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RESUMO

Marques MCS. Estudo de plantas medicinais do cerrado em busca de
substancias bioativas e o potencial anti-Leishmania de Momordica charantia
Linn. Campo Grande (MS); 2011. [Tese — Programa de Pés-graduacao em Saude e
Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste].

Os produtos naturais ainda sdo a principal fonte de inovagdo de agentes
terapéuticos e aliados ao conhecimento tradicional tornam-se ferramentas
fundamentais na busca de compostos farmacologicamente ativos. Por essas razdes
0 objetivo desse trabalho foi avaliar atividades biolégicas de espécies vegetais
utilizadas pela populagéo da regidao do Cerrado de Mato Grosso do Sul em busca de
substancias bioativas e avaliar o potencial antileishmania da espécie Momordica
charantia. Foram coletadas 14 espécies na regido de Bonito — MS, das quais obteve-
se 23 extratos etandlicos brutos que foram submetidos aos ensaios de atividades
antibacteriana (Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa) e antifungica
(Candida albicans, C. krusei e Cryptococcus neoformans) pelo método de
microdiluigdo, antileishmania em promastigotas da cepa Leishmania amazonensis,
ensaio de citotoxicidade em Artemia salina e ensaio antirradicalar sobre a
capacidade sequestradora de DPPH. Das 14 espécies testadas, 12 (85,7%)
apresentaram de moderada a alta atividade em pelo menos uma das atividades
avaliadas. O extrato da espécie Momordica charantia apresentou uma atividade
consideravel quanto a acao antileishmania e por isso foi selecionada para o estudo
biomonitorado. O extrato foi submetido a técnicas cromatograficas de separacao,
incluindo cromatografia em coluna de silica gel, de Sephadex LH-20, preparativa e
cromatografia liqguida de alta eficiéncia em fase reversa. As determinacdes
estruturais foram efetuadas com base nos dados espectroscépicos de RMN de *H,
13C e DEPT 135° e técnicas bidimensionais NOESY, COSY, HMBC e HSQC, e
analise comparativa com dados de literatura. O estudo quimico biomonitorado do
extrato de Momordica charantia conduziu ao isolamento de seis substancias, sendo
gue quatro correspondem a dois pares de estereiosdmeros e foram caracterizadas
como 25-metoxi-3p,7p-diidroxicucurbita-5,23(E)-dien-19-al; 3B,7pB,25-
triidroxicucurbita-5,23(E)-dien-19-al, os isomeros (19R, 23E) e (19S, 23E)-5p,19-
epoxi-19,25-dimetoxicucurbita-6,23-dien-33-ol e os isbmeros (19R, 23E) e (19S,
23E)- 5B,19-epoxi-19-metoxicucurbita-6,23-dien-3p, 25-diol; apresentando uma Cls
na faixa de 4,6 a 5,2 pg/mL. Esses dados indicam n&o existir uma substancia
especifica com acdo antipromastigota, mas sim a classe promissora de acédo
antileishmania de substancias denominadas genericamente de cucurbitacinas.

Palavras-chave: atividade antimicrobiana, Artemia  salina, DPPH,
fracinonamento biomonitorado, cucurbitacinas



ABSTRACT

Marques, MCS. Study of medicinal plants of the cerrado in the search for
bioactive substances and the potential of Leishmania Momordica charantia
Linn. Campo Grande (MS), 2011. [Thesis - Programa de Pés-graduacdo em Saude
e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste].

Natural products are still the main source of innovation of therapeutic agents
and allies to the traditional knowledge become key tools in the search of
pharmacologically active compounds. For these reasons the objective of this study
was to evaluate the biological activities of plant species used by the population of the
region of Cerrado in the state of Mato Grosso do Sul in the search for bioactive
substances and assess the potential antileishmanial of specie Momordica charantia.
We collected 14 species in the Region of Bonito (MS), of which we obtained 23
ethanol extracts gross. These extracts were subjected to bioassay of antibacterial
activity (Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa) and antifungal
(Candida albicans, C. krusei and C. neoformans) by the method of microdilution,
antileishmanial in promastigotes of Leishmania amazonensis strain, cytotoxicity on
Artemia salina and antiradicalar on the ability of DPPH scavenging. Of the 14 species
tested, 12, that is, 85.7 % of the species was moderate to high activity in at least one
of the activities evaluated. Of these, the kind Momordica charantia showed an activity
that is very significant as the antileishmanial activity and therefore was selected for
study bioguided. This extract was subjected to chromatographic techniques of
separation, including column chromatography on silica gel, Sephadex LH-20,
preparative and high performance liquid chromatography in reverse phase. The
structural determinations were made on the basis of spectroscopic data of *H NMR,
13Cc and and bidimensional techniques NOESY, COZY, HMQC, HSQC, and
comparative DEPT 135° analysis with the data in the literature. The bioassay-guided
chemical study of the extract of Momordica charantia it lead to the isolation of six
substances, being that four correspond the two pairs of sterecisomers and had been
characterized as 25-methoxy-3p, 7p- dihydroxycucurbita-5,23 (E) - dien-19-al; 3B, 7p,
25-trinydroxycucurbita-5,23 (E) - dien-19-al, isomers (19R, 23E) and (19S, 23E) - 58,
19-Epoxy-19,25-dimethoxycucurbita-6,23-dien-3p-ol and isomers (19R, 23E) e (19S,
23E) - 5B, 19-Epoxy-19-methoxycucurbita-6,23-dien-3p, 25-diol; presenting a ICs in
the band of 4,6 the 5,2 ng/mL. These data indicate not to exist a specific substance
for action antipromastigota, but yes the promising classroom of antileishmania called
substance action generically of cucurbitacins.

Keywords: antimicrobial activity, brine shrimp, DPPH, bioassay-guided
fractionation, cucurbitacines
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1 INTRODUCAO

Produtos naturais sado altamente atrativos em funcdo da grande variedade
estrutural que exibem, de potentes atividades biol6gicas e almejados perfis
farmacoldgicos. Historicamente, produtos naturais tém sido a fonte de novas drogas
(BOLDI; 2004), tanto que entre 1981 e 2002, das 1.031 novas entidades quimicas
aprovadas como drogas pelo érgao governamental dos Estados Unidos - Food and
Drug Administration (FDA), 5% foram produtos naturais e outros 23% foram
moléculas derivadas desses produtos (NEWMAN; CRAGG; SNADER; 2003).

Ha varias ferramentas para a selecao de plantas para o desenvolvimento de
pesquisa de produtos naturais, as quais incluem o uso do conhecimento tradicional.
Esta abordagem tem se mostrado capaz de gerar medicamentos e classes de
drogas que estdo na lista dos mais rentaveis do mercado, tanto que a industria
farmacéutica, apesar dos avancos em biotecnologia e quimica sintética, continua
renovando sobre descobertas do passado, que tiveram origem no conhecimento do
uso tradicional de plantas (DUTFIELD; 2010).

Por outro lado, as doencas infecciosas causadas por bactérias, fungos, virus e
parasitos ainda sdo uma das principais ameacas a saude publica, apesar do enorme
progresso na medicina (COS et al.; 2006). Dentre essas, destacam-se as
leishmanioses (tegumentar e visceral) que, segundo o Ultimo relatério da
Organizacao Mundial da Saude, cerca de 350 milh6es de pessoas, em 88 paises,
habitam areas onde existe o risco de contrair a doenca. Cerca de 14 milhdes de
pessoas sao atingidas pelas leishmanioses e aproximadamente surgem 2 milhdes
de novos casos a cada ano (WHO; 2007). Aproximadamente 90% de todos 0s casos
de leishmaniose visceral ocorrem no Brasil, Bangladesh, india e Suddo; 90% dos
casos de leishmaniose cutdneo-mucosa ocorrem no Brasil, Bolivia e Peru e 90% de
leishmaniose cutanea ocorrem no Brasil, Afeganistdo, Ird, Peru, Arabia Saudita e
Siria (BASANO; CAMARGO; 2004).

Leishmaniose é uma doenca tropical causada por protozoarios do género
Leishmania e apresenta um espectro amplo de tipos clinicos, desde formas
cutaneas a visceral, dependendo dos fatores de viruléncia do parasito a resposta
imunoldgica do hospedeiro (GRIMALDI; TESH; 1993). Embora seja uma doenca

muito antiga e existam muitos estudos que buscam novos agentes terapéuticos, a
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primeira linha quimioterapica ainda €& baseada nos compostos de antimonio
pentavalente desenvolvidos ha mais de cinquenta anos, e as drogas alternativas
disponiveis hoje, como a anfotericina B e pentamidina, apresentam varios efeitos
adversos (SINGH; SIVAKUMAR; 2004).

O Brasil € um dos principais paises em diversidade biolégica do mundo e
aliado a isso tem uma fonte riquissima de conhecimento tradicional do uso de
plantas (ELISABETSKY; WANNMACHER; 1993). Além disso, 0 pais possui diversos
biomas de grande abundancia de plantas e diversas comunidades tradicionais que
detém esses conhecimentos.

Dentro desse contexto, encontra-se o0 bioma cerrado, um complexo
vegetacional de grande diversidade biolégica, que ocupa extensa area territorial na
regido central do pais, com grande concentracdo populacional (RODRIGUES;
CARVALHO; 2001), cujos estudos voltados para identificacdo de plantas uteis para
fins medicamentosos entre outros sdo ainda escassos (GUARIM NETO; MORAIS;
2003).

Deve-se ressaltar também que a Regido Centro-Oeste apresentou o terceiro
maior percentual de casos (15,9%) de leishmaniose tegumentar americana do pais,
no periodo de 2000 a 2008, e que em 2008 foram registrados casos autoctones de
leishmaniose visceral (LV) em 20 unidades federadas de quatro regides do Brasil
(BRASIL; 2010), sendo que em 2007 dos 2.897 casos de LV no pais, 0 municipio de
Campo Grande (MS) contribuiu com 6,2% desses casos (ALVES; 2009).

Verifica-se, portanto, a necessidade de buscar solu¢des para os problemas de
saude do Brasil e em especial da regido Centro-Oeste, como as leishmanioses,
utilizando-se de ferramentas disponiveis na propria regido, tendo em vista a sua
rigueza botanica que aliada ao conhecimento popular tornam-se capazes de gerar
produtos de real aplicacéo.

Por essas razbes o objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial bioldgico de
plantas utilizadas pela populacdo para fins medicamentosos, buscando substancias

com atividades farmacoldgicas, em especial, leishmanicida.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Produtos naturais e a pesquisa de substancias bioativas

2.1.1 Plantas como fonte de drogas

O uso de produtos naturais com propriedades terapéuticas é tdo antigo quanto
a civilizagdo humana e por muito tempo, produtos de origem mineral, vegetal e
animal constituiram a base de drogas da humanidade. Com o advento da Revolugéo
Industrial e o desenvolvimento da quimica organica houve uma marcante preferéncia
por produtos sintéticos em detrimento dos produtos naturais. As razdes para tal
preferéncia sdo de ordem econdmica, produtiva e gerencial; no entanto, em torno de
25% das drogas prescritas nho mundo todo advém de plantas, e das 252 drogas
consideradas como basicas e essenciais pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS/WHO), 11% sao exclusivamente de plantas e um numero significativo de
drogas sintéticas sédo obtidas a partir de precursores naturais (RATES; 2001).

Assim, os produtos naturais ainda sdo a principal fonte de inovacao de agentes
terapéuticos das doencas infecciosas (bactérias e fungos), bem como para cancer,
disturbios lipidicos e imunomodulacdo (ALTMANN; 2001), tanto que, 60% das
drogas antineoplasicas e 75% para as doencas infecciosas sdo derivadas de
produtos naturais (NEWMAN; CRAGG; SNADER; 2003).

Muitos sdo os exemplos de drogas obtidas de plantas e que se encontram até
hoje na terapéutica, como atropina de Atropa belladona, morfina e codeina de
Papaver somniferum, a digoxina de Digitalis spp., quinina e quinidina de Cinchona
spp. (Figura 1); e outras descobertas mais recentemente, como é o0 caso de
vincristina e vimblastina (Figura 1) de Catharanthus roseus (SHU; 1998). Deve-se
ressaltar que a sintese da maioria desses compostos € economicamente inviavel,
sendo, portanto, obtidos de plantas nativas ou cultivadas (RATES; 2001).

Como os produtos naturais sdo uma fonte atrativa de estruturas variadas que
apresentam atividades biolégicas potentes e desejaveis perfis farmacoldgicos, os
compostos naturais podem ser também os protétipos para o desenho e o

planejamento racional de novas drogas, desenvolvimento de sinteses biomiméticas



19

e descoberta de novas propriedades terapéuticas até entdo ndo atribuidas aos

compostos ja conhecidos (BOLDI; 2004).
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Figura 1 — Exemplos de drogas obtidas de plantas
Fonte — Barreiro; Fraga (2001); Patrick (2001)
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Os produtos naturais apresentam determinantes arquitetdnicos que 0s
diferenciam dos compostos sintéticos e que os tornam peca central nas estratégias
de pesquisa das companhias farmacéuticas. Observando a Figura 2 A, verifica-se
gue a vancomicina e a estaurosporina, que sdo produtos de origem natural,
apresentam muito mais centros esterogénicos e maior complexidade estrutural que
0s compostos sintéticos como o fluoxetina (prozac) e sildenafil (viagra). Outras
diferengas importantes, os naturais apresentam muito mais carbono, hidrogénio e
oXxigénio e menos nitrogénio e outros elementos que os sintéticos; apresentam
massa que ultrapassa os 500 daltons e maior polaridade, o que dificulta sua
biodisponibilidade oral.

Tanto os produtos naturais quanto os sintéticos apresentam rigidez e restricao
conformacional (anéis macrociclicos ou fundidos), importantes para a interagdo com
biomoléculas receptoras, e os produtos naturais apresentam grupos ou precursores
de tais grupos altamente reativos, como a leinamicina (Figura 2 B) com o seu grupo
1,3-ditiano-1-0xido que é um agente antitumoral alquilante do DNA por meio da
ativacdo do grupo tiol, formando o intermediario episulfonium (CLARDY; WALSH,;
2004).

Acrescenta-se o fato que muitos dos compostos naturais, como a muscarina,
fisostigmina, canabinoides, colchicina e outros séo importantes ferramentas usadas
em estudos farmacologicos, fisiologicos e bioquimicos (WILLIAMSON; OKPAKO;
EVANS; 1996).
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Figura 2 — Compostos naturais e sintéticos: Exemplos de diversidade estrutural

A: Estrutura da vancomicina, estautosporina, sildenafil (viagra) e fluoxetina

(prozac); B: leinamicina formando o intermediario episulfonium
Fonte — Clardy; Walsh (2004)
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2.1.2 O conhecimento tradicional na descoberta de novos agentes terapéuticos

As plantas tém sido usadas como medicamentos por milhares de anos. No
inicio, esse uso era feito com as drogas in natura, na forma de tinturas, chas,
emplastros, pés, dentre outras. Esse conhecimento de uma planta especifica, seu
modo de aplicacdo para determinada enfermidade, obtido pela observacdo e
experimentacdo era, entdo, passado oralmente as pessoas e as geracdes e,
eventualmente, tais informac6es eram coletadas e registradas em livros especificos
(BALUNAS; KINGHORN; 2005).

Em épocas mais recentes, o uso de plantas como medicamentos tem envolvido
o isolamento dos compostos ativos, come¢ando com a morfina isolada do 6pio no
inicio do século 19 (KINGHORN; 2001). A partir de entdo se passou a ter drogas
descobertas de plantas medicinais, com posterior isolamento de seus principios
ativos, como a codeina, digitoxina, cocaina em adicdo a propria morfina, alguns até
hoje em uso na terapéutica (BUTLER; 2004; NEWMAN; CRAGG; SNADER; 2000).

Dessa forma, tem-se a etnobotanica como a ciéncia que investiga a relacao
entre as pessoas e as plantas, geralmente baseada na detalhada observacéo e
estudo que uma sociedade faz uso dessas em toda a sua complexidade, incluindo
todas as crencas e praticas culturais associadas com esse uso, nao focando apenas
nas plantas medicinais (HEINRICH; BREMNER; 2006). J4 a etnofarmacologia que
vem de etno (= cultura, pessoas) e farmacologia (= estudo dos farmacos) é a
interseccdo da etnografia meédica e acdo bioldgica terapéutica, isto €, uma
exploracdo transdisciplinar que abrange as ciéncias biolégicas e sociais (ETKIN;
ELISABETSKY; 2005).

A contribuicdo da pesquisa etnobotanica na descoberta de novas drogas ou
novos protétipos ndo deve ser ignorada ou considerada ndo relevante, pois
descobertas farmacéuticas nas Ultimas décadas foram baseadas na avaliacdo
sistematica de plantas superiores, como o campotecam e seus derivados,
podofilotoxina, vincristina e taxol, todos agentes anticancerigenos e a galantamina
(Figura 1) usada para a doenca de Alzheimer (HEINRICH; TEOH; 2004).

Ha& pelo menos trés razbes pelas quais 0 conhecimento tradicional é tdo
importante como ferramenta de busca de novas substancias bioativas.

Primeira, porque os caminhos de aprendizagem do conhecimento tradicional

gue levaram a alguns medicamentos e classes de drogas altamente rentaveis
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podem ser tdo longos e sinuosos que se tornam dificeis de percorré-los.
Redescobrindo estas trilhas pode-se mostrar, no passado, conexbes com O
conhecimento tradicional de alguns dos medicamentos mais vendidos hoje
(DUTFIELD; 2010).

Como exemplo tem-se o curare (Figura 1), nome originalmente dado a certas
preparacfes de plantas da América do Sul que inspirou a descoberta e o
desenvolvimento dos melhores relaxantes musculares utilizados em cirurgias; por
exemplo o pancurbnio, vecurfnio; bem como, ao usarem 0 curare COmoO uma
ferramenta de pesquisa, demonstraram o papel essencial dos produtos quimicos na
canalizacdo de mensagens dentro do cérebro e deste para o resto do corpo,
aumentando assim radicalmente a nossa compreensdo da fisiologia e funcgao
cérebral. Isto levou diretamente para o desenvolvimento posterior de numerosas
drogas “spin-off’, incluindo os B-bloqueadores, antidepressivos como o Prozac e
tratamentos para a doenga de Parkinson, asma e diarreia (FELDMAN; 2009).

Em segundo lugar, porque a industria farmacéutica, considerando todos o0s
seus investimentos e conhecimentos adquiridos em novas tecnologias biolégicas e
guimica sintética, é surpreendentemente dependente da reengenharia (ou
'renovacao’) de descobertas passadas, algumas das quais tiveram definitivamente
origem do conhecimento tradicional (DUTFIELD; 2010).

N&o é segredo que o numero de novas entidades quimicas (New Molecular
Entites — NMEs) que entram no mercado tem sido decepcionante nas ultimas
décadas, apesar da constante investigacdo e crescentes gastos em
desenvolvimento; assim como ja foi dito “a base mais fecunda para a descoberta de
uma nova droga é comecar com uma velha droga” (RAJU; 2000). Das 1.264
aplicacdes de novas drogas submetidas ao FDA entre 1993 a 2004, 68% n&o eram
NMEs e das 961 aprovadas, 67% também ndo eram NMEs (US-GAOQO; 2006). Desde
gue John Vane trabalhou o modo de acdo da aspirina, em 1971, ja foram
encontradas diversas aplicacfes terapéuticas que vao além de aliviar a dor e febre.
De fato, patentes relativas a novos usos da aspirina ainda estdo sendo concedidas
(DUTFIELD; 2010).

A terceira razdo é que a investigacao de produtos naturais continua, apesar da
promessa de novas substancias quimicas, biotecnologia e triagem, absolutamente
indispensavel para a industria. Uma investigacdo empirica detalhada por Newman e

Cragg do National Cancer Institute — EUA (NCI) demonstra de forma convincente
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gue, conforme indicado em estudos anteriores, “produtos naturais desempenham um
papel preponderante na descoberta de pistas para o desenvolvimento de drogas
para o tratamento de doencas humanas’(NEWMAN; CRAGG; 2007).

Portanto, o uso do conhecimento etnofarmacolégico € uma via atrativa para
reduzir o empirismo e aumentar a probabilidade de sucesso nos esforcos de
encontrar novas drogas (PATWARDHAN; 2005).

2.1.3 Bioensaios

Nos ultimos 20 anos, os estudos etnofarmacoldgicos tém cada vez mais
incluido bioensaios in vitro como um substituto para experimentos em animais. Isto
parcialmente devido aos problemas éticos e comerciais do uso de animais, mas
também a inadequacdo de tais praticas para o fracionamento biomonitorado dos
compostos responsaveis por qualquer atividade observada (HOUGHTON; 2000).

Os bioensaios podem ser definidos como aqueles testes que sédo usados para
detectar a atividade biologica de um extrato ou substancia isolada, a partir de um
organismo vivo (HOUGHTON; 2000). Os bioensaios preliminares sdo geralmente
projetados para rapida triagem de um grande numero de produtos ou de extratos,
por isso eles sao simples, faceis de implementar e produzem resultados rapidos e de
preferéncia a baixo custo (COS et al.; 2006).

Assim, a validacdo e selecédo de testes de triagem primaria sdo fundamentais
para garantir a escolha de extratos ou moléculas com acao farmacoldgica relevantes
e dignos de acompanhamento (COS et al.; 2006). Compostos ou extratos com uma
atividade especifica e doses nédo-toxicas, os chamados "hits", apresentam a
necessidade de serem avaliados posteriormente em bioensaios in vitro e em
modelos de animais especializados para definir o “status” de protétipos. Em seguida,
avancados estudos das propriedades cinéticas e toxicologicas finalmente os
definirdo como reais candidatos a farmacos (VERKMAN; 2004).

Apesar do uso difundido de ensaios in vitro, é importante considerar algumas
de suas limitac6es. Um unico modelo desse tipo de ensaio dificlmente representara
todos os aspectos patoldgicos e fisiolégicos de uma doenca e, portanto, o uso de
uma bateria de testes é preferivel, uma vez que varios e complexos mecanismos

estdo envolvidos. Entretanto, mesmo com uma variedade de testes, é geralmente
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reconhecido que os testes in vitro sdo muito reducionistas para extrapolar seus
resultados a evidéncias de eficcia clinica, e dessa forma, os testes em animais e
eventualmente, os ensaios clinicos devem ser realizados (HOUGHTON et al.; 2005).

Apesar deses aspectos negativos, 0s bioensaios in vitro resultaram na
descoberta de alguns novos agentes terapéuticos e estdo continuamente revelando
compostos da medicina tradicional, que ajudam a explicar o seu uso. Eles podem
ser importantes também na prestacdo de provas dos modos de acdo dos produtos
gue tém mostrado atividade clinica ou in vivo (HOUGHTON et al.; 2005).

Sistemas convencionais de pesquisa que utilizam todo um organismo tém
vantagens consideraveis sobre as opc¢fes de destino orientado, ja que tais sistemas
envolvem todos os alvos moleculares e consideram ainda os fendmenos da
biodisponibilidade. Com demasiada frequéncia, os compostos que Sao potentes
inibidores de enzimas in vitro, em ultima analise ndo confirmam essa acéo contra o
organismo todo, porque, entre outras razdes, eles ndo passam pela membrana
celular (COS et al.; 2006).

Por essas razdes os modelos in vitro, usando todo o organismo séo o “padrdo
ouro” e devem ser usados sempre que possivel. Importante notar € que qualquer
acao da droga sobre um micro-organismo deve ser discriminada de toxicidade
celular inespecifica, sendo necessaria a inclusdo de uma avaliacdo paralela em
linhas de células do hospedeiro (avaliacado da citotoxicidade) e/ou pela inclusdo de
outras telas microbianas, abrangendo um grupo de bactérias, fungos, parasitas e
virus (COS et al.; 2006).

Por outro lado, as doencas infecciosas sdo responsaveis por mais de 13
milhdes de mortes por ano, incluindo quase dois tercos de mortalidade em criancas
menores de 5 anos de idade (WHO/OMS; 1999). A grande maioria dessas mortes
ocorre em paises em desenvolvimento. As infec¢des respiratorias agudas, doencas
diarreicas, sarampo, AIDS, malaria e tuberculose séo responsaveis por mais de 85%
da mortalidade em todo o mundo. As doencas infecciosas ndo reconhecem
fronteiras e representam uma ameaca significativa para as pessoas em todas as
partes do mundo. Nos Ultimos anos, essa ameaca tem crescido em volume e
complexidade com o surgimento de novas doencas e o ressurgimento de outras
consideradas em declinio (MEMISH; VENKATESH; SHIBL; 2003).

Diante de tais consideragOes, 0s bioensaios mais difundidos sdo os que

avaliam a citotoxicidade pelo ensaio em Artemia salina (brine shrimp lethality — BST),
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as atividades antibacteriana e antifungica pelo método de microdiluicéo,
antileishmania em promastigotas, além do ensaio de atividade antirradicalar.

Artemia salina L. (Artemiidae) é um camardo, componente da fauna de
invertebrados dos ecossistemas aquaticos marinhos. Ele desempenha um
importante papel no fluxo de energia da cadeia alimentar (PARRA et al.; 2001) e
pode ser utilizado em bioensaios de laboratério, a fim de determinar a toxicidade
através da estimativa da concentracéo letal media (CLgy) (LEWAN; ANDERSON;
MORALES-GOMEZ; 1992), para uma série de toxinas e extratos vegetais (MEYER
et al.; 1982). Esse método tem sido usado em pesquisas sobre plantas medicinais
realizadas em diferentes paises para avaliar a toxicidade e outras acfes bioldgicas,
gue em alguns casos, foram relacionadas a estudos farmacolégicos realizados para
diferentes compostos quimicos (FUMARAL; GARCHITORENA; 1996; MATTHEWS;
1995).

Atualmente os meétodos disponiveis de estudo para a deteccdo da atividade
antimicrobiana de produtos naturais situam-se em trés grupos: bioautografico,
difusdo e diluicdo. Os métodos de bioautografia e difusdo sdo conhecidos como
técnicas qualitativas uma vez que sO vao dizer a presenca ou auséncia de
substancias com atividade antimicrobiana. Entretanto, os métodos de diluicdo séo
considerados ensaios quantitativos, tendo em vista que determinam a concentracao
inibitéria. minima — CIM (VANDEN-BERGHE; VLIETINCK; 1991). Em geral, os
métodos de diluicdo sdo Uteis para testar extratos e substancias polares e apolares
e para determinacdo da CIM e a concentracdo minima bactericida ou fungicida —
CMB/CMF (COS et al.; 2006) e as normas do Clinical and Laboratory Standards
Institute — CLSI séo usadas como referéncia.

Contrariamente aos ensaios de atividade antibacteriana, antifingica e antiviral
gue sdo baseados em condi¢cdes e parametros comuns, bioensaios com parasitos
sdo mais exclusivos, uma vez que tendem a ser altamente espécie-especificos
(MAES et al.; 2004). Tanto para a triagem de drogas com atividade anti-Leishmania
guanto para a determinacdo da suscetibilidade de cepas de isolados clinicos,
diferentes métodos laboratoriais que incidem sobre as promastigotas, amastigotas
axénicas ou na fase amastigota intracelular estdo sendo usados (VERMEERSCH et
al.; 2009). Enquanto promastigotas sédo facilmente cultivadas em suspenséo,
amastigotas sdo mais dificeis para manter in vitro, pois exigem macrofagos como

células hospedeiras para atender ao ambiente altamente acido intracelular
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(FUMAROLA; SPINELLI; BRANDONISIO; 2004). O cultivo axénico de amastigotas
vem tendo sucesso, podendo tornar um método promissor para a triagem e estudos
do modo de acéo de drogas (SERENO; LEMESRE; 1997; TEIXEIRA et al.; 2002).

Os antioxidantes ajudam a lidar com o0 estresse oxidativo dos organismos
causado pelos radicais livres, 0os quais sao espécies quimicas que contém um ou
mais elétrons desemparelhados o que as tornam altamente instaveis e causadoras
de danos a outras moléculas pela extracdo de seus elétrons para atingir a
estabilidade (ALl et al.; 2008).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) formadas in vivo, tais como o anion
superoxido, peréxido de hidrogénio e radicais hidroxila sdo continuamente
produzidas no corpo humano e reguladas pelas superéxido dismutase, glutationa
peroxidase e catalase enddgenas, mas devido ao excesso de producdo de espécies
reativas, induzida pela exposicéao a substancias oxidantes externas ou uma falha nos
mecanismos de defesa, 0os danos as estruturas de células, DNA, lipidios e proteinas
(VALKO et al.; 2006) induzem o aumento do risco para mais de 30 diferentes
doencas. O exemplo mais notério sdo as doencas neurodegenerativas como a
doenca de Alzheimer (SMITH et al.; 1996; SMITH et al.; 2000), o comprometimento
cognitivo leve (GUIDI et al.; 2006) e a doenca de Parkinson (BOLTON et al.; 2000).

Varios métodos sdo usados para medir a atividade antioxidante de um material
biologico. Os mais utilizados séo os que envolvem radicais de natureza cromogena
gue estimulam a reducdo de espécies de oxigénio. A presenca de antioxidantes leva
ao desaparecimento desses radicais cromédgenos. Esses métodos sdo muito
populares devido a facilidade, rapidez e sensibilidade e os mais amplamente
realizados sdo o0s métodos de sequestro de radicais 2,2"-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) — ABTS e 1,1-difenil-2-picrilidrazil — DPPH (ALI
et al.; 2008).

O método do DPPH é baseado na reducdo do radical 1,1-difenil-2-picrilidrazil
(DPPH) pelos antioxidantes, que produz uma diminuicdo da absorbancia a 515 nm.
Quando uma solucédo de DPPH é misturada com uma substancia que pode doar um
atomo de hidrogénio, a forma reduzida do radical é gerada acompanhada de perda
de cor (BRANDWILLIAMS; CUVELIER; BERSET; 1995; SANCHEZ-MORENO;
LARRAURI; SAURA-CALIXTO; 1998).

Assim, diferentes metodologias de sele¢do estdo disponiveis para identificar a

principal atividade farmacologica de produtos sintéticos e/ou naturais. A opcao



28

dependera em grande parte da natureza especifica da doenca a ser alvo e da
disponibilidade de técnicas de laboratorio biologicamente validadas. Sempre que
possivel, as descobertas de atividades em um nivel particular de triagem devem ser
confirmadas através de um modelo de avaliacdo do nivel imediatamente superior.
Por exemplo, uma boa atividade in vitro contra todo o organismo deve, entédo, ser

associada a um teste de confirmacéo em um modelo animal (COS et al.; 2006).

2.2 Cerrado e as plantas medicinais da regiao

2.2.1 O Cerrado, suas caracteristicas e sua biodiversidade

Aproximadamente 70% das espécies do mundo ocorrem em apenas 12 paises:
Austrélia, Brasil, China, Coldmbia, Equador, india, Indonésia, Madagascar, México,
Peru e Zaire. O Brasil tem uma posicéo de destaque em biodiversidade, pois contém
duas extensas areas consideradas “hotspots” de biodiversidade, isto € areas com
concentracfes excepcionais de espécies endémicas e que vem sofrendo perda do
seu habitat, sendo a Mata Atlantica no Litoral e o Cerrado do Brasil Central
(CARDOSO DA SILVA; BATES; 2002; MYERS et al.; 2000).

O Cerrado brasileiro é apontado como grande detentor de diversidade
biologica, sendo a formacdo savanica com maior diversidade vegetal do mundo,
especialmente quando se consideram as espécies lenhosas. Estudos tém
catalogado mais de 6.671 taxons nativos, distribuidos em 170 familias e 1.140
géneros (MENDONCA et al.; 2006).

A palavra cerrado tem origem espanhola e significa fechado ou vegetacao
densa (RIBEIRO; WALTER; 1998) e convencionou-se chamar de cerrado o conjunto
de ecossistemas (savanas, matas, campos e matas de galeria) que ocorrem no
Brasil Central (EITEN; 1993). O Cerrado € o segundo maior bioma brasileiro, sendo
superado em area apenas pela Amazoénia. Ocupa 21% do territério nacional (Figura

3) e é considerado a ultima fronteira agricola do planeta (BORLAUG; 2002).
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Figura 3 — Os biomas brasileiros
Fonte — IBGE: www.ibge.gov.br

E possivel caracterizar alguns tipos fisiondmicos da vegetacdo predominante
no Cerrado: os campos limpos, onde a vegetacdo € rasteira com auséncia de
arvores e arbustos; os campos sujos, de vegetacdo campestre onde as plantas
rasteiras predominam; o cerraddo, vegetacdo com um grande numero de arvores
(matas) e o cerrado senso restrito, que ocupa uma posi¢cao intermediaria entre
campo sujo e o cerraddo. As veredas, 0s palmeirais e 0s campos rupestres ocorrem
em menor frequéncia; jA as matas de galerias e ciliares encontram-se ao longo dos
cursos d’agua (PIRES; 1999).

A regido central do Cerrado distribui as aguas para as bacias do Amazonas, do
Sdo Francisco e do Prata, e sua abundéancia hidrica exerce fator importante na
vegetacdo (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE; 1998). O clima dessa regido é
estacional, onde um periodo chuvoso, que dura de outubro a marco, é seguido por
um periodo seco, de abril a setembro. Os remanescentes de Cerrado que existem
nos dias de hoje desenvolveram-se sobre solos muito antigos, intemperizados,
acidos, depauperados de nutrientes, mas que possuem concentracdes elevadas de

aluminio (DIAS; 1993). Um fato frequente no Cerrado € o regime de fogo, que pode



30

ocorrer naturalmente. No entanto, algumas plantas conseguem manter-se devido
aos xilopadios, érgaos subterraneos que lhes servem de protecdo. Por isso, a ideia
mais aceita hoje diz que, a origem do Cerrado deve estar na unido dos seus fatores
constituintes, como as condi¢des climaticas, a vegetacao tipica, condicionada pelo
fogo e pelo tipo de solo, rico em aluminio (ALHO; MARTINS; 1995).

A biodiversidade do Cerrado é elevada, tanto que o numero de plantas
vasculares € considerado superior aquele encontrado na maioria das regides do
mundo: plantas herbaceas, arbustivas, arbdreas e cipds somam mais de 7.000
espécies (MENDONCA et al.; 1998). Quarenta e quatro por cento da flora é
endémica e existe uma grande diversidade de habitats e alterndncia de espécies
(RATTER; BRIDGEWATER; RIBEIRO; 2003).

Ha mais espécimes vegetais em areas amostrais da Floresta Amazé6nica que
nas do Cerrado, no entanto, a diversidade taxonémica é certamente muito maior no
cerrado. Salienta-se que essa dissimilitude do Cerrado é relativa aos taxons mais
elevados (género, familia e ordem), indicando que ha maior distanciamento
filogenético entre as espécies e maior, portanto, € a diferenca e diversidade quimica
entre elas (GOTTLIEB; BORIN; 1994). Por isso, a gama e o potencial de compostos
bioativos produzidos pelas espécies do Cerrado seriam maiores que as da Floresta
Amazonica (GUARIM NETO; MORAIS; 2003).

Embora o Cerrado mostre um elevado potencial de pesquisas, principalmente
em plantas medicinais, torna-se extremamente preocupante o fato de que apenas
20% da area original permanecem como vegetacao primaria (RITTER; RIBEIRO;
MORO; 2010). Existem estimativas indicando que pelo menos 20% das espécies
endémicas e ameacadas permanecem fora dos parques e reservas existentes
(MACHADO et al.; 2004), ameacando a biodiversidade por meio da degradacédo do
solo, dos ecossistemas nativos e a dispersdo de espécies exoticas (KLINK;
MACHADO; 2005).

2.2.2 Estudos etnobotanicos das espécies medicinais do Cerrado

Os estudos sobre arqueologia no Cerrado informam que a regido ha muito
tempo vem sendo habitada, com evidéncia de pelo menos ha 11 mil anos. Ha

milhares de anos, o Cerrado, dentro da América do Sul, era a regidao que melhor
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fornecia variedade de frutos comestiveis e outros recursos como lenha, fibras e
folhas, permitindo a adaptacdo de populagcdes humanas que passaram a produzir
culturas, em um processo continuo de adaptacdo e readaptacao entre os humanos e
os ambientes de cerrado e floresta (BARBOSA; SCHMITZ; 1998).

Varios pesquisadores vém estudando a forma de utilizacdo das espécies
nativas do Cerrado, procurando mostrar o seu potencial econémico e a possibilidade
de seu aproveitamento sustentavel (ALMEIDA et al.; 1998). Desta forma, tem-se
destacado os altos valores de alguns nutrientes em frutas regionais (ALMEIDA,
SILVA; 1994; ALMEIDA; SILVA; RIBEIRO; 1990; RIBEIRO; SILVA; FONSECA;
1992; RIZZINI; MORS; 1976; SIQUEIRA; 1981); o potencial madeireiro de espécies
gue ocorrem nos ambientes florestais (SILVA; ALMEIDA; 1990); o uso ornamental
das “plantas secas” e flores do planalto (BRANDAO; LACA-BUENDIA; 1991) e 0 uso
de vérias espécies na medicina popular (GAVILANES; BRANDAO; 1992).

A ciéncia e a imprensa tém descoberto o potencial medicinal do Cerrado, mas
este ndo é novidade para as populacdes que la viveram e vivem; a medicina do
sertdo foi formada pela contribuicho da cultura dos povos indigenas, dos
colonizadores portugueses, dos escravos africanos e seus descendentes que
conhecem, manejam e utilizam uma grande variedade de plantas medicinais
daquele bioma (RIBEIRO; 1999).

Alguns trabalhos de levantamento etnobotanico e de reviséo bibliografica sobre
plantas medicinais de diversas partes do Cerrado brasileiro apresentam em torno de
509 espécies medicinais (ALVES et al.; 2008; GUARIM NETO; MORAIS; 2003;
NUNES et al.; 2003; RODRIGUES; CARVALHO; 2001; SOUZA; FELFILI; 2006; VILA
VERDE; PAULA; CANEIRO; 2003). O trabalho de Guarim Neto e Morais (2003), por
exemplo, verificou que essas espécies estdo distribuidas em 297 géneros e 96
familias. Embora essas pesquisas tenham sido feitas em épocas e/ou locais
diferentes, verificam-se muitas confluéncias sobre as espécies consideradas
medicinais pela populacéo, partes utilizadas, suas indicacdes e forma de preparo.

As familias com maior nimero de espécies medicinais sdo Leguminosae,
sendo essa a familia com maior nimero de espécies em todo o bioma Cerrado,
representando 15,5% do numero de espécies botanicas citadas, se considerar
Fabaceae (7%), Caesalpiniaceae (5%) e Mimosaceae (3,5%) como suas sub-
familias, (MENDONCA et al.; 1998), Asteraceae (7%), Bignoniaceae (4,9%),
Rubiaceae (3,1%) entre outras (GUARIM NETO; MORAIS; 2003).
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Nos diversos trabalhos que abordam as plantas medicinais do Cerrado,
verifica-se que algumas espécies apresentam varias e recorrentes citacdes
bibliograficas sobre seu uso pelas populacdes locais, tais como Stryphnodendron
adstringens (Leguminosa/Mimosoideae - barbatimdo), Anemopaegama arvense
(Bignoniaceae - catuaba), Hymenaea stigonocarpa (Leguminosae/Caesalpinidoideae
- jatob&-do-cerrado), Bidens pilosa (Asteraceae - picdo), Rudgea viburnoides
(Rubiaceae - congonha de bugre), Brosimum gaudichaudii (Moraceae -
mamacadela), Baccharis trimera (Asteraceae - carqueja), entre outras. No entanto,
algumas espécies sao muito pouco citadas e raros e até nenhum estudo, como
Clavija nutans (Teophrastaceae — porangaba), Celtis pubescens (Ulmaceae -
cruzeirinho, Melancium campestre (Cucurbitaceae - melancia-do-campo),
Macrosiphonia petraea (Apocynaceae — velame branco) e outras.

O uso dessas plantas medicinais € diversificado, mas de modo geral s&o
utilizadas como depurativo do sangue, cicatrizantes, em infeccées do figado e dos
rins, emenagogo, doencas venéreas, dores estomacais, bronquites, gripes, afeccdes
da pele, dores estomacais, inflamacfes, contusbes, pancadas e diarreias, entre
outras (VIEIRA; 1994). As partes mais consumidas sdo raizes, caules e folhas,
sendo incomum o uso de flores, frutos e sementes. Chas ou infusos s&o
recomendados para uso interno e externamente sdo usados sob a forma de
compressas, banhos e gargarejos.

A medicina popular através das plantas € amplamente praticada por raizeiros e
nos locais de comercializacdo de plantas medicinais, apresentando-se em franca
expansao (NUNES et al.; 2003).

As pessoas tendem a utilizar uma grande diversidade de plantas oriundas de
diversos sitios ecologicos naturais ou manejados pelo homem, tais como areas de
vegetacao nativa, zonas antropogénicas e totalmente descaracterizadas, e quintais
(ALBUQUERQUE; ANDRADE; 2002). A preferéncia por determinada fonte de
recurso pode refletir aspectos soOcio-culturais da comunidade (BEGOSSI,
HANAZAKI; TAMASHIRO; 2002; ESTOMBA; LADIO; LOZADA; 2006) bem como as
modificacbes antropicas no ambiente (GAZZANEO; DE LUCENA; DE
ALBUQUERQUE; 2005).

A OMS tem revelado que a maioria da populacdo mundial, vivendo

hY

principalmente em paises em desenvolvimento, ndo tem acesso a medicina
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moderna e, consequentemente, aos medicamentos sintéticos e fitoterapicos,
recorrendo a medicina popular (FARNSWORTH et al.; 1985).

Considerando, tanto o potencial taxonémico disponivel e a enorme velocidade
de extincdo de espécies pela destruicdo de seus ecossistemas, € provavel que nem
5% das plantas medicinais sejam adicionadas ao conhecimento disponivel antes que
sejam extintas (KAPLAN; GOTTLIEB; 1990). Além do mais, a exploracdo de
recursos genéticos de plantas medicinais no Brasil estd relacionada, em grande
parte, & coleta extensiva e extrativa do material silvestre, com pouquissimas
espécies chegando ao nivel de serem cultivadas (VIEIRA; 1994). Portanto, torna-se
crescente a preocupacdo em se estabelecerem espécies de plantas medicinais para
pesquisas, suas potencialidades, usos e meios de conservagdo desses recursos

genéticos (RODRIGUES; 1998).

2.3 Leishmanioses

2.3.1 Epidemiologia

Leishmanioses sédo causadas por protozoarios parasitos do género Leishmania
gue se multiplicam em certos vertebrados que atuam como reservatérios da doenca,
sendo o parasito transmitido ao homem através da picada de flebotomineos fémeas
previamente alimentados sobre um reservatorio infectado (WHO; 2007). A acéo da
Leishmania em humanos depende em grande parte da capacidade de resposta
imune do hospedeiro e da viruléncia da cepa do parasito infectante. Os protozoarios
deste género sdo capazes de produzir um amplo espectro de doencas em seres
humanos, que vao desde infeccbes assintomaticas até formas desfigurantes como
na leishmaniose mucocutanea ou a forma potencialmente fatal da doenca visceral
ou calazar (GRIMALDI; TESH; 1993).

As leishmanioses sao encontradas em quatro continentes e sdo endémicas nas
regides tropicais e subtropicais de 88 paises (Figura 4). Os flebotomineos, que sdo
0s transmissores da doenca, limitam a distribuicdo geogréfica das leishmanioses,
devido a suscetibilidade ao clima frio, a sua natureza hemat6foga para retirar o
sangue de seres humanos ou animais hospedeiros e a sua capacidade de apoiar o

desenvolvimento interno de determinadas espécies de Leishmania. Ha uma
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estimativa de que 1,6 milhdes de novos casos ocorrem a cada ano, dos quais 500
mil sdo estimados como viscerais e 1,1 milhdo como cutaneos ou mucocutaneos
(WHO; 2010).

As leishmanioses constituem um crescente problema de saude publica, ndo
somente no Brasil, onde séo consideradas endemias de interesse prioritario, como
em grande parte dos continentes americano, asiatico, europeu e africano. Sua
importancia levou a Organizacdo Mundial de Saude a inclui-la entre as seis doencas
consideradas prioritdrias no programa de controle da referida instituicdo (WHO;
1990).

| Leishmaniasis in the World |

Figura 4 — Distribuicdo geografica das leishmanioses
(Reproducéao permitida pela OMS)
Fonte — Desjeux (1999)

As leishmanioses apresentam-se basicamente em duas formas clinicas
diferentes: a forma tegumentar (LT) e a forma visceralizante (LV) (ALVES; 2009;
DESJEUX; 2004). A LV afeta 6rgdaos como figado, baco, linfonodos e intestinos,
caracterizando-se como a manifestacdo clinica mais grave que, quando n&o
diagnosticada e tratada precocemente, pode cursar para o Obito em até 90% dos
casos (BRASIL; 2005).

No Brasil foram notificados, no periodo de 1990 a 2007, 561.673 casos de
leishmanioses, sendo 508.193 (90,5%) de leishmaniose tegumentar (LT) e 53.480
(9,5%) de leishmaniose visceral (LV) (ALVES; 2009).

Segundo o Ministério da Saude do Brasil, no periodo de 1980 a 2003, o

ndmero de casos de LT variou de 3.000 a 35.748. De 1985 a 2005, verificou-se uma
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média anual de 28.568 casos autdctones registrados e um coeficiente de deteccdo
médio de 18,5 casos/100.000 habitantes. A evolucao desta doenca no Brasil mostra
também uma expansdo geografica, sendo que, no inicio da década de 80, foram
registrados casos em 19 (70%) Unidades Federadas e, em 2003, foi confirmada a
autoctonia em todos os estados brasileiros; observando-se que a mesma encontra-
se em franco processo de crescimento, tanto em magnitude como em expansao
geogréfica (BRASIL; 2007), Figura 5.
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Figura 5 — Densidade de casos e circuitos de producéo de LT por municipio. Brasil,

2005 a 2007 e casos em 2008
Fonte — Brasil (2010)

As regibes Norte e Nordeste vém contribuindo, ao longo dos anos, com os
maiores percentuais de casos de LT do pais, de modo que, do total confirmado no
periodo de 2000 a 2008, 39,4% (94.169/238.749) ocorreram na regiao Norte; 31,7%
(75.657/238.749) na regido Nordeste; 15,9% (37.853/238.749) na regidao Centro-
Oeste; 9,6% (22.903/238.749) no Sudeste e 2,6% (6.161/238.749) na regidao Sul
(Figura 6) (BRASIL; 2010).
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Figura 6 — Casos de LT e percentuais, segundo regido de residéncia. Brasil, 2000 a

2008
Fonte — Brasil (2010)

Ja a leishmaniose visceral, no Brasil, caracteriza-se por ser uma doenca
endémica, porém com registros de surtos frequentes. Hoje encontra-se em franca
expansao para grandes centros, estando distribuida em 21 unidades de federacao,
atingindo as cinco regides brasileiras. Nos ultimos dez anos, a média anual de casos
de LV foi de 3.379 casos e a incidéncia de 1,9 casos por 100.000 habitantes (Figura
7) (BRASIL; 2009).
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Figura 7 — Casos e incidéncia de leishmaniose visceral, Brasil 1999 a 2008*
* Dados preliminares
Fonte — Brasil (2009)

Até a década de 1990, o Nordeste correspondeu a 90% dos casos de LV do

Pais. Porém, a doenca vem se expandindo para as regides Centro-Oeste, Sudeste e
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Norte, modificando esta situacdo (ALVES; 2009), passando de 83% do total de
confirmados em 2000 para 45% em 2008 (BRASIL; 2010) (Figura 8).

[ ] [ulm]
e

Figura 8 — Estratificagédo dos casos de LV no Brasil, 2006 a 2008
Fonte — Brasil (2010)

Outro aspecto a considerar € que desde 1985 quando foi diagnosticado o
primeiro caso de leishmaniose associado com infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), trinta e cinco paises ja relataram casos de
coinfeccdo. ApoGs a introducdo da terapia antirretroviral, o nimero de coinfectados
nos paises europeus onde a doenca € endémica diminuiu drasticamente. No
entanto, o problema tem se expandido para outros grandes focos de leishmanioses
no mundo devido ao aumento da sobreposicdo das duas doencas (ALVAR et al.;
2008).

A pandemia da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida SIDA/AIDS tem
modificado a historia natural das leishmanioses (ALVAR et al.; 2008). A infeccéo
pelo HIV aumenta o risco de desenvolver LV de 100 a 2.320 vezes em areas de
endemicidade, reduz a probabilidade de uma resposta terapéutica e aumenta a
probabilidade de recidiva (LOPEZ-VELEZ et al.; 1998; PINTADO et al.; 2001). Ao
mesmo tempo, a LV promove a progressao clinica da infeccdo pelo HIV e o
desenvolvimento de condi¢cbes definidoras da AIDS. Ambas as doengas exercem um

efeito sinérgico negativo sobre a resposta imune celular, porque tém como alvo
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células do sistema imunoldgico (OLIVIER et al.; 2003; TREMBLAY; OLIVIER;
BERNIER; 1996).

O numero de casos de coinfeccdo Leishmania-HIV é crescente também no
Brasil, onde se observa uma sobreposicdo dessas infec¢cOes, caracterizada pela
ruralizagédo da Aids e pela urbanizacdo da LV. Dos 3.852 casos de LV confirmados
em 2008, 136 apresentaram coinfeccdo Leishmania/HIV. Desses, 73,5% (100/136)
no género masculino e 76,5% (104/136) na faixa etaria de 20 a 49 anos. Os
municipios com mais registros foram Campo Grande/MS, 8,8% (12/136);
Fortaleza/CE, 7,4% (10/136) e Belo Horizonte/MG, 6,6% (9/136); e do total de
registros de LT em 2008, 1,3% (267/19.992) eram HIV positivos (BRASIL; 2010).

Por muitos anos, as leishmanioses tém sido muito subestimadas. Desde 1993,
tornou-se evidente que as doencas sao mais prevalentes do que se suspeitava
anteriormente, com o risco de que ird aumentar no futuro. Ha evidéncias em muitos
paises que a urbanizacdo, o desenvolvimento agricola, a irrigacdo, o desmatamento
e, mais recentemente, o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) contribuem para o

aumento da transmisséo e disseminacéo das leishmanioses (DESJEUX; 1999).

2.3.2 O parasito e seu ciclo de vida

Protozoarios, flagelados, parasitas do género Leishmania constituem um grupo
biologicamente diversificado de microrganismos. Eles possuem um DNA
mitocondrial ou unico cinetoplasto (kDNA) (GRIMALDI; TESH; 1993), estrutura
formada de minicirculos e maxicirculos de acido desoxirribonucleico (DNA)
altamente compactado dentro da uUnica mitocéndria da célula (STUART; 1983) e
possuem a seguinte posicao sistematica (LEVINE et al.; 1980):

Reino: Protista Haeckel, 1866

Sub-reino: Protozoa Goldfuss, 1817

Filo: Sarcomastigophora Honigberg & Balamuth, 1963

Sub-filo: Mastigophora Desing, 1866

Classe: Zoomastigophorea Calkins, 1909

Ordem: Kinetoplastida Honigberg, 1963, emend. Vickerman, 1976
Sub-ordem: Trypanosomatina Kent, 1880

Familia: Trypanosomatidae Doflein, 1901, emend. Grobben, 1905
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Género: Leishmania Ross, 1903.

O género Leishmania tem um ciclo de vida digenético e heteroxénico, isto &,
evoluindo alternadamente em hospedeiros vertebrados e insetos vetores. Nos
hospedeiros mamiferos, representados na natureza por varias ordens e espécies, 0s
parasitas assumem a forma amastigota (Figura 9 A), arredondada e imoével, que se
multiplica obrigatoriamente dentro de células do sistema monocitico fagocitario.
Todas as espécies do género sdo transmitidas pela picada de fémeas infectadas de
dipteros da subfamilia Phlebotominae, pertencentes aos géneros Lutzomyia (Figura
10) — no Novo Mundo e Phlebotomus — no Velho Mundo. Nos flebotomineos as
leishmanias vivem no meio extracelular, na luz do trato digestivo, onde as formas
amastigotas se diferenciam em formas flageladas, as promastigotas, morfologica e
bioquimicamente diferentes daquelas (Figura 9 B).
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Figura 9 — Formas de Leishmania spp. Forma amastigota (A) e forma promastigota

(B)
Fonte, — http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/atlas_Ita.pdf;
Fonteg — http://mww.fcf.usp.br/Ensino/Graduacao/Disciplinas/LinkAula/Leishmanioses.PDF

Figura 10 — Fémea ingurgitada de Lutzomyia longipalpis
Fonte — http://www.fcf.usp.br/Ensino/Graduacao/Disciplinas/LinkAula/Leishmanioses.PDF



40

A infeccdo do inseto ocorre no momento da alimentagédo, quando ele suga o
sangue contendo macréfagos infectados com amastigotas. No trato digestivo, ocorre
o rompimento da membrana dos macr6fagos e as amastigotas liberadas
diferenciam-se na forma promastigota com capacidade de multiplicagdo no intestino.
Apés a digestdo do sangue, as promastigotas migram para a regido anterior do
intestino e sofrem um processo de diferenciacdo, denominado metaciclogénese
(SACKS; PERKINS; 1984). Durante esse processo, as promastigotas apresentam
reducdo do tamanho do corpo celular, tornam-se extremamente méveis e altamente
infectivas e passam a ser denominadas de metaciclicas. Essas formas migram para
a probdscide e sao transferidas ao hospedeiro vertebrado no momento da picada,
durante um novo repasto sanguineo. No local da picada, as formas metaciclicas sé&o
fagocitadas por células do sistema fagocitico mononuclear presentes na derme. No
interior dos fagossomas, as formas promastigotas se diferenciam em amastigotas.
Este periodo de diferenciacdo pode levar de 2 a 5 dias (COURRET et al.; 2002). Os
fagossomas que contém o parasita fundem-se com vesiculas endociticas e
lisossomas. As amastigotas sdo resistentes as enzimas e ao pH acido do
fagolisossoma, conseguindo se multiplicar no interior dessa organela. Apos diversas
multiplicacdes, os macrofagos ficam super-infectados e rompem-se, liberando as
amastigotas que sao rapidamente fagocitadas por novos macrofagos, estabelecendo
e disseminando a infeccdo (Figura 11)(MICHALICK; 2005).
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Figura 11 — Ciclo bioldgico de Leishmania spp.
Fonte — http://www.fcf.usp.br/Ensino/Graduacao/Disciplinas/LinkAula/Leishmanioses.PDF

O género Leishmania esta dividido em dois subgéneros:

Subgénero Leishmania (Saf'Janova, 1982): parasitos do homem e de outros
mamiferos, com o desenvolvimento nos insetos vetores limitados ao intestino nas
regides média e anterior. Espécie média e tipo: Leishmania (Leishmania) donovani
(Laveran e Mesnil, 1903 Ross, 1903). Parasitos encontrados no Velho e Novo
Mundo;

Subgénero Viannia (Lainson e Shaw, 1987): parasitos do homem e de outros
mamiferos, apresentando nos insetos vetores as formas paramastigotas e
promastigotas. As paramastigotas encontram-se aderidas as paredes do intestino
(piloro elou ileo) pelo flagelo, através de hemidesmossomos, e as promastigotas,
formas livres, que migram do intestino posterior para as regides média e anterior.
Espécie-tipo: Leishmania (Viannia) braziliensis (Viana, 1911). Parasitos encontrados
na América tropical e subtropical (MICHALICK; 2005).
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2.3.2.1 Leishmania amazonensis

A espécie Leishmania amazonensis pertence ao subgénero Leishmania e ao
complexo Leishmania mexicana. Caracteriza-se por apresentar a fase amastigota
relativamente grande (3 — 6 um), as formas flageladas, as promastigotas, crescem
facil e rapidamente em meio de cultura e em hamster, no qual causa grandes lesdes
no ponto de inoculacdo, produzindo mestastases em poucos meses. Sao parasitos
de pequenos roedores silvestres e marsupiais, e no inseto vetor se desenvolvem nas
regides anterior e média do estdmago (REY; 2008).

Essa espécie € encontrada na Bacia Amazénica (Brasil e paises vizinhos),
Maranhao, Ceard, Bahia, Minas Gerais e Espirito Santo (REY; 2008), embora sua
distribuicdo tenha aumentado recentemente, com casos autoctones na regiao
Sudeste, onde a doenga em humanos é relativamente rara, apresentando as formas
cuténea localizada e difusa (MEDEIROS; SILVA; ROSELINO; 2008), como também
nas regides Nordest, Sul e Centro-Oeste do Brasil (DORVAL et al.; 2006).

No estado de Mato Grosso do Sul, foram encontrados casos autoctones de
leishmaniose tegumentar americana no municipio de Bela Vista infectados por
Leishmanaia (L.) amazonensis (DORVAL et al.; 2006). Outro estudo, realizado
nesse estado, demonstrou a presenca em 41,4% dos fleb6tomos capturados a
espécie Bichromomyia flaviscutellata, principal vetor de L. amazonensis. Nessa
pesquisa duas de trinta e seis animais expostos apresentaram leishmaniose
cutanea, cujo agente foi identificado como L. amazonensis; demonstrando que a
presenca simultanea do vetor e da espécie transmitida pelo mesmo pode ser fator
preditor da ocorréncia de leishmaniose para a populagcdo humana que permanece
nesse local (DORVAL et al.; 2010).

A L. amazonensis produz um amplo espectro de doencas clinicas, desde a
leishmaniose cutanea localizada, manifestacdo mais comum, a leishmaniose
cutanea difusa, uma manifestacdo rara que apresenta nodulos, caracterizando-se
por lesbes ndo ulceradas com abundantes macrofagos parasitados e auséncia de
resposta imune mediada por anticorpos anti-Leishmania. Essa espécie também tem
sido isolada de pacientes com leishmaniose visceral e de pacientes que

apresentavam a forma mucocutanea (DE OLIVEIRA et al.; 2007).
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2.3.3 Aspectos clinicos em humanos

Baseado nos sintomas e manifestacdes clinicas mais frequentes observados
em infec¢des com as varias espécies de Leishmania, a doenca pode ser dividida, no
Brasil, em: Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) que apresenta diferentes
formas clinicas e Leishmaniose Visceral (LV) (Figura 12) (MARZOCHI; MARZOCHI,
1994).

I[-“"*h“‘“““'““ legumentar Americana (LT "1 Leishmaniose Visceral Americana (LVA)
| Ou Calazar Neo=Tropical

‘l.(‘ishmaniosc L"ulﬁnca| | Leishmaniose Muc‘usa'
Leishmarnia chagasi
‘ Leishmania amazonensis
(1)Forma Cutinea Unica (5) Forma Mucosa Tardia
(1) Forma Cutianea Miltipla (6) Forma Mucosa Concomitante
(2) Forma Cutinea Disseminada (7) Forma Mucosa Contigua
(3) Forma Recidiva Cutis (8) Forma Mucosa Primaria
(4) Forma Cutinea Difusa (9) Forma Mucosa Indeterminada
Leishmania braziliensis Leishmania braziliensis
(1,2,3) (5,6,7.8,9)
Leishmania amazonensis Leishmania amazonensis
(1,2,3,4) (M
Leishmania guyanensis) Leishmania guyanensis)
(1,2) (7)

Figura 12 — Quadro com as modalidades de Leishmanioses no Brasil e seus agentes
etiolégicos
Fonte — Marzochi; Marzochi (1994)

A apresentacdo cutanea da LTA (Figura 13) caracteriza-se por lesdes de pele,
gue podem ser localizadas (lesbas unicas ou mdltiplas), a forma disseminada
(lesbes muito numerosas em varias areas do tegumento) e a forma difusa. Na
maioria das vezes, a doenca apresenta-se como uma lesdo ulcerada Unica. Nas
formas cutaneas localizadas e multiplas, a lesdo ulcerada franca € a mais comum e
se caracteriza por ulcera com bordas elevadas, em moldura. O fundo é granuloso,
com ou sem exsudacdo. Em geral, as Ulceras sao indolores. Observam-se também
outros tipos de lesdes como Ulcero-crostosa, impetigbide, ectimatdide, ulcero-
vegetante, verrucosa-crostosa, tuberosa, linquendide e outras. A forma cutanea

disseminada caracteriza-se por lesfes ulceradas pequenas, as vezes acneiformes,
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distribuidas por todo o corpo (disseminacdo hematogénica). E uma forma rara, as
lesBes sao eritematosas, sob a forma de p4pulas, tubérculos, nédulos e infiltracdes
difusas e, menos frequentemente, sob a forma tumoral. Seu progndstico € ruim, por
ndo responder adequadamente a terapéutica (BRASIL; 2005).

A apresentacdo mucosa da LTA é, na maioria das vezes, secundaria as lesdes
cutaneas, surgindo geralmente meses ou anos apoés a resolucao das lesdes de pele.
As vezes, porém, ndo se identifica a porta de entrada, supondo-se que as lesbes
sejam originadas de infeccdo subclinica. As cavidades nasais sdo mais
frequentemente acometidas, seguidas da faringe, laringe e cavidade oral; podendo
ocorrer destruicdo parcial ou total dessas estruturas. Outras mucosas, como lingua e
orgaos genitais, sao raramente atingidas (BRASIL; 2005).

A LV (Figura 13) tem manifestacao espectral, caracterizando-se por trés formas
clinicas distintas:

Forma assintomatica — caracterizada por ndo apresentar manifestacao clinica
da doenca e €& somente diagnosticada quando da realizagdo de inquéritos
sorologicos em areas de transmissao;

Forma oligossintomatica — caracterizada pela presenga de alguns sinais ou
sintomas da doenca tais como: febre, hepatomegalia, diarreia e anemia discreta.
Estes sintomas podem persistir por cerca de trés a seis meses, podendo evoluir para
cura clinica espontanea ou para doenca plenamente manifesta em cerca de dois a
15 meses;

Forma classica — que é a doenga plenamente manifesta. Nesta forma, as
manifestacbes clinicas sdo bastante exacerbadas, caracterizadas por
hepatoesplenomegalia volumosa, febre e comprometimento do estado geral, perda
de peso progressiva, anorexia e astenia, podendo advir as principais complicacdes
causadoras de 6bitos (SAO PAULO (ESTADO) 2006).
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Figura 13 — Principais sinais clinicos das leishmanioses observados em humanos
A — Leishmaniose cutidnea; B — Leishmaniose mucocutanea; C —
Leishmaniose cutanea-difusa e D — Leishmaniose visceral

Fonte, c:http://www.dbbm.fiocruz.br/tropical/leishman/leishext/html/leishmaniose_cut_nea.htm;
Fonteg:http://www.abcdasaude.com.br/artigo.php?676;Fontey:http://www.saude.rs.gov.
br/dados/1239825338856LEISHMANIOSE%20VISCERAL%20QUADRO%20CL%CDN
ICO.pdf

2.3.4 Tratamento

A Unica forma eficaz de controle nas infeccbes por Leishmania € a
guimioterapia (BERMAN; 1997; OLLIARO; BRYCESON; 1993). Os primeiros
agentes com indice terapéutico favoravel, os compostos de antimbnio pentavalentes
(Sb-V), foram introduzidos na década de 1940 e ainda sdo o esteio da terapia para
todas as formas de leishmaniose. Embora o0 modo de agdo dos antimoniais em
leishmania seja ainda obscura (BORST; OUELLETTE; 1995), esses compostos sdo

conhecidos por inibir enzimas glicoliticas e de oxidacdo de &cidos graxos nas
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leishménias, e ha uma inibicdo dose-dependente na formacao de rede de adenosina
trifosfato (ATP) e guanosina trifosfato (GTP) (THAKUR; KUMAR; PANDEY; 1991).

As formulagdes disponiveis incluem o estibogluconato de sédio (Pentostam®)
(Figura 14 A) em que o antimbnio é complexado com &cido glucoénico, e o
antimoniato de meglumina (Glucantime®) (Figura 14 B) onde o antimbnio é
complexado com o acucar meglumina.

O tratamento da leishmaniose visceral com regimes de antimonial é complicado
pela toxicidade cardiaca e renal da droga
(PAPADOPOULOU et al.; 1998). Insensibilidade aos agentes Sb-V ocorre em 5-70%
dos pacientes e as taxas de resisténcia de 40-50% s&o encontradas em algumas

e pela resisténcia as drogas

regidbes endémicas (GROGL; THOMASON; FRANKE; 1992; OUELLETTE;
PAPADOPOULOU; 1993).
+
CHzOH CHZOH | CH;NHCH;
(|3HOH C|:HOH C|2HOH
HCO OH ?—/OC|H HC|:OH ]
) : . (OH)2Sb,0
H(llO OC||:H H(|ZOH
COO™ COO "~ CH,OH
A B

Figura 14 — Estruturas dos principais compostos de antiménio pentavalentes

A — estibogluconato de sodio e B — antimoniato de meglumina
Fonte: (RATH et al.; 2003).

Para os casos de resisténcia aos antimonais, o tratamento, portanto, depende
de medicamentos de segunda linha, como a pentamidina (Figura 15) (BERMAN;
1997). Da mesma forma que Sb-V, seu mecanismo de acdo ndo € bem
compreendido. Possivelmente esta droga interfere com o transporte e a sintese de
poliaminas (BASSELIN et al.; 1997; BASSELIN; LAWRENCE; ROBERTGERO;
1996) que sdo necessarias para a sintese de tripanotiona (N1, N8-bisglutationil
espermidina), um metabdlito necessario para neutralizacdo do estresse oxidativo
(FAIRLAMB; CERAMI; 1992). Esquemas terapéuticos de longo prazo e com altas
doses de pentamidina provavelmente sdo mais toxicos do que aqueles com
antimonial, e sdo, portanto, utilizados apenas quando h& probabilidade que sejam
mais eficazes do que o antiménio (PAPADOPOULOU et al.; 1998).



47

HN NH
/C—QOCHZ(CHZ)chZOQC\ . HOCH,CH,SOzH
HoN NH,

Figura 15 — Estrutura do isetionato de pentamidina
Fonte: (RATH et al.; 2003)

Em varias regiées do mundo, a anfotericina B — AnfB — (Fungison®)(Figura 16)
esta se tornando o tratamento de escolha para a leishmaniose visceral,
especialmente em casos refratarios a pentamidina e/ou ao Sb-V (OUELLETTE;
PAPADOPOULOQU; 1993). O alvo dessa droga sd@o os esterdis do tipo ergosterol;
gue semelhante aos fungos, sao os principais esterois de membrana de Leishmania
spp. (BERMAN; 1988). A AnfB inibe seletivamente a sintese da membrana do
parasita, fazendo furos na membrana, levando-o a morte. Portanto, seu uso no
tratamento da leishmaniose tem uma logica bioquimica, porém, mesmo se ligando
ao colesterol humano da parede celular em menor medida, produz efeitos toxicos
(SINGH; SIVAKUMAR; 2004). Formulacdes da AnfB (lipossomas, complexos de
lipidios, em dispersdo coloidal) mantém a poténcia e reduzem a toxicidade
significantivamente, embora tenham a desvantagem do custo elevado para uma
doenca mais prevalente em paises em desenvolvimento (PAPADOPOULOU et al.;
1998).

Figura 16 — Estrutura da anfotericina B
Fonte: (RATH et al.; 2003)

Todas as drogas acima sdo utilizadas por via parenteral, 0 que apresenta
varias desvantagens, internacdo hospitalar ou visitas mdiltiplas, as despesas de
injecdo e o risco de infec¢cdes como HIV e hepatites B e C, transmitidas pelo sangue
(SINGH et al.; 2000).

Surge, entdo, a miltefosina (Figura 17), talvez o mais recente e significativo

avanco na eficacia do tratamento oral de LV. A miltefosina € um alquilfosfocolina,
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originalmente desenvolvida como um agente anticancerigeno. A atividade
leishmanicida da miltefosina foi descoberta em meados da década de 1980, e a
demonstracdo posterior de sua eficacia em varios modelos experimentais (CROFT;
SEIFERT; DUCHENE; 2003) levou, em meados da década de 1990, a ensaios
clinicos e de codesenvolvimento da miltefosina para leishmaniose por uma parceria
entre a Asta Médica (agora Zentaris) e a WHO/TDR (CROFT; COOMBS; 2003),
culminando com o registro na india, em marco de 2002, para o tratamento oral de LV
e em 2005, na Colémbia, para a LT (CROFT; SEIFERT; YARDLEY; 2006).

@)
1 N

H3C(CHy)14— CHy—O—P—0—CH,CH,;N(CH3)3

Figura 17 — Estrutura da miltefosina
Fonte: Croft; Coombs (2003)

No entanto, existem preocupacOes sobre a sua estreita janela terapéutica
(CROFT; SEIFERT; YARDLEY; 2006), sua teratogenicidade, e o fato de que sua
longa meia vida possa favorecer o aparecimento de resisténcia (BRYCESON; 2001).
Tem sido demonstrado com estudos in vitro em promastigotas, que linhagens de
Leishmania donovani resistentes a miltefosina podem ser selecionadas (SEIFERT et
al.; 2003).

A outra droga a ser considerada é a paromomicina (PM) (Figura 18), um
antibidtico aminoglicosidio que foi originalmente identificado como leishmanicida nos
anos de 1960 e tem sido usado em ensaios clinicos para ambas, LV e LT. O
desenvolvimento da formulacéo parenteral de PM para a LV, uma droga com pobre
biodisponibilidade oral, tem sido lento, mas a fase Ill dos ensaios estdo em
andamento na india sob a responsabilidade do Instituto de Uma Satde Mundial

(www.iowh.orq) e na Africa Oriental gerida pelo DNDi e instituicbes parceiras

(www.dndi.org); no entanto, como para a miltefosina, a resisténcia de L. donovani a

PM pode ser induzida experimentalmente in vitro sobre promastigotas (CROFT,;
SEIFERT; YARDLEY; 2006).


http://www.iowh.org/
http://www.dndi.org/
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Figura 18 — Estrutura da paromomicina
Fonte: Croft; Coombs (2003)

Outras drogas estdo em fase de avaliacdo ou em estudos pré-clinicos como o0s
azoéis, que originalmente foram desenvolvidos como antifangicos, mas que
demonstraram atividade leishmanicida (CROFT; SEIFERT; YARDLEY; 2006).
Salienta-se, no entanto, que € impossivel prever a possibilidade de uma droga ou
formulacdo que seja efetiva contra todas as formas de leishmaniose, uma vez que
as espécies causadoras diferenciam-se quanto a sensibilidade as drogas e o0s sitios
de infeccdo nas formas visceral e cutanea requerem aspectos farmacocinéticos
distintos (CROFT; COOMBS; 2003).

Assim, verifica-se que diversas drogas vém sendo utilizadas ou encontram-se
em fase final de estudo, porém, todas as drogas tém algumas limitacbes que
incluem o custo exorbitante e a toxicidade (SINGH; SIVAKUMAR; 2004). No Brasil, o
Ministério da Saulde distribui gratuitamente o antimoniato de N-metil-glucamina
(Glucantime ®) na rede publica de saude, adotando o esquema terapéutico
preconizado pela OMS (BRASIL; 2006a), bem como a anfotericina B nas
apresentacdes lipossomal e o desoxicolato sédico (SAO PAULO (ESTADO) 2006).
Entretanto, o tratamento pode tornar-se inviavel ou seus custos podem representar
um sério encargo financeiro as familias em funcédo que varios problemas logisticos a
fim de ter acesso ao tratamento devam ser considerados, como longo tratamento;
centralizacédo deste em grandes centros, dificultando o acesso ao tratamento devido

as distancias e/ou falta de transporte (WHO; 2007).
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Esses aspectos podem causar desisténcia e resisténcia as drogas pode surgir,
induzindo a necessidade de outros esquemas terapéuticos, normalmente mais
dispendiosos, megulhando as familias em um circulo vicioso de doenca- pobreza-
desnutricdo-doenca (WHO; 2007).

2.4 Produtos naturais com atividade anti-Leishmania

Nos paises onde as doencas causadas por protozoarios como as
leishmanioses ocorrem, as plantas medicinais tém sido usadas tradicionalmente
durante séculos, e embora as pessoas tenham obtido um pouco de alivio, ndo héa
dados cientificos que possam justificar e apoiar o seu uso (MESIA et al.; 2008).

As investigacdes sao realizadas em extratos de plantas medicinais para provar
sua eficacia contra diferentes protozoarios e varios trabalhos tém relatado possuir
atividades interessantes (MESIA et al.; 2008). Alguns trabalhos de revisdo (DE
CARVALHO; FERREIRA; 2001; POLONIO; EFFERTH; 2008; ROCHA et al.; 2005)
trazem importantes informagdes do potencial de produtos naturais para a atividade
anti-Leishmania.

No trabalho de Rocha et al. (2005), foram encontradas 101 espécies de plantas
gue apresentaram atividade. Verifica-se que a familia Asteraceae foi a que mais
apresentou resultados positivos com aproximadamente 20%, seguida pela familia
Annonaceae com 10% e Apocynaceae com 7% de ctiagcbes. As partes mais
utilizadas nas pesquisas foram as folhas (36%,), no entanto, diversas outras partes
foram avaliadas, como casca, raiz, rizomas, caule, partes aéreas, sementes, entre
outras. O tipo de extrato utilizado nas pesquisas foi principalmente o etandlico (39%)
e depois a fracdo alcaloidica (16%). Os autores encontraram 239 substancias
naturais reportadas na literatura que foram avaliadas quanto a atividade anti-
Leishmania. Dessas, 28,5% sao alcaloides, 12,1% triterpenos, 7,9% sesquiterpenos,
7,5% lactonas, 6,7% quinoides, 5,4% flavonoides, 5,4% diterpenos, 4,1% esteroides
e outras com percentuais inferiores a 4%.

Os alcaloides sdo compostos nitrogenados, muitos deles farmacologicamente
ativos, e assim como outros metabdlitos secundarios das plantas possuem papel de
defesa contra a invasdo de microorganismos (HENRIQUES; KERBER; MORENO;

1999). Embora muitos estudos tenham atribuido excelentes atividades anti-



o1

Leismania aos alcaloides, nenhuma substancia tem sido avaliada em estudos
clinicos ou projetada para aplica¢des clinicas futuras (MISHRA et al.; 2009).

Mishra et al. (2009) fizeram uma revisdo sobre os tipos de alcaloides que
apresentaram atividades, encontrando 54 alcaloides diferentes, sendo 19
pertencentes a classe dos isoquinolinicos, 6 B-carbolinicos e nimeros menores nas
classes quinolinicos, inddlicos, natftilisoquinolinicos, bisbenzilisoquinolinicos,
esteroidais, benzoquinolizidina, diterpenos, pirrolidinicos, acridonas e alcaloides de
esponjas marinhas.

Os alcaloides O-metilmoscatolina (Figura 19 A) e liriodenina (Figura 19 B),
isolados da planta Annona foetida (Annonaceae), exibiram atividade anti-Leishmania
in vitro contra formas promastigotas de L. amazonensis com um Clsg < 60 uM.
Estudo de relacao estutura-atividade (SAR) demonstrou que a liriodenina, com o seu
metilenodioxi, foi oito vezes mais ativa contra L. braziliensis e L. guyanensis que o
O-metilmoscatolina (COSTA et al.; 2006).

Entre os alcaloides pB-carbolinicos, a harmalina (Figura 19 C) isolada de

Perganum harmala (Nitrariaceae) demonstrou forte atividade especifica contra
amastigotas (Clsp de 1,16 uM), enquanto que da mesma planta, o metabdlito
harmina (Figura 19 D) apresentou atividade significativa em camundongos. Esse
composto foi capaz de reduzir a carga parasitaria no baco em cerca de 40, 60, 70 e
80% nas formas livre, lipossomal, niosomal e nanoparticula, respectivamente
(CHAN-BACAB; PENA-RODRIGUEZ; 2001).

A coroniridina (Figura 19 E), um alcaloide inddlico tipo-Iboga, porque tem um
anel isoquinuclidina fundido a uma molécula de indol, foi obtida de Peschiera
australis (Apocynaceae) e apresentou atividade antipromastigota e antiamastigota
por um mecanismo direto sobre o parasito por meio da destruicio da sua
mitocdndria (DELORENZI et al.; 2001; DELORENZI et al.; 2002).

As quinolinas 2-substituidas isoladas de Galipea longiflora (Rutaceae), 2-
propenilquinolina, chimanina D e chimanina B (Figura 19 F) apresentaram atividade
antipromastigota de L. braziliensis com Clg, de 50, 25 e 25 pg/mL, respectivamente
(FOURNET et al.; 1996).

Um outro grupo de estruturas importantes sdo os triterpenos, pertencentes a
classe dos terpenoides provenientes de unidades de isopreno — C5. Os triterpenos

tém seis unidades de isopreno, contabilizando 30 carbonos (DEWICK; 2002).
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O triterpenoide pentaciclico acido diidrobetulinico — DHBA — (Figura 20 C)
demonstrou atividade anti-L. donovani tanto em formas promastigotas quanto em
amastigotas por meio da inibicdo das DNA- topoisomerases, induzindo a apoptose
(CHOWDHURY et al.; 2003).

Seis saponinas triterpenoidais do tipo oleano, denominadas de maesabalideos
I-VI advindas de Maesa balansae (Myrsinaceae) apresentaram forte atividade anti-
Leishmania. Os maesabalideos 1ll e IV (Figura 20 A e B) demonstraram
respectivamente Clso de 7 e 14 ng/mL contra amastigotas intracelulares de L.
infantum (GERMONPREZ et al.; 2005), embora estudos pré-clinicos com o extrato
purificado de saponinas triterpenoides (PX-6518) tenham sido descontinuados
devido a sua toxicidade (CROFT; COOMBS; 2003).

Do extrato metandlico das folhas de Pourouma guianensis (Moraceae) foram
isolados entre outras substéancias, os triterpenoides acido oleanolico (Figura 20 D) e
acido ursolico (Figura 20 E) que apresentaram forte atividade contra amastigotas
intracelulares de L. amazonensis, devido a inibicdo da capacidade fagocitica dos
macrofagos em uma concentragéo acima de 40 pg/mL (TORRES-SANTOS et al,;

2004).
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Figura 19 — Estruturas de alguns alcaloides que apresentaram atividade anti-

Leishmania
A - O-metilmoscatolina; B — liriodenina; C — harmalina; D — harmina; E

— coroniridina e F — chimanina B
Fontea g cep — Mishra et al. (2009); ¢ — Delorenzi et al. (2001); ¢ - Fournet et al. (1996)
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Figura 20 — Estruturas de alguns triterpenos com atividade anti-Leishmania
A — Maesabalideo Ill, B — Maesabalideo IV; C — Acido diidrobetulinico
(DHBA); D — Acido Oleandlico, E — Acido ursolico

Fontea g — Maes et al. (2004); ¢ — Chowdhury et al. (2003); p g — Torres-Santos et al. (2004)

Dentre os compostos com atividade anti-Leishmania, tem-se a geraniina
(Figura 21 A), um tanino hidrolisavel que pode ser encontrado, por exemplo, em
Phyllanthus amarus (Euphorbiaceae), uma espécie de quebra-pedra. Esse tanino
parece atuar por meio da estimulacdo do macréfago e liberacdo do fator de necrose
tumoral - TNF¢ - e interferons que eliminam a amastigota de forma especifica, ja que
nao atua sobre a forma promastigota (KOLODZIEJ et al.; 2001).

De forma diferente, a licochalcona A (Figura 21 B), uma chalcona que ocorre
nas raizes e rizomas do alcaguz chinés ou Gao Céo, podendo abranger as espécies
Glycyrrhiza uralensis, G. inflata e G. glabra (Fabaceae) é ativa contra L. major e L.
donovani através da destruicdo da mitocondria do parasito em ambas as suas
formas, por meio da inibicdo da enzima fumarato redutase, enzima que nao existe
no hospedeiro (CHRISTENSEN et al.; 1994).
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Figura 21 — Estrutras da geraniina (A) e da licochalcona A (B)
Fonte, — Kolodziej et al. (2001); z — Christensen et al. (1994)

Assim, embora um namero significativo de compostos anti-Leishmania tenha
sido investigado, estudos sobre 0 mecanismo de acdo ainda sdo escassos € 0s reais
locais de acdo sdo desconhecidos na maioria dos casos. Esse conhecimento é de
grande importancia para investigar os principios ativos de farmacos anti-Leishmania
para subsequente planejamento racional de novas drogas (POLONIO; EFFERTH;
2008).



56

2.5 Momordica charantia Linn

2.5.1 Caracteristicas botanicas, farmacologicas e quimicas

Momordica charantia (MC) pertence a familia Cucurbitaceae, sendo conhecida
como Melao-de-sédo-caetano, no Brasil, como “bitter melon” ou “bitter gourd” em
Inglés e “karela” em hindu. E uma planta trepadeira de regides tropical e subtropical
e cultivada na Asia, Africa, América do Sul e india como fruto comestivel, que esta
entre 0 mais amargo de todos os legumes, bem como para fins medicinais. M
charantia € tradicionalmente utilizada como medicamento em paises em
desenvolvimento como Brasil, China, Colémbia, entre outros (DERMARDEROSIAN;
BEUTLER; 2005).

Momordica significa "mordida”, referindo-se as bordas irregulares das folhas,
gue aparecem como se tivessem sido mordidas. As flores sdo amarelas (Figura 22
A) e o fruto é oblongo verde-esmeralda, quando jovem, passando a amarelo-
alaranjado quando maduro, assemelhando-se a um pequeno pepino (Figura 22 B e
C). As partes usadas incluem os frutos, folhas, sementes e o 6leo da semente
(DERMARDEROSIAN; BEUTLER; 2005; GROVER; YADAV; 2004).

O Meléo-de-séo-caetano contém compostos biologicamente ativos que incluem
glicosideos, saponinas, alcaloides, oOleos fixos, triterpenos, esteroides e proteinas.
Os frutos imaturos sédo uma boa fonte de vitamina C e também fornecem vitamina A,
fosforo e ferro (BRACA et al.; 2008; XIE et al.; 1998; ZHANG et al.; 2009).

Muitos compostos como momorcharinas, momordenol, momordicilina,
momordicinas, momordicinina, momordina, momordolol, charantina, charina,
criptoxantina, cucurbitinas, cucurbitacinas, cucurbitanos, cicloartenols, diosgenina,
acidos elaeostearico, eritrodiol, acido galacturénico, acido gentisico, goiaglicosidios,
goiassaponinas e multiflorenol (Figura 23) foram isolados de todas as partes da
planta (BEGUM et al.; 1997; GROVER; YADAV; 2004, MURAKAMI et al.; 2001,
PITIPANAPONG et al.; 2007; YASUDA et al.; 1984).
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Figura 22- Fotos da planta Momordica charantia L. (meldo-de-sao-caetano)

A — Folhas e flores; B — Fruto verde; C — Fruto maduro
Fonte- http://www.fotosearch.com/photos-images/bitter-melon.html

Especificamente, o Meldo-de-sdo-caetano contém os glicosideos mormordina e
charantina, sendo esta Ultima composta de esteroides mistos com acéo
hipoglicemiante. Um glicosideo tipo pirimidina também foi encontrado. O alcaloide
mormordicina também esta presente, juntamente com um O6leo fixo. As folhas
contém ferro, sodio e vitaminas como tiamina, riboflavina, niacina e acido ascorbico.
Um peptideo “insulina-like” hipoglicemiante, "polipeptideo-P", esta presente e foi
isolado a partir do fruto, sementes e tecidos da planta. Sementes do Melédo-de-séo-
caetano podem conter 32% de Oleo, constituido de acidos estearico, linoleico e
oleico e as glicoproteinas ricina, o-momorcharina e pB-momorcharina e lectinas.

Moléculas semelhantes a insulina também tém sido encontradas nas sementes
(DERMARDEROSIAN; BEUTLER; 2005).
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J& foi reportada a presenca de inibidores de tripsina, elastase, guanilato
ciclase, g-glucosidase-‘“like”-D-(+)-trealose, bem como inibidores “proteinas-like” do
virus HIV (BEGUM et al.; 1997; GROVER; YADAV; 2004; MURAKAMI et al.; 2001;
YASUDA et al.; 1984).

Quanto as suas propriedades medicinais, na india essa planta é utilizada como
antidiabética, abortiva, antihelmintica, anticoncepcional, antimalarica e laxante. E
ainda usada para tratamento da dismenorréia, eczema, como emenagoga,
galactogoga, gota, ictericia, disfuncées renais (pedra), hanseniase, leucorreia,
pneumonia, psoriase, reumatismo e sarna (GROVER; YADAV; 2004). Em Togo, na
Africa Ocidental (BELOIN et al.; 2005), o Meldo-de-sdo-caetano € principalmente
utilizado para problemas gastrointestinais e infec¢cfes viréticas em criancas, embora
uma gama maior de usos também seja citada, como para tratamento de febre
causada por infeccOes e diabetes. No Brasil, segundo Rodrigues e Carvalho (2001),
a Momordica charantia € uma planta colonizadora do cerrado e as folhas frescas ou
secas sao usadas como antileucorreica, emenagoga, vermifuga e em diabetes; ja as
folhas frescas nas dermatoses e sarnas e o fruto nas hemorroidas.

Considerando que os estudos etnofarmacolOgicos nos diversos paises em que
essa planta € utilizada apresentam o seu uso como antidiabética, que pesquisas
para avaliar essa atividade tém sido amplamente realizadas; nas quais todas as
partes da planta (polpa de frutas, sementes, folhas e planta inteira) mostraram
atividade hipoglicemiante em animais normais ou induzido por estreptozotocina, bem
como modelos genéticos de diabetes (GROVER; YADAV; 2004). No entanto, os
constituintes responsaveis pela atividade de reduzir a glicose ainda ndo séao
conhecidos, embora mais de cem artigos cientificos tenham descrito a fitoquimica e
as propriedades farmacologicas da planta (HARINANTENAINA et al.; 2006; TAN et
al.; 2008).

Vérias outras atividades tém sido investigadas como a atividade antibacteriana
para a qual, tanto experimental quanto clinicamente tem sido demonstrado um
amplo espectro de atividade; destacando-se os resultados para Escherichia coli,
Salmonlella paratyphi, Shigella dysenterae, Streptomyces griseus, Helicobacter
pylori, Mycobacterium tuberculosis e o protozoario Entamoeba histolytica (KHAN;
AL.; 1998; OGATA et al; 1991; OMOREGBE; IKUEBE; IHIMIRE; 1996).
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Figura 23 — Exemplos de compostos isolados de Momordica charantia L.
Fonte, — Yasuda et al. (1984); s — Begum et al. (1997); ¢ — Murakami et al. (2001); , — Pitipanapong et
al.(2007)
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Também foi relatada a acdo de g-momorcharina como abortiva, supressora de
tumor e anti-HIV (NG; CHAN; YEUNG; 1992). Outras substancias também
apresentaram acdo antiviral, como p-momorcharina, lecitina e a uma proteina
isolada denominada de MAP 30.

Outras atividades como anticancer foram avaliadas e estudos demonstraram
que a-momorcharina, p-momorcharina, momordina e cucurbitacina B apresentaram
clinicamente a atividade de inibir a guanilato-ciclase ligada a patogénese da
leucemia e outros canceres (TAKEMOTO; DUNFORD; MCMURRAY; 1982;
TAKEMOTO et al.; 1982). Outros estudos realizados com o extrato bruto de
Momordica charantia e com varias frac6es purificadas tém demonstrado atividade
anticancerigena contra alguns tipos de canceres (GANGULY; DE; DAS; 2000; SUN
et al.; 2001).

Alguns estudos demonstraram a atividade abortiva e antifertilidade das
proteinas de M. charantia (CHAN et al.; 1985; CHAN; TAM; YEUNG; 1984; LAW,
TAM; YEUNG; 1983), bem como potente atividade antiesparmatogénica e
antiesterogénica e androgénica em ratos do extrato alcoolico das sementes de M.
charantia apresentaram (NASEEM et al.; 1998).

Outras atividades reportadas foram antidlcera (GURBUZ et al.; 2000;
MATSUDA et al.; 1999), antimalaria (KOHLER et al.; 2002; MUNOZ et al.; 2000) e
imunomodulatéria, tendo efeitos varidveis, desde imunosupressivos a
imunoestimulantes (CUNNICK et al.; 1990; LEUNG; YEUNG; LEUNG; 1987,
SPREAFICO et al.; 1983; ZHENG; BEN; JIN; 1999).

Um recente trabalho demonstrou a acdo do extrato aquoso dos frutos verdes
de Momordica charantia e da substancia purificada a partir do extrato, a
momordicatina (Figura 24), contra formas promastigotas de Leishmania donovani
com Clsg de 0,6 mg/mL e 0,02 mg/mL, respectivamente. Quando administrado no
modelo animal para leishmaniose visceral, 100% de inibicdo da parasitemia foi
obtida na dose de 300 mg/kg de peso corporal do extrato bruto e 10 mg/kg de peso
momordicatina. O mecanismo proposto foi pela inibicAo da enzima superoxido
dismutase (SOD) do parasito, enzima chave do metabolismo oxidativo de
Leishmania (GUPTA et al.; 2010).
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Figura 24 — Estrutura da momordicatina
Fonte — Gupta et al. (2010)

De forma geral, em relagéo a toxicidade, o meldo-de-séo-caetano mostrou-se
seguro jA que nao houve sinais de nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e qualquer
influéncia negativa sobre o peso dos 6rgdos em crescimento e parametros
hematolégicos em animais experimentais quando ingerido em doses baixas por 2
meses (PLATEL; SHURPALEKAR; SRINIVASAN; 1993; VIRDI et al.; 2003). No
entanto, baixa toxicidade de todas as partes da planta também séo relatadas quando
ingerida, embora a morte em animais de laboratorio tenha sido relatada quando o
extrato em altas doses foi administrado por via intravenosa ou por via intraperitoneal
(KUSAMRAN; RATANAVILA; TEPSUWAN; 1998). Os frutos e as sementes
apresentaram maior toxicidade do que as folhas ou as partes aéreas da planta
(GROVER; YADAYV; 2004).

2.5.2 Cucurbitacinas

As cucurbitacinas constituem um grupo de diversas substancias triterpenoides
gue sdo bem conhecidas pela sua amargura e toxicidade (CHEN et al.; 2005). Séo
triterpenos altamente oxigenados, com o0 esqueleto biogeneticamente incomum
19(10—9B)-abeo-10a-lanostano  (cucurbitano) (Figura 25), que podem ser
encontrados livres ou glicosilados. S&o classificadas de acordo com suas
funcionalidades no anel A, modificacbes na cadeia lateral e consideracdes
estereoquimicas. Inicialmente, essas moléculas isoladas recebiam a denominacgao
de cucurbitacina seguida de uma letra, de acordo com a cronologia do
isolamento/elucidacdo estrutural; mas ndo se constitui uma regra geral, tendo

diversos nomes para esses compostos (VALENTE; 2004).
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Figura 25 — Esqueleto cucurbitano
Fonte — Valente (2004)

As cucurbitacinas foram originalmente isoladas como 0s principios amargos
das cucurbitaceas e mais tarde foram encontradas glicosiladas ou ndo em plantas
das familias Brassicaceae, Scrophulariaceae, Begoniaceae, Elaeocarpaceae,
Datiscaceae, Desfontainiaceae, Polemoniaceae, Primulaceae, Rubiaceae,
Sterculiaceae, Rosaceae e Thymelaeaceae. Mais recentemente, foram isoladas de
diferentes géneros de cogumelos, incluindo Russula e Hebeloma, e até de
moluscos (CHEN et al.; 2005).

Segundo Valente (2004), essas substancias tém despertado grande interesse
devido ao seu amplo espectro de atividades biolégicas, tais como citotoxica,
antitumoral, anti-inflamatoria, antifertilizante, fagorrepelente, hepatoprotetora e
antimicrobiana, entre outras, fato também comentado por Chen et al. (2005).

Entre os metabdlitos secundarios de M. charantia, triterpenoides tipo-
cucurbitano sdo um dos principais constituintes bioativos. Estes compostos e suas
agliconas mostraram alguns efeitos biologicos benéficos ao diabetes e a obesidade,
aléem de apresentarem outras atividades farmacoldgicas e bioldgicas, incluindo
anticancer, anti-HIV e atividade anti-oviposicdo (BELOIN et al.; 2005; GROVER,;
YADAYV; 2004; RAMAN; LAU; 1996).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Avaliar atividades biol6gicas de espécies vegetais utilizadas na medicina
popular em Mato Grosso do Sul em busca de substancias bioativas e avaliar o
potencial anti-Leishmania da espécie Momordica charantia Linn.

3.2 Objetivos especificos

e Selecionar espécies de plantas medicinais do Cerrado sul-mato-grossense;

e Preparar os extratos brutos das espécies coletadas;

e Realizar os seguintes testes de avaliacdo de atividades: antibacteriana,
antifangica, anti-Leishmania, antirradicalar e teste de citotoxicidade;

e Selecionar um extrato para fracionamento e isolamento das substancias, por
meio de estudo biomonitorado, caracterizando-as quimicamente;

e Avaliar o perfil anti-Leishmania do extrato, fragcbes e substancias puras de

Momordica charantia L.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

Inicialmente, baseando-se em estudos etnobotanicos realizados na regiao do
Cerrado/Pantanal, uma relagdo de plantas utilizadas pela populacdo como
medicinais foi pré-selecionada (Tabela 1) em funcdo de serem utilizadas pelas
comunidades, com poucos estudos

fitoquimicos ou farmacolégicos e/ou

pertencerem a familias ricas em metabdlitos secundéarios. Essa relagcdo foi
apresentada a um raizeiro da regiao de Bonito/MS, o Sr. Eugénio Vargas Alves, para
ser coletada com auxilio da Agéncia de Desenvolvimento Agrario e Extensao Rural
do Estado de Mato Grosso do Sul — AGRAER/MS, conforme a abundéncia dessas

ou de outras plantas igualmente tidas como medicinais pela populagéo.

Tabela 1 — Lista das espécies vegetais pré-selecionadas para o estudo.

Espécie Familia Nome Popular Parte Usada Indicagcdes
Anemopaegma arvense  Bignoniaceae Catuaba Raiz, casca Esgotamento
do caule e nervoso,
folha impoténcia sexual
Austroplenkia populnea  Celastraceae Marmelinho do Ramos com Alergias, feridas
campo folhas
Cariniana legalis Lecythidaceae Jequitiba Inflamacéo da
garganta
Clavija nutans Theophrastaceae Porangaba Emagrecedor,
inflamacdes nos
rins
Clitoria guianensis Leguminosae Vergateza Raiz Diurética, nas
cistites, laxante
Erythrina dominguezii Leguminosae Maleitoso Infeccdes do
intestino,
estdbmago,
emagrecedor,
diabete
Eupatorium maximilianii ~ Asteraceae Pic&o-roxo Folhas Cura de feridas
Gochnatia barrosii Asteraceae Assa-peixe Ramos com Debilidade geral,

folhas

tosse
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Nome Cientifico Familia Nome Popular Parte Usada Indicacdes
Hancornia speciosa Apocynaceae  Mangaba Latex Diabetes,
obesidade e
dermatoses
Hymenaea stigonocarpa Leguminosae  Jatoba Casca do Bronquites,
caule, resina adstringente,
e polpa do afeccdes da
fruto bexiga
Lupha sp Cucurbitaceae  Buchinha Sinusite
Macrosiphonia velame Apocynaceae  Velame-branco Folha, raiz e Gripe,
latex antisifilitico,
depurativo
Palicourea coreacea Rubiaceae Douradinha Depurativo,
diurética
Pterodon emarginatus Leguminosae  Sucupira Folha, fruto e Reumatismo,
raiz dores na
garganta,
verrugas

Rotala ramosior

Rudgea viburnioides

Trixis divaricata

Vernonia ferruginea

Vernonia polyanthes

Zeyheria montana

Lythraceae

Rubiaceae

Asteraceae

Asteraceae

Asteraceae

Bignoniaceae

Sete-sangrias

Congonha-de-Bugre

Solidénia

Assa-peixe-branco

Assa-peixe

Bolsa-de-pastor

Casca, raiz e
folha

Folhas e
ramos
jovens
Folhas, raiz
e flor

Planta toda

Casca da

raiz

Presséo alta,
arteriosclerose,
infeccbes
cutaneas
Antisifilitico,
antirreumatico,
anemia
Conjuntivite,
bronquites,
gripes
Depurativa,
diurética
Antifebril,
pneumonias,
gripes

Afeccdes da

pele, antisifilitica

Fonte: Rodrigues (1998); Vila Verde et al. (2003) e Nunes et al. (2003)
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A partir dessa pré-selecao, foram coletadas 14 espécies de plantas (Tabela 2),
cujo material botanico foi identificado pelos botanicos da UFMS Dra. Ubirazilda
Rezende, Dr. Arnildo Pott e Dra. Vali J. Pott.

4.2 Preparo dos extratos

Todos esses procedimentos foram realizados no laboratério de Quimica LP1 do
Centro de Ciéncias Exatas e Tecnolégicas da UFMS, sob a responsabilidade do Dr.
Walmir Silva Garcez.

Reagentes e equipamentos:

Etanol P.A.- Synth

Moinho de facas

Rotaevapovador

Freezer a 20 °C

Procedimentos: As partes selecionadas de cada planta foram separadas,
secas ao ar livre e trituradas a p6 em moinho. O material pulverizado foi submetido a
extracdo com etanol a temperatura ambiente e submetido ao processo de
maceracdo exaustiva. Apos a filtragem, o solvente foi eliminado por destilacdo a
pressao reduzida em aparelho rotatério a temperatura de 40 °C, obtendo-se os
extratos brutos de cada material vegetal. Esses extratos foram mantidos em freezer

a -20 °C até a realizacao dos ensaios bioldgicos.

4.3 Avaliacao biolégica dos extratos

Todos os extratos obtidos foram avaliados em todos os testes de atividades
biologicas realizadas neste trabalho. A espécie de planta medicinal que apresentou
o melhor perfil de atividade biolégica dentre as atividades testadas foi selecionada
para ser submetida ao fracionamento biomonitorado pela atividade biolégica a qual

foi ativa.
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4.3.1 Ensaio de atividade antibacteriana

Todos os procedimentos de avaliacdo da atividade antibacteriana e antifingica
foram realizados no laboratério de Microbiologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas e
da Saude da UFMS, sob a responsabilidade da Dra. Marilene Chang.

Protocolo: Método de microdiluicdo - CLSI M7-A6.

Reagentes:

Agar Mueller Hinton

Caldo Mueller Hinton

NacCl

Antimicrobiano: cloranfenicol

Cepas:

Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

Preparacédo do in6culo: O inéculo foi preparado fazendo-se uma suspenséo
direta em solucdo salina de colbnias isoladas e selecionadas numa placa de agar
(meio néo seletivo) de 18-24 horas. A suspenséo foi ajustada para que sua turbidez
equivalesse a uma solucédo padrdo de McFarland 0,5, correspondente a 1 a 2 x 108
UFC/mL e em seguida essa suspenséo foi diluida 1:10 em caldo Mueller Hinton para
atingir a concentracdo 10’ UFC/mL.

Preparagdo das amostras: A solucéo estoque das amostra (20.000 pg/mL em
DMSO) foi solubilizada em meio de cultura Mueller Hinton, de forma que a
concentracao final do DMSO néao fosse superior a 2%, e diluida nas concentracdes
finais em série no interior dos pogos de 1000 a 7,8125 nug/mL (MEYER et al.; 1982).

Procedimentos: Inicialmente, foram colocados 100 yL de meio em todos os
pocos em placa de 96 pocos, exceto nos pocos destinados a colocar as amostras
em maior concentragdo. Em seguida, foram colocados 200 uL das amostras em uma
concentracgéo de 2000 pg/mL nos pogos de maior concentracéo, retirando-se 100 L
de cada poco e colocando-0s no poco seguinte, repetindo-se o procedimento para o
préximo poco, e assim sucessivamente, obtendo uma diluicdo progressiva das
amostras. Cada diluicdo em duplicata. Distribuiu-se 100 uL da suspenséo do inéculo

de concentracéo final de 5 x 10* UFC/mL em todos 0s po¢os, menos nos pogos de
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controle de esterilidade e pogos para o branco, que continha apenas os extratos na
maior concentracdo. As placas foram incubadas a 35 °C por 16 — 20 hs. Fez-se o
controle positivo com cloranfenicol, na concentracdo estabelecida pelo protocolo
CLSI M7-A6 e o controle negativo foi consituido de meio e bactéria. Apés o periodo
de incubacao, fez-se a leitura para determinacao da CIM visualmente, por meio da
comparacao do grau de turvagdo dos pogcos com o controle negativo. Os testes

foram realizados em triplicata. Foram considerados ativos as amostras com CIM <

1000 pg/mL.

4.3.2 Ensaio de atividade antifungica

Protocolo: Método de microdiluicdo - CLSI M 27-A2

Reagentes:

Agar Sabouraud

Meio RPMI 640 com MOPS

NaCl

Antifungicos: Fluconazol e Anfotericina B

Cepas:

Candida albicans (ATCC 10231)

Candida krusei (ATCC 6258)

Cryptococcus neoformans (ATCC 32264)

Preparacédo do in6culo: O inéculo foi preparado fazendo-se uma suspenséo
direta em solucdo salina de coldnias isoladas selecionadas numa placa agar
Sabouraud de 24/h para espécies de Candida ou cultura de 48/h para Cryptococcus
neoformans. A suspensao foi ajustada para que sua turbidez equivalesse a uma
solucéo padrdo de McFarland 0,5, correspondente a 1 a 5 x 10° células/mL, em
seguida essa suspenséo foi diluida 1:100, seguida de uma diluicdo 1:20 em meio
liquido RPMI 1640, resultando em concentracéo 5,0 x 102 a 2,5 x 103 células por mL.

Preparacdo das amostras: A solugéo estoque das amostras (20.000 ug/mL
em DMSO) foi solubilizada no meio de cultura RPMI 1640, de forma que a
concentracdo final do DMSO néo fosse superior a 2%, e diluidas nas concentracfes
finais em série no interior dos pogos de 1000 a 7,8125 pg/mL (MEYER et al.; 1982).



69

Procedimentos: Inicialmente, foram colocados 100 uL de meio em todos os
pocos em placa de 96 pogos, exceto nos pogos destinados a colocar as amostras
em maior concentragdo. Em seguida, foram colocados 200 uL das amostras em uma
concentragéo de 2000 pg/mL nos pogos de maior concentragéo, retirando-se 100 ulL
de cada poco e colocando-0s no poco seguinte, repetindo-se o procedimento para o
proximo pogo, e assim sucessivamente, obtendo uma diluicdo progressiva das
amostras. Cada diluicéo em duplicata. Distribuiu-se 100 uL da suspenséo do in6culo
de concentracéo final de 5,0 x 102 células/mL em todos 0S pocos, menos Nos Pogos
de controle de esterilidade e pocos para o branco, que continham apenas o0s
extratos na maior concentracacéo. As placas foram incubadas a 35 °C por 48/h, para
as espécies de Candida e por 72/h para Cryptococcus neoformans. Fez-se o
controle positivo com fluconazol ou anfotericina B na concentragéo estabelecida pelo
protocolo CLSI M27-A2 e o controle negativo era consituido de meio e fungo. Apds o
periodo de incubacao, fez-se a leitura para determinacéo da CIM, visualmente, por
meio da comparacédo do grau de turvacdo dos po¢cos com o controle negativo. Os
testes foram realizados em triplicata. Foram considerados ativos as amostras com
CIM <1000 nug/mL.

4.3.3 Ensaio de atividade anti-Leishmania

Todos os procedimentos de atividade anti-Leishmania foram realizados no
Laboratério de Bioquimica de Tripanossomatideos, Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz,

sob a responsabilidade do Dr. Eduardo Caio Torres dos Santos.

4.3.3.1 Ensaio de atividade anti-Leishmania em promastigotas

Reagentes e equipamentos:

Meio Schneider — Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA

Soro fetal bovino inativado pelo calor e estéril

MTT (brometo de tetrazdlio tiazolil Blue) — Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA)
DMSO

Antibidticos: estreptomicina e penicilina
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Farmaco anti-Leishmania: pentamidina

Leitor yQuant (Bio-Tek Instruments, Winooski, EUA)

Cepas:

Leishmania amazonensis (MHOM/BR/77/LTB0016)

Manutencdo: Promastigotas foram mantidas a 26 °C em meio Schneider, pH -
6,9, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 100 mg/mL de estreptomicina e
100 U/mL penicilina. Os parasitos foram mantidos em cultura até a décima
passagem. Posteriormente, novas culturas foram obtidas a partir de animais
infectados.

Procedimentos: A atividade leishmanicida foi testada in vitro, em cultura de
promastigotas de Leishmania amazonensis. O efeito do extrato sobre a viabilidade
de formas extracelulares de L. amazonensis foi determinado pelo ensaio do MTT.
Células em fase exponencial foram contadas em camara de Neubauer e ajustadas
para a concentracdo de 1x10° promastigotas/mL e transferidas para placas de 96
pocos. As células foram incubadas por 72h na presenca de varias concentracdes
das amostras, em triplicata, e mantidas a 27 °C. Ap0s a incubacéo, 22 microlitros de
solucédo de MTT (5 mg/mL) foram adicionadas por poco e as placas foram incubadas
por mais 2h. Em seguida, 80 yL DMSO foram adicionados e a densidade 6ptica foi
lida a 570 nm em um leitor pQuant. Os extratos brutos a serem testados foram
dissolvidos em DMSO e diluidos no préprio meio de cultura, de modo que a
concentracdo de DMSO fosse até 1% (v/v) de DMSO por poc¢o, concentracdo que
nao tem nenhum efeito sobre o crescimento do parasito. Os resultados foram
expressos como a concentracdo de inibicdo de crescimento do parasito em 50%
(Clsp). A concentracdo de partida para a selecéo foi 50 ug/mL e a pentamidina foi o
composto de referéncia. Extratos com Clsg < 50 ug /mL foram considerados ativos
(TORRES-SANTOS et al.; 2004).

4.3.3.2 Ensaio de atividade anti-Leishmania em amastigota

O ensaio para avaliacdo da atividade anti-Leishmania em amastigota foi
realizado apenas no extrato que apresentou a melhor atividade em promastigota e

sua respectiva subfracéo.
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Reagentes e equipamentos:

Meio RPMI 1640 com Hepes

Soro fetal bovino inativado pelo calor e estéril

Antibitticos: estreptomicina e penicilina

L- glutamina

Piruvato de sodio

Camundongos

Lab-Tek Chamber Slide — Nunc

Pandétipo rapido — Instant Prov®

Fixador - Entelan®

Estufa a 5% de CO,

Procedimentos: Para avaliagdo da atividade sobre amastigotas, macrofagos
peritoneais murinos foram infectados com L. amazonensis. Os macréfagos foram
retirados por lavagem peritoneal, plaqueados e infectados diretamente pelas formas
promastigotas em camaras LAB-TEK (NUNC). As células foram incubadas com as
amostras em concentracfes variadas por 72h a 37 °C, com 5% de CO,. Apés o
periodo de incubacdo, a atividade antiamastigota foi avaliada microscopicamente,
corando-se as camaras com panético rapido e contando pelo menos 200
macrofagos por amostra. Os resultados foram expressos em indice de infeccéao (IF),
utilizando a formula: IF = % células infectadas X niamero de amastigota/numero total

macrofagos.

4.3.4 Ensaio de a citotoxicidade sobre Artemia salina

Todos esses procedimentos foram realizados no laboratorio de Quimica LP1 do
Centro de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas da UFMS, sob a responsabilidade do Dr.

Walmir Silva Garcez.

Reagentes:

Solucéo salina (3,8 g/L, NaCl)

Ovos de Artemia salina

Procedimentos: A uma solucdo salina (3,8g/L) foram adicionados ovos de A.

salina, os quais eclodiram em 48 horas. As amostras foram preparadas nas
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concentragbes de 1000, 500, 250 e 125 pg/mL, todas em ftriplicata. A cada amostra
foram adicionados 5mL de solug&o salina contendo 10 microcrustaceos (A. salina) e
apos 24 horas registrou-se o numero de sobreviventes. O célculo dos valores de
DLs, foi feito utilizando o método de andlise Probit. Foram considerados ativos as

amostras com DLs, < 1000 pg/mL.

4.3.5 Ensaio de atividade antirradicalar

Todos esses procedimentos foram realizados no laboratério de Quimica LP1 do
Centro de Ciéncias Exatas e Tecnolégicas da UFMS, sob a responsabilidade do Dr.

Walmir Silva Garcez.

Reagentes:

DPPH - Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA

BHT

Procedimentos: A atividade antirradicalar dos extratos foi determinada pelo
método de DPPH de radicais livres. A 100 uL de solucéo etandlica de DPPH 0,04%
foram misturados 100 uL de uma solucédo de amostra de concentracao inicial de 200
ug/mL em etanol e, apoés 30 minutos de repouso, a absorbéncia da mistura foi
medida em 517 nm, tendo o etanol como o branco. Atividade antioxidante do butil-
hidroxitolueno (BHT) foi investigada como controle para comparar com 0s extratos.
Medicdes foram realizadas em triplicata e a atividade antioxidante foi calculada pela
seguinte equacédo (DICKSON; HOUGHTON; HYLANDS; 2007).

Atividade sequestradora de DPPH (%) = [(AO - A1) / AO] x 100

onde,

A0 = absorbancia do controle (Solucdo de DPPH);

Al = absorbancia na presenca dos extratos.

Um gréafico de porcentagem de inibicdo em funcédo da faixa de concentracdo
(200 — 6,25 pg/mL) foi desenvolvido e Clsg determinada através de regressao linear
pelo programa Excel. Extratos com Clsg < 200 ug/mL foram considerados ativos
(DICKSON; HOUGHTON; HYLANDS; 2007).
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Em virtude da espécie Momordica charantia L. ter mostrado uma atividade bem
especifica e muito significativa quanto a acdo anti-Leishmania e considerando a
importancia das leishmanioses na regido Centro-Oeste e em Mato Grosso do Sul,
gue essa planta foi selecionada para o estudo biomonitorado em busca de

substancias com potencial leishmanicida.

4.4 Determinagao quantitativa de taninos

Todos esses procedimentos foram realizados no laboratério de Quimica LP1 do
Centro de Ciéncias Exatas e Tecnolégicas da UFMS, sob a responsabilidade do Dr.
Walmir Silva Garcez.

Reagentes:

Reativo de Folin-Denis

Solucéo de carbonato a 20%

Acido tanico

Po de pele cromada (Merck)

Espectrofotdmetro

Procedimentos:

Determinacdo dos polifenois totais: Uma aliquota do extrato concentrado
aquoso foi diluida. A 0,5 mL desta solucéo diluida adicionou-se 0,5 mL do reativo de
Folin-Denis e 5 mL de solucédo de carbonato de sodio 20%. Apds vinte minutos, a
medida de absorbéancia da solucéo resultante foi determinada em espectrofotdmetro
a 660 nm. Utilizou-se como padrdo uma solucdo de acido tanico a 8 mg %. A
aliquota retirada do extrato concentrado aquoso foi diluida de modo a se obter uma
absorbancia na faixa de 0,3 a 0,6.

Determinacao dos polifenois ndo tanantes: Partiu-se de uma solucéo cinco
vezes mais concentrada que a solucao do extrato empregada na determinagdo dos
polifenois totais. A 5 mL desta solu¢do mais concentrada foram adicionados 50 mg
de po6 de pele cromada. A mistura permaneceu sob agitacdo por 1 hora. Apds esse
periodo, o material foi filtrado através de papel de filtro. Deste filtrado foram retirados

2 mL e diluidos a 10 mL com agua destilada. Esta solucdo foi utilizada para a
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determinacao dos polifenois ndo adsorvidos no po6 de pele (ndo tanates), de maneira
idéntica a descrita para os polifenois totais.

Teor de taninos da amostra analisada: A diferenga entre o teor em polifenois
totais (expresso em g% do peso da planta seca) e o teor em polifenois ndo tanantes
corresponde aos polifenois que foram adsorvidos no pé de pele, ou seja, o teor (em
g% do peso da planta seca) de substancias tanantes na espécie analisada
(ASQUITH et al.; 1985).

4.5 Estudo quimico biomonitorado

4.5.1 Particéo e fracionamento do extrato bruto de M. charantia

Os 53,13 g do extrato bruto etandlico de Momordica charantia (EBMC) foram
solubilizados em uma solugcdo hidrometandlica (8:2) (Synth) e submetidos ao
processo de particdo com 3 porcdes de hexano (Synth), separando a fase hexanica
(FHMC). Em seguida, 0 mesmo processo foi repetido com o acetato de etila (Synth),
obtendo-se ao final, as fases acetato de etila (FACMC) e hidrometandlica (FHMMC)
(Figura 26). Essas fases foram concentradas em rotaevaporador e submetidas aos
ensaios anti-Leihsmania, sendo que a fracdo FAcMC foi a mais ativa, sendo
submetida ao processo de fracionamento em coluna de silica-gel.

Parte da fracdo FAcMC foi submetida ao processo de fracionamento
dissolvendo-a em uma pequena quantidade de metanol e incorporando-a em silica
gel 80-230 mesh, obtendo-se uma pastilha, a qual foi submetida ao processo de
fracionamento em coluna de silica gel 80-230 mesh e eluida com os solventes em
gradiente crescente de polaridade, iniciando por hexano:acetato de etila (9:1) até
metanol, obtendo-se 29 fracdes. Essas fracdes foram analisadas comparativamente
por cromatografia de camada delgada (CCD), utilizando como eluente
hexano:acetato de etila (7:3), reveladas por vanilina (solu¢cdo a 1% em etanol) e
aquecidas em placas de aquecimento — Fisaton — a 100 °C até o aparecimento das
manchas. Ao final foram reunidas as semelhantes, resultando em 14 fracdes
(FACMC-F1 a F14), as quais foram submetidas ao ensaio anti-Leishmania (Figura
26).
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A fragcdo FACMC-F7 foi a mais ativa no bioensaio e por esta raz&do foi
submetida a um outro fracionamento em sephadex LH-20 em cloroférmio, obtendo-
se 11 fragcbes (FACMC-F7/F1 a F11); as quais também foram submetidas ao
bioensaio anti-Leishmania, sendo que 3 fracbes apresentaram-se mais ativas
(Figura 26): FACMC-F7/F1, FAcMC-F7/F3 e FACMC-F7/F5.

4.5.2 Fracionamento e purificacdo da substancia CC1

A fragdo FACMC-F7/F3 foi submetida a uma cromatografia flash — 200-400
mesh, com eluente hexano:acetato de etila (6:4), obtendo-se 11 fragcdes (MC-F7/F3-
F1 a F11), das quais a fracdo MC-F7/F3-F3 mostrou-se por meio da analise dos
espectros de Ressonancia Magnética Nuclear — RMN — unidimensionais *H, 3C e
DEPT 135°, registrados no espectrometro Bruker, modelo DPX-300, operando a 300
MHz para hidrogénio (H) e a 75 MHz para carbono-13, tratar-se de uma substancia
pura que foi denominada de CC1 (Figura 27).

4.5.3 Fracionamento e purificacdo da substancia CC2

A fracdo FACMC-F7/F5 foi submetida a uma analise em CLAE em coluna
analitica C-18 [base silica derivatizada com grupo octil — 4,6 mm/250, particula de 15
u, poro de 100 A de didmetro - Shimadzu], fluxo 0,5 mL/min: eluigdo no modo
gradiente exploratério iniciando por acetonitrila:agua (50:50) até a porporcdo de
acetonitrila (ACN) 100%, detector UV 210 nm, com aliquotas de 5 puL de cada
injecdo para determinar a condicdo mais adequada de separacdo em coluna semi-
preparativa. ApOs varias analises, chegou-se a condicdo de coluna C8 [base silica
derivatizada com grupo octil — 4,6 mm/250 mm, particula de 15 p, poro de 100 A de
diametro — Shimadzu] , fluxo 0,7 mL: eluente acetonitrila:agua (60:40) e detector a
230 nm.

A fracdo foi entdo solubilizada em ACN, pré-filtrada em algoddo e depois em
filtro millipore de 2 um. No entanto, houve a formagéo de um residuo que néo se
dissolvia, o qual foi separado. O filtrado foi submetida a CLAE em coluna

semipreparativa C8 [base silica derivatizada com grupo octil — 20 mm/250 mm,
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particula de 15 p, poro de 100 A de diametro — Shimadzu] fluxo 14 mL/min com
eluente ACN:H,O (60:40), detector de UV a 230 nm, com aliquotas de 0,7 mL de
cada injecdo, obtendo-se 4 fragdes.

O residuo obtido e separado foi ressuspendido em metanol e analisado pelas
técnicas de RMN unidimensionais 'H, *C e DEPT 135°. AplOs essa andlise
constatou tratar-se de uma substancia pura, a qual foi denominada de CC2 (Figura
27).

4.5.4 Fracionamento e purificacdo das substancias CC3 a CC5

A fragdo FACMC-F7/F1 foi submetida a uma coluna flash — 200 — 400 mesh,
cujo eluente foi hexano:acetato de etila:metanol (6:4:0,5), obtendo-se apds a
reunido, 9 fracbes (MC-F7/F1-F1 a F9). Dessas, a fracdo MC-F7/F1-F2 apos a
analise pelas técnicas de RMN unidimensionais *H, *3C e DEPT 135° verificou tratar-
se de uma substéancia pura e foi denominada de CC3.

As fracoes MC-F7/F1-F3 e MC-F7/F1-F4 obtidas deste procedimento foram
submetidas a uma purificacdo por cromatografia preparativa, utilizando-se placas
preparativas de 20 x 20 cm, silica gel 60 PF.,, eluente: hexano:acetato de
etila:zmetanol (6:4:0,5), corridas duas vezes e visualizadas por irradiacdo de luz
ultravioleta — Monitor UV de méo, modelo UVGL - 25, UVP com lampada Black Ray
de 254 e 365 nm. ApOs a demarcacdo das manchas separadas, a silica com as
substancias separadas foi raspada para um funil sinterizado e lavada com acetato
de etila purificado (Synth). Em seguida, o solvente foi evaporado e obtendo-se de
cada fragdo uma substancia isolada, que foram denominadas de CC4 e CCS5,
respectivamente (Figura 27).

As cinco substancias isoladas foram submetidas ao ensaio de atividade anti-

Leishmania em promastigotas.

4.5.5 Identificacdo estrutural das substancias isoladas com atividade anti-Leishmania

A identificacdo e/ou elucidacdo estrutural das cinco substancias (CC1 a CC5)

isoladas durante a investigagao fitoquimica monitorada pelo ensaio de atividade anti-
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Leishmania da parte aérea de Momordica charantia L. e que foram denominadas de
CC1 a CC5, foi realizada com base na analise de dados de RMN unidimensionais
'H, 3C e DEPT, das técnicas de RMN bidimensionais HSQC, HMBC, NOESY e

COSY e por comparagédo com dados da literatura.



EBMC

Particédo

FHMC FAcMC* FHMMC

Fracionamento em silica-gel 80 — 230 mesh

14 Fracdes — FACMC — F1 a F14

FAcMC - F7*

Fracionamento em Sephadex — LH - 20

11 Fracdes — FAcMC - F7/F1 a F11

FAcMC - F7/F1* FAcCMC - F7/F3* FACMC — F7/F5*

Figura 26 — Fracionamento biomonitorado por ensaio antileishmania do extrato bruto etandlico de Momordica charantia (EBMC) para

obtencao de susbstancia bioativa
* FragOes ativas selecionadas para posterior fracionamento



FAcMC - F7/F1

Fracionamento em silica-gel 200 — 400 mesh

9 Fracoes — MC — F7/F1 - F1aF9

FACMC — F7/F3
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FACMC — F7/F5

CLAE - Preparativa

11 Fragdes - MC — F7/F3 - F1 a F11

5 Fracbes—MC - F7/[F5—-HP 1 a5

MC - F7/F1 - F2 MC — F7/F1 -F3

MC - F7/F1 - F4 MC - F7/F3 - F3

Residuo

CCD - Preparativa

CC3

CC4

CC5

CC1

cc2

Figura 27 — Fracionamento e obtencdo de substancias puras de Momordica charantia, denominadas de CC1 a CC5




5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho trata do estudo de plantas medicinais utilizadas em Mato Grosso
do Sul, visando investigar suas atividades biologicas e a caracterizacao do principios
ativos. Nesta etapa, foram coletadas catorze espécies e preparados seus extratos,
0s quais foram avaliados quanto as atividades antibacteriana, antifingica, anti-
Leishmania, antirradicalar e citotoxica. Desta etapa inicial, foi selecionada uma
espécie para a investigacdo biomonitorada pelo teste anti-Leishmania e
caracterizacao do(s) seu(s) principio(s) ativo(s).

A seguir sao discutidos os resultados deste trabalho.

5.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

As catorze espeécies de plantas que foram coletadas estdo discriminadas na
Tabela 2.

Houve uma pré-selecdo de vinte plantas tidas como medicinais pela populacéo
da regido circunscrita pelo Cerrado, o que inclui o estado de Mato Grosso do Sul,
pois o objetivo deste trabalho foi centrado na busca de substancias bioativas em
plantas, utilizando-se a etnofarmacologia como ferramenta. No entanto, em funcao
da urbanizacdo e do desmatamento, encontra-se cada vez mais dificil 0 acesso a
essas plantas no seu habitat natural, sendo necessario percorrer longas distancias,
em locais de dificil acesso, para poder encontra-las. Salienta-se que a questdo da
abundancia das espécies na regido de coleta foi o fator decisivo para a selecdo das
plantas a serem coletadas. Muitas espécies podem estar escassas devido a invasao
de plantacdes ou de espécies exoticas, algumas jA como colonizadoras. Por isso,
embora tenha sido previsto 20 espécies, apenas 14 foram coletadas.

Outro aspecto a considerar é que a medicina popular continua sendo exercida
pelos raizeiros, que sao pessoas que detém o conhecimento das plantas, seus
nomes comuns, suas utilizacdes, suas formas de usos, bem como onde e como
coleta-las. Assim sendo, um raizeiro da regido de Bonito-MS foi escolhido para fazer

a coleta das plantas pré-selecionadas, o qual se baseou no seu conhecimento a
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partir dos nomes comuns das plantas, 0 que ocasionou alteracdes quanto as
espécies pré-selecionadas e as que efetivamente foram coletadas.

Os problemas decorrentes do uso dos nomes comuns das plantas em
detrimento dos nomes cientificos sado perfeitamente compreensiveis e se constitui
num dos fatores que muitos autores consideram o grande problema em pesquisas
gue envolvem os conhecimentos etnobotanicos. A dificuldade esta no fato de que
dificilmente os pesquisadores ou botanicos participam da coleta das plantas
medicinais e disto resultam incertezas na identificacdo das mesmas. Por isso,
reforcam-se o cuidado, a interpretacdo das informagdes que todo pesquisador que
esteja trabalhando com essa éarea deve ter e a averiguacdo das informacdes
coletadas, confrontando em livros e outras bibliografias especializadas (HEDBERG,;
1993; RATES; 2001; WALLER; 1993).

Assim, apenas quatro espécies pré-selecionadas foram coletadas, a
Anemopaegma arvense (catuaba), Clavija nutans (porangaba/congonha de bugre),
Hymenaea stigonocarpa (jatobd) e Vernonia ferruginea (assa-peixe); que sao
espécies muito comuns na regido, nao tendo outras espécies relacionadas aos
respectivos nomes populares.

Outras quatro plantas foram coletadas de acordo com a pré-selecdo, mas que
foram posteriormente identificadas como espécies diferentes das previstas
inicialmente. Foram: a sucupira, coletada a espécie Bowdicihia virgilioides em vez de
Pterodon emarginatus; o marmelinho do campo como Alibertia edulis no lugar de
Austroplenkia polunea; a sete-sangria, cuja espécie foi identificada como
Centratherum punctatum, no lugar de Rotala ramosior e velame branco como sendo
Macrosiphonia petraea e nao a espécie Macrosiphonia velame.

Essas confusbes, como ja foi dito, sdo comuns quando se faz um estudo
etnobotanico. A explicacdo para essas alteracdes pode ser em funcédo de que a pre-
selecdo foi baseada em varios estudos etnobotanicos realizados em diferentes
regides que compdem o bioma cerrado, como Minas Gerais, Goias, Mato Grosso,
entre outros, 0 que pode explicar uma diferenca de distribuicdo geografica das
espécies, na qual uma espécie pode predominar em uma regido; além disso devido
a ampla utilizacdo de algumas espécies pelas populacbes locais, pode ter
ocasionado sua escassez em detrimento da expansao de outras.

As outras seis espécies coletadas ndo foram previstas, como é o caso de

Momordica charantia, que € na verdade uma planta colonizadora do Cerrado.
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Tabela 2 — Identificacdo botanica das espécies coletadas e suas respectivas familias, parte do material vegetal coletado e
rendimento do extrato bruto etandlico.

Espécie Familia Nome comum Indicaces Parte Peso (seco) Extrato Rendimento (%)
Alibertia edulis Rubiaceae Marmelinho do campo Afeccdes da pele, Folha 44,189 1,949 4.4
calmante Galhos 104,449 1,869 1,8
Anemopaegma arvense Bignoniaceae  Catuaba Esgotamento nervoso, Parte aérea 173,93g 16,879 9,7
impoténcia sexual, Raiz 136,469 5,249 3.8
doenca venérea
Bowdichia virgilioides Leguminosae/  Sucupira Adstringente e na Folha 146,039 24,189 16,6
Faboideae diabetes
Semente 20,159 4,25¢g 21,1
Tronco 205,509 29,439 14,3
Celtis pubescens Ulmaceae Taleira Tosse Folha 21,34g 0,93g 4,6
Centratherum punctatum Asteraceae Sete sangria Febre, depurativo, Parte aérea 37,809 2,779 7,3
doencas venéreas
Clavija nutans Teophrastaceae Porangaba/Congonha Emagrecedor, Folha 165,679 24,179 14,6
de bugre inflamag6es nos rins e

bexiga, disenteria
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Espécie Familia Nome comum Indicacdes Parte Peso (seco) Extrato Rendimento(%)
Hymenaea stigonocarpa Leguminosae/ Jatoba Bronquites, tosses, Folha 43,12g 9,099 211
Ceasalpiridoideae afeccOes da bexiga,  Casca 299,979 53,03g 17,7
préstata
Luehea paniculata Tiliaceae Acoita-cavalo Tumores Folha 39,489 2,55¢g 6,4
Casca 210,30g 35,629 16,9
Macrosiphonia petraea  Apocynaceae Velame branco Contra coceira Parte aérea 9,91g 1,269 12,7
Raiz 42,10g 3,71g 8,8
Momordica charantia Cucurbitaceae Meldo de Sdo Caetano Antileucorreica, nas Parte aérea 38,299 5,269 13,7
dermatoses, sarnas,
diabetes
Maprounea guianensis  Euphorbiaceae  Capitdo Folha 37,259 8,93g 24,0
Casca 209,98g 59,969 28,6
Melancium campestre Cucurbitaceae Melancia do campo  Vermifugo e dores do Parte aérea 172,10g 47,19 27,4
ventre
Vernonia ferruginea Asteraceae Assa-peixe branco Afeccdes pulmonares Folha 33,199 2,249 6,7
Galhos 85,459 3,539 41
Nao Identificada Nao ldentificada Douradinha - Folha 130,75g 19,879 15,2
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5.2 Preparo dos extratos

Foram preparados 23 extratos de 14 espécies de plantas, considerando que
mais de uma parte da planta de algumas espécies foi utilizada. A quantidade de
material pulverizado disponivel para a extracdo e o0 seu respectivo rendimento em
extrato bruto encontram-se discriminados na Tabela 2.

Verifica-se que o rendimento de extrato em percentuais € muito variavel,
dependendo do 6rgao da planta e da espécie. Mas de maneira geral, a parte que
menos rende sdo os galhos e a que mais rende sdo as cascas. Fatores como teor
de agua e a funcdo que exerce na planta, podem determinar maior ou menor teor de
substancias nesses materiais.

As partes que mais foram coletadas foram as folhas, seguidas das partes
aereas. Se considerarmos que essas ultimas sédo galhos com folhas, estas perfazem
mais de 60% do material vegetal coletado. O fator determinante € a facilidade de
coleta e a abundancia desse material, pois quase toda planta o tera. A coleta de raiz
sempre envolve o problema de se coletar a planta toda, por isso o estudo das raizes
se restringe as ervas. Além disso ha sempre o risco de levar a morte da planta
guando se coleta raizes, caules e cascas, ja que o dano causado pode ser
irreversivel.

Observando a Tabela 2, verifica-se que as folhas (24,0) e as cascas (28,6) da
espécie Maprounea guianensis e as partes aéreas (27,4) de Melancium campestre
foram os que tiveram o maior rendimento em termos de extrato em relacdo ao peso
seco da planta. Fatores como a textura do 6érgdo em questdo podem influenciar o

rendimento.

5.3 Avaliacéo biolégica dos extratos

Todos os 23 extratos foram testados em todas as atividades biologicas
propostas e o resumo dos resultados estao disponiveis na Tabela 3.

Para a atividade antibacteriana verifica-se que quatro espécies (28,6%),
Bowdichia virgilioides, Hymenaea stigonocarpa, Luehea paniculata e Maprounea

guianensis; e seis extratos (26,1%), folha de B. virgilioides, casca de H.
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stigonocarpa, folha e casca de L. paniculata e folha e casca de M. guianensis
apresentaram atividade menor/igual a 500 pg/mL contra a cepa de Staphylococcus
aureus, uma bactéria Gram-positiva e nenhuma das espécies mostrou-se ativa para
Pseudomonas aeruginosa, Gram-negativa. Essa variacdo de sensibilidade pode ser
explicada pela diferenga de membranas celulares entre os dois tipos de bactérias.
As bactérias Gram-positivas tém apenas uma membrana celular, enquanto que as
Gram-negativas tém duas, dificultando a penetracdo de extratos e substancias
aumentando, portanto, a resisténcia dessas bactérias (KONEMAN et al.; 1999).

Nove espécies (64,3%), Alibertia sp, Anemopaegma arvense, Bowdichia
virgilioides, Clavija nutans, Hymenaea stigonocarpa, Luehea paniculata,
Macrosiphonia petraea, Maprounea guianensis, Vernonia ferruginea, apresentaram
atividade para pelo menos uma cepa de fungo, na concentracdo menor/igual a 500
ug/mL . Destacam-se as atividades das folhas de Bowdichia virgiloides, sucupira ou
sucupira-preta, e das folhas e cascas de Maprounea guianensis, capitdo, que
mostraram um Cls, de 31,25, 62,5 e 62,5 ug/mL, respectivamente. Diversos estudos
fitoquimicos ja foram realizados com a sucupira-preta, os quais demonstraram a
presenca de alcaloides (TORRENEGRA; BAUEREISS; ACHENBACH; 1989),
flavonoides (VELOZO et al.; 1999), benzofuranoides e triterpenoides (MELO et al.;
2001); assim como o potencial antifingico das folhas desta ja havia sido
demonstrado, mas para o fungo Cladosporium sphaerospermum (ALVES et al.;
2000).

O melhor potencial antifungico foi apresentado pela M. guianensis que foi
capaz de atuar nas trés espécies de fungos testadas, com uma CIM bastante
significativa. Um estudo indicou nessa espécie a presenca de triterpenos e ferulatos
de alquila (DAVID et al.; 2004). Esse género tem despertado interesse, pois
trabalhos com M. africana revelaram a presenca de triterpenos com forte atividade
anti-HIV por meio da acao inibitoria da transcriptase reversa (BEUTLER et al.; 1995)
e um diterpeno novo denominado de maprouneacina, com atividade anti-
hiperglicemiante (CARNEY et al.; 1999).

A descoberta de plantas com atividade antibacteriana e antifungica sdo dados
de grande importancia se considerar que nas ultimas décadas tem ocorrido rapido
aparecimento e disseminacdo global de patdgenos resistentes aos agentes

antimicrobianos disponiveis. Além do mais tem havido uma diminuicdo na
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velocidade de desenvolvimento de novas drogas, devido ao alto custo e também a
diminuicdo dos recursos para a vigilancia, controle e diagnoéstico das doencas, em
parte em funcdo de uma equivocada percepcdo de que certas doencas
transmissiveis tém sido controladas (MEMISH; VENKATESH; SHIBL; 2003).

Quanto a atividade anti-Leishmania, observa-se que 35,7% das espécies,
Bowdichia virgilioides, Centratherum punctatum, Momordica charantia, Melancium
campestre, Vernonia ferruginea e 26,1% dos extratos apresentaram atividade com
Clgo < 50 pg/mL. A planta que se destacou foi a Momordica charantia (MC), o meléao-
de-séo-caetano, com uma Clsg de 6,25 pg/mL. Essa planta apresenta varios estudos
fitoquimicos que relatam a presenca de morcharinas, charantina, cucurbitacinas,
goyaglicosidios, entre outros que foram isolados de todas as partes da planta. O seu
potencial farmacolégico também tem sido bastante investigado, principalmente o seu
papel como agente anti-hiperglicemiante (GROVER; YADAV; 2004), além de alguns
trabalhos que demonstraram sua agéo anti-Plasmodium falciparum (KOHLER et al,;
2002), antitripanosoma tanto para Trypanosoma cruzi quanto para T. brucei brucei
(MESIA et al.; 2008) e antileishmania para as formas promastigotas de L. donovani e
acao in vivo da substancia isolada dos frutos de MC, a momordicatina (GUPTA et al.;
2010).

A avaliacado da citotoxicidade pelo ensaio sobre a letalidade de Artemia salina
apresentou um alto indice de plantas ativas, correspondendo a 42,8%. Algumas
espécies apresentaram alto indice de letalidade como € o caso das sementes de
Bowdichia virgilioides, com DLs, de 3,53 ng/mL e da raiz de Macrosiphonia petraea,
com o valor de 16,6 ug/mL. Existem varios estudos sobre a composi¢éo quimica de
diferentes partes de B. virgilioides (MELO et al.; 2001; TORRENEGRA,
BAUEREISS; ACHENBACH; 1989; VELOZO et al.; 1999), contudo, sobre a semente
consta apenas um trabalho que trata da composicdo do 6leo essencial e seu
potencial antibacteriano (RODRIGUES et al.; 2009). Por outro lado, em relacdo a M.
petraea ndo ha trabalho fitoquimico e/ou farmacoldgico, mostrando ser um potencial
a ser investigado.

A Ultima atividade a ser considerada é quanto a capacidade sequestradora de
radical livre, o DPPH, como atividade antirradicalar. Nesse trabalho, do total de
espécies estudadas, quatro (28,6%) apresentaram um 6timo perfil, com os valores

de Clg na faixa de 16,85 a 7,54 ng/mL. Foram as espéecies Hymenaea stigonocarpa,



87

Luehea paniculata, Maprounea guianensis e a planta denominada de douradinha. As
folnas e as cascas foram as partes que apresentaram atividade, fato explicavel,
possivelmente, por serem 0s 0rgdos que mais comumente detém a presenca de
substancias fendlicas, compostos naturalmente antioxidantes (ALl et al.; 2008). A
planta que se destacou mais uma vez foi a Maprounea guianensis, jA que tanto as
folhas quanto as cascas mostraram forte atividade antirradicalar.

Maprounea guianensis foi investigada no decorrer desse trabalho quanto a
presenca de taninos, em virtude da alta polaridade das substéancias nela presentes e
do perfil de atividade biolégica apresentado. Essa investigacado foi feita por meio da
técnica baseada na adsorcédo dos taninos em pé de pele. Os resultados confirmaram
gue os taninos estao presentes nos extratos das folhas (34,6%) e das cascas (30%).
Essas fracdes tanantes e ndo tanantes foram submetidas ao teste antifingico contra
a cepa de Candida krusei, confirmando que os taninos s&o responsaveis pela
atividade antifungica téo significativa dessa espécie: fracdo tanante da folha e casca
— CIM = 15,625 pg/mL cada uma, e a fragdo nado tanante de ambas partes — CIM =
1000 pg/mL.

Diante do exposto, pode-se confirmar que o estudo na busca de substancias
bioativas utilizando a etnofarmacologia como ferramenta de selecdo de plantas é
bastante contundente, pois nesse trabalho das 14 espécies testadas, 12, isto €,
85,7% das mesmas apresentaram de moderada a alta atividade em pelo menos uma

das atividades biologicas.



Tabela 3 — Atividades biologicas e antirradicalar dos 23 extratos das plantas coletadas.

Espécie Parte’ Ativ. Antib. —  Ativ. Antifung — CIM  Ativ. Anti-Leish  Ens. Cit. A. salina— DPPH —
CIM (ug/mL) (ug/mL) — Clsp (Mg/mL) DLso (Hg/mL)? Clso (ug/mL)°
Sa’ Pa’® ca® ck’> cn’ La.
Alibertia sp F | 1000 500 1000 I I I I
G | 1000 | 1000 I I I I
Anemopaegma arvense PA | 1000 I I 250 I I I
R I I 1000 I I I I I
Bowdichia virgilioides F 250 1000 500 500 31,25 I I I
S 1000 1000 I | 1000 20 3,53 I
T | 1000 1000 1000 1000 I 610,1 I
Celtis pubescens F I I I I I I I I
Centratherum punctatum  PA 1000 [ | 1000 1000 25 352,9 I
Clavija nutans F I I 500 1000 I I 129,8 I
Hymenaea stigonocarpa F 1000 1000 1000 250 250 I 885,4 I
C 250 1000 1000 250 1000 I I 10,11
Luehea paniculata F 500 1000 I 125 1000 I [ 12,88
C 250 1000 I 125 1000 I I 10,09
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Tabela 3 — (Cont.)...

Espécie Parte’  Ativ. Antb. —  Ativ. Antifung — CIM Ativ. Anti-Leish Ens. Cit. A. salina— DPPH —
CIM (ug/mL)  (ug/mL) — Clso (Mg/mL)  DLso (pg/mL) Clso (ng/mL)
S.a’ Pa’® cCa' Ck’ c.n. L.a.’
Macrosiphonia petraea PA I I 500 250 250 I [ [
R I | 500 | 1000 I 16,62 I
Momordica charantia PA 1000 1000 1000 1000 1000 6,25 114,6 I
Maprounea guianensis F 250 1000 125 15,625 62,5 I [ 7,54
C 500 1000 125 15,625 62,5 I I 9,62
Melancium campestre PA 1000 I I 1000 1000 50 I I
Vernonia ferruginea F I I I 1000 1000 45 I I
G I | 1000 500 500 18 I I
(douradinha) F 1000 1000 I 1000 I I I 16,85
Controles Positivos® 0,5 8 1,0 0,25 0,25 1,6 33,80 104,9

1 - Parte da planta: C — casca; F — folha; G — galhos; PA — parte aérea; R — raiz; S — semente; T — tronco. 2 — S.a. — Staphylococcus aureus. 3 — P.a. —
Pseudomonas aeroginosa. 4 — C.a. — Candida albicans. 5 — C. k. — Candida krusei. 6 — C.n. — Cryptococcus neoformans. 7 — Leishmania amazonensis.
8 — Controles Positivos: S.a. e P.a. — Cloranfenicol; C.a., C.k. e C.n. — Anfotericina B; L.a. — Pentamidina; A. salina — sulfato de quinidina; DPPH - BHT

* | — Inativo: Atividades antibacteriana e antifingica >1000 pg/mL; Atividade anti-Leishmania >50 ug/mL; Citotoxica >1000 pg/mL e DPPH >200 pg/mL.
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5.4 Estudo quimico biomonitorado

5.4.1 Fracionamento e avaliagdo da atividade anti-Leishmania das fragbes obtidas
do extrato de Momordica charantia

O extrato etandlico das partes aéreas da espécie Momordica charantia
mostrou-se 0 mais ativo no ensaio anti-Leishmania. Devido a pouca quantidade de
seu extrato, uma nova coleta foi realizada para obtecéo final de 53,13 g de extrato.
Uma parte desse extrato foi particionado em trés fracdes: hexanica (FHMC), acetato
de etila (FACMC) e hidrometandlica (FHMMC), conforme mostrado na Figura 26 e
cujas massas obtidas encontram-se na Tabela 4 e a outra parte para a realizacéo

dos ensaios biologicos.

Tabela 4 — Massas do extrato bruto etandlico de Momordica charantia e das

fracOes.
Amostras Massa (Q)
Extrato bruto — EBMC 53,13
Particdo hexanica — FHMC 11,73
Particdo acetato de Etila - FACMC 19,50
Particdo hidrometandlica — FHMMC 12,07

O material obtido dessas particdes foi submetido ao ensaio anti-Leishmania,
evidenciando que a fracdo acetato de etila foi a mais ativa, conforme pode ser
observado na Figura 28, indicando que a(s) substancia(s) leishmanicida(s)
concentra(m)-se nessa fase. Por essa razdo, 18,25 g dessa fracdo foram
submetidos ao fracionamento em silica gel 80-230 mesh com eluicdo inicial de

hexano:acetato de etila (9:1), obtendo-se as 14 fracGes discriminadas na Tabela 5.
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Figura 28 — Atividade anti-Leishmania das particdes do extrato bruto etandlico de

Momordica charantia

FHMC — particdo hexéanica; FACMC — particdo acetato de etila e FHMMC — particao

hidrometandlica

Tabela 5 — FragcOes da particdo acetato de etila de Momordica charantia (FACMC)
em Silica gel 80-230 mesh com elui¢do inicial de hexano:acetato de
Etila (9:1) e as correspondentes massas

Fracbes Massa (g)

FAcMC 18,2500
FACMC-F1 0,0135
FACMC-F2 0,0479
FACMC-F3 0,0984
FACMC-F4 0,0726
FACMC-F5 0,4189
FACMC-F6 0,2510
FACMC-F7 2,1155
FACMC-F8 1,7008
FACMC-F9 0,2547
FACMC-F10 0,5307
FACMC-F11 4,4202
FACMC-F12 1,7458
FACMC-F13 6,1987
FACMC-F14 0,3030

Essas 14 fracdes foram também submetidas ao ensaio anti-Leishmania e os

resultados encontram-se na Figuras 29.
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Figura 29 — Atividade anti-Leishmania das fracdes obtidas da particdo acetato de
etila (FAcMC) de Momordica charantia.
A — Fracdes FACMC-F3, F4, F5, F6 e F7; B — Fracdes FAcMC, FACMC-F2, F8, F9,
F10 e F14; C — Fragcdes FACMC-F11 e D — Fra¢cdes FACMC-F12 e F13
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Tabela 6 — Porcentagem de inibigcdo do crescimento das formas promastigotas de
Leishmania amazonenis das fracdes obtidas da particdo acetato de
etila de Momordica charantia — FACMC na concentracao de 6,25 pug/mL

Fracdes Porcentagem

de inibicéo
FAcMC 96,0
FACMC-F2 79,0
FACMC-F3 66,0
FAcCMC-F4 87,0
FACMC-F5 92,0
FACMC-F6 84,0
FACMC-F7 99,0
FAcCMC-F8 94,0
FACMC-F9 22,0
FACMC-F10 6,0
FACMC-F11 0,0
FACMC-F12 0,0
FACMC-F13 0,0
FACMC-F14 0,0

Pela analise da Tabela 6 e do gréafico de dispersao dessas fragbes (Figura 30),
verifica-se que as primeiras fracdes mostraram maior atividade que as ultimas,
sugerindo que mais de uma substancia pode estar sendo responsavel pela atividade
anti-Leishmania e que essas devem se encontrar nas fracbes entre FACMC-F2 e
FacMC-F8, embora a fracdo FACMC-F7 se destaque, com uma pequena margem de

diferenca.
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Figura 30 — Grafico de dispersao das fracdes FACMC-F1 a F14 da fracao acetato de
etila de Momordica charantia



94

Pelo fato da fracdo FACMC-F7 ter mostrado um bom rendimento em termos de
massa e um perfil de atividade muito bom, essa fracdo foi selecionada para dar
continuidade ao fracionamento biomonitorado. Uma quantidade de 510,8 mg dessa
fracdo foi submetida em uma coluna de Sephadex LH 20 em cloroférmio, obtendo-se
11 fragdes, cujos rendimentos em massa encontram-se na Tabela 7. Salienta-se, no
entanto, que esse procedimento corresponde a uma segunda tentativa, pois na
primeira, aproximadamente 500 mg da FACMC-F7 foram fracionados nas mesmas
condi¢cdes, mas algumas subfracdes depois de algum tempo sofreram degradacao.

Tabela 7 — Massas das subfragdes obtidas do fracionamento da fragdo FACMC-F7

Fracbes Massa (mg)

FACMC-F7 510,8
FACMC-F7/F1 44,8
FACMC-F7/F2 34,8
FACMC-F7/F3 92,3
FACMC-F7/F4 9,6
FACMC-F7/F5 176,6
FACMC-F7/F6 56,7
FACMC-F7/F7 16,1
FACMC-F7/F8 4,9
FACMC-F7/F9 51
FACMC-F7/F10 38,4
FACMC-F7/F11 24,6

Essas 11 fracGes foram testadas no ensaio anti-Leishmania e seus resultados

encontram-se na Figura 31.



% de proliferacdo

% de proliferacdo

100

95

—o— FAcMc-F7/F1
—8— FACMC-F7/F2

751
—— FACMC-F7/F3
FACMC-F7/F4
50 —— FACMC-F7/F5
O— FACMC-F7/F6
254
0 T T I""I T T T T
L O & L O D O &KX O
S LY VP v <> N SAN
L N N
concentragao (ug/mL)
A
100
—8— FACMC-F7/F7
—a— FACMC-F7/F8
754
—¥— FACMC-F7/F9
—o— FACMC-F7/F10
504 -8 FACMC-F7/F11
251
O T T T T T T T T
O OO B DO D A DD
S oY GV B P (0 N SPAN)
o7 27 o o7 97 ©¥ e T

concentracao (ug/mL)

B
Figura 31 — Atividadade anti-Leishmania das subfracées obtidas do fracionamento

de Fracdo FACMC-F7

A — Fracdes FACMC-F7/F1, F2, F3, F4, F5 e F6; B — Fracbes FACMC-F7/F7, F8, F9,
Fl0e F11
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Tabela 8 — Porcentagem de inibicdo do crescimento das formas promastigotas de
Leishmania amazonenis das fracbes FACMC-F7/F1 a F11 de
Momordica charantia na concentracao de 6,25 pug/mL

Fracdes Porcentagem

de inibicao
FACMC-F7/F1 84,68
FACMC-F7/F2 60,09
FACMC-F7/F3 51,86
FACMC-F7/F4 65,00
FACMC-F7/F5 92,49
FACMC-F7/F6 91,50
FACMC-F7/F7 25,66
FACMC-F7/F8 63,36
FACMC-F7/F9 10,10
FACMC-F7/F10 26,65
FACMC-F7/F11 59,47

Mais uma vez a analise da Tabela 8 e do grafico de dispersdo dessas fracbes
(Figura 32) confirma que ndo ha uma uUnica substancia, pois varias subfracdes
apresentaram de boa a oOtima atividade; encontrando-se nas primeiras subfracdes
obtidas. Em funcédo disso e do perfil espectroscopico apresentado por RMN, as
subfracbées FACMC-F7/F1, FAcMC-F7/F3 e FAcCMC-F7/F5 foram submetidas a
posteriores fracionamentos e isolamento das possiveis substancias bioativas,

conforme o esquema apresentado na Figura 27.
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Figura 32 — Grafico de disperséo das fracbes FACMC-F7/F1 a F11

Da subfracdo FAcCMC-F7/F3 apdés a submissdo em coluna flash (200-400

mesh) com o eluente hexano:acetato de etila(6:4), a fracdo MC-F7/F3-F3 mostrou-se
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com alto grau de pureza pela analise dos espectros de RMN e foi denominada de
CC1.

A subfracdo FACMC-F7/F5 apds analise em CLAE analitico, foi purificada por
CLAE semipreparativo; no entanto, dos 170 mg submetidos, 90 mg foram insollveis
em acetonitrila (ACN), o eluente para a coluna. Esse residuo insoltvel, depois de
solubilizado em metanol e analisado por RMN, mostrou-se ser uma substancia pura
que foi denominada CC2. A subfracdo FACMC-F7/F6 também foi submetida a CLAE
semipreparativo, formando um residuo espectrometricamente semelhante a CC2.

A subfracdo FACMC-F7/F1 também foi submetida a uma coluna flash (200-400
mesh) com o eluente hexano:acetato de etila:metanol (6:4:0,5), obtendo-se 9
fracOes, das quais a fracdo MC-F7/F1-F2 desta ultima coluna mostrou ser uma
substancia purificada e foi denominada de CC3. De outras duas fracdes, MC-F7/F1-
F3 e MC-F7/F1-F4 foram purificadas por cromatografia preparativa e isoladas as
substancias CC4 e CC5, respectivamente.

5.4.2 Avaliacao da atividade antiamastigota

Em funcdo da quantidade de material e do custo do experimento em
amastigota, foi realizado o teste para avaliar a atividade antiamastigota da fracéao
acetato de etila (FACMC) e da subfracdo F7 dessa fracdo (FACMC-F7) de Momordica
charantia. Ambas apresentaram forte atividade antiamastigota, conforme resultado

gue se encontra na Figura 33.
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Figura 33 — Atividade antiamastigota da fragcdo acetato de etila (FACMC) e sua
subfracdo F7 (FAcMC-F7) de Momordica charantia
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Esse dado demonstra que o extrato de Momordica charantia e suas fracdes
apresentam o mesmo perfil de atividade tanto para promastigota quanto para
amastigota, o que possibilita inferir que as substancias isoladas CC1 a CC5 também
terdo atividade antiamastigota. Estudos mostram que as promastigotas sé&o
geralmente menos sensiveis para drogas que as amastigotas, indicando que os
ensaios in vitro sobre amastigotas intracelulares se correlacionam melhor com a
resposta in vivo ao tratamento do que os ensaios em promastigotas (FUMAROLA,
SPINELLI; BRANDONISIO; 2004). Portanto, esté evidente o potencial de Momordica
charantia, seja extrato, fracdes purificadas ou substancias isoladas para o

tratamento de leishmaniose.

5.4.3 Identificagcéo estrutural das substancias isoladas com atividade anti-Leishmania

5.4.3.1 Identificacdo estrutural da substancia CC1

O espectro de RMN *H de CC1 (Figura 34, Tabela 9) mostra: um singleto em §
9,87 caracteristico de hidrogénio de aldeido; um singleto referente a trés hidrogénios
em § 3,52, tipico de metoxila; trés sinais na regido de hidrogénios olefinicos, sendo
um dubleto em § 5,87 (J= 3,5 Hz), provavelmente de uma ligagdo dupla C = C
trissubstituida; um dubleto largo em § 5,39 (J = 15,8 Hz) e duplo-duplo-dubleto em §
553 (J = 5,4; 9,1 e 15,7 Hz). Os dois ultimos sinais indicam a presenca de uma
dupla C = C trans dissubstituida ao lado de um metileno.

Ainda sé&o observados seis sinais entre § 0,80 e 1,40, sendo um dubleto em §
0,94 com J = 5,0 Hz referente a trés hidrogénios, indicando a presenca de uma
metila ligada a um grupo CH; um singleto referente a seis hidrogénios ou seja, duas
metilas cujos sinais coincidem, e quatro singletos referentes a trés hidrogénios cada,
indicando a presenca de outras quatro metilas na molécula.

O seu espectro de RMN *3C (Figura 35) caracteriza-se por 31 sinais e, com
auxilio das informacfes obtidas do espectro DEPT 135° (Figura 34), foi possivel
confirmar a presenca da carbonila de aldeido (5 207,6), das duas ligacdes duplas
mencionadas (56146,0 — C; 124,3 — CH; 137,9 — CH; 128, 8 — CH); e trés carbonos

carbindlicos, sendo dois metinicos e um néo ligado a hidrogénio.
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Consta na molécula sete metilas, sete metilenos, dez carbonos como CH,
incluindo o grupo aldeidico, dois carbindlicos e um de ligac&o dupla, e seis carbonos
ndo ligados a hidrogénio, incluindo um de ligacdo dupla e um carbindlico. Tais dados
sdo compativeis com a estrutura de um triterpeno tetraciclico. A partir desses dados
(Figuras 34, 35 e 36) conclui-se que CC1 possui um esqueleto carbdnico com 30
carbonos e mais uma metoxila (84 3,52 e §¢ 50,3).

A literatura mostra que das folhas de Momordica charantia foram obtidos
triterpenos tetraciclicos com esqueleto rearranjado, tipo cucurbitano. Comparando os
dados de RMN de CC1 ao esqueleto cucurbitano verificou-se que estes dados eram
compativeis com os de uma substancia ja isolada anteriormente de M. charantia, a
25-metoxi-3B,7p-diidroxicucurbita-5,23(E)-dien-19-al (Figura 37) (FATOPE et al;
1990).

Current Data Parameters
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Figura 34 — Espectro de RMN *H (300 MHz — Acetona-ds) da substancia CC1
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Tabela 9 — Dados experimentais de RMN de *H (300 MHz) e *C (75 MHz) em
acetona-dg da substancia CCl e da substancia 25-metoxi-3p3,7p-
diidroxicucurbita-5,23(E)-dien-19-al em piridina-ds (FATOPE et al;

1990).

Posicéo

CC1

25-metoxi-3p,7-
diidroxicucurbita-5,23(E)-dien-19-
al (C5D5N — 400 MHZ)

8w, multiplicidade (J, Hz) 8¢ on, multiplicidade (J, Hz) Sc
1 21,4 21,8
2 30,6 29,9
3 3,12m 76,2 3,83 m 75,7
4 41,8 41,8
5 146,0 145,7
6 5,88dd (3,5 124,3 6,28 dl (5,2) 124,3
7 40 66,1 4,38 dl (5,2) 65,7
8 50,6 2,39 sl 50,6
9 50,6 50,6
10 2,57dd (9,2) 37,0 2,72 m 36,9
11 22,8 22,7
12 29,2 29,5
13 46,1 45,8
14 48,6 48,3
15 35,2 35,0
16 28,0 27,8
17 50,1 50,1
18 0,87s 15,2 0,90 s 15,0
19 9,88s 207,6 10,65s 207,8
20 36,8 36,4
21 0,94d (5,0 19,0 0,99d (5,8) 19,0
22 40,0 3,22 m 39,7
23 5,56 ddd (5,5;9,0e 128,8 563m 1284

15,7)

24 5,38dd (15,8e1,1) 137,9 555d (15,7) 137,7
25 75,1 74,8
26 1,19s 26,1 1,33 s 26,5
27 1,19s 26,4 1,33 s 26,0
28 1,27s 27,4 1,48 s 27,4
29 1,06s 26,0 1,18 s 26,2
30 0,81s 184 0,88 s 18,1
OCHj, 352s 50,3 3,22's 50,2
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Figura 37 — Estrutura quimica da CC1

5.4.3.2 Identificacdo estrutural da substancia CC2

Os dados de RMN de *H (Figura 39) e '3C da substancia CC2 (Figuras 38) s&o
bastante semelhantes aos da substancia CC1, diferenciando-se no espectro de
RMN *3C (Figura 40) pela auséncia do sinal em § ~ 50 referente a uma metoxila e a
presenca do sinal do carbono quaternario carbinolico em 71,2, aproximadamente 4
ppm a menos do que em CC1. Esses dados indicam que CC2 possui 0 mesmo
esqueleto carbonico de CC1 com uma hidroxila ligada no C25, além das ja
existentes em C3 e C7 (Tabela 10). Outro fato que corrobora com esta proposta é a
diminuicdo de deslocamento de C23 (§ 125,8) e aumento de C24 (5141,0), em
relacdo aos mesmos carbonos de CC1 (FATOPE et al.; 1990). Assim CC2 trata-se
de 3p,7p,25-triidroxicucurbita-5,23(E)-dien-19-al, também obtido anteriormente de M.

charantia (FATOPE et al.; 1990).

Figura 38 — Estrutura quimica da CC2
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Tabela 10 — Dados experimentais de RMN de *H (300 MHz) e *C (75 MHz) em
metanol-d, da substancia CC2 e da substancia 38,7p,25-
trildroxicucurbita-5,23(E)-dien-19-al em piridina-ds (FATOPE et al,;

1990).
cC2 3B,7pB,25-triidroxicucurbita-

Posicéo 5,23(E)-dien-19-al (piridina-ds)

8w, multiplicidade (J, Hz) dc OH dc
1 21,2 21,8
2 28,9 29,6
3 77,2 76,8
4 41,2 42,0
5 147,3 146,0
6 5,89 d (4,6) 124,0 124,4
7 3,98 (5,37) 66,9 66,7
8 2,42 47,7 2,39 48,2
9 50,2 50,5
10 2,68 36,6 2,69 37,2
11 23,4 24,0
12 28,4 29,6
13 45,2 46,0
14 48,1 48,6
15 34,7 35,3
16 27,4 28,2
17 49,9 50,7
18 15,4 15,5
19 9,86 s 209,6 208,7
20 36,1 36,2
21 17,9 18,7
22 39,0 1,85 39,7
23 5,85; 5,56 125,8 5,93 125,0
24 5,72; 5,55 141,0 591 139,6
25 71,2 70,7
26 29,9 1,55 30,0
27 29,9 1,55 29,9
28 27,8 1,19 27,6
29 28,5 1,49 26,0

30 18,8 18,6




104

9.86

QAR VANNMNMHHND~OONITMMNGS DD

~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~

8 8 & 88 == gumonronosorovonosovvouo-oor-o
Fa- sgg Sr23R-B3388 S T3Q8IB22EILRERT

NNNNNN N i

g s 3 o RREBrhB22233222292L583308RERY

R (1]

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Figura 40 — Espectro de RMN **C (75 MHz — Metanol-d,) da substancia CC2
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5.4.3.3 Identificacdo estrutural da substancia CC3

A analise espectroscopica preliminar da amostra CC3 demonstrou ndo se tratar
de uma substancia pura, co-ocorrendo uma mistura de dois compostos numa
proporgdo de 2:1, considerando a relagcdo entre os valores das integragbes dos
sinais em § 5,18 (H-19, majoritério) e em § 4,91 (H-19, minoritario), Figura 41.

Os dados de RMN de *H e !3C revelaram que CC3 pertence & mesma classe
de CC1 e CC2, distinguindo-se pela auséncia do sinal referente ao grupo funcional
aldeido (Figura 41). A comparacdo dos dados de RMN *3C de CC3 (Figura 42) com
os de CC1 e CC2 mostra que a cadeia lateral de CC3 € igual a da CC1 (Tabela 9).
Além dos sinais da ligacdo dupla C23-C24 (§ 128,7/128,7 e § 138,1/138,1 ppm),
observa-se mais trés sinais de carbonos metinicos na regido tipica de ligag&o dupla
para cada componente da mistura: § 112,5/115,4; 132,0/130,8 e 133,0/134,1;
entretanto, ndo € possivel haver um namero impar de carbonos de ligagéo dupla. O
valor de § 112,5/115,4 esta abaixo do esperado para um CH, de dupla ligacdo sendo
mais condizente com um carbono ligado a dois oxigénios, apesar de estar acima da
faixa mais comum para acetais ou hemiacetais (§ 90-110 ppm). Assim admitiu-se a
possibilidade de CC3 possuir um destes grupos funcionais. Buscando na literatura,
encontrou-se um composto ja isolado das folhas de Momordica foetida
(MULHOLLAND et al.; 1997) com estas caracteristicas e cujos dados de RMN **C
apresentavam uma boa correlacdo com os de CC3 (Tabela 11). Desta forma, foi

possivel definir que os constituintes de CC3 possuem estrutura base 58,19-epoOxi-

19,25-dimetoxicucurbita-6,23-dien-3B-ol, mostrada na Figura 43.
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Figura 41 - Integracdes dos sinais em § 5,18 (H-19, majoritario) e em § 4,91 (H-19,

minoritario) da amostra CC3
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Figura 42 — Espectro de RMN **C (75 MHz — Acetona-dg) da amostra CC3
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Figura 43 — Estrutura quimica de CC3

Comparando-se os dados de RMN *3C dos dois constituintes de CC3, infere-
se que sejam substancias que tém o nucleo basico das cucurbitacinas e estrutura
base mencionada. Observam-se sinais de valores muito pr6ximos, com variacado de
até 1 ppm, e com o mesmo padrdo de substituicdo; embora os sinais de C5 (§
87,5/85,6) e C19 (5§ 112,5/115,4), referentes aos grupos funcionais acetal,
apresentem uma maior variagdo nos seus valores de deslocamentos. Esses dados
sugerem gue 0S compostos possam ser estereoisomeros, apresentando diferenca
na configuracdo do carbono C19. Assim, a amostra CC3, seria uma mistura de dois
estereoisdbmeros que se diferenciam pela configuracdo no carbono C19, indo ao
encontro dos dados da literatura (OKABE; MIYAHARA; YAMAUCHI; 1982). Foi
possivel definir que o isbmero majoritario apresenta a configuracdo C19-R e o outro,
0 minoritario, apresenta a configuracdo C19-S, conforme Figura 44 e Tabela 11.
Portanto, os componentes da mistura CC3 sé&o (19R,23E)-5p8,19-epoxi-19,25-
dimetoxicucurbita-6,23-dien-3p-ol e (19S,23E)-5p,19-epdxi-19,25-dimetoxicucurbita-
6,23-dien-3p-ol.

| - (19R,23E)-5pB,19-epoxi-19,25-dimetoxicucurbita-6,23-dien-3-ol

[l - (19S,23E)-5B,19-epoxi-19,25-dimetoxicucurbita-6,23-dien-3p-ol

Figura 44 — Estruturas dos diastereoisémeros 19-R e 19-S de CC3
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Tabela 11 — Dados experimentais de RMN de *H (300 MHz) e *C (75 MHz) em

acetona-dg dos dois estereoisbmeros de CC3 e dos

isbmeros

(19R,23E) e (19S,23E)-5p,19-ep0xi-19,25-dimetoxicucurbita-6,23-dien-
3p-ol (KIMURA et al.; 2005, MURAKAMI et al.; 2001, OKABE;

MIYAHARA; YAMAUCHI; 1982)

Posicéo

CC3

5pB,19-ep0oxi-19,25-

dimetoxicucurbita-6,23-dien-3p-
ol (piridina-ds)

majoritario — minoritario — 19S (19R,23E) (19S,23E)
19R
OH dc OH dc OH dc OH dc
1 18,0 17,3 1,49/1,53p 17,4
2 28,1 28,0 1,78 27,2
3 76,5 76,6 3,41 76,2
4 38,0 37,8 37.3
5 87,5 85,6 86,8
6 597dd 133,0 6,13dd 134,1 599 131,0
(9,7; 2,2) (9,7; 2,1)
7 132,0 130,8 565 132,8
8 2,90 42,6 1,90 38,7 2,89 41,7
9 49,0 49,7 48,0
10 415 41,5 2,41 40,5
11 23,8 23,3 1,60/1,76 23,2
12 30,3 30,4 1,62 30,6
13 45,8 45,9 45,1
14 48,7 48,8 48,3
15 34,3 34,2 1,34/1,40 33,5
16 28,5 28,4 1,39/1,97 28,1
17 50,7 50,8 1,46 50,3
18 15,0 15,3 0,88 14,7
19 5,18 1125 491 1154 4,65 1121 1149
20 36,9 36,9 36,3
21 19,0 19,1 0,97 18,8
22 40,0 40,1 39,6
23 5,48* 1287 128,7 592 128,3
24 538dl 138,1 138,1 592 137,6
(15,9)
25 75,1 75,1 74,7
26 26,2 26,2 1,54 26,0
27 26,5 26,5 1,54 26,4
28 20,2 20,3 0,85 211
29 244 24,6 1,22 24,8
30 20,8 21,0 0,86 19,9
19- 3,30 57,7 3,33 57,4 3,38 57,2 3,40 57,6
OCHjs
25- 2,90 50,2 2,90 50,4 3,22 50,0
OCHjs

* Sobrepostos

O trabalho de Okabe et al. (1982) relata a presenca de uma mistura de dois

metilacetais que foi obtida por meio de uma metanodlise, em condi¢des brandas de
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reacdo da substancia momordicosideo K, isolada dos frutos imaturos de Momordica
charantia, que é um derivado com estrutura semelhante & de CC1, mas com a
presenca de um grupo glucopiranosil em C7 do esqueleto bésico das cucurbitacinas.
A separacdo e purificacdo destas substancias foram feitas apds a acetilacéo,
obtendo os correspondentes acetatos. Os metilacetais se caracterizaram por ter 0os
sinais em RMN **C a § 57,2 e 57,6 para os dois carbonos metoxilicos do acetal e
5112,1, dubleto e 114,9, dubleto, para os dois carbonos acetalicos, respectivamente.
Nesse trabalho, os autores, baseando-se nos dados espectrais dos acetais obtidos,
presumiram ser um deles um composto que deveria ter a cadeia lateral original, um
anel metilacetal em “ponte” com os carbonos C5, sem hidrogénio e C19, metinico, e
um dupla ligacdo dissubstituida no nudcleo, denominando-o de 5,19-ep6xi-19,25-
dimetoxi-5p-cucurbita-6,23-dien-3p-ol. O produto minoritario obtido apresentou
espectro de RMN *H similar ao primeiro acetal, embora os sinais do proton do acetal
e de um dos protons olefinicos da dupla ligacdo ocorreram a um campo um pouco
mais alto a § 4,62 (versus § 4,83) e a § 5,53 (versus § 5,63), respectivamente,
indicando ser o outro acetal o isbmero no qual a configuracdo do C19 do acetal
diferia. Assim, segundo esses autores, pelo fato do composto minoritario requerer
condi¢cbes mais drasticas para acetilacdo, indicaria que o grupo hidroxila desse
composto seria mais estericamente impedido que o majoritario, consequentemente,
a configuracédo relativa do C19 do minoritario seria S, enquanto que 0 outro seria 0
R-isdmero.

Buscando, entdo, a confirmacéo da relacéo espacial dos substituintes ao redor
do C19 dos compostos encontrados em CC3, utilizou-se 0s experimentos
bidimensionais NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) e COSY
(Correlation Spectroscopy). Os experimentos NOESY tém grande aplicacdo na
resolucdo de problemas de atribuicdo estereoquimica e tem como objetivo fornecer
informacdes sobre os protons que estdo a cinco Angstroms ou menos de distancia
no espaco (GIL; GERALDES; 2002) apresentando correlacdo direta ou espacial
entre as nuvens eletronicas; ja o COSY ¢é utilizado para indicar que nudcleos estdo
sendo correlacionados, indiretamente via ligacdo quimica, isto é, baseia-se na
constante de acoplamento J, para fornecer a correlacdo spin-spin (SILVERSTEIN;
WESTER; 2000).
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Assim, observando o espectro COSY de CC3 (Figuras 45 e 46) foi possivel
estabelecer que o préton H6 em § 5,95 (considerado do isébmero 19-R) esté
acoplando com o préton H7 em § 5,50 e com o préton referente H8 em 2,86;
enquanto que o proton H6 em 6,09 do isdmero 19S também acopla com o préton do
H7 em § 5,50 e com o préton H8 em § 1,91; indicando desta forma que a alteracédo
na configuragdo ao redor do C19 afeta os deslocamentos quimicos do proton H8,
conforme indicado na Tabela 11.

Outra correlacdo possivel de se estabelecer pela analise dos espectros de
COSY de CC3 é a do proton do H19 tido como R em § 4,68 com o proton H10 em §
2,45, sendo um acoplamento a longa distancia do tipo *J, o que, no entanto, n&o
ocorre com o préton H19 considerado S. A partir da analise do espectro NOESY
(Figuras 47 e 48), constata-se que o proton do H19 R esta préximo dos prétons H1,
(a8 1,58), H11 (a § 1,67) e H12 (a & 1,83); demonstrando que a disposi¢céo espacial
ao redor do carbono C19 esta de acordo com a proposta, como indicado na Figura
49.
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A B

Figura 49 — Visao tridimensional dos estereoisémeros 19-R (A) e 19-S (B) de CC3
Fonte: Estruturas desenhadas pela Dra. Edilene Delphino Rodrigues, utilizando o programa
PCMODEL 7.0

5.4.3.4 |dentificacdo estrutural da substancia CC5

Outra substancia analisada foi a denominada de CC5, obtida da mesma fracéo
da CC3. Pela anélise do seu espectro de RMN *H foi possivel verificar que se trata
também de uma mistura de dois compostos, em propor¢cao de 2:1, considerando a
relacdo entre os valores das integracdes dos sinais em § 4,70 (H-19, majoritario) e
em § 4,42 (H-19, minoritario), Figura 50. O seu espectro de RMN de *3C (Figura 51)
apresenta sinais com o0s deslocamentos proximos dos dois estereoisdbmeros
metilacetais encontrados na amostra CC3, com a diferenca nos picos ao redor dos
carbonos olefinicos C23 e C24, semelhante ao relatado na substancia CC2 (pagina
101), e auséncia do sinal do grupamento metéxi em C25, mas com o surgimento do
sinal de carbono tetrasubstituido carbindlico a § 70,16.

Essa amostra foi submetida as técnicas bidimensionais heteronucleares HMBC
(Heteronuclear Multiple Bond Coherence) e HSQC (Heteronuclear Single Quantum

Coherence) que se caracterizam por correlacionar os 'H e *C, permitindo
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determinar quais hidrogénios estao ligados a quais carbonos. Assim, o HSQC indica
gue proéton esta diretamente ligado ao carbono, enquanto que HMBC o acoplamento
do proton com seu carbono vizinho (SILVERSTEIN; WESTER; 2000). Por essas
analises foi possivel estabelecer todos os deslocamentos de H e seus respectivos
13C apresentados na Tabela 11, demonstrando que CCS5 trata-se de uma mistura
dos estereoisdbmeros do epimero monometoxilado da CC3 (Figura 50). Essas
andlises possibilitaram, também, confirmar as observagbes feitas sobre as

configuragdes dos estereoisomeros de CC3, consequentemente, de CC5.

Current Data Parameters
NAME PP-

EXPNO 10
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20110401

Time 20.10
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPROG 29

L 65536
SOLVENT Acetone
NS 8
DS

2556.237 Hz

SWH

FIDRES 0.039005 Hz
AQ 12.8188915 sec
RG 7

5
bW 195.600 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL f1 =====
NUC1 1H
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PL1 -6.00 d
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F2 - Processing parameters
S| 65536

SF 300.1300121 MHz
wbDw EM

0

LB 0.30 Hz
0

PC 0.50

Figura 50 — Espectro de RMN de *H de CC5, destacando as integracdes dos sinais
em § 4,70 (H-19, majoritario) e em § 4,42 (H-19, minoritario) da amostra
CC5
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Tabela 12 — Dados experimentais de RMN de *H (300 MHz) e *C (75 MHz) em
acetona-dg dos dois estereoisomeros de CC5 e do isbmero (19R,23E)-
5B,19-epoxi-19,-metoxicucurbita-6,23-dien-3,25-diol (KIMURA et al,;
2005; MURAKAMI et al.; 2001; OKABE; MIYAHARA; YAMAUCHI;

1982).
CC5 (19R,23E)-5p,19-
Majoritario — 19R minoritario — 19S epoxi-19-
Posicao metoxicucurbita-6,23-
dien-3,25-diol
(piridina-ds)
SH 5C SH 5C 5C
1 1,47 17,9 1,29 17,2 18,7
2 1,75 27,9 1,59 27,9 27,4
3 3,24 dd 76,5 3,27 76,6 76,2
(10,1; 3,1)
4 37,9 37,7 39,1
5 87,3 85,6 85,6
6 5,94 dd 133,0 6,10 dd 133,9 133,2
(8,0; 2,2) (9,8; 2,1)
7 5,53 dd 131,9 5,47 dd 130,8 131,6
(9,8; 3,5) (9,8; 3,5)
8 2,87 42,5 1,91 38,6 42,3
9 48,6 48,7 48,3
10 2,45 41,4 2,41 41,34 41,7
11 1,61 23,8 1,65 22,1 23,4
12 1,20 30,6 1,26 30,4 30,9
13 457 45,7 45,3
14 48,9 48,9 48,4
15 1,36;1,28 34,2 1,36;1,28 33,9
16 1,31;1,27 28,5 1,32;1,16 28,3 28,2
17 1,48 50,7 1,45 50,8 50,4
18 0,86 15,0 0,89 15,3 14,9
19 4,70 112,5 4,42 115,4 112,5
20 1,48 37,0 1,48 37,0 36,6
21 0,89 18,8 0,89 18,8 18,9
22 2,1;1,71 39,8 2,1;1,71 39,8 39,6
23 5,59 * 124.,6 5,59 124,6 124,4
24 5,58* 141,4 5,58 141,4 141,7
25 70,2 70,2 69,7
26 1,58;1,0 31,3 1,58;1,0 31,1 30,8
27 1,58;1,0 31,3 1,58;1,0 31,1 30,8
28 1,11 20,7 1,15 20,9 21,2
29 0,82 24,3 0,85 24,5 24,9
30 0,86 20,1 0,86 20,3 20,0
19-OCHjs 3,36 57,7 3,32 57.4 57,7

* Sobrepostos — 5,59 — 5,55
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| - (19R,23E)-5p,19-epoxi-19-metoxicucurbita-6,23-dien-3,25-diol

[l - (19S,23E)-5B,19-epoxi-19-metoxicucurbita-6,23-dien-3,25-diol

Figura 52 — Estruturas dos diasteroisomeros 19-R e 19-S de CC5

A substancia CC4 nao foi possivel analisar em virtude da pequena quantidade

disponivel.

As gquantidades obtidas dessas cinco substancias isoladas e suas atividades no

ensaio em promastigotas de L. amazonensis encontram-se na Tabela 13.

Tabela 13 — Substancias isoladas do fracionamento biomonitorado por atividade
antileishmania de Momordica charantia L., suas respectivas massas e
Clso das atividades antipromastigotas de L. amazonensis

Substancia Massa (mg) Clso (ug/mL)

CC1 10,1 5,21
CC2 90,0 4,79
CC3 4,1 4,68
CC4 1,7 4,64
CC5 2,6 5,05

O principal aspecto detectado ao analisar a Tabela 13 é que ndo ha diferenca
significativa no perfil de atividade antileishmania das cinco substancias isoladas.
Esse fato vem corroborar com o que vinha sendo encontrado nas analises de perfil
de atividade biolégica das fracGes obtidas, de que ndo é uma substancia especifica
responsavel pela atividade e, sim, um conjunto de substancias, podendo inferir que
atuam em conjunto, potencializando umas as outras, ja que a atividade delas

isoladas foram menores do que quando juntas nas fracoes.
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Portanto, foram caracterizadas seis substancias, sendo que quatro delas
correspondem a dois pares de estereoisomeros. Estas substancias pertencem ao
grupo dos triterpenos, os quais, segundo Rocha et al. (2005), € considerado o
segundo grupo de metabdlitos secundarios com atividade antileishmania (12,1%).
Pode-se relacionar cinco fatores que provavelmente estado determinando a atividade
antileishmania destas substancias em promastigotas: 1° — todas tém o nucleo
cucurbitano; 2° — todas tém o mesmo grau de oxigenacgéo que é 4; 3° — todas tém a
posicdo C3 hidroxilada, fator que Torres-Santos et al. (2004) sugeriram ser
importante para a atividade antipromastigota; 4° — apresentam a cadeia lateral
semelhante, com uma funcédo metoxila ou alcool em C25 e 5° — C19 oxigenado, com
funcdo aldeido ou acetal, um aldeido disfarcado.
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CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo primério deste trabalho foi a descoberta de substancias bioativas a
partir de plantas medicinais usadas pela populacdo desta regido do Cerrado, em
especial principios ativos que possam ser Uteis no combate as leishmanioses;
considerando as drasticas consequéncias a que estdo sujeitas as pessoas
acometidas por essa doencga, um problema de saude publica nesta regido e no
Brasil como um todo.

O uso dos extratos ou fracdes mais purificadas das partes aéreas da espécie
Momordica charantia L. no combate ao parasito Leishmania pode ser uma
possibilidade realizavel, ja que os resultados apresentados nesse estudo esta
mostrando que ndo ha uma substancia bioativa, mas sim um complexo de principios
ativos e que o0 seu extrato e fracdo mais purificada apresentaram atividade
antiamastigota. Alguns aspectos podem corroborar a necessidade de continuidade
desses estudos: a maioria dos estudos tem sido conduzida usando preparagcdes dos
extratos brutos de M. charantia (GROVER; YADAV; 2004); como o extrato etandlico
dos frutos que tem sido considerado seguro por ndo apresentar nefrotoxicidade,
hepatotoxicidade e nem alteragbes nos parametros hematoldgicos (PLATEL,;
SHURPALEKAR; SRINIVASAN; 1993; VIRDI et al.; 2003); os frutos e sementes tém
demonstrado serem mais téxicos que as folhas ou partes aéreas, que foram as
partes estudadas nesse trabalho (GROVER; YADAV; 2004).

Outros estudos salientam alguns efeitos toxicos da planta toda e dos frutos da
Momordica charantia, como hipoglicemia, especialmente em criancas e convulsoes,
reducdo da fertilidade em camundongos (BASCH; GABARDI; ULBRICHT; 2003);
acao abortiva das sementes (CHAN et al.; 1985; TAM; CHAN; YEUNG; 1984);
efeitos genotdxicos do extrato de toda a planta (RUIZ et al.; 1996) e inibicdo do
complexo enzimatico CYPP2C9 e da glutationa-S-Transferase, o que pode ter
implicacbes com interacdes entre drogas (APPIAH-OPONG et al.; 2008). Outro
trabalho, porém, ao avaliar essas enzimas nos frutos de MC, considerou-os com
potencial protetivo (KUSAMRAN; RATANAVILA; TEPSUWAN; 1998).

Todos esses trabalhos mostram que essa planta ja tem muitos dados sobre
sua eficacia e seguranca, o que facilitaria o direcionamento para os estudos de fase

pré-clinica e clinica, podendo se tornar um bom candidato a fitoterapico. Porém,
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todos esses estudos foram conduzidos em centros de pesquisa em outros paises,
especialmente em paises da Asia, por isso a necessidade de desenvolver estudos
com os espécimes do Brasil, principalmente porque ha indica¢des da existéncia de
variedades botanicas (LORENZI; MATOS; 2002).

Assim, considerando o potencial anti-Leishmania apresentado pelo extrato,
fracdo purificada e substancias isoladas de Momordica charantia; que essa planta
faz parte da relacdo de 74 plantas selecionadas no Programa de Pesquisas de
Plantas Medicinais do Ministério da Saude para implantacdo da fitoterapia no SUS
(BRASIL; 2006b) e que o segmento de fitoterapicos no Brasil faturou de novembro
de 2003 a outubro de 2006 mais de 1 milhdo e 840 mil reais com a venda de mais
de 122 mil unidades farmacéuticas (FREITAS; 2007), fica evidente a necessidade de
mais estudos e pesquisas com essas substancias e em especial com o extrato de
Momordica charantia L. com o objetivo de avaliar melhor o mecanismo de acao
dessas substancias, suas possibilidades de utlizagdo in vivo, toxicidade e

seguranca.



123

6 CONCLUSAO

Ao estudar 14 espécies de plantas utilizadas como medicinais pela populacéo,

na regido de cerrado de Bonito/MS e avaliar suas atividades biologicas e

antirradicalar, concluiu-se que:

e A etnofarmacologia € uma ferramenta importante e produtiva para a busca de

substancias bioativas, pois das catorze espécies testadas, 85,7% apresentaram
atividade de moderada a alta em pelo menos uma das atividades avaliadas;

as espécies Bowdichia virgilioides, Hymenaea stigonocarpa, Luehea paniculata e
Maprounea guianensis apresentaram atividade anti-Staphylococcus aureus com
um CIM variando de 250 a 500 ug/mL.

nove espécies apresentaram atividade em pelo menos uma das cepas fungicas
testadas, destacando as folhas de Bowdichia virgilioides e folhas e cascas de
Maprounea guianensis com CIM de 31,25; 62,5 e 62,5 pg/mL, respectivamente
contra Cryptococcus neoformans.

duas espécies, Bowdichia virgilioides e Macrosiphonia petraea, apresentaram
uma alta citotoxicidade sobre Artemia salina com DLs, de 3,53 e 16,6 nug/mL,
respectivamente.

as espécies Hymenaea stigonocarpa, Luehea paniculata, Maprounea guianensis
e a planta conhecida como douradinha apresentaram uma oOtima capacidade
sequestradora de radical livre com Clso variando de 9,62 a 16,85 pg/mL.

0 potencial de investigacdo fitoquimica e biolégica das espécies Luehea
paniculata, Macrosiphonia petraea e Maprounea guianensis, por apresentarem
pouquissimos a nenhum estudo quanto a composicdo quimica e atividades
biologicas.

a espécie Momordica charantia L., conhecida como meldo-de-sdo-caetano,
revelou acdo antileishmania, ao apresentar atividade para formas promastigotas
com uma Clsg = 6,25 pg/mL; bem como a forte atividade antiamastigota da fragéo
acetato de etila e sua subfracéo F7;

o potencial antileishmania foi expresso tanto no extrato quanto nas substancias
isoladas;

cinco substancias foram isoladas do extrato bruto etandlico de Momordica

charantia L. com o mesmo perfil de atividade antipromastigotas;
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seis substancias tiveram suas estruturas elucidadas: sao triterpenos do tipo
cucurbitano (cucurbitacinas);

este é o primeiro relato de acdo antileishmania das cucurbitacinas.
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