UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS MEDICAS

MISLEIA RODRIGUES DE AGUIAR GOMES

Investigacao fitoquimica e da atividade da espécie
do Cerrado Enterolobium ellipticum Benth (Fabaceae)
em Leishmania (Leishmania) amazonensis e

Trichophyton spp.

BRASILIA, 2014



UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS MEDICAS

MISLEIA RODRIGUES DE AGUIAR GOMES

Investigacao fitoquimica e da atividade da espécie
do Cerrado Enterolobium ellipticum Benth (Fabaceae)
em Leishmania (Leishmania) amazonensis e

Trichophyton spp.

Dissertacdo apresentada como requisito parcial
para a obtencao do Titulo de Mestre em Ciéncias
Médicas pelo Programa de PdOs-Graduacdo em
Ciéncias Médicas da Universidade de Brasilia.

Orientadora: Prof?. Dr2. Laila Salmen Espindola
Co-orientadora: Profé. Dr2. Lorena Carneiro Albernaz

BRASILIA, 2014



MISLEIA RODRIGUES DE AGUIAR GOMES

Investigacdo fitoquimica e da atividade da espécie do
Cerrado Enterolobium ellipticum Benth (Fabaceae) em

Leishmania (Leishmania) amazonensis e Trichophyton spp.

BANCA EXAMINADORA

Professora Dra. Nadjar Nitz Silva Lociks de Araujo

(Presidente)

Professor Dr. Jose Realino de Paula

(Membro)

Professor Dr. Rodrigo Gurgel

(Membro)



Aos meus pais Jodo Paulo e Noeme.



AGRADECIMENTO

A Deus por ter me dado o dom da vida. Toda a honra e gloria

seja a dada a Ti Senhor pela sua misericérdia na minha vida.

A orientadora Dr? Laila Salmen Espindola por ter aceitado me

orientar, pela confianca e pelas oportunidades dadas.

A co-orientadora Dr2. Lorena Albernaz Carneiro, que foi uma
pessoa maravilhosa, pela sua compreenséo, sabedoria e dedicacao
me guiando e me ensinando, proporcionando assim, meu

crescimento pessoal e profissional.

A minha familia, principalmente meus pais por todo o apoio,
ensinamentos, incentivo e compreensdao neste periodo de

aprendizado e em toda minha vida.

Aos meus amigos do laboratério de microscopia eletrénica
(Universidade de Brasilia) por dividirem comigo os desafios, as

barreiras, as alegrias e as tristezas vividas neste aprendizado.

Aos alunos, estagiarios e professores do laboratério de
farmacognosia, especialmente a Renata pela ajuda direta no meu

trabalho e por tudo que fez por mim na Grécia.

Ao Prof. Dr. José Elias de Paula in memoriam (Universidade de

Brasilia), pela identificacdo do Enterolobium ellipticum.

A Profa. Sabrina (Université Paris V), pelo auxilio no

fracionamento quimico do Enterolobium ellipticum.



Aos professores Leandros Skaltsounis e Maria Halabalaki
(National and Kapodistrian University of Athens), pelo suporte do seu

laboratorio e por contribuir de forma importante a nossa pesquisa.

Aos doutorandos Job, George e Alexandra (National and
Kapodistrian University of Athens), pela ajuda na identificacdo dos
compostos isolados. EYXAPHZTQ TOYZ ®INOYZ.

Ao professor e amigo Dr. José Raimundo Corréa (Universidade
de Brasilia), por todo o auxilio tanto com as ideias na parte biologica
do meu trabalho, quanto com o suporte do laboratorio de microscopia

eletrOnica. Serei eternamente grata.

A minha companheira de jornada Nubia por toda ajuda e

principalmente pela paciéncia comigo.

Ao Projeto FP-7/"ChemBioFight” pela oportunidade de ter feito

parte do trabalho em Atenas.

Ao prof. Gustavo Romero (Universidade de Brasilia) por ter
cedido o laboratério de leishmaniose para obtencdo das amastigotas

axénicas.

Agradeco a CAPES, CNPg e a FAPDF pelo suporte financeiro

ao Laboratorio de Farmacognosia da Universidade de Brasilia.

A CAPES pela bolsa de estudos concedida.



RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana e as dermatofitoses sao doengas que
provocam lesdes cutaneas Os medicamentos disponiveis para o tratamento das
doengas apresentam efeitos adversos, por isso a necessidade de uma busca por
novos compostos mais especificos para o tratamento da doenca. Neste estudo,
foi testado a atividade antifungica e leishmanicida do extrato da casca do caule
de Enterolobium ellipticum e do seus compostos isolados. O fracionamento do
extrato por cromatografia em coluna aberta permitiu o isolamento e identificagdo
de terpenos, flavonoides e um hidrocarboneto. Foram identificados os triterpenos
lupenona, taraxasterol e acido betulinico, os flavonoides catequina e dimero de
catequina e o hidrocarboneto 9-hexacoseno relatados pela primeira vez para a
espécie Enterolobium ellipticum. A catequina apresentou atividade fungicida com
um CIM de 125 pg/mL em T. mentagrophytes ATCC 9533. O extrato bruto e a
catequina apresentaram uma considerada atividade de inibicdo da proliferacao
das formas promastigostas da Leishmania amazonensis. O extrato foi citotoxico
em macréfagos murinos e a catequina apresentou uma citotoxidade moderada.
Os ensaios de infectividade em macrofagos murinos e a extrato bruto de
Enterolobium ellipticum diminuiu a infectividade dos parasitos intracelulares com
a infeccdo ja em curso, e também quando aplicado ao pré-tratamento, sugerindo
gue o extrato intensifica 0s mecanismos microbicidas dos macroéfagos, levando
amorte da Leishmania. Enquanto a catequina foi eficiente somente na diminuigdo
dos parasitos no tratamento com a infecgdo ja em curso. O efeito leishmanicida
do extrato e da catequina foi confirmado com a analise morfolégica onde foi
observado o efeito sobre a membrana celular do parasito e presenga de poros.
Estes resultados permitem concluir que a catequina € um dos principios ativos
do extrato de E. ellipticum e que estudos futuros séo necessarios para avaliacao

dos efeitos in vivo.

Palavras-chave: Enterolobium ellipticum, Cerrado, Leishmania amazonensis,

fungos dermatofitos.



ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis and dermatophytosis are diseases that cause
cutaneous lesions available drugs have adverse effects, so the need for a more
specific search for new compounds for treating disease. This study tested the
antifungal activity and leishmanicide stem bark extract of ellipticum Enterolobium
and their isolated compounds. The extract fractionation by open column
chromatography allowed the isolation and identification of terpenes, flavonoids
and a hydrocarbon. The lupenona triterpenes, taraxasterol and betulinic acid,
flavonoid catechin and catechin dimer and the 9-hexacosene hydrocarbon
reported first time to Enterolobium ellipticum species. The catechin showed
antifungal activity with a MIC of 125 mg / mL in T. mentagrophytes ATCC 9533.
The crude extract and catechin showed an activity considered inhibition of
proliferation of promastigostas forms of L. amazonensis. The extract was
cytotoxic in murine macrophages and catechin showed moderate cytotoxicity.
The trials of experimental infection showed that the crude extract of Enterolobium
ellipticum decreased infection with intracellular parasites infection in progress,
and when applied to the pre-treatment, suggesting that the extract intensifies the
microbicidal mechanisms of macrophages, leading to the death of Leishmania.
While the catechin is effective only in dimuicdo the treatment of parasite infection
with already underway. The leishmanicide effect of the extract and catechin was
confirmed by morphological analysis where we observed the effect on the cell
membrane of the parasite and the presence of pores. These results show that
the catechin is one of the active principles of E. ellipticum extract and that future

studies are needed to assess the effects in vivo.

Keywords: Enterolobium ellipticum, Cerrado, Leishmania amazonensis, fungi,

dermatophytes.
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1.Introducéo
1.1 Leishmaniose

As leishmanioses sdo antropozoonoses consideradas um grande
problema de saude publica e representam um complexo de doengas com um
amplo espectro clinico e diversidade epidemioldgica. A Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) estima que 350 milhdes de pessoas estejam expostas ao risco de
infeccdo pela doenca. Aproximadamente 0.2-0.4 milhdes de casos de
Leishmania Viceral (LV) e 0.7-1.2 milhoes de casos de Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA) ocorrem a cada ano. Mais de 90% dos casos de
LV globais ocorrem em apenas seis paises: india, Bangladesh, Suddo, Sudio do
Sul, Brasil e Etiopia. A leishmaniose cutanea é mais amplamente distribuido, com
cerca de um terco dos casos ocorrem em cada uma das trés regiées, as
Américas, a bacia do Mediterraneo e Asia ocidental do Oriente Médio para a Asia
Central. (Ministério da Saude, 2010, Alvar et al., 2012). A Leishmaniose
Tegumentar Americana esta amplamente distribuida no Brasil. No periodo de
2002 a 2011, foram registrados no pais 243.716 casos de LTA, com média anual
de 24.372 casos novos (Secretaria de Vigilancia em Saude, 2014). As
populagdes mais expostas a LTA no Distrito Federal estdo concentradas em
areas rurais e de expansoes urbanas, com vegetacdo preservada ou residual,
devido a presenca de hospedeiros naturais e vetores da Leishmania. No periodo
de 2010 a 2012 foram registrados 186 casos de LTA, No ano de 2012 os casos
autoctenes da doencga na forma clinica mucosa foi de 17 casos, enquanto que na
forma cutanea foram registrados 83 casos. Em 2013 nao houve nenhum registro
de casos na forma clinica mucosa, porém, os casos na forma cutanea foi de 100
casos. Nos primeiros seis meses de 2014 nio houve nenhum caso autéctone
nas formas cutanea e/ou mucosa de LTA (Informativo Epidemiolégico das

Leishmanioses no DF, 2014).

O agente etiolégico das leishmansioses é um protozoario da ordem

Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, do género Leishmania. As
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leishmanioses sdo agrupadas em duas categorias clinicas: a leishmaniose
visceral e a leishmaniose cutanea a qual pode se apresentar como Leishmaniose
Cutanea Localizada (LCL), Leishmaniose Mucocutanea (LCM), Leishmaniose
Cutanea Difusa Anérgica (LCDA) e Leishmaniose Cutanea Disseminada
Bordeline (LCDB). As manifestacdes clinicas dependem da espécie do parasito
causador da infeccdo e do estado imune do hospedeiro humano (Silveira et al.,
2004).

A maioria dos casos de leishmaniose cutanea no Brasil tem como agente
etiolégico a Leishmania (Viannia) braziliensis. A infec¢do por esta espécie pode
se manifestar sob a forma cutanea localizada, com evolucao cronica. A segunda
espécie de maior prevaléncia entre 0s agentes causais de leishmaniose cutanea
no Brasil € a Leishmania (Leishmania) amazonensis, responsavel por casos de
leishmaniose cuténea e difusa. A leishmaniose difusa € de ocorréncia rara
(Rezende-Soares et al., 2010).

1.1.1 Ciclo de vida

O género Leishmania possui ciclo biolégico heteroxénico (Figura 1), cujas
formas de desenvolvimento alternam-se entre hospedeiros vertebrados e insetos
vetores, que transmitem o parasito durante o repasto sanguineo (Sacks e
Perkins, 1984). Os protozoarios do género Leishmania sao parasitos obrigatérios
e apresentam duas formas durante seu ciclo de vida associadas a dois tipos de
hospedeiro - no invertebrado encontra-se a forma promastigota alongada e com

o flagelo, e no vertebrado a forma amastigota arredondada e com flagelo interno.
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Figura 1. Ciclo de vida heteroxénico do protozodrio Leishmania spp. Figura

adaptada de: http:www.dpd.cdc.gov/HTML/Leishmaniasis.htm

Sua transmissdo se da através da picadura da fémea infectada de
dipteros da subfamilia Phlebetominae, pertencentes ao género Lutzomyia,
popularmente conhecido com mosquito-palha, birigui, tatuira, cangalha e
cangalhinha (Contijo e Carvalho, 2003; Araujo et al., 2014). A probabilidade de
transmissao da doenca depende das condigdes de exposicdo de humanos e de
animais domésticos aos flebotomineos (Guerra et al. 2006). O desmatamento e
a urbanizagdo sao exemplos de alteragées que sdo seguidas por mudangas
principalmente, em reservatérios e na populagido de insetos vetores aumentando

assim os casos de LTA (Reis et al., 2013).

O crescimento migratorio aliado ao processo histérico de organizacao
espacial nas ultimas décadas tem propiciado a proliferacdo de areas de alto risco
e infeccao por Leishmania em areas urbanas brasileiras, por consequéncia do

desequilibrio ecoldgico. Em territorio brasileiro a distribuicdo da doenga ocorre
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por meio de diferentes condicbes geograficas ou ecologicas, potencializadas
pelo planejamento governamental inadequado ou ineficiente em agbes que
promovam a conscientizagdo, visando o controle, prevencdo ou deteccéo

precoce da infeccdo em areas de risco (Negréo e Ferreira, 2014).
1.1.1.1 Leishmania (Leishmania) amazonensis

A leishmania (Leishmania) amazonensis é transmitida pelo Lutzomyia
flaviscutellata, considerada responsavel pela formas cutaneas de leishmaniose,
ainda assim é capaz de causar leishmaniose viceral em alguns casos (Martinez
e Persen, 2014), e é responsavel pelos casos de leishmaniose cutanea difusa
(LCD) que é a forma mais rara, severa e de dificil tratamento da doenca (Nylén e
Eidsmo, 2012). Leishmania amazonensis foi descrita por Lainson e Shaw (1972),
as cepas foram encontradas em roedores da regido amazonica. Porém o
isolamentos da leishmania (L) amazonensis foi feito por Nery-Guimaraes (1951)
em roedores silvestres (Oryzomys goeldi) e a reprodugdao da infecgdo
experimentalmente em camundongos e hamsters (Mesocricetus auratus), que
caracterizaram lesées, através de estudo histopatologico, por um filtrado
inflamatoério composto principalmente por histiécitos altamente parasitados,
diferentemente do padrao histopatologico apresentado po L. (V.) braziliensis, que
tem por carcteristicas uma densidade muito baixa de parasitas nas lesdes

ulceradas (Costa et al., 2009).

1.1.2 O tratamento das leishmanioses

O tratamento das leishmanioses foi proposto em 1912 por um pesquisador
brasileiro chamado Gaspar Vianna, foi ele quem descobriu a utilidade dos
antimoniais no tratamento da LTA. Desde entdo, o tratamento continua baseado
nos antimoniais pentavalentes, porém, sua alta toxicidade pode causar mialgias,
dores abdominais, alteracbes hepaticas e distirbios cardioldgicos.
Posteriormente, o uso da anfotericina B e pentamidinas foi indicado para o
tratamentos dos pacientes, no entanto estes farmacos também sao altamente
toxicos causando hipoglicemia, hipotensdo, alteracdes cardioldgicas,

nefrotoxicidade e ainda pode levar a deplec&o dos niveis de potassio e magnésio
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no organismo (Nakamura et al., 2006; Bezerra et al., 2006; Ministério da Saude,
2014). A toxicidade atrelada aos fendmenos de quimioresisténcia, a

administracéo por via parenteral e a tendéncia desta enfermidade a urbanizagéo
levam a necessidade da busca por moléculas, que possibilitem o
desenvolvimento de novos medicamentos (Albernaz et al., 2010; Croft et al.,
2011).

1.1.3 Farmacos leishmanicidas e seu mecanismo de acéo
1.1.3.1 Antimoniais pentavalentes

Os antimoniais pentavalentes (Figura 2) tém sido os farmacos de primeira
escolha no tratamento das leishmanioses. O mecanismo de acdo destes
farmacos continua pouco compreendido, mas acredita-se que esta ligado
principalmente ao metabolismo do parasito. Particularidades quimicas na
composicdo destes farmacos podem contribuir para que ocorra o seu efeito
farmacoldgico. Por exemplo, os carboidratos, como o acido glicénico - presente
no Pentostan® e no Glucantime®, sdo capazes de formar complexos sollveis em
agua com o atomo de antimdnio, o que pode facilitar a distribuicdo dos agentes
antimoniais para os macréfagos infectados (Roberts et al., 1995; Sereno et al.,
2001).

A administracdo dos antimoniais pentavalentes por via parenteral
(endovenosa ou intramuscular) é realizada em um esquema posoldgico que pode
variar de 20 a 40 dias. Os efeitos colaterais incluem frequentemente arritmias e

pancreatite aguda (Ferreira et al., 2014).
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Figura 2. Estrutura quimica do antimoniato de meglumina

1.1.1.2. Anfotericina B

A anfotericina B (Figura 3) € um antibiotico poliénico com atividade
antifingica e leishmanicida. E um farmaco de segunda escolha devido aos
graves efeitos adversos associados ao seu uso devendo, portanto, ser
empregado apenas quando ndo se obtém resposta adequada ao tratamento com
os antimoniais. A anfotericina B interage preferencialmente com os esterdis
substituidos na posicédo 24 (ergosterol e episterol), comum na membrana dos
parasitos; entretanto, pode ligar-se também ao colesterol presente na membrana
plasmatica das células do hospedeiro, causando boa parte dos efeitos toxicos
(Oliveira et al., 2014)

Outra formulacdo mais recente é a forma lipossomal da anfotericina B,
cujo uso clinico é recomendado para os casos graves de leishmanioses néo
responsivas ao tratamento convencional, transplantados renais ou pacientes
com insuficiéncia renal (Caldas et al., 2013). A forma lipossomal da anfotericina
B age especificamente sobre células-alvo (macrofagos), incorporando ao meio
intracelular e assim reduzindo efeitos colaterais. Seu uso é limitado pelo alto

custo e pela administragdo endovenosa o0 que restringe seu uso a poucos centros
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especializados e normalmente em ambito hospitalar com acompanhamento

meédico e controle das reacdes adversas (Maciel Santos et al., 2013).
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Figura 3. Estrutura quimica da Anfotericina B

1.1.3.3 Miltefosina (Hexadecilfosfocolina)

A Miltefosina (Figura 4) vem sendo utilizada na India, como farmaco
alternativo para os pacientes que ndo responderam ao tratamento com oS
antimoniais. Em Bihar, estado ao leste da india, local com 90% dos casos de
leishmaniose visceral do pais, observou-se uma aumento de mais de 50% na
taxa de cura de quando era usado os antimoniais. Consequentemente, 0 uUso
destes ndo é mais recomendado no subcontinente indiano (Ferreira W. A. et al.,
2014).

As hipoteses de mecanismo de acdo da miltefosina sdo reportadas em
células cancerigenas e em Leishmania. Em células cancerigenas a atividade
esta associada principalmente a apoptose (morte celular programada) e a
perturbacao de vias de sinalizacdo. Hipoteses recentes indicam que a miltefosina

tenha mais de um local de acéo (Thomas et al., 2012).

Em formas promastigotas e amastigotas de L. donovani, L. amazonensis

e L. infantum, a miltefosina é capaz de induzir a apoptose celular, corroborado
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pela observacgdo, in vitro, de que a tolerdncia a morte celular programada em
Leishmania esta ligada a resisténcia a multidroga dentro do parasito (Thomas et
al., 2012).
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Figura 4. Estrutura quimica da Miltefosina

1.2 Fungos dermatofitos

As dermatofitoses sdo micoses cutaneas infecto-contagiosas, de curso
cronico, causadas por um grupo de fungos denominados dermatofitos,
representados pelos géneros Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton e
constituem um dos grupos de infeccbes fangicas mais frequentes na prética
dermatologica (Velez et al., 2012). Baseando-se no seu habitat, os dermatofitos
podem ser caracterizados em trés grupos principais: os geofilicos, os zoofilicos
e os antropofilicos. Os gedfilicos, sdo os mais importantes clinicamente, estdo
presentes no solo decompondo varios detritos queratinicos. Os representantes
principais sao Microsporum gypseum e Trichophyton mentagrophytes
(Seebacher et al., 2008). Os zodfilos sao, sobretudo parasitos de animais, mas
algumas vezes sdo encontrados no homem, e temos como exemplos principais
M. canis e T. mentagrophytes var. mentagrophytes. Os antropofilos sdo
tipicamente parasitos do homem. A infeccéo requer o contato interpessoal. Seus
representantes tipicos séo E. floccosum, T. mentagrophytes var. interdigitale, T.

rubrum, T. tonsurans (Seebacher et al., 2008).

Os dermatdfitos afetam atualmente cerca de 25% da populagdo mundial.
Estima-se que 30 a 70% dos adultos sejam portadores assintomaticos. A
incidéncia da doenca tende a aumentar com a idade. A epidemiologia das
dermatofitoses pode ser afetada por fatores climaticos, praticas sociais,
migracdo de populagbes e carateristicas individuais (Perea et al., 2010). As

caracteristicas patogénicas das dermatofitoses séo lesdes na pele, couro
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cabeludo e unhas, e dependem do agente causador, do local de
desenvolvimento da micose e do estado imunolégico do paciente, variando

assim a gravidade da infeccéo (Berker, 2009).

1.2.1 Tratamento antifungico

Infec¢cbes causadas por dermatéfitos sdo, provavelmente, as doencas
fungicas cutaneas mais comuns em seres humanos e animais. Nas ultimas
décadas, tem aumentado o niumero de agentes antifingicos utilizados na pratica
clinica para o tratamento das dermatofitoses. No entanto, nem todas as espécies
tém o mesmo padrdo de suscetibilidade e existem evidéncias de que o0s
dermatofitos tenham adquirido resisténcia a determinados antimicéticos
(Magagnin et al., 2011).

1.2.2 Farmacos antifangicos
1.2.2.1 Itraconazol e fluconazol

Itraconazol e fluconazol s@o derivados azélicos (Figura 5 e 6) e
compartiham o mesmo mecanismos de acdo, sao metabolizados mais
lentamente e exercem menos efeitos colaterais. Estes inibem a biossintese do
ergosterol, o principal esterol presente na membrana das células fungicas, e
atuam em sistemas enzimaticos em diversos tipos celulares do homem (Bennett,
2005).
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Figura 5: Estrutura quimica do Fluconazol
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Figura 6: Estrutura quimica do Itraconazol
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1.2.2.2 Terbinafina

A terbinafina (Figura 7) foi descoberta em meados de 1997, e é
administrada tanto por via oral quanto por via tépica. E um inibidor reversivel ndo
competitivo da esqualenoepoxidade, uma enzima envolvida nas etapas iniciais
da sintese de esterdis. Seu mecanismo de acdo envolve a deplecdo de
ergosterol e acumulo de esqualeno, afetando a estrutura e a funcdo da

membrana, tendo portanto atividade fungicida (Odds et al., 2003)

Figura 7. Estrutura quimica da terbinafina

1.2.2.3 Polienos

Pertencem a essa classe de antifiungicos a Anfotericina b, a Nistatina e a

Natamicina.

A nistatina também conhecida como fungicidina, é um antibidtico
macrolideo poliénico (Figura 8). O tratamento topico ou oral com nistatina é
utilizado nos casos de susceptibilidade cutdnea ou mucocutanea de infecgéo
fungica normalmente causadas por espécies de Candida, sendo o tratamento

oral também utilizado nos casos de susceptibilidade de infeccbes na cavidade
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oral (Uptodate, 2014). Sdo amplamente utilizadas também em infec¢cdes de pele
e no trato gastrointestinal (Récamier et al., 2010). A nistatina possui 0 mesmo
mecanismo de acgdo que a Anfotericina b que sao: o aumento da permeabilidade
celular, através da formacéo de poros ou canais ao ligar-se com o ergosterol da
membrana celular fungica, e acdo oxidativa sobre as células, alterando suas
funcbes metabolicas. Liga-se também ao colesterol das células humanas,

principal razéo de seus efeitos colaterais (Miller et al., 2013).

Figura 8: Estrutura quimica da nistatina.

1.3 Produtos naturais - Plantas medicinais

A utilizacdo de produtos naturais com propriedades terapéuticas é tao
antiga quanto a civilizacdo humana e, ao longo do tempo, os produtos de origem
mineral, animal e vegetal foram as principais fontes do arsenal terapéutico. Nos
altimos anos, tem crescido o interesse nas terapias alternativas e no uso
terapéutico de produtos naturais, principalmente aqueles derivados de plantas
(Cragg e Newman, 2013; Lall e Kishore, 2014; Alves et al., 2014).
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1.3.1 Cerrado

O Cerrado originalmente ocupava 2.039.386 km?, cerca de um % do
territorio brasileiro. Segundo o Ministério do Meio Ambiente (MMA), o Cerrado
perdeu 85.074,87 km?, entre 2002 e 2008, o que representa uma taxa média de
14.179 km?/ano. Esse valor é mais que o dobro da taxa de desmatamento da
Amazodnia para o mesmo periodo. Assim sendo, o Cerrado perdeu quase 50%
de sua cobertura original (Ganem, 2011). O Cerrado é considerado um dos 25
locais no planeta que apresentam alta biodiversidade, porém compde a lista dos
biomas mais ameacados, sendo assim denominado como hotspot para a
conservacgao da biodiversidade e requer bastante atencao por possuir altas taxas
de endemismos e menos de 20% de sua cobertura original intacta (Silva e
Santos, 2012).

O Cerrado é uma regido com aproximadamente 10.000 espécies de
plantas, sendo 4.400 endémicas, portanto uma das mais ricas vegetacdes
brasileiras. O clima sazonal, com invernos secos e verdes chuvosos, tem
influéncia na origem do Cerrado, pois as chuvas ao longo do tempo
intemperizaram os solos deixando-0s pobres em nutrientes essenciais (Silva et
al., 2005; Oliveira et al., 2014). A degradacédo do Cerrado implica em perda de
inUmeras espécies vegetais ja identificadas ou ainda por serem catalogadas. A
ocupacao humana do Cerrado, substituindo a vegetacao original pela agricultura,
principalmente da soja, levando ao desequilibrio nos processos quimicos, fisicos
e biolégicos do solo, provocando consequéncias ecoldgicas visiveis (Scabora et
al., 2010). Junto com a biodiversidade estio desaparecendo ainda as
possibilidades de uso de muitos recursos, como as plantas medicinais que sdo
abundantes no Cerrado, impossibilitando assim a continuagdo da utilizagdo das
plantas medicinais da forma tradicional e dos estudos cientificos realizados com

as mesmas.
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1.3.1.1 Familia Fabaceae

A familia Fabaceae constitui uma das maiores do filo das Angiospermas,
com 727 géneros e cerca de 19.325 espécies. Apresenta ampla distribui¢ao,
estando presente tanto em florestas tropicais quanto em desertos, planicies e
regibes alpinas (Doyle et al., 2003). Seus representantes correspondem a
diferentes tipos de habito: arvores como o pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam.)
e 0 jacaranda-da-Bahia (Dalbergia nigra (Vell) Allemédo ex Benth.), arbustos
como topete-de-cardeal (Calliandra tweediei Benth) e plantas aquaticas como
Neptunia pubescens Benth. Segundo Mendonca e colaboradores. (1998), esta €
uma das familias mais representativas do bioma Cerrado, em numero de

espécies, sendo muitas utilizadas na medicina tradicional.

1.3.1.1.1 Género Enterolobium

O género Enterolobium € facilmente reconhecido pelo fruto legume
bacdide ou nocoide, com os formatos auriculiformes, circulares, contorcidos,
circinados ou recurvados (Mesquita, 1990). Suas folhas, goma e seiva séo
utilizadas na medicina popular para tratar infec¢ées pulmonares e dermatites. E

sua casca produz um poderoso vermifugo (Silva Junior, 2005).

A espécie Enterolobium ellipticum Benth (Figura 9) pertencente a familia
Fabaceae e é conhecida como “favela branca”, é uma arvore pequena de até 5
metros, com folhas compostas, foliolos verde-escuros na parte superior e verde-
claros na parte inferior, flores branco-amareladas e frutos vagem coriacea. A

madeira € utilizada na construcéo civil (Correa, 1926-1978).
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Figura 9. Enterolobium ellipticum Benth. — Fabaceae: A= arvore, B= botéo floral

C= frutos (Arquivo de laboratorio de farmacognosia/UnB).
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2. Justificativa

As leishmanioses fazem parte de um grupo de doencas classificadas
como negligenciadas e as dermatofitoses sdo doencas infecto-contagiosas. As
alternativas terapéuticas para os tratamentos tanto para leishmaniose quanto as
dermatofitoses sdo caracterizadas por tratamentos com alguns inconvenientes,
como efeitos adversos, toxidade, resisténcia crescente aos medicamentos
disponiveis e manejo clinico com farmacos similares, como a anfotericina B.
(Chakravarty e Sundar, 2010; Tiuman et al., 2011; Santana, 2013). Diante
dessas dificuldades, existe a necessidade de desenvolver novas tecnologias de
controle e tratamento na busca por qualidade de vida e controle de doencgas de
importancia em saude publica. Assim, a descoberta de compostos naturais com
atividade leishmanicida e fungicida, vém surgindo como uma alternativa para o
tratamento estimulando a pesquisa com o0 uso de substancias provenientes de
planta (Oliveira et al., 2013).

O objeto de estudo do presente trabalho foi a biodiversidade encontrada
no bioma Cerrado, segundo maior bioma do Brasil e biologicamente a regido de
savana mais rica do planeta (WWF Brasil, 2014). Buscou-se identificar a
atividade farmacolégica do extrato bruto da casca do caule de acetato de etila
do Enterolobium. ellipticum e de seus compostos isolados e identificados. Sendo
esta espécie selecionada para o fracionamento devido a resultados prévios do
grupo de pesquisa (Santana, 2013). Apresentando atividade tanto em formas
promastigostas Leishmania (L.) amazonensis, responsavel pela forma cutanea

da leishmaniose, quanto em Trichophyton, causador da dermatofitose.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Investigar a atividade do extrato acetato de etila da casca do caule de
Enterolobium ellipticum Benth (Fabaceae) e das substancias isoladas em

Leishmania (Leishmania) amazonensis e em fungos dermatofitos.
3.2 Objetivos especificos
. Avaliar a atividade do extrato acetato de etila da casca do caule de E.

ellipticum em L. (L.) amazonensis

. Realizar o fracionamento quimico do extrato acetato de etila da casca do

caule de E. ellipticum
. Elucidar as estruturas dos compostos isolados

. Definir a atividade dos compostos isolados em Trichophyton rubrum,

Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton tonsurans

. Avaliar a atividade dos compostos isolados em formas promastigotas e

amastigotas de L. (L) amazonensis

. Determinar a citotoxidade dos compostos isolados em macréfagos
murinos
. Avaliar a morfologia do parasito Leishmania amazonensis apds acao do

extrato e dos compostos isolados
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4. Materiais e métodos

4.1 Coleta da espécie Enterolobium ellipticum Benth (Fabaceae)

A casca do caule de Enterolobium ellipticum Benth foi coletada em 2013,
na &rea da Lagoa Formosa/Planaltina - DF, Latitude sul 15° 27' 34,2"; Longitude
oeste 47° 92" 3,3"; Altitude 1.071 metros, em parceria com o botanico Prof. Dr.
José Elias de Paula/UnB.

4.2 Preparacdo do extratos bruto

A casca do caule foi dessecada, estabilizada e pulverizada utilizando um
moinho de facas. Uma parte (1000 g) foi submetida ao processo de extracao por
maceracao utilizando como liquido extrator o solvente acetato de etila. A solugédo
extrativa foi recuperada por filtracdo e concentrada a pressao reduzida em

rotaevaporador a 40 °C. Foi obtido 38 g de extrato bruto (Figura 10).

O extrato vegetal bruto obtido foi depositado no Banco de Extratos de
Plantas do Bioma Cerrado do Laboratério de Farmacognosia/UnB, a -20 °C. O
acesso ao patriménio genético é autorizado sob o niumero 06/2012 de acordo
com a Resolucdo CGEN n. 35, ap@s andlise vinculada as informacgdes e termos
do processo 02000.002272/2006-73.
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Figura 10. Esquema para obtencdo do extrato bruto da casca do caule de

Enterolobium ellipticum Benth. (Fabaceae)

4.3 Métodos Cromatograficos

4.3.1 Fracionamento do extrato acetato de etila da casca do caule de

Enterolobium ellipticum

O extrato bruto (30 g) foi fracionado por cromatografia em coluna aberta
de silica gel (245 g, silica gel 60 230-400 mesh) em coluna de vidro. Os solventes
utilizados foram o ciclohexano, acetato de etila e metanol, puros ou combinados
em gradientes crescentes de polaridade (Figura 11). O fracionamento do extrato

fei realizado no laboratério de farmacognosia/UnB.

O monitoramento do processo de separacao foi feito por cromatografia em
camada delgada (CCD), utilizando placas de silica gel sobre aluminio (Sigma®),
e como eluente os solventes ciclohexano, acetato de etila, metanol e acido
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férmico, sozinhos ou em um gradiente de polaridade crescente. As placas foram
observadas em luz ultravioleta 254 e 366 nm e reveladas com solucéo de vanilina
sulfarica, seguido de aquecimento a 100 °C por aproximadamente 3 minutos.

i+s—»® 43

30 gde extratobruto 240 g de silicagel Extrato em silica para Solventes
deposito 3 seco

gy

LT P

Grupos Cromatografia em Fragoes Cromatografia em
camada delgada coluna aberta

Figura 11. Esquema do fracionamento quimico do extrato acetato de etila da

casca do caule de Enterolobium ellipticum

4.3.2 Cromatografia gasosa (CG)

A Cromatografia Gasosa (CG) é uma técnica para separagdo e
analise de misturas de substancias volateis. Para a identificacdo de algumas das
substancias foi realizada cromatografia gasosa. A identificacdo foi baseada na
comparacao dos seus espectros de massa com a biblioteca Wiley 275. O
aparelho empregado para a analise foi um CG-EM HP 6890 series, coluna HP
19091S-433 325 C Max 5% fenil metil sitoxano. O detector seletivo de massa
utilizado foi um Hewlett-Packard (HP) 5973 no modo de ionizagao El (70 eV),
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interface com uma HP 6890. O cromatografo a gas possuia uma coluna capilar
HP-5 MS (30 m x 250 um x 0,25 um). O programa de temperatura utilizada foi
de 60 °C (5 min) a 280 °C a uma taxa de 3 °C / min, seguido por um tempo
estatico de 15 min a 280 °C. A temperatura de injeccéo foi de 200 °C; a taxa de
fluxo do gas portador (hélio) foi de 0,8 mL / min. Os indices de retencéao (IR) para

todos os compostos foram determinados de acordo com Van den e Kratz (1963).

4.3.3 Analise HPLC

HPLC significa Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (em inglés, HPLC
— High Performance Liquid Chromatography). Se distingue por usar a fase mével a
alta pressio (dai o "pressure" da sigla em inglés). O uso de pressoes elevadas
permite uma redug¢ado no diametro das particulas da fase estacionaria, localizada
no interior da coluna cromatografica. O uso de particulas menores (na ordem de
5,0 um) no recheio da coluna resulta em uma érea superficial, o sitio de adsorgdo,
maior (geralmente da ordem de centenas de metros quadrados por grama de
fase estacionaria), 0 que promove uma separa¢ao mais eficiente dos

componentes da amostra.

O sistema usado para andlises de HPLC foi o Thermo Finnigan equipado
com uma bomba P4000, um amostrador automético AS3000, um
desgaseificador 1000 e um detector (PDA) UV6000LP. As amostras foram
separadas em uma coluna RP-18 (250 x 4,6 mm x 5,0 ym). A injecéo foi realizada
por uma valvula Rheodyne (Modelo 77251) com 20 mL de ciclo fixo. Dados

cromatograficos foram adquiridos usando versdo ChromQuest software 4.1.

4.4 Métodos Espectrométricos de Analise

Todos os métodos espectrométricos de andlise foram realizados no
laboratério de farmacognosia da Universidade Nacional e Karpodistrian de

Atenas, Grécia.
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4.4.1 Ressonancia magnética nuclear

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é sem duvida uma das mais
poderosas técnicas de espectros para estudo das estruturas de moléculas
organicas. Na técnica de 1D podemos obter espectro de uma dimensao e na 2D
podemos obter espectro em duas dimensdes, sendo que essa técnica permite
correlacionar hidrogénios e carbonos que possuem relagao escalar. Os espectros
de ressonancia magnética nuclear (RMN) 1D (*H e 13C) foram obtidos através do
aparelho Bruker DRX- 400 e 600 Hz. As amostras foram solubilizadas em

cloroférmio ou metanol deuterados (98 — 99,9%).

4.4.2 Espectroscopia de massa

Dentre as varias opgdes existentes no momento, a espectrometria
de massas (EM) é a técnica que melhor fornece as informagdes estruturais
necessarias. Os valores das massas moleculares das substancias isoladas
foram obtidos através do aparelho LTQ — ORBITRAP Espectroscopia de massa.
As amostras foram diluidas em metanol na concentracdo de 1 mg/mL. A
interpretacdo dos espectros de massa permitiu calcular a massa do composto, e
associada a interpretacdo dos espectros de ressonancia magnética nuclear de
1H e 13C permitiu deduzir sua férmula bruta.

4.5 Atividade em Leishmania (Leishmania) amazonensis

As andlises da atividade em Leishmania (Leishmania) amazonensis foram

realizadas Laboratério de Microscopia Eletrénica/UnB.
4.5.1 Cultivo dos parasitos

Os parasitos utilizados nesse estudo foram da espécie Leishmania
(Leishmania) amazonensis - cepa MHOM/BR/PH8 e Leishmania (Leishmania)
amazonensis transfectadas com GFP (Green Fluorescent Protein). O gene GFP
foi isolado do cnidario Aequorea victoria, pelos pesquisadores Shimomura e
Johnson em 1961. Em 1979, foi descrita a estrutura quimica do croméforo GFP.

Entretanto, apenas em 1994 a GFP foi clonada e expressa em organismos
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procariéticos e eucariéticos por Chalfie et al (1994). As formas promastigotas das
leishmanias foram mantidas sob criopreservagédo no Laboratério de Microscopia
Eletronica/UnB. Para serem descriopreservadas, as formas promastigotas foram
transferidas para o meio NNN (Novy-MacNeal-Nicolle), e mantidas por trés
dias,em seguida, transferidas para o meio de cultura de acordo com a cultura.
As formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis foram
cultivadas em meio Schneider, pH 7,4, suplementado com 5% de soro fetal
bovino (SFB) (Sigma®), e 0,2% de sulfato de gentamicina (Schering-Plough). Os
parasitos foram cultivados a 26 °C, até que os mesmos atingissem a fase log de

crescimento. Para a manutencao foram realizados repiques a cada 3 dias.

A cultura de Leishmania (L.) amazonensis transfectadas com GFP foi
mantida em meio M199 (Sigma®), acrescido de 10% de SFB, e 1 mg/mL do
antibiotico Geneticin®. A cultura dos parasitos foi mantida da mesma forma que

descrita no paragrafo acima.

As formas amastigotas axénicas de L. (L.) amazonensis foram cultivadas
em meio Schneider, pH 5,5, suplementado com 5% SFB, 0,2% de sulfato de
gentamicina e mantidas a 32 °C. Os parasitos foram utilizados para o
experimento no 5° dia de cultivo. Este periodo corresponde a uma cultura rica
em formas promastigotas metaciclicas - determinado através de curva de

crescimento celular realizado no inicio da manutencao dos parasitos.

4.5.2 Animais

Nos testes in vitro com macréfagos peritoniais foram utilizados
camundongos Balb/C. Os animais foram mantidos no alojamento de animais
FS/FM em gaiolas de polipropileno com agua e ragéo Purina® (Labina) ad libitum,
temperatura controlada (22 + 2 °C), umidade de 40-50%, e ciclo de claro/escuro
de 12 h. O local teve o minimo de ruidos. Os animais apresentaram entre 25 e

30 g e tempo de vida de dois meses.
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O numero de animais utilizados foi o menor possivel, resguardada a
quantidade necesséria para garantir reducdo de erros experimentais. Todos 0s
experimentos seguiram o0s principios éticos de experimentacdo animal da
Resolucdo n. 592/92. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica Animal da
Universidade de Brasilia, CEUA/UnB IB 137959/2013.

4.5.3 Ensaios in vitro com formas promastigotas de Leishmania (L.)

amazonensis transfectadas com GFP

4.5.3.1 Curva de crescimento de promastigotas de Leishmania (L.)

amazonensis transfectadas com GFP tratadas.

Para a observacdo do perfil de crescimento da L. (L.) amazonensis
transfectadas com GFP, os parasitos, a partir de uma cultura em fase
estacionaria, foram semeados em garrafas de cultivo de células, em duplicata,
na concentracgdo inicial de 1x10° parasitos/mL. Em seguida, foram adicionadas
as amostras (tratamento) na concentracao inibitéria de 50% dos parasitos. Como
controle, foi utilizado o DMSO a 1% e o meio de cultura. Esse foi considerado o
primeiro dia da cultura, e a partir desta data foi realizada contagens diarias, em
triplicata, dos parasitos, com auxilio da camara de Neubauer. O azul de tripano

(corante) 0,4% foi utilizado como marcador de viabilidade celular.

4.5.3.2 Atividade anti-Leishmania (L.) amazonensis GFP

Em uma placa de cultura celular de 96 pocos foram colocados 100 pL de
meio de cultura Schneider. As amostras foram colocadas nos primeiros poc¢os, e
entdo foi feita a diluicdo seriada. Em seguida, uma suspensdo de 10° formas
promastigotas foi acrescentada, e o volume final do po¢co completado para 200
pL. A concentracdo final das amostras na primeira diluicdo foi de 100 pg/mL e
na ultima de 1,5625 pg/mL. A placa foi incubada por 48 h a 22-26 °C. ApoOs este
periodo foi adicionado 100 ug/poco de uma solucéo de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) em PBS a 5 mg/mL (Sigma ®), por 4
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h a 37 °C, protegida da luz. Em seguida, foram adicionados 100 uL de DMSO
para a liberacdo dos cristais de formazan. A leitura foi feita por absorbancia
medida em espectrofotometro a 570 nm. Esses experimentos foram realizados
em triplicata, permitindo a determinacdo do valor de 50% da inibicdo do
crescimento (ICso) por regresséo linear no programa Microsoft Excel®. O controle
positivo utilizado foi a anfotericina B (Ambisome ®), e o controle negativo apenas

meio de cultura e parasito.

4.5.4 Padronizacdo da infeccdo de macréfagos por promastigotas

Leishmania (L.) amazonensis GFP
4.5.4.1 Obtencao de macréfagos peritoneais

As células peritoneais de camundongos Balb/C, submetidos a eutanasia
em camara contendo COz, foram obtidas pela lavagem da cavidade peritoneal
com 10 mL de PBS, a 4 °C. Em seguida, as células peritoneais foram
centrifugadas a 2000 rpm por 10 min, e ressuspendidas com 1 mL de meio RPMI
1640 suplementado com 10% SFB e 25 uyg/mL de gentamicina. As células foram

guantificadas em hematocitdmetro.

4.5.4.2 Ensaio de pré-tratamento dos macrofagos peritoneais

Foram semeadas 1 x 10° macréfagos em cada poco de uma placa de 6
pocos. A placa foi mantida a 37 °C com 5% de CO:2 por 24 h para a adeséo das
células. O meio de cultura foi aspirado e as células foram pré-tratadas, por um
periodo de 24 h, com o extrato bruto ou compostos isolados. O controle negativo
foi feito com RPMI com 1% DMSO. Apds este periodo, o meio foi retirado e os
pocos foram lavados 2 vezes com PBS a 37 °C para remover a maior quantidade
possivel das amostras testadas. Em seguida, os parasitos foram adicionados
aos pocos na proporc¢ao de 10:1 (parasito:macrofago), e a placa foi incubada por
3 h na estufa de cultivo celular. Apos este periodo, os pocgos foram lavados por
2 vezes com PBS, e novamente adicionado meio de cultura RPMI, e as placas
incubadas na estufa de cultivo celular por mais 72 h. No final, os pocos foram

lavados 3 vezes com PBS. O controle negativo foi o meio de cultura com DMSO
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e 0 controle positivo utilizado foi a anfotericina B. A leitura —foi realizada em

citbmetro fluxo.

45.4.3 Ensaio de tratamento poés-infeccdo dos macrofagos

peritoniais

Foram transferidos 1 x 10° macréfagos para cada poco de uma placa de
6 pocos. As placas foram mantidas a 37 °C com 5% de CO:2 por 24 h. Apos esse
tempo, os parasitos foram adicionados aos poc¢os na proporgéo de 10:1 e as
placas foram incubadas por 3 h em estufa de cultivo celular. Em seguida, o meio
de cultura foi aspirado e substituido por um novo. Apos 48 h de ocorrida a
infeccdo, as células foram tratadas com as amostras por 24 h. A cada 24 h o
meio com o tratamento era trocado, até completar 72 h de incubacao em estufa
de cultivo celular. No final, os pocos foram lavados 3 vezes com PBS. A leitura
—foi realizada em citdmetro fluxo. O controle negativo foi 0 meio de cultura com

DMSO e o controle positivo utilizado foi a anfotericina B.

4.5.5 Analise quantitativa por citometria de fluxo

Para a contagem dos parasitos por citometria de fluxo, os macréfagos
foram removidos da placa, e centrifugados a 300 rpm por 10 min a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 300 yL de PBS.
Foram adquiridos 10.000 eventos e analisados pelas fluorescéncias nos canais

de aquisicdo FL1H em escalas logaritmicas.

4.5.6 Avaliacao da citotoxicidade em macréfagos murinos

Foram adicionados 10® macréfagos por poco em placa de 96 pocos. E em
seguida, a placa foi incubada a 37 °C em atmosfera com 5% de CO2z por 12 h. O
meio de cultura foi entdo removido e adicionada as amostras teste, previamente
diluidas em meio de cultura, e a placa recolocada a 37 °C e 5% de COz2 por 24
h. A viabilidade celular foi verificada por adicdo de 100 pg/poco de MTT diluido
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em PBS (mg/mL) e deixado por 4 h. E seguido da remocao do meio de cultura e
adicao de 100 yL de DMSO - adicionado para rompimento da membrana celular
e liberacdo dos cristais de formazan. A quantificacdo foi realizada em

espectrofotdbmetro a 570 nm. O ICso foi calculado por regresséo linear em Excel®.

4.5.7 Ensaios in vitro com formas amastigotas
4.5.7.1 Ensaios com formas amastigotas axénicas

A cultura de amastigotas axénicas foi realizada a partir de uma cultura em
fase estacionaria de formas promastigotas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis GFP. A concentracéo final prevista para a cultura foi de 5x10°8
parasitos/mL. O cultivo foi feito em meio Schneider suplementado com 5% SFB,
em pH 5,5 e mantidas a 32 °C em estufa incubadora BOD (Demanda Bioquimica
de Oxigénio) (Cysne-Finkelstein et al., 1998; Teixeira et al., 2002).

A cinética de transformacdo das formas promastigotas em amastigotas
axénicas foi acompanhada em uma curva de crescimento. A transformagéo in
vitro foi realizada, em duplicata, em garrafas para cultivo de células. As diferentes
formas do parasito: promastigota flagelada, alongada sem flagelo, oval sem
flagelo e amastigota esférica foram quantificadas em 1, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 h,
a fim de determinar o tempo necessario para a aquisicdo de 100% das formas
amastigotas axénicas. ApOs a padronizacdo do cultivo (somente formas

amastigotas) foram iniciados os ensaios utilizando as amostras escolhidas.

45.7.2 Transformacdo ciclica das amastigotas axénicas em

promastigotas

Foi realizado um ensaio para investigar a capacidade das formas axénicas
em se diferenciarem em formas promastigotas. Uma cultura contendo as formas
amastigotas axénicas foram centrifugadas a 2000 rpm por 5 min, e colocadas

em meio Schneider suplementado com 5% SFB, pH 7,4 e mantidas a 26 °C por
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96 h. A viabilidade celular foi observada a cada 24 h, por meio da observacéo
em microscopio de uma aliquota da cultura corada com azul de tripano. O
controle foi feito por comparacdo, utilizado foi uma cultura de formas
promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis GFP.

4.5.7.3 Alteragdes morfolégicas em formas amastigotas axénicas de

Leishmania (Leishmania) amazonensis GFP

As formas amastigotas axénicas foram cultivadas em placa de 6 pocos e
mantidas a 32 °C em BOD. No terceiro dia de cultivo foram adicionadas as
amostras, na concentracdo determinada em ensaio prévio para o ICso. O DMSO
foi utilizado como controle negativo e a anfotericina B como controle positivo. Os
parasitos de cada poco foram coletados em 24, 48 e 72 h, para em seguida

serem processados para posterior analise em microscopia de varredura.

Para microscopia eletrénica de varredura, as amastigotas axénicas de
Leishmania (Leishmania) amazonensis GFP foram centrifugadas a 2000 rpm por
5 min. O sobrenadante foi descartado, e em seguida o pellet foi lavado 2 vezes
com PBS. Apés a retirada do sobrenadante, o pellet foi fixado em glutaraldeido
2,5% em tampao cacodilato de s6dio 0,1 M, pH 7,2 a 4 °C por 24 h. Em seguida,
o material foi centrifugado e lavado novamente com o tampao e montado em
laminulas de vidro previamente recobertas com poli-L-lisina para adesao dos
parasitos. A poés-fixacdo foi realizada com solucado contendo 1% tetroxido de
o0smio e ferrocianeto de potassio por 30 min a temperatura ambiente, protegido
da luz. Posteriormente, foi realizada desidratacdo em série, com acetona, 2
vezes por 5 minutos, em concentracdes crescentes - 50, 70, 90 e 100%. As
laminulas foram secas com CO2 em seu ponto critico e montadas em stubs,
metalizadas com platina e visualizadas em microscoépio eletrénico de varredura
JEOL JSM 7001F.

4 5.8 Andlise Estatistica
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Os calculos de porcentagens e graficos dos tratamentos em macrofagos
murinos foram feitos no programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc).
A viabilidade celular e os valores de IC50 foram analisadas pelo programa
SoftMax Pro 5.2 (Molecular Devices, LLC, EUA) e pelo programa Excel®
(Microsoft). A analise dos resultados da citometria de fluxo foi realizada no
programa FlowJo v.5.2.7 (Tree Star, Inc). As médias foram analisadas e os

valores de p < 0,05 foram considerados indicativos de significancia.

4.6 Teste de microdiluicdo para avaliacdo de atividade antifungica

O indculo foi preparado a partir de cultura de 5 dias para as espécies do
género Trichophyton. No dia do teste verteu-se a solugéo salina estéril 0,85% no
tubo de ensaio que continha o fungo e utilizando-se uma alca de platina foi
realizada uma raspagem na superficie do fungo até que a solucdo salina
adquirisse a turbidez e a densidade celular ajustada para a escala padréao 0,5 de
McFarland. Esse procedimento forneceu uma suspenséo-padrdo contendo
1x1068 células/mL. Em seguida foi feita uma diluicio em meio RPMI na proporcéo
de 1:50 (suspenséo salina: meio RPMI). A concentragéo final do indculo utilizado
foi de 2-4 x 10* células/mL..

O teste de microdiluicdo foi realizado em placa estéril de 96 pocos de
fundo redondo. Inicialmente, foram colocados 100 pL meio RPMI em todos os
pocos da placa. Em seguida, nos pocos da primeira coluna, foram adicionadas
as solucdes contendo as amostras, 0s controles positivos anfotericina B e
itraconazol a 16 pg/mL e fluconazol a 64 ug/mL. A penultima fileira da placa
corresponde ao controle de crescimento, e contém apenas meio RPMI e fungo.
Ja a ultima fileira da placa corresponde ao controle de esterilidade e contém

apenas o0 meio RPMI.

Foram realizadas diluicGes seriadas e as concentragdes variaram entre
1000 a 1,95 pg/mL. Em seguida, adicionou-se 100 pL do inéculo. As placas
foram incubadas em estufa a 35 °C por 5 dias.

A leitura da concentracao inibitoria minima (CIM) foi feita visualmente da

direita para a esquerda observando o crescimento no fundo do pogo. O primeiro
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poco onde nao foi observado crescimento fungico, foi considerado o valor de

CIM (CLSI, 2008). Os testes foram realizados em triplicata.

5. Resultados e discussao

5.1 Fracionamento quimico

O fracionamento cromatografico de 30 g extrato resultou em 480 fracdes,
que foram reunidas em 19 grupos (Tabela 1; Figura 12 e 13) apés a andlise do

perfil cromatogréafico em cromatografia em camada delgada (CCD).

Tabela 1. Fracionamento do extrato acetato de etila da casca do caule de

Enterolobium ellipticum

Grupo Fracéo Eluente Massa (gramas)/Rendimento (%)
1 1-11 Ciclohexano: 100 0,0672/ 0,224

2 12-20 Ciclohexano:90 Acetato:10 1,4217/ 4,739

3 21- 26 Ciclohexano:80 Acetato:20 0,8166/2,722

4 27-31 Ciclohexano:80 Acetato:20 0,6824/2,274

5 32-36 Ciclohexano:70 Acetato:30 1,0328/3,442

6 37-40 Ciclohexano:70 Acetato:30 0,8334/2,778

7 41-60 Ciclohexano:60 Acetato:40 --

8 61-70 Ciclohexano:50 Acetato:50 0,2209/0,7363

9 71-85 Ciclohexano:50 Acetato:50 0,3809/1,2696
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

86-114

115-119

120-129

130-134

135-140

141-149

150-207

208-214

215-249

250-480

Ciclohexano:50 Acetato:50

Acetato:60 Ciclohexano:40

Acetato:60 Ciclohexano:40

Acetato:70 Ciclohexano:30

Acetato:70 Ciclohexano:30

Acetato:80 Ciclohexano:20

Acetato:90 Ciclohexano:10

Acetato: 100

Acetato: 99,5 Metanol:5

Acetato: 98 Metanol:2

0,3197/1,0656

0,1645/0,5483

0,2237/0,7456

0,2554/0,851

0,1409/0,4696

0,2012/0,6706

1,4434/4,8113

1,0434/3,4780

1,6927/5,6423

7,9/26,333

-: nao determinado
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Figura 12. A. CCD dos grupos de 1 a 19 revelados com vanilina sulfurica. B

CCD dos grupos 1 a 19 visualizadas em camara de UV 366 n
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Extrato acetato de etila da casca do caule de Enterolobium ellipticum (30 g)

Peso da amostra: 30 g
N2 de grupos: 19
Rendimento: 84,9%

‘ o1 ¥ ( : G13 G19
G2 G5 G11 G12 (F130 - F134) ves (F250 ~F480)
(F1-F11) (F12 - F20) vee (F32-F36) ces (F115-F119) (F120 -F129) 0,26¢g 79¢
0,07g 1,4‘2 g 1,03 g 0,1]6 g 0,0{ g
Peso da amostra: 1,03 g
Ne de subgrupos: 17 Peso da amostra: 350 mg ) .
Rendimento: 87,67% N¢ de subgrupos: 15 ) Mistura de Catequina e
,Jl Lupenona Rendimento:14,74% Dimero de Catequina
17
Subgrupos CEOH
- OH

HO o]
s LK
Subgrupos OH

G2 563 $G7,8e9 OH
(F24 - F39) (F40 — F59) (F85 - F146)
0,05¢g 0,04g 0,468 g

~

Peso da amostra: 450 mg
1 Ne de subgrupos: : 12
Rendimento: 81,54%

Taraxasterol+9-Hexacosene

Terpeno
ainda ndo 12
identificado Subgrupos

$G10 )
(F290 —F300) m—) Acido betulinico

0,15g

Figura 13. Fluxograma do fracionamento do extrato acetato de etila da casca do caule de Enterolobium



5.2 Isolamento das substancias de Enterolobium ellipticum
5.2.1 Identificacédo e elucidacao estrutural dos compostos isolados

O grupo G2 (F12-F20) foi analisado em CG-EM e permitiu a identificacéo
de um triterpeno denominado lupenona (Figura 14). A determinacéo foi realizada
pela comparacao do tempo de retencéo, obtido com o cromatograma (Figura 15)
e pelo espectro de massa com os dados da plataforma Wiley 275.

A formula molecular da lupenona (G2) € CsoH4sO, de nomenclatura

sistematica 3-Lupenona e massa molecular (m/z) de 424 g/mol.

Figura 14. Estrutura quimica de Lupenona
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Figura 15. Espectro de massa do grupo G2 (F12-F20): lupenona. Eixo x se refere

a razdo massal/carga e o eixo y a abundancia.

A lupenona é um triterpeno pentaciclico presente em varias espécies de
plantas, e descrito na literatura com diferentes atividades biolégicas. Possui
atividade inibitéria em virus herpes simplex HSV-1 e HSV-2, e em virus da febre
suina africana (ASFV) (Madureira et al., 2003, Cavalheiro et al., 2011), foi ativo
em fungos do tipo Saccharomyces cerevisae e Microsporum gypseum, e
bactericida em espécies de Escherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudomonas
pyocyanea, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus. Estudos ainda relatam sua
atividade antioxidante (inibicdo da peroxidacao lipidica) (Kim et al., 2001) e

atividade hipoglicemiante in vivo (Feng et al., 2014).

O grupo G5 (F32-F36) (1,03 g) foi submetido a cromatografia em coluna
aberta de silica gel (60 g) utilizando como fase moével um gradiente de
ciclohexano:acetato de etila, variando entre 95:5 a 80:20. As 389 fracdes obtidas
foram reunidas em 17 sub-grupos (SG5.1 a SG5.17), de acordo com o perfil em
CCD (Tabela 2).

50



Tabela 2. Fracionamento do grupo G5 do extrato acetato de etila da casca do

caule de Enterolobium ellipticum

Subgrupos Subfragéo Eluente Massa (gramas)
51 1-23 Ciclohexano:95 Acetato:5 0,0467
5.2 24-39 Ciclohexano:97 Acetato:3 0,0478
5.3 40-55 Ciclohexano:97 Acetato:3 0,0429
54 56-59 Ciclohexano:97 Acetato:3 0,0307
55 60-68 Ciclohexano:90 Acetato:10 0,0353
5.6 69-84 Ciclohexano:90 Acetato:10 0,0423
5.7 85-97 Ciclohexano:90 Acetato:10 0,1037
5.8 98-122 Ciclohexano:90 Acetato:10 0,2109
5.9 123-146 Ciclohexano:90 Acetato:10 0,1534
5.10 147-170 Ciclohexano:90 Acetato:10 0,0351
511 171-212 Ciclohexano:90 Acetato:10 0,1924
5.12 213-248 Ciclohexano:90 Acetato:10 0,0795
5.13 249-252 Ciclohexano:90 Acetato:10 0,0029
5.14 253-277 Ciclohexano:90 Acetato:10 0,0884
5.15 278-298 Ciclohexano:80 Acetato:20 0,0136
5.16 299-328 Ciclohexano:80 Acetato:20 0,067
5.17 329-389 Ciclohexano:80 Acetato:20 0,0364
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Os subgrupos SG5.2 e SG5.3 foram submetidos a CCD preparativa com
o0 sistema eluente ciclohexano:acetato de etila 80:20. As bandas presentes foram
marcadas e recuperadas por raspagem da silica, e em seguida extraidas com
diclorometano e filtradas. Os compostos obtidos, aparentemente puros em CCD,

foram avaliados por CG-EM.

A mistura de taraxasterol e 9- hexacoseno (Figuras 16 e 17,
respectivamente) foi identificada apds a andlise dos dados obtidos por CG-EM

(Figura 17). A analise foi feita por comparacao com a base de dados Wiley 275.

A formula molecular do taraxasterol (SG5.2) é CzoHs0O, de nomenclatura
sistematica (33,18a,19a)-urs-20(30)-en-3-0l e massa molecular de 426.7174
g/mol; e do 9-hexacosene (SG5.2) é C2sHs2 de nomenclatura sistematica (9E)-9-

Hexacoseno e massa molecular de 364.69 g/mol (Figura 18).

O subgrupo (SG5.3) ainda estad em fase de identificacao.

Figura 16. Estrutura quimica de Taraxasterol

e T N N N e T

Figura 17. Estrutura quimica de 9-Hexacoseno
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Figura 18. Espectro CG-EM referente a mistura Taraxasterol+9-Hexacoseno

(SG5.2). Eixo x=razdo massal/carga e eixo y=abundancia.

Taraxasterol foi isolado pela primeira vez da erva Taraxacum officinale
espécie vegetal popularmente usada para doencas inflamatorias. Esta
substancia inibiu a producéo de éxido nitrico (NO) indizido por lipopolissacarideo
(LPS) e a producao de prostaglandina E2 (PGE2) em células RAW 264.7 de
macrofagos. O taraxasterol inibiu 0s niveis de mMRNA e da expresséao da proteina
INOS e COX-2 em processos inflamatérios (Huanzhang Xiong et al., 2014).
Outras atividades farmacoldgicas também foram relatadas na literatura como:

indugcdo apoptotica, potencial antimicrobial, anticarcinogénico, antialérgico,
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antioxidante e anti-inflamatério. (Jamshieed, S. 2010, Choi, U. K. et al., 2010,
Liu, J. et al., 2013)

Seguindo a purificacdo dos grupos quimicos, os subgrupos SG-5.7, SG-

5.8 e SG-5.9 (430 mg) foram reunidos e purificados em cromatografia de coluna

aberta de silica gel, em uma coluna de diametro de 2,5mm e 27 g de silica,

utilizando um gradiente ciclohexano/acetato de etila, variando entre 97:3 a 80:20.

Foram obtidas 437 fragbes agrupadas em 12 sub-grupos, conforme perfil

cromatografico em CCD (tabela 3).

Tabela 3. Fracionamento dos Subgrupos 5.7, 5.8 e 5.9 do extrato acetato de

etila da casca do caule de Enterolobium ellipticum

Subgrupos Subfracéo Eluente Massa(gramas)/Rendimento (%)
5.7-9.1 1-30 Ciclohexano:97 Acetato:3 0,0396/8,8
5.7-9.2 31-59 Ciclohexano:97 Acetato:3 0,030/6,8
5.7-9.3 60-119 Ciclohexano:96 Acetato:4 0,0213/4,7
5.7-9.4 120-174 Ciclohexano:96 Acetato:4 0,0323/7,2
5.7-9.5 175-194 Ciclohexano:96 Acetato:4 0,0419/9,3
5.7-9.6 195-208 Ciclohexano:96 Acetato:4 0,0348/7,7
5.7-9.7 209-240 Ciclohexano:96 Acetato:4 0,0327/7,2
5.7-9.8 241-261 Ciclohexano:96 Acetato:4 0,0401/8,9
5.7-9.9 262-289 Ciclohexano:96 Acetato:4 0,0112/2,5
5.7-9.10 290-300 Ciclohexano:93 Acetato:7 0,0499/11,1
5.7-9.11 301-362 Ciclohexano:93 Acetato:7 0,0380/8,4
5.7-9.12 363-437 Ciclohexano:80 0,0672/14,9

Acetato:20
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O subgrupo 10 foi submetido a RMN 1D e ap6és comparacao com dados

da literatura foi identificado como sendo o acido betulinico (Figura 19). Os dados

obtidos nos espectros de RMN de 'H e 3C encontram se na tabela 4, e o

espectro de hidrogénio e carbono estéo ilustrados nas figuras 20 e 21. A férmula

molecular do acido betulinico (SG5. 7-9.10) é CsoH4sOs, de nomenclatura

sistematica 3[-hidroxi-lup-20(29)-en-28-oico e massa molecular de 456,70

g/mol.

Figura 19. Estrutura quimica do Acido betulinico (SG5. 7-9.10).
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Tabela 4. Valores de deslocamentos quimicos de RMN *H e 3C

POSICAO 1H, 8 (ppm), J (Hz)  13C, & (ppm)
600MHz, MeOD 150 MHz
MeOD
1 40.1
2 1.87-1.98 (m, 2H) 31.9
3 79.7
4 40.1
5 0.70 (d, 1H, J = 9.4 Hz) 58.1
6 27.0
7 38.6
8 42.0
9 56.9
10 39.6
11 28.6
12 31.0
13 40.0
14 43.6
15 35.7
16 38.4
17 58.1
18 0.92(dd, 1H,J=2.9, 4.0, 13.5 50.7
Hz)
19 2.41(td, 1H,J=2.0,3.4,12.4 52.1
Hz)
20 152.5
22 39.6
23 0.99 (d, 6H, J = 6.8 Hz, 23, 26- 31.9
CHs)
24 0.75 (s, 3H) 22.2
25 0.86 (s, 3H) 22.2
26 0.99 (d, 6H, J = 6.8 Hz, 23, 26- 22.2
CHs)
27 0.95 (s, 3H) 19.6
28 181.6
29a 4.57 (s, 1H) 109.9
29b 4.70 (s, 1H) 109.9
30 1.69 (s, 3H) 28.1
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Acido betulinico é uma substancia natural do tipo triterpeno pentaciclico
de esqueleto lupano, que apresenta diferentes atividades biologicas, incluindo
propriedades citotdxicas. Estudos descrevem os efeitos antitumorais do acido
betulinico contra um amplo espectro de células cancerigenas, tais como
melanoma, pescoco e cabeca, ovario, mama, pulmao, tireoide, cervical, célon,
lipossarcoma, sendo que ele atua em concentracées micromolares com maior
seletividade para essas células, pois ndo demonstra atividade citotoxica em
células normais (Zuco et al., 2002; Baratto et al., 2013) O acido betulinico em
outros estudos ainda demonstrou atividades como: antimalarico, anti-

inflamatorio, anti-helmintico, anti-HIV (Zuco et al., 2002; Dantas, 2012).

O grupo G13 (F130-F134) (255 mgq) foi submetido a anélise em HPLC -
utilizando catequina e epicatequina como padrdes, e observados os tempos de
retencdo e analise em PDA (Figura 22), ainda foi realizada analise em

espectroscopia de massa (Figura 23) e em RMN 1D (Figura 24).

Figura 22. Espectro HPLC do grupo G13 (F130-F134), oriundo do fracionamento
do extrato acetato de etila da casca do caule de E. ellipticum, com os padrbes
catequina e epicatequina. Eixo y= absorbancia/eixo x= tempo de retencédo. O
pico em azul = Catequina; verde = epicatequina; amarelo = G13.
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Figura 23. Espectro de massa da catequina (seta azul) e dimero de catequina

(seta vermelha).

Os dados da espectroscopia de massa revelaram m/z de 289,0715
[M+H]+, que é referente ao valor da massa da catequina; e m/z de 579,1508
[M+H]+, que é referente a massa de um dimero de catequina (Figura 22)

conforme valores descritos na literatura (Sandhu, 2010)

O espectro de hidrogénio (Figura 23) e os dados de RMN de 'H e 13C
(Tabela 5) foram consistentes com aqueles relatados na literatura para a
estrutura proposta confirmando que realmente se trata do composto catequina
(Figura 25).
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Tabela 5. Valores dos deslocamentos quimicos de RMN 'H e 3C obtidos para
G13 — catequina e dimero de catequina, e comparados com dados da literatura

POSICAO 1H G13, 3 (ppm), J (H2) 13C 13C Ayres
G13,8 etal 2009,
(ppm) O (ppm)
2 4.59 (d, 1H, J = 7.5Hz) 82.4 82.6
3 4.0 (m, 1H) 68.3 68.2
4ax 2.53 (dd, 1H, J =8.1 Hz, J
=16.1 Hz)
4eq 2.87 (dd, 1H, J =5.3 Hz, 28.0 28.0
J=16.1 Hz)
6 5.88 (d, 1H, J =2.0 Hz) 96.4 96.4
7 157.4
8 5.96 (d, 1H, J =2.0 Hz) 95.5 95.6
9 156.7
10 100.9
1 132.0
2 6.86 (d, 1H, J =1.5 Hz) 114.3 115.2
3 146
5 6.79 (d, 1H, J = 8.0 Hz) 115.2 116.2
6 6.74 (dd, 1H, J=8.1 Hz,J  119.9 120.1

=1.5 Hz)
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A férmula molecular da catequina (G13) € CisH140s, de nomenclatura
sistematica  (2R,3S)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,4-dihydro-2H-chromene-3,5,7-
triol e massa molecular de 290.24 g/mol.

Figura 25. Estrutura quimica da catequina

A catequina faz parte do grupo dos flavonoides. Dentre os compostos
fendlicos temos os derivados flavanicos (flavan-3-6is e flavan-3,4-di6is) que
podem se polimerizar originando taninos, sendo 0 representante  mais
importante do grupo dos flavan-3-6is, a catequina. Esta substancia exibe acéo
antiviral, antioxidante e antitrombdtica (Neiva et al., 2003). As catequinas
também apresentam atividades quimioprotetora, anti-inflamatéria e
anticarcinogénica (Schmitz et al., 2005; Silva, 2014), e ainda demonstrou

atividade em bactérias Gram-positivas do género Staphylococcus (Silva, 2013).

5.3 Atividade farmacoldgica do extrato e compostos isolados de E.

ellipticum

5.3.1 Anélise dos ensaios in vitro em cepa e isolados clinicos de

Trichophyton spp.
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Em nosso trabalho foi estabelecido como critério valor de CIM < 125
pg/mL para que o extrato fosse considerado promissor (Albernaz et al., 2010). O
extrato bruto havia sido testado anteriormente em outro trabalho do laboratério
de Farmacognosia/UnB (Santana, 2013), em duas espécies de fungos
filamentosos, T. mentagrophytes LMGO 09 e em T. rubrum LMGO 06, e
apresentou um CIM de 125 e 500 pg/mL, respectivamente. Apos isolamento dos
compostos, lupenona, &cido betulinico e catequina + dimero, estes foram
avaliados nas cepas ja citadas e ainda em T. mentagrophytes ATCC 9533 cedida
pela FIOCRUZ. Os resultados podem ser visualizados na tabela 6 abaixo. As
cepas denominadas LMGO (Laboratério de Micologia de Goias) correspondem
aos isolados clinicos de pacientes do Hospital das Clinicas da Universidade

Federal de Goias, cedidos pela Profa. Maria do Rosario Rodrigues Silva/UFG.

Tabela 6. Atividade dos compostos isolados do extrato da casca do caule de E.

ellipticum em fungos filamentosos (CIM em pg/mL)

T. mentagrophytes T. mentagrophytes T. rubrum
LMGO 09 ATCC 9533 LMGO 06
Amostras
Lupenona _ _ _
Acido betulinico B - B
Catequina _
+ dimero 500 125
Anfotericina B 1 4 1
Itraconazol 8 16 16
Fluconazol 32 8 4
—nao ativo

As analises do potencial antifingico dos compostos isolados de E.

ellipticum demonstraram que catequina + dimero de catequina foi ativa em T.
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mentagrophytes ATCC com um CIM de 125 pg/mL (Tabela 6). Os demais
compostos isolados n&do foram considerados ativos de acordo com 0 padrao
proposto. Considerando a distribuicdo geografica, na América as espécies mais
frequentemente encontradas sao T. mentagrophytes e T. rubrum. Os
tratamentos disponiveis sé@o prolongados, tornando as falhas terapéuticas
recorrentes. Assim, o0 resultado encontrado contribui para a busca de

tratamentos mais eficazes (Grannoum et al., 2013).

A catequina é um flavonoide e a agdo antimicrobiana desta classe de
compostos pode estar relacionada com a capacidade de se ligarem as proteinas
extracelulares solaveis, e com estruturas da parede celular. A maioria dos
flavonoides podem atuar causando a ruptura das membranas microbianas
(Girarde et al., 2014).

Inspirados no uso clinico da anfotericina B para o tratamento de infec¢des
fungicas e leishmanioses (Santana, 2013), a atividade dos compostos isolados
do extrato acetato de etila da casca do caule de E. ellipticum foram avaliados em

Leishmania (Leishmania) amazonensis.

5.3.2 Analise dos ensaios in vitro em formas promastigotas de

Leishmania (Leishmania) amazonensis transfectadas com GFP

O extrato bruto e os compostos isolados foram testados em formas
promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis transfectadas com
GFP. O grupo G13, identificado como sendo catequina + dimero de catequina,
apresentou atividade leishmanicida com valor de ICso de 9,7 pg/mL, e a lupenona
(G2) de 43,9 pg/mL. O acido betulinico (SG5.7-9.10) ndo apresentou atividade
na maior concentracdo testada (100 pg/mL). O controle positivo anfotericina B

apresentou valor de ICso de 0,2 pg/mL em Leishmania amazonensis GFP.

5.3.2.1 Curva de crescimento de Leishmania (Leishmania)

amazonensis GFP com e sem tratamento
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Para avaliar se o tratamento influenciaria na curva de crescimento do
parasito escolnemos o extrato bruto e o grupo G13 (catequina + dimero de
catequina), por apresentar um ICso de 9,23 pg/mL e 9,7 pug/mL, respectivamente.
As amostras avaliadas foram denominadas: GFP, GFP+DMSO, GFP+G13 e
GFP+Extrato. A fase logaritmica foi detectada pela intensa proliferacao entre um
e cinco dias da cultura. A partir do 5° dia de cultura, a proliferacéo dos parasitos
diminuiu, iniciando a fase estacionaria, que é a fase infectante. O maximo de

parasitos na cultura variou de 10 - 20 x 10° parasitos/mL.

A andlise da curva de crescimento dos parasitos in vitro mostrou
similaridade no crescimento entre GFP e o controle negativo GFP+DMSO, néo
se observando diferencas significantes entre os perfis das curvas de crescimento
ou entre as quantidades de parasitos obtidos nas culturas. Porém, quando
analisado o crescimento na presenca das amostras, a quantidade de parasitos
diminuiu expressivamente na presenca do grupo G13, e do extrato bruto,
mostrando que houve uma queda de metade dos parasitos, quando comparado
aos controles negativos. Esses resultados corroboram com resultados anteriores
do nosso grupo de pesquisa em testes de atividade do mesmo extrato em
Leishmania n&o transfectadas (Santana, 2013), e ainda com a descricao da
catequina na literatura (Cruz et al., 2013) (Figura 26).
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Figura 26. Curva de crescimento in vitro do GFP, GFP+DMSO, GFP+G13 e
GFP+Extrato. Os parasitos foram cultivados na concentracdo inicial de 1x10°
parasitos/mL em meio Schneider completo (com SFB e antibiotico), a 26 °C. A
quantificacdo dos parasitos foi realizada pela contagem diéria, sob microscopia
de luz, em hematocitdmetro. Os dados representam as médias + DP de trés

curvas independentes.

Segundo Stankov et al. (2010), durante o ensaio da curva de crescimento
para Leishmania, o terceiro dia corresponde a fase prociclica, onde existe o
menor potencial infectante para o hospedeiro vertebrado, comparada ao sexto
dia que é a fase tetraciclica. Isto se explica pelo fato de que a fase prociclica ou
fase de crescimento logaritmico, que € um momento de intensa atividade
metabdlica. E o sexto dia de cultivo € ideal para realizacdo dos estudos in vitro,

pois nesse dia a cultura de leishmanias esta enriquecida de formas metaciclicas.
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5.3.3 Obtencao das formas amastigotas axénicas

Com o objetivo de compreender a cinética da transformacéo das formas
promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis GFP em amastigotas
axénicas, e para determinar o tempo de aquisicdo de 100% de amastigotas
esféricas fizemos uma contagem durante 7 dias, 0 que originou uma curva
guantitativa de transformacédo (Figura 27). As formas promastigotas foram
mantidas a 26 °C em meio Schneider até atingirem a fase log de crescimento.
Em seguida, a cultura foi incubada por 96 h a 34 °C, até a aquisi¢cao das formas

amastigotas.
—l— Oval sem flagelo Oval com flagelo
—&=— Arredondada —4&— Flagelada
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Figura 27. Obtenc&o das formas amastigotas axénicas de L. (L.) amazonensis
transfectadas com GFP em funcdo do tempo. Amostras dos cultivos foram
contadas nos tempos de 1, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 h.

Para se transformarem em amastigotas axénicas, primeiramente as formas
promastigotas, mudam sua forma de alongada para oval e continuam com
flagelo, em seguida, perdem seu flagelo, continuando ovais e posteriormente,
adquirem uma forma esférica, caracteristica da forma amastigota. Os resultados

das andlises quantitativas das culturas avaliadas mostraram que as formas
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promastigotas diminuem em funcéo do tempo. Em 48 h, as formas promastigotas

perdem o flagelo, e apds 96 h tem-se 100% de formas amastigotas (Tabela 7).

Tabela 7. Percentual de formas de L. (L.) amazonensis transfectadas com GFP

incubadas a 34 °C em fung¢é&o do tempo.

TEMPO FLAGELADA OVAL OVAL NAO ARREDONDADA
(H) (%) FLAGELADA FLAGELADA (%)
(%) (%)

1 100 0 0 0

6 9 90 1 0

12 18 80 2 0

24 5 60 30 5

48 2 20 40 40

72 0 5 20 80

96 0 0 0 90

Doyle e colaboradores (1991) foram os primeiros a transformar com
sucesso formas promastigotas em amastigotas axénicas, utilizando uma cepa
de Leishmania donovani. Desde entéo, diversos laboratérios obtiveram sucesso
na producdo de amastigotas axénicas, utilizando elevacdo da temperatura,
combinacdo com pH acido e uso de diferentes meios de cultura. Entretanto, as
condicbes que promovem a transformacdo de promastigotas em amastigotas
axénicas em uma dada espécie, podem ndo ser apropriadas para outra. Por isso,
as condicdes de cultivo devem ser determinadas para cada espécie ou cepa de

Leishmania (Coelho-Finamore et al., 2011).

Também foi avaliada a capacidade celular das amastigotas axénicas em
se diferenciar em formas promastigotas. As amastigotas axénicas foram
colocadas em meio e temperatura ideal para formas promastigotas e no quarto
dia da cultura foi possivel perceber que grande parte dos parasitos ja tinham
voltado para a forma promastigota. Na figura 28B € possivel visualizar as formas

promastigotas apos a transformacéo, que apresenta o corpo alongado e flagelo
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livre, diferente da forma amastigota de corpo ovoide e flagelo interno e sem

movimentos (Figura 28A).

Figura 28. Fotografias em microscopio eletrénico de varredura: A — forma
amastigota de Leishmania (L.) amazonensis GFP e B - forma promastigota de
Leishmania (L.) amazonensis GFP.

5.3.4 Avaliagdo da toxicidade do extrato e da catequina em

macrofagos murinos

Foi avaliado a viabilidade celular de macrofagos 48 h apo6s o
tratamento com o extrato bruto e com a catequina. Foi observado que a
catequina diminuiu a viabilidade dos macrofagos nas dosagens testadas
conforme as concentragées eram aumentadas de 5 a 200 pg/mL. O extrato
acetato de etila da casca do caule de E. ellipticum apresentou uma diminuicéo
de celulas viaveis. Na concentracdo de 200 pg/mL houve uma dimuicéo de 60 %
das células viaveis e na concentracdo de 5 pg/mL observou-se 80% de
viabilidade celular e apresentando ICso de 65,00 + 30,50 pg/mL (Figura 29). Para
a concentracdo de ICso de 9,23 pg/mL do extrato bruto, ndo houve diminui¢ao
em torno de 20% da viabilidade do macréfago, o que foi considerado nao

citotoxico.
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Figura 29. Valores de viabilidade celular observados em macrofagos murinos

Balb/C apdés 48 h de tratamento. Média de trés experimentos p<0,05.

Bonacorsi (2009) avaliou a catequina em células McCoy que sdao
fibroblastos (linhagem continua) de camundongos, e verificou a nao toxicidade
desta substéncia, que apresentou um ICso de 164,0 £ 5,2 pg/mL. A literatura
descreve compostos isolados de espécies do género Enterolobium, e testados
para avaliacdo da sua citotoxidade em macrofagos, como os triterpenos isolados
de E. contortisiliquum, onde a enterolosaponina B ndo demonstrou atividade
citotoxica, e a enterolosaponina A mostrou atividade altamente seletiva em
macrofagos BAC1.2F5 (Bonel-Raposoet al., 2008). Nossos resultados sugerem
que a citotoxicidade apresentada pelo extrato bruto ndo necessariamente é
causada somente por uma, mas provavelmente pela associagdo de compostos

presentes no extrato.
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5.3.5 Analise da atividade em formas amastigotas

5.3.5.1 Atividade em formas amastigotas de Leishmania
(Leishmania) amazonensis GFP - Tratamento antes e apds infeccdo de

macrofagos

A fim de analisar se os tratamentos propostos tinham atividade com a
infecgdo em curso ou no pré tratamento e 0s provaveis mecanismos de acgao.
Avaliamos se o0s tratamentos propostos participariam da ativacdo dos
macréfagos em sua defesa, ou se os tratamentos resultariam em uma diminuigdo
da infeccdo no ensaio realizado com a infeccéo ja em curso. Realizamos entédo

dois experimentos:

Em um dos ensaios, a fim de analisar a atividade do extrato ou da
catequina na infeccéo, o tratamento foi realizado 48 h apos a infecgdo. Apos 72
h, tempo utilizado para avaliacado do tratamento, o extrato apresentou uma boa
atividade, diminuindo a infeccdo em 73,7%, enquanto a catequina diminuiu a
infeccdo em 43,3%. O controle positivo Anfotericina B diminuiu a infeccdo em
59% (Figura 30). O extrato bruto, portanto teve uma atividade melhor que o

apresentado pelo tratamento utilizado hoje pela clinica.
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M Macréfagos infectados e tratados com Extrato

Figura 30. Andlise do efeito do extrato acetato de etila da casca do caule de E.
ellipticum e o grupo G13 em formas intracelulares de Leishmania (Leishmania)
amazonensis GFP, 72 h apés a infeccdo. Anfotericina B foi utilizada como
controle positivo e os macrofagos infectados e ndo tratados foram o controle

negativo.

A figura 31, obtida em microscopio de luz permitiu comparar a cultura de
macrofagos infectada, que nao recebeu nenhum tratamento (Figura 31 A), com
formas amastigotas apresentando morfologia normal, arredondadas e com
ndcleo justaposto ao cinetoplasto. Enquanto a cultura que recebeu algum dos
tratamento (Figuras 31 B e 31 C) mostra alteracdes morfolégicas como:

vacuolizacdo citoplasmatica multipla e alteragbes na membrana plasmética,
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evidenciando a morte dos parasitos. A mistura catequina e dimero de catequina
(grupo G13) (Figura 31 C) ainda reduziu o volume citoplasmatico e o nimero de
parasitos inseridos no vacuolo parasitéforo em relagdo ao controle negativo
(Figura 31 A).

Figura 31. Fotomicrografia obtido em microscopio optico do tratamento feito apos
48 h da infeccdo de macréfagos com Leishmania (Leishmania) amazonensis
GFP. A. Macrofagos infectados com L. (L.) amazonensis GFP sem tratamento;
B. Macroéfagos infectados e tratados com extrato acetato de etila da casca do
caule de E. ellipticum. C. Macréfagos infectados e tratados com a catequina.
Setas indicam a presenca do parasito e estrela o nacleo do macréfago. Aumento
de 100x.

A catequina é um flavonoide, e de acordo com os estudos realizados por
Tasdemir e colaboradores (2006), esta classe de compostos apresenta atividade
leishmanicida. Estes autores observaram que a quercetina tem potente
atividade antiprotozoaria, e que a maioria dos compostos com esta atividade tém
estrutura tipica de flavona e/ou uma subestrutura de catecol. Observaram ainda
gue, a metilacdo dos grupos OH destas moléculas, reduz significativamente a
atividade leishmanicida. Cruz (2013) verificou que a catequina inibe em 66% da
arginase, que € um composto de manganésio metaloenzimas, que catalisa a

hidrélise da L-arginina para L-ornitina e uréia. A ornitina quando descarboxilada
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em putrescina, o precursor de diamina das poliaminas (PA), mostra-se envolvida
em diferentes mecanismos necessarios para a proliferacao celular, e €, portanto,

uma alvo valioso para o tratamento quimioterapico (Birkholtz et al., 2011).

No outro ensaio, a fim de analisar a atividade do extrato e da catequina
na instalacéo da infeccéo, o tratamento foi iniciado 48 h antes da infeccéo.. Para
verificar se o pré-tratamento dos macrofagos alteraria sua morfologia, estes
receberam uma concentragéo de 9,23 pg/mL do extrato acetato de etila da casca
do caule de E. ellipticum, ou uma uma concentracao de 9,7 pg/mL da mistura
catequina. Como controle negativo foi feita a cultura dos macrofagos na
presenca de DMSO (0,1%). Como pode ser observado na Figura 32, o extrato
diminuiu a infeccdo em 60% e a mistura em 27,5% e Anfotericina b 38%,
mostrando assim que o extrato induz de alguma forma o macréfago na sua
defesa. Esses resultados permitiram sugerir que o extrato intensificou os

mecanismos microbicidas dos macréfagos, levando a morte da Leishmania.
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Figura 32. Efeito do extrato acetato de etila da casca do caule de E. ellipticum e
da mistura catequina e dimero de catequina (grupo G13) como pré-tratamento
de macréfagos 48 h antes da infeccdo com Leishmania (Leishmania)

amazonensis transfectada com GFP.

Os mecanismos pelos quais o extrato acetato de etila da casca do caule
de E. ellipticum exerce seu efeito leishmanicida ndo estéo esclarecidos. O efeito
pode ser devido a ativacdo de macréfagos, pois se sabe que estes estédo
envolvidos em muitas fungdes, como fagocitose, liberacdo de enzimas, geracéo
de radicais livres e mediadores de processos inflamatorios, ou ainda devido a
acao da catequina, presente no extrato como inibidora da arginase, pois, a

Leishmania deficiente em arginase é incapaz de produzir poliaminas, que sao
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essenciais para a proliferacéo, diferenciacao e sintese de macromoléculas (Cruz
et al., 2013).

5.3.6 Alteracdes morfolégicas em formas amastigotas axénicas de

Leishmania (Leishmania) amazonensis GFP

Analisamos as alteracbes morfoldgicas das formas amastigotas axénicas
tratadas com o extrato acetato de etila da casca do caule de E. ellipticum, e com

a catequina, durante 24, 48 e 72 h.

As alteracdes superficiais observadas a partir da analise de imagens de
microscopia eletrénica de varredura (Figura 33) mostram as formas amastigotas
nao-tratadas (controle) sem alteracbes visiveis (Figuras 33A, 33D e 33QG).
Entretanto, quando foi feito o tratamento com extrato por 24 h, foram visualizadas
diferencas na morfologia (Figura 33C), que foram se intensificando com o passar
do tempo, apresentando poros e intumescimento da membrana do parasito
(Figura 33F). E no tempo de 72 h foi possivel observar a perda quase que

completa da sua morfologia (Figura 33l).

Embora o tratamento com a catequina ndo tenha mostrado diferenca
morfolégica, no tempo de 24 h (Figura 33B), quando comparada com o controle
negativo apresentou uma diferenca significativa a partir de 48 h (Figura 33E) e
72 h (Figura 33H), apresentando alteraces na membrana (Figura 33 - setas

vermelhas) e presenca de poros (Figura 33 - setas azuis).
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24h

48h

12h

Controle

Figura 32. Fotografias em microscopia eletrbnica de varredura - formas
amastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis GFP tratadas durante 24,
48 e 72 h: controle - apenas formas amastigotas (A, D e G); catequina (B, E e
H); extrato acetato de etila da casca do caule de E. ellipticum (C, F e I). Setas
azuis = presenca de poros. Setas vermelhas = alteragcdes na membrana.

A técnica de microscopia eletrbnica de varredura permitiu constatar que o
tratamento das formas amastigotas axénicas de L. (L.) amazonensis GFP com o
extrato acetato de etila da casca do caule de E. ellipticum, ou a catequina

78



demonstrou ter um efeito sobre a membrana celular do parasito. Foram
observadas alteragbes no tamanho, na forma e na estrutura do protozoario,

guando comparadas com o controle.
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6. CONCLUSAO

Considerando os objetivos propostos no trabalho em realizar o estudo
fitoquimico do extrato acetato de etila da casca do caule de Enterolobium
ellipticum Benth (Fabaceae) e investigar a atividade em Leishmania
(Leishmania) amazonensis e em fungos dermatéfitos, é possivel fazer as
seguintes consideracoes:

1. O estudo fitoquimico apontou a presenca de terpenos e flavonoides:
foi identificado o triterpeno lupenona (G2); uma mistura com o triterpeno
taraxasterol e o hidrocarboneto 9-hexacosene (SG5.2) e o triterpeno acido
betulinico (SG5.7-9.10), ambos a partir do grupo G5; uma mistura de
flavonoides catequina e dimero de catequina (G13).

2. A analise do potencial antifungico dos compostos isolados de E.
ellipticum demonstrou que a catequina foi ativa em T. mentagrophytes
ATCC 9533 com um CIM de 125 pg/mL. Os demais compostos isolados néo

foram considerados ativos de acordo com o padrao proposto.

3. O ensaio de viabilidade celular, avaliando os macrofagos 48 h apds
o0 tratamento com a catequina mostrou-se uma citotoxidade moderada.
Porém, apos o tratamento com o extrato acetato de etila da casca do caule
de E. ellipticum foi observado uma diminui¢éo da viabilidade celular & 200
pug/mL, onde foi observado apenas 40% de células viaveis, sendo

considerado citotéxico nessa concentragao.

4. Foi realizado dois modelos para avaliagdo da atividade do extrato
bruto e da catequina no combate a infeccdo. O primeiro foi feito um
tratamento pés-infecgdo. Apés o periodo de infeccdo (48 h), o tratamento foi
realizado por 72 h e mostrou que o extrato bruto apresentou uma étima
atividade, diminuindo a infecgdo em 73,7%, enquanto a catequina diminuiu

em 43,3%, e o controle positivo Anfotericina B em 59%.

5. Para o modelo de avaliagdo da atividade das amostras pré-infecgao,

o tratamento foi realizado 48 h antes e mostrou que o extrato diminuiu em
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60% a parasitemia, a catequina em 27,5% e o controle positivo Anfotericina
B em 38%. Esses resultados permitiram sugerir que o extrato intensificou
0S mecanismos microbicidas dos macrofagos, levando a morte da

Leishmania.

6. Na analise morfolégica observamos que o tratamento das formas
amastigotas axénicas de L. (L.) amazonensis com o extrato acetato de etila
da casca do caule de E. ellipticum, ou da catequina, estes mostraram um
efeito sobre a membrana celular do parasito. Foram observadas alteracoes
no tamanho, na forma e na estrutura do protozoario, quando comparadas

com o controle.

Os compostos isolados e identificados ndo haviam sidos relatados
na literatura previamente em Enterolobium ellipticum e as atividades tanto
do extrato quanto da catequina em formas amastigotas foram descritas pela
primeira vez. Os resultados do presente trabalho nos permitem concluir que
a catequina é um dos principios ativos do extrato acetato de etila da casca
do caule de E. ellipticum em formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania amazonensis e que estudos futuros sdo necessarios para

avaliacao dos efeitos in vivo.
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7. PERSPECTIVAS

« Continuar o estudo fitoquimico da espécie Enterolobium ellipticum.

« Estudos futuros in vitro e in vivo, sdo necessarios para melhor
compreensao do mecanismo de acdo da catequina e do extrato bruto en

Leishmania amazonensis.

« Realizacéo de estudos adicionais com outras espécies de Leishmania,

como também com outros géneros de protozoarios patogénicos.
« Avaliacdo da citotoxidade dos outros compostos isolados.

« Finalizar a elucidacédo do SG.3 um provavel terpeno.
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