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RESUMO

As espécies do género Aspidosperma pertencentes a familia Apocynaceae sdo restritas as
Américas. Estudos etnofarmacoldgicos revelaram a utilizagdo destas espécies como agente
potencial contra a malaria e tripanosomatideos, como antimicrobianos, anti-inflamatérios e
antitumorais. A pesquisa em busca de novas entidades quimicas com acdo antimicrobiana
apresenta significativa importancia devido a versatilidade dos micro-organismos em adquirir
resisténcia ao arsenal terapéutico, e devido a prevaléncia de doencas consideradas
negligenciadas, como as leishmanioses. Estas sdo endémicas nos paises em desenvolvimento e
possuem poucas opg¢des terapéuticas, sendo estas toxicas e de eficacia limitada. O objetivo do
estudo consistiu em avaliar os extratos brutos e fraces de diferentes partes das espécies de A.
macrocarpon, A. tomentosum e A. pyrifolium, quanto a acdo antimicrobiana e realizar o estudo
quimico bioguiado da espécie mais ativa sobre os micro-organismos testados e menos téxica
para células de mamiferos. Sobre a atividade antibacteriana a fragdo alcaloidica da casca de A.
pyrifolium apresentou concentracao inibitoria minima (CIM) moderada de 125 e 250 pg/mL
para Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis, respectivamente. A fragdo acetato de etila do
caule de A. macrocarpon apresentou CIM fraca de 250 pg/mL sobre Candida parapsilosis. A
atividade do extrato da casca do caule de A. macrocapon contra formas promastigotas de
Leishmania amazonensis apresentou concentracdo inibitoria (Clso) de 151,5 pg/mL e indice
de seletividade (IS) de 6,52 sobre células LLCMKj, sendo a espécie mais promissora para a
realizacdo do estudo quimico bioguiado. As fracBes de cloroférmio e acetato de etila obtidas
da casca do caule de A. macrocarpon demonstraram Clso de 29,00 + 1,65 e 29,50 + 0,95 pug/mL
respectivamente, sobre as formas promastigotas de L. amazonensis. O estudo bioguiado do
fracionamento da fracdo cloroférmio conduziu a obtencdo da subfracdo com
monoacilglicerois (MAG) como a mais ativa sobre as formas evolutivas de L. amazonensis,
com Clsp 2,31 + 0,08 e 2,29 + 0,14 ug/mL sobre promastigotas e amastigotas intracelulares,
respectivamente e IS sobre macrofagos J774-Al de 42, para ambas as formas evolutivas.
Estudos relacionados ao mecanismo de acdo da fragdo MAG avaliados por microscopia
Optica, eletrdnica de varredura (MEV), e transmissdo (MET) evidenciaram alteragdes como
inchaco mitocondrial, membranas concéntricas dentro da mitocondria, presenca de
perfuracdes na superficie celular do parasito e vactolos autofagicos. Estes dados quando
analisados em conjunto com resultados da citometria de fluxo indicaram a autofagia e necrose
como provavel mecanismo de morte celular. Apés o fracionamento da fracdo acetato de etila
foi identificada a quercetina como substancia ativa sobre as formas evolutivas de L.
amazonensis, com Clsp de 61,93 + 1,36 e 63,86 + 3,25 uM/mL sobre promastigotas e
amastigotas intracelulares, respectivamente. A quercetina foi avaliada em combinacdo com
anfotericina B (Q+A) e miltefosina (Q+M), o efeito combinatdrio de ambas foi considerado
sinérgico sobre as formas evolutivas de L. amazonensis. As combinacdes Q+A e Q+M
demonstraram acdo antagbnica sobre macrofagos e eritrocitos humanos. A avaliacdo da
combinacdo por MEV e MET associada aos dados da literatura indicaram provavel morte
celular por apoptose de ambas as combinagdes. Estes achados nos ensaios in vitro sdao
relevantes como primeiro passo na busca por novas terapias para o tratamento da leishmaniose
cutanea.

Palavras chaves: Aspidosperma macrocarpon, Aspidosperma tomentosum, Aspidosperma
pyrifolium, atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Aspidosperma species belonging to the Apocynaceae family are restricted to the Americas.
Ethnopharmacological studies have shown the use of these species as a potential agent against
malaria and trypanosomatids, also used as antibiotics, anti-inflammatory and antitumor. The
search for new chemical entities with antimicrobial activity has significant importance due to
the versatility of microorganisms to acquire resistance to the therapeutic arsenal, and due to
the prevalence of neglected diseases, such as leishmaniasis. These are endemic in developing
countries have few therapeutic options, which are toxic and have limited effectiveness. The
aim of this study was to evaluate the crude extracts and fractions from different parts of the
species A. macrocarpon, A. tomentosum and A. pyrifolium, as the antimicrobial action and
realize bioguided chemical study of the species with high activity against the microorganisms
tested, and less toxic to mammalian cells. About antibacterial activity alkaloidal fraction from
A. pyrifolium stem presented moderate minimal inhibitory concentration (MIC): 125 and 250
ug/mL for Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis, respectively. The ethyl acetate
fraction of A. macrocarpon stem had a weak MIC of 250 ug/mL on Candida parapsilosis.
The activity of the extract of the stem bark of A. macrocapon against Leishmania
amazonensis promastigotes showed inhibitory concentration (ICsp) of 151.5 ug/mL and
selectivity index (SI) of 6.52 on LLCMK; cells, this species were considered the most
promising for the bioguided chemical study. The chloroform and ethyl acetate fractions of the
A. macrocarpon stem bark showed 1Csy 29.00 + 1.65 and 29.50 + 0.95 ug/mL, respectively on
promastigotes forms of L. amazonensis. The bioguided study with chloroform fraction led to
subfraction of monoacylglycerols, wich were the most active on L. amazonensis, with 1Cs
2.31 £ 0.08 and 2.29 + 0.14 pg/mL on promastigotes and intracellular amastigotes,
respectively. SI showed that this fraction were 42 fold more toxic to L. amazonensis than to
macrophages. Studies related to the mechanism of action of monoacylglycerols evaluated by
optical microscopy, scanning electron (SEM) and transmission electron microscopy (TEM)
showed abnormalities such as mitochondrial swelling, concentric membranes inside the
mitochondria, presence of perforations on the cell surface of the parasite and autophagic
vacuoles. These data together with results of flow cytometry showed necrosis and autophagy
as a possible mechanism of cell death. Quercetin was identified as the active substance of the
ethyl acetate fraction against evolutionary forms of L. amazonensis. This substance had, I1Cs
of 61.93 + 1.36 and 63.86 + 3.25 uM/mL on promastigotes and intracellular amastigotes,
respectively. Quercetin was evaluated in combination with amphotericin B (Q + A) and
miltefosine (Q + M), the combinatorial effect of both was considered synergistic against all
forms of L. amazonensis. The combinations Q+A and Q+M showed antagonistic action on
macrophages and human erythrocytes. Evaluation of the combination using SEM and TEM
associated with literature data indicate apoptotic cell death after treatment with both
combinations. These findings are relevant as a first step in the search for new therapies for the
treatment of cutaneous leishmaniasis.

Key words: Aspidosperma macrocarpon, Aspidosperma tomentosum, Aspidosperma
pyrifolium, antimicrobial activity.
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1- INTRODUCAO

A pesquisa cientifica sobre medicamentos e plantas medicinais, ao longo da historia
passou por transformac6es, em funcdo da aquisi¢cdo do conhecimento perpetuado atraves da
literatura e do “know-how”, obtido nas bancadas dos laboratdrios de pesquisa ou por meio da
etnofarmarcologia. Em especial neste inicio de século, com o desenvolvimento tecnoldgico
atuando como ferramenta em varios processos, revolucionou inimeras areas da ciéncia, em
particular na descoberta de novos farmacos.

O grande desafio da pesquisa para obtencdo de novas entidades quimicas com potencial
a se tornarem farmacos, vivéncia um paradoxo, caracterizado por grandes avangos
tecnoldgicos e diminui¢do no nimero de inovagdes. Além da existéncia de doencas seculares,
em especial as ocasionadas por micro-organismos, que ainda sdo um grande problema de
salde publica.

Silva (2013) aponta para a lacuna entre os custos elevados das pesquisas, e a baixa
quantidade de farmacos inseridos no mercado nos Ultimos anos, principalmente em relagdo a
inovacao radical.

Estas afirmacdes supracitadas sé@o impulsionadas por dados descritos na literatura atual,
gue mostram o insucesso das industrias farmacéuticas para lancar um medicamento no
mercado. Estima-se que somente 20% das pesquisas e desenvolvimentos de novas entidades
quimicas tornam-se um farmaco (LEITAO; MONTANARI e MONTANARI, 2011). O
aumento significativo no investimento de pesquisa e desenvolvimento, por parte das
industrias farmacéuticas para aprovacao de novos medicamentos nos Gltimos 10 anos, ndo foi
condizente com o nimero de novos produtos aprovados (KAITIN, 2010).

Estes relatos tornam-se alarmantes, diante das incidéncias que, para aproximadamente 2
mil doencas agudas e cronicas registradas, apenas 30 — 40% destas sdo curaveis. Algumas
doencas ndo tém tratamentos e outras podem ser tratadas apenas sintomaticamente
(WAGNER, 2009).

Em todo o mundo, cerca de 50 a 75% das mortes em hospitais foram relatadas devido a
doencas infecciosas (CHITEMERERE; MUKANGANYAMA, 2014). A resisténcia
antimicrobiana ameaga a prevencgdo e o tratamento eficaz de uma gama cada vez maior de
infeccOes causadas por bactérias, parasitos, virus e fungos que tém sido por décadas trataveis,

contudo podem voltar a matar (OMS, 2015a).
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A pesquisa em busca de novas entidades quimicas com acdo antimicrobiana apresenta
significativa importancia devido a versatilidade dos micro-organismos em adquirir resisténcia
ao arsenal terapéutico, e devido a prevaléncia de doencas consideradas negligenciadas, como
as leishmanioses. Estas sdo endémicas nos paises em desenvolvimento e possuem poucas
opcOes terapéuticas, sendo estas toxicas e de eficacia limitada.

As leishmanioses afetam mundialmente 12 milhdes de pessoas em 98 paises
(RODRIGUES; GODINHO e SOUZA, 2014). Estima-se que 1,3 milhGes de novos casos de
leishmanioses e cerca de 30 mil mortes ocorram anualmente no mundo (OMS, 2015b).

De acordo com dados da literatura, ainda hoje um quarto de toda medicina moderna
deriva direta ou indiretamente das plantas, em especial no caso de doengas infecciosas (75%)
e na terapia contra o cancer (60%). Avalia-se que 80% da populacdo que reside em paises em
desenvolvimento, ainda dependem exclusivamente da medicina tradicional para os cuidados
basicos com a salde (GEORGIEV, 2014).

O reino vegetal é responsavel pela maior parcela da diversidade quimica conhecida e
registrada na literatura, dada a variedade e complexidade das micromoléculas presentes nos
metabolitos secundarios das plantas (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI e BARREIRO, 2006).

O Brasil apresenta a maior biodiversidade do mundo em relacdo as espécies endémicas,
cerca de 20%, destes aproximadamente 55 mil sdo espécies de plantas (BARREIRO;
BOLZANI, 2009). Sendo, pouco mais de 10 mil plantas usadas como medicinais
(KINGHORN et al., 2011).

As plantas sdo fontes potencias de novos farmacos, podem agir de maneira sinérgica
(extratos ou fracdes) ou de forma mais eficaz e menos toxica ao apresentarem atividade como
substancia isolada. Sejam como fitofarmacos ou fitocomplexo, com um grupo majoritario de
metabolitos primarios ou secundarios ativos, as mais variadas formas de utilizacbes das
espécies de plantas medicinais sdo exploradas até hoje.

Segundo Barreiro e Bolzani (2009), no Brasil a descoberta de prototipos de farmacos
e/ou fitofarmacos, ligados a pesquisa basica multidisciplinar impulsiona o desenvolvimento
tecnoldgico nacional, considerando os inimeros biomas brasileiros com uma diversidade
imensa e pouco explorada como fonte de substancias ativas.

Vaérios relatos cientificos exemplificam como a aplicagdo de novas ferramentas, com
base no avango tecnoldgico, revitalizaram os estudos com plantas na busca por novas
entidades quimicas bioativas. E impulsionou novos estudos com substancias ja consagradas
na literatura. Recentemente instrumentos modernos hifenados, como a cromatografia liquida

de ultra-alta eficiéncia com a medicdo de massa de alta resolucéo, tém sido utilizados com a
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finalidade de realizar o “fingerprint” de extratos vegetais de diferentes espécies de plantas e
evidenciar diferencas no perfil metabolico das amostras (PANUSA et al., 2015).

Este instrumento foi apenas um exemplo de métodos analiticos modernos, que em
conjunto com as inovagOes na area da biologia molecular, nanotecnologia, metabolémica,
triagem automatizada em alta escala (High-Throughput Screening) e diversos outros recursos
tém contribuido de maneira expressiva com a pesquisa cientifica (ABDELNUR, 2011,
FERREIRA; OLIVA e ANDRICOPULDO, 2011; SILVA, 2013; ANNANG et al., 2015).

Dentro do contexto, do desenvolvimento tecnoldgico associado a pesquisa com espécies
vegetais, vem ocorrendo nos Ultimos anos por parte do governo brasileiro, um incremento de
novas resolucgdes e leis, que visam estabelecer diretrizes para fortalecer o setor de plantas
medicinais. Em funcdo das novas politicas publicas o setor tem se revigorado e encontrado
bases para o seu desenvolvimento, como a implantacdo da Fitoterapia no Sistema Unico de
Saude (SUS) e o Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais da Central de Medicamentos —
CEME, juntamente com a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, que
estabeleceram diretrizes para o desenvolvimento de agfes, voltados a garantia do acesso
seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil (BRASIL, 2006a, 2006b;
2006ce 2012).

Assim, diante do exposto as possibilidades voltam-se mais uma vez ao vasto potencial
das plantas medicinais como fonte de principios ativos.

As espécies do género Aspidosperma pertencem a familia Apocynaceae sdo restritas as
Américas, sendo encontradas entre o México e a Argentina. Além da madeira de boa
qualidade fornecida pelas arvores das espécies de Aspidosperma, as cascas destas sao
utilizadas em forma de infusdes pela medicina popular da Amazonia (PEREIRA et al., 2007;
BARBOSA et al., 2010).

Entre as acOes relatadas para a utilizacdo das espécies de Aspidosperma, atencdo
especial é dada para o seu uso popular contra protozoarios. Considerando que as
Aspidosperma séo nativas no Brasil, onde ha alta prevaléncia das leishmanioses, doencas
negligenciadas ocasionadas por protozoarios do género Leishmania. Acometem em particular
populacbes pobres, causando altas taxas de morbidade e mortalidade. O tratamento atual é
falho e o interesse da industria farmacéutica em suprir a esta lacuna é subestimado.

Com base nas explanacdes apresentadas, a justificativa para este estudo se apoia na
importancia das espécies Aspidosperma tomentosum Mart.,, A. pyrifolium Mart. e A.
macrocarpon Mart. como plantas nativas no Brasil utilizadas pela medicina popular, que

carecem de dados cientificos comprobatorios sobre a eficacia e seguranca do seu uso, em
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particular sobre a atividade antibacteriana, antifungica e antileishmania. Assim como, a busca
por novos principios ativos de plantas, que possam ser utilizados como farmacos ou
prototipos para sintese ou semissintese de substancias analogas, mais potentes e seletivas.
Caracterizando como primeiro passo 0s estudos bioldgicos in vitro e quimico bioguiado

destas espécies.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antiflngica, antibacteriana e
antileishmania dos extratos hidroalcodlicos e fracBes obtidas das espécies vegetais A.
macrocarpon Mart., A. tomentosum Mart. e A. pyrifolium Mart. e realizar o estudo quimico
bioguiado para a atividade antimicrobiana da espécie de Aspidosperma, cujo extrato for o

mais ativo e 0 menos toxico.

2.2 - Objetivos especificos

- Avaliar a atividade contra bactérias GRAM positivas, GRAM negativas, e contra espécies de
Candidas dos extratos brutos e fracdes das espécies A. macrocarpon Mart., A. tomentosum

Mart. e A. pyrifolium Mart.

- Pesquisar a atividade antiproliferativa dos extratos e fracGes das espécies de A. macrocarpon
Mart., A. tomentosum Mart. e A. pyrifolium Mart. sobre as formas evolutivas promastigotas de

L. amazonensis.

- Isolar e identificar as substancias quimicas obtidas da espécie de Aspidosperma, cujo extrato

ou fracdo apresentar melhor resultado contra formas evolutivas de L. amazonensis.

- Investigar a atividade antiproliferativa das fracdes, substancia isolada e combinada com a
anfotericina B e com a miltefosina sobre formas promastigotas, amastigotas intracelulares

e/ou amastigotas axénicas de L. amazonensis.

- Verificar a citotoxicidade in vitro do extrato, fraces, substancias isoladas e de diferentes

concentracdes das combinagdes da substancia isolada com anfotericina B e miltefosina.

- Avaliar alteraces morfologicas e ultraestruturais sobre formas promastigotas de L.

amazonensis das substancias ou fragdes mais ativas isoladas das espécies de Aspidosperma.

- Pesquisar alterac6es celulares sobre formas promastigotas de L. amazonensis das substancias

ou fracGes mais ativas isoladas das espécies de Aspidosperma.
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3 - REVISAO DE LITERATURA

3.1 - Género Aspidosperma (Apocynaceae)

O género Aspidosperma pertence a familia Apocynaceae, por ser constantemente
estudado ha diferentes classificacfes taxonémicas que incluem ou excluem espécies dentro
deste género. Segundo Woodson (1951) sdo 52 espécies dividida em 9 séries pertencentes ao
género Aspidosperma. Bolzani et al. (1987) ap6s novos estudos, reclassificou a taxonomia do
género para 48 espécies dividida em 7 séries.

As espécies do género Aspidosperma apresentam como marcadores quimiotaxondmicos
alcaloides inddlicos, principalmente os monoterpénicos tidos como um grupo de moléculas
com grande potencial medicamentoso (MITAINE et al.,, 1996; PEREIRA et al., 2007,
OLIVEIRA et al., 2009c). Outras substancias presentes nestas espécies, normalmente séo
menos exploradas do ponto de vista quimico, mas podem ser responsaveis por atividades
bioldgicas.

No Brasil, foram catalogadas aproximadamente 50 espécies de Aspidosperma, que estao
distribuidas de norte a sul do pais nos diferentes ecossistemas. A palavra Aspidosperma, é
referente a semente destas espécies que se apresentam em formato de escudo (LORENZI,
2002; AMORIM, SAMPAIO e ARAUJO, 2005; OLIVEIRA et al., 2009c). Por exemplo, na
caatinga do Seridd no Rio Grande do Norte, Brasil, a A. pyrifolium € a espécie vegetal de
maior dominancia entre a vegetacdo arbustiva e arboérea, quando comparada a outras espécies
locais. Sendo esta comum em muitas areas da caatinga (AMORIM, SAMPAIO e ARAUJO,
2005). Além, do cerrado brasileiro onde também sdo encontradas Aspidosperma, a regido da
Amaz6nia concentra o maior nimero de espécies da familia Apocynaceae identificada no
Brasil (PEREIRA et al., 2007; GUIMARAES; BRAZ-FILHO e VIEIRA, 2012).

As espécies de Aspidosperma tém predominancia entre os tropicos e subtrdpicos, sdo
incomuns nas regides temperadas (ROBERT et al., 1983; STRUWE; ALBERT e BREMER,
1994). Além de serem exploradas por causa da madeira de boa qualidade e do latex (NUNES,
1980; PEREIRA et al., 2006b; PEREIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009c).

Pereira et al. (2007) reuniram a classificacdo realizada por Woodson (1951), Robert et
al. (1983) e Bolzani et al. (1987) ordenando as espécies nas respectivas séries (Tabela 1).
Estas séries dividem as espécies de forma taxondmica, tendo em vista que, a distribuicdo dos
diferentes tipos estruturais de alcaloides indolicos, ndo ocorre de maneira homogénea entre as
especies de cada série (PEREIRA et al., 2007).
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Tabela 1 - Classificacdo das espécies do género Aspidosperma.

Série Espécies

Rigida A. rigidum Rusby, A. laxiflorum Kuhlm

A. Auriculatum Mgf., A. carapanauba M. Pichon, A. compactinervium
Kuhlmann, A. discolor A. DC., A. eburneum F. Allem, A. excelsum
Benth, A. marcgravianum Woodson, A. nitidum Benth ex Mull.-Arg., A.
oblongum A. DC., A. spegazzinii Molf. Ex Meyer

Nitida

Quebranchines A. chakensis Spegazzini, A. quebracho-blanco Schlecht

A. cuspa Blake, A. cylindrocarpon Muell.-Arg., A. dispermum, A.

Polyneura peroba, A. polyneuron Miill.-Arg., A. sessiliflorum

A. australe Mull.-Arg., A. campus-belus A. P. Duarte; A. gomesianum
A. DC., A. multiflorum A. DC., A. nigricans Handro, A. olivaceum
Mull.-Arg., A. parvifolium, A. populifolium A. DC., A. pyricollum

Muell.-Arg., A. pyrifolium Mart., A. quirandy, A. refractum Mart., A.

rhombeosignatum, A. subincanum Mart.; A. tomentosum Mart., A. ulei

Mgf., A. vargasii

Pyricolla

A. album (Vahl) R. Bent., A. desmanthum Benth ex. Mill.-Arg., A.
exalatum Monachino, A. fendleri, A. limae Woodson, A. megalocarpon
Mull.-Arg., A. melanocalyx Mill.-Arg., A. neblinae Monachino, A.
obscurinervium Azembuja; A. sandwithianum, A. spruceanum Benth

Nobile

Macrocarpa A. duckei Hub., A. macrocarpon Mart., A. verbascifolium Mull.-Arg.

Tomentosa A. formosanum, A. daysycarpum A. DC.

A. ramiflorum Muell. Arg., A. gilbertii A. P. Duarte, A. longepetiolatum
Kuhlm.

Fonte: a autora, 2015, adaptado de PEREIRA et al., 2007.

Vaérias espécies do género Aspidosperma sdo utilizadas na medicina popular como
potencial agente contra a malaria, leishmaniose, hanseniase, antibacteriano, antifungico,
processo inflamatdrios (Gtero e ovario), reumatismo, febre, dor, contra o cancer, problemas
estomacais, diabetes, colesterol, hipertensdo e disfuncdo erétil (LINO; GARROTE, 2005;
CAMPOS et al., 2006; PEREIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009c; BARBOSA et al.,
2010; SILVA et al., 2010).

Para a realizacdo deste trabalho foram selecionadas as espécies A. macrocarpon Mart.,
A. tomentosum Mart., e A. pyrifolium Mart., que sdo espécies arbdreas, cuja casca do caule é
comumente utilizadas pela populagéo no preparo de decoctos para o tratamento de infecgdes.
Conhecidas popularmente como peroba na maioria das regides brasileiras e carapanaiba na
regido amazonica (HENRIQUE; NUNOMORA e POHLIT, 2010).
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3.1.1 - Aspidosperma macrocarpon Mart.

A espécie A. macrocarpon Mart. (Figura 1) conhecida como guatambu, guatambu-do-
cerrado, pau-pereira, muirajucara e peroba-cetim atinge de 8 a 18 metros de altura e possui
troncos com 25 a 35 cm de didmetro. Sua madeira € propria para a construcdo civil e
marcenaria, prefere terrenos secos em areas de cerrado, sua ocorréncia se estende da Bahia,
Minas Gerais, Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul e Goids (LORENZI, 2002). A espécie A.
macrocarpon Mart. faz parte da série macrocarpa, junto com outras duas espécies a A. duckei
Hub. e A. verbascifolium Mull.-Arg. (PEREIRA et al., 2007).

De acordo com Lorenzi (2002) estas espécies sdo sinonimias botanicas da A.
macrocarpon. Em um estudo do género constatou-se que os principais alcaloides encontrados
na A. duckei, também estdo presentes na A. macroparpon. Embora, sejam encontradas em
diferentes regides climaticas apresentam semelhancas filogenéticas (FERREIRA-FILHO et
al., 1966). Outras sinonimias cientificas sdo: A. macrocarpum Mart., A. platyphyllum Mull.
Arg., A. verbacifolium Mull. Arg. e A. gardneri Mull. Arg.

Existem poucos relatos na literatura sobre A. verbascifolium, o alcaloide isolado desta
espécie foi 0 3(S)-4(S)-N-formilcopsanol (1) (BOLZANI et al., 1987; PEREIRA et al., 2007).

1)

Os alcaloides inddlicos copsanona (2), copsanol (3), 18-epicosanol (4), 10-
lactamaepicosanol (5) foram isolados das espécies A. duckei e A. macrocarpon (FERREIRA
FILHO et al., 1966; PEREIRA et al., 2007).

(4)
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Figura 1 - Partes aéreas da A. macrocarpon Mart.

W};’;{?" o N L

Legenda: (A) arvore de A. macrocarpon Mart. (B) folhas e flores, (C) sementes, (D) casca do
caule. Fonte: Lorenzi (2002).
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Mitaine et al. (1996) isolaram das sementes de A. macrocarpon os alcaloides (-)-
vincadiformina (6), ervinceina (7), além da copsanona (2), copsanol (3), 18-epicosanol (4) e

copsinina (8) da casca do caule de A. macrorcapon.
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Recentemente, Bannwart (2012) isolou das folhas de A. macrocarpon cinco alcaloides
inddlicos, sendo alguns ja descritos na literatura para a espécie como, a copsanona (2),
copsanol (3) e a copsnina (8). Além do copsanol-N-6xido (9) e a copsanona-N-6xido (10),
descrito na espécie pela primeira vez na literatura. A predominancia dos alcaloides indolicos
na A. macrocarpon sao do tipo copsano (PEREIRA et al., 2007).

Além, dos alcaloides também foram isolados, o flavonoide rutina (quercetina-3-
rutinosideo) (11) e o L-2-O-metil-chiro-inositol (12), dois acidos clorogénicos denominados
de &cido 5-O-cafeoilquinico (13) e o &acido 3,5-O-dicafeoilquinico (14). E o triterpenoide
acido ursolico (15) (BANNWART et al., 2013a; BANNWART et al., 2013b).

S

i (9) g (10)
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Aquino (2012) também isolou das folhas de A. macrocarpon o acido ursélico (15), este
estava em mistura com o acido oleanolico (16). Do caule de A. macrocarpon, Aquino (2012)
isolou uma mistura de trés esteroides identificada como campesterol (17), estigmasterol (18),
e sistosterol (19). Tambeém foram identificados os triterpenos lupeol (20), a-amirina (21) e -

amirina (22).
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Dados da literatura descreveram sobre a atividade bioldgica desta espécie, como o
estudo realizado por Mesquita et al. (2005) sobre a atividade do extrato hexano das folhas de
A. macrocarpon contra formas amastigotas de Tripanosoma cruzi. Posteriormente, Mesquita
et al. (2007) avaliaram o extrato etandlico das cascas da raiz de A. macrocarpon contra o
Plasmodium falciparum, e a toxicidade destes sobre celulas mamérias, indicando um indice
de seletividade potencialmente seguro para terapia. Recentemente, De Paula, Dolabela e
Oliveira (2014) relataram a partir de uma revisdo de literatura, 0 uso de espécies de
Aspidosperma, como a A. macrocarpon, com potencial atividade antimalaria.

Estudos diversificados foram descritos na literatura para a espécie A. macrocarpon,
como atividade inseticida do extrato hexanico da raiz, sobre o caruncho do feijdo (Zabrotes
subfasciatus) (SILVA et al.,, 2009), e a acdo anti-hipertensiva em ratos com o extrato
etanolico das folhas de A. macrocarpon (OLIVEIRA et al., 2012), além da, atividade
antiproliferativa do extrato bruto metanolico das folhas, fracbes e do alcaloide copsanona
sobre linhagens de células tumorais (BANNWART et al., 2013b), a avaliacdo da atividade
antioxidante e andlise das principais caracteristicas do extrato seco atomizado da casca do
caule de A. macrocarpon, em comparacao ao extrato seco desta (AZEVEDO, 2013), e estudos
relacionados com a fenologia e metabolismo nutricional da A. macrocarpon (CASTRO et al.,
2013).

3.1.2 Aspidosperma tomentosum Mart.

A espécie A. tomentosum Mart., (Figura 2) denominada pela medicina popular de
peroba-do-campo, pereiro-do-campo, peroba-do-cerrado, pau-pereiro-do-campo, taroba é uma
planta que atinge entre 5 e 8 metros de altura, com ramos grossos e tronco tortuoso, apresenta
casca grossa e cortica. Ela € encontrada no cerrado brasileiro (Tocantins, Goias, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, parte de Minas Gerais, oeste da Bahia e sul do Piaui), e também no
Paraguai e na Bolivia. As sinonimias botanicas desta espécie sdo: A. velutinum Fisch. Ex
Mill. Arg., A tomentosum var. velutinum Mill., A. tomentosum var. angustifolium Mdll. Arg.
(LORENZI, 2002).
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Figura 2 - Partes aéreas da A. tomentosum Mart.

Legenda: (A) arvore de A. tomentosum Mart. (B) folhas e flores, (C) sementes, (D) casca do
caule. Fonte: Lorenzi (2002).

A partir dos estudos quimicos realizados com A. tomentosum foram isolados 0s
alcaloides inddlicos uleina (23), 3-epi-uleina (24) e N-acetil-12-hidroxiaspidospermatidina
(limatinina) (25) (ARNDT et al., 1967; BOLZANI et al., 1987; PEREIRA et al., 2007). Outro
estudo relatou a presenca da uleina (23) no caule, folhas, e sementes da A. tomentosum. Além
dos alcaloides quebrachamina (26), aspidospermidina (27), razinilama (28), 1-acetil-
aspidospermidina (29), 1-acetil-17-metoxi-aspidospermidina (30) (AQUINO, 2006).
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Em relacdo as atividades biologicas reportadas para os extratos e fracbes de A.

tomentosum, verificou-se a a¢éo tripanocida da uleina (23) sobre as formas tripomastigotas de

T. cruzi (OLIVEIRA et al., 2001). Os extratos brutos do caule, sementes, folhas e frutos de A.



39

tomentosum também foram avaliados sobre linhagens de P. falciparum com resultados
promissores para todos os extratos testados (DOLABELA et al., 2012; DE PAULA,
DOLABELA e OLIVEIRA, 2014). Enquanto, a atividade antiviral do extrato dos frutos sobre
0 virus do herpes simples (HSV-1) foi inativa (BRANDAO et al., 2011).

Outro estudo avaliou a atividade antiproliferativa do extrato bruto e fragOes das partes
aéreas de A. tomentosum sobre linhagens de células tumorais, e 0 melhor resultado foi obtido
com a fracdo terpénica, em linhagens de células de cancer de mama e pulméao (KOHN et al.,
2006). O uso na medicina tradicional desta espécie, também foi reportado como anti-
hiperlipémica e anorexigena (SILVA et al., 2010), além da acdo antinociceptiva e anti-
inflamatoria descrita para a casca do caule de A. tomentosum (AQUINO et al., 2013).

3.1.3 Aspidosperma pyrifolium Mart

A espécie A. pyrifolium Mart. (Figura 3) chamada pelos nativos de pereiro, pau-pereiro,
pereiro-de-saia e pereiro-vermelho, pereiro-branco e pereiro-preto, dependendo da regido de
ocorréncia. Ela é uma planta com altura variavel, pode apresentar-se como arbusto em regifes
da caatinga mais seca, ou atingir até 8 metros de altura. Normalmente encontrada na regido da
caatinga, nos estados do nordeste brasileiro até o norte de Minas Gerais e no Pantanal
matogrossense. Apresenta como sinonimias cientificas: A. refractum Mart., A. bicolor mart.,
A. molle Mart., A. martii Manso ex Mart., A. guaraniticum Malme, A. pyrifolium var. molee
(Mart.) Mill. Arg. (LORENZI, 2002).

De acordo com a compilacdo dos dados referentes a A. pyrifolium realizados por Pereira
et al. (2007), existe uma grande variedade de tipos de alcaloides ind6licos como, o B-
anilinoacrilato de metila, aspidospermidina, pirifolidina, aspidospermina, aspidoscarpina,

aspidofractina e quebrachamina.
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Figura 3 - Partes aéreas da A. pyrifolium Mart.

) WL T 8
Legenda: (A) arvore de A. pyrifolium Mart. (B) folhas e flores, (C) sementes, (D) casca do
caule. Fonte: Lorenzi (2002).

Entre os alcaloides inddlicos presentes na A. pyrifolium tem-se a (-)-vincadiformina (6),
também descrita para A. macrocarpon. E o0s alcaloides quebrachamina (26), e
aspidospermidina (27) descritos anteriormente para A. tomentosum. Varios outros alcaloides
da A. pyrifolium como: (+)-pirifolidina (31), (+)-aspidospermina (32); (-)-aspidospermina
(33), desacetilaspidospermina  (34), (-)-Des-N-metoxiaspidospermina  (35), 10-
metoxiaspidospermidina  (36),  palosina  (37),  O-desmetilpalosina  (38), N-
formilaspidospermidina (39), desmetoxivalesina (40), aspidofractina (41), (+)-pirifolina (42),
6-desmetoxipirifolina (43), refractidina (44), (-)-aspidofilina (45), N-formilaspidofractinina
(46), 15-desmetoxipirifolina (47), desidroxiaplocidina (48), haplocina (49), acuamicina (50),
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diidrocondilocarpina (tubotaiwina) (51) (CRAVEIRO; MATOS e SERUR, 1983; MITAINE
et al., 1996; OLIVEIRA, 1999: ARAUJO-JUNIOR et al., 2007; PEREIRA et al., 2007;
GUIMARAES; BRAZ-FILHO e VIEIRA, 2012).

OCH; COCH;
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As caracteristicas dos diferentes tipos ou classes de alcaloides indolicos de acordo com,
0 esqueleto estdo diretamente relacionadas com a biogénese. Contudo, o sistema inddlico
comum a todos os alcaloides desta classe é derivado do aminoécido L-triptofano
(SCHRIPSEMA; DAGNINO e GOSMANN, 2007).

Alguns estudos biologicos da A. pyrifolium estdo relacionados a atividade inseticida do
extrato da casca, dos frutos e da raiz desta espécie (TORRES; BARROS e OLIVEIRA, 2001,
TRINDADE et al., 2008). Existem relatos sobre a toxicidade desta espécie, ocasionando
teratogenicidade em herbivoros que se alimentam das suas folhas (RIET-CORREA;
MEDEIROS e SCHILD, 2012). Embora, o decocto da casca do caule desta espécie seja usado
na medicina popular, para o tratamento de inflamacdo do trato urinario (AGRA; FREITAS e
BARBOSA-FILHO, 2007).

Sobre a atividade da A. pyrifolium contra bactérias, o extrato bruto da casca foi inativo
contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Echerichia coli e Pseudomonas aeruginosa
(OLIVEIRA et al., 2009a). Assim como, o0 extrato bruto do caule e da casca do caule de A.
pyrifolium foram inativos sobre o protozoario P. falciparum (BOURDY et al., 2004;
PEREIRA et al., 2007; DE PAULA; DOLABELA e OLIVEIRA, 2014). Porém, os alcaloides
aspidospermina (31, 32) e o N-formilaspidospermidina (39) presentes na A. pyrifolium foram
ativos sobre o P. falciparum (MITAINE-OFFER et al., 2002).

3.2 - Atividades Biologicas, Estudos Quimicos e 0 Género Aspidosperma

Com base em informagdes etnofarmacoldgicas, alguns estudos sobre a acdo biologica
das espécies de Aspidosperma foram relatados. Como por exemplo, a acdo antibacteriana dos
extratos de A. ramiflorum que demonstraram uma atividade boa sobre B. subtilis e S. aureus e
dos extratos de A. pyricolum e A. olivaceum que apresentaram a¢do moderada sobre B. subtilis
(OLIVEIRA et al., 2009a). Em outro trabalho, Tanaka et al. (2006) haviam observado que a

acdo antibacteriana de A. ramiflorum mostrou-se maior para as fragGes alcaloidicas, sendo
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identificados posteriormente os alcaloides bisindolicos ramiflorina A e B, como ativos para
bactérias Gram-positivas. Estes alcaloides também se mostram ativos contra L. braziliensis e
L. amazonensis (FERREIRA et al., 2004; TANAKA et al., 2007; CUNHA et al., 2012). A
ramiflorina A apresentou atividade antifingica contra Cryptococcus neoformans (SOUZA et
al., 2006).

Verpoorte, Ruigrok e Baerheim (1982) e Verpoorte et al. (1983) descreveram a
atividade antimicrobiana de alcaloides isolados da casca do caule de A. marcgravianum, o
tetrahidrosecamina e o di-hidrocorinateol que foram mais ativos contra S. aureus e B. subtilis.
Posteriormente, os autores realizaram o estudo com os alcaloides isolados da casca da raiz de
A. excelsum, que demonstraram atividade sobre B. subtilis, os mais ativos foram o
tetrahidrosecamina, 11-metoxi-tubotaiwina, 16-dimetoxi-carbonil-tetrahidrosecamina e o
didesmetoxi-carbonil-tetrahidrosecamina (VERPOORTE et al., 1983). Os extratos etanolicos
da casca do caule de A. pyricolum e A. olivaceum também apresentaram atividade sobre B.
subtilis (OLIVEIRA et al., 2009a). O extrato diclorometano metanol (1:1) do caule, galhos e
folhas, e raiz de A. pachypterum demonstraram boa atividade sobre S. aureus, P. aeruginosa e
Candida albicans (SUFFREDINI, et al., 2002). O extrato etandlico do caule da espécie A.
polyneuron apresentou atividade antifungica contra o Cladosporium herbarum (FERREIRA
et al., 2003). E o extrato bruto diclorometano da madeira de peroba-rosa (Aspidosperma sp.)
foi ativo sobre a bactéria Proteus mirabilis (GRANATO et al., 2005).

Grande parte dos estudos biologicos, com extratos e alcaloides isolados das espécies de
Aspidosperma esta centrada na atividade antibacteriana, antifungica e antiprotozoario. Em
especial contra os protozoarios P. falciparum, Leishmania spp e Trypanosoma spp.

Aquino (2012) reportou em dados compilados da literatura, que grande parte dos
estudos bioldgicos com extratos, fracdes e substancias isoladas de espécies de Aspidosperma,
volta-se para atividade antibacteriana (cerca de 50% dos dados levantados pelo autor). E os
demais estudos, estdo divididos em outras atividades biolégicas, sendo majoritarios os estudos
com protozoarios. Dentre as substancias isoladas das espécies de Aspidosperma prevaleceram
os alcaloides (AQUINO, 2012).

Weniger et al. (2001) verificaram que o extrato do caule de A. megalocarpon Mull. Arg.
apresentou atividade sobre linhagens de P. falciparum. Outro estudo demonstrou a acgéo
antiplasmodial dos alcaloides N-formilaspidospermidina e aspidospermina isolados de A.
megalocarpon Mull. Arg. e A. pyrifolium Mart. (MITAINE-OFFER et al., 2002). Estudos
com 0s extratos da casca do caule de A. vargasii, A. desmathum também demonstraram agéo
contra linhagens de P. falciparum (ANDRADE-NETO et al., 2007; MESQUITA et al., 2007).
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Outras especies de Aspidosperma relatadas na literatura, ativas contra malaria s&o: A.
quebrancho-blanco Zschlechdt., A. polyneuron Muell., A. aloum (Vahl) Benoist, A. discolor
DC., A. excelsum Benth., A. nitidum Benth. Entretanto, faltam estudos comprobatorios quanto
a seguranca do consumo destas plantas (BRANDAO et al., 1992; BOURDY et al., 2004;
BOTSARIS, 2007; COUTINHO et al., 2013).

Dolabela et al. (2012) a partir de informacdes do uso popular de espécies vegetais
contra a maléria avaliaram extratos de diferentes partes da planta A. olivaceum, A. parvifolium
e A. ramiflorum, contra o P. falciparum e todos os extratos testados foram ativos.

Chierrito et al. (2014) relataram a atividade do extrato da casca do caule e das folhas de
A. olivaceum, assim como das suas fracGes e substancias isoladas contra o P. falciparum. Os
alcaloides monoterpenos indolicos ativos foram a aspidoscarpina, uleina, aparicina,
desmetoxi-aspidospermina, aspidospermina, N-metil-tetrahidro-olivacina e a olivacina.

Outras trés espécies de Aspidosperma foram estudadas recentemente para o tratamento
da malaria, os alcaloides isolados de diferentes partes da A. ulei foram ativos sobre o P.
falciparum. Os alcaloides ativos foram o 3,4,5,6-tetrahidro-p-ioimbina, 20-epi-dasicarpidona
e 20(E)-nor-subicanidina (TORRES et al., 2013).

Reina et al. (2011) avaliaram a atividade de alcaloides isolados das espécies A. rigidum
e A. schultesii contra promastigotas de L. infantum e epimastigotas de T. cruzi. Os alcaloides
ativos foram da espécie A. rigidum, a carboxina A sobre L. infantum e a carboxina B, ativa
sobre L. infantum e T. cruzi.

Recentemente, mais de vinte alcaloides foram isolados de diferentes partes das espécies
A. desmanthum e A. spruceanum, e foram testados contra L. infantum e T. cruzi. Sendo a
aspidolimina, aspidoscarpina e tubotaiwina mais seletivas contra L. infantum (REINA et al.,
2014).

Poucos estudos relatam a atividade das Aspidosperma contra virus. Um dos poucos
trabalhos, encontrados na literatura descreve que o extrato do caule e folhas de A.
cylindrocarpon foi inativo. Assim como, o extrato do caule de A. parvifolium que foram
inativos sobre o virus herpes simples tipo 1 (HSV-1) e contra o virus da encefalomiocardite
(EMCV) (BRANDAO et al., 2011)

Apesar da utilizacdo pela medicina tradicional da maioria das espécies de Aspidosperma
ser voltada ao tratamento de doengas infecciosas, ha levantamentos etnofarmacologicos e
estudos cientificos que relatam o uso destas espécies sobre outras patologias.

Em relacdo as atividades farmacoldgicas dos alcaloides inddlicos, isolados de espécies

do género Aspidosperma, ha poucos relatos de estudos para justificar o seu uso popular. O
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trabalho realizado por Pereira et al. (2006a) resultou no isolamento de uma mistura de
esteroides (sitosterol e estigmasterol), triterpenos pentaciclicos (a-amirina e lupeol), o L-2-O-
metil-chiro-inositol e de um alcaloide carbonilico ( &cido 3-harmanocarboxilico), do cerne de
A. nitidum Benth ex Mll. Arg. Entretanto, a atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria s6
foram demonstradas para o extrato etandlico. Estudos sobre, a acdo das fracdes alcaloidicas de
A. ulei em receptores a2-pré-sindpticos, podem explicar o uso tradicional da espécie de
Aspidosperma na disfuncéo erétil (CAMPOS et al., 2006; CAMPOS et al., 2007). Souza et al.
(2008b) relatou a atividade hipolipémica do extrato bruto metandlico de A. subincanum.

Recentemente, foi avaliado o potencial citotoxico e genotoxico do alcaloide
aspidospermina isolado da A. polyneuron, sobre células de carcinoma de hepatocitos humano,
com diminuicdo significativa da sobrevida destas células. Este alcaloide também foi ativo
contra promastigotas de L. amazonensis (COATTI et al., 2015).

Espécies de Aspidosperma séo investigadas quimicamente e énfase especial é dada aos
alcaloides inddlicos. Segundo a literatura, a busca por novas substancias bioativas de espécies
de Aspidosperma representa grande interesse cientifico, visto a diversidade estrutural dos
alcaloides indolicos presentes em praticamente todas as espécies do género.

Os estudos fitoquimicos para o isolamento dos alcaloides de Aspidosperma séo
descritos na literatura ha muitos anos. Arndt et al. (1967) isolaram alcaloides do caule de A.
rigidum caracterizados como picralina, desacetilpicralina, reserpilina e (-)-carapanaubina, do
caule da espécie A. nitidum isolaram o alcaloide 10-metoxidihidrocorinateol. E do fruto da A.
pyricolum foi isolado o alcaloide (+)-stemmadenina, e do caule os alcaloides uleina,
apaciricina e o dasicarpidona, da espécie A. nigricans foram obtidos os alcaloides (+)-uleina e
dihidrouleina. Além, dos alcaloides da madeira de A. marcgravianum identificados como
aricina, reserpilina, (-)-desmetoxiaspidospermina e o (+)-aspidoscarpina.

Ferreira et al. (2006) identificaram a presenca dos alcaloides inddlicos cilindrocarpidina
e homocilindrocarpidina no extrato da raiz de A. polyneuron, e no extrato da folha foi
identificado o éster dioctil do acido adipico. Posteriormente, Santos et al. (2008) isolaram do
extrato etanolico da raiz de A. polyneuron um novo alcaloide, o 2,7-dihidroxiquebrachamina.

Jacome et al. (2004) também reportaram a presenca do alcaloide uleina na A.
parvifolium conhecida como “pau pereira”. Assim, como identificaram a presenca dos
alcaloides epiuleina, aparicina e desmetiluleina, e a presenca do triterpeno lupeol e do
esteroide estigmasterol, estes dois Gltimos sdo substancias comumente encontradas em

espeécies de Aspidosperma.
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Kobayashi et al. (2002) isolaram alcaloides indolicos pentaciclicos das cascas de A.
subincanum denominados de subincanadinas A, B e C. Santos et al. (2009) em uma analise
fitoquimica da casca do caule de A. subincanum verificaram a presenca de alcaloides
indolicos, saponinas, terpenoides, esteroides e taninos, sendo a guatambuina e o &cido oleico
0s constituintes majoritarios.

Entre outras espécies de Aspidosperma que apresentaram estudos fitoquimicos, podem
ser citados os constituintes quimicos da A. illustre, onde foram isolados dois alcaloides
monoterpenos indolicos, R-ioimbina e 1,2-dihidroaspidospermidina, além de moléculas de
triterpenos (BARBOSA et al., 2010). Alcaloides inddlicos tipo elipticina e N-metiltetra-
hidroelipticina foram isolados de A. vargasii e a substancia aspidocarpina de A. desmanthum
(HENRIQUE; NUNOMORA e POHLIT, 2010).

Dois novos alcaloides indolicos com esqueleto plumerano foram obtidos dos extratos
metanolicos da casca do caule e das sementes de A. spruceanum, o alcaloide spruceanuminas
A e B (OLIVEIRA et al., 2009b). Da especie A. excelsum foi isolado da casca da raiz um
novo alcaloide quaternario denominado excelsinidina (LAYNE et al., 2007). E das cascas de
A. nitidum foi identificado o alcaloide indolico contendo um sistema 1,2,9-triazabiciclo,
denominado braznitidumina (PEREIRA et al., 2006b).

Outros estudos descritos na literatura reinem compilacdo de dados em revisdes, sobre
os diferentes tipos de esqueletos de alcaloides ind6licos presentes em diversas espécies de
Aspidosperma. Como o realizado por Guimaraes, Braz-Filho e Vieira (2012) que descreveram
0 esqueleto de 35 alcaloides indélicos do tipo plumerano, como inimeros alcaloides da A.
cylindrocarpon entre eles, a cilindrocarina, cilindrocarpidina, cilindrocarpinol e outros. Assim
como, as revisdes realizadas por Pereira et al. (2007) e por Oliveira et al. (2009c) sobre os
alcaloides inddlicos de espécies do género Aspidosperma referenciados anteriormente neste
estudo. E recentemente, a revisdo de literatura descrita por Aquino et al. (2015) a respeito dos
alcaloides terpenos do género Aspidosperma, relatou sobre a origem biosintética destes na
planta, a sintese total de varios alcaloides e a sua importancia na sintese organica e quimica
medicinal. Os autores exploraram também, dados relacionados a diversidade estrutural dos
alcaloides das Aspidosperma e o potencial bioldgico que estes representam. Bem como, a
descricdo de rotas sintéticas de alcaloides e sua importancia para obtencdo de substancias
quimicas, sem a exploragéo de recursos naturais.

Apesar da gama de trabalhos na literatura, sobre o isolamento quimico de alcaloides
inddlicos das espécies de Aspidosperma, novas estruturas quimicas de diferentes classes

quimicas de metabdlitos primarios e secundarios estdo sendo identificadas, comprovando a
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diversidade quimica destas espécies. Longe de serem esgotados, os estudos sobre o
isolamento quimico e atividade bioldgica das espécies de Aspidosperma sdo continuamente

reportados na literatura.

3.3 - Leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas infecciosas provocadas por diferentes espécies de
protozoarios do género Leishmania, e fazem parte das doencas tropicais negligenciadas
podendo manifestar-se como leishmaniose cutanea, mucocutanea e visceral, levando a
morbidade e/ou a mortalidade (TIUMAN et al., 2011; ALVAR et al., 2012; CHOUHAN et
al., 2014; OMS, 2014 e 2015b). Embora, a leishmaniose visceral seja letal se ndo tratada, a
leishmaniose cutanea é a forma mais comum da doenca, e apresenta variacdes de
manifestacdes clinicas, que podem variar de pequenos nodulos a destruicdo das mucosas.
Mais de 700 mil novos casos ano séo detectados no mundo para leishmaniose cutanea, sendo
endémica em mais de 70 paises no mundo, e 75% dos casos ocorrem no Afeganistdo, Argélia,
Brasil, Paquistdo, Peru, Arabia Saudita e Siria (TIUMAN et al., 2011; ALVAR et al., 2012;
SINGH; KUMAR e SINGH, 2012; CHOUHAN et al., 2014; OMS, 2014 e 2015b).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (2015b) atualmente, as leishmanioses séo
prevalentes nos continentes americanos, africano, asiatico e europeu, sendo que 98 paises em
cinco continentes sdo considerados zonas endémicas e destes, 76 sdo paises em
desenvolvimento.

No Brasil, as leishmanioses sdo prevalentes em todos os estados, sendo responsaveis
por altas taxas de mortalidade (GENARO; REIS, 2005). A leishmaniose tegumentar
americana (cutdnea ou mucocutanea) € uma doenca endémica em varios estados do Brasil,
sendo crescente o numero de notificacdes, atingindo 490.606 casos confirmados de 1980 a
2001 (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2001). Segundo, o Ministério da Salde
(BRASIL, 2013) a cada ano, 28 mil pessoas sdo afetadas pela forma cuténea da leishmaniose.
Por esse motivo, essa doenca constitui um problema de satde publica em diversos estados do
Brasil, principalmente nas regides norte e nordeste, onde se encontra 0 maior nimero de casos
(73,6%) (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2001; NEGRAO e FERREIRA, 2014;
IPD-FARMA, 2015).

Apesar, dos nimeros alarmantes de incidéncia da leishmaniose no mundo, incluindo o
Brasil como pais endémico da doenga, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2014) julga

que estes dados sdo subestimados. Alvar et al. (2012) a partir da atualizacdo da base de dados,
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sobre leishmanioses no mundo, constatou que a credibilidade do levantamento de dados é
dubia, pois as incidéncias para doengas negligenciadas, como as leishmanioses tem

distribuicdo focal em locais remotos, tornando dificil a extrapolacdo de dados oficiais.

3.3.1 - Ciclo biolégico e Formas Evolutivas de Leishmania spp

Os protozoarios do género Leishmania pertencem ao reino Protozoa, ordem
Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. A espécie que sera utilizada neste estudo é a
Leishmania amazonensis, pertencente ao subgénero Leishmania, e estd agrupada no complexo
L. (L) mexicana. Os parasitos apresentam dois estigios de desenvolvimento distintos, a
promastigota que se encontra no tubo digestivo do hospedeiro invertebrado (fémea de
fleb6tomos) e amastigota, formas intracelulares presente no sistema monocitico fagocitario do
hospedeiro vertebrado (SHAW, 2011; GOTO; LINDOSO, 2012; BRASIL, 2013; REY, 2013;
RODRIGUES; GODINHO e SOUZA, 2014).

Os insetos vetores ou transmissores sao conhecidos como flebétomos (ordem diptera,
familia Psycodidae, subfamilia Phlebotominae), sdo as fémeas do género Lutzomia infectadas
com as formas promastigotas de Leishmania spp., que tem importancia epidemiolégica no
novo mundo (Américas) e o género Phlebotomus no velho mundo (Europa, Asia e Africa).
Estes recebem vérias denominaces entre elas, mosquito palha, birigui, tatuquira, asa branca e
asa dura. A transmissdo ocorre porque estes insetos sdo hematofagos, as fémeas de
flebotomineos infectadas durante o repasto sanguineo inoculam os parasitos no hospedeiro
vertebrado. Cerca de 70 espécies de animais, incluindo os humanos, sdo hospedeiros naturais
de espécies de Leishmania (MIRANDA; DIAS, 2011; GOTO; LINDOSO, 2012; BRASIL,
2013; BAHMANI et al., 2014; OMS, 2015b).

Espécies do género Leishmania incluem um vasto nimero de protozoarios unicelulares
eucarioticos, que apresentam um ciclo celular heteroxénico ou digenético, por alternar o ciclo
de vida no inseto vetor (formas promastigotas extracelulares) e no hospedeiro vertebrado
(formas amastigotas intracelulares), este pode ser o homem (ciclo antropozoondético) ou
animais silvestres ou domésticos (ciclo zoondtico), ambos sdo considerados importantes
reservatorios envolvidos na manutencdo do parasito (CUNNINGHAM, 2002; BORGES;
REIS e BARCINSKI, 2011; BRASIL, 2013; TEIXEIRA et al.,, 2013; REY, 2013;
RODRIGUES; GODINHO e SOUZA, 2014).
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O ciclo biologico da Leishmania (Figura 4) comeca quando a fémea adulta de
flebotomineo realiza o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado infectado, ingerindo
células (macrofagos teciduais) contendo amastigota, estas no intestino do inseto vetor se
diferenciam em promastigotas prociclicas (formas com flagelos proeminentes) e por divisdo
bindria (metaciclogénese) originam as promastigotas metaciclicas (formas infectivas). Estas
ficam localizadas na faringe e cavidade bucal (proboscide do inseto), durante um novo repasto
sanguineo o inseto vetor regurgita o parasito e este € inoculado em um novo hospedeiro
vertebrado. Estas promastigotas metaciclicas sdo capazes de aderir a membrana dos
macrofagos, por possuirem glicoconjugados e desencadear a fagocitose. As promastigotas
metaciclicas sdo fagocitadas especialmente pelos macréfagos teciduais, sdo incorporados no
fagolisossomos (vacuolo parasitéforo) e diferenciam-se em amastigotas. No interior do
vacuolo parasitoforo o pH € acido, associado a temperatura corporal do mamifero, sdo fatores
que influenciam a diferenciagdo das promastigotas para formas amastigotas, estas se dividem
por fissdo binéria intensamente, provocando a lise do macréfago. As amastigotas livres podem
ser fagocitadas por outros macréfagos. A infeccdo do inseto vetor (hospedeiro invertebrado)
ocorre durante o repasto sanguineo no humano ou animal infectado. Entdo, as amastigotas sao
diferenciadas em promastigotas no intestino do inseto vetor e reinicia-se um novo ciclo
(CUNNINGHAM, 2002; KAYE; SCOTT, 2011; TEIXEIRA et al., 2013; REY, 2013;
RODRIGUES; GODINHO e SOUZA, 2014).

As formas evolutivas de Leishmania spp. estdo ilustradas na Figura 5, estes protozoarios
apresentam caracteristicas celulares que sdo especificos desses micro-organismos
distinguindo-as das células de mamiferos, como por exemplo, a mitocdndria Unica,
ramificada, distribuida por todo corpo celular do parasito, que contém um DNA mitocondrial
denominado de cinetoplasto (kDNA). Por ser especifica destes protozoarios, a mitocondria
torna-se um alvo terapéutico interessante. Contudo, ha vérias estruturas e organelas que as
espécies de Leishmania compartilnam com os mamiferos (ADADE; SOUTO-PADRON,
2010; RODRIGUES; GODINHO e SOUZA, 2014).
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Figura 4 - Ciclo bioldgico de Leishmania spp.

Legenda: (1) Flebotomineo fémea pica mamifero infectado, (2) macréfago infectado com amastigotas, (3)
amastigotas, (4) promastigota prociclica, (5) promastigota prociclica no intestino médio no inseto vetor, em
fissdo bindria, (6) migracdo das promastigotas prociclicas para o intestino anterior do inseto vetor, (7)
diferenciacdo formas promastigotas metaciclicas, (8) promastigotas metaciclicas sdo regurgitadas durante
repasto sanguineo do inseto vetor (9) promastigotas metaciclica (10) promastigotas metaciclica infecta
macrofagos (11) promastigota metaciclica sdo diferenciadas em amastigotas (12) amastigotas ligam-se a
membrana do vacutolo parasitéforo (13) multiplicacdo das amastigotas no interior do vacuolo parasitéforo
(14) multiplicacdo intensa das amastigotas (15) amastigota rompe o macréfago (16) forma amastigota livre
(17) amastigota infecta outro macréfago. Fonte: a autora, 2015, adaptado de TEIXEIRA et al., 2013
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A forma promastigota (Figura 5) apresenta corpo alongado, entre 14 e 20 um de
comprimento, possuem ndcleo central arredondado, que se apresenta envolvido pelo reticulo
endoplasmatico rugoso, que assim como nas celulas de mamiferos esta relacionado com a
sintese de proteinas. O cinetoplasto no interior da mitocondria fica situado préximo a porcao
anterior do corpo do parasito, onde se encontra a bolsa flagelar, uma invaginacdo da
membrana plasmatica por onde passa o flagelo que emerge do corpo basal, este proporciona
movimento as promastigotas (REY, 2013; RODRIGUES; GODINHO e SOUZA, 2014).

Figura 5 - Forma evolutiva de Leishmania spp. — promastigota.
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A forma amastigota (Figura 6) apresenta aspecto ovoide, possui um flagelo curto
intracelular, alojado no interior da bolsa flagelar, o que impossibilita a mobilizacdo desta
forma evolutiva. Apresenta ndcleo arredondado, envolto por reticulo endoplasmatico rugoso
como na forma promastigota. As amastigotas do complexo Leishmania, medem cerca de 3 um
de comprimento, como a L. amazonensis (REY, 2013). As amastigotas apresentam um
lisossomo grande, encontrado apenas neste estagio evolutivo, denominado de megassomo,
esta organela promove a lise de macromoléculas adquirida por endocitose. Os megassomos
séo ricos em proteases de cisteina (UEDA-NAKAMURA; ATTIAS e SOUZA, 2001).

Figura 6 - Forma evolutiva de Leishmania spp. - amastigota.
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A versatilidade das formas amastigotas subverte as principais vias de sinalizacdo
intracelular do macré6fago, com isto o parasito consegue se manter e proliferar no interior do
vaclolo parasitéforo. Os lipofosfoglicanos (glicopepitideos) promovem a inibicdo da
atividade da proteina quinase ¢, 0 que acarreta na redugdo da producdo de radicais livres de
oxigénio. Outros mecanismos de defesa celular também s&o inibidos, propiciando a infeccao
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que progride despercebida pelo sistema imune (CUNNINGHAM, 2002; BORGES; REIS e
BARCINSKI, 2011; RODRIGUES; GODINHO e SOUZA, 2014).

Muitas estruturas citoplasmaticas das Leishmania spp. sdo responsaveis pela
manutencdo da homeostase do parasito, estas fornecem informacdes de interesse biolégico por
constituirem provaveis alvos terapéuticos. Como a bolsa flagelar, que é uma estrutura tipica
dos protozoarios flagelados e principal local de endocitose e exocitose no parasito, a presenca
de vesiculas e tubulos que promove a movimentacdo da membrana realizam estas funcdes
(ADADE; SOUTO-PADRON, 2010; ARAUJO-SANTOS et al., 2014; RODRIGUES;
GODINHO e SOUZA, 2014).

As organelas relacionadas com o sistema exocitose e endocitose em Leishmania spp.
contribuem para sobrevivéncia deste parasito em diferentes ambientes. Estes parasitos
possuem também um sistema de tubulos multivesicular que se estendem da porcao anterior, a
partir da bolsa flagelar até a porcdo posterior do corpo celular. No processo de endocitose, 0s
endossomos que se formam juntam-se neste sistema interligado aos lisossomos, formando um
sistema dindmico, caracterizado por fluxo continuo de vesiculas no interior do citoplasma do
parasito (ADADE; SOUTO-PADRON, 2010; RODRIGUES; GODINHO e SOUZA, 2014).

O complexo de Golgi e o reticulo endoplasmatico rugoso, nos tripanosomatideos tém a
mesma estrutura basica que a encontrada em mamiferos (ADADE; SOUTO-PADRON, 2010).
Assim como, os corpos lipidicos responsaveis por estocar e processar lipidios, igualmente
presentes nas células de mamiferos e nos protozoarios. Além de fonte nutricional, os lipidios
desempenham um papel importante na producdo de eicosanoides, durante o processo de
interacdo parasito-hospedeiro. E 0 aumento destes corpos lipidicos na metaciclogénese e nas
formas amastigotas, sugere que estdo envolvidos com fatores de viruléncia (ARAUJO-
SANTOS et al., 2014).

Outra organela presente nos tripanosomatideos sdo os acidocalcisomas, estas organelas
de caréater acido armazenam célcio e fosforo, este ltimo na forma de pirofosfato e polifosfato.
Além de, estocar ions e enzimas relacionados com a regulacdo do pH e osmoregulacdo da
célula. Estas organelas sdo encontradas também em bactérias e células humanas (DOCAMPO;
MORENO, 2011).

Os glicosomos sdo organelas ligadas a membrana do protozoario, que armazenam
enzimas da via glicolitica dos tripanosomatideos. As enzimas presentes nesta organela, que
participam de diferentes vias metabolicas, sdo cinética e estruturalmente diferentes daquelas
presentes em células de mamiferos (ADADE; SOUTO-PADRON, 2010; RODRIGUES;
GODINHO e SOUZA, 2014).
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A dindmica das organelas presentes nos tripanosomatideos sdo constantemente
estudadas, do ponto de vista estrutural e cinético, conduzindo a uma melhor compreenséao
destes micro-organismos e sua interacdo com o hospedeiro vertebrado, contribuindo desta

maneira para identificacdo de possiveis alvos terapéuticos.

3.3.2 - Manifestacgdes Clinicas e Diagnosticos

As leishmanioses sdo causadas por mais de 20 espécies diferentes de Leishmania spp.
Sendo que, as manifestaces clinicas dependem da espécie envolvida e do estado imunoldgico
do individuo infectado. As trés formas basicas de manifestacdo da doenca sdo, leishmaniose
visceral (LV), leishmaniose cutanea (LC) e a leishmaniose mucocutanea (LMC). Entre as
principais espécies causadoras de leishmaniose cutadnea no Brasil, estdo a L. amazonensis, L.
braziliensis e L. guyanensis. No velho mundo a principal espécie € a L. major (COSTA, 2011;
BRASIL, 2013; OMS, 2015b).

A importancia da leishmaniose tegumentar americana (LTA) é ndo somente pela alta
incidéncia e ampla distribuicdo geogréfica, mas porque as lesGes podem assumir formas
destrutivas, desfigurantes e incapacitantes, influenciando de maneira negativa a vida de
individuos infectados (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

A LC e a LMC sdo modalidades clinicas da leishmaniose tegumentar, de maneira geral
estas lesdes, no Brasil, sdo de pele e/ou mucosa, podem ser Unicas ou mdltiplas, a
caracteristica da lesdo € muito varidvel, sendo inaparentes, discretas, podendo evoluir para
cura espontaneamente, ou formar vérias lesdes e até comprometer a mucosa com metastases e
recidivas (COSTA, 2011).

A LC é a mais comum das leishmanioses, representa a manifestacdo clinica mais
frequente. As lesdes sdo exclusivamente cutaneas e pode evoluir para cicatrizagdo. Iniciam
como uma lesdo eritémato-papulosa, evoluindo para papulo-pustulosa, em seguida forma uma
Ulcera-crostosa e podem evoluir para Ulceras com aspectos circulares, bordas infiltradas, em
moldura, indolores e fundo com granulagdes grosseiras. Ocorrem mais comumente nas partes
expostas do corpo, como bragos, pernas, pescogo e cabeca. Normalmente, ocorrem em
pequenos nlmeros, raramente sao numerosas (até 2% dos casos de LTA), e quando ocorrem
sdo caracterizada por leishmaniose cutanea disseminada, as espécies L. braziliensis e L.
amazonensis sdo também as causadoras da forma disseminada. A regressao das lesGes deixam
cicatrizes. O periodo de incubacdo é variavel, pode levar 30 dias, ou até anos
(CUNNINGHAM, 2002; COSTA, 2011; BRASIL, 2013).
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A forma cuténea difusa (LCD), no Brasil, € causada pela L. amazonensis, esta forma é
rara e grave, ocorre em individuos alérgicos, com deficiéncia especifica na resposta imune
celular a antigenos de Leishmania, sendo a resposta terapéutica falha (GOTINJO;
CARVALHO, 2003; COSTA, 2011; BRASIL, 2013).

A forma da leishmaniose mucocuténea, € principalmente causada pela L. braziliensis na
América do sul, contudo, ja& foram relatados casos onde evidenciou a presenca da L.
amazonensis e L. guyanensis. Ao contrario da LCD, a LMC se caracteriza pela exacerbacao
da resposta imunoldgica, por haver um exagero na resposta celular antileishmania. Este € um
fator pelo qual ocorre a destruicdo do tecido, onde houver particulas de antigeno. As
caracteristicas clinicas desta infeccdo sdo a cronicidade e metastase em mucosas, que
conduzem a desfiguracdo da regido acometida no individuo. Pois, acometem a regido do nariz,
boca, olhos, podendo atingir a faringe e laringe. Este tipo de lesdo ndo regride de forma
espontanea e as recidivas sdo frequentes. Ha suposicGes de que a infec¢do para mucosa sejam
resultados da disseminacdo linfatica ou hematogénica das amastigotas da pele, para a regido
naso-orofaringea. Contudo, este mecanismo ndo esta esclarecido (COSTA, 2011; BRASIL,
2013).

A forma clinica da leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar €
considerada a mais importante, porque se ndo tratada pode ser letal. Entre as manifestacfes
clinicas observa-se febre irregular, esplenomegalia, anemia e em estagio avancado caquexia,
apresenta altas taxas de mortalidade. Sendo a febre o sintoma mais notavel seguido da
esplenomegalia, como segunda manifestacdo clinica mais importante. As principais espécies
sdo L. donovani, no velno mundo e no novo mundo L. infantum e L. chagasi. Estes
protozoarios possuem tropismo visceral, as amastigotas vivem em células do sistema
fagocitico mononuclear nas células de Kupffer, no figado, em células do baco e da medula
Ossea. Podem infectar também os rins, pulmdes e pele, e na corrente sanguinea, podem ser
encontradas amastigotas em mondcitos (REY, 2013; RODRIGUES; GODINHO e SOUZA,
2014). Existe uma forma dermal de leishmaniose pos-calazar, tem aparéncia de uma mécula,
papula ou rash nodular, que acomete a face, troncos de individuos recuperados da LV, podem
aparecer de seis meses a um ano ap6s a aparente cura (BRASIL, 2013; RODRIGUES;
GODINHO e SOUZA, 2014).

O diagndstico clinico da LTA pode ser realizado com base nas caracteristicas da les&o,
associados a anamnese. O diagndstico laboratorial pode ser realizado mediante a pesquisa do
parasito, diagndstico imunolégico ou molecular (GONTIJO; CARVALHO, 2003; REY, 2013;
BRASIL, 2013).
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A pesquisa do parasito por método parasitologico é realizado por microscopia, a partir
da visualizacdo direta do parasito coletado de fluidos ou nas lesdes do individuo infectado. Os
procedimentos consistem de escarificacdo, bidpsia e puncdo aspirativa. Quanto mais cronico
for o processo, mais dificil de encontrar o parasito nas lesdes. Pode-se também realizar o
isolamento em cultivo in vitro. O exame imunolégico do teste intradérmico da Leishmania,
conhecido como Intradermoreacdo de Montenegro (IDRM), que se fundamenta na resposta de
hipersensibilidade celular tardia. A leitura é visualizada apds a inoculacdo do antigeno de
Leishmania na derme do paciente, em casos positivos ha formacdo de papula no local da
inoculacdo. Este ensaio é muito empregado na rotina laboratorial (GONTIJO; CARVALHO,
2003; REY, 2013; BRASIL, 2013).

Exames moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR — Polymerase
Chain Reaction) vém sendo utilizado para fins de pesquisa. Mas, na rotina € muito pouco
usado, em virtude do alto custo, embora, a sensibilidade dos métodos parasitoldgicos
tradicionais seja aumentada quando se acrescenta esta técnica (GONTIJO; CARVALHO,
2003; GOTO; LINDOSO, 2012; REY, 2013; BRASIL, 2013).

3.3.3 - Terapia Medicamentosa das Leshmanioses e Uso de Substancias
Combinadas

A terapia medicamentosa das leishmanioses € um desafio a ser superado, devido as
poucas opcdes terapéuticas utilizadas a mais de seis décadas no mundo. E por se tratarem de
doencgas negligenciadas, que acometem, sobretudo, pessoas de baixa renda que residem em
paises em desenvolvimento, o interesse na inovacdo de farmacos pela industria farmacéutica é
subestimado. Além, da ocorréncia de cepas resistentes que conduz a falha na terapia, e pode
ser desencadeada, entre outros motivos, pela desisténcia dos pacientes ao tratamento, devido a
gama de efeitos colaterais provocados pelos medicamentos (LIMA et al., 2007; GOTO ;
LINDOSO, 2012; SINGH; KUMAR e SINGH, 2012; JAIN; JAIN, 2013).

O que ha na terapéutica como farmacos de primeira escolha sdo os antimoniais
pentavalentes representados pelo Glucantime® - (52) (antimoniato de N-metilmeglumina) no
Brasil, e 0 Pentostan® - (53) (estibogluconato de sédio) nos Estados Unidos da América
(MOURA,; DE JESUS e ALMEIDA, 2011; BRASIL, 2013).
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A administracdo destes medicamentos é por via intramuscular, endovenosa ou via
intralesional. Embora, os antimoniais sejam utilizados para todas as formas da leishmaniose, a
forma mucocutanea tem resposta mais lenta e maior chances de recidivas. Para exercer a
atividade leishmanicida sobre as formas amastigotas, os antimoniais pentavalentes (Sb>*) sao
reduzidos a antimoniais trivalentes (Sb**). O mecanismo de acio ndo é bem esclarecido, mas
sabe-se que estes interferem na atividade das vias glicoliticas e oxidativa dos acidos graxos do
parasito (MOURA,; DE JESUS e ALMEIDA, 2011; BRASIL, 2013).

Os antimoniais apresentam efeitos colaterais como artralgia, mialgia, inapeténcia,
cefaleia, febre, vomitos, tontura e edema no local da aplicacdo. Sendo limitante o seu uso, em
funcdo dos efeitos adversos relacionados a cardio, nefro e hepatotoxicidade. Sendo que, o
esquema terapéutico envolve o deslocamento do paciente a unidade de salde, diariamente por
no minimo 20 dias, dependendo da forma da leishmaniose e se ndo houver cicatrizacdo, apos
trés meses do término do tratamento, 0 mesmo pode ser repetido por mais 30 dias. Por serem
abortivos, estes farmacos ndo devem ser administrados em gestantes (GONTNO;
CARVALHO, 2003; MOURA; DE JESUS e ALMEIDA, 2011; BRASIL, 2013).

Quando ndo ha resposta satisfatoria com os antimoniais ou na impossibilidade de uso
destes, deve-se recorrer aos medicamentos de segunda escolha, como a anfotericina B (54) ou
o isotionato de pentamidina (55) (BRASIL, 2013).
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A anfotericina B é um antimicrobiano poliénico, utilizado como antifingico em
infeccdo sisttmica. Nas Leishmania spp. age no ergosterol presente na membrana
citoplasmatica do parasito, interferindo na permeabilidade e influxo de ions, tém acdo
leishmanicida sobre as formas promastigotas e amastigotas. A via de administracdo é
endovenosa. Em caso de gestantes infectadas com Leishmania spp. anfotericina B é o
tratamento de primeira escolha. Apresenta efeitos colaterais, sendo 0s mais comuns: nauseas,
vomitos, febre, hipopotassemia, insuficiéncia renal, anemia, alteracGes cardiacas e flebite no
local da aplicacdo. Por isto, faz-se necessario 0 monitoramento semanal de enzimas hepaticas,
funcdo renal e dosagem de potassio sérico, além de eletrocardiogramas (FILIPPIN; SOUZA,
2006; MOURA; DE JESUS e ALMEIDA, 2011; SINGH; KUMAR e SINGH, 2012;
BRASIL, 2013).

As formulacgbes lipidicas da anfotericina B, conhecida como antofericina B lipossomal
apresenta maior concentracdo hepéatica e esplénica do que a forma livre. Componentes
lipidicos da anfotericina lipossomal ligam-se aos macr6fagos. No Brasil, este farmaco é
utilizado para o tratamento da LV. Para o uso em LT ndo ha registro no Brasil, logo é
considerada um farmaco “off label”, quando o uso do farmaco ndo consta na bula ou néo foi
aprovado por 6rgdo competente, sendo prescrito por conta e risco do médico. Contudo, ha
relatos na literatura que o uso em LT é consistente, mas este medicamento apresenta alto
custo, e ndo € ausente de efeitos colaterais. Embora, estes sejam menos intensos que a
anfotericina B livre, os mais comuns para a forma lipossomal sdo: febre, cefaleia, vomitos,
tremores, calafrios, dor lombar e flebite no local da infusdo (MOURA; DE JESUS e
ALMEIDA, 2011; BRASIL, 2013).

As pentamidinas sdo diaminas aromaéticas, utilizadas como segunda escolha em &reas
endémicas dos continentes americanos, asiatico e africano. A pentamidina interfere na sintese
do DNA, modificando a morfologia do cinetoplasto e fragmenta a membrana da mitocondria,
da Leishmania, levando a morte do parasito. A via de administracdo é intramuscular profunda.
As reacOes adversas mais comuns sdo: dor, endurecimento e abscesso estéril no local de
aplicacdo, nauseas, vomitos, dor epigastrica, cefaleia, hipotensdo, hipoglicemia e mialgias
(MOURA; DE JESUS e ALMEIDA, 2011; SINGH; KUMAR e SINGH, 2012; REY, 2013;
BRASIL, 2013).

A paromomicina (56) & um antimicrobiano aminoglicosideo, em Leishmania spp.
interfere na atividade da mitocdndria. Ela é utilizada intramuscular contra LV e topicamente
para tratar leishmaniose tegumentar (LT) no velho mundo, ndo sendo utilizada no novo

mundo para o tratamento topico de LT, exceto em caso de acometimento da mucosa por L.
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braziliensis. A resposta da paromomicina frente a LT altera em funcéo do parasito e da leséo
(MOURA; DE JESUS e ALMEIDA, 2011). Os efeitos colaterais deste farmaco sdo
principalmente nefro e ototoxicidade (LIMA et al., 2007).

OH

HOAHO (56)

Desenvolvido como farmaco anticancerigeno a miltefosina (57) (hexadecilfosfocolina),
uma alquilfosfocolina, que atua sobre as espécies de Leishmania provavelmente por interferir
nas membranas lipidicas, interagindo com fosfolipideos e esterdis. Estudos apontam que, a
estrutura quimica da miltefosina possuiu alta afinidade por membranas, esta também alterou o
funcionamento mitocondrial, conduzindo o parasito a morte celular. Contudo, 0 mecanismo
de acdo exato ainda ndo foi esclarecido (LIMA et al., 2007; SINGH; KUMAR e SINGH,
2012; REY, 2013). Estudos recentes demonstraram que a miltefosina agiu em L. infantum por
promover alteracbes no metabolismo de lipidios internos neste parasito (VINCENT et al.,
2014). Outro estudo, da miltefosina contra L. amazonensis apontou um aumento na dindmica
de lipidios e proteinas de membrana citoplasmatica, em concentra¢cdes proximas a dose
citotoxica (BUSTOS et al., 2014; MOREIRA et al., 2014).

15 13 11 9 7 5 3 1

16 14 12 10 8 6 4 2 (57)

A miltefosina foi o primeiro farmaco antileishmania de uso oral, selecionada em maio
de 2005 na india, Nepal e Bangladesh para o tratamento da LV, com altas taxas de cura
(superior a 90%), porém apresenta tempo de meia-vida de 152 horas, 0 que torna propicio o
desenvolvimento de cepas resistentes. Os efeitos colaterais mais comuns Sd0 nauseas,
vOmitos, sendo a teratogenicidade seu efeito adverso limitante para administragdo em gravidas
(LIMA et al., 2007; SINGH; KUMAR e SINGH, 2012; REY, 2013; MOREIRA et al., 2014;
KAUR et al., 2015).

A agéncia norte americana, Food and Drug Administration (FDA), em marco de 2014

aprovou a miltefosina (Impavido®) para o tratamento das trés formas de leishmanioses (FDA,



60

2014). Altas taxas de cura também sdo demonstradas para a miltefosina no tratamento de LC e
LMC (COELHO et al., 2014; MOREIRA et al., 2014).

Vérios fatores estdo relacionados as dificuldades no controle e erradicacdo das
leishmanioses, como falhas dos tratamentos medicamentosos, devido ao uso extensivo,
abandono do tratamento pelo paciente, os efeitos colaterais, além da auséncia de vacinas, falta
de politicas publicas efetivas e do controle da disseminacéo do parasito e vetores (ALVIANO,
etal., 2012; SINGH; KUMAR e SINGH, 2012; CHOUHAN et al., 2014).

O desenvolvimento de estratégias novas e eficazes € um dos requisitos para conter o
avanco da resisténcia aos farmacos por protozoarios como a Leishmania, devido a
versatilidade do parasito, bem como para diminuir os efeitos colaterais da medicacao,
diminuicdo de custos e facilidade nas praticas terapéuticas, com o intuito de melhorar a adesao
dos pacientes ao tratamento. Estas precisam ser prioridades na pesquisa para inovacao e
obten¢do de medicamentos, sobretudo, para doencas negligenciadas como as leishmanioses.

A combinacdo de farmacos tem se tornado uma alternativa eficaz, para conter em
especial a resisténcia do parasito aos farmacos e diminuir os efeitos colaterais.

Na literatura ha relatos de ensaios clinicos da associacdo de farmacos com antimoniais
pentavalentes, a fim de, conter as falhas na terapéutica, como por exemplo, a combinacéo de
antimonial e alopuridol (hipouricemiante), antimonial e imiquimod (imidazoquinolina — uso
topico), contra LV, LC e LMC. Contudo, é necessario que haja uma eficacia acima de 80% da
combinacdo para que a modificacdo da terapia seja aceita (LIMA et al., 2007; MOURA; DE
JESUS e ALMEIDA, 2011).

De acordo, com Chou (2010) a combinacdo de farmacos visa o efeito terapéutico
sinérgico, que apresenta vantagens como melhora da eficiéncia quando os farmacos séo
associados, em relacdo quando a eles isolados. Além, da reducdo do tempo de terapia,
diminuicdo ou atraso no desenvolvimento de resisténcia, por atuar em mdaltiplos alvos
terapéuticos simultaneamente, amenizacao dos efeitos colaterais, com isto, espera-se melhorar
a aderéncia do paciente ao tratamento e reduzir custos.

O uso de terapias combinadas é utilizado ha tempos em certas patologias, em especial as
relacionadas com agentes infecciosos como virus, bactérias e fungos. Como por exemplo, no
tratamento da tuberculose e da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA). Outras
doengas, também sdo trataveis com o uso de medicamentos associados, como o diabetes
mellitus, hipertensdo e canceres. Todas consideradas patologias complexas, cujo tratamento
monoterapico nao é eficaz (POURKAVOQOS, 2012).
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Vérios estudos da combinacdo de farmacos, utilizados em favor do tratamento de
leishmanioses, tem mostrado resultados convincentes e promissores para o futuro. Como
exemplo, o uso de imunomoduladores (Interferon gama — IFN-y) que atuam diretamente sobre
macrdfagos, e aumentam a eficacia do antimonial sobre LV, outro imunoadjuvante o
pricolive® associado com miltefosina e paromomicina resultou em aumento da eficacia
antileishmania (JAIN; JAIN, 2013). Santarem et al. (2014) evidenciaram a eficicia da
associacdo da miltefosina com a pentoxifilina (metilxantina) para o tratamento da
leishmaniose cutanea e os resultados foram melhores quando os fa&rmacos foram combinados
do que quando utilizada apenas a miltefosina.

A combinacéo ou associacao de farmacos é um processo multifatorial, que culmina para
o0 desenvolvimento de uma nova terapia, que deve ser mais eficaz que o uso dos farmacos
sozinhos. Contribuindo também, para a gestdo do ciclo de vida de farmacos e novas entidades
quimicas, neste caso maximizando os resultados comerciais do produto (POURKAVOOS,
2012).

3.3.4 - Morte Celular

A morte celular programada (MCP) é controlada por genes repressores e ativadores, que
definem os eventos que estdo relacionados neste tipo de morte celular. Quando se referem aos
protozodrios, parasitos unicelulares, como as espécies de Leishmania, a inducdo de morte
celular de determinado numero de parasitos pode ser altruista, como forma de autocontrolar a
populacdo celular e evitar a morte do hospedeiro, ou em fungdo da disponibilidade de
alimentos. As interacOes entre subpopulacdes diferentes séo fundamentais para a viabilidade
da populacdo do parasito, a fim de, proteger e perpetuar o seu genoma. Neste caso, a morte
programada pode representar vantagens seletivas para micro-organismos unicelulares
(BORGES; REIS e BARCINSKI, 2011; JAIN, et al., 2013).

Apesar, da complexidade dos fendmenos fisiologicos que envolvem os processos de
morte celular, estes podem ser divididos em trés tipos, morte celular programada por
apoptose, autofagia ou necrose. S&o caracterizados por eventos bioquimicos e alteracoes
morfologicas, que contribuem para diferenciacdo dos tipos de morte celular. Dependendo dos
fatores que induzirem as alteracdes, pode haver predominancia de um ou mais tipos de MCP
(CLARKE, 1990; KROEMER et al., 2009).

A MCP por apoptose é caracterizada por reducdo do volume celular, fragmentagéo do

DNA, condensagdo da cromatina, arredondamento celular, com discreta ou nenhuma
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modificacdo ultraestrutural de organelas citoplasméticas. H& manutencdo da integridade da
membrana citoplasmaética até o processo final, sem liberacdo do conteudo citoplasmatico no
meio extracelular. Entretanto, ha perda de assimetria da membrana citoplasmatica com
externalizacdo da fosfatidilserina, esta molécula é considerada patognoménica de células em
processos apoptoticos, e € reconhecida por células fagociticas. Ocorre também, alteragdo
mitocondrial, como despolarizacdo do potencial transmembrana da mitocondria (A¥m), e
formacdo de blebs de membrana (KROEMER et al., 2009; JIMENEZ-RUIZ et al., 2010;
BORGES; REIS e BARCINSKI, 2011).

A autofagia é considera um processo crucial para a célula, com a funcdo primaria de
manter a homeostasia celular em condi¢fes de degradacdo e remodelacdo da célula. Contudo,
se 0 estimulo destrutivo for continuo, a MCP por autofagia é ativada, resultando em alteracoes
que conduzem a morte da célula (BRENNAND et al., 2011). Morfologicamente a MCP por
autofagia pode ser definida como, um tipo de morte celular que ocorre na auséncia de
condensacdo da cromatina e acompanha vacuolizacao intensa no citoplasma. Ao contrario da
apoptose, onde as células estdo associadas com fagocitose, células em morte por autofagia tem
pouco ou nenhuma relacdo com fagdcitos. A autofagia € denominada um processo de
reciclagem, neste processo formam-se os autofagossomos ou vacuolos autofagicos, estes
apresentam membranas duplas. A membrana externa do autofagossomo funde-se com a
membrana do lisossomo, formando o autolisossomo, as vesiculas presentes no interior do
limem do lisossomo sdo chamadas de corpos autofagicos, que sdo degradadas por hidrolases
lisossomais. Os produtos da degradacdo sdo conduzidos de volta ao citosol, via membrana
lisossomal. Esta via autofagica € a mais comum, sendo denominada macroautofagia, ndo é
seletiva, assim como a via microautofagica. Nesta Gltima, os constituintes citoplasmaticos sao
apanhados diretamente pelos lisossomos, através das membranas desta organela (KROEMER
et al., 2009; BRENNAND et al., 2011; JAIN et al., 2013).

A MCP por necrose também conhecida por morte celular citoplasmatica, é
morfologicamente caracterizada pelo aumento do volume celular, edema de organelas, como
dilatagdo da mitocondria, reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi. A evidéncia classica
de morte por necrose € a ruptura da membrana citoplasmatica com perda do conteddo
intracelular, este evento ocorre de forma precoce na célula. Ocorre também a presenca de
vacuolizacdo citoplasmatica. Estas alteracfes sdo mediadas por vias de transducgéo de sinais e
mecanismos catabolicos. Alguns autores denominam de necroptose, a necrose que ocorre de
forma regulada, e ndo acidental (FESTJENS; BERGHE e VANDENABEELE, 2006;
KROEMER et al., 2009; JIMENEZ-RUIZ et al., 2010; JAIN, et al., 2013).
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - ESTUDO QUIMICO

4.1.1 - Coleta e Processamento do Material Vegetal

As cascas do caule, o caule, as folhas e os galhos de A. macrocarpon Mart., e a raiz,
cascas da raiz, caule e cascas do caule de A. tomentosum Mart. foram coletadas em novembro
de 2007 na cidade de Planaltina — GO — Brasil (15° 27 10" Sul, 47° 36’ 50" Oeste) e os frutos,
flores, raizes, cascas da raiz, caule e cascas do caule de A. pyrifolium Mart., foram coletadas
outubro de 2001 em Séo José da Tapera — AL (9° 33’ 28" Sul, 37° 22’ 51" Oeste).

As espécies foram identificadas pelo botanico Dr. JE de Paula, da Universidade de
Brasilia (UnB), onde uma exsicata de cada espécime esta depositada. NUmero das exsicatas:
A. macrocarpon: n. JEP3767 (UnB); A. tomentosum n. JEP 3732 (UnB); A. pyrifolium - n.
JEP 3686 (UnB).

O material coletado foi seco em estufa de ar circulante (Marconi®) a temperatura média
de 45 °C, durante 72 horas e moido em moinho de facas (Marconi® TE 048), na sequéncia foi
devidamente acondicionado em lugar fresco e escuro para utilizacdo na preparacdo dos
extratos.

O processamento do material vegetal e a preparacdo dos extratos brutos foram
conduzidos no Laboratorio de Pesquisa em Recursos Naturais - LPgRN, do Instituto de
Quimica e Biotecnologia (IQB) da Universidade Federal de Alagoas — UFAL, co-ordenado

pelo prof. Dr. Antdnio Euzébio Goulart Sant Ana.

4.1.2 - Técnicas Cromatograficas

Os eluentes utilizados para cromatografia em coluna (CC), camada delgada (CCD) e
camada delgada preparativa (CCDP) foram de grau P.A. (Synth®, Nuclear®, Merck®).

As fragOes obtidas por cromatografica em coluna, em ordem crescente de polaridade,
foram secas a temperatura ambiente em capela de exaustdo, sob ventilagdo forcada. Apos,
foram analisadas em CCD para verificagdo qualitativa das amostras, posteriormente
submetidas as andlises espectrométricas. Para eliminagdo dos solventes de volumes maiores
foi utilizado rota-evaporador modelo R-114 (BUCHI®) e sistema de congelamento em
nitrogénio liquido, seguido de liofilizacdo em liofilizador — modelo: 1-2 CHRIST’ALPHA®,
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apos a secagem as amostras foram armazenadas em recipientes fechados e mantidas em

freezer.

4.1.2.1 - Cromatografia em Coluna (CC) de Adsorcéo a Pressao Negativa

Foi utilizada uma coluna de vidro com 6,0 cm de diametro e 40,0 cm de comprimento,
acoplada a Kitasato e este conectado a uma bomba de vacuo. Como fase estacionéaria foi
utilizada silica gel 60 com 70-230 mesh (63 a 230 um) (MERCK®), e como fase mével
solvente puro ou misturas binarias. As fraces foram eluidas na CC pelos solventes em escala

eluotropica.

4.1.2.2 - Cromatografia em Coluna (CC) de Adsorcéo - “Flash”

Foram utilizadas colunas de 2,0 cm de diametro por 40,0 cm de comprimento e de 1,5
cm de didmetro por 30 cm de comprimento, acopladas a aparelho de ar comprimido — pressado
positiva. Para a fase estacionaria foi utilizada silica gel 60 de 230-400 mesh (63 a 37 um)
(MERCK?®), na eluicdo foram empregadas fases méveis com solvente puro, misturas binarias,
variando as proporcfes do gradiente em escala eluotropica. As fragdes foram coletadas em
tubos de ensaio.

4.1.2.3 - Cromatografia em Camada Delgada - CCD

Para realizacdo das analises em CCD foram utilizadas cromatoplacas pré-fabricadas de
aluminio com silica gel 60 GF,s, (MERCK®) 20,0 x 20,0 cm com 0,2 mm de espessura
(MERCK®). Apbs, aplicacio e eluicdo das amostras nas placas, as mesmas foram visualizadas
em camara com lampada de ultravioleta (UV) em 254 e 366 nm, em seguida foram reveladas

com reativo de Dragendorff, solucéo de anisaldeido®, ou de vanilina sulfdrica’e/ou reagente

! Dissolveu-se 5 g de carbonato de bismuto (INLAB®) em 50 mL de &gua, ap6s adicionou-se cuidadosamente
4cido cloridrico concentrado (SYNTH®), ap6s foi acrescentado gradativamente o iodeto de potassio (SYNTH®),
apos completa dissolucao, foi completado o volume para 100 mL com agua. Fonte: SBF, (2014).

% Foi adicionado 0,5 ml de anisaldeido (NEON®) em 9 mL de etanol (95%), 0,5 mL de &cido sulfrico
concentrado (SYNTH®) e 0,1 mL de 4cido acético glacial (SYNTH®). Fonte: Chaves, 1997.

® Foi adicionadao 1 g de vanilina (SYNTH®) em etanol (SYNTH®) g.s.p. 100 mL, e 10 mL de é4cido sulfdrico
(SYNTH®) em etanol g.s.p. 100 mL, sob banho de gelo, foi aplicado 1:1 (vanilina:acido sulfdrico — v/v).
Fonte:Wagner e Bladt, 1996.
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NP-PEG”. As placas foram aquecidas em estufa a 110 °C, para visualizacdo de bandas,
excecdo para o reativo de Dragendorff, onde as bandas aparecem imediatamente ao aplicar o
reagente. Como fase movel foram utilizados solventes puros e misturas binarias ou terciarias
de polaridades e proporc¢des diferentes, e as suas relativas mobilidades foram expressas pelo

fator de retengéo (Rf), como base para estabelecer o melhor sistema eluente.
4.1.2.4 - Cromatografia em Camada Delgada Preparativa — CCDP

A cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) foi realizada em cromatoplaca
pré-fabricada sobre suporte de vidro com silica gel 60 GFs4 (20,0 x 20,0 cm) com 1,0 mm de
espessura (MERCK®). As amostras aplicadas néo ultrapassaram 50 mg/placa.

O procedimento foi realizado segundo descrito por Hostettmann; Marston e
Hostettmann (2001).

4.1.3 — Métodos Espectroscdpicos

Para a obtencdo dos espectros na regido do infravermelho (IV) as amostras foram
preparadas em pastilha de KBr, em um espectrémetro BOMEM-MV 100 (Hartmann & Braun
— Michelson®), na regi&o de 400 a 4000 cm™.

Os espectros de RMN de *H e **C foram obtidos em aparelho Mercury Plus da Varian®,
operando a 300,06 MHz para o nicleo de 'H e a 75,45 MHz para o de**C, e em dois
espectrdmetros Bruker® Avance 111 HD, um operando a 500,13 MHz para o ncleo de’H e a
125,75 MHz para o de **C. Foram utilizados os solventes deuterados de metanol (CDsOD) e
cloroférmio (CDCls), ambos da Sigma-Aldrich®. O deslocamento quimico dos picos foram
dados em ppm tendo como padrédo interno o tetrametilsilano (TMS) ou o sinal residual do
solvente como referéncia. Foram também obtidos espectros de DEPT (Distortionless
Enhancement by Polarization Transfer) e bidimensionais de COSY (Correlated
Spectroscopy), HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence), HSQC (Heteronuclear
Single Quantum Coherence).

Os espectrometros foram utilizados no Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa —
COMCARP - da Universidade Estadual de Maringa — UEM — PR.

* O reagente consiste do NP - difenilboriloxietilamina 1,0% (SIGMA-ALDRICH®) em metanol (SYNTH®),
seguida de solucéo de PEG-polietilenoglicol 4000 (SIGMA-ALDRICH®). Fonte: Wagner e Bladt,1996.
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4.1.4 — Extracgdo e Fracionamento da Espécie A. macrocarpon

Foi utilizado o processo de percolacdo, em percolador de ago inoxidavel com etanol
95% (grau comercial), em trés ciclos de 72 h cada, com o pé dos galhos (1,2 kg), das folhas
(1,6 kg), da casca do caule (4,0 Kg), e do caule (3,5 kg) de A. macrocarpon, o procedimento
foi conduzido em temperatura ambiente (27 + 1 °C). Apos, a solucdo etanolica foi concentrada
sob presséo reduzida a 40 °C em aparelho rota-evaporador, fornecendo os extratos brutos
etandlicos de A. macrocarpon: dos galhos (AML1 - 187,10 g), das folhas (AM2- 436,00 g), da
casca do caule (AM3 - 507,00g), e do caule (AM4 — 560,00 g) (Fluxograma 1). Os
fracionamentos foram realizados com solventes (hexano, cloroférmio, diclorometano, acetato
de etila, metanol, &cido cloridrico) grau P.A. ou obtidos por destilagdo no laboratério.

A partir, do extrato bruto etandlico do caule (AM4) de A. macrocarpon foram
realizadas parti¢cbes (Fluxograma 1). Parte do extrato bruto etandlico (115 g) foi solubilizada
em 500 mL de metanol/agua (3:2 — v/v) realizou-se a particdo com hexano (500 mL), deste
procedimento obteve-se a fragdo hexanica (AM4F.H — 7,8 g). Da fracdo metanol/agua (3:2 —
vIV) (AM4F.M. — 14,5¢) realizou-se mais trés parti¢cdes: em cloroférmio, acetato de etila, e
outra em butanol, originando as seguintes fracoes: fracdo cloroférmica (AM4F.C. - 52,15 @),
fracdo acetato de etila (AM4F.A. — 2,7 @), e fracdo butandlica (AM4F.B. — 28,79),
(Fluxograma 1).

O extrato bruto etandlico do caule (AM4) de A. macrocarpon foi submetido a extracdo
acido/base para obtencdo de alcaloides (HENRIQUES et al., 2007). Para esta extracao foram
utilizados 15 g do extrato bruto etandlico, obtendo-se 0,892 g de fracdo alcaloidica
(AM4F.ALC.).

As fracBes obtidas da extracdo &cido/base, também foram separadas para realizacdao dos
testes antimicrobianos (Fungos e Bactérias), como o precipitado da fracdo organica
(AM4F.O.1.- 5,00 g), o sobrenadante da fracdo organica (AM4F.O.2.- 5,00 g) e a fracédo
aquosa (AM4F.AQ — 3,50 g), todos obtidos da extracdo de alcaloides do extrato bruto
etanolico do caule (AM4) de A. macrocarpon (Fluxograma 2). Os solventes foram removidos
das fracGes através de rota-evaporagdo, sob pressao reduzida a 40 °C. Os volumes menores de
fraghes foram secos em capela de exaustdo, a temperatura ambiente. Os volumes maiores,
apos rota-evaporacdo foram congelados em nitrogénio liquido e em seguida liofilizados
(Liofilizador — Modelo 1-2 CHRIST’ALPHA®). Depois de secos, 0s extratos e fracdes foram

armazenados em frascos de vidro hermeticamente fechado e permaneceram em freezer. As
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pesagens dos extratos e fraches foram realizadas em balancas eletronicas: analitica
(Shimadzu® - Modelo AX 200) e semianalitica (Bel®).



Fluxograma 1 - Procedimento de obtencdo dos extratos brutos (EB) da casca do caule, do caule, folhas e dos galhos da espécie vegetal A.
macrocarpon e particdo do extrato bruto etandlico do caule (AM4) desta espécie.

~ Percolagéo
(Alcool Etilico 95%)

|

(20L) (20L) (1oL) (10L)
Casca do caule Caule Folha Galho
(4,0 kg) (3,5 kg) (1,6 kg) (1,2 kg)
A A A A
EB Codificado como EB Codificado como EB Codificado como EB Codificado como
AM 3 (507 g) AM 4 (560 g) AM 2 (436 g) AM 1 (187,1 g)
Shias 1o Particio Fragéo Hexano
500 mL MeOH:agua Hexano AMA4F.H (7,8 g)
(3:2 - viv) (3 x 500 mL)
Fragao Cloroformica|  Particdo com Fragao-M?OH:agua Pirtica o Fragao Apetato
AM4F.C (52,15g) | Cloroformo | amsea (\4/:1/)5 ) [Acetaodeetia | Ay s :t("237 )
(3 x 500 mL) : ) (3 x 500 mL) ALl
Particdo com
Butanol
(3 x 500 mL)

Fragao Butandlica
AM4F.B (28,7 g)

Legenda: A\ Filtragdo, Concentracdo e Secagem em Capela

Fonte: a autora, 2015.
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Fluxograma 2 - Fracionamento do extrato bruto (EB) etandlico do caule (AM4) de A. macrocarpon para obtencdo da fracdo alcaloidica.

Fonte: a autora, 2015.

EB Caule
AM4 (15 g)

Solugéao acida
HCI 0,1N (100mL)

Solucdo Acida

Extragéo com cloroférmio

Fragéo Organica
AM4F.0.2 (5,0 g)

*precipitado organico (AM4F.0.1 - 5,0 g)

Fracdo Acida

Alcalinizagdo com Na,CO, (VETEC®)
extragdo com CHCI, (100 mL)

Frac&o alcaloidica
AM4F.ALC (0,892 g)

Fracao aquosa
AM4F.A.Q (3,5 9)
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4.1.5 - Extracdo da Espécie A. tomentosum

O po da casca do caule (3,6 kg), cascas da raiz (2,4 kg), caule (3,0 kg) e raiz (2,0 kg) de
A. tomentosum Mart., foram submetidos a extragdo por percolacdo com etanol 95% (grau
comercial), a temperatura ambiente (27 + 1 °C), em trés ciclos de 72 h cada.

A solucdo etandlica foi concentrada sob pressdo reduzida a 40 °C em aparelho rota-
evaporador, para remogédo do solvente, fornecendo os respectivos extratos brutos etanélico de
A. tomentosum: casca da raiz (AT1- 230,60 g), casca do caule (AT2 - 316,50 g), caule (AT3—
320,40 g) e raiz (AT4- 250,80 g). Neste trabalho, para a espécie A. tomentosum foram
utilizados nos ensaios microbiolégicos apenas o0s extratos brutos (Fluxograma 3). O
procedimento de extracdo, secagem e armazenamento dos extratos foi igual ao descrito no
item 4.1.4.

4.1.6 - Extracao e Fracionamento da Espécie A. pyrifolium

Os extratos brutos etandlicos da A. pyrifolium foram obtidos a partir da casca do caule
(3,00 kg) (AP3 — 150 g), do caule (2,80 kg) (AP4- 150 @), da casca da raiz (1,00 kg) (AP9-—
70 g), da raiz (1,50 kg) (AP12- 80 g), da flor (0,20 kg) (AP11- 10,00 g) e do fruto (0,50 kQg)
(AP10- 25,00 g) (Fluxograma 4). O processo para obtencdo destes extratos foi realizado em
aparelho de Soxhlet (sistema de extracdo fechado a quente), em etanol 95% (grau comercial),
exaustivamente por 72 h, a solucdo etandlica foi concentrada sob pressdo reduzida, a 40 °C
em aparelho rota-evaporador (Fluxograma 4).

O extrato bruto etandlico da casca do caule de A. pyrifolium foi dissolvido em metanol
(300 mL) e agua (450 mL), da mistura (fracdo hidrometandlica) resultante foi realizada uma
particdo com acetato de etila. A fracdo acetato de etila (AP1 — 91 g) e hidrometanodlica (AP2 —

55 g) foram concentradas sob pressdo reduzida em rota-evaporador a 40 °C (Fluxograma 5).



tomentosum.
~ Percolagéo
(Alcool Etilico 95%)
(151L) (20 L) (20 L) (151L)
Casca daraiz Casca do caule Caule Raiz
(2,4 kg) (3,6 kg) (3,0 kg) (2,0 kg)

4

EB Codificado como
AT 1 (316,5g)

4

EB Codificado como
AT 2 (316,5 g)

2

Legenda: {} Filtracdo, Concentragdo e Secagem em Capela

Fonte: a autora, 2015.

EB Codificado como
AT 3 (320,4 g)

24

EB Codificado como
AT 4 (250,8 g)

Fluxograma 3 - Procedimento de obtencdo dos extratos brutos (EB) da casca do caule, do caule, das cascas da raiz e da raiz da espécie vegetal A.

T.



Fluxograma 4 - Procedimento de obtencdo dos extratos brutos (EB) da casca do caule, do caule, das cascas da raiz, da raiz, dos frutos e das
flores da espécie vegetal A. pyrifolium.

Aparelho de Soxhlet
(Alcool Etilico 95%)
72h
Casca do caule Caule Casca daraiz Raiz Flor Fruto
(3,0 kg) (2,8 kg) (1,0 kg) (1,5 kg) (0,2 kg) (0,5 kg)
< < < 4- < 4
EB Codificado como EB Codificado como EB Codificado como EB Codificado como EB Codificado como EB Codificado como
AP 3 (150 g) AP 4 (150 g) AP 9 (70 g) AP 12 (80 g) AP 11 (10 g) AP 10 (25 g)

Legenda: 4} Concentragdo e Secagem em Capela

Fonte: a autora, 2015.
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Fluxograma 5 - Procedimento de fracionamento da casca do caule (AP3) e do caule (AP4) da espécie vegetal A. pyrifolium, e procedimento para
obtencdo da fracdo alcaloidica do caule de A. pyrifolium.

AP 3
(148 9) AP 4 (150 g)
Metanol (300 mL) Agua (500 mL)

Agua (450 mL)

Fragao Particdo

Hidrometandlica

(3 x 500 mL) cada solvente

Partigdo com
Acetato de etila (3 x 800 mL) concentrado
Fragao Fragao
Acetato de etila Hidrometanélica Acetato de etila Butanol Agua
AP 1(919) AP 2 (55 g)
Concentrado Concentrado Concentrado
Fragéo Fragéo Fragao
Acetato de etila Butandlica Aquosa
AP 5 (89 g) AP 6 (10 g) AP 7 (50 g)
Solugédo acida
HCI 0,1 N (300 mL)
Solugéo Acida
Extragédo com cloroférmio
[ ]
Fragao Organica Fragao Acida
AP 5-FO (21,5 g) AP 8 (19,2 9g)

Alcalinizagdo com Na,CO,
Extragdo com cloroférmio (200 mL)

[ I

Fragdo Aquosa .
AP 5.QA (17,0 g) Fragé@o CHCI,
Filtragao
Evaporagao
Fragao Alcaloidica
AP 5-ALC (4,3 g)

Fonte: a autora, 2015.
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Para o fracionamento do extrato bruto etanodlico do caule (AP4) de A. pyrifolium
primeiro realizou-se a particdo, 0 extrato bruto etandlico (AP4) foi solubilizado em &gua e
submetido a particdo com acetato de etila e butanol, deste processo foram obtidas as fracoes:
acetato de etila (AP5 — 89,00 g), butanolica (AP6 — 10,00 g) e aquosa (AP7 — 50,00 g)
(Fluxograma 5). A partir da fracdo AP5 (40,00 g), foi realizada a extracdo para alcaloides
(HENRIQUES et al., 2007). Apds, a solubilizagdo em cloroférmio e extracdo com HCI 0,1 N
foram obtidas as fracbes organicas (AP5-FO- 21,50 g) e a fracdo acida (AP8- 19,20 g) da
extracdo para alcaloides. Depois, foi realizada a basificacdo com Na,COs, seguida de nova
extracdo em cloroférmio, onde se obteve as fracOes: alcaloidicas (AP5.ALC. — 4,30 g) e a
aquosa (AP5.AQ.— 17,00 g) do caule de A. pyrifolium (Fluxograma 5).

O procedimento para eliminacao dos solventes e armazenamento dos extratos e fracdes

foi igual ao descrito no item 4.1.4.
4.1.7 — Fracionamento do Extrato Etandlico da Casca do Caule de A. macrocarpon.

Os procedimentos de fracionamento (item 4.1.7 ao 4.1.7.3) do extrato bruto etandlico da
casca do caule de A. macrocarpon e a prospecgdo fitoquimica (item 4.1.8) foram conduzidos
pela autora da tese, no laboratério de fitoquimica PALAFITO, da Universidade Estadual de
Maringa — UEM — PR, co-ordenado pelo prof. Dr. Jodo Palazzo de Mello.

Os fracionamentos foram realizados com solventes (hexano, cloroférmio, acetato de
etila, metanol) grau P.A. (SYNTH®, NUCLEAR®).

Baseado no resultado do ensaio antiproliferativo sobre formas promastigotas de L.
amazonensis (item 5.2.), o extrato bruto etanélico da casca do caule de A. macrocarpon foi
submetido a um fracionamento por cromatografia em coluna de adsorcéo a pressdo negativa
(vacuo) (Figura 7), (Fluxograma 6). Foram incorporados 70,0 g do extrato bruto em 210 g de
silica gel 60 (70 — 230 mesh — MERCK®), utilizando um pistilo e um almofariz, a proporcao
foi trés partes de silica para uma parte do extrato bruto etanolico (3:1).

A mistura da silica e o extrato foram empacotados em coluna de vidro com filtro
sinterizado e saida para acoplamento de sistema de pressao reduzida (Figura 7). A coluna foi

eluida como apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Sistemas de eluentes para a coluna de fracionamento a presséo reduzida do extrato
bruto etandlico da casca do caule de A. macrocarpon.

Sistema Eluente Quantidade Utilizada em mL Fracdo
Hexano 2000 F.H
Cloroférmio 3000 F.CHCI3
Acetato de Etila 10000 F.A
Metanol 4000 F. MeOH

Fonte: a autora, 2015.

O extrato bruto e as 4 fracbes (Fluxograma 6) foram submetidas ao ensaio

antiproliferativo sobre formas promastigotas de L. amazonensis (item 5.4).

Figura 7 - Coluna cromatografica de silica gel sob pressdo negativa do extrato bruto etanélico
da casca do caule da A. macrocarpon para obtencdo das fracdes: hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol.

Fonte: a autora, 2015.



Fluxograma 6 - Fracionamento por cromatografia em coluna de adsorcdo a pressdo negativa do extrato etanolico da casca do caule de A.

macrocarpon.
EB-CC-AM
(70 g)
CC (Silica gel 60 (63 -230 mesh)
sobre pressao reduzida
Hexano CHCI, Acetato de etila MeOH
(2000 mL) (3000 mL) (10.000 mL) (4000 mL)
* * * *
= ~ Fracao ~
Frac,zgo4l;lz>;ano Fra(gGag?Cgl-)lCl3 Acetato de etila Fra(xggoSQ/lg?H
’ ’ (13,65 g) ’
Codificagéo Codificagéo Codificagéo Codificagéo
F.H F.CHCI, F.A F.MeOH

Legenda: EB - CC - AM - Extrato Bruto das cascas do caule de A. macrocarpon;
* Concentragdo e liofilizagdo - Excegdo a Fragdo Hexano que apds concentrada foi seca a temperatura ambiente em capela de exaustao com auxilio de ventilagao forcada.

Fonte: a autora, 2015.

9/,
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4.1.7.1 — Fracionamento da Fracdo Cloroférmio (F.CHCI3) obtida do Extrato Bruto
Etandlico da Casca do Caule de A. macrocarpon em Coluna Cromatografica
de Adsorcio tipo “Flash”.

De acordo, com os resultados obtidos no ensaio antiproliferativo com as formas
promastigotas de L. amazonensis apresentados posteriormente (item 5.4), a fracdo F.CHClI;
foi selecionada para o fracionamento (Fluxograma 6). A referida fracdo foi cromatografada
com 30 g de silica gel 60 (230 - 400 mesh), em coluna de 1,5 x 40 cm, empacotada com

hexano. A coluna foi eluida como apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 - Condi¢do de eluigdo da coluna cromatografica tipo “Flash” da F.CHCI3 obtida do
extrato bruto etandlico da casca do caule de A. macrocarpon.

Sistema Eluente Proporcéo Volume Solvente utilizado Fracdes
Solvente (%) (mL) F.CHCI;
Hexano 100 200 1-3
Hexano:CHCI, 95:5 100 4-6
Hexano:CHCl; 90:10 100 7-8
Hexano:CHCI, 80:20 100 9-10
Hexano:CHCl, 70:30 200 11-15
Hexano:CHCl; 60:40 100 16-17
Hexano:CHCl; 50:50 100 18-21
Hexano:CHCI, 45:55 50 22-27
Hexano:CHCl; 40:60 600 28-108
Hexano:CHCl; 30:70 200 109-112
Hexano:CHCI, 20:80 300 113-122
Hexano:CHCI, 10:90 200 123-129
CHClI; 100 100 130-133
CHCl3:Acetato de etila 90:10 50 134-135
CHClj:Acetato de etila 80:20 100 136-139
CHCl3:Acetato de etila 70:30 600 140-173
CHCl;:Acetato de etila 60:40 100 174-177
CHClj:Acetato de etila 50:50 50 178-181
CHClj:Acetato de etila 40:60 50 182-183
CHCl;:Acetato de etila 30:70 50 184-186
CHCl3:Acetato de etila 20:80 50 187-189
CHCl3:Acetato de etila 10:90 200 190-198
CHCl;:Acetato de etila 5:95 100 199-202
Acetato de etila 100 800 203-262
Acetato de etila:MeOH 90:10 600 263-285
Acetato de etila:MeOH 85:15 500 286-304
Acetato de etila:MeOH 80:20 600 305-330
Acetato de etila:MeOH 70:30 400 331-351
Acetato de etila:MeOH 60:40 200 352-360
Acetato de etila:MeOH 50:50 300 361-372
Acetato de etila:MeOH 40:60 200 373-380

Continua



Continuacédo Tabela 3

Sistema Eluente Proporcéo Volume Solvente utilizado Fracdes
Solvente (%) (mL) F.CHCI;

Acetato de etila:MeOH 30:70 200 381-388
Acetato de etila:MeOH 80:20 300 389-396
Acetato de etila:MeOH 90:10 200 397-404
MeOH 100 300 405-415
MeOH:Agua destilada 90:10 200 416-426

Fonte: a autora, 2015.

Foram obtidas 426 fracdes, analisadas em CCD, visualizadas através de radiacdo UV
(254 e 366 nm) e reveladas com reagente de Dragendorff. As fracbes que apresentaram
semelhancas cromatograficas na CDD foram reunidas, em frascos de vidro. Os solventes
foram evaporados a temperatura ambiente em capela de exaustdo, sob ventilacdo forcada.
Apbs, as fracOes foram pesadas e mantidas em freezer até a avaliacdo da atividade
antileishmania sobre formas promastigotas de L. amazonensis (item 5.4) e analises
espectrométricas (item 4.1.3). Com este procedimento as 426 fragdes da F.CHCI; geraram 96

fracdes, destas 38 (Fluxograma 7) foram separadas e testadas para atividade antileishmania

(item 5.4).



Fluxograma 7 - Fracionamento por cromatografia em coluna de adsorcéo tipo “Flash” da fracdo cloroformio (F.CHCly) e fragdes reunidas da casca do caule
de A. macrocarpon.

CC «Flash»

————cerern.

F.CHCI,
(2,0 g)

—

’ F -01 ‘ | F - 426 ‘
= : [ CCD F.CHCI,
FragGes reunidas de acordo com as CCDs | Preparativa FesiBisl
Total 96 fracdes reunidas
| F-01 ‘ | F-3 I | F12-21 ‘ ’ F22-24 ‘ ’ F25-29 ‘ ‘ F30-32 F33-38 I ’ F39-43 ’ ’ F44 ‘ ’ F45-47 l | F48-52 ‘
| F53-58 | | F59-62 ’ | F-63 ‘ | F64-81 ‘ ‘ F82-87 | ‘ F88-91 | | F92-93 | | F94-98 ‘ | F99-101 | | B o | | F102-104
F111 F111 F112 F112 F114 F114
| F105-106 l | F107-108 l | F109-110 ‘ ‘ F111-112 ‘ ‘ PTDO branco ‘ ‘ PTDO amarelo | l PTDO branco | ’ PTDO amarelo ’ F113-114 l ‘ PTDO branco l | PTDO amarelo
| F113-114 H F115-116 H F117-122 H F123 H F124-127 H F128-132 H F133-136 H F137-142 H F143-147 H F148-152 H F153-157@
F153-157 F163-172 F163 F164 F166 F167
| PTDO ‘ | F158-160® ’ | Fig)-162'® ‘ ‘ Fi6&-172'® ‘ ‘ PTDO ‘ ‘ PTDO branco | ‘ PTDO branco | ‘ PTDO branco ‘ PTDO branco ‘ ‘ P17l I | Fi75-184 ‘
| F185-192 l | F193-202 ’ | F203-222 ‘ ’ F223-232 ‘ ‘ F233-248 ‘ ‘ F249 | ’ F250-255 | ’ F256-260 ’ ’ F261-268 ‘ ‘ F269-272 l | F273-274 ‘
| F275-280 l | F281-300 ’ | k285 ’ F301-304 ‘ ’ F305-306 l ‘ F307-309 | ’ F310-315@ | I F316-320 @ l I F321-325 @ ‘ ’ F321 | F326-328 ® ‘
PTADO branco PTADO branco
| F329-330 l | F331-335 ’ | F336-337 ‘ | F338-340 ‘ | F341-345 l ‘ F346-349 | l F350 I | F351-358 l | F359 l | F360 l | F361-365 ‘ i
| F366-370 l | F371-375 l | F376-385 ‘ | F386-395 ‘ ‘ F396-405 l ‘ F406-410 | ’ F411-420 I | F421-426 ‘

Legenda: @ Estas fragdes apresentaram resultado positivo na CCD com reagente de Dragendorff. PTADO = precipitado.

Fonte: a autora, 2015.

6.
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4.1.7.2 - Isolamento por Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP)
da F.CHCI; — 153-172 obtida do Fracionamento da F.CHCls.

A fracdo F.CHCIl; — 153-172, foi submetida ao processo de fracionamento, por
cromatografia em camada delgada preparativa - CCDP, para purificacdo e realizacdo de novos
testes antileishmania e analises espectrométricas.

Para o desenvolvimento da CCDP foi utilizado a mesma fase mével da CCD, (FM:
CHCl3:Acetato de etila:MeOH — 1:4:1) rendendo manchas definidas e separadas entre si, que
foram raspadas, solubilizadas, filtradas, concentradas e secas a temperatura ambiente, em
capela de exaustdo, sob ventilacdo forcada. A amostra obtida da CCDP foi codificada como
F.CHCI3-153-172 e encaminhada para analises espectrométricas descritas anteriormente (item
4.1.3).

4.1.7.3 - Fracionamento da Fragdo Acetato de Etila (F.A) obtida do Extrato Bruto
Etandlico da Casca do Caule de A. macrocarpon em Coluna

Cromatogréfica de Adsor¢ao tipo “Flash”.

Conforme os resultados obtidos no ensaio antiproliferativo com as formas promastigotas
de L. amazonensis (item 5.4), apresentados posteriormente, a fracdo F.A também foi
selecionada para o fracionamento. A fracdo F.A foi eluida em fase estacionaria de silica gel
60 (230 - 400 mesh) (20 g), em coluna de vidro de 1,5 x 40 cm, empacotada com
diclorometano (Fluxograma 8). Foram utilizados 0,5 g da F.A, a proporcao de fragdo e silica
foi de 1:40, partes de fracéo e silica, respectivamente. Ap6s, 0 empacotamento da coluna esta
apresentou 27 cm de altura. A coluna foi eluida como apresentado na Tabela 4, e 0s volumes
de coleta por tubo variaram (5 a 20 mL) de acordo com o monitoramento visual, com base nas
cores das bandas formadas na coluna.

Desse fracionamento obteve-se 85 fragdes, analisadas em CCD, e eluidas junto com a
amostra padrdo de quercetina (MERCK®), e visualizadas através de radiacdo UV (254 e 366
nm). Apos, foram reveladas com reagente Natural mais PEG (NP-PEG). As fragbes com
semelhangas cromatogréaficas na CCD foram reunidas em frascos de vidro. Os solventes

foram evaporados a temperatura ambiente, em capela de exaustao, sob ventilacéo forcada.



Fluxograma 8 - Fracionamento por cromatografia em coluna de adsorgéo tipo “Flash” da fracdo acetato de etila (F.A) e fragdes reunidas ap6s avaliagio
dos perfis das cromatografias em camada delgada (CCD).

FA (0,5 g)

CC «Flash»

N e § EESS § B § EES § S § S § B § S 8 W

FA1 . FA85
Fracdes reunidas de acordo com as CCDs

Total 23 fragdes reunidas

FA1 F.A2-4 F.AS F.A6-8 F.A9-15 F.A16-17 FA18 FA19% F.A20% FA21-22%x®A
F.A23-24% F.A25-26 % F.A27-31 F.A 32-36 F.A37-42 F.A43-45 F.A46-48 F.A49-52 F.A 53-59 F.A 60-65
F.A66-71 FAT72-76 FAT77-85

Legenda: *Fracdes onde o Rf foi compativel com o Rf da quercetina padrdo (MERCK®), ap6s elui¢cdo na CCD;

® Apresentou uma unica mancha quando analisada qualitativamente por CCD;

/A Rendimento da F.A 21-22 = 195,30 mg.

Fonte: a autora, 2015.

18
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As fracBes foram pesadas e mantidas em freezer até a avaliacdo da atividade
antileishmania sobre formas promastigotas de L. amazonensis e analises espectrométricas. As
fragdes denominadas de F.A - 01 a 85, depois de reunidas constituiram 23 fracdes (Tabela 4),

(Fluxograma 8).

Tabela 4 - Sistema de eluigdo da coluna cromatografica tipo “Flash” da F.A obtida do extrato
bruto etandlico da casca do caule de A. macrocarpon.

Sistema Eluente Proporc¢éao Volyme Solventes Fracdes

Solvente (%0) utilizados (mL) F.CHCI;
Diclorometano 100 300 1-11
Diclorometano:MeOH 90:10 700 12-35
Diclorometano:MeOH 80:20 200 36-47
Diclorometano:MeOH 70:30 200 48-58
Acetato de etila:MeOH 90:10 200 59-69
Acetato de etila:MeOH 80:20 50 70-73
Acetato de etila:MeOH 50:50 50 74-77
MeOH 100 300 78-85

Fonte: a autora, 2015.

4.1.8 - Prospeccdo Fitoquimica do Extrato Bruto e Fracfes da Casca do Caule de A.

macrocarpon

Para 0 ensaio de prospeccao fitoquimica foram utilizadas as fragdes:hexanica (FH),
cloroférmica (F.CHCIs), acetato de etila (F.A), metandlica (F.M) e o extrato bruto etandlico
(EBE) da casca do caule de A. macrocarpon.

De acordo com Matos (2009) foram preparadas solucdes extrativas etandlicas de cada
amostra para 0s ensaios, com cerca de 1 mg para cada 2 mL de solvente (alcool etilico).
Excecdo para a fracdo hexanica, onde se utilizou a proporcdo de 2:1 — fracdo: solvente
(hexano).

Os testes utilizados seguiram técnicas de caracterizacdo qualitativa de grupos de
metabolitos secundarios de origem vegetal, segundo marcha analitica prospectiva descrita por
Matos (2009), relatada no Anexo A.
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4.2 —- ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

Os extratos e fracdes descritos anteriormente para as trés espécies de Aspidosperma
foram testados para atividade antifungica e antibacteriana relatadas neste estudo e no artigo
em anexo. Contudo, para os ensaios antileishmania foram selecionados alguns extratos e
fracOes das trés espécies de Aspidosperma descritas neste trabalho. Estes foram testados para
atividade sobre formas promastigotas de L. amazonensis, como modo de selecionar o extrato
com o melhor indice de seletividade (IS).

A atividade antimicrobiana (bactérias e leveduras) dos extratos brutos e fracGes da A.
macrocarpon, A. tomentosum e A. pyrifolium foram avaliados pelo método de microdiluigao
em caldo, para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Este teste de
susceptibilidade antimicrobiana (bactérias e leveduras) foi realizado no laboratério de
Microbiologia do Departamento de Analises Clinicas — DAC, da Universidade Estadual de
Maringé - UEM - Maringa — PR, sob a co-ordenacéo do prof. Dr. Celso Vataru Nakamura.

O ensaio para avaliacdo da atividade antileishmania, sobre as formas promastigotas de
L. amazonensis foi realizado para as espécies vegetais A. macrocarpon, A. tomentosum e A.
pyrifolium.

Baseado no resultado do ensaio antiproliferativo sobre as formas promastigotas e na
citotoxicidade sobre células LLCKM, (célula epitelial de rim de Macaca mulatta), o extrato
bruto etandlico, suas fracdes e substancias isoladas da casca do caule de A. macrocarpon
foram submetidos a avaliacdo da atividade antileishmania sobre formas promastigotas,
amastigotas axénicas e intracelulares de L. amazonensis. Alem, da avaliacdo da atividade
citotoxica sobre macrofagos e eritrécitos humanos.

As subfracbes F.CHCI3-203-222 e F.A-21-22, foram submetidas a analises
espectrométricas e a novos ensaios relacionados a atividade antileishmania. Além de,
avaliadas quanto as alteragdes morfoldgicas e ultraestruturais sobre formas promastigotas de
L. amazonensis, em microscopia eletronica de varredura e transmissao, respectivamente.

Experimentos relacionados ao mecanismo de agdo sobre formas promastigotas de L.
amazonensis foram conduzidos para a amostra F.CHCI3-203-222.

Estudo para avaliagdo do indice de combinacdo foi realizado com a quercetina
(substancia da F.A-21-22) combinada com a anfotericina B (Q+A) e miltefosina (Q+M),
farmacos padrdo para o tratamento das leishmanioses. Diferentes concentracdes das
combinacles Q+A e Q+M foram testadas frente & promastigotas e amastigotas intracelulares

de L. amazonensis e a citotoxicidade foi averiguada em macrofagos e eritrécitos humanos.
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Todos os ensaios sobre a atividade antileishmania foram conduzidos no laboratério de
Inovacdo Tecnoldgica no Desenvolvimento de Farmacos e Cosméticos, sob a co-ordenagdo
do prof. Dr. Celso Vataru Nakamura. As atividades relacionadas a microscopia eletronica de
varredura e transmissdo, e citometria de fluxo foram realizadas no COMCAP (Complexo de
Centrais de Apoio a Pesquisa) da Universidade Estadual de Maringd — UEM — Maringa - PR.
Para todos o0s ensaios microbioldgicos as amostras de extratos, fracdes, substancias isoladas e
controles positivos (antimicrobianos) foram pesados na balanca eletronica analitica
(METTLER TOLEDOQ®).

4.2.1 - Avaliacdo do Potencial Antibacteriano e Antifungico do Extrato Bruto e

Fracdes obtidas de A. macrocarpon; A. tomentosum e A. pyrifolium.

4.2.1.1 - Micro-organismos Utilizados e Condic¢des de Crescimento

A atividade antibacteriana foi observada para linhagens de bactérias Gram positivas:
Bacillus subtilis ATCC 6623 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Gram negativas:
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442. E para atividade
antifungica foram utilizas leveduras de espécies de Candida (Candida albicans ATCC 10231,
C. parapsilosis ATCC 22019 e C. tropicalis de isolado clinico de fluido vaginal). As cepas
foram fornecidas pela Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ — RJ).

As bactérias foram cultivadas em caldo nutriente (DIFCO®) a 37 °C e mantidas em &gar
nutriente inclinado a 4 °C. As leveduras se desenvolveram em caldo Sabouraud dextrose
(CSD) e foram mantidas em &gar Sabourad dextrose (ASD) a 4 °C (MERCK®).

Antes de cada experimento as amostras de todos 0s micro-organismos eram ativadas em
meio liquido, como o caldo Muller-Hilton (CMH) (MERCK®) ou o caldo Sabouraud (CS)
(DIFCO®), para as bactérias e leveduras, respectivamente, onde permaneciam incubados a 37
°C, durante 24 h, para assegurar a viabilidade e pureza (PESSINI et al., 2003; PESSINI et al.,
2005; ENDO et al., 2010; TOLEDO et al., 2011).

4.2.1.2 - Padronizagdo da Suspensao Bacteriana e Fungica

Para cada amostra bacteriana foi realizada uma suspensdo padronizada, a partir da
cultura de 24 h em CMH (MERCK®). Em um tubo contendo salina estéril (NaCl - 0,85%) foi

adicionada gota a gota, a cultura de bactéria até a obtencdo de uma turvacdo idéntica aquela
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comparada ao tubo 0,5 da escala de McFarland (suspensdo de BaSO, que corresponde a 1,0 x
10® UFC/mL de bactérias) (PESSINI et al., 2003; PESSINI et al., 2005; TOLEDO et al.,
2011).

Posteriormente, foi realizada uma dilui¢do 1:10 em tubo eppendorf contendo CMH, de
modo a obter uma suspensdo bacteriana de 10’ UFC/mL, cujo inéculo foi utilizado no ensaio
para determinacdo da CIM (PESSINI et al., 2003; PESSINI et al., 2005; TOLEDO et al.,
2011).

As leveduras foram padronizadas a partir da cultura de 24 h, em um tubo contendo
salina estéril, foi adicionada gota a gota a suspensdo de levedura até a obtencdo de uma
turvacdo, padronizada de acordo com o tubo 0,5 da escala de McFarland (10° UFC/mL).
Apbs, foi realizado uma diluicdo 1:100 em tubo eppendorf contendo RPMI 1640 (Roswell
Park Memorial Medium Institute — SIGMA®, St Louis, MO, USA), de modo a obter uma
suspensdo de 10* UFC/mL, cujo indculo foi utilizado no ensaio para determinagdo da CIM
(PESSINI et al., 2003; PESSINI et al., 2005; ENDO et al., 2010; TOLEDO et al., 2011).

4.2.1.3 - Preparo dos Farmacos Controle

A penicilina (SIGMA®) foi utilizada como controle para S. aureus. Preparou-se uma
solucdo A de 5,0 mg/mL (0,001 g em 200,0 uL de agua destilada), em seguida esta solugéo
foi diluida 1:100 em agua destilada (solu¢do B: 0,05 mg/mL), por fim a solucdo B foi diluida
1:10 em CMH, obtendo uma concentragdo de 5,0 ug/mL no tubo eppendorf, desta dilui¢éo foi
transferida para o primeiro poco da microplaca (100,0 uL), obtendo uma concentragéo inicial
de 2,5 ug.

A vancomicina (SIGMA®) foi utilizada para B. subtilis e a tetraciclina (SIGMA®)
utilizada para E. coli e P. aeruginosa, foram preparadas através da diluicdo de 5 mg das
respectivas drogas em 100,0 uL de agua destilada (solucdo A). Esta foi diluida 1:100 em &gua
destilada (solugdo B: 0,5 mg/mL) e a solucdo B foi diluida 1:10 em CMH, sendo entdo
transferida para o primeiro poco da microplaca (100,0 uL), obtendo uma concentragéo de 25
ug/mL.

A nistatina (SIGMA®) utilizada como controle para as leveduras (C. albicans, C.
krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis) foi preparada a partir de uma solucdo estoque de 1,024
mg diluida em 100,0 uL de DMSO (SYNTH®). Posteriormente, foi realizada uma diluicdo
1:10 em meio RPMI 1640 (solucdo A), 100,0 uL da solugdo A foram adicionados em 300,0
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uL de meio RPMI 1640 (solucdo B). Esta solucdo B foi transferida para o primeiro poco da
microplaca (100,0 uL) (PESSINI et al., 2003; PESSINI et al., 2005).

4.2.1.4 — Método de Diluicdo em Caldo (microdilui¢do) para Determinacao da
Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) de Bactérias e Leveduras.

As microplacas com as bactérias e as leveduras foram incubadas a 37 °C, e a CIM foi
avaliada ap0s 24 h de incubacdo para as bactérias e 48 h para as leveduras (PESSINI et al.,
2003; PESSINI et al., 2005; ENDO et al., 2010; TOLEDO et al., 2011).

A CIM é definida como a menor concentracdo de um agente capaz de inibir o
crescimento visivel do micro-organismo empregado no teste de susceptibilidade. Neste
trabalho a CIM foi definida com base na menor concentracdo do extrato e fragdo que resultou
em inibicdo de crescimento visual, observados a olho nu e em microscopio invertido
(ZEISS®- Axiovert 25) para bactérias e leveduras (PESSINI et al., 2003; PESSINI et al.,
2005; ENDO et al., 2010; TOLEDO et al., 2011).

O procedimento para adigdo dos meios, micro-organismos, extratos, fracoes e controles
positivos na microplaca de 96 pocos, estdo esquematizados na Figura 9 e seguem descritos a
sequir.

Foram pipetados 100 uL. de CMH (para bactérias) ou RPMI 1640 (para leveduras) nos
pocos. Em seguida, foi pipetado 100 uL da solucéo estoque no primeiro pogo, onde foi obtida
uma concentracdo de inicial de 1000 ug/mL. Diluicdes seriadas foram realizadas transferindo
100 pL do primeiro pogo para 0s pogos subsequentes. Homogeneizando bem antes de
transferir de um pogo para outro. Estas diluicdes também foram feitas para 0s pogos com 0s
controles positivos (PESSINI et al., 2003; PESSINI et al., 2005). Apds, volumes de 5 uL de
suspensdo de bactérias ou de leveduras foram adicionadas em cada pogo, de acordo com as
concentragdes descritas acima (item: 4.2.1.2 - Padronizacdo da Suspensdo Bacteriana e
Fungica), exceto no pogo controle dos extratos e fracfes (meio mais extrato ou fracdo). As
microplacas foram incubadas (Figura 8) (PESSINI et al., 2003; PESSINI et al., 2005; ENDO
etal., 2010; TOLEDO et al., 2011).

As concentragfes inibitorias minimas (CIM) dos extratos e fracbes da A.
macrocarpon, A. tomentosum e A. pyrifolium foram determinadas para a atividade
antibacteriana junto com os controles positivos (tetraciclina, penicilina e vancomicina) pela

técnica de microdiluicdo em microplacas de 96 pocos na presenca de caldo Muller-Hinton de
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acordo com os procedimentos estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2009) para bactérias. Para as leveduras, a concentracao inibitéria minima (CIM) das
amostras (extratos, fracdes e a nistatina — controle positivo) também foi avaliada pela técnica
de microdiluicdo em caldo, conforme descrito pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2008), mas utilizando meio de cultura RPMI 1640 (Rosewell Park Memorial
Institute - SIGMA-ALDRICH®), tamponado com MOPS (tampao &cido-3-[N-morfolino]
propanosulfonico a 0,165 M) (SIGMA-ALDRICH®) em pH 7,0 (PESSINI et al., 2003;
PESSINI et al., 2005; ENDO et al., 2010 e 2012; TOLEDO et al., 2011).

Para a realizacdo da determinacdo concentracdo bactericida minima (CBM) e da
concentracdo fungicida minima (CFM), foram realizadas subculturas de todos os po¢os onde
ocorreu inibicdo do crescimento microbiano e do poc¢o controle da bactéria ou do fungo. Estas
foram semeadas com alga calibrada de 10,0 uL, em placas de Petri com capacidade para 15,0
mL de AMH e de ASD. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 h. As CBMs e as
CFMs foram definidas como a menor concentragdo que produziu subculturas negativas ou
somente uma colénia (NCCLS, 2002; ENDO et al., 2012).

Figura 8 - Esquema para determinacdo da concentracao inibitéria minima em microplaca de
cultura de células de 96 pogos.
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Fonte: a autora, 2015.
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4.2.2 - Avaliagdo da Atividade Antileishmania in vitro dos Extratos Brutos, Fragoes
e Substéncias da A. macrocarpon, e dos Extratos Brutos da A. tomentosum e

A. pyrifolium sobre L. amazonensis.

Todos os materiais utilizados durante os experimentos para atividade antileishmania
foram acondicionados e esterelizados em autoclave vertical (PRISMATEC® e PHOENIX®) a
121 °C, por 15 minutos ou foram adquiridos estéreis de fabrica. As placas de cultura de
células de 12, 24 e 96 pocos foram utilizadas novas, eram de poliestireno, de fundo chato,
livre de pirogénios e impurezas, com vedagdo que permitiu as trocas gasosas. Esterilizadas
com raio gama de fabrica da marca TPP®, com superficie opticamente clara. Além, das placas
foram utilizados tubos tipo Falcon de 15 e 50 mL adquiridos esterilizados (LABCON®),
microtubos (tipo eppendorfs) esterilizados em autoclave, e garrafas ou frascos de cultura de
tecidos de poliestireno com capacidade para 25 cm? (60 mL) e 75 cm? (270 mL), de tampa
rosquedvel sem filtro e com estagio intermediario “posigdo vent”, possibilitando as trocas
gasosas e com alta transparéncia (TPP®).

Os meios de culturas utilizados, bem como as solucdes tampéo, soro fetal bovino (SFB)
(GIBCO INVITROGEN®, Gaithersburg, MD, EUA) e demais reagentes colorimétricos ou
ndo, foram preparados pouco antes de cada experimento a partir de kits laboratoriais, no
laboratério de Tecnologia e Inovacdo em Farmacos e Cosméticos — UEM — Maringa - PR. Os
meios de culturas depois de preparados e acondicionados foram esterilizados em autoclave a
121 °C por 15 minutos e separados dos meios em uso para o controle de esterilidade, antes de
serem colocados em uso. O meio de cultura RPMI 1640 e o meio de Schneider (SIGMA® St
Louis, MO, USA) foram esterilizados por filtracdo em membrana estéril com porosidade de 0,
22 um (TPP®).

Durante o cultivo e manutencdo dos parasitos e das culturas de células foi adicionada
uma solucdo de 1% de penicilina (SIGMA® St Louis, MO, USA) e estreptomicina (GIBCO® -
Life Technology). Logo, para um frasco de cultura com 5 mL de pool (meio de cultura, SFB e
inéculo do parasito), foram adicionados 50 pL de solugdo de penicilina e estreptomicina. A
solucdo de antibioticos foi preparada utilizando 0,1418 g de estreptomicina e 0,066 g de
penicilina, solubilizadas em 20 mL de &gua destilada. Apos, foi filtrada em capela de fluxo
laminar com membrana esteril de 0,22 um, e distribuidas em aliquotas de 1 mL em tubos do

tipo eppendorf, e armazenada a -20 °C, até 0 momento do uso.
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Os experimentos com os protozoarios foram conduzidos em capela de fluxo laminar
(VECO® BioProtector 12 e ESCO® Airstream). E separadamente na sala de cultura de células
0s experimentos com a linhagem de macrofagos J774-Al e as células LLCKM, (célula
epitelial de rim de Macaca mulatta) foram manipulados em outra capela de fluxo laminar
(VECO® BioProtector 12) e mantidas em estufa com tensdo de CO, em 5%, umidificada e
regulada a 37 °C (SANYO®). As estufas onde as formas promastigotas e amastigotas axénicas
foram mantidas antes e durante os experimentos sdo do tipo B.O.D. (Demanda Bioquimica de
Oxigénio) e reguladas a 25 (FANEM® modelo 347F) e 32 °C (LABTORE® 411D).

O preparo e a composigdo dos meios de culturas, corantes, contrastantes, marcadores
solugdes salinas e tampdes seguiram as recomendagcfes do fabricante ou protocolo
padronizado para uso dirio no laboratorio de Inovacdo Tecnoldgica no Desenvolvimento de
Farmacos e Cosméticos da UEM — Maringa - PR.

Os protocolos dos experimentos que envolveram a utilizagdo de camundongos, para a
manutencdo de formas promastigotas de L. amazonensis e a obtencdo de macrofagos
peritoneais, sdo praticas rotineiras no laboratério de Inovacdo e Desenvolvimento
Tecnologico de Farmacos e Cosméticos da UEM — Maringéa - PR, estes foram aprovados pelo
comité de ética da Universidade Estadual de Maringd — UEM- PR (protocolo de aceitacéo n.
029/2014).

4.2.2.1 - Preparo das Solucgdes Estoque

Os extratos, fragOes e substancias isoladas, ou seja, as amostras testes, assim como 0s
padrGes e controles positivos foram solubilizados em DMSO (dimetilsufoxido — SIGMA
CHEMICAL® Co, St Louis, MO, EUA) para preparacdo da solucdo estoque. Depois, foram
diluidos em meio de cultura adequados a cada experimento, de maneira que a concentracdo
final do DMSO nédo ultrapassou 1% (v/v). A anfotericina B, foi utilizada como farmaco de
referéncia e também foi diluida em DMSO (RODRIGUES; URBINA; SOUZA, 2005;
BRITTA et al., 2012 e 2014; LAZARIN-BIDOIA et al. 2013; GARCIA et al., 2013;
VOLPATO etal., 2013; SOUSA et al., 2014).

As amostras testes foram transferidas das solucbes estoque e submetidas a dilui¢des
seriadas (v/v) em ordem decrescente de concentracdo, na presenca do meio de cultura
especifico, suplementado com SBF 10 ou 20%. As dilui¢bes foram realizadas em microtubos
(tipo eppendorf). A concentracdo inicial utilizada nos ensaios antiproliferativos para 0s

extratos e as fracbes (hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol) foi de 1000 pug/mL e
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para as subfracbes da fracdo cloroférmio e substancias puras a maior concentragédo foi de 100
ug/mL ou baseado em dados da literatura para a substancia. Quando necessario a
concentracdo foi diminuida até encontrar o valor de Cls para a amostra teste. Para 0s ensaios
de citotoxicidade procurou-se utilizar concentragcdes altas, acima da concentragdo ativa
encontrada nos ensaios contra formas promastigotas e amastigota.

No caso dos ensaios de combinagéo de substancias, o esquema utilizado foi descrito no
item 4.2.2.12, considerando o esquema de “checkerboard” (CHOU e TALALAY, 1984;
CHOU, 2010; ZHAO; AU e WIENTJES, 2010).

4.2.2.2 - Cultivo do Parasito
4.2.2.2.1 - Cultivo de Formas Promastigotas de Leishmania amazonensis

As formas promastigotas de Leishmania amazonensis cepa WHOM/BR/75/JOSEFA
originalmente isoladas de um caso humano de leishmaniose cutanea difusa por C.A. Cuba-
Cuba (Universidade de Brasilia, DF, Brasil) foram recuperadas de lesdo de camundongos
Balb/c, cultivadas e mantidas em frascos para cultura de células de 25 cm?, contendo meio
Warren (infusdo de cérebro e coragdo DIFCO®, acrescido de hemina e acido félico, pH 7,2)
suplementado com 10% de SFB, inativado a 56 °C por 30 minutos. Os frascos contendo as
formas promastigotas permaneceram em estufa a 25 °C. Para manutencédo das culturas foram
realizados repiques a cada 72 horas, e para 0s ensaios foram utilizados culturas na fase
logaritmica de crescimento (48 h ap0s a incubacdo do subcultivo) (BRENZAN et al., 2007;
STEFANELLO, 2014).

42222 — Diferenciagdo de Formas Promastigotas de Leishmania

amazonensis em Amastigotas Axénica.

As formas amastigotas axénicas foram obtidas da diferenciagio de formas
promastigotas de L. amazonensis (cepa WHOM/BR/75/JOSEFA) em fungdo do meio (pH
4,6) e da temperatura de incubagdo (STEFANELLO, 2014).

O procedimento foi iniciado com uma cultura das formas promastigotas de 72 h,
transferido para outro frasco de cultura com meio Warren, pH 7,2, suplementado com 20% de
SFB e incubado a 25 °C por 48 h. Apds este periodo, as culturas foram transferidas para a
estufa de B.O.D. regulada a 30 °C, onde ficaram por 24 h. Entdo, foram incubadas a 32 °C,
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até a observacdo em microscépio 6tico (OLYMPUS® CX31) das formas amastigotas axénicas
(UEDA-NAKAMURA; ATTIAS e SOUZA, 2001).

Para manutencdo das formas amastigotas axénicas, estas foram cultivadas em frascos
para cultura de células de 25 cm? em meio de Schneider (SIGMA®), pH 4,6 suplementado
com 20% de SFB, bovino inativado a 56 °C por 30 minutos e incubados em estufa a 32 °C.
Para os ensaios foram utilizados culturas na fase logaritmica de crescimento (72 h). Os
experimentos foram conduzidos na presenga de 80 a 100% de formas amastigotas axénicas
(UEDA-NAKAMURA; ATTIAS e SOUZA, 2001).

4.2.2.3 - Obtencdo de Macrofagos Peritoneais e Cultura de Macrdéfagos J774-Al

Camundongos BALB/c, com 3 a 8 semanas de vida, foram eutanasiados com Ketamina
(CRISTALIA®) 90 mg/kg de peso animal e Xilazina 2% (BAYER®) 10 mg/Kg de peso via
intraperitoneal e utilizados para obtencdo dos macrofagos peritoneais. Apds, a retirada dos
pelos e da pele da regido abdominal dos camundongos, foi injetado na cavidade peritoneal 5
mL de PBS (Tamp&o Fosfato Salina) (GIBCO®) gelado com 3% de SFB estéril. O contetido
foi entdo aspirado e as seringas estéreis mantidas no gelo. Logo em seguida, o aspirado foi
adicionado em um tubo Falcon de 15 mL e centrifugado a 1500 rpm, por 10 minutos, a 4 °C
(centrifuga — EPPENDORF modelo 5810R). Os macréfagos foram processados e utilizados
logo ap6s serem retirados do periténio.

A manutencdo da cultura de macr6fagos murinos da linhagem J774-Al foram
cultivados em meio RPMI 1640 (pH 7,6), suplementado com 10% de SFB, incubados em

estufa a 37 °C, com atmosfera Umida e 5% de tensdo de CO,.
4.2.2.4 - Cultura de Células LLCMK,

A cultura de células LLCMK; (célula epitelial de rim de Macaca mulatta) foram
cultivadas em frascos para cultura de células de 25 cm? contendo meio DMEM (Dulbecco’ s
Modified Eagle Medium, GIBCO®) suplementado com 10% de SFB, incubados a 37 °C em
estufa com atmosfera Umida e 5% de CO,. As células eram observadas diariamente em
microscépio invertido (OLYMPUS® CKX41), e o meio de cultura foi trocado quando o pH
do meio ficava acido (coloracéo laranja a amarelo). Apos, a confluéncia de pelo menos 80%

da monocamada de células, estas eram tripsinizadas (tripsina - GIBCO®) por 1 minuto,
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ressuspensas em meio DMEM e 10% do inoculo foram transferidos para outro frasco de
cultura de células 25 cm? contendo meio DMEM e 10% de SFB (MIRANDA, 2013).

4.2.2.5 - Atividade Antiproliferativa dos Extratos Brutos, FracGes e Substancia
da A. macrocarpon, e dos Extratos Brutos da A. tomentosum e A.

pyrifolium em Formas Promastigotas de L. amazonensis.

Apds, 48 h de repique do cultivo (fase logaritmica da cultura) das formas promastigotas
de L. amazonensis uma concentragdo inicial de 1x10° células/mL, contadas em camara de
Neubauer (hemocitometro) foram cultivadas em meio Warren com 10% de SFB. Foram
utilizadas placas de cultura de células de 24 pocos estéreis (TPP®), na auséncia (controle
negativo) e presenca de diferentes concentraces dos extratos, fracdes, substancias isoladas, e
combinag0es de substancias (BRITTA et al., 2012; STEFANELLO, 2014).

A placa foi incubada em estufa B.O.D. a 25 °C, por 72 h. Depois do periodo de
incubacdo para cada concentracdo foi realizada a leitura em camara de Neubauer, com a
contagem dos parasitos. Cada concentracdo foi testada em duplicata no mesmo experimento, e
foram realizados ao menos trés experimentos independentes (BRITTA et al., 2012; SANTOS
et al., 2013; STEFANELLO, 2014). O crescimento dos parasitos foi avaliado diariamente por
24, 48 e 72 h apds a incubacdo, através da diluicdo da cultura dos protozoarios em formalina
5% e contagem das células em cdmara de Neubauer (BRENZAN et al., 2007).

A atividade antileishmania foi expressa pelo percentual de inibicdo do crescimento de
50% das formas promastigotas (Clso) e de 90% de inibicdo das formas promastigotas (Clgo)
em relacdo ao controle negativo, sendo a andlise realizada por meio de regressdo linear. Os
dados plotados no grafico demonstraram a relacdo da concentracdo da amostra testada e a
porcentagem de inibic¢éo do crescimento (BRITTA etal., 2012; STEFANELLO, 2014).

4.2.2.6 - Atividade Antiproliferativa sobre Formas Amastigotas Axénica de L.
amazonensis do Extrato Bruto, Fracfes e Substancias lIsoladas da

casca do caule de A. macrocarpon.

As formas amastigotas axénicas da mesma maneira que as promastigotas foram
utilizadas para o experimento na fase logaritmica de crescimento (48 h), e na mesma
concentracdo (1x10° células/mL), mas foi utilizado o meio de Schneider com a adicéo de 20%

de SFB. A atividade antiproliferativa foi conduzida em placas de cultura de células estéreis de
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12 pocos (TPP®), e acondicionada em estufa a 32 °C, por 72 h. Todos os demais
procedimentos foram iguais aos realizados para a forma promastigota (item 4.2.2.5) (BRITTA
etal., 2012; STEFANELLO, 2014).

4.2.2.7 - Atividade Antiproliferativa em Formas Amastigotas Intracelulares de L.
amazonensis da Fracdo Isolada da Casca do Caule de A. macrocarpon.

Os macrofagos foram obtidos da cavidade intraperitoneal dos camundongos BALB/c e
ressuspendidos em uma concentracdo de 5x10° célulassmL em meio RPMI 1640
suplementado com 10% de SFB, e adicionados (500 uL) em placa de cultura de células de 24
pogos, com laminulas de vidro redondas no interior de cada poco. Apos, a placa foi incubada
por 2 h em estufa a 37 °C, umidificada e com tensdo de 5% de CO,. Depois deste periodo de
incubacéo a placa foi analisada no microscépio invertido (OLYMPUS®), para observacéo dos
macrofagos que aderiram nas laminulas no interior dos pogos. Em seguida, as células nao
aderidas foram removidas por enxague com meio de cultura (KAPLUM, 2014).

Os macrofagos que aderiram nas laminulas foram infectados com formas promastigotas
de L. amazonensis, na fase estacionaria de crescimento (culturas de 5 - 6 dias de repique), e
incubadas por 4 h, a 34 °C em presenca de umidade e 5% de tensdo de CO,. Apds a incubacéo
a fracdo foi diluida em RPMI 1640 suplementada com 10% de SFB, e adicionada nos
respectivos pocos, depois de lavados com meio RPMI-1640, para retirada das formas
promastigotas ndo internalizadas. Cada concentracdo foi realizada em duplicata no mesmo
experimento e pelo menos trés experimentos independentes foram realizados (KAPLUM,
2014).

Apo6s um periodo de incubacéo de 48 h, a 34 °C em estufa Umida com 5% de tensdo de
CO,, o0 sobrenadante foi retirado e as laminulas foram fixadas com metanol por 10 minutos e
coradas com Giemsa 10% em PBS durante 40 minutos. As laminulas depois de secas foram
montadas sobre laminas e coladas com Entellan (MERCK®), ap6s foram visualizadas em
microscépio 6tico (OLYMPUS® CX31) para contagem de 200 células, em imerséo a fim de
guantificar a porcentagem de macrofagos infectados e o nimero amastigota por macréfago
peritoneal. Foi obtido assim o Indice de Sobrevivéncia (Is), de acordo com a equacio abaixo
(KAPLUM, 2014):

% Macrofagos Infectados x Numero de Amastigotas por Macrofago

Is
Numero de Macrofagos Contados
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Atraveés do Is foi possivel calcular o percentual de inibicdo do crescimento de 50% das
amastigotas intracelulares em relacdo ao controle negativo (Clsp). A analise foi realizada por

meio de regressdo linear, e a Anfotericina B foi utilizada como controle positivo.

4.2.2.8 - Avaliagdo da Citotoxicidade sobre Macrofagos J774-Al

Neste ensaio foi preparada uma suspensdo de macréfagos da linhagem J774-Alap0s 72
h do repique (fase logaritmica de crescimento) na concentracéo de 5x10° células/mL em meio
RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB, foram adicionados (100 pL) nos pogos da placa
de 96 pocos (TPP®) que foi incubada por 24 h, em estufa a 37 °C, umidificada, e com 5% de
tensdo de CO, (BRITTA etal., 2012; SANTOS et al., 2013).

Apbs o periodo de 24 h, a placa foi visualizada em microscépio invertido (OLYMPUS®
CKX41) para verificacdo da confluéncia dos macrofagos, que aderiram e multiplicaram-se
nos pocos. O sobrenadante foi retirado de cada pogo, e em seguida foram adicionados 100 pL
das diferentes concentracfes da amostra teste (extrato, fragdes, substancia isolada). Alguns
pocos foram separados como controle negativo (meio e macréfagos) e outros ndo foram
adicionados nada, foi considerado branco. Em seguida, a placa foi novamente incubada em
estufa a 37 °C, em presenca de umidade, e 5% de CO,, por 48 h (BRITTA et al., 2012;
SANTOS et al., 2013).

Depois do periodo de 48 h, foi retirado da placa os 100 uL das diferentes concentragdes
das amostras testes, e 0 meio dos pogos controle, em seguida os pogos foram lavados com 100
uL de tampé&o fosfato salina (PBS), posteriormente foi adicionado 50 uL de MTT (brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazlio ou brometo de tetrazélio) (AMRESCO®), na
concentracdo de 2 mg/mL. O MTT é utilizado em ensaios de viabilidade celular, pois na
presenca de células viaveis, sdo reduzidos, pela enzima succinato desidrogenase mitocondrial,
a cristais de formazan que apresentam coloragdo purpura (Figura 9). Este processo ocorre
qguando ha enzima ativa em células responsaveis pela cadeia respiratoria (mitocéndria)
encontram-se intacta. Logo, a presenca do formazan indica a presenca de células viaveis e
pode ser quantificado por espectrofotdmetro (MOSMANN, 1983; LIU et al., 1997).

A placa foi novamente incuba por 4 h na auséncia de luz, a 37 °C, em tensdo de CO; e
presenca de umidade. Entdo foram adicionados 150 uL de DMSO como solucéo de lise para

romper as células e solubilizar os cristais de formazan (cor purpura) (Figura 9). A leitura foi
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realizada na sequéncia em um leitor de microplacas (BIO-TEK® Power Wave XS
spectrophotometer) a 570 nm (MOSMANN, 1983), pouco antes da leitura a placa foi agitada
no proprio leitor de placas, durante 60 segundos para solubiliza¢do dos cristais formazan. Os
resultados foram expressos com base em trés experimentos independentes, sendo que para
cada ensaio as amostras foram testadas em triplicata na placa. Os dados foram plotados em
um grafico de porcentagem de macrdfagos (células) viaveis em relagdo a concentracdo de
amostra testada. Determinado desta forma a concentracdo da amostra teste capaz reduzir 50%
da densidade oOptica das células tratadas (CCso) em relagdo ao controle negativo, a analise foi
realizada graficamente por meio de regressao linear. Desta maneira foi possivel calcular o
indice de Seletividade (IS), (descrito no item 4.2.2.7) (BRENZAN et al., 2007;
VENDRAMETTO et al., 2010; KAPLUM, 2014).

Figura 9 - Esquema da reacdo de conversdo do MTT em cristais de formazan.
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Fonte: a autora, 2015, adaptado de TEIXEIRA, 2012.

4.2.2.9 - Avaliacdo da Citotoxicidade sobre Células LLCMK;

Para avaliacdo a citotoxicidade dos extratos brutos de A. macrocarpon, A. tomentosum e
A. pyrifolium (amostras testes) foram utilizadas cultura de células LLCMK; confluentes
(inéculo de 2,5 x 10°células/mL) em microplaca com 96 pocos contendo meio DMEM
suplementado com 10% de SFB, e incuabdas por 24 h, a 37 °C, em 5% de CO,, e atmosfera
umidificada. Apos 24 h o meio foi substituido por diferentes concentracGes das amostras
testes diluidos em meio DMEM, e incubados por 96 h, a 37 °C, em estufa umidificada, e 5%

de CO,. Depois de 96 h de incubacéo, as células foram lavadas com PBS e foi adicionado 50
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uL de MTT (2,0 mg/mL) em cada pogo, e incubados por mais 4 h, entdo os cristais de
formazan foram solubilizados com DMSO, e a absorbancia foi registrada em um leitor de
microplacas a 570 nm (RODRIGUES et al., 2014) pouco antes da leitura a placa foi agitada
no préprio leitor de placas, durante 60 segundos para homogeneizagdo dos cristais formazan.
A concentracéo citotoxica de 50% (CCsp) foi observada por analise de regresséo linear.
A citotoxicidade das amostras sobre células LLCMK; também foi comparada com a atividade
contra formas promastigotas de L. amazonensis para determinacio do Indice de Seletividade
(IS). Onde o IS é a razdo: CCs células LLCMK,/Cls, protozoéario. Cada experimento foi

realizado em triplicata e repetido pelo menos trés vezes (VEIGA-SANTOS et al., 2010).
4.2.2.10- Avaliacao da Citotoxicidade sobre Eritrdcitos Humanos

O efeito do potencial de hemolise foi verificado pela avaliacdo da citotoxicidade sobre
eritrocitos humanos com base no ensaio de lise celular de hemécias. Para o ensaio foi
utilizado sangue humano (tipo A+) de doadores voluntérios saudaveis, o sangue foi coletado
por pungdo da veia Dbraquial por profissional habilitado (Aceitacdo 293/2006
COPEP/UEM/PR).

A coleta do sangue foi realizada no momento do uso sem anticoagulantes, e desfibrinado
com pérolas de vidro em um erlenmeyer, este foi vagarosamente agitado com movimentos
circulares por 15 minutos. Em seguida, o sangue foi lavado com salina glicosada a 1%, esta
solucdo foi centrifugada em tubo tipo Falcon a 3000 rpm por 10 minutos (centrifuga
HETTICH® — Rotofix 32A). O processo foi repetido até que o sobrenadante tornou-se
limpido, e com o pellet de hemécias preparou-se uma suspensao a 6% em salina glicosadal%,
sendo adicionado (100 pL) a uma placa de 96 pocos. Apos, sobre as hemécias adicionou-se
100 uL das diferentes concentragdes das amostras testes. Também foi adicionado na placa o
controle negativo (meio, hemécias e 1% de DMSO) e o controle positivo (tensoativo - Triton
X - 100 a 1% - SIGMA ALDRICH®). A placa foi incubada por 2 h a 37 °C. A préxima etapa
consistiu em transferir o contetdo dos pogos para eppendorfs que foram centrifugados a 3000
rpm por 3 minutos, posteriormente 100 puL do sobrenadante foi transferido para uma placa de
96 pogos nova e a absorbancia lida a 540 nm em leitor de microplacas (BIO-TEK® Power
Wave XS). A porcentagem de hemolise foi obtida pela equacdo a seguir e expressa
graficamente. Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos pelo menos trés
vezes (VEIGA-SANTOS et al., 2010; KAPLUM, 2014; RODRIGUES et al., 2014).
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((absorbancia da amostra teste — absorbancia do controle negativo) x100)
Controle positivo (Triton X100 1%)

% de Hemolise=

4.2.2.11 - Avaliacéo Flagelar das Formas Promastigotas de L. amazonensis

Formas promastigotas de L. amazonensis foram tratadas por 72 h como descrito
anteriormente para atividade antiproliferativa, item 4.2.2.5. Neste ensaio foram utilizadas as
concentragdes de Clsp e Clgy da F.CHCI3-203-222. Apdés o final do experimento
antiproliferativo as células foram recolhidas da placa de 24 pogos e transferidas para tubos
tipo eppendorf e centrifugadas a 3000 rpm, por 5 minutos e lavadas com SFB, por trés vezes
para retirar 0 excesso de meio, o pellet foi entdo re-suspendido em um volume pequeno de
SFB e realizado esfregaco com lamina extensora. ApOs seco a temperatura ambiente o
esfregaco foi coberto com 20 gotas de corante May-Griinwald® (NEWPROV®) por 3 minutos,
sem retirar o corante foi gotejado a mesma quantidade de &gua, e depois de 2 minutos as
laminas foram vertidas. Depois foi adicionado Giemsa® 10% (GIBCO - Karyo MAX®) por 30
minutos. Entdo o corante foi retirado e lavado com picete de agua. Apds secar as laminas
foram montadas com laminulas em Entellan (MERCK®). Foram contadas 200 células em
microscépio 6ptico (OLYMPUS® CX31) com imersdo, para quantificacdo do nimero de
flagelos por parasito comparado ao controle negativo (parasitos nédo tratados). Foram
realizados trés experimentos independentes. As aquisicdes das imagens foram realizadas em
microscépio (OLYMPUS® BX51) com camera (OLYMPUS® UC30) (STEFANELLO, 2014).

4.2.2.12 - Avaliagéo da Atividade Antileishmania in vitro da Quercetina Isolada
e em Combinag&o com Anfotericina B (Q+A) e Miltefosina (Q+M).

A determinacdo do efeito antileishmania das combinagdes de substancias foi avaliado
de acordo com a metodologia “checkerboard” e aplicado o indice de combinagdo proposto
por Chou e Talalay (1984), e revisado por Chou (2010) e Zhao, Au e Wientjes (2010). Este
método foi utilizado para avaliar a atividade sobre formas promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis e a acdo citotoxica das combinag¢fes sobre macrofagos J774-Al e eritrocitos

humanos.

> A solucéo contém: eosina e azul de metileno 180 mg/dL (Fonte: bula do fabricante).
® A solucéo contém: 6.0 g azur 11, eosina e 1.6 g azur 11 por litro em glicerol/metanol (Fonte: bula do fabricante).
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As diferentes concentragfes das combinages entre a quercetina isolada da F.A da casca
do caule de A. macrocarpon e a anfotericina B (CRISTALIA®) (Q+A), bem como as
combinagdes da quercetina com a miltefosina (AVANTI POLAR LIPIDS®) (Q+M) foram
distribuidas na placa segundo esquema demostrado na Figura 10 para a atividade
antiproliferativa em formas promastigotas de L. amazonensis, 0 procedimento metodoldgico
do ensaio foi igual ao descrito no item 4.2.2.5.

Portanto, foi utilizado um inéculo de 1,0 x 10° células/mL de formas promastigotas de
L. amazonensis, distribuido em placas de 24 pogos na presenca de meio Warren suplementado
com 10% de SFB, totalizando 900 uL por poco, entdo foram adicionados mais 100 uL em
cada poco correspondente as diferentes concentracbes das amostras testes, ou seja, foram
adicionados 100 pL de diferentes concentracbes de quercetina em combinacdo com a
anfotericina B e em outra placa a combinacdo de diferentes concentragfes de quercetina e
miltefosina, além das concentracfes destas substancias isoladamente, sendo a anfotericina B e
a miltefosina padronizados para o tratamento de leishmaniose. A diluicdo da quercetina,
anfotericina B e miltefosina a partir da solucdo estoque foram realizadas em tubos tipo
eppendorf. A distribuicdo na placa de 24 pocos foi em ordem decrescente de concentragéo.
Foram realizados pelo menos trés experimentos independentes, e por experimento cada
concentracdo foi realizada em duplicata (Figura 10).

Para a atividade antiproliferativa em formas amastigotas intracelulares de L.
amazonensis, as diferentes concentragdes das combinagdes entre a quercetina e a anfotericina
B (Q+A) e as combinacBes da quercetina com a miltefosina (Q+M) foram organizadas
segundo o esquema demonstrado na Figura 11. E o experimento foi conduzido como descrito
no item 4.2.2.7 e da mesma forma que descrito acima para as promastigotas, as combinacdes e
as substancias isoladas foram diluidas em tubos tipo eppendorf, e distribuidas nas placas de 24
pogos. Foram realizados ao menos trés experimentos independentes, em duplicata (Figura 11).

A atividade sobre macrofagos J774-Al pelo método colorimétrico MTT, como descrito
no item 4.2.2.8, avaliou a citotoxicidade das combinacGes Q+A e Q+M em diferentes
concentragfes e para as substancias isoladamente, e as diluicBes partiram das solucGes
estoque diluidas em DMSO, e seguiram uma ordem decrescente de concentracdo. Cada
concentracdo foi disposta em triplicata na placa de 96 pocgos, e foram realizados ao menos trés
experimentos independentes (Figura 12).

A avaliacdo da citotoxicidade sobre eritrécitos humanos seguiu 0 método descrito no
item 4.2.2.10, para o ensaio de lise celular de hemécias, as combina¢des Q+A e Q+M, assim

como estas substancias isoladas foram diluidas em tubo tipo eppendorf e transferidos para as
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placas de 96 pogos contento solugdo com as hemacias, em ordem decrescente de
concentra¢do. Assim como, no ensaio com macrofagos os parametros de distribuicdo das
concentracdes na placa se assemelham, ou seja, em triplicata para cada experimento e foram
realizados pelo menos trés ensaios independentes (Figura 13).

A andlise dos resultados foi calculada e expressa matematicamente como indice de
combinacéo (Ic) (CHOU e TALALAY, 1984; CHOU, 2010; ZHAO; AU e WIENTJES; 2010;
TALLARIDA, 2012).

Esta analise foi valida para os experimentos realizados com as formas promastigotas,
amastigotas intracelulares, com macréfagos J774-Al e eritrécitos humanos.

O célculo para obtencéo do Ic segue o descrito abaixo, onde:

_ [1Cs substancia A combinada] N [ICSO substancia B combinada
B IC5, substancia B sozinha

IC5( substancia A sozinha
Sendo o numerador as concentracdes de cada substancia que em combinacao sdo ativas
contra 50% das células testadas. Enquanto o denominador expressou as concentracoes que

apresentaram o efeito em 50% das células testadas para cada substancia isoladamente.

O Ic prediz se houve ou ndo vantagens para 0 processo de combinacdo de farmacos

utilizado para determinada atividade, ou seja:

Ic > 1 - atividade antag6nica, menos eficaz que as substancias sozinhas;
Ic = 1 — efeito aditivo, acdo somadas das substancias, mas nao potencializada;
Ic < 1 — atividade sinérgica, acdo melhorada com a combinacdo das substancias em

concentracdes menores do que quando utilizadas isoladamente.

Além da expressdo dos resultados pelo Ic, a ferramenta grafica utilizada para a
expressdo dos dados de combinacdo de farmacos foi o isobolograma. Onde, os pontos
dispostos sobre o grafico predizem o resultados, ou seja, pontos abaixo da linha de tendéncia
que cruza o grafico indicou sinergismo (unido dos pontos originou uma curva concava), sobre
a linha aditividade e acima da linha indicaram antagonismo (unido dos pontos originou uma
curva convexa) (CHOU e TALALAY, 1984; CHOU, 2010; ZHAO; AU e WIENTJES; 2010;
TALLARIDA, 2012; RODRIGUES et al., 2014).
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Figura 10 - Esquema de distribuicdo das diferentes concentragdes das combinactes Q+A, Q+M e
destas substancias sozinhas nas placas de cultura de 24 pocos utilizadas no experimento
para avaliacéo do efeito antileishmania sobre formas promastigotas de L. amazonensis.
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Figura 11 - Esquema de distribuicdo das diferentes concentragdes das combinactes Q+A, Q+M e
destas substancias sozinhas nas placas de cultura de 24 pocos utilizadas no experimento
para avaliagio do efeito antileishmania sobre amastigotas intracelulares de L.
amazonensis.
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Figura 12 - Esquema de distribuicdo das diferentes concentraces das combinacfes Q+A, Q+M e destas substancias sozinhas nas placas de cultura de

96 pocos utilizadas no experimento para avaliacdo da citotoxicidade sobre macrofagos J774-Al.
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Figura 13 - Esquema de distribuicdo das diferentes concentracfes das combinacfes Q+A, Q+M e destas substancias sozinhas nas placas de

cultura de 96 pocos utilizadas no experimento para avaliacdo da citotoxicidade sobre eritrdcitos humanos.
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4.2.2.13 - Avaliacao das AlteracGes Morfoldgicas por Microscopia Eletrénica de

Varredura das Formas Promastigotas de L. amazonensis

As alteracGes morfologicas foram avaliadas por microscopia eletrénica de varredura
- MEV (SHIMADZU® SS-550). As amostras selecionadas para esta avaliagdo foram a fracéo
F.203-222 (Clso e Clgo) € a combinacgdo de quercetina e anfotericina B (Q+A) e quercetina
mais miltefosina (Q+M), onde foi utilizado o Clsy e 0 Clgy de ambas as combinaces com a
melhor atividade sobre formas promastigotas de L. amazonensis. Também foram realizados
micrografias do Clso e Clgg da quercetina, anfotericina B e miltefosina isoladas. E do controle
negativo (promastigotas ndo tratadas).

Foi utilizado 1x10° células/mL de formas promastigotas de L. amazonensis, ap6s 48 h de
incubacdo, estas foram tratadas com o Clsy e Clgy das amostras descritas acima, incubadas a
25 °C, por 72 h, este procedimento € um ensaio antiproliferativo como o descrito no item
4.2.2.5. Apos este periodo as células tratadas e ndo tratadas foram recolhidas e centrifugadas a
3000 rpm por 10 minutos e lavadas com PBS, para retirar o excesso de meio. Foi utilizado o
pellet das amostras tratadas e ndo tratadas, que ap6s serem lavadas foram fixadas com 2,5%
de glutaraldeido em tampéo cacodilato de sédio (E.M.S.®- Electron Microscopy Sciences —
HATFIELD PA, USA) 0,1M, pH 7,2 a temperatura ambiente por 2 h. Esta fixa¢do garantiu a
integridade das células para 0s passos seguintes da técnica.

As formas promastigotas foram entdo lavadas por trés vezes com tampédo cacodilato de
sodio 0,1M, depois estas foram gotejadas sobre pequenos pedacos laminulas de vidro
devidamente cortadas e recobertas com solucédo de poli-L-lisina 0,1% em &gua (p/v) (SIGMA.-
ALDRICH®), e incubadas por 1 h em estufa a 56 °C, para secagem das amostras e aderéncia
das mesmas sobre as laminulas. Em seguida as laminulas foram novamente lavadas com
tampdo cacodilato de sédio 0,1 M (E.M.S.® - Electron Microscopy Sciences — HATFIELD
PA, USA), e simultaneamente foi realizada a retirada do tampdo cacodilato e iniciado o
procedimento de desidratacdo em gradiente crescente de etanol (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 75,
80, 85, 90, 95 e 100%), no ultimo gradiente (etanol 100%) as laminulas foram lavadas trés
vezes. Em cada gradiente o tempo de desidratacédo foi de 15 minutos.

Todos estes procedimentos até a desidratacdo com o etanol 80% foram realizados em
placas de 24 pogos, apds as laminulas foram transferidas para o porta amostra (cesta
permeavel), e mergulhadas dentro de um béquer com alcool 85%, até o etanol 100%. A fim de
obter amostra isentas de umidade, transferidas para o aparelho de Ponto Critico, onde

ocorreram varias substituicfes da agua residual presente na amostra por didxido de carbono
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(CO,). O material bioldgico seco sobre as laminulas foi colocado sobre um suporte de metal
(stub) com fita dupla face para fixar as laminulas, em seguida foi metalizada com uma
camada de ouro (material condutor) para serem visualizadas em microscopio eletrénico de
varredura— MEV (SILVEIRA, 2007; RODRIGUES et al., 2014).

4.2.2.14 - Avaliacéo das AlteracOes Ultraestruturais por Microscopia Eletronica

de Transmissdo das Formas Promastigotas de L. amazonensis

As mesmas amostras, nas mesmas concentragdes, processadas e visualizadas por MEV
foram submetidas ao ensaio para visualizagcdo das alteragdes ultraestruturais por microscopia
eletronica de transmissdo — MET, das formas promastigotas de L. amazonensis.

As suspensdes contendo 1,0 x 10° célulassmL de formas promastigotas de L.
amazonensis, foram tratadas ou ndo com ICsg e 1Cgg das amostras testes e cultivadas em meio
Warren, suplementado com 10% de SFB inativado e incubadas durante 72 h em estufa a 25
°C, descrito anteriormente no item 4.2.2.5.

Apds, estas culturas foram centrifugadas (300 rpm por 10 minutos) o sobrenadante foi
retiradoe as células foram lavadas com PBS e pré-fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampéo
cacodilato 0,1 M (E.M.S.®- Electron Microscopy Sciences — HATFIELD PA, USA) (pH 7,4)
a temperatura ambiente, por 2 h. Depois as promastigotas foram pos-fixadas em tetroxido de
6smio 1,0% (E.M.S.®- Electron Microscopy Sciences — HATFIELD PA, USA) e ferrocianeto
de potéssio 0,8% (E.M.S.®- Electron Microscopy Sciences — HATFIELD PA, USA) por 60
minutos na auséncia de luz. Em seguida as células foram lavadas novamente com tampé&o
cacodilato de sodio 0,1 M, por trés vezes e desidratadas em concentracdes crescentes de
acetona (50, 60, 70, 80, 90, 95 e 100%) (ATTIAS, 2007).

A proxima etapa do processo consistiu na inclusdo das promastigotas tratadas ou nédo
em resina do tipo epdxi em estado liquido — epon (POLYBED® - kit de Resina Epon 812),
com concentragdes crescentes de resina e decrescente de acetena, iniciou-se na proporgéo 2:1
(resina:acetona), seguida de 1:1 (resina:acetona), depois 2:1 (resina:acetona), e resina pura. As
amostras foram transferidas para um molde de silicone com identificacdo para cada amostra e
a fim de promover a polimerizagdo da resina de epon, 0 molde foi mantido em estufa a 60 °C,
por 72 h (ATTIAS, 2007; RODRIGUES et al., 2014).

A etapa subsequente a solidificacdodo material (polimerizacdo da resina) foi a retirada
dos blocos de resina da forma e a lapidagdo dos mesmos. Em seguida, foram confeccionados

cortes ultrafinos em escala nanométrica (60 a 70 nm) no ultramicrétomo (POWER TOME® X



106

RMC Products). Os cortes foram recolhidos do ultramicrétomo com grades de cobre (300
mesh) (E.M.S.® - Electron Microscopy Sciences — Hatfield PA, USA) e contrastados com
acetato de uranila (EMS® — Electron Microscopy Sciences— Hatfield PA, USA) por 40
minutos, aposlavados com agua, secos em papel filtro e contrastados com citrato de chumbo
(E.M.S® — Electron Microscopy Sciences— Hatfield PA, USA) por mais 40 minutos, lavados
em agua e secos a temperatura ambiente (ATTIAS, 2007; RODRIGUES et al., 2014).

As grades contrastadas contendo as amostras foram visualizadas em microscopio
eletrénico de transmissdo — MET (JEOL JEM 1400), com feixe eletrénico emitido por
filamento de tungsténio, e tensdo de aceleracdo dos elétrons de 80 Kv de energia (ATTIAS,
2007).

4.2.2.15 — Citometria de Fluxo

Os ensaios para avaliacdo dos possiveis mecanismos de acdo da fracdo F-203-222
(amostra teste) da casca do caule de A. macrocarpon, sobre formas promastigotas foram
realizados em citdmetro de fluxo modelo FACSCalibur (BECTON-DICKINSON®,
Rutheford, NJ, EUA) e os dados adquiridos foram analisados pelo software CellQuest (Joseph
Trotte, Scripps Institute, La Jolla, CA, EUA), utilizou laser de argdnio para excitacdo dos
marcadores que emitiram fluorescéncia em comprimentos de ondas especificos e foram
guantificados 10.000 eventos (células) para cada analise, em regido especifica que
correspondeu ao parasito (formas promastigotas de L. amazonensis).

Foram utilizadas as seguintes concentracfes das amostras testes: 25, 50, 100 e 200
ug/mL. Considerando que o periodo de tratamento das formas promastigotas para os ensaios
utilizando o citdbmetro de fluxo foi de 24 h. Para cada analise foram utilizados marcadores
especificos e controles positivos relacionados com a andlise. Ap6s o periodo de incubacao de
24 h das formas promastigotas utilizadas para todas as analises por citometria de fluxo, 0s
procedimentos foram realizados fora da capela de fluxo laminar. Todos o0s experimentos

foram conduzidos na auséncia de luz, e os reagentes utilizados foram de grau analitico.
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4.2.2.15.1 - Avaliacdo do Potencial de Membrana Mitocondrial (A¥m) em

Formas Promastigotas de L. amazonensis

A avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial (AWm) utilizou como marcador
celular a rodamina 123 (Rh 123) (SIGMA®, St Louis, Mo, USA). As formas promastigotas,
foram utilizadas ap6s 48 h de cultivo, na concentracéo de 5,0 x 10° células/mL, contadas em
camara de Neubauer, depois tratadas ou ndo com as amostras testes, e incubadas por 24 h, a
25 °C. Neste experimento o controle positivo foi o cianeto de carbonil 3-clorofenil-hidrazona
(CCCP) (SIGMA-ALDRICH®, St. Louis, MO, USA) na concentracdo de 100 pM, adicionado
apos o tratamento com o marcador Rh 123.

Depois da incubacdo as promastigotas foram retiradas da placa de 24 pocgos e
transferidas para tubos tipo eppendorf identificados, respeitando cada concentracdo da
amostra teste e do controle. Entdo foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos, lavadas
duas vezes com solucdo salina 0,9%, e o pellet com as promastigotas foi ressuspendido em
500 uL de solucdo salina 0,9%. Apds foi adicionado 1 pL da solucdo de rodamina 123
(5mg/mL em etanol — 13,1 uM) incubados por 15 minutos a temperatura ambiente, e ao
abrigo da luz. Entdo foram novamente lavadas com salina 0,9%, ressuspensas em salina 0,9%
e incubadas por mais um periodo (30 minutos, a temperatura ambiente, na auséncia de luz).

Apbs a incubacao e ressuspensdo dos pellets, foi realizada a aquisi¢do de 10.000 eventos
na regido correspondente ao parasito no citbmetro de fluxo. O marcador Rh 123 apresenta
excitacdo em comprimento de onda de 480 nm e emite fluorescéncia na faixa de 515-530 nm
(detector FL1). Alteracdes neste marcador que se acumulou na mitocondria foi quantificada
usando um indice de variacdo (iv) obtido pela equacdo (Mt-Mc) /Mc, onde Mt é a média da
fluorescéncia dado pelos parasitos tratados com as diferentes concentracfes de F.CHCI3-203-
222, e Mc é a média da fluorescéncia dos parasitos ndo tratados. Valores negativos de iv
corresponderam a despolarizacdo da membrana mitocondrial (BRITTA et al., 2012; GARCIA
etal., 2013; LAZARIN-BIDOIA et al., 2013).

4.2.2.15.2 - Avaliagdo da Integridade da Membrana Celular em Formas

Promastigotas de L. amazonensis

O marcador utilizado para avaliagdo da integridade de membrana foi o iodeto de
propidio (IP) (INVITROGEN®- Eugene, OR, USA), este é excitavel por laser de argdnio a
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488 nm e promove emissdo de fluorescéncia de 630 nm. Nesta avaliagdo utilizou-se culturas
de 48 h com indculo de 5x10° células/mL, em seguida foram tratadas ou n&o (controles
negativos) com diferentes concentracdes da F.CHCI3-203-222, e incubadas por 24 h a 25 °C.
O controle positivo foi a digitonina (40 uM) (SIGMA-ALDRICH®, St. Louis, MO, USA),
adicionado as células do parasito logo apds a adicdo do IP.

Com 24 h de incubacédo as promastigotas foram recolhidas da placa e adicionadas em
tubos tipo eppendorf, centrifugadas (3000 rpm por 5 minutos) e descartado o sobrenadante, os
pellets foram ressuspendidos em 500 uL de PBS (0,01 M, pH 7,2), lavados por duas vezes.
Entdo os pellets com as promastigotas foram novamente ressuspendidos em 500 uL de PBS e
adicionados 50 uL de IP (2,0 mg/mL), agitados levemente e incubados por 5 minutos, a
temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Em seguida foram analisados no citdmetro de fluxo
(GARCIA et al., 2013; LAZARIN-BIDOIA et al., 2013; VOLPATO et al., 2013; BRITTA et
al., 2014).

422153 - Avaliagdo da Exposicdo da Fosfatidilserina em Formas

Promastigotas de L. amazonensis

Para avaliar a exposicdo da fosfatidilserina foram utilizados os marcadores anexina V
marcada com fluorocromo verde de isotiocianato de fluoresceina ou ficoeritrina (Anexina V -
FITC) (INVITROGEN® - Eugene, OR, USA) e o iodeto de propidio (IP) (INVITROGEN®-
Eugene, OR, USA). A anexina-V FITC é excitavel por laser de argénio em 480 nm e emite
fluorescéncia na faixa de 515-530 nm. A anexina é uma proteina de ligacao para fosfolipidios,
com maior especificidade para a fosfatidilserina.

O procedimento iniciou-se quando formas promastigotas com 48 h de cultivo foram
incubadas (indculo de 5x10° células/mL) na presenca ou auséncia (controle negativo) de
tratamento com F.CHCI3-203-222 em diferentes concentracfes, por 24 h. Em seguida as
promastigotas foram coletadas por centrifugacdo, lavadas duas vezes em PBS e
ressuspendidas em tampé&o de ligacdo e adicionados 5 pL de anexina-V marcado com FITC,
incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

Depois foram adicionados 400 uL de tampéo de ligagdo e pouco antes da realizagdo da
leitura em citdmetro de fluxo foi adicionado 50 uL do IP (2,0 mg/mL). Entdo foi realizada a
leitura em citdmetro de fluxo. O controle positivo foi o CCCP (100,0 uM) e o controle

negativo foi considerado os parasitos nao tratados. O tampdo de ligacdo consistiu de uma
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solucdo de pH 7,4 com os seguintes sais: 140 mM de NaCl (SIGMA-ALDRICH®, St. Louis,
MO, USA); 2,5 Mm de CaCl, (SIGMA-ALDRICH®, St. Louis, MO, USA) e 10 mM de
Hepes-Na (Hepes - acido N-(2-hidroxietil)-piperazina-N'-2-etanosulfénico, sal de sédio)
(SIGMA-ALDRICH®, St. Louis, MO, USA), o mesmo foi armazenado em geladeira
(GARCIA et al., 2013; LAZARIN-BIDOIA et al., 2013).

As populagcbes de formas promastigotas analisadas neste evento avaliaram a
fluorescéncia do FITC excitavel por laser de argbnio em 480 nm e com emissdo de
fluorescéncia entre 515-530 nm (detector FL1) e a fluorescéncia do iodeto de propideo (IP)
em 630 nm (detector FL2). Foi observada a porcentagem de células em apoptose quando o
resultado apresentou positivo para anexina-V FITC, sendo IP positivo ou negativo. E 0s
parasitos foram considerados em necrose quando IP foi positivo e Anexina-V FITC negativo
(BRITTA etal., 2012; GARCIA et al., 2013; LAZARIN-BIDOIA et al., 2013).

4.2.2.15.4 - Avaliagdo do Volume Celular em Formas Promastigotas de L.

amazonensis

Para avaliacdo do volume celular ndo foi utilizado marcador, as formas promastigotas
ap6s cultivo de 48 h, tiveram o inéculo ajustado para 5,0 x 10° células/mL, foram ou néo
tratadas com as amostras testes e com o controle positivo actinomicina D (50 mM) (SIGMA-
ALDRICH®, St. Louis, MO, USA), que promove a diminuicdo do volume celular. Depois de
24 h da incubacdo em estufa a 25 °C, as promastigotas tratadas e ndo tratadas (controle
negativo) foram centrifugadas em tubos tipo eppendorf (3000 rpm por 5 minutos), lavadas
duas vezes com PBS (500 uL). Apds o ultimo processo de lavagem as promastigotas foram
novamente ressuspendidas com 500 pL de PBS e encaminhadas para a aquisi¢do de 10.000
eventos em citometro de fluxo, que foram adquiridos na regido correspondente ao parasito
(BRITTA et al., 2012; GARCIA et al., 2013; LAZARIN-BIDOIA et al., 2013; RODRIGUES
etal., 2014).

4.2.2.155 - Avaliacdo do Ciclo Celular em Formas Promastigotas de L.

amazonensis

As formas promastigotas (5x10° células/mL), com 48 h de cultivo, foram tratadas ou

ndo (controle negativo) com as amostras teste, e incubadas por 24 h, a 25 °C. O taxol (20
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ng/mL) (Paclitaxel - SIGMA®) foi utilizado como controle positivo. Depois da incubacéo os
parasitos foram lavados duas vezes em PBS (pH 7,4) e centrifugados (3000 rpm por 5
minutos). O pellet foi ressuspendido em 500 uL da mistura de metanol gelado a 70% em PBS
(v/v), os tubos tipo eppendorf com as respectivas concentracdes foram agitados lentamente e
mantidos a 4 °C por 1 h. Depois o pellet foi centrifugado e ressuspendido em PBS (500 uL) e
adicionado mais 20 uL de iodeto de propideo com RNase A, livre de DNase (IP-RNase A),
um componente do kit do ensaio da APO-BrdU TUNEL (LIFE TECHNOLOGIES® -
Molecular Probes), apds foram incubados por 45 minutos a 37 °C. Os dados foram adquiridos
por citdmetro de fluxo. Os resultados apresentaram a distribuicdo da populacdo das formas
promastigotas na diferentes fases do ciclo celular: fase sub-G0/G1 (aquisicdo M1), fase GO-
G1 (aquisicdo M2), fase S e fase G2/M (aquisicdo M3), os dados foram expressos em
porcentagens de células presentes em cada estagio do ciclo comparados com o controle de
parasitos ndo tratados (controle negativo), e os eventos (10.000 células) foram adquiridos na
regido que corresponde ao parasito (GARCIA et al., 2013; STEFANELLO, 2014).

4.2.2.16 - Anéalise Estatistica

Os dados mostrados nas tabelas e graficos expressam a média + desvio padrdo (DP) da
média de pelo menos trés experimentos independentes, para todos o0s experimentos celulares,
onde a concentracdo relativa a inibicdo de 50% e 90% do crescimento das células (ICsp e I1Cqy
e CCx) foi obtida a partir da concentracéo-resposta. Os dados foram analisados utilizando o
teste ANOVA (one ou two-way), seguido do teste post test de Tukey ou Bonferroni,
respectivamente, considerando *p < 0,05 significativo. A anélise estatistica foi realizada em
Prism 5 (Graphpad Software, San Diego, CA, EUA, 2007).
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5. 1 - Avaliacdo do Potencial Antibacteriano e Antifungico do Extrato Bruto e Fragdes

obtidas de A. macrocarpon, A. tomentosum e A. pyrifolium.

Os resultados e discussdo descritos abaixo foram publicados no Pharmacology On Line
(2012) e estdo no anexo B no final da tese.

Na analise dos resultados do teste de susceptibilidade microbiana, realizado pelo
método de microdiluicdo foi avaliada a concentracdo inibitoria minima (CIM), e a atividade
foi considerada boa para CIM < 100 ug/mL, moderada para a CIM entre 100 e 500 ug/mL,
fraca para CIM entre 500 e 1000 ug/mL e inativa para CIM > 1000 ug/mL, onde a amostra
teste ndo apresentou inibicdo microbiana até a concentracdo testada. E o CBM e CFM foram
definidos como a menor concentracdo que apresentou subculturas negativas ou somente uma
colénia (HOLETZ et al., 2002).

O extrato bruto etandlico da casca da raiz de A. tomentosum (AT1) demonstrou
atividade antibacteriana fraca sobre S. aureus e B. subtilis (CIM: 1000 e 500 pg/mL,
respectivamente) (Tabela 5) e ndo apresentou atividade contra as leveduras testadas (CIM:
>1000 pg/mL). Para a espécie A. pyrifolium somente a fracdo alcaloidica (AP5.ALC) do caule
apresentou uma atividade moderada com CIM de 125 e 250 pg/mL para S. aureus e B.
subtilis, respectivamente (Tabela 5), e a CBM foi de 1000 pug/mL para ambas as bactérias.
Esta fracdo (AP5.ALC) também demonstrou um atividade fraca contra C. parapsilosis e C.
tropicalis (CIM: 500 pg/mL, para ambas as leveduras) (Tabela 6).

A fracdo acetato de etila (AM4F.A) (CIM: 250 pg/mL) e a fracdo alcaloidica
(AMA4F.ALC) (CIM: 500 pg/mL) do caule de A. macrocarpon apresentaram atividade fraca
para C. parapsilosis (Tabela 6). Os extratos e demais fracbes de A. macrocarpon nao
demonstraram atividade contra as bactérias testadas (CIM >1000 pg/mL).

Contudo, segundo relatos da literatura para a espécie A. macrocarpon foram descritas
atividade contra tripanosomatideos, como apresentado por Mesquita et al. (2005) para o
extrato hexano das folhas de A. macrocarpon contra formas amastigotas de T. cruzi (Clso:
59,2 + 1,2%). E o estudo demonstrado por Mesquita et al. (2007), para o extrato etanolico da
casca da raiz de A. macrocarpon com atividade contra o Plasmodium falciparum (Clso: 4,9 +

1,1 pg/mL).
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Os outros extratos e fracdes das espécies de Aspidosperma descritas neste estudo e ndo
demonstrados nas Tabelas 5 e 6, ndo apresentaram atividades sobre 0s micro-organismos
testados neste trabalho, nas concentracdes e técnica utilizada (CIM >1000 pg/mL).

Resultados semelhantes foram obtidos por Oliveira et al. (2009a) com os extratos brutos
etandlicos da casca do caule de diferentes espécies de Aspidosperma, entre elas A. dispermum,
A. polyneurum e A. pyrifolium que apresentaram CIM > 1000 pg/mL sobre as bactérias S.

aureus, B. subtilis, E. coli e P. aeruginosa.

Tabela 5 - Concentragdo Inibitéria Minima — CIM (ug/mL) de A. tomentosum e da A.
pyrifolium sobre bactérias Gram positiva e Gram negativa.

Concentracao Inibitéria Minima — CIM (pg/mL)

Amostras
S. aureus B. subtilis E. coli P. aeruginosa
AT1 1000 500 >1000 >1000
APS5 FALC 125 250 >1000 >1000
Penicilina 0,019 - - -
Vancomicina - 0,18 - -
Tetraciclina - - 1,57 3,15

ATL1: Extrato etandlico da casca da raiz de A. tomentosum. AP5 F.ALC: Fracéo alcaloidica do extrato
etandlico do caule de A. pyrifolium. Fonte: a autora, 2015.

Tabela 6 - Concentracdo Inibitéria Minima — CIM (ng/mL) das frages de A. macrocarpon e
da A. pyrifolium em espécies de Candida.

Concentracao Inibitéoria Minima — CIM (pg/mL)

Amostras
C. albicans C. parapsilosis C. tropicalis
AM4.F.A >1000 250 1000
AM4.F.ALC >1000 500 500
APS5.ALC >1000 500 500
Nistatina 1,56 1,56 3,12

AM4.F.A: fracdo acetato de etila do caule de A. macrocarpon; AM4.F.ALC: fracdo
alcaloidica do caule de A. macrocarpon; AP5.ALC: fracdo alcaloidica do caule de A.
pyrifolium. Fonte: a autora, 2015.

A atividade antimicrobiana dos extratos e fragbes das espécies de Aspidosperma
testados contra as bactérias Gram positiva, Gram negativa, e espécies de Candida neste

trabalho ndo apresentaram resultados significativos. Embora, resultados da literatura
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descrevam a utilizacdo de espécies de Aspidosperma do Suriname com atividade
antimicrobiana, como a observada para os alcaloides do tipo secamina isolados do caule da
casca da A. marcgravianum Woodson. Os alcaloides secamina: tetrahidro-secamina,
decarbometoxi-tetrahidro-secamina e trés alcaloides indolicos monomeéricos: dihidro-
corinanteol, e os derivados filinos 10,11-dimetoxi-picrafilino e o hidroxi-dimetoxi-picrafilino
foram ativos contra bactérias Gram positiva (S. aureus e B. subtilis) e os alcaloides inddlicos
aspidoscarpina, reserpinina e reserpilina apresentaram acdo contra C. albicans, Aspergillus
niger, P. aeruginosa e E. coli (VERPOORTE; RUIGROK e BAERHEIM, 1982).

De acordo com Verpoorte et al. (1983), os alcaloides isolados da casca da raiz de A.
excelsum Benthy apresentaram atividade contra a bactéria Gram positiva B. subtilis, a melhor
atividade foi para o alcaloide 16-demotoxi-carbonil-tetrahidro-secamina (CIM de 0,07
mg/mL).

Granato et al. (2005) relataram a atividade antibacteriana para o extrato etanélico obtido
da madeira da espécie A. polyneuron que apresentou agdo contra Proteus mirabilis (halo de 21
mm de inibicdo). Enquanto, Ferreira et al. (2003) realizaram um estudo com o extrato
etanolico da raiz, caule e folha de A. polyneuron que foram inativos sobre os micro-
organismos Cladosporium herbarum, Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum,
Trichoderma harzianum, Alternaria sp., Botryosphaeria sp., Pleurotus ostreatus, e contra a C.
albicans.

Outros resultados semelhantes aos relatados na Tabela 5 e 6, foram averiguados por
Tanaka et al. (2006), onde o extrato metanélico da casca do caule da espécie de A. ramiflorum
demonstrou atividade moderada contra B. subtilis (CIM: 250 ug/mL) e S. aureus (CIM: 500
ug/mL), e foram inativos contra E. coli e P. aeruginosa (CIM: > 1000 pug/mL). Entretanto, os
alcaloides bis-inddlicos ramiflorina A e ramiflorina B apresentaram boa atividade contra S.
aureus (CIM: 25 ug/mL) e Enterococcus faecalis (CIM: 50 ug/mL).

Souza et al. (2006) descreveram a atividade dos alcaloides ramiflorina A e B contra
diferentes cepas do fungo Cryptococcus neoformans (CIM: 3,12 - 12,5 ug/mL e CIM: 12,5 —
25 pg/mL, respectivamente).

Segundo Agripino et al. (2004), o extrato bruto etandlico de galhos e folhas de A.
ramiflorum e de A. olivaceum foram inativos contra S. aureus e C. albicans.

Enquanto, Oliveira et al. (2009a) relataram que 0s extratos brutos etandlico de A.

pyricolum e A. olivaceum foram moderadamente ativos contra B. subtilis (CIM/MBC: 125 e
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250 ug/mL e CIM/MBC: 250 e >1000 pg/mL, respectivamente), e inativos para E. coli e S.
aureus.

Neste estudo (Tabela 5 e 6) a CIM demonstrada para o extrato etanolico da casca da raiz
de A. tomentosum (AT1) foi fraca para S. aureus (CIM: 1000 pg/mL) e B. subtilis (CIM: 1000
ng/mL), sendo inativas para as bactérias Gram negativas testadas. Nenhum extrato de A.
tomentosum testado apresentou atividade contra as espécies de Candida.

Segundo relatos da literatura, o extrato etandlico de A4. tomentosum demonstrou
atividade sobre formas tripomastigotas de 7rypanosoma cruzi, € uso etnofarmacolégico como
anti-hiperlip€mico, sendo que a propria populacao cita o uso desta espécie com atengao, em
funcdo dos seus efeitos toxicos (SILVA et al., 2010). Também foi relatada, a agdo
antiproliferativa sobre linhagens de células tumorais humanas (células mamarias e
pulmonares), da fragdo terpénica do extrato diclorometano das partes aéreas de 4. tomentosum
(KOHN et al., 20006).

A fracdo alcaloidica (AP5.ALC) obtida do caule da espécie A. pyrifolium demonstrou
atividade moderada para S. aureus e B. subtilis (CIM: 125 e 250 ug/mL, respectivamente)
(Tabela 9), e atividade fraca contra C. parapsilosis (CIM: 500 pg/mL) e C. tropicalis (CIM:
500 pg/mL) (Tabela 6).

Entretanto, de acordo com a literatura 0S extratos etandlicos da casca do caule, do fruto
e da raiz de A. pyrifolium apresentaram atividade inseticida contra larvas de Plutella xylostella
com taxas de mortalidade de 51,7 + 11,6% para o extrato da casca do caule, de 13,3 + 2,0%
para o extrato da raiz e 11,7 + 3,3% para o0 extrato do fruto. Sub-fracbes obtidas do extrato
etanolico da casca do caule apresentaram 100,0 + 0,0% de mortalidade sobre as larvas P.
xylostella, a atividade inseticida destas sub-fragdes foi relacionada com a presenca dos
alcaloides monoterpenoides inddlicos: aspidofractina, 15-demotoxipirifolina e N-
formilaspidofractina isolados de A. pyrifolium por Trindade et al. (2008).

Apesar dos resultados, apresentados na Tabela 5 e 6 sobre 0s micro-organismos nao
terem sido promissores, a investigacdo da atividade antibacteriana e antifingica destas
especies de Aspidosperma podem ser investigadas novamente, apds realizagdo de nova coleta,
e processamento de extratos, a fim de, averiguar possiveis diferengas na constituicdo quimica
destes. Bem como, o fracionamento mais detalhado, para investigar se a atividade de alguma
substancia isoladamente possa ser maior que o extrato bruto ou a fragdo, frente a esses micro-

organismos, usados neste estudo ou frente a outros fungos ou bactérias.
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Devem-se considerar também os fatores relacionados aos micro-organismos, como por
exemplo, a membrana externa das bactérias Gram negativas, sabe-se que esta representa uma
barreira que impede a penetracdo de diversos antibidticos, e o espaco periplasmatico contém
enzimas que sdo capazes de degradar moléculas exdgenas (TANAKA et al., 2006). Endo et al.
(2012) relataram sobre a presenca de biofilmes produzidos por C. albicans que podem levar a
resisténcia destas leveduras a acdo de agentes antifingicos e de extratos de plantas.

Por isto, estudos relacionados a acdo de plantas, sobre bactérias e fungos sao
continuamente foco de estudos, visando a obtencdo de novas entidades quimicas, seja na
atividade desta e/ou mecanismo de acdo, ou sinergismo com medicamentos padréo sobre os
micro-organismos. Para suprir diversos mecanismos de resisténcia, desenvolvidos pelas

bactérias e fungos aos antibioticos de referéncia.

5.2 - Avaliacdo da Atividade Antileishmania in vitro dos Extratos Brutos de A.
macrocarpon, A. tomentosum e A. pyrifolium Contra Formas Promastigotas de L.

amazonensis, Efeito Citotoxico sobre Células LLCKM, e Indice de Seletividade.

Para avaliagdo da atividade antileishmania, foram selecionados os extratos brutos das
trés espécies de Aspidosperma descritas neste estudo. Sendo testadas também, as fracdes
alcaloidicas do caule da A. macrocarpon e do caule da A. pyrifolium.

Foi considerado para o indice de seletividade (IS) valores maiores que 1 (um), como
representando maior seletividade para a atividade contra o protozoério e valores menores que
1 (um) como apresentando maior toxicidade sobre células de mamiferos, nas analises para as
células LLKCM; e posteriormente, para os macrofagos J774-Al (TIUMAN et al., 2005).

O extrato com o melhor IS foi selecionado para continuacdo dos estudos antileishmania
e quimico bioguiado.

O extrato bruto do fruto de A. pyrifolium foi o extrato com a melhor atividade descrita
neste estudo, com Clso de 18,52 + 7,75 ug/mL, contudo, assim como o extrato da casca do
caule de A. tomentosum, este apresentou um CCsp (28,95 + 4,50 pug/mL) muito préximo a
Clso, embora o valor do indice de seletividade tenha sido maior que um (IS: 1,56) (Tabela 7).
Os demais extratos da espécie A. pyrifolium apresentaram Clsg acima de 250 ug/mL, sobre as
promastigotas de L. amazonensis descritas neste estudo, inclusive a fracdo alcaloidica do
caule (Clsp: 680,00 + 113,14 pg/mL) (Tabela 7).
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De acordo com dados da literatura, os extratos brutos do caule e da casca do caule de A.
pyrifolium foram inativos sobre o protozoario P. falciparum (BOURDY et al., 2004; DE
PAULA; DOLABELA e OLIVEIRA, 2014). Entretanto, os alcaloides aspidospermina e N-
formil-aspidospermidina presentes na A. pyrifolium foram ativos sobre o P. falciparum
(MITAINE-OFFER et al., 2002). Estes dados sugerem que o alcaloide isolado desta espécie é

mais ativo, do que o fitocomplexo sobre este protozoario.

Tabela 7 - Avaliagdo da atividade antiproliferativa sobre formas promastigotas de L.
amazonensis dos extratos brutos e fracbes de A. macrocarpon, A. tomentosum e

A. pyrifolium.
Extrato Bruto e Fracdes/Partes Clso (ug/mL) CCso (ng/mL) IS
Utilizadas Promastigotas LLCMK,
A. macrocarpon - Folhas 100,25 + 14,49 25,90 + 4,37 0,26
A. macrocarpon - Caule 925,00 + 106,1 NR NR
A. macrocarpon - Caule - AM4F.O.1 153,70+ 5,6 238,87 + 10,30 1,55
g'cgﬁ‘fgfccaarpon - Caule - Fracao 166,65 + 7,28 32540+449 195
A. macrocarpon - Casca do Caule 151,5+2,12 989,00 + 67,18 6,52
A. tomentosum - Casca da raiz 160,70 £ 15,13 248,33 + 47,52 1,54
A. tomentosum - Casca do caule 61,50 + 2,12 48,85 + 1,63 0,79
A. tomentosum - Caule 264,40 + 26,73 302,50 + 10,61 1,14
A. tomentosum - Raiz 256,80 + 9,62 415,00 £ 7,07 1,62
A. pyrifolium - Casca do caule 350,00 + 53,03 NR NR
A. pyrifolium - Caule 553,55 + 136,40 NR NR
g\l'cgfg;;?lgjm - Caule - Fracdo 680,00 + 113,14 NR NR
A. pyrifolium - Fruto 18,52 +7,75 28,95 + 4,50 1,56
A. pyrifolium - Flor 336,10 + 19,66 NR NR
A. pyrifolium - Raiz > 1000 NR NR

Legenda: NR: ndo realizado; AM4F.O.1: precipitado orgénico obtido do processo de extracdo do
extrato bruto do caule de A. macrocarpon para obtencdo da fracdo alcaloidica (Fluxograma 2). Fonte:
a autora, 2015.

Como descrito anteriormente neste estudo, Trindade et al. (2008) avaliaram a atividade
inseticida de A. pyrifolium sobre as larvas de Plutella xylostella. O extrato etandlico da casca
do caule resultou em 51,7% de mortalidade sobre as larvas, quando comparado com o extrato
do fruto e raiz. Entretanto, a fracdo alcaloidica da casca do caule de A. pyrifolium que contém

os alcaloides indolicos monoterpenos aspidofractina, 15-demotoxi-pirifolina e o N-formi-



117

aspidofractina (ARAUJO JUNIOR et al., 2007) apresentaram 100% de mortalidade sobre as
larvas de P. xylostella (TRINDADE et al., 2008). Torres, Barros e Oliveira (2001) relataram
gue o extrato aquoso da casca do caule de A. pyrifolium também produziu 100% de
mortalidade nas mesmas larvas.

O segundo extrato mais ativo sobre formas promastigotas de L. amazonensis descrito
neste estudo, foi o da casca do caule de A. tomentosum, com Clso de 61,50 + 2,12 pg/mL,
contudo o IS foi menor que 1 (IS: 0,29), pois a CCs (48,85 + 1,63 pg/mL) foi menor que a
atividade deste extrato sobre o parasito. Outro extrato, com atividade interessante foi o da
casca da raiz de A. tomentosum com Clsg de 160,70 + 15,13 pg/mL e IS de 1,54 (Tabela 7).

De acordo com Kohn et al. (2006), o extrato bruto diclorometano das partes aéreas de A.
tomentosum apresentou atividade antiproliferativa citocida de 46% sobre as células tumorais
da linhagem MCF7 (mama), em uma concentracao dose-dependente.

Um levantamento etnobotanico avaliou o uso de espécies pela populacdo como anti-
hiperlipémicas e anorexigena, a planta mais citada foi a A. tomentosum. Contudo, 0sS
entrevistados relataram que a planta deveria ser utilizada em pequenas quantidades por dia,
devido aos efeitos toxicos (SILVA et al., 2010).

Segundo Dolabela et al. (2012) o extrato etandlico da madeira, folhas e frutos de A.
tomentosum apresentaram atividade sobre o protozoario P. falciparum, com Cls, de 26,5,
23,75 e 20,52 ng/mL, respectivamente.

Por fim, o extrato bruto da casca do caule de A. macrocarpon demonstrou ser um dos
mais promissores, considerando a atividade frente ao parasito com Clsg de 151,5 + 2,12
ug/mL e o IS de 6,52 predizendo uma toxicidade relativa maior para o parasito, do que para a
linhagem de células LLCKM; (CCsy: 989,00 + 67,18 pug/mL). O extrato das folhas de A.
macrocarpon apresentou Clso de 100,25 + 14,49 ug/mL, e CCsp de 25,90 + 4,37 ug/mL, e o
IS foi inferior a 1 (IS extrato folhas: 0,26) demonstrando maior toxicidade para a célula do
que para o parasito.

Segundo Mesquita et al. (2005), o extrato bruto hexanico das folhas de A. macrocarpon
avaliado contra amastigotas de T. cruzi apresentou Clsy de 59,2 + 1,2 ug/mL. Em outro
estudo, os autores avaliaram o extrato etanélico da casca da raiz de A. macrocarpon contra 0
P. flaciparum que apresentou Clso de 4,9 ug/mL, com IS de 16,2 avaliados sobre células
pulmonares humanas (MESQUITA et al., 2007).

As fracbes foram obtidas pelo processo de isolamento de alcaloides do extrato bruto do
caule de A. macrocarpon (AM4F.O.1 - Clsp: 153,70 + 53,60 ug/mL; Fracdo alcaloidica - Clsg:
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166,65 + 7,28 ng/mL) demonstrando maior atividade sobre o parasito, do que o extrato bruto
do caule de A. macrocarpon (Clsp: 925,00 + 67,18 ug/mL) (Tabela 9). Apesar da Clsy da
fracdo alcaloidica ser menor do que o apresentado pelo extrato bruto, por se tratar de fracdo
com a presenca majoritaria de alcaloides, esperava-se uma acao melhor sobre os parasitos.
Como o observado por Tanaka et al. (2007), para o extrato alcaloidico (DLso de 47 + 1
ug/mL) da casca do caule de A. ramiflorum sobre formas promastigotas de L. amazonensis,
que foi menos ativo, do que os alcaloides isolados ramiflorina A (DLso de 16,3 + 1,6 ug/mL)
e ramiflorina B (DLso: 4,9 £ 0,9 pug/mL).
Cunha et al. (2012), também evidenciaram a atividade antileishmania das fracGes
alcaloidicas do caule e folhas de A. ramiflorum sobre promastigotas de L. amazonensis.
Grande parte do estudo bioldgico envolvendo espécies de Aspidosperma atribui as
atividades bioldgicas aos alcaloides inddlicos, muitos destes relataram a acdo dos extratos,
fracdes e alcaloides isolados sobre protozoarios, como o P. falciparum. Entre, o relato de uso
popular das Aspidosperma destacou-se 0 uso sobre problemas cutaneos e febris, e por isto ha
relatos e interesse continuo no estudo das espécies vegetais deste género em Leishmania spp.
Com base na explanacdo dos dados da Tabela 7 descritos acima, foi selecionado para
continuacdo dos estudos sobre a atividade antileishmania e quimico bioguiado o extrato bruto
da casca do caule de A. macrocarpon, por este apresentar o melhor IS, comparado com 0s
demais extratos e fracOes testadas.

5.3 - Estudo Quimico do Extrato Etandlico e FracGes da Casca do Caule de A.

macrocarpon

O extrato bruto etanolico da casca do caule de A. macrocarpon foi selecionado a partir
do estudo microbioldgico bioguiado (item 5.2), para realizacdo do fracionamento. Foram
obtidas como descrito anteriormente (item 4.1.7, Fluxograma 6), a fracdo hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol.

A CCD na Figura 14 revelada com o reagente de anisaldeido (imagem A) apresentou
manchas que podem estar relacionadas aos principios ativos como esteroides, 6leos essenciais
ou terpenos, saponinas agliconas e substancias fenolicas (JORK et al., 1990; WAGNER,;
BLADT, 1996;WALL, 2005). Assim como, o reagente de vanilina sulfdrica (CCD B), este

quando em contato com moléculas organicas na CCD originam manchas coloridas que podem
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ser indicativas de alcaloides, substancias fendlicas, 6leos essenciais e esteroides (JORK et al.,
1990; WAGNER; BLADT, 1996;WALL, 2005).

Figura 14 - Cromatografias em camada delgada (CCD) do extrato bruto etandlico (EB) e das
fracdes: hexano (H), cloroférmio (C), acetato de etila (A) e metanol (M) obtido
da casca do caule da A. macrocarpon.

Legenda: Fase movel (FM) utilizada para as CCDs: Cloroférmio:Metanol (9:1), sendo a CCD Ae C
coeluidas duas vezes nesta FM, a CCD B uma vez e a CCD D 3 vezes. (A) Revelador de Anisaldeido,
(B) Revelador Vanilina Sulfarica, (C) Revelador de Dragendorff, (D) Revelador de Reagente NP-
PEG. Fonte: a autora, 2015.

Estes reagentes sdo comumente utilizados em analise qualitativa de CCDs como
reveladores, sdo considerados reagentes universais por revelarem diversos grupos de
moléculas orgéanicas, formando corantes do tipo trifenilmetano (JORK et al., 1990;
WAGNER; BLADT, 1996;WALL, 2005).

A fim de identificar de maneira mais especifica, determinado grupo de substancias,
utilizou-se o reagente de Dragendorff na CCD C da Figura 14, este reagente € utilizado para
visualizacdo de substancias organicas nitrogenadas, como os alcaloides (JORK et al., 1990;
CHAVES, 1997). Na CCD C foi possivel verificar a presenca de manchas alaranjadas em
especial no extrato bruto etandlico da casca do caule de A. macrocarpon, na fracdo
cloroférmio e metandlica. A mancha marrom visualizada na CCD C, referente a fracdo
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acetato de etila, j& demonstrava esta coloracdo antes da revelagdo com o reagente de
Dragendorff.

Outra CCD do extrato e das fracOes da casca do caule de A. macrocarpon, apos, ser
eluida foi revelada com o reagente de NP-PEG (Figura 14 — CCd D). Este reativo
normalmente é utilizado para identificacdo de flavonoides, em particular na presenca da
quercetina, mirecetina e derivados 3- ou 7-O-glicosideos, onde apresentam manchas de
coloracdo de amarelo a alaranjado (ANDERSEN; MARKHAN, 2006). A CCD D (Figura 14)
apresentou mancha de coloracdo alaranjada para o extrato bruto etandlico, para fracdo
cloroférmio, fracdo metanol e para a fracdo acetato de etila, sendo negativo para fragéo

hexanica.

5.3.1 - Prospeccdo Fitoquimica do Extrato Bruto e Fracdes da Casca do Caule de

A. macrocarpon

Para os ensaios de prospeccao fitoquimica foram utilizados o extrato bruto etandlico da
casca do caule de A. macrocarpon e suas fragdes hexano (F.H), cloroférmio (F.CHCIy),
acetato de etila (F.A) e metanol (F. MeOH), a fim de caracterizar de forma qualitativa a
presenca dos grupos de metabolitos secundéarios, através de reacOGes de precipitacdo e
coloracdo caracteristicas (metodologias descritas no Anexo A).

Na Tabela 8 estdo descritos os resultados, que foram positivos para a presenca de
compostos fendlicos, taninos e flavonoides, tanto para o extrato bruto da casca do caule de A.
macrocarpon, quanto para as fragdes F.CHClI3, F.A e F.MeOH.

Os ensaios para determinacdo da presenca de alcaloides foram positivos para o extrato
bruto e para as fracbes F.CHCI3; e F.MeOH. Enquanto, a presenca de esteroides foi positiva
para o extrato bruto e as fracbes F.H, F.CHCI3; e F.MeOH (Tabela 8).

Os dados supracitados, sobre a presenca qualitativa de esteroides no extrato bruto e
fracOes da casca do caule de A. macrocarpon, coincidem com os relatos descritos na literatura
para o caule de A. macrocarpon, da qual foi isolado a mistura de esteroides estigmasterol,
sistosterol e campesterol (AQUINO, 2012).

Os resultados para presenca de alcaloides na prospeccéo fitoquimica corrobora com o
visualizado na CCD C da Figura 14, onde foi verificada a presenca de manchas alaranjadas,
apos revelagdo com o reagente de Dragendorff, em especial para a fracdo F.CHCI3; e F.MeOH.

Os alcaloides sdo considerados marcadores quimiotaxondmicos das espécies de

Aspidosperma, como ja descrito anteriormente neste estudo. De acordo com dados da
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literatura foram isolados alcaloides indodlicos da semente, da casca do caule e das folhas da A.
macrocarpon (FERREIRA FILHO et al., 1966; MITAINE et al., 1996; BANNWART et al.,
2013a).

Tabela 8 - Prospeccdo fitoquimica do extrato bruto etandlico da casca do caule de A.
macrocarpon e suas fracdes (hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol).

Anédlise Qualitativa EB-AM-cc  F.H. F.CHCI; F.A F.MeOH
Fendis e Taninos P N P P P
Antocianinas e Antocianidinas N N N N N
Leucoantocianidinas N N N N N
Flavonas, Flavonois,

Flavononas, Flavononois e P N P P P
Xantonas

Chalconas e Auronas N N N N N
Catequinas N N N N N
Alcaloides P N P N P
Esteroides P P P P N
Triterpenos N N N N N
Saponinas N N N N N
ég:rr]zcgiur:gsonas, Antronas e N N N N N

Legenda: P — positivo; N — negativo; EB-AM-cc: extrato bruto etandlico da casca do caule
de A. macrocarpon; F.H.: fracdo hexano; F.CHCl3: fracdo cloroférmio; F.A.: acetato de etila;
F.MeOH: fracdo metanol. Fonte: a autora, 2015.

A presenca de substancias fendlicas como os metabdlitos secundarios da classe dos
flavonoides foram positivos na analise qualitativa para o extrato bruto e fracdes CHCl3, F.A e
F.MeOH da casca do caule de A. macrocarpon (Tabela 8), assim como foram caracterizados
de forma qualitativa na CCD D (Figura 14), depois da revelacdo com reagente de NP-PEG.

Os flavonoides tambem foram isolados de espécies de Aspidosperma, embora seja
escasso 0 relato desta classe de substdncias na literatura para as espécies do género
Aspidosperma. Como o descrito por BANNWART et al (2013a; 2013b) que isolaram pela

primeira vez das folhas de A. macrocarpon o flavonoide quercetina 3-O-a-L-raminopiranosil

(1’>’= 6°”)-B-glucopiranosideo (rutina).
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5.3.2 - Fracéo Cloroférmica da Casca do Caule de A. macrocarpon

Com base nos resultados dos estudos bioguiados para atividade antileishmania descritos
posteriormente (item 5.4), a fracdo cloroférmica obtida da casca do caule de A. macrocarpon,

foi selecionada e fracionada para busca das substancias ativas (Fluxograma 7).

5.3.3 - Isolamento da F.153-172 obtida da Fracédo Cloroférmica da Casca do Caule

de A. macrocarpon

As fragdes F.153-157, F.158-160, F.161-162, F.163-172, apos revelacdo da CCD com
reagente de Dragendorff (Fluxograma 7), apresentaram manchas alaranjadas, sugerindo a
presenca de substancias alcaloidicas. Entdo, estas fracfes foram reunidas e originaram a
fragdo codificada de F.153-172 com rendimento de 14,43% (288,6 mg), quando comparada
com a quantidade da fragcdo F.CHCI; utilizada no fracionamento. A fragdo F.153-157 e a
F.163-172 foram submetidas ao ensaio antileishmania (item 5.4).

A fracdo F.153-172 foi submetida ao fracionamento por CCDP, e apresentou uma
mancha Unica em linha, indicada com as setas na Figura 15, sugestiva de alcaloide devido a
presenca da coloracdo alaranjada, ap6s revelagdo com reagente de Dragendorff. ApoOs
separacdo, esta foi encaminhada para anélises de RMN de *H e *C. A amostra foi codificada

com a mesma sigla da fracdo de origem: F.153-172.

Figura 15 - Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) da subfragdo F.153-172
isolada da fragdo F.CHCI; da casca do caule de A. macrocarpon.

Legenda: Fase movel utilizada para a CCD: Cloroférmio:Acetato de Etila:Metanol (1:4:1). (A) Luz
ultravioleta - 254 nm, (B) faixa alaranjada - Revelador de Dragendorff, faixa branca, separadas por
linhas cinzas - local onde foi raspada a silica para recuperagdo da amostra. Flechas pretas indicam a
faixa sugestiva do alcaloide de interesse. Fonte: a autora, 2015.
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5.3.3.1 - Caracterizagdo Quimica da Amostra F.153-172 Isolada da Fragéo

Cloroférmio da Casca do Caule de A. macrocarpon

A amostra F.153-172 é soltuvel em cloroférmio, apresenta aspecto amorfo e coloragao
amarelo/castanho, foi isolada da subfracdo F.153-172 obtida da fracdo F.CHCI; da casca do
caule de A. macrocarpon, e apresentou rendimento de 0,1% (62,3 mg), em relacdo a porgédo
do extrato bruto da casca do caule de A. macrocarpon fracionada (70 g). A F.153-172 foi
submetida & analise de RMN de 'H e *C.

Os deslocamentos quimicos obtidos nos espectros de *H e **C da F.153-172 foram
comparados com os descritos na literatura para o alcaloide de nucleo inddlico do tipo
copsano, denominado de copsanona (Tabelas 9 e 10 e Figuras 16, 17 e 18) (MAGNUS et al.,
1984; BANNWART, 2012).

No espectro de *H foram observados sinais de deslocamentos quimicos de hidrogénios
metinicos do anel aromatico pertencente ao nucleo indolico, os 6y foram em 7,30 (ddd; J =
0,6; 1,4; 7,3; 1H); referente ao H9, &4 em 6,79 (td; J =1,0; 7,4 1H) do H10; o4 em 7,06 (td; J
=1,3; 7,7; 1H) para o H11 e 34 em 6,67 (dt; J = 0,7; 7,8; 1H) para o H12. Outros sinais de
hidrogénios metinicos foram observados com & em 2,57 (ddd; J = 1,9; 4,9; 10,6; 1H); 2,69
(dt; J =1,4; 10,9; 1H) e 3,38 (d; J = 2,1; 1H), referentes aos hidrogénios 6, 16 e 21, estes
encontram-se mais desblindados que os demais hidrogénios, pela posi¢do o ao nitrogénio e ao
carbono da carbonila na cadeia ciclica alquilica (Tabelas 9). Além destes, também foram
observados os hidrogénios metilénicos H5 (dd; J = 4,9; 9,6; 1H), H5” 3,51 (t; J =9,9; 1H) e
H3 3,03 (m; 2H) préximos ao nitrogénio 4 (Tabela 9 e Figuras 16, 17 e 18).
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Tabela 9 - Dados de RMN de *H (300 MHz, Cloroférmio-d) para a fracdo F.153-172,

comparados com valores descritos na literatura para copsanona, demonstrada
abaixo.

5 O 3

14
10 15
11
12 T 18
H
Hidrogénio Fasaare Sopearore
3 3,03 (m; 2H) 3,02 (m)
5 3,13 (dd; J =4,9; 9,6; 1H) 3,14 (dd; J=5,1; 9,9)
5 3,51 (t; J=9,9; 1H) 3,45 (t; J=9,9)
6 2,57 (ddd; J=1,9; 4,9; 10,6; 1H) 2,42 (ddd; J=1,8;5,1; 9,9)
9 7,30 (ddd; J=0,6; 1,4; 7,3; 1H) 7,34 (dd,J=1,2;7)5)
10 6,79 (td; J =1,0; 7,4 1H) 6,70 (td, J=0,9; 7,5)
11 7,06 (td; J=1,3; 7,7; 1H) 6,99 (td; J=1,2; 7,5)
12 6,67 (dt; J=0,7; 7,8; 1H) 6,63 (d; J=7,5)
14 - 1,27 - 1,36 (M)
14' - 1,83 -1,92 (m)
15 - 1,31 - 1,40 (m)
15' - 1,50 (dt; J = 3,0; 13,5)
16 2,69 (dt; J=1,4; 10,9; 1H) 2,65 (dt; J=1,2; 10,8)
17 1,63 1,74 (m)
17 2,04 (d; J=15,4; 1H) 2,02 (dd; J = 3,0; 15,0)
18 - 1,66 — 1,89 (m)
19 - 1,29 - 1,35 (m)
21 3,38 (d; J=2,1; 1H) 3,37 (d; J=1,8)
1,96 — 1,30 (m) -

*Deslocamentos quimicos em ppm (84) com referéncia ao sinal residual do cloroférmio-d e constantes
de acoplamento (J, entre parénteses) em Hz. 'Bannwart (2012). Fonte: a autora, 2015.



Figura 16 - Espectro de RMN de *H da fragdo F.153-172 (300 MHz, Cloroférmio-d) (A) espectro total, (B) expansdes e (C) copsanona.
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Figura 17 - Expans6es do espectro de RMN de *H da fragdo F.153-172 (300 MHz, Cloroférmio-d) e estrutura quimica da copsanona.
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Figura 18 - Expans6es do espectro de RMN de *H da fracdo F.153-172 (300 MHz, Cloroférmio-d) e estrutura quimica da copsanona.
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Os demais sinais de deslocamentos quimicos referentes aos hidrogénios metilénicos
alifaticos (H14, H14’, H15, H15°, H17, H17°, H18 e H19) ndo foram discriminados para a
F.153-172, pois a regido que estes foram descritos na literatura é também uma regido tipica de
hidrogénios metilénicos (& entre 1,2 e 1,8) de cadeia alquilica de hidrocarbonetos de graxa,
que podem estar presentes na F.153-172 sobrepondo os sinais (Tabela 9 e Figuras 16, 17 e 18)
(PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2012).

Os sinais de hidrogénios com & entre 1,96 e 1,30 (Tabela 9) representa a regido
supracitada e também foi descrita para a copsanona por Magnus et al. (1984) que relatou a
presenca de deslocamentos quimicos referentes a 9 hidrogénios na regido entre 1,90 e 1,20
ppm (m).

Os espectros de *C e DEPT 135 e 90 da F.153-172 (Tabelas 10 e Figuras 19 e 20)
evidenciaram sinais relacionados aos carbonos aromaticos com 6 de 123,1 (C9), 119,8 (C10),
127,9 (C11), 111,1 (C12) e os sinais dos carbonos aromaticos quaternario com 6 em 133,8
(C8) e 150,9 (C13). Em & de 218,3 foi verificado a presenca do carbono da carbonila (C22).

Os carbonos metilénicos em posicdo o ao nitrogénio da cadeia ciclica alquilica
apresentaram 6 em 46,8 (C3), 54,4 (C5) e 70,5 (C21) mais desblindados quando comparados
aos demais carbonos metilénicos da cadeia ciclica alquilica (C14, C15, C17, C18, C19 e C20)
(Tabela 10 e Figuras 19 e 20). Os carbonos metinicos em posi¢do o ao carbono da carbonila
apresentaram deslocamentos quimicos em 57,5 (C6) e 52,5 (C16) ppm, e o hidrogénio
metinico C2 com & de 69,7 devido a posi¢do a. ao nitrogénio da anel indélico (Tabela 10). Os
sinais dos carbonos visualizados no DEPT 135 e 90 (Figura 20) auxiliaram nas atribui¢fes da
posicao dos carbonos.

Os deslocamentos quimicos de *H e **C apresentados para a F.153-172 (Tabelas 9 e 10)
foram compativeis com os relatados da literatura para a copsanona (MAGNUS et al., 1984;
BANNWART, 2012). Pode-se sugerir que a F.153-172 é constituida majoritariamente pela
substancia (£) copsanona.

O alcaloide copsanona ja foi descrito na literatura para a espécie A. macrocarpon, sendo
isolado das cascas do caule e das folhas desta especie (FERREIRA FILHO et al., 1966;
PEREIRA et al., 2007; BANNWART, 2012). Além da copsanona foram isolados outros
alcaloides inddlicos com ndcleo copsano da A. macrocarpon como a copsanona-N-oxido,
copsanol, copsanol-N-éxido, 18-epicosanol, lactamaepicosanol, copsinina. Entre outros
alcaloides, como a vicadiformina e a ervinceina (MITAINE et al., 1996; FERREIRA FILHO
etal., 1966; PEREIRA et al., 2007; BANNWART, 2012).
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Tabela 10 - Dados de RMN de *C e DEPT 135 e 90 da fragdo F.153-172 (75 MHz,
cloroférmio-d), comparados com valores de deslocamentos quimicos descritos
na literatura para copsanona, demonstrada abaixo.

50 3

14
10 15
11
12 T 18
H
Carbono F.153-172 Copsanona’
dc* dc*(CD30D)
2 69,7 70,5
3 46,8 47,6
5 54,4 55,0
6 57,5 58,7
7 63,3 64,6
8 133,8 134,8
9 123,1 123,8
10 119,8 120,2
11 1279 128,9
12 1111 111,8
13 150,9 153,0
14 15,6 16,2
15 34,1 34,7
16 52,5 53,5
17 33,8 34,4
18 24,3 24,2
19 36,5 37,4
20 29,9 32,1
21 70,5 71,6
22 218,3 220,2

*Deslocamentos quimicos em ppm (3y4) com referéncia ao sinal residual do cloroférmio-d.
'Bannwart (2012). Fonte: a autora, 2015.



Figura 19 - Espectro de RMN de *3C da fracdo F.153-172 (75 MHz, Cloroférmio-d), (A) espectro total (B) expansdes, (C) copsanona.
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Figura 20 - Espectro de RMN de **C (A) e DEPT 135 e 90 (B) da fracio F.153-172 (75 MHz, Cloroférmio-d), (C) copsanona.
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5.4 - Avaliacdo da Atividade sobre Formas Promastigotas e Amastigotas Axénica de L.
amazonensis, Efeito Citotoxico em Macrofagos J774-Al e indice de Seletividade do
Extrato Bruto, Fracdes e Substancias lIsoladas da Casca do Caule de A.

macrocarpon.

As fragdes hexano (F.H), cloroférmio (F.CHCI3), acetato de etila (F.A) e metandlica
(F.MeOH) obtidas do extrato bruto da casca do caule de A. macrocarpon (Fluxograma 6)
foram avaliadas nos ensaios antiproliferativos sobre formas promastigotas e amastigotas
axénicas de L. amazonensis.

As fracBes mais ativas sobre as formas promastigotas de L. amazonensis foram a fracdo
F.CHCI; e a F.A, com Clsg de 29 ug/mL para ambas. A F.MeOH apresentou Clsy de 173,5
ug/mL, enquanto, que a F.H foi inativa nas concentracfes utilizadas neste estudo (Clsp >
1000) (Tabela 11).

De acordo com o demonstrado no Fluxograma 7, das 38 fragdes isoladas da F.CHClI3
algumas delas apresentaram positividade na presenca do reagente de Dragendorff, indicando a
possibilidade de ser substancia alcaloidica. As fracbes foram selecionadas com base nas
diferengas que demonstraram na CCD, para a avaliagdo da atividade sobre formas
promastigotas de L. amazonensis nas concentracdes de 100, 50 e 10 ug/mL, e se necessario
foram utilizadas concentragdo menores. Este ensaio bioguiado foi realizado a fim de encontrar
uma ou mais substancias ativas presentes nas fracoes.

Contudo, nos resultados apresentados para as substancias positivas ao reagente de
Dragendorff (Fluxograma 7) selecionadas (F-153-157; F-163-172; F-310-315; F-316-320; F-
321-325; F-326-328) para o ensaio antiproliferativo sobre promastigotas de L. amazonensis
ndo apresentaram atividade significativa, quando comparadas a Clso de 29 ug/mL da
F.CHClIs, da qual foram isoladas (Tabela 11).

A copsanona (item 5.3.3.1) (Clso: 31,77 £ 1,85 pg/mL) ndo demonstrou atividade
significativa sobre as formas promastigotas de L. amazonensis, quando comparado a atividade
da fracdo de origem (Tabela 11). Quando avaliada frente & forma amastigota axénica de L.
amazonensis a copsanona apresentou Clso de 94,24 + 6,87 ug/mL, e sobre os macr6fagos
J774-A1 demonstrou CCsp de 393,63 + 3,39 ug/mL (IS de 12,39 para formas promastigotas, e
um IS de 4,18 para amastigotas), caracterizando maior seletividade para o parasito do que

para as células (Tabela 11).
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Tabela 11 - Atividade antiproliferativa do extrato bruto, fracGes e substancia isolada sobre
formas promastigotas e amastigotas axénicas de L. amazonensis, agdo citotoxica
sobre macrofagos J774-Al e IS.

o 1Ay Promasteerss 15 PR s
CCo(ug/ml)  Clp(ug/ml)  CCx/Clsy  Clao(ug/ml)  CCsy/Clsg

EB-AM-cc 57004556  151,5+ 2,12 3,76 78,00 + 8,48 731
F.H NR > 1000 NR NR NR
F.CHCI, 40+ 15 29,00 + 1,65 1,40 88,78+ 5,93 0,50
F.A 63374062 29,50 +0,95 2,15 23,80 + 0,28 2,66
F.MeOH NR 1735 + 3,23 NR 90,95 + 5,72 NR
F-03 NR > 100 NR NR NR
F-12-21 NR > 100 NR NR NR
F-25-29 NR > 100 NR NR NR
F-45-47 NR > 100 NR NR NR
F-50-62 NR > 100 NR NR NR
F-63 NR 91,31 + 3,23 NR NR NR
F-82-87 NR 30,40+ 1,25 NR NR NR
F-105-106 NR > 100 NR NR NR
F-111-112 NR > 100 NR NR NR
E;;r}goptdo NR > 100 NR NR NR
F-128-132 NR 25,88 + 2,22 NR NR NR
F-148-152 NR 34,25 + 1,66 NR NR NR
F-153-157 NR 40,66 + 1,98 NR NR NR
F-163-172 NR 105,75 + 2,74 NR NR NR
E;;r?foptdo NR > 100 NR NR NR
F-193-202 NR 57,37 + 0,23 NR NR NR
F-203-222 9807+072 2314008 42,45 4,32 +0,95 22,70
F-223-232 NR 69,70 + 3,17 NR NR NR
F-233-248 NR > 100 NR NR NR
F-250-255 NR > 100 NR NR NR

Continua
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continuacdo Tabela 11

F-256-260 NR 88,52 + 6,24 NR NR NR
F-261-268 NR 49,45 + 2,57 NR NR NR
F-269-272 NR 63,92 + 4,32 NR NR NR
F-281-300 NR 95,563 +£5,73 NR NR NR
F-305-306 NR 113,04 + 6,97 NR NR NR
F-307-309 NR 64,16 + 2,53 NR NR NR
F-310-315 NR 98,28 + 3,39 NR NR NR
F-316-320 NR 89,74 £ 7,40 NR NR NR
F-321-325 NR > 100 NR NR NR
F-326-328 NR 51,59 + 2,06 NR NR NR
F-331-335 NR 62,16 + 4,28 NR NR NR
F-336-337 NR 54,38 +£2,43 NR NR NR
F-346-349 NR 71,55+ 8,79 NR NR NR
F-361-365 NR 99,70 + 4,44 NR NR NR
F-371-375 NR 65,88 + 7,98 NR NR NR
F-376-385 NR 58,42 + 7,21 NR NR NR
F-406-410 NR > 100 NR NR NR
F-421-426 NR > 100 NR NR NR
Copsanona 393,63 + 3,39 31,77 +1,85 12,39 94,24 + 6,87 418
Anfotericina B 3,17+ 0,74 0,1+0,01 31,70 NR NR

Legenda: Anfotericina B: controle positivo; EB-AM-cc: extrato bruto da casca do caule de A.
macrocarpon; F.H: fracdo hexano; F.CHCI;: fracdo cloroférmio; F.A: fracdo acetato de etila;
F.MeOH: fracdo metanolica. F- sdo frages obtidas do fracionamento da F.CHCI; (Fluxograma 7).
NR: ndo realizado. Fonte: a autora, 2015.

Embora, os IS para a copsanona, neste estudo foi maior que 1, a atividade desta ndo foi
promissora. Bannwart et al. (2013b) testou este alcaloide para a atividade antiproliferativa em
células de linhagens tumorais humanas, e apresentou a citotoxicidade da copsanona isolada do
extrato metanolico das folhas de A. macrocarpon, com Clsy de 8,7 pg/mL sobre células
leucémicas.

Kam et al. (1999) descreveram a atividade antileishmania dos alcaloides da Kopsia
griffithii. Das folhas desta espécie foram extraidos os alcaloides indolicos copsamina,
copsamina-N-(4)-6xido, copsinina, e da casca do caule foi isolado a copsinina N(4)-6xido.
Para os alcaloides com ndcleos indélicos tipo copsano, ndo foi verificado nenhuma atividade

sobre as promastigotas de L. donovani.
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5.5 - Caracterizacdo Quimica da Fracdo F.203-222 lIsolada da fracdo Cloroférmica
(CHCI;) da Casca do Caule de A. macrocarpon

A fracdo F.203-222, um sdélido amorfo, de coloracdo amarelo/castanho (51 mg), foi
selecionada para identificagdo dos constituintes quimicos, por apresentar a melhor atividade
contra as formas evolutivas de L. amazonensis (item 5.4) quando comparada com as outras
fracdes testadas, e IS alto (Tabela 11). Devido ao baixo rendimento, a fracdo F.203-222 néo
foi submetida a um fracionamento, mas encaminhada para anélises espectrais de IV e RMN.

A fracdo F.203-222 foi submetida a analise espectroscépica na regido do infravermelho
(1V) (Figura 21). O espectro no IV apresentou uma banda larga em 3360 cm™ caracteristica de
O-H em ligacdo de hidrogénio inter- ou intramolecular. O estiramento forte em 1746 cm™
sugere a presenca da funcdo éster. Esteres alifaticos simples possuem uma banda muito forte
do grupo C=0, que aparece entre 1750 e 1735 cm™ caracteristico de deformacdo axial.
Hidrogénios metilénicos (—CH,—) originam duas bandas de estiramento C-H, séo
deformacdoes axiais modo simétrico e outro assimétrico. O momento dipolar do modo
assimétrico é maior, gerando uma banda de intensidade maior (2926 cm™) enquanto, que o
modo simétrico tem menor intensidade (2853 cm™). Estiramentos bem intensos foram
visualizados para F.203-222 em 2912 e 2862 cm™ (Figura 21) (LOPES; FASCIO, 2004;
PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2012; SAMMAIAH;
PADMAJA; PRASAD, 2014).

Figura 21 - Espectro na regido do infravermelho da fracdo F.203-222.
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Fonte: a autora, 2015.
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De acordo com Hernandez-Galicia et al. (2007), uma mistura constituida por 1-
monoacilglicerois isolada da raiz da espécie vegetal Ibervillea sonorae apresentou bandas de
absorcéo no IV em 3412, 2921, 2850, 1725, 1462, 1365, 1220, 1179 e 720 cm™.Assim como
as visualizadas para a F.203-222, na regido do IV (Figura 21).

Segundo dados da literatura para ésteres alquilicos € comum ocorrer absor¢do intensa
entre 1210 e 1163 cm™ referente & deformagéo axial de C—-O e bandas em 1465 e 720 cm™
correlacionadas as vibracdes de CH,. Enquanto, na regido de 1372 cm™ observa-se vibracio
simétrica de CH3 (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2012; SAMMAIAH; PADMAJA;
PRASAD, 2014).

A interpretacdo do espectro de RMN de '*H (500 MHz, Cloroférmio-d/Metanol-d,)
(Tabela 12; Figuras 22 e 23) da fragdo F.203-222 apresentou dois duplos dupletos em Sy
4,10 (dd, J=11,4 e 4,8) e dn1p 4,06 (dd, J=11,3 e 6,1) e outros duplos dupletos em &3, 3,58 (dd,
J=11,4 e 4,5) e du3p 3,53 (mM). Estes conjuntos de duplos dupletos, de acordo com dados
descritos na literatura, sdo caracteristicos de esteres de glicerol, especificamente do tipo 1-
monoacilglicerois (KHARCHAFI et al., 2006; HERNANDEZ-GALICIA et al., 2007). Em funcdo
do carbono 2 (C2) do glicerol apresentar um centro esterogénico, cada hidrogénio metilénico
vizinho a este apresentara um sinal diferente no espectro, ou seja, como néo ha elementos de
simetria, os hidrogénios do grupo metileno sdo diastereotopicos (PAVIA et al., 2010;
SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2012). O sinal do hidrogénio ligado ao carbono 2
(C2) do glicerol apresentou o2, de 3,82 ppm (m).

Segundo Knothe e Kenar (2004) hidrogénios ligados a carbono acilico (-CH,—CO,-)
apresentam & entre 2,0 e 2,1 e hidrogénios de grupos metilas terminais possuem & entre 0,8 e
0,9. Enquanto, que os hidrogénios metilénicos (CH;) de cadeia alquilica saturada tém & entre
12e1l4.

Estes dados corroboram com os visualizados na Tabela 12 e Figuras 22 e 23, para 0s
deslocamentos de hidrogénios da F.203-222, onde se observou um & em 2,31 (t, J=7,5)
referente aos hidrogénios metilénicos ligados ao carbono o a carbonila. Deslocamentos
quimicos dos hidrogénios metilénicos posicionados em [ e y a carbonila apresentaram & em
1,58 (m) e 6 1,50 (m), os demais sinais de hidrogénios metilénicos apresentaram um singleto

largo (sl) em & 1,22.



Tabela 12 - Dados de RMN de *H da fragdo F.203-222 (500 MHz, Cloroférmio-d/Metanol-ds), comparados com valores de deslocamento quimico descritos
na literatura para a estrutura 2,3-dihidroxipropil alcanoato (1-monoacilglicerol), demonstrada abaixo (com exce¢do da substancia 4).

H H(He o H( He
I D
Ho/T3 2 ‘li\o/%\ (|:5/ N | ~ en
H H(H1 | = | chs
OH H H_H7)
H F.203-222 mg/lniggcj:irIZI(ijge}';)is Substéncia 1 Substéncia 2 Substéncia 3 Substancia 4
o* S on* on* on* ou*

Hla, OCH, 4,10 (dd, J=11,4e4,8) 4,19 (dd, J=11,4 e 4,9) 4,19 (m) 4,18 (dd, J=11,6 e 5,3) 4,15 (m) 4,13 (m — 4H, CH,0)
H1b, OCH, 4,06 (dd, J=11,3 e 6,1) 4,14 (dd, J=11,5 e 6) _ 4,13 (dd, J=11,6 € 5,8) _ 4,01 (m- 2H, CHOH)
H2a, CH 3,82 (m) 3,93 (m) 3,93 (m) 3,92 (m) 3,91(m) -
H3a, OCH, 3,58 (dd, J=11,4 e 4,5) 3,70 (dd, J=11,5 e 4) 3,69 (dd, J=12e6) 3,69 (dd, J=115€6,4) 3,58 (dd, J=12 e 6) 3,58 (M, 4H, CH,0)
H3b, OCH, 3,53 (M) 3,59 (dd, J=11,5 € 6) 3,60 (dd, J=9 e 6) 3,58 (dd, J=11,5 e 6) _ -
H5, CH,—CO, 2,31 (t, J=7,5) 2,33 (J=7,5) 2,36 (t, J=7,5) 2,34 (t; J=7,5) 2,35 (t, J=7,5) 2,34 (t, J=7,5, 4H, CH,)
CH; — - - - - 1,72 (m)
H6, CH, 1,58 (m) - 1,62 (m) 1,62 (m) 1,60 (m) 1,62 (m)
H7, CH, 1,50 (m) _ _ - _ -
(CH,), 1,22 (sl) 1,25 (sl) 1,26 (m — 28H) 1,26 (m — 16H) 1,26 (m — 20H) 1,25 (m — 52H)
CHs (terminal) 0,84 (t, J=6,9) 0,88 (t, J=7,2) 0,87 (1) 0,88 (t, J=6,5) 0,88 (t, J=6,5) 0,88 (t, J= 6,6)
OH - - 2,61 () 3,13 (5) 2,88 () 2,99 (s)

*Deslocamentos quimicos em ppm (3y) com referéncia ao sinal residual do metanol-d, e constantes de acoplamento (J, entre parénteses) em Hz. Mistura de 1-

monoacilglicerois (HERNANDEZ-GALICIA et al.,

monotetradecanoil-rac-glicerol; Substancia 4: 1,7-dioctadecanoil-rac-diglicerol (KHARCHAFI et al., 2006). Fonte: a autora, 2015.

2007); Substancia 1: 1-monooctadecanoil-rac-glicerol; Substancia 2: 1-monododecanoil-rac-glicerol; Substancia 3: 1-

LET



Figura 22 - Espectro de RMN de *H da fragdo F.203-222 (500 MHz, Cloroférmio-d/Metanol-ds) (A) espectro total, (B) expansdes e (C)
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Figura 23 - Expans6es do espectro de RMN de *H da fragdo F.203-222 (A) (500 MHz, Cloroférmio-d/Metanol-d,) e estrutura do 2,3-dihidroxipropil
alcanoato (B).

H — H| Hia ) H[ He |
- | | W |G
C C C C CH,)n
3 (N /4\|/ 6\|/( 2
HO | 5 | 0 g | c3 CHy
(Fisg)H H( | s
o () H A7
H1la (dd) | H1b (dd) H2a (m) H3a (dd) | [ H3b (m) H5 (t) H6 (m) H7 (m) CH3 (t)
4.10 4.06 3.82 3.58 3.53 2.31 1.58 1.50 0.84
11.4 11.34 11.47 7.60 6.97
4.80 6.13 4.57 {R 7.60 6.97
>
a e A
m 0 \mo'
/ o I°°.|
i o OI
AR
| |
I
1.82
(A)
I 4 T % T L T K T w T * T | . T & T T I T T T T
4.10 4.05 3.85 3.80 3.60 3.55 3.50 2.35 2.30 1.60 1.55 1.50 1.45 0.85 0.8

f1 (ppm)
Fonte: a autora, 2015.

6ET



140

Os hidrogénios das hidroxilas, presentes no C2 e C3 do glicerol, ndo foram visualizados
no espectro, provavelmente em funcdo da utilizacdo do metanol-d, com & 3,31 e do
cloroférmio-d com & 7,44. Em condicdes usuais, a exposicdo ao ar, a luz e vapor de agua, que
podem estar presentes nestes solventes deuterados, e entdo, catalisar a troca rapida do
hidrogénio da hidroxila com o deutério (PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2012).

O espectro de RMN de **C para a F.203-222 apresentou sinais de deslocamentos
quimicos em 65,5 (C1), 70,24 (C2) e 63,4 (C3) ppm (Tabela 13), referentes aos carbonos do
glicerol, de acordo com os dados descritos na literatura para 1-monoacilglicerois assimétricos
(GUNSTONE, 1994; KHARCHAFI et al., 2006; HERNANDEZ-GALICIA et al., 2007).

O espectro de RMN de **C apresentou ainda & de 174,9 caracteristico do carbono da
carbonila, pertencente a funcdo éster, além de sinal com & de 34,4 referente ao carbono
metilénico a a carbonila, nomeado de carbono 5 da cadeia alquilica e outros dois sinais de
carbonos metilénicos da cadeia alquilica, designados de C6 com & = 32,8 e C7 com & = 32,2,
referentes as posicdes f e y a carbonila, respectivamente. Demais carbonos metilénicos da
cadeia alquilica apresentaram & entre 29,46 e 22,98. O carbono da metila terminal apresentou
o de 14,2 (Tabela 13 e Figura 24). Os sinais de carbonos metinicos, metilénicos e metilicos
foram confirmados pelo DEPT 135 (Figura 24).

Em resumo, os sinais observados nos espectros de RMN de *H e 3C da fragdo F.203-
222 (Tabelas 12 e 13, Figuras 22, 23 e 24) que propOe a presenca dos ésteres de glicerol do
tipo 1-monoacilglicerois, foram um sinal de & em 174,98 (C=0) no espectro de RMN de **C,
sugerindo a presenca do grupamento éster. Em adicdo, os sinais dos hidrogénios da porcéo
glicerol, duplos dupletos em &u1a 4,10; Sn1p 4,06; Onxza 3,58 € Opzp 3,53. E 0s sinais de
carbonos com & em 65,58 (C1), 70,24 (C2) e 63,48 (C3) que sdo caracteristicos do esqueleto
dos 1-monoacilglicerois. Enquanto, os sinais de hidrogénios metilénicos da cadeia alquilica
com & entre 1,58 e 1,22 e dos hidrogénios metilénicos o a carbonila (CH,—CO;) com & em
2,35. Assim como, o sinal da metila terminal com & em 0,84, juntamente com 0s sinais de
carbono metilénicos com & entre 22,9 e 34,4 confirmam a presenca da cadeia alquilica
saturada destes 1-monoacilglicerois na F.203-222 (KHARCHAFI et al.,, 2006;
HERNANDEZ-GALICIA et al., 2007; PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2012; SAMMAIAH; PADMAJA; PRASAD, 2014).



Tabela 13 - Dados de RMN de *C e DEPT 135 da fragdo F.203-222 (125 MHz, Cloroférmio-d/Metanol-d,), comparados com valores de deslocamentos
quimicos descritos na literatura para a estrutura 2,3-dihidroxipropil alcanoato (1-monoacilglecerol), demonstrada abaixo (com exce¢do da

substancia 4).

H H 0 H
Ll ol
o |3\‘2/ o N e
H H | H | ®
OH H H
Carbono F.203-222 rl\rfci)ztggrl?ccelioli; Substéncia 1 Substéncia 2 Substancia 3 Substancia 4
Oc* Sc* o™ o™ o™ o™
CHx-0O, (C-1) 65,58 65,10 65,20 65,10 65,10 72,50 (CH,-O, C1)
CH-OH, (C2) 70,24 70,20 70,30 70,30 70,30 68,90 (CH-OH, C2)
CH2-OH, (C3) 63,48 63,30 63,40 63,40 63,40 65,20 (CH,—O, C3)
CH, 62,63 - - - - _
CH, - - - - - 40,90
CH,—-CO,, (C5) 34,46 34,10 34,20 34,20 34,20 34,20
CHy, (C6) 32,83 - - — _ _
CH,, (C7) 32,25 31,80 31,90 31,90 31,90 31,90
(CHy)** 29,46 — 30,00 29,60 29,1-29,7 (12CH,)  29,2-29,6 (6CH,)  29,1-29,7 (8 CH,) 29,1-29,7 (11 CH,)
CH,** 26,12 - - - - -
CH,** 25,21 24,80 24,90 24,90 24,90 24,90
CH,** 22,98 22,60 22,70 22,70 22,70 22,70
CHs 19,54 - - - - -
CHjs, terminal 14,23 14,10 14,10 14,10 14,10 14,10
C=0 (C4) 174,98 175,30 174,40 174,40 174,40 174,00

*Deslocamentos quimicos em ppm (8¢c) com referéncia ao sinal residual do metanol-d,. Mistura de 1-monoglicerois (HERNANDEZ-GALICIA et al., 2007). Substancia 1: 1-
monooctadecanoil-rac-glicerol; Substancia 2: 1-monododecanoil-rac-glicerol; Substancia 3: 1-monotetradecanoil-rac-glicerol; Substancia 4: 1,7-dioctadecanoil-rac-diglicerol
(KHARCHAFI et al., 2006). **Carbono metileno da cadeia alquilica. Fonte: a autora, 2015.
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Figura 24 - Espectro total de RMN de *C (A), expansdes (B) e DEPT 135 (C) da fracdo F.203-222 (125 MHz, Cloroférmio-d/Metanol-d.)
correlacionado com a 2,3-dihidroxipropil alcanoato (D).
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Segundo Hernandez-Galicia et al. (2007) foram estabelecidos por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) a presenca de 11 ésteres graxos de glicerol, na
mistura de 1-monoacilglicerois (Tabelas 12 e 13) isolada da raiz da espécie vegetal Ibervillea
sonorae, entre as substancias foram identificados: o 1-monopalmitino, 1-monomargarato, 1-
monoestearina, 1-monononadecilato de glicerol, 1-monoaraquidato, 1-monobehenato de
glicerol, 1-monotricosanato de glicerol, 1-monotetracosanato de glicerol, 1-monopentacosanato
de glicerol, 1-monohexacosanato de glicerol e 1-monooctacosanato de glicerol. Todas as
substancias identificadas pelos autores apresentam estruturas quimicas com cadeia de carbonos
saturados.

A substancia 4 (1,7-dioctadecanoil-rac-diglicerol) (Tabelas 12 e 13) € um éster de glicerol
do tipo diacildiglicerol, foi utilizada para comparagdo com os sinais de *H e *C da F.203-222,
pois o0s deslocamentos quimicos de hidrogénios e carbono sdo semelhantes. Porém,
diacildiglicerois tem padrdo de constantes de acoplamento diferenciadas para os hidrogénios da
cadeia do glicerol, os diacildiglicerois ndo apresentam o conjunto de duplos dupletos
visualizados para os hidrogénios metilénicos (H1 e H3) vizinhos ao carbono quiral (C2) do
glicerol em 1-monoacilglicerois, como observados nas Tabelas 12 e 13, para as substancias 1, 2
e3.

Os espectros bidimensionais de COSY, HSQC e HMBC, foram Uteis para confirmacéo da
presenca dos 1-monoacilglicerois na fracdo F.203-222, pelas correlacdes homo (*H-'H) e
heteronucleares (*H-"*C).

O mapa de contornos COSY (Figura 25) contribuiu para as atribui¢fes das posi¢oes dos
hidrogénios na estrutura quimica da F.203-222, correspondente ao 1-monoacilglicerol (2,3-
dihidroxipropil alcanoato), como se pode observar as correlagdes dos hidrogénios metilénicos
da cadeia alquilica, além da correlagdo dos hidrogénios metilénicos a. a carbonila (CH,—CO5)
entre si, e com os hidrogénios metilénicos do carbono 6 da cadeia alquilica.

Outras correlagdes observadas no mapa de contornos COSY (Figura 25) que contribuiram
para as atribuicdes dos hidrogénios da molécula do 1-monoacilglicerol foi a correlagéo entre 0s
hidrogénios metilénicos presentes nos carbonos 1 e 3, onde cada hidrogénio (H1a, H1lb, H3a,

H3b) correlaciona de forma diferente com o hidrogénio do carbono metinico (C2) do glicerol.
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Figura 25 - Mapa de contornos COSY para a fracdo F.203-222 (500 MHz, Cloroformio-
d/Metanol-dy).
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Fonte: a autora, 2015.

O mapa de contorno HSQC (Figura 26) também contribuiu para as atribuicdes das
posicdes dos atomos na estrutura quimica da F.203-222, como a correlacdo observada entre o
carbono metinico (C2) com & em 70,2 e o hidrogénio com & em 3,82. Assim como, a correlagdo
dos carbonos metilénicos de C1 e C3 com & 65,5 e 63,4, respectivamente, com 0S seus
respectivos hidrogénios com & em 4,10 (H1a), 4,06 (H1b), 3,82 (H2a), 3,58 (H3a) e 3,53 (H3b).
Sendo que, todos estes sinais correlacionados acima séo caracteristicos da estrutura quimica do

1-monoacilglicerol (2,3-dihidroxipropil alcanoato) proposta para as substancias da F.203-222.
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Figura 26 - Mapa de contornos HSQC da fracdo F.203-222 (500 MHz, Cloroférmio-
d/Metanol-d,).
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Fonte: a autora, 2015.

As correlacOes citadas anteriormente, também foram constatadas no mapa de contornos
HMBC (Figura 27), onde o carbono da carbonila (6 = 174,9 - C4) da funcdo éster foi
observado correlacionando com os hidrogénios metilénicos com & em 2,31 (CH,—CO,, H5)
do carbono em posicdo o a carbonila (C5). Além, da correlacdo entre a carbonila (6¢c = 174,9 -
C4) com os hidrogénios metilénicos (H1a, 6 = 4,10 e H1b, 6 = 4,06) do carbono 1 do glicerol.

Baseado na interpretaco dos espectros de 1V, RMN de ‘H, *C, DEPT, COSY, HSQC e
HMBC, em comparacdo com os dados obtidos na literatura (Tabelas 12 e 13), pode-se sugerir
para a fracdo F.203-222 a presenca de substancias da classe dos ésteres de glicerol (alcanoatos
de glicerila), sendo as substancias majoritarias na fracdo com estrutura quimica
correspondente ao 1-monoacilglicerois (MAG), em especifico do tipo 2,3-dihidroxipropil
alcanoato. A partir de agora no texto, a F.203-222 serd denominada de fracdo MAG, ou seja,

fragdo com 1-monoacilglicerois (Figura 28).

f1 (ppm)
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Figura 27 - Mapa de contornos HMBC da fracdo F.203-222 (500 MHz, Cloroférmio-
d/Metanol-d,).
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Figura 28 - Estrutura quimica geral do éster de glicerol do tipo 1-monoacilglecerol (2,3-
dihidroxipropil alcanoato), demostrada anteriormente.
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5.6 - Avaliacdo da Atividade Antiproliferativa em Formas Promastigotas e Amastigotas
Intracelulares de L. amazonensis, Efeito Citotoxico em Macréfagos J774-Al e
Indice de Seletividade da Fracdo MAG.

A fracdo mais ativa foi a fragdo MAG (Tabela 11, referenciada antes como F.203-222)
isolada da F.CHCI3, da casca do caule de A. macrocarpon, que apresentou Clso de 2,31 + 0,08
ug/mL sobre as formas promastigotas, Clso de 4,32 + 0,95 pg/mL em amastigotas axénicas e
Clso de 2,29 + 0,14 pg/mL sobre amastigotas intracelulares de L. amazonensis. Foi encontrado
um CCsp de 98,07 + 0,72 pg/mL sobre macrofagos J774-Al. Os IS sobre as promastigotas e
amastigotas intracelulares foi de 42, para ambas as formas evolutivas, demonstrando que a
fracdo teve maior seletividade para o parasito do que sobre o macrofago.

A Figura 29 apresentou a atividade da fragdo MAG contra promastigota, porém esta foi
avaliada nos tempos de 24, 48, 72 e 96 h. O tratamento das formas promastigotas por 48 h
demonstrou Clso de 8,32 + 0,68 ug/mL esta concentragdo foi maior quando comparada com a
Clsp de 72 h (2,31 + 0,08 pg/mL). Em 96 h de tratamento a Cls (2,57 £ 0,57 ug/mL) ndo
alterou, quando comparada a de 72 h. Contudo, pode-se inferir com base nestes resultados,
que o tempo de tratamento foi determinante para o resultado da Clso destas substancias,

considerando que em 24 h a Cls, foi de 81,05 + 6,80 pg/mL.
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Figura 29 - Avaliacdo da atividade antiproliferativa da fracdo MAG sobre formas
promastigotas de L. amazonensis por um periodo de 24, 48, 72 e 96 h de

tratamento.
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Legenda: Foram utilizadas sobre as formas promastigotas diferentes concentracdes da fracdo MAG
(1, 10, 25, 50 e 100 ug/mL) no periodo de tratamento de 24, 48, 72 e 96 h. Os dados foram expressos
como a média * desvio padréo de pelo menos trés experimentos independentes. Foi utilizado two-way
Anova, seguido pelo post test de Bonferroni. Os asteriscos indicaram diferenga significativa em
relacdo ao controle (parasitos néo tratados, porcentagem de inibigcdo do crescimento foi igual a zero)
(*p <0,05). Fonte: a autora, 2015.

Em relacdo atividade contra as formas amastigotas intracelulares de L. amazonensis, a
Figura 30 demonstrou a porcentagem do indice de sobrevivéncia (Is) dessas formas tratadas
com a fragdo MAG, por 48 h, nas concentragdes de 1,5, 3,12, 6,30, 12,5 e 25 pug/mL. Os Is
das concentracdes foram calculados conforme descrito no item 4.2.2.7 e comparado ao Is do
controle (células ndo tratadas) que apresentou Is de 830,15.

Os Is encontrados foram decrescentes conforme se aumentou a concentracdo da
substancia testada.

Enquanto para a concentragdo de 1,5 pg/mL da fragdo MAG o Is foi de 428,86, para
3,12 ug/mL o Is foi igual a 221,76, em 6,25 pg/mL o Is encontrado foi de 122,25, com 12,5
ug/mL o Is foi de 112,87 e para 25 pug/mL o Is diminuiu para 92,07. Os resultados foram
expressos em porcentagens dos Is que corresponderam a 11%, 14%, 13%, 27% e 52% de
sobrevivéncia das amastigotas tratadas com 25, 12,5, 6,25, 3,12 e 1,5 ug/mL da fragdo MAG,

respectivamente (Figura 30).
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Figura 30 - Avaliacdo do indice de sobrevivéncia das formas amastigotas intracelulares de L.
amazonensis em macrofagos murinos, apo6s tratamento com diferentes
concentragdes da fracdo MAG.
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Legenda: Foram utilizadas sobre as formas amastigotas intracelulares concentragoes da fragdo MAG
de 1,5, 3,12, 6,25, 12,5 e 25 pg/mL. Controle: parasitos ndo tratados. Todas as concentra¢fes foram
significativamente diferentes quando comparadas ao controle (*p < 0,05) e a concentragdo de 1,5
ug/mL apresentou diferenca significativa comparada com as demais concentragdes (°p < 0,05). A
concentragdo de 3,2 ug/mL apresentou diferenca significativa em relacdo a concentragdo de 25 pg/mL
(°p < 0,05). Os dados foram expressos como a média + desvio padrdo de pelo menos trés experimentos
independentes. Foi utilizado one-way Anova, seguido pelo post test de Tukey. Fonte: a autora, 2015.

Todas as concentracOes testadas apresentaram diferenca significativa em relacdo ao
controle (*p < 0,05). Entre as concentracOes, as diferengas na porcentagem dos Is foram
significativas na concentracdo mais baixa testada 1,5 pug/mL em relacdo as demais
concentracdes (°p < 0,05). E entre a concentracdo de 3,2 ug/mL, em relagdo a maior
concentracdo testada 25 pg/mL (°p < 0,05). As demais concentracdes, ndo apresentaram
diferenca significativa entre si. Considerando estes resultados, pode-se inferir que a taxa de
sobrevivéncia das formas amastigotas de L. amazonensis sofreram influéncia dose-dependente
com o tratamento (Figura 30).

Estes dados corroboraram com os visualizados na Figura 31, onde foram apresentados
imagens de microscopia optica da interacdo das amastigotas intracelulares com macréfagos
murinos. A imagem A foi representada pelo controle (células ndo tratadas), onde foi possivel
visualizar no interior do vacuolo parasitéforo, um ndmero de amastigotas superior ao

observado nas imagens B, C e D tratados com 25, 12,5 e 6,25 pg/mL da fragdo MAG.



Figura 31 - Microscopia 6ptica de amastigotas intracelular de L. amazonensis em macrofagos
peritoneais murinos, tratados ou ndo com a fragdo MAG isolada da casca do

caule de A. macrocarpon.

Legenda: (A) Células ndo tratadas (controle), (B) células tratadas com 25 pug/mL; (C) células tratadas
com 12,5 pug/mL; (D) células tratadas com 6,25 ug/mL; (E) células tratadas com 3,12 pg/mL; (F)
células tratadas com 1,56 ug/mL. Setas: amastigotas intracelulares; Asterisco: vacuolos parasitéforo.

Barras: 20 um. Fonte: a autora, 2015.
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5.6.1 - Avaliacdo da Citotoxicidade sobre Eritrocitos Humanos

A avaliagdo da atividade hemolitica foi realizada para a fracdo F.CHCl; e a fracdo MAG
isoladas da casca do caule de A. macrocarpon. O triton X-100 é um tensoativo ndo iénico e
foi utilizado como controle positivo, este apresentou 100% de hemolise, ou seja, danificou a
integridade da membrana das hemécias em 100% dos experimentos realizados (Tabela 14).

As amostras testadas foram comparadas ao controle de células ndo tratadas e ao controle
positivo (Triton X — 100), com base no calculo utilizado para obtencdo das porcentagens de
hemolise. Segundo Hou et al. (2008) o limite admissivel de hemodlise ndo pode ultrapassar
5,0%. As porcentagens de hemolise encontradas neste estudo foram descritas na Tabela 14.

A fracdo F.CHCI3 apresentou hemdlise na concentracdo acima de 500 ug/mL, sendo a
fracdo MAG menos hemolitica que a F.CHCI;. Até a concentracdo de 100 ug/mL as amostras
testadas ndo foram consideradas hemoliticas (Tabela 14).

Destes resultados, pode-se concluir que o processo de fracionamento levou a obtencéo
de substancias com menor a¢do hemolitica em concentracfes altas, quando comparada com

sua fracdo de origem (Tabela 14).

Tabela 14 - Atividade hemolitica sobre eritrocitos humanos da fracdo F.CHClj;, fragdo MAG
isoladas da casca do caule de A. macrocarpon, resultados expressos em
porcentagem de hemolise (%).

Concentracdo (ug/mL)

Amostra 1000 500 100 50 10
Porcentagem de hemdlise (%)
F.CHCl; 26,6+1,92 6,82+0,14 0,63+0,06 0,61+0,21 0,11+0,06
Fracdo MAG 10,38+2,19 1,94+0,54 0,39+0,27  0,5640,28 0,10+0,15

Legenda: F.CHCIs: fracdo cloroférmio. Fonte: a autora, 2015.
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5.6.2 - Avaliacéo Flagelar das Formas Promastigotas de L. amazonensis.

Na avaliacdo da atividade realizada com a fragdo MAG sobre as formas promastigotas
de L. amazonensis, observou-se durante as contagens em camara de Neubauer a presenca de
células com mais de um flagelo. Diante desta observacdo, estas formas evolutivas foram
tratadas com a Clsg e Clgy da fragdo MAG, segundo o método descrito anteriormente (item
4.2.2.5). E ap6s 72h foram realizados esfregacos em laminas, e estas foram coradas e
visualizadas em microscopio éptico em objetiva de 100 (item 4.2.2.11).

A Figura 32 apresenta a contagem em microscopio optico do namero de flagelos por
promastigotas, o maior nimero de células contadas (157,33 + 4,49) com apenas um flagelo
por parasito, foi representado pelo controle (células ndo tratadas), num total de 200 células

contadas por experimento.

Figura 32 - Numero de flagelos em formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com a

fracdo MAG.
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Legenda: Controle: parasitos ndo tratadas; Clso: células tratadas com 2,31 ug/mL da fracdo
MAG; Clgo: células tratadas com 32,28 ug/mL da fragdo MAG. Os dados foram expressos
como a média + desvio padrdo de pelo menos trés experimentos independentes. Foi utilizado
two-way ANOVA, seguido pelo post test de Bonferroni. Os asteriscos indicaram a diferenca
significativa em relacdo ao controle (parasitos ndo tratados, *p < 0,05). Fonte: a autora, 2015.
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Uma parte das células tratadas também apresentaram um Unico flagelo (nimero de
células contadas para a Clsp: 137,66 + 5,43; e para a Clgo:108,00 + 4,55), sendo este numero
significativamente diferente quando comparado ao controle (células ndo tratadas) (p < 0,05).
Os parasitos tratados apresentaram um nimero maior de células com 2 flagelos (Figura 32).
Apenas, em ceélulas tratadas com a Clgy da amostra testada € que foi encontrada diferenca
significativa em relacdo ao controle, como a presenca de trés flagelos por parasito. Embora,
tenha sido identificada a presenca de promastigotas com quatro (4) ou mais flagelos nos
parasitos tratados, estes ndo foram significativos quando comparados ao grupo controle
(células néo tratadas) (Figura 32 e 33).

As imagens da Figura 33 mostram além das variagdes do numero de flagelo, por
parasitos observados nos tratamentos com Clsy e Clg da fragdo MAG, alteragcdes no nimero
de ndcleo e cinetoplasto, para ambos os tratamentos. Estas alteraces sugerem que as células
tratadas apresentaram divisdo flagelar, nuclear e do cinetoplasto sem ocorréncia da fissao
binaria, para geracdo da célula filha, indicando alguma alteracdo no ciclo celular deste
parasito em funcéo do tratamento. Contudo, como visualizado na imagem F (Figura 33), as
células que parecem ter gerado células filhas, apresentaram alteracdo nas mesmas como, por
exemplo, auséncia de nucleo. Estes dados foram observados qualitativamente durante a
contagem dos flagelos. Diante destas observac@es foi realizada a avaliacdo quantitativa do
ciclo celular das formas promastigotas de L. amazonensis, por citometria de fluxo apresentada
no item 5.6.7.

Segundo Ambit et al. (2011), a geracdo de células filhas viaveis depende de um controle
preciso da duplicacdo e segregacdo das organelas como nucleo, complexo de Golgi,
mitocdndrias (que contém o cinetoplasto) e flagelo que se projeta da bolsa flagelar.

A primeira indicacdo de que uma nova rodada de divisdo celular iniciou, é a presenca de
um flagelo filho, como foi descrito para promastigota de L. mexicana (WHEELER; GLUENZ
e GULL, 2011), sendo indicativo de que a replicacdo do DNA ocorreu (AMBIT et al., 2011).

Em células ndo tratadas, em uma populacdo assincrona quando ocorre a separacao
completa do DNA dos pais e filhas, observa-se um aumento da distancia entre as bolsas
flagelares e o sulco da clivagem entre as células, para o inicio da fissdo binaria que inicia na
porcao anterior do parasito. No processo de divisdo celular em células ndo tratadas, os nicleos
encontram-se dispostos lateralmente no interior das células em divisdo, quando observada a

promastigota em posicao longitudinal (AMBIT et al., 2011).
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Figura 33 - Microscopia oOptica de formas promastigotas de L. amazonensis, tratados ou ndo
com a fragdo MAG isoladas da casca do caule da A. macrocarpon.
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Legenda: (A-B) Células néo tratadas (controle); (C-D) células tratadas com ICsy da fragdo
MAG (2,31 + 0,079 ug/mL); (E-F) células tratadas com ICq da fracdo MAG (32,28 + 1,63
ug/mL). Seta preta: indicou a presenca de parasito com dois ou mais flagelos. Cabeca de seta
preta: indicou o nucleo; Contorno de seta preta: indicou presenca de célula anucleada; Seta
tracejada preta: indicou o cinetoplasto. Barras: 20 um. Fonte: a autora, 2015.
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Nas imagens C, D, E e F da Figura 33, os nucleos de varias células em processo de
divisdo estavam dispostos em fileira, ou seja, um atras do outro quando observados 0s
parasitos longitudinalmente. Assim como, nao foi evidenciado aumento na distancia entre a
bolsa flagelar dos parasitos pais para as células filhas.

Outra caracteristica observada, foi em relagdo ao tamanho das formas promastigotas na
imagem E e F (Figura 33), estas demonstraram aumento do tamanho celular quando
comparada qualitativamente com as imagens A e B (controle de células ndo tratadas) (Figura
33), sugerindo a necessidade da determinacdo do volume celular por meio da citometria de

fluxo.

5.6.3 - Avaliacdo das Alteracbes Morfologicas e Ultraestruturais das Formas

Promastigotas de L. amazonensis por Microscopia Eletronica

As alteragdes morfologicas e ultraestruturais das formas promastigotas de L.
amazonensis foram avaliadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e transmissdo
(MET), respectivamente, ap6s serem tratadas com Clsp (2,31 + 0,08 pug/mL) e Clgg (32,28 +
1,63 pg/mL) da fragdo MAG isolados da fracdo cloroférmio da casca do caule de A.
macrocarpon.

A micrografia do controle visualizada por MEV apresenta as formas promastigotas néo
tratadas, com corpo celular alongado, com aspecto liso, e flagelo longo, caracteristico de
células normais (Figura 34 - A). Ja as micrografias das células tratadas com a Clsy mostraram
corpo celular com formato ovoide apresentando reentrancia ou sulco profundo, aspecto
rugoso da superficie celular, duplicidade e encurtamento do flagelo (Figura 34 - B, C e D). As
células demonstradas nas micrografias B e D (Figura 34) sugerem células em fissdo binaria
que ndo se separaram. Na imagem D foi possivel visualizar extravasamento do contetido
citoplasmatico, embora ndo foi possivel identificar o ponto de ruptura na membrana (Figura
34 - B, C, D). A imagem E (Figura 34) demonstrou o corpo celular alongado, porém com
sinais de protuberancias e depressoes espalhadas pela superficie do parasito.

Nas micrografias das células tratadas com a Clgg, foram observadas um nimero maior
de células com presenca de extravasamento citoplasmético, e o corpo celular também
apresentou caracteristica ovoide com reentréncias ou sulcos proeminentes e diminuicdo do

comprimento do flagelo (Figura 34 - F e G). Na imagem F e | (Figura 34) o corpo celular
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apresentou aspecto liso, mas com presenca de pontuacOes semelhantes a pequenos furos ou
perfuracdes (Figura 34 - F, G, H, I).

Figura 34 - Micrografias de formas promastigotas de L. amazonensis observadas em
microscopio eletronico de varredura, apds tratamento com a fracdo MAG
isolada da fracéo cloroformio da casca do caule de A. macrocarpon.

Legenda: (A) controle (células ndo tratadas); (B, C, D, E) Clso da fracdo MAG,; (F, G, H, 1)
Clgo da fracdo MAG. Setas brancas: indicam a presenca de pontuag¢des no corpo celular com
aspecto de perfuragdes/furos. Barra = 1 um Fonte: a autora, 2015.

As caracteristicas da morfologia externa do parasito apresentadas na Figura 34,
demonstraram alteracBes que justificaram o estudo da ultraestrutura celular das formas

promastigotas de L. amazonensis tratadas com a fracdo MAG e visualizadas por MET.
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Na imagem B visualizada por MET (Figura 35) foi observado alteragdes
citoplasmaticas, porém com preservacdo do arcabouco celular (microtabulos subpeliculares),
ou seja, a estrutura de membrana celular externa continuou integra, mas a mitocondria
apresentou um aumento significativo de tamanho com presenca de membrana concéntrica no
seu interior, semelhantes a figura de mielina.

Entre as alteragOes ultraestruturais foram observadas desorganizagdo das cristas
mitocondriais (Figura 35 - B e C), presenca de corpos com aparéncia de contetdo lipidico
(Figura 35 - E, F) e ruptura na membrana nuclear (Figura 35 - C).

Outras alteragdes celulares visualizadas nas micrografias por MET envolveram a
presenca de quatro axonemas na mesma bolsa flagelar (Figura 35 - E). Também foi
evidenciada, a presenca de células com dois nucleos e um vacuolo grande com aspecto
autofagico (Figura 35 - F). Na micrografia G foi identificada a presenca de quatro cinetoplasto
ao redor de uma Unica inser¢do flagelar (axonema) (Figura 35).

Estas caracteristicas contribuem com os achados descritos no item 5.6.2 (Figura 33),
para as formas promastigotas avaliadas por microscopia optica quanto ao numero de flagelos,
presenca de mais de um nucleo e cinetoplasto por célula, em especial nas promastigotas
tratadas com a Clg da fracdo MAG.

Estas caracteristicas morfologicas e ultraestruturais visualizadas por MEV e MET,
respectivamente, instigaram a analise mais detalhada das alteracGes ocasionada pela fragédo
MAG. Na tentativa de elucidar o provavel mecanismo de morte celular destas formas

promastigotas, sendo realizadas algumas analises por citometria de fluxo.



Figura 35 - Micrografias de formas promastigotas de L. amazonensis visualizadas por microscopio eletronico de transmissdo, ap6s tratamento com a fragéo
MAG isolada da fragéo cloroformio da casca do caule de A. macrocarpon.
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Legenda: (A) controle (parasitos ndo tratados); (B, C, D) Clso da fracdo MAG; (E, F, G, H) Clg, da fracdo MAG. Alteragdes ultraestruturais foram indicadas como: setas pretas:
mitocdndria inchada; setas brancas: aparéncia de corpos lipidicos; cabeca de seta preta: membranas concéntricas dentro da mitocdndria; cabeca de seta branca: vactolos autofagicos;

asterisco preto: vacuolos citoplasmaticos, seta curva preta: desorganizagdo da crista mitocondrial; seta tracejada preta: lamelas concéntricas, semelhantes a figura de mielina; estrela
preta; regido de ruptura da membrana nuclear; losango preto: mitocdndria inchada com contetdo extraido. Outras designagdes: (n) ndcleo; (m) mitocondria; (k) cinetoplasto; (ax)

axonema; (bf) bolsa flagelar; (re) reticulo endoplasmatico; (cg) complexo de Golgi, (ac) acidocalciossomos. Barra = 1 um. Fonte: a autora, 2015.
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5.6.4 - Avaliacdo do Potencial de Membrana Mitocondrial (A¥m) em Formas

Promastigotas de L. amazonensis.

Esta avaliacdo foi realizada com base nas alteracGes visualizadas nas micrografias por
MET, onde foi possivel identificar dano a mitocéndria (Figura 35) das formas promastigotas
de L. amazonensis, tratadas tanto com a Clso quanto com a Clg da fragdo MAG.

O potencial de membrana mitocondrial (AWm) foi avaliado utilizando o marcador
fluorescente rodamina 123, que emite fluorescéncia ao se acumular no interior da
mitocondria. A despolarizacdo da membrana mitocondrial foi indicada por uma diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia do marcador, como foi observado para as concentracGes 100
ug/mL e 200 pg/mL da fragio MAG que apresentaram reducdo da intensidade de
fluorescéncia de 53,0% e 86,5%, respectivamente, quando comparada com o controle
negativo (células ndo tratadas - histograma cinza — Figura 36). O controle positivo (CCCP)
apresentou 62,5% de despolariza¢do do AWm, na concentracdo de 100 uM (Figura 36).

Embora, as concentracdes estejam acima da encontrada para a Clsp (2,31 + 0,08 pg/mL)
e aClg (32,28 + 1,63 ng/mL) da fracdo MAG sobre formas promastigotas de L. amazonensis,
em 72 h de tratamento, a analise do potencial de membrana mitocondrial foi realizada em 24
h, neste tempo ndo foi possivel estabelecer a Clsy desta amostra teste (Figura 29), por isto
foram necessarios concentracdes maiores para comprovar se ocorreria tal injdria no A¥m,
como as alteracdes visualizadas por MET sugeriram.

Britta et al. (2014) também avaliaram o potencial de membrana mitocondrial por
citometria de fluxo, ap6s 24 h de tratamento das formas promastigotas de L. amazonensis com
a 4-nitrobenzaldeido-tiosemicarbazona e utilizaram concentracdes acima da Clsp (3,8 uM) e
Clgo (13,9 uM) desta substancia, a despolarizacdo mitocondrial ocorreu em concentragdes
acima de 55 puM.

A partir, dos dados recuperados da analise do AWm, foi possivel calcular a relacéo entre
a mediana e a fluorescéncia emitida pelas células tratadas com o marcador (Mt), assim como
foi adquirido para as células ndo tratadas (controle negativo) (Mc), estes dados resultaram na
obtenc¢éo do indice de variacdo (iv), permitindo a comparagéo entre os diferentes tratamentos
e o controle negativo (células ndo tratadas) a respeito do AWm, sendo iv com valores

negativos relacionados a despolarizacdo da mitocondria, como descrito no item 4.2.2.15.1.
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Figura 36 - Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial (A¥m) em formas
promastigotas de L. amazonensis tratadas com a fracdo MAG.
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Legenda: (A) Controle positivo — CCCP (100 uM). As formas promastigotas foram tratadas
com a fragdo MAG nas concentragdes de: (B) 25 ug/mL; (C) 50 ug/mL; (D) 100 ug/mL; (E)
200 pg/mL. A area em cinza corresponde ao controle com células ndo tratadas. iv: indice de
variacdo. Fonte: a autora, 2015.
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Os valores de iv para as promastigotas de L. amazonensis tratadas com 25, 50, 100 e
200 ug da fracdo MAG foram: 0,20; 0,24; - 0,53 e - 0,86, respectivamente. O CCCP (100 uM)
apresentou iv de - 0,62, potencial de despolarizacdo das mitocondrias. Os valores positivos,
embora discretos para as concentragdes de 25 e 50 ug da amostra teste indicaram aumento na
intensidade de fluorescéncia, como consequéncia de hiperpolarizacdo da membrana
mitocondrial (Figura 36).

Berghe et al. (2010) concluiram que pode ocorrer hiperpolarizacdo da mitocéndria em
morte celular por necrose (aumento do potencial transmembrana mitocondrial), sendo que este
tipo de morte pode ocorrer por vias de transducdo de sinais e execugdo de mecanismos
complexos. Enquanto, a reducdo do potencial transmembrana da mitocondria normalmente
esta relacionada com morte celular via apoptose.

Estes valores corroboraram com os observados na MET para a mitocondria de formas
promastigotas de L. amazonensis, considerando que esta organela é Unica e caracteriza-se por
apresentar um cinetoplasto, que contém material genético condensado (KDNA), sendo um

importante alvo terapéutico no estudo de novas substancias antiprotozoario.

5.6.5 - Avaliagdo da Integridade da Membrana Celular em Formas Promastigotas

de L. amazonensis.

A integridade de membrana foi avaliada, considerando as alteracdes morfoldgicas
visualizadas por MEV (Figura 34), posto a presenca de sinais na superficie do corpo celular
do parasito de extravasamento celular e de perfuracées.

No grafico biparamétrico (dot plot) obtido por citometria de fluxo, a intensidade de
fluorescéncia detectada no quadrante superior esquerdo é referente as células marcadas com
um tipo de fluorocromo, e no quadrante superior direito as células sdo marcadas com o
mesmo fluorocromo e mais outro fluorocromo, dependendo do ensaio quando se utiliza dois
marcadores. No quadrante inferior esquerdo, permanecem as células ndo marcadas com 0s
fluorocromos utilizados, neste caso o controle negativo (FERRAZ, 2013).

A analise da integridade de membrana celular foi realizada com promastigotas tratadas
com a fracdo MAG, nas concentracdes de 25, 50, 100 e 200 ug/mL. O marcador fluorescente
utilizado foi o iodeto de propideo (IP) que é capaz de penetrar apenas nas células que
perderam a integridade da membrana celular e se ligar aos acidos nucléicos. A digitonina
(controle positivo — 40 um) alterou 93,47% de células do parasito, quando comparado ao

controle negativo (Figura 37).
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Na Figura 37 verificou-se que os parasitos tratados nas concentracfes de 25, 50 e 100
ug/mL, apresentaram pouca diferenca em relagdo ao controle negativo, ou seja, ndo ocorreu
aumento significativo na populacdo de células marcadas com IP.

Enquanto que, para os parasitos tratados na concentracdo de 200 pg/mL, houve um
deslocamento da populacdo celular para o quadrante superior esquerdo e direito (23,43 e
74,29%, respectivamente), quando comparado ao controle negativo.

Considerando que neste ensaio para a integridade de membrana foi utilizado apenas um
fluorocromo, o IP, as alteraces expressas no quadrante superior direito também equivalem as

células marcadas com IP.

Figura 37 - Avaliacdo da integridade de membrana celular em formas promastigotas de L.
amazonensis tratadas com a fracdo MAG.
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Legenda: (A) controle (células ndo tratadas), (B) Controle positivo — Digitonina (40 uM). As formas
promastigotas foram tratadas com a fragdo MAG nas concentragdes de: (C) 25 pug/mL; (D) 50 pg/mL;
(E) 100 pg/mL; (F) 200 pg/mL. Fonte: a autora, 2015.
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5.6.6 - Avaliacéo da Exposicdo da Fosfatidilserina em Formas Promastigotas de L.

amazonensis.

A avaliacdo da externalizacéo da fosfatidilserina foi realizada com o marcador anexina
V marcada com FITC (isotiocianato de fluoresceina) em células tratadas ou ndo (controle
negativo) com a fracdo MAG nas concentragfes de 25, 50, 100 e 200 pg/mL. A
fosfatidilserina é um fosfolipidio localizado na face interna da membrana plasmaética que em
estagio inicial de apoptose, quando hé integridade da membrana celular, mas desorganizacao
da mesma, a fosfatidilserina é externalizada na membrana celular (STURM et al., 2006).
Neste ensaio as células sdo marcadas com anexina V — FITC e iodeto de propideo (IP).

A anexina V é uma fosfolipoproteina célcio-dependente, que preferencialmente liga-se a
fosfatidilserina. Células que apresentam positividade para os dois marcadores IP e Anexina V
— FITC normalmente estdo em estagio tardio de apoptose ou necrose (STURM et al., 2006).

A exposicdo precoce da fosfatidilserina, a fragmentacdo do DNA, diminuigdo do
volume celular entre outras alteragdes bioquimicas, sdo descritas como indicativo de morte
celular via apoptose (KROEMER et al., 2009).

Os resultados foram expressos em grafico biparamétrico (dot plot), sendo que o controle
negativo (células ndo tratadas) apresentou maior porcentagem populacional de células no
quadrante inferior esquerdo (85,11%) indicando a ndo marcacao dessas células (Figura 38). Ja
o controle positivo (CCCP - 100 uM) para a anexina V — FITC demonstrou deslocamento de
grande parte populacional das células para o quadrante superior esquerdo (64,58%), indicando
gue houve exposicao da fosfatidilserina, e fluorescéncia pela presenca do marcador anexina V
— FITC (Figura 38).

As promastigotas de L. amazonensis tratadas com a fragdo MAG nas concentragdes de
25, 50, 100 e 200 pg/mL, ndo demonstraram positividade para a marcagdo com a anexina V —
FITC, sugerindo que ndo houve exposi¢do da fosfatidilserina.

Na concentracdo de 200 ug/mL foi observado um discreto aumento da populacéo para o
quadrante superior esquerdo de 12,19%, quando comparado ao controle negativo (2,58%). O
deslocamento de células para este quadrante indica fluorescéncia emitida pela marcagdo com
0 iodeto de propideo (IP), que ndo atravessa a membrana integra da célula, indicando certa
permeabilidade ou obstru¢do da membrana celular do parasito a este marcador. Considerando

0 aspecto integro da membrana celular do parasito, apenas com a presenca de alguns pontos
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semelhantes a perfuracdes observadas na MEV (Figura 34), pode se sugerir que houve pouca

penetracdo do IP.

Figura 38 - Avaliagcdo da exposicdo da fosfatidilserina em formas promastigotas de L.
amazonensis tratadas com a fracdo MAG.
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Legenda: (A) controle (células nédo tratadas), (B) Controle positivo — CCCP (100 uM). As
formas promastigotas foram tratadas com a fragdo MAG nas concentragdes de: (C) 25 ug/mL;

(D) 50 pg/mL; (E) 100 pg/mL; (F) 200 ug/mL. Fonte: a autora, 2015.
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5.6.7 - Avaliagéo do Ciclo Celular em Formas Promastigotas de L. amazonensis

A avaliacdo do ciclo celular por citometria de fluxo indicou que, os parasitos tratados
com a fracdo MAG na maior concentracdo testada (200 pug/mL) promoveu um aumento da
porcentagem de células na fase subG0/G1, indicando fragmentacdo de DNA e isso pode ser
confirmado por uma diminuigéo da porcentagem de células em S, evidenciando que as células
n&o prosseguiram no ciclo celular (Tabela 15).

Para as outras concentragdes (50 ¢ 100 pug/mL) testadas a maioria da populagdo celular
foi observada na fase S do ciclo do celular, assim como, o observado para o controle positivo
(taxol 20 ug/ml) (Tabela 15).

Na fase subGO0/G1 do ciclo celular as células apresentam fragmentacdo da cromatina
nuclear por DNases, uma caracteristica normalmente encontrada em células com morte celular
por apoptose. A fase subGO/G1 é o oposto da fase S do ciclo celular. Na fase S ocorre a
replicacdo do DNA, e este processo deve ocorrer com extrema precisdo para evitar mutagoes
na proxima geracéao de células (KACZANOWSKI; SAJID e REECE, 2011).

Segundo Ambit et al. (2011), a geracdo de ceélulas filhas vidveis de um protozoario,
depende de um controle preciso da duplicacédo e segregacao das organelas como mitocondria,

complexo de Golgi, nacleo e flagelo.

6
Tabela 15 - Avaliacdo do ciclo celular de promastigotas (5,0x10 células/mL) de L.
amazonensis tradados com 50, 100 e 200 ug/mL da fragdo MAG, por 24 horas.

Grupo Sub-G0/G1 G0/G1 S G2/M

M1) (%) (M2) (%) (M3) (%) (M4) (%)
CN 4,24 36,02 58,32 0,20
20 pg/mL CP (Taxol) 0,95 18,48 77,31 2,25
50 ng/mL F.CHCI3-203 6,44 3,52 82,22 6,78
100 pg/mL F.CHCI3-203 6,00 21,99 68,78 1,88
200 pg/mL F.CHCI3-203 36,03 7,39 52,23 4,15

Fonte: a autora, 2015.
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5.6.8 - Avaliagéo do Volume Celular em Formas Promastigotas de L. amazonensis

Considerando as alteracGes observadas nas micrografias por MEV e MET, e as
visualizadas por microscopia Optica, descritas anteriormente foi realizado a avaliacdo do
volume celular das promastigotas por citometria de fluxo.

O controle negativo foi apresentado na Figura 39 como histograma em cinza, enquanto
as células tratadas foram demonstradas em forma de linha continua. O controle positivo foi
representado pela actinomicina D (50 uM), que induziu diminuicdo de 47,19% do volume
celular dos parasitos, quando comparado ao controle negativo (células ndo tratadas).

As porcentagens de diminuicdo do volume celular encontradas para as células tratadas
com a fragcdo MAG foram: 35,6; 35,1; 42,2 e 40,31%, para as concentragdes de 25, 50, 100 e
200 pg/mL, respectivamente. Estes dados sugerem que a alteracdo ndo foi dose-dependente.

A diminuicdo do volume celular quantificada por citometria de fluxo (Figura 39), ap6s
24 h de tratamento das formas promastigotas com concentracdes abaixo (25 ug/mL) e acima
(50, 100 e 200 pg/mL) da Clg (32,28 pg/mL) da fragdo MAG, contradiz o observado
qualitativamente na Figura 33, onde as células tratadas com a Clgy demonstrou aparente
aumento do volume celular, quando comparado as imagens do grupo controle. Contudo, as

alteracdes visualizadas por MEV (Figura 34) sugeriram diminuicdo do volume celular.
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Figura 39 - Avaliacdo do volume celular em formas promastigotas de L. amazonensis
tratadas com a fracdo MAG.
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Legenda: (A) controle positivo (Actinomicina D - 50 uM). As formas promastigotas foram
tratadas com a fragdo MAG nas concentragdes de: (B) 25 pg/mL; (C) 50 ug/mL; (D) 100
ug/mL; (E) 200 pg/mL. A éarea em cinza corresponde ao controle com células ndo tratadas.
FSC-Height: detector de dispersdo para o tamanho da célula analisada. Fonte: a autora, 2015.



168

5.6.9 — Discussdo dos Resultados Relacionados a Atividade Antileishmania da

Fracdo MAG e o0 seu Provavel Mecanismo de A¢éo

A discussdo a seguir refere-se a compilacdo dos resultados (item 5.6 a 5.6.8)
demonstrados para a fragdo MAG, com o intuito de correlacionar os dados obtidos para estas
substancias e os relatos da literatura, a fim de predizer o provavel mecanismo de acéo destes
1-monoalcilglicerois (MAG) sobre as formas promastigotas de L. amazonensis, agente
causador da leishmaniose cutanea.

Neste estudo, a fragdo MAG foi testada sobre formas evolutivas de L. amazonensis
como fitocomplexo e demonstrou atividade promissora.

Sabe-se que ésteres acilicos graxos sdo derivados de acidos graxos que pertencem a
classe dos lipidios, sdo soltveis em solventes organicos e as estruturas mais simples derivam
biosinteticamente do complexo enzimatico &cido graxo sintetase (MOYNA e HEINZEN,
2007). Os ésteres de glicerol fazem parte dos ésteres acilicos graxos e podem ser classificados
como glicerolipidios, estes podem ser do tipo neutro como 0s 1- monoacilglicerois
(GUNSTONE, 1994; FUCHS et al., 2011). Este grupo de substancias, pertence ao grupo de
metabolitos primarios nas plantas e funciona como reserva energética, funcdo estrutural ou de
recobrimento, além, de atuar como mensageiros em diversos processos metabolicos nas
plantas (CASTRO et al., 2004; MOYNA e HEINZEN, 2007).

Os tripanosomatideos, incluindo o T. cruzi, T. brucei e espécies de Leishmania,
possuem altas taxas de &cidos graxos insaturados como componentes das membranas, que sao
essenciais para manutencdo da viscosidade da bicamada lipidica. Além, de serem
responsaveis pela mobilidade e pelas proteinas integradas na membrana, fornece flexibilidade
e permeabilidade seletiva para a membrana citoplasmatica, indicando que a via biossintética
dos &cidos graxos é crucial para sobrevida destes micro-organismos. Duas rotas biossintéticas
de &cidos graxos sdo conhecidas, a mitocondrial do parasito e uma via associada a membrana
plasmatica destes tripanosomas. As caracteristicas da biossintese dos acidos graxos nos
tripanosomatideos sdo diferentes da presente em células de mamiferos, revelando esta via
como potencial alvo para o desenvolvimento de farmacos (ALLOATTI e UTTARO, 2011,
UTTARO, 2014; LIVORE e UTTARO, 2015).

Felicio et al. (2010) detectaram o potencial antileishmania do extrato da alga vermelha
Bostrychia tenella J. Agardh, as subfracdes hexanica e diclorometano apresentaram atividade
contra formas promastigotas de L. amazonensis com Clsyp de 15 e 4,3 ug/mL,

respectivamente. Os autores identificaram a presenca de varias classes de substancias nas
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fracOes ativas, como alcanos, alquenos, acidos carboxilicos de cadeia longa, amidas, imidas,
aromaticos, ésteres, lactonas, derivados do colesterol e acidos graxos livres, e sugeriram com
base na literatura que, estes ultimos podem agir provocando ruptura na membrana plasmatica.

Os valores encontrados por Felicio et al. (2010), assemelham-se aos achados neste
estudo, para as formas promastigotas de L. amazonensis com Clsg <5 ug/mL da fracdo MAG
(Tabela 11) indicando boa atividade antileishmania.

Carballeira et al. (2012) sintetizaram o &cido 2-octadecindico (acido graxo 2-alquindico)
que inibiu a enzima topoisomerase IB de amastigotas axénicas de L. donovani (CEsp: 5,3 +
0,7 uM). Contra amastigotas de L. donovani este acido graxo apresentou Clso de 11 uM, com
CCsp > 100 uM sobre macrofagos murinos. Apdés, a avaliacdo da exposicao da fosfatidilserina
sobre promastigotas de L. donovani tratados com este acido 2-alquindico, foi descartada a
morte celular via apoptose. Os autores também avaliaram que, a poténcia de inibicdo dos
acidos graxos ¢é dependente do tamanho da cadeia de carbono.

Assim como, o resultado supracitado sobre a avaliacdo da exposicdo da fosfatidilserina,
a fracdo MAG foi considerada negativa neste estudo para este ensaio (Figura 38).

Acles bioldgicas diferenciadas, ja foram estabelecidas para os acidos graxos 2-
alquinoico, como atividade antineoplasica contra linhagem celular de neuroblasma humano,
onde o &cido 2-octadendico induziu morte celular via necrose. O acido graxo 6-nonadecindico
foi relatado como potente antifingico, com provavel mecanismo de ruptura da homeostase
dos é&cidos graxos destes micro-organismos. Acidos graxos poli-insaturados exibiram
atividade antimalaria sobre o P. falciparum. Além, do tamanho da cadeia do n-alquil, o grau
de insaturacdo também influenciou positivamente nas atividades antimicrobianas dos acidos
graxos (CARBALLEIRA, 2013).

Jiménez-Coello et al. (2013 e 2014) avaliaram a atividade in vivo do extrato cloroférmio
das sementes de Carica papaya, que apresentaram trés &cidos graxos majoritarios (acido
oleico, palmitico e estearico), esta mistura reduziu o numero de tripomastigotas e amastigotas
intracelulares de T. cruzi em camundongos BALB/c.

Recentemente, a atividade antitripanosoma foi descrita para o 4&cido 12,14-
octadecadinoico (&cido macrocarpico), um derivado acetileno de acido graxo isolado do
extrato hexano das sementes de Porcelia macrocarpa, a fragdo com &cido macrocérpico
apresentou uma Clso de 5,32 ug/mL, sobre as tripomastigotas de T. cruzi, e a CCsp > 100

ug/mL sobre fibroblasto, indicando maior seletividade sobre o parasito. A substancia isolada
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(&cido macrocarpico) exibiu Clso de 10,70 uM e CCsp de 44,27 uM, quando avaliada sobre as
mesmas células que a fracdo (SANTOS et al., 2015).

O resultado descrito acima, para a fracdo contendo o acido macrocarpico assemelha-se
com os resultados deste estudo, sobre as formas evolutivas de L. amazonensis tratadas com a
fracdo MAG (Figuras 29 e 30).

Na literatura ha relatos de estudos com acidos graxos isolados de plantas, algas, micro-
organismos e sintetizados em laboratério. Porém, para a espécie A. macrocarpon ndo foi
encontrado até o momento estudos com a classe de substancias presente na fragdo MAG
(ésteres de glicerol), isolada desta espécie e descrita para a atividade frente a formas
evolutivas de L. amazonensis.

As micrografias visualizadas por MEV, das formas promastigotas de L. amazonensis
tratadas com o Cls (2,31 pg/mL) e Clgg (32,28 ug/mL) da fragdo MAG apresentaram sinais
sugestivos de pequenas perfuracdes na superficie da membrana celular, e locais com
extravasamento do contetdo citoplasmatico (Figura 34), aparente diminuicdo do volume do
corpo celular também foi evidenciada (Figura 34 - C). Quanto ao flagelo, as alteracGes mais
evidentes foram encurtamento e duplicidade (Figura 34).

A presenca de multiplicidade flagelar nos parasitos tratados com a fracdo MAG foi
demonstrada na Figura 32 e 33, onde foi evidenciado um maior nimero de células com dois e
trés flagelos, quando comparado ao controle de células ndo tratadas. A presenca de mais de
um nucleo e cinetoplasto por células, também foram observados na Figura 33. Além de, um
aumento aparente do volume do corpo celular do parasito (Figura 33 - E e F), este pode ser
justificado pela alteracdo do ciclo celular quantificada por citometria de fluxo, que indicou
maior porcentagem de células na Fase S do ciclo celular, onde ocorre a replicacdo do DNA,
indicando inducdo do processo replicativo de forma anormal. Isso corrobora com as
evidéncias microscdpicas de injuria celular durante o processo de replicacéo, na qual ficaram
retidas na Fase S do ciclo celular grande parte da populacdo celular de promastigotas de L.
amazonensis tratadas com a fracdo MAG (Tabela 15).

O controle positivo utilizado no ensaio do ciclo celular foi o taxol, que apresentou
valores proximos aos observados pelos parasitos tratados com a fragdo MAG (Tabela 15),
onde grande parte da populacéo celular também permaneceu na Fase S. De acordo com dados
da literatura para o taxol, este promove alteragdo do ciclo celular por induzir
despolimerizagdo dos microtibulos durante a fase mitotica da divisdo celular, e ndo promove
a fragmentacdo do DNA ou RNA (SURAPANENI; DAS e DAS, 2012).
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Estas alteracdes relacionadas com ciclo celular também foram visualizadas na MEV
(Figura 34 - B e D) e na MET (Figura 35 - E, F e G) apds, tratamento com a fracdo MAG.
Nesta ultima figura as micrografias demonstraram células com presenca de quatro (4)
axonemas na mesma bolsa flagelar. Em outra célula, observou quatro cinetoplastos ao redor
de um axonema, e presenca de dois nucleos na mesma célula, e um vacuolo autofagico.

A MEV e a MET sdo ferramentas Uteis frequentemente utilizadas em estudos de
parasitos tratados com diferentes substancias, a fim de contribuir para descoberta dos
possiveis sitios de a¢do no parasito (ADADE; SOUTO-PADRON, 2010).

De acordo com Macedo-Silva et al. (2013), alteracdes intensas foram visualizadas na
MEV de promastigotas de L. amazonensis tratadas com itraconazol e posaconazol, como
arredondamento e mudanca na superficie celular. Alteracbes observadas por MET para esta
associacdo evidenciaram a presenca de autofagossomas e mitocdndrias inchadas com
membranas concéntricas. Enquanto, Veiga-Santos et al. (2010) evidenciaram perda do
contetdo citoplasmatico e retracdo do corpo do parasito, ap6s o tratamento das formas
tripomastigotas de T. cruzi com piperovatina (amida), visualizadas por MEV. Estas
caracteristicas também evidenciadas neste estudo, como ja descrito anteriormente para formas
promastigotas de L. amazonensis tratadas com a fracdo MAG.

Kathuria et al. (2014) identificaram por MEV, a presenca de células com aspecto
arredondado e diminuicdo do corpo celular de promastigotas de L. donovani tratadas com um
diterpenoide (16a-hidrocleroda-3,13(14) Z-dien-15,16-olida). E por MET, este mesmo
tratamento, evidenciou mitocdndrias inchadas, presenca de acumulo anormal de lipideos,
aumento de vacuolos citoplasmaticos e picnose, que € a condensacdo da cromatina do ndcleo
devido a processo patolégico, indicativo de necrose.

A avaliagdo quantitativa do volume celular por citometria de fluxo indicou diminui¢do
do volume celular (Figura 39). Essa alteracdo foi praticamente a mesma nas concentracGes de
25 e 100 pg/mL com uma diminuicdo do volume celular de 35%, quando comparado ao
controle de células ndo tratadas, e diminuicéo de cerca de 40% para as células tratadas com 50
e 200 ug/mL. Estas porcentagens (35 — 40%) sugerem que a diminui¢do do volume celular
ocorreu independente da concentracdo da fragdo MAG usada, insinuando que a diminuigdo do
volume celular possa ser a causa, € ndo a consequéncia, ou seja, pode-se deduzir que a
presenca destes 1-monoacilglicerois (MAG) possa ter permeado a superficie celular do

parasito como visualizado na MEV, nos pontos de obstrugdo/perfuragdes (Figura34 -F, 1, G e
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H) e levado ao extravasamento do conteudo citoplasmatico, bem como uma sequéncia de
danos no interior do parasito.

Contudo, na concentracdo de 200 pg/mL observa-se também, uma diminui¢do no
namero de células contadas (Figura 39 — E), sugerindo um maior numero de drebis celulares,
ao invés de formas promastigotas. A concentracdo de 200 pug/mL da fragdo MAG avaliada
nos experimentos por citometria de fluxo, demonstrou alteracdes significativas, quando
comparada ao controle de células néo tratadas, mas também foi evidenciado diminuicdo na
populacdo de células contadas, inferindo que nesta concentragdo ha presenca de um ndmero
maior de células danificadas (drebis celulares).

Embora, os resultados apresentados pela analise da integridade de membrana celular em
formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com a fracdo MAG, apresentaram pouca
diferenca quando comparada ao controle negativo (Figura 37), estes dados corroboram com o0s
visualizados no ensaio da exposicdo da fosfatidilserina (Figura 38) que ndo demonstrou
positividade para anexina V — FITC.

Segundo Felicio et al. (2010) ha muitos dados a serem explorados para compreensdo do
mecanismo de acdo dos &cidos graxos, como por exemplo, pode-se sugerir que estes atuem
nos fungos promovendo ruptura na membrana plasmatica destes micro-organismos.

De acordo com relatos da literatura, o processo de autofagia € um mecanismo
importante para sobrevivéncia dos protozoarios, e também esta associado ao tratamento com
diferentes classes de substancias (RODRIGUES; SOUZA, 2008).

O papel da autofagia na célula em resposta a presenca de EROs pode ocorrer
naturalmente, por exemplo, na presenca de proteinas oxidadas de células velhas, sendo uma
via essencial na diferenciacdo e desenvolvimento celular em resposta ao estresse. Contudo, se
0s mecanismos de sobrevivéncia falham, a morte programa é ativada em resposta ao estresse
oxidativo, e neste caso a autofagia (morte celular programada tipo I1) pode levar a morte
celular do parasito (ALZATE et al., 2007; SCHERZ-SHOUVAL; ELAZAR, 2007,
BRENNAND et al., 2011).

No processo de autofagia além, da presenca de vacuolos autofagicos (autofagossomos),
ocorre aumento no namero de corpos lipidicos anormais, que provavelmente sdo sobras ndo
incorporadas na membrana plasmatica ou de membranas que revestem varias organelas no
citoplasma (RODRIGUES et al., 2002; BRITTA et al., 2014; RODRIGUES et al., 2014).

Como ja descrito, neste estudo foi observado na Figura 35, a presenga de vacuolos

autofagico e aparente aumento de corpos lipidicos no citoplasma.
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Danos na mitocéndria sdo sinais caracteristicos de injuria celular em protozoérios da
familia Kinetoplastidae, pois estes apresentam uma mitocdndria Unica com um cinetoplasto
que contém DNA, tornando neste aspecto esta mitocondria diferenciada da de mamiferos e
com interesse particular nesta organela como alvo terapéutico. As alteracBes na mitocondria
quantificada neste estudo, pelo ensaio com o marcador rodamina 123 e observadas por MET,
evidenciou inchago, danos nas cristas mitocondriais, perda da matriz mitocondrial, além da
presenca de multiplos vacuolos no interior da mesma e membranas concéntricas semelhantes
a bainha de mielina (Figura 37 - B, C, D).

Portanto, alteracbes mitocondriais nos parasitos levam a uma sequéncia de mudangas
celulares, como danos oxidativos em moléculas de lipideos, carboidratos, &cidos nucléicos e
proteinas, desestruturando de maneira geral toda a integridade celular. A ndo incorporagéao
dos lipideos para a formagdo de membranas leva o acimulo destes, formando a disposicéo de
corpos com conteddo lipidios pelo citoplasma de forma desordenada (RODRIGUES et al.,
2002; GODINHO et al., 2013).

Alteracdes relacionadas ao potencial de membrana mitocondrial podem envolver muitos
processos celulares, como estresse oxidativo, apoptose e autofagia (IZUMI et al., 2012;
SCHERZ-SHOUVAL; ELAZAR, 2007).

Uttaro (2014) relatou que 10% da sintese de acidos graxos nos tripanosomatideos
acontecem na mitocondria, € a inibicdo desta via resulta em alteragdes mitocondriais e perda
da viabilidade da célula do parasito.

A avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial (A¥m), sobre as formas
promastigotas de L. amazonensis tratadas com a fracio MAG demonstrou discreta
hiperpolarizacéo, em relagdo ao controle de células nédo tratadas, nas concentragdes de 25 e 50
ug/mL e despolarizagéo a partir de 100 pg/mL (Figura 36).

De acordo com dados da literatura, no processo de morte celular por necrose pode
ocorrer hiperpolarizacdo mitocondrial, embora menos comum que a despolarizacdo, este
evento pode ser atribuido ao aumento do consumo de oxigénio e aumento do fluxo de elétrons
(BROOKES, 2005; ALZATE et al., 2007; BERGHE et al., 2010).

Caracteristicas de morte celular por necrose normalmente estdo relacionadas a edema de
organelas, ruptura de membrana plasmatica com subsequente perda de contetdo intracelular,
incluindo permeabilizacdo da membrana mitocondrial, condensagdo da cromatina ao redor do
nucleo e clivagem do DNA, além de ganho do volume celular, este Gltimo ndo foi detectado
neste estudo (KROEMER et al.,, 2009; BERGHE et al., 2010; CARBALLEIRA, 2013;
RODRIGUES et al., 2014). Contudo, a ruptura e perda do conteddo citoplasmatico foram
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evidenciadas tanto por MET, MEV, quanto na avaliagdo da integridade de membrana, e na
avaliagcdo da exposicéo da fosfatidilserina. Embora, estes dados tenham se mostrado discretos
foram identificados neste estudo.

As alteracdes visualizadas pelas analises microscéopicas (microscopio optico, MEV e
MET) foram justificadas pela quantificagdo do ciclo celular, do volume celular, analise da
integridade de membrana, exposicéo da fosfatidilserina e avaliagcdo do potencial de membrana
das formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com a fracdo MAG.

Os dados demonstrados neste estudo indicam que o tratamento das formas
promastigotas de L. amazonensis com a fragdo MAG provocou danos celulares caracteristicos
tanto de morte celular por autofagia, quanto por necrose. Indicios do processo de morte
celular por necrose podem ser evidenciado pela presenca de alteracdes na integridade da
membrana celular do parasito, onde a superficie celular apresentou perfuracGes, e
extravasamento do conteddo citoplasmatico visualizado por MEV e MET. Alteracbes na
mitocdndria do parasito indicaram discreta hiperpolarizacdo também caracteristica de morte
celular por necrose. Seguida da despolarizacdo da membrana mitocondrial, sinal de morte por
via autofagica ou apoptética. Porém, a presenca de estruturas de mielina no interior desta
organela, juntamente com a alteragdo do potencial de membrana mitocondrial, aumento no
namero de corpos lipidicos e vactolos autofagicos evidenciou processo de morte celular por
autofagia para as promastigotas de L. amazonensis tratadas com a fracdo MAG
(RODRIGUES et al., 2002; 1ZUMI et al., 2012; VEIGA-SANTOS et al., 2010; RODRIGUES
etal., 2014).

A auséncia de alguns sinais celulares e resultados negativos em experimentos
contribuiram para a exclusdo da morte celular por apoptose, como a auséncia de blebs de
membrana e da externalizacdo da fosfatidilserina na membrana celular do parasito, permitiu
descartar a hipdtese desta forma de morte celular. Entretanto, um ensaio relacionado a
fragmentacdo do DNA (LAZARIN-BIDOIA et al, 2013) possa ser realizado para
confirmagéo da auséncia desta via de morte celular.

Considerando as explanacgdes dos dados experimentais e a discussao relacionada com os
estudos da literatura, pode-se inferir sobre o potencial da fracdo com 1-monoacilglicerois

(MAG) para obtengéo de novas entidades quimicas contra L. amazonensis.



175

5.7 — Caracterizacdo Quimica da Amostra F.A.21-22 Isolada da Fracao Acetato de Etila
(F.A) da Casca do Caule de A. macrocarpon.

A Figura 40 apresenta a CCD da fracdo F.A-21 e F.A-22 eluidas junto com o padrao de
quercetina, ambas apresentaram Rf de 0,5 igual a quercetina. A fracdo F.A-19 e F.A-20
também foram eluidas na mesma CCD. Entretanto, na visualizacdo da CCD na camara de luz
ultravioleta curto (254 nm) a F.A-19 e F.A-20 apresentaram mais de uma mancha. Por isto, a
F.A-21 e F.A-22 que demonstraram na CCD a presenca de mancha Unica, foram reunidas
(195,30 mg) e submetidas as analises bioldgicas e espectrais. A amostra foi codificada como

F.A-21-22. A CCD da Figura 40 ndo foi revelada e a foto foi retirada sob luz branca.

Figura 40 - Cromatografia em camada delgada (CCD) das fragdes F.A-19, F.A-20, F.A-21 e
F.A-22 isoladas da fracdo F.A da casca do caule de A. macrocarpon.

Q 19 20 21 22

Legenda: Q — padréo de quercetina; 19, 20, 21 e 22 séo fracOes isoladas da fracdo acetato de
etila. Fase movel utilizada para a CCD: Cloroférmio:Metanol (9:1). Fonte: a autora, 2015.

A fracdo F.A-21-22, um solido amorfo, de coloracdo amarelo, foi selecionada para
caracterizacdo quimica por espectroscopia no IV e de RMN, para identificacdo da substancia.

O espectro de IV (Figura 40) da fracdo F.A-21-22 apresentou banda larga e intensa em
3294 cm™ caracteristica de estiramento de O—H em ligagdo de hidrogénio inter- ou
intramolecular. Na regi&o de 1700 e 1630 cm™ encontra-se também estiramento relacionado a
C=0 de aril-cetona (LOPES; FASCIO, 2004). Estes dados corroboram com os visualizados
para a F.A.21-22, que também apresentou bandas em 1676 e 1641 cm™.



176

Figura 41 — Espectro na regido do infravermelho da fragdo F.A.21-22.
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Fonte: a autora, 2015.

Na regido do IV entre 3100 e 3000 cm™ é caracteristica de deformacdo axial de C—H
aromatico, porém estas podem estar sobrepostas com a banda larga da hidroxila, por isto ndo
foram definidas para a fragcdo F.A-21-22 (Figura 40) (PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2012).

No espectro de IV para a fracdo F.A-21-22 foram observadas varias bandas intensas na
regido entre 1500 e 1000 cm™ (Figura 40), entretanto nesta regido ocorrem absorcdes fortes de
muitas deformacGes, como por exemplo, vibra¢bes no plano de dobramento C—H de
aromaticos. Assim como, vibra¢cdes do dobramento de C—O—H de fenois, que aparece como
pico largo e fraco em 1440 e 1220 cm™, por isto estas regides de sobreposicéo dos sinais, sao
pouco Uteis para interpretacdo do espectro (PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2012).

O espectro de RMN *H da F.A-21-22 (Tabela 16 e Figura 41) foi comparado com dados
da literatura (BILIA et al., 1996) para o flavonoide quercetina [2-(3°,4’-dihidroxifenil)-3,5,7-
trihidroxicromen-4-ona] (CZEPAS; GWOZDINSKI, 2014), e apresentou sinais na regido de
hidrogénios aromaticos: ong 6,39 (d, J = 2,1 Hz, 1H) e o6 6,18 (d, J = 2,1 Hz, 1H)
localizados no anel A, que encontram-se mais desblindados quando comparados aos

localizados nos anel B, em fungéo do padréo de substituicdo do anel A.
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Os sinais de hidrogénios localizados no anel B foram observados em &y,- de 7,74 (d, J =
2,1 Hz, 1H); dus- 6,89 (d, J = 8,5 Hz, 1H) e 6y6 7,64 (dd, J = 8,5; 2,1 Hz, 1H). Todos sdo

hidrogénios metinicos aromaticos (Tabela 16 e Figura 41).

Tabela 16 - Dados de RMN de H (500 MHz, Metanol-ds) para a fracdo F.A-21-22,
comparados com valores descritos na literatura para quercetina, demonstrada
abaixo.

Hidrogénio F'Aa_f,%_zz Quechitinal
8 6,39 (d, J=2,1; 1H) 6,45 (d, J = 2,2; 1H)
2" 7,74 (d, 3 = 2,1; 1H) 7,40 (m)**
5 6,89 (d, J = 8,5; 1H) 6,90 (d, J = 9,0; 1H)
6 7.64 (dd, J =8,5; 2,1; 1H) 7,40 (m)**
6 6,18 (d, J=2,1; 1H) 6,21 (d, J=2,2; 1H)

*Deslocamentos quimicos em ppm (d4) com referéncia ao sinal residual do metanol-d, e
constantes de acoplamento (J, entre parénteses) em Hz. 'Bilia et al. (1996). **Nos dados de
Bilia et al. (1996), os sinais dos hidrogénios 2’ ¢ 6’ se sobrepdoem em um multipleto em 7,40
ppm com integracdo para dois hidrogénios. Fonte: a autora, 2015.

O espectro de RMN *H da F.A-21-22 (Tabela 16 e Figura 41) apresentou cinco sinais de
hidrogénio que coincidem com os deslocamentos quimicos dos hidrogénios descritos na
literatura para a quercetina. No espectro de RMN *H da F.A-21-22 néo foi visualizado sinais
para deslocamentos relacionados a hidrogénios das hidroxilas, como o observado por Kurkin
e Pravdivtseva (2007) para a quercetina, onde o hidrogénio da hidroxila ligada ao carbono
cabinélico 5 apresentou &y em 12,20 (s, 1H) (espectro total de RMN 'H da F.A-21-22 até 14

ppm apresentado no anexo C).



Figura 42 - Espectro de RMN de *H da fragdo F.A-21-22 (500 MHz, Metanol-d,) (A) espectro total, (B) expansdes e (C) quercetina.
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O espectro de RMN *3C da FA.21-22 apresentou 15 sinais de carbonos (Tabela 17 e
Figuras 42 e 43), correspondentes ao numero de carbono presentes na forma molecular da
quercetina (CisH1007) segundo dados da literatura (BILIA et al.,, 1996; KURKIN;
PRAVDIVTSEVA, 2007).

Tabela 17 - Dados de RMN de *3C e DEPT 135 da fragdo F.A-21-22 (125 MHz, Metanol-d,),
comparados com valores de deslocamentos quimicos descritos na literatura para
quercetina, demonstrada abaixo.

Carbono F.As—ii—ZZ Queg(;itinal
2 146,2 146,4
3 137,2 135,4
4 177,3 175,7
5 162,5 160,0
6 99,2 98,1
7 165,6 164,0
8 94,4 93,2
9 158,2 156,2
10 104,5 103,2
1 124,1 122,3
2 116,0 115,3
3 148,0 145,1
4 148,8 148,0
5 116.2 115.7
6 121.7 120.0

*Deslocamentos quimicos em ppm (8c) com referéncia ao sinal residual do metanol-d.. 'Bilia
et al (1996). Fonte: a autora, 2015.



Figura 43 - Espectro de RMN de *3C da fracdo F.A-21-22 (125 MHz, Metanol-ds), (A) espectro total (B) expansdes, (C) quercetina.
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Figura 44 - Espectro de RMN de DEPT 135 da fracdo F.A-21-22 (125 MHz, Metanol-d,), espectro total (A), expansdes (B), quercetina (C).
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Os carbonos 6 e 8 do anel aromatico A apresentaram 6c em 99,2 e 944
respectivamente, estes deslocamentos estdo em regido mais blindada do espectro quando
comparada com os deslocamentos quimicos dos demais carbonos (Tabela 17 e Figuras 42 e
43), este efeito ocorre em funcdo da posicdo dos carbonos carbinélicos (C5 e C7) do anel
aromatico A. Posto que, a presenca de hidroxilas em posicdo orto aumentam a blindagem do
nucleo de carbono, diminuindo o deslocamento quimico do mesmo. O padrdo de substitui¢do
de substancias aromaticas influéncia diretamente nos deslocamentos quimicos dos atomos de
carbono no espectro (SILVA; CARVALHO; BRAZ-FILHO, 2009; PAVIA et al., 2010;
SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2012).

O efeito de blindagem supracitado também foi observado, para o carbono quaternario
C10 do anel aromatico A, com & de 104,5 devido a presenca da carbonila em C-4, e o carbono
carbindlico C5 em orto, assim como o carbono C9 ligado a funcdo éter. Estas caracteristicas
relacionadas a blindagem pela presenca da hidroxila em orto, também foi observada para o
carbono C5’ (8¢ = 116,2) e C2’ (8¢ = 116,0) quando comparada ao carbono C6’ (&¢c = 121,7),
no anel aromético B (Tabela 17).

Os espectros bidimensionais de COSY, HSQC e HMBC, foram Uteis para confirmacao da
estrutura da substancia presente na fracdo F.A-21-22.

No mapa de contornos COSY (Figura 44) foi observado correlacbes dos hidrogénios
metinicos do anel aromatico B, onde o hidrogénio Hs- (34 = 6,89) correlaciona com o
hidrogénio He (0 = 7,64), este por sua vez correlaciona com o Hy: (6 = 7,74). No anel
aromatico A observou-se correlagdo entre os hidrogénios metinicos Hg (64 = 6,18) e Hg (0y =
6,39).

O mapa de contornos HMBC (Figura 45), apresentou a correlagdo do hidrogénio 8 (6 =
6,39) com o carbono metinico (C6) em & de 99,2 e deste hidrogénio (H8) com o carbono
quaternério C10 (6c = 104,5) e C9 (d¢c = 158,2), além da correlagio com o carbono
carbinolico C7 (3¢ = 165,6). O hidrogénio 6 (6 = 6,18) mostrou correlagdo com o carbono
metinico C8 (d¢c = 94,4), com o carbono quaternario C10 (6¢c = 104,5) e com os carbonos
carbinolicos C5 (6¢c = 162,5) e C7 (8¢ = 165,6). Confirmando as atribui¢des sugeridas para 0s
atomos de hidrogénios e carbonos do anel aromatico A para a estrutura da quercetina (Tabelas
16 e 17). Da mesma maneira as correlagdes dos carbonos e hidrogénios atribuidas para o anel
aromatico B (Tabelas 16 e 17) foram confirmadas pelo HMBC.

As correlagfes descritas acima tambem foram constatadas no mapa de contorno HSQC

(Figura 46) que apresentou correlagéo entre o carbono metinico (C2’) com & em 116,0 e o
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hidrogénio com & em 7,74. Assim como, os carbonos metinicos C5” ¢ C6’ com o de 116,2 e
121,2 respectivamente, correlacionando com os hidrogénios de & em 6,89 e 7,64
respectivamente, justificando a posicdo destes no anel aromatico B da quercetina (Tabelas 16 e
17). Os carbonos metinicos C6 e C8 também apresentaram correlagdes que confirmaram suas
posicOes no anel aromético A da quercetina (Tabelas 16 e 17).

Figura 45 - Mapa de contornos COSY expandido” para a fracdo F.A-21-22 (500 MHz,
Metanol-d,).
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Figura 46 - Mapa de contornos HMBC expandido” da fracdo F.A-21-22 (500 MHz, Metanol-
ds).
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Figura 47 - Mapa de contornos HSQC da fracao F.A-21-22 (500 MHz, Metanol-d,) (A) mapa
total (B) expansdo (C) quercetina.
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Baseado na interpretacéo dos espectros de 1V, RMN de *H, *C, DEPT, COSY, HSQC e
HMBC, em comparagdo com os dados obtidos na literatura (Tabelas 16 e 17), pode-se sugerir
para a fracdo F.A-21-22 a presenca da substancia quercetina, um metabolito secundario da
classe dos flavonoides. A partir de agora no texto, a F.A21-22 serd denominada de quercetina.

De acordo com dados da literatura para a espécie A. macrocarpon, o flavonoide rutina
(quercetina-3-rutinosideo) foi isolado das folhas desta planta por Bannwart et al. (2013a;
2013b) e a atividade antioxidante do extrato seco atomizado da casca do caule de A.
macrocarpon avaliada por Azevedo (2013), esta acdo pode estar relacionada com a presenca

da quercetina.

5.8 - Avaliacdo do Efeito Antileishmania in vitro da Quercetina em Combinacdo com
Anfotericina B (Q+A) e Miltefosina (Q+M).

A quercetina (item 5.7), substancia presente na fracdo FA.21-22, foi isolada da fragéo
acetato de etila, fracionada do extrato bruto da casca do caule de A. macrocarpon e submetida
a avaliacdo da atividade antileishmania neste estudo.

Esta substancia é um flavonoide de ampla distribuicdo na natureza, encontrada em
varias familias de plantas superiores e presente em muitos vegetais e frutas. Possui acdo
antioxidante e um vasto espectro de atividade bioldgica, como por exemplo, acdo
anticancerigena, imunomoduladora e na prevencao de doencas cardiovasculares (MANJOLIN
et al., 2013). Por isto, a quercetina, juntamente com os seus analogos estruturais, vem sendo
amplamente estudada sob o ponto de vista quimico e bioldgico, seja isoladamente ou no
fitocomplexo.

A acdo antileishmania da quercetina ja foi relatada previamente por Fonseca-Silva et al.
(2011 e 2013) que demostraram a atividade da quercetina sobre promastigotas e amastigotas
intracelulares de L. amazonensis.

Outros trabalhos sobre plantas medicinais que avaliam a atividade antileishmania
também concluiram a efetividade da quercetina sobre as formas evolutivas de L. amazonensis,
seja a quercetina aglicona ou ligada a heterosideos.

Recentemente, Lima et al. (2015) avaliaram a atividade antileishamania e
antitripanosoma de substancias fendlicas isoladas da espécie Calea uniflora Less., e
descreveram a presenca da quercetina 3-O-glicopiranosil como ativa, entre outros flavonoides.
Além disso, 0 mecanismo de ac¢éo da quercetina tem sido vastamente investigado em especial

sobre as formas evolutivas de Leishmania spp. Nesse sentido, alguns estudos descrevem o
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mecanismo de agdo da quercetina envolvendo a arginase, uma enzima essencial para
proliferagdo celular em L. amazonensis como o descrito por Silva, Maquiaveli e Magalhées
(2012).

Portanto, este estudo visou a exploracéo do efeito da combinacao desse flavonoide com

farmacos utilizados para o tratamento de leishmanioses, como a anfotericina B e a miltefosina.

5.8.1 - Atividade Antiproliferativa Frente as Formas Promastigotas e Amastigotas
Intracelulares de L. amazonensis e Efeito Citotoxico da Quercetina,

Anfotericina B e Miltefosina Isoladamente.

De acordo com a Tabela 18, é possivel verificar a atividade da quercetina presente na
F.A21-22, assim como da anfotericina B e miltefosina isoladamente sobre formas
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, e sobre macréfagos da linhagem J774-Al.
Foram demonstrados os indices de seletividades (IS) destes farmacos, em relacdo aos valores

de Clso com os valores de CCs de cada substancia (Tabela 18).

Tabela 18 - Atividade antiproliferativa sobre promastigotas e amastigotas intracelulares de L.
amazonensis, efeito citotoxico sobre macréfagos J774-Al e indice de
seletividade (1S) da Quercetina, Anfotericina B e Miltefosina.

Macréfago Promastigota IS Amastigota IS
Amostras J774-Al Clsp e Clgg CCsof Intracelular CCsol
CCsx (},I,M) (},I,M) Clsg Clsge Clg (MM) Clgg
: Clso: 61,93+ 1,36 Clso: 63,86 + 3,25
Quercetina 287,98 £5,13 Clog: 175.16 + 2.06 4,65 Clos: NR 4,51
- Clso: 0,096 + 0,01 Clso: 0,61 + 0,01
+
AnfotericinaB 3,43 +0,74 Clog: 0486 + 0,08 35,70 Cleo: NR 5,62
. . Clso: 21,63+ 0,14 Clso: 2,45+ 0,38
Miltefosina 41,35+ 0,44 Cloo: 39.41 + 173 1,91 Cles: NR 27,02

NR: ndo realizado. Fonte: a autora, 2015.

A partir da analise da Tabela 18, é possivel concluir que a quercetina apresentou um
perfil intermediério em relacdo a seletividade contra o parasito quando, comparada as outras
substancias testadas. Muitos estudos relatam a atividade contra formas promastigotas e
amastigotas intracelulares de espécies de Leishmania spp., ap0s tratamento com a quercetina,
demonstrando seu potencial antileishmania (MITTRA et al., 2000; CAMACHO et al., 2002;
TALEB-CONTINI et al., 2004; TASDEMIR et al., 2006; VILA-NOVA et al., 2012; DAS et
al., 2013; LAGE et al., 2013; MONTRIEUX et al., 2014; LIMA et al., 2015).
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Além da quercetina, outros polifenois, como o resveratrol apresentam atividade
antileishmania interessante, demonstrando a importancia desse grupo de metabdlitos
secundarios na investigacao de agentes antiparasitarios (FERREIRA et al., 2014).

Os resultados da anfotericina B demonstraram melhor atividade sobre promastigotas,
quando comparada as amastigotas intracelulares. Valores semelhantes em relacdo a atividade
antileishmania e citotoxicidade sobre macrofagos J774-Al foram encontrados por Kaplum
(2014), com Clsp de 0,06 £ 0,0 uM e 0,42 £ 0,08 uM e IS de 61,6 e 8,8 sobre promastigotas e
amastigotas intracelulares de L. amazonensis, respectivamente.

Varios outros estudos relataram valores semelhantes para Clsy e CCsp da anfotericina B,
contra formas evolutivas de Leishmania spp., corroborando sobre a poténcia de acdo deste
farmaco sobre estes parasitos (SAHA; MUKHERJEE e BHADURI, 1986; CORRAL et al.,
2014; PAAPE, et al., 2014; TRICONI et al., 2014).

De acordo com a Tabela 18, é possivel observar que o IS da miltefosina foi mais
apropriado para as formas amastigotas, quando comparado ao obtido para promastigota.

Assim como ocorre para anfotericina B, a miltefosina também apresenta muitos estudos
contra as formas evolutivas de Leishmania spp., com resultados semelhantes ao apresentado
na Tabela 18. Estudos recentes descreveram sobre a atividade da miltefosina contra
Leishmania sp. e relataram a eficacia desta substancia em especial sobre as formas
amastigotas (COELHO et al. 2014; PAAPE et al., 2014; MOREIRA et al., 2014; KAUR et al.,
2015).

5.8.2 - Atividade Antiproliferativa Frente as Formas Promastigotas e Amastigotas
Intracelulares de L. amazonensis e Efeito Citotoxico da Combinagdo de

Quercetina com Anfotericina B e Miltefosina.

Os resultados descritos na Tabela 19 demonstraram a atividade sobre formas
promastigotas, amastigotas intracelulares, macrofagos J774-Al e eritrocitos humanos da
combinagdo da quercetina com a anfotericina B (Q+A) e da quercetina com a miltefosina
(Q+M). Os valores foram expressos com base no célculo do indice de combinacgéo (Ic) (item
4.2.2.12). De maneira geral, os dados obtidos para as combinacbes Q+A e Q+M

demonstraram vantagens na associagdo destas substancias (Tabela 19).
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Tabela 19 - Atividade da combinacdo Q+A e Q+M sobre promastigotas, amastigotas
intracelulares de L. amazonensis, macrdofagos J774-Al e eritrécitos humanos.

Atividade Combinacédo Q+A Combinacédo Q+M
realizada  Indice Combinacdo  *Perfil de indice Combinacdo  *Perfil de
(Ic) Acéo (Ic) Acéo
Promastigotas 0,36 Sinérgico 0,58 Sinérgico
ﬁ\rtrrlgzteII%ﬁ?Zs 0,20 Sinérgico 0,48 Sinérgico
Jl\gz;zr_(xigos 1,6 Antagobnico 3,12 Antagobnico
Eﬁ:;i%';gs > 1,00 Antagobnico > 1,00 Antagonico

* O perfil de acdo foi designado como sinérgico se Ic < 1, aditivo se Ic = 1 e antagbnico se Ic
> 1 (CHOU e TALALAY, 1984; CHOU, 2010; ZHAO; AU e WIENTJES, 2010;
TALLARIDA, 2012). Q+A = combinacado de quercetina e anfotericina B. Q+M = combinacéo
de quercetina e miltefosina. Fonte: a autora, 2015.

A associacdo entre Q+A apresentou um Ic de 0,36 e 0,20 sobre promastigotas e
amastigotas, respectivamente, sendo este um perfil de a¢do sinérgico maior, daquele obtido na
combinacdo Q+M, onde o Ic foi de 0,58 e 0,48 para promastigotas e amastigotas,
respectivamente (Tabela 19).

Os valores descritos na Tabela 19, para os indices de combinacgdo (Ic), por si sO sdo
suficientes para expressar a natureza do perfil combinatério. Contudo, para corroborar com
estes resultados foram montados isobologramas (Figura 47), em que os pontos localizados
abaixo da linha de tendéncia confirmaram o perfil sinérgico (Ic < 1) para as combinacGes
Q+A e Q+M sobre formas promastigotas e amastigotas intracelulares de L. amazonensis,
assim como o perfil antagbnico (Ic > 1,00) para as combina¢bes Q+A e Q+M sobre a
citotoxicidade em macréfagos J774-Al, evidenciado pelos pontos dispostos acima da linha de
tendéncia (Figura 47).

O perfil de acdo das combinacgdes sobre eritrocitos humanos foi considerado antagbnico
para ambas as combinagfes (Q+A e Q+M). Apesar de ser expresso como Ic > 1 (Tabela 19),
este ndo foi determinado com precisdo, porque o0 maior valor da quercetina testado
isoladamente (1000 pg/mL) ndo apresentou porcentagem de hemolise neste estudo. A
combinacdo foi antagOnica, pois para todas as concentragdes utilizadas de quercetina e

anfotericina B na combinacéo nao foi possivel calcular a CCsy sobre os eritrocitos humanos.
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Figura 47 - Isobologramas demonstrativos dos efeitos combinatorios entre a quercetina e
anfotericina B (Q+A), e a quercetina e miltefosina (Q+M).
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Legenda: A-C: representaram a combinagdo Q+A sobre formas promastigotas e amastigotas
intracelulares de L. amazonensis, respectivamente. B-D: representaram a combina¢do Q+M sobre
formas promastigotas e amastigotas intracelulares de L. amazonensis, respectivamente. E-F:
representaram a combinacdo Q+A e Q+M, respectivamente, sobre a avaliacdo da citotoxicidade em
macrofagos J774-Al. Fonte: a autora, 2015.

Normalmente, os resultados do ensaio com eritrocitos sao expressos em porcentagem de
hemolise, e esta ndo deve ultrapassar 5% (HOU et al., 2008). Mas, neste caso 0 interessante
foi mostrar que as combinagfes Q+A e Q+M tiveram perfis antagonicos na toxicidade sobre
as hemacias, demonstrando outro parametro vantajoso destas combinacdes, por serem
necessarias concentracdes maiores dessas substancias quando combinadas para causar danos a
integridade da membrana dos eritrocitos.

De acordo com dados da literatura, a amenizacdo dos efeitos hemoliticos quando se
associa anfotericina B a outras substancias torna-se interessante, pois a anemia € um dos
principais efeitos colaterais da administracdo desse farmaco, mesmo na forma lipossomal. Por

isto, analises de constituintes do sangue devem ser realizadas duas vezes por semana durante
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o0 periodo de tratamento com este farmaco (EIRAS; KIRKMAN e MURRAY, 2015). Anemia
normocitica normocrémica acompanhada de trombocitopenia também foi relatado como
sendo o segundo efeito colateral mais significativo da anfotericina B (FILIPPIN; SOUZA,
2006).

Por isto, estudos da associacdo ou complexacdo da anfotericina B sdo continuamente
realizados, como por exemplo, a complexacdo da anfotericina B com polimero (sal do &cido
metacrilico) que exibiu baixas propriedades hemoliticas, e manteve a atividade contra
amastigotas de L. donovani (LES et al., 2014).

Relatos da literatura descreveram sobre a acdo hemolitica da miltefosina, em funcgéo
desta substancia atuar como um surfactante e promover a lise dos eritrocitos, liberando
praticamente toda hemoglobina em uma concentracdo de 0,66 mM (WIEDER et al., 1999;
ZHUKOVA; ROMANENKO e NIKOLAEVICH, 2010). Munoz et al. (2013) descreveram a
acdo da miltefosina sobre eritrocitos humanos, e concluiram que este farmaco estimula a
entrada de Ca** com subsequente bloqueio e retracdo da membrana celular, caracteristicas da
morte suicida dos eritrocitos (eriptose).

Os dados relacionados a quercetina (Tabela 19) e a sua contribuicdo em prevenir e
diminuir o processo anémico provocado, seja pela doenca em si ou por farmacos usados
durante o tratamento, corrobora com os resultados encontrados neste estudo sobre a acdo da
quercetina sozinha ou combinada com anfotericina B ou com a miltefosina sobre eritrocitos
humanos

No caso da avaliacdo citotoxica esperava-se que as substancias combinadas fossem
menos toxicas sobre as células de mamiferos, do que quando avaliadas isoladamente. Para
isso, a CCsp das amostras combinadas deveria ser maior que a CCsp das substancias sozinhas,
ou seja, uma concentracdo maior das substancias combinadas seria necessaria para provocar
citotoxicidade em 50% dos macrofagos J774-Al (Tabela 20). Assim, a citotoxicidade sobre
macrofagos J774-Al apresentou efeito antagbnico para ambas as combinagdes. Tal perfil é
considerado 0 mais apropriado, uma vez que é necessario um efeito sinérgico sobre os
parasitos e um efeito protetivo ou antagbnico sobre as células de mamiferos, diminuindo os
efeitos toxicos.

Dentre as combinagdes analisadas sobre os macrofagos J774-Al, o perfil antagbnico foi
evidenciado de forma mais intensa para a combinagdo Q+M (Tabela 19 e Figura 47 - F).
Pode-se afirmar ainda, que a quercetina influenciou positivamente o Ic sobre os macréfagos,
por apresentar citotoxicidade em concentracdo mais elevada quando combinada com a
miltefosina (Tabelas 19 e 20).



191

Tabela 20 - Concentracdes de quercetina, anfotericina B e miltefosina isoladas e combinadas
(Q+A e Q+M) utilizadas no ensaio de citotoxicidade sobre macrofagos J774-Al.

Macrdéfagos J774-Al

Amostras

CCso (uM)
Quercetina 287,98 £ 5,13
Anfotericina B 3,43 +0,74
Miltefosina 41,35+0,44

Q: 122,39
Q+A A: 3,96

Q: 593,27
Q+M M: 43,99

Legenda: Q+A: combinacdo de quercetina com anfotericina B, Q+M: combinacdo de
quercetina com miltefosina, Q: quercetina, A: anfotericina B, M: miltefosina. Os resultados
dos CCs, das combinacbes Q+A e A+M foram obtidos a partir da média das diferentes
concentragdes combinadas de pelo menos trés experimentos independentes. Fonte: a autora,
2015.

Relatos na literatura relacionam a atividade sobre formas evolutivas de Leishmania sp. a
partir da combinacdo de quercetina, a anfotericina B e a miltefosina com outras substancias.
Neste sentido, a atividade in vivo da associacdo da anfotericina B com o tamoxifeno sobre
formas promastigotas e amastigotas intracelulares de L. amazonensis foi estudada por Triconi
et al. (2014). Os autores relataram uma boa resposta boa resposta parasitoldgica e clinica
desta combinacdo. A anfotericina B também foi estudada em associacdo com o resveratrol,
apresentando perfil de acdo sinérgico contra amastigotas de L. amazonensis (FERREIRA et
al., 2014). Outras associacfes promissoras com anfotericina B foram relatadas na literatura
sobre formas de Leishmania spp. (RIABI et al., 2013; CORRAL et al., 2014;). Até mesmo a
associacdo da anfotericina B com a miltefosina apresentou melhoria na atividade quando
avaliada sobre formas amastigotas de L. donovani (SEIFERT; CROFT, 2006). Recentemente,
Pham et al. (2014) descreveram como vantajosa associa¢do da anfotericina B com miltefosina
quando encapsuladas em nanocomplexos lipidicos, por melhorar o perfil farmacocinético por
via oral.

A atividade combinada da miltefosina também foi avaliada em varios estudos com
outros farmacos e apresentou acdo sinérgica sobre formas evolutivas de espécies de
Leishmania (FARCA et al., 2012; SOUSA et al., 2014; SANTAREM et al., 2014).

Ja em relacdo a quercetina, recentemente, Amin et al. (2015) demonstraram o efeito

combinatério da associacdo com rutina e morina, além de antibidticos j& consolidados na
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terapéutica contra bactérias Staphylococcus aureus meticilina resistente. Em todas as
associacOes houve potencializacdo da atividade antibacteriana.

Estudos de associacdo da quercetina com outros farmacos estdo relacionados com
estudos farmacoldgicos de acdo anticancerigena, devido a eficacia da quercetina sobre células
tumorais e pela capacidade da acdo antioxidante, contribuindo para prevencdo dos efeitos
danosos provocados por outros farmacos. Dentre esses estudos, pode-se citar a diminui¢do da
proliferacdo de células HT-29 (celulas de cancer de colon) quando associada a quercetina com
resveratrol (FOLLO-MARTINEZ et al., 2013) e a inibicdo da migracao e invasdo de células
KB/CRYV, células de cancer oral humano resistente a vincristina. Além disso, a quercetina foi
capaz de anular a resisténcia dessas células a vincristina (YUAN et al., 2014). AssociacGes
quimiopreventivas da quercetina com outras substancias de origem natural, como a curcumina
ou com outros quimioterapicos de uso na terapéutica, tem se mostrado eficazes (SAMUEL et
al., 2012; NAIR; MALHOTRA e DHAWAN, 2015).

Embora, a quercetina seja uma substancia amplamente estudada e conhecida, novas
investigacOes sobre essa molécula associada a outros farmacos estdo em constante avaliacéo,
com exploracdo continua do potencial antioxidante deste flavonoide.

Entretanto, poucos estudos relatam a acao da quercetina associada com outros farmacos
para acao sobre espécies de Leishmania. Os estudos disponiveis na literatura exploraram a
atividade da quercetina isolada ou no fitocomplexo sobre os protozoarios, além da avaliacdo
de seu mecanismo de acdo. Por isto, ensaios com da quercetina foram conduzidos a fim de
investigar a combinacdo deste flavonoide com farmacos ja consagrados para o tratamento de
leishmanioses. Pela primeira vez, a associacdo da quercetina com anfotericina B e quercetina
com miltefosina foram relatados com perfil de acdo sinérgico frente as formas promastigotas e
amastigotas de L. amazonensis, bem como a ac¢do citotoxica antagénica sobre macréfagos de

linhagem e eritrocitos humanos.

5.8.3 - Avaliagéo por Microscopia Eletronica de Varredura e Transmissao da Atividade
da Quercetina, Anfotericina B e Miltefosina Isoladas e em Combinagdo Sobre

Formas Promastigotas de L. amazonensis.

As alteragcbes morfologicas e ultraestruturais foram analisadas por microscopia
eletrbnica de varredura e transmissdo, respectivamente, em formas promastigotas de L.

amazonensis. Para estas analises as promastigotas foram tratadas com as Clsy e Clgy da
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quercetina isolada da fracdo acetato de etila do caule da casca de A. macrocarpon, e com
anfotericina B e miltefosina isoladas e em combinacgéo (Tabela 21).

Tabela 21 - Concentragdes de quercetina, anfotericina B e miltefosina isoladas e combinadas
(Q+A e Q+M) utilizadas no ensaio antiproliferativo de promastigotas de L.
amazonensis para analise em microscopia eletrénica de varredura e transmissao.

Promastigotas

Amostras
Clso (uM) Clgo (uM)
Quercetina 61,93 175,16
Anfotericina B 0,096 0,49
Miltefosina 21,62 39,41
Q: 15,02 Q: 121,29
Q+A A: 0,011 A: 0,43
Q: 24,15 Q: 115,80
Q+M M: 4,12 M: 21,35

Legenda: Q+A: combinacdo de quercetina com anfotericina B, Q+M: combinacdo de
quercetina com miltefosina, Q: quercetina, A: anfotericina B, M: miltefosina. Fonte: a autora,
2015.

As alteracbes morfoldgicas observadas por MEV proporcionaram a comparagdo dos
parasitos tratados com ndo tratados (controle negativo), os quais apresentaram células com
caracteristicas normais, com corpo alongado, superficie celular lisa e flagelo cerca de duas
vezes 0 tamanho do corpo, com terminacao livre (Figuras 48 e 49 - A). Os parasitos tratados
com diferentes concentracdes de quercetina, anfotericina B e miltefosina isoladamente, ou em
combinacdo demonstraram alteragdes morfologicas tanto no corpo do parasito, quanto no
flagelo (Figuras - 48 e 49).

Os parasitos tratados com Clsy de quercetina apresentaram arredondamento do corpo
celular, com reentrancias na superficie celular e multiplicidade de flagelos por célula (Figuras
48 e 49 - B-C). J& os parasitos tratados com Clgy de quercetina demonstraram, além do
arredondamento do corpo celular e aspecto rugoso da superficie celular, extravasamento do
conteddo citoplasmatico, devido a suposta ruptura de membrana celular (Figuras 48 e 49 -D e
E).

As alteragdes supracitadas tambem foram observadas por Lopes et al. (2012) que
avaliaram a acdo do geranil-geraniol sobre formas promastigotas de L. amazonensis por
MEV. Santos et al. (2012), em andlise por MEV das promastigotas de L. amazonensis
observaram formas arredondadas, presenca de dois flagelos e altera¢fes na superficie celular

do corpo do parasito, promovida por constituintes do ¢leo de copaiba.



Figura 49 - Micrografias de formas promastigotas de L. amazonensis visualizadas por microscopia eletrénica de varredura apds tratamento com
quercetina, anfotericina B e combinacGes de Q+A.

Legenda: (A) controle; (B-C) Quercetina Clsp; (D-E) Quercetina Clgo; (F-G) Anfotericina B Clsg; (H-1) Anfotericina B ICqp; (J, K, L) Clsoda
combinagdo Q+A; (M, N, O) Clgyda combinagdo Q+A. Barra = 1 um. Fonte: a autora, 2015.
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Figura 50 - Micrografias de formas promastigotas de L. amazonensis visualizadas por microscopia eletrénica de varredura apds tratamento com
quercetina, miltefosina e combinac6es de Q+M.

Legenda: (A) controle; (B-C) Quercetina Clsg; (D-E) Quercetina Clgg; (F-G) Miltefosina Clso; (H-1) Miltefosina Clgo; (J, K, L) Clso da
combinacdo Q+M; (M, N, O) Clgy da combinacdo Q+M. Barra =1 um. Fonte: a autora, 2015.

S61



196

A superficie celular do parasito desempenha papel importante em varios processos,
como reconhecimento celular, adeséo celular, regulagdo do crescimento celular, expressao de
antigenos de superficie e receptores, como por exemplo, o lipofosfoglicano desempenha um
papel importante no processo de infeccdo em macrofagos (SOUZA, 1995; NADERER,;
MCCONVILLE, 2008; SANTOS et al., 2012).

A micrografia do parasito tratado com Clsp da anfotericina B demonstrou aspecto
arredondado do corpo celular, com formacéo de sulcos (reentrancias) (Figura 48 - F), bem
como a presenca de dois flagelos (Figura 48 - F-G). As formas promastigotas tratadas com a
ICq da anfotericina B apresentaram ainda, extravasamento do conteddo citoplasmatico
(Figura 48 - H), protuberancias e encurtamento flagelar (Figura 48 - I).

A amostra tratada com Clsy da combinagdo Q+A apresentou caracteristicas semelhantes
aquelas observadas nos parasitos tratados com a Clsg da quercetina e anfotericina B
isoladamente. Foram verificados o arredondamento do corpo celular e encurtamento do
flagelo (Figura 48 - K e L), enquanto na micrografia J (Figura 48) foi observada a presenca de
reentrancias ou invaginacdes do corpo celular e de presenca de dois flagelos curtos por
parasito (Figura 48 - J, K, L).

Para os parasitos tratados com Clgy da combinacdo Q+A, as alteracGes foram as mesmas
descritas anteriormente para a Clsg, porém foi observado um ndmero maior de células com
alteragBes no corpo celular, como visualizado nas células em destaque nas micrografias M, N
e O (Figura 48).

As alteracGes morfoldgicas observadas nos parasitos tratados com a Clso da miltefosina
isolada demonstraram células com corpo celular arredondado, com aspecto bastante enrugado,
com sulcos e dois flagelos por parasito (Figura 49 - F-G).

Para as células tratadas com a Clgy da miltefosina as alteracdes observadas no parasito
foram mais pronunciadas, com diminuicdo do tamanho do corpo celular e reentrancias ou
invaginacdes na superficie da célula. Também foram observados parasitos com o corpo
celular alterado e sinais de extravasamento do conteudo citoplasmatico (Figura 49 - H-1).

Os parasitos tratados com Clsp da combinacdo Q+M apresentaram morfologia menos
alteradas quando comparado aos tratados com a Clsp e Clgy da miltefosina sozinha. Essa
amenizacdo das alteracOes pode ser devido a menor concentracdo requerida da miltefosina
para inibir 50% do crescimento de promastigotas quando combinada a quercetina. Pode-se
dizer, ainda, que a quercetina potencializa a atividade da miltefosina, o que pode ser

comprovado pelo indice de combinacédo obtido, que caracterizou efeito sinérgico.



197

Sobre a micrografia J (Figura 49), foi observada a presenca de uma célula
aparentemente apos fissdo binaria em que ndo houve completa citocinese.

Os parasitos tratados com a Clgg da combinacdo Q+M destacaram-se por apresentar
alteracdes pronunciadas no corpo celular do parasito com caracteristicas relacionadas a
alteracdo da superficie das células, com aspecto enrugado e/ou com formagéo de sulcos, a
presenca de dois flagelos por parasito, e também, células com suposta ruptura, sugerida a
presenca de contetdo citoplasmatico na superficie da célula (Figura 49 - M, N, O).

Embora as alteragdes morfologicas se assemelhem em ambas as combinacfes ou
mesmo quando as substancias foram testadas isoladamente, é fato que os danos observados na
morfologia do parasito e visualizadas na MEV evidenciaram uma resposta do parasito frente
as substancias utilizadas, o que corrobora a continuidade dos estudos, a fim de averiguar quais
sdo as principais organelas estruturais alteradas para a sugestdo de um tipo de morte celular
predominante. Por essa razdo, as promastigotas também foram visualizadas por MET.

As alteracGes ultraestruturais das promastigotas de L. amazonensis tratadas ou ndo com
a quercetina, anfotericina B e miltefosina isoladas e combinadas foram obtidas por MET e
demonstraram alteracdes celulares importantes (Figuras 50 e 51).

As formas promastigotas ndo tratadas apresentaram caracteristicas ultraestruturais
tipicas de células normais, como presenca de nucleo, mitocdndria Unica que se estende ao
longo do corpo do parasito e contém cristas bem definidas, cinetoplasto com DNA
condensado, bolsa flagelar e normalmente flagelo alongado e Unico (Figuras 50 e 51 - A).

A micrografia da quercetina sozinha (Clsp) demonstrou a presenca de vacuolo
autofagico (Figura 51 - B). J& os parasitos tratados com a Clgy da quercetina apresentaram
mitocondria inchada com presenca de membranas concéntricas no seu interior, estruturas
semelhantes a corpos lipidicos e presenca de vacuolos citoplasmaticos (Figura 50 - B, C, D).

As alteracBes observadas para as células tratadas com Clsg e Clgy da anfotericina B
sozinha foram semelhantes as observadas para as tratadas com a Clsg e Clgy da quercetina
sozinha, apresentando mitocondria inchada com membranas concéntricas, e presenca de
vacuolo autofagico (autofagossoma) (Figura 50 - E, F, G, H).

As ultraestruturas celulares tratadas com a Clsp da combinacdo Q+A também
apresentaram mitocondria aumentada de tamanho, com membranas concéntricas no seu
interior (Figura 50 - I, J). Para os parasitos tratados com a Clgy da combinacdo Q+A, houve
um aumento na presenca de vacuolos citoplasmaticos quando comparado aos tratados com a
Clsp da combinacdo Q+A. A imagem K apresentou sinais de ruptura da membrana nuclear,
(Figura50 - K, L).



198

Figura 51 - Micrografias de formas promastigotas de L. amazonensis obtidas por microscopia eletrdnica de
transmissao apds tratament
> ' -

Legenda: (A) controle (parasitos ndo tratados) com ultraestrutura normal; (B) Quercetina Clsg; (C-D) Quercetina Clgy; (E-F)
Anfotericina B Clso; (G-H) Anfotericina B Clgg; (I-J) Clso da combinacdo Q+A; (K-L) Clg da combinacdo Q+A. Alteracdes
ultraestruturais foram indicadas como: setas pretas: mitocondria inchada; setas brancas: aparéncia de corpos lipidicos; cabeca de seta
preta: membranas concéntricas dentro da mitocondria; cabeca de seta branca: vaclolos autofagicos; asteriscos preto: vacutolos
citoplasmaticos; estrela preta; regido de ruptura da membrana nuclear. Outras designacfes: (ax) axonema, (n) nucleo; (m)
mitocdndria; (K) cinetoplasto; (f) flagelo; (bf) bolsa flagelar; (re) reticulo endoplasmético; (cg) complexo de Golgi. Barra =1 um.
Fonte: a autora, 2015.
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Figura 52 - Micrografias de formas promastigotas de L. amazonensis obtidas por microscopia eletrénica de
transmisséo a
< .‘ % s

5
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Legenda: (A) controle (parasitos ndo tratados) com ultraestrutura normal; (B) Quercetina Clsg; (C-D) Quercetina Clgg; (E-F)
Miltefosina Clsy; (G-H) Miltefosina Clgg; (I1-J) Clso da combinacdo Q+M; (K-L) Clgy da combinagdo Q+M. Alteracoes
ultraestruturais foram indicadas como: setas pretas: mitocondria inchada; setas brancas: aparéncia de corpos lipidicos; cabeca
de seta preta: membranas concéntricas dentro da mitocondria; cabeca de seta branca: vacuolos autofagicos; asteriscos preto:
vacuolos citoplasmaticos. Outras designacdes: (n) nucleo; (m) mitocondria; (k) cinetoplasto; (f) flagelo; (bf) bolsa flagelar;
(ax) axonema; (re) reticulo endoplasmaético; (cg) complexo de Golgi. Barra = 1 um. Fonte: a autora, 2015.
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As alteracOes ultraestruturais visualizadas na MET para a quercetina sozinha (Clsp e
Clgp) na Figura 51 foram semelhantes ao visualizado anteriormente na Figura 50.

As células tratadas com miltefosina sozinha (Clso) apresentaram presenca de vacuolos e
desorganizacdo no citoplasma, mitocondria inchada com membranas concéntricas (Figura 51 -
E, F). Para os parasitos tratados com a Clgy da miltefosina sozinha, o grau de desordem celular
foi maior, ou seja, presenca de citoplasma com extravasamento de conteddo celular, ruptura
de membrana nuclear, varios vacuolos citoplasmaticos e autofagicos (Figura 51 - G, H).

Na combinacdo Q+M, tanto para as células tratadas com a Clsg, quanto para as tratadas
com a Clgy, as alteragdes reproduziram as mesmas visualizadas nas células tratadas com as
substancias sozinhas, como mitocondria inchada com membranas concéntricas no interior,
vacuolos citoplasmaticos e autofagicos, células extraidas (Figura 51 - I, J, k, L).

O uso da microscopia eletrdnica como ferramenta para a elucidacdo de alteracOes
celulares € util por revelar aspectos sugestivos dos possiveis alvos de acdo dos farmacos.
Neste estudo, as micrografias obtidas por MEV e MET contribuiram com os resultados
obtidos nos ensaios antiproliferativos.

A compreensdo da organizacdo, funcdo e composicdo das estruturas morfologicas e
ultraestruturais sdo determinantes na patogenia dos protozoarios. As tripomastigotas de T.
cruzi, por exemplo, sdo células vastamente estudas por microscopia eletrénica, bem como as
diferentes espécies de Leishmania (SOUZA, 2007; SOUZA et al., 2008a).

Especificamente em espécies de Leishmania, os relatos sobre a acdo da quercetina
focam alvos terapéuticos em que, este flavonoide atuou sobre formas promastigotas e
amastigotas de L. amazonensis. Foi detectado um aumento na producdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) em macrdfagos infectados e também, sobre as formas promastigotas de L.
amazonensis, que levou a perda do potencial de membrana mitocondrial e causou a morte do
parasito (FONSECA-SILVA et al., 2011 e 2013).

Segundo Fonseca-Silva et al. (2011 e 2013) a quercetina age sobre as células do parasito
como pré-oxidante, por induzir a producdo de anion superoxido, peroxido de hidrogénio e
outras EROs. Além disso, induz a despolarizacdo da membrana mitocondrial de formas
promastigotas de L. amazonensis.

Esta observacgéo contribui para os achados por MET nas micrografias B e C das Figuras
50 e 51, respectivamente, sobre formas promastigotas de L. amazonensis, tratadas com Cls, da
quercetina sozinha (61,93 uM), onde se verificou alteragdo na mitocondria.

Tasdemir et al. (2006) compararam flavonoides analogos, entre eles a quercetina, sobre

a atividade antileishmania e antitripanosoma frente a amastigotas axénica de L. donovani e
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formas tripomastigotas de T. brucei, respectivamente, e verificaram a relagdo da estrutura
versus atividade, indicando que a fungéo cetona em C4 e a dupla ligagéo do carbono C3 e C4
da aglicona sdo essenciais para o potencial da atividade destes polifenois, além das hidroxilas.
As flavonas e flavonois glicosilados sdo menos potentes que seus homologos ndo glicosilados
(agliconas).

A capacidade antioxidante da quercetina estd relacionada com a sua capacidade em
sequestrar radicais de oxigénio (radical hidroxi: OH®, anion superdxido: O,"), espécies
reativas com potencial de promover a peroxidacéo lipidica (BEHLING et al., 2004).

A explanacdo sobre a acdo antioxidante e pro-oxidante da quercetina tem sido bem
elucidada na literatura, e as mesmas caracteristicas estruturais responsaveis pela acéo
antioxidante, a presenga de hidroxilas na aglicona, sdo também as que causam efeitos
citotoxicos e pro-apoptdticos em micro-organismos e células tumorais (BEHLING et al.,
2004; LAKHANPAL; RAI, 2007; FONSECA-SILVA et al., 2011 e 2013; CZEPAS;
GWOZDZINZKI, 2014). Ha relatos que determinadas substancias antioxidantes agem como
pré-oxidante sob determinada condicdo, como altas doses ou a presenca de ions metélicos,
como no caso de vérios polifenois (YORDI et al., 2012).

Uma das formas para o desenvolvimento de novos farmacos consiste na busca pelo
modo como as substancias ativas podem atuar no alvo celular, como enzimas chaves em rotas
metabdlicas do parasito.

Mittra et al. (2000) j& haviam relatado a acdo da quercetina in vitro em promastigotas e
amastigotas intracelulares de L. donovani, por inibicdo da sintese de DNA e promovendo a
linearizacdo dos minicirculos do KDNA mediado pela topoisomerase-Il. Estas alteracdes
conduzem a morte celular por apoptose. Das et al. (2006) verificaram que a quercetina inibiu
a DNA topoisomerase-1, enzima fundamental na replicacdo e transcricdo do DNA, incluindo o
DNA do cinetoplasto (KDNA).

Vila-Nova et al. (2012) demonstraram que a quercetina também € capaz de inibir a
hidrolise da acetilcolina e interferir na producdo da fosfatidilcolina, fosfolipidio mais
abundante na membrana celular de Leishmania spp. Segundo os autores, esta inibicdo ocorreu
devido a diminuicdo da concentracdo da precursora colina.

As alteracOes ultraestruturais observadas pela MET (Figura 50 e 51) para as formas
promastigotas de L. amazonensis tratadas apenas com a quercetina, de acordo com dados da
literatura sugerem caracteristicas de morte celular induzida por apotose, como mitocondria
inchada, perda de conteddo mitocondrial e alteragfes na disposi¢cdo da cromatina no nucleo,

guando comparado ao controle (Figura 51 - B e D). Como o observado na MET em estudos
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realizados por Macedo-Silva et al. (2013), para ultraestruturas de promastigotas de L.
amazonensis tratadas com itraconazol.

Godinho et al. (2013) relataram que as injurias mitocondriais nos parasitos levam a uma
sequéncia de alteracdes celulares, como danos oxidativos em moléculas de lipideos,
carboidratos, &cidos nucléicos e proteinas, desestruturando de maneira geral toda a integridade
celular. A ndo incorporagdo dos lipideos para a formacdo de membranas leva ao acimulo
destes, formando corpos com conteudo lipidicos desordenados no interior do citoplasma. A
presenca de autofagossomos também foi evidenciada apos tratamentos com diversos tipos de
substancias, inclusive farmacos como a miltefosina, reconhecido por induzir a morte celular
por apoptose nesses parasitos. Esta evidéncia, bem como a presenca de corpos lipidicos
préximos a mitocondria, ao reticulo endoplasmético ou ao complexo de Golgi, pode ser
sugestiva de biogénese ou mobilizacdo e utilizacdo de lipideos, no caso dos autofagossomos,
sugerindo remodelagéo celular intensa.

Macedo-Silva et al. (2011, 2013), assim como Godinho et al. (2013) concluiram que
danos na mitocondria em funcdo do estresse oxidativo e presenca de EROs, podem
desencadear desorganizacdo do metabolismo lipidico, com acimulo citoplasmatico anormal e
possivel remocdo pelos autofagossomos.

Estas informagdes corroboram com os dados visualizados na Figura 50 - B, Ce D e
Figura 51 - C. As alteracdes induzidas pela Clgy (175,16 uM) da quercetina visualizados na
Figura 51 - D demonstraram destruicdo celular, com presenca de grande vacuolo
citoplasmatico e extracdo de contetdo citoplasmatico.

A anfotericina B, por outro lado, possui como alvo celular principal o ergosterol, um
esteroide presente na membrana plasmatica de fungos e protozoarios, como espécies do
género Leishmania. Ao se ligar a membrana, essa substancia produz poros, conduzindo a
alteracdes da permeabilidade celular. A acdo litica deste farmaco também foi descrita pela
interacdo da anfotericina B com a membrana de eritrocitos, provocando danos oxidativos
(ODDS; BROWN e GOW, 2003; FILIPPIN; SOUZA, 2006; SINGH; KUMAR e SINGH,
2012).

Devido a similaridades estruturais, a anfotericina B também possui afinidade sobre o
colesterol presente nas membranas celulares de mamiferos. Tal afinidade é responsavel pelos
efeitos adversos e toxicos sobre a medula 0ssea, figado, rins e coracdo, amplamente relatados
apos a utilizacao desse farmaco (MILLER, 1973; ODDS; BROWN e GOW, 2003; FILIPPIN;
SOUZA, 2006; ZAULI-NASCIMENTO et al., 2010).
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Apesar de sua eficiéncia, a anfotericina B é o farmaco de segunda escolha para o
tratamento de leishmanioses, uma vez que apresenta severa toxicidade, baixa
biodisponibilidade e relatos de cepas resistentes a esse medicamento. Contudo, a forma
lipossomal da anfotericina B melhorou suas caracteristicas fisico-quimicas, tornando-a menos
toxica, contra leishmanioses mucocuténeas e viscerais. O alto custo, entretanto, dificulta o seu
uso em paises em desenvolvimento, representando um fato limitante a sua utilizag&o.
(FILIPPIN; SOUZA, 2006; TIUMAN et al., 2011; BARRET; CROFT, 2012; SUNDAR et al.,
2010; LES et al., 2014; EIRAS et al., 2015).

Neste estudo, as alteracdes morfoldgicas provocadas pela Clso (0,096 uM) e Clgo (0,49
uM) da anfotericina B sozinha sobre formas promastigotas de L. amazonensis, foram
arredondamento do corpo celular, além de sinais de extravasamento do contetdo
citoplasmatico (Figura 48). Esta dltima alteracdo pode inferir ao aspecto estrutural deste
polieno, que interage com o ergosterol, formando poros aquosos que leva ao aumento da
permeabilidade da membrana e morte do parasito (SINGH et al., 2013).

As micrografias visualizadas por MET para células tratadas com Clsy e Clgy da
anfotericina B, apresentaram alteracGes semelhantes entre si, contudo, para as células tratadas
com Clgy as desordens foram mais pronunciadas, como inchagco mitocondrial, com
membranas concéntricas e perda da matriz mitocondrial (Figura 50).

A miltefosina foi o segundo farmaco selecionado para o ensaio da combinagdo com a
quercetina neste estudo. A miltefosina, uma alquil fosfocolina (hexadecil-fosfocolina),
originalmente desenvolvida para o tratamento do cancer, também descrita por apresentar
atividade antifungica, antiamébica e antileishmania, € atualmente padronizada para o
tratamento de leishmanioses em alguns paises. Assim como a anfotericina B, também atua
interferindo na membrana citoplasmatica, mais especificamente no metabolismo dos
fosfolipidios de membrana celular, alterando a composicdo, permeabilidade, estabilidade e
fluidez, conduzindo a célula a morte celular por processos apoptoticos. A miltefosina
acumula-se no interior da célula do parasito, promovendo distlrbios na biossintese de lipideos
e disfungdo mitocondrial com aumento da producgdo de EROs (PARIS et al., 2004; BARRET;
CROFT, 2012; SINGH; KUMAR e SINGH, 2012; SINGH et al., 2013; CANUTO et al.,
2014; SANTAREM et al., 2014).

Um aspecto favordvel da utilizacdo da miltefosina é a sua administracdo por via oral.
Entretanto, a miltefosina ndo é isenta de efeitos colaterais. Entre 0s mais graves estd o

potencial teratogénico deste farmaco. A miltefosina apresenta alta taxa de cura (98%) sobre
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infecgBes por L. donovani. Contudo ha relatos de cepas resistentes (PARIS et al., 2004;
SINGH; KUMAR e SINGH, 2012; SINGH et al., 2013; CANUTO et al., 2014).

As alteragdes morfologicas visualizadas por MEV sobre formas promastigotas de L.
amazonensis tratadas com Clsg (21,62 uM) e Clg (39,41 uM) de miltefosina evidenciaram
mudangas relevantes na forma do parasito, com enrugamento do corpo celular, diminuigéo de
tamanho, e sinais de extravasamento do conteudo citoplasmatico (Figura 49). Estas alteragdes
sdo condizentes com as observadas na MET, nas micrografias das ultraestruturas tratadas com
Clgo da miltefosina os danos celulares foram mais intensos, houve alto grau de desorganizacao
citoplasmatica, com perda de conteudo citoplasmatico, nucleo desorganizado e vacuolizacdo
citoplasmatica (Figura 51).

A inducédo de morte celular por apoptose foi verificada em vérios estudos da miltefosina
sobre espécies de Leishmania spp. A miltefosina promoveu fragmentacdo do DNA,
diminuicdo celular e externalizacdo da fosfatidilserina em promastigotas de L. tropica e L.
major (KHADEMVATAN et al., 2011). No entanto, ainda ha relatos de que o0 modo de acédo
da miltefosina como leishmanicida ndo estd completamente compreendido, necessitando de
mais estudos (COELHO et al., 2014; MOREIRA et al., 2014).

Estudos com outras espécies de Leishmania, como a L. infantum e a L. donovani
mostram indicios de que o mecanismo de a¢do da miltefosina esteja relacionado a apoptose,
alteracbes como danos a mitocondria, encolhimento celular, fragmentagdo do DNA e
externalizacdo da fosfatidilserina com preservacdo da integridade da membrana plasmatica do
parasito foram observadas (PARIS et al., 2004; VINCENT et al., 2014).

Cepas de Leishmania spp. resistentes a anfotericina B e a miltefosina apresentaram
diminuicdo na inducdo de morte celular apoptdtica quando exposta a estes farmacos (SAHA,;
MUKHERJEE e BHADURI, 1986; SHAHA, 2006; KACZANOWSKI; SAJID e REECE,
2011; MOREIRA; LEPROHON e OUELLETTE, 2011; MELOS; ECHEVARRIA, 2012;
SOUSA et al., 2014).

As alteracdes ultraestruturais das combinacdes Q+A e Q+M, sugerem desordens
relacionadas ao processo de morte celular por apoptose, assim como o descrito para estas
substancias isoladas. Além, dos ensaios in vitro realizados neste estudo para estas
combinagdes, torna-se necessario a realizacdo de ensaios in vivo, a fim de averiguar a eficacia
destas combinagdes sobre L. amazonensis, bem como avaliar o perfil farmacocinético da
associacdo, para investigar a biodisponibilidade destes farmacos combinados.

A anfotericina B e a miltefosina sdo farmacos ja estabelecidos na terapéutica. Ja a

quercetina é uma substancia utilizada em formulagdes magistrais. Portanto, a perspectiva dos
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possiveis avancos nos estudos destas combinagdes em protozoarios torna-se mais interessante,
ja que a combinacdo de farmacos liberados por 6rgdos competentes torna-os mais atraente
para industria farmacéutica, agilizando etapas no que concerne ao tempo para que um farmaco
seja incluido na terapéutica.

Os resultados obtidos neste estudo sobre a combinacdo Q+A e Q+M também
corroboram com as diretrizes governamentais (C.E.S.A.R., 2009; DECOMTEC, 2009;
OCDE, 2013) relacionadas com a busca por inovacdo tecnologica para o tratamento de
doencas cujos tratamentos séo falhos e a cura ainda ndo foi descoberta, como é o caso das

leishmanioses.



206

6 — CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

(1) Embora haja relatos etnofarmacoldgicos, sobre o uso de algumas espécies de
Aspidosperma com atividade antibacteriana e antifungica, neste estudo ndo se encontrou
atividade significativa para os extratos e fracdes de A. tomentosum, A. macrocarpon e A.
pyrifolium sobre as bactérias e fungos testados. Contudo, novas avaliagbes podem ser
realizadas, com novos extratos, fracGes e substancias purificadas por biomonitoramento e

apresentar resultados diferenciados sobre 0s mesmos micro-organismos ou outros patdégenos.

(2) A atividade antileishmania dos extratos de A. macrocarpon, A. tomentosum e A. pyrifolium
realizada sobre as formas promastigotas de L. amazonensis, mostrou que o extrato do fruto de
A. pyrifolium foi 0 mais ativo, porém também apresentou significativa toxicidade. Assim, o
extrato que demonstrou ser o mais vantajoso, foi o extrato da casca do caule de A.
macrocarpon, apresentando o melhor indice de seletividade em comparagdo aos extratos

testados.

(3) As fracBes cloroférmio e acetato de etila isoladas do extrato da casca do caule de A.
macrocarpon demonstraram melhor atividade antileishmania contra as formas promastigotas
de L. amazonensis. O fracionamento da fracdo acetato de etila conduziu a obtencdo da
quercetina, que foi avaliada contra L. amazonensis isoladamente e em combinacdo com
anfotericina B e miltefosina (conclusdo no item 4). Apos, o fracionamento da fracdo
cloroférmio foi selecionada a F.203-222, como fragdo mais ativa contra formas evolutivas de
L. amazonensis, esta apresentou como constituintes majoritarios 1-monoacilglicerois (MAG),
gue demonstraram potencial para atividade antileishmania.

A compilacdo das analises obtidas com a fracdo MAG, apresentados nos experimentos
antiproliferativos com formas evolutivas de L. amazonensis, nos ensaios realizados por
microscopia optica e eletronica e com a quantificacdo por citbmetro de fluxo do volume
celular, exposicdo da fosfatifilserina, avaliagdo da integridade de membrana, avaliagdo do
ciclo celular, e avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial corroboraram para a
hipdtese da morte celular por autofagia e necrose ter ocorrido com as formas promastigotas de
L. amazonensis. Além, de corroborar com os relatos de uso popular da planta, estes dados séo
promissores devido a expectativa pela busca por novas entidades quimicas que possam atuar
como prototipo para sintese de outras moléculas para o tratamento individual ou sinérgico de

infeccOes causadas por L. amazonensis.
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(4) Os resultados expostos neste estudo, a respeito da acdo sinérgica in vitro da combinagdo
quercetina e anfotericina, e quercetina com miltefosina sobre formas evolutivas de L.
amazonensis demonstraram ser promissoras, tendo em vista as vantagens obtidas com a
associacdo como diminuicdo da citotoxicidade sobre macrofagos e eritrocitos humanos e da
concentragdo das doses das substancias quando combinadas. As micrografias visualizadas por
microscopia eletronica de varredura e transmissdo, para as formas promastigotas de L.
amazonensis tratadas com quercetina, anfotericina B e miltefosina sozinhas ou em
combinacéo, sugeriram alteraces morfoldgicas e ultraestruturais com inferéncia ao processo
de morte celular por apoptose, assim como, o descrito na literatura para estas substancias
sozinhas. Dados experimentais in vivo sdo de fato importantes, como préxima etapa dos
estudos, bem como a avaliacdo de dados farmacocinéticos e toxicoldgicos desta combinacéo.
Estes achados in vitro sdo relevantes, como primeiro passo na busca por novas terapias para o

tratamento da leishmaniose cutanea.

(5) Com base nos dados obtidos pelos espectros de RMN de 'H, *C, DEPT, COSY,
HSQC e HMBC em comparacdo com a literatura, foi identificada a presenca do flavonoide
quercetina na fracdo F.A.21-22 isolada da fracdo acetato de etila, da casca do caule de A.
macrocarpon. E isolados da fracdo cloroférmio a fracdo F.203-222 caracterizada por conter 1-
monoacilglicerois (MAG), sendo estes descritos pela primeira vez neste trabalho como
principios ativos para a espécie A. macrocarpon. A identificacdo dos 1-monoacilglicerois sera
conduzida por CG/EM.

Também foi isolado e caracterizado mediante analise de RMN e comparacdo com dados
da literatura o alcaloide ind6lico copsanona isolado da fracdo cloroférmio da casca de A.
macrocarpon. Este ndo demonstrou resultado significativo frente a formas evolutivas de L.
amazonensis, quando comparado a fracdo cloroférmio. Embora, ja tenha sido descrito para
espécie A. macrocarpon, a presenca deste reforga as caracteristicas quimiotaxdnomicas dos
alcaloides indolicos como atributos das espécies de Aspidosperma.

(6) Pode-se concluir a partir dos estudos realizados nesta tese, que tanto o isolamento, quanto
a utilizacao de fracGes bioativas obtidas da casca do caule de A. macrocarpon, bem como a
possibilidade da combinacdo da quercetina com farmacos ja padronizados para o tratamento
de leishmaniose constituiu o primeiro passo para o desenvolvimento tecnoldgico de uma nova

terapia contra infecgdo por L. amazonensis.
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ANEXO A — Testes utilizados para Prospeccao
Fitoquimica (MATQOS, 2009).
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1- Teste para Fenois e Taninos

Utilizou-se um tubo de ensaio com 4 mL de solugdo extrativa, em seguida
adicionou-se trés gotas de FeCls. Apoés, agitacdo observou-se a variagcdo de cor ou
formacéo de precipitado abundante, escuro. O tubo foi comparado com o branco (tubo
contendo FeCls e agua). O resultado foi dado com base nas seguintes alteragdes:

- Coloragéo entre azul e o vermelho indicou a presenca de compostos
fenolicos, se o tubo do teste branco for negativo.

- Para taninos hidrolisaveis: presenca de precipitado escuro de tonalidade

azul.

- Para taninos condensados: presenga de precipitado escuro de tonalidade

verde.

2- Teste para Antocianinas, Antocianidinas e Flavonoides

Foram utilizados 3 tubos de ensaios com solucdes extrativas de cada amostra,
onde um tubo foi acidificado com HCI 0,1 N até pH 3, e os outros dois foram
alcalinizados com NaOH 0,1 N até alcancarem pH 8,5 e pH 11. Logo em seguida,
observou-se a alteracdo de cor nos tubos, os mesmos foram comparados com a tabela
abaixo descrita por Matos (2009) e com os tubos brancos (solucdo extrativa sem
alteracdo do pH) (Tabela 1).

Tabela 1 - Coloracdo indicativa da presenca de antocianinas, antocianidinas e
flavonoides em fung¢éo da mudanga de pH.

Cor no interior dos tubos

. Q. Alcalino — pH .
Constituintes Acido - pH 3 8.5 P Alcalino pH 11
Antocianinas e Antocianidinas vermelha lilas azul-parpura
Flavonas, Flavonois e
- - amarela
Xantonas
vermelha-
Chaconas e Auronas amarela - .
purpura
Flavonois - - vermelha-laranja

Fonte: a autora, 2015, modificada de Matos, 2009.
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3- Teste para Leucoantocianidinas, Catequinas, Flavanonas

Utilizou-se dois tubos com as solucdes extrativas, sendo um acidificado com HCI
0,1 N até pH entre 1 e 3 e outro alcalinizado com NaOH 0,1 N até pH 11. Apos, 0s
tubos foram aquecidos em manta aquecedora por 3 minutos. Utilizando o tubo branco
usado no teste do item 2, a modificagdo ou intensificacdo na cor foi comparada e

analisada de acordo com dados descritos na Tabela 2 abaixo, segundo Matos (2009).

Tabela 2 - Presenga de leucoantocianidinas, catequinas e flavonas em funcgdo da
alteracdo da acidez ou basicidade do meio.

Meio no interior dos tubos

Constituintes Acido Alcalino
Leucoantocianidinas vermelha -
Catequinas (taninos catéquicos) pardo-amarelada -
Chaconas e Auronas - vermelho-laranja

Fonte: a autora, 2015, modificada de Matos, 2009.

4- Teste para Flavonois, Flavanonas, Flavononois e Xantonas (Reacéo de
Shinoda).

Em tubo contendo 4 mL de solucdo extrativa foi adicionado magnésio em
granulos e em seguida adicionado 0,5 mL de HCI concentrado, apds o término da
efervescéncia pode-se observar a mudanga de cor ou intensificagdo da mesma para
vermelha ou um rosa intenso, indicando a presenca de flavonois, flavanonas,
flavanonois e/ou xantonas, que podem estar livres ou ligadas a seus heterosideos. Sendo

negativo para chalcona s e isoflavonas.

5- Teste Geral para Alcaloides (Reagente de Dragendorff, de Mayer e Bertrand).

As solugdes extrativas de cada amostra foram submetidas & pesquisa direta

para verificacdo da presenca de alcaloides utilizando o0s reagentes gerais: de
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Dragendorff, Mayer’ e de Bertrand®. As soluges extrativas foram acidificadas com 20
mL de H,SO,4 a 1%, sob aquecimento, ap6s foram filtradas, resfriadas e divididas em
porgdes de 3 mL em cada tubo, nos mesmos foram gotejados 1 a 2 gotas dos reagentes
gerais para alcaloides descritos anteriormente. Em comparacdo com o branco, a
visualizacdo de precipitados alaranjados (Reagente de Dragendorff) e/ou aparecimento
de precipitado ou turvacdo branca (Reagente de Mayer e Bertrand) indicaram a presenca
de alcaloides nas amostras (SBF, 2014).

6- Teste para Esteroides e Triterpenos (reacao de Lieberman-Burchard)

Para este teste as solucBes extrativas das amostras foram levadas a residuo seco
em béquer e extraido com 2 mL de CHClIs, por trés vezes. Triturando cuidadosamente o
residuo com o CHCI3;. Em seguida, foi filtrado para um tubo de ensaio e adicionado 1
mL de anidro acético (ELTACHEM®), ap6s agitacdo suave foi adicionado trés gotas
H.SO, concentrado, em capela de exaustdo. Agitou-se mais uma vez suavemente e
observou-se o aparecimento de cores. Quando ha presenca de um azul que desaparece
rapidamente, dando lugar a um verde € indicativo de esteroides livres. Se houver uma

coloracdo parda ou vermelha, indica a presenca de tripernoides pentaciclios livres.

7- Teste para Saponinas

Utilizou o residuo da reacdo anterior de Lieberman-Burchard que foi insolGvel em
CHCls, e dissolveu em 10 mL de agua destilada, ap6s filtracdo para tubos de ensaios, 0s
mesmos foram vedados e agitados fortemente, por pelo menos 3 minutos. Apds,
observou o aparecimento de espuma no tubo, a presenca de heterosideos de saponinas é

indicada pela espuma persistente e abundante (forma um colarinho de espuma no tubo).

8- Teste para Antragquinonas, Antronas e Cumarinas (reacdo de Borntrager)

Nos testes para antraquinonas e antronas foram preparadas solucGes

extrativas com 5 mL de éter etilico (SYNTH®) nos tubos de ensaios, em seguida foram

” Misturou-se 1,35 g de cloreto de merctrio (SYNTH®) em 60 mL de agua, e 5 g de iodeto de potassio
(SYNTH®) foram dissolvidas em 20 mL de agua, as solugdes foram misturadas e completadas para 100
mL de agua.

8 Utilizou-se 5 g de 4cido silico-tingstico (BRASILABOR®) em 4gua destilada g.s.p. para 100 mL.
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adicionados 2 mL de solucdo de NH,OH (SYNTH®) diluido. Agitou-se bem a mistura e
esperou formar duas fases. Se na fase aquosa aparecer uma coloracdo rosea, vermelha
ou violeta indica a presenca de antraquinonas hidroxiladas. Para verificar a presenca de
cumarinas, este teste foi realizado em cromatoplaca de silica gel (CCD), onde foram
aplicadas as amostras e eluidas em fase movel binaria de CHCI3;:MeOH (9:1). Apos,
borrifou-se uma solucdo de KOH (SYNTH®) 10%, depois de seca observou-se na placa
de CCD a presenca de manchas ou bandas de coloragdo azul no comprimento de onda

de 366 nm, sendo indicativo da presenca de cumarinas.
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Abstract

Several species of the genus Aspidosperma are used in folk medicine as a potential agent against malaria,
leishmaniasis, antimicrobizal and inflammatory process. For this study we selected the species Aspidosperma
tomentosum, A. macrocarpum and A. pyrifolium commonly known as “peroba’’. The aim of this study was to
evaluate the antimicrobial activity of extracts and fractions of these species against strains of Gram positive
and Gram negative bacteria and yeasts. We used ethanol extracts of root bark, stem bark, stem and root of
A. tomentosum, A. macrocarpum were used ethanolic extracts of the twigs and stems, leaves, stem bark and
stem, and the fractions obtained from crude extract of the stem. For the species A. pyrifolium were used
crude ethanol extract of the fruit, flower, root, root bark, bark of the wood and timber, and the fractions of
crude ethanol extract of the wood. The antimicrobial activity was observed on strains of Gram positive
(Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Bacillus subtilis ATCC 6623), Gram negative (Escherichia coli ATCC
25922 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442) and Candida species (Candida albicans ATCC 10231, C parapsi-
losis ATCC 22019 and C tropicalis), by broth microdilution test for determining the minimum inhibitory concen-
tration (MIC) and minimal bactericidal and fungicidal concentration (MBC/MFC). The extracts and fractions of
A. macrocarpum showed no activity against the tested bacteria (MIC > 1000 pg/mL) and ethyl acetate fraction
(MIC 250 pg/mL) and the alkaloidal fraction (MIC 500 pg/mL) of the stem showed weak activity for C parapsi-
losis. The crude extract of root bark of A, tomentosum showed a weak antibactenial activity in S gureus and B.
subtilis (MIC 1000 and 500 pg/mL, respectively) and showed no activity against yeasts (MIC > 1000 pg/mL).
For the species A. pyrifolium only the alkaloidal fraction of the wood showed a moderate activity with MIC of
125 and 250 pg/mL in 5. gureus and B. subtilis, and the MBC was 1000 pg/mL for both bacteria. This fraction
also showed a weak activity against C parapsilosis and C tropicalis (MIC 500 pg/mL). Although there are
ethnophamacological reports about the popular use of some species of Aspidosperma as antimicrobial, as
this study found no significant activity for this action in the extracts and fractions of A. tomentosum, A.
macrocarpum and A, pyrifolium against the tested microorganisms. Tests for verification of the action poten-
tial of these extracts on protozoa are being conducted.

Key words: Rapidosperma tomentosum, Aspidosperma macrocarpum, Aspidosperma pyrifolium, antimicrebial
activicy
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Introduction

The plant kingdom is responsible for the biggest
part of chemical diversity known and reported in
the literature (1).

It is estimated that 25% of modern medicine
comes directly or indirectly from plants, and one
third of the most prescribed and sold medicine in
the world were developed from natural products (2,

3)-

The species of the genus Aspidosperma belong to
the family Apocynaceae and are restricted of
Americas, they are found between Mexico and
Argentina. Besides the good wood provided by the
trees of Aspidosperma species, the barks are used
as infusion by folk medicine from Amazonia (4, 5).

For this study we selected the species
Aspidosperma tomentosum Mart.,, A. macrocarpum
Mart., and A, pyrifolium Mart., species commonly
known as “peroba" in the most of Brazilian regions
and as “‘carapanauba’ in Amazon region (6). Other
denominations are used by folk medicine such as
‘‘peroba-do-campo” for species of A. tomentosum
Mart., “pau-pereira” or “guatambu’ for A. macro-
carpum Mart. and “pereiro” or “pereiro-vermelho”
for A. pyrifolium Mart. species, in the “caatinga”
region this species may reach 8 meters high (7).

When chemical constitution of Apocynaceae
family is concermned one important characteristic is
that the species of Aspidosperma present as indolic
alkaloids chemotaxonomy markers, mainly the
monoterpene considered as a group of molecules
with great medicative potential (8, g, 10).

Several species of genus Aspidosperma are used
in folk medicine as a potential agent against mala-
ria, leishmaniasis, antimicrobial, antiinflammatory
process (uterus and ovary), rheumatism, against
cancer, stomach diseases, diabetes, cholesterol,
hypertension and erectile dysfunction (10, 11, 12, 13,
4}

Based on these ethnopharmacology information
some studies about biclogical action of
Aspidosperma species were reported, as an exam-

ple, antibacterial action of A. ramiflorum extract
which demonstrated a good activity on Bacillus
subtilis and Staphylococcus aureus and of A. pyrico-
fum and A. olivaceum extracts which present mode-
rate action on B, subtilis (15).

The purpose of this study was to evaluate the
antimicrobial activity of extracts and fractions of
species A, tomentosum Mart.,, A. macrocarpum
Mart., and A. pyrifolium Mart against strains of
Gram positive and Gram negative bacteria and
yeasts.

Methods

Plants collection

The root and stem barks of A. tomentosum
species were collected in May 2004; twigs, stems,
stem bark and leaves of A. macrocarpum were
collected in November 2007, both in Planaltina city -
GO - Brazil. The fruit, flower, root, root bark of the
wood and bark of the plant species A. pyrifolium
were collected in October 2001 in S3o José da
Tapera - AL - Brazil. The species were identified by
the botanist Dr. J. E. de Paula, the University of
Brasilia (UnB), where a voucher specimen of each
specimen is deposited. Voucher specimen: A,
tomentosum n. JEP 3732 (UnB); A. macrocarpum: n.
JEP3767 (UnB); A. pyrifolium - n. JEP 3686 (UnB).

Plant extract and fractionation

The material collected from three species of
Aspidosperma (A. tomentosum, A. macrocarpum and
A. pyrifolium) was dried in a circulating air hothouse
at medium tempertaure of 35 °C, for 72 h and
grinded in knife mill Tecnal Marconi mod. TE 048,
and stored in a dark and dry place o be used in the
extract preparation.

Aspidosperma tomentosum extraction

The powder of stem barks (3.6 kg), root barks
2.4 kg), stem (3.0 kg) and root (2.0 kg) of A. tomen-
tosum Mart., was submitted to extraction in perco-

http://pharmacologyonline.silae.it
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lator with 95% ethanol at environmental tempera-
ture (27 1 °C), in three cycles of 72 h each, the
ethanolic solution was concentrated under reduced
pression at 40 °C in rota-evaporator unit to remove
the solvent, providing respectively the crude
ethanolic extract of A. tomentosum: root bark (AT1
-230.60 g), stem bark (ATz - 316.50 g), stem (AT3 -
320.40 g), and root (AT4 - 250.80 g). In this study
for A. tomentosum species only crude extract was
tested.

Aspidosperma macrocarpum extraction

Percolation with 95% ethanol was done, in three
cycles of 72 h each, with powder of stem barks (3.0
kg), leaves (1.6 kg), stems (3.5 kg) and branches (1.2
kg) of A. macrocarpum, the procedure was conduc-
ted at environmental temperature (27 1 °C). After
this, the ethanolic solution was concentrated under
reduced pression at 4o °C in rota-evaporator unit,
providing the crude ethanolic extract of
A.macrocarpum: of branches and stems (AM1 -
187.10 g), leaves (AMz2 - 436.00 g), stem barks (AM3
- 507.00 g}, and stem (AM34 - 560.00 g).

From the ethanolic crude extract of stem (AM3)
of A, macrocarpum liquid-liquid partition was made.
After the extract dissolution in methanol/water
(3:2) the partition with hexane was made, from this
procedure the hexanic fraction (AM4 - 7.8 g) was
obtained. The fraction methanol/water (3:2)
(AM4F.M. - 13.5 ) was also used for the antimicro-
bial, and from this fraction more three partitions
were made: in chloroform, ethyl acetate, and
butanol, providing the following fractions; chloro-
formic fraction (AM4F.C. - 52.15 g), ethyl acetate
fraction (AM4F.A. - 2.7 g), and butanolic fraction
(AM4F.B. - 28.7¢).

The ethanolic crude extract of stem (AMs) of A,
macrocarpum was submitted to acid/basis extrac-
tion to obtain alkaloids (16). In this extraction 10 g
of ethanolic crude extract was used, 892 mg of
alkaloidal fraction was obtained (AM4F.ALC.). The
precipitant of organic fraction (AM4F.0O.1. - 5.00 g)
was separated to be used in antimicrobial tests, the

supernatant of organic fraction and the aqueous
fraction (AM4F.AQ - 3.50 g.) all of them obtained
from alkaloids extraction of ethanolic crude extract
(AM3) of A. Macrocarpum stem. The solvents were
removed of the fractions through rota-evaporation
under reduced pression at 40 °C.

Aspidosperma pyrifolium extraction

The ethanolic crude extracts of A. pyrifolium were
obtained from stem bark (3.0 kg) (AP3 - 150.00 g),
stem (2.8 kg) (APs - 150.00 g), root bark (1.0 kg)
(APg - 70.00 g), root (1.5 kg) (AP12 - 80.00 g),
flowers (0.2 kg) (AP11 - 10.00 g) and from the fruit
(0.50 kg) (AP10 - 25.00 g). The process for obtai-
ning these extracts was performed in a Soxhlet
apparatus, in 5% ethanol, for 72 h, the ethanolic
solution was concentrated under reduced pression
at 40 °Cin rota-evaporator unit.

The ethanolic crude extract of the stem bark of A,
pyrifolium was dissolved in methanol (300 mL) and
water (350 mL), of mixtures (hydromethanol
fraction) resulting was performed an ethyl acetate
partition. The ethyl acetate fraction (AP: - g91.00 )
and hydromethanol (APz - 55 g) obtained were
concentrated under reduced pression in rota-
evaporator at 40 °C.

To fractionate the ethanolic crude extract of the
stem (AP3) of A. pyrifolium first a liquid-liquid
partition, the ethanolic crude extract (APs) was
solubilized in water and submitted to the ethyl
acetate and butanol, from this process the follo-
wing fractions were obtained: ethyl acetate (APs5 -
89,00 g), butanolic (AP6 - 10.00 g) and aqueous
(AP7 - 50.00 g). From the fraction AP5 (30.00 g) the
extraction for alkaloid was performed (16). After
the solubilization in chioroform and extraction with
HC 0.1 N, the following fractions were obtained: the
organic one (AP5-FO - 21.50 g) and the acid fraction
(AP8 - 19.20 g) from the extraction for alkaloids.
After the basification with Na,CO, and after new
extraction in chloroform the following fractions
were obtained: alkaloidal (APs.ALC. - 4.30 g) and
the aqueous (AP5.AQ. - 17.00 g) from A. pyrifolium
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stem.

All the extracts and fractions described above
were tested for antimicrobial activity reported in
this study.

Microorganisms used and growth conditions

The antimicrobial activity was observed on strains
of Gram positive (Staphylococcus aureus ATCC 25923
and Bacillus subtilis ATCC 6623), Gram negative
(Escherichia coli ATCC 25922 and Pseudomonas
geruginosa ATCC 15442) and Candide species
(Candida albicans ATCC 10231, C parapsilosis ATCC
22019 and C tropicalis). The bacteria were grown in
nutrient broth (Difco Laboratories, Detroit, M) at
37 °C and maintained on nutrient agar slants at 5 °C.
The yeast grown maintained on Sabourand-
dextrose agar (Merck SA, S3o Paulo, Brazil).

Antimicrobial tibility testi

The minimum inhibitory concentrations (MICs) of
all extracts, fractions and reference antibiotics
(tetracycline, vancomycin, penicillin, and nistatin -
Sigma) were determined by microdilution techni-
ques in Mueller-Hinton broth (Merck) for bacteria
and RPM-1630 medium (Sigma) for yeast (17).
Inoculate was prepared in the same medium at 2
density adjusted to a 0.5 McFarland turbidity stan-
dard (108 colony-forming units [CFU]/mL) and
diluted 1:10 for the broth microdilution procedure.
Microtiter trays were incubated at 37 °C and the
MICs were recorded after 24 h of incubation. Two
susceptibility endpoints were recorded for each
isolated. The MIC was defined as the lowest concen-
tration of compounds at which the microorganism
tested does not demonstrate visible growth. MBC
(Minimum Bactericidal Concentration) and MFC
(Minimum Fungicidal Concentration) was defined as
the lowest concentration yielding negative subcul-
tures or only one colony (7).

Results

The crude ethanolic extract of root bark of A
tomentosum (AT1) showed a weak antibacterial
activity of S. aureus and B. subtilis (MIC 1000 and
500 pg/mL, respectively) (Table 1) and no activity
against yeasts (MIC >1000 pg/mL). For the species
A. pyrifolium only the alkaloidal fraction (APs.ALC)
of the wood showed moderate activity with MIC of
125 and 250 pg/mL in 5. aureus and B. subtilis (Table
1), and the MBC was 1000 pg/mL for both bacteria.
This fraction (APs.ALC) also showed a weak activity
against C parapsilosis and C tropicalis (MIC 500
pg/mL) (Table 2). The extracts and fractions of A,
macrocarpum showed no activity against the tested
bacteria (MIC >1000 pg/mL), and ethyl acetate
fraction (AM4F.A) (MIC 250 pg/mL) and the alkaloi
dal fraction (AM4F. ALC) (MIC soo pg/mL) of the
stem showed weak activity for C parapsilosis (Table
2). The other extracts and fractions tested did not
show activity against the tests (MIC >1000 pg/mL).

see Table 1.

see Table 2.

Discussion

The antimicrobial activity of extracts and frac-
tions of Aspidosperma species tested against Gram
positive and Gram negative bacteria and Candida
species in this study did not present significant
results, Although results from the literaure describe
the use of Aspidosperma species from Suriname
with antimicrobial as the one observed for alkaloid
type secamine and the indolic alkaloid dihydrocory-
nantheol isolated from stem barks of A. marcgravia-
num Woodson active against Gram positive bacteria
and the activity of indolic alkaloids aspidoscarpine,
reserpinine and reserpiline against C albicans,
Aspergillus niger, P. aeruginosa and E. coli (18).

The alkaloids isolated from the root barks of A,
excelsum Benthy present activity against Gram
positive bacteria B. subtilis. However its were
inactive against Gram negative bacteria. Among the
active alkaloidal structures type secamine reported
in the study two new ones were described 16-
hydroxytetrahydrosecamine and 16-hydroxy,16-
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demethoxycarbonyitetrahydro secamine (19).

The antibacterial activity was also reported for
the ethanolic extract obtzined from the wood A.
polyneuron known as “peroba-rosa’ which presen-
ted strong action against Proteus mirabilis. The
microbiological assay was performed through the
difusion method in solid medium through plaque
cavity. A qualitative analysis of this extract presen-
ted positive result for presence of phenols and total
alkaloids (20).

The ethanolic extract from root, stem and leaf of
A. polyneuron presented antifungal activity on
Cladosporium herbarum through the method biorre-
velation on plates of thin layer chromatography
(21). Another study reported the presence of a new
alkaloid isolated from ethanolic extract of A.

Polyneuron roots, it was identified as 2,7-
dihidroxiquebrachamina (22).

The antibacterial action of methanolic extract and
fractions obtained after acid/basis and the pure
substance obtained from the stem bark of A.
ramiflorum species were evaluated through the
microdilution in broth Mueller-Hinton technique.
The methanolic extract demonstrated moderate
activity against B. subtilis (MIC: 250 pg/mL) and S.
aureus (MIC: 500 pg/mL), and they were inactive
against E. coli and P. geruginosa (MIC: > 1000
pg/mL). While the fraction denominated IV, obtai-
ned from chloroform fraction of acid/basis extrac-
tion presented a good activity against B. subtilis and
S. aureus (MIC: 15.6 pg/mL) and moderated action
against E. coli and P. geruginosa (MIC: 250 pg/mL).
The pure substances denominated ramiflorines A
and B (bis-indolic alkaloids), both, presented good
activity against 5. gureus (MIC: 25 pg/ml) and
Enterococcus faecalis (MIC: 50 pg/mL) (23).

According to another study performed with
ethanolic crude extract of several spedies of plants
collectad in Atlantic forest region in S30 Paulo - SP-
Brazil, just the extract of A. ramiflorum branches
and leaves presented weak activity against E. coli
(inhibition zone: 2.5 e 1.4 mm, for branch and leaf,
respectively). The microbiological assay was perfor-
med through the difusion method in solid medium

through plaque cavity. The extract demonstrate
itself inactive for S. aureus and C albicans, as well
the extract from A. Olivaceum species did not
present activity (23).

Antifungical properties were also reported for A.
ramiflorum alkaloids. The ramiflorine, a substance
was more active demonstrating a good antifungical
activity against Cryptococcus neoformans (MIC: 3.12
- 12.5 pg/mL) (25). Study performed with ethanolic
crude extract of A. pyricolum and A. olivaceum (MIC:
125 e 250 pg/mL, respectively) demonstrated a
moderate antibacterial activity against B, subtilis
(15)-

The minimum inhibitory concentration demon-
strated for the ethanolic extract of root barks of A,
tomentosum (AT1) was weak for S. gureus (1000
pg/mL) and B. subtilis (1000 pg/mL), considered
inactive for Cram negative bacteria which were
tested (Table 1). The extract of A. tomentosum
tested did not present activity for Candida species.

According to the literature reports the ethanolic
extracts of A. tomentosum demonstrated activity on
trypomastigote forms of Trypanosoma cruzi (14).
Cood results were reported for antiproliferative
action of the terpenic fraction of dicloromethane
extract obtained from aerial parts of A. tomentosum
on lineages of human cells: MCF7 (breast) e NCls6o
(lung) (26).

The alkzloidal fraction (AP5.ALC) obtained from
stem of A. pyrifolium specie demonstrated mode-
rate activity for S. aureus and B. subtilis (MIC: 125 e
250 pg/mL, respectively) (Table 1), and weak activity
against C parapsilosis (500 pg/mL) and C tropicalis
(500 pg/mL)(Table 2).

However the insecticide activity against Plutella
xylostella larvae was reported for ethanolic extracts
of stem barks, fruit and root of A. pyrifolium with
mortality rate of 51.716% for the barks extracts,
13.320% for root extract and 11,73% for fruit extract.
Sub-fractions obtained from ethanolic extract of
stem bark presented 100% of mortzlity on P. xylo-
stella larvae. The insecticide activity of these sub-
fractions was related for the presence of indolic
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monoterpenocids alkaloids: aspidofractine, 13-
demotoxipirifoline e N-formilaspidofractiea isolated
from A. pyrifolium (27).

A study demonstrated low antiplasmodial action
of aspidolimidina alkaloid from A. pyrifolium Mart,
and citotoxicity due to the tetrahidrofurane ring
presence (28).

The antimicrobial action of A. macrocarpum
specie was observed only for the ethyl acetate
fraction (AM4F.A) (MIC 250 pg/mL) and alkaloidal
fraction (AM4F. ALC) (MIC soo pg/mL) obtained
from stem ethanolic extract.

According to literature data the extract obtainad
from the leaves of A. macrocarpum presented
activity against amastigote form of T. cruzi (IC.,:
59.212 %) (29). The extract obtained from root stem
of A. macrocarpum demonstrated activity on
Plasmodium falciparum (1C..: 4.9 g/mL) (30).

Aspidosperma species have been chemically
investigated and special emphasis is given to
endolic alkaloids. According to the literature the
search for new bioactive substances of
Aspidosperma specie represent great scientific
interest, as the structural diversity of indolic alka-
loids present in zll the species of this genus.

Among other species of Aspidosperma which
presented phytochemical study, can be listed as
chemical constituents of A. illustre, where it were
isolated two indolic monoterpenes alkaloids, (-
ioimbine and 1,2-dihidroaspidospermidine besides
the triterpenes molecules (5). Indolic alkaloids type
elipticine and N-metiltetra-hidroelipticine were
isolated from A. vargasii and the aspidocarpine
compound of A. desmanthum (31). Two new endolic
alkaloids with plumerano skeleton were obtained
from methanolic extract from stem barks and seeds
of A spruceanum (32). A new alkaloid isolated from
ethanolic extract of A polyneuron roots was identi-
fied as 2,7-dihidroxiquebrachamine (22). From stem
barks of A. pyrifolium the 1s5-demetoxipirifoline,
aspidofractine and N-formilaspidofractine (33) were
isolated.

Study related with antiprotozoal activity are also

described in etnpharmacological reports and are
proved in studies performed with extracts and
alkaloids isolated from Aspidosperma species,
especially activity against P. falciparum and trypano-
somatids. An example, the active alkaloids A.
ramiflorum against Leishmania braziliensis and L
amazonensis (23, 34). Other Aspidosperma species
reported in the literature against malaria are A,
quebrancho-blanco zschlechdt.,, A. polyneuron
Muell., A. glbum (Vahl) Benoist, A. discolor DC, A.
excelsum Benth., A. nitidum Benth (35, 36).

Due to the great variety and chemical peculiarity
of compounds structures, especially alkaloids,
found among species of Aspidosperma genus, it can
justify the gamma of biological activities described
for these plants used by the traditional medicine
(10)

Conclusions

Although there are ethnopharmacological re-
ports about the utilization of some species of
Aspidosperma with antimicrobial activity, this study
found no significant activity for the extracts and
fractions of A. tomentosum, A. macrocarpum and A.
pyrifolium against the tested microorganisms.
Despite the great quantity of studies reported in the
literature about the chemical isolation of indolic
alkaloids of Aspidosperma species, new chemical
structure are being identified proving the chemical
diversity, and the gamma of therapeutical applica-
tion of Aspidosperma species. Tests for verification
of the potential activity of these extracts on proto-
zoa are being conducted.

Acknowledgments

This study was supported by grants from the
Conselho Nadonal de Desenvolvimento Jentfico e
Tecnologico, CNPq, Capacitagdo de
Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior,
Capes, Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado
de Alagoas, FAPEAL, and Programa de Pos-
graduagdo em Quimica e Biotecnologia,

http://pharmacoclogyonline.silaa.it
ISSN: 1827-8620



PhOL

246

18 (n-w)

Universidade Federal de Maceio. The authors would
like to thank Marinete Martinez Vicentin for skillful
technical assistance.

References

1. Viegas Junior C, Bolzani VS, Barrelro £J. Os produtos Naturals
¢ a Quimica Medicinal Moderna. Quim Nova 2006; 29(2) 326
337-

3.5hu Y. Recent natural products based drug cevelopment. A
pharmaceutical Industry perpective. J Nat Prod 1998,
61:1053 107

3. Calixto J8. Biodiversidade como fonte de medicamentos.
Rev Soc Bras Prog Oen 2003; 3:3749.

4. Pereira MM, Jacome RLRP, Alcantara AFC, Alves RS, Raslan
D5. Akaldices inddlicos isolados de espédies co género

;:pldocpuma {Apocynaceae). Quim Nova 2007; 30{4 k970

3

5. Barbosa LF, Mathias |, Braz -Filho R, Vieira U. Chemical
Constituents from Aspidosperma iustre (Apocynaceae). J
Brazil Chem Soc. 20%0; 21( k14341438,

6. Henrigue CM, Nunomora SM, Pohlit AM. Akcaldides inddlicos
de cascas de Aspidosperma vargasil @ A. desmanthum. Quim
Nova 2010; 33(2):284.287.

7- Lorenzi H. Arvéres brasileiras: manual de identificaco ¢
cultivo de plantas arbdreas do Brasil. 2 ed. Nova Odessa, SP:
mnstituto Plantarum. 2002.

B. Nunes DS. Contribui 3o 2o estudo quimico do género
Aspidospenma. Aspidaspermia prulnosum Markgrat. 1980,
177 p- DissertagSo, Campinas.

§. Pereira MM, Alcantara AFC, PlldVelozo D, Raslan DS. NMR
structural analysis of Braznitidumine: A new indole alkaloidal
with 12,9 triazabicyclo [7.2.1] system, isolated from
Aspidosperma niticum (Apocynacese). J Braz Chem Soc.
2006;7(7) 1274-280.

0. Olivelra VB, Freitas MSM, Mathias L, Braz-Filho R, Vielra UC.
Athidace bioldgica ¢ alcalcides Inddiicos co género
Aspidosperma (Apocynaceae): uma revis3o. Braz J Med Pan
200% 1(1): 52.99.

1w Lino RC, Garrote CFD. olamento dos alcaddides incdlcos
presentes na casca do caule de Aspidosperma subincanum
Mart,, para obtengdo de padries com fmaldade de
desenvolvimento de metodologia para doseamento com
marcadores de matéria peima vegetal. Rev Eletr Farm. 2005,
(3)zv07905.

12. Campos RA, Lima Jandor RCP, UCHOA DEA, Silveira ER,
Santos FA, Rao VSN. Pro-erectile effects of an akaloidal rich
fraction from Aspidosperma ulel root bark in mice. J
Ethnopharmacol 2006; 104:340-244.

13. Barbosa LF, Mathias L, Braxz-Filho R, Vieira U. Chemical
Constituents from Aspidosperma iflustre (Apocynaceae). J
Braz Chemic Soc 2010; 2y(8):3434 1438,

14. Marcondes ABS, Melo LVL, Ribeiro RV, et al. Levantamento
etnobotdnico de pantas utiiizadas como anth-hiperfipémica ¢
anorexigenas pela populagio de Nova Xavantina MT, Sragil.
Rev Bras Farmacogn 20%0; 30 (4k549 563

15. Obveira AJB, Kolke L, Rels FAM, et al. Prefiminary Studies on
the Antibacterial Activity of £thanol Crude Extracts and
Allalolds from Species of Aspidosperma. Pharm Blol 2009;
47:1085-1084.

16. Marinho AF. Desenvolvimento e Validagio de Método
Analitico para Quantificagdo da Warlfteina em Extratos de
Czsampelos Sympodiais Eichl (Milona). Tese de Doutorado.
LTF, PPOCPNSE, UFPB, Jo30 Pessoq, FB, 2008,

7- CLSL 7. Clinical and Laboratory Standards institute.
Reference method for broth diution susceptdi
testing of yeasts: third edition (M27.A3). Wayne, PA: CLSL
2008,

38, Verpoorte R, Ruigrok (LM, Baerheim Svencsen A. Medicinal
Flants of Surinam I Antimicrobial Active Alkaloids from

marcgravianum

Planta Med 1582; 46{1):145152.

. v«pooftc R, Kos Kuyck E, Tin A Tsol A, Rulgrok CLM,

Baerheim Svendsen A. Medicinal Flants of Suriham lik
Antimicrobially Active Alkaloids from Aspidosperma
excelsum. Planta Med 1983; 8(8)k283.285.

20. Cranato D, Nunes DS, Mattos PP, et al. Chemical and
Blological Evaluation of Rejects from the Wood Industry.
Brazil Arch Blolog Technolog 2005 48:337.241.

1. Ferreira DT, Siva Jr JV, Soeira LS, et al. Avaliacio da
athvidade antifingica dos extratos etandiicos de raiz, caule @
folha de Aspicasperma polynewron. XI Encontro de Quimica
da ReglSo Sul (XI SBQSUL) 2003, Pelotas, RS, Eradl,
resumos: QO-83.

32. Santos TA, Ferreira DT, Pinto JP, Faccdlone M, Braz Filhe R.
New alkaloid from Asplcosperma polyneuron roots. Nat
Frod Commun 2008; 3(o)r4.

23. Tanaka JCA, Sikva CC, Odiveira AJE, Nakamura CV, Dias Filho
BP. Antlieishmanial activity of Incole akaloids from
Aspicdosperma ramiflorum. Braz J Med Blol Res 2006; 39:387
5.

24. Agripino Dg, Uma MEL, Silva MR, et al Screening ot
Eraziian Plants for Antimicrobial and DNA-Damaging
Actities. L Atantic Rain Forest - Ecological Station Jurdia-
Itatins. Blota Neotropic 2004; §{2)115.

25 Souza ACM, Hagmoto LKS, Siva MRR, et al Propriedades
antifingicas dos alcaldides de Aspidosperma ramiflorum. in:
293 Reuni®o Anual da Sociedade Brasileira de Quimica 2006,
Agias de Linddla, S%o Paulo, Brasil. Resumos.S3o Paulo:
ADALTECH.

26, Kohn LXK, Piz3o PE, Foglo MA, et al. Antiproliterative
activity of crude extract and fractions cbtained from
Aspidospenma tomentosum Mart. Rev Bras Pl Med 2006,
80115,

27. Trindade RCP, Silva PP, Aradjo-Junior JX, Lima 1S, Paula JE,
Sant'ana EG. Mortality of Plutella xylostela lrvae treated
with Aspidosperma pyrifollum ethanol extracts. Pesq
Agropec Bras 2008; §3(2): 8134816,

25, Miataine-Offer AC, Sauvain M, Valentin A, Calaps, J, Malle
M, Zéches Hanrot M. AntipRsmodial activity of
Aspicosperma indole alkaloids. Fhytomed 2002; 9114245

29. Mesquita ML, Desrivot J, Borles C Foumet A, Paula &,
Grelier P. Antieishmanial and trypanocidal activity of
brazifian Cerrado plants, Mem Inst Osvaldo Cruz 2005;
100(7):783787.

30. Mesquita ML, Greller P, Mambu L, Paula JE, Espindola LS. In
vitro antiplasmodial activity of Brazilian Cerrado plants used
as traditional remedies. J Ethnopharmacol 2007, noss 170,

3L Henrigue CM, Nunomora SM, Pohit AM. Akaldices
Inddlkcos de cascas de Aspicaspenna vargasi e A,
desmanthum. Quim Nova 2010; 33(2)x284.287.

32. Ofiveira V8, Vieira UC, Braz-Filho R, et al. Spruceanumines A
and B, Novel Plumeran indole alkaloics from Aspicosperma
spruceanum (Apecynaceae). J Braz Chem Soc 2009; 20{4)
75375%-

33. Aradjo Junlor JX de, Antheaume C, Trindade RCP, Schmitt
M, Bourguignon JJ, Sant"ana AEC. kolation and
characterization of the monoterpenold indode alkaloids of
Aspicosperma pyrifolium. Phytochem Rev 2007; 6183188,

34. Ferreira ICP, Lonardonl MVC, Machado CMC. Anti
lelshmanial activity of alkaloidal extract from Aspidasperma
ramifiorum. Mem st Osvaldo Cruz 2004; 99(3 ) 325327,

http://pharmacologyoniine.silas.it
ISSN: 1827-8620



247

PhOL 119 {n2-1m9)

35. Bowrdy G, Oporto F, Gimenez A, Deharo E. A search for 36. Botsark AS. Plants used trationally to treat malaria In Srazit

natural bicactive compounds In Bolivia through a the archives of Flora medicnal. J Ethnobiol Ethnomedicdne
multicieciplinary approach Part V1. Evaliation of the 2007; 318)-8.

antimalarial activity of plants used by kocefio-Guaran!
ndians., J Ethnopharmacel 2004; 93:269277.

Samples Minimum Inhibitory Concentrations — MIC (ug/mL)
S.aureus B.subtilis E. coli P. aeruginosa
AT1 1000 500 ~1000 ~1000
APSALC = 125 250 1000 1000
Penicillm | 0019 . ) i
Vancomycin | - 018 - "
Tetracycline | = - | ® 1.57 3.15

Table ». Minimum Inhibitory Concentrations of A, tomentasum and of A pyrifolium In bacteria Gram positive and Gram negative.

AT4: crude ethanolic extract of root bark of A. tomentosum.
APs.ALC: alkaloidal fraction of wood of A. pyrifolium.

Samples Mmimum Inhibitory Concentrations — MIC (pg/mL)
C. albicans | C. parapsilosis C. tropicalis
AM4 F.A >1000 250 1000
AM4 F.ALC 1000 500 | 500
APS5.ALC 1000 500 | 500
Nystatin 1.56 1.56 3.12

Table 2. Minimaum Inhibitory Concentrations of the fraction of A. macrocarpum and of A. pyrifolium In Candida species.

AM4.F.A: ethyl acetate fraction of stem of A. macrocarpum
AM4.F.ALC alkaloidal fraction of stem of A. macrocarpum
APs.ALC: alkaloidal fraction of wood of A. pyrifolium
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ANEXO C — Espectros de RMN de '*H, COSY e HMBC
da Fracdo F.21-22.



Anexo 1: Espectro total e expansdes de RMN de *H da fracdo F.A-21-22 (500 MHz, Metanol-d,).
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Fonte: a autora, 2015.
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Anexo 2: Mapa de contornos COSY total para a fragdo F.A-21-22 (500 MHz, Metanol-
dy).
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Anexo 3: Mapa de contornos HMBC total para a fragdo F.A-21-22 (500 MHz, Metanol-

da).
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