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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
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ESTUDO FITOQUIMICOE /NA\VALIACA,O DAS ATIVIDADES
ANTIMICROBIANA, DE INIBICAO ENZIMATICA E ANTITUMORAL

DE Erythrina crista-galli NATIVA DO RS.
AUTORA: JANAINA MEDEIROS DE AVILA
ORIENTADORA: IONARA IRION DALCOL

Data e Local da Defesa: Santa Maria, 05 de Setembro de 2013.

O estudo fitoquimico do extrato bruto hexanico, metanolico e fragbes (éter acida, éter
basica e acetato basica) das cascas do caule de E. crista-galli (Fabaceae) resultou no
isolamento de quatro compostos: o fitoesterol estigmasterol (70) e o triterpeno lupeol (71)
além dos alcaloides erisotrina (1) e epieritratidina (50) usuais do género Erythrina. As
estruturas dos metabélitos isolados foram elucidadas através de RMN 'H e *C, uni e
bidimensionais, além de comparacdo com amostra padrdo quando existente e dados
disponiveis na literatura. Os extratos, as fracbes e 0s compostos isolados foram testados
quanto a sua atividade antimicrobiana, antitumoral frente a células cancerigenas HT29
(colorretal) e de inibicdo das enzimas POP, DPP-1V e AChE. Dentre as amostras testadas, o
extrato bruto metandlico (EBM), suas fracbes (FEA, FEB e FAB) e compostos isolados
apresentaram grande potencial antimicrobiano principalmente frente as bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Os resultados obtidos nos ensaios enzimaticos foram satisfatorios
para a enzima POP, onde o EBM e suas fracdes, principalmente a fracdo éterea acida (FEA),
demonstraram grande potencial inibidor desta enzima. Para a DPP-1V apenas o extrato bruto
hexanico (EBH) mostrou-se ativo. O efeito antitumoral da planta em questdo também foi
investigado e os resultados obtidos indicam que o EBM, a combinagédo das fracbes FEB e
FAB e o alcaloide epieritratidina (50) possuem um grande efeito antiproliferativo frente as

células do colorretal (HT29) ap6s 72 horas de exposi¢éo.

Palavras chave: Erythrina crista-galli, Fabaceae, alcaloides; atividades biologicas
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The phytochemical study of the crude extract hexane, methanol and fractions (acid ether,
basic ether and basic acetate) from the stem bark of E. crista-galli (Fabaceae) resulted in the
isolation of four compounds: The phytosterol stigmasterol (70), the triterpene lupeol (71) and
the alkaloids erysotrine (1) and epierythratidine (50), usual in the genus Erythrina. The
structures of the isolated metabolites were elucidated by H and *C NMR uni and
bidimensional, and compared with standard sample and data available in the literature. The
extracts, fractions and isolated compounds were tested for their antimicrobial and antitumor
front cancer cells HT29 (colorectal) activities, as well as regarding the capacity of inhibition
of enzymes prolyl oligopeptidase, dipeptidil peptidase-V1 and acetylcholinesterase. The crude
methanolic extract, all fractions and individual compounds showed high antimicrobial activity
mainly against Gram-positive and Gram-negative bacteria. The results were satisfactory in
POP inhibition assays, when the crude methanolic extract and its fractions, mainly acid ether
fraction, showed great inhibitor potential against this enzyme. For DPP-1V only the crude
hexane extract was active. The in vitro antitumoral activity of the crude methanolic extract,
basic fractions and the isolate alkaloids was investigated at different concentrations against
the human colon cancer cell line HT-29 (PicoGreen dsDNA assay). The results suggest that
the anti-proliferative effect of E. crista-galli extract on HT-29 cancer cells may be attributed,

at least in part, to the presence of the erythrinian alkaloids 1 and 50.

Keywords: Erythrina crista-galli, Fabaceae, alkaloids, antimicrobial activity, enzymatic
inhibition assay, prolyl oligopeptidase, dipeptidil peptidase-1V, acetylcholinesterase,

antitumor activity
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1 INTRODUCAO

Os vegetais fazem parte da vida humana desde tempos imemoriais. H& milhares de
anos atrds o homem aprendeu a utilizar as substancias naturais, principalmente aquelas de
origem vegetal, para o tratamento e cura de suas enfermidades.

Os primeiros relatos escritos do uso de plantas com fins medicinais remontam as
sagradas escrituras e o papiro egipicio de Ebers (1500 a.C.) que documenta 811 prescricGes e
700 drogas (maioria oriunda de plantas) alem de férmulas como para gargarejos, pos para
inalacdo, cataplasmas e infusées.>*

Ja o primeiro texto chinés sobre plantas medicinais relata nomes, doses e indicacfes de
uso de plantas para o tratamento de doencas. Sendo que algumas dessas plantas sdo ainda
utilizadas, dentre elas, Ginseng (Panax spp), Ephedra spp, Cassia spp e Rheum palmatum L,
inclusive como fontes para indGstrias farmacéuticas.”

Antigamente, o uso de plantas medicinais para o tratamento de doencas (fitoterapia)
era uma opcao adotada apenas pela populagdo de baixo poder aquisitivo. Sua utilizagéo era
fundamentada em supersticGes religiosas e praticas culturais, sem maior significado
farmacoldgico. Recentemente, a fitoterapia € utilizada tanto nos paises desenvolvidos quanto
nos paises em desenvolvimento como uma solucdo alternativa para tratar problemas de salde,
estando bem estabelecida em algumas culturas e tradigbes, principalmente na Asia, na
América Latina e na Africa.®

Embora existam registros antigos sobre a ampla aplicabilidade dos vegetais como
recurso terapéutico, pouco se sabia sobre os efeitos e mecanismos de acdo das plantas
medicinais. Seu conhecimento era baseado apenas no empirismo, ou seja, no conhecimento
pratico do uso dos vegetais como medicamentos. Apenas no final do século XIX e comeco do
século XX que os recursos naturais passaram a ser estudados como ferramentas cientificas e
0s principios ativos comecaram a ser identificados e isolados, sendo entdo utilizados na
medicina tradicional.’

Apesar dos grandes avancos observados na medicina moderna nas ultimas décadas, as
plantas ainda desempenham um importante papel na contribui¢do para a satde e além do mais
estdo distribuidas em todo 0 mundo, mas sdo mais abundantes em paises tropicais. O Brasil é

0 pais com a maior biodiversidade do planeta, dentre suas riquezas naturais estdo, as plantas
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medicinais, que sd0 matérias-primas para a fabricacdo de fitoterapicos e outros
medicamentos.®®

Durante as ultimas décadas, o interesse publico em terapias naturais, aumentou
drasticamente, em todo o mundo. O comércio de ervas medicinais tém atraido grande
interesse por parte das industrias farmacéuticas, pois muitas dessas substancias naturais
isoladas ou os farmacos a quem servem de modelo tém movimentando um mercado
bilionario, como por exemplo, a vimblastina e a viscristina, isoladas de Catharanthus roseus,
e o taxol, isolado de Taxus breavifolia, importantes agentes quimioterapéuticos de uso clinico
corrente contra o cancer.>®*°

As plantas produzem uma larga e diversa ordem de componentes organicos divididos
em metabdlitos primarios e secundarios, sintetizados através de uma série de reacdes quimicas
gue ocorrem no interior de cada célula. Entende-se por metabdlitos primarios as substancias
quimicas consideradas essenciais para 0 organismo vegetal e que estdo relacionadas ao seu
crescimento e constituicdo bioldgica, sdo eles: acidos nucleicos (DNA e RNA), carboidratos,
acUcares, aminoacidos e 4cidos organicos.’ "2

Os metabdlitos secundarios, por sua vez, sdo compostos que ndo estdo envolvidos com
as funcgdes vitais e possuem caracteristicas quimicas muito variadas e, as vezes complexas.
Desempenham um papel importante na interacdo da planta com o meio ambiente sendo
responsaveis pela protecdo contra herbivoros, patdgenos e estresses abidticos, servem como
atrativos (aroma, cor, sabor) para polinizadores e funcionam como agentes de competicao
entre plantas e de simbiose entre plantas e microorganismos, entre 0s principais grupos estéo,
alcaloides, terpenos, taninos, flavonoides e glicosideos.***

Considerando os efeitos terapéuticos que as plantas apresentam devido a presenca,
principalmente, de seus metabdlitos secundarios e consequentemente sua grande utilizacdo na
medicina popular, tanto no passado quanto no presente é necessario desenvolver cada vez
mais pesquisas, com a finalidade de conhecer detalhadamente a composi¢do dessas
substancias biologicamente ativas e seus efeitos no organismo humano.

Desta forma, o grupo do Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais (NPPN) da
Universidade Federal de Santa Maria vem realizando uma triagem nas espécies nativas do Rio
Grande do Sul que apresentam relatos de uso na medicina popular. Diversas contribui¢es
tém sido realizadas tanto para o isolamento e determinacéo estrutural de compostos quimicos
guanto para os trabalhos envolvendo as atividades bioldgicas dos mesmaos.

Dentre as espécies nativas do bioma Pampa, selecionou-se a espécie Erythrina crista-

galli, pertencente a familia Fabaceae, conhecida popularmente no Brasil como corticeira-do-
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banhado e comumente encontrada na flora sul-rio-grandense, para uma investigagdo mais
detalhada dos seus constituintes quimicos.*

O género Erythrina é distribuido amplamente pelas regides tropicais e subtropicais do
mundo. E conhecido pela bioproducéo significativa de alcaloides, alguns dos quais possuem
atividade fisioldgica semelhante a acdo do curare. Além de alcaloides, produzem flavonoides,
flavanonas, isoflavonas, pterocarpanos e terpenos, entre outros. Estes metabdlitos apresentam
diversas atividades farmacoldgicas e desta forma, plantas deste género sdo utilizadas na
medicina popular para tratar diversos problemas de salde, tais como agitacdo, insonia,
infeccOes antimicrobianas e processos inflamatorios,*>647:1819

Um estudo realizado por Ozawa et al. (2010)% relata que no Brasil, as cascas da
espécie E.crista-galli sdo utilizadas no tratamento de reumatismo e hepatite, também como
sedativo e ainda como indutor de sono ou estado hipnotico. Considerando os estudos ja
relatados para esta planta, sua familia, género e metabolitos produzidos pela mesma buscou-se
uma investigacdo mais aprofundada desta espécie encontrada na cidade de Santa Maria, Rio

Grande do Sul (RS).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho consiste em realizar o estudo fitoquimico, bem como a avaliacéo
da atividade biologica das cascas do caule da espécie Erythrina crista-galli, pertencente a

familia Fabaceae.

2.2 Objetivos especificos

- Preparar os extratos brutos hexanico e metandlico, através de uma extracdo a quente
das cascas do caule da espécie E. crista-galli coletada no municipio de Santa Maria

- Realizar o fracionamento acido-base do extrato bruto metandlico para obtencdo das
fracdes e metabdlitos presentes na planta em estudo

- Isolar e identificar os metabolitos secundarios presentes nos extratos e fracdes das
cascas do caule de E. crista-galli, sejam eles inéditos ou ja identificados anteriormente

- Identificar os compostos isolados com a utilizacdo de métodos espectroscopicos uni e
bidimensionais, como RMN de 'H e C, DEPT 135°, COSY, HSQC e NOESY e ainda,
espectrometria de massa de alta resolugéo

- Realizar testes bioldgicos para a determinacdo da atividade antimicrobiana e de
inibicdo enzimética frente as enzimas POP, DPP-IV e AChE dos extratos, fracGes e
compostos isolados de E. crista-galli

- Testar as fragdes e compostos basicos isolados oriundos do extrato bruto metandlico
de E. crista-galli frente a linhagem de células HT29 (colorretal) para verificar a existéncia do

potencial antitumoral destas amostras;



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Informagdes boténicas

3.1.1 Familia Fabaceae

A familia Fabaceae, também chamada de Leguminosae €é composta por
aproximadamente 730 géneros e mais de 19.400 espécies, sendo considerada a terceira maior
familia de angiospemas, no Brasil, ocorrem cerca de 200 géneros e 1.500 espécies. Uma
caracteristica tipica desta familia é a presenca de frutos em formato de vagem (com algumas
excecOes). Sao plantas de habitos variados, abrangendo tanto espécies arboreas como espécies
herbaceas anuais, muitas de grande importancia econémica e principalmente alimentar. Sdo
também muito importantes ecologicamente uma vez que fixam o nitrogénio da atmosfera, ja
que quase todas as espécies da familia apresentam simbiose de suas raizes com bactérias do
género Rhizobium e semelhantes.?*#2%

As Fabaceaes possuem ampla distribuicdo pelo mundo, sendo encontradas
principalmente em regides temperadas e tropicais. Esta familia esta subdividida em 3
subfamilias muito distintas: Faboideae (ou Papilionoideae), Caesalpinioideae (ou
Caesalpiniaceae) e Mimosoideae (ou Mimosaceae). A subfamilia Faboideae é considerada a
mais evoluida das leguminosas e, dentre as espécies florestais nativas, destaca-se 0 género

Erythrina (corticeiras ou suinas).?"%

3.1.2 O género e as espécies de Erythrina

O género Erythrina, pertencente a familia Fabaceae, ¢ amplamente conhecido devido a
sua grande ocorréncia nas regides tropicais e subtropicais do mundo, desde areas quente-
temperadas, como Africa do Sul, Cordilheira do Himalaia até sudeste dos Estados Unidos. O
nome Erythrina possui origem grega, onde a palavra “erythros” significa vermelho em alusio
as flores vermelhas brilhantes tipicas das arvores do género. Mais de 130 espécies de
“4rvores corais” pertencentes ao género Erythrina tém sido amplamente estudadas.?*?

Na América do Sul, essas espécies estdo presentes na Argentina, Bolivia, Paraguai,

Guiana Francesa, Colémbia e Peru. No Brasil sdo encontradas oito espécies de Erythrina,
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sendo elas: E. mulungu, E. velutina, E. crista-galli, E. poeppigiana, E. fusca, E. falcata, E.
speciosa e E. verna, que estdo distribuidas por todos os biomas brasileiros, como mata
Atlantica, cerrado, floresta Amazonica e caatinga nordestina.?

Estudos fitoquimicos nas mais variadas espécies de género Erythrina demostraram que
estas plantas acumulam uma ampla variedade de metabdlitos secundarios, principalmente
alcaloides, flavonoides (isoflavonas, flavanonas, pterocarpanos e isoflavanonas) e triterpenos.
Devido a presenca destes compostos, que possuem diversas propriedades farmacoldgicas,
essas plantas tém sido utilizadas na medicina popular para o tratamento de diferentes
problemas de satide como calmantes, contra insdnia e no trato de inflamagdes.*’*3%>2

Em relacdo as espécies que sdo utilizadas na medicina popular, em artigo de reviséo
do género Erythrina publicado em 2012, Araudjo-Junior et al. descreveram a casca como sendo

a parte mais estudada, com uso de 40,8%, como pode ser observado na Figura 1.%

m Cascas
m Folhas
w Flores
m Raizes

m Outras Partes

Figura 1 - Partes das plantas do género Erythrina utilizadas na medicina popular. Figura
reproduzida de Aratjo-Janior et al. (2012)*

3.1.3 A espécie Erythrina crista-galli L.

A espécie E. crista-galli L. (Figura 2) é uma arvore de tamanho médio, fixadora de
nitrogénio e encontrada em varios paises da Ameérica Latina, principalmente em zonas
subtropicais. E pertencente & familia Fabaceae, sendo que no Brasil ocorre principalmente em
terrenos Umidos, que se entendem desde o Maranhdo até o Rio Grande do Sul, apesar desta
espécie tolerar bem ambientes drenados. E utilizada para fins ornamentais, sendo adequada

para 0 paisagismo e recuperacdo ambiental. O uso tradicional de diversas partes da arvore
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incluem artefatos rurais e musicais, medicamentos, material para tingimento e para pesca. Na

Argentina, é a especie de Erythrina mais comumente encontrada, utilizada principalmente
| 27,28,29,30

como planta ornamenta

Figura 2 - Espécie Erythrina crista-galli, familia Fabaceae (Fonte: www.mavifidan.com)

Esta presente no bioma Pampa, sendo considerada tipica da paisagem rio-grandense e
chamada popularmente de corticeira-do-banhado, crista de galo ou ainda de eritrina. Além do
valor ornamental, E. crista-galli L. é uma planta imune ao corte no Rio Grande do Sul pela
Lei Estadual 9.519/92 (Art. 330).293132

A casca de E.crista-galli L. tem sido utilizada para reumatismo, hepatite, sedacdo e
inducdo de sono ou estado hipnotico. Analises fitoquimicas realizadas com esta planta
demonstraram a presenca de alcaloides eritrinicos e benzilisoquinolinicos, isoflavonas e
pterocarpanos.?®

InvestigacBes farmacoldgicas mostraram que extratos de sementes de E. crista-galli
possuem efeitos sedativos, hipertensivos, laxativos e diuréticos. Além disso, alcaloides
eritrinicos presentes em extratos de sementes de certas espécies de Erythrina exibiram agéo
semelhante ao curare, agindo sobre o sistema nervoso central ?®

A Figura 3 mostra a casca do caule da planta em estudo.
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Figura 3 - Casca do tronco de E. crista-galli

3.2 Fitoquimica

3.2.1 Alcaloides

Alcaloides sdo compostos nitrogenados que possuem acdo farmacoldgica e sdo
encontrados predominantemente nas angiospermas, possuindo em sua maioria, carater
alcalino.®

Plantas do género Erythrina sdo conhecidas pela producéo significativa de alcaloides.
Estudos realizados entre os anos de 1930 e 1940 mostraram que extratos de sementes de
varias espécies continham alcaloides com atividade fisioldgica semelhante a acdo do curare,
ou seja, capazes de causar bloqueio neuromuscular. Este fato despertou grande interesse por
parte dos pesquisadores e a partir disso, varios alcaloides foram isolados de diferentes
espécies do género.**

Em relacdo a estrutura quimica, estes alcaloides destacam-se por serem bases terciarias
com um sistema spiro anico. Por conveniéncia, os alcaloides eritrinicos foram divididos em

dois grupos principais de acordo com suas estruturas: 1,6-dieno e Al(6)-alqueno (Figura
4) 34,35
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Figura 4 - Estruturas e sistema de numeracdo para A: esqueleto 1,6-dieno e B: esqueleto

Al(6)-alqueno.

Plantas do género Cocculus, da familia Menispermaceae também produzem alcaloides

muito semelhantes aos produzidos pelo género Erythrina, somente diferindo no padrdo de

oxigenacao do anel A.*

As Figuras 5 e 6 mostram a maioria dos alcaloides identificados de plantas do género

Erythrina conhecidos até a década de 80.%

R3

CH3O\\\\‘\“

Alcaloide R R’ R® X Alcaloide R! R? R®

1 Erisotrina CH;0 CH; CHj; 2H 14  Eritrartina CH; CH; OH
2  Erisotramidina CH;0 CH; CH; (0] 15  Eritristemina CH; CH; OCH;
3 Eritravina CH;0 CH; H 2H 16  Eritrascina CH; CH; OAc
4 Eritralina —OCH,— CH, 2H 17  Eritrinina —CH,— OH
5 Erisovina CH30 H CH; 2H 18 11-Metoxieritralina —CH,— OCH;

6 Erisolina CH;0 H H 2H 19 11-Oxoeritralina —CH,— ==
7  Erisodina HO CH; CH; 2H 20  11-Hidroxierisovina CH; H OH
8  Erisonina HO CH; H 2H 21 11-Metoxierisovina CH; H OCHj,

9 Erisopina HO H CH; 2H 22  11-Oxoerisovina CH;, H ==
10 Erisotiavina CH;0 a CH; 2H 23  11-Hidroxierisodina H CH, OH
11 Glicoerisodina b CH; CH; 2H 24 11-Metoxierisodina H CH; OCHj;

12 Erisotiopina a H CH; 2H 25  11-Oxoerisodina H CHy; ==
13 Erisoporina CH30 c CH; 2H 26  11-Metoxierisopina H H OCH;

27  11-Oxoerisopina H H ==

Figura 5 - Alguns alcaloides diénicos do género Erythrina; a: HO,CCH,SO,—; b: 1-B-

glicosil; c: hipaforina éster
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Alcaloide R? X
28 Diidroerisotrina CH;0 H
29  Eritratidina CH;0 OH
30 Eritratidinona CH;0 ==
31 Eritramina —OCH,0— H
32  Eritratina —OCH,0— OH
33  Eritratinona —OCH,0— ==
34  Diidroerisovina CH30 HO H
35 Erisosalvina CH;0 HO OH
36  Erisosalvinona CH;0 HO ==
37 Diidroerisodina HO CH50 H
37 Erisotina HO CH;0 OH
39 Erisotinona HO CH;0 ==
40  Erisopitina HO HO OH
41  Erisoflorinona HO HO ==
42  Eritroculina CH;0 CH;30,C— H

Figura 6 - Alguns alcaloides alquénicos do género Erythrina

Em 2010, Osawa et al. relatou o isolamento de dois novos alcaloides eritrinicos,
cristianina A (43) e cristianina B (44) da espécie E. crista-galli, juntamente com outros dez
alcaloides eritrinicos e um alcaloide indolico ja conhecidos da literatura, sendo eles: eritratina
(45), cristamidina (46), erisovina (5), erisotrina (1), eritralina (47), 8-oxoeritralina (48),

eritrinina (17), 8-oxoeritrinina (49), eritratidina (29), epieritratidina (50) e hipaforina (51).2°
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3.4.1.1 Biossintese dos alcaloides

Divergéncias entre alguns autores sobre a biossintese dos alcaloides de plantas do
género Erythrina podem ser constatadas na literatura. Contudo, os estudos realizados até
entdo presumem que estes alcaloides sdo biossintetizados a partir da tirosina, via condensacao
de duas moléculas de dopamina.

Experimentalmente, estudos in vitro e in vivo realizados por Barton et al. durante
varios anos, demonstraram que um derivado de uma isoquinolina, o alcaloide (5)-
norprotosinomenina é precursor dos alcaloides eritrinicos, tornando-os muito semelhante
estruturalmente com os alcaloides benzilisoquinolinicos.*"38:394041

Em 1999, novos estudos realizados por Maier et al. sugeriram um novo
mecanismo para a biossintese dos alcaldides eritrinicos, comprovando-se que 0 composto
alcaloidico (S)-norreticulina (52) é principal precursor comprometido na biossintese desses

alcaloides, sendo esta nova rota biossintética (Esquema 1) considerada a mais correta.”®
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cation neospirinica (55)

-
NH

/\O /\O /\O
O fe) O,
- + [
NH <e—’H NH <-—
H3CO I H3CO l HsCO
(@)

OH OH
radical dialilico (58) dibenz[d,flazonina (57) cation dibenz[d,fJazonio (56)

(S)-norreticulina (52) norisosalutaridina (53)

cétion dialilico (59) eritratinona (33) eritralina (4)

Esquema 1 - Rota biossintética sugerida para a formacdo de alcaloides eritrinicos

3.2.2 Flavonoides

Sdo uma classe de polifendis presentes em abundancia entre o0s metabdlitos
secundarios de vegetais, principalmente angiospermas, e que apresentam grande diversidade
estrutural dentro da propria classe. A maioria dos flavonoides possuem 15 atomos de carbono
em seu nucleo fundamental, sendo este formado por dois anéis aromaticos ligados entre si por

uma cadeia de trés carbonos, conforme pode ser observado na Figura 7.
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Figura 7 - Estrutura basica numerada do nucleo dos flavonoides

Os flavonoides diferem entre si pelo arranjo dos grupamentos das cadeias laterais de
hidroxilas, metoxilas e glicosideos e na conjugacdo entre os anéis A e B. Uma variacdo no
anel C causa uma divisdo de subclasses. De acordo com sua estrutura dividem-se em:
flavonas, flavanonas, flavonois, isoflavonas, antocianidinas, catequinas, diidroflavonodis e
chalconas.*

Apesar dos inimeros registros sobre a ocorréncia de alcaloides em plantas do género
Erythrina, muitos estudos tém relatado a presenca de flavanonas preniladas, isoflavonas e
pterocarpanos, entre o0s derivados ndo-alcaloidicos que fazem parte dos metabdlitos
secundarios produzidos por estas plantas. A Tabela 1 demonstra alguns exemplos dos mais

diversos tipos de flavonoides ja isolados de espécies de Erythrina.

Tabela 1 - Metabdlitos isolados de diversas espécies do género Erythrina pertencentes a

classe dos flavonoides (continua)

Tipos de Flavonoides

HO o
OCH,

OH

OCH;

Sigmoidina (60)" Eritrisenegalona (61)*
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Tabela 1 - Metabdlitos isolados de diversas espécies do género Erythrina pertencentes a classe dos
flavonoides (concluséo)

Tipos de Flavonoides

OMe

Erisenegalenseina (62)* Indicanina A (63)*

HO (o]
/ 0
OH
Faseolina (64)* Calopocarpina (65)*

OH
HO o
OH
(0]
3,7,4triidroxiflavona (66)* Diidrofolinina (67)"’

3.2.3 Outros compostos

Além de alcaloides e flavonoides, outras classes de metabolitos secundarios ja foram
identificados no género Erythrina, incluindo terpenos, esterdis, cumarinas, entre outros. A

Tabela 2 exibe alguns exemplos desses compostos, onde é possivel visualizar suas estruturas.
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Tabela 2 - Outros metabolitos pertecentes ao género Erythrina

Compostos de classes variadas

(0]
QJ\O(CHZ)NCHs

HO

OCH;

Acido ferdlico (68)"

Acido oleanélico (69)*

/Z//
“,

~

H

HO

-

Estigmasterol (70)*®

Lupeol (71)*

Maniladiol (72)%° Cicloeucalenol (73)*

3.3 Atividades farmacoldgicas

Considerando a grande variedade de espécies e sua ampla distribui¢do pelo mundo, as
plantas do género Erythrina sdo muito utilizadas na medicina popular para o tratamento de
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diversas enfermidades. Varios ensaios farmacoldgicos tém sido realizados com a finalidade de
confirmar os efeitos reais de algumas espécies.

Estudo realizado por Mitscher et al. (1988) com a espécie E. crista-galli oriunda da
Bolivia mostraram o isolamento de varios pterocarpanos, sendo que ericristina (74) e
eritrabissina-11 (75) apresentaram atividade antimicrobiana contra bactérias S. aureus e M.

smegmatis.*?

R,0 o

OR,

74 Rl: H, R2: CH3
75 Rj_: R2: H

Em 1993, Dagne et al. isolaram da E. burana originaria da Etidpia, os pterocarpanos
faseolidina (76) e cristacarpina (77) com atividade seletiva para leveduras mutantes que

causam danos ao DNA, sendo o metabdlito 76 considerado citotoxico.>®

OH O

76 Rl: RZZ H

77 Rlz OH, R2: CH3 OR,

F

Juma e Majinda (2004) relataram o isolamento de diversos alcaloides de E. lysistemon
da Botswana. Entre os metabolitos isolados, apenas os alcaloides erisodina (7) e 1la-

hidroxierisodina (78) mostraram possuir propriedades antioxidantes. >
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O estudo realizado por Wanjala et al. em 2002 apresentou o isolamento de varios
metabolitos de E. latissima, sendo que o composto 2-(5"-hidroxi-3"-metoxifenil)-6-hidroxi-5-
metoxibenzenofurano (79) exibiu significativa atividade antimicrobiana contra esporos de

fungos, bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, além de pterocarpanos com atividade
antifingica e flavonoides antimicrobianos.>

OH
) O Q
H;CO
79 OCH3

A investigacdo fitoquimica realizada por Flausino Jr. et al. (2007) com a E. mulungu

do Brasil, levou ao isolamento de alcaloides com propriedades ansioliticas: eritravina (3),
11a-hidroxieritravina (80) e a-hidroxierisotrina (81).>°

Ry

R O\\\\\\

80 R=H, R,= OH
81 R= CH3, Rzz OH

A espécie E. subumbrans coletada na Tailandia foi estudada por Rukachaisirikul et al.
(2007) que isolaram pterocarpanos com grande potencial antimicrobiano. Os pterocarpanos

eritrabissina-11 (75), eribraedina A (82), eristagalina A (83) e ericristagalina (84) foram ativos
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contra varias cepas de Streptococcus e Staphylococcus, incluido estirpes de bacterianas
resistentes a drogas (MRSA e VRSA) sendo mais ativos que os antibidticos padrdes
(vancomicina e oxacilina) utilizados no ensaio. O composto 84 mostrou o mais alto nivel de
atividade contra todas as estirpes bacterianas testadas, inclusive contra a estirpe resistente
VRSA.*

84

Em 2009, no estudo realizado por Nguyen et al. com E. abyssinica foi relatado o
isolamento de véarios pterocarpanos, sendo observado neste estudo que apenas oS
pterocarpanos prenilados inibiram a atividade da proteina tirosina-fosfatase-1B (PTP1B), bem
como demonstraram citotoxicidade contra linhagens celulares de cancer de mama.*®

Ozawa et al. (2009) ao estudar alguns alcaloides da espécie E. velutina, como
erisotrina (1), eritralina (4), erisovina (5), erisodina (7), glicoerisodina (11) e 8-oxoeritralina
(48) verificaram que estes alcaloides apresentavam grande citotoxicidade frente as células

Jurcat (linhagem de células derivadas de células leucémicas), principalmente quando
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combinadas com o TRAIL (cofator indutor seletivo de apoptose). Os compostos 4, 5 e 7
isoladamente j& eram citotoxicos, mas a combina¢do com o TRAIL aumentou ainda mais seus
efeitos. Por outro lado, os alcaloides 1, 11 e 48 que isoladamente ndo apresentaram nenhuma
toxicidade, ao serem combinados com o indutor de apoptose demonstraram expressiva
toxicidade frente as células cancerigenas em estudo. Os autores sugeriram a existéncia de
interacdes sinérgicas entre compostos da planta e o TRAIL.>

Ainda em 2009, Cornelius et al. descobriram alcaloides inibidores de apetite isolados
de E. latissima, dentre os quais, erisotrina (1), erisotramidina (2), eritralina (4), 11p-
hidroxierisotramidina, 8-oxoeritralina (48), 11-metoxi-10-oxoerisotramidina (85), 10,11-di-
dioxoerisotramidina (86).%°

H3;CO O
’ = Z
o]
H3CO \\\\\N /
3
HacO\\\“\“ /

85 R]_: H, R2: OCH3
86 R]_ + R2 =0=

Ja em 2010, um trabalho realizado por Nguyen et al. com a espécie E. abyssinica de
Uganda relataram o isolamento de pterocarpanos com efeitos inibitorios significativos sobre
as neuraminidases de Clostridium perfringens e Vibrio cholerae, sugerindo que estes
metabdlitos, entre eles faseolina (64) e calopocarpina (65), podem ser utilizados no
desenvolvimento de novos tratamentos para combater doencas infecciosas.*

A investigacdo quimica de E. fusca Lour realizada por Innok et al. (2010) resultou no
isolamento de véarios metabolitos secundarios da classe dos flavonoides. Muitos destes
compostos apresentaram propriedades antimicrobianas e citotoxicas, com destaque para 0s
metabolitos 3,7,4'-trihidroxiflavona (66) e erivarina D (87) que apresentaram grande potencial
antimicrobiano frente a cepas bacterianas de S.aureus (SA), incluindo as cepas resistentes
(MRSA) a medicamentos e elevada citotoxicidade frente as células do cancer de mama
(MCF-7), pulmao (NCI-H187) e papiloma virus (KB).*
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87

A espécie E. crista-galli coletada no estado de S&o Paulo (Brasil) foi estudada em
2010 por Osawa et al. Estes autores descreveram o isolamento de varios alcaloides, sendo que
0s eritrinicos eritralina (4) e eritrinina (17) e o alcaloide indélico hipaforina (51), mostraram
atividade inibitdria contra lipopolissacarideo (LPS)-induzido na producdo do o6xido nitrico
(NO). O excesso de producdo de 6xido nitrico (NO) esta associado com o estresse oxidativo e
com a fisiopatologia de varias doencas, tais como reumatismo, diabetes, doencas
cardiovasculares e doencas cronicas inflamatdrias. Assim, o alcaloide 4, que exibiu os
resultados mais significativos, poderia desempenhar algum papel no tratamento de doencas
inflamatorias (reumatismo e hepatite) em prescricdes que contém essa planta medicinal.?

Em 2012, Nde et al. relataram a atividade estrogénica, relacionada a menopausa e seus
sintomas, para os metabdlitos alpinumisoflavona (88) e abissinona V-4"-metil-éter (89)

isolados de E. lysistemon.®*
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Iranshahi et al. (2012) em trabalho com a E. vespertilio Benth, descreveram a
atividade citotdxica contra células do céncer de prostata (PC3) do isoflavonoide faseolina
(64).%

3.3.1 Atividade de inibicdo enzimatica

3.3.1.1 Prolil oligopeptidase (POP)

A familia prolil oligopeptidase, também denominada S9 e agrupada com outras
familias ao cld SC, representa a classe de serinas peptidases composta pelas seguintes
enzimas: prolil oligopeptidase (POP; EC 3.4.21.26), dipeptidil peptidase-IVV (DPP-IV; EC
3.4.14.5), acilaminoacil peptidase (AARH; EC 3.4.19.1) e oligopeptidase B (OB; EC
3.4.21.83). Sdo enzimas consideradas relativamente grandes, com massa molecular de 80
KDa e que apresentam uma caracteristica notavel que € a seletividade, ou seja, hidrolizam
restritamente oligopeptideos com até 30 residuos de amino4cidos.?*4¢

A POP (Figura 8), também conhecida como prolil endopeptidase (PEP), € uma enzima
intramolecular que foi descoberta no Utero humano, onde degrada oxitocina. Inicialmente era
chamada de “post-proline cleaving enzyme” pelo fato de hidrolizar preferencialmente a
ligagéo peptidica na porgdo carboxilica dos residuos de prolina. Geralmente é encontrada no

citoplasma, mas também pode ocorrer ligada a membrana plasmatica.®*®
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Figura 8 - Estrutura tridimensional da enzima prolil oligopeptidase

A prolil oligopeptidase esté presente na maioria dos tecidos e organismos, porém pode
ocorrer em maior concentracao no cérebro, e desta forma esta envolvida em uma variedade de
distdrbios do sistema nervoso central (SNC) ja que degrada neuropepetideos comprometidos
no processo de aprendizado e meméria.®®

Pacientes em diferentes estagios de depressdo tém sido observados com uma baixa
atividade da POP. Alguns peptideos envolvidos na fisiopatologia de depressdo, como B-
endorfina, substancia P, arginina e vasopressina, sdo conhecidos substratos da enzima POP.
Em contraste, pacientes que sofrem de esquizofrenia apresentam os niveis séricos de prolil
oligopeptidase superiores aos pacientes ndo afetados. Tanto o antidepressivo fluoxicetina
quanto o farmaco antimiania valproato sdo utilizados hoje para restaurar a atividade da
enzima POP a niveis normais.®’

A diminuicdo da atividade da POP também tem sido constatada em pacientes que
sofrem de anorexia e bulimia nervosa. Além do mais, no que diz respeito a doenca de
Alzheimer, diversas evidéncias tém sido apontadas de que a POP pode contribuir para
sintomatologia de tal doenca, especialmente quanto & perda de memoria.?®®
Diante das desordens clinicas as quais a POP esta intimamente ligada, a descoberta de

novos inibidores desta enzima € extremamente importante. Sinteticamente, varios inibidores
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tém sido desenvolvidos, como Z-Pro-Prolinal (90), S-17092 (91), JTP-4819 (92), Y-29794
(93) (Figura 9).%"

N
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Figura 9 - Estrutura quimica de alguns inibidores sintéticos da POP

Estudos in vitro e in vivo mostraram a existéncia de alguns inibidores naturais da POP
de origem bacteriana e outros isolados de plantas, como a baicalina (94), o &cido clorogénico
(95), &cido rosmarinico e a berberina que também foram descritos como inibidores da POP.
Em 2010, Marques et al. relataram o isolamento de alguns flavonoides da planta Scutellaria
racemosa Pers, o hispidulina (4 ',5,7-tri-hidroxi-6-metoxiflavona) e o oroxylosideo (oroxilina
A 7-O-glucuronida) que apresentaram atividade inibitéria seletiva contra a POP.™ 727374

PublicacGes recentes relatam o isolamento de outros inibidores naturais extraidos do
vinho, queijo, peixe, folhas da Gingko biloba e partes aéreas de Tamarix hispida Wild, como
0 terpendide pentaciclico denominado acido 3a-(3’’,4’’-diidroxi-trans-cinamoiloxi)-D-
friedolan-14-en-28-oico (96), a ramnocitrina (97) e a isoramnetina, isolados da Tamarix
hispida Wild; e os acidos 6-(8’-Z-pentadecenil)salicilico e o 6-(10’-Z-heptadecenil)salicilico
isolados da Gingko biloba.”

Em 2012, um estudo realizado por Filho et al. mostrou que o fenilpropanoide
verbascosideo inibiu sigificativamente a POP de forma dose-dependente. A Figura 10 mostra

a estrutura de alguns inibidores naturais da enzima POP citados anteriormente.”
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Figura 10 - Estruturas de alguns inibidores naturais da POP

3.3.1.2 Dipeptidil peptidase-1V (DPP V)

Dipeptidil peptidase-1V (DPP-1V ou DPP-4; EC 3.4.14.5) é uma prolil peptidase que
cliva proteinas e peptideos contendo prolina ou alanina na penudltima posicdo. Pode ser
encontrada em varios tecidos como pancreas, rins, intestino, Utero, préstata, glandulas
sudoriparas, salivares e mamarias, além de ser encontrada solvel em fluidos corporais, como
sangue, plasma e fluido cérebro-espinhal. A ampla distribuicdo da enzima DPP-1V facilita o
acesso aos mais diferentes peptideos, como peptideos enddcrinos e neuropeptideos.

A enzima DDP-IV geralmente inativa uma grande variedade de hormdnios peptidicos,
sendo conhecida pela inibicdo de dois hormdnios intestinais denominados incretinas,
incluindo o GLP-1 (peptideo-1 semelhante ao glucagon) e o GIP (polipeptideo insulinotrépico
dependente de glicose). Estes hormdnios adquirem importancia pela capacidade de secretar
insulina e, assim, apresentarem potencial contra a diabetes de mellitus do tipo I, tipo de
diabetes em que o paciente tem dificuldade em secretar insulina. Desta forma, evitar a
degradacdo dos horménios incretinas (GLP-1 e GIP), por inibicdo da DPP-IV tornou-se uma
estratégia terapéutica muito usada no tratamento de diabetes de mellitus tipo 11.%%7":"8

Assim como a POP, a DPP-IV pertence a mesma familia das serinas proteases e,
portanto, apresenta sitio ativo espacialmente muito semelhante, o que faz com que muitos
inibidores de uma enzima também tenham capacidade de inibir a outra enzima (Figura 11).
Do ponto de vista farmacologico este efeito ndo € desejavel, pois as enzimas (POP e DPP-1V)
apresentam mecanismos de acOes diferentes e estdo relacionadas com diferentes patologias.

Deste modo, é de extrema importancia que se encontre inibidores especificos e
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seletivos para cada uma destas enzimas. Por este motivo, trabalha-se com as enzimas

concomitantemente a fim de se descobrir inibidores que sejam seletivos.”

N\ )

Figura 11 - Comparacao das estruturas tridimensionais da DPP-IV e POP

Desde 1977 um grande numero de inibidores da DPP-1V vem sendo descritos e suas
caracteristicas avaliadas. A sintese e as diferentes classes estruturais destes compostos tém
sido objeto de diferentes opinides. A maioria dos inibidores se encaixa em uma das trés
categorias principais:

- Agonistas do receptor do GLP-1 (por exemplo, exenatida)

- Analogos sintéticos do GLP-1 resistentes a inativacdo enzimatica (por exemplo,
liraglutida)

- Inibidores da DPP-IV n&o peptidicos (sitagliptina e vildagliptina)®

Além dos conhecidos inibidores, isoleucina tiazolida e valina pirrolidina, uma
variedade de pequenas moléculas foram descobertas nas Gltimas décadas com grande
atividade contra a DPP-1V e assim passaram a ser utilizadas comercialmente no tratamento da

diabetes mellitus do tipo 11.8%2
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Figura 12 - Inibidores comerciais da DPP-1V. Figura reproduzida de Yoshida et al. (2012)%*

Publicacdes recentes tém apontado novas substancias com potencial de inibicdo da
enzima DPP-1V. Em 2012, Yoshida et al. descobriram um inibidor com estrutura Gnica
altamente potente, seletivo e de longa duracdo contra a DPP-1V, o teneligliptina. No Japé&o
este composto ja foi aprovado para o tratamento de pacientes com diabetes mellitus tipo 11.%*

Muitos estudos estdo em andamento para a descoberta de novos inibidores, buscando
através de modificacBes estruturais a otimizacdo de substancias que sejam capazes de inibir
seletivamente a DPP-1V. Muitos resultados ja indicam compostos com melhor capacidade de
inibicdo do que os comerciais existentes, mostrando assim uma grande evolucao frente as

desordens causadas pela acio da DPP-IV.%
3.3.1.3 Acetilcolinesterase (AChE)

A acetilcolinesterase (AChE) é uma serina hidrolase pertencente a familia das
colinesterases e responséavel por catalisar a hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (ACh)
restante no espaco sindptico, em colina e acetato. Esta reacdo € necessaria para possibilitar
que o neur6nio colinérgico retorne a seu estado de repouso apds a ativagdo, evitando assim
uma transmissdo excessiva de ACh, que produziria uma sobre-estimulacdo do musculo e,
como consequéncia, debilidade e cansago.*®

A AChE ¢ encontrada no sistema nervoso central e periférico. Neste Gltimo tem como
funcdo modular os impulsos nervosos que controlam os batimentos cardiacos, pela dilatagdo
dos vasos sanguineos e pela contracdo dos musculos lisos enquanto que no sistema nervoso

central (SNC) esta envolvida no controle motor, na cognigdo e na memoria. Desta forma, a
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AChE é uma importante enzima regulatoria, controlando a transmisséo de impulsos nervosos
através da sinapse colinérgica pela hidrélise da ACh, terminando portanto, sua a¢éo. Possui
uma alta eficiéncia catalitica, sendo capaz de hidrolisar até 6 x 10° moléculas de ACh por
molécula de enzima por minuto. No sitio ativo da enzima existem trés residuos principais de
aminoacidos, os quais estdo envolvidos diretamente no processo de hidrélise da ACh, a serina
n° 200 (Ser-200), a histidina n° 440 (His-440) e o acido glutdmico n°® 327 (Glu-327), como

mostrado na Figura 13.5%’

Ser 200

His 440

Glu 327

Figura 13 - Visdo do sitio ativo da AChE e dos residuos de amino&cidos

Um dos grandes processos pelos quais a AChE esta diretamente envolvida é a doenca
de Alzheimer (DA). E considerada uma doenca mental complexa, multifatorial, heterogénea e
irreversivel. Caracteriza-se pela perda gradativa da memdria, alteracdes no comportamento e
na personalidade e também pelo declinio das habilidades intelectuais, ocorrendo a partir de
uma certa idade. Foi descrita primeiramente, em 1907 pelo médico patologista alemdo Alois
Alzheimer.%#

A DA possui grande impacto socio-econdmico, sendo responsavel por cerca de 50-
60% do numero total de casos de deméncia dentre pessoas acima dos 65 anos. Estimativas
para o futuro apontam que em 2050, uma a cada 85 pessoas sofrera desta doenca. Como a DA
ndo tem cura, o tratamento sintomatico restaurando a funcdo colinérgica tem sido adotado
atraveés da elevacdo no nivel da ACh. Para tanto, faz-se uso de farmacos inibidores da AChE

(anticolinesterasicos) para evitar a degradacéo da ACh.%>%
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Em relacdo a ligacdo que é estabelecida com a AChE durante o processo de inibicéo,
os anticolinesterdsicos podem ser classificados em reversiveis, irreversiveis e pseudo-
irreversiveis. Uma das primeiras substancias testadas foi a fisostigmina (103, também
conhecida como eserina) (Figura 14), um inibidor reversivel da AChE. Este composto
apresentou uma leve melhora da memoria em pacientes com DA, mas teve seu uso restrito

devido a seus efeitos colaterais.®®
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Figura 14 - Estrutura do primeiro farmaco usado no tratamento da DA

Atualmente, existem cinco farmacos aprovados para o tratamento clinico da DA
aprovados pela FDA (Food and Drug Administration), sendo eles donepezila (104),
galantamina (105), rivastigmina (106), tacrina (107) e memantina. Dentre estes, os quatro
primeiros sdo classificados como anticolinesterasicos, ou seja, inibidores da AChE e o ultimo
atua como antagonista do receptor de glutamato aumentando os niveis de acetilcolina na fenda

sinaptica. A galantamina (105) é o unico farmaco natural, isolado de plantas da familia
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Figura 15 - Estrutura de alguns compostos utilizados no tratamento da DA
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Devido ao fato de que os farmacos empregados para o tratamento da doenca
apresentam efeitos adversos como efeitos colinomiméticos, nausea, vomitos, bem como
hepatotoxicidade significativa, fica evidente a necessidade urgente de farmacos mais eficazes
e menos toxicos para cura desta enfermidade.®®2

Um estudo realizado por Barbosa Filho (2006), mostra que, dentre 309 plantas ja
analisadas frente a AChE, foram detectados 260 compostos com capacidade de inibig&o desta
enzima, assim confirma-se a importancia da pesquisa de inibidores naturais para a AChE a

fim de sintetizar novas drogas para terapéutica da DA.*

3.3.2 Atividade antimicrobiana

O surgimento de micro-organismos resistentes e de infecgdes oportunistas fatais
associadas a sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA), quimioterapia antineoplasica e
transplantes tem tornado a pesquisa por agentes antimicrobianos extremamente necessaria.
Desta forma, o0 uso de recursos naturais como fonte para a o tratamento de distintas patologias
tem sido uma ferramenta crucial utilizada nas areas farmacéutica e cosmética.*®

H& séculos, as propriedades antimicrobianas de substancias presentes em extratos e
6leos essenciais produzidos pelas plantas como consequéncia do metabolismo secundario sdo
reconhecidas empiricamente, mas foram comprovadas cientificamente por volta da década de
90. Inimeros estudos sobre a atividade antimicrobiana de plantas nativas ja foram e estdo
sendo relatados, principalmente em paises que possuem flora diversificada e uma rica
utilizacdo de plantas medicinais para o uso antibacteriano ou antifingico, como o Brasil,
india, México e Jordania.’

Os estudos sdo realizados através da triagem de plantas medicinais compostas por uma
variedade de substdncias com propriedades antimicrobianas objetivando a descoberta de
compostos candidatos para o desenvolvimento de novos antibiéticos.*

Na pesquisa clinica, atualmente inUmeros métodos padrfes sdo utilizados para avaliar
a susceptibilidade antimicrobiana in vitro, também conhecida como “método de rastreio”,
sendo que método in vivo (teste de aplicacdo) também € utilizado. Estes métodos sdo
estabelecidos por diferentes organizacbes, como o Comité Nacional para Normas de
Laboratorio Clinico (CNNLC ou NCCLS), a Sociedade Britanica para Quimioterapia
Antimicrobiana (SBQA) e o Comité Europeu de Testes de Susceptibilidade Antimicrobiana
(CEUTSA).*
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Um grupo de micro-organismos, tais como bactérias, fungos, leveduras, virus,
protozodarios e helmintos sdo testados frente a amostras vegetais (extratos brutos, fragdes ou
compostos isolados). O ensaio deve apresentar facilidade de uso, reprodutibilidade,
especificidade e sensibilidade.**

Os ensaios padronizados antimicrobianos podem ser divididos em métodos de difusdo
e diluicdo. Os testes de difusdo incluem difusdo em &gar, difusdo em disco e bioautografia,
enguanto que os ensaios de diluicdo incluem diluicdo em agar e micro diluicdo em caldo ou
macrodiluicdo, sendo estes Gltimos utilizados para a determinacdo da Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM), ou seja, a menor concentracdo testada em que ndo ocorre crescimento
microbiano em um meio de nutriente num determinado periodo de tempo. A Concentracéo
Letal Minima (CLM) também é medida, mostrando a menor concentracdo de uma substancia
capaz de matar os micro-organismos.*

As técnicas de diluicdo utilizadas hoje em dia através do uso de microplacas € um
método relativamente barato e com reprodutibilidade, sendo 30 vezes mais sensivel que
outros métodos ja empregados na literatura, além de possibilitar a utilizacdo de pequena

quantidade de amostra, permitindo testar um grande nimero de amostras em um ensaio.”

3.3.2.1 Micro-organismos patogénicos

Os micro-organismos formam um grande e diverso grupo de seres microscopicos que
existem em células isoladas ou em aglomerados. Neste grupo incluem-se bactérias, fungos,
leveduras, virus e protozoarios que convivem intimamente com 0s serem humanos, uma vez
que mais de 90% das células do nosso corpo s&o micrébios.*®

Sabe-se que mesmo 0s micro-organismos considerados ndo patogénicos, tém a
capacidade de causar infeccdo e doenca. No entanto, isso ndo depende s6 de fatores de
viruléncia, mas também dos mecanismos de defesa do hospedeiro. O uso de drogas
imunossupressoras, como é o caso de pacientes recem transplantados, portadores da SIDA,
individuos diabéticos e nos casos de cancer sdo condi¢bes que podem contribuir para
enfraquecimento do organismo.*®

VariagcOes na microbiota original do hospedeiro, por menores que sejam, podem causar
perturbacdes dessa populagdo. Na maioria das vezes isso acontece devido ao uso
indiscriminado de drogas antimicrobianas, especialmente antibioticos, havendo a substitui¢do
da microbiota original por organismos resistentes e causando, por conseguinte uma infecgdo

secundaria, também conhecida como superinfeccao.®
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Os estafilococos sdo bactérias ndo esporuladas que mais resistem no meio ambiente.
Causam infecgdes letais por conta dos fatores de viruléncia ou através de resisténcia aos
antimicrobianos atualmente utilizados. No Brasil ja foram descritos casos de infeccdes
causadas por S. aureus.”’

Os estreptococos foram os maiores causadores de infecgdo hospitalar na era pré-
antibiotica, causando surtos de infeccdo e morte de mulheres pds-parto. Atualmente ndo sdo
uma importante causa de infec¢do hospitalar, mas podem provocar doengas muito graves e até
letais, mesmo em pacientes imunocompetentes, sendo importante o rapido diagnostico deste
agente.”’

J& os enterococos tém sido causadores de infeccdo hospitalar devido a resisténcia
quase total aos antibidticos tradicionalmente utilizados para tratamento. Os enterococos mais
comumente isolados sdo: Enterococcus faecalis (90% dos casos) e Enterococcus faecium,
com grande capacidade de colonizacdo em humanos e objetos hospitalares.®’

O género Baccillus é encontrado basicamente no solo, 4gua, matéria organica animal e
vegetal nas condicdes mais variadas de temperatura, umidade, pH, etc. E composto por
bactérias Gram-positivas esporuladas e compreende varias espécies, entre elas a B. Subtilis
causadora de intoxicacdo alimentar, bacteremia, sepse, endocardite e infec¢Bes respiratorias e
a B. cereus responsavel pelas mesmas patologias além de necrose ou gangrena em partes
moles, meningite, osteomielite e endoftalmite.”’

As enterobactérias sdo a maior e mais heterogénea familia de bactérias Gram-
negativas de importancia médica. Estdo presentes no trato gastrointestinal de humanos, no
reino animal, na agua, solo e vegetais. Alguns também sdo considerados enteropatdégenos por
causarem preferencialmente infecgdes gastrointestinais como a Salmonella typhi, outras
salmonellas, Shigella spp., Yersinia enterocolitica e varios sorotipos de Escherichia coli,
embora também possam causar infeccdo em outros locais.®’

As enterobactérias representam > 80% de todos os gram-negativos de importancia
clinica isolados na rotina microbioldgica. Sao responsaveis por de cerca de 70% das infeccoes
urinarias e 50% das septicemias. Os principais géneros das enterobactérias sdo: Escherichia
coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Proteus spp., Providencia spp., Morganella spp.,
Citrobacter spp., Salmonella spp., Shigella spp., Serratia spp.”’

Os bacilos gram-negativos Burkholderia cepacia e Pseudomonas aeruginosa fazem
parte de um grupo de bactérias muito grande e que sdo classificadas como ndo fermentadores.
Sao de grande importancia nos casos de infeccdo hospitalar, pois apresentam resisténcia

elevada a varios antibiéticos e sdo capazes de causar infeccdes graves.”’
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Os fungos, assim como as bactérias também sdo micro-organismos responsaveis por
uma série de patologias que acometem o homem. Os fungos formam uma importante classe
de agentes patogénicos de pele, entre os quais os dermatofitos e as leveduras sdo 0s mais
comuns. Desde o final da década de 1990, o numero de pacientes imunocomprometidos e
infectados pelo virus da AIDS, que desenvolveram frequentemente micoses sistémicas,
superficiais e oportunistas, como candidiases, aspergiloses e infec¢des por fungos filamentos,
aumentou drasticamente.*®

Os medicamentos disponiveis para tratar essas doencas, mesmo nos dias de hoje ainda
sdo limitados por uma série de inconvenientes, dentre 0s quais citam-se baixa poténcia, baixa
solubilidade, o surgimento de cepas resistentes e a toxicicidade. Esses fatores demonstram a
necessidade urgente de novos medicamentos antifingicos com maior eficécia.*®

As leveduras do género Candida provocam infeccbes sistémicas frequentes em
hospedeiro imunocomprometido. E género de fungo mais comum que ataca o organismo
humano, habitando no corpo humano a mucosa digestiva e por contiguidade, nas mulheres, a
mucosa vaginal. A infeccdo pode atingir essas mucosas e também tecidos cutaneos. Estima-se
gue mais de 20 espécies reconhecidamente patogénicas ja tenham sido descobertas, dentre as
quais destacam-se Candida albicans, Candida tropicalis e Candida glabrata.?®*

Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gatti sdo leveduras basidiomicéticas
causadoras da criptococose, que é uma infeccdo fangica sistémica oportunista comum em
pacientes imunocomprometidos e que acaba gerando lesGes principalmente no SNC, em
particular nas meninges. O C. neoformns estd distribuido mundialmente na natureza,
ocorrendo em pessoas imunocompetentes, mas com maior frequéncia em pessoas com AIDS,
doencas hematogénicas e outras condi¢cdes imunossupressivas. O C. gatti € menos comum,
encontrado apenas em arvores de regifes tropicais. Sua criptococose € rara e ocorre em
hospedeiros aparentemente normais.*®

O género Saccharomyces compreende leveduras comumente conhecidas, sendo
Saccharomyces cerevisiae seu representante mais conhecido. Este, por sua vez, ¢ utilizado no
pdo, etanol e industrias de vinhos, e também usado na industria farmacéutica para obter
lepuridin. Na area biomédica, os anticorpos anti-Saccharomyces cerevisiae sao marcadores
diagnosticos da doenca de Crohn. Este género pode colonizar mucosas gastrointestinais,
respiratorias e urinarias em pacientes com doencas subjacentes. Contudo, infec¢des fungicas
raras sdo "incomuns” embora tenha aumentado ao longo do tempo. S. cervisiae tem sido
reconhecido como um micro-organismo emergente, com uma incidéncia de até 4% entre 0s

micro-organismos de hemocultura. Sua associacdo com outras leveduras (especialmente
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Candida) estd também descrita na literatura, apresentando desta forma, altas taxas de

mortalidade.®

3.3.3 Atividade antitumoral

Segundo o Instituto Nacional do Céancer (INCA), cancer é o nome dado a um conjunto
de mais de 100 doencas que tém em comum o crescimento desordenado (maligno) de células
que invadem os tecidos e 6rgdos, podendo espalhar-se (metastase) para outras regides do
corpo. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e incontroléveis,
determinando a formacdo de tumores (acimulo de células cancerosas) ou neoplasias
malignas.'%*

Causas variadas sdo atribuidas para o desenvolvimento do céancer, podendo ser
externas ou internas ao organismo, estando ambas inter-relacionadas. As causas externas estao
relacionadas ao meio ambiente e aos habitos ou costumes proprios de um ambiente social e
cultural. As causas internas sdo, na maioria das vezes, geneticamente pré-determinadas,
estando ligadas a capacidade do organismo de se defender das agressdes externas. Esses
fatores causais ao interagirem de varias formas, aumentam a probabilidade de transformacdes
malignas nas células normais.'®*

O desenvolvimento do cancer envolve varios passos. Seu processo se inicia a partir de
uma mutacao genética (alteracbes no DNA dos genes de uma célula normal) que resulta em
um comportamento anormal destas células. Assim, elas se multiplicam de maneira
descontrolada e muito mais rapidamente do que as células de tecido normais que estdo a sua
volta, invadindo assim o tecido. O acimulo deste tipo de células forma os tumores malignos,
e adquirem ainda, a capacidade de se desprender do tumor e migrar, disseminando-se e
chegando a 6rgdos distantes do local onde o tumor se iniciou, formando as metastases (Figura
16).101
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Figura 16 - Processo de formac&o de tumores (Fonte: INCA)
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Os tumores malignos sao responsaveis por um numero significativo e cada vez maior
de pacientes no mundo inteiro, causando um interesse urgente na pesquisa para 0
desenvolvimento de farmacos com atividade antitumoral. A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) estima que até 2030 sejam previstos 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17
milhdes de mortes por cancer e 75 milhGes de pessoas vivas, anualmente, convivendo com
esta doenca. O maior efeito desse aumento vai incidir em paises de baixas e médias
rendas.1°2'103
A descoberta de medicamentos para o cancer tem relacéo direta com pesquisas na area
de produtos naturais. Nas Ultimas décadas, cerca de 60% dos medicamentos utilizados tem em
alguma instancia, sua origem relacionada a uma fonte natural. Desta forma, a natureza se
constitui como uma fonte abundante para a descoberta de substancias de interesse
terapéutico.’®?

O avango nas pesquisas de produtos naturais, no campo da oncologia favoreceu a

descoberta de diversas substancias utilizadas atualmente na terapéutica contra o cancer,

conforme pode ser observado na Figura 17.1%2
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Figura 17 - Farmacos derivados de plantas utilizados na terapia contra o cancer; vimblastina
(108, Velban®); vincristina (109, Oncovin®); vindesina (110, Eldisine®); vinorelbina (111,
Navelbine®); paclitaxel (112, Taxol®); docetaxel (113, Taxotere®); podofilotoxina (114);
etoposideo (115, Etopophos®); teniposideo (116, Vumon®); camptotecina (117); topotecano
(118, Hycamtin®) e irinotecano (119, Camptosar®). Figura reproduzida de Costa-Lotufo et al.
(2010)*°
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Contudo, a insercdo de novos farmacos na terapéutica antineoplasica ainda ndo é
suficiente, uma vez que muitos tumores solidos ainda ndo séo tratados adequadamente.
Estima-se que mais de uma centena de compostos derivados de produtos naturais estejam em
fase de testes clinicos, principalmente para tratamento do cancer e de doengas infecciosas.'%*

No Brasil, as estimativas para 0 ano de 2012, vélidas também para o ano de 2013,
apontam a ocorréncia de 518.510 casos novos de cancer, incluindo os casos de pele néo
melanoma, reforcando as grandes propor¢des que o cancer tomou no pais. Excetuando-se 0s
casos de cancer de pele ndo melanoma, estima-se um total de 385 mil casos novos. Desse
modo, os tipos mais incidentes serdo os canceres de pele ndo melanoma, de prostata, pulmao,
célon e reto e de estdbmago para 0 sexo masculino e os canceres de pele ndo melanoma, de

mama, colo do Gtero, cdlon e reto e da glandula tiredide para o sexo feminino.'%*

3.3.3.1 Cancer de colon e reto

O cancer colorretal é formado por tumores originados a partir de dois pontos, célon
(aproximadamente 70%) e reto (cerca de 30%). Na escala global, ocupa o terceiro lugar entre
todas as neoplasias malignas mais comuns encontradas em termos de incidéncia. E
especialmente comum nos paises ocidentais, onde representa a segunda neoplasia maligna
mais comum perdendo apenas para o cancer de pulmao. A incidéncia anual global do cancer
colorretal é estimada em 1 milhdo e mais da metade dos casos acabara em mortalidade, o que
torna esta enfermidade a terceira causa mais comum de morte relacionada ao cancer em todo
o mundo. No Brasil, cerca de 28 mil novos casos por ano foram contabilizados e este nimero
tem aumentado cada vez mais.**>'%

Quando detectado precocemente, quando ainda ndo se espalhou para outros 6rgaos, o
cancer colorretal é considerado tratavel e, na maioria dos casos, até mesmo curdvel. Grande
parte desses tumores se inicia a partir de polipos, lesdes benignas que podem crescer na
parede interna do intestino grosso. Uma maneira de prevenir o aparecimento dos tumores
seria a deteccdo e a remocdo dos polipos antes de eles se tornarem malignos. Na pratica
clinica, cirurgia, radioterapia e quimioterapia sdo utilizadas para o tratamento de tumores do
clon humano.'%**%

A quimioterapia antineoplasica foi constituida inicialmente por um Unico
guimioterapico, o 5-fluorouracil (5-FU). Com o passar dos anos, houve a inclusdo de outros
agentes antitumorais, melhorando assim a resposta clinica dos pacientes. Estes medicamentos

passaram a ser utilizados de forma combinada, sendo eles, o acido folinico (leucovorin), o
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irinotecano (Camptosar®), e a oxaliplatina (Eloxatin®). Mais tarde foram descobertos o0s
anticorpos monoclonais que sdo imunoproteinas derivadas da biotecnologia. Sdo capazes de
reconhecer e ligar-se a antigenos tumorais especificos (alvos) e desencadear respostas
imunolodgicas, poupando células normais e provocando efeitos menos toxicos que a
quimioterapia tradicional. Atualmente dois destes compostos sdo utilizados no tratamento do
cancer colorretal, cetuximabe (Erbitux®) e bevacizumabe (Avastin®).'®®

Apesar de todos os investimentos, de todos os estudos ja realizados e aqueles que
estdo em desenvolvimento, os resultados obtidos na terapéutica contra o cancer colorretal
ainda ndo sdo satisfatorios. A inducdo de apoptose (morte celular programada) em células
cancerosas tem sido considerada como uma importante estratégia de defesa contra a
progressdo deste cancer. Muitos medicamentos anticancerigenos podem inibir o crescimento
de ceélulas tumorais pela inducdo da apoptose, sendo esta um componente normal do
desenvolvimento e condicdo fisica de organismos celulares. Varios estudos tém focado em

matar seletivamente as células cancerosas através da inducéo pela morte programada.*®”’

3.3.3.2 Ensaio de citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade in vitro em cultura de células sdo utilizados para a
avaliacdo da inibicdo de substancias que sdo analisadas quanto a atividade antineoplasica,
onde se verificam parametros que incluem desde a morte celular até alteracbes de seu
metabolismo. A medicdo da citotoxicidade de compostos através de ensaios in vitro é muito
importante, uma vez que a fase de screening reduz os ensaios in vivo em animais. Além disso,
sdo muito utilizados como métodos alternativos aos testes farmacoldgicos em 6rgaos isolados
e experimentacdo com animais. >

A utilizacdo de culturas de células neoplasicas apresenta vantagens que torna este tipo
de experimento essencial para o estudo da atividade anticancerigena. Dentre as vantagens
citam-se: condi¢bes controladas para o estudo do comportamento das células, teste com
amostras em concentragdo conhecida, no screening de drogas onde se fazem muitas replicatas
e se testam inimeros compostos, a cultura de células é mais viavel economicamente que 0s
testes in vivo, além de reduzir o uso de animais nestes ensaios. %%

Quantificar a proliferacdo celular € um importante na biologia celular e na ciéncia
biomedica, em particular na investigacdo do cancro. Dos quimioterapicos usados nos
tratamentos contra o cancer, a maioria foi selecionada por sua capacidade de controlar a

proliferagdo celular. Desta forma, o ensaio de citotoxicidade em linhagens de células
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neoplédsicas é considerado um parametro consistente para a deteccdo da atividade
antitumoral ***112

Uma variedade de ensaios esta disponivel para investigar a proliferacdo de células com
base em diferentes quimicas. A metodologia mais utilizada para os testes € realizada por meio
dos ensaios de citotoxicidade que utilizam linhagens celulares, onde a taxa de crescimento e
multiplicagdo é medida indiretamente por algum indicador de crescimento através da
formacéo do aparecimento de coloracdo e a intensidade de cor é diretamente proporcional ao
numero de células presentes. Para tanto, sdo utilizados corantes como o azul de tripan e a
eosina, baseados na perda da integridade da membrana celular das células ndo viaveis
causando a captacdo do corante, contagem celular, ensaios clonogénicos, medida de
incorporacdo de nucleotideos radiativos ou métodos colorimétricos, dentre os quais tem-se:
Cristal violeta, MTT (microtetrazolium), Alamar Blue, SRB (sulforrodamina B), CyQuant e
PicoGreen, sendo estes dois ltimos conhecidos como corantes cianinas, 112113114115

Estudos publicados em revistas de alto impacto descrevem o MTT e o Alarmar Blue
como alguns dos ensaios metabdlicos mais comuns disponiveis atualmente para o estudo da
proliferacdo celular. Entretanto, eles estdo sujeitos a inUmeras variaveis e, portanto, nem
sempre sdo as melhores escolhas para avaliar a proliferacdo celular.

A proliferacdo celular também pode ser quantificada através da contagem de células.
O corante DNA PicoGreen é um reagente fluorescente, estavel e que realiza de forma precisa
a medicao do teor de DNA dupla-fita, quantificando indiretamente a quantidade de células
tumorais. Sua principal limitacdo estd no fato de que ndo podem ser quantificadas as células
que estdo em processo inicial de apoptose. Citometria de fluxo e Nucleo Connt sdo métodos
de contagem de células que podem ser realizados juntamente com 0s ensaios anteriores para a
obtencdo de resultados mais precisos. 2

Outros inimeros métodos podem ser realizados com a finalidade de avaliar a atividade
antitumoral de amostras em estudo, como por exemplo, o ensaio de quantificacdo de lactato
desidrogenase (LDH). A LDH é uma enzima intracelular, sua medi¢cdo em um determinado
meio serve para quantificar dados com relagdo a morte ou inibicéo do crescimento celular.**’

Devido aos diferentes métodos existentes para avaliar a citotoxicidade, é necessario
que se escolha o ensaio citotdxico mais adequado ao que se deseja, assim como 0s testes
complementares, de forma que se obtenham resultados seguros e confiaveis, contribuindo
entdo para a busca de novos farmacos a serem utilizados na terapéutica das neoplasias

existentes.



4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Procedimentos experimentais

4.1.1 Materiais e métodos cromatograficos

Foram realizadas separagdes cromatogréficas em coluna (CC) com diferentes
tamanhos e didmetros interno, utilizando como adsorvente silica gel F60 (Silicycle) 230-400
mesh. A purificacdo dos compostos foi realizada através da cromatografia em camada delgada
preparativa (CCDP), utilizando-se placas de vidro (20 cm x 20 cm) recobertas com o
adsorvente silica gel SiliaFlash C60 (Silicycle) 5-40 um. A cromatografia em camada delgada
(CCD) foi efetuada em cromatofolhas de aluminio como suporte, e silica gel 60 Fas4 como
adsorvente.

A revelacdo das cromatoplacas ocorreu atraves de lampada ultravioleta (A= 254 ¢ 365
nm, Germicida), reativo de Dragendorff para alcaloides e solucdo de anisaldeido (solugdo de
acido acético: &cido sulfarico: anisaldeido (50:1:0,5) seguido de aquecimento para os demais
metabdlitos.

Os solventes utilizados neste trabalho foram de nivel técnico, sendo purificados por
técnicas de destilacdo para a remocdo de umidade e possiveis contaminantes. A polaridade de
misturas dos solventes usados durante as técnicas de cromatografia sdo indicadas no decorrer

do texto.

4.1.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e *C

Os espectros de RMN de *H, *3C, uni e bidimensionais (Dept 135°, COSY, NOESY e
HSQC) foram realizados em espectrdmetro Bruker DPX 400, operando a 400,13 MHz para
'H e 100,62 MHz para *C, do Departamento de Quimica, da Universidade Federal de Santa
Maria. Utilizou-se para a preparacdo das amostras, quantidades entre 5-20 mg de amostra em
0,5 mL de cloroférmio deuterado (CDCI3) em tubos de 5 mm. Os deslocamentos quimicos
foram registrados em “ppm” (partes por milhdo) e as constantes de acoplamento (J)

calculadas em Hertz (Hz). A calibracdo dos espectros foi realizada utilizando-se como
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referéncia interna o TMS (8 0,00) e o CDCls (6 77,00) para os espectros de H e C,

respectivamente.

4.1.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As analises por HPLC (High Performance Liquid Cromatography) foram realizadas
em cromatografo Agilent Technologies Modelo 1200, equipado com detector DAD e coluna
ZORBAX Eclipse Plus C18 (4.6 mm x 250 mm, 5um), utilizando como fase mdvel os
seguintes eluentes: A= 0,01% &cido formico em &gua; B= metanol com uma rota de fluxo de
ImL/min. Condigdes de injecdo: Isocratico a 15% B em A por 7 min seguido de 15% a 50%
B em 23 min e 50% B a 100% B em 10 minutos.

4.1.4 Espectrometria de Massa de Alta Resolucdo ESI (+)

Os espectros de massa de alta resolucdo (ESI-MS) foram obtidos em aparelho
espectrometro Xevo G2 Q-TOF (Waters). As amostras foram realizadas no LAQIA- UFSM
sob a responsabilidade do Prof. Dr. Erico M. M. Flores. Condigbes de analise: Temperatura
da fonte de 150 °C, temperatura de dessolvatacdo de 500 °C, gas de dessolvatagdo nitrogénio,
fluxo de gas no cone de 10 L/h, fluxo do gés de dessolvatacdo entre 500 e 600 L/h, tensdo do

capilar entre 2,0 e 2,5 kV, tensdo do cone de amostragem 20-30 v e infusdo 10- 20 pL/min.

4.1.5 Cromatografia Liquida de Média Pressao (CLMP)

As separacdes cromatogréaficas por MPLC (Medium Pressure Liquid Chromatography)
foram realizadas em aparelho Shimadzu LC-8A com detector espectrofotométrico UV
Shimadzu SPD-6A equipado com coluna de vidro contendo C18 como fase estacionéria.
Seguiu-se uma taxa de fluxo de 2 a 3,5 mL/min em um A= 254 nm, utilizando como sistema
eluente inicial um isocratico de 47% metanol em &gua por 23 min seguido de um gradiente de

metanol por 30 min.

4.1.6 Aparelho de Ponto de Fuséo

O ponto de fusdo foi determinado em aparelho digital MQAPF - 302 da Microquimica

Equipamentos com termAmetro ndo aferido.



4.1.7 Aparelho de Rotacio Optica Especifica, Polarimetro

As medidas de rotacdo dOptica foram realizadas em polarimetro Perkin Elmer, modelo
343, com comprimento de onda da lampada de 589 nm e temperatura de 20 °C. As amostras
foram realizadas no LAQIA- UFSM.

4.2 Erythrina crista-galli

4.2.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

A casca do caule da espécie E. crista-galli foi coletada no més abril de 2011, no
municipio de Santa Maria (29°53°57.76”S; 53°43°48.94”0), Rio Grande do Sul. O material
vegetal foi identificado pela professora Dr®. Thais Scotti Canto Dorrow e uma exsicata
encontra-se depositada no Herbario do Departamento de Boténica da Universidade Federal de
Santa Maria - UFSM, sob o numero SMDB 13931.

4.2.2 Preparacéo dos extratos

As cascas do caule foram secas em estufa de ar circulante a temperatura de 50 °C,
trituradas em liquidificador Poli LS-04 e, por fim, moidas a fino grdo (1,002 kg) em moinho
Marconi MA 048. Realizou-se a extracdo a quente deste material, primeiramente com hexano,
onde o material moido foi colocado em um baldo de 5 L com a adi¢do de hexano até a total
cobertura do mesmo, aproximadamente 2 L. O solvente foi filtrado e evaporado a pressao
reduzida uma vez ao dia, sendo este procedimento repetido durante 20 dias até a completa
exaustdo, obtendo-se um residuo sélido verde escuro, denominado extrato bruto hexanico
(EBH). Posteriormente a extragdo com hexano, utilizando-se do mesmo material vegetal,
procedeu-se a extracdo com metanol a quente, o qual foi filtrado e evaporado uma vez ao dia
durante 30 dias até a completa exaustdo. O residuo escuro e viscoso obtido foi liofilizado para

a total secagem, sendo denominado extrato bruto metanolico (EBM).

4.2.2.1 Fracionamento do Extrato Bruto Hexanico - EBH

O EBH (5,22 g) ao ter sua solubilidade testada frente aos solventes de polaridades

variadas, formou um precipitado verde (2,20 g) com a adi¢do de metanol. A porcéo liquida,
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apos ser evaporada resultou em um residuo sélido (3,0 g) que foi trabalhado através de
diversas CC, CCDP e tentativas de precipitacdo, ndo sendo possivel a purificacdo de nenhum
metabolito desta por¢do do EBH. O precipitado verde formado (2,20 g) foi submetido a
fracionamento direto através de filtragdo em coluna cromatografica (denominada C;HXx),
utilizando-se como adsorvente silica gel F60 (Silicycle) 230-400 mesh (75 g) e diferentes
sistemas de solventes em grau crescente de polaridade. Foram coletadas fragdes de 20 mL que
foram evaporadas e reunidas de acordo com suas similaridades, verificadas por CCD

conforme descreve a Tabela 3.

Tabela 3 - Coluna cromatografica C;Hx (precipitado verde de EBH)

Fragdes C;HXx % Solventes Peso (mg)
l1-1a6 Hexano 25
I1-7a10 Hex/DCM 10% 7
I-11a14 Hex/DCM 20% 2
IV-15a20 Hex/DCM 25% 7
V-2la29 Hex/DCM 30% 131
VI-30a39 Hex/DCM 35% 135
VII-40a53 Hex/DCM 45% 28
VIII-54a59 Hex/DCM 75% 29
IX-60a63 DCM 83
X-64a70 DCM 78
Xl-71a74 DCM 30
XIl-75a84 DCM/MeOH 2% 296
X1l -85a101 DCM/MeOH 5% 177
XIV -102a129 DCM/MeOH 10% 826
XV -130a 140 DCM/MeOH 25% 17
XVI - 141 a 149 DCM/MeOH 50% 25
XVII - 150 a 154 Metanol 4

A fracdo XI (71 a 74; 30 mg), foi cromatografada em coluna utilizando-se silica gel

F60 (Silicycle) 230-400 mesh com os eluentes hexano: diclorometano (1:1), seguido de
diclorometano e diclorometano: metanol (1:0,25), resultando em 6 fragdes que foram
rotaevaporadas, sendo que a fracdo 3 (5 mg), denominada 3E, apresentou pouca mistura de

substancias. Esta mesma amostra foi reunida juntamente com a fragdo XII, (75 a 84; 296 mg),
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e recromatografa em coluna utilizando-se silica gel F60 (Silicycle) 230-400 mesh (1 g) como
adsorvente e diclorometano seguido de diclorometano: metanol (95:5) como sistema eluente.
Foram obtidas 36 fragdes que foram rotaevaporadas e reunidas por semelhanca, através de
comparacdo por CCD, resultando num total de 7 fragbes. Desta CC, denominada CHXG, a
fracdo 5 (15-26; 79 mg) precipitou com a adi¢do de acetona, resultando em um sélido branco
(5,50 mg) ndo identificado por conter mistura de varios compostos e em um sobrenadante que
foi evaporado a secura para obter-se 63 mg de um residuo, que foi purificado por CCDP
utilizando cloroférmio como eluente. Apds este procedimento verificou-se a pureza do
composto isolado, que ndo é visivel na luz UV e apresenta coloracdo violacea quando
pulverizado com a solucdo de anisaldeido sob aquecimento. Andlise por CCD com padrédo
conhecido, espectros de RMN de *H e *C e comparagéo com dados da literatura, confirmou o
metabolito como sendo o estigmasterol (70).

A fracdo XIII (C;Hx 85 a 101; 177 mg), foi submetida a uma CC (denominada
CHxH), eluida com cloroférmio/éter etilico/acetato de etila num gradiente crescente de
polaridade, resultando em 28 fracGes que foram rotaevaporadas e reunidas conforme suas
semelhancas (CCD) e por fim, resultou em 9 fracGes. A fracdo 6 (17-22; 21 mg) apresentou
pouca mistura de compostos e foi reunida devido a semelhanga com uma amostra restante do
residuo do sobrenadante inicial (89 mg) proveniente do EBH. Esta amostra (110 mg) foi
cromatografada em coluna (denominada CHxJ), utilizando-se como adsorvente silica gel F60
(Silicycle) 230-400 mesh (8,50 g) e hexano/ diclorometano/ metanol como sistema eluente,
num gradiente crescente de polaridade. Foram obtidas 67 fracGes que foram reunidas de

acordo com suas similaridades, verificadas por CCD conforme descreve a Tabela 4.

Tabela 4 - Coluna cromatografica CHxJ (fragdo CHxH 6/17-22 e sobrenadante do EBH)

(continua)

Fracoes Solventes Peso (mg)
I-1a3 Hex/DCM 1:1 2
I1-4a5 Hex/DCM 1:1 3
11 -6 Hex/DCM 1:2 2
IV-7a8 Hex/DCM 1:2 4
V-9a24 DCM 9
VI -25a28 DCM 11
VIl -29a49 DCM/MeOH 20:1 22

VIl -50a51 DCM/MeOH 90:10 29
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Tabela 4 - Coluna cromatografica CHxJ (fragdo CHxH 6/17-22 e sobrenadante do EBH)

(concluséo)

Fracoes Solventes Peso (mg)
IX-52a60 DCM/MeOH 80:20 14
X-61a62 DCM/MeOH 60:40 3
Xl -63a67 DCM/MeOH 50:50 7

Analisando as fraces obtidas por CCD, observou-se na fracdo V, a existéncia de um
composto majoritario que também estava presente na amostra restante recuperada da fracéo 5
(CHxG 15-26) submetida a CCDP anteriormente. Reuniu-se estas duas amostras (30 mg) que
foram submetidas a nova purificagdo por CCDP no sistema eluente de hexano: cloroférmio
(1:2), resultando em trés amostras denominadas PP2B, PP2M, PP2C. A amostra PP2B (20
mg) foi purificada através de outra CCDP, eluida com hexano: cloroférmio (1:2), resultando
em um composto puro. Anélise por CCD com padréo auténtico, espectros de RMN de *H e
comparacdo com dados da literatura, confirmaram o isolamento do metabolito secundario
lupeol (71).

4.2.2.2 Fracionamento Acido/Base do Extrato Bruto Metanélico - EBM

O EBM (85,34 g) foi solubilizado em agua e acidificado com acido cloridrico (HCI) 2
M a pH préximo de 1,5, e extraido exaustivamente com éter etilico em ampola de separacéo.
O solvente foi evaporado acido cloridrico (HCI) a vécuo, resultando num residuo marrom,
denominado Fracdo Etérea Acida (FEA). A solucio aquosa remanescente foi alcalinizada com
hidroxido de amonio (NH,OH) a pH 9,0, e extraida exaustivamente com éter etilico e acetato
de etila Apds cada extracdo, evaporou-se o solvente em rota evaporador, obtendo-se as
fracOes resultantes, Fracdo Etérea Basica (FEB) e Fracdo Acetato Béasica (FAB), conforme o

Esquema 2.
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Extrat(; Bruto
Metanolico

(85,34 g)

|
1. HCI2M
2. Eter Etilico

Fracdo Etérea

- Fracao Aquosa
Acida (16,68 g) . .
1. NH,OH
2. Eter Etilico Fragao Etérea

Fracdo Aquosa |

Basica (0,47 g)
- i

Fracdo Acetato

Acetato de Etila J
Bésica (2,19 g) | A ’

Fracdao Aquosa

Esquema 2 - Fracionamento do Extrato Bruto Metandlico de E. crista-galli; *quantidade de EBM

utilizado para fracionamento

As fracGes obtidas foram analisadas por CCD, utilizando-se varios sistemas de
solventes e reveladas em lampada UV a 254 e 365 nm, reagente de Dragendorff e solucédo de
anisaldeido seguida de aquecimento. Desta forma, foi possivel observar que tanto a fracao
etérea quanto a fracdo acetato bésica apresentaram manchas alaranjadas frente ao uso do
revelador Dragendorff, demonstrando assim a presenca de alcaloides. J& a fracdo etérea acida,
gue ndo revelou a ocorréncia de alcaloides, quando revelada com a solucdo de anisaldeido,
apresentou manchas de coloragdo variadas. Desta forma, estas trés fracdes foram analisadas

individualmente para o isolamento e identificagdo dos compostos majoritarios.

4.2.2.2.1 Fracdo Etérea Bésica (FEB)

A fracdo etérea basica (423 mg) foi cromatografada em coluna, utilizando-se silica gel
F60 (Silicycle) 230-400 mesh (65,50 g) como fase estacionaria e diclorometano/metanol
como sistema eluente. Foram coletadas fracbes de 20 mL que foram rotaevaporadas,

analisadas e reunidas atraves de comparacdo feita em CCD, conforme descreve a Tabela 5.
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Tabela 5 - Coluna cromatografica da Fragdo Etérea Bésica (FEB)

Fracoes Solventes Peso (mQ)
I-1a5b DCM 16
I1-7a15 DCM/MeOH 3% 3
11-16a24 DCM/MeOH 5% 6
IV-25a36 DCM/MeOH 7% 178
V-37a60 DCM/MeOH 8% 13
VI-61a76 DCM/MeOH 10% 5
VII-77a92 DCM/MeOH 20% 20
VIII-93a115 DCM/MeOH 30% 9
IX-116 a125 DCM/MeOH 50% 4
X -126 a 145 Metanol 4

A andlise preliminar destas fragdes por CCD com o uso do revelador Dragendorff
demonstrou a presenca de alcaloides nas fragdes IV até a VIII e desta forma, estas fragdes
foram priorizadas para o trabalho. As fragdes contendo alcaloides (IV a VIII) foram
trabalhadas individualmente através de sucessivas técnicas de CC e CCDP sendo que, no
entanto, ndo se obteve éxito na purificacdo de nenhum metabolito. Reuniu-se entdo apenas as
amostras que continham alcaloides (108,40 mg) e fez-se uma inje¢cdo em MPLC (CLMP) nas
condicBes ja descritas anteriormente (pag. 61). Foram recolhidos 34 frascos com volumes
variados que foram evaporados, liofilizados e reunidos conforme a analise realizada através
CCD, lampada UV e revelador Dragendorff. Através de CCD, verificou-se na fracdo 8, (17-
22; 33 mg) a presenca de um alcaloide livre de impurezas. O isolamento do metabdlito foi
confirmado por CCD e anélises de RMN de *H e *3C uni e bidimensionais com dados da

literatura levando a identificacdo do alcaloide erisotrina (1).
4.2.2.2.2 Fragdo Acetato Bésica (FAB)

A fracdo acetato béasica (2,17 g) foi cromatografada em coluna, utilizando-se silica gel
F60 (Silicycle) 230-400 mesh (74,10 g) como fase estacionaria e diclorometano/acetato de
etila/metanol como sistema eluente. Foram coletadas fracbes de 20 mL que foram
rotaevaporadas, analisadas e reunidas através de comparacgédo por semelhanca feita em CCD,

conforme descreve a Tabela 6.



Tabela 6 - Coluna cromatografica da Fracdo Acetato Basica (FAB)
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Fracdes Solventes Peso (mg)
1-1al7 DCM 13
I1-18a24 DCM/ACOEt 25% 24
11-25a29 DCM/ACOEt 35% 17
IV-30a38 DCM/AcOEt 35% 26
V-39a48 AcOEt 38
VI -49a52 AcOEt/MeOH 2% 51
VIl -53a57 AcOEt/MeOH 2% 13
VIl -58a78 AcOEt/MeOH 5% 165
IX-79a83 AcOEt/MeOH 7% 84
X-842a89 AcOEt/MeOH 10% 148
X1-90a114 AcOEt/MeOH 15% 629
XIl-115a136 AcOEt/MeOH 25% 205
X1 -137a141 AcOEt/MeOH 40% 49
X1V - 142 a 143 AcOEt/MeOH 50% 30
XV — 144 a 146 MeOH 181

A andlise preliminar por CCD com o uso do revelador Dragendorff demonstrou a
presenca de alcaloides nas fragdes de n° X a XIll e XV e, portanto, apenas estas fracdes foram
trabalhadas.

As fracdes de X a XIII foram trabalhadas primeiramente de forma individual, através
de CC, CCDP e injecdo em MPLC (CLMP), nas condicGes descritas anteriormente (pag. 61).
Entretanto, ndo foi possivel desta forma realizar a purificacdo do alcaloide majoritario
presente nestas fracGes. Reuniu-se apenas as amostras contendo alcaloides (100 mg) e
realizou-se uma CCDP, utilizando como sistema eluente AcOEt: MeOH (6:1,5). Apos o
procedimento, verificou-se por CCD a purificagdo de um dos alcaloides presentes nesta
fraco. Espectros de RMN de *H e *3C uni e bidimensionais aliados a dados da literatura
demonstraram o isolamento do erisotrina (1), alcaloide majoritario presente na fracdo FEB e
ja identificado anteriormente. Analise simultdnea por CCD dos dois compostos, também
confirmou ser o mesmo alcaloide presente em ambas as fragdes, FEB e FAB.

A fragdo XV (144 a 146; 181 mg) revelou a presenca de um alcaloide majoritario e foi
entdo submetida a CC, utilizando silica gel tipo SiliaFlash F60 (Silicycle) 230-400 mesh (4 g)

como fase estacionaria, e como sistema eluente um gradiente de acetato de etila/ metanol.
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Foram obtidas 50 fra¢fes que foram analisadas e reunidas por similaridade através de CCD,
resultando num total de 6 fracGes finais. Na fracdo 4 (F 30-48) o alcaloide de interesse foi
cristalizado pela adicdo de éter etilico. Analises de RMN de *H e *3C uni e bidimensionais e
comparacdo com dados existentes na literatura indicaram tratar-se do alcaloide epieritratidina
(50).

4.2.2.2.3 Fracdo Etérea Acida (FEA)

A fracdo etérea 4cida (14,66 g) foi submetida a uma CC, utilizando-se silica gel tipo
SiliaFlash F60 (Silicycle) 230-400 mesh (145,09 g) como fase estacionaria e
diclorometano/acetato de etila/metanol/agua em ordem crescente de polaridade, como sistema
eluente. As 242 fracdes obtidas foram rotaevaporadas, analisadas e reunidas através de
comparacao feita em CCD com o uso de ldampada UV 254 e 365 nm e solugdo de anisaldeido
seguida de aquecimento, resultando num total de 23 fragdes. A fracdo 8, (F 56-62; 1,65 g) foi
cromatografada em coluna com silica gel tipo SiliaFlash F60 (Silicycle) 230-400 mesh (89 g)
como fase estacionaria e hexano/diclorometano/acetona/metanol como sistema eluente em
ordem crescente de polaridade. As fragdes obtidas foram rotaevaporadas, analisadas e
reunidas através de comparagdo feita em CCD com o uso de lampada UV a 254 e 365 nm e
solucdo de anisaldeido seguida de aquecimento. A fracdo de coloracdo amarelada, obtida da
eluicdo com diclorometano precipitou com a adicdo de metanol, resultando num sélido branco
que ao ser analisado por CCD, verificou-se que estava puro. Anélises de RMN de *H e 3,
dados da literatura e CCD com amostra padrdo, mostraram o isolamento do esteroide
estigmasterol (70), ja isolado anteriormente do EBH.

O sobrenadante amarelo resultante da precipitacdo com metanol, descrita
anteriormente, foi misturado com a fracdo seguinte (obtida da eluicdo com acetona) e
submetido a uma CCDP eluida com DCM: MeOH (45:0,75), resultando na purificacdo de
uma substancia identificada como sendo o lupeol (71), que também ja havia sido isolado neste
mesmo trabalho do EBH. A estrutura de 71 foi determinada através de RMN de *H, dados da

literatura e CCD com amostra auténtica.



4.3 Dados dos metabdlitos isolados
4.3.1 Extrato Bruto Hexanico - EBH

Estigmasterol (70): 23 mg; sélido branco; Rf: 0,54 em DCM-AcOEt (1,5:0,16); RMN H a
400,13 MHz, CDCls: 6 5,36 (1H, m, H-6),
5,16 (1H, dd, J= 8,5 e 15,2 Hz, H-22), 5,06
» | (1H, dd, J= 8,5 e 15,2 Hz, H-23), 3,53 (1H,
m, H-3), 0,7-2,33 (m, demais hidrogénios);
RMN **C a 100,62 MHz, CDCls: § 71,7 (C-
3), 121,6 (C-6), 129,2 (C-23), 138,2 (C-22),
140,7 (C-5), 11,8-56,7 (demais carbonos).

Lupeol (71): 5 mg; sélido branco; Rf: 0,65 em DCM-AcOEt (1,5:0,16); RMN *H a 400,13
MHz, CDCls: & 4,69 (1H, m, H-29a), 4,56 (1H,
m, H-29b), 3,20 (1H, m, H-3), 0,8-2,37 (demais
hidrogénios).




4.3.2 Extrato Bruto Metanélico - EBM

4.3.2.1 Fragdo Etérea Bésica (FEB)

Erisotrina (1): 31 mg; solido viscoso amarelo; [a]p = +232° (¢ 0,12 em CHCIs; Lit. [a]p=
+262,1° ¢ 0,67 em HCI 5%)% Rf: 0,46 em
DCM-MeOH (1,5:0,16); RMN 'H a 400,13
MHz, CDCl3: § 6,83 (1H, s, H-14), 6,62 (1H, s,
H-17), 6,55 (1H, dd, J= 2,0 e 10,2 Hz, H-2),
6,01 (1H, d, J= 10,2 Hz, H-1), 5,72 (1H, br s, H-
7), 407 (1H, m, H-3), 3,85 (3H, s, CH30-16),
3,75 (3H, s, CH30-15), 3,68 (1H, d, J= 2,8 Hz,
H-8a), 3,53 (1H, m, H-8b), 3,49 (1H, m, H-10a), 3,32 (3H, s, CH30-3), 2,98 (1H, m, H-10b),
2,97 (1H, m, H-11a), 2,61 (1H, m, H-11b), 2,52 (1H, dd, J= 5,6 e 11,2 Hz, H-4a), 1,84 (1H,
dd, J= 11,0 e 11,2 Hz, H-4b). RMN C a 100,62 MHz, CDCls: & 23,9 (C-11), 41,3 (C-4),
43,5 (C-10), 55,8 (CH30-15), 55,8 (CH30-16), 55,9 (CH30-3), 56,6 (C-8), 66,8 (C-5), 76,1
(C-3), 109,7 (C-14), 111,8(C-17), 122,7 (C-7), 125,4 (C-2), 126,4 (C-12), 131,3 (C-13), 131,5
(C-1), 142,2 (C-6), 147,8 (C-16), 147,2 (C-15).

4.3.2.2 Fracdo Acetato Bésica (FAB)

Erisotrina (1): 11 mg. Os dados referentes a este metabdlito ja foram descritos acima.

Epieritratidina (50): 39 mg; sélido amorfo branco-amarelado; [a]p = +89° (¢ 0,12 em
CHClIs. Lit. [a]p= +142° ¢ 0,14 em CHCI3)?; PF: 65-67
°C (Lit. 67-68 °C)*° Rf: 0,36 em AcOEt-MeOH (1:1);
RMN 'H a 400 MHz, CDCls: § 6,80 (1H, s, H-14), 6,58
(1H, s, H-17), 5,58 (1H, m, H-1), 4,33 (1H, m, H-2),
3,83 (3H, s, CH30-16), 3,82 (3H, s, CH30-15), 3,66
(1H, ddd, J= 4,2, 6,8 e 12,4 Hz, H-3), 3,45 (1H, ddd, J=
6,9, 11,2 e 14,3 Hz, H-10a), 3,28 (3H, s, CH30-3), 3,14
(1H, ddd, J= 1,0, 7,6 e 14,3 Hz, H-10b), 2,96 (1H, m, H-
11a), 2,96 (1H, m, H-8a), 2,70 (1H, m, H-8b), 2,55 (1H, dd, J= 6,9 e 17,1 Hz, H-11b), 2,40
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(1H, m, H-7a), 2,29 (1H, dd, J= 4,2 e 12,4 Hz, H-4a), 2,23 (1H, m, H-7b), 1,63 (1H, t, J=
12,4, H-4b). RMN *C a 100,62 MHz, CDCls: § 21,5 (C-11), 26,9 (C-7), 39,7 (C-4), 40,2 (C-
10), 46,5 (C-8), 55,8 (CH30-15), 56,1 (CH30-16), 56,8 (CH30O-3), 64,4 (C-5), 72,9 (C-2),
81,3 (C-3), 111,6 (C-14), 112,2 (C-17), 121,0 (C-1), 125,3 (C-13), 128,4 (C-12), 144,4 (C-6),
146,8 (C-15), 148,1 (C-16).

4.3.2.3 Fracdo Etérea Acida (FEA)

Estigmasterol (70; 24,5 mg) e lupeol (71; 5 mg). Os dados espectroscopicos referentes a estes

metabolitos j& foram descritos na pagina 70.

4.4 Ensaios bioldgicos

4.4.1 Atividade antimicrobiana in vitro

4.4.1.1 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) pelo método da

Microdiluicdo em caldo

A concentragdo inibitéria minima (CIM) é a menor concentracdo de uma substancia
testada capaz de inibir o crescimento de micro-organismos, sob condicBes de culturas
adequadas e padronizadas. Desta forma, quanto menor a CIM, maior a poténcia

antimicrobiana, e maior a dificuldade do micro-organismo em desenvolver resisténcia.
4.4.1.2 Micro-organismos empregados no ensaio
Foram utilizadas cepas padrdo da American Type Culture Colection (ATCC),

constituidas de micro-organismos Gram-positivos, Gram-negativos e fungos, conforme a
Tabela 7.
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Tabela 7 - Micro-organismos indicadores

Micro-organismos (ATCC)

Gram-positivos Gram-negativos Fungos
Staphylococcus aureus (25923) Escherichia coli (25922) Candida albicans (10231)
Bacillus subtilis (6633) Enterobacter cloacae (1304) Candida tropicalis (18803)
Bacillus cereus (33019) Pseudomonas aeroginosa Candida krusei (6258)
(9027)

Enterococcus spp. (6589) Burkholderia cepacia (17759)  Candida parapslosis (22018)

Enterobacter aerogenes Shigella sonnei (25931) Cryptococcus neoformans
(13048) (28952)
Salmonella typhimurium Cryptococcus gatti (2601)
(14028)

Sacharomyces cerivisae (2601)

4.4.1.3 Padrdes utilizados nos ensaios biolégicos

As substancias empregadas como padrdes antibiéticos, e preparadas conforme FDA?°

foram: Ampicilina, Azitromicina e Levofloxacina para bactérias e Nistatina para fungos.

4.4.1.4 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados para a determinacdo da atividade antimicrobiana pelo
método de CIM foram:

- Caldo caseina de soja (para bactérias): cloreto de sdédio (5,0 g), dextrose (2,5 g),
fosfato dibasico de potassio (2,5 g), peptona de caseina (17 g), peptona de soja (3 g) e agua
destilada (1 L);
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- Caldo Sabouraud dextrosado (para fungos): dextrose (40,0 g), peptona de carne (5,0
g), peptona de caseina (5,0 g) e agua destilada (1 L).

4.4.1.5. Método de determinacdo da atividade antimicrobiana

A determinacgdo da CIM pelo método de microdiluicdo em caldo foi realizada através
da técnica descrita pela NCCLS.'?! Este método foi determinado em placas de culturas
estéreis de 96 micro pocos onde é realizada uma diluicdo seriada das amostras em meio
liquido contendo 2% de surfactante Tween 80. Cada micro poco foi inoculado com os micro-
organismos na concentragdo de 1 x 10° células viaveis, e ap6s, as amostras foram adicionadas
no primeiro micro pogo seguindo-se a diluicdo em série das mesmas. As placas foram
incubadas por 24 horas a 35 °C para as bactérias e, por 48 horas a 25 °C para o0s fungos. Apos
a incubacdo, determinou-se o crescimento microbiano através da leitura da microplaca de 96
pocos feita em espectrofotometro SpectraMax M2 e SoftMax Pro 5.4.1 (Molecular Devices
Inc., USA) no comprimento de onde de 420 nm.

Todos os testes foram realizados em triplicata e comparados com os padrées. Utilizou-
se também um controle positivo e um negativo para cada amostra testada, de forma a garantir

a reprodutibilidade do ensaio.
4.4.1.6. Método de Concentracdo Letal Minima

As culturas de micro-organismos que no ensaio da CIM néo apresentaram crescimento
ou foram inibidas, sdo, ainda, testadas para a verificacdo da concentracdo letal minima
(CLM), que, segundo Hammer et al. (2004)'?? é a menor concentracéo da substancia capaz de
alcancar uma reducao maior que 99,9% do numero de unidades formadoras de coldnias.

Para a medicdo de CLM, foi retirado 10 pL de solucdo de cada poco onde feito
anteriormente a medicdo da CIM e adicionado a 100 pL de um novo meio de culura liquido
apropriado para cada classe de micro-organismo. Apds a incubagdo, cumprindo-se o tempo
necessario para o crescimento de cada micro-organismo (24 h, 35-37 °C, bactérias e 48 h, 25-
27 °C, fungos) determinou-se a CLM que foi dividida em Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) para cada substancia testada, nos pocos

onde ndo houve crescimento microbiano.



4.4.2 Ensaios enzimaticos

4.4.2.1 Enzimas utilizadas nos ensaios de inibicdo enzimatica

As enzimas POP e DPP-IV foram cedidas pelo grupo do prof. Ernest Giralt do
Instituto de Pesquisa Biomédica de Barcelona (IRB-Espanha) e os substratos referentes a cada
enzima, respectivamente, 0 ZGP-AMC (N-benziloxicarbonil-Gli-Pro-metilcumarina-7-amida)
e 0 GP-AMC (H-Gli-Pro-metilcumarina-7-amida) foram obtidos comercialmente de Bachem
(Bubendorf, Switzerland).

A enzima AChE foi adquirida de Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Germany), assim como
a albumina de soro bovino e o reagente colorimétrico DTNB. A leitura em microplacas foi
realizada em espectrofotbmetro SpectraMax M2 e SoftMax Pro 5.4.1 (Molecular Devices
Inc., USA) baseando-se na medida do comprimento de onda da absorbancia para AChE e da
fluorescéncia para a POP e DPP-1V, e que demonstra o resultado final do teste de inibic&o

enzimatica.

4.4.2.2 Ensaio de inibicdo da prolil oligopeptidase (POP)

A atividade de inibicdo frente & enzima POP foi determinada seguindo-se o método
descrito por Toide et al. (1995).* Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pocos,
permitindo assim, um monitoramento simultaneo das maultiplas reacdes. Para cada reacao foi
realizada uma pré-incubacéo do tampao fosfato Na/K (131 uL, pH 8.0), com a enzima POP (7
nM) e a amostra a ser testada (3 pL) a 37 °C durante 15 minutos. As amostras-estoque a
serem testadas foram preparadas em DMSO. Apo6s a pré-incubacéo, adicionou-se a cada poco
0 substrato 0 ZGP-AMC (10 pL, 3 mM em 40% de 1,4-dioxano) e a reacdo foi incubada por 1
h a 37 °C. A reagdo foi interrompida com acetato de sodio (150 puL, 1 M, pH 4,0) ¢ a
formacéo de N-aminometilcumarina (AMC) foi medida fluorimetricamente. Os comprimentos
de onda de excitacdo e emissdo foram 360/40 e 485/20 nm, respectivamente.

Foram realizados controles positivos e negativos contendo a amostra em DMSO (3
pL), o substrato ZGP-AMC (10 pL) e o tampéo fosfato Na/K (131 pL), com e sem a presenca
da enzima POP (7 nM) respectivamente. O ensaio foi realizado em triplicata, usando-se um
branco para cada amostra sem a enzima. Um inibidor conhecido da POP, também foi utilizado
como controle positivo sob as mesmas condig¢des experimentais. A porcentagem de inibi¢ao

foi calculada pela fluorescéncia da amostra comparando com o ensaio em branco.



4.4.2.3 Ensaio de inibigédo da dipeptidil peptidase-1V (DPP-1V)

A atividade inibitéria da enzima DPP-IV foi determinada seguindo-se o método
descrito por Checler et al. (1995)."** As reacdes foram realizadas em microplacas de 96 pocos.
Em cada pogo adicionou-se o tampao (131 puL, 100 mM de Na/K tampao fosfato, pH 8,0), 0,7
nM de enzima DPPIV e 3 pL da amostra a ser testada (em DMSO). Apds a pré-incubacao (15
min a 37 °C), 0 GP-AMC (10 pl, 3 mM em 40% de 1,4-dioxano) foi adicionado e a reagéao foi
entdo incubada durante 1 h a 37 °C. Posteriormente, a reacdo foi interrompida com acetato de
sodio (150 pL, 1 M, pH 4,0) e a formacdo do AMC foi medida fluorimetricamente
(comprimentos de onda de excitacdo e a emissdo foram 360/40 nm e 485/20 nm,
respectivamente).

Foram realizadas reacbes com 0s controles positivos e negativos, que continham a
amostra em DMSO (3 pL), o substrato GP-AMC (10 pL) e o tampéo fosfato Na/K (131 pL),
com e sem a presenca da enzima DPP IV (7 nM) respectivamente. O ensaio foi realizado em
triplicata e com um branco, sem enzima, para cada amostra. A porcentagem de inibicdo foi
calculada por comparacdo da absorbancia da amostra com o branco. Um inibidor conhecido
da enzima, isoleucina tiazolida, também foi utilizado como controle positivo sob as mesmas
condigBes experimentais. A porcentagem de inibicdo foi calculada pela fluorescéncia da

amostra comparando com o ensaio em branco.
4.4.2.4 Ensaio de inibicdo da acetilcolinesterase (AChE)

A avaliacdo da atividade inibit6ria da enzima acetilcolinesterase (AChE) foi realizada
através de um ensaio colorimétrico quantitativo, baseado no método adaptado de Ellman
(RHEE et al., 2001).®® Em uma microplaca de 96 pocos foram adicionados, misturados e
incubados a 25 °C por 5 min, 25 pL de 15 mM ACTI, 125 pL. de 3 mM DTNB em tampéo B
(50 mM Tris-HCI, pH 7,9 contendo NaCl 0,1 M e 0,02 M MgCl,.6 H,0), 50 uL de tampao A
(50 nM Tris-HCI, pH 7,9 contendo 0,1% de BSA) e 25 puL da amostra (20 mM em DMSO
diluidos com agua até uma concentragdo de 5, 2, 0,2 ¢ 0,02 nM.). Em seguida, 25 pL de
AChE (0,22 U/mL em tampéo A) foi adicionada e entdo a absorbancia foi medida sessenta
vezes a cada 60 segundos a 25 °C. A enzima hidrolisa o substrato acetilcolina que reage com
o DTNB para produzir 2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina e 5-tio-2-nitro-benzoato, que

possui coloragdo amarela e é detectado a 405 nm.
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O ensaio foi realizado em triplicata e com um branco sem enzima para cada amostra.
Eserina (fisostigmina) foi utilizada como controle positivo e a porcentagem de inibicdo foi

calculada por comparacdo da absorbancia da amostra com o ensaio em branco.
4.4.3 Atividade antitumoral in vitro
4.4.3.1 Avaliacdo da atividade antitumoral

A atividade antitumoral das amostras de E. crista-galli foi medida através de duas
andlises: a primeira mediu a concentracdo das células vivas apds 24 h, fornecendo o efeito
sobre a viabilidade celular, ou seja, 0 quanto a amostra-teste (extrato bruto, fracdo ou
substancia pura) matou ou induziu (por apoptose) a morte das células. A segunda analise,
realizada ap6s 72 h, forneceu o efeito antiproliferativo da amostra testada, ou seja, quanto ela
inibiu o crescimento das células. O ensaio da atividade antitumoral foi realizado no
Laboratério de Biogendmica - UFSM sob a responsabilidade de prof®. Dr?. Ivana B. M. da

Cruz.
4.4.3.2 Cultura de células

Foram utilizadas células neoplasicas HT29 (ATCC HTB38, carcinoma de cdlon)
adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro, RJ (RICB 0111) (Figura 18). Estas células
séo oriundas de um adenocarcinoma de uma mulher caucasiana, 44 anos, apresentando uma
citomorfologia epitelial com propriedades de aderéncia. E um céncer hipertripl6ide com 71
cromossomos, apresentando 0s seguintes oncogenes: myc +; ras +; myb +; fos +; sis +; p53 +;
abl -; ros -; src -. Em termos citolégicos as células HT29 apresentam microvilosidades,
microfilamentos, sdo grandes, as mitocondrias apresentam vactolos com granulos negros,

goticulas de gordura, e alguns lisossomos.*?

&) &_ o
Figura 18 - Fotomicrografia em contraste de fase de células de cancer colorretal HT29 (40 x)

em alta densidade (Fonte: ATCC)
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Tais celulas foram cultivadas sob condicdes ideais de cultura celular, conforme foi

127 sendo utilizado o meio de cultura Dulbecco’s Modifie

estabelecida por Peres e Curi (2005),
Eagle’s Medium (DMEM), contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) e suplementado com
1% de antibidtico penicilina/estreptomicina e antifingico anfotericina B, sendo mantidas em
incubadora de CO,, a 37 °C e saturacdo de 5% de CO,. Dessa forma, as células passaram por
um periodo de expansdo celular até a obtencdo da quantidade ideal para a realizagdo dos

devidos experimentos.

4.4.3.3 Ensaio de atividade antitumoral pela medicdo da viabilidade celular e do efeito
antiproliferativo

Para avaliar o potencial antitumoral da planta em estudo, as células neoplasicas com
confluéncia elevada e ja expandidas, foram colocadas em placas estéreis de Elisa de 96 pocos
em uma concentragdo de 1 x 10° células viveis e tratadas com as amostras a serem testadas
como antitumorais em diferentes concentragdes.

Em seguida, as placas foram incubadas em incubadora de CO, a 37 °C por 24 e 72 h
para determinar a viabilidade celular e seu efeito antiproliferativo respectivamente.
Decorridos os periodos de incubacédo, foi realizada a técnica de quantificacdo pelo uso do
corante PicoGreen.

4.4.3.3.1 Técnica de quantificacdo PicoGreen

Este método de quantificacdo consiste em avaliar a atividade antitumoral das amostras
em teste tanto nas 24 quanto nas 72 horas através da medicao dos niveis de DNA dupla-fita
(dfDNA) medidos pelo corante de alta especificidade ao DNA dupla-fita, Picogreen, que tem
correlagdo direta com a proliferacdo celular, alta sensibilidade e reprodutibilidade.**?

A andlise da concentragdo de dfDNA foi realizada por fluorimetria utilizando-se o kit
Quanti-iT PicoGreen (Invitrogen). Para tanto, apds 24 e 72 h de incubacéo as amostras foram
centrifugadas a 1200 rpm durante 10 minutos e o sobrenadante descartado. As células foram
ressuspendidas em 180 pL de tampéo fosfato (PBS, pH 7,6), 20 uL de Triton 1% e incubadas
durante 45 minutos a 37 °C a fim de romper as membranas celulares e expor o dfDNA contido
no nucleo. Apos este periodo a amostra foi centrifugada a 2000 rpm durante 10 minutos e 10
uL do sobrenadante foi adicionado a 80 pL de tampdao Tris-HCL (10 mM) e 1 mM de EDTA

(tampéo TE, pH 7,6) e 10 puL de uma solucédo do corante DNA PicoGreen diluida em 1:200
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em tampdo TE. A reagdo foi incubada durante 30 minutos a 37 °C e apds este periodo a
absorbéancia foi analisada por fluorimetria em um comprimento de excitagcdo de 485 nm e de
emissdo de 20 nm utilizando o equipamento SpectraMax M2/M2 e Multi-mode Plate Reader,
Molecular Devices Corporation (Sunnyvale, CA, USA).

Os resultados foram expressos como percentagem de dfDNA em relacdo a amostra
controle das células tumorais que ndo receberam nenhum tipo de tratamento, cuja absorbancia
foi considerada 100%. Assim sendo, foi inicialmente calculada a absorbancia média das
amostras controle (AMAC) utilizada na seguinte equacdo: Viabilidade (% do controle) =
[(Absorbancia da Amostra x 100)/AMAC]. Foram realizadas 04 repeti¢cbes por concentragéo
de cada amostra aqui investigada. As concentracbes do EBM, fracOes e alcaloides
obedeceram a uma distribuicdo aproximada de log variando de 0,03 a 30 pg/mL. Uma vez
gue as amostras testadas possuem baixa solubilidade, os mesmos foram diluidos em DMSO a
uma concentracdo < 1% o0 que ndo permitiu testar concentracbes mais elevadas ja que o

solvente pode ser citotoxico e assim mascarar os resultados da planta investigada.

4.4.3.3.2 Analise estatistica

Os resultados das diferentes concentracbes do EBM, fracGes e alcaloides foram
comparados através de analise de variancia de uma via seguida de teste post hoc de Tukey. O
programa utilizado foi o GraphPad Prisma e foram consideradas significativas todas as

comparagdes com p < 0.05.



5 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo serdo apresentados os resultados e a discussdo do estudo fitoquimico
realizado com os extratos, fracfes e metabolitos isolados da casca do caule da E. crista-galli
bem como a avaliacdo das atividades farmacoldgicas dos mesmos.

As estruturas quimicas dos metabdlitos isolados foram estabelecidas com base na
interpretacdo de dados espectrais, principalmente de RMN *H e *3C uni e bidimensionais,
espectrometria de massa de alta resolugdo, comparagdo com dados da literatura e amostra
padrdo quando existente no laboratorio.

Os estudos dos extratos e fraces obtidos durante o trabalho levaram ao isolamento e
identificacdo de quatro compostos. Dois destes compostos sdo alcaloides presentes nas
fracOes etérea basica (FEB) e acetato basica (FAB) do EBM, sendo eles o alcaloide dienoide
erisotrina (1) e o alquenoide epieritratidina (50), especificos e usuais no género Erythrina. Os
outros dois compostos também sdo metabolitos ja conhecidos nesta e em outras plantas do
género Erythrina, sendo eles o esterol estigmasterol (70) e o triterpeno lupeol (71), isolados
tanto do EBH quanto da fragdo etérea 4cida (FEA) do EBM.

Os compostos isolados, os extratos brutos e as fracdes foram submetidos a ensaios
bioldgicos para a determinacdo das suas atividades antimicrobiana, antitumoral (células
HT29) e de inibicdo das enzimas POP, DPP-1V e AChE.

5.1 Rendimentos dos extratos e fracdes

Apds a coleta, secagem e moagem das cascas do caule, obteve-se 1002 g de planta
moida. Fez-se a extracdo do material vegetal a quente, primeiramente com hexano, resultando
em 6,77 g de EBH e apds, seguiu-se a extracdo com metanol, obtendo-se 86,18 g de EBM. O
EBM foi entdo submetido a um fracionamento &cido/base, conforme descrito anteriormente
(pagina 65), resultando nas fracfes: FEA, FEB e FAB. O Esquema 3 mostra o tratamento,

cuja casca de E. crista-galli foi submetida.
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Esquema 3 - Tratamento da casca de E. crista-galli; *quantidade de EBM utilizado para

fracionamento

Os rendimentos, em relagdo a planta moida e aos extratos brutos, sdo demonstrados na
Tabela 8.

Tabela 8 - Rendimentos dos extratos brutos e fracdes

Extrato bruto ou Quantidade obtida Em relacéo a casca Em relacéo ao
fracao (9) do caule seca (%0) extrato bruto (%0)
EBH 6,77 0,67 -
EBM 86,18 8,61 -
FEA 16,68 1,66 19,35
FEB 0,47 0,04 0,54

FAB 2,19 0,21 2,54




5.2 Andlise fitoquimica de Erythrina crista-galli

5.2.2 Extrato Bruto Hexanico - EBH

Com o objetivo de separar 0s compostos mais apolares presentes na planta, realizou-se
inicialmente a extragcdo com o solvente organico hexano. Uma vez preparado e fracionado em
coluna cromatogréfica, o0 EBH deu origem a varias fracbes menores que tambem foram
submetidas a CC e CCDP para a purificacdo e isolamento dos compostos. Durante a execucao
do trabalho considerou-se a quantidade de substancias existentes em cada fracdo e a
possibilidade de purificacdo dos compostos majoritarios presentes nas mesmas.

Todas as fragbes oriundas do EBH foram trabalhadas exaustivamente através de
técnicas de CC, CCDP e cristalizacdo sendo que, no entanto, as quantidades finais obtidas ndo
foram suficientes para o isolamento e/ou identificacdo de outros compostos, uma vez que se
observou em todas as fragcdes misturas de muitas substancias. Por este motivo, o tratamento a
que estas fracOes foram submetidas ndo foram relatadas detalhadamente neste trabalho,
embora tenham sido amplamente estudadas.

Assim, do EBH foi possivel isolar e identificar os seguintes metabolitos ja conhecidos:
estigmasterol (70) e lupeol (71).

5.2.2.1 Estigmasterol
O esterol ou fitoesterol estigmasterol (70), de formula molecular C,9H450, ja isolado

pelo grupo anteriormente, foi obtido como um sélido branco conforme descrito na parte

experimental (paginas 62 a 64).

(70)



83

Este metabolito tem sido isolado de varias plantas medicinais, dentre elas, de varias
espécies de Erythrina. Varios estudos prévios descrevem o isolamento deste metabolito em
extratos juntamente com outros compostos. De acordo com a literatura disponivel, a E.
variegata é a espécie mais relatada com a presenca de estigmasterol (70) em diferentes partes
da pIanta.48'128’129’130'131’132’133’134’135’136

InvestigagcBes anteriores realizadas com a espécie E. crista-galli, mostraram o
isolamento do estigmasterol (70) a partir das folhas e das cascas do caule, conforme Abo El-
Fotouh et al. (2008)**" e Imamura et al. (1981)*® respectivamente.

O composto 70 é utilizado numa série de processos quimicos que sdo realizados para a
producdo de numerosos compostos sintéticos e semi-sintéticos na industria farmacéutica.
Além disso, ele tem sido investigado cientificamente pelas suas propriedades farmacoldgicas
como, atividade antitumoral, antimutagénica, antioxidante, antinflamatéria e efeitos sobre o
SNC, entre OUtraS.139'140'141'142'143’144'145'146

Sua estrutura foi determinada com base nos dados espectrais de RMN 'H e **C,
comparacdo com dados da literatura**’ e CCD com amostra auténtica.

Pela analise do espectro de RMN de *H (Figura 19), é possivel observar a existéncia
de picos caracteristicos de hidrogénios olefinicos em 5,36, 5,16 e 5,06 ppm referentes as
ligacGes com os carbonos C-6, C-22 e C-23 respectivamente, além de um multipleto em 3,53
ppm referente ao hidrogénio ligado ao carbono C-3. Na regido a campo alto, entre 0,7-2,3
ppm é possivel observar a presenca de varios outros sinais correspondentes aos hidrogénios

dos grupos metilicos e metilénicos presentes na estrutura do estigmasterol (70).
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Figura 19 - Espectro de RMN de *H do estigmasterol (70) em CDCl; a 400 MHz

O espectro de RMN de *3C, demonstrado na Figura 20, permite a visualizacdo dos
picos de carbonos olefinicos C-5, C-6, C-22 e C-23 em 140,74, 121,64, 138,23 e 129,29 ppm,
respectivamente. Em 71,77 ppm o pico referente ao C-3 e entre 11,0-57,0 ppm 0s demais
picos correspondentes aos carbonos metilicos e metilénicos caracteristicos da estrutura do

composto 70.
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Figura 20 - Espectro de RMN de **C do estigmasterol (70) em CDCl3 a 100 MHz
5.2.2.2 Lupeol

O triterpeno 71, de férmula molecular C3oHs00, ja isolado pelo grupo anteriormente,

obtido como um sélido branco conforme descrito na parte experimental (paginas 64 e 65).
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Este metabdlito é frequentemente encontrado em diversas espécies de plantas. Nas
ultimas décadas, o seu amplo espectro de acdo farmacoldgica despertou o interesse de varios
profissionais na area da salde e pesquisa cientifica. O potencial terapéutico e preventivo do
lupeol (71) se estende a doencas inflamatorias, artrite, diabetes, doencas cardiovasculares,
desordens renais, toxicidade hepética, infeccdes microbianas e cancer,48:149.150151,152.153

Conforme a literatura, véarios estudos realizados com ensaios in vitro e in vivo sugerem
que o lupeol (71) é um agente ndo téxico e que alveja seletivamente células doentes e
insalubres, poupando as normais e saudaveis. Estes resultados s@o promissores e tornam este
metabdlito um candidato a agente terapéutico frente a varias doencas, porém avaliagdes
adicionais tornam-se necessarias para a confirmacdo da utilidade clinica do metabdlito em
questéo.154’155’156’157’158

No que se refere ao género Erythrina, Rukachaisirikul et al. (2007)* publicou um
estudo reportando o isolamento do lupeol (71) a partir de cascas do caule E. subumbrans. O
presente trabalho descreve pela primeira vez a presenca deste metabolito na espécie E. crista-
galli.

O composto em questdo foi identificado através de RMN de *H em comparagdo com
dados disponiveis na literatura'® e CCD com amostra padréo.

Pelo espectro de RMN de *H (Figura 21) é possivel observar sinais de hidrogénios
olefinicos em & 4,69 e 4,56 referentes aos hidrogénios ligados ao C-29, H-29a e H-29b
respectivamente. Em 3,20 ppm um multipleto correspondente ao H-3 e entre 0,80-2,37 ppm,

0s demais hidrogénios.
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Figura 21 - Espectro de RMN de *H do lupeol (71) em CDCl; a 400 MHz
5.2.3 Extrato Bruto Metandlico - EBM

Conforme estudos anteriores, plantas do género Erythrina sdo conhecidas por
produzirem alcaloides especificos. Assim sendo, buscou-se através desse trabalho o
isolamento e identificacdo principalmente desta classe de compostos.

O EBM foi submetido a um processo de fracionamento (extracdo) acido/base, o qual
possibilitou a separacdo dos alcaloides nas fracBes basicas, de outros grupos de substancias,
na fracdo &cida. I1sso acontece devido as propriedades dos alcaloides que quando em solugédo
acida se tornam sais solUveis em solventes aquosos e em meio basico sdo sollveis em
solventes organicos, sendo desta maneira, isolados como bases livres.

Uma vez realizado o fracionamento acido/base, foram obtidas trés fracdes, sendo elas:
fracdo etérea acida (FEA), fracdo etérea basica (FEB) e fracdo acetato basica (FAB). Cada
fracdo foi trabalhada individualmente possibilitando o isolamento e identificagdo de alguns

metabdlitos.
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Para um melhor acompanhamento do trabalho, as fra¢des béasicas (FEB e FAB) foram
monitoradas através de HPLC (CLAE), onde foi possivel visualizar e identificar os picos

principais das substancias presentes nas fracoes.

5.2.3.1 Fracdo Etérea Bésica (FEB)

Uma vez realizada a primeira CC com a fracdo FEB, foram trabalhadas apenas as
fragdes que demonstraram positividade para a presenca de alcaloides com o uso do revelador
Dragendorff e que apresentaram quantidades significativas para o isolamento de substancias.

A fragdo FEB foi monitorada por HPLC, permitindo assim verificar a quantidade de
metabolitos presentes nesta fracdo. Embora o cromatograma de HPLC da fracdo FEB tenha
indicado a presenca de varias substancias, foi possivel isolar em quantidade suficiente para
andlise e elucidacdo estrutural apenas o alcaloide erisotrina, pico majoritario com tempo de

retencéo de 20,78 min, conforme mostra a Figura 22.

DAD1 A, Sig=240,4 Ref=360,100 (MAURA\MAURA 2013-02-14 15-13-04\006-0601.D)
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Figura 22 - Cromatograma de HPLC da fragdo FEB a A= 240 nm; Condicdo de eluicdo

descrita no sub item 4.1.3 (pagina 61)

5.2.3.1.1 Erisotrina

O alcaloide dienoide erisotrina (1), de férmula molecular C19H2303N, foi obtido como
um sélido viscoso amarelo claro. Embora seja um metabolito bastante usual no género
Erythrina, essa foi a primeira vez que ele foi isolado das cascas do caule da E. crista-galli.
Seu isolamento se deu através de CC e MPLC, alem de analises em CCD que confirmaram a
pureza do mesmo, conforme descrito na parte experimental, paginas 66 e 67. Sua estrutura foi
elucidada apés analises de ESI-MS, RMN de *H e **C uni e bidimensionais, DEPT 135°,

COSY, HSQC e comparagdes com dados da literatura disponivel.
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Poucos relatos tém sido publicados sobre as atividades bioldgicas do erisotrina (1).
Mohammed et al. (2012)"® mostraram sua atividade citotéxica in vitro contra linhagens de
células neoplasicas HEP-G2 e Hep-2. Efeitos anticonvulsivos e ansioliticos significativos
foram relatados por Serrano et al. (2011)**! e Rosa et al. (2012)*? respectivamente e o TRAIL
(fator de necrose tumoral-langado ligante indutor de apoptose) melhorando o efeito da
erisotrina (1) quando ligada a ele (Ozawa et al., 2009).** Wanjala et al. (2002)>° estudaram a
sua atividade antibacteriana e verificaram que este alcaldide néo é eficaz contra as bactérias E.
coli, P. aeruginosa e S. aureus. E importante mencionar que esta é a primeira vez que o
erisotrina (1) foi isolado da casca de E. crista-galli.

O cromatograma de HPLC, Figura 23, obtido do alcaloide erisotrina (1), confirma este

metabolito como sendo o componente majoritario presente na fracdo FEB.

DAD1 A, Sig=240 4 Ref=360,100 (MAURAWAURA 2013-02-14 15-13-04011-1101D)
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Figura 23 - Cromatograma de HPLC do erisotrina (1); Condicdo de eluicdo descrita no sub
item 4.1.3 (pagina 61)
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Este alcaloide apresentou-se de dificil purificacdo, sendo observado através de CCD
que pouco tempo apOs 0 processo purificacdo ele apresentava-se impuro novamente,
demonstrando assim uma grande instabilidade do composto erisotrina (1) nas condicdes

ambientes. N&o existem relatos na literatura sobre a ocorréncia de degradacdo deste,
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entretanto, no decorrer deste trabalho este fato foi constatado diversas vezes, tanto pela
mudanca de cor do metabdlito isolado (passando de amarelo claro para amarelo escuro), como
pelo surgimento de varias manchas inexistentes antes da purificacdo nas analises realizadas
por CCD. Vale ressaltar que, uma vez observada esta instabilidade do alcaloide 1, varias
medidas (conservacdo a baixa temperatura e sob abrigo da luz) para evitar sua degradacéao
foram tomadas, mas isso ndo evitou totalmente o processo de sua degradacéo, o que pode ter
causado alguma interferéncia nos ensaios a que ele foi submetido.

A Figura 24 mostra o espectro de massa ESI (+) do alcaloide 1, onde € possivel
observar sua fragmentacdo e a presenca de um ion molecular com relagdo m/z 314,17
referente a [M + H], sugerindo a férmula molecular C19H,303N.

H20:ACN 1:1 (0,1%HCOOH)
E02 CALIB 4 (0.085) Cm (2:27) TOF MS ES+
100+ 314.1741 4.5406

315.1796

350.1357

| T S G P
AR A LA R i ey A Ak L i R

" 1
00 120 140 160 = 180 200 220 240 260 280 = 300 320 340 = 360

’
380 400 420 440 = 460

-

T
480 500

Figura 24 - Espectro de massa ESI (+) do erisotrina (1)

No espectro de RMN 'H (Figura 25) é possivel visualizar os sinais referentes aos

hidrogénios que compdem a molécula do alcaloide 1.
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Figura 25 - Espectro de RMN de *H do erisotrina (1) em CDCl; a 400 MHz

Para uma melhor visualizacdo da multiplicidade de cada hidrogénio, foram realizadas
algumas expansdes do espectro mostrado anteriormente. Na Figura 26, a expansao da regido
entre 5,70-6,83 ppm, observa-se 0s hidrogénios olefinicos, um dubleto a 6,01 ppm (J= 10,2
Hz) do H-1 e um duplo dubleto a 6,55 ppm correspondente ao H-2 (J= 2,0 e 10,2 Hz), bem
como a 5,72 ppm um sinal alargado do H-7. Estes sinais sdo caracteristicos do sistema diéno

inserido entre os atomos 2 e 7, usual dos alcaloides eritrinicos. Em 6,83 e 6,62 ppm sdo

observados dois singletos, cada um com integracdo correspondente a um hidrogénio,

referentes ao hidrogénios H-14 e H-17 respectivamente, do anel aromatico presente na

estrutura do metabolito 1.



92

6830
6621
6.562
6557
6.017
4881
4720

o B5ET

—_—
-
(=]
=1

an{
zen
as'o-[
ULL{

= —

8.50 a8

a
ppm {t1}

Figura 26 - Espectro de RMN de *H expandido, regido entre & 5,70-6,83 ppm, do erisotrina
(1) a 400 MHz

A expansdo da regido de 3,20-4,90 ppm (Figura 27) mostra a presenca de trés
singletos com integracédo relativa a trés hidrogénios, cada um indicando a presenga de trés
metoxilas: a 3,32 ppm observa-se a presenca de um sinal dos hidrogénios da metoxila mais
blindada ligada ao C-3 e em 3,85 e 3,75 ppm os sinais dos hidrogénios das metoxilas ligadas a
atomos de carbono do anel aromético, C-16 e C-15 respectivamente. Um sinal de préton
metinico (H-3) é observado na forma de multipleto em 4,07 ppm devido ao acoplamento com
0 H-2 e com os hidrogénios diastereotopicos do C-4. Em 3,68 e 3,53 ppm os sinais referentes
ao H-8a (d; J= 2,8 Hz) e H-8b (m), assim como um multipleto com deslocamento quimico de

3,49 correspondente ao H-10a;
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Figura 27 - Espectro de RMN de *H expandido, regi&o entre § 3,20-4,90 ppm, do erisotrina

(1) a 400 MHz

Na Figura 28, expansdo da regido entre 1,80-3,13 ppm, pode-se visualizar os sinais

dos hidrogénios diastereotdpicos do C-4 localizados a 2,52 ppm (dd; J=5,6 e 11,2 Hz; Ha) e
1,84 ppm (dd; J= 11,0 e 11,2 Hz; Hb). Enquanto que em 2,98, 2,97 e 2,61 ppm sdo

visualizados os multipletos referentes aos hidrogénios diastereotdpicos H-10b e H-1l1a,b

respectivamente.
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Figura 28 - Espectro de RMN de *H expandido, regido entre & 1,80-3,15 ppm, do erisotrina
(1) a400 MHz

Através da espansdo do espectro bidimensional COSY 'H-'H (Figuras 29 e 30) foi
possivel a confirmacdo das atribuicdes feitas anteriormente, de forma que pode-se visualizar
os acoplamentos entre os hidrogénios dos diferentes sistemas de spin. Na Figura 29
observam-se as correlagdes entre os hidrogénios H-1 e H-2, entre H-2 e H-3 e este por sua
vez, na expansdo deste espectro (Figura 30) acoplando com os hidrogénios diastereotopicos
H-4a e H-4b, completando assim o primeiro sistema de spins. O segundo sistema de spins
pode ser observado pela correlagdo estabelecida entre o H-7 com os hidrogénios
diastereotdpicos H-8a e H-8b (Figura 29). O espectro expandido de COSY *H-'H (Figura 30)
mostra ainda as correlagdes do terceiro e Gltimo sistema de spins referentes aos acoplamentos

entre 0s hidrogénios diastereotdpicos H-10a,b e H-11a,b.
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Figura 30 - Espectro expandido de RMN 2D COSY, regiao entre & 1,0-4,0 ppm, do erisotrina
(1) em CDCl3 a 400 MHz

No espectro de RMN de **C (Figura 31) sdo observados 18 sinais, sendo que em 55,76
ppm é possivel notar a sobreposicdo de dois sinais referentes aos carbonos das metoxilas
ligadas a C-16 e C-15, confirmando assim a presenca total de 19 carbonos na estrutura do
metabolito 1.
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Figura 31 - Espectro de RMN de **C do erisotrina (1) em CDCl3 a 100 MHz

A anélise do espectro de DEPT 135°, mostrado na Figura 32, confirma a presenca de
quatro sinais de amplitude negativa, referentes aos carbonos metilénicos C-11, C-4, C-10 e C-
8, além de sinais com amplitude positiva correspondentes aos carbonos metinicos e metilicos.
Pode-se verificar também a auséncia dos seis sinais observados no espectro de RMN de *C a
147,77 (C-15), 147,16 (C-16), 142,20 (C-6), 131,26 (C-13), 126,38 (C-12) e 66,81 ppm (C-5),
sinais caracteristicos de carbonos desidrogenados (quaternarios), conforme é proposto na

estrutura do composto 1.
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Figura 32 - Espectro de DEPT 135° do erisotrina (1) em CDCl3z a 100 MHz

O espectro bidimensional de RMN HSQC 'J.c (Figura 33) mostra a correlagéo de
cada hidrogénio ligado diretamente ao seu carbono, sendo a andlise deste espectro muito
importante principalmente para a atribuigdo de hidrogénios diastereotopicos. Uma expansdo
da regido espectral localizada entre 1,2-4,0 ppm (Figura 34) mostra as principais correlacdes

existentes referentes aos hidrogénios diastereotopicos presentes na estrutura proposta.
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Na Tabela 9 séo apresentados os dados espectroscdpicos obtidos para o metabolito 1 e

os dados espectroscopicos existentes na literatura deste composto, para fins de comparagé&o.

Tabela 9 - Dados de RMN de 'H (400,13 MHz) e *C (100,62 MHz) do erisotrina (1) em

CDCl;
6 13C 6 13C**
Posicao 8 'H (ppm), J (Hz) 8 'H” (ppm); J (H2)
(ppm) (ppm)
1 6,01 (d; 10,2) 6,05 (d; 10,0) 131,48 124,90
2 6,55 (dd; 2,0 e 10,2) 6,58 (dd; 1,8 € 10,0) 12543 132,00
3 4,07 (m) 4,08 (m) 76,13 75,60
2,52 (dd; 5,6 11,2: Ha) 1,84 2,54 (dd: 5,6 e 11,5: Ha)
4 41,26 40,20
(dd; 11,2 e 11,0: Hb) 1,89 (t; 11,5; Hb)
5 - - 66,81 67,80
6 - - 142,20 141,50
7 5,72 (br s) 5,73 (s) 122,74 121,60
8 3,68 (d: 2,8; Ha) 3,53 (m; Hb)  3,90-3,70 () 3,56 (d: 14,.8) 56,59 56,60
9 - - - -
3,51 (m; Ha)
10 3,49 (m; Ha) 2,98 (m; Hb) 43,51 43,70
3,01 (m; Hb)
2,97 (m; Ha) 2,95 (m; Ha)
11 23,88 23,80
2,61 (m; Hb) 2,65 (d; 15,4; Hb)
12 - - 126,38 125,60
13 - - 131,26 129,60
14 6,83 () 6,82 () 109,67 109,20
15 - - 147,16 147,20
16 - - 147,77 147,90
17 6,62 () 6,63 (s) 111,76 1114
OCHs-3 3,32 (s) 3,31 (s) 55,89 55,80
OCHj;-15 3,75 (s) 3,75 (s) 55,76 55,80
OCHzs;-16 3,85 (s) 3,86 (s) 55,76 55,80

81+ (ppm) em CDCl; a 400 MHz conforme Faria et al. (2007)™ 8¢~ (ppm) em CDCl; a 25,2 MHz conforme
Sarragiottho et al. (1981)"

Os dados obtidos na Tabela 9 estdo de acordo com os dados encontrados na literatura,

com excecdo dos deslocamentos quimicos referentes aos carbonos C-1 e C-2. Faria et al.® em

trabalho publicado em 2007 sugeriu uma corregéo na atribuigdes feitas por Sarragiottho et al.

(1981)*" no que diz respeito a estes carbonos. De fato, 0 presente estudo comprova que as
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atribuicOes dos carbonos C-1 e C-2 de Sarragiottho et al. encontram-se invertidas, uma vez
que o espectro bidimensional COSY 'H-'H mostrou a posicdo correta desses 4tomos. A
analise dos experimentos discutidos anteriormente, em conjunto com a comparagao dos dados

disponiveis na literatura, permitiu a elucidacao da estrutura do alcaloide erisotrina (1).

5.2.3.2 Fragdo Acetato Bésica (FAB)

Inicialmente a fracdo FAB foi submetida a uma CC e, da mesma forma que a fracao
anterior (FEB), verificou-se a presenca de diversos alcaloides e entdo apenas estas fracoes
foram priorizadas para o trabalho.

O cromatograma de HPLC (Figura 35) da fragdo FAB mostra a existéncia varios picos
correspondentes as substancias presentes nesta fragdo. Dentre as substancias principais, foram
isoladas em quantidades suficientes para identificacdo e elucidacdo estrutural os alcaloides
erisotrina (1), ja isolado anteriormente da fracdo FEB e o epieritratidina (50), os quais

correspondem aos picos com tempos de retencdo de 20,84 e 14,99 min, respectivamente.

DAD1 C, Sig=270,4 Ref=360,100 (JANAINA\JANAINA 2012-10-08 16-21-28\007-0701.D)
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Figura 35 - Cromatograma de HPLC da fragdo FAB a A= 270 nm; Condi¢do de eluigdo
descrita no sub item 4.1.3 (pagina 61)

5.2.3.2.1 Erisotrina
Alcaloide que foi isolado nas duas fracbes basicas, FEB e FAB, seu isolamento na

fracdo FAB (paginas 67 e 68) e seus dados de identificagdo de RMN (pagina 71) ja foram

apresentados anteriormente.



5.2.3.2.2. Epieritratidina

O alcaloide alquenoide epieritratidina (50), de formula molecular Ci9H2504N, foi
isolado como um sdlido cristalino esbranquicado. Sua purificacdo foi realizada através de CC
e cristalizacdo com éter etilico, conforme descrito na parte experimental (pagina 69). A
estrutura deste alcaloide foi elucidada ap6s anélises ESI-MS, RMN de 'H e *C uni e
bidimensionais (DEPT 135°, COSY, HSQC e NOESY).

(50)

N&o ha relatos disponiveis sobre as atividades farmacoldgicas do epieritratidina (50).
No cromatograma de HPLC do alcaloide (50) (Figura 36) apds isolamento observa-se

um pico principal com tempo de retencdo 14,58 min, confirmando ser este um dos principais
metabolitos presentes na fragdo FAB.

DAD1 C, Sig=270.4 Ref=360,100 (MAURA\MAURA 2013-01-07 11-50-511009-0901.D)
mAU J
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Figura 36 - Cromatograma de HPLC do epieritratidina (50); Condic&o de eluicdo descrita no
subitem 4.1.3 (pagina 61)
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O espectro de massa ESI (+) do alcaloide epieritratidina (50), conforme a Figura 37

permite a visualizacdo da sua fragmentacdo e do ion molecular com relacdo m/z 332,16

referente a [M + H], sugerindo a formula molecular C1gH2504N.

ACN:H20 1:1 ESCI
JANAA03 ESIPOS 20 (0.188) Cm (17:54)

TOF MS ES+
4.3706

100+ 332.1697
333.1736
149.0167
301.1260
o drd Il ll | Sk I
LRAAN LAALE AL AL LA AGA) ALY LIRS RAAA) LAL] BAAA LAALE EALA] SARLE LELA] LARLE LULA) LALLM RALLS VAR RAAAS LALES RALA BARE LALA SARED LA LALE! RARLY VALE] RARMY LARLD RiAM AARAE LALM LARLE LA LALE
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480

Figura 37 - Espectro de massa ESI(+) do epieritratidina (50)

y Miz
500

A analise do espectro de RMN de 'H (Figura 38) possibilita a observacdo de um

sistema alquénico caracteristico dos alcaloides de plantas do género Erythrina.
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Figura 38 - Espectro de RMN de *H do epieritratidina (50) em CDCl3 a 400 MHz

Expansdes realizadas com este espectro mostram claramente a multiplicidade de cada
hidrogénio conforme pode ser visto nas Figura 39 e 40. A expansdo da regido entre 3,64-7,26
ppm (Figura 39) mostra os singletos localizados a 6,80 e 6,58 ppm referentes aos hidrogénios
H-14 e H-17 ligados ao anel aromatico. Em & 5,58 ppm também observa-se um sinal que
corresponde ao hidrogénio H-1 ligado a um C sp® bem como um multipleto a 4,33 ppm
atribuido ao hidrogénio H-2 ligado a um carbono carbindlico. O sinal do hidrogénio H-3 é
observado a 3,66 ppm (ddd; J= 4,2, 6,8 e 12,4 Hz). Dois sinais em forma de singletos
referentes aos hidrogénios metilicos das metoxilas presentes na estrutura do epieritratidina

aparecem a ¢ 3,83 e 3,82 ppm.



105

7.260
6.800
6.580
5.584

109
Lok

7.00 8.50 8.00 5ED 500 450 4.00
pEm (t1)

Figura 39 - Espectro de RMN de 'H expandido, regiio entre & 3,64-7,26 ppm, do
epieritratidina (50) a 400 MHz

A Figura 40, expanséo da regido entre 1,00-5,50 ppm, permite a visualizagdo de um
sinal em forma de singleto com deslocamento quimico de 3,28 ppm, correspondente aos
hidrogénios da metoxila ligada ao C-3 e varios sinais de hidrogénios diastereotopicos, entre
eles o H-10a (ddd; J=6,9, 11,2 e 14,3 Hz) em 3,45 ppm e H-10b (ddd; J= 1,0, 7,6 e 14,3 Hz)
em 3,14 ppm, H-4a 6 2,29 (dd; J= 4,2 e 12,4 Hz) e H-4b 6 1,63 (t; J= 12,4 Hz), assim como 0
restante dos sinais referentes aos outros grupos metilénicos. Entre estes Gltimos é possivel
observar um sinal a 2,96 ppm na forma de multipleto que corresponde a sobreposi¢do dos
sinais do H-11a e H-8a.
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Figura 40 - Espectro de RMN de 'H expandido, regido entre & 1,00-5,50 ppm, do
epieritratidina (50) a 400 MHz

O espectro homonuclear bidimensional COSY 'H-'H (Figura 41) mostra as
proximidades dos ndcleos, confirmando as posi¢fes dos hidrogénios atribuidos para o
epieritratidina (50). A expansao da regido entre 1,6-4,4 ppm deste mesmo espectro (Figura

42) apresenta claramente o acoplamento entre os hidrogénios do alcaloide 50.
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Figura 41 - Espectro de RMN 2D COSY do epieritratidina (50) em CDCl3 a 400 MHz
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Figura 42 - Espectro expandido de RMN 2D COSY, regido entre & 1,6-4,4 ppm, do
epieritratidina (50) em CDClI;3 a 400 MHz
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O espectro de RMN de **C desacoplado, conforme observado na Figura 43, apresenta
19 sinais referentes aos carbonos do epieritratidina (50). Através deste espectro é possivel
observar os carbonos desidrogenados (C-16, C-15, C-6, C-12, C-13 e C-5), além das
metoxilas em & 56,83 (C-3), 56,13 (C-16) e 55,82 ppm (C-15). O restante dos sinais

correspondem aos grupos metilénicos presentes na estrutura do metabolito 50.

128 444
125337
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e 1115824
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Figura 43 - Espectro de RMN de **C do epieritratidina (50) em CDCl; a 100 MHz

O espectro de DEPT 135° (Figura 44) mostra a presenca de cinco sinais
correspondentes a cinco carbonos metilénicos com amplitude negativa, além de carbonos
metinicos e metilicos. O desaparecimento no espectro de DEPT 135° de seis dos sinais
observados no espectro de RMN de *3C indica a presenca de seis carbonos desidrogenados,

estando assim os dados analisados em concordancia com a estrutura proposta.
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Figura 44 - Espectro DEPT 135° do epieritratidina (50) em CDCl3 a 100 MHz

No espectro de RMN bidimensional heteronuclear HSQC 'Jh.c (Figura 45) sdo
observadas as correlacdes apresentadas entre cada hidrogénio e seu respectivo carbono, além
da distingéo entre carbonos ndo hidrogenados e hidrogenados. A expansdo deste espectro na
regido entre 1,6-4,6 ppm (Figura 46) permite uma melhor visualizacdo das correlagcdes C-H

para a estrutura do alquenoide 50.
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No espectro de RMN 2D NOESY (Figura 47) pode-se observar principalmente as
interacBes espaciais homonucleares *H-"H. O experimento de RMN NOESY do epieritratidina
(50) foi realizado com o propoésito de se obter informagdes importantes a respeito das
interacdes dos hidrogénios ligados aos carbonos quirais C-2 e C-3. A analise dos espectros
NOESY das Figuras 47 e 48 permitiram assim definir a configuracdo destes carbonos e, por
conseguinte, finalizar a andlise confirmando que o metabolito isolado trata-se do
epieritratidina (50), cuja estereoquimica do C-2 é R, e ndo seu epimero eritratidina (29), onde
0 C-2 tem configuracdo absoluta S. Para realizar-se a analise do espectro de RMN NOESY
'H-'H utilizou-se como ponto de partida o sinal do hidrogénio H-1, que apresenta correlacio
com H-2. Este hidrogénio H-2, por sua vez, mostra correlacdo espacial somente com H-1, ndo
se observando correlacdo com H-3, o que indica uma relacdo trans entre H-2 e H-3. A
configuracdo R do carbono C-3 foi confirmada pela forte correlacédo espacial observada entre
H-3 e o hidrogénio aromatico H-14, indicando que estes hidrogénios encontram-se muito
proximos no espaco. As demais correlacbes importantes podem ser observadas no espectro
NOESY 'H-'H, Figura 47.
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Na Tabela 10 sdo descritos os dados de RMN *H e **C obtidos para o epieritratidina

(50) em comparagdo com dados disponiveis na literatura.

Tabela 10 - Dados de RMN de *H (400,13 MHz) e **C (100,62 MHz) do epieritratidina (50)
em CDCl3

Posicéo 8 'H (ppm); J (Hz) 8 'H (ppm); I (Hz) & °C (ppm) & *C’(ppm)
1 5,58 (M) 5,80 (5) 121,09 125,3
2 4,33 (m) 4,20 (m) 72,93 71,36
3 3,66 (ddd; 4,2, 6,8 e 12,4) 3,60 (4,3¢e12,0) 81,28 80,17
4 2,29 (dd; 4,2 e 12,4; Ha) 2,40 (dd; 4,0 e 12,0; 39,70 37,76
1,63 (t; 12,4; Hb) Ha)
1,75 (t; 12,0; Hb)
5 - - 64,41 66,99
6 - - 144,43 139,3
7 2,40 (m; Ha) 2,54 (m; Ha) 26,88 25,60
2,23 (m; Hb) 2,36 (m; Hb)
8 2,96 (m; Ha) 3,26 (m; Ha) 46,50 46,74
2,70 (m; Hb) 3,07 (m; Hb)
9 - - - -
10 3,45 (ddd; 6,9, 11,2 e 14,3 3,67 (dd; 7,0 e 2,8; 40,22 40,09
Ha) Ha) 3,36 (m; Hb)
3,14 (ddd; 1,0, 7,6 e 14,3;
Hb)
11 2,96 (m; Ha) 3,12 (m; Ha) 21,53 20,85
2,55 (dd: 6,9 e 17,1; Hb) 2,91 (m; Hb)
12 - - 128,44 123,80
13 - - 125,33 124,40
14 6,80 (s) 6,80 () 111,62 110,80
15 - - 146,85 147,40
16 - - 148,09 149,40
17 6,57 (s) 6,78 (s) 112,26 112,40
OCH34-3 3,28 (s) 3,30 (8) 56,83 56,45
OCHs;-15 3,82 (s) 3,76 (s) 55,82 55,51
OCH,-16 3,83 () 3,78 (s) 56,13 55,14

8 'H* e *C* do epiritratidina (50) em CD;0D a 400 MHz conforme Beltran et al. (2012)™*
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A comparacdo entre os dados de ponto de fusdo e rotacdo Optica obtidos para o
composto epieriratidina (50) isolado neste trabalho e os dados relatados pela literatura para o
mesmo composto e para seu epimero eritratidina (29) é mostrada na Tabela 11. Os resultados
obtidos confirmam que o composto isolado no presente trabalho é alcaloide epieritratidina
(50), uma vez que os valores apresentados se aproximam muito dos referentes a ele na

literatura.

Tabela 11 - Ponto de fusdo e rotacdo optica do epieritratidina (50)

Alguenoide PF [a]o
Epieritratidina 65-67 °C +89° (c 0,12, CHCly)
Epieritratidina* 67-68 °C +142° (¢ 0.14, CHCl,)
Erithratidina* 120- 121 °C +258° (¢ 0.58, CHCl,)

*Conforme Barton et al. (1973)™"°

5.2.3.3 Fracdo Etérea Acida (FEA)

A fracdo FEA foi inicialmente cromatografada em coluna e suas diversas fragdes
foram analisadas e reunidas por similaridade através de CCD com o uso de lampada UV 254 e
365 nm e solucdo de anisaldeido seguida de aquecimento, resultando entdo em 23 fracgdes.
Considerando o pouco tempo restante para a conclusdo deste trabalho, foram trabalhadas
individualmente apenas algumas fragdes.

Assim, as fracdes 2 (F 13-16; 13 mg), 3 (F 17-27; 106 mg), 4 (F 28-37; 176 mg), 5 (F
38-46; 80 mg), 6 (F 47-51; 46 mg), 7 (F 52-55; 1,19 g), 8 (F 56-62; 1,65 g), 9 (F 63-65; 583
mg), 10 (F 66-84; 1,3 g), 12 (F 92-140; 1,8 g) e 16 (F 160-175; 270 mg) foram trabalhadas
exaustivamente, através de sucessivas técnicas CC, CCDP, MPLC, precipitacdo e
cristalizacdo, buscando desta forma, o isolamento dos metabdlitos presentes em cada fragdo.
Entretanto, apesar de todas as tentativas de purificacdo dos metabdlitos, foi possivel isolar e
identificar dois compostos, o estigmasterol (70) e lupeol (71), ambos isolados da fracdo 8 (F
56-62), conforme descrito na parte experimental (pagina 69)

No caso das fracOes citadas anteriormente, de onde ndo obteve-se o0 isolamento de
compostos, durante a realizagdo do trabalho, as quantidades finais obtidas de algumas fragoes
ou ndo eram suficientes para a identificagcdo da estrutura ou ainda apresentavam-se impuras
em pequenas quantidades, ndo havendo como continuar os processos de purificacdo. O que

sugere a necessidade de uma maior quantidade inicial de planta, de modo que se obtenha
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maior quantidade de extrato bruto e fragdes, possibilitando desta forma, isolar compostos em
quantidades suficientes para serem identificados. Além disso, a presenca de inUmeras
substancias fluorescentes e muitos pigmentos verificados em todas as fracdes trabalhadas
também dificultaram a purificacdo dos metabolitos secundarios presentes na fracdo FEA da

planta em estudo.

5.3 Ensaios biologicos farmacologicos

5.3.1 Atividade antimicrobiana in vitro

Com o intuito de analisar a atividade antimicrobiana dos extratos, fracdes e compostos
isolados da espécie E. crista-galli realizou-se este ensaio, através do método de microdilui¢éo
em caldo, conforme descrito na parte experimental, paginas 72 a 74, utilizando-se bactérias e
fungos que fazem parte do grupo das infec¢bes oportunistas, frequentemente encontrados em
pacientes cujo sistema imunoldgico apresenta baixa resisténcia.

Foram medidas a CIM, ou seja, menor concentracdo testada de uma substancia capaz
de inibir o crescimento de micro-organismos, bem como a CLM, que estd associada a
capacidade letal minima que essas mesmas substancias sdo capazes de exercer sobre 0s micro-
organismos testados.

A Tabela 12 mostra os valores referentes aos resultados da atividade antimicrobiana

realizada com as amostras de E. crista-galli testadas frente as bactérias.
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Tabela 12 - Atividade antibacteriana dos extratos brutos, fracbes e metabolitos isolados de E. crista-galli
CIM (ug/mL)
Bactérias Gram-Positivas Bactérias Gram-Negativas
Amostras Sa Bs Bc Es Ea Ec Etc Pa Bkc Ss St

CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM

EBH 125 250 250 >250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 125 250 250 250 250 250 250 N/T
EBM 62,5 125 62,5 125 62,5 62,5 31,2 125 125 >250 250 250 31,2 125 62,5 250 >250 - 62,5 250 31,2 250
FEA >250 - 31,2 125 62,5 62,5 31,2 125 125 250 125 250 31,2 62,5 125 250 62,5 62,5 125 250 125 250
FEB 62,5 250 250 >250 125 250 62,5 625 250 >250 125 250 125 250 125 250 250 250 125 250 125 >250
FAB 125 >250 125 >250 125 250 125 125 125 250 125 250 125 250 125 250 125 125 125 250 125 250
Estigmasterol 50 >100 100 >100 100 >100 125 100 100 >100 100 >100 100 >100 50 100 25 >100 100 >100 100 >100
Lupeol >100 - 100 >100 100 100 25 100 50 100 50 50 50 100 25 50 >100 100 50 - 50 100
Erisotrina 50 100 100 >100 50 100 25 100 50 100 50 100 25 100 50 100 100 100 50 100 50 100
Epieritratidina 50 >100 >100 - 50 >100 25 >100 100 >100 50 >100 50 50 50 >100 25 >100 50 >100 50 >100
Ampicilina 0,77 50 0,77 50 50 50 25 50 50 50 3,1 25 50 50 25 50 50 50 25 50 0,77 0,77

Azitromicina 0,77 50 0,77 0,77 1,55 1,55 1,55 6,2 12,5125 1,55 3.1 0,77 1,55 12,5 25 1,55 3.1 3,131 3,162
Levofloxacina 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77  O,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77  O,770,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77

®ATCC (American Type Culture Collection): Sa-Staphylococcus aureus; Bs-Bacillus subtilis; Bc-Bacillus cereus; Es-Enterococcus spp.; Ea-Enterobacter aerogene; Ec-Escherichia
coli; Etc-Enterobacter cloacae; Pa-Pseudomonas aeroginosa; Bkc-Burkholderia cepacia; Ss-Shigella sonnei; St-Salmonella typhimurium;
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Os dados apresentados na Tabela 12 demonstram que a maioria das amostras possuli
potencial antimicrobiano em alguma extensdo. Os resultados obtidos inicialmente com os
extratos brutos e fragdes mostraram que o EBH apresentou valores de CIM > 125 pg/mL e
CLM > 250 pg/mL, o que demonstra que ele ndo apresenta efeito antimicrobiano
consideravel, assim como a fragdo FAB que exibiu uma CIM de 125 pg/mL e CLM > 125
pg/mL. JA& o EBM mostrou grande potencial para inibir o crescimento de quase todas as
bactérias testadas, com CIM entre 31,2 e 62,5 pg/mL, sendo a CIM de 31,2 pg/mL para
Enterococcus spp., E. cloacae e S. typhimurium.

As fragOes obtidas a partir do EBM, FEA e FEB, também se mostraram ativas, sendo
que a fracdo FEA apresentou CIM entre 31,2 e 62,5 pug/mL para quase todas as bactérias
Gram-positivas testadas e também para algumas bactérias Gram-negativas. A fracdo FEB foi
ativa contra o crescimento microbiano apenas para as bactérias Gram-positivas S. aureus e
Enterococcus spp., com CIM de 62,5 pg/mL.

ApOs a obtencdo destes resultados, os compostos isolados também foram testados.
Pela Tabela 12, é possivel observar que os metabolitos estigmasterol (70) e lupeol (71) sdo
muito ativos como inibidores do crescimento bacteriano, principalmente contra a bactéria
Enterococcus spp., onde as CIMs medidas foram de 12,5 pg/mL e 25ug/mL, respectivamente.
Os resultados obtidos para estes compostos frente a esta estirpe bacteriana ndo haviam sido
relatados até o momento. O estigmasterol (70) também inibiu significativamente o
crescimento bacteriano de B. cepacia em 25 pg/mL e de S. aureus em 50 pg/mL. Estudos
recentes tém relatado o estigmasterol (70) como composto antimicrobiano contra algumas

165 relatou esta atividade contra S. aureus e S. entérica e

cepas bacterianas. Tao et al. (2013)
Tanaka et al. (2013)*® contra as bactérias S. aureus e E.coli. Os resultados obtidos contra o
crescimento de S. aureus estdo de acordo com o que foi encontrado neste trabalho.

No caso do triterpeno lupeol (71), ele também se mostrou ativo contra o crescimento
de P. aeroginosa (CIM de 25 pg/mL) e E. aerogene, E. coli, E. cloacae, S. sonnei, S.
typhimurium, com CIM de 50 pg/mL para todas as bactérias citadas. Relatos da literatura tém
demonstrado um grande potencial antimicrobiano por parte do lupeol (71). Entretanto, em
estudo realizado por Mathabe et al. (2007)*’, o refererido composto apresentou CIM de >200
pg/mL contra P. aeroginosa, E. coli, S. typhimurium e S. sonnei, mostrando assim pouco
efeito antimicrobiano. Estes dados ndo estdo de acordo com os resultados significativos
encontrado neste trabalho diante dos mesmos micro-organismos, possivelmente devido a

alguma diferenca de resisténcia das cepas utilizadas em ambos os trabalhos.
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Os alcaloides isolados das fracBes basicas também se mostraram bons
antimicrobianos, apresentando valores de CIM entre 25 e 50 pg/mL. Tanto erisotrina (1)
quanto epieritratidina (50) foram ativos frente a maioria dos micro-organismos testados,
sendo que a bactéria B. subtilis foi a Unica resistente aos dois alcaloides. E importante
destacar o potencial antibacteriano destes alcaloides frente as bactérias Gram-negativas, ja
que estas geralmente s&o muito resistentes ao uso de medicamentos antimicrobianos e
configuram um sério problema clinico, resultando numa significativa morbidade e
mortalidade em todo 0 mundo.

De uma forma geral, a bactéria Enterococcus spp. foi a mais sensivel frente a
capacidade antimicrobiana das substancias testadas e a E. aerogene foi a bactéria mais
resistente diante das amostras testadas como antimicrobianas.

No que se refere a avaliacdo da CLM, relacionada diretamente com a CIM, uma
substancia sé pode ser considerada letal quando a CLM medida possui um valor de até quatro
vezes o0 valor da CIM. No caso das bactérias estudadas, é possivel se observar que
praticamente todas as amostras que inibiram o crescimento bacteriano em concentragdes
baixas, também foram letais, ou seja, além de inibir o crescimento elas também causaram a
morte dos micro-organismos.

E valido ressaltar que o EBM foi letal para todas as bactérias, com exce¢do da S.
typhimurium. O estigmasterol (70) apresentou a CIM mais baixa de todo experimento frente a
Enterococcus spp., porém mostrou ser apenas inibidor do seu crescimento, ja que nao exibiu
efeito de letalidade sobre a bactéria. O alcaloide epieritratidina (50) foi letal frente todas as
bactérias testadas, com exce¢do de Enterococcus spp. e B. cepacia. O restante das amostras
testadas que apresentaram potenciais para a inibicdo do crescimento bacteriano também
apresentaram efeito letal, demonstrando assim o grande potencial antimicrobiano que o0s
extratos, fracdes e compostos isolados de E. crista-galli apresentam.

Ainda pela Tabela 12, é possivel observar que o EBM, as fracdes FEA e FEB e o0s
compostos isolados estigmasterol (70), lupeol (71), erisotrina (1) e epieritratidina (50) frente a
algumas cepas bacterianas (B. cereus, Enterococcus spp., E. aerogene, E. cloacae, P.
aeroginosa, B. cepacia e S. sonnei) apresentaram resultados de CIM muito préximas, iguais e
até mesmo menores que a ampicilina, um dos padrdes utilizados no ensaio. No caso dos
metabolitos isolados todos apresentaram uma CIM menor ou igual a do padrdo citado
anteriormente, indicando desta forma, uma acdo antibacteriana muito significativa desses

compostos na inibicdo do crescimento destas bactérias.



119

O potencial antifungico das amostras de E. crista-galli frente a cinco fungos também

foi testado e é apresentado na Tabela 13.

Tabela 13 - Atividade antifingica dos extratos brutos, fracdes e metabolitos isolados de E.
crista-galli

CIM (ug/mL)
Fungos
Amostras Ca Ct Cn Cg Sc

CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM

EBH 250 250 250 250 62,5 62,5 >250 - 250 250
EBM 250 >250 >250 - 31,2 62,5 >250 - >250 -
FEA 250 >250 250 250 31,2 62,5 >250 - 250 >250
FEB 250 >250 >250 - 62,5 125 125 125 >250 -
FAB 250 >250 250 >250 62,5125 125 125 250 >250
Estigmasterol 100 >100 >100>100 50 50 >100 - >100 -
Lupeol 100 100 100 100 25 25 >100 - 100 100
Erisotrina 100 100 100 >100 25 50 25 25 100 100
Epieritratidina 50 >100 >100 - 25 >100 50 100 >100 -
Nistatina 0,77 3.1 1,52 3,1 1,52 3,1 31 31 1,52 3,1

®ATCC (American Type Culture Collection): Ca-Candida albicans, Ct-Candida tropicalis; Ck-Candida krusei;

Cp-Candida parapslosis; Cn-Cryptococcus neoformans; Cg-Cryptococcus gatti; Sc-Sacharomyces cerivisae

Assim como com as bactérias, todas as amostras testadas apresentaram alguma
atividade antifungica. Pela Tabela 13, observa-se que o fungo C. neoformans teve seu
crescimento inibido por todas as amostras testadas. O lupeol (71), a erisotrina (1) € 0
epieritratidina (50) apresentaram a menor concentracdo fungicida (25 pg/mL), sendo estes trés
compostos 0s mais ativos frente a este micro-organismo. O alcaloide erisotrina (1) mostrou-se
também ativo contra C. gatti, com uma CIM de 25 pg/mL e o epieritratidina (50) demonstrou
ainda, atividade antifungica contra C. albicans e C. gatti, ambos apresentando CIM de 50
pug/mL.

O estudo realizado por Shai et al. (2008)**®® mostrou o triterpeno lupeol (71) com fraca
atividade inibitdria frente aos fungos C. neoformans e C. albicans. Os resultados obtidos neste
trabalho em relacdo a C. albicans estdo de acordo com o observado por Shai et al. (2008). Ja

no caso do fungo C. neoformans, os dados séo conflitantes, pois no presente estudo observou-
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se que o lupeol apresenta CIM de 25 pg/mL, sendo considerado ativo contra o crescimento de
tal micro-organismo.

Em relacdo a CLM frente aos fungos testados, pode-se observar que somente o
metabolito epieritratidina (50) ndo apresentou letalidade significativa frente ao C.
neoformans, apesar de exibir CIM satisfatoria como inibidor do crescimento deste fungo. As
demais amostras apresentaram potencial como inibidores do crescimento de fungos e também
se mostraram letais para 0S mesmos.

E possivel concluir pelos resultados obtidos que E. crista-galli apresenta um grande
potencial antimicrobiano principalmente frente as bactérias, ja que tanto os extratos brutos,
quanto as fracbes e 0s metabdlitos isolados apresentaram CIM e CLM com valores
satisfatorios para tal atividade.

Vale destacar também a atividade antimicrobiana muito significativa exibida pelos
metabdlitos puros extraidos da planta em estudo, especialmente a atividade exibida pelos
alcaloides testados, pois além de inibirem o crescimento, estas substancias também se
apresentaram letais para 0s micro-organismos, o que pode demonstrar uma perspectiva no
desenvolvimento de medicamentos antimicrobianos a partir das amostras testadas. E
interessante destacar ainda que ndo foram encontrados na literatura estudos referentes aos
extratos brutos, fracdes e alcaloides isolados de E. crista-galli que tenham exibido a atividade
antimicrobiana demonstrada neste trabalho.

5.3.2 Ensaios enzimaticos

5.3.2.1 Avaliagdo das atividades de inibi¢do enzimatica

O desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia em conjunto com o interesse em se
confirmar o conhecimento da medicina popular, ttm propiciado intensas pesquisas com
relacdo ao potencial terapéutico e ao uso recorrente de plantas medicinais. As plantas séo
importantes produtoras de compostos biologicamente ativos e com iSso a natureza se constitui
em uma fonte inestimavel de produtos naturais com ampla diversidade quimica de interesse
para o tratamento de varias doengas. 1"

Neste contexto, extratos de plantas medicinais tém sido amplamente relatados como
objeto de estudo no tratamento de desordens associadas com o sistema nervoso central (SNC).

Vérios indicios demonstraram que estes extratos podem ser veiculos carreadores de
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importantes substancias ativas, onde se incluem, por exemplo, as substancias inibidoras da
AChE.*®

Plantas pertencentes ao género Erythrina (Fabaceae), que possuem ampla distribuicao
nas regides tropicais do mundo, tém sido investigadas principalmente pela significativa
presenca de alcaloides como principais metabolitos secundarios. Na india, extratos
alcaloidicos de diferentes partes de espécies de Erythrina tém sido utilizados na medicina
indigena. Varios efeitos farmacoldgicos incluindo efeito adstringente, sedativo, hipotensivo,
efeitos de bloqueio neuromuscular e depressor do SNC, laxante e propriedades diuréticas
foram relatados para este tipo de extrato.'’**"4173

Considerando entédo, o potencial das plantas para a descoberta de novos inibidores das
enzimas POP, DPP-IV e AChE, os extratos brutos, as fracdes e os compostos isolados de E.
crista-galli foram testados frente a estas enzimas. O ensaio de inibicdo enzimatica referente a
cada enzima foi realizado conforme foi descrito na parte experimental, paginas 75 a 77.

Na Tabela 14, séo apresentados os valores de inibicdo dos extratos brutos e fragdes

obtidas para as enzimas testadas.

Tabela 14 - Atividade inibitoria dos extratos brutos e fragdes testadas de E. crista-galli frente
as enzimas POP, DPP-1V e AChE

Amostra POP DPP-1V AChE
[200 pg/mL] (% inibic&o) (% de inibigéo) (% inibic&o)
EBH 78,16 N/A N/A
EBM 96,30 31,00 N/A
FEA 96,00 47,00 3,42
FEB 75,30 8,36 N/A
FAB 90,00 48,01 1,40
Controle
Z-prolil-prolinal 4,9 x 10°%* - -
Isoleucina tiazolida - 0,52** -
Eserina - - 96,80***

* |Csp POP (UM) ** ICso DPP 1V (UM) *** % AChE (inibidor testado na concentracdo de 125 pM)

A Tabela 14 mostrou o grande potencial inibidor do EBM e suas fragdes,
pricipalmente a fragdo FEA, frente a enzima POP. Em relagéo as enzimas DPP-1V e AChE, é

possivel observar que as amostras testadas nao apresentaram potencial inibidor significativo.
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Embora as fracfes FEA e FAB tenham apresentado um percentual de inibigo proximo a 50%
para a DPP-1V, estes valores ndo séo significativos ja que neste screening inicial as amostras
foram testadas numa concentracdo considerada bastante elevada (200 pug/mL).

A partir dos resultados relevantes obtidos nos ensaios de inibi¢cdo enzimatica da POP,
foram testadas as substancias puras. Apesar dos resultados do screening inicial ndo terem sido

satisfatorios em relacdo a inibicdo da DPP-IV e AChE por estas substancias, também

realizou-se uma avaliacdo das mesmas, conforme demonstra a Tabela 15.

Tabela 15 - Atividade inibitéria dos metabdlitos isolados de E. crista-galli frente as enzimas
POP, DPP-1V e AChE

Amostra POP DPP-1V AChE
[250 uM] (% inibicé&o) (% de inibigéo) (% inibicéo)
Estigmasterol 17,93 44,24 3,44
Lupeol N/A N/A N/T
Erisotrina 46,00 N/A N/A
Epieritratidina 12,30 N/A N/A
Controle
Z-prolil-prolinal 4.9 x 10°* - -
Isoleucina tiazolida - 0.52** -
Eserina - - 96,82***

* |Csg POP (UM) ** ICsq DPP 1V (UM) ***% AChE (inibidor testado na concentracdo de 125 uM)

Analisando os resultados da Tabela 15 observa-se que nenhum dos compostos puros
apresentou potencial de inibicdo para as enzimas testadas. Algumas amostras mostraram-se
ndo ativas (N/A) e outras apresentaram um percentual de inibicdo bastante baixo para ser
considerado significativo diante da concentragdo testada.

Neste trabalho foi observado que n&o é possivel relacionar os valores de inibicdo da
POP encontrados para os extratos brutos e frages diretamente com a presenga dos compostos
isolados a partir dos mesmos. Assim, os metabdlitos estigmasterol (70) e lupeol (71), ambos
extraidos do EBH e da fracdo FEA, quando puros ndo se mostraram bons inibidores da POP,
0 que indica ndo serem eles os responsaveis pela inibi¢cdo da enzima em questdo. Esse mesmo
fato pode ser observado em relacdo aos dois alcaloides isolados das fragfes bésicas. A fracdo
FAB, que continha erisotrina (1) e epieritratidina (50), apresentou consideravel poder de

inibicdo, contrariamente ao observado quando foram testados os alcaloides em forma pura. A
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fracdo FEB, de onde se extraiu apenas o alcaloide erisotrina (1), também apresentou um valor
de inibicdo moderado, sendo que este alcaloide majoritario na fracdo quando analisado
isoladamente ndo foi inibidor da POP.

A fracdo FEA apresentou um percentual de inibicdo da POP de 96%. Desta fracao
foram isolados e identificados somente o estigmasterol (70) e o lupeol (71), sendo que foi
verificado que estes ndo sdo responsaveis pela inibicdo da enzima. Assim, fazendo-se um
screening frente a POP das principais fracdes obtidas do fracionamento em coluna
cromatografica da fracdo FEA (Tabela 16), verificou-se a presenca de fracbes com

significativa atividade inibit6ria desta enzima.

Tabela 16 - Atividade inibitoria frente a enzima POP das principais fracdes obtidas a partir da
CC da fracdo FEA

Fracdo FEA POP
[200 mM] (% inibicéo)
F 52-55 97,67
F 56-62 97,58
F 63-65 97,98
F 66-84 98,40
F 85-91 97,56
F 92-140 97,96
F 143-148 94,57
F 160-175 71,76
F 193-213 95,95
F 224-227 46,54
F 228-233 77,04
Controle? 97,17

“Controle: Acido Clorogénico (na concentracao de 200uM)

Analisando a Tabela 16 observa-se o enorme potencial inibidor da fracdo FEA frente a
POP, dado que praticamente todas as fracdes mostraram grande potencial de inibicdo desta
enzima. A fracdo 66-84 apresentou um percentual de inibicdo de 98%, maior que o valor
exibido pelo padrdo utilizado no ensaio, que foi de 97%. A fracdo F 56-62, de onde foram
isolados o estigmasterol (70) e o lupeol (71), apresentou alto valor de inibigdo (97%)
comparavel ao padréo, o que € um claro indicio de que ha outro(s) metabdlito(s) ainda nédo
identificado(s) presente(s) nesta fracdo que apresentam atividade inibitoria contra a POP.
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As fragdes F 52-55, F 63-65, F 66-84, F 92-140 e F 160-175 foram trabalhadas até a
exaustdo e, no entanto, as quantidades finais obtidas ndo foram suficientes para a total
purificacdo e posterior identificacdo das substancias presentes.

A partir das todas as analises realizadas, pode-se concluir que a planta E. crista-galli
possui um grande potencial para inibir a enzima POP, porém, é necessario o isolamento dos
demais metabdlitos secundarios presentes nesta planta, principalmente da fracdo etérea &cida
(FEA) além dos que foram isolados neste trabalho, para que se descubra quais substancias séo
responsaveis pela significativa atividade enzimatica observada, ou bem que se constate que

isto € resultado do sinergismo que ocorre entre 0s metabdlitos que estdo presentes na planta.

5.3.3 Atividade antitumoral in vitro

5.3.3.1 Atividade antitumoral

O cancer de colorretal abrange tumores que acometem um segmento do intestino
grosso (colon) e o reto. Na maioria dos casos € um cancer tratavel e curavel se for
precocemente diagnosticado. Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima-se que
tenham ocorrido 14.190 novos casos de cancer colorretal no ano de 2012. Na regido Sul, o
cancer do colon de reto em homens, é o terceiro tipo de cancer mais frequente e, nas mulheres
é 0 segundo. Portanto, a descoberta de produtos naturais ativos com atividade antiproliferativa
é de grande interesse no tratamento deste tipo de cancer. Neste contexto a linhagem comercial
HT29 vem sendo utilizada como modelo experimental para averiguar o efeito anticancerigeno

de extratos de plantas contra o cancer colorretal **417°

Entre estes estudos existem trabalhos, como realizado por Still et al. (2013)'" que
avaliaram o efeito de alcal6ides isolados da planta Microcos paniculata nas células tumorais
HT29 e que mostraram efeito anticarcinogénico.

A partir dessa reflex&o, buscamos analisar o potencial antitumoral da casca do caule de
E.crista-galli testando o EBM, fragdes (FEA, FEB e FAB) e alcaloides isolados (erisotrina e
epiritratidina) da respectiva planta.

Geralmente em estudos para averiguar a atividade antitumoral de um dado extrato,
fracdo ou composto puro, € utilizado o ensaio espectrofotométrico do MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromida (MTT). Porém, existem evidéncias de que
algumas substancias como polifendis podem interferir nos resultados pela reacdo com o0s

compostos do teste, em especial 0 Formazan.'”’
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Um estudo inicial realizado com as amostras aqui investigadas mostrou uma grande
variacdo nos resultados do ensaio do MTT. Além disso, neste trabalho foram feitos ainda,
estudos pilotos que analisaram a atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) produzida
pelas celulas HT29. Este teste enzimético tem sido utilizado no estudo da atividade
antitumoral de diversos tipos de neoplasias. Todavia, o cancer colorretal apresenta uma
atividade alta desta enzima e, novamente os resultados obtidos foram bastante varidveis. Por
este motivo, optou-se pela avaliacdo da concentracdo de dfDNA, considerada uma medida
direta da quantidade de células presentes em um determinado meio de cultura.

Para tanto foi utilizado o corante DNA PicoGreen que é um reagente fluorescente,
estavel e que possui alta afinidade pelo DNA dupla-fita (dfDNA) e baixa afinidade por
moléculas de DNA simples-fita, RNAs e nucleotideos. Deste modo € possivel quantificar
indiretamente a quantidade de células. O principal fator limitante no uso desta medida € que
ndo podem ser quantificadas as células que estdo em processo inicial de apoptose. Apesar
desta limitacdo, 0 método do PicoGreen € muito empregado para avaliacdo de atividade
antitumoral, sendo os resultados obtidos no presente trabalho bastante promissores.*’

O ensaio antitumoral foi realizado conforme descrito na parte experimental (paginas
77 a 79). Inicialmente, o EBM foi avaliado nas células de cancer colorretal HT29. Como pode
ser observado na Figura 49, o extrato apresentou atividade prd-carcinogénica, estimulando a
proliferacdo tumoral nas primeiras 24 horas de exposicdo de um modo concentracao-
dependente. Entretanto, este resultado foi completamente revertido quando os seus efeitos
antitumorais foram avaliados ap06s 72 horas de exposi¢cdo. Em todas as concentracdes do EBM
foi observada uma diminuicdo de aproximadamente 75% na taxa de proliferacdo das células

de cancer colorretal indicando efeito antitumoral.
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Figura 49 - Efeito antitumoral do extrato (EBM) da planta E. crista-galli na viabilidade e na
taxa de proliferacdo celular da linhagem de céancer colorretal HT29. As diferencas foram
comparadas por analise de variancia seguida de teste post hoc de Tukey. *p < 0.05; **p <
0,01 e ***p < 0,001

Os efeitos das fracdes FEA, FEB e FAB sobre a linhagem de células HT29 também
foram analisados. Ensaios pilotos mostraram que a fragdo FEA ndo apresentou nenhum tipo
de atividade anticarcinogénica. J& nas fracBes basicas, um efeito antitumoral foi constatado,
embora tenha sido bastante baixo tanto nas 24 quanto nas 72 horas. Os melhores resultados
foram obtidos ap6s 24 horas de exposicdo, onde na concentracdo de 1 pg/mL as fracGes FEB
e FAB diminuiram em 10% as células tumorais e ap6s 72 horas, onde na concentracdo de 1
pg/mL a fracdo FAB continuou a apresentar efeito antitumoral enquanto que na concentracéo
de 0,03 pg/mL a fracdo FEB ja mostrou tal efeito. Por este motivo, foi realizado um novo
teste com a adicdo concomitante das duas fracdes basicas diluidas nas concentracdes em que
apresentaram acdo antitumoral.

Os resultados apresentados na Figura 50 mostraram que as duas fragcfes combinadas
diminuiram significativamente a concentracao de células HT29 apds 24 horas de exposi¢do. O
uso em combinacdo de 1 pg/mL FAB + 1 pg/mL FEB provocou uma diminuicdo de 22,2%
das células tumorais (quando comparado com o controle), enquanto que com 0O USO
combinado de 1 pug/mL FAB + 0,03 pg/mL FEB observou-se uma diminuicdo de 17,6%,
indicando que estas fragcOes combinadas apresentam discreto efeito antitumoral na viabilidade
das células HT29. Entretanto, quando se analisou a acao antiproliferativa (FAB-FEB 72 horas,
Figura 50), as fracOes apresentaram efeito significativamente elevado. Em ambas as
combinac0es a inibicdo da proliferacao celular foi de 74-76% quando comparada com 0 grupo
controle.
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Figura 50 - Efeito antitumoral da combinagéo das fracbes FAB e FEB da planta E. crista-galli
na viabilidade e na taxa de proliferacdo celular da linhagem de cancer colorretal HT29. As
diferencas foram comparadas por analise de variancia seguida de teste post hoc de Tukey.
***p < 0,001

Por fim, foi testada a contribuicdo dos alcaloides isolados de E. crista-galli, erisotrina
(1) e epieritratidina (50) no efeito antitumoral observado no presente trabalho. Como pode ser
verificado na Figura 51, o efeito do alcaloide erisotrina (1) nas células de cancer colorretal
apos 24 horas de exposicéao foi de estimulo do crescimento celular em todas as concentragdes
testadas. J& o alcaloide epieritratidina (50), no mesmo periodo apresentou estimulo de
crescimento tumoral na concentra¢do mais baixa (0,03 pg/mL) e um claro efeito inibitério no
crescimento celular na concentracdo de 0,1 pg/mL. As concentracdes mais altas néo
apresentaram nenhum efeito significativo nas células HT29 ap6s 24 horas de exposi¢do. Em
72 horas pode-se verificar que os dois alcaloides apresentaram efeito antiproliferativo elevado
em todas as concentracOes testadas, sendo que a erisotrina (1) apresentou efeito
antiproliferativo maior contra o crescimento celular na concentragdo de 0,1 pg/mL e o

epieritratidina (50) na concentragdo de 0,03 pg/mL.
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Figura 51 - Efeito antitumoral da combinacdo dos alcaloides isolados, erisotrina (1) e
epieritratidina (50), da planta E. crista-galli na viabilidade e na taxa de proliferacdo celular
da linhagem de cancer colorretal HT29. As diferencas foram comparadas por andlise de

variancia seguida de teste post hoc de Tukey. ***p < 0,001

Os resultados obtidos sugerem que tanto o EBM quanto a combinacéo das fracdes
FAB e FEB e o alcaloide epieritratidina (50) possuem uma alta atividade antitumoral contra o
cancer de coloretal através da inibicdo da proliferacdo celular apos 72 horas de exposigéo.
Estes resultados devem ser confirmados com ensaios complementares.

Estudos recentes realizados com plantas do género Erythrina tém apontado fortes
indicios sobre o potencial antitumoral deste género frente a diferentes linhagens de células
tumorais.*®1"

Iranshahi et al. (2012)°? avaliaram os efeitos citotéxicos de flavonoides e alcaloides
isolados de E. vespertilio, dentre estes Gltimos, o erisotrina (1), que exibiu atividade contra

células do cancer de préstata (PC3). Mohammed et al. (2012)'*° também relataram a
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citotoxicidade moderada contra as células neoplasicas HEP-G2 e HEP-2 para o alcaloide (1) e

.18 testaram as células de

outros alcaloides isolados de E. abyssinica Lam. Em 2008, Cui et a
cancer colorretal com chalconas isoladas da espécie E. abyssinica, que exibiram atividade
citotoxica de moderada a fraca frente a esta linhagem cancerosa.

Contudo, ndo existem relatos de ensaios antitumorais realizados com a planta E.
crista-galli frente as células HT29. Sendo assim, os resultados obtidos neste trabalho séo

inéditos para 0 EBM, fraces e principalmente alcaloides isolados.



6. CONCLUSAO

Os dados obtidos a partir da analise fitoquimica realizada com a espécie E. crista-
galli, pertencente a familia Fabaceae permite concluir que:

- a especie é bioprodutora de varios alcaloides que possuem nucleo caracteristico,
sendo que foi possivel isolar e identificar o dienoide erisotrina (1) e o alquenoide
epieritratidina (50) das fracdes béasicas (FEB e FAB) do EBM. Este é o primeiro relato na
literatura sobre o isolamento de (1) a partir da casca de E. crista-galli. Foram isolados
também do EBH e da fracdo FEA (EBM) o fitoesterol estigmasterol (70) e o triterpeno lupeol
(71)

- a avaliacdo da atividade antimicrobiana frente as diversas estirpes de micro-
organismos dos extratos, fracfes e compostos isolados mostraram um potencial significativo
com relacdo ao EBM, fracdes (FEA, FEB e FAB) e metabolitos isolados. Cada amostra
testada exibiu algum potencial antimicrobiano frente as bactérias e fungos testados

- 0 potencial de inibicdo das amostras (extratos, fracbes e compostos isolados) de
E.crista-galli foi testado frente as enzimas POP, DPP-IV e AChE. Os resultados mais
satisfatorios foram obtidos com o EBM e suas fracOes, e destas, a fracdo FEA foi a que se
mostrou mais ativa frente a POP. Com a enzima DPP-1V apenas o EBH apresentou um
resultado expressivo enquanto que frente a enzima AChE nenhuma amostra apresentou algum
potencial para inibi-la

- quanto a atividade antitumoral medida contra as células HT29 (colorretal), o0s
resultados obtidos demonstram que o EBM, a combinacéo das fraces basicas FEB e FAB e 0
alcaloide epieritratidina (50) possuem significativo poder de inibicdo da proliferacdo celular
apos 72 h de exposicdo, sugerindo assim um efeito antitumoral destas amostras frente a esta
linhagem

- 0s resultados significativos obtidos durante a andlise fitoquimica de E. crista-galli
remetem a necessidade de que outros compostos sejam isolados desta espécie e que alguns
ensaios sejam refeitos de forma que possa confirmar as atividades farmacoldgicas exibidas

pela planta neste estudo.
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