir a enzima
transcriptase reversa HIV-1 além de inibir a replicacdo viral (Huerta-Reyes et al.,
2004).

Os extratos metandlicos das folhas e caule de C. brasiliense apresentaram
atividade para as formas epimastigotas de T. cruzi em concentracdes < 125 e > 500
png/mL (Abe et al., 2005).

1.2.8. Schinus terebinthifolius

Nome cientifico

Schinus terebinthifolius Raddi var. radiannus Engl. (Figura 35)

Familia

Anacardiaceae

Nome popular

Aroeira-da-mata

Descricao botanica

Arvore de at¢é 10 m de altura com casca fina. Folhas compostas,
imparipenadas com dois pares de foliolos membranaceos, 5 a 7 cm de comprimento
por 2,5 a 3 cm de largura, com aroma. Flores abundantes, minasculas, de cor bege,
reunidas em paniculas. Frutos abundantes, pequenos e avermelhados na
maturacdo. Madeira dura e pesada de multipla utilizacéo inclusive para a producéo
de carvao e lenha.
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Figura 35: Schinus terebinthifolius var. radiannus Engl. (Anacardiaceae).

Uso na medicina tradicional
Tem sido usado como remédio para Ulcera, problemas respiratorios, feridas,
reumatismo, gota, tumores, diarréia, doencas de pele, artrite (Morton, 1978), como

antisséptico, anti-inflamatorio, balsamico e hemostatico (Medeiros et al., 2007).

Atividade bioldgica

O extrato etandlico das folhas de S. terebinthifolius foi ativo em Candida
glabrata e Sporothrix schenckii (Johann et al., 2007), em C. albicans e Cryptococcus
neoformans (Schmourlo et al., 2005; Braga et al., 2007).

S. terebinthifolius permitiu o isolamento de terpenos (Campello & Arsaioli,
1975), fendis (Ceruks et al.,, 2007), pentagaloilglicose (Hayashi et al., 1989),
flavondides, antraquinonas, xantonas e esteroéides livres (de Lima et al., 2006).

O Oleo essencial de S. terebinthifolius € usado para tratar problemas
respiratorios, micoses e infec¢cdes por Candida (uso topico), atividade atribuida a
presenca de a e B-pineno, A*-careno, limoneno, a e B-felandreno, p-cimeno e
terpinoleno além de hidrocarbonetos sesquiterpénicos, alcodis, cetonas e triterpenos
(Lloyd et al., 1977). A analise do extrato etandlico da casca do caule mostrou a
presenca de fendis, triterpenos pentaciclicos e antraquinonas; enquanto o extrato
hexanico do mesmo 6rgao mostrou a presenca de flavonas, flavonéides, xantonas,
esterdides livres, antraquinonas e triterpenos pentaciclicos. O extrato etandlico da
casca do caule mostrou atividade para cepas resistentes de Staphylococcus aureus
(de Lima et al., 2006).



59

Queires et al. (2006) isolaram de S. teribinthifolius polifendis indutores de
apoptose e autofagia na linhagem celular DU 145. De Mesquita et al. (2009)
relataram atividade do extrato hexanico das folhas desta espécie em células de
melanoma (MDA-MB-435) e de leucemia (HL-60). O potencial genotoxico do extrato
da casca do caule de S. terebinthifolius foi demonstrado por de Carvalho et al.

(2003), que reportaram danos ao DNA e mutacdes em bactérias.

1.2.9. Croton urucurana

Nome cientifico

Croton urucurana Baill. (Figura 36)

Familia

Euphorbiaceae

Nome popular

Sangra-d’agua ou sangue-de-dragao

Descricao botanica

E uma arvore grande, de até 16 m, com folhas alternas, longo-pecioladas,
coliformes, 3-5 nervadas, pubescentes, argénteas na parte inferior. Suas flores sédo
dispostas em racemos compridos sendo encontrada em veredas ou solos

hidromorficos (Corréa, 1984).
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Figura 36: Croton urucurana Baill. (Euphorbiaceae).

Uso na medicina tradicional

O uso de infusBes de espécies do género é conhecido por acelerar a cura de
ferimentos infectados (Esmeraldino et al., 2005). A seiva retirada das cascas do
caule de algumas espécies de Croton, conhecidas como sangue de dragdo sao
utilizadas na América do Sul para a cicatrizacdo de feridas, cancer e reumatismo
(Gupta et al., 2008).

Atividade bioldgica

O género Croton possui aproximadamente 1300 espécies incluindo ervas,
arbustos e &rvores. Extratos ou infusdes de diferentes partes de plantas
pertencentes a este género como C. lechleri, C. palanostigma, C. draconoides e C.
urucurana sdo utilizados como remédios tradicionais por indios do rio Amazonas,
para o tratamento de feridas infectadas e para acelerar a cicatrizacdo de feridas
(Duke & Vasquez, 1994; Lorenzi & Mattos, 2002).

Gurgel et al. (2005) demonstraram a atividade do latex vermelho extraido da
madeira desta espécie em Trichophyton tonsurans, T. mentagrophytes, T. rubrum,
Microsporum canis e Epidermophyton floccossum.

Na seiva da casca do caule de Croton lechleri proveniente do Equador, Cai et
al. (1991) encontraram mais de 90% de protoantocianidinas, com varios monémeros
de heptdmeros de unidades flavan-3-ol, além de 4 novos diterpenos clerodano,

crolechinol, acido crolechinico e korberinas A e B (Cai et al., 1993). As avaliacdes
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desses compostos demonstraram atividades antibacterianas e anti-inflamatorias,
além de inibir a proliferacdo de células endoteliais (Chen et al., 1994).

Peres et al. (1997) identificaram nesta espécie a presenca de acido acetil
aleuritélico, catequina, galocatequina, sonderianina, B-sitosterol e seu glicosideo,
estigmasterol, campesterol, e dois diterpenos do tipo clerodano. O principal
polissacarideo, o fucoarabinogalactano, foi isolado do exsudato de C. urucurana
(Milo et al.,, 2002). O extrato aquoso, as fracbes hexanicas deste extrato, os
compostos isolados, a catequina e o acido acetil aleuritdlico, obtidos da casca do
caule desta espécie foram ativos em Staphylococcus aureus e Salmonella
typhimurium (Peres et al., 1997).

Rao et al. (2007) demonstraram a propriedade antinociceptiva da seiva
vermelha de C. urucurana em doencas, como a sindrome do intestino irritavel,
doenca inflamatéria intestinal e cistite. Os resultados revelam que a atividade
antinoceptiva pode ser bloqueada pela naloxona, um antagonista dos receptores
opidides, mas ndo por ioimbina, sugerindo o envolvimento de um mecanismo
opibdide. Outro estudo demonstrou o efeito inibitério do sangue de dragdo para as
correntes de sédio tetrodotoxina resistentes, o que pode indicar uma promissora

atividade antinoceptiva (Liu et al., 2006).

1.2.10. Aspidosperma tomentosum

Nome cientifico

Aspidosperma tomentosum Mart. (Figura 37)

Familia

Apocynaceae

Nome popular

Peroba-do-cerrado

Descricao botanica
Arvore de até 10 m com folhas alternadas, oblongas e branco-tomentosas na

parte inferior. Flores hipocrateriformes, pequenas, brancas e dispostas em umbelas.
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Figura 37: Aspidosperma tomentosum Mart. (Apocynaceae).

Uso na medicina tradicional

Utilizada no tratamento da malaria e da leishmaniose, inflamacdes do Utero e
ovario, anticonceptiva, diabetes e problemas estomacais, contra cancer, febre e
reumatismo (Di Stasi, 2002).

As cascas do caule de A. nitidum (carapanauba) sao utilizadas por mais de
8.000 nativos em varias partes do Brasil para curar malaria (Brandao et al., 1992).
Os indios Makunas e Taiwanos relatam que o latex desta arvore é eficaz na cura de
lesbes provocadas pela hanseniase (Tratado de Cooperacdo Amazobnica - TCA,
1978). No estado do Amapd, a espécie A. nitidum é utilizada no tratamento de
bronquites e diabetes, e em Manaus € utilizada como anti-inflamatéria, cicatrizante e
contraceptiva (TCA, 1978).

Atividade bioldgica

Espécies de Aspidosperma sao ricas em alcaloides indélicos (Bourdy et al.,
2004, Pereira et al., 2007) com atividade antibacteriana, tripanocida, leishmanicida e
anticancerigena (Ferreira et al., 2004; Tanaka et al., 2006). A espécie Aspidosperma
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quebracho blanco contém o alcaloide aspidospermina ativo em P. falciparum
resistente a cloroquina (Mitaine-Offer et al., 2002).

O extrato de alcaloides totais das cascas do caule e as substancias isoladas
de A. ramiflorum apresentaram maior efetividade em L. amazonensis do que em L.
brasiliensis, principalmente as substancias puras, ramiflorina A e ramiflorina B, além
da atividade para o fungo Cryptococcus neoformans (Ferreira et al., 2004). Os
extratos brutos diclorometanico e metandlico das folhas secas de A. tomentosum
apresentaram atividade antiproliferativa para as células de cancer, UACC62
(melanoma), MCF-7 (mama), NCI 460 (figado), K562 (leucemia) e NCI-ADR (mama)
em uma concentracdo dose-dependente (Kohn et al., 2006).

Neste trabalho, o Banco de Extratos e Substancias de Plantas do bioma
Cerrado do Laboratério de Farmacognosia/UnB possibilitou a investigacdo da
atividade em diferentes protozodarios e fungos patégenos humanos. As espécies
Spiranthera odoratissima e Diospyros hispida foram selecionadas como objeto de
estudo, devido a importante atividade antiparasitaria e antifngica, e por

apresentarem poucos relatos na literatura.
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1. OBJETIVOS

1.1. OBJETIVO GERAL

Investigar as atividades quimicas e biolégicas de extratos e substancias de
plantas do bioma Cerrado em Plasmodium falciparum resistente a cloroquina,
Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Leishmania) chagasi,
Trypanosoma cruzi, fungos patdégenos humanos dos géneros Candida e

Cryptococcus, e em células NIH-3T3 de fibroblastos de mamiferos.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar in vitro a atividade dos extratos vegetais e das substancias isoladas
em formas intraeritrocitarias de P. falciparum resistente a cloroquina, cepa
FcB1 (Colombia).

e Avaliar os extratos e moléculas ativas para P. falciparum em formas
promastigotas e amastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis, L.
(L.) chagasi, epimastigotas de Trypanosoma cruzi e fungos do género
Candida e Cryptococcus.

e Realizar o fracionamento cromatografico bioguiado dos extratos ativos
selecionados.

e Determinar a estrutura das moléculas isoladas.

o Determinar a citotoxicidade de extratos ativos e substéncias isoladas em

células da linhagem NIH-3T3 de fibroblastos de mamiferos.
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1. PREPARACAO DOS EXTRATOS VEGETAIS

Um total de 217 extratos brutos oriundos de 27 espécies vegetais, pertencentes
a 19 familias foram preparados (Quadro 3) e avaliados em Plasmodium falciparum
resistente a cloroquina, cepa FcBl. Dentre esses, 91 eram hexanicos, 49
diclorometéanicos, 6 acetato de etila, 31 etandlicos e 40 hidroalcodlicos. Os extratos
correspondiam aos seguintes orgdos vegetais: folhas (53), casca do caule (35),
madeira do caule (32), caule (madeira + casca) (19), casca da raiz (15), madeira da
raiz (21), raiz (madeira + casca) (20), rizomas (3), frutos (17) e capitulo floral (2). Dos
217 extratos testados, 32 apresentaram atividade de inibicdo = 75% em Plasmodium
falciparum, e 11 mostraram uma inibicdo = 90% e foram selecionados para o calculo
da concentracdo inibitéria em 50% dos parasitos (ICsp). O grafico 4 representa a
guantidade de oOrgdos vegetais utilizados na preparacdo dos 217 extratos brutos
comparado com a quantidade dos que apresentaram inibicdo em P. falciparum >
75%.

ApoOs um levantamento bibliografico sobre as espécies consideradas ativas,
dois extratos foram selecionados para o estudo quimico: extratos AcOEt das folhas
de Spiranthera odoratissima e da madeira da raiz de Diospyros hispida. Foram
obtidos 20 g do extrato AcOEt das folhas de S. odoratissima, correspondendo a um
rendimento de 3,71%; e 8 g do extrato ACOEt da madeira da raiz de D. hispida,
correspondendo a um rendimento de 0,45%.

Algumas das plantas estudadas s&o utilizadas pela medicina tradicional para o
tratamento de leishmaniose, infeccbes fangicas, malaria e febre. A espécie
Aspidosperma tomentosum € usada para tratamento da malaria, leishmaniose,
cancer, inflamacdes, febre e reumatismo (Di Stasi, 2002), as folhas de Renealmia
alpinia sdo usadas para o cambate a febre (Zhou et al., 1997). Kielmeyera coriacea
€ usada para tratamento de leishmaniose, malaria e infeccbes bacterianas e
fungicas (Zagoto et al., 2006). Simarouba versicolor € usada como anti-helmintico,

anti-hemorragico e febrifugo (Fernandes et al., 2004).



66

60
50 -
40 -
30 -
20 m Orgdos vegetais utilizados
10 m Orgdos vegetais que mostraram
0 atividade
N N 2V U @ o >
AP} N N ? G > N N~ N
& P FFT B et S < Xe
° P 2 o R
2 @ X & &
Cb‘" ,be/ C > (”b
N\

Grafico 4: Quantidade de extratos produzidos para cada 6rgéo vegetal em comparacdo com 0s que
mostraram atividade.

Algumas substancias desenvolvidas para um determinado alvo terapéutico
podem ter outras indicacdes. A miltefosina, um alquilfosfolipideo desenhado como
antineoplasico foi licenciado pelo governo indiano para o tratamento da leishmaniose
visceral (Sindermann & Engel, 2006). A paromomicina, um antibiético
aminoglicosideo, estd sendo avaliado para o tratamento tépico da leishmaniose
cutanea (Gongalves, 2005). E amplamente reconhecido que alguns antifingicos
como a anfotericina B e o itraconazol tem efeito em espécies de Leishmania (Sundar
et al.,, 2010), e a pentamidina, um agente leishmanicida, demonstrou um efeito
antifingico em Pneumocystis jiroveci (Brendle et al., 2002).

Esta abordagem foi usada neste estudo para otimizar o processo de selecéo.
Os resultados obtidos em Plasmodium falciparum foram aplicados em outros

modelos de protozoarios e fungos.



Quadro 3: Espécies vegetais que foram utilizadas na preparacao dos diferentes extratos brutos.
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Familia N°de Herbario | Espécies Orgéaos vegetais (solventes)
Alismataceae (UB) 3752 Echinodorus macrophyllus (Kunth) Micheli F (hs,d)
Anacardiaceae | (UB) 3753 Schinus terebenthifolius Raddi var. radiannus | F (hs,h,d), MC (hs,h,d), CC (hs,h,d), MR (hs,h,d), CR
Engl. (h)
Apocynaceae (UB) 3744 Aspidosperma tomentosum Mart. F (hs,h,d), C (h), R (hs,d), MC (hs,h,d), CC (hs,h,d )
Asteraceae (UB) 3708 Eremanthus sphaerocephalus (DC. ex Baker) C (h,e)
Bignoniaceae (UB) 3714 Arrabidaea florida DC. F (h,e), Fr (h,d)
(UB) 3715 Anemopaegma chamberlaynii Bureau & K. |F (h,d), C (h,e,d)
Schum.
Calophyllaceae | (UB) 3745 Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc. F (hs,h), MC (h,d), CC (hs,h,d), MR (h,d), CR (h,d), Fr
(hs,h)
(UB) 3754 Calophyllum brasiliense Cambess. F (hs,h,d), MC (hs,h,d), CC (hs,h,d), MR (hs,h,d), CR
(hs,h,d)
Ebenaceae (UB) 3760 Diospyros hispida DC. MC (h,d), CC (hs,h,d), MR (h,a)
Euphorbiaceae | (UB) 3813 Croton urucurana Baill. F (h), MC (h), CC (h)
Magnoliaceae | (UB) 3738 Talauma ovata A.St.-Hil. F (h,e), MC (h,e), CC (h,e)
Meliaceae (UB) 3710 Guarea Kunthiana A. Juss. F (h,e), C (h,d,e), R (h,d,e), Fr (h,e)
(UB) 3712 Guarea guidonea Sleumet. F (h,e), C (h,e), R (h,e)
Malphighiaceae | (UB) 3743 Byrsonima crassa Nied. F (hs,h), MC (hs,h,d), CC (hs,h,d), MR (hs,h,d), CR (h)
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Mimosaceae (UB) 3739 Enterolobium ellipticum Benth. F (hs,d,h), C (hs,d,h), CC (h), MC (h), CR (h,a), MR
(hs,d,h),
(UB) 3740 Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville F (hs,h,d), MC (hs,h,d), CC (h,d), MR (h,d), CR (h), Fr
(h)
Monimiaceae (UB) 3712 Siparuna guianensis Aubl. F (h,e), MC (h,e), CC (h,e)
(uB) 3737 Siparuna cujabana A.DC. F (h,e), C (h,e), R (h,e) Fr (h,e)
Rubiaceae (uB) 3709 Sabicea brasiliensis Wernham F (h,e), R (h,e)
(UB) 3722 Palicourea rigida H.B. & K. F (hs,d,h), C (h), CC (h) , R (hs,d,h)
(UB) 3741 Chomelia pohliana Mull.Arg. F (hs,d,h), C (h,d), R(hs,h)
Rutaceae (UB) 3768 Spiranthera odoratissima A. St. Hil. F (h,a,e),R (a)
Simaroubaceae | (UB) 3724 Simarouba versicolor A. St.-Hil. F (h,d,e), C (e), CC (h,e), CR (h,e), Fr (h,e)
Solanaceae (uB) 3720 Solanum licocarpum A. St.-Hil. F (h)
Vochysiaceae | (UB) 3746 Qualea grandiflora Mart. F (hs,d), C (h,d), MC (hs,e,h), CC (hs,h), CR (hs,d), R
(hs,e,h), Fr (hs,d, h)
(uB) 3742 Qualea parviflora Mart. MC (hs,d, h), CC (hs,d, h), MR (hs,d,h), CR (hs,h), Fr
(h)
Zingiberaceae | (UB) 3719 Renealnia alpinia (Rottb.) Maas F (e,h), Rz (hs,d,h)

F: folha; C: caule (madeira+casca), CC: casca do caule, MC: madeira do caule, R: raiz (madeira+casca), CR: casca da raiz, MR: madeira da raiz, Fr: fruto,

Rz: rizoma, CF: capitulo floral; h: hexano, d: diclorometano, a: acetato de etila, e: etanol, hs: solu¢éo hidroalcolica (90%).
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2.2. ATIVIDADE ANTIPLASMODIAL

A atividade de inibicdo de P. falciparum cepa FcB1 resistente a cloroquina foi
avaliada para os 217 extratos. Esta triagem permitiu verificar que 32 destes extratos
apresentaram inibicdo = 75% a uma concentracdo de 10 pg/mL. Os resultados

obtidos estao descritos na tabela 1.

Tabela 1: Porcentagem de inibicdo dos extratos a 10 ug/mL em P. falciparum resistente a cloroquina.

Plantas Partes da planta P. falciparum
(solvente) (% de inibicéo)

Aspidosperma tomentosum CC (d) >75
F (hs) >75

R (d) >90

Byrsonima crassa F (hs) >75
MC (d) >75

F (h) >75

Calophyllum brasiliense MC (d) >75
CR (d) >90

MR (d) >90

Croton urucurana MC (h) >90
Diospyros hispida R (a) >90
CC (d) >90

Enterolobium ellipticum F (h) >75
F (d) >75

Guarea guidonea R (h) >75
Guarea kunthiana F (e) >75
C (h) >75

Kielmeyera coriacea CC (d) >90
Renealmia alpinia F (h) >75
Schinus terebinthifolius F (d) >90
Simarouba versicolor F (d) >90
CR (e) >75

Siparuna cujabana C (h) >75



C (e)
F (h)
Siparuna guianensis CC (h)
Spiranthera odoratissima F (a)
R (h)
Stryphnodendron adstringens F (d)
MC (d)
F (h)

Talauma ovata MC (h)

>75
>75
>75
>90
>90
>75
>75
>75
>75
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F. folha; C: caule (madeira+casca), CC: casca do caule, MC: madeira do caule, R:

raiz

(madeira+casca), CR: casca da raiz, MR: madeira da raiz, h: hexano, d: diclorometano, a: acetato de

etila, e: etanol, hs: solu¢éo hidroalcéolica (90%).

Destes 217 extratos, apenas onze apresentaram porcentagem de inibicdo do

parasito = 90% na concentragdo de 10 yg/mL. O ICs foi, portanto, calculado para

estes onze extratos (Tabela 2).

Tabela 2: Valores de ICsq (ug/mL) dos extratos que na triagem inibiram acima de 90% dos parasitos.

Plantas Partes da planta

(Solventes)

P. falciparum
(ICso ug/mL)

A. tomentosum R (d)
C. brasiliense MR (d)
CR (d)
C. urucurana MC (h)
D. hispida R (a)
CC (d)
K. coriacea CC (d)
S.versicolor F (d)
S. odoratissima F (a)
R (h)
S. terebenthifolius F (d)

Cloroquina (2 uM)

6,7+0,5
6,7 +£0,87
9,5+0,02
3,5+0,02
1,0+0,9
9,6 +3,4
8,7 +0,66
3,1+0,01
92+1,8
55+1,6
6,4 +0,86
0,07 +0,7

R: raiz; MR: madeira da raiz; CR: casca da raiz; CC: casca do caule; MC: madeira do caule; F: folha;

h: hexano; d: diclorometano; a: acetato de etila
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Neste ensaio a cloroquina foi utilizada como controle positivo e o DMSO como
controle negativo. Os testes foram realizados em triplicata.

Um total de 72,7% dos extratos ativos em P. falciparum foi obtido de casca e
madeira de caule e raiz, 6rgdos que ficam muito expostos ao ataque de patdgenos,
0 que pode estimular a producdo de metabdlitos secundarios de defesa (de
Mesquita et al., 2005a; de Mesquita et al., 2007; Silva et al., 2009; Melo e Silva et al.,
2009). Foram encontradas atividades antiplasmodial com I1Cso entre 1,0 e 9,6 pg/mL.
Esses extratos sdo de grande interesse para realizar um fracionamento bioguiado e
encontrar moléculas lideres.

O extrato diclorometanico das raizes de A. tomentosum (Apocynaceae) foi
ativo para P. falciparum com ICso de 6,7 ug/mL. Esta espécie € utilizada na medicina
tradicional para o tratamento da malaria e da febre. De Mesquita et al. (2007)
descreve a atividade do extrato etandlico de madeira da raiz de A. macrocarpon com
ICs0 de 4,9 ug/mL para a mesma cepa de P. falciparum. Kvist et al. (2006) avaliou 43
plantas da medicina tradicional do Peru usadas para o tratamento de malaria e
leishmaniose, em cepa 3D7 de P. falciparum susceptivel a cloroquina. Os extratos
etandlicos da madeira do caule de Aspidosperma excelsum e A. rigidum mostraram
ICs0 de 42 e <10 pg/mL.

As espécies Aspidosperma vargasii e A. desmanthum sdo usadas na regido
amazobnica para o tratamento da malaria. Destas espécies foram extraidos dois
alcaloides inddlicos, a ellipticina e a aspidocarpina ativos em P. falciparum cepa K1,
com ICsp de 0,018 e 0,007 pg/mL, respectivamente, valores comparaveis aos
controles cloroquina (ICso = 0,46 pg/mL) e quinina (ICso = 0,004 pg/mL). Este
trabalho corrobora com o uso tradicional de espécies de Aspidosperma para 0
tratamento da maléria.

Extratos de plantas da familia Calophyllaceae, como o diclorometanico da
casca do caule de Kielmeyera coriacea e diclorometanicos da madeira e casca da
raiz de Calophyllum brasiliense apresentaram ICso de 8,7; 6,7 e 9,5 upg/mL,
respectivamente, em P. falciparum. Importante destacar que a espécie K. coriacea
conhecida como “pau-santo” € usada na medicina tradicional para o tratamento da
malaria (Audi et al.,, 2002). O latex da madeira de Moronobea coccine, espécie
pertencente a familia Clusiaceae, antiga familia das duas espécies acima,
apresentou 95% de inibicdo para P. falciparum, e permitiu o isolamento de 11

policiclos poliprenilados acilfloroglucinéis, com potente atividade antiplasmodial, com
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ICs5o variando de 3,3 a 37,2 uM (Marti et al., 2009). A associagao de conhecimentos
etnomedicinais e quimiotaxondmicos pode apoiar os resultados observados.

O extrato hexédnico da madeira do caule de Croton urucurana
(Euphorbiaceae), espécie conhecida tradicionalmente como sangue de dragéao,
utilizada para o tratamento de feridas infeccionadas, Ulceras, diarréia, reumatismo e
cancer, mostrou importante atividade antiplasmodial com ICso de 3,5 pg/mL e nédo
apresentou toxicidade em células de fibroblastos, com valor de IC5o de 1562,7 pg/mL
(Tabela 5).

Gurgel et al. (2001) observaram a atividade da seiva vermelha de Croton
urucurana na diarréia induzida com 6leo de mamona ou com a toxina da colera, em
ratos.

O extrato acetato de etila das raizes de Diospyros hispida (Ebenaceae)
apresentou forte atividade para P. falciparum, com valor de ICsy de 1 pg/mL.
Espécies do género Diospyros sdo usadas como febrifugo por alguns povos
(Mallavadhani et al., 1998). E a primeira vez que a atividade antiplasmodial de D.
hispida é relatada, e foi entdo descrita neste trabalho.

O género Diospyros é usado na medicina tradicional indiana (Ayurveda),
africana e chinesa para o tratamento de coqueluche, hanseniase, mordida de cobra,
sarna, erupcbes de pele, disenteria, infeccdes oculares, problemas menstruais,
dores abdominais, feridas, Ulceras, dores toracicas e gonorréia (George Watt,
1956).

Muitas espécies do género Diospyros sdo descritas por apresentarem
atividades biolégicas interessantes. Esse género € rico em naftoquinonas simples,
monomeéricas e diméricas (Hegnauer, 1989; Ganapaty et al., 2005; Ganapaty et al.,
2006) reportadas pela toxicidade em células cancerigenas (Hazra et al., 2007).
Quinonas diméricas de D. assimilis foram relatadas pela atividade em T. cruzi,
Leishmania donovani e P. falciparum com valores de ICso de 12,28; 8,82 e 5,85
pug/mL, respectivamente (Ganapaty et al., 2006). O &cido betulinico 3-caffeato foi
isolado de D. quaesita por Ma et al. (2008), composto ativo em P. falciparum clone D
- cloroquina-sensivel e W - cloroquina-resistente - com ICsy de 1,4 e 0,98 uM
respectivamente. Neste mesmo estudo, ainda foram isolados a neolignana
diospirina, o pinoresinol, lariciresinol, N-benzoil-I-fenilalaninol, escopoletina e

poriferast-5-en-38,7a-diol.
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Compostos do tipo quinonas, frequentemente encontrados em espécies de
Diospyros, sdo uma das maiores classes de compostos de origem natural com
atividade significante em varios alvos bioldgicos (Fournet et al., 1992; Akendengue
et al., 1999). As mais interessantes sao as relacionadas com a atividade em
Leishmania, Trypanosoma e Plasmodium (Perez et al., 1997; Likhitwitayawuid et al.,
1998).

O extrato diclorometanico das folhas de Schinus terebinthifolius var. radiannus
(Anacardiaceae) apresentou ICso de 6,4 pg/mL para P. falciparum. A espécie S.
terebinthifolius € conhecida como fonte de triterpenos, fendis e flavondis (Hegnauer,
1964). Os extratos hexéanico e diclorometanico das folhas mostraram atividade em
células tumorais (de Mesquita et al., 2009).

O extrato diclorometanico das folhas de Simarouba versicolor
(Simaroubaceae) apresentou ICsy de 3,1 pug/mL em P. falciparum. Esta espécie &
usada pelas populac¢@es tradicionais como febrifugo e para o tratamento de doencas
infecciosas. A (glaucarubinona, extraida desta espécie é ativa em células
cancerigenas (de Mesquita et al., 2009), possui algumas atividades antiprotozoarias
descritas, como para P. falciparum com ICs de 0,004 pg/mL (Franssen et al., 1997;
Guo et al.,, 2005; Wright, 2005; Rocha et al.,, 2005). Substadncias como o0s
quassindides sao bastante comuns na familia Simaroubaceae (O’Neill et al., 1988;
Arriaga et al.,, 2002; Houél et al., 2009). Wright et al. (2005) mostraram que a
atividade antiplasmodial de espécies da familia Simaroubaceae sdo devido a
presenca dos quassinodides como brusatol, glaucarubinona e quassina.

A espécie Simarouba glauca teve o extrato metandlico do cértex avaliado em
cepas de P. falciparum K1 (resistente a multidrogas) e NF54 (cloroquina sensivel)
mostrando interessante atividade. E quando avaliado em modelo experimental de P.
berghei reduziu significativamente a parasitemia (Franssen et al., 1997).

As folhas e caules subterraneos de Spiranthera odoratissima (Rutaceae) séao
utilizados tradicionalmente na forma de decocto no vinho ou na cachaca para o
tratamento de reumatismo, gota, acne, furinculo, infeccdes renais e inflamagfes em
geral. O extrato hexanico da raiz de S. odoratissima apresentou valores de ICsq de
55 pg/mL para P. falciparum. O extrato acetato de etila das folhas de S.
odoratissima foi ativo em P. falciparum com ICso de 9,2 pg/mL. Alguns estudos com
a espécie descrevem o isolamento de substancias do tipo alcaloides (Rouffiac et al.,

1969; Ribeiro et al., 2005), cumarinas (Agrawal et al., 1989) e terpenos (de Jesus
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Freitas et al., 2003). Kvist et al. (2006) avaliaram extratos etandlicos das raizes de
Citrus limon e C. paradise (Rutaceae) que apresentaram ICso em P. falciparum < 10
e 20 pug/mL.

Devido ao alto rendimento do extrato das folhas e de poucos relatos na
literatura, S. odoratissima foi escolhida para realizacdo do estudo quimico
biomonitorado a fim de isolar os compostos responsaveis pela atividade observada.

A abordagem deste trabalho foi testar primeiramente todos os extratos em um
modelo de parasito - Plasmodium falciparum cepa FcB1 resistente a cloroquina. Em
seguida, os extratos ativos foram investigados em outros protozoarios e fungos. Os
32 extratos que apresentaram inibicdo = 75% em P. falciparum foram avaliados em
leveduras do género Candida e Cryptococcus. Os onze extratos que apresentaram
inibicdo = 90% em P. falciparum foram avaliados em Leishmania (Leishmania)
chagasi e Trypanosoma cruzi. Portanto, para obter maiores informacdes sobre o0s
extratos ativos em P. falciparum, optamos por analisar estes extratos em outros

micro-organismos.

2.3. ATIVIDADE EM Leishmania (Leishmania) chagasi

Os onze extratos ativos em P. falciparum foram testados em formas
promastigotas de L. (L.) chagasi e mostraram-se menos ativos. Apenas trés deles
mostraram atividade para o parasito. O extrato diclorometanico da madeira da raiz
de C. brasiliense com ICso de 27,6 ug/mL; acetato de etila das raizes de D. hispida
com ICso de 18,9 pug/mL e hexanico das raizes de S. odoratissima com ICso de 22,3
pg/mL. A miltefosina, controle positivo apresentou ICso de 2,9 pg/mL. Os demais
extratos apresentaram ICso > 100 pg/mL (Tabela 3).
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Tabela 3: Atividade dos extratos (ICso em pg/mL) em formas promastigotas de L. (L.) chagasi.

Planta Partes da planta L. (L.) chagasi promastigotas
(Solventes) (ICs0 ng/mL)
A. tomentosum R (d) >100
C. brasiliense MR (d) 27,6 £0,82
CR (d) >100
C. urucurana MC (h) >100
D. hispida R (a) 18,9+ 0,53
CC (d) >100
K. coriacea CC (d) >100
S. versicolor F (d) >100
S. odoratissima F (a) >100
R (h) 22,3+0,45
S. terebenthifolius F (d) >100
Miltefosina (25 pg/mL) 2904

R: raiz; MR: madeira da raiz; CR: casca da raiz; MC: madeira do caule; CC: casca do caule; F: folha;

d: diclorometano; h: hexano; a: acetato de etila

Derivados de plantas estdo entre os agentes mais ativos contra diferentes
infeccBes causadas por protozoarios (Delorenzi et al., 2001). O nerolidol, constituinte
de 6leos essenciais de algumas plantas quando testado em formas promastigotas e
amastigotas de L. amazonensis, L. chagasi e L. braziliensis reduziu a sintese de
ergosterol e dolicol dos parasitos (Arruda et al., 2005).

Rosa et al. (2003) investigaram o 6leo essencial de Croton cajucara e seu
composto isolado linalol em formas promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis, observando 100% de inibicdo dos parasitos sem toxicidade celular
para hemacias.

Honda et al. (2010) descreveram que 0s extratos hexanico e diclorometanico
das folhas de C. brasiliense inibiram 100% do crescimento de promastigotas de L.
(L.) amazonensis em concentracdes de 20 e 40 pg/mL, respectivamente. A utilizacao
do extrato hexanico a 80 pg/mL e do extrato diclorometanico na concentracdo de 40
png/mL no tratamento de camundongos infectados com L. (L.) amazonensis reduziu
em mais de 60% os macréfagos infectados. A atividade foi relacionada a presenca

de cumarinas do tipo mammea. A literatura revela que a cumarina (-) mammea
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A/BB, isoladas do extrato diclorometanico de folhas de C. brasiliense é ativa em
formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis com ICsy de 3 e 0,88 pg/mL,
respectivamente (Brenzan et al., 2007). A citotoxicidade deste composto em
macrofagos da linhagem J774-G8 foi de 63,5 pM. Segundo Singh et al. (2008)
extratos e compostos com ICsg em células de mamiferos menor que 250 pg/mL sdo
considerados citotoxicos.

Recentes estudos tém mostrado que mammea A/BB tem alta atividade
citotoxica contra algumas linhagens de células tumorais (Reyes-Chilpa et al.,
2004). Foi relatado previamente que os extratos, fragdes e a cumarina (-) mammea
A/BB isoladas de folhas de C. brasiliense mostra significativa atividade moluscicida
em Biomphalaria glabrata (Gasparotto-Junior et al., 2005). Compostos isolados da
espécie como xantonas, sitosterois, terpenos, cumarinas, flavondides e triterpenos
foram descritos pela atividade analgésica (Isaias et al., 2004), antimicrobiana
(Yassunaka et al., 2005), anti-protozoéria (Abe et al., 2004) e anti-viral (Ito et al.,
2003).

A atividade leishmanicida da espécie D. hispida é pela primeira vez relatada
neste trabalho. Contudo existem relatos desta atividade em outras espécies de
Diospyros, devido principalmente a presenca, neste género, de compostos do tipo
naftoquinonas. Os compostos plumbagina e biplumbaginas derivados do tipo
quinondides isolados de espécies do género Diospyros possuem propriedades
leishmanicidas. D. montana mostrou significativa atividade atribuida a diospirina em
formas promastigotas de Leishmania donovani (Hazra et al.,, 1987). A diospirina
mostrou ser um inibidor especifico da enzima topoisomerase | do DNA de L.
donovani (Ray et al., 1998), alvo considerado importante para o desenho de
farmacos antiprotozoério. Hazra et al. (2002) relataram que a diospirina inibiu 22,7%
da parasitemia de L. major a 5 pg/mL, e que o analogo diospirina dimetil éter inibiu
98% do parasito na mesma concentragao.

A familia Rutaceae € constantemente citada em trabalhos devido a sua
atividade antiparasitaria (Lavaud et al., 1995; Fournet et al., 1993 e 1996). Lavaud et
al. (1995) relataram a atividade leishmanicida de alcaloides do tipo 4-quinolona,
como dictiolomida A e dictiolomida B isolados de Dictyoloma peruviana. Fournet et
al. (1996) relataram a atividade leishmanicida de alcaloides isolados de Galipea
longiflora, em modelos experimentais, semelhante a do medicamento antimonial

classico.
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Ribeiro et al. (2005) isolaram o alcaloide y-fagarina das raizes de S.
odoratissima. Ostan et al. (2007) relataram a atividade do extrato de Haplophyllum
myrtifolium (Rutaceae), contendo 50% de y-fagarina em L. tropica, um dos agentes
etiologicos da leishmaniose cutanea.

O extrato alcaloidico bruto das cascas do caule de Zanthoxylum chiloperone
var. angustifolia (Rutaceae) exibiu atividade in vitro em varias cepas de Leishmania
ssp. a 100 pg/mL (Ferreira et al., 2002). Dois constituintes isolados, cantin-6-ona e
5-metoxicantin-6-ona foram avaliados em camundongos BALB/c infectados com L.
amazonensis. Porém, a administracdo intralesional da cantin-6-ona ndo reduziu a
carga de parasitos significantemente quando comparado ao grupo tratado com o
farmaco.

As trés espécies que apresentaram atividade interessante, Calophyllum
brasiliense, Diospyros hispida e Spiranthera odoratissima sdo de grande interesse
para estudos futuros, principalmente porque os medicamentos disponiveis para o

tratamento das leishmanioses sdo sobretudo téxicos.

2.4. ATIVIDADE EM Trypanosoma cruzi

Os onze extratos ativos em P. falciparum foram também avaliados em formas
epimastigotas de T. cruzi. Destes, quatro apresentaram atividade (Tabela 4), com
valores de ICsp < que 100 pg/mL: extrato diclorometéanico da casca da raiz de C.
brasiliense com ICso de 97,1 pg/mL; acetato de etila da raiz de D. hispida com ICsg
de 89,9 pyg/mL; diclorometanico das folhas de S. versicolor com ICso de 100 pg/mL e
acetato de etila das folhas de S. odoratissima com ICsy de 56,3 pg/mL. O
benznidazol na concentracdo de 100 pug/mL apresentou um ICsp < 10 pg/mL. O
extrato acetato de etila das folhas de S. odoratissima foi considerado promissor para

o estudo quimico biomonitorado.
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Tabela 4: Atividade dos extratos (ICso em pg/mL) em formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi.

Plantas Partes da planta T. cruzi epimastigotas
(Solvente) (ICs0 ng/mL)
A. tomentosum R (d) >100
C. brasiliense MR (d) >100
CR (d) 97,1+0,35
C. urucurana MC (h) >100
D. hispida R (a) 89,9+0,3
CC (d) >100
K. coriacea CC (d) >100
S. versicolor F (d) 100+0,4
S. odoratissima F (a) 56,3 £ 0,20
R (h) >100
S. terebenthifolius F (d) >100
Benznidazol (100 pg/mL) <10

R: raiz; MR: madeira da raiz; CR: casca da raiz; MC: madeira do caule; CC: casca do caule; F: folha;

d: diclorometano; h: hexano; a: acetato de etila

De Mesquita et al. (2007) demonstraram atividade de extratos de plantas do
Cerrado em formas amastigotas de T. cruzi. O extrato hexanico da casca da raiz de
Casearia sylvestris var. lingua apresentou valor de ICsp menor que o encontrado
para o farmaco referéncia benznidazol.

Reyes-Chilpa et al. (2008) mostraram que a cumarina (-) mammea A/BB
isoladas de folhas de C. brasiliense é ativa em formas epimastigotas e
tripomastigotas de T. cruzi. Abe et al. (2004) isolaram do extrato da madeira do
caule de C. brasiliense os compostos jacareubina, 6-deoxijacareubina, 1,3,5,6-
tetrahidroxi-2-(3-metill-2-butenil)xantona e 1,3,5,6-tetrahidroxi-2-(3-hidroxi-3-
metilbutil)xantona, que mostraram atividade entre 15 e 200 pg/mL.

N&o existem relatos da atividade de D. hispida em T. cruzi. Ganapaty et al.
(2006) isolaram do extrato diclorometanico das raizes de D. assimilis os compostos
diospirina ativo em T. brucei e o 4-hidroxi-3,5-dimetoxi-2-naftaldeido ativo em T.

cruzi.
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As avaliacdes nos diferentes alvos parasitarios mostraram que trés espécies,
Calophyllum brasiliense, Diospyros hispida e Spiranthera odoratissima possuem

amplo espectro de atividade.

2.5. CITOTOXICIDADE

A avaliacao in vitro da toxicidade dos extratos e das fracoes em células NIH-
3T3 de fibroblastos de mamifero foi investigada por meio dos ensaios com reducao
do MTT. Bernhard et al. (2003) sugerem que em mitocondrias intactas o MTT é
reduzido a formazan pela enzima sucinato-desidrogenase da cadeia respiratoria.

Os extratos brutos testados em P. falciparum, L. (L.) chagasi, e T. cruzi foram
avaliados em células NIH-3T3 e a maioria ndo apresentou toxicidade significante
(Tabela 5). Estudos recentes consideram seguros extratos com valores de ICsy em
células de mamiferos acima de 250 pg/mL (Singh et al., 2008).

A partir dos resultados obtidos para as células NIH-3T3 foi possivel calcular o
indice de Seletividade (IS), que relaciona a citotoxicidade e a atividade do extrato no
modelo biolégico avaliado (IS= ICsp em células NIH-3T3 / ICsp em parasitos)
(Atjanasuppat et al., 2009; Muganga et al., 2010). O IS representa o potencial efetivo
do extrato para o parasito em relacdo a citotoxicidade. Um valor de IS elevado
sugere maior seguranca do extrato bruto, considerando que ele tera maior
seletividade pelo parasito do que para a célula de mamifero. Os extratos que
possuem uma alta seletividade, com valores de IS > 10 s&o potencialmente mais
seguros na pesquisa por novas opcgoes terapéuticas (Weniger et al., 2001; Vonthron-
Sénécheau et al., 2003; Lenta et al., 2007; de Mesquita et al. 2007).

Na Tabela 5 estdo especificados os valores de IS dos extratos para os trés
parasitos utilizados nos testes bioldgicos. Pode-se observar que os extratos ativos
em T. cruzi ndo foram seletivos para o parasito, pois todos tiveram valores de IS <
10. O extrato hexanico da raiz de S. odoratissima apresentou IS de 34,8 para P.
falciparum e de 8,6 para L. (L.) chagasi, o0 que demonstra que um mesmo extrato

pode apresentar uma maior especificidade por um parasito do que por outro.
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Tabela 5: Citotoxicidade dos extratos em células NIH-3T3 de fibroblastos de mamifero e os respectivos indices de seletividade para os protozoarios
estudados.

Plantas Orgéos vegetais Células NIH-3T3 IS IS IS
(Solventes) ICs0 ug/mL P. falciparum L. (L.) chagasi T. cruzi

A. tomentosum R (d) 452,25+ 0,1 67,5 - -

C. brasiliense MR (d) 813,57 +0,3 121,4 29,5 -
CR (d) 136,97 + 0,03 14,4 - 1,4

C. urucurana MC (h) 1562,7 £ 0,1 446,5 - -
D. hispida R (a) 435,8 £ 0,16 435,8 23,1 4,8

CC (d) 1214,1 £ 0,03 126,5 - -

K. coriacea CC (d) 285,24 + 0,11 32,8 - -
S. versicolor F (d) 199,81 + 0,51 64,4 - 1,9
S. odoratissima F (a) 187,16 + 0,04 20,3 - 3,4

R (h) 191,72+ 0,4 34,8 8,6 -

S. terebinthifolius F (d) 205,19 + 0,33 32 - -

R: raiz; MR: madeira da raiz; CR:casca da raiz; CC: casca do caule; F: folha; d: diclorometano; h: hexano; a: acetato de etila; -: ndo determinado.

IS: indice de seletividade
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O extrato acetato de etila das raizes de D. hispida que demonstrou atividade
em todos os alvos testados neste trabalho n&o foi citotoxico, apresentando 1Cso em
NIH-3T3 de 435,8 pug/mL. Esse resultado faz com que esse extrato seja interessante
para estudo. Nao existem relatos sobre a citotoxicidade de D. hispida, porém outras
espécies do género foram investigadas anteriormente. Buenz et al. (2007)
verificaram a citotoxicidade do extrato hidroalcodlico das folhas de D. seychellarum e
descreveram sua capacidade em causar apoptose em linfocitos T com doses
superiores a 100 pug/mL. Esse fato foi justificado pela presenca de naftoquinonas,
que induziram a apoptose por meio da inibicdo das topoisomerases (Ting et al.,
2003).

S. versicolor, conhecida popularmente como mata-barata, € usada como
inseticida. A toxicidade desta espécie pode ser devido a presenca de compostos do
tipo quassindides, comuns em espécies desta familia. A literatura descreve a
toxicidade de S. versicolor em camundongos (Bhatnagar et al., 1984). No teste em
células NIH-3T3 o extrato diclorometanico das folhas desta espécie apresentou ICsg
de 199,8 pg/mL, com IS de 64,4 para P. falciparum podendo, portanto, ser
considerado um extrato com maior seletividade pelo parasito do que para as células
de mamifero.

O extrato hexanico da madeira do caule de C. urucurana e diclorometanico da
casca do caule de D. hispida apresentaram ICsy 1562,7 e 1214,1 pg/mL,
respectivamente, em NIH-3T3, ndo sendo, portanto, téxicos para estas células. Ja o
extrato diclorometénico da casca da raiz de C. brasiliense apresentou ICs, de 136,9
pg/mL em NIH-3T3, mas o IS em P. falciparum foi de 14,4, demonstrando, portanto
seletividade para este parasito. De Mesquita et al. (2009) relataram que este mesmo
extrato apresentou ICso de 3,0 pg/mL em células tumorais.

A avaliacdo da citotoxicidade foi importante para ajudar na escolha dos
extratos que passariam para a etapa de fracionamento quimico bioguiado. Pois o
NOSso interesse era encontrar um extrato ativo, porém, com baixa citotoxicidade no

modelo de células de mamifero utilizado.
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2.6. ATIVIDADE ANTIFUNGICA

A escolha dos fungos utilizados neste trabalho se deve a necessidade de se
encontrar novos compostos com atividade em leveduras que hoje sdo as maiores
causas de infec¢des fungicas em todo o mundo. Além disso, existe o crescente
aparecimento de cepas resistentes aos farmacos utilizados hoje no tratamento
clinico (Pfaller et al., 2005).

Trinta e dois extratos com atividade de inibicdo superior a 75% em P.
falciparum foram avaliados em levedura por meio do teste de difusdo em agar
(Figura 38).

Os 32 extratos brutos avaliados pertenciam a dezessete espécies de plantas,
sendo doze provenientes do caule, treze das folhas e sete das raizes. O total de
extratos ativos em leveduras na concentragdo de 100 pg/mL foi: Candida albicans
ATCC 10231 (4), Candida krusei LMGO 174 (15), Candida parapsilosis ATCC 22019
(5), Cryptococcus neoformans LMGO 02 (12), Cryptococcus gattii LMGO 01 (18)
(Tabela 6). O controle negativo DMSO 100% ndao interferiu no teste visto que nao
formou nenhum halo de inibicdo quando testado puro. O Fluconazol ndo formou halo
e o itraconazol formou halos de 22 mm em C. neoformans LMGO 02 e de 26 mm em
C. parapsilosis ATCC 22019 e C. gattii LMGO 01.

Dois extratos apresentaram excelente atividade para as cepas Candida
albicans ATCC 10231, Candida krusei LMGO 174, Candida parapsilosis ATCC
22019, Cryptococcus neoformans LMGO 02, Cryptococcus gattii LMGO 01: extrato
acetato de etila da raiz de D. hispida, que formaram halos entre 13 e 23 mm e o
extrato etandlico de folhas de Byrsonima crassa, que formaram halos entre 11 e 41
mm.

Um problema que podemos encontrar no teste de difusdo em &gar é a
dificuldade do extrato apolar em se difundir no meio de cultura, gerando erros na
leitura dos resultados. Por isso, o teste de difusdo em agar € preliminar e pouco
sensivel, sendo importante a realizacdo do teste de microdiluicdo para determinacéo

da Concentracgao Inibitéria Minima (CIM).
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Tabela 6: Atividade dos extratos vegetais em leveduras dos géneros Candida e Cryptococcus - halo de inibicdo (mm).

Planta Parte da Planta Fungos
(Solvente) C.albicans C.krusei  C. parapsilosis C. neoformans C. gattii
ATCC 10231  LMGO 174 ATCC 22019 LMGO 02 LMGO 01
Aspidosperma tomentosum CC (d) - - - - -
F (hs) - 11 - - -
R (d) 11 20 - - 17
Byrsonima crassa F (hs) - 14 - - -
MC (d) - 12 - - 11
F (h) 11 14 14 41 19
Calophyllum brasiliense MC (d) - 14 12 21 20
CR (d) - 10 - - -
MR (d) 8 13 - - 19
Croton urucurana MC (h) - - - - 31
Diospyros hispida CC (d) - - - - -
R (a) 13 16 13 23 18
Enterolobium ellipticum F (h) - - - - -
F (d) - - - 15 -
Guarea guidonea R (h) - 10 9 - 14
Guarea Kunthiana F (e) - - - - -

C (h) - - - 14 16
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Kielmeyera coriacea CC (d) - - - - -
Renealmia alpinia F (h) - - - - 15
Schinus terebinthifolius F (d) - - - 15 12
Simarouba versicolor F (d) - - - 12
CR (e) - - - 11
Siparuna cujabana C (h) - 9 - 9 21
C (e) - 17 - 24
F (h) - - - 10 9
Siparuna guianensis CC (h) - 11 - 14 20
Spiranthera odoratissima F (a) - 11 - - -
R (h) - - - - 11
Stryphnodendron adstringens F (d) - - - - -
MC (d) - - - - -
F (h) - - - 10 -
Talauma ovata MC (h) - 17 12 - 15
Fluconazol - - - - -
Itraconazol - - 28 21 25

DMSO 100% - - - - -

C. albicans: Candida albicans; C. krusei: Candida krusei; C. parapsilosis: Candida parapsilosis; C. neoformans: Cryptococcus neoformans; C. gattii:
Cryptococcus gattii; F: folha; C: caule (madeira+casca); CC: casca do caule; MC: madeira do caule; R: raiz (madeira+casca); CR: casca da raiz; MR: madeira

da raiz; h: hexano; d: diclorometano; a: acetato de etila; e: etanol; hs: solucdo hidroalc6olica (90%); -: ndo formou halo de inibicao.
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Figura 38: Halos de inibicdo do crescimento fungico. A leitura é feita pela medida do didmetro do halo
em milimetro.

Dos 32 extratos iniciais, 25 foram ativos em pelo menos um dos fungos e
entdo escolhidos para avaliacdo da atividade pelo método de microdiluicdo (Tabela
7). Esses 25 extratos pertenciam a quinze espécies vegetais, sendo 84% (21)
extratos de pouca ou média polaridade (hexanicos, diclorometanicos e acetato de
etila), e somente 16% (4) de alta polaridade (etandlicos e hidroalcodlicos).

N&o existe consenso na literatura de qual valor da concentracao inibitoria
minima (CIM) deve ser considerado para qualificar um extrato de planta como
promissor para o fracionamento. Alguns autores consideram um extrato potente
qguando o valor de CIM é inferior a 1000 pg/mL (Webster et al., 2008) enquanto
outros consideram CIM < 500 pg/mL (Algiannis et al., 2001). N6s consideramos 0s

extratos com CIM < 125 pg/mL como sendo extratos ativos.



Tabela 7: Atividade dos extratos vegetais -

CIM (pg/mL) em leveduras dos géneros Candida e Cryptococcus.

Planta Parte da Planta Fungos
(Solvente) C. albicans C. krusei  C. parapsilosis C. neoformans  C. gattii
ATCC 10231 LMGO 174 ATCC 22019 LMGO 02 LMGO 01

Aspidosperma tomentosum F (hs) >1000 >1000 >1000 500 >1000

R (d) 500 31,25 250 31,25 125
Byrsonima crassa F (hs) 250 500 3,9 31,25 >1000

MC (d) 250 125 62,5 125 62,5

F (h) 1000 500 250 250 62,5
Calophyllum brasiliense MC (d) 125 125 125 250 250

CR (d) 15,62 250 31,25 62,5 1,95

R (d) 7,8 7,8 15,62 3,9 1,95
Croton urucurana MC (h) >1000 62,5 >1000 500 500
Diospyros hispida R (a) 250 500 250 15,62 250
Enterolobium ellipticum F (d) >1000 250 1000 1000 250
Guarea guidonea R (h) 500 250 500 125 >1000
Guarea kunthiana C (h) 1000 31,25 >1000 >1000 250
Renealmia alpinia F (h) 500 250 250 250 250
Schinus terebinthifolius F (d) 125 250 250 31,25 31,25
Simarouba versicolor F (d) 250 500 250 125 125

CR (e) >1000 1000 >1000 >1000 >1000
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Siparuna cujabana C (h) 250 500 250 500 250
C (e) 1000 62,5 500 500 500
F (h) >1000 62,5 >1000 1000 250
Siparuna guianensis CC (h) 500 250 250 500 62,5
Spiranthera odoratissima F (a) >1000 1000 >1000 >1000 500
R (h) 250 125 125 - 31,25
Stryphnodendron adstringens  F (h) >1000 250 1000 1000 250
Talauma ovata MC (h) 250 62,5 125 62,5 31,25
Fluconazol 16 2 4 6 4
Itraconazol 0,5 1 0,25 0,25 0,25
DMSO 100% Inativo Inativo Inativo Inativo Inativo

C. albicans: Candida albicans; C. krusei: Candida krusei; C. parapsilosis: Candida parapsilosis; C. neoformans: Cryptococcus neoformans; C. gattii:
Cryptococcus gattii; F: folha; C: caule (madeira+casca); CC: casca do caule; MC: madeira do caule; R: raiz (madeira+casca); CR: casca da raiz; MR: madeira

da raiz; h: hexano; d: diclorometano; a: acetato de etila; e: etanol; hs: solugéo hidroalcéolica (90%); -: ndo testado.
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Os extratos de C. brasiliense apresentaram importante atividade com CIM
variando entre 1,95 e 250 pg/mL em Candida e Cryptococcus. O controle itraconazol
apresentou CIM de 0,25 pg/mL para o isolado clinico C. gatti LMGO 01, e os
extratos diclorometéanicos da raiz e casca da raiz de C. brasiliense foram capazes de
inibir o crescimento dos fungos com CIM de 1,95 pg/mL, sendo, portanto,
comparaveis ao controle positivo. Os extratos diclorometanicos de C. brasiliense
apresentaram CIM de: raiz - 7,8 pg/mL e casca da raiz- 15,62 pg/mL em C. albicans
ATCC 10231. O extrato diclorometanico da madeira do caule foi ativo a 125 pg/mL
para as espécies do género Candida. A atividade antimicrobiana desta espécie foi
descrita em Staphylococcus aureus (Yassunaka et al., 2005; Souza et al., 2009).

Reyes-Chilpa et al. (1997) demonstraram que 0 extrato metanodlico e as
xantonas naturais e acetiladas isoladas de C. brasiliense mostraram importante
atividade fungistatica para Postia placenta, um fungo que ataca madeiras. Souza et
al. (2009) mostraram que o0s extratos hexéanicos e diclorometanicos da casca do
caule desta espécie inibiu o crescimento de Helicobacter pylori, com CIM de 31 e
125 pg/mL, respectivamente. O mesmo estudo mostrou que grupos de
camundongos com Ulcera gastrica tratados por via oral com estes extratos
mostraram significante reducéo da area ulcerada.

Cottiglia et al. (2004) relataram que C. brasiliense produz acidos derivados de
cromanona com elevado potencial antibacteriano, principalmente em Bacillus cereus
e Staphylococcus epidermidis. S&o muitos os relatos sobre a atividade
antibacteriana da espécie, porém pouco é pesquisado sobre a atividade antifingica.
Morel et al. (2002) relataram a atividade de Calophyllum caledonicum em C.
albicans. Hay et al. (2003) relataram a atividade antifungica de xantonas
encontradas em C. brasiliense.

No teste de difusdo em agar o extrato hexanico das folhas de Byrsonima
crassa (Malpighiaceae) inibiu o crescimento das cinco leveduras, formando halos de
inibicdo entre 11 e 41 mm. Quando avaliado no teste de microdiluicdo este extrato
apresentou atividade somente em Cryptococcus gattii LMGO 01, com CIM de 62,5
pg/mL. O extrato hidroalcodlico das folhas de B. crassa, que no primeiro teste foi
ativo somente em C. krusei LMGO 174, com halo de inibicdo de 14 mm, mostrou
CIM de 3,9 e 31,25 pg/mL em C. parapsilosis ATCC 22019 e C. neoformans LMGO
02.
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Espécies de Byrsonima sao popularmente conhecidas como murici. As
cascas e folhas de Byrsonima crassa sdo usadas tradicionalmente como febrifugas
ou para tratar Ulcera, gastrite e diarréia (Silva et al., 2001). A atividade
antimicrobiana dos extratos organicos de raizes e caule de B. crassifolia foi
descrita por Martinez-Vasquez et al. (1999), enquanto Berger et al. (1998) relataram
a atividade tripanocida. A espécie B. verbascifolia mostrou atividade antiviral (Lopez
et al.,, 2001). Os extratos metanodlicos das folhas das espécies B. fagifolia, B.
basiloba e B. intermedia sado descritos por mostrarem atividade em Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Proteus mirabilis, Enterococcus feacalis, Candida albicans,
Salmonela sp. e Shigela sp. a uma concentracdo de 30 mg/mL (Michelin et al.,
2008). A investigacdo fitoquimica de trés espécies: B. crassifolia, B. microphylla e
B. verbascifolia demonstrou a ocorréncia de esteréides, triterpenos, ésteres
aromaticos, aminoacidos e proantocianidinas (Rastrelli et al., 1997). Sannomiya et
al. (2005) relataram o isolamento de amentoflavona, quercetina-3-O-B-d-
galactopiranosideo e quercetina-3-O-a-l-arabinopiranosideo do extrato metandlico
das folhas de B. crassa.

O extrato acetato de etila das raizes de Diospyros hispida ativo em todos o0s
alvos estudados apresentou boa atividade em C. neoformans LMGO 02 com CIM de
15,62 pg/mL. A literatura mostra compostos isolados de espécies do mesmo género
com atividade antimicrobiana. As naftoquinonas, diospirina e isodiospirina, isoladas
da raiz de D. piscatoria, demonstraram largo espectro de atividade antibacteriana.
As concentracfes inibitérias minimas (CIM) de diospirina em Streptococcus
pyogenes ATCC 12344 e Streptococcus pneumoniae ATCC 33400 foram de 1,56 e
50 pug/mL, respectivamente, e em Salmonella choleraesuis sorotipo typhi ATCC 6539
e Mycobacterium chelonae ATCC 19977 de 25 e 100 pg/mL, respectivamente.

A naftoguinona crassiflorona e a cumarina gerberinol, extraidas de D.
anisandra e D. crassiflora foram descritas pela atividade em espécies de Candida
(Tangmouo et al., 2006; Borges-Argaes et al., 2007; Dzoyem et al., 2007). As
naftoquinonas diospirona, crassiflorona e plumbagina extraidas de D. canaliculata e
D. crassiflora tiveram atividade relatada para Mycobacterium smegmatis e a
diospirona ainda inibiu o crescimento de Neisseria gonorrhoeae (Kuete et al., 2009).

A espécie Schinus terebinthifolius (Anacardiaceae) mostrou importante
atividade, sendo que o extrato diclorometanico das folhas inibiu as espécies C.
albicans ATCC 10231 (CIM 125 pg/mL), C. neoformans LMGO 02 e C. gattii LMGO
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01 (CIM 31,25 pg/mL). A atividade antioxidante das partes aéreas desta espécie foi
descrita por Veldzquez et al. (2003). O extrato hidroalcodlico das folhas mostrou
atividade em Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, e
em Candida albicans (Martinez et al., 1996). O extrato etandlico da casca do caule
de S. terebinthifolius demonstrou atividade em cepas resistentes de Staphylococcus
aureus (de Lima et al., 2006). Guerra et al. (2000) relatou a atividade deste extrato
em Candida albicans e Pseudomonas aeruginosa. O 6leo essencial de S.
terebinthifolius € usado para o tratamento respiratério, micoses e uso topico em
infeccbes por Candida, atividades atribuidas devido a alta concentracdo de
monoterpenos presentes (de Lima et al., 2006). Hegnauer (1964) isolou compostos
do tipo triterpenos, fendis e flavondis.

Schmourlo et al. (2005) avaliaram o extrato aquoso das folhas de S.
terebinthifolius em C. neoformans, C. albicans e Trichophyton rubrum, encontrando
atividade para C. albicans com CIM de 120 pg/mL. O nosso trabalho mostrou
atividade do extrato diclorometanico nas duas espécies de Cryptococcus testadas
com CIM de 31,25 pg/mL. Braga et al. (2007) avaliaram o extrato metandlico das
folhas desta espécie e determinou CIM de 125 pg/mL em C. albicans ATCC 18804.

Em nosso estudo, o extrato acetato de etila das raizes de D. hispida
apresentou CIM de 15,62 pg/mL em C. neoformans LMGO 02. E a primeira vez que
a atividade desta espécie € descrita para C.neoformans.

O extrato hexanico das folhas de Renealmia alpinia apresentou halo de 15
mm e CIM de 250 pg/mL em C. gattii LMGO 01. Membros da familia Zingiberaceae
sdo muito utilizados na medicina tradicional no tratamento de infec¢des fungicas,
inclusive a espécie R. alpinia (Fenner et al., 2006).

O extrato diclorometanico das raizes de Aspidosperma tomentosum foi ativo,
em nossos testes, com valores de CIM de 31,25 pg/mL em C. krusei LMGO 174 e C.
neoformans LMGO 02 e de 125 ug/mL em C. gattii LMGO 01. Tanaka et al. (2006)
avaliaram o extrato metanolico da casca do caule de A. tomentosum em bactérias
Grame-positivas, Bacillus subtilis (CIM 250 pg/mL) e Staphylococcus aureus (CIM 500
png/mL). As ramiflorinas, alcaloides extraidos desta espécie, mostraram atividade em
S. aureus (CIM 25 pg/mL) e Enterococcus faecalis (CIM 50 pg/mL).

Croton urucurana (Euphorbiaceae), conhecido popularmente como sangue de
dragdo, utilizada para o tratamento de feridas infeccionadas, Ulceras, diarréia,

reumatismo e cancer demonstrou em estudos anteriores atividade antiviral,
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antidiarréica, antibacteriana, antifingica e cicatrizante (Peres et al., 1997; Gurgel et
al., 2001). A literatura reporta a presenca de esterois, proantocianidinas e diterpenos
(Peres et al., 1997). Nos nossos estudos o extrato hexanico da madeira do caule
desta espécie apresentou CIM de 62,5 pg/mL em C. krusei LMGO 174. A atividade
antimicrobiana de C. urucurana é bastante conhecida, o extrato liofilizado do latex
apresentou atividade para os fungos dermatofitos Trichophyton tonsurans e T.
rubrum com CIM de 1,25 e 2,5 mg/mL, respectivamente (Gurgel et al., 2005).

O extrato hexéanico das raizes de S. odoratissima foi ativo para os isolados
clinicos C. krusei LMGO 174 e C. parapsilosis ATCC 22019 com valores de CIM de
125 pg/mL; e para C. gattii LMGO 01 com CIM de 31,25 pg/mL. Nesse trabalho
foram pela primeira vez relatadas as atividades antifungicas desta espécie.

Os extratos etandlico do caule e hexanico do fruto de Siparuna cujabana
(Siparunaceae) apresentaram CIM de 62,5 pg/mL em C. krusei LMGO 174. E o
extrato hexanico da casca do caule de S. guianensis também apresentou CIM de
62,5 pg/mL em C. gattii LMGO 01.

O extrato diclorometanico das folhas de Simarouba versicolor
(Simaroubaceae) apresentou CIM de 125 pg/mL para as duas espécies de
Cryptococcus avaliadas.

O extrato hexanico do caule de Guarea kunthiana (Meliaceae) apresentou
CIM de 31,25 pg/mL em C. krusei LMGO 174; e o extrato hexéanico da raiz de G.
guidonea CIM de 125 pg/mL em C. neoformans LMGO 02. As espécies G. guidonia
e G. polymera foram avaliadas em P. falciparum, T. cruzi e Leishmania sp. e
mostraram boa atividade in vitro (Weniger et al., 2001). Em nossos experimentos, 0s
extratos de Guarea mostraram um indice de inibicdo em P. falciparum menor que
90%. Constituintes do tipo terpenoides foram extraidos de G. kunthiana (Garcez et
al., 2004).

O extrato hexanico de madeira do caule de Talauma ovata apresentou
atividade em diferentes cepas: C. krusei LMGO 174 e C. neoformans LMGO 02 (CIM
de 62,5 pg/mL), em C. parapsilosis ATCC 22019 (CIM de 125 pg/mL) e C. gattii
LMGO 01 (CIM de 31,25 pg/mL). O amplo espectro de atividade é importante,
quando se considera o surgimento de resisténcia aos antifungicos disponiveis.

Sundar et al. (2010) e Galanis et al. (2009) demonstraram que a anfotericina B
pode ser usada como leishmanicida e antifungico, diferindo apenas a dose utilizada
em cada tratamento. Brendler et al., 2002; Del Poeta et al., 1998 e Bell et al., 1990
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relataram que os compostos aromaticos dicatibnico a base de pentamidina, tais
como 2,5-bis [2-(5-amidino) cloridrato] pirrol e benzimidazoil 2,7-bis [2-(5
isopropilamidino-N)] mostraram atividade, com valores de concentracdo fungicida
minima em C. albicans de 0,78 e 12,5 pg/mL, respectivamente. Outros compostos a
base de pentamidina, tais como 2,5-bis (4-aminofenil)furano e di-(isopropilanilina)
apresentaram atividade em Leishmania donovani com valores de ICs, de 2,76 e
83,96 ug/mL, respectivamente.

Apesar do extrato diclorometanico da raiz de Calophyllum brasiliense ter
demonstrado boa atividade, com valores de CIM entre 15,62 e 1,95 pg/mL em todas
as leveduras testadas, n6s escolhemos inicialmente aprofundar este estudo com as
espécies Diospyros hispida e Spiranthera odoratissima, pois estas possuem poucos

estudos relatados na literatura.



2.7. ESTUDO FITOQUIMICO DE Spiranthera odoratissima

A extracdo do pé das folhas desta espécie foi realizada com AcOEt. Um
primeiro fracionamento a partir deste extrato (8 g) mostrou problemas na
identificacdo dos compostos por causa da presenca de derivados lipidicos em
grande quantidade. Uma parte deste extrato (21 g) foi entdo submetido a particdo
com agua seguida por uma extracdo sucessiva com solventes de polaridade
crescente, como podemos ver no esquema abaixo (Figura 39). Este procedimento
de particdo nos permitiu retirar os lipidios do extrato AcCOEt com ciclohexano para

que assim fosse feita uma purificacdo eficaz. A fracdo AcOEt foi a ativa em P.

falciparum.

Folhas
3000 g

AcOEt

Extrato AcOEt
30g

Extrato CgH12
7,89

Extrato AcOEt Extrato nBuOH
1359 0,719

Extrato H,O
0,144 g

Figura 39: Procedimento de extracdo das folhas de S. odoratissima.

O fracionamento do extrato acetato de etila das folhas de S. odoratissima gerou

22 fracbes que foram testadas em P. falciparum. As fragbes que inibiram acima de

90% dos parasitos a uma concentragédo de 10 pg/mL foram consideradas ativas.
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As fragles 4, 6, 10, 12, 21 e 22 apresentaram porcentagem de inibicdo no
parasito maior que 96%, e por isso foram selecionadas para dar continuidade ao

estudo, conforme podemos observar no fluxograma abaixo (Figura 40).

Extrato AcOEt de folhas de
S. odoratissima
12 g

Cromatografia em SiO,

d[ | | | | I [ T 1
[ F )(Fa ) (re ) (78 ) (a0 ) (LFas J [a2] (LFaa ] ((Fas ] (s J((F20 J{ F2r J{ P22
| } '
| oo
| } I

LC-1 LC-1 LC-3 LC-4
LC-5

LC-2

Figura 40: Fluxograma de purificag@o do extrato ACOEt das folhas de S. odoratissima.

A purificacdo das diferentes fracfes foi realizada por cromatografia em coluna
aberta de silica gel, por MPLC, por CCD preparativa, bem como por cromatografia
de excluséo estérica em Sephadex © LH-20.

Das quatro fracbes purificadas, cinco compostos foram isolados e
identificados. A seguir, sera descrito a elucidacao estrutural dos compostos isolados,
baseado nos dados espectométricos (IV, EM, RMN 1D (*H, **C), e 2D COSY,
HSQC, HMBC e NOESY). Para os compostos conhecidos, uma comparacdo com 0s

dados da literatura permitiu a confirmacéo das estruturas.

2.7.1. Determinacgao estrutural dos compostos obtidos

Os compostos isolados foram intitulados pela sigla LC. Dois terpenos foram
isolados, o composto LC-1 que € um sesquiterpeno e LC-3 que € um esterol. O
composto LC-2 é uma lignana, enquanto o LC-4 e LC-5 sdo compostos do tipo

acilfloroglucinol poliprenilado policiclico.
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Estrutura de LC-1: 6a-acetoxi,1B-hidroxieudesm-4(15)-eno

O composto LC-1 foi isolado na forma de um cristal opticamente ativo com
[0]?° = -24° (c 0,10; CHCIl3). O espectro de massa HRESI-TOF realizado em modo
positivo revelou a presenca de um ion molecular protonado [M+H]" a m/z 281,1982
que corresponde a formula bruta C,7H2503 (calc. para Cy17H2903: 281,2109), 0 que
sugere 4 graus de insaturacdo. No espectro ESI-TOF aparece ainda ions a m/z 441
[2M+H]*, 319 [M+K]", 303 [M+Na]’, 221 [M -CH3CO.H]". O pico mais intenso foi
observado a m/z 203 [M-H,O-CHsCO,H]", o que sugere a presenca de um
grupamento hidroxila e um grupamento acetato no composto analisado. As bandas
de absorcdo observadas no espectro IV a 3448 e 1732 cm™ reforcam a presenca do
grupamento hidroxila e carbonila, enquanto que os picos a 1458, 1250 e 1020 cm™
correspondem as funcdes etilénicas. A banda a 1651 cm™ é caracteristica de um
grupamento exometileno.

O espectro de RMN *C do composto LC-1 (Figura 41) obtido apresentou 17
sinais de carbonos sendo 3 quaternarios em 6 43,3; 147,0 e 173,1; 5 terciarios em
8 27,4; 50,3; 54,8; sendo 2 oximetinicos em & 72,5 e 79,7; 5 metilenos em & 19,1;

33,1; 36,3; 37,3 e 107,5 e 4 metilicosem 6 12,2; 16,4; 21,1 e 21,6.
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Figura 41: Espectro de RMN 3¢ do composto LC-1 (CD;0D, 300 Hz).
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No espectro de RMN *H do composto LC-1 (Figura 42) aparecem os sinais
correspondentes a uma metila angular em & 0,72, uma metila na forma de um
simpleto em § 1,95, e duas metilas na forma de dubleto em 5 0,85 (3H, d, J = 6,9 Hz)
e 60,93 (3H, d, J = 6,9 Hz) e um hidrogénio em & 1,61 caracteristico de um
grupamento isopropila. Os sinais de oito hidrogénios alifaticos estdo presentes entre

61,11 e 2,0. Quatro outros sinais estao presentes entre 6 3,36 e 5,06.

LCA 27-2 / CD30D / 298K

14

/
3a P
OH 3b | 9aza11l
6 !i | 1 , i
1‘ ' |
| i — ‘ Y Vb
P 7&7777, o mm" AL

pom 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 20 1.5 1.0 0.5

Figura 42: Espectro de 'H do composto LC-1 (CD5;0D, 400 MHz).

As interacdes diretas observadas no espectro HSQC entre hidrogénios e
carbonos permitiram distinguir a sua natureza. Em primeiro lugar, os dois dubletos
em o 4,53 e 4,77, que possuem uma fraca constante de acoplamento (J = 1 Hz) se
correlacionam com o carbono em 3 107,5 e sé@o caracteristicos de uma dupla ligacéo
exociclicas. Por outro lado, o hidrogénnio em & 3,36 correlaciona com o carbono em
d 79,7, e o hidrogénio em & 5,06 correlaciona ao carbono & 72,5.

Levando em consideragdo as quatro insaturacées na molécula, a presenca de
uma carbonila e de uma dupla ligagdo sugere que este composto € um
sesquiterpeno biciclico.

O espectro COSY *H-'H colocou em evidéncia as duas subestruturas a e b da

seguinte forma: o hidrogénio em & 3,36 (H-1) acopla com os dois Hem 61,48 e em

61,77 (Hz-2) ligados ao carbono em § 33,1 (C-2). Esses ultimos acoplam com os
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hidrogénios em ¢ 2,0 e a 2,24 (H,-3) pertencentes ao carbono 6 36,3 ppm (C-3). O H
6 2,0 (H-3) acopla com os H em & 4,53 e 4,77 (H,-15). Essas correlacdes reunidas
permitiram definir a subestrutura a (Figura 43).

A metila em 8 0,85 (CHj3-13) esta fortemente acoplada com o hidrogénio em &
1,61 (H-11) ligado ao carbono a & 27,4 (C-11). Esse ultimo esta ligado com o
hidrogénio da metila & 60,93 (CHs-12) definindo, portanto, um grupamento
isopropila. Um acoplamento foi observado entre o hidrogénio a 1,61 ppm (H-11) e o
hidrogénio 61,35 (H-7) ligado ao carbono a 650,3 (C-7), que por sua vez se
relaciona a sua volta com hidrogénios metilénicos a 61,24 e 61,56 ligados ao
carbono em & 19,1 (C-8), que estdo acoplados aos hidrogénios equivalentes a 8 1,11
e 1,96 ligados ao carbono em 4 37,3 (C-8). Outro acoplamento foi observado entre o
hidrogénio H-7 e o hidrogénio a & 5,06 (H-6), que estd também acoplado com o
hidrogénio em & 1,99 pertencente ao carbono 54,8 ppm (C-5). Estes dados

permitiram definir a subestrutura b.

Figura 43: Estrutura quimica do 6-acetoxy,1-hydroxyeudesm-4(15)-eno isolado com as correlagbes
obtidas do COSY.

A unido das estruturas a e b, bem como a obtencdo da estrutura plana deste
composto, foram possiveis gragcas as correlacbes dos hidrogénios e dos carbonos

de longa distancia observadas no espectro HMBC (Figura 44).
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Figura 44: Espectro HMBC do composto LC-1 (CD30D, 400 MHz)

Os hidrogénios do grupamento metila em & 0,72 (CHs-14) apresentam
correlagdo com os carbonos 6 37,3 (C-9); 54,8 (C-5) e 79,7 (C-1) e com o carbono
quaternario 6 43,3 (C-10), o que permitiu ligar os dois ciclos via C-10. As correlacdes
suplementares de H-5 com o carbono quaternario em 6 147,0 (C-4) e o carbono
metilénico sp? (C-15) permitiu a juncdo dos dois ciclos via C-5.

A presenga do grupamento acetoxila foi colocada em evidéncia pelas
interacbes dos hidrogénios H-5; H-6 e CH3-17 pertencente ao carbono 6 21,1 ppm
com a carbonilaa 6 173,1.

A estrutura deste composto foi estabelecida como sendo o 6-acetoxi, 1-
hidroxi, 4(15)-eudes-meno. A configuracdo relativa foi estabelecida pela anélise do
espectro de *H-'H NOESY e as constantes de acoplamento.

O hidrogénio H-1 encontra-se em posicdo pseudoaxial e estabeleceu uma
relacdo trans diaxial com H-2ax (J = 11,6 Hz) e uma relacdo com H-2éq (J = 4,8 Hz).
Isto implica em dizer que o grupamento hidroxila OH-1 esteja em posi¢ao

pseudoequatorial. As correlagbes do hidrogénio H-1 com H-5, H-2b, H-3b e H-9b
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mostraram que eles estao situados do mesmo lado que H-7 que correlaciona com H-
5. Esses hidrogénios adotam uma orientacdo o-axial, o que implica que o
grupamento isopropila se encontra em posicao p-equatorial (Figura 45).

O hidrogénio H-6 possui uma constante de acoplamento de J= 10,4 Hz com
H-5 e H-7, e esta também em posicdo axial. Este préton correlaciona com os
grupamentos metilas CHsz-14 e CH3-13, bem como com H-15b. Por outro lado, CH3-

14 correlaciona com H-8a (B axial) e H-9a (3 equatorial).

Figura 45: Correlacdes 'H-'H NOESY e estrutura do composto LC-1 isolado do extrato ACOEt das

folhas de S. odoratissima.

A estrutura do composto LC-1 foi determinada como sendo o 6a-acetoxi,1p3-
hidroxi-4(15)-eudesmeno, um sesquiterpeno do tipo selinano ou eudesmano. Esse
composto foi obtido por uma reacdo biomimética a partir do epoxigermacreno-D
(Niwa, 1978). A reacdo do epoxigermacreno D na presenca do acido acético
forneceu o 6a-acetoxi,1p-hidroxi-4(15)-eudesmeno e 1B,6a-dihidroxieudesm-4(15)-
eno ou volenol e 4 outros sesquiterpenos do tipo opositano.

Foi também obtido na forma racémica por destilacdo do diacetato voleneol
racémico isolado a partir de Lepidotrichilia volensii (Hoffmann et al., 1978). O
voleneol foi isolado a partir de varias plantas como Ambrosia elatior (Ohmoto et al.,
1987); Senecio microglossus (Bohlmann et al., 1983) e Artemisia eriopoda (Feng Hu
et al., 1996).

A pesquisa bibliografica mostrou que o composto LC-1 nunca tinha sido
isolado a partir de uma planta. Portanto LC-1 foi isolado de Spiranthera

odoratissima.
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Os dados do RMN podem ser visualizados na Tabela 8. Nesta estdo incluidos
os dados de correlagbes HMBC e NOESY do composto LC-1.

Tabela 8: Dados de RMN *°C (75,47 MHz) e *H (400,13 MHz) do composto LC-1.

N° &C SH, multipleto (J em Hz) COSsYy HMBC (H paraC) NOESY
1 79,7 3,36, dd, (4,8; 11,6) 2 2,5,9,10,14 5, 2b, 3b, 9b
2b 33,1 1,48, m 1,3 1,3,4,10 1

a 1,77, dddd, (2,5; 4,8; 3a

10,0;14,9)

3b 36,3 2,0,m 2,15 1,2,4,5,15 1, 2b

a 2,24, ddd, (2,2, 4,9, 12,9) 2a, 15
4 147,0 -
5 54,8 1,99, m 6 1,3,4,10,14,15 1,5
6 72,5 5,06,t, (10.4) 57 4,5,7,11, 16 14, 13, 15b
7 50,3 1,35;m 8,11 6, 8 5,11, 12
8b 19,1 1,24,m 7,9, 11 14

a 1,56, m
9 37,3 1,11, m 8 5,6,7,8,10 1

a 1,96, m 14
10 43,3 -
11 274 1,61, m 7,8,12,13 6,8,7,12,13 7,12, 13
12 21,6 0,93,d,(6,9) 11 7,11, 13 11
13 16,4 0,85,d, (6,9) 11 7,11,12 11
14 12,2 0,72,s 1,5,9, 10 6, 8a, 9a
15b 107,5 4,53, d, (0,95) 3 2,3,4,5,10 6, 14

a 4,77, d, (0,95) 3a

16 1731 -
17 21,1 1,95,s 16

O mesmo composto foi isolado a partir da fracdo F-4. As analises de RMN 1D
e 2D foram realizadas em CDCI;. Nos vegetais a biossintese dos sesquiterpenos
inicia-se com a condensacao dos pirofosfatos de dois isoprendides, o pirofostato de
geranilo com o pirofosfato de isopentenilo, originando o pirofosfato de farnesilo. O
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pirofosfato de farnesilo € o precursor de todos os sesquiterpenos. A oxidagao a partir
do farnesilo pirofosfato via germacreno D ira provavelmente dar origem ao composto
LC-1. O germacreno D é descrito na literatura como o precursor biossintético de

muitas classes de sesquiterpenos (Adio, 2009).

Estrutura do composto LC-2: Sesamina

O composto foi isolado na forma de sélido amorfo. Seu espectro de massas
foi obtido em HRESI-TOF no modo positivo e mostrou a presenca de um ion
pseudomolecular [2M+H]" & m/z 709,2465 que nos permitiu deduzir uma formula
bruta de CyH1506, que implica em 12 graus de insaturacdo. Picos a m/z 377 [M+
Na]*, 337 [M+H-H20]" foram observados.

O seu espectro RMN de *C obtido em CDCl; mostrou os sinais de 10
carbonos sendo 3 quaternarios em & 147,9; 147,0 e 135,1; 5 terciarios em 6 54,3 e
85,8 que correspondem a um oximetininico; 6 106,5 ; 108,1 e 119,3; 2 oximetilenos a
671,7 e 101,0. A molécula parece duplicada ou sob forma de dimero, o que foi
confirmado pela aparéncia simplificada do espectro *H que coloca em evidéncia a
presenca de 3 hidrogénios aroméaticos, de um simpleto intenso a 6 5,93 que é
integrado por 2 hidrogénios, de um dubleto a & 4,69, de dois duplos-dubletos a &

3,83 e 64,19 e de um quadrupleto a & 3,02.

A analise do espectro HSQC mostra hidrogénios metilénicos em 6 3,83 e 4,19
que correlacionam com o carbono em 6 71,7 , enquanto os dois hidrogénios a 6 5,93
sao equivalentes e estéao ligados ao carbono em & 101,1. Existe uma superposicéo
de dois hidrogénios arométicos a 6 6,76 que estdo ligados aos carbonos em 6 108,1
e 119,3.

O espectro COSY colocou em evidéncia o acoplamento do hidrogénio em
6 3,02 com os hidrogénios a & 3,83 e 4,19 e com o hidrogénio a 6 4,69 ligado ao
carbono & 85,8. Este por sua vez se correlaciona com os dois hidrogénios formando
assim uma subunidade CH,(0O)-CH-CH(O). Uma correlacéo fraca € observada entre
o hidrogénio a & 4,69 com os hidrogénios aromaticos em & 6,73 e 6,82, 0 que prova

gue a parte alifatica esta ligada a parte aroméatica.
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Essas informacdes sao reforcadas pelas interacbes a longa distancia
evidenciadas no espectro HMBC entre o hidrogénio a 4 6,82 ligado ao carbono a &
106,5 e aos carbonos em 6 85,8; 108,1; 119,3; 135,1; 147,1 e 147,9. Além do mais o
hidrogénio em & 5,93 correlaciona com os carbonos em & 147,1 e 147,9. Estas

observacgdes permitiram montar a subestrutura demonstrada na figura 46:

Figura 46: Subestrutura do composto LC-2 obtida da andlise do espectro HMBC.

A correlagcédo do hidrogénio em & 3,02, ligado ao carbono a & 54,3, com 0s
carbonos a & 85,8 e 135,1, permitiu mostrar a existéncia de uma segunda sub-
estrutura semelhante. O que explica a fraca correlacéo deste hidrogénio, & 3,02, com
o carbono & 71,7, que se encontra em 3J e ndo em 2J. Isto indica que H-1
correlaciona com C-4 e inversamente H-5 correlaciona com C-8. Existe, portanto,
uma ciclizagdo entre as duas subestruturas e a formacao de dois nucleos furanicos.
A estrutura plana deste composto que é uma lignana foi, portanto, determinada de

acordo com sua férmula bruta (Figura 47).

Figura 47: Estrutura do composto LC-2 ou sesamina isolado do extrato AcOEt das folhas de S.

odoratissima.



103

A estereoquimica relativa foi determinada pela andalise do espectro NOESY.
Os hidrogénios H-2 e H-6 correlacionam com os hidrogénios 4 b ou 8b,
respectivamente, e estdo situados no mesmo plano da molécula. Uma correlacdo
muito fraca foi observada entre H-1 e H-2 devido a proximidade, mas esses dois
hidrogénios nédo estéo situados no mesmo plano da molécula.

Esse composto esta descrito na literatura, isolado a partir de véarias plantas
em particular as da familia Rutaceae. Os dados espectrais (Tabela 9) encontrados
na analise dos dados estdo em conformidade com os publicados na literatura (Nan-
Jun et al., 1987; Jayasinghe et al., 2003; Meselhy, 2003).

Do ponto de vista biossintético (Figura 48), a reacdo das duas moléculas de
alcool coniferilico catalisado pelas enzimas forneceu o pinoresinol e a formacao de

dois grupos metilenodioxilicos (Bayindir et al. 2008)

OH
©iOH

- OCH,

Pinoresinol

OCH3
OH

OCHg J

) JC@ “gﬁ@[m

. Piperitol
o Sesamina P

Figura 48: Esquema da biogénese da sesamina



Tabela 9: Dados de RMN *3C (75,47 MHz) e 'H (400,13 MHz) do composto LC-2 em CDCls.

N° &C SH, multiplicidade (J COSsY HMBC (H paraC) NOESY
em Hz)

1 54,3 3,02, q, (0,87) 2,8 2,51 2',6'

2 85,8 4,69, d, (4,4 1,8,2,6'" 1,4,81,2,6 4b/8b

4b 71,7  3,83,dd, (3,7;9,2) 56 1,5,2,6,1" 2/6

a 4,19, dd, (6,9; 9,2)

54,3 3,02, q, (0,87) 4,6 1,6,1" 2", 6"
85,8 4,69, d, (4,4) 4,5,2". 6" 4,5/8,1" 2" 6" 4b/8b

8b 71,7  3,83,dd, (3,7;9,2) 1,2 1,5,2,6,1 2/6

a 4,19, dd, (6,9; 9,2)

1 1351 -

2" 106,5 6,82,d,(1,5) 2,6 2,1,3,4',5,6 1

3 1479 - -

4" 1471 - -

5 108,1 6,76, m 6' 1,3

6' 119,3 6,76, m 2,5 2,2, 4 1

7 101,1 5,93,s 3,4

1" 1351 - -

2" 106,5 6,82,d,(1,5) 6, 6" 6,1", 3",4", 5", 6" 5

3" 1479 - -

4" 1471 - -

5" 108,1 6,76, m 2" 1", 3",

6" 119,3 6,76, m 6, 2" 6, 2", 4" 5

7" 101,1 5,93,s 3", 4"

Estrutura do composto LC-3: B sitosterol

O espectro RMN *3C obtido em CDCl; apresentou 29 sinais, dos quais 3
quaternarios, 9 terciarios, sendo um oximetinico, 11 secundarios e 6 primarios. No
espectro RMN de *H foi observado um sinal de um hidrogénio ligado a um carbono

sp? em § 5,32, de um hidrogénio a & 3,46, e de varios hidrogénios alifaticos entre



105

60,98 e 2,18 bem como de sinais intensos, onde alguns encontram-se sobrepostos
entre 6 0,66 e 0,98. Este espectro € caracteristico de compostos do tipo terpénico ou
esterol.

O espectro de massa em alta resolugdo do composto indica a presenca de
um ion [M+H-H,O]" em m/z = 397,4030 o que corresponde a formula bruta Cx9Hs00,
implicando em 4 graus de insaturacao.

A analise dos espectros RMN 1D e 2D nos permitiu construir a estrutura deste
esterol (Figura 49). Os dados RMN obtidos (Tabela 10) foram comparados com 0s
dados do B-sitosterol (Nes et al., 1992).

29 27
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=
=
=
=
=
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Figura 49: Estrutura quimica do B-sitosterol isolado do extrato AcOEt das folhas de S. odoratissima.

Tabela 10: Dados RMN **C (75,47 MHz) e 'H (400,13 MHz) de LC-3 em CDCl,.

N° &C 8H, multipleto (J em Hz) COSY HMBC (H para C)

1 37,3 1,77, m 2 2,3,5,10, 19

2 31,6 1,41, m 1,34 1,3,4,10
1,77, m

3 71,9 3,46, m 2,4

4 42,3 2,18, m 2,3,6 2,3,56,10

5 140,8 - - -

6 121,7 5,32,t, 4,7 2,4,10

7 32,0 1,38, m 6 56,8,14
1,96, m

8 32,1 1,40, m 15 4,5,6,9

9 50,2 0,86, m 11,12

10 36,7 - -



11
12

13
14
15

16

17
18
19
20
21
22

23
24
25
26
27
28
29

21,1
39,8

42,4
56,8
24,3

28,2

56,1
11,9
19,4
36,2
18,8
34,0

26,2
45,9
29,2
19,1
19,8
23,1
12,0

1,37, m
1,10, m
1,98, m

0,93, m
0,98, m
1,45, m
1,21, m
1,77, m
1,04, m
0,66, s
0,98, s
1,28, m
0,89, d,
0,96, m
1,26, m
1,11, m
0,86, m
1,60, m
0,78, d,
0,80, d,
1,19, m
0,80, t,

12,14
9,14, 11

11, 12,15
8, 14, 16

15, 17

16, 20

17, 21, 22
20, 22
20, 21, 23, 24

22,24
22,23,25
24, 27

25, 28
27,29
28

106

9,10, 12
9, 11, 14, 18

13,15, 18
13, 14, 16

15, 17

14, 16, 18
12,13, 14, 17
1,5,910
17,21

17, 20, 22
17,21, 23

23, 24, 26, 27, 28
24, 25, 27

24, 25, 26

23, 24, 25, 29
24,28

Estrutura dos compostos LC-4 e LC-5

LC-4

O composto LC-4 foi isolado na forma de um 6leo amarelo viscoso. Ele &

opticamente ativo, [a]*’p +13° (c 0,17 ; CHCls). Sua férmula bruta, CsiHasO4 foi

deduzida de seu espectro de massa realizado em modo ESI-TOF em alta resolucéo

a partir do ion protonado um pico foi observado em m/z 483,3485 (calc. para

C31H4704: 483,3474), 0 que sugere nove graus de insaturagao.
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O espectro no infravermelho mostra bandas de absorcdo relativas a
carbonilas saturadas e insaturadas & 1732 e 1662 cm™ e mostra ainda grupamentos
etilénicos & 1543, 1446 e 840 cm™.

No espectro de RMN de 'H (acetona-ds, 400 MHz), observa-se
desdobramento de picos caracteristicos de uma mistura de dois isémeros, intitulados
de 2A e 2B, em uma proporgao 2/3 e 1/3 como indicado pela curva de integragédo. A
presenca de simpletos fortemente desblindados em 6 18,7 e 18,66 confirma a
hip6tese de uma mistura de dois tautdmeros em equilibrio ceto-endlico. Esses sinais
sdo devido as ligacbes hidrogénio intramoleculares entre uma hidroxila e um
grupamento cetona. Seis hidrogénios em C sp? estéo presentes entre & 4,74 e 5,09,
0 que sugere a presenca de trés grupamentos isoprenilas para cada isémero. Foi
observado hidrogénio a & 3,06 para o isbmero majoritario e a & 3,11 para o
minoritario. Muitos hidrogénios alifaticos estdo presentes entre & 1,65 e 2,77,
enquanto os grupamentos metilas foram observados entre 5 0,75 e 1,67. Observou-
se a superposicdo de muitos hidrogénios, o que dificultou a interpretacdo dos
espectros.

A andlise do espectro de HSQC permitiu distinguir todos os carbonos
protonados da molécula e por comparacdo com o espectro de **C foi possivel
deduzir os carbonos quarternarios.

Em funcdo da intensidade dos sinais, distinguiram-se as correlacdes entre
hidrogénios e carbonos do isébmero majoritario 2A e do minoritario 2B. O hidrogénio
em & 5,09 se correlaciona com o carbono a 6 120,8 e um a & 4,75 com o carbono a 3
121,2. Essas correlagdes pouco intensas sugerem que elas pertencem ao isébmero
minoritario 2B. As correlacdes mais fortes observadas séo entre o hidrogénio em 3
5,02 e o carbono em § 121,4, assim como o hidrogénio em & 4,74 correlaciona com o
carbono & 6 121,1, para o isdbmero majoritario 2A.

Dois hidrogénios em & 4,95 correlacionam com o carbono a 6 123,5, o que
sugere uma superposicao e significa que existe um mesmo deslocamento quimico
para os dois isdbmeros. Na regido dos hidrogénios alifaticos, entre 5 1,5 e 1,7 surge
uma superposicdo de metilenos sob forma de singleto e dubleto intensos e dois
hidrogénios de um metino e de um metileno.

Foi possivel distinguir que os carbonos metilenos (CH,) a 6 48,6; 43,1; 25,0;

os metinos (CH) a 6 30,8 e 43,3 e as metilas a & 23,7; 22,7 e 16,3 aparecem no
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isémero 2A. Os mesmos metilenos a 6 48,7; 42,1; 26,0; os metinos (CH) a 6 30,1 e
43,3, assim como as metilas a 6 23,0; 22,6 e 16,2 estao presentes no isémero 2B. O
metino a 6 27,0; o metileno a 6 29,0 e as metilas a 6 17,8; 18,3; 23,1; 26,2 e 26,3
estdo presentes nos dois isbmeros.

Os dados espectrais podem ser observados na tabela 11 para o 2A,
tautdmero majoritario, e tabela 12 para o 2B, o minoritario.

A analise do espectro *H-'H confirma a presenca dos dois isémeros 2A e 2B
e coloca em evidéncia os cinco sistemas marcados em negrito na figura 50.

Os trés grupamentos isoprenilas estdo identificados pelo acoplamento do
hidrogénio em C sp? com os dois hidrogénios em a e com um dos dois grupamentos
metilas em (3.

O hidrogénio H-7 esta correlacionado com H,-6, enquanto H-14 esta
relacionado com o hidrogénio H»-13 e com as metilas CHsz-14 e CHs3-15. O
acoplamento observado entre H-27 a e b com H-28 e com os singletos a 6 1,67 e

1,52 permitiu a atribuicdo de CH3-30 e 31.

2A Majoritério 2B Minoritério

Figura 50: Estrutura plana de LC-4, subestruturas obtidas de *H-"H COSY (em negrito).

As correlacbes a longa distancia observadas no espectro HMBC entre os
hidrogénios endlicos e os diferentes carbonos permitiram a construcdo e a
diferenciacéo dos nudcleos floroglucinéis destes dois tautémeros.

Para o isbmero 2A: o préton endlico encontra-se a 6 18,78 e correlaciona de

maneira intensa com os carbonos a 6 198,6 (C-2) e em 6 117,3 (C-3) e também com
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os & 48,6 (C-13); 69,0 (C-1) e 205,5 (C-12). Essas correlacbes sugerem que 0
hidroxil endlico esta localizado em C-2 e sua proximidade com a carbonila a 8 205,5
bem como as interacfes dos hidrogénios H,-13, justificam a presenca da cadeia
isopentanoila (ou cadeia acilada) em C-3 (subestrutura A).

As correlacdes do hidrogénio em & 2,38 (H,-17) com os carbonos quaternarios
em & 66,4 (C-5); 1952 (C-4) e 207,6 (C-9) e com C-6, permitiram ligar os
grupamentos isoprenilas (subestrutura B) ao ciclo A em C-5. Enquanto que a 6 2,60
e 2,71 (H,-27) estédo ligados com a carbonila a 6 207,6; C-1; C-2 e C-8 permitiram
ligar C5-C9-C1 e unir o grupamento isoprenila (subestrutura C) em C-1.

O H-6 a 6 1,93 se correlaciona com os carbonos em & 29,0 (C-22); 30,8 (C-
17); 43,3 (C-7); 48,3 (C-8); 66,4 (C-5); 195,2 (C-4) o que confirma as posi¢des de C-
4 e C-5 e permite ligar o grupamento isoprenila (subestrutura E) ao C-7.

A formacao do segundo ciclo em 6 pelas interagdes das metilas em 6 0,81
(CH3-10) e 1,20 (CH3-11) com C-1, C-7 e C-8. O isdbmero 2A foi identificado como
sendo 0 2-hidroxi-8,8-dimetil-1,5,7-tri-(3metil-2-butenil)-3(2-metil-butanoila)
biciclo[3.3.1]non-3-en-4,9-diona.

Para o isbmero 2B, as correlagbes da hidroxila endlica a 6 18,66 com os
carbonos a 6 199,7 (C-4) e a 6 116,8 (C-3) indicam que este esta situado em C-4
(carbono endlico) e que o grupamento isopentanoila (ou isovaleroila) esta ligado a
este nucleo em C-3.

As correlagbes dos hidrogénios H,-27 com os carbonos quaternéarios a 6 72,0
(C-1); 195,2 (C-2); 48,2 (C-8); 207,6 (C-9), e as correlagdes de H,-17 com C-5 assim
como as de H,-22 com o carbono a 6 43,0 (C-7), demonstram que as posi¢des C-1,
C-5 e C-7 sao substituidas pelos grupamentos isoprenilas.

A posicdo das gem-dimetilas (CH3-10 e 11) no carbono quaternario C-8 foi
determinada pelas correlagcdes das metilas a 6 0,75 e 1,12 com o carbono a 6 42,1
(C-6) assim como & 72,0 (C-1) e 6 48,2 (C-8) (Figura 51).

O isbmero 2B foi identificado como sendo o 4-hidroxi-8,8-dimetil-1,5,7-tri-(3-

metil-2-butenil)-3(2-metil-butanoila) biciclo[3.3.1]non-3-ene-2,9-diona.



110

Figura 51: Correlacdes 'H-"H NOESY do composto LC-4 (isdmero 2A).

Todos estes dados (Tabelas 11 e 12) sdo compativeis com a estrutura plana
destes dois tautbmeros. Esse composto nao tinha sido descrito na literatura. N6s

propusemos o nome comum de spiranthenona B (Figura 52).

Figura 52: Estruturas dos isébmeros isolados de Spiranthera odoratissima.

Este composto é um policiclico poliprenilado acilfloroglucinol (PPAPS) ou
acilfloroglucinol poliprenilado do tipo B, o que indica possuir uma cadeia acilada na
posicdo 3 (Ciochina & Grossman, 2006). Essa estrutura estd proxima da
hiperpapuanona que foi isolada de Hypericum papuanum. Esta, a hiperpapuanona, &
substituido em posicdo 3 por uma cadeia isobutanoila e em 5 por uma metila
(Winkelmann et al., 2001).
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Tabela 11: Dados de **C (75,47 MHz) e 'H (400,13 MHz) do isémero majoritario 2A em acetona d6
do composto LC-4:

N° dC & H, multiplicidade COSY HMBC (H para C) NOESY
(J em Hz)

1 69,0 - -

2 198,6 - -

3 117,3 - -

4 195,2 - -

5 66,4 - -

6 43,6 1,49, m 7 4,5,7,8,17, 22
1,93, dd, (3,9; 13,1)

7 43,3 1,66, m 6 4,5,6,17,22

48,3 - -

9 207,6 - -

10 16,3 0,81, s - 1,7,8,11

11 23,7 1,20,s - 1,7,8,10

12 205,5 - -

13 48,7 2,74, m 14,16 12, 14, 15, 16
3,06, dd, (6,7 ; 13,8)

14 27,0 1,96, m 13, 15,16 13,15, 16

15 23,1 0,93, t,(6,8) 13,14 13, 14,16

16 22,7 0,90, t, (6,8) 13,14 13, 14,15

17 30,8 2,38, m 18, 20 56,9

18 121,4 5,02, m 17, 20,21 17,20, 21

19 133,6 - -

134,3

20 26,3 1,52,s - 18, 19, 20

21 18,3 1,67,s - 18, 19, 21

22 29,0 1,69, m 23 7,23,24
2,12, m

23 123,5 4,95, m 7, 22, 25, 25,26

26
24 133,6 - -
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134,3
25 17,8 1,54,s - 23,24, 26
26 26,2 1,66,s - 23,24
27 25,0 2,60, dd, (5,2; 13,7) 28 1,2,8,09, 28, 29
2,71, m
28 121,1 4,74, m 27,30,31 30,31
29 134,3 - -
30 18,3 1,67,s 28 29,31
31 26,3 1,52,s 28 29, 30
OH-2 - 18,78, s - 1,2,3,12,13

Tabela 12: Dados de RMN em acetona d6 (LC-4): isbmero minoritario do composto LC-4.

N° o6C SH, multipletos COSY HMBC (H para C) NOESY
(J em Hz)
1 72,0 - -
2 195,2 - -
3 116,8 - -
4 199,7 - -
5 61,0 - -
6 42,1 1,68, m 7 57
2,05, m
7 43,1 1,65 m 6, 23 5,6,22
48,2 - -
207,6 - -
10 16,2 0,75,s - 1,6,8,11
11 23,0 1,12,s - 1,6,8,10
12 2055 - -
13 48,7 2,71, m 14 12,14, 15, 16
3,11, dd, (6,6 ; 13,8)
14 27,0 1,96, m 13,15,16 13,15,16
15 23,1 0,93, d, (6,8) 13,14 13, 14,16

16 22,6 0,89, d, (6,8) 13, 14 13, 14, 15
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17 30,1 253t (7,0) 18 5, 18, 19
18  120,8 5,09, t, (7,0) 17
19  133,6 - -

134,3
20 26,4 1,65,s - 18, 19, 20
21 183 167,s - 18, 19, 21
22 29,0 1,69, m 23 7,23, 24

2,12, m

23 1235 4,95, m, 7,22
24 1336 - -

134,3
25 17,8 154,s - 23, 24, 26
26 262 1,66,s - 23, 24
27 26,0 242,m 27 1,2,8,09, 28,29

2,70, m

28 1212 4,75, m 26,30,31 30,31
29 1343 - -
30 18,3 167,s 28 29, 31
31 26,3 152, s 28 29, 30
OH-4 18,66, s 3, 4,5,12, 13
LC-5

O composto LC-5 foi isolado na forma opticamente ativa, [0]°% +11° (c 0,19,
CHCI3). Seu espectro de massa obtido em ESI-TOF em modo positivo possibilitou
visualizar a presenca de um jon pseudomolecular com m/z 513,3217 [M+H]"
correspondendo a férmula bruta de C31H44Os (calc. para CsziHss06 @ 514,3216) o
gue sugere 10 graus de insaturacgao.

O espectro IV mostrou bandas de absorcéo a 1774, 1685 cm™, caracteristicas
de um aldeido a e B insaturado; a 1740 cm™ atribuida as funcées carbonilas; 1458,
1215 e 756 cm™ correspondente as duplas ligacées.

O espectro de RMN de *H do composto LC-5 (CDCls, 400 MHz) (Figura 53)

caracterizado pela presenca de dois sinais singletos intensos a & 9,38 e 7,48,
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integrados cada um por um hidrogénio, de dois tripletos a 6 6,25 ; 5,21 e a & 4,98,
integrados cada um por um hidrogénio, correspondem a um dos hidrogénios
etilénicos. Dois duplo-dubletos a & 2,58, varios sinais entre 6 1,28 e 2,33 que
correspondem aos hidrogénios alifaticos e sinais intensos entre 6 0,86 e 1,68

integrados por 3 H correspondem aos grupamentos metilas.

Metilas

Aldeido Hidroxila

] l. |
Metinos v ”; “  “
= e v [ Iﬂ2 W[V

Figura 53: Espectro de RMN 'H do composto LC-5 (CDCls, 400 MHz)

O espectro RMN de **C do composto LC-5 (CDCls, 75 MHz, J modulado)
(Figura 54) mostra a presenca de 16 sinais, dos quais 5 correspondem aos carbonos
primérios (CH3) a 6 17,5; 17,6; 22,0; 22,5 e 25,9; 5 carbonos secundérios (CH,) a 6
23,0; 28,9; 30,8; 33,0 e 55,4; 4 carbonos terciarios ou seja metinos (CH) a & 115,8;
118,4 e 151,5 bem como o carbono a & 40,2. O sinal & 194,5 é caracteristico de uma
carbonila e seu deslocamento quimico sugere um grupamento aldeido. Nao foram
observados os sinais correspondentes aos carbonos quaternarios presentes no
composto, os quais foram obtidos apenas a partir da analise do espectro do HMBC.

Além de, em funcéo da férmula bruta, constatar-se a superposi¢do de carbonos.



115

o

Ll ‘-,/N\Ul’.::afé['('(},t“,ﬁmlt“""dﬁ"}‘{({r"ﬂi-

vy T
CHO ‘

CH,

Figura 54: Espectro de RMN de 3¢ do composto LC-5 (CDCl3, 75 MHz)

As atribuicdes dos hidrogénios e dos carbonos foram complementadas pela
analise detalhada dos espectros de RMN-2D (Tabela 13). A analise do espectro
HSQC (Figura 55) mostra as correlacdes diretas entre os hidrogénios e os carbonos.
Esta permitiu visualizar um hidrogénio a 6 7,48, e a presenca de uma metila blindada

no carbono a § 9,3.
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Figura 55: Espectro HSQC do composto LC-5 (CDCl3, 400 MHz).

A analise do espectro COSY do composto LC-5 (Figura 56) mostra os
acoplamentos 'H-'H permitindo visualizar quatro subestruturas. O hidrogénio a &
6,25 (H-18) ligado ao carbono em 6 151,5 est4 acoplado com um grupamento metila
a 01,68 (CH3-20) e com dois hidrogénios em 61,92 e a 6 2,33 (H2-17) que por sua
vez estdo ligados ao carbono que aparece a 6 28,9 formando assim um grupamento
isoprenila. Além do mais, os acoplamentos suplementares de H-7 com os dois

hidrogénios em & 1,29 e 1,71 (H»-6) permitiram definir a subestrutura 1.
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Figura 56: Espectro COSY do composto LC-5 entre 0,5 -6,6 ppm (CDCls, 400 MHZz)

O segundo hidrogénio etilénico em & 5,21 (H-23) ligado ao carbono a 5 118,4
esta acoplado com dois hidrogénios a 6 1,28 e a 2,33 (H2-22) ligados ao carbono
que aparece em 6 30,8. Dois outros acoplamentos de baixa intensidade s&o
observadas entre esse hidrogénio e as metilas & 6 1,52 e 1,61 (CH3-26 e 25)
formando assim o segundo grupamento isoprenila desta molécula ou subestrutura 2.

O terceiro grupamento isoprenila (subestrutura 3) foi determinada devido ao
acoplamento intenso do hidrogénio a 6 4,98 (H-28) com os hidrogénios em 6 2,42 e
2,66 (H2-27) e um outro pouco intenso com o grupamento metila a 6 1,64 (CHz-30).
O hidrogénio a 6 2,09 (H-14) esta acoplado com os dois em 6 2,02 e 2,58 (H,-13) e
também com as duas metilas a 5 0,86 (CH3-16) e a 6 0,87 (CH3-15), 0 que permitiu
construir a quarta subestrutura que corresponde a um grupamento isobutila. Esses
diferentes acoplamentos mostraram que o composto LC-5 € uma molécula

poliisoprenilada.
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As informacdes obtidas a partir da analise do espectro HMBC permitiram
colocar em evidéncia a presenca de carbonos quaternarios devido as correlacdes de
longa distancia com diferentes hidrogénios. A reunido das 4 subestruturas resultou

na estrutura plana da molécula vista na figura 57.

30

31

25
15

26

0 2GTH
@)

Figura 57: Estrutura plana de LC-5, subestruturas ‘H-"H COSY (em negrito).

As correlagbes do hidrogénio a 6 9,38 com os carbonos & 9,3 (C-20); 6 141,0
(C-19) e 6 151,5 (C-18) permitiram atribuir & carbonila ao carbono 6 194,5 (Figura
58). Isto sugeriu que o carbono a 6 141,0 é quaternério e que a segunda metila do
grupamento isoprenila foi oxidada em um aldeido. O H-6 esta correlacionado com
quatro carbonos quaternérios a d 55,0 (C-5), 43,0 (C-8), 107,2 (C-9) e a carbonila a 3
208,1 (C-4) assim como o carbono a & 30,8 (C-22). Assim, foi possivel ligar a

subestrutura 1 com a subestrutura 2 por meio do carbono C-5.
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Figura 58: Espectro HMBC do composto LC-5 (CDCls, 400 MHz)

As correlagbes dos grupamentos metilas a 6 1,00 (CHs-17) e 1,23 (CH3-23)
com o carbono quaternario a 5 43,0 mostraram que estes carregam uma gem-
dimetila. Logo, o H-7 correlaciona com o carbono a 6 43,0 (C-8), com a metila a 3
17,3 (C-10) e com o carbono a 6 33,0 (C-6), enquanto os hidrogénios do grupamento
metila CH3-11 correlacionam com o carbono a & 70,1 (C-1), 43,0 (C-8), 40,2 (C-7) e

17,3 (C-10). Assim, direciona-se a ligagdo da subestrutura 1 via C-8 ao carbono C-1
e ocorre a formacéo do primeiro ciclo.

E ainda, o hidrogénio a & 7,48 correlaciona com os dois carbonos C-1 e C-5 e
o carbono a 6 107,2 (C-9), que corresponde a um hemiacetal interno. Foi confirmado
também que estes estdo ligados ao carbono a 6 107,2 (C-9). O hidrogénio a 6 2,66
(H-27a) correlaciona intensamente com os carbonos a 6 98,2 (C-3), 115,8 (C-28),
136,5 (C-29) e de maneira fraca com a carbonila a & 207,5, enquanto o hidrogénio 3

2,42 (H-27b) correlaciona com estes mesmos carbonos e com uma carbonila a 3
208,1 (C-4).
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N&o foi observada a correlacdo do hidrogénio a 6 2,42 com a carbonila a 6
207,5. O deslocamento quimico de & 98,2 (C-3) sugere a presenca de uma ligacao
C-0. O que permitiu anexar a subestrutura 3 ao segundo ciclo desta molécula.

Os hidrogénios a 6 2,02 e 2,58 (H»-13) correlacionam aos carbonos a 6 22,0
(C-16), 22,5 (C-15), 23,5 (C-14) e a carbonila a 56 210,4. Para obter a estrutura da
molécula, a subestrutura 4 foi ligada ao carbono 1 e um oxigénio foi colocado entre

C-3 e C-9 formando um ciclo a 5 suplementar a formula bruta (Figura 59).

20 Il

Figura 59: Correlaces 'H-"°C observadas no espectro HMBC de LC-5.

A estrutura plana deste composto foi estabelecida como sendo um derivado
policiclico poliprenilado acilfloroglucinol (PPAP). Este € constituido de um nucleo
acilfloroglucinol trisubstituido com uma cadeia terpénica em C-10, onde ocorre
ciclizacao intramolecular. Este composto pertence a classe de PPAPs do tipo A, ou
seja, a ciclizagcdo ocorre entre C-1 e C-5, o grupamento acila € encontrado na
posicdo 1 e é adjacente a um carbono quaternario na posi¢cao 8. Os carbonos foram

numerados segundo Ciochina & Grossman (2006).
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Tabela 13: Dados de RMN **C (75,47 MHz) e *H (400,13 MHz) do composto LC-5 em CDCl,.

N° dC  6H, multiplicidade COSY HMBC (H para C) NOESY
(J em Hz)
1 70,1 -
2 207,5 -
3 98,8 -
4 208,1 -
5 55,0 -
6b 33,0 1,29, m 7 4,5,7,8,9, 17, 9
a 1,71, dt, (7,8, 14,9) 22 7,18
40,2 1,14, m 6 6, 8, 10 6a, 18
43,0 -
107,2 -
10 17,3 1,00,s 1,7,8,11 6a, OH, 11
11 23,0 1,23,s 1,7,8,10 10, 13a
12 2104 -
13b 55,0 2,02, dd, (4,6;18,5) 14 12, 14, 16
a 2,58, dd, (8,3 ; 18,5) 11
14 23,5 2,09, m 13,15,16 13 15, 16
15 22,5 0,87,d,(6,8) 14 13, 14,16 14
16 22,0 0,86, d, (6,8) 14 13, 14,15 14
17b 289 192, m 18 6,7,18, 19 20
a 2,33, m OH
18 151,5 6,25, t, (6,8) 17,20 20,21 7,21
19 141,0 -
20 93 1,68,s 18 18, 19, 21 17b
21 1945 9,38, s 18, 19, 20 18
22b 30,8 1,28, m 23 4,5,9, 23,24
a 2,33, m 23, 26
23 118,4 5,21,t,(7,1; 8,2) 22,23,25 25,26 22a, 25, 27b
24 135,2 -
25 25,9 1,61,s 23 28, 29, 30 23

26 175 1,52,s 23 23,24, 25 22a
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27b 23,0 2,42,dd, (6,9; 15,3) 28 2,3,4,28,29 23, 28
a 2,66, dd, (8,1; 15,3)
28 115,8 4,98, t, (6,9; 8,1) 27, 30 30,31 27b, 30
29 136,5 -
30 176 1,64,s 28 28, 29, 31 28
31 25,9 1,65,s 28, 29, 30
9-OH - 7,48, s 1,59 6b, 10, 17a,
22a

A estereoquimica relativa da molécula foi determinada pela analise do
espectro NOESY (Figura 60). A hidroxila OH-9 correlaciona com a metila CH3-10 e
H-6b, os dois em posi¢cao a-pseudo-axial. Este correlaciona também com H-17a e H-
22a. A correlagédo do H-13a com a metila CH3-10 indica que o grupamento isoprenila

em C-1 estd localizado no lado a da molécula.

Figura 60: Correlacdes "H-"H NOESY do composto LC-5.

A estrutura deste composto triciclico foi determinada como sendo 9-hidroxi-
3,9-hemiacetal-8,8-dimetil-3,5,7-tri-(3metil-2-butenil)-1(2-metil-butanoila)
biciclo[3.3.1] nonano-2,4-diona e ndo tinha sido descrito na literatura. Sugerimos o
nome comum de spiranthenona A.

Nestes compostos, a estrutura em ponte de éter influencia a configuragédo em
C-3eC-9.

A via biossintética desse composto origina-se da acetil-coenzima A e 0
malonil-coenzima A, que apds reacdes de ciclizagao irdo dar origem aos compostos.
Esses compostos possuem centros quaternarios com assimeétrica vicinal e muito

funcionalizados. Possuem um biciclo prenilado conservado, diferente de outros
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derivados acilfloroglucindis. Rotas sintéticas para tais compostos policiclicos
acilfloroglucindgis poliprenilados ja foram relatadas (Usuda et al., 2002; Kraus et al.,
2003).

Foi demonstrado na literatura que a biossintese dos acilfloroglucindis sugere
gue ocorre a condensacao de trés unidades de malonil-CoA e uma unidade de acil-
CoA, catalizada pela policetideo sintase (Figura 61). O resultado € a formacéo do
tretracetideo que é ciclizado em seguida em acilfloroglucinol. A prenilacdo deste

intermediario pela prenilpirofosfatase leva a formacao do PPAP (Adam et al., 2002).
OH O

O O OH O
>/\H/SCOA
(@)
+ 0] (0]
3 malonyl-COA

CHO

Figura 61: Hipotese de biossintese dos compostos LC-4 e LC-5.

Os compostos isolados de Spiranthera odoratissima seguiram as mesmas
hipéteses biogenéticas descritas na literatura para compostos desse grupo. A
condensacao do isovaleril CoA com trés unidades de malonil CoA 1 forma, apos
uma prenilagdo, um intermediario comum denominado 2. O ataque de um
grupamento prenil por uma prenilfosfatase leva a formacdo de um carbocation 3. A

condensacdo intramolecular de C-5 com este carbocétion leva a formacdo de uma
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tricetona 4 que corresponde ao composto LC-4, que pode estar sob a forma de dois
tautbmeros. A condensacdo de C-1 sobre o carbocéation forma uma dicetona,
visualizada em 5, que é transformada em hemiacetal, e a reacéo de oxidacdo em um
grupamento prenil leva ao composto LC-5.

Os derivados acilfloroglucinéis poliprenilados sé@o frequentemente isolados de
plantas pertencentes a familia Guttiferae (Clusiaceae) e aos géneros Clusia,
Garcinia e Symphonia (Verotta, 2002).

Quanto a familia Rutaceae, os acilfloroglucinois simples, como a sessiflorena
e o sessiliflorol (Figura 62), foram isolados a partir de Melicope sessiliflora (Chan et
al., 1989). Estes compostos possuem a particularidade de serem substituidos por
uma cadeia isopentanoila (ou isovaleroila) devido a incorporacao da leucina, como
nos compostos isolados de Spiranthera odoratissima.

OH

OH o OH (0]

1 2

Figura 62: (1) Estrutura quimica da sessiflorena e (2) estrutura quimica do sessiliflorol.

2.7.2. Testes em protozoéarios dos compostos extraidos de Spiranthera odoratissima

Todos os compostos isolados do extrato acetato de etila das folhas de S.
odoratissima foram submetidos a ensaios em P. falciparum resistente a cloroquina,
L. (L.) chagasi, T. cruzi e células de mamifero da linhagem NIH-3T3. Os valores
podem ser visualizados na Tabela 14, que também apresenta os indices de

seletividade em cada um dos parasitos.



Tabela 14: Atividade dos compostos isolados de Spiranthera odoratissima em parasitos.
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Moléculas P. falciparum IS T. cruzi IS L.(L.) chagasi IS  Células NIH-3T3
ICs0 (Ug/mL) epimastigotas promastigotas ICs0 (Mg/mL)
ICs0 (ug/mL) ICso (Mg/mL)

Extrato Bruto 92+1,8 20,3 56,3 £ 0,20 3,32 >100 - 187,16 £ 0,04
4

LC-1 13,9+£0,2 95,7 96,8 + 0,45 13,7 58,3 + 0,53 22,8 1331,16 £ 0,08
7 5 3

LC-2 9,1+0,9 27,9 >100 - >100 - 254,1 £ 0,07
2

LC-3 86+1,4 36,3 92 + 0,25 3,4 103,2+0,30 3,03 3125+0,1
4

LC-4 15,5+ 3,8 22,2 102,0 £ 0,15 3,37 >100 - 344,1 + 0,03

LC-5 23,4+1)9 4,21 >100 - >100 - 98,6 + 0,09

Cloroquina (2 pM) 0,07 £0,7 - - - -

Miltefosina (25 pg/mL) - - 29+04 - -

Benznidazol (100 pg/mL) - <10 - - -
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O 6-acetoxi,1-hidroxieudesm-4(15)-eno (LC-1), mostrou atividade em P.
falciparum, L. (L.) chagasi e T. cruzi (Tabela 14) com ICso de 13,9; 58,3 e 96,8
pug/mL, respectivamente. Quanto a sua citotoxicidade, quando avaliado em células
NIH-3T3 ndo se mostrou téxico, com ICsy de 1331,16 pg/mL, o que permitiu a
determinacado do indice de seletividade do composto LC-1 de 95,77; 22,83 e 13,75.
Kaur et al. (2009) em uma revisdo relatou diversos terpenos com atividade
antimalarica com estruturas semelhantes ao composto LC-1.

Existem muitos relatos de compostos terpénicos com atividade antimalarica,
como por exemplo, a artemisinina, que é uma lactona sesquiterpénica.

O composto LC-2, sesamina, foi ativo em P. falciparum com ICso de 9,1 pg/mL
e ndo mostrou atividade para os outros parasitos. Quando testado em células NIH-
3T3 mostrou ICso de 254,1 pg/mL, o que permitiu calcular um indice de seletividade
de 27,92, significando maior afinidade do composto pelo parasito.

A sesamina (LC-2), nomenclatura usual deste composto, é pela primeira vez
isolada desta espécie. Esta foi encontrada em varias subfracdes, sendo, portanto
abundante neste extrato. A sesamina é uma lignana ja conhecida, e muitos estudos
atribuem diferentes atividades biol6gicas a este composto. Considerado como
antioxidante (lkeda et al., 2003; Ghafoorunissa et al., 2004), possuindo sinergia com
0 a-tocoferol e aumentando a biodisponibilidade do y-tocoferol (Ghafoorunissa et al.,
2004), conhecido ainda por diminuir o colesterol e os lipidios (Lee et al., 2009),
possuir atividade hepatoprotetora e anticarcinogénica (Miyahara et al., 2000) e inibir
a peroxidacao lipidica e regular a producao de citocinas (Khan et al., 2010). Estudo
de Cui et al. (2010) mostrou a acao da sesamina na resposta inflamatoria induzida
pelo peptideo quimiotatico bacteriano N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLF) in
vitro e in vivo, explorando 0s mecanismos envolvidos. A sesamina em
concentracdes entre 12,5 e 50 umol/L inibiu o fMLF. Estes resultados sugerem que a
sesamina inibe a ativacéo de leucdcitos pelo fMLF por meio das vias de sinalizacéo
e, portanto, € um composto promissor no tratamento de doencas inflamatorias.

Bodiwala et al. (2007) avaliaram lignanas isoladas de extratos de Piper
cubeba e P. retrofractum (Piperaceae) em formas promastigotas de Leishmania
donovani. A lignana cubebina exibiu ICsy para o parasito de 100 uM. As demais
lignanas isoladas, hinokinina, bis-epoxi lignana, (-)-sesamina, ndo exibiram atividade
significante. No nosso estudo a sesamina também néo foi considerada ativa em

L.(L.) chagasi.
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O composto LC-3, B-sitosterol apresentou ICso de 8,6; 92 e 103,2 pg/mL em
P. falciparum, T. cruzi e L. (L.) chagasi, respectivamente. Existem relatos de sua
atividade anti-inflamatoria, antitérmica (Gupta et al., 1980) e anticancerigena (Awad
et al., 2008). Estudos indicam que o [3-sitosterol pode estimular a proliferacdo de
leucécitos e aumenta significativamente a atividade das células helper T, citocinas,
interleucina 2, interferon-g e das células NK, e ser dessa maneira Util no tratamento
de diversas doencas causadas por disfuncdo imune (Bouic et al., 1999). Compostos
triterpénicos foram relatados pela sua atividade antiplasmodial. O extrato bruto de
Grewia bilamellata (Malvaceae) apresentou atividade anti-Plasmodium, e seu
fracionamento levou ao isolamento de dois triterpenoides 3a,20-lupandiol (ICsy de
19,8 uM) e do acido 2a,3B-dihidroxiolean-12-en-28-6ico (ICso de 21,1 uM) (Ma et al.,
2006). Murata et al. (2008) relataram a atividade antiplasmodial dos triterpenoides

aciclicos de Ekebergia capensis (Meliaceae) com ICso de 7 uM.

2.7.3. Atividade antifungica dos compostos LC-1 a LC-5

Os cinco compostos isolados do extrato acetato de etila das folhas de S.
odoratissima foram avaliados em duas cepas de Candida albicans, uma ATCC e
uma isolado clinico LMGO 102. Apenas o composto LC-4 apresentou atividade <
100 pg/mL (Tabela 15), com CIM de 12,5 pg/mL nas duas cepas de C. albicans
testadas. Este resultado foi melhor que o encontrado para o controle itraconazol
(CIM > 16 pg/mL) demonstrando que o composto LC-4 é promissor para dar
continuidade aos estudos. Varios sdo os relatos sobre a atividade antibacteriana e
antifingica dos compostos do tipo policiclico poliprenilado acilfloroglucinol, bastante

comum em espécies do género Hypericum (Fenner et al., 2005).
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Tabela 15: Atividade dos compostos isolados do extrato acetato de etila das folhas de S.
odoratissima em Candida albicans.

CIM pg/mL

Compostos Candida albicans Candida albicans

ATCC 10231 LMGO 102
LC-1 >100 >100
LC-2 >100 >100
LC-3 >100 >100
LC-4 12,5 12,5
LC-5 >100 >100
Itraconazol 0,5 16
Fluconazol 1 64
DMSO 100% - -
-2 ndo ativo

Os compostos LC-4 e LC-5 ndo foram considerados ativos para 0S
protozoarios, com ICso >10 pug/mL para P. falciparum; e > 100 pg/mL para L. (L.)
chagasi e T. cruzi. Compostos do tipo PPAPS ja foram isolados de espécies da
familia Clusiaceae e apresentaram excelente atividade antiplasmodial, com ICsg
variando de 2,1 a 37,2 uM (Matrti et al., 2009).

Os compostos isolados nao foram testados nas mesmas cepas que o extrato
bruto, devido a pequena quantidade obtida. Por isso verificou-se a atividade apenas
em Candida albicans cepa padrdo (ATCC 10231) e cepa isolado clinico (LMGO
102). Observa-se, portanto, que ndo houve diferenca de atividade em relacdo as
duas cepas. Contudo os farmacos itraconazol e fluconazol foram ativos para a cepa
padrdo, com CIM de 0,5 e 1 ug/mL, e ndo ativos para o isolado clinico, com CIM de
16 e de 64 pg/mL, respectivamente. Esses resultados demonstram menor
resisténcia do isolado clinico ao composto LC-4.

Winkelmann et al. (2001) testaram derivados prenilados bi e triciclicos do tipo
floroglucinol de Hypericum papuanum, que Sao compostos muito parecidos
estruturalmente com os compostos LC-4 e LC-5 em diferentes cepas bacterianas.
Demonstraram que estes tém importante atividade antimicrobiana, sendo que a
hiperpapuanona, que como o LC-4 também possui um tautoméro, apresentou CIM

de 8 ug/mL em Bacillus cereus e Staphylococcus epidermidis.
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Gibbons et al. (2005) isolaram de Hypericum foliosum (Hypericaceae) uma
molécula inédita do tipo acilfloroglucinol (1,3,5trihidroxi-6-[2’’-3""-metilepdxi-3’’-
metil-butil]-2-[2” metilbutanoil]- 4-[3’-metil-2”-butenil]-benzeno), molécula ativa em
cepas multiresistentes de Staphylococcus aureus com concentracao inibitoria
minima entre 16 e 32 pg/mL.

O éacido filicinico e floroglucinéis, derivados desse acido, identificados em
Hypericum ternuum foram ativos em Candida albicans, Trychophyton
mentagrophytes e T. rubrum, responséveis pela maioria das infec¢cbes em pacientes
imunodeficientes (Fernner et al., 2005).

Alguns dos compostos isolados do extrato acetato de etila das folhas de S.
odoratissima néo foram considerados seguros em relacdo ao modelo utilizado, por
apresentarem IS menores que 10, como € o caso do LC-5 com ICso em NIH-3T3 de
98,6 pg/mL e IS de 4,21 para P. falciparum, sendo, portanto, citotoxico. Em T. cruzi,
0 extrato bruto e os compostos LC-3 e LC-4 também nado foram considerados
seguros, pois apresentaram IS de 3,32; 3,4 e 3,37. Para L. (L.) chagasi LC-2
mostrou IS de 3,03.
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2.8. ESTUDO FITOQUIMICO DE Diospyros hispida

O extrato AcOEt da raiz de D. hispida mostrou atividade com ICso de 18,9
png/mL quando testado em L. (L.) chagasi, e 1Csp < 1,95 pg/mL quando testado em L.
(L.) amazonensis, resultado que o selecionou para os estudos quimicos.

Este extrato (8,8 g) foi submetido a uma particéao liquido-liquido com solventes
em polaridade crescente (Figura 63), o que permitiu eliminar a provavel presenca de
acidos graxos do extrato com ciclohexano, para em seguida realizar a purificacdo do
extrato AcOEt.

O fracionamento cromatografico do extrato AcOEt da raiz de D. hispida em
coluna aberta de silica gel gerou 28 fracbes. Estas fracbes foram testadas em

formas promastigotas de L. (L.) amazonensis.

Raizes
2,5 kg

AcOEt

Extrato AcOEt

209
Extrato CeHio Extrato AcOEt Extrato H,O
10,2 g 8,849 0,230 g

Figura 63: Procedimento de extracdo das raizes de D. hispida.

As fragcOes que inibiram 100% dos parasitos a uma concentracédo de 100 pg/mL
foram consideradas ativas (Figura 64). Apenas 4 apresentaram atividade: F-6, F-9,

F-21 e F-25. A fragdo 11 mostrou-se pura e por isso também foi identificada.
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Diospyros hispida
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Figura 64: Esquema ilustrando a origem dos compostos isolados do extrato AcOEt das raizes de D. hispida.

Existem poucos relatos na literatura sobre estudos biol6gicos da espécie D.
hispida, contudo muito ja foi estudado sobre outras espécies do mesmo género. Do
fracionamento biomonitorado desta espécie foram isolados 5 compostos: 1 triterpeno
(acido betulinico), 2 naftoquinonas (isodiospirina e uma outra ndo identificada), um
composto do tipo naftaleno (4-hidrori-5-metoxi-2-naftaldeido) e 1 antraquinona (n&o
identificada). Esses compostos foram avaliados em formas promastigotas e

amastigotas de L. (L.) amazonensis.
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Estrutura do composto LC-6: Triterpeno

A F-11, um sélido branco, apresentou um perfil cromatografico praticamente
puro e por isso foi submetido a avaliagdo em RMN *H. Apés andlise dos dados, foi
possivel, a identificagdo do composto LC-6, um triterpeno pentaciclico da série dos
lupanos, denominado acido 3B-hidroxi-lup-20(29)-en-28-6ico (&cido betulinico,
Figura 65).

24 23

Figura 65: Estrutura quimica do acido betulinico, composto LC-6 extraido das raizes de D. hispida.

O espectro de RMN *H de LC-6 (Figura 66) mostrou sinais em & 4,74 e 4,61
correspondentes aos hidrogénios vinilicos H-29, os quais se apresentam como
dubletos com constante de acoplamento de 1,5 Hz. Destaca-se ainda a presenca de
um hidrogénio carbindlico em & 3,18 (H-3), como um duplo dubleto com constantes
de acoplamento de 5,4 e 10,8 Hz, evidenciando a configuracdo B para o grupo
hidroxila, e de seis hidrogénios metilicos com deslocamentos quimicos em & 0,96 (s,
H-23), 076 (s, H-24), 0,82 (s, H-25), 0,94 (s, H-26), 0,98 (s, H-27) e 1,68 (s, H- 30).
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Figura 66: Espectro de 'H do composto LC-6 (400 Hz, acetona-dg).

Dentre os sinais no espectro de *C destacam-se aqueles com deslocamento
quimico em 6 79,2 do carbono carbindlico (C-3), em & 109,9 atribuidos ao carbono
metilénico (C-29) e em & 150,6 correspondente ao carbono vinilico (C-20). Os
carbonos metilicos apresentam deslocamentos quimicos entre 5 14,9 (C-27) e § 28,2
(C-23).

Estrutura do composto LC-7: Naftoquinona

A subfracdo SF-9-3 foi purificada e foram obtidas 7 subfrac6es. As subfracdes
SF-2, SF-3 e SF-4 em CCD estavam aparentemente puras e tinham o mesmo perfil
cromatografico. Foram reagrupadas e submetidas & analise espectral em RMN *H. O
espectro dessa subfracdo mostrou que se tratava de uma naftoquinona pura e por
esse motivo seguiu-se com a identificacdo. As demais subfracées se tratavam de
mistura de compostos e devido a pequena quantidade ndo continuou-se o
fracionamento. Foi possivel a identificagcdo do composto LC-7, a isodiospirina (Figura
67) que apresentou coloracdo alaranjada, e quando revelada com KOH/alcool

apresentou coloragao roxa.
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Figura 67: Estrutura quimica da isodiospirina, composto LC-7, isolado das raizes de D. hispida.

O género Diospyros € conhecido como fonte de naftéis, naftoquinonas e
derivados de naftaleno (Ganapaty et al.,, 2006). Estudos relatam a presenca de
glicosideos antraquindnicos (Srivastava & Pitre, 1985) e os triterpenos lupeol,
betulina e &cido betulinico (Zakaria et al.,, 1984) na casca do caule de espécies
pertencentes a este género.

A isodiospirina € um composto ja conhecido e isolado de outras espécies do
género Euclea e Diospyros (Ganapaty et al., 2006). A identificacdo da molécula foi
feita por comparagdo com os dados de RMN encontrados na literatura (Sidhu &
Prasad, 1967).

O composto LC-7, isodiospirina, possui formula molecular de C3;H1406. O
espectro de RMN de *H confirmou que o composto possuia anéis aromaticos, devido
aos sinais de H presentes em & > 6,0. Dois simpletosem & 12,43 e 12,05
representavam um par de hidrogénios-OH fendlicos em que cada um
formava ligacdo de hidrogénio intramolecular com o oxigénio da carbonila. Seis
hidrogénios arométicos foram observados, por meio de dois singletos em 5 7,61 e
7,30 e quatro duplas ligacbes em & 6,95, 6,93,6,91 e 6,72. Dois sinais de
metila estavam presentes em & 2,03 e 2,01.

O composto foi entdo determinado como sendo o 1'4-diidroxi-2, 3'-dimetil-
[1,2'-binaphthaleno]-5,5',8,8'-tetrone, mais comumente conhecido como
isodiospirina. A molécula foi isolada pela primeira vez em 1967, a partir do caule de

Diospyros chloroxylon em 1967.
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Estrutura do composto LC-8

A fracdo F-9 foi fracionada para obtencdo de um extrato de naftoquinonas e
como produto secundario foi separado uma fracdo CH,Cl,. Dessa fracdo foi
realizada uma CCD preparativa, da qual obtivemos 2 bandas principais: sendo a
mais apolar separada e identificada, por anélise espectral em RMN de 'H, como
sendo o composto 8, um derivado naftaleno, o 4-hidroxi-5-metoxi-2-naftaldeido
(Figura 68).

OCHs

OH

A

O

Figura 68: Estrutura quimica do composto LC-8, 4-hidrori-5-metoxi-2-naftaldeido extraido das raizes
de D. hispida.

O composto 4-hidroxi-5-metoxi-2-naftaldeido foi isolado pela primeira vez do
extrato cloroférmico das raizes de D. assimilis. O extrato cloroférmico apresenta
polaridade semelhante ao do AcOEt, o que pode explicar o isolamento do mesmo
composto, em um género rico em compostos derivados do naftaleno. Os dados
obtidos do espectro de *H e *3C foram comparados com os dados de Ganapaty et al.
(2006).

A férmula molecular do 4-hidroxi-5-metoxi-2-naftaldeido (LC-8) é Ci2H100s3.
Analisando o espectro de *H foi possivel visualizar picos referentes a dois dubletos
entre 6 7,8 e 7,3, respectivamente. Além disso, o0 espectro também mostrou a
presenca de uma metoxila em um singleto a 6 4,1 (C-4). O composto LC-8 é isoméro
do composto ja conhecido, 5-hidroxi-4-metoxi-2- naftaldeido, anteriormente isolado a
partir da madeira do caule de D. quiloensis (Harper et al., 1970). Antes de ter sido
isolado, o 4-hidroxi-5-metoxi-2-naftaldeido, ja havia sido sintetizado por Harper et al.
(1970).
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Isolamento do composto LC-9

Um composto de coloracdo alaranjada foi isolado da fracdo F-9-2. Seu perfil
cromatografico em CCD, usando eluente diclorometano (100%) quando revelado
com KOH/éalcool mostrou uma mancha arroxeada indicando que este pertencia a
classe das naftoquinonas.

O espectro de RMN de 'H ndo permitiu identificar corretamente o composto

LC-9, devido a problemas de degradacao.

Isolamento do composto LC-10

O espectro de RMN de *H permitiu deduzir que se tratava de um composto do
tipo antraquinona. A identificacdo ndo foi possivel devido a presenca de picos
caracteristico de hidrogénios pertencentes a acidos graxos, e apesar da tentativa,

nao foi possivel elimina-la o que impossibilitou a identificacao.

2.8.1. Testes em parasitos dos compostos extraidos de Diospyros hispida

O extrato bruto, as fragdes e os compostos isolados de D. hispida foram
testados em formas promastigotas e amastigotas de L. (L. amazonensis. A
atividade pode ser visualizada na tabela 16. Todos foram também avaliados em
células NIH-3T3, para determinacdo da citotoxicidade e posterior calculo do indice
de seletividade.

Os indices de seletividade da fracdo F-9, e de quatro compostos foram
calculados e todos foram menores que 10, indicando citotoxicidade em relacédo as
células utilizadas no estudo. A isodiospirina apresentou atividade em formas
promastigotas e amastigotas com ICso de 38,6 e 50,9 pg/mL, respectivamente.
Observou-se que ndo existe relacdo entre a atividade dos compostos nas duas
formas do parasito. O composto LC-9 apresentou excelente atividade para as formas
promastigotas, com ICso de 4,2 ug/mL e ndo apresentou atividade em amastigotas,
com um ICsp > 100 pg/mL.

A anfotericina B, medicamento referéncia usada no tratamento clinico da

leishmaniose apresentou ICso de 0,2 pg/mL em formas amastigotas do parasito.
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Porém tanto o farmaco, como o extrato bruto e o composto LC-10 mostraram
citotoxicidade acentuada na concentracdo de 100 pg/mL, com todos os macrofagos
destruidos, quando visualizados nas laminas.

Diversas naftoquinonas presentes em géneros das familias Ebenaceae,
Bignoniaceae e Plumbaginaceae apresentaram atividade em Leishmania (Iwu et al.,
1994). Naftoquinonas isoladas de extratos de Kigelia pinnata e Tabebuia
avellanedae (Bignoniaceae) foram responsaveis por atividades antibacterianas,

antifingicas e antitumorais (Houghton et al., 1994).

Tabela 16: Resultados de ICso (Ug/mL) do extrato AcOEt das raizes de D. hispida, da fracdo 9 e dos

compostos isolados em L. (L.) amazonensis e células NIH-3T3 de fibroblastos de mamifero .

D. hispida L. (L.) amazonensis IS L. (L.) amazonensis IS Células

Promastigota Amastigota NIH-3T3

ICs0 (ug/mL) ICso (Mg/mL) ICso (ug/mL)
Extrato 1,96+ 0,9 222,3 68* 6,4 43580,2
AcOEt Raiz

129,8+ 1,1 1,8 91,5 2,57 235,1+0,2

LC-6 113,7+0,8 4,7 82,6 6,44 531,6+0,4
LC-7 38,6+ 0,6 - 50,9 - >1000
LC-8 29,9+ 0,7 7,8 82,2 2,84 233,3+0,9
LC-9 4,2+ 0,6 - >100 - >1000
LC-10 >100 - 65,11* - -
Anfotericina B - - 0,2 - -

(100 pg/mL)

*na concentragdo de 100 pg/mL n&o havia células viaveis; -: ndo calculado

As quinonas representam uma ampla e variada familia de metabdlitos de
distribuicdo natural. Nos Ultimos anos intensificou-se o0 interesse por estas
substancias, devido a sua importancia nos processos bioquimicos vitais e ao
destaque cada vez maior que apresentam em variados estudos farmacoldgicos
(Silva et al., 2003).

O extrato AcOEt das raizes de D. hispida e os compostos isolados nédo
apresentaram atividade antifungica destacada (Tabela 17). O extrato bruto mostrou
CIM de 15,63 pg/mL em C. neoformans LMGO 02, o composto 4-hidroxi-5-metoxi-2-
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naftaldeido (LC-8) apresentou boa atividade em C. gattii LMGO 01 com CIM de 25
pug/mL. Prajoubklang et al. (2005) avaliaram a atividade da isodiospirina em C.
albicans ATCC 90028 e o CIM encontrado foi > 20 pg/mL. No nosso estudo a
isodiospirina (LC-7) demonstrou CIM > 200 pg/mL para Candida albicans ATCC
10231, C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei LMGO 174; CIM de 200 pg/mL para
Cruptococcus gattii LMGO 01 e de 100 pg/mL em C. neoformans LMGO 02.

Tabela 17: Atividade do extrato acetato de etila das raizes de D. hispida, fracdo 9 e compostos
isolados em leveduras do género Candida e Cryptococcus.

CIM (ug/mL)

Ca Cp Ck Cg Cn

Extrato bruto >200 >200 >200 >200 15,62
F-9 >200 >200 >200 200 100
LC-6 >200 >200 >200 100 200
LC-7 >200 >200 >200 200 100
LC-8 >200 >200 200 25 200
LC-9 >200 >200 >200 100 50
LC-10 >200 >200 >200 100 100

Ca: Candida albicans ATCC 10231; Cp: C. parapsilosis ATCC 22019; Ck: C. krusei LMGO 174; Cg:
Cryptococcus gattii LMGO 01; Cn: Cryptococcus neoformans LMGO 02

O A4cido betulinico havia sido isolado anteriormente das folhas de D.
melanoxylon. O acido betulinico é um tipo de triterpeno - lupano encontrado em
muitas espécies de plantas, que tem sido relatado como tendo atividades anti-HIV,
antibacteriana, antifingica, antiplasmaédica e anti-inflamatéria (Yogeeswari & Sriram,
2005), e por inibir o crescimento das células cancerosas, sem afetar a células
normais (Mullauer et al., 2009), alias, a ndo citotoxicidade foi demonstrada em
células de mamiferos, em astrocitos humanos (Wick et al., 1999), e em fibroblastos e
linfoblastos de sangue periférico (Einzhammer & Xu, 2004). Em nosso estudo foi
possivel demonstrar a auséncia da citotoxicidade de D. hispida em células NIH-3T3
com ICsp de 531,6 pg/mL.

Dominguez-Carmona et al. (2010) avaliaram o acido betulinico em T. cruzi

(ICso0 50 uM) e P. falciparum (ICso 22,5 pM), e o derivado acetilado do acido
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betulinico em L. amazonensis (ICso 44,9 uM) e P. falciparum (ICso 11,8 puM). Em
nosso estudo o acido betulinico (LC-6) ndo foi ativo em formas promastigotas de L.
(L.) amazonensis, com ICso de 113,7 pg/mL, entretanto um dado novo do nosso
estudo € a atividade apresentada para as formas amastigotas com ICsy de 82,6
pg/mL.

O composto LC-9 apresentou a melhor atividade em formas promastigotas de
L. (L.) amazonensis com ICso de 4,2 pg/mL.
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3. CONCLUSAO

Esse trabalho isolou e avaliou a atividade antiparasitaria e antifingica de
compostos de Spiranthera odoratissima e Diospyros hispida.

A triagem de 217 extratos do banco de extratos de plantas do bioma Cerrado
(Laboratério de Farmacognosia/UnB) permitiu selecionar 32 extratos com atividade
de inibicdo = 75% em Plasmodium falciparum resistente a cloroquina cepa FcB1,
sendo que destes onze tiveram uma atividade = a 90% de inibicdo. Estes onze
extratos foram avaliados em Trypanosoma cruzi, Leishmania (Leishmania) chagasi,
sendo 4 ativos no primeiro e 3 no segundo parasito.

As espécies, S. odoratissima e D. hispida, devido a atividade apresentada em
Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi, Leishmania (Leishmania) chagasi e
leveduras do género Candida e Cryptococcus, foram estudadas quimica e
biologicamente. O fracionamento cromatografico dos dois extratos permitiu o
isolamento de 10 compostos com alguma atividade antiparasitaria ou antifingica.

Cinco compostos foram extraidos do extrato acetato de etila das folhas de S.
odoratissima: um sesquiterpeno: 6-acetoxi,1-hidroxieudesm-4(15)-eno (ICso de 13,9
Mg/mL em P. falciparum); uma lignana: sesamina (ICso de 9,1 pg/mL em P.
falciparum); um triterpeno: B-sitosterol (ICso de 8,6 pug/mL em P. falciparum); e dois
compostos poliprenil biciclo acilfluoracil: spiranthenona A e B (CIM de > 100 e 12,5
pug/mL, respectivamente em Candida albicans ATCC 10231 e C. albicans isolado
clinico LMGO 102.

Os compostos 6-acetoxi,1-hidroxieudesm-4(15)-eno e spiranthenona A e B
foram pela primeira vez extraidos de uma planta. A sesamina foi pela primeira vez
relatada na espécie S. odoratissima.

Do extrato acetato de etila das raizes de D. hispida foi possivel isolar cinco
compostos: isodiospirina, 4-hidroxi-5-metoxi-2-naftaldeido, acido betulinico, e dois
compostos néo identificados: LC-9 e LC-10. Esses compostos séo pela primeira vez
descritos para a espécie Diospyros hispida. A atividade dos compostos foi
monitorada em formas promastigotas e amastigotas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis.

O conjunto dos resultados evidencia a atividade antiparasitaria de S.
odoratissima e D. hispida, principalmente em P. falciparum e L. (L.) amazonensis.

Esse trabalho vem valorizar o patriménio vegetal do Cerrado brasileiro.
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4. PERSPECTIVAS

Avaliar a eficacia dos compostos isolados de Spiranthera odoratissima em formas

amastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis.

Avaliar os compostos isolados de S. odoratissima em modelo in vivo de

leishmaniose cutanea.

Analisar os compostos spiranthenona A e B em modelos animais de infeccao

fungica.

Avaliacao da toxicidade in vivo dos compostos ativos.

A triagem realizada nestes extratos de plantas foi capaz de demonstrar as
atividades antiparasitarias de diferentes partes de Spiranthera e Diospyros. Estes
extratos ativos foram obtidos em acetato de etila, sugerindo que as moléculas de
interesse sdo moderadamente polares. O estudo destas espécies nao foi

completamente abordado nesta tese e merece uma investigacdo mais aprofundada.

Diversos extratos apresentaram atividade antifiingica interessante, o que abre

novas perspectivas para o estudo.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As espécies vegetais foram coletadas (Quadro 3) e identificadas juntamente
com o botéanico Prof. José Elias de Paula — UnB, entre os anos de 2006 e 2007.
Exsicatas foram mantidas no Herbario da Universidade de Brasilia (UB/UnB). Os
diferentes 6rgaos foram separados (casca e madeira do caule e da raiz, fruto, folhas

e capitulo floral), dessecados, estabilizados e pulverizados (Figura 69).

Figura 69: 1- Coleta de casca do caule; 2- Secagem do material vegetal; 3- Moinho de facas utilizado
para pulverizar o material vegetal.

5.2. PREPARACAO DOS EXTRATOS BRUTOS

O Laboratorio de Farmacognosia/ UnB possui uma extensa colecao de extratos
brutos no « Banco de Extratos de Plantas do bioma Cerrado », registrado no

Conselho de Gestdo do Patrimbénio Genético do Ministério do Meio Ambiente sob o
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processo CGEN/MMA n° 02000.002272/2006-73. O p6 do material vegetal foi
submetido ao processo de extracdo por maceracdo com 0s solventes: hexano,
diclorometano, acetato de etila, etanol e solucdo hidroalcodlica. Esses solventes
possuem diferentes polaridades. A pré-filtracdo e a filtracdo permitiram a obtencao
da solucéo extrativa, que foi concentrada em rotaevaporador, fornecendo diferentes

extratos brutos, que foram armazenados em freezer a — 20 °C.

5.3. METODOS CROMATOGRAFICOS

5.3.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

- Fase estacionaria: Silica gel 60 PFs4 (230-400 mesh - Merck®).
- Fase movel: ciclohexano (CgHs2), diclorometano (Cl,CH,), acetado de etila (AcCOEt)
e metanol (MeOH).

A placa foi observada sob lampada UV a 254 e a 365 nm e revelada com
reativos n&o-especificos e especificos. Os reagentes utilizados foram: Acido
fosfomolibdico (revelador universal), vanilina sulfarica (revelador universal) e

anisaldeido (revelador de aglcares, esterbides e terpenos).

5.3.2. Cromatografia de camada delgada preparativa

A cromatografia em camada delgada preparativa foi feita utilizando-se o
mesmo principio da CCD analitica. A diferenca € que as zonas de silica
correspondente aos compostos foram recuperadas da placa no final da migracao.

A amostra foi solubilizada em CI,CH; de maneira a obter a sua dissolucdo
total, sendo em seguida, depositada sobre a placa com o auxilio de um capilar. A
placa foi colocada em uma cuba saturada com um eluente CgH;, /ACOEt e, no fim da
migracao, foi seca e examinada sob a luz UV. Uma parte desta placa foi revelada
com revelador adequado e as zonas onde se encontravam 0S compostos foram

delimitadas. Com o auxilio de uma espéatula, a silica foi recuperada e lavada com
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diclorometano, depois filtrada e concentrada sob pressdo reduzida em
rotaevaporador.

5.3.3. Cromatografia liquida a pressédo atmosférica

- Fase estacionaria: Silica gel 70-230 mesh (Merck®) para cromatografia em coluna
(CC). As fracdes obtidas foram reunidas de acordo com o perfil cromatogréfico em
CCD.

- Fase movel: CgH1,, Cl,CH,, AcOEt, MeOH.

5.3.4. Filtracdo em gel de dextrano: Sephadex LH-20

- Fase estacionaria: gel reticulado de dextrano — Sephadex LH-20. As substancias
foram separadas de acordo com o peso molecular.

- Fase movel: MeOH

5.3.5. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE/HPLC)

- Fase estacionaria: coluna fase reversa AIT CHROMATO Kromasil C1g 5um 100 A®
- Fase movel: acetonitrila grau HPLC, H,O milique, Acido trifluoracético (TFA).

A mistura e o fluxo, 0,8 mL/min, foram regulados por uma bomba (Bomba GILSON
321®). Foi usado o detector de arranjo de fotodiodos GILSON 170°.

5.3.6. Cromatografia liquida a média pressdo (MPLC)

Bomba: KNAUER® K-120

Detector: KNAUER® detector UV K-2001

- Suportes para cromatografia: coluna fase reversa AIT CHROMATO® Coluna Flash
C-18, 40 — 60 pm (2, 4, 10 e 40 g) e AIT CHOMATO® Coluna Flash, 40-60 pm (2, 4,
10 e 40 Q).

- Fase movel: CgHj2, CH,Cl,, AcOEt, MeOH, acetronitrila grau HPLC e H,O milique.
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O MPLC é um método de separacdo com o mesmo principio do HPLC. Foram
utilizadas colunas constituidas de silica reversa com cadeias de carbono Cig €

colunas de SiO..

5.4. METODOS ESPECTROMETRICOS DE ANALISE

5.4.1. Espectrometria de massa

- Aparelho utilizado: Espectrémetro hibrido ESI-Qg-TOF QSAR Pulsar.

A ionizacao foi realizada por eletronebulizacdo (ESI) e permitiu obter ions ndo
fragmentados, do tipo (M+nH)"™ em modo positivo, ou fons desprotonados do tipo
(M-nH)™ em modo negativo. O analisador a tempo de vbéo (TOF) permitiu a
separacao unicamente em funcdo da energia cinética adquirida apos a aceleracéo
do campo elétrico, a distancia percorrida foi dada em funcdo da massa. A
interpretacdo dos espectros de massa permitiu calcular a massa do composto, e
associada a interpretacdo dos espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H e

13¢C permitiu deduzir sua férmula bruta.

5.4.2. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

- Aparelho: Brilker AC 300 para os experimentos de 1D (300,13 MHz para 'H e
75,47 MHz para **C) e Brilker avance 400 para os experimentos de 2D (400,13 MHZ
para 'H e 100,61 MHz para *3C).

- Solvente: Sigma® (RMN) 98- 99,9% deuterados.

Nas descricfes dos espectros de RMN, s significa simpleto, d dubleto, t
tripleto, g quadrupleto, m multipleto. As constantes de acoplamento (J) s&o medidas
em Hz (Hertz) e os deslocamentos quimicos sdo medidos em ppm, tendo como

referéncia o deslocamento quimico de tetrametilsilano.
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5.4.2.1. Espectros unidimensionais: RMN-1D

Espectro RMN de 'H

Por meio deste espectro, foi possivel vizualizar os deslocamentos quimicos
do hidrogénio (dn) que permitem determinar as regides do espectro caracteristicos
de certos grupamentos quimicos. A intensidade do sinal é proporcional ao niumero
de hidrogéios considerados; assim, a curva de integragdo permitiu determinar o

namero de hidrogénios representados por este sinal.

Espectro RMN *C J-modulado

Este espectro mostrou o numero de carbonos, assim como seus
deslocamentos quimicos, caracteristicos de certos grupamentos. O espectro J-
modulado permitiu distinguir os carbonos quaternarios e secundarios, dos carbonos

primarios e terciarios.

5.4.2.2. Espectros bidimensionais: RMN-2D

Espectros HSQC: Heteronuclear Single Quantum Correlation (2D, *H-*C)
Por meio desta técnica podem-se evidenciar as correlacdes diretas entre
hidrogénios e carbonos (*Jcy), e também distinguir os carbonos protonados dos

carbonos quartenarios.

Espectro COSY: COrrelated SpectroscopY (2D *H-H)
Evidenciou os acoplamentos 2Jy e 2Juy e permitiu determinar os fragmentos

das estruturas.

Espectro HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Correlation (2D *H-*C)
Indicou as correlagbes entre hidrogénios e carbonos a longa distancia:
acoplamentos 2Jcy, 3Jcn, por vezes “Jen. Permitiu agrupar os fragmentos de

estrutura determinados pelas analises precedentes.

Espectro NOESY: Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY (2D *H-'H)
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Evidenciou os acoplamentos dipolares (d £ 5A), trazendo informacdes
estereoquimicas, o que permitiu verificar a estrutura e determinar a configuracédo

relativa das moléculas, principalmente de duas que sao isbmeras.

3.4.2.3 Espectroscopia em Infravermelho (1V)
Os espectros de absorcdo em infravermelho (IV) foram registrados em um
aparelho FTIR SHIMADZU 8400S®. Cada espectro representa as caracteristicas das

funcdes quimicas do composto de interesse.

5.4.2.3. Rotacédo otica

Os poderes rotatorios ([a]p) foram determinados por um polarimetro Perkin-
Elmer 341°. O raio D (589 nm) de uma lampada de sédio foi utilizado como origem

da luz incidente. A concentracdo foi expressa em g/100 mL.

5.5. TESTES BIOLOGICOS

5.5.1. Atividade in vitro em Plasmodium falciparum

Os testes foram realizados no Laboratério de Biologia Funcional dos
Protozoarios USM 0504, do Museu Nacional de Histéria Natural de Paris, Franga. A
atividade em Plasmodium falciparum, cepa FcB1 resistente a cloroquina, foi avaliada
por incorporacdo de hipoxantina tritada no DNA do parasito, segundo a técnica
descrita por Desjardins (1979). A cepa foi mantida em cultura de hemacias segundo
0 método descrito por Trager & Jensen (1976).

Os testes foram realizados em placas de 96 pocgos contendo 92 puL de meio
de cultura RPMI 1640 suplementado com albumina 5%; 8 pL do extrato ou fragéo ou
composto a ser testado na concentragcao de 10 pg/mL no primeiro pog¢o, com
sucessivas diluicdes seriadas. As diluices variaram entre 100 e 1,56 pg/mL. Uma
suspensao de hemacias infectadas com o parasito na sua forma de anel, em 100 pL
de meio de cultura, foi adicionada na placa.

As placas foram incubadas durante 24 h a 37 °C, em ambiente enriquecido
com 5% de CO,. ApoOs esse periodo, foram adicionados 25 pL de hipoxantina

tritiada, & concentragdo de 0,5 uCi, em cada poco e as placas foram recolocadas na
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estufa durante 24 h a 37 °C com 5% de CO,. A hipoxantina tritiada se incorpora ao
DNA do parasito viavel, permitindo a quantificacdo por um cintilador. A etapa
seguinte consistiu em se congelar a placa por 2 h, descongelando-a em seguida.
Este procedimento teve a finalidade de lisar as células.

Os pocos foram entdo filtrados para recuperacao do DNA em filtros revestidos
com fibra de vidro, lavados com agua, secos (na estufa) e somente entdo foi
adicionado o liquido cintilador. Um aparelho de leitura de cintilacdo permitiu a
determinacdo da radioatividade. Valores baixos de radioatividade correspondem a
inibicdo do crescimento do parasito. A curva dada em funcdo f (taxa de
radioatividade) = - log [concentracdo da amostra] permitiu determinar o ICsp. A

cloroquina foi utilizada como controle positivo.

5.5.2. Atividade in vitro em formas promastigotas de Leishmania (Leishmania)

chagasi e Leishmania (Leishmania) amazonensis

Os extratos considerados ativos para P. falciparum foram avaliados em L. (L.)
chagasi e um dos extratos teve o fracionamento cromatogréafico biomonitorado em L.
(L.) amazonensis. Os testes foram feitos em placa de cultura celular de 96
escavacoes. Cada poco recebeu 100 pL de meio Schneider suplementado com 10%
de soro fetal bovino e gentamicina, para L. (L.) amazonensis e RPMI 1640, para L.
(L.) chagasi. Em seguida, foram adicionados 8 pL dos extratos ou substancias na
concentracdo de 10 pg/mL, e 10° formas promastigotas de L. (L.) chagasi ou L. (L.)
amazonensis. O volume de cada poco foi completado para 200 uL com meio de
cultura. A placa foi incubada a 22 °C por 48 h em estufa de B.O.D. ApGs o periodo
de incubacéo foi realizada a andlise dos parasitos por meio de um microscopio
invertido. Foi utilizado o seguinte padrao: (0) nao ativo; (+) pouco ativo; (++) ativo;
(+++) muito ativo. Os extratos que inibiram 100% de parasitos na concentracédo de
100 pg/mL tiveram a ICsp calculada.

Para este calculo foram feitas diluicbes seriadas de 100 a 0,78 pg/mL. Como
controle positivo foi utilizada a miltefosina® (25 pug/mL) e como controle negativo foi

utilizado o DMSO a 1%. Os experimentos foram realizados em triplicata.
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5.5.3. Atividade in vitro em formas amastigotas de Leishmania (Leishmania)

amazonensis

Camundongos Balb C de aproximadamente oito semanas receberam 0,5 mL
de tioglicolato (5%) no peritbnio, para estimular a producdo de macrofagos, 3 dias
antes do inicio do teste. ApGs este periodo, os animais foram sacrificados e com
auxilio de uma seringa foram injetados 10 mL de meio RPMI 1640 gelado no
peritbnio dos animais. O meio de cultura foi recuperado juntamente com o0s
macrofagos. Em seguida, o meio de cultura foi centrifugado por 7 minutos a uma
rotacdo de 1200 gr a 4 °C.

O sobrenadante foi descartado e os macr6fagos foram recuperados e
ressuspendidos em 3 mL de RPMI 1640. A contagem das células foi feita em uma
camara de Neubauer. Os testes foram feitos em placa de cultura celular de 24
escavacdes, contendo laminulas de 13 mm, onde foram adicionadas 8 x 10° células
por poco e o volume completado para 400 pL com meio de cultura. As placas foram
incubadas em estufa a 37 °C com 5% de CO,, overnight.

No segundo dia, foi retirado o meio de cultura de cada poco e adicionado 300
uL de meio de cultura RPMI 1640 contendo 8 x 10 de parasito, 10 vezes mais que o
namero de macrofagos. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C contendo 5%
de CO,, por 4 h, periodo no qual os macréfagos realizaram a fagocitose dos
parasitos presentes. Logo apds esse periodo, o meio de cultura foi trocado pela
diluicdo seriada das amostras a serem testadas, em concentracdes variando de 100
a 12,5 pg/mL. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C contendo 5% de CO,,
por 24 h.

Apbs esse periodo, o meio de cultura foi retirado e as laminulas foram
coradas com Giemsa®, por 10 minutos, lavadas com agua destilada e as laminas
foram preparadas. A contagem do nimero de macrofagos infectados pelos parasitos
foi realizada em microscopio.

Como controle positivo foi utilizada anfotericina B® (100pg/mL) e como

controle negativo, o DMSO a 1%. Os experimentos foram realizados em triplicata.
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5.5.4. Atividade in vitro em formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi

Os extratos considerados ativos para P. falciparum foram avaliados em
formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi. Os testes foram feitos em placa de
cultura celular de 96 escavacdes. Cada poco recebeu 100 pL de meio LIT estéril
suplementado com 100 U/mL de penicilina, 100 png/mL de estreptomicina e 5% de
soro fetal bovino. Em seguida, foram adicionados 8 L dos extratos ou substancias a
concentracdo de 10 mg/mL, e 10° de formas epimastigotas de T. cruzi. Cada poco
foi completado com o volume de 200 pL de meio de cultura. A placa foi incubada a
22 °C por 72 h em estufa do tipo B.O.D. Apéds o periodo de incubacao, foi realizada a
analise dos parasitos por meio de um microscopio invertido. Foi utilizado o seguinte
padrao: (0) ndo ativo; (+) pouco ativo; (++) ativo; (+++) muito ativo. Os extratos que
inibiram 100% de parasitos a concentracdo de 100 pg/mL tiveram a ICso calculada.
Como controle positivo, foi utilizado o benznidazol (100 pg/mL) e como controle

negativo foi utilizado o DMSO a 1%. Os experimentos foram realizados em triplicata.

5.5.5. Atividade antifungica in vitro

5.5.5.1. Fungos

Para os ensaios antifungicos, foram utilizadas cepas de leveduras de
Cryptococcus neoformans LMGO 02, Cryptococcus gatti LMGO 01, Candida
albicans ATCC 10231, Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida krusei LMGO
174. Os micro-organismos foram mantidos em &gar batata dextrose inclinado a

temperatura ambiente.

5.5.5.2. Teste de difusdo em agar

As solucbes de agar batata dextrose foram preparadas com agua destilada.
Estas solucdes foram entdo autoclavadas (20 min, 121 °C) e distribuidas em placas
de Petri de 14 cm de diametro (20 mL de meio de cultura por placa). Apos
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solidificacéo do agar, foram feitas cavidades de 6 mm de didmetro, com auxilio de
uma pipeta Pasteur.

Em seguida, uma suspensao de cada cepa foi preparada em solucéo salina a
0,85% ajustada para o0 padrdao de turbidez McFarland 0,5 e distribuida
uniformemente em toda a superficie de uma placa de Petri de 140 mm de diametro,
contendo o meio de cultura puro e estéril. Na cavidade central de cada placa foram
colocados 50 puL de DMSO estéril, usado como controle negativo em nossos testes.

Os extratos a serem testados foram diluidos em DMSO estéril para a
obtencdo de uma concentracdo de 100 mg/mL. Um volume de 50 pL desta solucao
foi depositado nas cavidades perfuradas (Figura 70), e as placas foram incubadas a
35 °C até que o crescimento dos fungos permitisse a medida visual de uma zona de
inibicdo em torno de cada cavidade. A atividade antifUngica de cada extrato foi
avaliada com base na presenca ou auséncia de halos de inibicdo do crescimento.
Estes halos foram medidos com uma régua milimetrada, em quatro dire¢cdes tendo
como medida final o menor didmetro. O teste foi realizado em duplicata e os
resultados foram apresentados como a média da medida dos halos. Os antifingicos
fluconazol e itraconazol, a uma concentracdo de 10 pg/mL, foram utilizados como

controles positivos e 0 DMSO como controle negativo.

Figura 70: Adicdo dos extratos nas placas de Petri.

5.5.5.3. Teste microdiluicdo em placa de 96 pocos
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O in6culo foi preparado a partir de cultura de 48 horas para espécies de
Candida e Cryptococcus. A suspensao resultante foi homogenizada em vortex
durante 15 segundos e a densidade celular, ajustada a escala padrédo de McFarland
0,5. Esse procedimento fornece uma suspensdo-padrdo de levedura contendo 1 X
10° a 5 x 10° células/mL. A suspensdo utilizada para realizacdo dos testes
antifangicos foi produzida fazendo-se uma diluicdo 1:100, seguida de outra de 1:20
da suspensdo-padrdo com meio liquido RPMI 1640, resultando em uma
concentracdo de 5,0 x 10? a 2,5 x 10° células/mL.

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 pocos da
placa. Em seguida, nos pocos da primeira coluna, foram adicionados 100 pL do
extrato e dos controles positivos, previamente diluidos na concentracdo adequada,
que variou de 1000 a 1,95 pug/mL. Foram realizadas diluicbes seriadas. Em seguida,
adicionou-se 100 pL do indculo. A coluna onze foi preenchida com o meio RPMI e o
micro-organismo (controle negativo) e a coluna doze com meio RPMI (controle de
esterelidade do meio). As placas foram embaladas com filme PVC individualmente e
incubadas em estufa a 35 °C por 48 h.

A leitura da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi feita visualmente da
direita para a esquerda, observando o crescimento do fungo no pogo. No primeiro
poco onde néo foi observado crescimento do fungo foi considerado o valor do CIM.
Os testes foram realizados em triplicata. O itraconazol e o fluconazol foram utilizados

como controles positivos.

5.6. CITOTOXICIDADE

A citotoxicidade foi avaliada em células de fibroblastos de mamifero da
linhagem NIH-3T3. As células foram mantidas em meio DMEN, suplementado com
gentamicina, em estufa a 37 °C com 5% de CO..

O teste foi realizado em placas de 96 pocos seguindo a metodologia proposta
por Mosmann (1983). No primeiro dia, 8 x 10° células, contadas em camara de
Neubauer, foram colocadas em cada pog¢o e o volume foi completado para 200 pL
com meio DMEN. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C com 5% de CO, por
24 h, para que as ceélulas pudessem se aderir ao fundo do poco.
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Os extratos e os compostos isolados foram entdo colocados em cada poco,
previamente diluidos, em concentragbes de 300 a 9,18 pg/mL. As placas foram
incubadas em estufa a 37 °C com 5% de CO, por 24 h.

Apoés 24 h, a viabilidade celular foi determinada pelo teste colorimétrico do 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H tetrazolina bromido (MTT — Invitrogen®).
Este teste consiste em adicionar 15 pL de uma solugéo de MTT a 5 mg/mL em PBS
em cada poco. As placas séo incubadas a 37 °C em 5% de CO, por 3 horas. Apos
este periodo, o0 meio de cultura foi retirado e 100 uL de DMSO adicionados em cada
um dos pocos. A absorbancia é medida com um espectrofotdmetro em um leitor de

microplacas com comprimento de onda de 595 nm.

5.7. ANALISE ESTATISTICA

A concentracdo inibitéria de 50% (ICsg) do crescimento do parasito e da
atividade em células NIH-3T3 foi determinada pela andlise da regresséo linear ou
nao-linear. Os resultados foram expressos como + o desvio padrédo, determinado a

partir de trés experimentos independentes (Microsoft Excel® 2003).

5.8. ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES DE Spiranthera odoratissima

5.8.1. Obtencdo do extrato acetato de etila (AcOEt) das folhas de Spiranthera

odoratissima

As folhas dessecadas, estabilizadas e pulverizadas (3000 g) de S.
odoratissima foram submetidas a extra¢cdes sucessivas com AcOEt por um processo
de maceracdo. O extrato bruto (20 g) foi obtido apos a evaporacdo do solvente, sob

pressao reduzida, a 40 °C em um rotaevaporador.

5.8.2. Fracionamento cromatografico do extrato AcOEt das folhas de Spiranthera

odoratissima.
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Em uma primeira etapa, 8 g do extrato foram submetido a uma coluna
cromatografica aberta em SiO, gel (800 g) com um gradiente CgH12/AcOEt (100:0 a
0:100) e em seguida, CH,CIl,/MeOH (100:0 a 0:100).

Para eliminacdo dos acidos graxos foi feita a deslipidizacdo do extrato, por
meio de uma separacdao liquido-liquido, em funil de separacéo.

Por esse motivo, foi realizada uma segunda etapa, em que outra parte do
extrato (12 g) foi submetida a uma particdo em funil de separacdo, com CgHo,
AcOEt, n-butanol e 4gua. O objetivo desta particdo foi reter os acidos graxos na
fracdo ciclohexanica. O extrato foi solubilizado em 100 mL de ciclohexano. Apos 2
horas, a parte soltvel foi recuperada (m= 0,832 g). O restante foi solubilizado em
100 mL de CH.CIl,, e concentrado em rotaevaporador. Esta fracdo CH,Cl, foi
novamente solubilizada em 200 mL de ciclohexano (m= 4,955 g). A fracdo solavel no
ciclohexano (m= 2,035 g) foi particionado em 100 mL de agua (m= 0,057 g). A
fracdo n-butanol obtida a partir da particdo precipitou gerando duas sub-fracoes
(ml= 0.435 e m2= 0,063 g). O residuo insoluvel nesses trés solventes foi
solubilizado em 200 mL de AcOEt (m= 12,345 g). As fracBes foram testadas em
cepas FcB1 de P. falciparum resistentes a cloroguina.

A fracao ativa (inibicdo > 90% em P. falciparum) foi submetida a cromatografia
em coluna aberta de silica gel (800 g) com gradiente de CgH12/AcOEt (95:5 a 0:100),
e em seguida AcOEt /MeOH (80:20 a 0:100). Foram obtidas 22 subfracdes (Tabela
18).

Tabela 18: FracBes obtidas do fracionamento do extrato acetato de etila das folhas de S.
odoratissima, com respectivos rendimentos e % de inibicdo em P. falciparum.

Fracoes Quantidade (mgQ) Rendimento % P. falciparum

% de inibicao

1 7 0,1 <90
2 118 1 <90
3 76 0,6 <90
4 85 0,7 98,3
5 821 6,8 <90
6 457 3,8 96,5
7 440 3,7 <90
8 243 2 <90



155

9 511 4,3 <90
10 435 3,6 97,2
11 289 2,4 <90
12 537 4,5 98,5
13 359 3 <90
14 298 2,5 <90
15 517 4,3 <90
16 609 5,1 <90
17 905 7,5 <90
18 429 3,6 <90
19 542 4,5 <90
20 654 5,5 <90
21 3.111 25,9 98,8
22 373 3,1 98,4

Os grupos obtidos foram testados e os ativos foram submetidos a novos
fracionamentos em coluna aberta de silica gel, coluna aberta de Sephadex LH-20 e

MPLC, com gradientes variados de solventes.

5.8.3. Isolamento de LC-1 (2 mg)

O composto LC-1 foi isolado de duas fracdes obtidas do fracionamento do
extrato AcOEt de folhas de Spiranthera odoratissima.

A fracdo F-6 (17,6 mg) foi submetida a cromatografia em MPLC (2 g) com
gradiente de CgH12/AcOELt (90:10 a 0:100) seguido de um gradiente AcOEt/MeOH
(100:0 a 0:100). Deste fracionamento foram obtidas 17 subfragbes. As subfragbes
SF-6-3 e SF-6-4 (10 mg) foram reunidas e novamente submetidas a cromatografia
em MPLC (1 g) com gradiente de CgHi2/AcOEt (90:10 a 0:100). Desta purificagéo
foram obtidas 10 subfragcdes sendo que a subfracdo SF-6-(3-4)-2 foi identificada
como LC-1.

O composto LC-1 foi novamente isolado da fracdo F-4, também usando o

MPLC para a purificagéo.
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5.8.4. Isolamento de LC-2 (4 mg)

A fracdo 4 (61 mg) foi submetida a cromatografia em MPLC (3 g) com
gradiente de CgH12/AcOEt (95:5 a 90:10). Foram obtidas 8 subfracées, dentre as
quais a SF-3 que corresponde ao composto denominado LC-2. As subfracbes SF-4

e SF-2 apresentaram como uma mistura dos compostos LC-2 e LC-1.

5.8.5. Isolamento de LC-3 (25 mg)

A fracdo F-10 (435 mg) foi submetida a cromatografia em coluna aberta de
silica (1,5 g) com gradiente de CgHi/ACOEt (90:10 a 0:100) e em seguida
AcOEt/MeOH (100:0 a 0:100). Deste fracionamento foi obtido o composto LC-3 puro
na SF-1.

5.8.6. Isolamento de LC-4 (2 mg) e LC-5 (3 mg)

A fracdo F-12 (8 mg) foi purificada em cromatografia de camada delgada
preparativa. Apds sucessivas eluicdes com um sistema eluente CgH12/AcOEt (99:1),
duas bandas foram visiveis quando expostas a luz ultravioleta 256 nm. A primeira
banda foi isolada, raspada da placa e a silica foi lavada com diclorometano e filtrada,
originando o composto LC-4. A segunda banda também foi isolada originando o

composto LC-5.

5.9. ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES DE Diospyros hispida

5.9.1. Obtencao do extrato de acetato de etila das raizes de D. hispida

As raizes dessecadas, estabilizadas e pulverizadas (3000 g) de D. hispida
foram submetidas a extracbes sucessivas com AcOEt por um processo de
maceracdo. O extrato bruto (8 g) foi obtido apdés a evaporacdo do solvente, sob

presséao reduzida, a 40 °C, em um rotaevaporador.
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5.9.2. Fracionamento cromatografico do extrato ACOEt das raizes de D. hispida.

Uma aliquota desse extrato (7,8 g) foi submetida a uma particdo em funil de
separacdo com CgH12/ACOEt/H,0. O objetivo desta particao foi retirar grande parte
dos &cidos graxos na fracdo ciclohexanica. A fracdo ativa em L. (L.) amazonensis
com 100% de inibicdo foi submetida a cromatografia em coluna aberta de silica gel
(500 g) com gradiente de CgH12/AcOEt (100:0 a 0:100) e em seguida AcOEt/MeOH
(95:5 a 0:100).

Os grupos obtidos foram testados e os ativos (Tabela 19) foram submetidos a
novos fracionamentos em coluna aberta de silica gel, e CCD preparativa com

gradientes variados de solventes.

Tabela 19: Fragbes do extrato AcCOEt da raiz de D. hispida, com o sistema de eluentes utilizados e as
respectivas quantidades obtidas

Fracdes Eluente Quantidade (mg)
(CeH12/AcCOEt/MeOH)
F-1 100:0:0 89,4
F-2 98:2:0 54
F-3 98:2:0 43
F-4 95:5:0 45
F-5 95:5:0 220
F-6 95:5:0 € 90:10:0 490,2
F-7 90:10:0 651,7
F-8 85:15:0 332,6
F-9 80:20:0 842
F-10 80:20:0 972,1
F-11 80:20:0 375,9
F-12 70:30:0 105
F-13 70:30:0 575,4
F-14 60:40:0 87,2
F-15 60:40:0 203,8
F-16 50:50:0 253,8

F-17 50:50:0 e 30:70:0 200,5
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F-18 30:70:0 360,9
F-19 0:100:0 85,9
F-20 0:100:0 170

F-21 0:95:5 140,8
F-22 0:95:5 118,2
F-23 0:90:10 400,1
F-24 0:85:15 e 0:80:20 880,3
F-25 0:70:30 e 0:60:40 210,2
F-26 0:50:50 140,5
F-27 0:50:50 102,6
F-28 0:0:100 500

A fragdo 9 mostrou-se rica em naftoquinonas, segundo seu perfil
cromatografico em CCD. Por esse motivo decidimos realizar uma extracdo de
naftoquinonas utilizando para isso um funil de separacdo. Foram adicionados 10 mL
de KOH (1IN) a 700 g da fracdo, em seguida foram misturados 500 mL de
diclorometano. A fase aquosa foi recuperada e acidificada com aproximadamente 10
mL de acido cloridrico (HCI 1N), o pH foi conferido com fita de medicdo de pH. A
fase diclorometanica foi concentrada e denominada de FD9.

A fase aquosa acidificada foram adicionados mais 500 mL de diclorometano e em
seguida a fase organica foi recolhida e concentrada. Esta fase foi denominada FNO.
A partir da FN9 (250 mg) foi preparada uma coluna aberta de SiO, gel (2 Q)

utilizando-se um gradiente de CgH12/ACOEL.

5.9.3. Isolamento de LC-6 (4 mg)

A fracdo F-11, oriunda do fracionamento do extrato das raizes de D. hispida,
foi obtida no eluente CgH12/AcOELt (80:20). Por apresentar perfil puro em CCD esta
foi submetida ao RMN e os espectros foram analisados e comparados aos dados ja

existentes na literatura.
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5.9.4. Isolamento de LC-7 (5 mg)

A fracdo FN9 (250 mg), obtida a partir da metodologia utilizada para extragcéo
das naftoquinonas, foi purificada originando 16 subfragbes. A subfragcdo SF-3 foi
repurificada em coluna de SiO; gel utilizando dois gradientes de CgH12/AcOELt (95:5 a
90:10), de onde foram recuperadas 4 subfracdes. ApOs analise espectroscopica em
RMN e comparacéo dos dados aos ja existentes na literatura, foi possivel determinar
a estrutura do LC-7.

5.9.5. Isolamento de LC-8 (2 mg)

A FD9 (14 mg) foi submetida a uma cromatografia em camada delgada
preparativa. Apos sucessivas eluicdes com o sistema eluente CgH12/ACOEL (95:5),
duas bandas foram isoladas, raspadas da placa e a silica foi lavada com
diclorometano e filtrada.

Foram obtidos 2 mg do composto LC-8 (12 banda), analisado em RMN, e os
dados comparados com os ja disponiveis na literatura. A segunda banda nao foi
identificada devido a pequena quantidade de amostra disponivel.

5.9.6. Isolamento de LC-9 (1 mg)

A subfracdo SF-2 obtida da purificacdo de FN9 foi submetida a uma
cromatografia em camada delgada preparativa. ApOs sucessivas eluicdes com o
sistema eluente CgH12/AcOELt (98:2), duas bandas foram isoladas, raspadas da placa
e a silica foi lavada com diclorometano e filtrada.

Foram obtidos 3 mg do composto LC-9 (12 banda de coloracao alaranjada),
analisado em RMN e os dados comparados aos ja disponiveis na literatura. A
segunda banda, de coloragdo marrom, néo foi identificada devido a pequena
quantidade de amostra disponivel.
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5.9.7. Isolamento de LC-10 (1 mg)

O composto LC-10 foi obtido da purificacdo da subfracdo SF-8 (70 mg),
originada da purificagdo da fragdo FN9. Foi feita uma coluna de SiO; gel (2 g) com
gradiente CgH12/ACOEL (97:3 e 92:8) que deu origem a 3 subfracfes. A subfracéo
SF-2 foi submetida ao RMN por estar aparentemente pura quando visualizada em
CCD.
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Anexo 1. Espectros RMN de LC-1
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Anexo 2: Espectros RMN de LC-2
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Anexo 5: Espectros RMN de LC-5
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