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RESUMO

O extrato metandlico das partes aéreas de Mitracarpus frigidus (Willd. ex
Reem Schult.) K. Schum. (Rubiaceae) e suas particbes foram avaliados quanto a
atividade antimicrobiana frente a onze cepas de bactéria (Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica sorovar tythimurium, Shigella sonnei,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis,
Enterobacter cloacae, Streptococcus pyogenes e Bacillus cereus) e duas de
levedura (Candida albicans e Cryptococcus neoformans). A atividade leishmanicida
foi testada para as formas promastigotas de Leishmania (L. chagasi e L.
amazonensis) e a citotoxidade avaliada pelo teste de letalidade frente a Artemia
salina. A atividade antioxidante (ensaio com DPPH e poder de reducéo), a analise
fitoquimica e os conteudos de compostos fenodlicos e flavonodides também foram
investigados. Atividade citotoxica mais significativa foi observada para a particao
hexéanica (CLsp = 61 pg/ml); as particobes AcOEt e n-BuOH apresentaram excelente
atividade antioxidante (Clsp = 7 € 9 ug/ml, respectivamente, pelo método do DPPH e
CEso = 35 e 40 ug/ml, respectivamente, pelo método de avaliacdo do poder de
reducdo). A atividade antioxidante que foi correlacionada positivamente com
contetdos de compostos fendlicos e de flavondides. A particdo hidrometandlica
apresentou atividade expressiva para formas promastigostas de L. amazonensis
(Clso = 9 npg/ml). A particho CH,Cl, mostrou intensa atividade antimicrobiana,
principalmente contra C. neoformans e B. cereus com CIM = 0,010 e 0,020 ug/ml,
respectivamente e também atividade leishmanicida com Clsp = 7 pg/ml para L.
chagasi. A particio em CH,CI, foi fracionada e forneceu fragcbes com atividade
citotoxica, antimicrobiana e leishmanicida significativas. A bioautografia mostrou que
triterpenos e alcaléides foram o0s responsaveis pela atividade antifingica das
fracbes. Os alcaldides extraidos apresentaram atividade antimicrobiana para B.
cereus, P. aeruginosa e C. neoformans com CIM = 0,039 mg/ml. O éleo essencial
apresentou linalol e acetato de eugenol como componentes majoritarios e excelente
atividade antifangica com CIM de 0,063 mg/ml para C. albicans e de 0,008 mg/ml
para C. neoformans. Este estudo € o primeiro relato de caracterizacdo quimico-
biolégica de M. frigidus.

Palavras-Chave: Rubiaceae, Mitracarpus frigidus, antimicrobiano, leishmanicida,
citotoxicidade, antioxidante.



ABSTRACT

The methanolic extract of the aerial parts of Mitracarpus frigidus (Willd. ex
Reem Schult.) K. Schum. (Rubiaceae) and their partitions were evaluated for
antimicrobial activity against eleven strains of bacteria (Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica sorovar tythimurium, Shigella sonnei,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis,
Enterobacter cloacae, Streptococcus pyogenes e Bacillus cereus) and two yeasts
(Candida albicans e Cryptococcus neoformans). Antileishmanial activity was tested
for promastigotes forms of Leishmania (L. chagasi e L. amazonensis) and cytotoxicity
was analysed by brine shrimp (Artemia salina) lethality assay. Antioxidant activity
(assay with DPPH and reduction power), phytochemical screening and the contents
of phenolics and flavonoids were also investigated. The most significative cytotoxic
activity were found for hexane partition (LCso = 61 ug/ml); the EtOAc and n-BuOH
partitions presented excellent antioxidant activity (ICso = 7 and 9 ug/ml, respectively,
by the DPPH assay and ECsy = 35 and 40 ug/ml, respectively, by reduction power
assay) which was positively correlated with the contents of phenolics and flavonoids.
Hydromethanolic partition showed expressive activity against the promastigotes
forms of L. amazonensis (ICsp = 9 pg/ml). CH,CI, partition present an intense
antimicrobial activity, mainly against C. neoformans e B. cereus with MIC = 0,010 e
0,020 pg/ml, respectively and also antileishmanial with 1Cso = 7 pug/ml for L. chagasi.
The CH,CIl, partition was fractionated and gave several fractions with cytotoxic,
antimicrobial and antileishmanial activity. Bioauthography showed that triterpenes
and alkaloids were responsible for antifungal activity of the fractions. The extracted
alkaloids presented antimicrobial activity against B. cereus, P. aeruginosa and C.
neoformans with MIC = 0,039 mg/ml. The essential oil presented linalol and eugenol
acetate as the major components and an excellent antifungal activity with MIC of
0,063 mg/ml for C. albicans and of 0,008 mg/ml for C. neoformans. This study is the
first report of the chemical-biological characterization of M. frigidus.

Key-words: Rubiaceae, Mitracarpus frigidus, antimicrobial, antileishmanial,
cytotoxicity, antioxidant.
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1 INTRODUGAO

Nos ultimos anos, a frequéncia de resisténcia microbiana e a associacio
desta resisténcia com doencas infecciosas graves tem aumentado de forma
progressiva (JONES, 2001). Muitos microrganismos tém desenvolvido resisténcia
tanto contra os ja bem estabelecidos antibioticos de uso convencional, quanto contra
os antibidticos de ultima geragédo, causando graves problemas de saude publica e
prejuizos econémicos (AUSTIN et al., 1999; JONES, 2001; PRATES e BLOCH-
JUNIOR, 2001). Nao menos importante, a leishmaniose é uma das doencas que
causa sérios problemas de saude publica na maioria dos paises tropicais. O cancer,
por sua vez, ocorre em todas as regides do planeta e acomete um numero cada vez
maior de pessoas, sendo uma das principais causas de morte em todo o mundo.

Se forem tragados paralelos entre essas doengas, um elo entre as mesmas
seria, sem duvida, as limitagbes em seu tratamento. Isto ocorre devido a varios
problemas relacionados a toxidez, resisténcia ou variacbes de sensibilidade, além
daqueles especificos a cada uma delas, como por exemplo, a ndo disponibilidade de
uma terapia via oral no caso das leishmanioses. Também o aparecimento de muitos
microrganismos resistentes aos ja bem estabelecidos antibiéticos de uso
convencional justifica a busca constante de drogas mais eficazes, seletivas e com
menos efeitos colaterais. E interessante observar que drogas ativas para essas
doengas compartilham com frequéncia a atividade antioxidante (KANDASWAMI e
MIDDLETON, 1994).

O uso de plantas medicinais para o tratamento de muitas doengas esta
associado a medicina popular de diferentes partes do mundo (ARAUJO e LEON,
2001). Diferentes culturas dos mais distintos lugares, desenvolvidas ou néao,
conhecem e utilizam o potencial terapéutico dos vegetais no tratamento de doencas,
praticas estas que acompanham o homem desde a pré-historia e que evoluiram com
ele ao longo dos anos (COUTINHO et al., 2004).

Na dultima década, a maneira de se pesquisar novos compostos
biologicamente ativos sofreu grandes mudancgas, principalmente devido aos avangos
tecnoldgicos. A industria farmacéutica tem um papel importante no desenvolvimento
de novos métodos, os quais podem propiciar, de forma mais rapida, o surgimento de

novos medicamentos no mercado (CORDELL, 1995).



17

Um dos mais importantes fatores para o sucesso no descobrimento de um
farmaco novo é a diversidade quimica dos compostos a serem selecionados, cujas
fontes podem ser compostos sintéticos, produtos naturais ou quimica combinatéria
(via Dbiotecnologia). Entre estas possibilidades, os produtos naturais sao
considerados como uma das maiores fontes de diversidade quimica (STREGE,
1999). Dessa forma, uma das estratégias para a descoberta de novas drogas
consiste na triagem de extratos naturais (plantas, fungos, bactérias, animais,
organismos marinhos) em modelos biolégicos adequados para a identificagdo de
substancias que sirvam de modelo para o desenvolvimento de novos agentes
quimioterapicos. Esta estratégia € especialmente importante para os paises
tropicais, que detém a maior parte da biodiversidade do planeta. Os extratos de
muitos organismos vivos sdo ricos em substancias quimicas produzidas pelo
metabolismo especial para a comunicacao intra- e inter- especifica, para defesa
contra infecgdes e ataques de predadores, protecdo contra formas radicalares de
oxigénio e em resposta ao estresse ambiental. Estas substéncias sdo denominadas
produtos naturais (PNs) e apresentam grande diversidade estrutural e uma gama
enorme de atividades farmacoldgicas (BORRIS, 1996). A maioria PNs bioativos sao
de baixo peso molecular (<1000 Da), o que facilita sua absor¢gédo e metabolizagao,
tornando-os uteis como drogas para o tratamento de diversos males. Segundo
Harvey (2000), a busca de PNs bioativos se constitui na estratégia de maior sucesso
na descoberta de novos medicamentos.

Estima-se que existam pelo menos 250.000 diferentes espécies vegetais no
planeta (VERPOORTE, 1998; HARVEY, 1999), porém menos que 10% tiveram sua
atividade bioldgica avaliada (HARVEY, 1999).

Enquanto alguns extratos sao analisados do ponto de vista da sua
composi¢cao quimica outros tém suas atividades biologicas testadas em varios
sistemas de bioensaios. Estas abordagens, quando conduzidas em separado, se
constituem num fator limitante na busca de PNs bioativos, pois n&o correlacionam
informagdes quimicas e bioldgicas (KINGHORN et al., 1999). No Brasil, por exemplo,
em apenas 5% das plantas estudadas, as abordagens quimica e farmacoldgica
foram aplicadas de forma integrada (HARVEY, 1999).

A avaliagdo biolégica foi uma das mais significantes mudancas na area de
produtos naturais nos ultimos anos. O entendimento dos mecanismos da doenca,

acompanhado do aumento de testes com receptores e enzimas disponiveis,
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permitram o desenvolvimento de sistemas eficientes e rapidos de bioensaios

permitindo selecionar milhares de amostras em poucos dias (CORDELL, 1995).

REVISAO DE LITERATURA

Metabolismo Vegetal

Os vegetais produzem uma grande variedade de compostos organicos que
parecem nao ter fungcédo direta sobre o seu crescimento e desenvolvimento. Tais
substéancias, conhecidas como metabdlitos secundarios (especiais ou naturais), néo
apresentam efeitos diretos sobre processos celulares primarios como fotossintese,
respiragao, translocagao de solutos e agua, sintese de proteinas e assimilagcado de
nutrientes, dentre outros. Eles diferem dos metabdlitos primarios (aminoacidos,
nucleotideos, acgucares e lipidios) pela distribuicao restrita no reino vegetal, sendo
caracteristicos de uma espécie ou de um grupo de espécies relacionadas, enquanto
0s metabalitos primarios s&o de ocorréncia universal (COSTA, 1978).

Os metabdlitos secundarios defendem os vegetais contra herbivoros e
patogenos, sendo divididos em trés grupos principais: os terpenos, os compostos
fendlicos e os compostos nitrogenados (VICKERY e VICKERY, 1981).

Os terpenos (ou terpendides) constituem o maior grupo de produtos
secundarios. As diversas classes sdo, em geral, insoluveis em agua e sintetizadas a
partir do acetil-CoA. Exemplos de terpendides incluem as giberelinas, os
carotenoides e os piretroides (ROBINSON, 1991).

Os compostos fendlicos sdo moléculas que contém um grupo fenol em sua
molécula. Constituem em vegetais um grupo muito heterogéneo com mais de 10.000
compostos. Alguns sdo soluveis somente em solventes organicos enquanto outros
sdo soluveis em agua, havendo alguns altamente insoluveis. Suas fungdes
metabdlicas sdo variadas. Duas vias metabdlicas estdo envolvidas na sintese dos
compostos fendlicos: a via do acido chiquimico e a via do acetato. Como exemplos
de compostos fendlicos destacam-se as ligninas, as cumarinas, os flavondides e os
taninos (ROBINSON, 1991).

Os compostos nitrogenados sao constituidos por uma grande variedade de

metabdlitos secundarios contendo nitrogénio na sua estrutura. Eles incluem algumas
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moléculas bem conhecidas relacionadas a defesa vegetal contra herbivoria, como os
alcaloides e os glicosideos cianogénicos. Algumas dessas moléculas sao tdxicas
aos humanos, embora outras possam ser utilizadas no tratamento de doencas
devido a suas propriedades medicinais. Os metabdlitos secundarios nitrogenados
sdo sintetizados a partir de aminoacidos do metabolismo protéico (COSTA, 1978).

A rota biossintética dos principais metabdlitos secundarios esta representada

na Figura .
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Figura | — Rota metabdlica das principais classes de metabdlitos secundarios. Fonte:
http://br.geocities.com/plantastoxicas/rota-metabolica.html

Oleo Essencial

Os 6leos essenciais sdo constituidos por substancias volateis, como alcoois,
aldeidos, ésteres, fendis e hidrocarbonetos, extraidas de plantas aromaticas,
constituindo matérias-primas de grande importancia para as industrias cosmeética,
farmacéutica e alimenticia (MARTINS et al., 2000). Estdo presentes em varias partes
das plantas (folhas, flores, madeiras, ramos, galhos, frutos, rizomas) sendo extraidos
pelos processos de destilacdo a vapor, extragdo por solvente ou por pressdo. Nem

todos os 6leos essenciais possuem aroma agradavel ao olfato (SILVA et al., 1995).
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O papel dos 6leos essenciais encontrados nas plantas esta relacionado com
a sua volatilidade, pois agem como sinais de comunicagdo quimica com o reino
vegetal e como arma contra o reino animal (MARTINS et al.,, 2000). Assim,
considera-se a existéncia de fungdes ecoldgicas, especialmente como inibidores de
germinagao, protecdo contra predadores, atragéo de polinizadores, protegao contra
perda de agua e aumento de temperatura (SILVA et al., 1995).

Grande utilizacdo dos O6leos essenciais se encontra na area de alimentos
(condimentos e aromatizantes de alimentos e bebidas) e cosméticos (perfumes e
produtos de higiene). Também sdo empregados “in natura” para a preparagao de
infusdes e/ou sob a forma de preparagdao galénicas simples devidos a suas
propriedades terapéuticas como calmante, antimicrobiana, digestiva, cicatrizante,
entre outras (TESKE e TRENTINI, 1997).

Compostos fendlicos

Os fendlicos estao largamente distribuidos nos vegetais sendo sua presenga
na alimentagdo humana bastante significativa (SOARES, 2002). Os vegetais contém
uma grande variedade de compostos fendlicos e seus derivados, incluindo fendis
simples, fenilpropandides, derivados do acido benzéico, flavondides, taninos, entre
outros. Esses sdo essenciais ao crescimento e reprodugcdo das plantas, atuando
também como agentes de defesa contra patdogenos e predadores e possuindo
importante papel na pigmentagao dos vegetais (SHAHIDI e NACZK, 1995).

Além da capacidade antioxidante como bloqueadores dos radicais na reagao
em cadeia, os compostos fendlicos sdo capazes de eliminar o radical hidroxila,
superoxido e oxigénio singlete (AROUMA, 1997; ARNAO, 2000). A inativacdo de
radicais de oxigénio por compostos fendlicos ocorre pela formagao de espécies de
menor reatividade ou pela agdo como doador de hidrogénio (HEIM, TAGLIAFERRO
e BOBILYA, 2002). O potencial antioxidante de um composto fendlico depende da
sua estrutura, incluindo ndo apenas a sua polaridade, como também a natureza e a

posicao dos grupos constituintes na sua estrutura (SOARES, 2002).
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Alcaldides

Alcaldides sdo substancias organicas ciclicas contendo um nitrogénio em um
estado de oxidagao negativo e cuja distribuicdo é limitada entre os organismos vivos.
Constituem-se num vasto grupo de metabdlitos com grande diversidade estrutural,
representando cerca de 20% das substancias naturais descritas. Esse grupo
quimico vem apresentando um grande impacto através dos tempos na medicina e
em outros setores sociais e econdmicos. Estdo presentes em todos os grupos
vegetais, apresentando distribuicdo restrita nas bridfitas, pteridofitas e
gimnospermas. Sua maior ocorréncia € verificada nas angiospermas sendo
encontrados em todas as partes do vegetal onde atuam na protegédo contra animais,
insetos, microrganismos e virus, além de possivelmente atuarem como reserva de
nitrogénio e horménio de regulagdo do crescimento. O amplo espectro das
atividades biolégicas descrito para os alcaldides pode ser relacionado com sua
variedade estrutural. Os alcaléides sao divididos em diversos grupos, tais como
alcaldides nao heterociclicos, pirrdlicos, pirrolidinicos, piridinicos, piperidinicos,
tropanicos, pirrolizidinicos, quinolizidinicos, quinoleinicos, isoquinoleinicos,
fenantrénicos, inddlicos e glioxalinicos (SIMOES et al., 1999).

Exemplos de alcaldides farmacologicamente ativos incluem atropina
(antiespasmodico e midriatico), cocaina (anestésico local), morfina (analgésico),
nicotina (inseticida), pilocarpina (parasimpaticomemético), sanguinarina (inibidor
plaquetario dental), escapolamina (sedativo), tubocurarina (relaxante muscular),
vincristina e vimblastina (antitumoral) (CORDELL, QUINN-BEATTIE e
FARNSWORTH, 2001).

Resisténcia de microrganismos patogénicos aos antibioticos

O surgimento da resisténcia a antimicrobianos é um exemplo classico de
evolugdo em resposta a uma forte pressdao seletiva. Hospitais e outros
estabelecimentos constituem uma comunidade ecoldgica particular, na qual diversos
tipos de micrébios circulam e interagem entre si diretamente, por meio da

reproducdo e da troca de plasmideos e/ou indiretamente, por meio de interacdes
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entre pacientes e funcionarios (AUSTIN, KRISTINSSON e ANDERSON, 1999;
PRATES e BLOCH-JUNIOR, 2001).

Estudos feitos durante os anos de 1973 a 1994, pela Organizagdo Européia
para Pesquisa e Tratamento do Cancer, mostraram que durante o periodo de 1973
a 1985, bactérias Gram-negativas eram as principais causadoras de infecgbes em
pacientes oncoldgicos, enquanto nos ultimos anos desta analise, a bactérias Gram-
positivas eram as predominantes. Esta troca na dominancia de patogenos foi
coincidente com a introdugédo, em 1985, da terceira geragdo de cefalosporinas,
ceftazidima e ceftriaxona, e foi possivelmente causada pelo uso generalizado
destas drogas (JONES, 2001). Entre as bactérias mais comumente envolvidas com
resisténcia as drogas e infecgcdo hospitalar estdo Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae, Klebsiella sp, Streptococcus
pneumoniae, Acinetobacter sp, Proteus mirabilis e Escherichia coli, e em muitas
delas esta resisténcia ocorre em fungdo da producado de amplo espectro de -
lactamases (JONES, 2001).

A incidéncia de infec¢des fungicas, tanto por fungos filamentosos como por
leveduras, e a resisténcia dos mesmos as drogas também tém crescido
dramaticamente nos ultimos 15 anos (GEORGOPAPADAKOU e WALSH, 1994;
GUPTE, KULKARNI e GANGULLI, 2002).

Infecgbes causadas por microrganismos resistentes ndo atingem somente a
saude humana. Na pecuaria, grandes sdo os problemas enfrentados pelos
criadores de gado leiteiro susceptivel a mastite, uma condi¢cdo inflamatéria da
glandula mamaria causada por bactérias (S. aureus, E. coli e P. aeruginosa) que
acarreta mudancgas nas caracteristicas fisicas do ubere e do leite de vaca (PRATES
e BLOCH-JUNIOR, 2001). O mesmo quadro pode ser verificado no que diz respeito
aos fitopatdégenos. O surgimento da resisténcia em fungos fitopatogénicos de
importancia agronémica € considerado um fator limitante da eficacia e da vida util
das mais variadas estratégias de controle de doencas (HEANEY et al., 1994).
Muitos géneros de fungos, tais como Aspergillus, Botrytis, Venturia, Ustilago,
Marnaporte, Colletotrichum, Alternaria, Cercospora, Cladosporium e Penicillium,
tém desenvolvido estratégias de resisténcia contra os fungicidas mais amplamente
empregados, como os das classes dos benzimidazodis, das estrobilurinas, das
fenoxiquinolinas e das anilinopirimidinas, sendo o uso indiscriminado destas drogas
o principal fator de inducao de resisténcia (STEFFENS, PELL e TIEN, 1996).
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Espécies vegetais com atividade antimicrobiana estdo amplamente distribuidas
em diversas familias vegetais como Piperaceae (LENTZ et al., 1998),
Hypericaceae, Asteraceae, Caryophyllaceae, Euphorbiaceae, Fumariaceae,
Gesneriaceae, Lamiaceae, Rosaceae (TAYLOR, MANANDHAR e TOWERS, 1995),
Lyrthaceae, Myrtaceae, Apocynaceae, Casuarinaceae (AHMAD e BEG, 2001) entre
outras.

As substancias antimicrobianas isoladas de plantas apresentam, com raras
excegdes, grandes diferengas estruturais em relagdo aos antibiéticos derivados de
microrganismos. Podem agir como reguladores do metabolismo intermediario,
ativando ou bloqueando reagdes enzimaticas, afetando diretamente uma sintese
enzimatica seja em nivel nuclear ou ribossomal, ou mesmo alterando estruturas de
membranas (SINGH e SHUKLA, 1984).

Os principais grupos de compostos com propriedades antimicrobianas,
extraidos de plantas incluem: terpendides e 6leos essenciais (TORSSEL, 1989);
alcaléides (FESSENDEN, 1982); lectinas e polipeptideos (TERRAS et al.,, 1993;
ZHANG e LEWIS, 1997) e substancias fendlicas e polifendis, que sao: fendis
simples, acidos fendlicos, quinonas (STERN et al.,, 1996), flavonas, flavondis e
flavondides (FESSENDEN, 1983), taninos (SCALBERT, 1991) e cumarinas
(O’KENNEDY e THORNES, 1997).

Mecanismos de agao antimicrobiana para algumas dessas classes ja foram
descritos. Para os alcaldides, essa propriedade pode ser atribuida a sua habilidade
de intercalarem com o DNA microbiano (PHILLIPSON e O’NEIL, 1989). Para os
terpendides, 0 mecanismo de agao ainda n&o esta bem esclarecido, mas especula-
se que estejam envolvidos na ruptura de compostos lipofilicos das membranas
microbianas. Porém, Mendonza, Wilkens e Urzua (1997) mostraram que o aumento
da lipofilicidade de diterpenos, por adicao de grupos metil, reduziu drasticamente a
atividade antimicrobiana destes compostos.

Os compostos fendlicos possuem uma relativa toxicidez a microrganismos
devido a localizagdo e ao numero de grupos hidroxilas presentes nos grupamentos
fendlicos, sendo que quanto maior o numero de hidroxilagdes, maior a toxicidade
(GEISSMAN, 1963). Além disso, ja foi descrito que quanto maior a oxidagdo dos
fendis, maior seu efeito inibitério (URS e DUNLEAVY, 1975; SCALBERT, 1991). O
mecanismo responsavel pela toxicidade de compostos fendlicos para

microrganismos inclui a inibicdo enzimatica por compostos oxidados, possivelmente
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através de reagcdes com grupos sulfidrilas ou por interagdes nao especificas com as
proteinas (MASON e WASSERMAN, 1987). Os taninos possuem a habilidade de
inativar adesinas microbianas, enzimas, proteinas transportadoras de membrana,
etc. Os taninos condensados podem se ligar as paredes celulares de bactérias de
ruminantes, impedindo seu crescimento (JONES et al.,, 1994). As antraquinonas
possuem anéis aromaticos com duas cetonas substituidas. Elas sdo ubiquitinadas in
natura e sdo altamente reativas. Conhecidas como estabilizadores de radicais livres
e também por complexarem irreversivelmente com aminoacidos nucleofilicos em
proteinas, frequentemente conduzindo a sua inativagao e perda de fung¢do. Os alvos
das antraquinonas nas células microbianas sdo adesinas expostas a superficie,
polipeptideos da parede celular e enzimas ligadas @ membrana (STERN et al.,
1996). Ja os flavonodides, de maneira geral, sdo conhecidos por serem sintetizados
por plantas em resposta a infecgdo microbiana (DIXON, DEY e LAMB, 1983). Sua
atividade é provavelmente devido a habilidade de se complexarem com as proteinas
extracelulares e soluveis e com a parede celular bacteriana. Flavondides lipofilicos
podem romper a membrana microbiana (TSUCHIYA et al., 1994). Segundo CHABOT
et al. (1992), flavondides desprovidos de grupamentos hidroxila em seus B-anéis séo
mais ativos contra microrganismos do que aqueles hidroxilados, o que corrobora
com a proposta de que o alvo antimicrobiano seja a membrana. No entanto, alguns
autores se opdem a esta teoria, argumentando que quanto maior o numero de

hidroxilagdes, mais ativo serdo os compostos (SATO et al., 1996).

Microrganismos de importancia clinica

Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram-positiva comumente encontrada
em hospitais e um dos principais causadores da infecgdo hospitalar. A resisténcia
dessa bactéria a antibidticos vem crescendo assustadoramente, mesmo em se
tratando de drogas poderosas e de amplo espectro como a meticilina (PRATES e
BLOCH-JUNIOR, 2001).

Bacillus cereus € uma bactéria Gram-positiva contaminante de muitos
alimentos podendo causar diarréia, dores abdominais, nauseas e vomitos devido a
producao de enterotoxinas (GUVEN, MUTLU e AVCI, 2005).
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Shigella sonnei € uma bactéria Gram-negativa causadora de shigelose,
doenca aguda que acomete o intestino delgado, conhecida como desinteria bacilar.
Caracteriza-se por dores abdominais e célicas, diarréia com sangue, pus ou muco;
febre, vémitos e tenesmo. Em criangas, convulsdes podem ser uma complicagao
grave. As infecgdes graves estdo associadas a uma ulceragdo da mucosa, com
sangramento retal e desidratacdo. Normalmente, é causada por precarias condi¢cdes
de higiene e saneamento basico sendo sua via de transmissdo fecal-oral. Esta
doenga é mais grave em criangas e em idosos debilitados e desnutridos e em
pacientes com AIDS (BENENSON, 1995).

Enterobacter cloacae é uma bactéria Gram-negativa, anaerébia facultativa e
causadora de infecgdes oportunistas em pacientes imunocomprometidos. O trato
urinario e o respiratério sdo os sitios de infecgao mais comuns (JUANJUAN et al.,
2007).

Streptococcus pyogenes tem mostrado, ao longo do tempo, alto poder de
adaptacado ao hospedeiro humano, atuando como importante agente etiolégico de
uma seérie de manifestagdes clinicas, entre as quais predominam a orofaringite,
assim como sequelas nao supurativas, representadas pela febre reumatica e a
glomerulonefrite. A maioria das infec¢gdes causadas por esta bactéria Gram-positiva
tem inicio nas vias aéreas superiores (faringe) ou na pele. Nas infecgbes da faringe,
o estreptococo €, de modo geral, transmitido por meio de aerossois e, a primeira
etapa da infecgcao consiste em sua adesdo ao epitélio da mucosa. O S. pyogenes
tem a capacidade de invadir células de cultura de tecidos, mas nao se sabe se na
faringite ocorre invasdo de células da mucosa faringeana. As infecgbes cutaneas
sdo geralmente adquiridas por contato com pacientes portadores de piodermites e
se instalam quando a pele apresenta lesbes provocadas por traumas, picadas de
inseto, cirurgias e por outros meios nem sempre evidentes. As infecgdes podem ser
superficiais ou profundas, podendo ser fatais (BENENSON,1995).

Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa presente no trato
gastrointestinal dos animais de sangue quente, inclusive o homem, fazendo parte da
flora intestinal normal. No entanto, algumas linhagens especiais desse
microrganismo podem ser patogénicas e causar doengas no homem e também em
animais, recebendo a denominagédo genérica de Escherichia coli enterovirulenta
(EEC). Existem quatro classes distintas de E. coli enterovirulenta: E. coli patogénica

(EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterohemorragica (EHEC) e E. coli
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invasora (EIEC). Entende-se por EPEC a classe de E. coli pertencente a alguns
sorogrupos epidemiologicamente associados a gastroenterites caracterizadas por
diarréia aquosa ou sanguinolenta, que ocorrem predominantemente em criangas
com menos de um ano de idade. Atualmente ja existem dados indicando que adultos
podem também apresentar esta sindrome. ETEC ¢é a classe de E.coli associada a
doenca diarréica em individuos de todas as idades. A diarréia é consequéncia da
acao de enterotoxinas produzidas por essas bactérias no intestino do individuo
infectado. EHEC esta associada a enterocolite hemorragica em individuos de todas
as idades. O mecanismo pelo quais essas bactérias causam enterocolite ainda esta
em estudo, embora se saiba que a sindrome € decorrente da adesado dessas
bactérias as células epiteliais intestinais e consequente acdo de citotoxinas
produzidas no intestino do individuo infectado. No momento sdo conhecidas pelo
menos duas citotoxinas diferentes. As EHEC podem causar diarréia branda e
sanguinolenta (colite hemorragica). A colite pode se agravar e causar uma sindrome
muito grave, denominada sindrome urémica hemolitica em criangas e adultos. Essa
sindrome caracteriza-se por anemia hemolitica, trombocitopenia e falha renal aguda
que pode se estender a outras partes do corpo, inclusive ao sistema nervoso central.
A infeccao causada por EIEC consiste em inflamacgao e necrose da mucosa do cdélon
(intestino grosso). Clinicamente as infeccbes se manifestam por diarréia
sanguinolenta ou ndo, com a presenga de leucdcitos e muco, frequentemente
acompanhada de dores abdominais e febre. As infecgdes por EIEC sdo mais
frequentes em criangas maiores de dois anos e em adultos (TRABULSI et al., 1999).

Salmonella typhimurium é uma espécie de bactéria Gram-negativa
pertencente a familia Enterobacteriaceae que causa a doenca chamada
salmonelose. Ela se fixa na parede do intestino delgado, mais precisamente nas
células M (microcilios), onde se multiplicam e se manifestam causando vémito,
diarréia, nauseas, febre, anorexia intensa e cerca de 24 horas apds a ingestao de
alimentos contaminados (OSKAY e SARI, 2007).

Klebsiella pneumoniae € uma espécie de bactéria Gram-negativa, em forma
de bastonete. Pode causar pneumonia, embora seja mais comum a sua implicagao
em infecgdes hospitalares (aparelho urinario e feridas), em particular em doentes
imunologicamente deprimidos (SRIKUMAR, PARTHASARATHY e SKANKAR, 2007).

Pseudomonas aeruginosa € um bacilo Gram-negativo, aerébio. As doencgas

causadas por P. aeruginosa sao infecgcoes localizadas, decorrentes de uma
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contaminagao oportunista. Este microrganismo pode causar infecgcdes urinarias e
respiratorias, pneumonias, meningites, endocardites e diversos outros tipos de
infeccdo. Entretanto ndo ha registro de gastroenterite em humanos causada por
esse microrganismo. Além disso, P. aeruginosa, bem como outras espécies de
Pseudomonas, apresentam grande importancia para a industria de alimentos, pois
sdo microrganismos causadores de deterioracdo (SOBERON, SGARIGLIA e
SAMPIETRO, 2007).

Enterococcus faecalis € uma bactéria Gram-positiva que habita o trato
gastrointestinal de homens e outros mamiferos, como outras espécies do género
Enterococcus. E. faecalis pode causar infeccao pos-tratamento em humanos,
especialmente em ambiente nosocomial. Os altos niveis de resisténcia a antibiéticos
naturalmente contribuem para patogenicidade de E. faecalis. Esta bactéria pode
causar endocartites, bem como infeccdes na prostata, e no epididimo. Infecgées no
sistema nervoso sao menos comuns (DAUD, GALLO e RIERA, 2005).

Micrococcus luteus € uma bactéria sapréfita Gram-positiva, pertencente a
familia Micrococcaceae. Ocorre na flora normal da pele de mamiferos e também
coloniza o trato superior respiratério, orofaringico e mucosas humanas (KUMAR,
CHAUHAN e PADH, 2006).

Candida albicans € uma levedura oportunista por exceléncia. Possui varios
fatores que favorecem a sua implantacdo secundaria, podendo ocorrer no decurso
do diabetes, de traumatismos diversos, gravidez e, principalmente, em individuos
imunocomprometidos pelo HIV (ZHANG et al., 2002).

Cryptococcus neoformans € uma levedura zoopatogénica cosmopolita e
representa na atualidade a principal causa de meningoencefalite em hospedeiros
com imunodepresséao celular, cujo maior contingente é representado por individuos
com AIDS (GUPTE, KULKARNI e GANGULI, 2002).

Atividade citotoxica para Artemia salina x atividade antitumoral

A fim de se descobrir novas substancias bioativas, alguns modelos simples
de testes biolégicos tém sido utilizados. Dentre eles, o bioensaio de toxidez com
Artemia salina (“Brine Shrimp Test” — BST) tem sido utilizado como modelo para

selecdo de extratos de plantas com substancias de potencial farmacolégico. Esse
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microcrustaceo marinho fornece um bom modelo para estudos de bioatividade de
extratos vegetais e produtos naturais devido a rapidez do seu crescimento e o baixo
custo de criagdo e manutencdo em condicdes de laboratorio. Além disso, os
resultados desse bioensaio tém demonstrado uma boa correlacdo com a atividade
antitumoral, sendo, portanto indicado para a triagem preliminar de plantas com tal
atividade. Estudos recentes mostraram que o teste de citotoxicidade contra Artemia
salina tem uma correlagcdo positiva com atividade para células tumorais
principalmente para células KB, um carcinoma nasofarigiano humano
(MACLAUGHLIN e ROGERS, 2001). Maclaughlin (1991) observou que o valor de
CEso para os testes de citotoxicidade para células tumorais sdo geralmente a décima
parte da CLso encontrado para o teste com este microcrustaceo.

Estudos também tém demonstrado boa correlacdo entre atividade contra
Artemia salina e atividade pesticida (MCLAUGHIN e ROGERS, 2001), tripanomicida
(ZANI et al., 1995) e antimalaricos (PEREZ, DIAS e MEDINA, 1998). Recentemente,
descobriu-se que esta técnica tem uma boa correlacdo entre as concentragoes letais
média (CLso) de extratos de plantas para Artemia salina e doses letais média (DLso)
dos mesmos extratos, administrados oralmente em camundongos (PARRA et al.,
2001).

Apenas a deteccao de citotoxidez nédo é suficiente para atividade antitumoral
ou outra qualquer, porém é um ponto de partida. Nao é surpresa que substancias
isoladas a partir de procedimentos baseados na citotoxidez demonstrem efeitos
deletérios para o homem, ndo demonstrando atividade terapéutica. Porém, toxidez
ao nivel celular é consistente com a previsdo de atividade antitumoral, uma vez que
determinada substéancia interfere com algum mecanismo de sobrevivéncia da célula,
podera também mediar uma resposta positiva no caso de células anormais
(SUFFNESS e PEZZUTO, 1991). Além disso, substancias téxicas podem, em
concentracdes baixas e nao téxicas, apresentar efeitos interessantes dos pontos de
vista farmacolégico e terapéutico (MACLAUGHLIN, 1991).

Aspectos gerais das Leishmanioses e tratamento

A leishmaniose (ou leishmaniase ou calazar ou ulcera de Bauru) é a doenga

provocada pelos parasitas unicelulares do género Leishmania, que consiste em
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problemas de grande importancia para a saude mundial (LAINSON e SHAW, 1992).
Ha trés tipos de leishmaniase: visceral, que ataca os orgaos internos, cutédnea, que
ataca a pele, e mucocutanea, que ataca as mucosas e a pele (LEON et al., 1990).
No Brasil existem as trés formas, enquanto que em alguns paises, como Portugal,
existe principalmente a leishmaniase visceral e alguns casos (muito raros) de
leishmaniase cutanea. Esta raridade é relativa, visto na realidade o que ocorre €&
uma subnotificacdo dos casos de leishmaniose cutanea. Uma raz&o para esta
subnotificagdo € o fato de a maioria dos casos de leishmaniose cutdnea humana
serem autolimitantes. As Leishmanias sao transmitidas pelos insetos fémeas dos
géneros Phlebotomus (Velho Mundo) ou Lutzomyia (Novo Mundo). A leishmaniose
também pode afectar o cdo. Alias, na Europa, este € considerado o reservatoério da
doenca (GARCIA-GRANADOQOS et al., 1997).

As Leishmanias sao protozoarios, que sao parasitas de células fagocitarias de
mamiferos, especialmente de macréfagos. Sao capazes de resistir a destruicao apos
a fagocitose. As formas promastigotas (infecciosas) sao alongadas e possuem um
flagelo locomotor anterior, que utilizam nas fases extracelulares do seu ciclo de vida.
A forma amastigota (intra-celular) ndo tem flagelo (DESJEUX, 1996).

Segundo Shaw (1994), ha catorze espécies patogénicas para o ser humano.
As mais importantes sao:

e As espécies L. donovani, L. infantum, e L. chagasi que podem produzir a
leishmaniose visceral, mas, em casos leves, apenas manifestagdes cutaneas.

o As espécies L. major, L. tropica, L. aethiopica, L. mexicana, L. braziliensis e L.
peruviana que produzem a leishmaniose cutanea ou a mais grave,
mucocutanea.

O ciclo de vida das espécies € ligeiramente diferente mas ha pontos comuns.
Sao libertados no sangue pela picada de dois géneros atipicos de mosquitos:
Lutzomyia e Phlebotomus. As Leishmanias na forma de promastigotas ligam-se por
receptores especificos aos macrofagos, pelos quais sdo fagocitadas. Elas sao
imunes aos acidos e enzimas dos lisossomas com que os macrofagos tentam digeri-
las, e transformam-se nas formas amastigotas apds algumas horas (cerca de 12h).
Entdo comegam a multiplicar-se por divisdo binaria, saindo para o sangue ou linfa
por exocitose e por fim conduzem a destruicdo da célula, invadindo mais
macrofagos. As formas amastigotas ingeridos pelos insetos transmissores demoram

oito dias ou mais a transformarem-se em promastigotas e multiplicarem-se no seu
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intestino, migrando depois para as probdéscides (HAMMARTON, MONTRAM e
DOERING, 2003).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, a Leishmaniose acomete
350 milhdes de pessoas em 88 paises no mundo, com 2 milhdes de novos casos a
cada ano e estima-se que cerca de 1/3 da populagdo corra o risco de contrair a
doenca (Figura Il). Por esta razdo tem sido considerada como uma das seis
principais doengas tropicais infecciosas (WHO, 2003).

No Brasil, de acordo com os dados do Ministério da Saude/Fundacéao
Nacional da Saude (MS/FUNASA, 2005) a leishmaniose tegumentar americana
(LTA) apresenta uma taxa de incidéncia de 14,12 casos por 100.000 habitantes e a
leishmaniose visceral (LV) apresenta uma taxa de 1,89 casos por 100.000
habitantes, sendo que em 2002, houve 26.014 casos de LTA e 3.481 de LV. O
aumento da incidéncia da LTA e LV associada a altas taxas de mortalidade e a
expansao de formas de leishmaniose para novas areas geograficas, constitui um

sério problema de saude publica no Brasil.

a) Distribui¢do de leishmaniose cutanea do novo e velho mundo.
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b) Distribuig&o de leishmaniose visceral do novo e velho mundo.

=

Figura Il - Distribuicao de leishmanioses no mundo. a) leishmaniose cutéﬁ"éa, b) I.e.iélﬁmaniose
visceral. Fonte: Organizagdo Mundial da Saude, 2003.

Os individuos com leishmanioses sdo submetidos ao tratamento, conforme
preconizado pelo Ministério da Saude (MS/Guia de Vigilancia Epidemioldgica, 1998;
MS/FUNASA, 2005). Desde a introdugéo do tartaro emético (antimonial trivalente) na
terapia de LTA, por Gaspar Vianna em 1912 (PASSOS, 1998), o tratamento desta
doencga pouco evoluiu, havendo apenas a substituicdo do antimonial trivalente pelo
pentavalente, inicialmente utilizado por Bramachari em 1920 (MARSDEN, 1985). Os
antimoniais pentavalentes continuam sendo os medicamentos indicados para o
tratamento de todas as leishmanioses. O tratamento € longo, caro, a via de
administragdo € intra-muscular, esta relacionado a varios efeitos colaterais e é
contra-indicado em gravidas, nefropatas, cardiopatas, pacientes com Doenca de
Chagas e tuberculose. A resposta ao tratamento com os antimoniais varia
consideravelmente dependendo da cepa do parasita envolvida, status da resposta
imune do paciente e da forma clinica ou do estagio da doenga (GRIMALDI e TESH,
1993). Um dos grandes problemas encontrados na terapéutica com os antimoniais é
a variedade de esquemas descritos na literatura, além dos problemas de resisténcia
na LV e recidiva na LTA, nas formas mucosa e mucocutanea (MARSDEN, 1985).

Os farmacos utilizados como segunda escolha para o tratamento das
leishmanioses sao a anfotericina B e a pentamidina, nos casos de falha terapéutica
pelo antimonial. No entanto, o uso dessas drogas deve ser feito sob vigilancia, em
servigos especializados e com o paciente hospitalizado (MS/Guia de Vigilancia
Epidemiolégica, 1998). Outras drogas tais como paramomicina, alopurinol e

cetoconazol também s&o utilizadas como terapia coadjuvante, associadas ou nao
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aquelas descritas anteriormente (GRIMALDI e TESH, 1993). Alternativamente,
imunoterapia ou em associagao com a quimioterapia tem se mostrado promissora
(GENARO et al., 1996).

Ha uma forte correlacdo entre atividade antioxidante e o efeito téxico de
substancias sobre espécies de parasitos intracelulares. Essa propriedade quimica é
observada, por exemplo, em antimalaricos tradicionais, assim como nas substancias
antimalaricas recentemente isoladas de plantas (KANDASWAMI e MIDDLETON,
1994).

Uma hipotese plausivel entdo € que drogas leishmanicidas possam ser
encontradas entre produtos naturais antioxidantes, tais como taninos galicos, taninos
condensados, proantocianidinas e flavonoides (TASDEMIR et al., 2006).

Compostos quimicos, isolados de extratos vegetais, demonstraram eficacia
comprovada na atividade leishmanicida in vitro sobre formas promastigotas e/ou
amastigotas de Leishmania. Dentre eles, podem ser citados os terpendides
(CAMACHO et al., 2000), aminoglicosteroides e aminosteroides (KAM et al., 1997),
naftoquinonas (FOURNET et al., 1992), chalconas (CHEN et al., 1993), glicosidios
iridoides (MITTAL et al., 1998), flavondides (ARAUJO, ALEGRIO e LEON, 1998) e
alcaldides (QUEIROZ et al., 1996).

Radicais livres, espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo

Radical livre refere-se a qualquer espécie quimica capaz de existir
independentemente de outras espécies (por isso o termo “livre”), e que possui um ou
mais elétrons nao pareados (HALLIWELL, 1994).

“‘Espécies reativas de oxigénio” (EROs) é o termo utilizado para a incluséo,
nao so dos radicais livres contendo oxigénio (O2"), como também dos derivados de
oxigénio nao radicais (HALLIWELL, 1994), como o perdxido de hidrogénio (H20.) e
ozénio (O3).

A formacdo de oxigénio singlete ('O,) em sistemas bioldgicos tem sido
amplamente demonstrada e relacionada com processos celulares diversos tais como
o mecanismo de defesa contra virus e bactérias promovido por células fagocitarias.
Os possiveis mecanismos de formacao desta espécie em sistemas bioldgicos

incluem reagdes de quimioexcitagdo catalisadas por peroxidases (mieloperoxidase)
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ou oxigenases (lipooxigenase ou ciclooxigenase); a reacao de perdxido de
hidrogénio com hipoclorito ou peroxinitrito; termodecomposi¢cédo de dioxietanos, entre
outras. O 'O, apresenta alta reatividade, oxidando facilmente muitos compostos
organicos ricos em elétrons, como sulfetos, aminas e fendis. Sendo assim,
moléculas fundamentais como acidos graxos insaturados, proteinas e DNA sao
importantes alvos biolégicos do 'O, (JAMIESON, 1989).

O oxigénio triplete (*0,) pode reagir com outras moléculas para dar origem a
EROs, como perdxido de hidrogénio (H202), superdxido (O»7) e radical hidroxila
(OH") (BORG, 1993).

O anion superoxido é gerado pela reducgao tetravalente do oxigénio molecular
e agua. Este radical pode ser formado em células aerdbicas, durante o processo de
respiragao (na cadeia respiratoria de elétrons) e € um importante fator que auxilia os
fagécitos no processo de destruicdo de bactérias. Em seres vivos, o radical
superéxido € removido por enzimas chamadas superoxido dismutase (SOD)
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1985).

O peroxido de hidrogénio (H20;), formado pela redugao tetravalente do O a
H,O e dismutagdo do O,°, ndo é um radical livre, mas um agente oxidante. Na
presenca do superédxido e ions metalicos de transicao, o H,O, pode gerar OH' pela
reagcao de Fenton (Figura lll). O OH;, formado por esta reacdo e pela redugao
tetravalente do oxigénio molecular é altamente reativo causando danos ao DNA e
dando inicio ao processo de peroxidacgao lipidica (PACKER e GLAZER, 1990).

20,
Oxigénio

- P NADPH oxidas
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20;
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2H*

Superdwido dismulase
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Fe? | O
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05 + Fe* —— O, + Fe?*
H,0, + Fe?* — Fe™+ OH™ + OH"

Reacédo de Haber-Weiss

H,0,+0; —— O, + OH™ + OH"

Figura Ill — Reagao de Fenton. Fonte:
http://www.geocities.com/bioquimicaplicada/Radicaislivres.htm
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Os acidos graxos sao susceptiveis ao ataque por EROs; portanto, qualquer
reagao ou processo que origine EROs pode definitivamente estimular a peroxidagao
lipidica. O sequestro de hidrogénio € mais facil em acidos graxos insaturados do que
em seus semelhantes saturados, o que torna mais susceptiveis ao ataque das EROs
(PACKER e GLAZER, 1990).

A producdo de EROs é uma consequéncia normal de uma série de reagdes
bioquimicas essenciais ao organismo e resulta em danos biologicos apenas quando
essa produgdo torna-se anormalmente elevada e/ou quando as defesas
antioxidantes estao diminuidas (HALLIWELL, 1994).

O estresse oxidativo do organismo pode ser compreendido como a condigao
na qual a producdo de EROs esta aumentada ou quando as defesas antioxidantes
naturais normais estdo diminuidas, levando a uma alteragdo no equilibrio
oxidantes/antioxidantes e, consequentemente, ao dano potencial da modificagao
oxidativa. Tal situacao parece ser mais freqliente devido a sintese elevada de EROs
(HALLIWELL, 1994), embora existam evidéncias demonstrando que as defesas
antioxidantes nao sao estaticas, podendo ser induzidas em situacao de estresse. A
correlagdo entre o estresse oxidativo e varios disturbios no organismo, como
doencas autoimunes, doencas neurodegenerativas (ZANA, JANKA e KALMAN,
2006), cancer, diabetes, cardiopatias, doengas cardiovasculares dentre outras, tem
sido proposta (FREI, 1999).

Mecanismos de protecédo por antioxidantes

Os antioxidantes podem ser compreendidos como substancias que, quando
presentes, em baixas concentragdes comparadas ao substrato oxidavel, retardam ou
inibem significativamente a oxidagao desse substrato (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1989; HALLIWELL, 1990). Essa inibicdo ou diminuicdo na velocidade de reacéao
ocorre por agao nas diferentes etapas do processo de oxidacdo, atuando sobre
diversos substratos, desde uma molécula simples a polimeros e biossistemas
complexos (HALLIWELL et al., 1995).

Os antioxidantes com efeito preventivo, classificados como primarios, podem
atuar evitando a iniciagdo pela captagao de radicais iniciadores (R’), agindo como
doadores de H' ou de elétrons (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989) (Figura IVa).
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Entre esses compostos incluem-se antioxidantes sintéticos, carotenodides,
tocoferdis, compostos fendlicos e alguns aminoacidos (SELLAPPAN, AROH e
KREMER, 2002). Podem agir também como queladores de metais, agado proposta
para alguns aminodacidos, acido nitrico, EDTA e compostos fendlicos (ZHENG e
WANG, 2001).

Os antioxidantes também podem agir na decomposi¢gdo de peroxidos,
convertendo-os a forma inativa por acdo de agentes redutores, bloqueando a reagéo
em cadeia, por meio da captacao de intermediarios reativos como radicais peroxila e
alcoxila. Esses sdo os antioxidantes secundarios (Figura IVb). Os compostos
fendlicos, antioxidantes sintéticos, vitaminas A e E, aminas, grupamentos tiol e
dissulfetos sdo capazes de agir sobre peroxidos, evitando propagacéo da reagao de
oxidagao (NAMIKI, 1990).

A Figura V mostra, em resumo, a formacgao de radicais livres € 0 mecanismo

de acao dos antioxidantes bioldgicos.
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Figura IV — Acdo de antioxidantes: a) primarios e b) secundarios.
Fonte: http://www.specialchem4adhesives.com/tc/antioxidants
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A familia Rubiaceae Juss.

Taxonomia

Rubiaceae é uma familia botanica, pertencente as angiospermas, de grande
importancia para a sociedade, pois nela encontra-se o café (Coffea arabica L.), que
produz uma das bebidas mais consumidas no mundo, espécies ornamentais (ixora,
gardénia, pentas, mussaendas), espécies invasoras (poaias, mata-pasto) e algumas
medicinais; freqUientemente causam intoxicagbes no gado, pois varias espécies
dessa familia sao téxicas (ixora, erva-de-rato etc). Caracteriza—se por possuir folhas
simples, opostas ou verticiladas, com estipulas interpecioladas o que caracteriza a
familia. Pode ser de porte arbdreo, arbusto, subarbusto ou ervas perenes ou anuais,
menos frequentemente lianas. As espécies sao de ampla distribuicdo geografica,
mas concentram-se nas regides tropicais; com flores andréginas, raramente
unissexuais, gamopeétalas, em geral pentdmeras; androceu com 4 a 5 estames,
anteras geralmente rimosas; ovario infero, formado de 2 ou mais carpelos, contendo
2 ou mais léculos, tendo em geral, um 6vulo por |6culo; fruto do tipo baga, capsula
ou drupa, as vezes seco € indeiscente ou ainda esquizocarpico (carpelos separados
na maturagdo); sementes com cotilédones espatulados ou lineares, embrido reto,
endosperma abundante e oleoso, raro, pouco ou ausente (SOUZA e LORENZI,
2005).

A familia Rubiaceae possui aproximadamente 637 géneros e cerca de 10.070
espécies (ROBBRECHT, 1988), distribuidas principalmente nas regides tropicais e
subtropicais, atingindo, porém, as regides temperadas e frias da Europa e norte do
Canada (JUDD et al., 1999). De acordo com a classificagdo de Robbrecht (1998),
esta dividida em quatro subfamilias, as quais incluem 39 tribos. No Brasil, esta
representada por 18 tribos, 101 géneros e 1.010 espécies, distribuidas por diversas
formagdes vegetacionais e apresentando grande ocorréncia na Mata Atlantica
(BARROSO et al., 1991). Dentre os géneros pertencentes a essa familia, encontra-

se Mitracarpus Zucc.
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Constituintes quimicos

A familia Rubiaceae apresenta uma vasta diversidade de constituintes
quimicos ja isolados pertencentes as seguintes classes: antraquinonas e
naftoquinonas (KAMIYA et al., 2005; SANG e HO, 2006; SIDDIQUI et al., 2006),
iridoides glicosidicos (ONO et al.,, 2005; GUVENALP et al., 2006), secoiriddides
glicosidicos (KITAGAWA et al., 1996), bisiridoides glicosidicos (DINDA et al., 2006),
glicosideos cianogénicos (ROCKENBACH, NAHRSTEDT e WRAY, 1992), saponinas
terpénicas (ZHAO et al., 1997), triterpenos (MUKHERGEE et al., 2004), dleo
essencial (NAVAE, MIRZA e DIN, 2006), alcalbéides inddlicos (ACHENBACH et al.,
1995; SAKAI, 1995; TAKAYAMA, AIMI e SAKAY, 2000), alcaléides oxinddlicos (LIU
e FENG, 1993) e alcaldides tetrahidroisoquindlicos monoterpénicos glicosilados
(ITOH et al., 1994).

Oleos essenciais presentes em espécies de Rubiaceae

Navae, Mirza e Din (2006) identificaram a composicdo quimica do Oleo
essencial das partes aéreas de Rubia tinctorum L. identificando como constituintes
majoritarios pentadecanal, tridecanal e globulol.

A espécie Randia matudae Lorence & Dwyer teve seus constituintes
identificados, no 6leo essencial das inflorescéncias, tendo como componentes mais
abundantes linalol, benzilalcool, transmetil isoeugenol, alfa-terpineol (SETZER,
NOLETTO e LAWTON, 2006).

Baser et al. (2004) analisou os 6leos essenciais das partes aéreas de duas
especies de Galium L., Galium aparine L. e Galium odoratum (L.) Scop.,
identificando 72 e 96 constituintes respectivamente, sendo que os componentes
majoritarios foram acido hexadecandico para G. aparine e timol e isotimol para G.

odoratum.
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Compostos fendlicos presentes em espécies de Rubiaceae

Muitas propriedades das plantas estdo associadas com a presencga, tipo e
conteudo de seus compostos fendlicos. Por esta razdo, varios métodos de analise
de diferentes classes de fendlicos e polifendlicos tém sido recentemente realizados.
Estudos recentes mostraram a atividade antioxidante de extratos de varias espécies
da familia Rubiaceae, tais como Randia echinocarpa Moc & Sesse (fruto) (SANTOS-
CERVANTES et al., 2007), Morinda citrifolia L. (fruto) (CHAN-BLANCO et al., 2007),
Uncaria tomentosa Will D.C. (casca) (PILARSKI et al., 2006), Galium verum L.(folha)
(MAVI et al., 2004), Mitracarpus scaber Zucc. (parte aérea) (GERMANO et al., 1999)
e sua correlagdo com a presenca de compostos fendlicos.
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Lendl et al. (2005) estudaram o extrato das raizes e do caule de Chione
venosa (Sw.) e identificaram trés derivados acetofenonas, O-hidrox-D-
gicopiranosideo, acetofenona-2-O-[3-D-apiofuranosil-(1” — 6)-O-B-glicopiranosideo]
e acetofenona-2-O-B-glicopiranosideo e alguns compostos fendlicos e terpendides

como a-morronisideo, swerosideo, diderrosideo, daucosterol, 3-sitosterol.
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Zin et al. (2007), isolaram flavondides com alta atividade antioxidante quando
comparados a BHT e a-tocoferol. Os flavonéides majoritarios detectados no extrato
metandlico dos frutos de M. citrifolia foram dos tipos catequinas e isocatequinas.

Kitagawa et al. (1996) isolaram um glicosideo secoiriddide (3’-O-
cafeoilswerosideo) e dois apioglicosideos fendlicos, quelampaiosideo A e B, do
caule de Anthocephalus chinensis (Lam.) A. Rich. ex Walp, uma planta medicinal da
Indonésia.

Um glicosideo iriddide, acido mussaenosidico 6-O-3-D-apiofuranosil, e quatro
diglicosideos fendlicos, cantosideos 1-4, das partes aéreas de Canthum
berberidifolium Geddes foram isolados por Kanchanapoom, Kasai e Yamasaki
(2002).
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Alcaldides representativos da familia Rubiaceae

De acordo com Cordell, Quinn-Beattie e Farnsworth (2001) a familia
Rubiaceae possui cerca de 677 alcaloides ja isolados e destes, mais da metade,
391, sdo alcaldides inddlicos e benzilisoquinolinicos.

Os alcaldéides da familia Rubiaceae possuem grande importancia
farmacolégica, como por exemplo: a cafeina, isolada de Coffea arabica L.
(estimulante do Sistema Nervoso Central); a emetina, isolada de Cephelis
ipecacuanha Richaud. (amebecida e emético); a quinina e quinidina, isoladas de
Cinchona ledgeriana Moens. ex Trimen (antimalarico e antiarritmico,
respectivamente) (CORDELL, QUINN-BEATTIE e FARNSWORTH, 2001).

MeO
O CH, O OMe
H,C. N NH
°°ON m MeO

CH,CH,

Cafeina Emetina

MeO

Quinina Quinidina

Biossintese e atividades biologicas de alcaldéides indolicos e
benzilisoquinolinicos

Os alcaldides inddlicos sdo subdivididos em dois grupos: um maior conhecido
como inddélicos monoterpénicos e um outro com os demais alcaldides inddlicos. Os

primeiros s&o, na maioria das vezes, derivados da triptamina, oriunda do aminoacido
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aromatico L-triptofano e do monoterpeno iriddide secologanina. O grupo menor é
muito heterogéneo e com isso tem ocorréncia dispersa e menos caracterizada do
ponto de vista quimiossistematico (SIMOES et al., 1999) (Figura Vla).

Ja os alcaldides benzilisoquinolinicos sao derivados do aminoacido aromatico
tirosina. O esqueleto 1-benzilisoquinolinico resulta da unido de duas moléculas de
tirosina (SIMOES et al., 1999) (Figura VIb).

COOH

a) Unidade indole
| NH2 niaaae indole
NH, N
N H
H
trintofano / I

| AN
N _~NH,
H
OMe CH, N
N
] H
Harmina
(alcaldide de estrutura
semelhante ao triptofano) >~ O

Ajmalicina Acido lisérgico
(alcaldide da vinca) (alcaléide do ergot)
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b) CH, Estrutura
monociclica

N|—|C|-|3 simples (efedrina)
COOH /

NH, MeO
- 3 Estrutura tetra-hidro-
NCH isoquinolina
MeO (pelotina)
OH CH,

R e

R = H fenilalanina
Estrutura de

R = OH tirosina O AN
N
MeO
benzilisoquinolina

Ove (papaverina)
¥ C
HO ‘ O\Ve

@]
< Estrutura de alcaléide de
o) N Amaryllidaceae (licorina)

Figura VI — Rota biossintética de alcaldides: a) inddlicos e b) benzilisoquinolinicos.
Fonte: DEWICH, 2002.

Os alcaldides inddlicos e benzilisoquinolinicos apresentam uma extensa
atividade biolégica. Ja foram isolados mais de 3500 alcaldides da classe inddlica e
benzilisoquinolinica (CORDELL, QUINN-BEATTIE e FARNSWORTH, 2001).

Entre os alcaldides de importancia farmacolégica, encontram-se: a) inddlicos:
quinina, vimblastina, vincristina, ioimbina, ajmalicina (antimicrobiano), estriquinina
(estimulante do sistema nervoso central) e vincamina (estimulante cerebral); b)
benzilisoquinolinicos: berberina (age contra infecgdes oculares), codeina (analgésico
e antitussigeno), sanguinarina, papaverina (relaxante muscular), noscapina
(antitussigeno) (CORDELL, QUINN-BEATTIE e FARNSWORTH, 2001).



HO"

Berberina .
Papaverina
Vinblastina
Vincristina

45

Staerk et al. (2000) isolaram cinco alcaldides inddlicos obtidos da casca de

Corynanthe pachyceras K. Schum com atividade contra as formas promastigotas de

Leishmania major. Entre estes alcaldéides destacam-se dihidro-corinanteina,

corinanteina e corinanteidina, com valores de |Csy abaixo de 3 uM.

-CH:CH2
Corinanteina

- . , -CH,CHs4
Dihidro-corinanteina

Corinanteidina

a-H

o-H
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O género Mitracarpus

Classificacao botanica

Reino: Plantae
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem Gentianales
Familia: Rubiaceae

Género: Mitracarpus

O género Mitracarpus € nativo do Brasil sendo encontrado principalmente nos
paises tropicais e subtropicais. As espécies de Mitracarpus se diferenciam
principalmente pela ornamentagdo do tegumento da semente e indumento do caule.
Exemplos incluem M. longicalyx E.B. Souza & M.F. Sales (tegumento da face ventral
da semente com depressdo em forma de “x” que se alonga na fase dorsal em duas
depressdes semi-circulares; indumento do caule viloso a grabrescente) e M. frigidus
(Willd. ex Reem Schult.) K. Schum (depressdo em forma de “y” na vista ventral e a
face dorsal lisa, indumento hispido) (PEREIRA, CARVALHO-OKANO e GARCIA,
2006).

Algumas espécies de Mitracarpus possuem o uso etnofarmacolégico relatado,
destacando M. scaber que € empregada extensamente na medicina tradicional da
Africa ocidental para dor de cabeca, dor de dente, amenorréia, dispepsia, doengas
hepaticas, doencas venéreas e leprosas. O suco da planta é aplicado topicamente
para o tratamento dermatoldgico (DALZIEL, 1936; KERHARO e ADAM, 1974).

Moulis et al. (1992) relataram o isolamento do harounosideo, uma
hidroquinona pentalongina glicosilada das partes aéreas frescas de M. scaber que
demonstrou uma potente atividade antifungica contra Candida albicans e

Trichophytum soudanense.
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OR,

R; = R, = Glicose.
Harounosideo

Outro estudo (SANOGO et al., 1996) também mostrou que o extrato em éter
dietilico das partes aéreas de M. scaber exibiu um amplo espectro antibacteriano e
antifungico contra cepas padrdes e isolados clinicos de Staphylococcus aureus e de
C. albicans responsaveis por infecgdes comuns da pele. Mais recentemente,
Germano et al. (1999) relataram o efeito hepatoprotetor do decoto dessa espécie na
hepatotoxicidade induzida por CCls in vivo assim como in vitro usando hepatécitos
isolados.

Ja se tem conhecimento de alguns compostos presentes em M. scaber, como
psolareno; rutina; campferol-3-o-rutinosideo; acido galico; acido 3,4,5-trimetoxi
benzdico; 4-metoxiacetofenona e 3,4,5-trimetoxiacetofenona. Destes, o acido galico
e o 3,4,5-trimetoxiacetofenona apresentaram atividade antimicrobiana com CIM =
3,90 e 0,97 pg/ml, respectivamente contra as cepas de S. aureus (BISIGNANO et
al., 2000). Dois acidos triterpénicos isoméricos foram identificados nesta espécie, o
acido oleandlico e o ursdlico e foi observada a atividade antimicrobiana para
Dermatophilus congolensis (GBAGUIDI et al., 2005).

HO HO
HO COOH CH,0
H3
HO HO
Acido galico 4-Metilacetofenona
CH,0
CH,0
CH,O COOH
CH,0
H3
CH,0 CH0

3

3,4,5-Trimetoxiacetofenona Acido 3,4,5-trimetoxibenzoéico
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Campferol-3-o-rutinosideo Rutina

1L
@] (@) (@]

Psoraleno

Acido oleanélico Acido ursélico

As espécies de Mitracarpus sao caracterizadas por serem ricas em alcaloides.
Okunade et al. (1999) isolou um alcaldide com atividade antimicrobiana a partir do
extrato etandlico das partes aéreas de M. scaber, o azaantraquinona
(benzilisoquinolina-5,10-diona). Outros trabalhos (NOK, 2002; GBAGUIDI et al.,
2005) confirmaram a potente atividade antimicrobiana deste alcaldide e também seu

potencial como agente tripanomicida.
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Azaantraquinona

Outra espécie de Mitracarpus, M. villosus (Sw) DC., foi estudada quanto as
suas propriedades antimicrobianas. De acordo com Irob e Daramola (1993; 1994), o
extrato etandlico de suas partes aéreas apresentou uma atividade significativa
contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Candida albicans,
Aspergillus  niger entre outros. Jedege et al. (2005) investigaram
farmacognosticamente as folhas desta espécie determinando perfis macro, micro e
quimiomicromorfolégicos; este trabalho estabeleceu padrbes farmacognésticos de
identificacdo, pureza, qualidade e classificagdo da planta o qual tem ganhado muita

relevancia na pesquisa de produtos naturais.

A espécie Mitracarpus frigidus (Willd. ex Reem Schult.) K. Schum.

Mitracarpus frigidus (Willd. ex Reem Schult.) K. Schum.(Figura VII) é
encontrada principalmente na regido que vai da América Tropical até as Antilhas. No
Brasil, distribui-se desde o Amazonas até o Rio Grande do Sul (PEREIRA,
CARVALHO-OKANO e GARCIA, 2006).

Segundo estes autores, a espécie é caracterizada por serem ervas perenes,
eretas, com 70 cm. Possui ramos tetragonais, pilosos nos &angulos; folhas
subsésseis, verde-amareladas, lamina eliptico-lanceolada, 3-8, 5 x 0,5-1,5 cm,
hirsuta, nervuras primarias e secundarias proeminentes na superficie dorsal, apice
agudo, base atenuada; estipulas persistentes, 6-9 cerdosas. Possui, ainda,
inflorescéncias em glomérulos terminais e axiliares, multiflora; quatro bracteas,
lanceoladas; flores sésseis, tetrdmera; calice com quatro lobos triangulares, iguais
dois a dois; corola tubulosa, branca, 2-2,5 cm, glabra, internamente com anel de

tricomas na metade do tubo, lobos oval-triangulares 0,6-1,1 mm; estames exsertos;
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filetes 0,3-0,5 mm; anteras subelipsoides; estilete exserto, 5 mm; estigma bifido. O
fruto é caracterizado como capsula, subglobosa, deiscéncia circuncisa, 1 x 0,6 mm,
pericarpo coriaceo, com pilosidade translucida na metade superior; sementes
subelipsoides, castanhas, plano-convexas, superficie ventral com depressao em
forma de Y de coloragao esbranquigada.

Apds extensa pesquisa bibliografica ndo foram encontrados relatos sobre

suas propriedades quimica e/ou farmacoldgicas.

a)

b)

Figura VIl —Mitracarpus frigidus (Willd. ex Reem Schult.) K. Schum. a) partes aéreas; b) fruto
e semente. Fonte: PEREIRA, CARVALHO-OKANO e GARCIA, 2006.
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Justificativa

Como resultado de um programa de triagem biolégica, realizado no
Laboratério de Pesquisa do Laboratério de Bioquimica da Universidade Federal de
Juiz de Fora, no qual foram testados 90 extratos referentes a 75 espécies vegetais
de 23 familias diferentes, em modelos biolégicos in vitro, muitos deles mostraram-se
suficientemente ativos para justificar seu fracionamento quimico.

Assim, o extrato metandlico das partes aéreas de Mitracarpus frigidus
mostrou-se bastante ativo contra Artemia salina, alguns microrganismos e contra as
formas promastigotas de Leishmania amazonensis e L. chagasi, o que o torna
bastante interessante do ponto de vista farmacoldgico. M. frigidus nao foi investigada
anteriormente do ponto de vista quimico e/ou farmacoldgico, corroborando o extudo

da espécie em questao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Conhecer o potencial quimico-biolégico de Mitracarpus frigidus (Willd ex Reem
Schult.) K. Schum.

2.2 Objetivos especificos

1- Biomonitorar o fracionamento do extrato metandlico de M. frigidus para a

atividade antimicrobiana.

2- Avaliar as atividades citotéxica, leishmanicida e antioxidante de M. frigidus;
3- Extrair os alcaldides presentes de M. frigidus e avaliar sua atividade bioldgica;
4- Extrair, identificar e avaliar a atividade bioldgica do 6leo de M. frigidus;

5- Identificar as classes de constituintes quimicos presentes em M. frigidus.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

As partes aéreas de M. frigidus foram coletadas em Juiz de Fora, Minas
Gerais, Brasil, em maio de 2004. Para extracado de alcaldides e do 6leo essencial,
nova coleta foi realizada em maio de 2006. A exsicata foi depositada no Herbario
Leopoldo Krieger (CESJ 46076) da Universidade Federal de Juiz de Fora (Figura 1).

Figura 1 — Mitracarpus frigidus (Willd. ex Reem Schult.) K. Schum.
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3.2 PREPARAGAO DO EXTRATO METANOLICO E DAS PARTIGOES DE M.
frigidus

As partes aéreas de M. frigidus foram secas em estufa com circulagao forcada
de ar a 40°C e pulverizadas, a fim de obter o material vegetal seco (1,0 kg). Este foi
extraido por maceragao com MeOH, a temperatura ambiente, até a exaustdo. O
extrato foi concentrado a pressao reduzida utilizando evaporador rotatério (Heidolph
— Laborota 4000).

O extrato bruto (100 g), apdés remogao do solvente, foi ressuspendido em
MeOH:agua (8:2) e, em seguida, particionado com solventes de polaridades
crescentes: hexano, CH,Cl,, AcOEt e n-BuOH (5 X 200 ml) (Figura 2). Os solventes
foram evaporados e as particdes foram pesadas e mantidas sobre refrigeragédo até o

momento da realizagao dos ensaios fitoquimicos e bioldgicos.

Partes aéras de M. frigidus
(1,0 kg)

Extragdo com MeOH
Evaporagao do solvente

Extrato bruto Bioensaios
(100g) > e fitoquimica

Ressuspensao em MeOH: H,0 (8:2)
Particao liquido-liquido (5 x 200 ml)

Hexano Diclorometano Acetato de Butanol
etila
v v v
Particao Particao Particao Particao Particao
Hex CH.Cl; EtOAc n-BuOH HM
(22g) (10g) (39) (21g) (399)

Hex - Hexano

v CH,ClI; - Diclorometano
, , _ L EtOAc - Acetato de etila
Bioensaios e fitoquimica n-BuOH - Butanol
HM - Hidrometandlico

Figura 2 — Fluxograma da extragao e parti¢cao liquido-liquido das partes aéreas de M. frigidus.
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3.3 DETERMINAGAO DOS PERFIS CROMATOGRAFICOS POR CLAE DAS
AMOSTRAS OBTIDAS DE M. frigidus

Para determinar os perfis cromatograficos das amostras foi utilizado um
cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE), Agilent Technologies 1200 Series,
com detector de arranjo de fotodiodos e injetor automatico. Para separagdo das
substancias empregou-se coluna de fase reversa (Zorbax SB-18; 25 cm X 4,6 cm X
5 ym) e um gradiente linear dos solventes A (acetonitrila: agua, 5:95, v/v, pH 4,0
com H3PO,) e B (acetonitrila: agua, 90:10, v/v, pH 4,0 com H3PO,) variando de 0% -
100% B em 30 min; o fluxo foi 1 ml/min. Apdés 44 min, o programa de eluicéo
retornou a condigao inicial e nova injegao foi realizada depois de 10 min; o volume
de injecao foi de 10pl, na concentragdo de 1 mg/ml e a temperatura mantida a 25° C
durante a analise. A deteccgao foi feita nos comprimentos de onda de 210, 230, 254 e
280 nm.

3.4 ANALISE FITOQUIMICA DO EXTRATO METANOLICO E DAS PARTIGOES
DE M. frigidus

As amostras (extrato e particdes) foram submetidas as analises fitoquimicas
preliminares para determinagdo das principais classes quimicas de metabdlitos
especiais, de acordo com o protocolo descrito por Matos (1997), com algumas

modificagdes.

3.4.1- Preparo das amostras para analise dos metabdlitos especiais

Aproximadamente 100 mg de cada amostra foram solubilizados em MeOH e
utilizados para identificagdo de alcalbides, triterpendides, esterdides, saponinas,
cumarinas, compostos fendlicos, taninos, flavonoides, antraquinonas, antocianidinas,

chalconas, leucoantocianidinas, catequinas e flavononas.
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3.4.1.1- Alcal6ides

Em uma placa de Elisa, 150 ul da amostra foram colocados em trés pogos
diferentes e 50 ul de diferentes reagentes utilizados para identificagéo de alcaldides
(Reativos de Hager, Mayer e Dragendorff) foram adicionados em cada pogo. O
aparecimento de precipitado ou turvagédo branca com os reativos de Hager e Mayer

e de cor alaranjada com o reativo de Dragendorff indicou a presenga de alcaldides.

3.4.1.2 — Triterpendides e Esterdides

Em uma placa de Elisa, 150 ul da amostra foram colocados em um pogo. Em
seguida foram acrescentados 1 gota de anidrido acético e 1 a 2 gotas de acido
sulfurico concentrado. O aparecimento de cor azul-esverdeada foi indicativo da

presenca de esterdides e de cor vermelha, da presenca de triterpendides.

3.4.1.3- Saponinas

Em um tubo de ensaio foi colocado 1 ml da amostra e aproximadamente 2 ml
da agua destilada. O tubo foi agitado vigorosamente por 30 min e colocado em
repouso por 20 min. A presenca de espuma persistente com aproximadamente 1 cm

de altura indicou a presenga de saponinas.

3.4.1.4- Cumarinas

A amostra foi gotejada em um pedacgo de papel de filtro. Em seguida, 1 gota
da solucéo de KOH 10% foi adicionada a amostra. O aparecimento de fluorescéncia
de cor azulada sob luz UV 365 nm indicou a presenga de cumarinas.

3.4.1.5- Compostos fendlicos

Em uma tira de papel de filtro a amostra foi gotejada seguida de uma solugao

de FeCls 2%. O aparecimento de uma mancha azul escura indica a presenca de

compostos fendlicos.
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3.4.1.6- Taninos

Em um tudo de ensaio foi colocado 1 ml da amostra e gota a gota, foi
acrescentada uma solugao de gelatina 2,5%. O aparecimento de precipitado branco

indicou a presenca de taninos.

3.4.1.7- Flavondides

Em uma tira de papel de filtro a amostra foi gotejada seguida da adi¢cao de
uma solugao de AICI3 5%. O aparecimento de fluorescéncia de cor amarela sob luz

UV 365 nm indicou a presenca de flavondides.

3.4.1.8- Antraquinonas

Em uma placa de Elisa, 150 ul da amostra foram colocados em um pogo. Em
seguida foram adicionados 50 ul de NaOH 0,5M. O aparecimento de coloragao

vermelha indicou a presenca de antraquinonas.

3.4.1.9- Antocianidinas e Chalconas

Em trés tubos de ensaio foram adicionados 1 ml da amostra. O tubo 1 foi
acidificado com HCI 0,5M (pH 3). O tubo 2 e 3 foram alcalinizados com NaOH 0,5M
(pH 8 e 11, respectivamente). O aparecimento de coloragdo vermelha, lilas e azul-
purpura nos tubos 1, 2 e 3, respectivamente, indicou a presenca de antocianidinas.

Coloracao vermelha nos tubos 1 e 3 foi indicativo de chalconas.

3.4.1.10- Leucoantocianidinas e Catequinas:

Em um tubo de ensaio 1 ml da amostra foi acidificado com HCI 0,5M (pH 3).
Em seguida, o tubo foi aquecido, em bico de Bunsen, cuidadosamente. O
aparecimento de coloracdo vermelha indicou a presenca de leucoantocianidinas e

amarela de catequinas.



58

3.4.1.11- Flavononas

Em um poco da placa de Elisa foram adicionados 150ul da amostra e alguns
pedacos de magnésio metdlico. Em seguida, acrescentou-se 1 gota de HCI
concentrado. O aparecimento de coloragdo vermelha indicou presenca de

flavononas.

3.5 DET!ERMINA(;AO DO COI:ITEUDO DE FENOLICOS TOTAIS DO EXTRATO
METANOLICO E DAS PARTICOES DE M. frigidus

O conteudo de compostos fendlicos totais nas amostras foi determinado pelo
método de Folin-Denis (DUH e YEN, 1997). Uma solugdo estoque em MeOH de
cada amostra (0,5 mg/ml) foi preparada. Um ml desta solugéo foi misturado com 1 ml
do reagente de Folin-Denis e 8 ml de Na,CO3 2% em tampao NaOH 0,1N. A mistura
foi agitada e apds 60 min de incubagdao em banho-maria a 30°C, foi centrifugada a
3000 g/min. A absorbancia do sobrenadante foi medida a 730 nm em
espectrofotdmetro (Espectrofotdmetro BEL Photonics®). Esta determinagdo foi
realizada em triplicata e a média dos resultados foi utilizada para o calculo do teor de
compostos fendlicos. Aliquotas de 0,07 a 0,5 ml de uma solugdo de acido tanico (1
g/l) (Vetec) foram utilizadas para preparagéo da curva de calibracdo. O branco foi
preparado com 1 ml de MeOH, 8 ml de tampao Na,CO3 em NaOH 0,1N e 1 ml do
reagente de Folin-Denis. Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata. O
conteudo de compostos fendlicos foi expresso em mg/g amostra vegetal, em

equivalentes de acido tanico (EAT).

3.6 DETERMINAC}AO DO CpNTEUDO DE FLAVONOIDES DO EXTRATO
METANOLICO E DAS PARTICOES DE M. frigidus

O conteudo de flavonoides foi determinado pelo método descrito por
Miliauskas, Venskutonis e Van-Beer (2004), com pequenas modificagdes. Meio mg
da amostra foi ressuspendido em 1 ml de MeOH e misturados com 1 ml de uma
solugao de AICI; em etanol (20 g/l). O volume foi completado com etanol para 25 ml.
A absorvancia foi medida a 415 nm apdés 40 min de incubacdo a 20°C. Esta

determinacao foi realizada em triplicata e a média dos resultados foi utilizada para o
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calculo do teor de flavondides. Rutina (Vetec) foi utilizada como substéncia de
referéncia. A curva de calibragédo foi preparada utilizando-se aliquotas de 0,1 a 2,0
ml de uma solugao etandlica de rutina (0,5 mg/ml). O branco foi preparado com 1 ml
da amostra vegetal e 1 gota de acido acético e diluido para 25 ml. Todas as
determinagdes foram realizadas em ftriplicata. O conteudo total de flavondides foi

expresso em mg/g de extrato vegetal, em equivalentes de rutina (ER).

3.7 FRACIONAMENTO DA PARTIGAO DICLOROMETANICA (CH.CI,)

A particdo CH,Cl, (4,8g) foi fracionada usando coluna cromatografica em
silica-gel (Merck, 70-230 mesh ASTM) de tamanho 74 X 4 cm, com gradiente
crescente de eluigdo (cloroférmio, cloroférmio-acetato de etila, acetato de etila-
MeOH e MeOH) (Figura 3). As fragbes obtidas foram analisadas por cromatografia
em camada delgada (CCD) e agrupadas de acordo com o perfil cromatografico em

20 fracoes.

Figura 3 — Cromatografia em coluna da partigdo CH,Cl, de M. frigidus.
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Estas fracbes foram concentradas a pressao reduzida, utilizando evaporador
rotatério, pesadas e mantidas sobre refrigeracdo até a realizacdo dos testes
biolégicos.

As fracdes mais ativas foram submetidas a analise em CLAE, nas mesmas
condicdes descritas no item 3.3 e tiveram suas classes de constituintes identificadas
por meio de CCD em silica gel 60 F254 (Merck) com fase moével hexano:AcOEt,
60:40, v/v, para as fracbes de F5 a F1o e com fase mével hexano:AcOEt, 30:70,v/v
para as fracbes de Fi1 a Fi. As placas foram visualizadas sob luz UV nos
comprimentos de onda de 254 e 365 e reveladas com os reativos acido
sulfurico:vanilina, como revelador universal; KOH 10% (reativo de Borntrager), para
identificacéo de antraquinonas e cumarinas; Reativo de Dragendorff, para alcaldides;
NP/PEG, para flavondides e Liebermann-Burchard, para identificacdo de esterdides

e triterpenos.

3.8 EXTRAGAO E ISOLAMENTO DE ALCALOIDES DE M. frigidus

A extragao de alcaldides foi realizada segundo protocolo descrito por Matos
(1997), com algumas modificacdes. As partes aéreas de M. frigidus foram secas,
pesadas (430g) e extraidas com hexano. Em seguida, o residuo botéanico foi seco
em capela de exaustdo e extraida exaustivamente com MeOH por 7 dias a
temperatura ambiente. O extrato metandlico foi concentrado a pressédo reduzida
utilizando evaporador rotatorio (78 g) e solubilizado em solugdo de acido tartarico
2% (400 ml, pH 3-4). Apos extragdo com acetato de etila (4 x 200 ml), a fase aquosa
foi tratada com Na,CO3 10% (pH 8-10) e extraida novamente com acetato de etila (4
x 200 ml). Todas as etapas foram monitoradas pelo reativo de Dragendorff (Figura
4).

Da fase aquosa precipitou-se um material de aspecto escuro e pastoso, rico
em alcaloides, que foi retirado e solubilizado em MeOH (pptueon) (1,3 g) € submetido
ao fracionamento em coluna cromatografica de Sephadex LH-20 (Merck) (80 x 3
cm), usando como fase movel MeOH. As fragdes obtidas foram analisadas por CCD
e agrupadas de acordo com o perfil cromatografico em dez fragdes. As fragdes
foram concentradas a pressao reduzida, utilizando evaporador rotatério, pesadas e

mantidas sob refrigeragao até a realizagao dos testes bioldgicos.
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No extrato hexanico (15 g), também se verificou a presenca de alcaldides

(reacdo de Dragendorff positiva). Dessa forma, esse extrato também foi submetido

ao procedimento de extracao de alcaldides (Figura 4). Ao alcalinizar o extrato

hexéanico, um precipitado branco (ppthex, 50 mg) foi formado e, em seguida, separado

do sobrenadante. Esse precipitado foi submetido a CCD (fase mével: MeOH:acido

aceético (8:2); revelacao: reativo de Dragendorff).

Os perfis cromatograficos das fragdes Faa, pptveon € ppthex foram analisados

por CLAE, nas mesmas condicdes descritas no item 3.3.

Partes aéreas
de M. frigidus

(1,3 kg)

Extragdo com hexano

Residuo
(78 a)

Extracdo com MeOH

Particdo com ac. tartarico 2%:EtOAc (1:2)

(4x200ml) pH 3-4

l

Fase aquosa
Far (¥)

}

Fragcado hexanica
(159) (+)
Particdo com ac. tartarico 2%:EtOAc (1:2)

(4 x 200 ml)
pH 3-4

' '

Fase organica
For ()

Fase aquosa
FHar ()

Extraida com EtOAc (4 X 200 ml )

lBasificada com Na,CO; 10% (pH 8,0)

Fase organica
FHo1 ()

Extraida com EtOAc (4 X 200 ml )

lBasificada com Na,CO; 10% (pH 8,0)

l

|

ppthex

(30 mg) (+)

Fase
aquosa
Faz (+)

Fase
organica
Foz (-)

Coluna Sephadex

l FM: MeOH

pPtveon
(1.3 a)

Figura 4- Fluxograma da extracao de alcaléides de M. frigidus.

Todas as etapas foram
monitoradas com Reativo
de Dragendorff.

(+): presenca de alcalGides
(-): auséncia de alcal6ides
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3.9 EXTRAGAO DO OLEO ESSENCIAL DE M. frigidus

O Oleo essencial das partes aéreas de M. frigidus foi obtido por
hidrodestilagdo de acordo com Wasiky e Akisue (1969). O material vegetal seco e
triturado (300g, dividido em trés partes) foi colocado no baldo de destilagdo contendo
agua destilada ocupando até aproximadamente 3/4 do volume do baldo. O baléo foi
acoplado ao aparelho Clevenger e a hidrodestilacdo foi mantida, apds aquecimento
da agua, por 3h. O dleo foi extraido com diclorometano, separado e seu rendimento

foi calculado (% p/p). O 6leo foi estocado a 4°C até ser analisado.

3.10 MICROEXTRAGAO POR FASE SOLIDA (SPME)

Cinquenta pul de uma solugdo do 6leo a 20 mg/ml foram transferidos para um
frasco de vidro de 2 ml e o solvente removido sob vacuo (speedVac®, SC250
modelo, ThermoSavant, U.S.A) por 18 horas, 30°C e 10 milibar. O frasco foi lacrado
com septo de Teflon (Supelco, U.S.A) e colocado em bloco aquecido ajustado para
90°C. A fibra SPME (PDMS/DVB ™ 65 ym, SUPELCO, U.S.A) conectada a um
aplicador manual, foi colocada em contato com a amostra (modo “headspace”) por
30 min. A seguir, a fibra foi inserida diretamente no injetor de um CG. Antes do uso,

a fibra foi pré condicionada a 230° C durante 30 min no injetor do CG.

3.11 ANALISE DO OLEO POR CG/EM

As analises foram realizadas em um Cromatografo de fase gasosa Shimadzu
QP-5050A (SHIMADZU, JP) equipado com coluna PTE -5 (30m, 0.25 mm, 0.25um,
Supelco, USA), usando hélio como gas carreador. As seguintes condicdes foram
empregadas para todas as analises: hélio a 22,3 ml/min; temperatura do injetor
mantida a 230°C; e do forno a 80°C durante 3 min e entdo aquecido até 300°C
(7°C./min) permanecendo por 5 min a 300°C. A valvula “split” foi fechada durante o
primeiro minuto de injecdo e entdo aberta numa proporgao de 1:10. O detector de

massas foi programado para varreadura de 50 a 500 unidades de massa atémica. A
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aquisicao e processamento dos dados foram realizados pelo software CLASS 5000

Shimadzu.

3.12 ANALISE DOS DADOS BRUTOS PELO “SOFTWARE” AMDIS (SISTEMA
AUTOMATIZADO DE IDENTIFICAGAO E DECONVOLUGAO DE ESPECTROS DE
MASSAS).

Os dados brutos foram analisados pelo “software” AMDIS, versao 2.1, cedido
pelo Instituto Nacional de Padrbes e Tecnologia (NIST, USA). Uma mistura de n-
alcanos contendo hidrocarbonetos de C9 a C30 foi usada para o calculo dos indices

de retencéo (IR).

3.13 ATIVIDADES BIOLOGICAS

3.13.1- Atividade antioxidante (DPPH)

O método de Brand-Williams (GOVINDARAJAN et al., 2003) tem por base a
reducao do radical 2,2’-difenil-1-picrihidrazilo (DPPH'), o qual apresenta um maximo
de absorgdo a 517-520 nm. Ao fixar um H', abstraido do antioxidante em estudo,
observa-se uma diminuicdo da absorvancia, o que permite calcular, apds o
estabelecimento do equilibrio da reacdo, a quantidade de antioxidante gasta para
reduzir 50% do DPPH'

Resumidamente, as amostras foram solubilizadas em MeOH (1,0 mg/ml) e as
solugdes diluidas em solugdo metandlica do radical DPPH:- (50 pmol/l) (Sigma) nas
concentragdes de 62,5; 31,25; 15,63; 7,81; 3,91 e 1,95 ug/ml. Apés um periodo de
30 minutos, foi feita a leitura da absorbancia das amostras e do branco (MeOH +
DPPH) num espectrofotdbmetro a 515 nm. A partir desses valores foram calculadas

as % de inibicdo de oxidagcdo das amostras.

% de |n|b|9éo = AbSbranco - AbS amostra
Absbranco X 100

O Clso, que é a concentragdo da amostra necessaria para reduzir a 50% a

concentragéo inicial do DPPH, foi calculado a partir de regresséao linear do MS Excel
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Software (CHEVOLLEAU et al., 1992). Desta forma, quanto menor o valor de Clsp,
maior a atividade antioxidante do composto. Acido ascérbico, rutina e a-tocoferol
(Sigma) foram utilizados como controle positivo.

O coeficiente de correlacdo (r’) entre o teor de compostos fendlicos,
referentes as concentragdes utilizadas para o calculo do Clsp e a atividade
antioxidante (porcentagem de inibigdo do radical DPPH) foi determinado usando MS
Excel Software (fungao estatistica CORREL).

3.13.2- Determinacéo do poder de reducéo

O poder de reducado das amostras foi determinado pelo método descrito por
Oyaiku (1986). Dez miligramas de cada amostra em 1 ml de agua destilada foram
misturados com 2,5 ml de tampao fosfato de potassio 200 uM, pH 6,6 e 2,5 ml de
ferrocianeto de potassio a 1% [KsFe(CN)g]. A mistura foi incubada a 50 °C por 20
minutos. Uma aliquota de 2,5 ml de &acido tricloroacético 10% foi adicionada a
mistura, que foi entdo centrifugada a 3000 g por min. A camada superior foi retirada
e misturada com 2,5 ml de agua destilada e 0,5 ml de FeCl; 0,1% e a absorbancia
foi medida a 700 nm em espectrofotémetro. Acido ascérbico (Vetec) foi usado como
referéncia. CEsp foi calculado a partir de trés concentragdes (54,00; 27,00 e 13,50
Mg/ml) e este valor determina a concentragéo efetiva na qual a absorbancia foi 0,5
para o poder de redugao. O CEso foi determinado a partir de regressao linear do MS
Excel Software.

O coeficiente de correlacdo (r’) entre o teor de compostos fendlicos,
referentes as concentragdes utilizadas para o calculo do CEsg e o poder de redugao
(absorbancia a 700 nm) foi determinado usando MS Excel Software (fungao
estatistica CORREL).

3.13.3- Atividade antimicrobiana
3.13.3.1- Atividade antifangica pelo método de difusdo em agar

As cepas padrao de fungo usadas foram Cryptococcus neoformans (ATCC
32608) e Candida albicans (ATCC 18804). A avaliagdo da atividade antifungica foi
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realizada de acordo com procedimentos descritos pelo Comité Nacional para
Padrdes Clinicos Laboratoriais - NCCLS (2003). O meio de cultura agar Sabouraud
Dextrose (Acumedia), acrescido de 5% de glicose (Vetec) para o crescimento de C.
neoformans e C. albicans foi preparado de acordo com as instru¢cdes do fabricante e
colocado em placas de Petri. Inicialmente, foi feito um indculo, tocando-se as cepas
padrao do fungo com uma alga de platina. O repique foi realizado em placa de Petri
que foi colocada em estufa biolégica por 48h para crescimento do fungo. O inéculo
foi adicionado a salina estéril para a padronizacdo de uma densidade microbiana
correspondente a 0,5 a 1,0 da escala de McFarland (108 células/ml). Em seguida
foram aplicados 500 pl do in6culo em placa de Petri contendo agar Sabouraud com
o auxilio de um bastdo em L de vidro. Apds 15 min, foram feitos pogos de 6 mm de
didmetro no agar com o auxilio de um perfurador apropriado.

As amostras foram diluidas em DMSO para uma concentragéo final de 100
mg/ml. Em seguida, uma aliquota de 50 pl de cada amostra foi colocada,
assepticamente, nos pogos da placa de cultura, previamente semeada com o fungo.
As placas foram incubadas por 72h a 35°C para C. neoformans e 48h a 37°C para
C. albicans. Anfotericina B (0.2 mg/ml) (Sigma) foi dissolvida em DMSO e serviu
como controle positivo. O didmetro da zona de inibigdo foi medido com régua

apropriada e o resultado expresso em mm. Os testes foram realizados em duplicata.
3.13.3.2- Atividade antibacteriana pelo método de difusdo em agar

As cepas padrdo de bactérias usadas neste trabalho foram Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Salmonella enterica
sorovar tythimurium (ATCC 13311), Shigella sonnei (ATCC 11060), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 13866), Escherichia coli (ATCC 10536) e Bacillus cereus (ATCC
11778), Micrococcus luteus (ATCC 10054), Enterococcus faecalis (ATCC 51299),
Enterobacter cloacae (ATCC 10699) e Streptococcus pyogenes (ATCC 10096).

A avaliagcdo da atividade antibacteriana foi realizada de acordo com
procedimentos descritos na literatura (PEREZ, PAULI e BAZERQUE, 1990; AHMAD,
MEHMOOD e MOHAMMAD, 1998). O meio de cultura foi o agar Mueller-Hinton
(Biobras Diagnosticos), preparado de acordo com as instrugbes do fabricante e
colocados em placas de Petri. Inicialmente foi feito um indculo tocando-se as

coloénias da cepa padrao com uma alca de platina fazendo o repique em placa de
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Petri deixando em estufa biolégica por 24h para crescimento. O indculo foi
adicionado a salina estéril para a padronizagao de uma densidade microbiana de 0,5
a 1,0 da escala de McFarland (10° células/ml). Em seguida 100ul do indculo foi
aplicado em agar Mueller-Hinton com o auxilio de um bastdo em L de vidro. Apés 15
min, foram feitos pogos de 6 mm de didmetro no agar com o auxilio de um
perfurador apropriado.

As amostras vegetais foram diluidas em DMSO para uma concentracéao final
de 100mg/ml e uma aliquota de 50 ul de cada extrato foi colocado, assepticamente,
nos pogos da placa de cultura, previamente semeada com a bactéria. As placas
foram incubadas a 37°C, e observadas apds 24h. O diametro da zona de inibigao foi
expresso em mm. Todos os testes foram realizados em duplicata. Cloranfenicol

(disco de 30ug) (Sigma) foi usado como controle positivo.
3.13.3.3- Determinacao da concentracédo inibitéria minima (CIM)

O ensaio de susceptibilidade em microdiluicdo em caldo foi realizado usando
o método descrito pela NCCLS para determinagao do CIM (NCCLS, 2002). Todos os
testes foram realizados utilizando caldo Mueller-Hinton (MHB) (Isofar) para bactérias
e RPMI-1640 (Sigma) para fungos. Cepas de bactérias foram cultivadas “overnight”
a 37°C por 24h em agar Mueller Hinton e as cepas de fungos a 35°C por 48h em
agar Sabouraud Dextrose. Dilui¢des sucessivas de 5,0 a 0,0025 mg/ml das amostras
foram preparadas em microplacas de 96 pocos. Para isso foram utilizadas solugdes
estoque de 25 mg/ml em DMSO 1%. Foram transferidos 80ul dessa solugao para as
microplacas, que ja continham 100ul de meio de cultura. Para completar o volume
final de 20ul, foram adicionados 20ul de indculo (10® unidades formadoras de
colénias (CFU/ml), de acordo com a escala turbidimétrica padrdao de McFarland). As
placas foram incubadas a 37°C por 24h para bactérias e 35°C por 48h para fungos.
Os mesmos testes foram realizados simultaneamente com o crescimento do controle
(MHB ou RPMI-1640 + microorganismo) e o controle negativo (MHB ou RPMI-1640
+ extrato). Cloranfenicol (Feniclor®) e a Anfotericina B foram usados como
compostos de referéncia com concentragdes de 500 a 0,24 ug/ml e de 10 a 0.002
ug/ml, respectivamente. O CIM foi calculado como a menor diluicdo que apresenta

completa inibicdo da cepa testada. Todos os testes foram realizados em duplicatas.
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3.13.3.4- Avaliagao quantitativa da atividade antimicrobiana

O valor da atividade total descrito por Eloff (2004) foi aplicado, bem como o
valor do percentual de atividade que demonstra o potencial antimicrobiano dos
extratos e indice de susceptibilidade microbiana (ISM), que € usado para comparar a

susceptibilidade relativa entre as cepas microbianas (BONJAR, 2004):

Atividade Total:

Quantidade de material extraido (em mg) por 1g de planta
Atividade total =

CIM

Este valor indica quantas vezes os compostos biologicamente ativos, presentes
em 1g de planta, podem ser diluidos e ainda inibir o crescimento de
microrganismos (ELOFF, 2004).

Percentual de Atividade (%):

100 x n° de cepas susceptiveis a amostra
Atividade (%) =

Total de cepas microbianas testadas

O percentual de atividade demonstra o potencial total antimicrobiano dos extrato.
Este numero apresenta a quantidade de cepas susceptiveis a um determinado

extrato.

indice de Susceptibilidade Microbiana (ISM):

100 x n° de extratos efetivos contra cada cepa microbiana
ISM =

Total de amostras
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ISM é usado para comparar a susceptibilidade relativa entre cepas microbianas. O
valor de ISM varia de ‘0’ (resistente a todas amostras) até ‘100’ (susceptiveis a todas

amostras).

3.13.3.5- Bioautografia

O método da bioautografia realizado neste estudo seguiu o protocolo descrito
por Collins, Braga e Bonato (1997). Dez ul das amostras na concentragdo de 10
mg/ml foram aplicados em cromatoplacas de silica gel 60 F 254 (Merck) (10 x 8 cm)
e eluidas com hexano:AcOEt (40:60).

As leveduras C. albicans e C. neoformans foram subcultivadas em agar
Sabouraud Dextrose. Para o in6culo foram preparadas 15 ml das suspensdes de
células em caldo Sabouraud Dextrose (Difco) contendo 10* - 10° células/ml
(utilizando-se como base a escala de MacFarland). As cromatoplacas, apods total
evaporagdo da fase movel, foram mergulhadas em 15 ml de suspensido das
leveduras e, posteriormente, colocadas em placas de Petri para incubacdo. Os
experimentos foram realizados em duplicata. As placas contendo C. albicans foram
incubadas a temperatura de 35°C, por 48h, aquelas com C. neoformans, a
temperatura de 35°C, por 72h.

Para revelagdo das cromatoplacas utilizou-se solugdo de p-
iodonitrotetrazolium (INT) (Sigma), na concentragédo de 2 mg/ml. Essa solugéo foi
borrifada sobre as placas e, apds incubacdo de 4h, as zonas de inibicdo foram
observadas.

Cromatoplacas de referéncia foram desenvolvidas em silica gel 60 F 254, fase
movel hexano:AcOEt, 60:40, viv, a fim de se identificar qual (is) a(s) classe(s) de
fitoconstituintes bioativos estavam presentes nas amostras. Foram utilizados os
seguintes reveladores: acido sulfurico:vanilina, como revelador universal; KOH 10%
(reativo de Borntrager), para identificacdo de antraquinonas e cumarinas;
Dragendorff, para alcaldides; NP/PEG, para flavondides e Liebermann-Burchard,
para identificagcdo de esteroides e triterpenos. O fator de retencéo (Rf) foi calculado

para cada banda que apresentou zona de inibicdo do crescimento das leveduras.
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3.13.4 - Atividade leishmanicida

Promastigotas de L. amazonensis (MHOM/Br/75/Josefa isoladas de um
paciente com leishmaniose cutédnea difusa) e L. chagasi (MHOM/Br/74/PP75
isoladas de um paciente com leishmaniose visceral) foi usado para o ensaio in vitro.
A atividade leishmanicida foi realizada de acordo com o método descrito por
M'Bongo et al. (1997). No ensaio da atividade antipromastigota, as formas
promastigotas sdo contadas na camara de Neubauer. Os parasitas foram langados a
razao de 2 X 10° células/ml de meio Warren (Sigma) com 10% de soro bovino fetal
(Sigma) para L. amazonensis e 3 X 10° células/ml de meio 199 (Sigma) com 10% de
soro bovino fetal (Sigma) para L. chagasi, em uma placa de 96 pogos. As drogas a
serem testadas foram adicionadas apds 1h em concentracdes variadas. Os testes
foram feitos em ftriplicatas. Em trés pogos nao houve adi¢do de drogas, estes sédo o
controle. Apos trés dias de incubagdo em estufa a 24°C, foi adicionado 10ul de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2-5 difenil tetrazdlico (MTT; Sigma) (MOSSMAN, 1983) a 5 mg/ml
em cada pogo e incubado durante 4h. A reagao foi interrompida pela adigédo de 100 pl
de isopropanol / acido cloridrico (100 ml de isopropanol / 0,4 ml de HCI 10 N) e lida em
um espectrofotdbmetro a 570 nm. Os resultados sdo mostrados em porcentagem de
inibicdo em relagcédo ao padrao (controle). A partir do teste de viabilidade, € determinada
a concentracdo inibitéria (Clsp) de cada droga, que representa a concentracéo
molecular que inibe 50% do crescimento celular. Anfotericina B foi usada como droga

de referéncia. O Cls, foi calculado pelo programa estatistico Grafit 5.
3.13.5- Atividade citotoxica contra Artemia salina (“Brine Shrimp Test”)

A presenga de constituintes citotdéxicos foi avaliada utilizando-se a
metodologia proposta por Meyer et al. (1982) e modificada por Afonso-Neto (2003).
Larvas de Artemia salina (nauplios), obtidas a partir de ovos utilizados como ragao
para peixes ornamentais (TROPFISH®), foram colocadas para eclodir em aquario
com agua do mar artificial arejada durante 48h. As amostras foram solubilizadas em
agua do mar artificial, com a ajuda de um diluente (DMSO 1%). Os testes foram
realizados em tubos de ensaio com 10 nauplios, preenchidos com 4,5 ml de agua do

mar artificial e 0,5 ml do material a ser avaliado. As amostras foram testadas nas
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concentragbes de 1000, 100 e 10 ug/ml. Apdés 24 horas foram contados os
individuos vivos nas diferentes concentragdes. Timol (Vetec) e a agua do mar
artificial + DMSO 1% foram usados com controles positivo e negativo,
respectivamente. Os testes foram realizados em triplicata. Os resultados foram
expressos em CLsp (concentragdo necessaria para matar 50% dos nauplios) que foi

calculado pelo programa estatistico Probit (FINNEY, 1971).
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4 RESULTADOS

4.1 EXTRATO BRUTO E PARTIGOES DE M. frigidus

Andlise fitoquimica

Os resultados da triagem fitoquimica do extrato bruto e das partigbes de M.

frigidus estao representados na Tabela 1.

Tabela 1 - Triagem fitoquimica do extrato bruto e das particdes de M. frigidus.

Amostras Classes de constituintes quimicos?

Al Tr E S C Fe T F An Ant Ch L Ca Fl
Extrato bruto + + + + - + + + 4+ - -+ o+ 4+
Hexano + - + - -+ -+ - - - - ¥
CHCl, + + - + - o+ o+ o+ o+ - - - -+
AcOEt -+ -+ -+ o+ o+ 4 - - -+ o+
n-BuOH -+ -+ -+ o+ o+ 4 - - - - %
Hidrometandlico -+ -+ -+ o+ o+ - - -+ -+

@ Classes de constituintes quimicos: Al, Alcaldides; Tr, Triterpendides; E, Esterdides; S, Saponinas; C,
Cumarinas; Fe, Fendis; Ta, Taninos; F, Flavondides; An, Antraquinonas; Ant, Antocianidinas; Ch,
Chalconas, L, Leucoantocianidinas; Ca, Catequinas; Fl, Flavononas.
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Teores de fendis totais e flavondides

Os teores de compostos fendlicos totais e de flavondides do extrato bruto e
das particobes de M. frigidus estdo representados na Tabela 2. Uma correlagao

positiva foi observada entre os conteudos de compostos fendlicos e de flavondides.

Tabela 2 — Teores de compostos fendlicos e flavondides do extrato bruto e das
particbes de M. frigidus.

Amostras Fenois totais como Flavondides como
equivalentes a acido equivalentes a rutina
tanico (mg/g de extrato
(mg/g de extrato bruto/parti¢éo)®
bruto/parti¢éo)®

Extrato Bruto 132+ 0,05 76 £ 0,02

Hexano 48 + 0,04 15+ 0,003

CH2Cl> 245 + 0,06 69 + 0,03

AcOEt 515+ 0,06 240 £ 0,02

n-BuOH 423 + 0,05 145 + 0,02

Hidrometandlico 313 +£0.05 109 £ 0,02

@ Médias de ensaios em triplicata + desvio padréo.

Atividade antioxidante e poder de reducéao

O potencial antioxidante frente ao radical DPPH' e a habilidade redutora de
ions ferro do extrato bruto e das particoes de M. frigidus estdo apresentados na
Tabela 3.
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Tabela 3 - Atividade antioxidante e o poder de redugdo do extrato bruto e das

particbes de M. frigidus.

Amostras Ensaio DPPH Poder de reducéao
Clso (ng/ml)°® CEso (ug/ml)°
Extrato Bruto 30,0+3,2 48,0+ 0,1
Hexano 44,0+0,2 131,0 + 0,02
CH2Cl> 14,0+ 2,8 48,0 + 0,06
AcOEt 7,0+£23 35,0+ 0,14
n-BuOH 9,0+5,3 40.5+0.11
Hidrometandlico 12,0+1,7 440+ 0,1
Rutina® 13,0+ 1,8
Acido ascorbico® 40+1,7 25,0+ 0,23
a-tocoferol 0,2+0,2

@ 95% intervalo de confianga em parénteses.

® Média + erro padrao.
¢ Controles positivos.

A Figura 5 apresenta os valores da porcentagem de inibicdo da oxidagédo do

radical DPPH pelo extrato bruto e pelas particdes de M. frigidus relativos a atividade

antioxidante e a Figura 6 apresenta os valores da absorvancia a 700 nm relativos ao

poder de redugcdo das amostras.

Os graficos apresentados na Figura 7 mostram a correlagado entre a atividade

antioxidante (% de inibicado da oxidagéo do radical DPPH) e o teor de compostos

fendlicos das amostras nas concentracdes utilizadas para o calculo do Clsg. Os

graficos apresentados na Figura 8 mostram a correlagdo entre a capacidade

redutora (absortividade a 700 nm) e o teor de compostos fendlicos das amostras nas

concentracodes utilizadas para calcular o CEs.
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trés repeticdes + desvio padrao.
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Atividade antimicrobiana

O método de diluicdo em agar foi realizado com o objetivo de se avaliar
qualitativamente a atividade antimicrobiana das amostras. Os resultados estao

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Atividade antimicrobiana pelo método de diluicdo em agar (halo de
inibicdo) do extrato bruto e das particbes de M. frigidus.

Amostras Atividade antibacteriana (halo em mm)?® Atividade
antifungica
(halo em
mm)2°

Sa Ec St Ss Kp Bc Pa MI Ef En Sp Ca Cn

Extrato Bruto 23 11 13 17 10 24 11 15 12 10 12 22 13

Hexano O 0 0O 20 11 19 8 10 10 9 16 20 13

CHCl; 12 13 14 23 13 23 13 14 16 13 15 30 15

AcOEt o 10 9 13 10 17 11 0 11 10 0 20 18

n-BuOH O o 8 10 8 11 10 9 0 10 0 O 10

Hidrometandlico o 7 0 9 10 12 12 0 O 10 O 30 18

Cloranfenicol® 20 18 30 32 30 30 28 25 29 30 22

Anfotericina B® 20 20

@ Microrganismos testados: Sa, Staphylococcus aureus; Ec, Escherichia coli; St, Salmonella enterica
sorovar tythimurium ; Ss, Shigella sonnei; Kp, Klebsiella pneumoniae; Bc, Bacillus cereus; Pa,
Pseudomonas aeruginosa; MI, Micrococcus luteus; Ef, Enterococcus faecalis; En, Enterobacter
cloacae; Sp, Streptococcus pyogenes; Ca, Candida albicans; Cn, Cryptococcus neoformans.

® Média da duplicata dos diametros dos halos de inibicdo em mm.

¢ Controles positivos.

Com base nestes resultados foi realizado o método de microdiluicao seriada
a fim de se determinar a concentracgdo inibitéria minima (CIM) das amostras ativas.
Os valores obtidos variaram de 5,0 a 0,010 mg/ml (Tabela 5).

Utilizando os valores da CIM e o rendimento do extrato bruto e das particoes

em relacdo a planta seca foi calculada a atividade total das amostras (Tabela 5).
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Tabela 5— Concentragao inibitéria minima (CIM) e atividade total do extrato bruto e
das particdes de M. frigidus.

Amostras Microrganismos CIM Atividade Total
(mg/ml) (ml/g)
Extrato Bruto Staphylococcus aureus 2,5 40
Escherichia coli 1,25 80
Salmonella typhimurium 0,625 160
Shigella sonnei 0,313 320
Klebsiella pneumoniae 0,625 160
Pseudomonas aeruginosa 1,25 80
Bacillus cereus 0,078 1282
Enterococcus faecalis 1,25 80
Enterobacter cloacae 25 40
Micrococcus luteus 2,5 40
Streptococcus pyogenes 1,25 80
Candida albicans 1,25 80
Cryptococcus neoformans 0,313 320
Hexano Shigella sonnei 0,156 141
Klebsiella pneumoniae 2,5 18
Pseudomonas aeruginosa 2,5 18
Bacillus cereus 0,156 141
Enterococcus faecalis 0,313 70
Enterobacter cloacae 0,625 35
Micrococcus luteus 2,5 18
Streptococcus pyogenes 0,078 282
Candida albicans 25 18
Cryptococcus neoformans 0,313 70
CH.Cl, Staphylococcus aureus 0,313 32
Escherichia coli 0,313 32
Salmonella typhimurium 0,313 32
Shigella sonnei 0,039 256
Klebsiella pneumoniae 0,156 64
Pseudomonas aeruginosa 1,25 8




AcOEt

n-BuOH

Hidrometanolico

Bacillus cereus
Enterococcus faecalis
Enterobacter cloacae
Micrococcus luteus
Streptococcus pyogenes
Candida albicans
Cryptococcus neoformans
Escherichia coli
Salmonella typhimurium
Shigella sonnei

Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa
Bacillus cereus
Enterococcus faecalis
Enterobacter cloacae
Candida albicans
Cryptococcus neoformans
Salmonella typhimurium
Shigella sonnei

Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa
Bacillus cereus
Enterobacter cloacae
Micrococcus luteus
Cryptococcus neoformans
Escherichia coli

Shigella sonnei

Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa
Bacillus cereus
Enterobacter cloacae
Candida albicans

Cryptococcus neoformans

0,020
0,039
0,039
0,625
1,25
0,313
0,010
0,625
1,25
0,313
2,5
2,5
0,313
0,625
2,5
1,25
0,078
2,5
2,5
5,0
5,0
1,25
0,625
2,5
1,25
5,0
1,25
5,0
2,5
1,25
1,25
5,0
1,25

500
256
256
16

32
1000

38
42
42
21
21
84
168
42
84
78
312
78
156
312
312
78
312

79




Cloranfenicol® Staphylococcus aureus
Escherichia coli
Salmonella typhimurium
Shigella sonnei

Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa
Bacillus cereus
Enterococcus faecalis
Enterobacter cloacae
Micrococcus luteus
Streptococcus pyogenes
Anfotericina B® Candida albicans

Cryptococcus neoformans

62,5
15,6
0,98
0,98
0,98
15,6
3,9

15,6
31,3
31,3
31,3
0,39
0,78

80

@ Controles positivos (ug/ml).
NR — N&o realizado.

Além da atividade total, foram estabelecidos o percentual de atividade e o

indice de susceptibilidade microbiana (ISM) (Figura 9 e 10, respectivamente).
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Figura 9 — Percentual de atividade do extrato bruto e das partigbes de M. frigidus em relagdo aos

microrganismos testados.
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Figura 10 — ISM, indice de susceptibilidade microbiana para o extrato bruto e particdes de M. frigidus.

Segundo Rios e Recio (2005), extratos com atividade biolégica promissora
devem apresentar CIM abaixo de 0,100 mg/ml. A Tabela 6 relaciona os extratos com

maior atividade antimicrobiana (CIM < 0,100 mg/ml).

Tabela 6 — Concentracdo minima das amostras mais ativas (CIM inferiores a 0,100
mg/ml).

Amostras Microrganismos CIM (mg/ml) Atividade total
(ml/g)

Extrato bruto Bacillus cereus 0,078 1282

Hexano Streptococcus pyogenes 0,078 282

CH.CI, Shigella sonnei 0,039 256
Bacillus cereus 0,020 500
Enterobacter cloacae 0,039 256
Cryptococcus neoformans 0,010 1000

AcOEt Cryptococcus neoformans 0,078 38

O percentual de atividade e o ISM também foram calculados para essas

amostras (Figura 11 e 12, respectivamente).
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inferiores a 0,100 mg/ml.
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Atividade leishmanicida

Os efeitos do extrato bruto e das particdes de M. frigidus na viabilidade de
formas promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi foram testados e os

resultados estao apresentados na Tabela 7.

Atividade citotéxica para Artemia salina

Os resultados do teste de letalidade contra Artemia salina estdo expressos na
Tabela 7. CLsp < 250,0 pg/ml foi considerado significante para extratos vegetais
(RIESER et al., 1996).

Tabela 7- Atividade leishmanicida e citotoxicidade do extrato bruto e das particoes
de M. frigidus.

Atividade citotoxica
CLso (ng/ ml)°

Atividade leishmanicida
Clso (ng/ ml)?

Amostras

La® Lc? Artemia salina
Extrato Bruto 58,0+2,0  >250,0 127,0 (95,0-171,0)
Hexano 40,0420  150+1,0 61,0 (47,0-79,0)
CH2Cl> 11,0+1,0 7,0+6,0 111,0 (93,0-133,0)
AcOEt 60,0 +1,0 > 250,0 > 250,0
n-BuOH > 250,0 > 250,0 > 250,0
Hidrometandlico 9,0+2,0 > 250,0 > 250,0
Anfotericina B® 0,9+0,73 1,9+0,25
Timol® 1,4 (0,7-3,0)

@ Médias de ensaios em triplicata + erro padréo.
® 95% intervalo de confianga em parénteses

° Controles positivos

4 Organismos testados: La: Leishmania amazonensis; Lc: L. chagasi.

O perfil cromatografico do extrato bruto e das partigdes foi obtido por CLAE
(Figuras 13).
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Figura 13 - Cromatograma do extrato bruto e das particbes de M. frigidus realizado por CLAE, nas
seguintes condigbes: coluna de fase reversa (Zorbax SB-18; 25 cm X 4,6 cm X 5 ym); gradiente linear
de solventes A (acetonitrila: agua, 5:95, v/v, pH 4,0 com H;PO,) e B (acetonitrila; agua, 90;10, v/v, pH
4,0 com H3PO,) variando de 0% a 100% de B em 30 min; fluxo de 1 ml/min; volume de injegéo 10pul e
a temperatura de 25°C durante a analise; detecg¢ao - 230 nm.
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4.2 FRACIONAMENTO DA PARTIGAO CH.Cl,

De acordo com os resultados das atividades biolégicas observados para as
particoes de M. frigidus, a particado CH,Cl, se mostrou mais promissora e foi
escolhida para fracionamento em coluna de silica (Figura 3). Foram obtidas 20
fragdes (F1 a Fy) que foram pesadas e tiveram seus rendimentos calculados (Tabela
8). As atividades citotoxica contra A. salina, leishmanicida e antimicrobiana dessas
fracbes foram avaliadas e os resultados estdo apresentados nas Tabelas 9 e 10,
respectivamente.

A fragdo F7 foi ressuspendida em metanol. Formou-se um precipitado (F7.)
que foi separado do sobrenadante, ressuspendido em metanol e analisado por CCD
em silica gel GF 254 (Merck) (FM: hexano:AcOEt, 50:50, v/v; revelagdo: vanilina
sulfurica). Na cromatoplaca foram observadas trés bandas com fatores de retencéo
(Rf) de 0,57; 0,50 e 0,11. As bandas com Rf de 0,57 e 0,50 apresentaram uma
coloracdo marrom-laranjada quando reveladas com &acido sulfurico-vanilina e a
banda de Rf 0,11 apresentou uma fluorescéncia azulada quando observada em
lampada de UV, a 365 nm. O sobrenadante F; apresentou outras bandas alem
dessas trés, se mostrando, dessa forma, mais impuro que o precipitado.

A atividade total (ml/g), o percentual de atividade e o ISM das fragbes estédo
apresentados na Tabela 11 e nas Figuras 14 e 15, respectivamente. A atividade total
foi calculda somente para fragcbes com CIM inferiores a 0,025 mg/ml. O percentual
de atividade e o ISM foram calculados para fragbes com CIM inferiores a 0,100

mg/ml.
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Tabela 8 — Peso (p/p), rendimento (% p/p) e as respectivas fases moveis em que as

fragdes obtidas da particao CH,CI, foram eluidas.

Fracoes Peso (mg) Rendimento (% p/p) Fase movel

F1 10,0 0,21 CHCI; PA

F 12,0 0,25 CHCI3 : AcOEt (9:1)
Fs 27,0 0,56 CHCI3 : AcOEt (9:1)
Fa 16,0 0,33 CHCI3 : AcOEt (8:2)
Fs 52,0 1,08 CHCI3 : AcOEt (8:2)
Fe 111,0 2,30 CHCI3 : AcOEt (7:3)
F7 290,0 6,00 CHCI3 : AcOEt (7:3)
FzL 100,0 2,07 CHCI3 : AcOEt (7:3)
Fs 41,0 0,85 CHCI3 : AcOEt (6:4)
Fo 17,0 0,35 CHCI; : AcOEt (6:4)
F10 100,0 2,07 CHCI; : AcOEt (5:5)
F11 68,0 1,41 CHCI3 : AcOEt (4:6)
F12 179,0 3,70 CHCI3 : AcOEt (3:7)
F13 68,0 1,41 CHCI3 : AcOEt (2:8)
Fi4 407,0 8,42 CHCI3 : AcOEt (2:8)
Fis 60,0 1,24 AcOEt PA

F1e 886,0 18,33 AcOEt : MeOH (8:2)
F17 360,0 7,45 AcOEt : MeOH (7:3)
F1s 140,0 2,90 AcOEt : MeOH (7:3)
F1g 334,0 6,91 AcOEt : MeOH (5:5)
F20 120,0 2,48 AcOEt : MeOH (2:8)
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Tabela 9 — Atividade citotdxica e leishmanicida das fragcdes obtidas do fracionamento

da particao CH,Cl..

Fracdes Ativ. citotdxica Ativ. leishmanicida
(CLsp - pg/ml)? (Cl 50 - pg/ml)°

La® Lc®
Fi > 200,0 NR NR
Fa 4,0 (1,0-10,0) NR NR
Fs 10,0 (5,0-20,0) NR NR
Fa 30,0 (15,0-38,0) NR NR
Fs 19,0 (11,0-33,0) > 250,0 18,0+ 2,0
Fs 2,0 (1,0-6,0) 40+0,5 50+0,4
F7 7,0 (3,0-17,0) NR NR
Fz 7,0 (3,0-17,0) 3,0£0,5 11,0+ 0,6
Fs 23,0 (14,0-30,0) 17,0+ 2,9 36,0 + 3,3
Fo 25,0 (14,0-30,0) NR NR
F1o 23,0 (14-30,0) 15,0+1,9 46,0 + 3,9
F11 79,0 (51,0-124,0) 9,0+0,7 99,0+4,9
Fi2 23,0 (13,0-30,0) 17,0+ 0,2 > 250,0
Fis 198,0 (142,0-274,0) 22,0+2.2 > 250,0
F1s > 200,0 36,0 +4,0 > 250,0
Fis >200,0 40,0+ 0,7 > 250,0
Fi1e >200,0 84,0 + 6,9 > 250,0
F17 > 200,0 108,0 + 10,0 > 250,0
Fis >200,0 > 250,0 > 250,0
Fio >200,0 > 250,0 > 250,0
F20 >200,0 > 250,0 > 250,0

#95% intervalo de confianga em parénteses.

® Média da triplicata + desvio padrao.

°Organismos testados: La: Leishmania amazonensis; Lc: Leishmanaia chagasi;

NR — N&o Realizado.
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Tabela 10 — Atividade antimicrobiana das fracbes obtidas do fracionamento da
particado CH,Cl,.

Fragbes Atividade antibacteriana® Atividade
(CIM — mg/ml) antifingica®
(CIM — mg/ml)
Sa Ec St Ss Kp Bc Pa Ca Cn
F NR NR NR NR NR NR NR NR NR
F 0,313 0,313 0,313 0,313 0,313 0,156 0,156 NR NR
Fs 0,078 0,156 0,156 0,156 0,156 0,156 0,078 NR NR
Fa 0,156 0,156 0,156 0,156 0,156 0,039 0,156 NR NR
Fs 0,156 0,156 0,156 0,156 0,156 0,078 0,156 0,078 0,010
Fe 0,156 0,039 0,005 0,010 0,010 0,039 0,005 0,020 0,005
F7 NR NR NR NR NR NR NR NR NR
Fa 0,078 0,078 0,078 0,078 0,156 0,039 0,156 0,078 0,020
Fg >0,313 >0,313 0,313 0,156 0,313 0,156 0,313 0,156 0,078
Fo 0,313 0,078 0,313 0,313 0,313 0,078 0,156 0,156 0,039
F10 >0,313 >0,313 0,313 >0,313 >0,313 0,313 >0,313 >0,313 0,078
F11 0,313 0,313 0,313 0,313 0,313 0,313 0,313 0,313 0,078

Fi2 >0,313 >0,313 0,313 0,313 0,313 0,078 0,156 0,313 0,078
Fi3 0,313 0,313 0,078 0,156 0,313 0,156 0,156 0,313 0,156
F1a 0,156 0,156 0,156 0,156 0,156 0,039 0,078 0,313 0,156
Fi1s >0,313 >0,313 0,313 >0,313 >0,313 0,156 0,313 >0,313 >0,313
Fie 0,156 0,156 0,156 0,156 0,156 0,039 0,156 0,313 0,313
F17 >0,313 >0,313 0,313 0,313 0,313 0,456 0,313 >0,313 >0,313
Fi1s >0,313 >0,313 0,313 0,313 0,313 >0,313 >0,313 0,313 0,156
Fi1g >0,313 >0,313 0,313 >0,313 >0,313 0,313 0,313 0,156 0,313
F20 >0,313 0,156 0,156 >0,313 >0,313 0,078 >0,313 >0,313 0,313

@ Organismos testados: Sa, Staphylococcus aureus; Ec, Escherichia coli; St, Salmonella enterica
sorovar typhimurium; Ss, Shigella sonnei; Kp, Klebsiella pneumoniae; Bc, Bacillus cereus; Pa,
Pseudomonas aeruginosa; Ca, Candida albicans; Cn, Cryptococcus neoformans.

NR — Nao Realizado.
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Tabela 11 — Atividade total (ml/g) das fragbes da particdo CH,Cl,, com CIM inferiores

a 0,025 mg/ml.
Amostras Microrganismos Atividade total
Fs C. neoformans 5,2
Fs S. typhimurium 22,0
S. sonnei 11,0
K. pneumoniae 11,0
P. aeruginosa 22,0
C. albicans 55
C. neoformans 22,0
FzL C. neoformans 50
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Figura 14 — Percentual de atividade das fragdes obtidas a partir do fracionamento da particao CH,Cl,,
em relagéo aos microrganismos susceptiveis (CIM inferiores a 0,100 mg/ml).
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Figura 15 — ISM em relacao as fragdes obtidas a partir do fracionamento da particao CH,CI, (CIM
inferiores a 0,100 mg/ml).

As fragdes Fs, Fg e F7. apresentaram expressiva atividade antifungica e foram
submetidas a bioautografia. As placas de CCD com os resultados da bioautografia
estdo apresentadas na Figura 16.

Halos de inibicdo foram observados para as duas cepas de leveduras em
torno de bandas presentes nas fragées Fs com Rf = 0,88 e 0,75, e F7. com Rf = 0,75.
Para C. neoformans foi observado mais um halo de inibicdo em torno da banda com
Rf = 0,63 presente em Fe.

Utilizando reveladores especificos foi possivel identificar as classes quimicas
dos constituintes presentes nas bandas que apresentaram inibicdo antifungica. As
bandas com Rf 0,75 e 0,63 apresentaram coloragao roxa quando reveladas com o
Reativo de Liebermann-Burchard, indicando a presenca de triterpendides. A banda
com Rf 0,88 apresentou coloragao alaranjada quando revelada com o Reativo de

Dragendorff, caracteristica de alcaldides.
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Figura 16 — Bioautografia do extrato bruto, particho CH,Cl, e das fracbes Fs, Fs € F;. (FM:
hexano:AcOEt, 40:60, v/v, revelagdo INP). a) C. neoformans e b) C. albicans. CCD das amostras
reveladas com: ¢) Dragendorff e d) Liebermann-Burchard.
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4.3 PERFIS CROMATOGRAFICOS DAS FRAGOES ATIVAS

As fracdes obtidas do fracionamento da particdo CH,Cl, que apresentaram
atividade nos modelos bioldgicos utilizados (Fs a Fq) tiveram seus perfis

cromatograficos analisados em CLAE (Figuras 17).
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Figura 17 - Cromatograma das fragdes de F5; a Fi¢ da particao CH,CIl, de M. frigidus realizado por
CLAE, nas seguintes condi¢bes: coluna de fase reversa (Zorbax SB-18; 25 cm X 4,6 cm X 5 uym);
gradiente linear de solventes A (acetonitrila: agua, 5:95, v/v, pH 4,0 com H3;PO,) e B (acetonitrila;
agua, 90;10, v/v, pH 4,0 com H;PQO,) variando de 0% a 100% de B em 30 min; fluxo de 1 ml/min;
volume de injecdo 10ul e a temperatura de 25°C durante a analise; detec¢ao - 230 nm.



95

As fragdes mais ativas (Fs a Fis) também foram analisadas por CCD para

identificacdo dos componentes quimicos presentes (Tabela 12).

Tabela 12 — Constituintes presentes nas fragcdes mais ativas da particao CH,Cls.

Fragées Constituintes presentes®

Fs Triterpeno, esterdide, antraquinona, alcaldide, flavonoide.
Fe Triterpeno, esterdide, antraquinona, alcaléide, flavondide.
Fa Triterpeno e flavondide.

Fe Triterpeno, antraquinona e flavonoide.

Fo Triterpeno e flavondide.

Fio Triterpeno e flavondide.

Fi1 Antraquinona e flavonéide.

Fi2 Antraquinona e glicosideo flavonico.

Fis Triterpeno e glicosideo flavonico.

Fia Triterpeno, esterdide, antraquinona, antrona e glicosideo flavonico.
Fis Triterpenos, antrona e glicosideo flavénico.

Fie Esteroide, antrona e glicosideo flavonico.

* Reveladores utilizados: KOH 10% (reativo de Borntraegger); Reativo de Dragendorff; NP/PEG e
Liebermann-Burchard.

4.4 EXTRAGAO E FRACIONAMENTO DO pptueon

As etapas de extragao de alcalbides estao representadas na Figura 4.

As amostras ppthex € O pptveon, apresentaram caracteristicas organolépticas,
cromatograficas e bioldgicas diferentes. O ppthex apresentou-se como um poé branco
soluvel em agua ou solugdo de acetonitrila:zagua (7:3, v/v). Em CCD foram
observadas duas bandas com Rf de 0,75 e 0,13 sendo aquela com Rf maior
revelada com o Reativo de Dragendorff, indicando a presenga de alcaléides.

O pptvweon apresentou-se como uma amostra escura pastosa, soluvel em
metanol. O fracionamento em coluna de Sephadex LH 20 do pptueon forneceu 10
fragdes (F1a a F10a) que foram submetidas a CCD. A cromatoplaca foi revelada com
o reativo de Dragendorff e observou-se que os alcaléides concentraram-se na fragéao

Foa (Figura 18). As amostras pptrex € pptmeon € as fragdes Foa foram submetidas a
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CLAE (Figuras 19). O rendimento de ppthex, Pptveon € das fragcdes de Fia a Fioa
estdo representados na Tabela 13.

PPtveoH Fin  Foa Fsa Fsn  Fsa Fea F7a Fsa Foa Fioa

Figura 18 — CCD de pptweon © das suas fragbes (FM: MeOH: acido acético, 8:2, v/v; revelador:
Reativo de Dragendorff)
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Figura 19 - Cromatograma de ppthex, PPiveon € da fragcdo Foa extraidas de M. frigidus realizado por
CLAE, nas seguintes condigbes: coluna de fase reversa (Zorbax SB-18; 25 cm X 4,6 cm X 5 pym);
gradiente linear de solventes A (acetonitrila: agua, 5:95, v/v, pH 4,0 com H;PO,) e B (acetonitrila;
agua, 90;10, v/v, pH 4,0 com H;PQO,) variando de 0% a 100% de B em 30 min; fluxo de 1 ml/min;
volume de injecdo 10ul e a temperatura de 25°C durante a analise; detecg¢ao - 230 nm.
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A amostra pptuweon, suas fracdes e ppthex foram submetidas a avaliacdo das
atividades citotoxica contra Artemia salina, leishmanicida e antimicrobiana (Tabela
14).

As amostras testadas ndo apresentaram atividade contra Artemia salina e
formas promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi, com excec¢ao da Fsa que
apresentou uma moderada atividade citotoxica (CLsg 236,0 pug/ml).

As fracbes apresentaram atividade contra as cepas de bactérias e fungos.
Resultados apresentados na Tabela 14.

A atividade total (ml/g), o percentual de atividade e o ISM das amostras que
apresentaram CIM menores que 0,100 mg/ml estdo apresentados na Tabela 15 e

nas Figuras 20 e 21, respectivamente.

Tabela 13 — Rendimento de ppthex, PPt mMeon € as fragbes obtidas do seu
fracionamento.

Amostras Peso (mg) Rendimento (%, p/p)
PPt hex 30,0 0,0023*
ppt MeoH 1300,0 10*

Fia 10,0 0,77**
Foa 644,0 49,54
Faa 350,0 26,92**
Fan 50,0 3,85**
Fsa 30,0 2,31**
Fen 56,0 4,30**
F7a 13,0 1,00**
Faa 50,0 3,85**
Foa 47,0 3,62**
F1oa 6,0 0,46**

* Rendimento em relagao ao extrato bruto (1,3 Kg).
** Rendimento relativo ao pptyeon (1,39).
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Tabela 14 — Atividade antimicrobiana dos ppthex, Pptmeon € as fragdes obtidas do seu

do fracionamento.

Amostras Atividade antibacteriana Atividade
(CIM — mg/ml)? antifingica
(CIM — mg/ml)?
Sa Ec St Ss Kp Bc Pa Ca Cn
PPt hex >0,313 >0,313 >0,313 >0,313 0,313 0,313 >0,313 >0,313 0,156
ppt meon 0,156 0,313 0,313 0,313 0,313 0,156 0,313 0,313 0,078
Fia 0,039 0,313 0,039 0,078 0,15 0,039 0,039 0,313 0,156
Faa 0,313 0,313 0,313 0,313 0,313 0,039 0,039 0,313 0,039
Faa >0,313 >0,313 >0,313 >0,313 0,313 0,039 0,156 0,156 0,078
Faa 0,156 0,313 0,313 0,313 0,313 0,078 0,078 0,156 0,078
Fsa >0,313 >0,313 0,156 0,156 0,313 0,078 0,078 0,156 0,156
Fen >0,313 >0,313 0,156 0,313 0,313 0,156 0,156 >0,313 >0,313
Fza 0,156 0,313 0,313 >0,313 >0,313 >0,313 >0,313 0,313 0,313
Fsa >0,313 >0,313 0,156 0,078 0,156 0,156 0,078 0,313 0,078
Foa 0,156 0,313 0,313 >0,313 >0,313 0,313 0,313 >0,313 >0,313
F10a 0,156 0,313 0,313 >0,313 >0,313 >0,313 >0,313 >0,313 >0,313

@ Organismos testados: Sa, Staphylococcus aureus; Ec, Escherichia coli; St, Salmonella enterica
sorovar typhimurium; Ss, Shigella sonnei; Kp, Klebsiella pneumoniae; Bc, Bacillus cereus; Pa,
Pseudomonas aeruginosa; Ca, Candida albicans; Cn, Cryptococcus neoformans.
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Tabela 15 — Atividade total (ml/g) de pptrex, PPtmeon € das fragdes obtidas do seu do
fracionamento com CIM inferiores a 0,100 mg/ml.

Amostras Microrganismos Atividade total
Pptmeon C. neoformans 12,82
Fia S. aureus 0,20
S. typhimurium 0,20
S. sonnei 0,10
B. cereus 0,20
P. aeruginosa 0,20
Faa B. cereus 12,70
P. aeruginosa 12,70
C. neoformans 12,70
Fsa B. cereus 6,90
C. neoformans 3,45
Fan B. cereus 0,49
P. aeruginosa 0,49
C. neoformans 0,49
Fsa B. cereus 0,29
P. aeruginosa 0,29
Fsa S. sonnei 0,29
P. aeruginosa 0,29
C. neoformans 0,29
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4.5 EXTRAGAO E FRACIONAMENTO DO OLEO DAS PARTES AEREAS DE M.
frigidus

A hidrodestilagdo das partes aéreas de M. frigidus forneceu um 6leo de cor
alaranjada com um rendimento de 0,01% (v/p). O dleo foi analisado por CG-EM
(Figura 22). Utilizando o banco de dados do aparelho (“Software” AMDIS, versao
2.1) foram identificadas 9 das 12 substancias presentes no 6leo de M. frigidus
(Tabela 16), sendo que o linalol (29,29%) e o acetato de eugenol (15,85%) foram as
substancias majoritarias. As formulas estruturais e os espectros de massa estéo
representados na Figura 23. Ja as formulas moleculares e as massas moleculares

dos constituintes do 6leo de M. frigidus estao representados na Tabela 16.

T =10 71,770,438

11

0

i . dwuwb

Figura 22 — Perfil cromatografico do 6leo essencial das partes aéreas de M. frigidus por CG.
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Tabela 16- Composig¢ao quimica do 6leo essencial de M. frigidus

N° do pico® Compostos Tempode % Férmula Massa
Retencao molecular molecular
(min)

1 7-Octen-4-ol 4,065 503 CgHO 128

2 Nao identificado 5,196 8,41 276

3 5-metil-1-Undecene 6,392 7,69 Ci2H24 168

4 Linalol 6,532 29,29 CqoH4sO 154

5 Alcool B-fenil etilico 6,849 3,79 CgHi O 122

(B-PEA)

6 2,6-Nonadienal 7,633 3,55 CoH14,O 138

7 Trans-2-Nonenal 7,770 4,83 CoHisO 140

8 Salicilato de metila 8,614 6,55  CgHgOs3 152

9 N&o identificado 9,379 4,66 281

10 N&o identificado 9,867 5,99 341

11 Acetato de eugenol 12,035 15,85 Cqo2H1403 206

12 Damascenona 12,583 436 CqiHisO 190

? Relacionado com o cromatograma apresentado na figura 23.
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Figura 23 — Férmula estrutural e o espectro de massa dos constituintes presentes no 6leo de M.
frigidus.
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O odleo essencial teve sua atividade antimicrobiana testada pelo método de

microdiluicdo. Os resultados estao expressos na Tabela 17.

Tabela 17— Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de M. frigidus.

Microrganismos testados CIM (mg/ml)
Staphylococcus aureus 0,250
Escherichia coli 0,500
Salmonella typhimurium 1,000
Shigella sonnei 1,000
Klebsiella pneumoniae 0,500
Bacillus cereus 0,250
Pseudomonas aeruginosa 0,250
Enterobacter cloacae 0,250
Enterococcus faecalis 1,000
Streptococcus pyogenes 0,500
Candida albicans 0,063
Cryptococcus neoformans 0,008

O efeito do 6leo essencial de M. frigidus na viabilidade de L. amazonensis e L.
chagasi também foi avaliado e os Clsy para as formas promastigotas de ambas
espécies de Leishmania foram > 50 ug/ml.

Para Artemia salina apresentou CLs, 88,0 (60,0-128,0) ug/ml.

O resultado da atividade antioxidante, pelo método do DPPH, expresso em
Clso foi de 38,0 (24,0-68,0) pg/ml.

Como a atividade antifungica do 6leo foi muito proxima das fragdes Fs e F7(,
foi realizado CCD (fase movel: hexano: AcOEt, 60:40, v/v, revelada com &cido

sulfurico/vanilina) para verificar se sdo as mesmas substancias ativas (Figura 24).
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Oleo Fe Fa

Figura 24 — CCD do 6leo e das fracdes Fs e F7_ extraidas de M. frigidus (fase mével: hexano:AcOEt,
60:40, v/v, revelada com acido sulfarico/vanilina).
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5 DISCUSSAO

5.1 FITOQUiMICA E ATIVIDADES BIOLOGICAS DO EXTRATO BRUTO E
PARTICOES DE M. frigidus

Estudo fitoquimico

Por meio de estudos fitoquimicos e da determinagao dos teores de compostos
fendlicos e de flavonoides, foi possivel identificar e quantificar as principais classes
de constituintes quimicos presentes no extrato bruto e nas particdes de M. frigidus e
também correlacionar sua constituigdo quimica com as atividades biologicas
encontradas. Flavonodides e flavononas foram observados no extrato e em todas as
particoes. Dessa forma, os teores de fendlicos totais e flavondides foram
determinados. A particdo AcOEt apresentou os maiores teores desses constituintes,
seguido pelas particbes n-BuOH e hidrometandlica. Uma correlagdo entre os
conteudos de fendlicos e flavondides também foi observada, o que indica que os
flavondides representam a classe majoritaria de fendlicos presentes nas amostras.

Os flavonodides sao substancias fendlicas de baixo peso molecular que
possuem geralmente de média a alta polaridade. Podem ocorrer livres ou
glicosilados. A presenca de flavondides na particdo hexano pode ser explicada pela
presenca de agliconas livres com alto grau de metoxilacdo (SIMOES et al., 1999).

Nos ultimos anos, o interesse pelas propriedades farmacologicas e
bioquimicas destes compostos tem crescido bastante, principalmente pela atividade
antiinflamatoria que apresentam. Tem-se estudado suas propriedades antioxidantes,
tais como sua acdo inibitéria de enzimas, sua capacidade de quelar metais, como o
ferro, e sua atuacdo como sequestrante de radicais de oxigénio, uma vez que a
presenca destes radicais tem sido relacionada a certas doengas crbénicas, como
doengas auto—imunes (artrite reumatoide, lupus eritematoso sistémico, entre outros),
cancer, doenga de Parkinson etc (CHUNG et al., 1998).

Alcaléides foram encontrados nas particdes hexano e CH,Cl,, o que indica
que possuem de baixa a média polaridade. Estudos anteriores revelaram que os

alcaldides inddlicos, inddlicos monoterpénicos e benzilisoquinolinicos, caracteristicos
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da familia Rubiaceae, também foram extraidos com solventes de baixa e média
polaridade (OKUNADE et al., 1999; SOUZA et al., 2004).

Terpenos, em geral, s&do substancias que possuem de baixa a média
polaridade. A presenga desses constituintes em solventes polares como n-BuOH

pode ser explicada pela formacao de saponinas triterpénicas.

Atividade antioxidante

Os métodos mais comumente utilizados para avaliacdo da atividade
antioxidante por serem faceis, rapidos e sensiveis sao aqueles que envolvem
compostos cromogénicos de um radical que simula as espécies reativas de oxigénio
(EROs). A presenca do antioxidante leva ao desaparecimento desses radicais
cromogénicos. Um exemplo é o DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil), um cromoéforo
extremamente estavel que apresenta um pico de absor¢do no comprimento de onda
de 515 nm em solugdo metandlica, pois possui uma coloragdo violeta intensa
(ARNAO, 2000). Conforme o DPPH vai sendo reduzido por um antioxidante, seu
elétron se torna emparelhado e a absortividade desaparece (BRAND, CUVELIER e
BERSET, 1995). Outro método que avalia a atividade antioxidante € a determinagao
do poder de reducdo, que indica a capacidade de um composto de doar elétrons, e
consequentemente, de reduzir os intermediarios oxidados por processos de
peroxidagao lipidica (OYAZU, 1986).

A atividade antioxidante apresentada pelo extrato e partigdes de M. frigidus
nao pode ser atribuida somente a um composto ou a uma simples classe de
compostos. Os flavondides e seus glicosideos sao conhecidos por possuirem
atividade antioxidante (OSAWA, 1994). Propriedades antioxidantes também ja foram
relatadas para antraquinonas. (ALl et al., 2000; YEN, DUH e CHANG, 2000). Dessa
forma, a presencga desses compostos certamente esta contribuindo para a atividade
antioxidante dessa espécie.

Assim, os teores de compostos fendlicos e flavonodides foram determinados e
relacionados com a atividade antioxidante. As particdbes AcOEt e n-BuOH
apresentaram as maiores quantidades de fendis totais e de flavondides (515 e 240
mg/g e 423 e 145 mg/g, respectivamente). Estas particbes também apresentaram
maiores valores de Clso quando se utilizou o radical DPPH (Clsp 7,0 € 9,0 ug/ml,

respectivamente). E, consequentemente, maiores porcentagens de inibicdo da



111

oxidagdao do radical DPPH (Figura 5). Uma correlagdo positiva entre teores de
fendlicos e atividade sequestrante do DPPH também foi observada. As particdes
AcOEt e n-BuOH apresentaram menor fator de correlacéo r? (0,8016 e 0,8614,
respectivamente) devido aos altos indices de inibicdo do radical oxidante (Figura 7),
visto a pronunciada atividade antioxidante das amostras nas menores concentragoes
avaliadas. Os valores do Clsy encontrados para essas particdes foram menores que
o encontrado para o flavondide rutina (Clsp 13,0 pg/ml), indicando a significativa
atividade antioxidante dessas amostras.

A capacidade redutora foi investigada com base na transformacédo do
Fe**/Fe*?, de acordo com o método de Oyaizu (1986). A habilidade redutora de um
composto também é utilizada como indicativo para avaliagdo do seu potencial
antioxidante. As particbes AcOEt e n-BuOH apresentaram uma boa capacidade
redutora, com CEsp de 35,0 e 41,0 ug/ml, respectivamente. O controle acido
ascorbico apresentou um CEsp de 25,0 ug/ml. Estas particbes apresentaram maiores
absorbancias em 700 nm, as quais sao proporcionais a capacidade redutora (Figura
6). Uma correlagcdo positiva entre teores de fenodlicos e a habilidade redutora
também foi observada (Figura 8).

Com base nos resultados encontrados (Tabela 3), conclui-se que as amostras
testadas, principalmente as particoes AcOEt e n-BuOH possuem substancias
doadoras de elétrons e hidrogénio, capazes de neutralizar radicais livres. Este efeito
converte os radicais livres em produtos mais estaveis. Eles também podem reduzir
intermediarios oxidativos dos processos de peroxidagao lipidica, portanto podem agir

como antioxidantes primarios e secundarios (YEN e CHEN, 1995).
Atividade antimicrobiana

A avaliagdo da atividade antimicrobiana das amostras de M. frigidus pelo
método de difusdo em agar mostrou que o extrato bruto e a partigio em CH,Cl,
foram ativos para todas as cepas de microrganismos testadas. O maior halo de
inibicdo foi encontrado para o extrato bruto frente ao B. cereus (24 mm). Essa
metodologia foi utilizada para se identificar as amostras que possuiam atividade
antimicrobiana. Como nao existe necessariamente uma correlacédo entre tamanho do
halo de inibicdo e potencial antimicrobiano, as amostras que apresentaram halo de

inibicao tiveram as CIM determinadas. A nao correlagao entre os valores de CIM e
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as zonas de inibicdo pode ser devido a maior ou menor difusibilidade dos
componentes ativos no agar. Segundo Rios e Recio (2005), extratos vegetais com
CIM inferiores a 0,100 mg/ml sdo extremamente promissores. Assim, o extrato bruto
apresentou atividade significativa para B. cereus com CIM = 0,078 mg/ml. A particéo
CH,Cl, também apresentou excelente atividade antimicrobiana com CIM abaixo de
0,100 mg/ml para S. sonnei, B. cereus, E. cloacae e C. neoformans (CIM de 0,039;
0,020; 0,039 e 0,010 mg/ml, respectivamente), seguida das particdes em hexano e
AcOEt com CIM de 0,078 mg/ml para S. pyogenes e C. neoformans. Além desses
parametros, a atividade total (ml/g), o percentual de atividade (%) e o indice de
susceptibilidade microbiana, ISM, foram avaliados. Os resultados de atividade total
confirmaram a eficacia do extrato bruto para B. cereus que apresentou atividade
total de 1282 ml/g, seguido da particdo CH,Cl, com 500 ml/g. A particdo CH,Cl; foi a
mais potente para C. neoformans com atividade total de 1000 ml/g. E interessante
observar que o extrato bruto ndo apresentou atividade significativa para C.
neoformans.

O percentual de atividade é um parametro que fornece o espectro de
atividade das amostras. O extrato bruto e a particdo CH,Cl, apresentaram atividade
para todos os microrganismos testados, mesmo que para alguns essa atividade nao
tenha sido significativa (Figura 9), o que sugere que os componentes mais ativos
possuem meédia polaridade.

Ja o ISM, que indica o grau de sensibilidade dos microrganismos frente as
amostras, mostrou que C. neoformans e as bactérias Gram-negativas, de maneira
geral foram mais susceptiveis. S. aureus foi a mais resistente (Figura 10). Porém,
esses parametros quando calculados para as amostras que apresentaram CIM
inferiores a 0,100 mg/ml indicaram que bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
foram igualmente susceptiveis sendo que a mais susceptivel foi B. cereus, uma
bactéria Gram-positiva (CIM 0,020 mg/ml) (Figura 11).

Devido a interessante atividade antimicrobiana encontrada na particdo CH,Cly,
ela foi fracionada em coluna de silica e forneceu 20 fragcdes. P6de-se observar que a
atividade antimicrobiana se concentrou na fragcdo semi-pura Fs que apresentou CIM
< 0,01 mg/ml para 56% dos microrganismos testados. S. thyphimurium, P.
aeruginosa e C. neoformans foram os mais susceptiveis com CIM = 0,005 mg/ml
(Tabela 10). E importante ressaltar que para P. aeruginosa, o CIM encontrado para

essa fracdo foi menor que o CIM observado para o controle cloranfenicol (CIM =
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0,0156 mg/ml). As fracdes Fs e F7. também foram ativas para C. neoformans (CIM =
0,01 e 0,02 mg/ml, respectivamente).

O percentual de atividade antimicrobiana foi maior para as fracbes Fg € F7
com valores de 88,9% e 77,8%, respectivamente, seguido das fragées Fs e Fg com
33,3% e as fracdes F3 e F12 com 22,2% (Figura 14). Ja o ISM revelou que a cepa de
C. neoformans foi susceptivel a 50,0% das fra¢des testadas, seguida das cepas de
B. cereus (36,8%), C. albicans (18,8%), E. coli (15,8%) e P. aeruginosa (15,8%)
(Figura 15).

A atividade total confirmou a maior atividade antimicrobiana de F¢. Esta fracédo
apresentou para S. typhimurium, P. aeruginosa e C. neoformans, uma atividade total
de 22,0 ml/g.

Estudos anteriores mostraram que substancias com atividade antibacteriana
provenientes de plantas parecem ser mais ativas para organismos Gram-positivos
do que para Gram-negativos (HERRERA et al., 1996). A razdo dessa diferenca de
sensibilidade pode ser atribuida as caracteristicas morfolégicas entre estes
microrganismos. Bactérias Gram-negativas possuem uma camada externa
fosfolipidica com componentes estruturais de lipopolissacarideos. As bactérias
Gram-positivas devem ser mais susceptiveis a agado de substancias por possuirem
apenas uma camada externa de peptideoglicano como barreira efetiva (SCHERRER
e GERARDT, 1971).

Antibiéticos com atividade para bactérias Gram-negativas possuem
mecanismo de acao diferentes. Os da classe aminoglicosideos penetram na parede
celular e na membrana, ligando aos ribossomos 30S, levando ao erro na leitura de
RNAm provocando a morte da bactéria (TRABULSI et al.,, 1999). Ja os beta-
lactdmicos agem inibindo a sintese celular das bactérias. Essa interferéncia leva a
formacgao de uma parede defeituosa, com instabilidade de permeabilidade. A morte
da bactéria por lise, a qual parece ser mediada por autolisinas bacterianas como,
hidrolases de peptidoglicano (CHAMBER, 2005).

O fato da fragdo semipurificada Fg possuir maior espectro de agao contra as
bactérias Gram-negativas pode ser atribuido a presenga de substancias lipofilicas
que estejam agindo na membrana. A CCD dessa fragdo mostrou a presenga de
triterpeno, esterdide, antraquinona, alcaldide e flavondide.

Tem sido demonstrado que os terpenos sao ativos contra diversos

microrganismos. Seu mecanismo de acdo nao esta completamente elucidado,
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porém acredita-se que envolve a ruptura da membrana celular por compostos
lipofilicos. Esses resultados sdao extremamente importantes visto que bactérias
Gram-negativas como S. thyphimurium e P. aeruginosa sao responsaveis por uma
grande incidéncia de infecgbes. As infecgdes mais frequentes em UTIs sdo aquelas
causadas por bacilos Gram-negativos, como P. aeruginosa, em especial
pneumonias associadas a ventilagdo mecanica. No Brasil, a resisténcia a P.
aeruginosa € muito preocupante. Nas UTls dos grandes hospitais, resisténcia a P.
aeruginosa é de 20 a 75% para antibidticos beta-lactdmicos e aminoglicosideos e
isso vem acompanhado de resisténcia cruzada (ARRUDA, 1998). Infecgbes com
Salmonela causam diarréias, febre, dores abdominais € normalmente as pessoas
recuperam sem tratamento. No entanto, algumas pessoas como idosos, criangas e
aqueles com sistema imune comprometido, a diarréia pode ser tdo grave que o
doente precisa ser hospitalizado. Nesses pacientes, a infeccdo pode se espalhar do
intestino para a corrente sanguinea e, em seguida, para outros locais do corpo,
podendo levar a morte (HOHMANN, 2001).

As fragbes com atividade anti-Cryptococcus, com CIM inferior a 0,025 mg/ml e
anti-Candida, com CIM inferior a 0,100 mg/ml foram submetidas a bioautografia com
o objetivo de se identificar a classe quimica das substancias ativas.

Os resultados indicam que triterpenos e alcaldides exerceram inibicao do
crescimento fungico (Figura 16). A fracdo Fs apresentou trés zonas de inibigao do
crescimento de C. neoformans, sendo duas possuindo substancias da classe
triterpénica (Rf = 0,75 e 0,63) e outra alcaloidica (Rf = 0,88). As substancias com Rf
= 0,75 e 0,88 presentes em Fg também inibirarm o crescimento de C. albicans,
porém com menor intensidade confirmando assim os valores de CIM obtidos para
essas fracdes. Na fracdo Fg ndo foi observada inibicdo do crescimento de C.
albicans pelas substancias presentes na banda com Rf = 0,63. Esse fato pode ter
ocorrido pela baixa concentragdo dessa substancia nessa fracdo, visto que a
bioautografia da particdo CH,Cl, apresenta essa banda ativa. A fragdo F7_
apresentou somente uma zona de inibicdo do crescimento dessas leveduras em
uma banda contendo triterpenos com Rf = 0,75. A fracdo Fs, mesmo apresentando
uma boa atividade antifungica para ambas as leveduras (Tabela 10), ndo apresentou
zonas de inibigdo de crescimento. Isto pode ser devido a baixa concentragédo da(s)

substancia(s) ativa(s) na amostra.
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De acordo com os perfis cromatograficos apresentados por CLAE, pbéde-se
observar que as fracbes Fs e Fg apresentaram um mesmo pico majoritario com
tempo de retencao de 16,6 min. Na fracdo F7_foi observado outro pico com tempo
de retencdo de 12,6 min. Para confirmar se esses picos podem corresponder as
substancias com atividade antifungica observadas na bioautografia, foi feita uma
CCD das amostras de Fs, Fs e F7. que foram analisadas por CLAE (Figura 16).
Observou-se que a banda correspondente aos alcaléides com Rf = 0,88 também
estava presente nas amostras Fs e Fg submetidas a analise por CLAE. Como o
alcaldide presente nessa banda € mais apolar que os triterpenos presentes, sugere-
se que ele corresponda a substancia com tempo de retengdo de 16,6 min.
Triterpenos com Rf = 0,75 foram identificados somente em Fs e F7. sugerindo que
ele seja correspondente a substancia que apresentou tempo de retengéo de 12,6
min. O triterpeno ativo com Rf = 0,63 n&o foi identificado por CLAE. Essas
susbstancias serao posteriormente isoladas e identificadas.

Ja foi descrito que os terpenos apresentam atividade antimicrobiana por
possuirem um grau de lipofilicidade que determina a toxicidade por interagdes com
os constituintes da membrana desses organismos e seus arranjos (TOMAS-
BARBERAN et al., 1990). Para alguns alcaldides com atividade antimicrobiana seu
modo de acido tem sido atribuido a sua habilidade de intercalar com o DNA
(PHILLIPSON e O’NEIL, 1989).

Estes resultados sdo de grande importancia visto que estes fungos, nos
ultimos anos, tém recebido grande atencao de cientistas por serem patdégenos que
afetam pacientes imunologicamente comprometidos, como aqueles com a sindrome
de imunodeficiéncia adquirida (SIDA) (DROMEN, MATHOULIN e DUPONT, 1996).
C. albicans pode causar infecgdes locais e/ou sistémicas (ZHANG et al., 2002),
sendo a candidiase oral a infecgao oportunista mais comum nesses pacientes (FAN-
HAVAND et al., 1991). Ja C. neoformans pode causar meningite criptocécica, que é
a infeccdo mais comum de criptococose, e € geralmente crénica e fatal se néo
tratada a tempo (COLLAZOS, 2003).

Estudos sobre SIDA mostraram que 58-81% de todos os pacientes contraem
infecgdo fungica em algum periodo durante o estagio primordial ou depois do
desenvolvimento da SIDA e 10-20% morrem como consequéncia direta de infeccoes
fungicas (DROUHENT e DUPONT, 1989).
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Atividade Leishmanicida

Foi realizada a avaliagdo da atividade leishmanicida contra formas
promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi do extrato bruto, partigdes e fragcdes
obtidas da particdo em CH,Cl,. E interessante observar que, apesar do extrato bruto
nao ter apresentado atividade contra as formas promastigotas de L. chagasi, as
particdes em hexano e CHCl, foram significantemente ativas para esse parasito
(Clso de 15,0 e 7,0 ug/ml, respectivamente). Esse fato pode ser devido as pequenas
concentracdes das substancias leishmanicidas presentes no extrato bruto e que
foram extraidas em hexano e CH,Cl,, sugerindo que essas substancias possuam de
meédia a baixa polaridade.

Para L. amazonensis, todas as amostras apresentaram atividade, exceto a
particdo n-BuOH, destacando-se as particoes hidrometandlica e CH,Cl, que tiveram
Clso de 9,0 e 11,0 ug/ml, respectivamente. Provavelmente as atividades observadas
para essas particdes de polaridades tao diferentes foram devido a presenca de
substancias diferentes.

Dentre as fragcbes obtidas da particao em CH,Cl,, a atividade leishmanicida se
concentrou nas fracbes de Fs a Fi5, eluidas com CHCI3;:AcOEt em proporgoes
diferentes (Tabela 8). As mais ativas para ambas as espécies de Leishmania foram
Fe e F7.. A fragdo Fs foi ativa somente para L. chagasi enquanto as fragdes mais
polares, F12 a F15, foram especificas para L. amazonensis. Apesar da atividade ter
sido mais significativa para Fs € F7., € mais interessante buscar a(s) substancia(s)
ativa(s) nas fragcdes de Fio a Fi5 pois essas possuem maior especificidade para
espécies de Leishmania, visto que nao apresentaram atividade antimicrobiana
significativa. Flavonoides foram observados em todas as fragcbes ativas, sendo
glicosideos flavonicos presentes nas fragbes de Fi; a F6 (Tabela 12). Estudos
recentes (SEN et al., 2005) revelaram que os flavondides podem agir inibindo a
sintese de DNA e paralisando a progressao do ciclo celular desses parasitos,
conduzindo a apoptose (MITRA et al., 2000). Além disso, ja foi relatada a eficacia de
flavondides em controlar o desenvolvimento de anemia durante o periodo pds-
infeccdo com leishmaniose visceral (SEN et al., 2005).

Tasdemir et al. (2006) relatou que o aumento de hidroxilagdes na estruturas
de flavondides aumenta sua atividade leishmanicida. Além disso, o aumento de

substituicdes dos grupos hidroxilas por metoxilagdo diminui sua atividade.
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Atividade Citotoxica

Atividade citotdxica foi observada para o extrato bruto de M. frigidus e para as
particobes hexanica e CH.Cl, (CLsp 127, 61 e 111 pg/ml, respectivamente).
Citotoxidade significativa frente a Artemia salina (CLsp < 20 ug/ml) foi observada para
as fracoes Fy, F3, Fs5, Fg, F7. Como existe forte correlagéo entre citotoxidade frente a
esse microcrustaceo e atividade antitumoral, essas amostras sdo candidatas a

futuros ensaios com células tumorais.

5.2 EXTRAGAO DE ALCALOIDES E FRACIONAMENTO DE pptueon

A familia Rubiaceae é rica em alcaléides inddlicos e benzilisoquinolinicos para
os quais ja foram descritas inUmeras atividades biolégicas. Isso torna interessante o
isolamento dos alcaldides de M. frigidus, pois existe uma grande possibilidade de
serem encontrados alcaloides altamente bioativos (PRAKASH et al., 1999).

Dessa forma os alcaldides foram extraidos das partes aéreas de M. frigidus e
suas atividades antimicrobiana, citotoxica e leishmanicida avaliadas. O pptuweon
apresentou atividade antimicrobiana (Tabela 14) e foi entado fracionado em coluna
de Sephadex LH 20. Nao se pode atribuir a atividade antimicrobiana encontrada nas
fragdes (Tabela 14) somente a presenga de alcalbides visto que ndo so a fragéao Fa,
ricas em alcaldides, apresentou propriedade antimicrobiana. A atividade
antibacteriana presente nas fragbes nao foi observada no pptuweon, provavelmente
devido as baixas concentracdes das substancias ativas presentes nessa amostra.

Em relacéo as fragoes de pptuweon, @ F2a foi a que apresentou maior atividade
total, 12,70 ml/g, para B. cereus, P. aeruginosa e C. neoformans. Ja o percentual de
atividade indicou que F4a apresentou maior espectro de acéo, porém essa fracao
nao apresenta alcaldides na sua constituigao.

O ISM mostrou que os microrganismos B. cereus, P. aeruginosa e C.
neoformans, foram os mais susceptiveis.

Os perfis cromatograficos obtidos por CLAE para pptuveon, F2a (Figura 21) sdo
semelhantes, indicando que possuem o0s mesmos constituintes, porém em

concentragdes diferentes. Comparando-se esses perfis cromatograficos com os das
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fracdes Fs e Fg, provenientes do fracionamento da particao CH,Cl,, observou-se que
Foa n@o possui as mesmas substancias com atividade antifungica identificadas em
Fs e Fg. Os alcaldides presentes em F,a sdo mais polares que o alcaldide presente

em Fs5 e Fg e, dessa forma, devem possuir um modo de acao diferente.

5.3 CONSTITUIGAO QUIMICA E ATIVIDADES BIOLOGICAS DO OLEO
ESSENCIAL DE M. frigidus

O dleo essencial de M. frigidus foi analisado por CG/EM. Dentre as
substancias identificadas no 6leo, o linalol e o acetato de eugenol foram os
majoritarios.

Linalol € um monoterpeno prevalente nos 6leos essenciais de varias espécies
de plantas aromaticas. E amplamente usado como fixador de fragrancia na industria
cosmeética mundial (FENNER et al., 2006). Estudos farmacoldgicos revelaram os
efeitos analgésicos do linalol, bem como seu possivel mecanismo de agao no
organismo. Ele induziu a redugdo da liberacdo de acetilcolina, ligada a alguma
interacdo com a funcido pré-sinaptica. Tais estudos fornecem assim uma base
racional para o consagrado uso de plantas que o possuem em sua COmposi¢ao
(manjericdo e bergamota, entre outras). Outra propriedade atribuida recentemente
ao linalol foi a capacidade de inibir o desenvolvimento de larvas do mosquito da
dengue Aedes aegypt. As aguas residuais de extragdo deste 6leo sdo, assim, uma
alternativa ao uso de inseticidas sintéticos na prevencao desta doenga epidémica
(GOTTLIEB et al., 1981).

O acetato de eugenol é derivado do 6leo volatil eugenol que € uma substancia
aromatica, empregada como agente antibacteriana, antimicética, antiinflamatoria,
anestésica, anti-séptica, antioxidante, alelopatica, repelente, e em cosméticos,
perfumes e condimentos (COSTA, 1994; LAHLOU, 2004).

Nao ha relato do modo de acdo dos constituintes presentes no oleo de M.
frigidus. Normalmente a atividade n&o é atribuida a um constituinte, mas sim ao 6leo
como todo.

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de M. frigidus foi avaliada e
pode-se observar uma moderada atividade antibacteriana, sendo os resultados mais
expressivos encontrados para S. aureus, B. cereus, P. aeruginosa e E. cloacae, com

CIM de 0,250 mg/ml. Também apresentou uma excelente atividade antifungica, com



119

CIM abaixo de 0,1 mg/ml para C. albicans — CIM 0,063 mg/ml e C. neoformans —
CIM 0,008 mg/ml.

Oleos essenciais de muitas plantas medicinais possuem atividade antifingica,
mas o mecanismo de agdo ainda n&o é totalmente conhecido (KALEMBA e
KUNICKA, 2003).

De acordo com Cowan (1999), a lipofilia dos constituintes de 6leos essenciais
explicaria sua atividade antimicrobiana, caracteristica que permite a particado desses
compostos nos lipideos da membrana celular e da mitocéndria, aumentando sua
permeabilidade e levando ao extravasamento do conteudo celular. Segundo outros
autores, componentes dos 6leos essenciais também podem agir sobre proteinas
celulares localizadas nas membranas citoplasmaticas, entre elas as ATPases,
através de sua acumulagao na dupla camada lipidica e conseqliente destruicdo da
interacao lipideo-proteina. Alternativamente, € possivel uma interagdao direta de
compostos lipofilicos com porgdes hidrofébicas das proteinas (JUVEN et al., 1994;
SIKKEMA, DE BONT e POOLMAN, 1995). Entretanto, devido ao grande numero de
diferentes grupos quimicos presente nos Oleos essenciais, € provavel que sua
atividade antimicrobiana nao esteja relacionada a um mecanismo de agao especifico
(SKANDAMIS e NYCHAS, 2001; CARSON, MEE e RILEY, 2002).

Através de CCD (Figura 24) foi possivel verificar que os constituintes ativos
do 6leo ndo sdo os mesmos das fragdes Fs e F7., visto que os do 6leo sdo mais
polares que os encontrados nas fragoes.

O dleo essencial também foi analisado contra as formas promastigotas de L.
amazonensis e L. chagasi e ndo apresentou resultado significativo, com Clsy >
250,0 pg/ml para ambas.

Quanto a atividade antioxidante frente ao DPPH, o 6leo apresentou Clso 38,0
Mg/ml. Essa atividade possivelmente foi proveniente de compostos aromaticos como
salicilato de metila.

O teste de letalidade contra Artemia salina revelou uma moderada

citotoxicidade do 6leo de M. frigidus com CLso 88,0 pg/ml.
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6 CONCLUSOES

M. frigidus se apresenta como uma fonte promissora de substéncias que
possuem atividades biolégicas importantes como antioxidante, antimicrobiana,
leishmanicida e citotoxica.

Estudo fitoquimico preliminar mostrou que essa espécie possui alcaldides,
triterpenos, esterdides, saponinas, taninos, antraquinonas, leucoantocianidinas,
catequinas e flavonodides.

Todas as partigbes apresentaram atividade para um determinado modelo
biolégico avaliado:

-A particdo hexanica foi a mais ativa no teste de letalidade frente a Artemia
salina (CLsp = 61,0 ug/ml);

-A particdo CH,Cl, apresentou atividades antimicrobiana e leishmanicida
significativas (CIM = 0,039; 0,039; 0,020; 0,010 mg/ml para S. sonnei, B. cereus, E.
cloacae e C. neoformans, respectivamente. E Clsp = 11,0 e 7,0 ug/ml para L.
amazonensis e L. chagasi, respectivamente);

-As particdes AcOEt e n-BuOH apresentaram atividade antioxidante frente ao
DPPH (Clsg = 7,0 € 9,0 pg/ml, respectivamente) inferior ao padrao rutina. Observou-
se uma correlagao positiva dessa atividade com o conteudo de compostos fendlicos
e de flavondides;

-A particdo hidrometandlica foi significativamente ativa para formas
promastigostas de L. amazonensis (Clso = 9,0 pg/ml).

O fracionamento da particao CH,Cl, forneceu fragdes semi-purificadas que
apresentaram atividades citotoxica (F2, Fs, Fs, Fs, F7 com CLsy < 20 pg/ml),
antimicrobiana (Fs com CIM = 0,010 mg/ml para C. neoformans; Fg¢ com CIM =
0,005; 0,010; 0,010; 0,005; 0,020; 0,005 para S. typhimurium, S. sonnei, K.
pneumoniae, P. aeruginosa, C. albicans e C. neoformans, respectivamente e F7_
com CIM = 0,020 mg/ml para C. neoformans) e leishmanicida (Fs a F1¢ com Clsg <
100 ug/ml para L. amazonensis e Fs a F11 com Clsy < 100 ug/ml para L. chagasi)
significativas.

As fragbes mais polares ricas em glicosideos flavénicos apresentaram

atividade especifica para L. amazonensis (F12 a F1¢ com Clso < 100 pg/ml).
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A bioautografia identificou triterpenos e alcaléides como as classes de
substancias ativas para C. neoformans e C. albicans

Os picos observados em CLAE com TR = 12,6 e 16,6 min correspondem as
substancias triterpénica e alcaloidica com atividade antifungica.

Os alcaldides isolados apresentaram atividade moderada para C. neoformans
(CIM = 0,078 mg/ml)

O dleo essencial apresentou linalol e acetato de eugenol como constituintes
majoritarios e significativa atividade antifungica, principalmente anti-Cryptococcus
(CIM = 0,008 mg/ml)

Os resultados apresentados abrem perspectivas para o futuro isolamento,
purificacdo e identificacdo das substancias bioativas de Mitracarpus frigidus que

possam ser utilizadas no tratamento de infecgdes microbianas e leishmanioses.
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“Antileishmanial and antifungal activity of plants used in traditional medicine in
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