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RESUMO

Este trabalho descreve pela primeira vez o estudo quimico e a avaliagdo do
potencial biolégico de extratos e compostos isolados das folhas e caule de Myrciaria
ferruginea (Myrtaceae). Apds secagem e trituragcéo, folhas e caule foram submetidos
a maceracdao com acetona e EtOH 90%, respectivamente. Apds remocao dos
solventes, os extratos brutos foram suspensos em solu¢cdo MeOH-H,O e extraidos
com hexano, CHCI3; e AcOEt. As fracGes resultantes foram avaliadas quanto ao seu
potencial antibacteriano frente a Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Enterococus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter
aerogenes, bem como quanto a viabilidade celular (células fibroblastos 3T3 e de
macrofagos J774), Migracdo horizontal in vitro, inibicdo da producdo de espécies
reativas de oxigénio induzida pelo lipopolissacarideo, larvicida (larvas do Aedes
aegypti) e anticolnesterasicos. O estudo quimico das fracbes ativas resultou no
isolamento de trés fitoesteroides (B-Sitosterol, Estigmasterol e 3-O-B-D-
glicopiranosilsitosterol), cinco triterpenos (Lupeol, 38-Betulinaldeido, Betulinol, Acido
betulinico e, possivelmente um novo produto natural, o Acido 3a,2B,23-
Trihidroxiolean-12-en-6ico) e de um derivado do &cido elagico (Acido
hexametilcoruloelagico) que estd sendo descrito pela primeira vez na familia
Myrtaceae. Estes compostos tiveram suas estruturas identificadas com base na
analise dos dados de RMN em uma e duas dimensfes (HSQC e HMBC) e pela
comparacdo com dados da literatura. Os extratos inibiram o crescimento de S.
aureus e S. epidermidis, dois agentes infecciosos comumente encontrados em
unidades de terapias intensivas e, com excec¢ao da fracdo em MeOH-H,O das folhas
que nao apresentou efeito citotdéxico na concentragdo de 15,625 pg/mL, as demais
foram citotdxicas frente a células 3T3 em todas as concentracdes testadas (15,625 a
500 pg/mL). O extrato bruto em EtOH e as fragdes em hexano e em MeOH-H,O do
caule, nas concentragdes de 15,625 a 62,5 pg/mL, ndo apresentaram citotoxicidade
frente a células fibroblastos 3T3 (viabilidade celular > 80%) e a fracdo em AcOEt ndo
apresentou efeito citotdxico na menor concentragao testada (15,625 ug/mL). Quando
comparadas com o0 grupo de células expostas somente ao meio de cultura, as
células tratadas com os compostos isolados (mistura de Lupeol e 33-Betulinaldeido,
Acido hexametilcoruoloelagico e 3B-Betulinaldeido puro), nas concentra¢es de
15,625 a 32,25 pg/mL, ndo causaram aumento na producdo de EROs. Contudo,
quando comparadas com o0 grupo de células tratadas com o0s compostos e as
estimuladas com LPS, uma significativa reducdo da producdo de EROs foi
observada, sugerindo, portanto, que estes compostos interferem no processo
inflamatorio induzido pelo LPS. Nos ensaios larvicidas, amostras de folhas e caule
exibiram de fraca a moderada atividade e, de modo analogo aos compostos isolados
(B-Sitosterol e Estigmasterol, Lupeol e 3B-Betulinaldeido, Acido hexametil-
coruoloelagico e Acido betulinico), também foram ativos como anticolinesterasico.

Palavras-chave: Myrciaria ferruginea. Myrtaceae. Antibacteriana. Larvicida.
Viabilidade celular. Acido hexametilcoruloelégico. Triterpenos.



ABSTRACT

This work describes for the first time chemical study and evaluation of the
biological potential of extracts and isolated compounds from the leaves and stem
Myrciaria ferruginea (Myrtaceae). After drying at room temperature and grinding,
leaves and stems were subjected to maceration with acetone and 90% EtOH,
respectively. After removal of the solvents under vacuum, crude extracts were
suspended in MeOH-H,O solution and successively extracted with hexane,
chloroform and ethyl acetate. The fractions resulting from this procedure were
evaluated for their antibacterial effect against Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Enterococus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, and Enterobacter
aerogenes, as well as citotoxic (fibroblasts 3T3 cells and macrophages J774),
horizontal migration in vitro, inhibition of production of ROS induced by LPS,
larvicidal (Aedes aegypti larvae) and anticholinesterasics. Phytochemical study from
actives fractions resulted in the isolation of three phytosteroids (B-Sitosterol,
Stigmasterol and 3-O-B-D-glucopyranosylsitosterol), five triterpenes (Lupeol, 36-
Betulinaldehyde, Betulinol, Betulinic acid and 3a,23,23-Trihydroxyolean-12-en-oic
acid, very likely a new natural product) and an ellagic acid derivative
(Hexamethylcoruleoellagic acid) which is being described for the first time in the
Myrtaceae family. All isolated compounds had their structures identified on the basis
of their NMR spectral data, including 2D experiments (HSQC and HMBC), and by
comparison with literature data. Extracts also inhibited the growth of S. aureus and S.
epidermidis, two infectious agents commonly found in intensive care units. With
exception of MeOH-H,O fraction of the leaves that showed no cytotoxic effect at
15.625 pg/mL, the remaining fractions exhibited cytotoxic activity against 3T3 cells at
all tested concentrations (15.625 to 500 pg/mL). The crude EtOH extract, hexane and
MeOH-H,0 fractions from stems at concentrations of 15.625 to 62.5 pg/mL showed
no cytotoxic effect against 3T3 cells (cell viability > 80%) and EtOAc fraction was
cytotoxic at lower concentration tested (15.625 pg/mL). When compared to the group
exposed only to the cell culture medium, the cells treated with isolated compounds
(mixture of Lupeol and 3B-Betulinaldehyde, Hexamethylcoruleoellagic acid and 33-
Betulinaldehyde), at concentrations from 15.625 to 32.25 ug/mL, they did not
increased ROS-production in a model of inflammation induced by LPS. However,
when compared the group of cells treated with the compounds and the stimulated
with LPS a significant reduction in ROS-production was observed. These results
suggest that these compounds interfere with the inflammatory process induced by
LPS. In larvicidal assays samples from leaves and stems exhibited weak to moderate
activity and analogously to isolated compounds (B-sitosterol and Stigmasterol, Lupeol
and 3pB-Betulinaldehyde, Hexamethylcoruleoellagic acid, and Betulinic acid) they
have provided positive results as anticholinesterase.

Key-words: Myrciaria ferruginea. Myrtaceae. Antibacterial. Larvicidal. Cell
viability. Hexamethylcoruleoellagic acid. Triterpenes.
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1.INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais para curar doencas estd presente desde o
inicio das civiliza¢des, que possuiam suas proprias referéncias historicas quanto a
realizacdo desta pratica. Naquela época a saude era entendida como a harmonia
entre 0 corpo, a mente e o espirito, relacionando-se a magia, da qual na maioria das
vezes, as plantas eram consideradas como “um presente dos deuses” que por meio
delas o ser humano poderia tratar os poderes maléficos oriundos da terra, neste

caso as doencas que se manifestavam naquela populacédo (ARAUJO et al., 2014).

Os primeiros registros fitoterapicos datam do periodo de 2838-2698 a.C.
qguando o imperador chinés Shen Nung catalogou 365 ervas medicinais e venenos
(FRANCA et al., 2008). Outros registros foram encontrados no manuscrito Egipicio
“‘Ebers Papirus”, de 1.500 a.C., em que continham informacdes sobre 811
prescricdes e 700 drogas. Muitas das espécies ainda séo hoje utilizadas, como por
exemplo, o “Ginseng” (Panax spp.), Ephedra spp., Cassia spp. e Rheum palmatum
L., além de servir como fontes para industrias farmacéuticas (FIRMO et al., 2011). A
medicina da época adotava uma postura empirica, na qual o conhecimento era

passado de geracdo em geracado até a época atual (QUEIROZ; CANESQUI, 1986).

O periodo conhecido como civilizacdo grega, no qual varios filésofos criaram
obras sobre a histéria dos produtos naturais, como Teofrasto (372 a.C.), com varias
obras sobre a histéria das plantas. E de sua propriedade, o registro da utilizacdo da
espécie Papaver somniferum L., cujo principio ativo é a morfina (Figura 1), um
opidide extraido do Opio que promove analgesia intensa e de longa duragao (SILVA;
SAKATA; ISSY, 2004). Outros de seus registros foram encontrados em sumerianos
de 5000 a.C. e tabulas assirias (PINTO et al., 2002). J& no século XX, foi descoberto
por Alexander Fleming o primeiro antibidtico, a “penicilina” (Figura 1), isolada de
um fungo do género Penicilium, responsavel pela regressdo da inflamagéo. A partir
desta, houve a promocdo e o desenvolvimento da quimioterapia e de diversos
antibioticos que se somam ao arsenal terapéutico atual (CORREA, 1944). Outras

substancias de origem vegetal importantes sdo as anticarginogénicas, isoladas de
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Catharanthus roseus (L.) G. Don, os alcalbides, vimblastina e vincristina (Figura
1) que séo atualmente utilizados no tratamento de linfoma de Hodgkin, sarcoma de
Kaposi, cancer de ovario e testiculos e leucemia linfoblastica aguda infantil
(BRANDAO et al., 2010). Outro farmaco de grande importancia é o paclitaxel
(Taxol®) (Figura 1), extraido de Taxus brevifolia Nutt que € utilizado no combate aos
canceres de mama e ginecolégicos (HOLANDA et al., 2008; GARCIA et al., 2009;
COSTA-LOTUFO et al., 2010). Existem varios exemplos, de grande importancia na
medicina que servem também de protétipos na obtencdo de novos farmacos
(CALIXTO, 2003).

Segundo dados da organizacdo Conservation International, estima-se que
existam no Brasil cerca de 60 milh6es espécies vegetais (22% do total mundial)
(SALATI; SANTOS; KLABIN, 2007), englobando de 15-25% de todas as espécies
vegetais que vém sendo estudada sob varios aspectos ao longo de quase sessenta
anos de pesquisas multidisciplinares (JOLY et al., 2011). Dentre essas espécies
estima-se que cerca de 100.000 estao catalogadas e apenas 8.000 avaliadas quanto
a sua composicdo quimica e 1.100 quanto as suas propriedades terapéuticas
(NICOLETTI, 2010). Desta forma, o Brasil possui um dos maiores patriménio
biogenéticos do mundo (ANDRADE, 2013).

A busca do tratamento ideal para a cura das doencas e por novos farmacos
evoluiu juntamente com a quimica dos produtos naturais, sendo as espécies
vegetais a maior fonte de inspiracdo (COSTA-LOTUFO et al., 2010). Desta feita, os
produtos naturais vém ganhando espaco na industria farmacéutica que busca novos
padrdes moleculares bioativos, bem como na utilizacdo como fitoterapicos (JUNIOR;
BOLZANI, 2006). Atualmente, as plantas medicinais movem altos valores financeiros
e representam o tipo de tratamento mais acessivel para cerca de 80% da populagéao
(MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010). O mercado mundial de fitoterapicos
movimenta cerca de US$ 22 bilhdes/ano e no Brasil estima-se que este comércio
seja de 5% em relacdo ao mercado total de medicamentos, avaliando-o em mais de
US$ 400 milhdes (CZELUSNIAK et al., 2012). Entretanto, as pesquisas para a
construcdo do conhecimento cientifico e inovacdes terapéuticas sao ainda
incipientes e existem lacunas referentes ao conhecimento cientifico de suas
propriedades quimicas, farmacoldgicas e toxicolégicas a fim de assegurar a eficacia

e a seguranca do uso das plantas medicinais, repercutindo em uma realidade
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brasileira, que apesar de possuir a maior diversidade vegetal do mundo e muitas
plantas medicinais sejam de amplo conhecimento popular, 0 nimero de informacdes

sobre essas plantas tem aumentado apenas 8% anualmente (BESSA et al., 2013).

Figura 1 — Origem natural do farmaco e sua estrutura quimica.

Paclitaxel

Vimblastina (R=CH,)
Vincristina (R=CHO)

Morfina

Fonte: Adaptado de AMARIZ, 2016.

Contudo, considerando as atividades biologicas observadas em algumas
espécies da familia Myrtaceae e a auséncia de estudos quimico e biolégico sobre a
espécie Myrciaria ferruginea O.Berg, sera de grande relevancia o estudo fitoquimico
e biologico realizado com extratos brutos, fracbes e compostos isolados desta

espécie.
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA: CONSIDERACOES SOBRE

INFECCOES BACTERIANAS, OS PROCESSOS DE
CICATRIZACAO DE FERIDAS E DE INFLAMACAO,
DENGUE E OUTRAS ARBOVIROSES,  ANTI-
COLINESTERASICOS, A FAMILIA E O GENERO DA
ESPECIE EM ESTUDO.

2.1 Infec¢cOes Bacterianas

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as bactérias sdo a
maior fonte causadora de infecgcbes hospitalares e a quarta causa de mortes no
mundo, depois das doencas cardiovasculares, cancer e violéncia. No Brasil, a taxa
de infeccdo hospitalar é de 15% segundo o Ministério da Saude (MS), mais alta do
gue em paises da Europa e nos Estados Unidos, onde o mesmo indice € de 10%
(FONTOURA, 2010). A maioria dessas infeccfes é causada por um desequilibrio da
relacdo existente entre a microbiota humana normal e os mecanismos de defesa do
hospedeiro. Isto pode ocorrer devido a prépria patologia de base do paciente,
procedimentos invasivos e alteracdes da populacdo microbiana, geralmente induzida
pelo uso excessivo de antibioticos (AZAMBUJA; PIRES; VAZ, 2004; PEREIRA et al.,
2005; ABEGG; SILVA, 2011).

O surgimento de microrganismos resistentes aos antimicrobianos ocorre em
velocidade muito maior do que o aumento da capacidade do complexo industrial e
de pesquisa biomédica em produzir novos agentes anti-infecciosos (PEDROSO;
ROCHA, 2009). Esta resisténcia é irreversivel, sendo consequéncia natural da
adaptacao da célula bacteriana a exposicao aos antibioticos em humanos e animais
(SANTOS, 2004). Entretanto, favorece a proliferacdo de bactérias, resultando em um
quadro de infeccdes dificeis de serem tratadas (KADOSAKI; SOUZA; BORGES,
2012). Dentre os diversos micro-organismos envolvidos no processo de infeccéo

hospitar, as bactérias mais frequentes sdo as Gram-positivas como Staphylococcus
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aureus, S. epidermidis e Gram-negativas como Klebsiella pneumoniae,
pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Todas séo resistentes a terapéutica
existente (SARTORI, 2005; NOGUEIRA et al., 2009; ABEGG; SILVA, 2011).

As espécies de estafilococos sdo do grupo dos cocos Gram-positivos,
podendo causar doencas que vao desde infeccOes cutaneas menores a bacteremia
com risco de vida. Os dois principais patdégenos oportunistas deste género sao:
Staphylococcus aureus e S. epidermidis. A espécie predominante, S. epidermidis, &
bastante difundida em todo o ecossistema cutaneo, ao passo que o0 S. aureus €
realizada principalmente em superficies mucosas. Dentro deste contexto,
estafilococos geralmente tém uma relacao simbiética benigna com seu hospedeiro.
No entanto, a violacdo do sistema do 6rgdo cutdneo por trauma, agulhas de
inoculacdo, ou implantacdo direta de dispositivos médicos permite que o0s
estafilococos ganhem uma porta de entrada no hospedeiro e adquirir o papel de um

agente patogénico (GILL et al., 2005).

O S. aureus € uma bactéria capaz de infectar todos os tecidos do corpo,
provocando doencas, que vao desde uma simples infeccao (espinhas, furanculos e
celulites) até infecgBes graves (pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do
choque toxico, septicemia e outras (SANTOS et al., 2007). O primeiro relato de
resisténcia a meticiclina foi em 1961 e nas Ultimas décadas, a carga global de
resisténcia a este agente tem aumentado consideravelmente. Estes foram
denominados de Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) (CATAO et al.,
2013; HUNTER et al., 2016; LIN et al., 2016; MARTINEZ-MELENDEZA et al., 2016).
S. epidermidis também tem emergido como um agente patogénico nosocomial no
sangue, especialmente em infeccdes em pacientes acometidos do uso de
dispositivos médicos de longa permanéncia (catéteres, sondas, proteses). O
tratamento deste patdégeno é dificil, devido a sua capacidade de formar biofilmes que
dificultam a chegada de drogas antimicrobianas e até mesmo de células fagociticas

ao foco de infeccéo (GILL et al., 2005).

Pesquisas em hospitais brasileiros demonstram que os estafilococos, tanto S.
aureus quanto o S. epidermidis, mostram-se resistentes a penicilina G, ampicilina e
amoxicilina em mais de 70% das cepas isoladas. Além disto, estes germes vém

hY

apresentando elevado indice de resisténcia a meticilina (portanto, também a
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oxacilina e cefalosporinas), repetindo-se o observado em outros paises. Relatos de
hospitais em diferentes regides brasileiras encontram 30-100% do S. aureus
resistentes a oxacilina (TAVARES, 2000).

As bactérias Gram-negativas possuem, em sua composi¢cdo, uma membrana
externa que fisiologicamente se caracteriza por ser a primeira linha de defesa contra
compostos toxicos. Dificultando a a¢do dos agentes anti-infecgiosos. Por exemplo, a
espécie P. aeruginosa continua a ser uma das maiores causas de infeccao
nosocomial em hospitais brasileiros, onde diversos estudos tém associado sua
presenca a uma disseminacdo clonal da espécie. A infec¢cdo por esta bactéria
caracteriza-se pela sua elevada resisténcia a agentes antibacterianos associados a
uma dificil erradicacdo da doenca, consequentemente com elevados indices de
morbidade e mortalidade (NEVES et al., 2011). Além da mortalidade de pacientes
com bacteremia provocada pela P. aeruginosa que manteve-se elevada ao longo
das dltimas décadas, com taxas de mortalidade variando de 33 a 61%
(VITKAUSKIENE et al., 2010). Outra preocupacéo € a resisténcia cruzada desta
espécie aos antimicrobianos, que resulta da co-resisténcia, ou seja, da presenca de
multiplos mecanismos de resisténcia num Unico hospedeiro levando a resisténcia a
multiplos farmacos (FIGUEIREDO et al., 2007).

O bacilo E. coli outra bactéria Gram-negativa, € predominante na microbiota
normal do intestino humano e em outras espécies animais. Entretanto, certos
subgrupos de E. coli apresentam fatores de viruléncia que os tornam capazes de
causar doencas intestinais e extraintestinais, como infec¢cdes no trato geniturinario,
meningites e septicemias (CALDORIN et al., 2013).

Dados nacionais mostram, entretanto, que os Gram-negativos ainda sao os
vildes das infeccbes bacterianas em alguns hospitais brasileiros. Particularmente E.
coli e P.aeruginosa que sao as principais causas de infec¢éo correspondendo a 52%

em pacientes pediatricos com leucemia (COSTA, 2009).

2.2 Consideracbes Sobre o Processo de Cicatrizagdo de Feridas e

de Inflamacéo
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A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e desenvolve multiplas funcgdes,
incluindo a barreira contra perda de dgua e agressao a irritantes, termorregulacéo,
controle de infeccdo, imunovigilancia e sensacéo tatil. Suas principais camadas sao
a epiderme, a derme e a hipoderme (subcutanea) (Figura 2). A principal célula
componente da epiderme é o queratindcito, da derme € o fibroblasto e da hipoderme
os adpdcitos (POVOA; DINIZ, 2011; SANTOS; COSTA, 2015).

Figura 2 - Esquema de um corte de pele.

Pélo

9 / Epiderme

Glandula sebacea
Derme

Hipoderme

Foliculo piloso

Glandula sudoriparas

Fonte: adaptado de LIMA, 2016

A perda tecidual pode atingir a derme completa ou incompletamente, ou
mesmo atingir todo o 6rgdo, chegando ao tecido celular subcutaneo. E dai que vem
a definicdo do tipo de ferida. Ferida de espessura parcial (derme incompleta): ocorre
apos muitos procedimentos dermatolégicos como a dermoabraséo, o resurfacing por
laser ou peelings quimicos; pode também ser causada por traumatismos. A
reparacao faz-se pela re-epitelizagdo dos anexos epiteliais ou epitélio derivado da
pele adjacente ndo acometida. Como resultado final tem-se uma cicatriz
praticamente imperceptivel. Ja as feridas de espessura total (derme completa ou
estendida ao tecido celular subcutaneo) necessitam da formacao de um novo tecido,
o tecido de granulacdo. Neste caso, a cicatriz é totalmente perceptivel e, muitas
vezes, pronunciada (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

Quanto ao tempo de duragédo, as feridas classificam-se em agudas e crbnicas.

Agudas sdo aquelas onde ocorre a ruptura de vasos sanguineos que levam ao
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desencadeamento imediato do processo cicatricial. Incluem as feridas cirirgicas e
traumaticas, ocorrem em pessoas de todas as idades e geralmente cicatrizam sem
complicacfes. As feridas crénicas sdo as que nao cicatrizam facilmente, ha déficit de
tecido resultante, falta de re-epitelizacéo e inflamacéo prolongada (ETHRIDGE et al.,
2010). Varios sdo 0s mecanismos apontados como fatores importantes na
diminuicdo do processo de cicatrizagdo. Dentre os quais estao a producao excessiva
de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), diminuicdo do Oxido Nitrico (NO),
diminuicdo da reposta aos Fatores de Crescimento (GFs) e das proteinas da via de
sinalizacdo da insulina (LIMA; ARAUJO, 2013).

O tratamento de feridas busca o fechamento rapido da lesdo de forma a se
obter cicatriz funcional e esteticamente satisfatoria (MENDONCA; COUTINHO-
NETO, 2009). Para tanto, € indispensavel uma melhor compreensdo do processo
bioldgico envolvido na cicatrizacdo de feridas e regeneracao tecidual, que envolve
alteracdes vasculares e celulares, proliferacao epitelial, proliferacdo de fibroblastos,
sintese de deposicdo de colageno, a producdo de elastina e proteoglicanos,
revascularizacdo e contracéo da ferida (BUSNARDO; BIONDO-SIMOES, 2010).

O processo de cicatrizacdo tem sido dividido em trés fases que se sobrepdem
de forma continua e temporal: a) inflamatdria; b) proliferativa ou fibroblastica e c)
reparadora ou remodelagem. Sendo necessario o entendimento desse processo,
uma vez que a evolugcédo da ferida depende do tratamento adequado de cada fase
(Figura 3) (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; CAMPOS; BORGES-BRANCO;
GROTH, 2007).

a) Fase inflamatéria - Durante a reacdo imediata a injaria tecidual ocorre
homeostase e inflamacéo. A primeira € caracterizada pela formagéo do coagulo de
fibrina e a segunda pela migracdo de leucécitos fagocitéarios, os quais removeréo as
substancias estranhas e micro-organismos. A hemostasia € 0 conjunto de
mecanismos envolvidos para cessar uma leséo, apresentando 0 vaso sanguineo
como componente basico no processo de hemostase, este por sua vez, é dotado de
uma contractilidade e resisténcia a responder a uma lesdo. Segundos apés a leséo
sua contractilidade inicial, abranda o fluxo sanguineo para facilitar a participacédo das

plaguetas, que é conhecido como hemostase primaria, seguido pela hemostase

secundéria, apos duracdo de minutos conduzindo a formag&o de coagulo fibrina; no
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entanto, este fendbmeno sera localizado no local da lesdo, o que impede a extenséo
e assegura recanalizacdo vascular e reperfusdo de 6rgdos, 0s quais sao
responsaveis pelos sistemas fisioldgicos anticoagulantes e fibrinoliticos, criando uma

barreira contra invas&o de micro-organismos (MENDEZ; GARCIA, 2012).

Figura 3 — Representacado grafica da resposta normal da pele a feridas, mostrando o
numero relativo das principais células durante as fases do processo de cicatrizagao.

Remodelagdo

Miofibroblasto

Fibroblasto

Macréfago ety ‘1"}\:@

"G * a \
/ Endotelidcito 3
Fibrécito
N
. = G —. N
2> \‘j e Q
o \ oS —r

Tempo em dias 20 106

Nuamero celular relativo

o
w.

Fonte: Adaptado de ISAAC et al., 2010.

A inflamacdo é uma resposta de defesa do organismo apdés dano celular
causado por micrébios, agentes fisicos (radiacdo, trauma, queimaduras), quimicos
(toxinas, substancias causticas), necrose tecidual e/ou reag¢des imunoldgicas,
estando intimamente ligada & hemdstase. Caracteriza-se por uma série de eventos
inter-relacionados, entre os quais 0 aumento no fluxo sanguineo e permeabilidade
vascular na regido afetada, exsudacao de fluido (edema), dor localizada, migracéo e
acumulo de leucécitos inflamatoérios dos vasos sanguineos para dentro do tecido,

formacao de tecido de granulacédo e reparo tecidual (LIMA et al., 2007).
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Inicialmente ocorre a migracdo de neutréfilos dos vasos sanguineos para a
ferida que tem a funcdo de desbridar as superficies da ferida e fagocitar as
particulas antigénicas e corpos estranhos. Nas primeiras 24-48 horas ap0s a lesao
acontece o pico de polimorfonucleares, que possui acdo antimicrobiana que ao ser
ativados produz EROs. Nos dois a trés dias seguintes ao trauma, h4 uma grande
producdo de macréfagos, e quando ativados ocorre producdo de NO, que por sua
vez reage com peroxidos e gera um agente ainda mais potente do que o primeiro.
Nesta fase do processo de cicatrizacdo, o NO também age na vasodilatacdo e no
aumento da permeabilidade vascular, sendo majoritariamente produzido por
enzimas intracelulares presentes em todos os tecidos (NOSI/NO-sintase induzida)
(TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008; ISAAC et al., 2010).

b) Fase proliferativa ou fibroblastica - Esta fase caracteriza-se por fibroplasia,
angiogénese e reepitelizacdo. A fibroplasia comeca no terceiro dia apos o ferimento
e dura de cerca de duas semanas. E caracterizada pela proliferacéo fibroblastica e
migracdo celular para dentro da matriz provisoria, concomitante a sintese de novos
componentes da matriz extracelular (MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009). No
nivel macroscopico, esta fase da ferida pode ser visto como uma abundante
formacao de tecido de granulagéo, cujo processo se da da seguinte maneira: apos
lesdo, fibroblastos e miofibriblastos no tecido circundante s&o estimulados a
proliferar durante os trés primeiro dias. Eles, entdo, migram para dentro da matriz,
proliferam e produzem proteinas &cido hialurdnico, fibronectina, proteoglicanos e
procolageno tipo 1 e 3. No final da primeira semana, a matriz extracelular acumula
abundantemente os fibroblastos e apdia ainda mais a migracdo celular, que é
essencial para o processo de reparacao, na qual fibroblastos sofrem modulacdo
fenotipica para miofribroblastos. Nesta fase, ocorre anexo de fibronectina e colageno
na contracdo da ferida, matriz extracelular. E um acontecimento importante no
processo reparador que ajuda a aproximar as bordas da ferida, formando um tecido
conjuntivo mais forte e mais elastico (VELNAR; BAILEY; SMRKOLJ; 2016).

A angiosénese acontece concomitantemente a fibroplasia. Nesta, ocorre a
formacado de novos vasos sanguineos a partir dos adjacentes a ferida. O processo é
auxiliado por um pequeno numero de medula Ossea derivadas de células

precursoras endoteliais que migram para a ferida, depois, o colageno combina com
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fibrina e fibronectina no plasma; este matriz proviséria fornece uma estrutura para
crescimento de mais fibroblastos. E na reepitalizacdo que tem funcao de reestruturar
as funcbes da epiderme que foram perdidas com a ocorréncia da lesdo, ha a
reestruturacao dos estratos de queratinécitos: basal, espinhoso, granuloso, lucido e
cérneo, que possuem quantidades crescentes de queratina (ISAAC, 2010; VELNAR,;
BAILEY; SMRKOLJ; 2016).

c) Fase Reparadoura ou de remodelagem - Ao final da primeira semana apds o
surgimento da ferida, ocorre restauracdo de 3% da resisténcia da pele integra; da
terceira semana, 30%, e de trés meses, 80%. Entretanto a ferida nunca atingira
100% de sua resisténcia fisiologica (ISAAC et al., 2010). Isto é reflexo do equilibrio
de producdo e destruicdo das fibras de colageno neste periodo, por acdo da
colagenase. Se ocorrer o desequilibrio desta relagdo favorece o aparecimento de
cicatrizes hipertroficas e quelbéides (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008). Esta é a
fase mais longa, constitui-se da mudanca do tipo de colageno que a compde e de
sua disposicdo. Na pele integra coexistem sintese e degradacdo de colageno; na
lesada, ocorre alteracBes nessas taxas. O colageno € sintetizado, forma ligacdes
cruzadas e depois é depositado na regido cicatricial, de onde € removido, moldando
a reparacdo, sem cicatrizacdo excessiva. O fibroblasto é considerado uma célula
reguladora devido a sua dupla funcdo de sintese e reabsorcao do colageno, ja que
procura manter equilibrio quantitativo e qualitativo desta proteina (GONCALVES;
PARIZOTTO, 1998).

Entretanto o processo cicatricial pode ndo cessar sendo potencialmente
danoso, uma vez que a manifestacao inflamatéria pode se instalar e lesar o proprio
organismo, de forma mais deletéria que o préprio agente injuriante. Pode ser
desencadeado por influéncias sistémicas (pessoas com problemas de cicatrizagao
cutanea, por ma nutricdo, incidéncia de doengas crbnicas, imunodepressao, etc.) ou
por influéncias locais (presenca de infecgéo, traumas, manejo inapropriado, isquemia
e etc.) (GONCALVES; PARIZOTTO, 1998; NASCIMENTO; NAMBA, 2009). Nao
obstante, a busca e a aplicacéo de fitoterapicos na cicatrizacdo de lesdes de tecidos,
tém sido amplamente avaliadas em estudos experimentais. Nos ultimos anos tém
aumentado as investigagbes, no emprego de drogas no tratamento das mais

diversas afeccbes; tanto no desenvolvimento de farmacos sintéticos, como na



30

tentativa cada vez mais frequente de isolar principios ativos de plantas e animais
com tais propriedades terapéuticas (SILVA et al., 2010; SANTOS et al., 2013).

2.3 Consideracdes Sobre Dengue e Outras Arboviroses

A dengue, considerada uma das mais importantes doencas virais transmitidas
por artropodes, tem se destacado entre as enfermidades re-emergentes. Atualmente
€ a arbovirose mais prevalente no mundo, colocando cerca de 40% da populagéo
em risco (VIANA; IGNOTTI, 2013). Surgiu na Africa durante o comércio maritimo da
industria de navegacdo nos séculos XV a XIX e se distribuiu na Asia nos séculos
XVIII e XIX. Até a metade da década de 1990, o Sudeste Asiatico se constituia na
regido do mundo mais atingida por dengue. A partir de entdo, os paises das
Américas Central e do Sul comecaram a se destacar nesse cenario e passaram a
contribuir com muito mais da metade dos casos notificados dessa doenca no mundo.
Naquela década, em apenas um unico ano (1998), o Brasil registrou mais de 700 mil
casos (SIMMONS et al., 2012; BARRETO; TEIXEIRA, 2008).

Os transmissores do virus da dengue sdo fémeas de mosquitos do género
Aedes (A. aegypti, A. albopictus e A. polynesiensis - endémico da polinésia),
subgénero Stegomyia (BRAGA; VALLE, 2007). O mais importante vetor da dengue é
0 A. aegypti, encontrado, principalmente, no meio urbano, colonizado em depdsitos
de armazenamento de agua e pequenas colecdes temporarias. O A. albopictus, um
nativo do sudeste Asia, que nas ultimas décadas tem invadido a Africa, as Américas
e Europa do Sul, foi-lhe conferido agora de maneira consistente como um importante
vetor rural e semi-urbano do virus da dengue nos tropicos (BLAGROVE et al., 2012),
gue vem causando surtos de dengue, como consequéncia de uma rapida mudanca
na sua distribuicdo global (REZZA, 2012).

O virus da dengue se classifica como um arbovirus, mantendo-se na natureza
pela multiplicacdo em mosquitos hematofagos do género Aedes. Integrante do
género Flavivirus e familia Flaviviridae (SANCHEZ et al., 2006; MURUGAN et al.,
2007; STRODE et al., 2008; CRUZ et al., 2016), o mesmo género do virus da febre
amarela (BRITO et al.,, 2014), do zica (ZAMMARCHI et al., 2015) e possivel do
chikungunya (RICHARD; PAOAAFAITE; LORMEAU, 2016; DONALISIO; FREITAS;
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2015; ALKHAIBARI et al., 2016). O complexo dengue, até 2014 era formado por
quatro diferentes sorotipos (DEN-1, DEN-2, DEN-3, e DEN-4), gerando uma
sucessdo de manifestacdes clinicas, que incluem a dengue classica e a febre
hemorragica da dengue (GARCEZ et al., 2013; CARVALHO et al., 2015).

Estudos recentes relataram mais outro sorotipo do virus dengue, o DENV.
Que segundo dados do Ministério do Sistema de Informagdo de Saude de
Notificagdo (SINAN) ha pelo menos 44.814 mil casos e 25 mortes atribuidas a DENV
em Mato Grosso (HEINEN et al.,, 2015). J& em 2016, foram processadas 7.021
amostras para isolamento do virus da dengue, sendo 2.204 positivas, das quais
90,1% foram positivas para o sorotipo viral DENV1 (BRASIL, 2016). DENV possui
mais quatro sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (ROCHA et al., 2014;
CARVALHO et al., 2015), esta viremia pode causar desde a forma classica a forma
mais grave da doenca, sendo considerado o que mais causa morbidade e
mortalidade no mundo inteiro (DUONG et al., 2015).

O ciclo de transmissdo do dengue inclui o homem doente, qualquer dos
quatro sorotipos do virus, 0 mosquito vetor e 0 homem suscetivel. A transmissdo ao
homem suscetivel se da pela picada da fémea de mosquitos do género Aedes
infectados pelo virus. O periodo de incubacdo no homem (periodo de incubacéo
intrinseco) é de 3-15 dias, geralmente em torno de 5-6 dias. O periodo de viremia no
hospedeiro humano, quando o repasto sanguineo torna o mosquito infectado, inicia-
se um dia antes do aparecimento da febre e permanece até o sexto dia da
enfermidade. O periodo de incubag¢do no mosquito € de 8-11 dias, momento a partir
do qual ele se torna infectante, assim permanecendo pelo resto da vida (PONTES;
NETO, 1994).

A transmissdo da doenca se da quando fémeas adultas dos mosquitos por
precisarem de sangue para a sua ovogénese, ao picar humanos infectados pelo
virus, se contaminam e os desenvolvem no seu interior. Posteriormente injeta-os em
pessoas suscetiveis ao ataque (Figura 4). O virus ao entrar na corrente sanguinea
ocasiona sintomas como dores de cabeca, 0ssos, articulagcdes, musculares, erupcéo
cutanea e leucopenia (OTERO; SOLARI, 2010).

O ciclo de vida do mosquito A. aegypti compreende quatro fases: ovo, larva (4

estadios), pupa e adulto (Figura 5). Os ovos séao depositados em lugares quentes e
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umidos. Em condi¢des adequadas os embrides que estdo dentro dos ovos levam de
2 a 3 dias para se desenvolverem para larva, que em 6étimas condigcbes compreende
um periodo de no maximo 6 dias. A fase larvaria, quando em baixa temperatura e
auséncia de alimentos podem se estender para além de 6 dias, até se tornarem
pupas que € a fase sem alimentos, onde acontece a transformacdo para a fase
adulta (mosquito) (SILVA; MARIANO; SCOPEL, 2008).

Figura 4 - Ciclo de transmisséo do virus da dengue
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Fonte: Adaptado de MARCIA, 2016.

Atualmente a doenca esta disseminada em todo o mundo. Em 2016, foram
registrados 1.294.583 casos provaveis de dengue no Brasil até a Semana
Epidemioldgica (SE) 21 (3/1/2016 a 28/5/2016). Nesse periodo, a regido Sudeste
registrou 0 maior nimero de casos provaveis (772.842 casos; 59,7%) em relagédo ao

total do pais, seguida das regides Nordeste (264.438 casos; 20,4%), Centro-Oeste
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(139.952 casos; 10,8%), Sul (83.559 casos; 6,5%) e Norte (33.792 casos; 2,6%).
Foram descartados 390.534 casos suspeitos de dengue no periodo (BRASIL, 2016).

Figura 5 - Ciclo de vida do mosquito.
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A atencao recente foi dada para uma epidemia mundial de Zica Virus (ZIKV).
Até 2007, havia poucos relatos de casos de zica em humanos, quando um surto
ocorreu em Yap, Micronésia, depois houve um grande surto em 2013 na Polinésia
Francesa (I0OOS et al.,, 2014). A infeccdo por este virus vem se espalhando
rapidamente nas Américas e outro surto em 2015 no Brasil trazendo uma relagéo

com casos de microcefalia (LI et al., 2016).

Este flavivirus foi isolado pela primeira vez em 1947 na floresta de Zika (dai o
nome do virus), no Uganda, a partir de uma amostra de soro de um macaco Rhesus
que servia de sentinela para estudo da febre-amarela (MACNAMARA, 1954;
SIMPSON, 1964). Em Janeiro de 1948, um segundo isolamento foi feito a partir de
mosquitos, A. (Stegomyia) africanus Theo., enquanto que em 1954 relataram o
isolamento do virus Zika em seres humanos durante um surto de ictericia na Africa
Ocidental (BOORMAN; PORTERFIELD, 1956; WEINBREN; WILLIAMS, 1958).
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O ZIKV até entdo, tinha causado doenca febril, acompanhada por discreta
ocorréncia de outros sintomas gerais, tais como cefaléia, exantema, mal estar,
edema e dores articulares, por vezes intensas. Entretanto, mais recentemente na
Polinésia Francesa e no Brasil, quadros severos, incluindo comprometimento do
sistema nervoso central (Sindrome de Guillain-Barré, mielite transversa e meningite)
associado ao Zika tém sido registrados (VASCONCELOS, 2015), além dos casos de
microcefalia (WHO, 2016).

A transmissao do ZIKV se da por diferentes espécies de mosquitos Aedes (A.
aegypti e A. albopictus). Além da transmisséo inter-humana direta que tem sido
relatada como perinatal, neonatal, através de transfusdo de sanguinea e
sexualmente. A transmissao ocupacional na configuracao de laboratdrio também
tem sido relatada (ZAMMARCHI et al., 2015; LUZ et al., 2015).

A confirmacgdo dos primeiros casos de ZIKV no Brasil foi em maio de 2015,
em Pernambuco, com o registro de 141 casos suspeitos de microcefalia em
novembro do mesmo ano. Depois um nimero de casos apareceu em outros estados
do Nordeste (Paraiba e Rio Grande do Norte). Os primeiros meses de gestacdo de
maes de criangas que nasceram com microcefalia, correponderam ao periodo de
maior circulacdo do virus zika na regido, sem haver correlacdo com historico de
doenca genética na familia ou exames com padréo de outros processos infecciosos
conhecidos nestas gestantes (OLIVEIRA; VASCONCELOS, 2016).

O Instituto Evandro Chagas (IEC) iniciou as pesquisas e fez a deteccdo do
ZIKV no fluido cerebral espinhal, cérebro e nos fragmentos de varias visceras
(coracédo, pulmao, figado, baco e rim) de um recém-nascido com microcefalia, que
evoluiu a ébito logo apds o nascimento. Estes resultados se somam a detecc¢éo do
virus em 12 criangcas que nasceram com a doenca. Posteriormente, uma outra
contribuicdo importante para elucidar a relacédo causal foi a identificacdo do ZIKV no
liguido aminiotico de duas gestantes da Paraiba com histérico de fetos com
microcefalia. A partir desta evidéncia, estudos adicionais foram realizados, o0 que
possibilitou o sequenciamento do virus isolado do liquido aminiético relacionando o
nexo-causal e transmisséao perinatal (OLIVEIRA; VASCONCELOS, 2016).

Dados da World Health Organization (WHO) de 13 de julho deste ano

reportou a ocorréncia da infeccdo do zica virus em 65 paises. Destes, onze deles
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(Argentina, Canada, Chile, Peru, Estados Unidos da América, Franca, Germania,
Itdlia, Portugal, Espanha e Nova Zelandia) reportaram a transmissao do virus via
sexual. Outros treze relataram casos de microcefalia e outros do sistema nervoso
central (SNC) como malformacdes associadas com a infeccdo pelo ZIKV ou
sugestivos de infeccdo congénita, sendo o Brasil o de maior nimero de casos (1687
casos). Onze desses paises (Brasil, Coldombia, Republica Dominicana, El Salvador,
Guiana Francesa, polinésia Francesa, Honduras, Jamaica, Martinique, Suriname, e
Venezuela) reportaram a Sindrome de Guillain-Barré como resultado da potencial
infecgao por ZIKV (WHO, 2016).

Contudo, h& crescente preocupacdo sobre a associacdo da infeccdo ZIKV
com os casos microcefalia fetais e neonatais e com complicagdes neuroldgicas
graves em adultos, como a sindrome de Guillain- Barré. Devido a esta ameaca
global, a OMS declarou uma emergéncia de saude publica de preocupacao
internacional no dia 1° de Fevereiro do corrente ano (HEYMANN et al. , 2016; Li et
al., 2016).

A transmissao autéctone de febre pelo virus Zika, no Brasil, foi confirmada no
més de abril de 2015, com trés Obitos e em 2016, até a SE 23, foram registrados
165.932 casos provaveis de febre pelo virus Zika distribuidos em 1.850 municipios,
dos quais 66.180 casos foram confirmados (BRASIL, 2016).

A febre do Chikungunya (CHIK) € uma doenca emergente causada por um
virus pertencente ao género Alphavirus e familia Togaviridae, conhecido como virus
Chikungunya (CHIKV). A doenca também é transmitida por mosquitos A. aegypti e
A. Albopictus (WOSHINGTON, 2011; BRASIL, 2014; VASCONCELOS, 2014; USA,
2014; VOGEL; BROWN; STRAND, 2015). Os mosquitos adquirem o virus de um
hospedeiro virémico e apds um periodo de incubacgéo intrinseca (em humanos) de 2
a 7 dias, maior periodo de viremia (2 antes e 10 depois da febre) e menor periodo de
incubacgéo extrinseca (no mosquito) de 10 dias. Acredita-se que, uma vez exposto
ao CHIKV, individuos desenvolverdo uma imunidade que os protegera contra uma
nova infeccdo (BRASIL, 2014; DONALISIO; FREITAS, 2015).

Chikungunya, cujo nome deriva de uma palavra em Makonde que significa

‘curvar-se ou tornar-se contorcido ou aqueles que se dobram” (BRASIL, 2014,
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AZEVEDO; OLIVEIRA; VASCONCELOS, 2015; DONALISIO; FREITAS, 2015), se
caracteriza por quadros de febre associados a dor articular intensa e debilitante,
cefaleia e mialgia. Embora possua sintomas semelhantes aos da dengue, chama a
atencdo a poliartrite/artralgia simétrica (principalmente punhos, tornozelos e
cotovelos), que, em geral, melhora apés 10 dias, mas que pode durar meses apos 0
quadro febril. Porém, em uma pequena propor¢cdo de casos, as dores nas

articulacbes podem se tornar cronicas e persistirem por anos (AGUIAR, 2014).

O primeiro isolamento do virus CHIKV ocorreu em soro humano durante surto
de doenca febril na Tanzania em 1953. Casos importados, alguns virémicos,
surgiram no Brasil a partir de junho de 2014 e em setembro do mesmo ano foi
detectado o primeiro caso com transmissdo autéctone no pais, no estado do Amapéa
(AZEVEDO; OLIVEIRA; VASCONCELOS, 2015). Em 2015, dados da semana
epidemioldgica (SE) 1 a SE 52, foram notificados 38.332 casos provaveis de febre
de chikungunya, distribuidos em 696 municipios, dos quais 13.236 foram
confirmados. Houve também confirmacédo de seis ébitos [Bahia (3 6bitos), Sergipe,
Sao Paulo e Pernambuco (1 6bito cada)]. SE 23 foram registrados 14.277 casos
provaveis de febre de chikungunya, com uma incidéncia de 7,0 (numero de
casos/100 mil hab.). Ja em 2016, até a SE 23, foram registrados 137.808 casos
provaveis no pais, distribuidos em 2.054 municipios; destes, 32.679 casos foram
confirmados. A andlise da taxa de incidéncia de casos provaveis (nimero de
casos/100 mil hab.), por regides geograficas, demonstra que a regido Nordeste
apresentou a maior taxa de incidéncia: 213,2 casos/100 mil hab. e foram
confirmados laboratorialmente 17 6bitos (BRASIL, 2016).

De acordo com a andlise feita pelo Ministério da Saude neste ano, a qual foi
apresentada os dados de casos de dengue, febre de chikungunya e febre pelo virus
Zika demonstra que essa triplice viremia é considerada de emergéncia nacional,
sendo de extrema importancia o controle do seu principal vetor, para o
enfrentamento da grave situacao epidemioldgica apresentada no Brasil, desde um

desenvolvimento tecnologico a mobilizagao social (BRASIL, 2016).

A prevencdo das infeccdes pelo virus do dengue é promissora, onde a
producdo de uma vacina contra 0s sorotipos nao esta disponivel & populagéo

(RASIC, et al., 2015). Neste contexto, a principal medida de prevencao é controle
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das populacdes do vetor (A. aegypti). Uma estratégia que vem atraindo atencao de
cientistas, proposta para ajudar a controlar a crescente carga de vector da doenca é
de reposicdo da populacdo do Aedes, por uma que resistente aos virus e/ou com
menor taxa de reproducdo. Um dos métodos € a utilizacdo de infec¢des por bactéria
do género Wolbachia no vetor macho e libera-los no ambiente, o qual pode tornar-se
infértil (RASIC et al., 2015). Esse cenario impde algumas reflexbes e ponderagdes,
pois na literatura ndo ha ainda relatos de eficacia dessa metodologia na profilaxia da
dengue (WERMELINGER; FERREIRA; HORTA, 2014).

Os tipos de controles mais utilizados até o momento sdo o quimico, o
biolégico e o mecéanico. Destes, o controle quimico ainda é o mais utilizado, sendo
seus principais agentes o Temefés e o Methoprene (BRAGA et al.,, 2005).
Entretanto, aplicagdo de inseticidas de forma inadequada tem conduzido a um
desenvolvimento de resisténcia (RASIC et al., 2015). O controle biologico, € feito por
exemplo, com o uso de predadores de larvas do Aedes, como o peixe "Gambusia
affinis" conhecido como peixe-mosquito-do-oeste; a bactéria " Bti (Bacillus
thuringiensis israelensis)" e etc, também tem sido utilizado; enquanto que o controle
mecanico, como coloca¢ao de armadilhas, eliminacdo de criadouros, instalacéo de
telas em portas e janelas, uso de mosquiteiros em camas e etc, é simples, mas
depende da conscientizacdo da populacdo, o que pode ser feito por mobilizacdes
sociais (BRAGA; VALLE, 2007) e implementacdo de ac¢Oes governamentais,
principalmente saneamento basico. Desta forma o controle integrado de vetores
consiste na utilizacdo racional e sinérgica das diferentes técnicas e dos diferentes
métodos de controle (TALIBERTIL; ZUCCHI, 2010).

Tendo em vista a grande diversidade de vegetais existente no Brasil, € de
grande importancia estudos a partir de extratos vegetais com a expectativa de novas
substancias com propriedades inseticidas e simultaneamente seletivas para serem

usadas em futuras formula¢des de um produto comercial (PEREIRA et al., 2014).
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2.4 Consideracdes Sobre Anticolinesterasicos

A Doenca de Alzheimer (DA) corresponde a cerca de 50-70% de todas as
deméncias, 0 que a torna a causa principal da deméncia (NETO; TAMELINI,
FORLENZA, 2005; MONTANO, 2009). A deméncia caracteriza-se por uma
decadéncia progressiva e global da memoaria e da reflexdo, associada ao déficit de
uma ou mais funcdes cognitivas, com uma intensidade que pode interferir no

desempenho social diario ou ocupacional do individuo (ARAUJO; NICOLI, 2010).

A DA é uma afeccdo neurodegenerativa irreversivel associada a idade, cujas
manifestacbes cognitivas e neuropsiquiatricas resultam em uma deficiéncia
progressiva e uma eventual incapacitacdo de raciocinio (SMITH, 1999; SERENIKI;
VITAL, 2008). Atinge primeiramente a memoria e, posteriormente, a capacidade de
raciocinio e a comunicacdo. O quadro de sinais e sintomas dessa patologia esta
associado a reducdo de neurotransmissores cerebrais e o0 seu tratamento é
sintomatico e consiste na tentativa de restauracdo da funcédo colinérgica. Dessa
forma, um dos mais promissores caminhos para tratar esta doenca € aumentar o
nivel da acetilcolina no cérebro, apresentando como estratégias colinérgicas a
utilizag&o dos inibidores das colinesterases (AChEs) (TREVISAN et al., 2006).

A acetilcolina (Ach) € um mediador quimico de sinapses do sistema nervoso
central (SNC), do sistema nervoso periférico e também da juncdo neuromuscular. A
Ach, seus receptores e 0 aparato enzimatico responsavel por sua sintese e
degradacdo constituem o sistema de neurotransmissao colinérgica (VENTURA et al.,
2010). Sua biossintese por parte dos neurdnios colinérgicos se da pela acetilacdo da
colina, catalisada pela enzima colina-acetiltransferase (CAT), com acetil coenzima A
(acetil-CoA) funcionando como doador de grupos acetil. Uma vez sintetizada, parte
da Ach é transportada e armazenada em vesiculas sinapticas. Apos ser liberada no
terminal sinaptico, a ACh interage com seus receptores e € hidrolisada em colina e
acetato. A colina é entéo recaptada para o neurdnio pré-sinaptico pelo transportador
de colina de alta afinidade (CHT1) e utilizada para a sintese de novas moléculas de
ACh (PRADO et al., 2002; RIBEIRO et al., 2006; VENTURA et al., 2010) (Figura 6).
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Figura 6 — Esquema de neurotransmissao colinérgica, reacdo de sintese e degradacéo
da acetilcolina (ACh).
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O mercado brasileiro dispde de quatro medicamentos licenciados pela
ANVISA [tacrina (Cognex®), donepezil (Aricept®), rivastigmina (Exelon®) e
galantamina (Reminyl®) (Figura 7)] inibidores de AChE para tratamento da DA, que
atuam estimulando os receptores nicotinicos e muscarinicos cerebrais. No entanto, a
doencga continua em progressao (EGENLHARDT et al.,, 2005; SERENIKI; VITAL,
2008). A terapéutica utilizada com a introducdo das drogas anticolinesterasicas,

possibilitou uma intervencdo sobre o0s sintomas cognitivos caracteristicos da DA,
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embora os beneficios associados ao uso desses medicamentos ndo seja suficiente
para causar melhoria sintomatolégica significativa (ALMEIDA, 1998; SERENIKI;
VITAL, 2008).

Os inibidores da AChE apresentam outras atividades, tais como
antiglaucoma, antiblastoma, neurotropica, anti-helmintica, antiviral,
antiartereoesclerose, antialérgica, antibacteriana, analgésica, antiartrite e anti-
hipoglicémica (BARBOZA et al.,, 2010). Os organofosforados e carbamatos
representam a principal classe de pesticidas anticolinesterasicos (CALDAS, 2000;
PATRICK, 2008; OLIVEIRA; BURIOLA, 2009; MANDOUR, 2013) e possuem uma
vasta gama de aplicacdes, dentre as quais estao inseticidas, acaricidas, herbicidas,
nematicidas e fungicidas (BARBOZA et al., 2010). O acumulo destes agentes no
organismo acarretam alteragées no funcionamento dos sistemas muscular, nervoso,
endocrino e imunolégico (MELO; OLIVEIRA; LAGO, 2002; NERO, 2007; MELO et
al., 2008). No Brasil, dados do Sistema Nacional de Informacdes Toxico-
Farmacoldgicas (SINITOX) mostraram que esta classe de inseticidas esta
relacionada com os mais diversos casos de intoxicagcdo notificados nos Centros de
Informacdes e Assisténcia Toxicologica espalhados pelo pais (OLIVEIRA; BURIOLA,
2009).

Existem no mercado cerca de 200 inseticidas organofosforados e 25
carbamatos. Dentre os carbamatos mais conhecidos esta o aldicarb (Temik®)
(Figura 7), conhecido popularmente por “chumbinho” (MORAIS; D’AMARAL, 2007),
com finalidade acaricida, inseticida e nematicida. Este € comercializado ilegalmente
como raticida, apresentando alto risco de intoxicacdo, sendo considerada uma

importante causa de morbidade e mortalidade (ANVISA, 2006).

Um organofosforado bastante usado como principio ativo dos produtos
Abate®, Difos®, Biothion®, Abathion®, Nimitex® e Swebate®, € o temefds (Figura
7) é um larvicida bastante utilizado em varias partes do mundo no controle de
vetores transmissores de diversas doencas. Entretanto, ndo é seletivo, agride o meio
ambiente e apresenta efeitos téxicos agudos e crbnicos sobre invertebrados e
vertebrados, resultantes da exposicdo prolongada as suas diferentes moléculas

(MELO et al., 2008). Foi observada nos ultimos anos a necessidade de dosagens
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cada vez mais altas de temefds para o controle do A. aegypti devido a resisténcia

das larvas de mosquitos coletadas em varias cidades (CRIVELENTI et al., 2011).

Figura 7 — Principios ativos de farmacos e pesticidas inibidores da AChE.
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Fonte: Autora desta tese, 2016.

2.5 Consideracfes Sobre a Familia Myrtaceae

Myrtaceae constitui uma das mais importantes familias das angiospermas.
Compreende cerca de 140 géneros, com aproximadamente 5.650 espécies
(GOMES et al., 2009; BIFFIN et al., 2010; MORAIS et al., 2014), distribuidas em
regibes tropicais e subtropicais (VIEIRA et al., 2004; STEPHENS et al.,, 2005;
OLIVEIRA et al.,, 2006). Esta familia apresentava somente duas subfamilias:
Myrtoideae, de ampla ocorréncia na América tropical e Leptospermoideae que
ocorre principalmente na Austrdlia, Malasia e Polinésia. Contudo, uma nova

classificacdo baseada em estudos filogenéticos foi proposta e identificam as duas
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subfamilias: Myrtoideae (géneros Eugenia, Myrcia, Myrciaria, Myrtus, Psidium,
Pimenta, Pseudocaryophyllus e Syzigium) e Psiloxyloideae (Eucalyptus,

Leptospermum e Malaleuca) (BIFFIN et al., 2010).

As Mirtdceas estdo inseridas na ordem Myrtales distribuidas em 17 tribos:
Backhousieae, Chamelaucieae, Eucalypteae, Kanieae, Leptospermeae,
Lindsayomyrteae, Lophostemoneae, Melaleuceae, Metrosidereae, Myrteae,
Osbornieae, Syncarpieae, Syzygieae, Tristanieae, Xanthostemoneae. A familia é
reconhecida com facilidade por especialistas, mas a identificacdo e delimitacdo das
espécies e géneros se mostram, por vezes, bastante dificil, devido a sua complexa
classificacdo nas tribos, e como resultado, a classificacdo interna do grupo tem
sofrido importantes alteracfes nos ultimos anos, sendo melhor compeendida a partir
do desenvolvimento de estudos filogenéticos atuais, baseados em anélise de DNA
(SANTOS et al., 2015).

No Brasil, todos o0s representantes nativos pertencem a subfamilia
Myrtoideae, a qual é constituida apenas pela tribo, Myrteae, que se divide em trés
subtribos, Eugeniinae, Myrciinae e Myrtinae (LIMBERGER et al., 2004; GRESSLER
et al., 2006). A familia é representada por aproximadamente 1.000 espécies e 24
géneros (FORZZA et al., 2010; LOURENCO; BARBOSA, 2012), sendo considerada
uma das familias mais importantes do Brasil por apresentar espécies nativas e

exoticas e pelo valor da sua abundancia na flora brasileira (SIQUEIRA et al., 2013).

Economicamente, Myrtaceae € uma familia muito importante. A Silvicultura
brasileira, especialmente com o género Eucalyptus spp. vem se destacando em
nivel mundial principalmente pela alta produdividade e pela competitividade dos
custos de producdo (GUIMARAES et al., 2015). O género pode ser usado na
producéo de 6leos essenciais, produtos apicolas, celulose e papel, madeira serrada,
postes e moirdes, laminados, compensados, carvao e lenha, com concentragéo
principal na producdo de celulose e carvao vegetal utilizado principalmente na
siderurgia. Os segmentos do setor florestal brasileiro ocupam posicdo de destaque
no ranking dos maiores produtores e exportadores mundiais (SOARES et al., 2010).
As exportacOes de espécies de Eucalyptus contribuem com a renda do pais e do
ponto de vista social favorece a produgéo de emprego (ABRAF, 2013).
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Algumas espécies de Myrtaceae sao ornamentais, outras podem ser usadas
como especiarias, tais como Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry, conhecido
como "cravo-da-india” ou cravo (CASCAES et al.,, 2015). Varias outras espécies
produzem frutos comestiveis para fazer sucos, licores e doces. O fruto brasileiro
comestivel mais comercializado é a goiaba (Psidium guajava L.). No entanto, ha
também a jabuticaba [Plinia cauliflora (Mart.) Kausel] a pitanga (Eugenia uniflora L.)
(LUCENA et al., 2014) e o jambo (Syzygium spp) (CASCAES et al., 2015).

Espécies de Myrtaceae sdo utilizadas na medicina popular como antidiarréico,
antimicrobiano, antioxidante, antirreumatico, agente anti-inflamatério e para diminuir
0 colesterol no sangue (LUCENA, 2014). O extrato aquoso das folhas de Myrcia
lundiana Kiaersk tem sido utilizado como adstringente e diurético, no tratamento de
diabetes mellitus, para tratar a hipertensdo e ulceras (ALVES et al., 2016); Myrcia
spp. sdo frequentemente consideradas Uteis para controlar o diabetes (LUCENA,
2014). Estudos revelam que as espécies deste género sdo uma importante fonte de
Oleos essenciais, apresentando composicdo quimica predominante em mono- e
sesquiterpenos. Os compostos nao-volateis isolado deste género sdo geralmente

flavondides, derivados da acetofenona e triterpenos (CASCAES et al., 2015).

Outras espécies como a “guavira” ou “gabiroba”, Campomanesia SP.,
possuem acao anti-inflamatoria, antidiarreica e antisséptica das vias urinarias,
também é utilizada contra reumatismo e como desobstruente do figado (CAMPOS et
al., 2012). Outra espécie de uso etnomedicinal bastante difundido é a espécie
Eugenia jambolana Lam. (jamboldo), cujos frutos sdo Uteis para controle da
diabetes, dislipidemia e inflamacdo. Estas propriedades terapéuticas foram
associadas com a presenca de &acidos fendlicos, flavondides, terpenos e
antocianinas presentes na polpa e nas cascas (BEZERRA et al., 2014).

Um produto natural produzido por varias espécies de Eucalyptus spp. € o 1,8-
cineol (Figura 8). Este composto apresenta atividade anti-inflamatoria em asma e
também atua como agente mucolitico e nas doengas das vias aéreas inferiores
(JUERGENS et al., 2003), além de atividade acaricida frente a carrapatos (CHAGAS
et al., 2002).

Estudos realizados atraves de CG-EM visando a identificacdo dos

componentes quimicos presentes nos 0Oleos essenciais de diferentes espécies dos
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géneros Calycorectes, Calycolpus, Eugenia, Myrcia, Neomitranthes e Syzygium
resultaram na identificacdo de um grande numero de monoterpenos (Figura 8),
sesquiterpenos e alguns derivados fendlicos (Figura 9) e de outras classes de
compostos (Figura 10) (REYNERTSON et al., 2008; SCHNEIDER et al., 2008;
PEREIRA et al, 2010; APEL et al., 2013).

2.5.1 Consideracdes Sobre o Género Myrciaria

O género Myrciaria compreende aproximadamente 30 espécies distribuidas
no México, América Central, América do Sul, oeste da india, Norte da Argentina e
Uruguai (KAWASAKI, 2011). No Brasil, 0 género encontra-se distribuido em todas
as regides, com dominios fitogeograficos na Amazodnia, Caatinga, Cerrado, Mata
Atlantica e Pampa (SOBRAL et al.,, 2015) e esta representado por 22 espécies
nativas, incluindo Myrciaria ferruginea O.Berg. (FORZZA et al., 2010; SOBRAL et al.,
2015).

Espécies de Myrciaria apresentam algumas propriedades medicinais, tal
como M. dubia (H.B.K.) Mc Vaugh conhecida como “camu-camu”, cujos frutos séo
considerados a maior fonte natural de vitamina C (2,7 g/100 g de polpa)
(SMIDERLE; SOUZA, 2008; YUYAMA, 2011) e de muitos compostos fendlicos,
incluindo antocianinas e flavonoides (AGUIAR; SOUZA, 2015). Podem ser usado por
suas propriedades funcionais, tal como reducdo da dislipidemia, obesidade e
diabetes (AGUIAR; SOUZA, 2015). Apresenta atividade antioxidante (NASCIMENTO
et al., 2013), antigenotoxica (SILVA et al., 2012) e anti-inflamatéria (YAZAWA et al.,
2011). Estudos revelaram que M. floribunda (H. West ex Willd.) O. Berg,
popularmente conhecida como “camboim amarelo”, “camboim”, “jabuticabinha”,
“‘murta”, “duque”, “goiabarana” e “aracazeiro”, apresenta atividades inseticida
(TIETBOHL et al., 2014) e antimicrobriana (VAZ et al., 2012). Assim como 0 extrato
de M. cauliflora O. Berg., conhecida como “jabuticaba paulista”, “jabuticaba assu” ou
“‘jabuticaba ponhem”, apresenta atividades antimicrobiana (MACEDO-COSTA et al.,
2009; CARVALHO et al., 2009), antifungica (DINIZ et al., 2010), antiproliferativa
contra células de cancer bucal (WANG et al., 2014), antioxidante (SANTACRUZ et
al., 2012), vasodilatadora (SA et al., 2014) e hepatoprotetora (SILVA, 2015). M.
glomerata O.Berg., conhecida como "cabeludinha", é usada na medicina popular
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como anti-inflamatéria (SILVA; DONATO, 2016). Outras espécies deste género
apresentam, entre outras, atividades anti-inflamatéria, antioxidante, hipoglicémica,
antifingica, antiproliferativa, antibacteriana, anticolinesterasica, antiplasmaodica e
gastroprotetora (BORGES et al., 2014).

Dentre as 22 espécies Myrciaria nativas do Brasil, cinco delas [M. tenella
(ANDRADE et al., 2006; SCHNEIDER et al., 2008), M. floribunda (TIETBOHL et al.,
2012; 2014), M. cordata (UENO; MIYAJI, 2014) e M. glomerata (SOBRINHO et al.,
1955)] tiveram seus constituintes quimicos investigados. Ndo ha relato quanto ao
estudo quimico das demais espécies. Assim, o presente trabalho visa o estudo
quimico de Myrciaria ferruginea (Figura 11), bem como a avaliacdo de seu potencial
biolégico. Esta espécie se distribui no Nordeste e no Sudeste, com dominio
fitogeografico na Mata Atlantica. Sua vegetacao € do tipo floresta ombrofila (floresta
pluvial) e restinga (SOBRAL et al., 2015).

Figura 11 — Fotos dos galhos, folhas e frutos (A-C) de Myrciaria ferruginea O. Berg.

A C

Fonte: Autora desta tese, 2016. Fonte: POPOVKIN, 2010
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Figura 8 — Monoterpenos e outros compostos identificados em 6leos essenciais de
espécies de Calycolpus, Eugenia, Myrcia e Myrciaria.

saiealealon

Limoneno (1) a Terpineno (2) B-Terpineno (3) Y-terpineno (4)
Terpinoleno (5) p-Cimeno (6) a-Felandreno (7) p-Menta-2,4(8)-dieno (8)
OH OH I
oH, < }
O .\‘\\
/
Terpine-4-ol (9) a-Terpineol (10) Dihidrocarveol (11) Carveol (12)
0
=
X
P
Pulegona (13) a-Pineno (14) B-Pineno (15) Canfeno (16)

SR SRS ¢

Pinocarvona (17) Verbenona (18) Nopinona (19) Pinocarveol (20)



47

Continuacao da Figura 8.
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Continuacao da Figura 8.
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Continuacao da Figura 9.
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Continuacéo da Figura 9
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Figura 10 - Outras classes de compostos identificados em espécies de

Calycolpus, Eugenia, Myrcia e Myrciaria.
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3 OBJETIVOS

3.1. Geral

Conhecer e ampliar o perfil quimico e avaliar o potencial larvicida (larvas do
Aedes aegypti), antibacteriano, migracdo horizontal e de inibicAo de espécies
reativas de oxigénio (EROS) de extratos, fracoes e das substancias isoladas, da

espécie Myrciaria ferruginea O. Berg (Myrtaceae).

3.2. Especificos

e Avaliar o potencial antibacteriano (Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) de extratos,
fracOes e compostos isolados;

e Avaliar a viabilidade de células fibroblasto 3T3 e o potencial de migracdo

horizontal in vitro das substancias isoladas;

e Avaliar a viabilidade de células macrofagos (J774) e o potencial de inibicdo de

espécies reativas de oxigénio (EROS);

e Avaliar o potencial larvicida (larvas do 4° estadio do A. aegypt) e

anticolinesterasico de extratos, fracdes e substancias isoladas;

e Isolar os constituintes quimicos dos extratos e fracfes ativos nos ensaios

efetuados:;

¢ Identificar as substancias isoladas utilizando a técnica de Ressonancia Magnética

Nuclear (RMN) e pela comparacao com dados da literatura.



62

4. EXPERIMENTAL

4.1. Solventes, Materiais e Equipamentos

Na preparagao dos extratos brutos por maceracéao foram utilizados maceradores de
aco inoxidavel e solventes extratores o etanol e a acetona;

Nas particbes e separacfes cromatograficas foram utilizados solventes destilados
no proprio laboratorio ou P.A. (Vetec, Dinamica, Synth e Quimex), silica gel 60 (70-
230 mesh, ASTM Merck) e Sephadex LH-20 (Pharmacia®);

A concentragao de grandes volumes de solventes foi efetuada em evaporadores
rotatérios (BUCHI® R-114, IKA WERKE® RVO06-ML e IKA RV10), enquanto que
solugbes com pequenos volumes foram concentradas a temperatura ambiente em

capela de exaustdo da Permution®;

Nas cromatografias em camada delgada (CCD) foram utilizadas placas analiticas
de 0,50 mm de espessura preparadas com gel de silica 60 PF,s, da Merck®. Essas
cromatoplacas foram preparadas utilizando-se suspensdes do gel de silica em agua
destilada, a qual foi distribuida sobre as placas por meio de um espalhador

mecanico e foram ativadas a 100°C, em estufa Biomatic®:

As pesagens foram efetuadas em balanca eletronica analitica AX 200 Shimadzu® e
balanca semi-analitica BEL®;

Nas solubilizacBes de amostras utilizou-se ultrasson da Brason® 1210;

A secagem da vidraria foi realizada em estufa de esterilizagdo universal (Fabbe-
Primar, modelo 219);

Na revelagdo de cromatogramas, utilizou-se lampada ultravioleta da Spectroline®
(modelo ENF-260C/F), com comprimentos de onda de 254 e 366 nm e por imerséo
em cubas de vidro contendo vapores de iodo ou borrifadas com solucéo acida de

sulfato cérico;

Os pontos de fusdo (p.f.) foram determinados em aparelho MQAPF-302 da

microquimica, com capacidade maxima de aquecimento 340°C;
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e Os experimentos de RMN (*H: 400 MHz; '3C: 100 MHz) foram efetuados em
espectrometro Briker Avance 400 do Instituto de Quimica e Biotecnologia (IQB) da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL). A referéncia interna utilizada nos
espectros foi o tetrametilsilano (TMS) ou o sinal residual do solvente deuterado
(cloroférmio puro ou em mistura com metanol) utilizados na dissolucdo das

amostras;

e Na avaliacdo da atividade larvicida utilizou-se na dissolugdo das amostras
dimetilsulféxido (DMSO), autoclave vertical (modelo 415 Fanem) para esterilizacéo

da racdo animal e glicose anidra P.A. (Amresco®);

¢ Nos ensaios antibacterianos foram utilizados meios de cultivos Agar Mueller Hinton
(AMH), Mueller Hinton Caldo (MHC), adquiridos da Acumedia Manufacturers Inc.
(MI, USA); brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio  (MTT),
Cremofor®, ceftriaxona (30 pg) e ciprofloxacina (5 pg), adquiridos da Sigma-Aldrich
(Sigma-Aldrich Co., Brasil) e cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlio 0,5% (CTT) adquirido
da Inlab (Interlab - Distribuidora de Produtos Cientificos, Sdo Paulo-SP); pipetas
autométicas de volumes variaveis, ponteiras de polietileno, placas de Petri
descartaveis de 9 cm de diametro (Global Trade Technology), microplacas de
poliestireno com 96 orificios estéreis (JET BIOFIL® Tissue Culture Plates), além de
vidrarias diversas, pincas, alcas de platina e papel Whatman® n° 1. Cepas de
bactérias da American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA),
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Enterococus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 e Enterobacter aerogenes ATCC 13048 (NEWPROV
Produtos para Laboratorio, Pinhais/PR, Brasil; Cefar Diagnostica Ltda, S&o
Paulo/SP, Brasil); paquimetro mecanico (Starret Company, Athol/MA/USA),
autoclave vertical e estufa bacteriolégica (modelos Q316M2 e Q290 Quimis®
respectivamente), capela de fluxo laminar (Biohazard Safety Cabinet, JSR-JS
Research, Veco do Brasil Industria e Comércio de Equipamentos Sociedade Ltda,
Campinas/SP, Brasil);

¢ Nos ensaios de viabilidade celular e dos efeitos de migracdo horizontal e inibicao
da producdo de EROS foram utilizados brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT), Cremofor®, meio de cultivo RPMI-1640 (do inglés Roswell
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Park Memorial Institute medium), suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1%
de L-glutamina e 40 pg/mL gentamicina, meio DMEM (do inglés Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) contendo 10% soro fetal bovino (FBS — do inglés fetal
bovine serum), tampéo fosfato salina (PBS; do inglés Phosphate Buffered Saline),
fator de crescimento (PDGF; do inglés Platelet Derived Growth Factor),
paraformaldeido, 4’,6-diamino-2-fenilindol e Nitroazul de tetrazélio (NBT — do inglés
Nitroblue Tetrazolium), adquiridos da Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Co., Brasil),
microplacas de poliestireno com 96 orificios estéreis (JET BIOFIL® Tissue Culture
Plates); multileitor de placas ELISA, espectrofotometro no comprimento de onda de
540 nm; multileitor de placas ELISA; programa GraphPad Prism® software, version
5.0 (San Diego, CA, USA).

4.2. Coleta e ldentificacdo do Material Vegetal

Folhas e caule da espécie Myrciaria ferruginea O.Berg (Figura 11) foram
coletados pelo Sr. Nilo Pinto de Sousa, em novembro de 2011, na Area de Protec&o
Ambiental da Usina Coruripe, municipio de Coruripe-AL, e identificada pela botanica
Rosangela P. de Lyra Lemos, do Instituto do Meio Ambiente do Estado de Alagoas,

onde um exemplar do referido material se encontra catalogado (MAC-11183).

4.3. Preparacéo dos Extratos e FragOes das Folhas e do Caule

Apdés secagem a temperatura ambiente e trituracdo, materiais das folhas (430
g) e do caule (4900 g) foram individualmente extraidos através de maceracdo com
acetona e etanol a 90%, respectivamente. ApOs concentracdo das solucdes em
evaporadores rotativos e secagem a temperatura ambiente, foram obtidos os extratos
brutos [folhas (acetona: 25,14 g) e caule (EtOH: 159,14 g)]. Estes extratos foram
individualmente suspensos em solucdo MeOH-H,0 (3:2) e extraidos sucessivamente
com hexano, cloroférmio e acetato de etila (Figura 12). ApOGs concentracdo das
solugbes em evaporador rotativo obteve-se as fracbes de particdo das folhas [hexano
(13,852 g), CHCI3 (10,916 g) e MeOH-H,0 (0,698 g)] e de caule [hexano (22,183 g),
CHCI; (12,005 g), AcOEt (15,050 g) e MeOH-H,O (105,677 g)], que foram

armazenadas em freezer até o momento do uso nos estudos fitoquimicos e biolégicos.
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Posteriormente, tanto os extratos brutos quanto as fragées provenientes de particao
das folhas foram avaliados com ensaios antibacteriano, viabilidade celular, migracao
horizontal e inibicdo das espécies reativas de oxigénio pelo lipossacarideo, frente as
células fibroblasto 3T3 e de macrofagos (J774) e o efeito larvicida, frente a larvas do
4° estadio do mosquito A. aegypti, e anticolinesterasico direcionando-os desta forma a

investigagédo fitoquimica, que resultou no isolamento de nove compostos (Figura 23).

Figura 12 — Procedimento experimental efetuado com o0s extratos em acetona das

folhas (A) e em etanol do caule (B).
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4.4. 1solamento de Alguns dos Constituintes Quimicos de Folhas e

de Caule
4.4.1. Procedimento efetuado com as fragcfes oriundas das folhas

** Fracdo em Hexano

A fracdo em hexano das folhas (13,852 g) foi submetida a filtracdo em gel de
silica utilizando os seguintes eluentes puros ou em propor¢cdes crescentes de
polaridade: Hexano (1a e 1b); Hexano-CHCI; (1:1; 2); CHCI; (3); CHCI3-AcOEt (1:1;
4); AcOEt (5); AcOEt-MeOH (1:1; 6) e MeOH (7) (Figura 13). As sete fracdes
resultantes (1-7) foram analisadas através de CCD, utilizando diferentes sistemas
eluentes e revelacdes com luz ultravioleta (254 e 366 nm) e por vapores de iodo. Apos
esta analise comparativa, as fracbes (2-6) foram individualmente fracionadas de gel
de silica 60 (70-230 mesh) e as subfracBes resultantes, apds analise comparativa
através de CCD, em diferentes sistemas eluentes, foram agrupadas. A fracdo 1b
(0,032 g), proveniente da filtracdo com hexano, apresentou-se como um solido
levemente esverdeado. Este material, ap0s sucessivas lavagens a frio com hexano
forneceu um sélido amorfo branco, p.f. 194-196 °C, que foi codificado de MfFH-1
(0,030 g).

A fracdo 3 (2,138 @), oriunda da filtracdo com CHCI; foi fracionada em coluna
de gel de silica e o material cristalino oriundo da reunido das subfracbes (29-31),
mostrou uma unica mancha na presenca de luz UV e em vapores de iodo. Este
material foi codificado de MfFH-2 (0,015 Q).

As fragbes 2 (0,752 g), 4 (0,371 g), 5 (1,473 g) e 6 (0,824 g), obtidas da filtracdo
com os eluentes Hexano-CHCI3 (1:1), CHCI3-AcOEt (1:1), AcOEt e AcCOEt-MeOH (1:1),
respectivamente, foram fracionadas em coluna de gel de silica com misturas binarias
de solventes contendo Hexano, CHCIl;, AcCOEt e MeOH em ordem crescente de
polaridade. ApoOs inUmeras tentativas de purificacdo, estas fragdes ndo conduziram ao
isolamento de substancias com grau de pureza adequado para obtencdo dos dados
espectrais. Ainda, as fracbes em hexano la (0,245 g) e 7 (8,910 g), apresentaram-se
como materiais oleosos, que ao serem submetidos a CCD em diferentes sistemas de
eluentes, ndo apresentaram boa definicdo das manchas e, por esta razao, ndo foram

fracionadas em coluna de gel de silica.
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Figura 13 — Procedimento experimental efetuado com a fragdo em hexano das folhas.
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** Fracdo em CHCl;

A fracdo em CHCI; das folhas (10,916 g) foi filtrada em gel de silica com
misturas de solventes em proporcdes crescentes de polaridade [Hexano, Hex-CHCl3
(1:1), CHCI;, CHCI3-AcOEt (1:1), AcOEt, AcOEt-MeOH (1:1) e MeOH), 1 a 7,
respectivamente]. Estas fracbes foram submetidas a analise através de CCD,
utilizando diferentes sistemas eluentes,e revelagcdes com luz ultravioleta (254 e 366
nm) e vapores de iodo. ApOs analise, todas as fracbes (1-7) foram fracionadas,

analisadas em CCD e agrupadas (Figura 14).

A fracdo 2 (1,798 @), oriunda da filtracdo com Hexano-CHCI; (1:1), foi
submetida a fracionamento cromatografico em gel de silica. Foi coletado um total de

115 subfragdes contendo aproximadamente 10 mL cada. As subfracdes reunidas 22-
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23 (0,017 g) e 52-57 (0,047g) apresentaram duas manchas em CCD e foram
individualmente submetidas a CCD preparativa resultando no isolamento de duas
substancias, de p.f. 185-187 ‘C e 254-256 'C, que foram codificadas de MfFC-1 (0,012
g) e de MfFC-2 (0,010 g), respectivamente. A andlise dos dados de RMN de MfFC-1

revelou que se tratava de quantidade adicional de MfFH-1.

O material da fracdo 3 (1,429 g), oriunda da filtracdo (CHClIs), foi fracionada em
gel de silica utilizando hexano e acetato de etila em gradiente crescente de
polaridade. Foram coletados 82 subfragbes com um volume médio de
aproximadamente 10 mL cada. O material da subfracdo 2 (0,010 g) foi codificado de
MfFC-3, cujos dados de RMN mostrou tratar-se de quantidade adicional de MfFC-1. O
material das subfracdes reunidas 3-5 (0,042 g), ap6s sucessivas recristalizacdes com
MeOH, resultou no isolamento de um material de p.f. 169-173 “C que foi codificado de
MfFC-4 (0,011 g). Posteriormente, os espectros de RMN revelou que este material era

composto por uma mistura constituida por MfFC-4 e MfFC-1.

A analise comparativa através de CCD e de RMN dos materiais das subfragbes
4 (0,010 g), 7 (0,011 g), 15 (0,013 g), 17 (0,011 g) e 20-23 (0,013 g), codificados de
MfFC-5, se mostraram constituidos principalmente pelo componente isolado

anteriormente codificado de MfFC-2.

A fragéo 5 (3,650 g), oriunda da filtragdo em AcOEt, foi fracionada em gel de
silica, obtendo-se 110 subfracdes com volume médio de aproximadamente 10 mL
cada. As subfracdes reunidas 9-29 (0,024 g) mostrou tratar-se do componente isolado
anteriormente codificado de MfFC-1 (0,024 g). O fracionamento cromatografico em
coluna de gel de silica da subfracdo 7 (1,410 g) conduziu ao isolamento de quantidade
adicional da substancia MfFC-1 (0,064 g).

Os materiais das fragcdes 1 (0,134 g); 4 (1,040 g) e 6 (1,450 g), obtidas da
filtracdo Hexano, CHCI3-AcOEt (1:1) e AcOEt-MeOH (1:1), respectivamente, foram
fracionadas em coluna de gel de silica, contudo né&o resultou na obtengéo de material

com grau de pureza satisfatério para analise de RMN.
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Figura 14 — Procedimento experimental efetuado com a fracdo em CHCI; das folhas.
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4.4.2. Procedimento Experimental Efetuado com as Fragdes Oriundas da

Particdo do Extrato em Etanol do Caule

+ Fracdo em Hexano

A fracdo em hexano do caule (22,183 g) foi submetida a filtracdo em gel de
silica utilizando solventes de diferentes proporgdes crescentes de polaridade: Hexano
(1), Hexano-CHCI3; (1:1; 2); CHCIs (3), CHCI3-AcOEt (1:1; 4); AcOEt (5) e AcOEt-

MeOH (1:1; 6) (Figura 15). As fracOes resultantes (1-6) foram submetidas a analise
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através de CCD, utilizando-se diferentes sistemas eluentes e revelagfes com luz
ultravioleta (254 e 366 nm), bem como vapores de iodo. Apds analise, as fracbes 2-6
foram fracionadas em coluna de gel de silica 60 (70-230 mesh) e suas subfracdes,
apos analise comparativa através de CCD, em diferentes sistemas eluentes, foram

agrupadas.

Figura 15 — Fluxograma do procedimento experimental efetuado com a fragdo em

hexano do caule
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A fragéo 3 (17,852 g), oriunda da filtragdo com eluente CHCls, foi fracionada em
coluna de gel de silica, com diferentes sistemas de eluentes, da qual foram coletados
102 subfra¢cdes com volume médio de 10 mL cada. O material das subfracdes (12-17)
resultaram no isolamento da substéncia de p.f. 139-141°C codificada de MfCH-1
(0,012 g).
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O material da subfragéo 4 (2,238 g), oriunda da filtracdo com eluente CHCls-
AcOEt (1:1) foi fracionada em coluna de gel de silica eluida com misturas de hexano e
AcOEt em proporcbes crescentes de polaridade. Foram coletados um total de 90
subfracbes com volume médio de 10 mL cada. O material da subfracdo 29-30,
resultou no isolamento da substancia codificada de MfCH-2 (0,010g) (p.f. 164-167 °C).

Os materiais da fragbes 1 (0,145 g), 2 (0,132 g), 5 (0,371 g) e 6 (1,473 g),
provenientes da filtracdo com Hexano, Hexano-CHCI; (1:1), AcOEt; e AcOEt-MeOH
(1:1), respectivamente, foram submetidas a sucessivas cromatografias em coluna de
gel de silica e eluida com misturas de hexano, CHCI;, AcOEt e MeOH em gradiente
crescente de polaridade. Estas fracGes, ap0s inUmeras tentativas de purificacdo, nao
conduziram ao isolamento de substancias com grau de pureza adequado para

obtencao dos dados espectrais.

¢ Fracdo em CHCI;

O material da fragdo em CHCI3; do caule (12,005 g) foi submetida a filtracdo em
gel de silica, utilizando-se misturas de solventes em propor¢des crescente de
polaridade [Hexano-CHCI; (1:1; 1); CHCIls (2); CHCIs-AcOEt (1:1; 3); AcOEt (4);
AcOEt-MeOH (1:1; 5) e MeOH (6)]. As fracOes resultantes (1-6) foram analisadas
atravées de CCD, utilizando diferentes sistemas eluentes e revelagbes com luz
ultravioleta (254 e 366 nm) e vapores de iodo. A andlise comparativa sugeriu que

todas as fracdes (1-6) possuiam componentes quimicos diferentes (Figura 16).

Os materiais das fracdes 1 (1,861 g) e 3 (4,387Q), oriundas da filtracdo com
eluente Hexano-CHCI3 (1:1) e CHCI3-AcOEt (1:1), foram fracionadas em gel de silica
utilizando misturas de Hexano-AcOEt em gradiente crescente de polaridade. Foi
coletado um total de 92 e 90 subfragfes, respectivamente, com volume médio de 10
mL cada. Estes procedimentos resultaram na purificacdo direta de materiais de p.f.
226-228 °C e 224-226 ‘C que foram codificados de MfCC-1 (0,011 g) e MfCC-2 (0,014

g) respectivamente.

O material da fracdo 4 (2,237 g), oriunda da filtrago com AcOEt, apos
fracionamento cromatografico em gel de silica, utilizando misturas de CHCI; e AcOEt
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em proporgdes crescente de polaridade e Sephadex LH-20 com MeOH resultou no
isolamento das substéancias codificadas de MfCC-3 (0,012 g) e MfCC-4 (0,011 g),

sendo que esta ultimo se tratava de quantidade adicional de MfCC-1.

Os materiais das fracbes 2 (1,795 g), 5 (0,565 g) e 6 (1,932 g), oriundas da
filtragdo com CHCI3;, AcOEt-MeOH (1:1) e MeOH foram submetidas a cromatofrafia
em coluna de gel de silica usando como eluentes misturas de Hexano, CHCI3;, AcOEt
e MeOH em gradiente crescente de polaridade. Apds inumeras tentativas de
purificacdo, estas fracdes ndo conduziram ao isolamento de substancias com grau de

pureza satisfatério para obtencéo dos dados de RMN.

Figura 16 — Fluxograma do procedimento experimental efetuado com a fracdo em CHCI;

do Caule

Fr. CHCI,

(12,005 g)

Filtragdo em Coluna de Silica, com misturas dos
solventes: Hexano, CHCI;, AcOEt e MeOH

{
Hexano: CHCI;
(1:1)

[
MeOH

CHCl, AcOEt:MeOH J’
1 (1:1) 6

(1,861 g) CHC(I;;:;:OEt AcOEt (1’932 g)

c.Coluna C.Coluna
Silica gel 2 5 Silica gel
(1,795 g) (0,565 g)
C.Coluna C.Coluna
Silica gel Silica gel
(4,387 g)
63 C.Coluna C.Coluna
Silica gel Silica gel
23-29
J 37-38 (0,048 g)
MfCC-1 -
oluna
(0’0113) Sephadex MfCC-3
(0,012g)
MfCC-2
(0,014g) mfcc-4

(0,011g)
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% Fragdo em AcOEt

O material da fracdo em AcOEt do caule (10,916 g) foi submetido a filtracdo em
gel de silica utilizando eluentes misturas de CHCI3-AcOEt (1:1; 1), AcOEt (2), AcOEt-
MeOH (1:1; 3) e MeOH (4) (Figura 17). As fracdes resultantes (1-4) foram submetidas
a andlise através de CCD, utilizando-se diferentes sistemas eluentes, revelacdes com
luz ultravioleta (254 e 366 nm) e vapores de iodo. Os materiais destas subbfracées (1-
4), insoluveis em MeOH, foram submetidas a sucessivos fracionamentos
cromatograficos em gel de silica 60 (70-230 mesh) e/ou a Sephadex LH-20. Apds
inUmeras tentativas de purificacdo ndo resultou no isolamento de componentes com
grau de pureza satisfatorio e/ou quantidade adequada para obtencdo de dados

espectrais.

Figura 17 — Fluxograma do procedimento experimental efetuado com a fragcdo em AcOEt

do Caule
Fr. AcOEt
(10,916 g)
Filtragdo em Coluna de Silica, com misturas dos solventes:
CHCI;, AcOEt e MeOH
CHCl;:AcOEt AcOEt AcOEt:MeOH MeOH

(1:1) (1:1)

|

1 4
(2,829 g) (1,450 g)
C.Coluna C.Coluna
Silica gel Sephadex
2 3
(3,840 g) (2,050 g)
C.Coluna C.Coluna

Silica gel Silica gel
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4.5. Avaliacdo do Potencial Bioldgico de Extratos, Fracdes e

Compostos Isolados

4.5.1. Avaliagcdo da Atividade Antibacteriana de Extratos, Fracdes e

Compostos Isolados

Os ensaios para avaliagdo da atividade antimicrobiana foram realizados em
colaboracdo com a Prof2. Dr2, Maria Lysete de Assis Bastos, do Laboratério de
Pesquisa e Tratamento de Feridas, da Escola de Enfermagem e Farmacia
(ESENFAR) da Universidade Federal de Alagoas.

% Microrganismos, Condi¢cdes de Cultivo e Preparo do InGculo

Cepas de bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Enterococus faecalis ATCC 29212) e
Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, e Enterobacter aerogenes ATCC 13048) foram avaliadas. Todas as cepas
usadas foram padronizadas e distribuidas pela American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, VA, USA) e cultivadas no meio Agar Mueller Hinton (AMH) a 35°C,
distribuido pela CEFAR Diagnostics Ltda., Sdo Paulo. As cepas bacterianas foram
cultivadas em meio Caldo Mueller Hinton (CMH) (Difco Laboratories, Detroit, Ml) e a
cultura incubada por 24 horas a 35°C. Apés este periodo, foram semeadas com
auxilio de uma alca sobre a superficie de placas de Petri contendo meio Agar Muller
Hinton (AMH) e reincubadas nas mesmas condi¢cfes, para 0 ajuste da turbidez da
cultura em solucéo salina estéril a 0,9% (9 g/L de cloreto de sédio) (diluicdo 1:1000)

de acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012a).

Para a padronizacdo da densidade do inéculo, foi utilizado o controle de
turbidez dptica de bario (BaSO,), equivalente a uma solugdo da escala padrdo de
turvagdo de McFarland. Ao final, os inéculos foram padronizados em solucdo salina
estéril para uma concentracdo de 1,5 x 10® UFC/mL de bactérias, de acordo com a
turbidez do tubo 0,5 da escala de McFarland, sendo o inéculo final necessario de
aproximadamente 10° UFC/mL para bactérias (CLSI, 2012a).
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% Preparo de Meios de Cultivos e Solucdes Utilizadas nos Ensaios

- Agar Mueller-Hinton (AMH, HIMEDIA®): Meio soélido recomendado para a
determinacdo de susceptibilidade de microrganismos para agentes antimicrobianos,
que apresenta boa reprodutibilidade e suporta o crescimento da maioria dos
microrganismos. Foi utilizado no cultivo das bactérias. Segundo o fabricante, este
meio é composto por (g/L): infusdo de carne bovina (300,0), Caseina &cida hidrolizada
(17,5), amido (1,5) e Agar (17,0). O meio foi preparado diluindo-se 38,0 g do p6 em
um litro de agua destilada, sob agitacdo manual com auxilio de um bastdo de vidro.
Apéds completa dissolucédo, a solucéo foi esterilizada em autoclave a 121°C durante 15
minutos. Em seguida, aproximadamente 25 mL do meio, ainda quente (temperatura
em torno de 35 °C) e homogeneizado, foi distribuido em placas de Petri (9 cm de
diametro). O pH final foi de 7,3 + 0,2 a 25°C.

- Salina Tamponada: Utilizada para diluir o inéculo visando obter o equivalente a 1,5
x 10® Unidades Formadoras de Colénias (UFC)/mL. Esta solucdo foi preparada
utilizando os sais: cloreto de sodio (5,61 g), cloreto de potassio (0,11 g), fosfato de
potassio monobasico (1,0 g) e fosfato dibasico de sodio (2,0 g). Sob agitacdo manual,
auxilio de um bastdo de vidro, todos os componentes foram dissolvidos em &agua
destilada (1 L). Ap6s completa dissolucdo, a solucdo foi transferida para um
erlenmeyer, o qual foi vedado com rolha de algoddo com gaze protegida com papel
aluminio. Apos esterilizacdo em autoclave a 121°C durante 15 minutos e ajuste do pH
(7,4 + 0,2 a 25 °C), armazenou-se em refrigerador a uma temperatura de 2-8 °C, até o
momento do uso. Posteriormente, a cada bateria de testes a solucédo foi redistribuida
em erlenmeyer de 50 mL e, novamente esterilizada, para receber os inéculos ativos. A
turbidez desta suspensado foi comparada com a turbidez do tubo 5 da Escala de
MacFarland (1,5 x 10° UFC/mL), obtendo-se assim, a suspens&o microbiana para
semeadura das placas testes (BASTOS, 2011).

- Solucéo de Sulfato de Bario da Escala de MacFarland - Foram utilizadas solucbes
padréo de turbidez de sulfato de bario, denominada Escala de McFarland (Figura 18).
Esta escala ¢é utlizada para padronizagdo da densidade do inoculo dos
microrganismos para testes in vitro, e ajuste do numero de UFC/mL. A escala foi

preparada adicionando-se em 10 tubos de ensaio, sequencialmente, quantidades
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crescentes de solucéo de cloreto de bério a 1% (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9;
1,0 mL). Em seguida, a cada tubo foi adicionado quantidade suficiente de &cido

sulfurico a 1% para completar 10 mL.

Figura 18 — Escala de Mcfarland.

Fonte: Autora desta tese, 2016

+ Ensaios Antibacteriano pelo Método de Difusdo em Agar

Os extratos brutos e suas respectivas fracbes de particdo foram inicialmente
avaliados pelo método de difusdo em Agar ou de perfuracdo em Agar (remocédo do
meio de cultura sélido com auxilio de cilindros de 7 mm de didmetro para a formacao

de pocos) conforme descrito por Karaman e cols. (2003) e Ostrosky e cols. (2008).

Para confeccéo das cavidades em cada placa de Petri, bases de ponteiras de 7
mm de didmetro, de forma invertida, sobre uma fina camada de AMH foram utilizadas.
Em seguida, verteu-se uma solug¢do contendo 1 mL da suspenséo microbiana e 20 mL
de AMH, resfriado a 45-50 °C, nas placas de Petri, ainda com as ponteiras invertidas
para a formagdo das cavidades (Figura 19). Apos a solidificacdo do meio, as
ponteiras foram retiradas e 50 pyL dos extratos em DMSO a 10% ou em Cremophor®
(Sigma-Aldrich) a 10% e g.s.p. de solugéo salina estéril, obtendo-se uma solugdo com
concentracéo final de 100 mg/mL foram depositados em cada cavidade (AYRES et al.,
2008; KARAMAN et al., 2003).

Com objetivo de avaliar a sensibilidade das cepas frente a acdo dos solventes e

controles negativos foram utilizados 50 yL de DMSO a 10% ou de Cremophor® a
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10%. Discos de antibiéticos de ceftriaxona (CRO, 30 ug) e ciprofloxacina (CIP, 5 ug),
selecionados de acordo com o grupo de agentes antibacterianos sugeridos pelo FDA
Clinical Indications por meio dos Laboratérios de Microbiologia Clinica dos Estados
Unidos (CLSI, 2012b), foram utilizados como controles positivos. Os resultados foram
expressos em termos da média do didmetro da zona de inibi¢ado (DZI: < 9 mm, inativo;
9-14 mm, parcialmente ativo; 14-17 mm, ativo; > 17 mm, muito ativo (AYRES et al.,
2008). As amostras que apresentaram resultados promissores (DZI > 9 mm ou
parcialmente ativo) frente a qualquer microrganismo pelo método de difusdo em Agar

foram submetidos ao teste de microdiluicdo em caldo.

O sistema foi incubado em estufa a 35 °C por 24 h para as bactérias (CLSI,
2012a). Apos o término do periodo de incubacéo, foram medidos os halos de inibicdo

de crescimento com auxilio de um paquimetro (Figura 19).

Figura 19 — Preparo das cavidades nas placas de Petri e Medicdo de halos de inibicéo

de crescimento com um paquimetro.

Fonte: Autora desta tese, 2016.

** Ensaios Antibacterianos pela Técnica de Microdiluicdo em Caldo -
Determinacao da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

Os ensaios antibacterianos utilizando a técnica de microdiluicdo em caldo
envolve o uso de pequenos volumes de caldo colocados em placas de plastico
estéreis, préprias para microdiluicdo, que possuem pocos de fundo redondo ou
conico. Para tanto, os extratos, fracoes que apresentaram resultados promissores nos

ensaios utilizando a técnica de difusdo em Agar foram submetidos ao teste de
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microdiluicdo em caldo para a determinagdo da concentracdo inibitéria minima (CIM)
de acordo com a metodologia descrita por Ayres e cols. (2008) e as normas padrao do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012a).

Foi preparado um volume de 200 uL dos extratos, fragdes e compostos
isolados a serem testadas, na concentracdo de 2000 ug/mL, empregando-se DMSO a
10%. Os ino6culos foram padronizados em solucdo salina estéril e a suspenséo
bacteriana McFarland 0,5 (1,5 x 10® UFC/mL) foi diluida 1:10 para se conseguir uma
diluicdo 10" UFC/mL. Ao inocular 5 pL dessa suspensao no caldo a concentracéo final
de bactérias é de 5 x 10°> UFC/mL (ou 5 x 10* UFC/poco).

O ensaio foi realizado em microplacas estéreis contendo 96 pocos de 330 pL
(Figura 20). Os orificios da placa foram preenchidos com 100 pyL de Caldo Mueller
Hinton (CMH) duas vezes concentrado. Em seguida, uma aliquota de 100 pyL das
amostras foi adicionada na linha A da coluna de 1-9. As colunas 10-12 foram
destinadas aos controles positivo, negativo e de esterilidade. O conteido de cada
orificio da linha A foi transferido para os orificios da linha B, e ap6s homogeneizacéo,
o mesmo volume foi transferido para a linha C, repetindo-se este procedimento até a
linha H, e desprezando-se apds homogeneizacdo o excesso da diluicdo, obtendo-se
assim concentragdes decrescentes dos extratos a partir de 1000 yg/mL (linha A); 500
pg/mL (linha B); 250 pg/mL (linha C), e assim por diante. Um volume de 5 pL (5 x 10*
UFC/poco) dos in6culos bacterianos diluidos, foram depositados em cada um dos
orificios das linhas A-H e colunas de 1-9.

Os orificios das colunas 10 (foram reservados para o controle negativo da
atividade inibitéria do diluente DMSO a 10%) e 11 (caldo CMH e o in6culo microbiano,
permitindo o controle positivo da viabilidade microbiana) e 12 (apenas o caldo para
verificacdo da esterilidade da placa) foram destinados para os controles do

experimento.

As microplacas foram seladas com tampas de plastico e incubadas a 35°C
durante 18 h. Apos este tempo, foram acrescidos a cada um dos orificios 20 yL de
uma solucdo aquosa de cloreto de trifeniltetrazolio a 0,5% (CTT), corante que
promove a coloragdo das colénias sem comprometer sua viabilidade. As microplacas

foram novamente re-incubadas por mais 3 h a 35°C. Apds este tempo, a presenca de
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coloracdo vermelha nos orificios foi interpretada como prova negativa do efeito
inibitério do extrato, enquanto a auséncia da coloracdo vermelha foi considerada
prova positiva da acao inibitéria sobre os microrganismos testados (Figura 20).

O teste foi considerado valido na constatacdo de crescimento microbiano nos
pocos destinados ao controle positivo e a CIM foi definida como a menor
concentragdo do extrato em pg/mL capaz de inibir completamente o crescimento
microbiano nos pocos de microdiluicdo conforme detectado a olho nu, ou seja, 0
aparecimento da coloracdo vermelha. Os valores de CIM foram determinados como
as menores concentracdes capazes de inibirem o crescimento dos microrganismos e
o grau de atividade foi determinado de acordo com os seguintes critérios: CIM < 100
Mg/mL: boa atividade; de 100 a 500 pg/mL: moderada atividade; de 500 a 1000 pg/mL:
fraca atividade; e CIM = 1000 ug/mL: inativo (HOLETZ et al., 2002).

Figura 20 — Microplaca utilizada nos ensaios para determinacdo da CIM e reacdo de
reducdo do CTT.
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Fonte: Autora desta tese, 2016
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4.5.2. Avaliacdo da Viabilidade de Células Fibroblastos (3T3) e de
Macrofagos (J774) e dos Efeitos de Migracdo Horizontal e
Inibicdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) in vitro de

Extratos e Compostos Isolados

Os ensaios para avaliacdo da viabilidade celular, migragédo horizontal e de
inibicdo das EROS foram realizados em colaboracdo com o Prof. Dr. Emiliano Oliveira
Barreto, do Laboratério de Biologia Celular e Molecular do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICBS) da Universidade Federal de Alagoas.

45.2.1. Viabilidade Celular

Foram avaliados extratos e fracbes das folhas e do caule, bem como
compostos isolados MfFC-4 (Lupeol e 3B-Betulinaldeido), MfFH-2 (Ac. hexametil-
coruoloelagico) e 3B-Betulinaldeido [isolado pelo nosso grupo de Swartia apetala
(Leguminosae), sobre a viabilidade de células fibroblasto (3T3) e de macréfagos
(J774) usando o método do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazdlio
(MTT), de acordo com a metodologia descrita por Mosmann (1983). E um método
colorimétrico rapido, considerado sensivel e barato, cuja analise se baseia na

converséo do sal de MTT em azul de formazan (Figura 21).

Figura 21 — Reacédo de reducdo do MTT

N
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Fonte: RIBEIRO, et al., 2013.

As células de fibroblastos ou de macréfagos (1,2 x 10° células/pogo) foram

cultivadas durante 24 h em placas de 96 pocos contendo meio de RPMI-1640,
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suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de L-glutamina e 40 pg/mL
gentamicina, mantidas em estufa a 37°C e atmosfera contendo 5% de CO,. Em
seguida, os extratos foram testados em concentracdes que variaram de 15,625 a 500
pug/mL enquanto que os compostos MfFC-4 (Lupeol e 3B-Betulinaldeido) MfFH-2
(Ac. Hexametilcoruoloelagico) e 3B-Betulinaldeido) nas concentracbes de 15,625,
32,25 ou 62,5 yg/mL, durante 24 h. Apds a incubagao, o meio de cultivo foi substituido
por RPMI fresco contendo 5 mg/mL de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram
incubadas por 3 h. Apés 15 min. De incubacdo a 37°C, foram adicionados 150
pL/poco de DMSO e realizada a leitura em espectrofotometro no comprimento de
onda de 540 nm. MTT foi preparado na concentracdo de 5 mg/mL e 10 uL desta
solucéo foi adicionado em cada poco e incubado durante 24 h. A viabilidade celular foi
expressa em percentagem relativa a absorbancia as células do grupo controle
determinada a 540 nm em um multileitor de placas ELISA de acordo com Webler e
cols. (2015). Para cada amostra, quatro pog¢os foram utilizados por tratamento, em
dois experimentos independentes, e a atividade redutora do MTT foi determinada em
percentagem relativa a absorbancia determinada nas células controle. Os dados
foram analisados segundo a média + desvio-padrdo da média da porcentagem de
inibicdo do crescimento celular, usando o programa GraphPad Prism® software,
version 5.0 (San Diego, CA, USA).

Abs. das células tratadas

x 100]

[Abs. das células nio tratadas

4.5.2.2 Ensaios In Vitro de Cicatrizacdo de Feridas de Compostos Isolados

A capacidade de espalhamento e migracédo celular de fibroblastos (3T3) de
alguns dos compostos isolados foi avaliada usando o método de cicatrizacéo de risco
in vitro de acordo com Fronza e cols. (2009). As células foram cultivadas em placas
contendo 24 pocos contendo lamelas pré-revestidas com colageno tipo | (40 pg/mL),
durante 2 h a 37°C, a uma concentracéo de 3x10° células/mL e cultivadas em meio
DMEM (do inglés Dulbecco’s modified Eagle Medium) contendo 10% soro fetal bovino
(FBS — Fetal bovine serum) para formar monocamadas de células quase confluentes.
A seguir, um risco linear foi gerado na monocamada com uma pipeta plastica estéril

de 100 pL e todos os detritos celulares foram removidos pela lavagem das lamelas
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com tampéo fosfato salina (PBS; do inglés phosphate buffered saline). O meio DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle Medium) contendo DMSO (0,25%) (grupo controle), os
fibroblastos foram estimulados com um fator de crescimento (PDGF; do inglés platelet
derived growth factor; 2 ng/mL), como controle positivo. Os compostos isolados
[MfFC-4 (Lupeol e 3B-Betulinaldeido), MfFH-2 (Ac. Hexametilcoruolo-elagico) e 3B-
Betulinaldeido] foram adicionados (15,625, 31,25 e 62,5 pg/mL) a um conjunto de
lamelas de trés por dose e incubados durante 24 h a 37°C e umidificada com
atmosfera de 5% CO,. As células foram fixadas com paraformaldeido a 4% durante 15
min e coradas com 4’,6-diamino-2-fenilindol, durante 24 h. Os experimentos foram
realizados em duplicatas e trés imagens de cada area riscada foram fotografadas para

estimar as migracoes relativas das células.

Andalise estatistica

Os dados foram analisados segundo a média + desvio-padrdao da média da
porcentagem de inibicdo do crescimento celular, usando o programa GraphPad
Prism® software, version 5.0 (San Diego, CA, USA). Comparac¢des entre 0s grupos
testes foram efetuadas por ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Valores de P
menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Os

experimentos foram realizados em triplicata.

4.5.2.3. Medida da Producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) em

Macrofagos — Efeito Antioxidante

A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi medida usando o
reagente nitroazul de tetrazolio (NBT — em inglés, Nitroblue Tetrazolium), conforme
descrito por Cruz e cols. (1997). Os macréfagos (1,2 x 10° células/poco) foram
incubados em placas contendo 96 pogos com 200 uL de meio de cultura (RPMI-1640,
do inglés Roswell Park Memorial Institute, suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 1% L-glutamina e 40 ug/mL gentamicina) a 37°C em atmosfera de 5% CO,,
durante 24 h. Em seguida, as células foram tratadas com os compostos MfFC-4
(Lupeol e 3B-Betulinaldeido), MfFH-2 (Ac. Hexametilcoruoloelagico) e 3B-
Betulinaldeido em concentragbes que variaram entre 15,625 ou 32,25 pg/mL durante

24 h elou lipopolossacarideo bacteriano (LPS; 500 ng/mL) em meio de cultura livre de
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soro, durante 24 h. Apds tratamento, foram adicionados 200 pL as células da solugao
do reagente nitroazul de tetrazolio (NBT; do inglés Nitroblue tetrazolium; 1 mg/mL)
durante 1 h. O grupo controle recebeu somente 200 uL de soro fetal bovino (FBS; em
inglés Fetal Bovine Serum). Apdés 1 h, o sobrenadante foi descartado e 200 uL de
solugdo de KOH + DMSO foi adicionada durante 10 min. A absorbancia do NBT foi
medida espectrofotometricamente a 630 nm. Quatro poc¢os individuais foram utilizados
por tratamento e a reducdo da atividade do NBT foi determinada como percentagem

da producéo de EROs.

4.5.3. Atividade Larvicida

Os extratos brutos das folhas e do caule, bem como as fragbes oriundas de
particdo destes extratos, foram submetidos a ensaios frente larvas do quarto estadio
do mosquito A. aegypti. Os ensaios foram realizados no insetario do Laboratério de
Pesquisa em Quimica dos Produtos Naturais (LPgPN) do IQB/UFAL, de acordo com
as recomendacdes da Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 1981), com algumas
modificacdes.

% Criacdo e manutencao das larvas e insetos adultos

Larvas do 4° estadio de mosquitos A. aegypti foram obtidas a partir de ovos
depositados em papéis de filtro por fémeas adultas criadas e mantidas no insetario
(Figura 22). Os insetos foram mantidos a uma temperatura média de 27,1 + 4,0°C,
umidade relativa do ar de 69,9 + 7,8% e fotoperiodo de aproximadamente de 12
horas. Ovos coletados trés dias apés o repasto sanguineo foram colocados em bacias
plasticas contendo agua destilada para ocorrer a eclosdo das larvas e seu
desenvolvimento nos diferentes estadios (1°, 2° 3° e 4°). ApOs ecloséo, as larvas
foram alimentadas com racdo para gatos autoclavada e mantidas em bacias até o
desenvolvimento das pupas. A seguir, com auxilio de pipetas plasticas, as pupas
foram manualmente separadas das larvas, acondicionadas em copos descartaveis e
colocadas em gaiolas teladas para posterior emergéncia dos insetos adultos (Figura
22). Estes foram alimentados com solucéao de glicose anidra a 10%, em chumacgos de

algodao trocados diariamente. O repasto sanguineo para as fémeas, visando a
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maturacdo dos ovos, foi realizado utilizando pombos da espécie Columbia livia ou

Streptopelia decaocto (Burguesa).

Figura 22 — Materiais de uso nos ensaios e fases evolutivas do mosquito A. aegypti.

Ovos Pupas e larvas Mosquito adulto

Fonte: http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/kitdengue/epidemiologia/; Acessado em 24/07/2016.

¢ Ensaio para Avaliacdo da Atividade Larvicida

Os ensaios preliminares com extratos e fracdes foram realizados em triplicata
na concentragdo de 250 pg/mL. Para tanto, cada amostra (75 mg) foi dissolvida em 1
mL de dimetilsulféxido (DMSO) e diluida em agua destilada para um volume de 300
mL. Para o controle negativo utilizou-se uma solucéo aquosa de DMSO a 0,33 % e
para o controle positivo uma solucao de temefds reformulado a 1% na concentracéo
de 3 pg/mL. As solugBes foram distribuidas em copos descartaveis (trés para cada
amostra), onde foram adicionados em todos 0s copos grupos de quinze larvas jovens
(cabeca esbranquicada) do 4° estadio que foram mantidas sob as mesmas condicdes
do teste. A cada recipiente contendo larvas adicionou-se 1/3 de um grdo de racao,
para eliminar qualquer davida quanto a eventual mortalidade de larvas por auséncia
de alimento. A exposicdo das larvas as solucdes testes e dos controles ocorreu
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durante 48 horas, sendo a leitura do ensaio realizada a cada 24 horas a partir do inicio
do teste.

De acordo com o percentual de mortalidade das larvas observado, as amostras
foram classificadas como: promissoras (mortalidade superior a 75%), parcialmente
promissoras (mortalidade = 50 e < 75%), fracamente promissoras (mortalidade = 25 e
< 50%) e inativas (mortalidade inferior a 25%).

As amostras com resultados promissores e parcialmente promissores nestes
ensaios preliminares (250 pg/mL) foram testadas em concentracdes menores (200,
150, 100, 50 e 25 pg/mL) com o fim de obter a concentracgéo letal (CL) capaz de matar
50% das larvas (CLsp). Posteriormente, os resultados obtidos em cada concentragao
foram analisados pelo método de Prébitos de analise (FINNEY, 1972) para

determinacao da CLsp € do intervalo de confianca de 95% (ICgs).

4.5.4. Avaliacdo Qualitativa da Atividade Anticolinesterasica de extratos e

Compostos Isolados

As fracbes que apresentaram resultados promissores e parcialmente
promissores nos ensaios larvicidas na concentracdo de 250 pg/mL [Frs. em hexano
das folhas e caule e em AcOEt do caule e alguns dos compostos isolados (MfFC-4
(Lupeol e 3B-Betulinaldeido), MfFH-2 (Acido hexametilcoruluoelagico), (MfFH-1
(Lupeol), (MfFC-3 (Acido betulinico), Acido flavoelagico)] foram submetidos a ensaios
anticolinesterasicos. Estes foram efetuados no Departamento de Quimica Organica e
Inorganica da Universidade Federal do Ceara em colaboracdo com a Profa. Dr2. Maria

Teresa Salles Trevisan.
¢ Solucdes utilizadas nos ensaios anticolinesterasicos

a) Solucao Tampao 50 mmol de Tris/HCI (pH 8,0) - Foram dissolvidos 6,057 g de
hidrocloreto de tris-(hidroximetil)-aminometano em aproximadamente 700 mL de
agua destilada. A esta solugéo adicionou-se 3 mL de HCI concentrado até pH 8 e o
volume foi completado com agua destilada até 1000 mL.
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b) Solucdo Tampé&o a 50 mmol/L de Tris/HCI (pH 8,0), contendo 0,1% de albumina
sérica bovina (BSA). A 250 mL da solugéo (a) adicionou-se 250 mg de BSA.

c) Solugdo 1 mmol/L do Acido 5,5’-Ditiobis-(2-nitrobenzéico) (DTNB ou Reagente
de Ellman). Foram dissolvidos 19,818 mg em 50 mL da solu¢do tampé&o (a).

d) Solucdo 1 mmol/L de lodeto de acetiltiocolina (ATCI — do inglés acetylcholine
iodate, Substrato) - Foram dissolvidos 14,459 mg em 50 mL de agua destilada

milipore.

e) Solucdo 100 U/mL de acetilcolinesterase (AchE - Solugdo Estoque) - Dissolveu-
se a enzima AchE liofilizada na solucdo tampéo (a) e a deixou em repouso durante
20 minutos. Apo6s tempo, a solucédo foi agitada foi agitada durante 10-15 min. para
obtencdo de uma solucdo homogénea. Para as diluicdes posteriores utilizou-se a
solucdo tampao (b). Diluiu-se a solucdo estoque de até obter a concentracéo de 18

U/mL para utilizar nas placas.

E considerado um método colorimétrico rapido e sensivel para a selecédo de
amostras que atuam inibindo a acdo da enzima AchE. O método pode ser util tanto
para analise qualitativa quanto quantitativa, mas neste trabalho foi utilizado somente
qualitativamente. A técnica foi baseada no ensaio enzimético descrito por Ellman
(1961) e modificado para cromatografia em camada delgada por Rhee e cols. (2001).
A metodologia consiste em aplicar 5 yL das solug¢des de extratos, fragdes (10 mg/mL)
e compostos isolados (2 mg/mL) em uma cromatoplaca (DC-Alufolien, Silicagel 60
F254, 0,2 mm Merck) que apés a evaporacdo do solvente pulverizou-se o substrato
(ATCI, 1 mM em tampéo d) e o reagente de Ellman (DTNB, 1 mM em tampéao c). Apés
completa secagem das amostras borrifou-se uma mistura na proporgcéo de 1:1 da
enzima AchE (dissolvida na solugdo tampéo e) a uma concentracédo de 18 U/mL. Apés
10 minutos, observou-se o aparecimento de halos esbranquicados (20-30 min a
coloracdo desaparece) em torno dos pontos de aplicacdo das amostras sugerindo que
ocorreu inibicdo da enzima AchE, responséavel pela hidrolise do substrato. Foi feita
uma analise comparativa dos halos brancos das amostras com o sal de eserina (2
mg/mL) como indicativo de atividade anticolinesterasica e como controle negativo

utilizou-se o solvente utilizado na dissolugédo das amostras (metanol).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudo fitoquimico

O estudo fitoquimico efetuado com alguns dos extratos das folhas e do caule
gue apresentaram resultados promissores nos ensaios biolégicos efetuados resultou
no isolamento de nove compostos que foram codificados de acordo com o nome da
espécie [M. ferruginea (Mf)], parte da planta (F = folhas e C = caule) e fracGes das
quais foram isolados (A = Acetato de etila, C = clorofémio e H = hexano). Esses
compostos tiveram suas estruturas identificadas (Figura 23) com base na analise
dos dados obtidos dos espectros de RMN *H e de *3C, incluindo experimento DEPT
135 ou DEPTQ, HMBC e HSQC bem como comparacdo com dados dos compostos

correspondentes descritos na literatura.

Figura 23 — Estruturas dos compostos isolados e identificados.

MfCH-1a R = OH, A2 didro
MfCH-1b R = OH, A% MfFC-1 = MfFH-1 R = Me
MfCH-2 R = OGlc, A didro MfFC-4 R = CHO
MfFC-2 = MfCC-1 R = CO.H
MfCC-2 R = CH,OH
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MfCC-3 MfFH-2

5.1.1. Identificacdo Estrutural das Substancias Isoladas

Algumas das fragbes oriundas da particdo de extratos das folhas e do caule,
com resultados positivos nos ensaios biolégicos efetuados, apds sucessivos
fracionamentos cromatograficos em gel de silica e Sephadex LH-20 conduziram ao
isolamento de trés fitoesterdides identificados como sendo B-sitosterol (MfCH-1a),
estigmasterol (MfCH-1b) e 3-O-B-D-glicopiranosilsitosterol (MfCH-2), quatro
triterpenos pentaciclicos da série lupano identificados como lupeol (MfFC-1/MfFH-1),
betulinaldeido (MfFC-4), betulinol (MfCC-2) e &cido betulinico (MfFC-2/MfCC-1) e
um da série oleanano, identificado como sendo o acido 2(,3a,23-trihidroxi-olean-12-
en-28-6ico (MfCC-3) e um polifenol metilado derivado do acido elagico, o acido

hexametilcoruleoelagico (MfFH-2).

5.1.1.1. Identificagcdo Estrutural das Substancias Codificadas de MfCH-1a,
MfCH-1b e MfCC-1

As substancias codificadas de MfCH-1 e MfCH-2 foram identificadas como
sendo fitoesterdides da série estigmastano com base na analise dos dados obtidos
dos respectivos espectros de RMN, bem como pela comparacdo com dados dos
respectivos compostos descritos na literatura. A analise dos dados do espectro de
RMN *H da substancia codificada de MfCH-1 revelou que a mesma era constituida
por uma mistura de dois componentes que foram codificados de MfCH-1a e MfCH-
1b.
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Os dados obtidos dos espectros de RMN *H das substancias codificadas de
MfCH-1a e MfCH-1b (Figura 24; Tabela 01) e de MfCH-2 (Figura 25; Tabela 02)
permitiram reconhecer valores de deslocamentos quimicos compativeis com a
presenca de hidrogénios carbindlicos [MfCH-1a: & 3,54 (m, H-3); MfCH-1b: 3,51 (m,
H-3) e MfCH-2: 8 3,40 (m, H-3)], hidrogénios olefinicos [MfCH-1a: 5 5,37 (m, H-6),
MfCH-1b: § 5,38 (m, H-6) e MfCH-1b: 5,16 e 5,03 (m, H-22 e H-23); MfCH-2: § 5,34
(m, H-6)] e para varios grupos metilas (6 0,70 a & 1,03). Adicionalmente, foram
observados no espectro de MfCH-2 sinais condizentes com a presenca de uma
unidade glicopiranosidica (Tabela 02). Estes dados permitiram sugerir para os trés

componentes esqueletos de fitoesterdides do tipo estigmastano.

A anélise conjunta dos dados obtidos dos respectivos espectros de RMN *3C
(Figuras 26; Tabelas 01 e 02) e DEPT 135 (Figura 27) ou DEPTQ (Figura 28)
revelou para os trés componentes valores de deslocamentos quimicos compativeis
com a presenca de carbonos carbindlicos [MfCH-1la e MfCH-1b: 6 71,82 (CH);
MfCH-2: 6 79,37 (CH)], de uma ligacéo dupla trissubstituida [MfCH-1a e MfCH-1b: 6
140,75 (C, C-5) e 8 121,72 (CH, C-6); MfCH-2: § 140,50 (C, C-5) e § 122,37 (CH, C-
6)] e de uma dissubstituida [MfFH-1b: & 138,32 (CH, C-22) e 6 129,28 (CH, C-23)]
(Tabelas 01 e 02), compativeis com ligacdes duplas entre C-5/C-6 e C-22/C-23,
respectivamente, de um ndcleo estigmastano (MACARI; EMERENCIANO;
FERREIRA, 1990). Estes espectros também evidenciaram a presenca de uma
unidade B-D-glicopiranosidica [6 61,93 (CHy), 70,21, 73,73, 75,97, 76,60 (todos CH)
e 101,25 (CH)].

A analise conjunta dos dados espectrais discutidos permitiu identificar MfCH-
la, MfCH-1b e MfCH-2, respectivamente, como sendo os fitoesteroides conhecidos
como [-sitosterol (estimasta-5-en-3p-ol; MfCH-1a), estigmasterol (5,22-
estimastadien-34-ol; MfCH-1b) e daucosterol (3-O-B-D-Glicopiranosilsitosterol;
MfCH-2). Estas propostas estruturais foram confirmadas pela comparagdo dos
dados de RMN *3C obtidos com os dos compostos correspondentes descritos na
literatura (MACARI; EMERENCIANO; FERREIRA, 1990; MARQUES, 2001;
KHATUN; BILLAH; QUADER, 2012).



MfCH-1a R = OH, A% %
MfCH-1b R = OH, A%
MfCH-2 R = OGlc, A? %"
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Tabela 01 — Dados de RMN das substancias codificadas de MfCH-1a e MfCH-1b (*H: 400;
13C: 100 MHz, CDCls;, 8, J em Hz, referéncia interna TMS), do Sitosterol
(MACARI; EMERENCIANO; FERREIRA, 1990) e Estigmasterol (MARQUES,

2001).
Posic&o MfCH-la ~ MfCH-1b MfCH-1a MfCH-1b p-Sitosterol Estigmasterol
dc dc On Oy dc 3¢
C
5 140,75 140,75 140,7 140,7
10 36,51 36,51 36,4 36,5
13 42,29 42,22 42,3 42,2
CH
3 71,82 71,82 3,54 (m) 3,51 (m) 71,7 71,7
6 121,72 121,72 5,37 (sl) 5,38 (m) 121,6 121,6
8 31,90 31,90 31,8 31,9
9 50,14 50,14 50,1 50,1
14 56,78 56,87 56,7 56,7
17 56,08 55,96 56,1 56,0
20 36,15 40,49 36,0 40,4
24 45,85 51,24 45,8 51,2
25 29,15 31,90 29,1 31,9
CH,
1 37,26 37,26 37,2 37,2
2 31,66 31,66 31,6 31,6
4 42,29 39,68 42,3 39,7
7 31,90 31,66 31,8 31,6
11 21,21 21,08 211 21,0
12 39,77 39,68 39,7 39,7
15 24,30 24,36 24,2 24,29
16 28,25 28,92 28,1 28,2
22 33,95 138,32(CH) 5,16 (m) 33,9 138,2(CH)
23 26,08 129,28(CH) 5,03 (m) 26,1 129,2(CH)
28 23,07 25,41 23,0 25,3
CHs
18 11,98 11,86 0,71 (s) 0,70 (s) 11,9 11,8
19 19,39 19,03 0,80 (s) 0,80 (s) 19,3 19,0
21 18,78 21,21 1,05 (s) 1,03 (s) 18,7 21,2
26 19,81 21,21 0,94 (s) 0,93 (s) 19,6 21,2
27 18,98 18,78 0,82 (s) 0,84 (d, J=16,6) 18,9 18,7
29 12,25 12,75 0,86 0,86 11,9 12,2

Nota: m = multipleto; s = simpleto; d = dupleto;
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Tabela 02 — Dados de RMN da substancia codificada de MfCH-2 (*H: 400; *C: 100 MHz,
CDCIl,/CD3;0D, 6, J em Hz, referéncia interna TMS) e do 3-O-B8-D-
Glicopiranosilsitosterol (KHATUN; BILLAH; QUADER, 2012).

Posicéo MfCH-2 3-0O-B-D-Glicopiranosilsitosterol
8¢ L 8¢ Sy
C
5 140,50 139,98
10 36,83 36,27
13 42,50 41,88
CH
3 79,37 3,40 (m) 78,61 3,13 (m)
6 122,37 5,34 (sl) 121,54 5,09 (dI)
8 32,02 31,46
9 50,38 49,83
14 56,93 56,36
17 56,23 55,66
20 36,34 35,70
24 46,04 45,49
25 29,29 28,74
CH,
1 37,46 36,85
2 29,84 29,12
4 38,86 42,12
7 32,12 31,41
11 21,22 20,21
12 39,91 38,20
15 24,44 23,90
16 28,41 27,76
22 34,10 33,51
23 26,18 25,64
28 23,20 22,60
CH,
18 11,99 0,66 (dl) 11,27 0,62 (s)
19 19,10 1,24 (s) 19,10 0,94 (s)
21 18,91 0,99 (s) 18,69 0,84 (d, J =6.3)
26 19,94 0,83 (dI) 18,69 0,75(d,J=7.7)
27 19,46 0,80 (dl) 18,35 0,73(d,J=1.6)
29 12,08 0,90 (t) 12,29 0,77 (t, J=6.9)

Legenda: m = multipleto; dl = dupleto largo; s = simpleto.
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Tabela 02 (Continuacao)

CH
1 101,25 4,38 (d, J = 7,5l) 100,74 4,11 (d, J=7,8)
2 73,73 3,56 (m) 73,21 3,14 (m)
3 76,60 3,56 (M) 76,18 3,14 (m)
& 70,21 3,56 (M) 69,90 3,14 (m)
5 75,97 3,32 (m) 75,62 3,06 (m)
CH,
6 61,93 61,36

Legenda: m = multipleto; d = dupleto.

Figura 24 — Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl,;) das substancias codificadas MfCH-1a
e MfCH-1b (A) e expanséo da regido de 6 0,70 a 6 1,40 (B).
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Continuacdo da Figura 24:
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Figura 25 — Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl,/CD;0D) da substancia codificada de
MfCH-2 (A) e expanséo da regido de 6 0,3 a & 3,00 (B).
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Continuacdo da Figura 25:
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Continuacdo da Figura 26:
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Figura 27 — Espectro DEPT 135 (100 MHz, CDCls,) ) das substancias codificadas de MfCH-

la e MfCH-1b (A) e expansao das regides de 5 10,0 a 6 72,0 (B).
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Figura 28 — Espectro de RMN **C-DEPTQ (100 MHz, CDCI;/CD;OD) da substancia

codificada de MfCH-2 (A) e expanséo da regido de 6 10,0 a 6 77,00 (B).
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5.1.1.2. Identificacdo Estrutural das Substéancias Codificadas de MfFH-1, MfFC-
2, MfFC-3 e MfCC-2

As substancias codificadas de MfFH-1, MfFC-2, MfFC-4 e MfCC-4 foram
identificadas como sendo triterpenos pentaciclicos da série lupano com base na
andlise dos dados obtidos dos respectivos espectros de RMN, bem como pela
comparacao com os dados dos compostos correspondentes descritos na literatura.
Conforme pode ser observado nas Figuras 29-41 e Tabelas 03-06, as substancias
codificadas de MfFC-4 e MfCC-2 foram obtidas em mistura com MfFH-1 e MfFC-2,
respectivamente. Vale salientar que a andlise néo foi prejudicada, pois os principais

sinais estavam duplicados.

Os respectivos espectros de RMN 'H obtidos a 400 MHz (Figuras 29-32;
Tabelas 03-06), permitiu reconhecer para todos a presenca de varios sinais simples
entre § 0,75 a 1,02 (MfFH-1), § 0,75 a 0,97 (MfFC-4), § 0,75 a 0,90 (MfFC-3) e &
0,75 a 1,02 MfCC-2 atribuidos a grupos metilicos angulares e sinais simples em 3
1,68 (MfFH-1), § 1,69/1,68 (MfFC-4), § 1,61 (MfFC-2) e & 1,68 MfCC-2 atribuidos a
hidrogénios de grupos metilas ligados a carbono sp? Adicionalmente, foram
observados nos respectivos espectros sinais multiplos em & 3,18 (MfFH-1), &
3,20/3,17 (MfFC-4), & 3,12 (MfFC-2) e & 3,76 (d, J = Hz) MfCC-2 que foram
atribuidos a hidrogénios oximetinicos e sinais alargados atribuidos a hidrogénios
olefinicos [MfFH-1: 6 4,68 e 6 4,56 (sl cada); MfFC-4: 5 4,72 e & 4,60 (sl cada);
MfFC-2: 6 4,66 e & 4,53 (sl, cada), e MfCC-2: & 4,54 e & 4,64 (sl cada)]. Os espectros
de MfFC-4 e MfCC-2 evidenciaram ainda um sinal largo em & 9,68 e um multiplo em
6 3,00, sugerindo a presenca de um grupo aldeido e um outro hidrogénio
oximetinico, respectivamente. Essa feicdo espectral associada aos demais valores
de deslocamentos quimicos permitiu sugerir para as quatro substancias esqueletos

de triterpenos pentaciclico da série lupano.

A andlise dos dados obtidos dos respectivos espectros de RMN *3C (Figuras
33-39; Tabelas 03-06) e DEPTQ (Figuras 40-41), permitiu reconhecer um total de
trinta sinais de &tomos de carbono. Destes, seis (MfFH-1) e sete (MfFC-4, MfFC-2 e
MfCC-2) sdo nao hidrogenados, seis (MfFH-1 a MfFC-2) e sete (MfCC-2) sao
monohidrogenados, onze (MfFH-1, MfFC-4 e MfFC-2) e dez (MfCC-2) séao
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dihidrogenados e sete (MfFH-1) e seis (MfFC-4, MfFC-2 e MfCC-2) séo
trinidrogenados (Tabelas 03-06). Dentre esses carbonos foi possivel reconhecer
para todos os compostos a presenca de ligacdo dupla do tipo metileno terminal
[MfFH-1: & 150,96 (C) e & 109,36 (CHj); MfFC-4: & 149,71/150,97 (C) e &
110,17/109,33 (CHy); MfFC-2: 4 150,41 (C) e 4 109,68 (CH,) e MfCC-2: § 150,82 (C)
e 4 109,69 (CH,)], além de sinais para carbonos oximetinicos [MfFH-1: & 78,99 (CH);
MfFC-4: § 78,99/79,0 (CH), MfFC-2: § 79,03 (CH) e MfCC-2: § 78,94 (CH)], além de
uma carbonila de aldeido em MfFC-4 (6 206,76, C), de um grupo carboxila em
MfFC-2 (6 181,05) e de um oximetilénico em MfCC-2 (6 59,95, CH)). Estes
deslocamentos quimicos permitiram confirmar para as substancias esqueletos de

triterpenos pentaciclico da série lupano.

Os valores de deslocamentos quimicos atribuidos ao C-3 (MfFH-1: & 78,99;
MfFC-4: 5 78,99/79,0, MfFC-2: & 79,03 e MfCC-2: 6 78,94) e ao C-5 (MfFH-1: 6
55,27; MfFC-4: & 55,30; MfFC-2: 6 55,34 e MfCC-2: & 55,48), bem como a protecao
observada para o C-24 (MfFH-1: § 15,40; MfFC-4: 5 15,37; MfFC-2: § 15,34 e MfCC-
2: & 15,48) permitiram sugerir para grupo hidroxila em C-3 das quatro substancias
uma configuracado beta-equatorial, pois se fossem alfa-axial, o C-3 (em torno de &
75,0) e 0 C-5 (préximo de 6 49,0) seriam mais protegidos, enquanto que o C-24 seria
desprotegido como em 3a-betulinaldeido (6 22,2) e acido 3a-betulinico (5 22,5)
(MAHATO & KUNDU, 1994) (Tabelas 03-06).

A analise comparativa dos valores de deslocamentos quimicos atribuidos ao
C-17 (MfFH-1: 5 43,0; MfFC-4: & 59,33/43,02; MfFC-2: & 56,33 e MfCC-2: & 47,83)
quando comparados com o correspondente do Lupeol (6 43,0; Tabela 03), 38-
Betulinaldeido (5 59,33; Tabela 04) e Acido 3B-betulinico (8 56,33; Tabela 05)
permitiram sugerir para MfFC-4, MfFC-2 e MfCC-2 a presenca de grupos funcionais
aldeido, carboxilico e hidroxilico, respectivamente, em C-28. Estas observacgdes,
associada aos valores de deslocamentos quimicos dos demais carbonos e
comparacao com dados da literatura dos compostos correspondentes (Tabelas 03-
06) permitiram sugerir estruturas dos triterpenos pentaciclicos conhecidos como
Lupeol (MfFH-1), 3B-Betulinaldeido (MfFC-4), Acido 3B-betulinico (MfFC-2) e 38-
Betulinol (MfCC-2).
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Lupeol R = Me (MfFH-1) 3a-Betulinaldeido R = CHO
3B-Betulinaldeido R = CHO (MfFC-4) Acido 3a-betulinico R = CO,H
Acido 3B-betulinico R = CO,H (MfFC-2) 3B-Betulinol R = CH,OH (MfCC-2)
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Tabela 03 — Dados de RMN (*H: 400 MHz; **C: 100 MHz, CDCls, 8, Hz, referéncia interna,

TMS) da substancia MfFH-1 e comparacdo com dados da literatura do

Lupeol (MAHATO & KUNDU, 1994).

PosicAo MfFH-1 Lupeol
Sc On Sn dc
C
4 38,85 38,8
8 40,81 40,8
10 37,15 37,1
14 42,81 42,8
17 43,00 43,0
20 150,96 150,9
CH
3 78,99 3,18 (m) 3,20 (dd, J = 5,0) 78,9
5 55,27 55,3
9 50,41 50,4
13 38,02 38,0
18 48,27 48,2
19 47,98 47,9
CH,
1 38,69 38,7
2 27,43 27,4
6 18,32 18,3
7 34,26 34,2
11 20,92 20,9
12 25,10 25,1
15 27,39 27,4
16 35,57 35,5
21 29,83 29,8
22 40,00 40,0
29 109,36 4,56 (sl); 4,68 (sl) 4,54 (sl); 4,67 (sl) 109,3
CHs
23 28,00 0,96 (3H, s) 0,97 (3h, s) 28,0
24 15,40 0,75 (3H, s) 0,76 (3H, s) 15,4
25 16,13 0,82 (3H, s) 0,83 (3H, s) 16,1
26 15,97 1,02 (3H, s) 1,03 (3H, s) 15,9
27 14,55 0,94 (3H, s) 0,94 (3H, s) 14,5
28 18,01 0,78 (3H, s) 0,79 (3H, s) 18,0
30 19,31 1,68 (3H, s) 1,68 (3H, s) 19,3

Nota: s = simpleto; sl = simpleto largo; m = multipleto.
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Tabela 04 — Dados de RMN (*H: 400 MHz; **C: 100 MHz, CDCls, 8, Hz, referéncia interna
TMS) da substancia MfFC-4 e comparacdo com dados da literatura do
Lupeol, 3B8- e 3a-Betulinaldeido (MAHATO & KUNDU, 1994).

3B- 3a-
| MIFC-4 MIFH-1 Lupeol Betulingldeido Betulinaldeido
Posicao
Oc o4 Oy Oc Sc 8¢
C
4 38,85 38,85 38.8 38.8 375
8 4082 40,82 408 408 410
10 3716  37.16 371 371 37.7
14 4255  42.84 428 425 426
17 5933  43.02 430 50.3 593
20 14971 150,97 150.9 1497 149.8
28 20676 C 9,68 (s) 205.6 205.6
CH
3 7899 79,00 320/3.17 (m) 78.9 78.9 76,4
5 5530  55.30 55.3 55.5 499
9 5046  50.41 50.4 50.4 500
13 3873 3806 38.0 38.7 387
18 4806 4831 482 48.0 480
19 4753  47.98 479 477 475
CH,
1 3870 38,70 38,7 38,7 336
2 2736 27.37 27.4 27,3 25.9
6 1826 1832 18.3 18.2 18.4
7 3432  34.28 34.2 34.3 34.4
11 2074 2092 20.9 20.7 20.8
12 2553 2514 25.1 255 25.6
15 2025  27.44 274 29.2 295
16 2880 3559 35,5 28.8 28.8
21 2085 2985 208 29,8 300
22 3322 4000 400 33.2 332
29 11017 109,33 4.72/4.60 () 1093 1101 1101
CH,
23 2798 2798 097(s) 280 27.9 28,2
24 1537 1535 0760075(s) 154 15.4 22.2
25 1589 1611 082/081(s) 161 15.9 15.9
26 1613 1598 102(s) 159 16.1 16.1
27 1426 1454 096(s) 145 14.2 14.2
28 ! 1800 078(s) 180 i i
30 10,00 1832 169/168(s) 19.3 19,0 19,0

Nota: s = simpleto; sl = simpleto largo; m = multipleto.
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Tabela 05 — Dados de RMN (*H: 400; **C: 100 MHz, CDCI;/CD;0D, J em Hz, referéncia
interna TMS) da substancia MfFC-2 e comparacéo com dados dos Acidos 3-
e 3a-betulinicos (MAHATO & KUNDU, 1994; ANDRADE, 1997).

Posicéo MfFC-2 Acido betulinico (38)  Acido betulinico (3a)
8¢ dn dn 8¢ 8¢

C
4 38,85 38,8 39,0
8 40,69 40,7 41,2
10 37,20 37,2 37,7
14 42,43 42,4 42,9
17 56,33 56,3 56,6
20 150,41 150,3 151,2
28 181,06 180,5 178,7

CH
3 79,03 3,12m 3,13 m 78,9 75,5
5 55,34 55,3 49,3
9 50,51 50,5 50,7
13 38,39 38,4 38,5
18 46,89 46,8 47,7
19 49,26 49,2 49,7

CH,
1 37,05 37,8 34,0
2 27,37 27,4 23,2
6 18,28 18,3 18,6
7 34,32 34,3 34,8
11 20,84 20,8 21,0
12 25,50 25,5 26,1
15 30,56 30,5 31,2
16 32,14 32,1 32,8
21 30,16 29,7 29,9
22 37,05 37,0 37,5
29 109,68 4,66 e 4,53 (sl) 4,66 (d,J=22)e  109,6 109,8

4,50 sl

CHs
23 27,08 0,86 (s) 0,88 (s) 27,9 29,2
24 15,34 0,75 (s) 0,75 (s) 15,3 22,5
25 16,04 0,81 (s) 0,77 (s) 16,0 16,4
26 16,11 0,89 (s) 0,89 (s) 16,1 16,4
27 14,68 0,90 (s) 0,95 (s) 14,7 14,9
30 19,36 1,61 (s) 1,59 (s) 19,4 19,4

Nota: s = simpleto; sl = simpleto largo; m = multipleto.
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Tabela 06 — Dados de RMN (*H: 400; **C: 100 MHz, CDCI;/CD;0D, J em Hz, referéncia
interna TMS) da substancia MfCC-2 e comparacao com dados do 3B-Betulinol
(MAHATO & KUNDU, 1994; UDDIN et al., 2011).

. . (3B)-Ac.
Posicéo MfFC-2 MfCC-2 (3@)-betulinol betulinico
8(: 8H SC SH SH 8(; SC
C
4 38,95 38,93 38,9 38,8
8 40,82 41,03 40,9 40,7
10 37,26 37,26 37,2 37,2
14 42,59 42,82 42,7 42,4
17 56,40 47,83 47,8 56,3
20 150,93 150,82 150,6 150,3
28 179,42 9,48 (sl) - - 180,5
CH
3 78,94 3,16 (m) 78,94 3,76 (d) 3,79 (dd) 78,9 78,9
5 55,54 55,48 55,3 55,3
9 50,71 50,55 50,4 50,5
13 38,46 37,44 37,3 38,4
18 47,17 48,92 48,8 46,8
19 49,35 47,96 2,39 (m) 2,39 (m) 47,8 49,2
CH,
1 37,32 34,36 34,0 37,8
2 27,07 27,07 27,2 27,4
6 18,44 18,44 18,3 18,3
7 34,48 34,48 34,3 34,3
11 20,97 21,04 20,9 20,8
12 25,69 25,37 25,3 25,5
15 30,72 27,07 27,0 30,5
16 32,43 29,29 29,2 32,1
21 29,82 29,82 29,8 29,7
22 37,32 34,08 34,0 37,0
28 - 59,95 3,00 (m) 60,2 -
29 109,61 4,56 (sl)/4,68 (d) 109,69 4,54 (sly 4,64 (d) 109,6 109,6
CH;
23 27,99 0,95 (s) 27,99 0,95 (s) 0,94 (s) 28,0 27,9
24 15,48 0,82 (s) 15,48 0,82 (s) 0,80 (s) 15,4 15,3
25 15,99 0,74 (s) 15,99 0,75 (s) 0,74 (s) 16,1 16,0
26 16,20 0,97 (s) 16,20 0,98 (s) 0,96 (s) 16,0 16,1
27 14,77 0,93 (s) 14,83 1,02 (s) 1,00 (s) 14,8 14,7
30 19,38 1,26 (s) 19,15 1,68 (s) 1,66 (s) 19,1 19,4

Nota: m = mutipleto; sl = simpleto largo; dd = duplo dupleto.
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Figura 29 — Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) da substancia codificada de MfFH-1

(A) e expanséao da regiao de 6 0,5 a 6 3,0 (B).
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(A) e expanséao da regiao de 6 1,8 a 6 0,7 (B).
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Figura 31 — Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCl;) das Substancias codificadas MfFC-2
(A) e expanséao da regido de 6 1,8 a 6 0,5 (B).
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Figura 32 — Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) da Substancia codificada de MfCC-2

(A) e expansao da regiao de 6 1,7 a 6 0,7 (B).
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Figura 33 — Espectro de RMN **C (100 MHz, CDCl;) da substancia codificada de MfFH-1

(A) e expanséao da regido de 6 10,0 a 6 60,00 (B).
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Figura 34 — Espectro DEPT 135 (100 MHz, CDCIs) da substancia codificada de MfFH-1 (A)

de § 10,0 a 5 115,00 (B).
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Figura 35 — Espectro de RMN **C (100 MHz, CDCl;) da substancias codificada de MfFC-4

(A) e expansao da regido de & 208,0 a 5 108,0 (B).
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Figura 36 — Expansdo do espectro de RMN *C (100 MHz, CDCl;) das substancias

codificadas de MfFC-4 (A) 6 80,0 a 6 45,0 (B) 6 44,0 a 6 14,0.
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Figura 37 — Espectro DEPT 135 (100 MHz, CDCIls) da substancia codificada de MfFC-4 (A)

de § 60,0 a 5 13,00 (B).
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Figura 38 — Espectro de RMN **C (100 MHz, CDCl;CD;0D) da substancia codificada de

MfFC-2 (A) e expansao da regido de 6 58,0 a 6 12,0 (B).
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Figura 39 — Espectro DEPT 135 (100 MHz, CDCI5;CDsOD) da substancia codificada de

MfFC-2 (A) e expansao da regido de 6 56,0 a 6 13,00 (B).
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Figura 40 — Espectro de RMN **C-DEPTQ (100 MHz, CDCl;) da substancia codificada de

MfCC-2 (A) e expanséo da regido de 6 43,0 a 6 14,0 (B).
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Figura 41 — Expanséo da regiao de 6 43,0 a 6 32,0 (A) 6 32,0 a & 14,0 (B) do espectro de

RMN **C-DEPTQ (100 MHz, CDCI3) da substancia codificada de MfCC-2.
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5.1.1.3. Identificag&o estrutural da substéancia codificada de MfFH-2

A substancia codificada de MfFH-2 foi identificada como sendo um polifenol
metilado derivado do acido elagico com base na andlise dos dados obtidos dos
espectros de RMN (Figuras 42-46), bem como pela comparagdo com dados da

literatura de compostos modelos.

O espectro de RMN *H obtido a 400 MHz (Figura 42; Tabela 07), evidenciou
exclusivamente a presenca de trés sinais simples (6 4,28; 6 4,03 e 6 4,02), cujos
valores de deslocamentos quimicos estdo compativeis com a presenca de grupos

metoxilas ligados a ndcleos aromaticos.

A anélise dos dados obtidos dos espectros de RMN **C (Figura 43; Tabela
07) e DEPT (Figura 44), permitiu reconhecer um total de dez sinais de atomos de
carbono. Destes, sete sdo ndo hidrogenados e trés tri-hidrogenados (Tabela 07).
Essa feicdo espectral, associada & auséncia no espectro de RMN *H de sinais para
hidrogénios arométicos, permitiu deduzir que se tratava de um composto contendo
esqueleto do tipo Cs.C;, totalmente substituido. Contudo, os valores de
deslocamentos quimicos atribuidos aos grupos metoxilas (5 62,36; & 62,05 e &
62,01) sugeriram que todos se encontram em posicdo orto-dissubstituidos. A
auséncia de sinais para carbonila de éster (56166,8) ou de &cido carboxilico (6168,7)
(AL-ZAHRANI, 2012) permitiu sugerir esqueleto de um composto simétrico, tal como

um derivado metilado do Acido elagico.

A andlise conjunta dos dados de RMN discutidos permitiu identificar MfFH-2,
como sendo um derivado hexametilado do Acido corulelagico, o Acido
hexametilcorulelagico. Esta proposta estrutural foi confirmada pela comparacéo dos
dados de RMN *3C obtidos (Tabela 07) com os do composto modelo 3,3’4,4’,5-

Pentametoxiflavelagico.

As correlagbes observadas a uma (HSQC; Figura 45) e a trés ligacdes no
espectro HMBC (Figura 46) dos sinais correspondentes aos grupos metoxilas 4 4,02
e 6 4,28 e 6 4,03 com os carbonos oxigenados que absorvem em 6 148,59, 6 146,85,
e 6 153,41, respectivamente, permitiram atribuir inequivocamente os valores de

deslocamentos quimicos dos carbonos que sustentam estes grupos.



120

MfFH-2 R = Rs = OMe, R; = R; =Rz =R; = Me

Acido elagicoR=R;=R;=R3=R4=Rs=H

Acido corulelagico R=Rs=0OH,R; =R, =R3=R;=H
3,3’,4,4’,5-Pentametoxiflavelagico R = H, R; = R, = R3 = R4 = Me, Rs = OMe

O &cido hexametilcorulelagico (MfFH-2) foi isolado previamente somente em
espécies das familias Dipterocarpaceae [Shorea worthingtonii, S. magistophylla, S.
lysophylfa, Vatica obscura (GEEVANANDA et al., 1979; 1980) e Vateria copallifera
(RATNASOORIYA et al., 2006)] e Putranjivaceae [Drypetes hieranensis; CHEN et
al., 1999)]. Portanto, este trabalho relata pela primeira vez sua ocorréncia na familia
Myrtaceae. Até 0 momento, a literatura ndo relata qualquer atividade biolégica para
o acido hexametilcorulelagico. No presente trabalho, MfFH-2 foi avaliado frente a
bactéria Gram-positiva, S. epidermidis, na viabilidade de células fibroblasto 3T3 e de
macrofagos (J774), na migracdo horizontal in vitro e na producdo de espécies

reativas de oxigénio (EROs).
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Tabela 07 — Dados de RMN (*H: 400 MHz; **C: 100 MHz, CDCl;, 8, Hz, referéncia interna
TMS) de MfFH-2 e comparacdo com dados do Acido elagico (125 MHz,
DMSO-dg; SILVA et al., 2007) e do seu derivado pentametilado, o Acido
3,3’,4,4,5-pentametilflavelagico (300 MHz, CDCl3; MILITAO et al., 1993).

Acido 3,3',4,4°,5-

MfFH-2 , . Acido elagico
Posicao pentametoxiflavelagico
8c 8 (HMBC) 8c 8¢
C
1 114,15 113,09 112,4
2 138,09 148,21 136,4
3 148,59 4,02 141,46 139,7
4 146,85 4,28 137,58 148,5
5 153,41 4,03 147,30 110,2
6 106,29 105,73 107,5
7 155,26 155,34 159,2
1 114,15 114,55 1124
2 138,09 153,88 136,4
3 148,59 4,02 141,58 139,7
4 146,85 4,28 154,74 148,5
5 153,41 4,03 107,47 110,2
6’ 106,29 112,93 107,5
7 155,26 158,78 159,2
MeO

3 62,36 4,02 (s) 62,36 -
3 62,36 4,02 (s) 62,09 -
4 62,01 4,28 (s) 62,04 -
4 62,01 4,28 (s) 56,70 -
5 62,05 4,03 (s) 61,89 -
5 62,05 4,03 (s)

Legenda: s = simpleto.
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Figura 42 — Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCI,) da substancia codificada de MfFH-2 (A)
e expansao da regiao de 6 4,8 a 5 0,5 (B).
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Figura 43 — Espectro de RMN **C (100 MHz, CDCl;) da substancia codificada de MfFH-2
(A) e expanséao da regido de & 64,0 a 6 56,0 (B).
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Figura 44 — Espectro DEPT 135 (100 MHz, CDCIs) da substancia codificada de MfFH-2 (A)
e expansao da regido de 6 63,0 a 5 61,0 (B).

-0
<+ 0 00
0 I =
Qe
o ol o
0 00
l
T T T T T T T T T T T T T T T T
150 100 50 [ppm]
- o o
<t o o
o n —
© o o
ol of o
© o w

625 §2.0 615 [bpm]



125

Figura 45 — Espectros HSQC (*H: 400; *C: 100 MHz, CHCI;) da substancia codificada de
MfFH-2 (A) e expansao da regido 6 4,3 a 6 3,9 (B).
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Figura 46 — Espectros HMBC (*H: 400; **C: 100 MHz, CHCI;) da substancia codificada de
MfFH-2 (A) e expansao da regido 6 4,3 a 6 4,4 (B).
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5.1.1.4. Identificac&o Estrutural da Substancia Codificada de MfCC-3

O composto codificado de MfCC-3 teve sua estrutura elucidada como sendo
um triterpeno pentaciclico da série oleanano com base na andlise dos dados obtidos
dos espectros de RMN, bem como pela comparagdo com dados de compostos

modelos descritos na literatura.

A andlise dos dados obtidos espectro de RMN H (Figuras 47-48) evidenciou
a presenca de um hidrogénio olefinico [6y 5,27 (sl)], dois hidrogénios oximetinicos
[0n 3,35 (multiplicidade encoberta pelo sinal do solvente, H-3) e 3,71 (m, H-2)], dois
hidrogénios oximetinicos [3,29 (d, J = 11,1 Hz, H-23a) e 3,52 (d, J = 11,1 Hz, H-
23b)], sinais simples para seis grupos metilas [oy4 0,74; 0,79; 0,90; 0,93; 1,02 e 1,16
(s, cada)], além de vérios sinais multiplos para hidrogénios de grupos metinicos e
metilénicos de carbonos alifaticos saturados (Tabela 08). Essa feicdo espectral
associada a presenc¢a de um dupleto alargado em & 2,85 (J = 7,5 Hz) atribuido ao H-
18, cuja feicdo espectral associada aos demais deslocamentos quimicos permitiram

sugerir para MfCC-3 esqueleto de um triterpeno pentaciclico da série oleanano.

A andlise conjunta dos dados dos espectros de RMN *3C (Figura 49), DEPT
135 (Figura 50) e HSQC (Figura 51) permitiu reconhecer um total de trinta atomos
de carbonos (08 n&o hidrogenados, 06 monohidrogenados, 10 dihidrogenados e 06
trinidrogenados). Dentre esses carbonos foi possivel identificar valores de
deslocamentos quimicos condizentes com a presenca de uma ligacdo dupla
trissubstituida [6 122,58 (CH — 0oy 5,27) e & 144,51 (C)] cujos valores de
deslocamentos quimicos estdo compativeis com os carbonos correspondentes de
um triterpeno pentaciclico de esqueleto oleanano (MAHATO & KUNDU, 1994), dois
carbonos oximetinicos que absorvem em o6c 68,90 e dc 78,89 que mostram
correlagdo no mapa de contorno do espectro HSQC com os sinais em &y 3,71 e oy
3,39, respectivamente, um carbono oximetilénico (6c 67,14 que correlacionam com
dn 3,29 e o4 3,52), seis grupos metilas (64 0,74; 1,02; 0,79; 1,16; 0,90 e 0,93 que
correlacionam com &¢ 13,30; 17,26; 17,24, 23,78; 26,17 e 33,32, respectivamente)
(Tabela 08). Essas correlagcées a uma ligacdo no mapa de contorno do espectro
HSQC (Figura 51) definiram as correlagdes dos grupos hidroxilas, ligacdo dupla e

das metilas presentes com seus respectivos carbonos.
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A comparacdo dos valores de deslocamentos quimicos atribuidos aos
carbonos oxigenados C-2 (6 68,90) e C-3 (6 78,89) sugeriu configuracdes relativas
trans, dos tipos 2B (6 68,9),3a-diaxiais (6 78,2), para os grupos hidroxilas em C-2 e
C-3, respectivamente. Caso a configuracao fosse 2a,36- ou 2a,3a- ou 23,36-, estes
carbonos absorveriam em 6 68,8 e 6 83,8; 6 66,5 e & 789 e & 71.0 e 5 78,4,
respectivamente (MAHATO & KUNDU, 1994). De acordo com Kogima e Ogura
(1986), a diferenca de configuracdo em C-2 e C-3 pode ser observada ndo somente
pelos deslocamentos quimicos destes carbonos, mas principalmente pelos efeito »

gauche de protecéo sobre C-1 (6 41,7 a 46,7) e C-5 (6 42,8 a 51,0) (Quadro 01).

As correlacbes a duas e trés ligacOes
observadas no mapa de contorno do espectro
HMBC (Figura 52), especialmente entre H-23a (6
3,29) e H-23b (6 3,52) com C-3 e C-5, do H-3 (5
3,34) com C-2 e C-5 e do H-12 (5,27) com C-9,
C-14 e C-18 (Tabela 08), além de definir as

posi¢cdes dos grupos hidroxilas, permitiu também

CHs

atribuir sem equivoco os deslocamentos
quimicos dos  hidrogénios e  carbonos Anéis A e B de MfCC-3
oximetinicos e olefinico no esqueleto da

molécula de MfCC-3.

A andlise dos dados de RMN 3C obtidos e a comparacdo dos dados de
compostos modelos contendo grupos hidroxilas em C-2 e C-3 em diferentes arranjos
configuracionais, possuindo ou ndo grupo hidroxila em C-23 ou C-24, tais como
2a,3a-dihidroxiurs-12-en-28-oato de metila, 2a,3a,23-trihidroxiolean-12-en-28-
oato de metila, 2a,3a,24-trihidroxiolean-12-en-28-oato de metila e Asiatato de
metila (Quadro 01) permitiu propor parar MfCC-3 a estrutura do Acido 28,3a,23-

trihidroxi-olean-12-en-28-6ico, possivelmente um novo produto natural.
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Quadro 01 — Comparacéo de deslocamentos quimicos de RMN *3C de MfCC-3 com
compostos modelos (KOGIMA & OGURA, 1986; MAHATO & KUNDU,
1994; SONG et al., 2007).

C-1 C-5 C-23 C-24
R/: \\Rl
0 d B d
2p3,3a-dihidroxiolean-12-en-28-6ico (MfCC-3) 46,70 | 48,06 | 67,14 | 13,30
R=0OH,R;=R, =R;=H, =R3=Me
Acido 23,3a,23-trihidroxiurs-12-en-28-6ico 47,9 47,8 66,3 | 14,4
R=0H,R;=R,=R;=H, Rz= Me
Acido 2a,3a,23-trihidroxiolean-12-en-28-6ico 41,7 42.6 715 | 175
R=0OH,R;=R, =R3=R;=H
2a,3a,24-trihidroxiolean-12-en-28-oato de metila 42,0 49,0 23,7 | 66,0
Ri-=on, R=R,=H, Rz3=R;=Me
Acido 28,3B,23-trihidroxiolean-12-en-28-6ico 44,8 48,5 67,8 | 14,4
R=0OH,R;=R,=H, R;=R,= CO°H
2a,3a-dihidroxiolean-12-en-28-oato de metila 41,7 48,1 28,5 | 21,9
R=R;=-R;=H,R3; = R;=Me
2a,3a-dihidroxiurs-12-en-28-oato de metila 42,2 48,5 28,6 | 22,2
R=R;=R3=H, R, = Rs=Me
Asiatato de metila (2a,3p) 46,7 48,8 69,3 | 131
R=0H, R;=R3;=H, R, = R;=Me,
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Tabela 08 — Dados de RMN da substancia MfCC-3 em comparacéo com dados do Acido
23,3a,23-trihidroxiurs-12-en-28-6ico (A; CsDsN; SONG et
Trihidroxiolean-12-en-28-oato de metila (B) e 2a,3a,24-Trihidroxiolean-12-en-28-oato
de metila (C) (MAHATO & KUNDU, 1994).

2007),

2a,3a,23-

PosicAo 5. Mf%jiﬁsqq HMBC A B C
JHe J°H 6c 80 80
C
4 46,86 43,7 411 41,4
8 41,79 40,0 39,7 39,3
10 3841 38,3 38,2 38,0
13 14451 1393 1444 1437
14 42,29 42,5 42,0 41,6
17 46,70 48,1 47,0 46,6
20 31,06 39,4 30,8 30,6
28 181,32 1801 1787 178,2
CH
2 6890 3,71(m) 68.9 66,7 66,2
3 78,89 3,34* C-2eC-24 78,0 78,8 78,3
5 48,06 47,8 42,6 48,6
o 4810 48,1 47,7 47,4
12 122,58 5,27 (s) C-9,C-14e C-18 125,5 122,4 121,9
18 41,79  2,85(dl, J=112) C-12, C-13 53,5 41,6 41,4
CH,
1 46,70 2,32(dl,J=75) 1,33 (m) 47,9 41,7 41,4
6 1857 18,5 18,0 18,2
7 3304 31,2 32,6 32,7
11 2344 23,8 23,2 23.4
15 28,08 28,6 27,9 27,5
16 2391 24,9 23,6 22.9
19 46,46 39,5 46,2 45,7
21 3431 31,1 34,1 33,7
22 32,62 33,2 32.4 32,2
23 6714 329e352(d,J=111) C3eC24 663 71,5 i
CH,
23 i : i i 22,0
24 13,30 0.74 (s) 14.4 175 65,5 (CHy)
25 17,26 1,02 (s) 17,6 16,8 16,6
26 17,24 0.79 (s) 17,5 17.1 16,6
27 2617 1,16 (s) 23.9 26,2 25,9
20 3332 0,90 (s) 21.4 33,2 33,0
30 2378 0,93 (s) 17,6 23,8 235

Nota: (‘H: 400; *C: 100 MHz, CDCly/CD;OD); s = simpleto; sl = simpleto largo; m = multipleto; *
sobreposto com o sinal do solvente.



131

Figura — Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCl;) da Substancia MfCC-3 (A) e expanséo da

de §3,7a50,7 (B).
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Figura 48 — Expansdo da regido de & 4,3 a § 2,7 do espectro de RMN *H (400 MHz, CDCly)

da Substancia codificada MfCC-3
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Figura 49 — Espectro de RMN **C (100 MHz, CDCI,) da substancia MfCC-3 (A) e expansao

da regido de § 50,0 a § 13,0 (B).
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Continuacdo da Figura 49:
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Figura 50 — Espectro DEPT 135 (100 MHz, CDCI3) da substancia MfCC-3 (A) e expansao

da regiédo de 5180,0 a 6 13,00 (B).
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Continuacdao da Figura 50:
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Figura 51 — Espectro HSQC (*H: 400; **C: 100 MHz, CHCI;) da substancia MfCC-3 (A) e

§3,8a3,2(B)ed21a0,6 (C).
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Figura 52 — Espectro HMBC (*H: 400; **C: 100 MHz, CHCI;/CD;0D) da substancia MfCC-3
(A) e expanséao da regiao 6 4,2 a 3,2 (B).
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5.2. Resultados dos Ensaios Bioldgicos Efetuados

5.2.1. Atividade Antibacteriana de Extratos, Fracdes e Compostos Isolados.

A atividade antibacteriana de extratos brutos e fragdes de particdo das folhas
caule de M. ferruginea foi inicialmente avaliada pelo método de difusdo em Agar e a
determinacao da concentragao inibitéria minima (CIM) das amostras que forneceram
resultados promissores frente a cepas de bactérias testadas (S. aureus, S.
epidermidis, E. faecalis, E. coli, P. aeruginosa e E. aerogenes) foi realizada segundo a
metodologia da microdiluicdo em caldo descrita por Ayres e cols. (2008) e as normas
padréao do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012a).

A Tabela 09 mostra os resultados desses ensaios. Dentre as amostras
avaliadas, o extrato bruto em acetona das folhas mostrou moderada atividade frente
a S. epidermidis (CIM 125 pg/mL) e a fragdo em hexano proveniente deste extrato
também evidenciou moderada atividade frente ao mesmo microrganismo (CIM 125
pMg/mL). Desta fracdo, os compostos identificados como Lupeol (MfFH-1), &acido
hexacoruloelagico (MfFH-2) foram isolados. Por outro lado, as fragdes em CHCl; e
em MeOH-H,0 provenientes da particdo deste extrato apresentaram somente fraca
atividade frente & S. epidermidis (CIM 500 pg/mL). Da fracdo em CHCI; foram
isolados, além do Lupeol puro (MfFH-1) e em mistura com o 3B-Betulinaldeido
(MfFC-4)/(MfFH-1), o Acido 3B-Betulinico (MfFC-2). Estes compostos também foram
avaliados frente a S. epidermidis e ndo mostraram qualquer atividade inibitoria até a
concentracdo de 1000 ug/mL. Esses resultados sugerem que outros constituintes
guimicos com potencial antibacteriano podem estar presentes nas amostras ativas.
Os demais extratos e fracdes oriundas das folhas foram inativos para todas as
demais bactérias Gram-positivas e Gram-negativas testadas (zona de inibicdo < 9
mm ou CIM = 1000 pg/mL). Os resultados relacionados com as bactérias Gram-
negativas podem ser atribuidos a resisténcia da membrana externa destes micro-

organismos que serve como barreira de impermeabilidade para certos antibiéticos.

O extrato bruto em EtOH do caule exibiu fraca atividade frente a S. aureus
(CIM 500 pg/mL) e moderada frente a S. epidermidis (CIM 125 ug/mL). Este extrato
foi particionado e as fragBes resultantes também se mostraram efetivas frente a

estes microrganismos [S. aureus [AcOEt (CIM 500 pg/mL) e a S. epidermidis
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[Hexano (500 pg/mL), CHCI; e AcOEt (CIM 7,8 pg/mL) e MeOH (CIM 125 pg/mL);
(Tabela 09). Destas fragbes, alguns compostos foram isolados como MfCH-1a,
MfCH-1b e MfCH-2, identificados respectivamente como: $-sitosterol, estigmasterol
e daucosterol; MfCC-2 como sendo o 3B-Betulinol e MfCC-3 possivelmente como
Acido 28,3a,23-trihidroxi-olean-12-en-28-o6ico.

Tabela 09 -Diametro das zonas de inibicdo e suas respectivas concentracfes
inibitérias minimas (CIM) de extratos e fracdes que forneceram os

melhores resultados nos ensaios antibacterianos.

Microrganismos

S. aureus S. epidermidis
Amostras? Zonade CIM Zonade CIM
inibicéo (ng/mL) inibicdo (ng/mL)
(mm + DP)° (mm + DP)°
Folhas
Ext. acetona 12,0+ 0,0 1000 22,3+0,5 125
Fr. Hexano 12,0+ 0,0 1000 21,0+ 0,0 125
Fr. CHCI; ) 1000 15,7+ 3,4 500
Fr. MeOH-H,O 15,7+1,8 1000 22,3+ 3,3 500
Caule
Ext. EtOH" 17,0+ 1,6 500 14,0 £ 0,0 125
Fr. Hexano® 9,0+0,0 1000 25,3+0,5 500
Fr. CHCI; 13,3+1,3 1000 10,7+ 0,5 7,8
Fr. AcOEt 14,0+0,8 500 10,3+ 0,5 7.8
Fr. MeOH-H,0O 16,0+ 1,6 1000 12,0+ 0,0 125

(-) Auséncia de zona de inibi¢c&o; 2P solventes usados na dissolucéo das amostras (* DMSO 10% ou b
cremofor 10% — controles negativos); © halos de inibicdo de crescimento em mm [média + desvio
padrdo (DP; resultados experimentais representam a média de ftriplicata)]. Controles positivos
utilizados: ciprofloxacina (5 ug; 37 mm/P. aeruginosa e 42 mm/E. coli) e ceftriaxona (30 pg; 32 mm/S.
aureus e S. epidermides). (Fonte: Autora desta Tese, 2016).
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O uso de plantas medicinais para tratamento de feridas, doencgas infecciosas
causadas por bactérias, fungos e virus tem sido uma pratica comum (KUMAR &
VIDYASAGAR, 2008). Embora tenham ocorrido muitos avancgos tecnoldgicos, 0 uso
de medicamentos para tratamento de doencas baseado em produtos de origem
natural ainda € de uso frequente (DAVIS; PEREZ, 2009). Ademais, 0 uso
indiscriminado de antibidticos para tratamento de doencas infecciosas e a
prevaléncia da resisténcia de bactérias patogénicas a mdultiplas drogas vem
aumentado e tem tornado necessario o desenvolvimento de novos agentes
antibacterianos (NOVAIS et al., 2003).

Nos ensaios antibacterianos, dos seis microrganismos testados, 0s extratos
mostraram atividade somente contra as bactérias S. aureus e S. epidermidis,
agentes infecciosos mais comumente encontrados em unidades de terapias
intensivas (UTIs) (MICHELIM et al., 2005). Suas ocorréncias em hospitais, clinicas
médicas e UTIs sdo consideradas importantes problema no Brasil e no mundo.
Ademais, estafilococos incluem uma série de espécies patogénicas oportunistas que
normalmente causam infeccfes nosocomial (OTTO, 2004). Estes tipos de infeccbes
estdo associados a um grande numero de morbidade e mortalidade (INWEREGBU,
DAVE & PITTARD, 2005; DOGANLI, 2016) e a um aumento crescente na resisténcia
de antibidticos associados com as infec¢cdes em UTIs. Assim, doencas infecciosas,
incluindo as bacterianas, continuam a ser um sério problema de saude publica e isto

justifica a pesquisa em busca de novos agentes terapéuticos de fonte natural.

De um modo geral, independente do método de avaliacdo utilizado, os
melhores resultados, tanto com extratos das folhas quanto do caule, foram obtidos
frente as bactérias Gram-positivas S. aureus e S. epidermidis. Em relagéo a E.
faecalis e as bactérias Gram-negativas testadas, todos os extratos se mostraram
inativos (total auséncia de sensibilidade ou zona de inibicdo <9 mm ou CIM igual a
1000 pg/mL). Embora a ceftriaxona (controle positivo utilizado) tenha apresentado
um significativo halo de inibicdo (32 mm), os resultados obtidos, especialmente
frente a S. epidermidis, também podem ser considerados promissores uma vez que
a droga de referéncia se encontra pura enquanto que o0s extratos/fracbes sao
constituidos por misturas complexas de diferentes substancias quimicas, presentes
nestes em baixa concentracdo e, portanto, ndo apresentando resultados préximos

ou superiores aos da droga controle utilizada. Desta feita, os resultados do presente
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trabalho sugerem que M. ferruginea tem potencial para combater a resisténcia e as
infeccbes bacterianas causadas principalmente por S. epidermidis. Entretanto,
estudos posteriores complementares com 0s constituintes majoritarios isolados

serdo necessarios para uma melhor confirmacéo e concluséao dos resultados.

5.2.2. Viabilidade celular de extratos, fracdbes e compostos isolados sobre

células fibroblastos (3T3) e de macréfagos (J774)

5.2.2.1 Efeito sobre células fibroblastos (3T3)

Com objetivo de avaliar a viabilidade celular de extratos brutos, fragdes e
alguns dos compostos isolados sobre a viabilidade de células fibroblastos (3T3) e de
macrofagos (J774) ensaios utilizando o método do MTT foram efetuados. O MTT é
um método colorimétrico rapido, considerado sensivel e barato e amplamente
utilizado para avaliar este tipo de efeito tanto em extratos quanto em compostos
puros (ARAUJO et al.,, 2014; BONFIM et al., 2014), cuja andlise se baseia na
conversédo do sal de MTT em azul de formazan (Figura 53) a partir de enzimas
mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas. A avaliagdo
indireta da viabilidade celular ocorre através do dano causado na mitocondria, uma
vez que a enzima succinato desidrogenase, presente nesta organela, é responsavel
pela clivagem do sal tetrazdlio, resultando na formacéo de cristais de formazan,

responsaveis pela coloracdo roxa, presente nas células vivas.

Figura 53 — Representacao esquematica da reacdo de reducdo do MTT

N~ N : Reducéo enzimatica
/] (oxidorredutase) ®_<
= ——
N=N

N N
+ N
. S/ m \V/
Br NADH NAD" S/

MTT (Amarelo) Formazan (Cristal purpura)
Fonte: RIBEIRO, et al., 2013.
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Conforme pode ser observado na Figura 54, o extrato bruto em acetona, bem
como a fracdo em CHCI; das folhas ndo apresentaram boa viabilidade celular em
nenhuma das concentragoes testadas (15,625 a 500 pg/mL). Para o extrato bruto, e
a fracdo CHCI; o percentual de células viaveis variaram em torno de 65 a 40% nas
concentracbes de 15,625 a 500 ug/mL, enquanto que para as fragdes em hexano
variaram entre 80 e 20% em concentragdes de 15,625 a 500 pg/mL. Por outro lado,
a fracdo hidroalcéolica mostrou uma ligeira reducéo da viabilidade celular de (80%)
para concentracbes de 31,2 a 500 ug/mL entretanto na menor concentracdo

avaliada (15,625 pg/mL) apresentou boa viabilidade.

Figura 54 — Efeito do extrato bruto em acetona e fragdes de particdo das folhas de M.
ferruginea sobre a viabilidade de células 3T3 pelo método do MTT. As
barras expressam a media de trés experimentos independentes e a linha

tracejada representa a viabilidade de células nao tratadas.

120
|
20 - ~ .
C_éllulz_;\s g4 Z
VI?.;//O(;‘IS a0 ? a ? )
x| W7 2 / I 7
JUID U LD LD el LI
15625  31.25 625 125 250 500

Concentracao (png/mL)

Legenda: T Ext. Acetona M- Hexano Fr. CHCI; -MeOH-HZO

Conforme mostra a Figura 55, o extrato bruto em EtOH do caule, bem como
sua fragdo em hexano, nas concentragbes de 15,625, 31,25 e 62,5 pg/mL,
mantiveram o0 nivel de viabilidade celular acima de 80% enquanto que nas
concentracbes de 125, 250 e 500 pg/mL essas amostras reduziram a viabilidade
celular para valores inferiores a 60%. A fracdo em AcOEt apresentou-se promissora
na menor concentracdo testada (15,625 pg/mL), porém em concentracbes

superiores a 31,25 ug/mL a viabilidade celular foi reduzida para valores inferiores a
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60%. Por outro lado, a fragdo em CHCI;, em todas as concentragfes testadas, a
reducgéo da viabilidade celular variou de 70% a 40% e a fragdo em MeOH-H,0O, nas
concentracbes de 15,625 a 125 pg/mL apresentou-se viavel, no entanto na

concentracéo de 500 pg/mL a viabilidade celular diminuiu para 70% (Figura 55).

Figura 55 — Efeito pelo método do MTT do extrato bruto em EtOH e fracdes de parti¢céo
do caule sobre a viabilidade de células 3T3. As barras expressam a média
de trés experimentos independentes e a linha tracejada representa a
viabilidade de células néo tratadas.
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Os processos infecciosos cutaneos sao essenciais na homeostase da pele e
guando ndo sdo bem regenerados podem ocasionar infeccdo e doencas crbnicas
resultando em diminuicdo da qualidade de vida e morbidade (ESPOSITO et al.,
2013). Fibroblastos sé@o os principais tipos de células envolvidas na regulacdo de
angiogénese que ocorre durante o processo de cicatrizacdo de feridas. Este
processo é complexo e dindmico no qual a proliferagdo e a migracdo desempenham
papéis fundamentais na regeneracdo de feridas (DARBY et al.,, 2014). Embora a
cicatrizacdo de feridas raramente seja vista como um problema em individuos
saudaveis, a crescente incidéncia de doencas como diabetes e obesidade podera
acarretar um aumento da ocorréncia de feridas cronicas (PONNUSAMY et al., 2015).
Apesar dos avancos na indastria farmacéutica, a disponibilidade de medicamentos

capazes de estimular o processo de cicatrizacdo de feridas ainda é limitada. Além
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disso, o elevado custo da terapia e a presenca de efeitos secundarios indesejados
tornam o tratamento de feridas cronicas um outro problema importante (BASTOS et
al., 2011). Consequentemente, ha um crescente interesse em encontrar extratos de

plantas e/ou compostos isolados eficazes para o processo de cicatrizacao de feridas.

Embora os resultados envolvendo as fragbes em hexano e em CHCI3; das
folhas ndo tenham sido promissores em relagéo a viabilidade de células fibroblastos
3T3, compostos puro e em mistura binaria isolados destas fracdes foram avaliados.
Os resultados mostraram que o tratamento das células com o composto codificado
de MfFH-2 (Acido hexametilcoruleoelagico), em concentra¢cdes que variaram de
15,625 a 500 pg/mL, inibiu a viabilidade celular (Figura 56) enquanto que a amostra
codificada de MfFC-4, contendo a mistura de Lupeol e 3B-Betulinaldeido mostrou
inibicdo da viabilidade celular somente em concentragbes superiores a 62,5 ug/mL
(Figura 56).

Figura 56 — Efeito pelo método do MTT de MfFH-2 (Acido hexametilcoruoloelagico) e
da mistura MfFC-4 (Lupeol e 3B-Betulinaldeido) sobre a viabilidade de
células 3T3. As barras expressam a média de trés experimentos
independentes e a linha tracejada representa a viabilidade de células

nao tratadas.
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Em funcao destes resultados, a mistura contendo os compostos Lupeol e 30-
Betulinaldeido (MfFC-4) foi avaliada in vitro quanto a capacidade de espalhamento e

de migracdo celular de fibroblastos (3T3) utilizando a técnica do risco descrita por
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Fronza e cols. (2009), em concentragdes de 15,625, 32,25 e 62,5 pg/mL, durante 24
h. Os resultados obtidos mostraram que esta mistura de compostos ndo apresentou
bom percentual de migracdo celular (resultado ndo apresentado), sendo, portanto,

ineficaz em um efetivo tratamento do processo de cicatrizacédo de feridas.

5.2.2.2 Efeito de alguns dos compostos isolados sobre células de macréfagos
(linhagem J774)

Os efeitos de viabilidade celular de alguns dos compostos MfFC-4 (mistura de
Lupeol e 3B-Betulinaldeido), MfFH-2 (Acido hexametilcoruoloelagico) e 36-
Betulinaldeido puro frente células macrofagos também foram avaliados através do
método da reducdo do sal MTT. A Figura 57 mostra que estes compostos nao
evidenciaram efeito citotoxico pela exposicdo das células durante 24 h nas
concentracOes testadas (15,625 e 32,25 yg/mL); enquanto que o tratamento com 3-
Betulinaldeido puro mostrou uma significativa reducao na viabilidade dessas células
de 85, 73 e 70% nas concentracbes de 15,625, 32,25 e 62,5 pg/mL,
respectivamente.

Figura 57 — Efeito dos compostos MfFC-4 (mistura de Lupeol e 3B-Betulinaldeido),
MfFH-2 (Acido hexametilcoruoloeldgico) e 3B-Betulinaldeido sobre a
viabilidade de células macr6fagos (linhagem J774), durante 24 h, nas
concentracdes de 15,625, 32,25 ou 62,5 pg/mL, usando o ensaio MTT. Os
dados foram expressos como percentual de células viaveis em
comparagdo com o grupo de células viaveis do grupo controle e foram

apresentados como a média + desvio padréo.
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5.2.2.3 Efeito de Compostos Isolados Sobre a Producédo de Espécies Reativas
de Oxigénio (EROs) por Macréfagos em Processos Inflamatoérios Induzidos por
LPS

A auséncia de citotoxidade observada para alguns dos compostos isolados
frente células macréfagos (Figura 57) nos motivaram a avaliar o potencial desses
compostos sobre a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) por

macrofagos.

Os mondécitos constituem 3 a 8% dos leucdcitos circulantes que, no tecido
conjuntivo ou parénquima de 6rgdos, ddo origem a macrofagos. Estes podem
permanecer no tecido por meses a anos e, além de seu papel na imunidade,
processam e apresentam antigenos que estimulam a resposta mediada por linfécitos
T. Durante o processo inflamatério, os macrofagos atuam como células
apresentadoras de antigenos, potencializando a ativacdo de linfécitos T e B,
liberando citocinas proé-inflamatorias (como IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a e quimiocinas).
Também produzem espécies reativas de oxigénio (EROs - como anion superdéxido,
radical hidroxila e peréxido de hidrogénio) e de nitrogénio (6xido nitrico) (CRUVINEL
et al.,, 2010). Durante o estresse oxidativo as EROs sdo geradas em grande
guantidade e afetam moléculas como proteinas, carboidratos, lipideos e &acido
nucleicos e também estdo envolvidas na producéo de citocinas por macrofagos nos
processos inflamatérios provocados por lipopolisacarideo (LPS - do inglés
Lipopolysaccharide Binding Protein; Figura 58).

O LPS é uma endotoxina bacteriana conhecida como um importante ativador
da resposta imunoldgica que age induzindo os macrofagos a liberar citocinas, tal
como o Fator de Necrose Tumoral (TNF; do inglés Tumor necrosis factor) e
Interleucinas 1, 6 e 8 (IL-1, IL-6 e IL-8). Essas citocinas influenciam diversos
neurotransmissores centrais, tais como noradrenalina, acetilcolina, serotonina, acido
gama-aminobutirico (GABA; do inglés Gamma-AminoButyric Acid), Vvarios
neuropeptideos e outros, promovendo respostas inflamatorias, febre, vasodilatacéo,
entre outras (CORREIA; FERNANDES; BERNARDI, 2008). Também tem sido
considerado um dos mais potentes iniciadores de inflamacdo e o principal fator

responsavel pelas manifestacdes toxicas de infeccdes por bactérias Gram-
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negativas, bem como por inflamacéo sistémica (BANKS; ERICKSON, 2010; CRUZ-
MACHADO, 2010). Durante o processo inflamatério hd aumento na producdo de
EROs.

Figura 58 — Estrutura béasica do lipideo-A ligado ao nucleo interno LPS em uma
bactéria Gram-negativa, a E. coli.

> LIPIDEO-A

Fonte: RAETZ et al., 2007.

Neste contexto, o presente trabalho teve também como objetivo avaliar um
possivel efeito de alguns dos compostos isolados [MfFC-4 (mistura de Lupeol e 33-
Betulinaldeido), MfFH-2 (Acido hexametilcoruoloelagico) e 3B-Betulinaldeido
[composto puro isolado do caule de Swartzia apetala Raddi (Fabaceae), por
Osmarlino Jatai Sobreira, em 2009] no envolvimento de EROs em processos
inflamatorios provocados por LPS, utilizando linhagens de macréfagos (J774). Para
tanto, estas células foram incubadas com LPS, na presenca de concentracfes de
15,625 e 32,25 ug/mL, durante 24 h. A Figura 59, mostra os efeitos dos compostos
isolados sobre a produgdo de EROs. Observa-se nesta figura que as células
macrofagos estimuladas com LPS exibiram um intenso aumento na producéo de
EROs. Quando comparadas com o grupo de células expostas somente ao meio de
cultura, as células tratadas com os compostos MfFC-4 (mistura de Lupeol e 36-
Betulinaldeido; Fig. 59 A), MfFH-2 (Acido hexametilcoruoloelagico; Fig. 59 B) e 36-
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Betulinaldeido (Fig. 59 C), nas concentragbes de 15,625 e 32,25 ug/mL, nao
causaram aumento na produgédo de EROs. No entanto, quando comparadas com o
grupo de células tratadas com o0s compostos e as estimuladas com LPS, uma
significante reducdo da producdo de EROs foi observada (Figura 59). Estes
resultados sugerem que estes compostos apresentam efeito antioxidante na
producdo de EROS induzido pelo lipopolissacarideo, envolvido no processo

inflamatorio.

Figure 59 — Efeito dos compostos MfFC-4 (Lupeol e 3B-Betulinaldeido; A) MfFH-2
(Ac. hexametilcoruoloelagico; B) e 3B-Betulinaldeido (C) sobre a producéo
de EROs por macréfagos usando ensaio do nitroazul de tetrazélio. As
células foram tratadas nas concentragoes de 15,625 e 32,25 ug/mL e
expostas ao LPS e/ou tratamento durante 24 h. Os dados foram expressos
como percentagem de células vidveis em comparagcdo com o grupo de
células viaveis do grupo controle e foram apresentados como a média *
desvio padrao.
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5.2.3. Larvicidas e Anticolinesterasicos

Existem diversos relatos na literatura sobre a atividade bioldgica de extratos
vegetais, bem como de seus compostos isolados, frente larvas do mosquito A.
aegypti e como inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE). Considerando que
até o presente nao foi encontrado relato destas atividades em espécies de Myrciaria,
extratos e fracdes das folhas e do caule desta espécie foram avaliados frente larvas
do quarto estadio do A. aegypti e como inibidor da enzima acetilcolinesterase
através do uso do Reagente de Ellman (ELLMAN et al., 1961) com o objetivo de
buscar um larvicida alternativo para o controle de mosquitos A. aegypti, vetor da

dengue e das febres amarela e do chykungunya, bem como da Zica-virus.

Conforme observado na Tabela 10, dentre os extratos brutos e fracbes de
particdo das folhas (acetona) e do caule (etanol), bem como suas respectivas
fracGes oriundas de particdo, avaliados na concentracao de 250 pg/mL, durante 48 h
de exposicao de larvas do 4° estadio de A. aegypti, somente as fracbes em hexano
(71,11%) e em AcOEt (73,33%) do caule foram consideradas parcialmente
promissoras (mortalidade entre 50 e 75%). As demais amostras avaliadas foram
consideradas inativas (mortalidade inferior a 25%). Vale ressaltar que durante os
ensaios, o0 controle positivo utilizado (solucdo de Temefds reformulado na
concentracdo de 3 pg/mL) exibiu um percentual de mortalidade de 100% e néo foi
observada mortalidade no controle negativo (solucdo de DMSO a 0,33%) utilizado.
Estas fracGes tiveram suas concentracdes letais (CLsp) € 0s respectivos intervalos

de confianca em nivel de 5% (ICgs) determinados (Tabela 10).

Embora as amostras testadas ndo tenham apresentado uma resposta muito
significativa como larvicidas, poderado, contudo, interferir nos processos fisiologicos
das larvas que poderdo ser avaliados através da exposicdo destas amostras em
posteriores ensaios para determinar a viabilidade larval, pupal, de longevidade e de
reproducao das larvas (SILVA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2014) que deverao ser

efetuados oportunamente.
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Tabela 10 — Resultados referentes aos ensaios larvicidas e anticolinesterasicos

[Anti(ChE)] com extratos, fracdes e compostos isolados das folhas e

do caule de M. ferruginea.

Amostras %Mortalidade Grau de CLso Anti(ChE)
(250 ou 200 Atividade (ICgs, pg/mL)
Hg/mL)
Folhas
Ext. Acetona e Frs. 0,00-2,22 Inativo NT
Hexano, CHCIl; e MeOH- B
H,O
Fr. Hexano 35,55 Fraca - NT
Caule
Ext. Bruto (EtOH), Frs. 0,00-13,33 Inativo - NT
CHCIl; e MeOH-H,O
Fr. Hexano 71,11 Parcial 272,1 Positivo
(195,9-932,2)
Fr. AcOEt 73,33 Parcial 140,9 Positivo
(106,1-176,3)
Temefoés reformulado 100,00 Ativo 8,7
(7,0-10,2)
Compostos Isolados
MfFH-1, MfC-4 e MfC-3 0,00-6,66 inativo - Positivo
MfFH-2 NT NT Positivo
Metanol Negativo
Eserina Positivo

Legenda: NT = Nao testado; Parcial = Parcialmente promissor (Fonte: A propria autora desta tese,

2016).

Dentre as viroses transmitidas por vetores, os virus da dengue, chycungunia e

zika sdo os que tém causado no Brasil maior impacto em termos de morbidade e
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mortalidade. A principal estratégia para controle desses vetores ainda tem sido 0 uso
intensivo de inseticidas pertencentes principalmente aos grupos dos
organofosforados, carbamatos ou piretroides que atuam sobre o Sistema Nervoso
Central (SNC) dos insetos. Por ser biodegradavel e ndo se acumular nos tecidos, o
temefés € o Unico organofosforado larvicida com uso generalizado no controle de
larvas de A. aegypti (BRAGA & VALLE, 2007). Contudo, um dos principais
problemas enfrentados pelos programas de controle é a resisténcia que 0s insetos
adquirem apdés um longo periodo de exposicédo e uso indiscriminado de inseticidas,
inviabilizando o controle por esta estratégia de acao e favorecendo a transmisséo de
doencas (CARVALHO et al., 2004; CRIVELENTI et al., 2011). No Brasil, a
resisténcia ao larvicida Temefos (Figura 60) ja foi detectada em alguns estados,
incluindo Alagoas (LIMA et al., 2006). Esse fato destaca a necessidade de busca de
larvicidas alternativos e mais eficazes em programas de controle de vetores da

dengue e de outras doencas.

Figura 60 — Estrutura quimica do Temefos.
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Sabendo que a enzima acetilcolinesterase (AChE) é considerada uma das
mais importantes e necessarias ao funcionamento do sistema nervoso de humanos,
de outros vertebrados e de insetos, as fracdes que apresentaram resultados
parcialmente promissores nos ensaios larvicidas, bem como os seus compostos
isolados, foram submetidos a ensaios anticolinesterasicos (Tabela 10). Como todo
inseticida do grupo dos organofosforados, o Temefds, atua se ligando ao centro
esterasico desta enzima, impossibilitando-a de exercer sua funcédo, ou seja,
hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina, em colina e acido acético. Esta enzima é
fosforilada pelo inseticida, ficando irreversivelmente inativada. A inibicdo de AChE
resulta no acimulo de acetilcolina nas jungfes nervosas, o que impede a interrupcao

da propagacédo do impulso elétrico. Consequentemente, o SNC continuara sendo
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estimulado, desencadeando o processo de paralisia que pode culminar com a morte
do inseto (GARCEZ et al., 2013).

De acordo com OLIVEIRA et al. (2010) e SANTOS et al. (2008), serado
considerados bons agentes larvicidas extratos que apresentam valores de CLsg
inferiores a 100 pg/mL. Além disto, quando comparados com a CLsy do controle
positivo usado (temefds reformulado; CLso 8,7 pg/mL), os resultados obtidos (Tabela
10) sugerem efeitos de fraco (CLsp 272,1 pg/mL) a moderado (CLsp 140,9 pg/mL)
para as amostras de caule testadas. Por outro lado, quando comparados com a CLsg
do controle positivo utilizado (temefds reformulado; CLsp 8,7 ug/mL), os resultados
nao sugeriram um bom efeito larvicida. Contudo, os resultados obtidos nos ensaios
anticolinesterasicos (Tabela 10) sugeriram que esses extratos, bem como o0s
compostos isolados testados, embora nédo tenham apresentado um efeito larvicida
pronunciado, poderdo atuar de forma analoga ao larvicida Temefés, impedindo a

acao da enzima AChE em hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina.



152

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho envolvendo o estudo quimico e a
avaliacdo de algumas atividades biologicas de extratos, fracbes e substancias
isoladas da espécie Myrciaria ferruginea O. Berg (Myrtaceae) permitiram relacionar

as seguintes conclusoes:

Alguns dos extratos brutos e fracdes de particdo das folhas e do caule de M.
ferruginea exibiram atividades nos ensaios frente a duas bactérias Gram-positivas,
citotoxicidade para células fibroblastos 3T3 e larvicida frente a larvas do 4° estadio

do Aedes aegypti;

O estudo quimico das fracBes ativas conduziram ao isolamento de nove
substancias que foram identificadas como sendo trés fitoesteroides (B-sitosterol,
estigmasterol e 3-O-B-D-glicopiranosilsitosterol), quatro triterpenos pentaciclicos
da série lupano (lupeol, 3B-betulinaldeido, 3B-betulinol e acido betulinico), um
triterpeno pentaciclico da série oleanano (acido 3a,2f,23-trihidroxiolean-12-en-28-
0ico) e um derivado do acido elagico (acido hexametilcoruleoelagico). As
substancias isoladas estdo sendo descritas pela primeira vez na espécie em estudo,
o acido hexametilcoruleoelagico estad sendo descrito pela primeira vez na familia
Myrtaceae e o triterpeno elucidado como acido 3a,2f,23-trihidroxiolean-12-en-28-

Oico é possivelmente um novo produto natural;

O é&cido hexametilcoruleoelagico ndo apresentou atividade antibacteriana
significativa, mostrou frente a células fibroblasto 3T3 efeito citotéxico de maneira
concentracdo dependente em todas as concentracfes testadas (15,625 a 500
Mg/mL) e nos ensaios de migracdo horizontal in vitro este composto ndo aumentou a
populacdo de fibroblasto em concentragdes inferiores a 62,5 pug/mL e nas
concentragbes de 15,625 e 32,25 ug/mL ndo causou aumento na producdo de
EROs. No entanto, quando comparado com o grupo de células tratadas com as
estimuladas com LPS, apresentou uma significante reducdo da producéo de EROs.
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Este resultado indica que este composto tem potencial antioxidante no processo

inflamatério. Contudo, ensaios complementares ainda serdo necessarios;

Os extratos do caule e das folhas de M. ferruginea mostraram atividade frente
a dois agentes infecciosos comumente encontrados em unidades de terapias

intensivas, S. aureus e S. epidermidis;

O extrato bruto em acetona das folhas, bem como as fragdes em hexano e
em CHCI;, ndo apresentaram uma boa viabilidade frente a células 3T3 em todas as
concentragbes testadas e a fragdo hidroalcoolica mostrou apenas uma ligeira
reducdo da viabilidade celular em concentragbes superiores a 31,2 ug/mL e na

menor concentragao avaliada (15,625 pg/mL) nao apresentou efeito citotdxico;

O extrato bruto em EtOH e a fragcdo em hexano do caule nas concentragdes
de 15,625 a 62,5 pg/mL apresentaram uma viabilidade (> 80%) frente a células 3T3.
A fragdo em AcOEt apresentou uma boa viabilidade apenas na menor concentragéo
testada (15,625 pg/mL), porém em concentra¢cdes superiores a 31,25 pg/mL a
viabilidade celular foi reduzida (< 60%). A fracdo em MeOH-H,0, nas concentracfes

de 15,625 a 250 pg/mL apresentou uma boa viabilidade celular;

Embora os resultados com as fragcdes em hexano e em CHCI; das folhas néo
tenham sido promissores em relacdo a viabilidade de células 3T3, o composto
identificado como sendo o Acido hexametilcoruleoelagico, em concentracbes que
variaram de 15,625 a 500 pg/mL, inibiu a viabilidade celular de maneira
concentragdo dependente e a mistura de Lupeol e 3B-Betulinaldeido inibiu a

viabilidade celular somente em concentragdes superiores a 62,5 ug/mL,;

Em funcdo dos resultados acima, a mistura contendo os dois compostos foi
avaliada in vitro quanto a capacidade de espalhamento e de migracdo celular de
fibroblastos (3T3) utilizando a técnica do risco, em concentracdes de 15,625 a 62,5
Mg/mL. Os resultados indicaram que esses compostos ndo apresentaram um bom
percentual de migracdo celular sendo, portanto, ineficientes para tratamento de

cicatrizacéo de feridas;
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Os efeitos de MfFC-4 (Lupeol e 3B-Betulinaldeido), MfFH-2 (Acido
hexametilcoruoloelagico) frente células macrofagos (J774) foram avaliados e os
resultados mostraram que quando comparados com o controle negativo, estes
compostos ndo diminuiram a viabilidade celelular nas concentracdes testadas
(15,625 e 32,25 ug/mL); enquanto que o tratamento com 3B-Betulinaldeido puro
mostrou uma significativa reducdo na viabilidade dessas células nas mesmas

concentracoes;

Quando comparadas com o grupo de células expostas somente ao meio de
cultura, as células tratadas com MfFC-4 (Lupeol e 3B-Betulinaldeido), MfFH-2
(Acido hexametilcoruoloelagico) e 3B-Betulinaldeido, nas concentracbes de
15,625 e 32,25 pg/mL, ndo causaram aumento na producdo de EROs. Contudo,
quando comparadas com o grupo de células tratadas com o0s compostos e as
estimuladas com lipopolissacarideo, uma significativa reducdo da producédo de
EROs foi observada. Estes resultados sugerem que estes compostos interferem no

processo inflamatorio induzido pelo LPS;

Dentre as fragfes das folhas e do caule avaliadas frente larvas do 4° estadio
de A. aegypti, somente em hexano (71,11%; CLso 272,1 pg/mL) e em AcOEt
(73,33%; 140,9 pug/mL) do caule apresentaram de fraca a moderada atividade.
Embora esses resultados ndo tenham sido muito significativos, poderdo, contudo,
interferir nos processos fisiolégicos das larvas (viabilidade larval, pupal, de
longevidade das larvas e de reproducao dos insetos adultos);

Embora estas fracbes ndo tenham apresentado um efeito larvicida
pronunciado, foram avaliados juntamente com os seus compostos isolados [MfFH-1
(B-Sitosterol e Estigmsterol) MfFC-4 (Lupeol e 3B-Betulinaldeido), MfFH-2
(Acido hexametilcoruoloelagico) e MfFC-3 (Acido betulinico)] como
anticolinesterasicos e forneceram resultados positivos, sugerindo, portanto, que de
forma andloga ao larvicida Temefos, poderdo atuar impedindo a acdo da enzima

AChE em hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina.
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