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Resumo

Diante da problematica das doencas infecciosas, principalmente as causadas por
microorganismos resistentes a antibioticos, muitos esforcos vem sendo feitos na tentativa de
combater estas infecgOes. As pesquisas em bioprospec¢do vém ganhando destaque neste
cenario, pois muitos estudos envolvendo produtos naturais e drogas convencionais tém
demonstrado resultados eficazes na modificacdo desta resisténcia. Erythroxylum revolutum é
endémica do Nordeste do Brasil e utilizada por povos tradicionais como afrodisiaca e para
tratar problemas cardiacos. Ela é fonte de moléculas de interesse médico, sendo a fitoquimica
do género a qual pertence é composta por alcaloides, principalmente os tropéanicos,
flavonoides e terpenoides, moléculas com uma vasta diversidade de atividades bioldgicas
comprovadas. Assim, 0 objetivo deste trabalho é ressaltar o valor da conservacdo de espécies
de E. revolutum como fonte de moléculas bioativas de interesse para a farmacologia. Os
resultados desta pesquisa estdo divididos em trés artigos. O primeiro trata-se de uma revisao
sistematica sobre os usos populares e o potencial farmacoldgico do género. O segundo € um
artigo de pesquisa sobre os efeitos do extrato etandlico e da fracdo de alcaloides de E.
revolutum sobre bactérias sensiveis e resistentes, sozinhos e combinados com antibi6ticos
convencionais. O terceiro e Ultimo artigo testa os efeitos do extrato etandlico e da fragdo de
alcaloides de E. revolutum contra espécies de Candida, sozinhos e combinados com o
antifangico fluconazol. A prospeccdo fitoquimica e um teste de toxicidade também foram
realizados para ambos os produtos, extrato etanolico e fracdo de alcaloides. Nossos resultados
demonstraram que o0 extrato sozinho ndo apresentou atividade antimicrobiana significativa,
mas quando combinado com Gentamicina demonstrou ser um agente modificador da
resisténcia de S. aureus. Ja a fracdo de alcaloides demonstrou ter atividade antiflngica e
antibacteriana, exceto para as cepas Gram-negativas. Além disso, a fracdo também
demonstrou um efeito sinérgico com Gentamicina frente a S. aureus e com fluconazol frente a
C. krusei. Estas associagfes demonstraram ter potencial para a formulagdo de medicamentos,
pois as doses terapéuticas foram muito inferiores as Clso encontradas nos ensaios de
toxicidade. Todavia, a fragdo de alcaloides demonstrou ser um melhor produto porque, além
de ter demonstrado uma maior atividade, ndo apresentou antagonismos com nenhuma das

drogas testadas.

Palavras-chave: Bioprospecc¢éo, alcaloides tropanicos, modificacédo da resisténcia.
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Abstract

Faced with the problem of infectious diseases, especially those caused by antibiotic resistant
microorganisms, many efforts have been made in order to treat these infections successfully.
Bioprospecting research has been gaining prominence in this scenario, since many studies
involving natural products and conventional drugs have shown effective results in modifying
the microbial resistance. Erythroxylum revolutum is endemic to Northeastern Brazil and used
by traditional peoples as an aphrodisiac and to treat heart problems. It is a source of molecules
of medical interest. The phytochemistry of the genus to which it belongs is composed of
alkaloids, mainly tropanics, flavonoids and terpenoids, molecules with a vast diversity of
biological activities proven. The objective of this work is to highlight the value of
conservation of E. revolutum species as a source of bioactive molecules of interest for
pharmacology. The results of this research are divided into three articles. The first is a
systematic review of popular uses and the pharmacological potential of the genus. The second
is a research paper on the effects of ethanolic extract and alkaloid fraction of E. revolutum on
sensitive and resistant bacteria, alone and combined with conventional antibiotics. The third
and final article tests the effects of ethanolic extract and alkaloids fraction of E. revolutum
against Candida species alone and combined with the antifungal fluconazole. Phytochemical
prospecting and a toxicity test were also performed for both products, ethanolic extract and
fraction of alkaloids. Our results demonstrated that the extract alone did not present
significant antimicrobial activity, but when combined with Gentamicin, it was shown to be a
resistance modifying agent of S. aureus. The alkaloids fraction showed antifungal and
antibacterial activity, except for Gram-negative strains. In addition, the fraction also
demonstrated a synergistic effect with Gentamicin versus S. aureus and with fluconazole
versus C. krusei. These associations have been shown to have potential for drug formulation
since the therapeutic doses were much lower than the 1Cso found in the toxicity assays.
However, the alkaloid fraction proved to be a better product because, in addition to having

demonstrated a greater activity, it did not present antagonism with any of the drugs tested.

Keywords: Bioprospecting, tropane alkaloids, resistance modification, synergism.
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1. Introducéao

A aquisicdo de resisténcia microbiana aos medicamentos tornou-se um dos maiores
problemas de salde publica no mundo, causada em grande parte pelo uso indiscriminado de
antibiodticos. A luta contra estas patdgenos ficou conhecida como “Guerra ndo-sustentavel”,
porque estes conseguem adquirir resisténcia a uma taxa muito mais alta do que séo
produzidos novos medicamentos (BONOMO e SZABO, 2006). Este problema foi
intensificado ainda mais a partir do surto de AIDS na década de 1980, no qual milhares de
pacientes imunodeprimidos chegaram a oObito tendo adquirido estas enfermidades no
ambiente hospitalar, causadas tanto por bactérias quanto por fungos (ODDS et al., 2003;
BONOMO e SZABO, 2006).

Diante do exposto, a incessante busca por novos principios ativos é fundamental para
o tratamento e cura de diversas enfermidades e doencas infecciosas, muitas delas sem
tratamento nos dias atuais (MONTANARI e BOLZANI, 2001). Apesar das intensas
pesquisas na area, existe a preocupacdo por parte de alguns autores de um retorno a era pre-
antibiotico, o que vem fazendo com que a industria farcamacéutica volte cada vez mais 0s
olhos para as pesquisas com produtos naturais (BAQUERO e BLAZQUEZ, 1997).

A investigacdo do sinergismo entre extratos bioativos de plantas e drogas
antimicrobianas € uma nova vertente dentro da fitoterapia. Muitos compostos de plantas,
embora ndo possuam atividade isoladamente, demonstraram potenciais sinergismos contra
cepas multirresistentes quando combinados a determinadas drogas (CHANDA e
RAKHOLIYA, 2011). Estas intera¢cbes promovem vantagens significativas no tratamento de
diversas infec¢des, como o aumento da biodisponibilidade de agentes livres, a diminuicdo da
dose para a obtencéo dos efeitos do medicamento e a reducdo de efeitos colaterais (INUI et
al., 2007).

Uma abordagem holistica é extremamente necessaria do ponto de vista ecoldgico,
porque além do principio ativo é necessario que o farmaco seja economicamente viavel e que
sua fonte seja administrada de forma sustentavel. As pesquisas em bioprospec¢do permitem
esta abordagem, visto que agrega valor econdémico aos materiais bioldgicos, ressalta o
potencial dos ecossistemas naturais para a terapéutica moderna e salientam a importancia do
envolvimento das comunidades tradicionais que fazem uso dessas fontes para que seja
possivel a conservagdo das mesmas (AZEVEDO, 2003; RAMAWAT et al., 2009).

Neste estudo testamos a hipotese de que Erythroxylum revolutum Mart. produz

moléculas capazes de inibir e/ou anular o mecanismo de resisténcia de microrganismos
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patégenos, potencializando o efeito de antimicrobianos utilizados na terapéutica moderna.
Com isto pretendemos ressaltar o valor da espécie para a terapéutica moderna e salientar a
importancia da conservacdo dos ecossistemas da Caatinga como fonte de moléculas

bioativas de interesse para a farmacologia.
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2. Referencial tedrico
2.1. As Pesquisas em Bioprospeccéo

O termo bioprospeccdo é utilizado para designar a pesquisa de qualquer material
bioldgico que tem por objetivo explorar os seus recursos genéticos garantindo o seu uso
sustentavel, a distribuicdo justa e igualitaria de seus beneficios, a regulamentacdo de
tecnologias novas e a adocao de estratégias de conservacdo (AZEVEDO, 2003). As pesquisas
em bioprospecc¢do surgiram com o objetivo de incentivar o uso sustentavel da biodiversidade
e sua conservacao e, atualmente, numerosos grupos académicos estdo ativos nestas pesquisas.
Embora ainda sejam necessarios incentivos financeiros para o desenvolvimento de farmacos,
seja por parte do poder publico ou de parcerias com empresas privadas, conhecer o potencial
da nossa biodiversidade ajuda a diminuir a biopirataria e a garantir que os beneficios circulem
internamente, fortalecendo o comércio local (HARVEY e GERICKE, 2011).

O mercado farmacéutico mundial movimenta bilhdes de ddlares anualmente, sendo
40% dos medicamentos disponiveis provindos de fontes naturais (25% provindos de plantas,
13% de microrganismos e 3% de animais). Além disso, os antibidticos e as drogas
anticancerigenas chegam a compor 70% desse mercado (CALIXTO, 2003).

A fitoterapia ganhou destaque como alternativa no tratamento das mais diversas
enfermidades, sobretudo nos paises em desenvolvimento como o Brasil, onde existe grande
acessibilidade da populacdo as plantas medicinais e onde geralmente os servigos publicos de
salde séo limitados (AGRA et al., 2007).

Em meio aos paradigmas atuais, entre paises em desenvolvimento que ndo tem
condicdes de pagar o longo caminho para a descoberta de novos farmacos usando compostos
puros e paises desenvolvidos na tentativa de descobrir novas drogas, a pesquisa de
medicamentos a partir de plantas medicinais passou a ter uma abordagem multifacetada
envolvendo etnobiologia, botanica, fitoquimica e técnicas de modificagdo molecular
(RAMAWAT et al., 2009; BALUNAS e KINGHORN, 2005).

Neste contexto, surge na década de 1970 uma corrente filoséfica socioambientalista e
difunde-se mundialmente, chegando ao Brasil a partir da década de 1990 e intensificando os
debates sobre os aspectos de direito as areas protegidas legalmente. Esta corrente é baseada no
desenvolvimento sustentavel que busca a justica social para as populagdes tradicionais, que
tém como elementos de afirmacéo e direitos fundamentais os conhecimentos tradicionais e o

acesso aos recursos naturais (SANTILLI, 2009). Segundo os seus adeptos, a conservagdo



22

biol6gica s6 é possivel com a fixacdo das familias de agricultores e a adequacdo de suas
praticas aos objetivos das areas legalmente protegidas, bem como a melhoria da qualidade de
vida e a valorizagdo dessas comunidades. Para defender esta “Hipdtese da Permanéncia”,
Ewert et al. (2013) mostra um estudo de caso onde o sistema da Cooperafloresta se
demonstrou eficaz para o desenvolvimento sustentavel de comunidades tradicionais e
remanescentes de quilombolas e indigenas, baseando-se em argumentos agroecoldgicos.

As unidades de conservagdo (UCs) foram criadas a priori com o intuito de proteger
essas areas naturais unicamente para a contemplacdo, mas posteriormente passou-se a
considerar o valor da biodiversidade per si. No ambito brasileiro as UCs s3o estabelecidas
pelo Governo Federal e pelas unidades da federagdo em seu ambito administrativo, podendo
ser de protecdo integral ou de uso sustentavel (RYLANDS e BRANDON, 2005).

Os impactos ambientais causados por populagdes humanas estdo entre os principais
agentes causadores da perda de biodiversidade, o que ¢ extremamente preocupante, pois
sendo esta imprescindivel para a manutengdo dos ecossistemas naturais e, consequentemente,
para a vida e atividades humanas, estratégias de conservagdo sdo urgentes e fundamentais
(CHIVIAN e BERNSTEIN, 2008).

Como resultado dos intensos debates a respeito, o SINUC (Sistema Nacional de
Unidades de Conservacdo) passa a reconhecer algumas espécies de UCs (Unidades de
Conservacdo) em que as populagdes humanas podem permanecer, desde que sigam as
prerrogativas do plano de manejo da UC e o0s objetivos para os quais ela foi criada
(MARQUES e RANIERI, 2012).

Por fim, o conhecimento gerado acerca dos recursos provindos da biodiversidade pode
gerar impactos nos mais variados contextos (econdmicos, sociais e ambientais) que, devido a
grande complexidade destas questdes, podem ser positivos ou negativos. Desta forma, as
pesquisas em bioprospeccdo vém ganhando destaque, visto que exige dos pesquisadores um

envolvimento maior em todas as questes que permeiam a utilizacdo destes produtos.

2.2. Os Produtos Naturais e a Etnofarmacologia

Os produtos naturais sdo qualquer material de origem bioldgica que fornece moléculas
bioativas com propriedades quimicas definidas. Elas podem ser Unicas para uma espécie ou
comuns a espécies filogeneticamente relacionadas (MANN, 1987). Estes produtos tém sido
utilizados para fins medicinais desde os primérdios da humanidade, onde as civilizagdes
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Egipcia, Chinesa e Greco-Romana se destacaram. Este conhecimento é fruto de milénios de
experimentacdo e faz parte da cultura de povos tradicionais do mundo inteiro, sendo
repassada geracdo apods geracao (VIEGAS JR. et al., 2006; PHILLIPSON, 2001).

Na medida em que o mundo torna-se cada vez mais tecnolégico e globalizado, grupos
étnicos diferentes passaram a aprender uns com os outros, contribuindo para o conhecimento
de compostos quimicos e suas propriedades bioldgicas, que inspiraram a sintese organica
classica com modelos moleculares que se tornaram a base para os estudos da relacdo
estrutura-atividade (VIEGAS JR. et al., 2006).

Milhares de metabolitos foram isolados e caracterizados com apenas 10% da
biodiversidade mundial tendo sido estudada e a grande maioria ainda ndo foi testada
biologicamente. O Brasil, por se tratar de um pais lider em biodiversidade, tem a capacidade
de desenvolver programas bem sucedidos para o desenvolvimento de medicamentos a partir
da interagdo industria-universidade. Ha exemplos de paises, como China e india, onde o
desenvolvimento destes programas foi bem-sucedido, fortalecendo o Produto Interno Bruto
(PIB) (CALIXTO, 2003).

2.3. O Pargue Estadual Mata da Pimenteira e o Potencial da Biodiversidade da Caatinga

O Parque Estadual Mata da Pimenteira ¢ uma unidade de protecdo integral criada em
uma area de caatinga no municipio de Serra Talhada-PE com o objetivo de preservar seus
ecossistemas naturais. Entre os objetivos da UC, estdo o desenvolvimento de pesquisas
cientificas, atividades de educagdo ambiental e turismo ecoldgico. A Caatinga estd entre os
dominios mais ameac¢ados do Brasil, com o menor nimero de UCs e uma biota altamente rica
quando comparada a outros ecossistemas que estdo expostos as mesmas condi¢des de solo e
clima, sendo ainda uma das regides menos protegidas do pais (MMA, 2018). Ela abrange o
interior do nordeste e o norte do estado de Minas Gerais, ocupando uma area de 900.000 km2,
Nesta regido predomina um clima semiarido (caracterizado pela baixa umidade e baixo indice
pluviométrico) e a fitofisionomia de caatinga-estépica, mas também comporta algumas areas
de vales, chapadas, brejos de altitude, entre outras, formando um mosaico de paisagens
(MMA, 2018).

Vive neste dominio cerca de 20 milhdes de pessoas (em torno de 10% da populacdo do
pais), com a maioria dos habitantes possuindo renda per capita e expectativa de vida baixas.
Peculiarmente seus habitantes possuem uma estreita relacgio com o ambiente e um
conhecimento rico acerca dos usos dos recursos naturais disponiveis, resultado da resisténcia

dessas populagdes as adversidades climaticas e econdmicas (QUEIROZ et al., 2006). Alguns
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levantamentos etnobotanicos tém apontado uma quantidade significativa de espécies da
Caatinga utilizadas pelas populagdes locais para fins medicinais (AGRA et al., 2007; SILVA
etal., 2015).

O Programa de Biodiversidade, que fez parte do projeto do ‘Instituto do Milénio do
Semi-Arido’ (IMSEAR), encontrou uma alta riqueza de espécies na regido. Outro programa
do mesmo projeto, o Programa de Bioprospecc¢éo, extraiu 536 componentes de 90 espécies de
plantas nativas da regido semiarida, muitos desses componentes eficazes contra Leishmania,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, entre outros. Também foram isoladas 103
substancias puras, incluindo terpenoides, flavonoides, alcaloides, etc., que também
demonstraram atividades terapéuticas. Além disso, 14 novas substancias foram descobertas e
20 derivados semissintéticos foram produzidos (QUEIROZ et al., 2006).

Nesse sentido, os ecossistemas da caatinga demonstram um imenso potencial para a
bioprospecgéo, visto que a maioria da sua biodiversidade molecular continua inexplorada e,
baseando-se nos principios do desenvolvimento sustentavel, esta serd decisiva para o

desenvolvimento da regido e do pais.
2.4. O Desenvolvimento de antimicrobianos a partir de fontes naturais

As plantas desenvolveram através de selecdo natural a capacidade de produzir
metabolitos secundarios que promovem a sua defesa bioquimica, sendo capazes de agir
contra agentes infecciosos. Estas propriedades antimicrobianas sdo conhecidas ha séculos,
mas soO recentemente foram comprovadas cientificamente (JANSEN et al., 1987).

Muitos estudos sobre as propriedades antibacterianas e antifungicas de produtos
provindos do metabolismo vegetal vém sendo relatados em paises com tradicdo em
utilizacdo de plantas medicinais e flora altamente diversificada e, tais como Brasil, México e
Cuba (MARTINEZ et al., 1996; NAVARRO et al., 1996; DUARTE et al., 2005).

O potencial antimicrobiano dos produtos naturais € mensurado através da
determinacdo da CIM (Concentracdo Inibitéria Minima). Alguns pesquisadores consideram
CIMs abaixo de 500 pg/mL inibicdes fortes, CIMs entre 600 e 1500 pg/mL inibicOes
moderadas e CIMs acima de 1.600 pg/mL inibi¢Ges fracas. Todavia, € importante ressaltar
que alguns autores consideram até mesmo valores maiores que 1.600 pg/mL uma boa
inibicdo por se tratar de um agente natural, enquanto outros apenas consideram bons
inibidores os que atingem valores similares aos de antibioticos de referéncia (ALIGIANS et
al., 2001).
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Outra questdo relevante no desenvolvimento de antimicrobianos € o mecanismo
evolutivo da aquisicdo de resisténcia. Na medida em que sdo produzidos novos agentes
contra estes agentes infecciosos, estes continuam tentando invadir seus hospedeiros com
uma alta taxa de mutacédo, adquirindo resisténcia a estes agentes e a “corrida armamentista”
continua (FRANSWORTH et al., 1985). Desde a descrigdo de uma enzima inativadora de
penicilina em Escherichia coli em 1940, a luta contra a aquisicdo de resisténcia pelos
microorganismos se estende por décadas (ABRAHAM e CHAIN, 1940; WHO, 2014). O
alto consumo de antibidticos é o fator principal para a aquisi¢cdo de resisténcia a drogas por
patdégenos (humanos e animais), 0 que se tornou um dos casos de evolucdo biolégica mais
bem documentados e um dos maiores problemas de salde publica tanto em paises

desenvolvidos como nagueles em desenvolvimento.

2.5. Consideracdes sobre a familia Erythroxylaceae

A familia Erythroxylaceae Kunth possui aproximadamente 240 espécies descritas e
possui distribuicdo pantropical (Figura 1) (DALY, 2004).

A classificacdo da familia € controversa e sofreu algumas alteracdes ao longo do tempo.
Pela classificacdo de Cronquist (1981) ela pertencia a ordem Linales, mas posteriormente foi
inserida na ordem Geraniales (LOIOLA et al., 2007). O “Angiosperm Philogeny Group”
prop6s em 2003, que Erythroxylaceae e Rhizophoraceae fossem consideradas, opcionalmente,
uma familia. Isto devido ao estudo do gene rbcL (SCHWARZBACH e RICKLEFS, 2000)
apoiado a caracteres morfologicos e anatémicos listados (DAHLGREN, 1988 Apud LOIOLA
et al., 2007). Com isto, a familia passa a pertencer a ordem Malpighiales.

A classificacdo do APG Il acrescenta a ela o género Aneulophus Benth., aléem dos
outros trés que ja faziam parte, Nectaropetalum Engl., Pinacopodium Exell e Mendonga e
Erythroxylum P. Browne. Este Gltimo é o mais representativo em nimero de espécies e possui
distribuicdo pantropical, enquanto os demais possuem numero reduzido de espécies e
distribuicdo restrita a Africa. Para os fins do presente estudo vamos considerar
Erythroxylaceae separada de Rizophoraceae (LOIOLA et al. 2007).
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Figura 1: Distribui¢do da familia Erythroxylaceae. Fonte: Adaptado de
Angiosperm Phylogeny Website <http://www.mobot.org/MOBOT/

research/APweb/>.

2.5.1. Aspectos Botéanicos

Com uma grande versatilidade ecoldgica, as espécies desta familia sobrevivem em
diversos habitats, que vdo desde florestas tropicais até regides semiaridas, sendo seu principal
centro de diversidade e endemismo a América do Sul, onde se destacam o Brasil e a
Venezuela (DALY, 2004; PLOWMAN, 2001 Apud. LOIOLA et al., 2007).

Entre os caracteres morfologicos que definem a familia os mais marcantes sdo as folhas
alternas, inteiras, estipuladas e pecioladas, flores surgindo de bractéolas escariosas pequenas,
actinomorfas, com 5 pétalas livres e alternas com as sépalas (Figura 2) (LOIOLA et al., 2007;
COSTA-LIMA et al., 2014).
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Figura 2: Caracteres morfoldgicos marcantes na familia Erythroxylaceae. (A)
Folha de Erythroxylum caatingae. (B) Folha de Erythroxylum citrifolium. (C)
Folha de Erythroxylum nummularia. (D) Fruto de E. caatingae.(E) Fruto de
Erythroxylum citrifolium. (F) Estipula de E. nummularia. (G) Estipula de
Erythroxylum pauferrense. (H) Estipula de Erythroxylum passerinum. Fonte:
Adaptado de Loiola et al. 2007.

2.5.2. Aspectos Fitoquimicos

Os vegetais produzem uma grande diversidade de compostos organicos como produto
dos metabolismos primario e secundario. O primario produz moléculas que estdo diretamente
ligadas a fungdes como desenvolvimento e crescimento (lipideos, carboidratos, peptideos,
esteroides) e sdo comuns a todos os vegetais (TAIZ e ZEIGER, 2004; SANTOS, 2007). Ja os
compostos do metabolismo secundario, diferentemente do metabolismo primario, ndo esta
ligado ao desenvolvimento e crescimento, e sim a fungdes como defesa (contra infecgdes,
herbivoros), atrativos (para polinizadores e dispersores), entre outras.

As rotas para a producdo destes metabolitos (alcaloides, compostos fendlicos,
antocianinas, etc) envolvem vias complexas resultante das interacfes entre biossintese,
transporte, estocagem e degradacdo. Esta producdo, governada por genes, € diretamente
influenciada por diversos fatores, como hereditariedade, estdgio de desenvolvimento e
componentes bidticos e abidticos do ambiente (TAIZ e ZEIGER, 2004; CASTRO et al., 2004;
SANTOS, 2001). Desta forma, a pressdo seletiva sobre eles € muito maior, logo, sdo restritos
a uma Unica espécie ou a grupos de espécies relacionadas filogeneticamente.

Segundo Gonzélez-Garcia et al. (2005), entre os metabolitos secundarios produzidos
pela familia Erythroxylaceae a classe predominante é a dos alcaloides com 54,7% dos
registros (Figura 3), principalmente os tropanicos, mas terpenoides (Figura 4) e flavonoides
(Figura 5) também estdo significativamente presentes, representando 23,3% e 19,8%,

respectivamente.
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Figura 3: Alcal6ides tropanicos isolados de Erythroxylum caatingae. (A) 3o, 6f
dibenxoiloxitropano. (B) Catuabina B. Fonte: Adaptada Oliveira 2012.
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Figura 4: Diterpenos isolados de Erythroxylum passerinum e
Erythroxylum nummularia. Fonte: Adaptada de Barreiros et al. 2007.

(B)

Figura 5: Flavonoides isolados de Erythroxylum subrotundum. (A) Quercetina-3-O-a-L-ramnosideo.
(B) 5,7,4’-trihidroxiflavona 3-O-a-L-raminosideo. Fonte: Adaptada de Oliveira, 2012.
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Entre os registros para alcaloides, no que concerne ao género como um todo, 93%
sdo do tipo tropano, o que demonstra uma pronunciada predominéncia desta classe
(GONZALEZ-GARCIA et al., 2005).

Os alcaloides sdo moléculas que possuem um nitrogénio heterociclico e podem ser
divididos em classes de acordo com seus precursores, abrangendo mais de 20 classes, como
0s tropénicos, os indolicos e os piperidinicos por exemplo. Eles sdo conhecidos pelos seus
diversos efeitos farmacologicos em vertebrados, como as atividades analgésica e anti-
inflamatdria por exemplo. Sua presenca nas plantas, assim como também a presenca de outros
metabdlitos secundarios, aumentam as taxas reprodutivas através das mais variadas
atividades, como a atracdo de polinizadores, defesa contra herbivoria e reparo de danos pelo
sistema antioxidante (MATSUURA e FETT-NETO, 2015).

Muitos medicamentos possuem alcaloides tropanicos em sua composi¢do, a exemplo da
atropina (Figura 6-A), que é utilizada como antiespasmadico, dilatador dos brénquios,
estimulante cardiaco, contra intoxicagfes por organofosforados, como antidoto da eserina,
aerocolina, entre outros (BACCHI, 2007) e da escopolamina (Figura 6-B), componente do
Buscopan, também utilizada em espasmos do trato geniturinario e em anormalidades das vias
biliares (RENNER et al., 2005). Outras atividades atribuidas a alcaloides tropanicos incluem
estimulagdo do Sistema Nervoso Central, antisecretora, anestésica e antimicrobiana
(BACCHI, 2007).
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Figura 6: Estrutura molecular da atropina (A) e da escopolamina (B). Fonte:

http://cienciasfarmaceuticas2014.blogspot.com.

Outras familias vegetais também produzem alcaloides tropanicos, mas estas familias
ndo sdo necessariamente aparentadas, o que demonstra que a selecdo natural produziu essas

moléculas mais de uma vez ao longo da evolucdo. Vale a pena ressaltar o estudo de
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Jirschitzka et al. (2012) demonstra como os alcaloides tropanicos evoluiram de forma
independente nas familias Erythroxylaceae e Solanaceae, um caso curioso de evolugédo
convergente que resultou em estruturas bem parecidas, mas com suas peculiaridades.

Jé para os flavonoides, embora os flavondis sejam a maioria, existe uma distribuicdo
maior entre outras subclasses: flavondis (54%), flavononas (15,9%), flavanos (14,3%),
isoflavonas (7,9%), flavonas (6,4%) e chalconas (1,6%) (GONZALEZ-GARCIA et al., 2005).

E importante ressaltar que a ocorréncia de flavonoides nesta familia é restrita ao
género Erythroxylum e, outro aspecto importante para a quimiotaxonomia, & que 0S
flavonoides quercetina e campferol, bem como seus derivados 3-glicosideos (Figura 7) sé&o
considerados marcadores para as espécies deste género (INIGO e POMILIO, 1985).

Uma caracteristica comum das espécies de Erythroxylum que ocorrem no Brasil,
especialmente na regido Nordeste, € a ocorréncia de flavonoides e esteres de acidos graxos de
triterpenos (BARREIROS et al., 2005).

Glu=Rha

OH O

Figura 7: Flavonoide [Campferol 4’-O-(Ramnosil)-Glucosideo]

extraido de Erythroxylum sp. Fonte: Adaptada de Oliveira, 2012.

2.5.3. Etnofarmacologia e Atividades Bioldgicas

Povos de diferentes culturas produziram conhecimento acerca das propriedades
bioldgicas deste taxon de forma independente e as utilizam até os dias atuais para as mais
diversas enfermidades, como inflamacGes, problemas na pele como doencas fungicas, acne,
furdnculos (RASOANAIVO et al., 2005; PUENTES e HURRELL, 2015), problemas
cardiovasculares (ALBUQUERQUE et al., 2007; AGRA et al., 2007), circulatérios,
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gastrointestinais, hepaticos e dores de cabeca e garganta, entre outras (PUENTES e
HURRELL, 2015; BARBOSA e PINTO, 2003).

O uso mais antigo de que se tem conhecimento data do Imperio Inca (séculos XIII a
XV), onde Erythroxylum coca L. var coca era utilizada como anestésico e como estimulante
(FAIRLEY, 2007).

Documentos etnoboténicos do Brasil relatam que desde o século XIX a medicina
popular ja tinha conhecimento dos efeitos viciantes e algumas nocdes da acdo no SNC
(sistema nervoso central) de Erythroxylum coca (GIORGETTI et al., 2011).

Apesar de a familia ter se tornado amplamente conhecida devido a cocaina, as
moléculas bioativas desta familia vdo muito além. A investigacdo desse conhecimento
demonstrou resultados animadores para a farmacologia, com uma ampla variedade de
propriedades, por exemplo, atividade antiinflamatéria (TAKAHASHI et al., 1988),
antimicrobiana (VILLANUEVA e NAKATA, 2010; WET, 2011; AGUIAR et al., 2012;
VIOLANTE et al., 2012), antioxidante (BARREIROS et al., 2003; SOOBRATTEE et al.,
2008; CORDOVA et al., 2012), anti-herpética (GONZALEZ-GUEVARA et al., 2004;
LOHEZIC et al., 1999), antinociceptiva (MAIA et al., 2014), antigenotdxica (LEYVA et al.,
2003), antihipertensiva (LUCAS-FILHO, 2009; REIS et al., 2012), inibidora da resisténcia a
mdaltiplas drogas (Ml et al., 2002; SILVA et al., 2001) e antitumoral (GUSMAN et al., 2015;
CHAVEZ et al., 2002; AGUIAR et al., 2012).

E importante ressaltar que muitas destas atividades foram atribuidas a alcaloides
especificos e a maioria ainda carece de uma investigacdo mais acurada para determinar o(s)
metabdlito(s) envolvido(s) na atividade. A lista de espécies catalogadas continua crescendo e,
a medida que cresce, também aumenta a quantidade de novos alcaloides isolados, reflexo da
diversidade quimica desta familia e predominancia desta classe de moléculas (GONZALEZ-
GARCIA et al., 2005).

Outros alcaloides, entretanto, possuem efeitos adversos, como a cocaina, alcaloide
extraido pela primeira vez de Erythroxylum coca Lam., mas que também é extraido de outras
16 espécies. Tendo sido utilizada durante muito tempo como medicamento, ela se
transformou em um sério problema de salde publica, causando dependéncia quimica porque
age no sistema de recompensa cerebral (EVANS, 1996; WEINER, 1987 Apud. BACCHlI,
2007). Portanto, os estudos envolvendo produtos naturais além deinvestigar os principios
ativos de interesse, devem também analisar a toxicidade destes compostos e seus efeitos sobre

as vias metabdlicas.
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Um estudo conduzido por Medeiros (2013) indica que a selecdo de plantas medicinais
por populacbes locais é diretamente influenciada pela especificidade quimica de grupos
taxonémicos, portanto, dado o conhecimento popular e empirico acerca deste taxon, as
espécies desta familia devem ser investigadas por se tratarem de uma fonte rica para a

descoberta de novos farmacos.

2.6. Consideracdes sobre Erythroxylum revolutum Mart.

A espécie Erythroxylum revolutum Mart. (Figura 8) é uma planta endémica da regido
nordeste do Brasil (Figura 9) onde é conhecida como “araga-bravo” (AGRA et al., 2008).
Ocorre em areas semiaridas, onde predomina ema vegetacao de caatinga stricto sensu e possuli

habito arbustivo, com alguns individuos podendo chegar a arvoretas (LOIOLA et al., 2007).

Figura 8: Arbusto da espécie Eryhtroxylum revolutum Mart. Fonte: A autora,
2017.
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Figura 9: Mapa de ocorréncia de Erythroxylum revolutum.
Registros para os Estados em destaque: Bahia, Ceara, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe. Fonte:
Adaptado de Flora do Brasil <http://floradobrasil.jbrj.gov.br>.

O que distingue esta espécie das demais sdo as estipulas estriado-nervadas, as flores
sobsésseis e a lamina foliar coridcea, com margens revolutas frequentemente (Figuras 10 e
11), de onde deriva seu nome cientifico (LOIOLA et al., 2007).

2cm

Figura 10: Alguns caracteres morfoldgicos de Erythroxylum revolutum. Da esquerda para
a direita: drupa; lamina foliar; estipula, vista abaxial; flor brevistila, corola removida.
Fonte: Adaptada de Costa-Lima et al. 2014.
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2 mm

Figura 11: Detalhe da insercdo da estipula no
peciolo de Erythroxylum revolutum (cicatriz
hachurada). Fonte: Adaptada de Loiola et al., 2007.

Ela € utilizada por povos tradicionais como afrodisiaca e para tratar doencas
cardiovasculares, procedimento que consiste na decoc¢do em agua ou maceracdo em cachaca
de suas folhas e flores (AGRA et al., 2008; LOIOLA et al., 2007). Além disso, nenhum artigo
sobre ensaios bioldgicos com esta espécie foi publicado até o presente momento.

Oliveira (2012) isolou 5 diterpenos a partir da particdo liquido/liquido do extrato
etanolico bruto (das flohas) de E. revolutum com hexano seguida por purificacdo e
isolamento por cromatografia e identificacdo das estruturas por técnicas de RMN *3C e
infravermelho (Figura 12), cujas caracteristicas fisico-quimicas encontram-se na Tabela 1. E
possivel notar na Figura 12, que os compostos A, C e E possuem anéis caurano (tetraciclicos)

e 0s compostos B e D possuem anéis labdano (biciclicos).

(a)

(©




(E)

Figura 12: Diterpenos isolados de Erythroxylum revolutum. (A) ent-cauran-
16-eno. (B) 13-hidroxi-8(17),14-labdadieno. (C) ent-cauran-16-en-3f3-ol. (D)
ent-3-0x0-13-hidroxi-8(17),14-labdadieno. (E) ent-cauran-16p, 17-diol.

Fonte: Adaptada de Oliveira, 2012.
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Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimicas dos diterpenos de Erythroxylum revolutum

identificados por Oliveira (2012).

Composto Solubilidade e Ponto de Fuséo Aspecto
A. ent-cauran-16-eno Cloroférmio Oleo incolor
B. 13-hidroxi-8(17),14- Cloroférmio Oleo incolor
labdadieno
C. ent-cauran-16-en-3p-ol Cloroférmio, PF = 138-140 °C P6 amorfo
branco
D. ent-3-0x0-13-hidroxi- Cloroférmio, PF = 238-240 °C P6 amorfo
8(17),14-labdadieno branco
E. ent-cauran-16p, 17-diol Cloroférmio, PF = 177-179 °C P46 amorfo
branco

Déa-se 0 nome de terpenoide a toda molécula que possui sua origem biossintética no

isopreno. Seus esqueletos de carbono sdo formados pela condensacdo de unidades

pentacarbonadas (unidades isoprénicas) e sdo classificados de acordo com a quantidade destas

unidades. Além disso, eles também podem ser sub-classificados de acordo com o grau de

ciclizacdo da molécula, como aciclicos (moléculas abertas), monociclicos ou biciclicos

(FELIPE e BICAS, 2017).

Os diterpenos séo constituidos por quatro unidades isoprénicas e, portanto, possuem 20

carbonos. Eles, juntamente com os triterpenos, estdo entre os principais componentes das

oleorresinas (secrecdo de diversos vegetais que possuem Oleo essencial e resina). Estas
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possuem diversas atividades industriais, como fixadoras de perfume, matéria-prima para a
producdo de graxas e ceras, entre outras. Um exemplo amplamente conhecido € o Esteviol
(Figura 13), um diterpeno na forma de glicosideo (esteviosideo), da planta Stevia rebaudiana,

amplamente utilizado como adogante natural (FELIPE e BICAS, 2017).

Figura 13: Estrutura molecular do Esteviol. Fonte: http://globalsteviainstitute.com
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4- Artigos cientificos

4. 1 - Artigo cientifico |

Aurtigo cientifico a ser encaminhado a Revista Journal of
Ethnopharmacology.

Todas as normas de redacdo e citacdo, doravante, atendem as
estabelecidas pela referida revista, exceto o idioma.

Uso tradicional, Fitoquimica e Farmacologia do género Erythroxylum:
Uma Revisdo Sistematica com enfoque na Conservacgéo da
Biodiversidade Molecular.

Maisa F. S. Barbosa®; Paulo H. O. Miranda; Carlos A. Souza; Irwin R. A.
Menezes; Henrique D. M. Coutinho; Rogério A. Saraiva®

a UFRPE (Universidade Federal Rural de Pernambuco).
b URCA (Universidade Regional do Cariri).

Resumo

A etnofarmacologia tem demonstrado ser uma ciéncia bastante eficaz na descoberta de
novas substancias terapéuticas. Este artigo consiste numa revisdo sistematica sobre o
potencial do género Erythroxylum P. Browne para a terapéutica moderna, visto que as Gltimas
ja se encontram ultrapassadas. Descrevemos alguns usos na medicina de povos tradicionais,
0s metabolitos secundarios cujas estruturas ja foram elucidadas e as atividades farmacoldgicas
investigadas nos ultimos anos, fornecendo boas pistas para os pesquisadores em produtos
naturais que buscam moléculas bioativas pelo critério da quimiossistematica. Ao mesmo
tempo alertamos sobre a necessidade do uso sustentavel deste recurso através de argumentos
ecologico-evolutivos.

Palavras-chave: Etnofarmacologia, metabolitos bioativos, quimiossistematica.
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1. Introducéo

Investigar a medicina dos povos tradicionais € importante porque possibilita a
descoberta de novas substancias com potencial terapéutico e fornece informagdes importantes
sobre sua eficécia e efeitos colaterais. A etnofarmacologia tem um papel fundamental nesse
processo de descoberta, pois pode inclusive alertar as populacdes sobre possiveis efeitos
toxicos. E importante ressaltar que os produtos extraidos das plantas medicinais ndo fornecem
apenas moléculas benéficas a salude, mas também podem ter efeitos toxicos ou se transformar
em um composto téxico dentro do organismo que o ingere (Zhao, 2014). A maioria dos
fitoterapicos ndo possui certificacdo pelas agéncias reguladoras de salde e sdo vendidos
livremente no comércio informal sem nenhuma informacéo sobre possiveis efeitos adversos
(Neto, 2013; Puentes e Hurrell, 2015).

O género Erythroxylum P. Browne possui distribuicdo pantropical, sendo mais
abundante na bacia Amazonica da América do Sul, nos Andes e em Madagascar (Daly, 2004).
Tornou-se amplamente conhecido devido a cocaina, alcaloide extraido de Erythroxylum coca,
mas o0 seu potencial bioativo vai bem mais além. As espécies deste taxa possuem uma
variedade de alcaloides tropanicos que se destacaram como candidatos a farmacos (Cordell,
2011). Muitos estudos demonstram o potencial bioativo destas moléculas, assim como
também de terpenoides e flavonoides provindos do género (Gonzalez-Garcia et al., 2005).

A cocaina é o exemplo mais conhecido de alcaloide extraido de Erythroxylum coca,
planta utilizada como terapéutica na medicina popular (e durante muito tempo na classica
também). Ela se transformou em um sério problema de saude publica, pois causa dependéncia
quimica devido a sua acdo simpaticomimética indireta, bloqueia o transportador pré-sinaptico
de dopamina, aumentando os niveis de dopamina, serotonina e noradrenalina, intimamente
relacionadas com o mecanismo de recompensa e adi¢do (Uriguen e Callado, 2010).
Obviamente, estes afeitos so6 foram descobertos apo6s a sua ampla utilizagdo. Este evento € um
dos muitos que serviram de alerta para toda a comunidade da farmacologia, que passou a ter
uma maior preocupagdo com os efeitos toxicoldgicos das plantas utilizadas.

Durante muito tempo a industria farmacéutica explorou a diversidade de moléculas
fornecidas pelos organismos vivos, mas apenas em 2003 ela foi apresentada para a
comunidade cientifica como a quarta fonte de biodiversidade, a biodiversidade molecular, que
pode ser definida como a riqueza de moléculas encontrada na vida. Os eventos de especiagdes

e de extinces, inclusive, estdo diretamente relacionados com a diversidade molecular, quanto



47

maior é esta diversidade, maior a probabilidade da espécie se adaptar a um ambiente em
constantes mudancas e, quanto menor essa diversidade, maiores sdo as chances de extingédo
(Campbell, 1994). Conhecer essa diversidade € o elemento chave para a implantacdo de
estratégias de uso sustentavel desse recurso, ndo apenas no que diz respeito as moléculas de
interesse para a industria farmacéutica, mas para toda e qualquer atividade que faga uso das
biomoléculas, visto que elas sdo fundamentais para a sobrevivéncia e evolugdo das espécies,
filos e ecossistemas (Campbell, 2003).

O presente artigo destaca o potencial terapéutico deste género e a diversidade de
metabolitos secundérios encontrados. O intuito é contribuir para as pesquisas em
farmacologia de produtos naturais e ressaltar a importancia da integracdo da
Etnofarmacologia e da Conservacdo da Biodiversidade para atingir um mercado farmacéutico

sustentavel.

2. Metodologia

O presente estudo consistiu em uma pesquisa exploratéria nas plataformas “Web of
Science”, PubChem”, “PubMed” e “Scholar Google”. Foi realizado um levantamento dos
artigos sobre o potencial terapéutico dos produtos extraidos das espécies deste género
(conhecimento empirico e popular), bem como dos metabdlitos secundarios que as compdem.
Apos este levantamento, foi realizada a triagem dos artigos, onde foram escolhidas as

publicacGes mais recentes e relevantes a este estudo e, por fim, a compilacdo dos resultados.

3. Resultados e Discussao
3.1 Etnofarmacologia

Na Tabela 1 estdo listadas as espécies utilizadas atualmente na medicina tradicional e

0S Seus respectivos usos.

Tabela 1: Usos populares de Erythroxylum para fins medicinais.

Parte da Modo de

Planta preparo Uso Medicinal Referéncia

Espécie Localidade

Erythroxylum Cerrado do Raiz e - Purgante e estimulante. | Corréa, 1984
campestre A.St.-Hil. Brasil casca. Silva, 2015
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Erythroxylum coca

Lam. var. coca Argentina Folhas - Estimulante, Puentes e
antianémico, Hurrell,
antiinflamatério, contra | 2015.
problemas respiratérios,
circulatorios,
gastrointestinais,
hepéaticos, dores de
cabeca e garganta e para
problemas na pele.
Anestésico para dores de é‘g(‘)’g)rd
Chicago, - - dente.
Costa Rica e
Coldmbia.
. Anestésico para dor de Madaleno
zgz'rﬂ;]e estomago e de cabega, Eer[?g?o”e'
- - utilizada também para '
doenca de altitude, (2013)
estresse e para regular a
pressao arterial.
Amazodnia Fortificante, anestésico (S;(I)%z;c)jo
(Peru) - - local, antianémico,
antiespasmaodico,
calmante, cdlicas
estomacais, contra
fadiga, gastrite,
amigdalite, e
reconstituinte dos
sistemas nervoso, arterial
e da mente.
Erythroxylum coca .
Lam. Indios Krahd - - Usada como | Rodrigues e
var. Ipadu no Brasil antidepressivo efou | Carlini
estimulante. (2006)
Erythroxylum Provincia
havanense Camaguei Raiz - Antianémico. Beyra et al.
(Cuba) (2004)
Erythroxylum
macrocarpum Mauricio - - Utilizada para disturbios | Al-Said et
(Africa) renais. al. (1986)
Erythroxylum ;
macrophyllum Indios - - Usada em queimaduras | Barbosa e
Kayapds de “poraqué”. Pinto (2003)
(Brasil)
Oriente de | Raiz em | Cha Anestésico para dores | Cano e
Cuba sinergismo musculares. Volpato
com a raiz (2004)

Senna
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occiden-
talis.

Erythroxylum moonii Siri Lanka - - Anti-helmintico e para | Khattak et
supurar  abcessos e | al. (2002)
furdnculos.

Erythroxylum Nilgiris Folha - Utilizada para doencas | Venkatacha-

monogynum Roxb. (india) de pele. lapathi et al.

(2015)
Tiruchi-
rappalli Folha - Para Ictericia. Nandagoa-
(india) palan et al.
(2015)
Maruha- Folha - Diurético sudorifico e | Senthilku-
malai para o estdmago. mar et al.
(india) (2006)
Erythroxylum Chicago, - - Indicada como | Colvard et
novagrana-tense Costa Rica e anestésico para dores de | al. (2006)
Coldmbia. dente.
Erythroxylum pervillei | Madagas-car | Casca Uso E usado contra | Rasoanaivo,
topico do | inflamagbes,  tumores, | (2005)
po. doencas fingicas na pele,
acne e furdnculos.
Erythroxylum pungens | Nordeste do | Casca do | Macera- | Consumida antes das | Agra et al.
0. E. Schulz Brasil. caule cdo em | refeigBes como | (2008)
dgua ou | afrodisfaco.
cachaca.
Erythroxylum Nordeste do | Folhas e | Decocto | Para hipertensdo, | Albuquerque
revolutum Mart. Brasil. flores. ou problemas cardiacos e | et al. (2007);
cachaca. | como afrodisiaco. Agra et al.
(2008)
Erythroxylum Mauricio - - Utilizada para distarbios | Al-Said et
sideroxyloides (Africa) renais. al., 1986)
Guarim-

Erythroxylum Cerrado do - - Fortificante. Neto (2009);

suberosum A.St.-Hil. Brasil. Silva (2015).
Anestésico, agente

indios antirreumatico e contra a | Barbosa e
Kayapds ma digestao. Pinto (2003)
(Brasil)
Erythroxylum indios - - Indicada para doengas | Barbosa e
subracemo-sum Kayapos respiratorias Pinto (2003)

(Brasil)
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Erythroxylum Provincia Folhas e - Para a prevencdo de | Beyra et al.
rotundifolium Camaguei brotos. catarata. (2004)
(Cuba)
Erythroxylum Cerrado do | Raiz - Laxante )
tortuosum Mart. Brasil. Silva (2015)
Casca do Anti-hemorragico
caule
Erythroxylum Nordeste do | Casca Ché ou Estimulante Zanollari et
vaccinifolium Brasil. cachaca. al. (2003)
Erythroxylum - Folhas - Anti-helmintico Bringmann
zeylanicum (2000)

O uso mais antigo de que se tem conhecimento data do Império Inca, onde
Erythroxylum coca L. var coca era utilizada como anestésico e como estimulante (Fairley,
2007). Documentos etnobotanicos do Brasil do século XIX relatam que a medicina popular ja
tinha algumas nogdes da sua agdo no sistema nervoso central e conhecimento sobre os efeitos
viciantes desta planta (Giorgetti, 2011).

Povos de diferentes culturas produziram de forma independente conhecimento acerca
das propriedades bioldgicas de espécies deste taxon e as utilizam até os dias atuais para as
mais diversas finalidades, como anestésica, anti-inflamatéria, antidepressiva, antiflngica,

anti-helmintica, etc. Estes resultados demonstram o potencial bioativo deste género.

3.2. Biodiversidade Molecular

Embora o termo biodiversidade seja comumente utilizado para designar o nimero e as
abundancias relativas das espécies, ela existe em quatro modos: a de espécies, a de genes, a de
habitats e a molecular. Esta tltima é o resultado de duas forgas agindo em dire¢des opostas, a
diversificacdo de estruturas quimicas e a selecdo natural. Esta diversidade promove as
diferencas nas caracteristicas dos individuos sobre as quais a selecdo natural atua. Ela ocorre
em diferentes niveis de organizacgdo, dentro do individuo e entre individuos de uma mesma
espécie, entre especies relacionadas, dentro e entre filos, entre ecossistemas e ao longo da
evolucdo (Campbell, 2003; Berkov, 2014).
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A superexploragdo das plantas medicinais, resultado do uso descontrolado dos recursos
naturais, € um dos principais agentes causadores da perda de biodiversidade, logo, estratégias
inovadoras tornaram-se uma necessidade para a comunidade das ciéncias dos produtos
naturais e da etnofarmacologia, exigindo dos pesquisadores, além do envolvimento na politica
de satde publica, o uso socialmente responsavel de suas fontes (Cordell e Colvard, 2007).

Vamos considerar neste estudo apenas as moléculas provenientes do metabolismo
secundario do género porque elas tém recebido uma maior atencao da industria farmacéutica
na descoberta de novas entidades quimicas, embora saibamos que a biodiversidade molecular
ndo esta restrita apenas a estes metabdlitos.

Um dado peculiar € o do estudo de Cazafia-Martinez (2003), ele observou que nas trés
espeécies de Erythroxylum que investigou a maioria dos metabolitos secundarios presentes nas
folhas foram identificados nos extratos polares (fracdes etandlica e aquosa).

A maioria dos estudos utilizaram a casca do caule e as folhas, mas alguns trabalhos
com a raiz também foram feitos. As folhas apresentaram uma maior diversidade molecular
guando comparada com outras partes da planta, com excecdo de E. zeylanicum, que
apresentou uma maior diversidade na raiz. A grande maioria dos estudos sdo focados nos
alcaloides tropéanicos, provavelmente devido ao potencial farmacéutico desta classe. Também
foram isolados flavonoides, flavonois e cinchonainas, mas os estudos sobre estas classes ainda

s&0 uma minoria no género (Tabela 2).

Tabela 2: Metabdlitos secundarios isolados e caracterizados em espécies de Erythroxylum.

Espécie Parte da Planta Moléculas Caracterizadas Referéncia
Erythroxylum Folhas 1 alcal6ide tropanico: Alaternifolina (3a,7p- Payo-Hill et
alaternifolium dibenzoiloxi,6B-hidroxi-tropano). al. (2000)

Folhas Quantificacdo de miricetina, campferol e Cordova et
quercetina e elucidagdo estrutural de dois al. (2012)

flavonoides glicosilados: Ombuina-3-O-
rutinosideo e quercetina-3-O-rutinosideo.

Erythroxylum Folhas 4 alcaldides: Zuanazzi et
argentinum 1. Acido hidroxifengrinico; al. (2001)
Schulz 2. Tropacocaing;

3. Metilecgonidina;
4. 3pB,6p-ditigloiloxinortropano.

Erythroxylum Caule 4 moléculas: Ribeiro
betulaceum 1. Vaniling; (2011)

2. 3-oxo(-)-maool;

3. 3B-hidroxi(-)-manool;

4. ent-2p,19-diidroxibeyer-15-en-1-ona.
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Erythroxylum
caatingae
Plowman

Erythroxylum
confusum
Britton

Erythroxylum
cuneifolium
(Martius)
Schulz

Erythroxylum

deciduum Saint-
Hilaire

Erythroxylum
ellipticum

Erythroxylum
emarginatum

Erythroxylum

gonocladum

Erythroxylum
hypericifolium

Erythroxylum

Casca do caule

Folhas

Folhas

Folhas

Caule

Casca do Caule

Folhas

Carca do caule

Folhas

4 alcaldides tropanicos :

1. 30,6 dibenzoiloxitropano;

2. Catuabina B (3a-(3°,4°,5-
trimetoxibenzoico)-64-
benzoloxitropano);

3. 3a-(3’,4’-dimetoxi)-6p3-
hidroxitropano;

4. 3o-(trans-3°,4°,5’-
trimetoxicinamoico)-6p-
benzoiloxitropano.

1 &cido graxo esterificado com triterpeno:
palmitato de 3-amirina.

1 alcal6ide: Metilecgonidina.

1 alcaléide: Metilecgonidina.

1 triterpeno: estearato de B-amirina
1 4cido graxo ligado a B-amirina:
hexadecanoato de B-amirina.

1 alcal6ide: 3,4,5-trimetoxicinamato-tropina.

2 alcaldides tropanicos:
1. éster metilico de anidroecgonina;
2. N-6xido de éster metilico de
anidroecgonina.

1  flavondide:  diidroquercetina-3-O-alfa-

ramnosideo (astilbina)
1 fitoesterdide: beta-sitosterol.
Uma mistura de &cidos palmitico, estearico e

linolénico.

13 alcaloides:
3a-Fenilacetoxinortropan-6p-ol;
6B-Acetoxi-3a-benzoiloxitropano;
3-Acetoxi-6-fenilacetoxitropano;
3a-Fenilacetoxitropano;
3a-Fenilacetoxitropan-6f-ol;
6B-Acetoxi-3a-fenilacetoxitropano;
3a-Fenilacetoxitropano-6B,7p-diol;
3a-(3-Hidroxifenilacetoxi)-tropano;
9. 3a-Benzoiloxinortropano;

10. 3-Benzoiloxitropan-6-ol;

11. 3a-trimetoxicinamoicotropano;

12. Higrina (principal base);

13. Cuscoigrina.

ONoaR~wNE

5 alcaldides:

Oliveira
(2012)

Alvarez-
Reyes et al.
(2008)

Zuanazzi et
al. (2001)

Zuanazzi et
al. (2001)

Paula (2012)

Johns et al.
(1970)

Nishiyama et
al. (2007)

Filho (2009)

Al-Said et al.
(1989)

Al-Said et al.



macrocarpum

Erythroxylum
macrophyllum
Kunth

Erythroxylum
microphyllum
Saint-Hilaire

Erythroxylum
moonii

Erythroxylum
numuléria
Peyer

Erythroxylum
pelleterianum
Saint-Hilaire

Erythroxylum
pervillei

Casca do caule
Casca da raiz

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Raizes

3a-Benzoiloxinortropano;
tropan-3p-ol;

tropacocaina;
3a-benzoiloxinortropan-6p-ol;
ester de tropan-3-ol ndo-definido.

g PE

1 alcaléide: 3a-Benzoiloxinortropano.
1 alcaléide: 3a-Benzoiloxinortropano.

7 moléculas:

1. Acido neoclorogénico;

2. Acido protocatequico;

3. Quercetina-7-0O-a-ramnopiranosideo;

4. 5-0O-B-glucopiranosilombuina-3-O-p-
rutinosideo;

5. Rutina;

6. Quercetina;

7. Ombuina-3-O--rutinosideo.

2 alcal6ides:
1. Tropacocaina;
2. Metilecgonidina.

4 alcaldides tropanicos:

1. 3a-isobutiriloxi-7p-
hidroxinortropano;

2. 3o-hidroxi-7p-
fenilacetoxinortropano;

3. 3a-cis-cinamoicoxitropano;

4.  3o-hidroxi-6B-(3’-hidroxi-2-metil-
3’-fenilpropionoicoxi)-7p-
hidroxitropano.

3 moléculas:
1. 4" 7-dimetil-3',5-diidroxiflavonol;
2. Quercetina (3',4',5,7-
tetrahidroxiflavanol);
3. Epicatequina.

2 alcaloides:
3. Tropacocaina;
4. Metilecgonidina.

9 esteres aromaticos de alcaloides tropanicos:

1. 3-fenilacetato de tropan-3a,68,7p-
triol;

2. loH,5aH-tropan-3o-il 3,4,5-
trimetoxibenzoato;

3. Pervilleina A (30-(3,4,5-
trimetoxicinamoico)-7f-
hidroxitropano);

4. N-oxido de Pervilleina A ou N-
oxido-3a-(3,4,5-trimetoxicin-
namoico)-7p-hidroxitropano;

5. Pervilleina B ou 30-(3,4,5-
trimetoxibenzoiloxi)-6B-(E)-(3,4,5-
trimetoxicinnamoico)-tropano);

6. Pervilleina C ou 30,6B-di-((E)-3,4,5-
trimetoxicinnamoico)tropano;
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(1986)

Guldbrandsen
et al. (2015)

Zuanazzi et
al. (2001)

Khattak et. al.
(2002)

Barreiros et
al. (2003)

Zuanazzi et
al. (2001)

Silva et al.
(2001)
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Erythroxylum
pulchrum A.
St.-Hil

Erythroxylum
revolutum Mart

Erythroxylum
rimosum

Casca do caule

Folhas

Folhas

Folhas

7.

Pervilleina D ou 3a,6B-di-((E)-(3,4,5-
trimetoxicinnamoico)-7p-
hidroxitropano));

Pervilleina E ou 30-(3-
hidroxifenilacetoxi)-6-(E)-(3,4,5-
trimetoxicinnamoico)tropano;
Pervilleina F ou 3a-fenilacetoxi-64-
(E)-(3,4,5-timetoxicinnamoico)-
tropano.

4 esteres aromaticos de alcaloides tropéanicos:

1.

Pervilleina G ou 3a-(E)-(3,4,5-
trimetoxicinnamoico)-6p3-
hidroxitropano);

Pervilleine H ou 3a-(E)-(3,4,5-
trimetoxicinnamoico)-6,7p3-
dihidroxitropano;

cis-pervilleina B ou 30-(3,4,5-
trimetoxibenzeno)-63-(2)-(3,4,5-
trimetoxicinnamoico)-tropano;
cis-pervilleina F ou 3a-fenilacetoxi-
6B-(2)-(3,4,5-trimetoxicinnamoico)-
tropano.

3 flavonoides glicosilados:

1.
2.

3.

Quercetina-3-O-a-L-ramnosideo;
Ombuina-3-rutinosideo (4°,7-di-O-
metilquercetina-3-0-B-rutinosideo);
Ombuina-3-rutinosideo-5-glicosideo
(4°,7-di-O-metilquercetina-3-O-f-
glicosideo).

6 diterpenos:

1.
2.
3.
4
5.

6.

ent-kauran-16-eno;
13-hidroxi-8(17),14-labdadieno;
ent-caur-16-en-3p-ol;
3-0x0-13-hidroxi-8(17),14-
labdadieno;
3,13,19-trihidroxi-8(17),14-
labdadieno;
ent-kauran-16p,17-diol.

1 alcalide tropéanico: 2p-acetoxi-3f,60-
dibenzoiloxitropano.

2 ésteres de a-amirina e B-amirina.

1 fitoesteroide: B-sitosterol.

10 flavonoides:

1.

o k~wn

Quercetina,;
Campferol;
3-O-a-L-arabinofuranosideo;
Catequina;
Epicatequina;
Quercetina-3-0O-a-
arabinofuranosideo;
Quercetina-3-0-a-
arabinopiranosideo;
Quercetina-3-O-f-
arabinopiranosideo;

Chin et. al.
(2006)

Albuquerque
etal. (2014)

Oliveira
(2012)

Ribeiro
(2011)



Erythroxylum
rotundifolium

Erythroxylum
sideroxyloides

Erythroxylum
suberosum

Erythroxylum
subrotundum A.
St.-Hil

Erythroxylum
vaccinifolium

Folhas e Caule

Folhas

Casca do caule
Casca da raiz

Folhas

Raizes

Folhas

Casca do caule

9. Quercetina-3p-glucopiranosideo;
10. Quercetina-3B-galactopiranosideo.

1 alcaldide tropanico: Eritrorotundina ou 3a-
(3,4,5trimetoxi-cinnamoico)-7p-(3,4,5-
trimetoxibenzeno)-6a-hidroxi-tropano.

4 alcaloides tropanicos:
1. 3a-Benzoicoxinortropan-6p-ol;
2. 3o-benzoicooxitropan-63-ol;
3. 3a-benzoicoxinortropano;
4. 3o-benzoicoxitropano.
Também foi isolada uma base indefinida.

1 alcaldide: 3a-Benzoiloxinortropano.

1 alcaloide: 3a-Benzoiloxinortropano.
Também foi isolada uma mistura ndo-
conhecida de ésteres de diol envolvendo
acidos butiricos e outros.

4 flavonoides:
1. Quercetina;
2. Hiperina (3-O-B-D-galactopinanosil);
3. Isoquercitrina (quercetina-3-0O-B-D-
glucopiranosideo);
4. Ombuina-3-rutinosideo (7,4’-di-O-
metilquercetina-3-O-B-rutinosideo).

2 alcaloides tropanicos:
1. Tropacocaina;
2. Nortropacocaina.

2 flavonoides:
1. Catequina;
2. Epicatequina.

3 esteroides:
1. Campesterol;
2. Estigmasterol;
3. P-sitosterol.

2 flavonoides:
1. Quercetina-3-O-a-L-ramnosideo;
2. 5,74 -trihidroxiflavona-3-O-o-L-
ramnosideo.

8 alcalGides tropanicos:

1. Catuabina B ou 3a-(1-metil-1H-
pirrol-2- carboxilico)-6B-(1H-pirrol-
2- carboxilico)-tropano;

2. 7B-hidroxicatuabina D ou 3a-(1-
metil-1H-pirrol-2- carboxilico)-6[-
(1H-pirrol-2- carboxilico-7p-
hidroxitropano;

3. Catuabina E ou 3a-6B-di(1-metil-1H-
pirrol-2- carboxilico)tropano;

4. 7B-hidroxicatuabina E ou 30,6B-di(1-
metil-1H-pirrol-2- carboxilico)-7p-
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Payo-Hill et
al. (2000)

Al-Said e
Grout (1986)

Nascimento
(2014)

Nascimento
(2014)

Oliveira
(2012)

Zanolari et al.
(2003)-a
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Casca do Caule

Cascas

hidroxitropano;

5. 7p-acetilcatuabina E ou 7p-acetoxi-
3a-6B-di(1-metil-1H-pirrol-2-
carboxilico)-tropano;

6. Catuabina F ou 3a-(4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzdico)-6p-(1-metil-1H-
pirrol-2-carboxilico)-tropano;

7. 7B-hidroxicatuabina F ou 3a-(4-
hidroxi-3,5-dimetoxibenzéico)-6p-(1-
metil-1H-pirrol-2- carboxilico)-7-
hidroxitropano;

8. Catuabina G ou 3a-(3-
hidroxifenilacetoxi)-6p,7-
dihidroxitropano.

6 alcal6ides tropanicos:
1. Catuabina D ou 3a-(1-metil-1H-
pirrol-2- carboxilico)-6B-(1H-pirrol-
2- carboxilico)-tropano;
2. 30-6B-di(1-metil-1H-pirrol-2-
carboxilico)-7p-hidroxitropano;
3. 3a,6p-di(1-metil-1H-pirrol-2-
carboxilico)-tropano;
4. 7B-acetoxi-3a-6p-di-(1-metil-1H-
pirrol-2- carboxilico)-tropano;
5. 3a,7p-dihidroxi-6p-(1-metil-1H-
pirrol-2- carboxilico )-tropano;
6. 3a-hidroxi-6p-(1-metil-1H-pirrol-2-
carboxilico)-tropano.
+18 alcaldides parcialmente identificados
tendo o mesmo esqueleto de tropano
esterificado nas posicGes 3 e 6 por acido 1-
metil-1H-pirrol-2-carboxilico e/ou acido 4-
hidroxi-3,5-dimetoxibenzéico.

9 alcaloides tropanios de metilpirrol:

1. Catuabina H ou 3a-hidroxi-6p-((1-
metil-1H-pirrol-2-il)-carboxilico)-
tropano;

2. Isocatuabina H ou 3B-hidroxi-6p-((1-
metil-1H-pirrol-2-il)-carboxilico)
tropano;

3. 7p-hidroxicatuabina H ou 3a,7p-
dihidroxi-6p-((1-metil-1H-pirrol-2-il)
carboxilico)-tropano;

4. 7a-hidroxicatuabina H ou 3a,70-
dihidroxi-6B-((1-metil-1H-pirrol-2-il)
carboxilico)-tropano;

5. Catuabina | ou 6p-hidroxi-3a-((1-
metil-1H-pirrol-2-il)-carboxilico)-
tropano;

6. 7B-hidroxicatuabina I ou 6pB,7p-
dihidroxi-3a-((1-metil-1H-pirrol-2-
il)-carboniloxi)-tropano;

7. Vacinina A ou 3a-hidroxi-4a-((1-
metil-1H-pirrol-2-il)-carboxilico)
tropano;

8. Vacinina B ou 6a-hidroxi-4o-((1-
metil-1H-pirrol-2-il)-carboxilico)
tropano;

Zanolari et al.
(2003)-b

Zanolari et al.
(2005)



E. zeylanicum
0. E. Schulz

Folhas

Casca

Folhas e galhos

Raiz

9. N-oxido de Catuabina E ou 3a,6p-
di((1-metil-1H-pirrol-2-il)-
carboxilico)-N-oxido tropano.

8 flavonodes glicosilados:

1. Ombuina-3-rutinosideo-5-glicosideo
(4’,7-dimetilquercetina-3-O-
rutinosideo-5-O-glicosideo);
Quercetina-di-3,7-O-ramnosideo;
Rutina;
Canferol-7-O-malonilarabinosideo;
Quercetina;
Quercetina-3-O-cumaroil diglucosil
ramnosideo;
Canferol-7-O-ramnosideo;

8. 4’,7-dimetilquercetina-3-O-
coumaroil glicosideo.

ohkwnN

~

5 moléculas:
1. Cafeoil glucosideo
2. Cinchonaina llga;
3. Cinchonaina la;
4. Cinchonaina Ila glucosideo;
5. Cinchonaina Ib.

2 alcaloides tropanicos:
1. Eritrozeilanina C cis ou cis-6p-
acetoxi-3a-(cinamoico)-tropano ;
2. Eritrozeilanina C trans ou trans-6f3-
acetoxi-3a-(cinamoico)-tropano.

4 alcaloides tropanicos:

1. Eritrozeilanina A ou 1R,3R,5S,6R-6-
acetoxi-3-(3°,4’,5’-trimetoxi-
benzoico)-tropano;

2. 30-(3’,4’,5’-trimetoxibenzoico)-
tropano;

3.  Eritrozeilanina B cis ou cis-3p-
(cinamoiloxi)-tropano;

4. Eritrozeilanina B trans ou trans-3p-
(cinamoiloxi)-tropano.
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Negri et al.
(2016)

Negri et al.
(2016)

Bringmann et
al. (2000)

Bringmann et
al. (2000)

De acordo com os estudos realizados, os alcaloides tropanicos sdo 0s principais

metabdlitos

secundarios

encontrados

no género Erythroxylum,

principalmente 0s

esterificados. Embora eles sejam a maioria, alguns autores ndo detectaram a presenga desses

compostos em determinadas espécies, como por exemplo o estudo de Negri et al. (2016) com

E. vaccinifolium, apesar de ter sido relatada a presenca destes em outro estudo com a mesma

especie feito por Zanolari (2003)a. Negri at al. (2016) argumentam que as condic¢des

utilizadas poderiam ndo ter sido adequadas para a extracdo de alcaloides tropanicos, como as
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condigdes de pH por exemplo, logo, é necessario que se tenha em mente a finalidade do
estudo antes de escolher a melhor metodologia de extracao.

Uma revisao de Oliveira et al. (2010) faz uma compilacdo do conhecimento sobre 0s
dados espectrais de 3C-NMR de 186 alcaldides tropanicos, distribuidos em 35 espécies do
género Erythroxylum, informacdes que podem orientar os estudos para a deteccdo destas
moléculas, visto que a estrutura molecular de muitos dos alcaloides isolados ainda nao foi
totalmente elucidada.

Conhecer estas moléculas é o caminho para compreender a evolucdo das espécies
desta familia, a biossintese dessas estruturas e, principalmente, como elas interagem com 0s
componentes abioticos e bidticos do ecossistema (Wink, 2003). Ndo existe nenhum estudo
com especies de Erythroxylum que aborde como estas moléculas interagem com o ambiente,
embora esta seja a melhor forma de tragar estratégias de conservagao para 0 Uso seguro deste
recurso.

Os estudos ecoldgicos que abordam estas interagfes com 0 ambiente ainda sdo raros,
mas eles demonstram como variaveis bioticas e abioticas produzem respostas adaptativas na
producdo dos metabolitos pela planta, como herbivoria, radiacdo, disponibilidade de agua,
entre outras. Isto pode ocorrer tanto quantitativa quanto qualitativamente. Membros de uma
mesma espécie podem se diferenciar em quimiotipos, produzindo moléculas distintas que séo
0 ponto chave dos eventos de especiacdo, pois conferem as diferencas adaptativas sobre as
quais a selecdo natural atua formando novas espécies. As taxas de extingdo também estdo
relacionadas com a diversidade molecular e as variagbes ambientais. Quanto menor a
diversidade de moléculas e quimiotipos, maior a probabilidade de extincdo em condi¢cbes
adversas (Wink, 2003).

A biossintese de alguns metabolitos secundarios pode ser restrita a uma Unica familia,
a um género ou a uma unica espécie. Esses metabolitos séo inclusive muito utilizados na
quimiotaxonomia, porque refletem a filogenia do grupo (Berkov, 2014; Campbell, 2003).
Griffin e Lin (2000) discutem a quimiotaxonomia dos alcaloides tropanicos de
Erythroxylaceae e descrevem a sua distribuicdo geogréafica. O estudo também inclui as
familias Solanaceae, Proteaceae, Euphorbiaceae, Rhizophoraceae, Convolvulaceae e
Cruciferae. Posteriormente, Simone et al. (2008) também fez uma reviséo sobre os alcaloides
tropanicos nestas mesmas familias e ainda inclui Moraceae, as semelhancas entre eles
refletem a evolucéo convergente que levou ao aparecimento destas moléculas, provavelmente

devido a diversidade de estruturas e atividades bioldgicas que apresentam.
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Todos estes estudos sobre os alcaloides ndo sdo em véo, eles refletem o quéo sdo
complexas essas vias biossintéticas. A selecdo natural pode utilizar fontes distintas para
produzir moléculas com estrutura e acGes bioldgicas similares, no estudo de Jirschitzka et. al.
(2012) héa evidéncias de que os alcaloides tropanicos evoluiram de forma independente nas
familias Erythroxylaceae e Solanaceae, um caso curioso de evolugdo convergente. Todavia, as
origens filogenéticas dos alcaloides tropanicos em Erythroxylum aparentemente sdo as
mesmas. Ainda é cedo para afirmar, mas algumas evidéncias suportam o conceito de etapas
biossinteticas comuns, como a ocorréncia simultinea de uma estrutura de 3a-hidroxi ou 3f3-
hidroxitropano, calisteinas, cocaina, outros alcaloides e nicotina (Brock et al. 2005).

Apesar dos pontos positivos acerca dos diversos estudos envolvendo alcaloides
tropanicos, como por exemplo, o desenvolvimento de técnicas cada vez mais elaboradas para
a extracdo e a descoberta de novas entidades quimicas, existe pouco interesse pela elucidacéo
estrutural de metabdlitos de Erythroxylum pertencentes a outras classes moleculares. Isso é
preocupante, pois as estruturas moleculares da maioria dos metaboélitos secundarios deste
género seguem desconhecidas. Os flavonoides, por exemplo, sdo fundamentais inclusive para
conhecer a filogenia do grupo, visto que a quercetina e o campferol, assim como seus
derivados 3-glicosideos, além de possuir atividades bioldgicas, sdo caracteristicas marcantes
no género, sendo até mesmo utilizados na quimiotaxonomia (Hegnauer, 1981; Inigo e
Pomilio, 1985 Apud. Barreiros et al. 2003).

Concluindo, as espécies deste taxon possuem uma vasta biodiversidade molecular,
contudo ela esta subestimada. Portanto, ainda sdo necessarios muitos estudos fitoquimicos,
inclusive os que considerem aspectos ecoldgicos e investiguem o papel destas moléculas nos
ecossistemas naturais, inclusive estudos com a mesma espécie em diferentes ambientes,
porque estes podem impor pressdes seletivas que implicam em moléculas estrutural e/ou

funcionalmente distintas.

3.3 Potencial Terapéutico

A fim de tracar o cendrio atual deste taxa e discutir as perspectivas para estudos
futuros na &rea da farmacologia moderna, nds vamos dar uma maior atencao aos estudos mais
recentes envolvendo o seu potencial terapéutico.

Das mais 240 espécies desta familia, poucas foram investigadas, restando ainda muitas
outras que continuam sem investigacdo, inclusive espécies relatadas na medicina popular com

diversas propriedades.
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Diversos ensaios in vitro e in vivo demonstraram o potencial em atividades bioldgicas
de certas espécies (Tabela 3), mas na maioria ndo foram identificadas as moléculas
responsaveis por tais atividades. Além disso, nenhum estudo abordou o possivel sinergismo
com outras substancias (extratos de outras plantas ou produtos sintéticos). Entre as espécies
investigadas os resultados foram animadores no ramo da terapéutica moderna, sendo 0s seus
alcaloides tropanicos os agentes principais nesse processo. Isto porque os alcaloides sdo
comercialmente significativos pela sua diversidade quimica e propriedades bioativas (Cordell
etal., 2001).

Tabela 3: Atividades terapéuticas investigadas em produtos naturais provindos de espécies de

Erythroxylum.

Espécie _Atlvu_jade Substancias e/ou moléculas testadas Referéncia
investigada
Erythroxylum Citotoxica e Extrato hidroalcodlico das folhas. Gonzalez-
alaternifolium A. Rich. antiviral Guevara et al.
(2004)

Antioxidante

Extratos  hexanico, cloroférmico,

Cordova et al.

acetate de etila e butandlico das folhas. | (2012)
Erythroxylum Anticancer Extrato bruto da casca do caule. Martins (2014)
anguifugum
Erythroxylum Citotoxica e Extrato hidroalcodlico das folhas. Gonzalez-
areolatum Linn. antiviral Guevara et al.
(2004)
Erythroxylum | Antimicrobiana | Extrato metandlico do caule, suas | Aguiar et al.
caatingae Plowman fracOes e dois alcaloides isolados. (2012)
Citotdxica Extrato metanolico do caule e um | Oliveira et al.
alcaloide isolado, a Catuabina B. (2012)
Antitumoral Extrato metanolico do caule. Oliveira et al.
(2012)

Anti-hipertensiva

Antinociceptiva

Extrato metandlico das folhas.

Extrato metandlico das folhas.

Reis et al. (2012)

Maia et al. (2014)

Relaxante Extrato etandlico das folhas. Santos et al.
(2016)
Erythroxylum | Anti-HIV e suas | Extrato aquoso do caule. Matsuse et al.
citrifolium enzimas (1999)
essenciais.
Erythroxylum confusum Citotoxica e Extrato hidroalcodlico das folhas. Gonzélez-




Britt.

Erythroxylum daphnites

Erythroxylum deciduum

Erythroxylum

delagoense Schinz

Erythroxylum

emarginatum Thonn

Erythroxylum
gonocladum

Erythroxylum

havanense Jacq.

Erythroxylum

hypericifolium Lam.

antiviral

Citotoxica

Hepatoprotetora

Anticancer

Antioxidante

Antimicrobiana

Antiviral

Antibacteriana

Antibacteriana

Anti-hipertensiva

Antiinflamatéria

Citotoxica e

Antiviral

Antioxidante e
sequestradora de

radicais livres

Extratos das folhas (Infusdo, decoccdo
e hidroalcoolico) e duas fracdes
(acetato de etila e o seu residuo).

Extratos hexanico e hidroetanélico das
folhas.

Extrato bruto da casca do caule.

Extratos aquosos, hexanicos e
etandlicos das folhas em diferentes

épocas do ano.

Extratos hexanico, aquoso (e suas
fracbes metanolica e acetdnica) e
etandlico (e suas fragdes aquosa,

hexanica e acetato de etila).

Extrato aquoso das folhas.

Extractos de acetona, metanol e agua

quente de folhas e cascas.

Extractos de acetona, metanol e agua

quente de folhas e cascas.

Extrato etandlico das folhas.

Extrato etandlico bruto e suas fragBes

(hidrometandlica, hexanica,

diclorometanica e acetate de etila).

Extrato hidroalcoodlico das folhas.

Extratos de metanol e diclorometano

de folhas e caules (em conjunto).
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Guevara et al.
(2004)

Martinez-
Hormaza et al.
(2006)

Rodeiro et al.
(2008)

Martins (2014)

Martins (2015)

Silva (2013)

Simoni et al.
(2007)

Wet (2011)

Wet (2011)

Lucas-Filho
(2009)

Gusman et al.
(2015)

Gonzélez-
Guevara et al.
(2004)
Poullain et al.
(2004)
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Erythroxylum

laurifolium Lam.

Erythroxylum lucidum
HBK.

Erythroxylum

macrocarpum

Erythroxylum

minutifolium

Erythroxylum
novogranatense var.

truxillense

Erythroxylum
nummularia
Erythroxylum

passerinum

Erythroxylum pervillei

Anti-herpetica

Inibidora da o-
amilase e

da a-glucosidase.

Toxica,
antitumoral,
citotdxica e

capacidade de se
intercalar com o

DNA.

Antimicrobiana

Antigenotoxica

Antibacteriana

Hepatoprotetora

Antibacteriana

Antibacteriana

Antioxidante

Citotéxica em

células

astrocitarias.

Citotoxicica;

Inibidora da

Extractos enriquecidos com taninos
condensados das folhas e caules.

Extratos metanolico e aquoso.

Extrato metanolico dos ramos.

Extrato metandlico das folhas e galhos.

Extrato etanolico das folhas.

Extrato etandlico dos frutos.

Extratos hexanico e hidroetanélico das

folhas.

Extrato hidroalcoolico das folhas.

Extratos aquoso e etandlico das folhas.

Substancias Isoladas das folhas

Dois terpenos isolados do fruto: AEP-1

e Lupeol.

Nove alcaldides extraidos da raiz.

Quatro alcal6ides extraidos da raiz.

Lohezic et al.
(1999)
Picot et al. (2014)

Gupta et al.
(1996)

Mahomoodally et
al. (2005)

Leyvaetal.
(2003)

Toledo-Castro et
al. (2008)

Rodeiro et al.
(2008)

Villanueva e
Nakata (2010)

Pastor (2011)

Barreiros et al.
(2003)

Menezes-Filho

(2012)

Silva et al. (2001)
Silva et al. (2001)
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Erythroxylum pictum

Erythroxylum pungens
O.E. Schulz

Erythroxylum rimosum

Erythroxylum
suberosum A. St.Hil

Erythroxylum

subrotundum

resisténcia a
maltiplos
medicamentos;
Reversora da
resisténcia a

maltiplas drogas.

Antibacteriana

Vasorelaxante

Antioxidante e

Toéxica

Antimicrobiana e

Citotoxica

Inibidora das
catepsinas K, L e
V (envolvidas no
desenvolvimento

de osteoporose,
cancer de pele e
aterosclerose,
respectivamente).

Anti-hipertensiva

Antiinflamatéria

Citotoxica

Antimicrobiana

Dois ésteres aromaticos de alcaloides

tropanicos  extraidos de raiz:

Pervileinas B e C.

Extratos de agua quente, acetone e

metanol das folhas e cascas.

Extrato das raizes e seu principal

alcal6ide tropanico, a pungencina.

Fracdes do extrato metandlico das

folhas (hexénica, cloroférmica e

acetato de etila).

Extrato etandlico da casca do caule e

suas fracoes.

Extratos etandlicos das folhas, caules e
raiz, suas fracbes e o flavondide

quercetina.

Extrato etanélico das folhas.

Extrato etandlico bruto e suas fragBes
(hidrometandlica, hexanica,

diclorometanica e acetate de etila).

Extratos aquoso, etadlico e hexanico
das folhas. Foram analisadas também
as fracbes acetate de etila e
hexano:acetato de etila do hexanico.

Extratos aquoso, hexanico e etandlico

das folhas.

Mi et al. (2002)

Wet (2011)

Oliveira et al.
(2012)

Ribeiro (2011)

Violante (2008) e
Violante et al.
(2012).
Nascimento
(2014)

Lucas-Filho
(2009)
Gusman et al.
(2015)

Santos (2014)

Silva (2013)
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Erythroxylum | Anti-hipertensiva | Extrato etanélico das folhas. Lucas-Filho
tortuosum (2009)

Antiinflamatdria | Extrato etanolico bruto e suas fragdes | Gusman et al.

(hidrometandlica, hexanica, | (2015)

diclorometanica e acetate de etila).

4. Considerac0es Finais

O género demonstra um alto potencial para a industria farmacéutica, uma vez que possui
uma grande diversidade de metabdlitos que se demonstraram bioativos contra diversas
enfermidades. Muitos povos tradicionais relatam usos medicinais que ainda ndo foram
investigados e a probabilidade de se encontrar novas moléculas bioativas € alta. Quando
aliamos isto ao fato de que ele possui distribuicdo pantropical, com espécies que demonstram
grande versatilidade ecolégica e diversidade quimica, podemos presumir elas sdo excelentes
objetos de estudo, principalmente para os pesquisadores em farmacologia de produtos naturais
e quimioecologia. A vasta variabilidade estrutural encontrada, no entanto, € um indicio de que
estas espécies podem ser resistentes as condicdes adversas impostas pelo ambiente, como o
uso antrépico por exemplo. Para atender as demandas industriais sem prejudicar a capacidade
de sobrevivéncia da espécie no ecossistema, sdo necessarios conhecimentos acerca do
rendimento do processo de extracdo do produto natural e, principalmente, sobre o
metabolismo da espécie em questdo, reproducdo, dinamica populacional e relagdes
ecologicas. Logo, o potencial terapéutico das espécies deste género é inegavel, mas a

utilizacdo pela industria farmacéutica deve seguir planos de manejo especificos.
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Resumo

O fenbmeno da resisténcia microbiana frente a antibioticos tem se tornado um dos
maiores problemas de salde publica do mundo. Muitos estudos envolvendo combinagdes
entre extratos de plantas e drogas convencionais tem se demonstrado eficazes na modificacao
desta resisténcia e potencializacdo do efeito destas drogas. Neste estudo testamos o extrato
etanolico de E. revolutum e a fracdo de alcaloides, sozinhos e combinados com antibidticos
convencionais contra cepas sensiveis e resistentes de Staphylococcus aureus, Escherichia coli
e Pseudomonas aeruginosa pela técnica da microdiluicdo em placas de 96 pogos. Também foi
realizada uma prospeccao fitoquimica e um teste de toxicidade em tecido hepéatico de Mus
musculus pelo reagente MTT em ambos os produtos. A fitoquimica apontou a presenca de
alcaloides, flavonoides, esteroides, taninos e antraquinonas no EER e a anélise de CG-EM na
fracdo de alcaloides indicou a presenca de dois alcaloides tropanicos. Nossos resultados
demonstram que ambos 0s produtos possuem baixa toxicidade.A fracdo de alcaloides
apresentou o melhor resultado, diminuindo a CIM da Gentamicina frente a S. aureus em 84%,
sugerindo ser um produto em potencial para o desenvolvimento de novos tratamentos no

combate a estas infecgdes.

Palavras-chave: Biodiversidade, Produtos naturais, Alcaloides tropanicos, Reversdo da
Resisténcia.
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1. Introducéo

A resisténcia microbiana aos medicamentos existentes € um fendmeno crescente que
se tornou uma das maiores ameacas globais a saude publica, sendo inclusive um dos casos
mais bem relatados de evolugdo bioldgica, o que torna muitas infecgdes quase impossiveis
de tratar (Prestinaci et al., 2015). Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, por
exemplo, representam de 60 a 70% dos casos de infec¢cdes nosocomiais em neonatais, sendo
inclusive relatados muitos casos de S. aureus resistente a meticilina (Patel e Saiman, 2010).
Outro exemplo é a resisténcia de Escherichia coli as fluoroquinolonas, antibioticos mais
utilizados em infeccBes do trato urinario, existem inclusive paises onde tratamento ja se
tornou ineficaz em mais da metade dos pacientes (WHO, 2014).

Este fendbmeno tem sido atribuido principalmente ao uso indiscriminado de
antibidticos. Mas outros fatores também contribuem significativamente para o problema,
como pacientes imunossuprimidos (pacientes com céncer, AIDS ou recém-transplantados),
procedimentos cirargicos invasivos e longa permanéncia em hospitais (Vincent, 2003).

Além do impacto sobre a salde humana, também se destaca o impacto econémico.
De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2014), pacientes acometidos por
cepas resistentes aos medicamentos, além de consumir mais recursos, correm maior risco de
um pior desfecho clinico e morte do que os pacientes acometidos por cepas comuns.

A terapia combinada, também conhecida como terapia sinérgica, envolve a
combinagio de antibidticos com extratos vegetais. E uma éarea em potencial para a
descoberta de interagfes novas e o0 tratamento em pacientes com infecgcdes graves causadas
por microorganismos resistentes (Chanda e Rakholiya, 2011). Entre os beneficios estdo o
aumento da atividade antibacteriana, o tratamento de infeccBes graves na qual se conhega o
agente especifico, a reducdo do tempo necessario para a terapia e a prevengdo do
aparecimento de resisténcia, entre outros (Levinson e Jawetz, 2002). Este efeito sinérgico se
da pela formacéo de misturas complexas, mais eficazes em inibir determinadas espécies de
microorganismos, que pode ser através da inibicdo da sintese da parede celular, lise da
membrana e interferéncia na sintese de acidos nucleicos e proteinas (Chanda e Rakholiya,
2011).

Erythroxylum revolutum Mart. (Erythroxylaceae) é endémica da regido nordeste do
Brasil (Loiola et al., 2007), onde ¢ conhecida como “aragd-bravo” e utilizada por povos
tradicionais como afrodisiaca (Agra et al., 2008). Alguns estudos relatam o potencial

antimicrobiano do género Erythroxylum (Wet, 2011; Violante et al., 2012; Albuquerque et
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al. 2014), mas os mecanismos envolvidos nesta atividade ainda ndo sao bem compreendidos.
Além disso, nenhum estudo até o momento avaliou possiveis interagdes com extratos de
espeécies deste género e drogas antimicrobianas utilizadas no mercado, o que torna a espécie
um excelente objeto de estudo.

Neste estudo testamos o extrato etanolico de Erythroxylum revolutum, sozinho e em
combinagdo com antibidticos, contra cepas bacterianas sensiveis e resistentes. O objetivo é
contribuir para a descoberta de novas drogas capazes de tratar as infeccdes procovadas por
estes agentes ou até mesmo propor novas terapias eficazes que permitam potencializar a

acdo antimicrobiana de farmacos ja usados na clinica.

2. Secdo Experimental

2.1 Cepas bacterianas

Para a avaliacdo da atividade antibacteriana dos produtos sozinhos foram utilizadas as
cepas sensiveis e resistentes descritas na Tabela 1 e para a avaliacdo do possivel efeito
modificador da resisténcia foram utilizadas apenas as cepas resistentes.

Tabela 1: Cepas bacterianas utilizadas para os ensaios de avaliacdo
dos efeitos antibacterianos e modificador da resisténcia.

Bactérias Cepas sensiveis  Cepas resistentes
Escherichia coli ATCC 25922 EC 06
Staphylococcus aureus ATCC 6538 SA 10
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 PA 24

2.2 Drogas

Foram utilizados o aminoglicosideo Gentamicina, a quinolona Norfloxacina e o

macrolideo Eritromicina, todos obtidos em farmacia e diluidos em agua destilada.

2.3 Material vegetal

Folhas de dois individuos de E. revolutum foram coletadas as 9:30hs do dia
21/03/2017 no municipio de Serra Talhada, Pernambuco, Brasil (7° 4°29.8” S 38° 18°07.2”
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W). A espécie foi identificada pelo taxonomista André Laurénio de Melo e as exsicatas
foram depositadas no HESBRA (Herbario do Semiéarido Brasileiro) sob n® 3711. As folhas
foram colocadas para secar em estufa a 40°C durante 72 h. Apds a secagem as folhas foram

trituradas até se obter o po.

2.4 Preparagéo do Extrato Etandlico

O extrato de E. revolutum (EER) foi obtido a partir da extracéo a frio do po6 (770,97
g) com etanol 96% seguindo a metodologia adaptada de Oliveira (2012). O etanol foi
adicionado ao material até a completa submersdo e apds 72 h o liquido foi filtrado. O
processo foi feito trés vezes e, ao final, todo o filtrado foi concentrado em evaporador
rotativo a 40°C sob pressdo reduzida, colocado em banho-maria a 37° por 72 hs e

posteriormente em liofilizador para evaporar o etanol restante.

2.5 Preparacéo da Fracéo dos Alcaloides Totais (FAT)

Uma parte do extrato obtido foi submetido a uma extracdo acido-base para a
obtencdo da Fracdo dos Alcaloides Totais (FAT), seguindo a metodologia adaptada de
Tabosa et al. (2000). O extrato (40 g) foi diluido em etanol 96% e esta solugdo foi
acidificada com &cido cloridrico 3% até atingir o pH 2. Em seguida, a mistura foi colocada
em funil de separacdo com acetato de etila e 4gua (1:1) v/v, homogeneizada e deixada
descansar até se obter duas fases. A fase acetato de etila foi descartada e a aquosa foi
alcalinizada com hidroxido de amdnio concentrado até ela atingir o pH 9 e, em seguida, foi
adicionado acetato de etila concentrado. A mistura foi homogeneizada e separada da mesma
forma, mas desta vez a fase aquosa foi descartada e a fase acetato de etila foi seca com
sulfato de sodio anidro, filtrada a vacuo, concentrada em evaporador rotativo a 40°C e, por

fim, posta em banho-maria para evaporar todo o solvente restante.

2.6 Prospeccéo Fitoquimica e anélise por CG-EM

Um estudo preliminar foi realizado para a identificacdo qualitativa dos metabolitos
secundarios presentes no EER seguindo a metodologia de Matos (2009) com adaptaces.

A fracdo de alcaloides foi submetida a analise por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrofotometria de Massas (CG-EM) pelo equipamento Thermo Scientific TRACE 1300
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acoplado ao 1SQ quadruplo, com coluna capilar de silica fundida DB-5 de dimens@es: 30 m x
0,25 mm x 0,25 um. A amostra foi dilupida em acetato de etila e foi utilizado Hélio como géas
de arraste a uma velocidade de fluxo de 1,0 mL/min, obtendo espectros de massas e
cromatogramas. O experimento CG-EM foi realizado no modo de impecto de elétrons, El a
70 eV. A temperatura do forno foi programada a partir de 60 a 300 °C a razdo de 20 °C/min
(14 min). Com aquecimento iniciando-se a 60 °C por 3 min, e depois com taxa de
aquecimento de 40 °C/min até 100 °C e depois 20 °C/min até 300 °C, temperatura na qual se
manteve a isoterma por 2 minutos. A temperatura do injetor e detector foram,

respectivamente, de 250 e 280 °C.

2.7 Ensaios antibacterianos

2.7.1 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A avaliacdo da atividade antibacteriana foi realizada pelo método da microdilui¢cdo em
caldo seguindo a metodologia adaptada de Saraiva et al. (2011). Antes do experimento, as
placas contendo os microrganismos foram incubadas por 24 h a 37 °C. Para o semeio foi
utilizado o meio de cultura sélido Heart Infusion Agar (HIA). Foram preparados Eppendorfs
contendo o meio de cultura liquido Brain Heart Infusion (BHI), nos quais também foram
inseridos uma suspensdo da colonia bacteriana (10° UFC/mL em solucdo salina 0,9% pela
escala de MacFarland).

Uma solucdo-méae dos produtos (EER e FAT) foi preparada diluindo 0,10 g em 1 mL
de DMSO e 8.765 pL de agua destilada para atingir a concentracdo de 1.024 ug/mL. A
microdiluicdo foi realizada em placas de 96 pocos onde foi adicionado o meio de cultura, a
suspensdo bacteriana e os produtos em concentracdes que variaram de 512 a 0 pg/mL O poco
equivalente a 0 pg/mL foi utilizado como controle positivo e o controle de esterilidade foi
feito com o meio de cultura sozinho. As placas foram incubadas por 24hs a 36°C. O
experimento foi realizado em triplicata e a leitura do resultado feita adicionando 20 pL do
reagente resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-0xido) em cada poco, que muda de
cor na presenca de células bacterianas vidveis. A CIM foi determinada como a concentracdo

equivalente aos pogos em que ndo houve mudanca de coloragéo do reagente.
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2.7.2 Efeito modificador da resisténcia

O experimento foi realizado em triplicata seguindo o protocolo e as referéncias citadas
no tdpico anterior, mas desta vez foram determinadas as CIMs dos antibidticos realizando a
microdiluicdo destes em concentragdes que variaram de 1.024 a 0 pug/mL, na presenga e na

auséncia dos produtos na concentracdo subinibitdria (CIM do produto/16).

2.8 Teste de Toxicidade

A investigacdo da atividade tdxica seguiu 0 método ex vivo de viabilidade celular em
tecido hepatico de Mus musculus pelo reagente MTT adaptado de Gasparoto (2014). Os
produtos (EER e FAT) foram diluidos em 2.940uL de PBS pH 7,4 € 60 uL de etanol. A partir
desta solucéo foram feitas dilui¢cbes de 10.000, 1.000, 100, 10 e 1pg/mL em PBS. O controle
foi feito com o veiculo de solubilizacdo sem a amostra. ApOs o0 preparo das solu¢Bes um
camundongo (Mus musculus) foi anestesiado com cloridrato de cetamina 0,02 mL (i.p.) e
cloridrato de xilazina 0,01 mL (i.p.). O figado foi entdo retirado, colocado em placa de Petri
sobre uma plataforma de gelo contendo PBS. Foram feitos cortes de pedagos do figado com
aproximadamente o mesmo tamanho (=1 x 0,3cm). Um pedaco foi adicionado em cada
Eppendorf contendo as solugdes-teste. O peso do Eppendorf foi medido em balanca de
precisdo antes e depois da inser¢cdo do tecido. Depois de pesados os Eppendorfs foram
imediatamente colocados no banho-maria a 37 °C por 30 minutos. Passado esse tempo foi
acrescentado 50 pL da solugdo de MTT a 10,5 mg/mL em cada Eppendorf e eles foram
incubados por mais 20 minutos. Passados os 20 minutos foram colocados 100 uL. de DMSO a
10% para paralizar a reagdo. Posteriormente foram pipetados 250 uL. do sobrenatante de cada
Eppendorf na placa de micro-pogos. O branco foi feito nas mesmas condi¢des, mas sem a
adicdo do MTT. A toxicidade foi mensurada através do decréscimo na formagdo de MTT-
Formazan e para tal, a absorbancia deste foi medida no aparelho ELISA (Termoplate®) a
490nm. O experimento foi realizado em triplicata.

Os valores de absorbancia obtidos no teste de toxicidade foram utilizados para obter
uma curva de resposta em funcgdo do peso do tecido em gramas. Foi realizada uma anélise de
regressdo ndo-linear utilizando o log (inibidor) x resposta (inclinacdo varidvel). A

percentagem de viabilidade celular foi mensurada a partir da seguinte formula:
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Aam
Viabilidade Celular (%) = (Gig)-100

Acon/Mt

Onde,
Aam = Absorbancia de MTT-formazan pela amostra teste (subtraido o branco).
Mt = Massa do tecido em gramas;

Acon = Absorbancia de MTT-formazan pelo controle (subtraido o branco);

Ressalta-se que o presente procedimento experimental também foi previamente submetido
para avaliacdo da Comissdo de Experimentacdo e Uso de Animais (CEUA) da Universidade

Regional do Cariri e aprovado sob o n° de protocolo 00199/2017.2.

3. Analise Estatistica

Os valores obtidos nos ensaios bacterianos foram registrados em CIMs
(concentrages inibitérias minimas), sendo os valores expressos como média + erro padrdo da
média e as diferengas entre as médias consideradas significativas quando P < 0,05 (ANOVA
de duas vias seguida do teste de Tukey).

Para determinar a Clso no teste de toxicidade foi realizada uma analise de regressédo
n&o linear utilizando o log (inibidor) versus a resposta (normalizada).

A analise de todos os ensaios foi realizada através do software Graphpad Prism versao

6.0 utilizando um intervalo de 95% de confianca.

4. Resultados

4.1 Prospeccao Fitoquimica e anélise por CG-EM

Na tabela 2 encontram-se os resultados da prospecgéo fitoquimica para o EER, que
rendeu 98 g, o que equivale a 12,7% de rendimento. A presenca de alcaloides observada
pelos reativos de Mayer e Dragendorff na FAT demonstra que a extracdo foi bem sucedida,

com um rendimento de 22,5%.
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Tabela 2: Resultado da prospec¢do fitoquimica no extrato
etandlico (EER) e na fracdo de alcaloides (FAT) de
Erythroxylum revolutum.

Classes de metabdlitos secundarios EER | FAT
Alcal6ides +++ +++
Compostos fendlicos - -
Esteroides ++ -
Triterpenoides - -
Flavonéides +++ -
Flavononas + -
Cumarinas - -
Antraguinonas + -
Taninos ++ -
Antocianidinas - -
Chalconas - -
Leucoantocianidinas - -
Catequinas - -

(-) Auséncia do composto; (+) tragos; (++) presenca moderada
e (+++) forte presenca.

A FAT foi obtida como um solido cristalino, solivel em acetato de etila. A analise por
CG-EM identificou a presenca de dois alcaloides tropanicos (Figura 1).

A
B e
100 N RT: 10.52
90
—_ ] CHg
~2 80
e Sl
[<}] -
E 70: (@] (0] O
[1+] BUE O
8 602
£ oo | "
3 507 N\
2 7 N
-] 3
@ 403
= B
® 305 CH;
£ 20 A
20
] (o] (o]
E CH RT: 9.98
103 383
4 °9° 435 479 521 562 616 6.89 7.82 8.24 874 9.25
o7 7rFVv"J| P 7T 7T T T T T T T rr. . rrr [ T T T T T T T T T T T
a 5 6 7 8 9 10 11
Time (min)

Figura 1:Cromatograma CG / EM mostrando dois picos relacionados aos dois alcaloides

tropanicos identificados na fracdo de alcaloides das folhas de Erythroxylum revolutum: (A)
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3,6-diacetoxytropane, com 87,77% de abundancia relativa; (B) 3-acetoxi-6-hidroxi-tropano,
com uma abundancia relativa de 12,93%. RT: tempo de retengé&o.

4.2 Atividade Antibacteriana e Modificadora da resisténcia

Os resultados da CIM do EER sozinho contra as cepas bacterianas ndo foram aplicaveis

para nenhuma das cepas nas concentracfes testadas, mas os resultados da CIM da FAT
sozinha demonstrou efeito inibitorio para S. aureus (Tabela 3).

Tabela 3: Atividade antibacteriana do extrato etandlico (EER) e da fracdo de
alcaloides (FAT) de Erythroxylum revolutum contra cepas comuns e resistentes.

Cepas bacterianas EER FAT
CIM (pg/mL) CIM (pg/mL)

Escherichia coli ATCC 25922 >1024 >1024
E. coli 06 (EC06)* >1024 >1024
Staphylococcus aureus ATCC 6538 >1024 512
S. aureus 10 (SA10)* >1024 >1024
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 >1024 >1024
P. aeruginosa (PA24)* >1024 >1024

* = cepas resistentes.

Os resultados do teste de modificagdo da resisténcia estéo resumidos na Figura 2.
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Figura 2: Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de
antibioticos: (A) gentamicina (Gen), (B) norfloxacina (Nor)
e (C) eritromicina (Ery) isolada ou combinada com o extrato
etandlico bruto de E. revolutum (ERE) ou com a fracdo de
alcaloides E. revolutum (AF). Os dados sdo expressos como
média £ desvio padrdo dos valores de CIM de trés repetices
(* P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001 e **** P <0,0001,
ANOVA de duas vias e teste de Tukey).
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Houve um sinergismo frente & S. aureus resistente quando os produtos foram
combinados com Gentamicina. O EER no entanto agiu como antagonista frente a E. coli
(Figura 2-A).

Na combinagdo do antibiotico Norfloxacina com o EER, este agiu como sinergista
frente a S. aureus e antagonista frente & E. coli e a P. aeruginosa. J& a FAT agiu como
antagonista frente a S. aureus, mas ndo apresentou efeitos contra as outras cepas (Figura 2-B).

Para a combinagdo com eritromicina com o EER, este agiu como antagonista contra S.
aureus e P. aeruginosa, mas contra E. coli ndo foi significativo, enquanto a combinagdo com

a FAT ndo apresentou efeitos significativos (Figura 2-C).

4.3 Toxicidade

A andlise de viabilidade celular demonstrou que o EER possui baixa toxicidade com
efeito dependente de concentracdo, com uma Clso estimada em 1.139,0 pg/mL, com um
intervalo de confianca entre 379,6 e 3.417,0 ug/mL, com R? = 0,87 ¢ a = 0,05. A FAT
também apresentou baixa toxicidade, com uma Clso estimada em 6.752,0 ug/mL (R2 = 0,79 e

a = 0,05), com um intervalo de confianga entre 3.210 e 14.203 pg/mL.

5. Discussdo
5.1 Prospeccao Fitoquimica

A predominancia de flavonoides, alcaloides, taninos, esteroides e antraquinonas no
EER, corroboram com a literatura. Segundo Gonzélez-Garcia et al. (2005), as classes
predominantes neste género sdo alcaloides, flavonoides e terpendides, mas fitoesteroides,
taninos e antraquinonas, embora ndo sejam tdo comuns, também séo relatados.

Os alcaloides tropanicos encontrados na andlise por CG-EM corrobora com a
literatura, pois os alcaloides desta classe representam 93% dos registros para alcaloides no

género (Barreiros et al. 2005).
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5.2 Atividade antibacteriana e modificadora da resisténcia

No estudo de Aguiar et al. (2012) com o extrato metanolico e frages de Erythroxylum
caatingae, tanto o extrato quanto as fragdes, exeto a hexanica, apresentaram atividade contra
bactérias Gram-positivas mas ndo contra as Gram-negativas. Entre os metabolitos do extrato
foram isolados alcaloides tropanicos, 0 que corrobora com 0 nosso estudo, em que a FAT
apresentou inibi¢do da bactéria gram-positiva S. aureus, mas ndo das gram-negativas.

As combinages dos produtos de E. revolutum com Gentamicina séo eficazes contra S.
aureus porque reduzem a dosagem terapéutica necessaria. Vale ressaltar que a Gentamicina
apresenta certo grau de nefrotoxicidade e ototoxicidade, comum aos antibioticos da classe dos
aminoglicosideos (Oliveira et al., 2006; Rang et al., 2007) e a diminuicdo da dosagem
terapéutica & extremamente benéfica ao paciente. Seu mecanismo de acdo sobre 0s
microorganismos age inibindo a sintese proteica. O alvo primario é a subunidade 30S dos
ribossomos, o que afeta as vias de traducdo de proteinas, resposta SOS e formacdo de ROS
(espécies reativas de oxigénio). Atualmente, a gentamicina é empregada em combinagdo com
outros antibidticos, como a Oxacilia, a Vancomicina e Cefalozina, na terapéutica de
septicemias e endocardites estafilococicas, em pacientes com implantes de cimento ortopédico
e pérolas de metacrilato para a profilaxia desta infeccdo em procedimentos de artroplasia do
joelho e quadril (Marcinko et al., 1985; Wininger et al., 1996; Eveillard et al., 2003).

Vale ressaltar que a taxa de mortalidade, bem como os prejuizos econémicos
atribuidos as infecgdes por estas cepas de S. aureus multirresistentes reforcam a necessidade
de estratégias de combate (Muto et al., 2003). Elas sdo 0s principais patdgenos causadores de
infeccdes em ferimentos, endocardites, pneumonias e septicemias (Lowy, 1998). A meticilina,
antibiotico betalactamico, foi utilizada durante algum tempo na terapéutica destas infeccdes,
até o surgimento e aumento em percentagem das cepas MRSA (Staphylococcus aureus
meticilina resistentes), principalmente em hospitais, tornando-se década de 70 a principal
causa de infeccGes hospitalares no mundo (Lowy, 1998). O glicopeptideo vancomicina passou
entdo a ser o Unico antibidtico efetivo contra estas cepas, mas em meados de 1997 foram
relatadas as primeiras cepas com resisténcia a Vancomicina e a Teicoplanina, outro
glicopeptideo. Hoje denominadas VRSA (Staphylococcus aureus vancomicina resistentes),
elas estdo aumentando em numero pelo mundo inteiro (Boyle-Vavra et al., 2001; WHO,
2014).

Embora a gentamicina ndo seja empregada como droga de primeira escolha nestas

infecgdes, o surgimento destas linhagens resistentes exige cada vez mais o desenvolvimento
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de novas estratégias terapéuticas, nas quais a gentamicina aparece como um bom agente
quando em sinergismo com antibioticos inibidores da sintese da parede celular, como o0s
glicopeptideos e os beta-lactdmicos, que facilitam a sua penetracdo (Leclerg, 1999; Mamizuka
e Oliveira 2000; Boyle-Vavra et al., 2001; Gosbell, 2005; Glew e Pavu, 1983; Kotra et al.,
2000).

Para tentar compreender como 0s componentes do extrato podem estar interagindo, é
necessario compreender ndo apenas 0 mecanismo do antibiotico, mas também o mecanismo
de resisténcia das cepas testadas.

A resisténcia aos antibidticos apresentada por S. aureus acontece por mecanismos
associados as PBPs (sigla em inglés para Proteinas Ligadoras de Penicilina), enzimas que se
localizam na membrana celular e catalisam a etapa final da sintese da parede bacteriana. As
PBPs 1, 2 e 3 possuem alta afinidade (sitios-alvo) com os beta-lactdmicos, ligando-se
covalentemente e podem ser codificadas cromossomicamente ou mediadas por plasmideos
(Chambers, 1997). A resisténcia a Meticilina esta associada a producdo de uma enzima
adicional anémala, denominada PBP 22 que é codificada pelo gene cromossémico mecA e
possui baixa afinidade pelos beta-lactamicos, modificacbes na capacidade de ligacdo das
PBPs e a hiperproducdo de beta-lactamases (Tomasz et al. 1989; Chambers, 1997). Ja a
resisténcia a vancomicina esta associada a hiperprodug¢do das PBPs 2’, que promovem a
producdo de componentes da parede celular (mucopeptideo). Com isto, ocorre o espessamento
da parede celular e o aprisionamento da droga, reduzindo a quantidade que chega ao local de
acao (Boyle-Vavra et al., 2001).

Ja a resisténcia das Gram-negativas, como E. coli e P. aeruginosa, esta associada a
diversos outros mecanismos diferentes, como a bomba de efluxo, que expulsa o antibi6tico, as
porinas, canais de membrana que ndo permitem a entrada de certos antibioticos, mudancas na
conformacdo da membrana plasmatica e enzimas que alteram a estrutura do antibiotico por
fosforilacdo, acetilacdo e poliadenilacdo (Tafur et al., 2008).

Diante do exposto, o fato do EER e da FAT apresentarem um sinergismo com
gentamicina frente a bactéria Gram-positiva S. aureus € um fato peculiar que nos da algumas
pistas sobre este mecanismo de acdo. E possivel que os alcaloides tropanicos de E. revolutum
estejam interferindo de alguma forma a atividade das PBPs, ocasionando de alguma forma a
diminuicdo da espessura da parede e o aumento da quantidade da droga que chega ao seu
local de acdo. No entanto, outros estudos ainda sdo necessarios para testar a hipotese deste

mecanismo de acao.
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O estudo de Aquino et al. (2016) apresentou resultados parecidos, onde a combinagao
de Sideroxylon obtusifolium e Gentamicina apresentou sigernismo frente a S. aureus e
antagonismo frente E. coli e P. aeruginosa. O autor sugeriu que esta atividade esteja
relacionada com a presenca de flavonoides no extrato, visto que outros estudos como o de
Tsuchiya et al. (1996) e Cushnie e Lamb (2005) demonstraram sinergismo entre flavonoides e
antibioticos.

Araruna et al. (2013) também encontrou um sinergismo em estudo com Caryocar
coriaceum com antibidticos da classe dos aminoglicosideos. Entre 0s componentes estavam
presentes também rutina e acido galico, assim como outros componentes, flavonoides como
quercetina e taninos. O estudo de Hatano et al. (2005) demonstrou que alguns taninos e fenois
apresentaram efeitos antibacterianos e sinérgicos com a Oxacilina contra S. aureus
multirresistente.

J& o estudo de Chavez et al. (2002) com os alcaloides tropanicos de Erythroxylum
rotundifolium em células cancerigenas demonstrou que estes sdo capazes de reverter o
fenotipo de resisténcia e sugere que provavelmente eles interagem com a glicoproteina-P,
produto do gene MDR1, responsavel pelo efluxo de muitos farmacos e xenobiéticos.

Os nossos dados demonstram que os alcaloides tropanicos de E. revolutum séo
capazes de reverter o mecanismo de resisténcia de S. aureus, mas ndo exclui a possibilidade
de que outras moléculas presentes no extrato, como a rutina e o acido galico, também possam
exercer uma atividade semelhante, apenas estudos posteriores com fragdes que privilegiem
estas classes de moléculas podem responder a estas questdes.

Por fim, as moléculas presentes no extrato podem interferir com um ou varios alvos, o
que pode resultar num efeito sinérgico ou antagénico (Wagner e Ulrich-Merzenich, 2009). Os
antagonismos observados em algumas combinagGes podem estar relacionados a uma ligacéo
destes compostos aos alvos das drogas ou a ligagdo com a prépria droga resultando num efeito
guelante. Portanto, estudos com componentes isolados do extrato podem resultar na
descoberta de uma ou mais moléculas bioativas, que através de técnicas de separacdo
molecular pode levar ao desenvolvimento de um medicamento eficaz para o tratamento de

infecOes estafilococicas multirresistentes.
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5.3 Toxicidade

Os estudos de toxicidade ja realizados neste género refletem a complexidade das suas
atividades bioldgicas, resultado da sua diversidade em termo de espécies e de moléculas, que
tornam os seus mecanismos dificeis de prever.

Muitos alcaloides tem atividade toxica comprovada, os pirrolizidinicos, inclusive, sdo
altamente toéxicos. O estudo de Yang et al. (2001) indica que eles sdo hepatotoxicos,
provocando o aparecimento de tumores através de um mecanismo genotoxico que acelera as
rotas metabdlicas para a formacdo de metabolitos toxicos. Todavia, como a maioria dos
alcaloides do género sdo do tipo tropano, é pouco provavel que os alcaloides que encontramos
sejam desta classe. Além disso, no estudo de Aguiar et al. (2012) com Erythroxylum
caatingae Plowman, foram testados o extrato, as fracGes e um alcaloide isolado e nenhum dos
produtos apresentou toxicidade significativa.

Negri et al. (2016) testaram in vivo os extratos etandlicos das folhas e das cascas de
Erythroxylum vaccinifolium Mart.. Os efeitos foram distintos, como a diminui¢do do tempo
de sono, ocasionada apenas pelo extrato das folhas, e a morte do animal, ocasionada apenas
pelo extrato das cascas. O autor sugere que a diferenca nos sintomas apresentados se dava
pela composicdo quimica destes. O das cascas (mais téxico e letal) apresentou como
principais constituintes as cinchonainas, enquanto o das folhas (menos toxico) apresentou
flavonoides glicosideos.

Mahomoodally et al. (2005) observaram que o0 extrato de Erythroxylum
macrocarpum O. E. Schulz causou diminuicdo da capacidade de absorcdo pelas células
intestinais em concentracdes de 6 e 12 mg/mL. O autor levanta a hip6tese que os taninos,
fenois e alcaloides presentes no extrato diminuem a permeabilidade da membrana dos
enterdcitos e o transporte passivo de fluidos.

Embora nosso estudo ndo tenha usado enterdcitos como modelo, é possivel que entre
0s metabolitos que encontramos no EER estejam diminuindo a permeabilidade da membrana
dos hepatdcitos. Apesar dos indicios ainda sdo necessarios estudos, tanto in vitro como in
vivo para elucidar este mecanismo de acdo e testar as dosagens seguras de uso. Isto é
importante porque E. revolutum é utilizada por povos tradicionais do nordeste do Brasil
(cachaca e cha das folhas e flores) como afrodisiaca e para tratar problemas cardiacos (Agra
et al., 2008; Loiola et al., 2007). Portanto, € importante que se determine a forma de uso e as

dosagens seguras deste produto natural.
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6. Conclusodes

O sinergismo entre os produtos de E. revolutum e Gentamicina demonstra que eles
possuem potencial para o desenvolvimento de novos medicamentos eficazes no tratamento
das infeccOes ocasionadas por S. aureus multirresistente. No entanto, a FAT apresentou uma
maior potencializacdo do efeito da Gentamicina e uma toxicidade bem menor que o EER,
demonstrando o potencial dos alcaloides tropanicos de E. revolutum para a producéo de novos
antibidticos, mas ainda sao necessarios estudos em modelos in vivo para observar possiveis

mecanismos bioquimicos subjacentes.
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Resumo

A resisténcia microbiana é atualmente um dos maiores problemas em salde publica
no mundo. Na tentativa de reverter este mecanismo, muitos estudos tém focado na
combinacdo de drogas antimicrobianas com produtos naturais. Neste estudo testamos 0s
efeitos do extrato etandlico bruto e da fracdo dos alcaloides totais de E. revolutum, sozinhos
e combinados com o antifingico fluconazol, contra espécies de Candida pela técnica da
microdiluicdo em caldo. Também realizamos em ambos o0s produtos a caracterizacdo
fitoquimica por CLAE E CG-EM e um teste de toxicidade em tecido hepatico de Mus
musculus pelo reagente MTT. Nossos resultados demonstraram que ambos os produtos
possuem atividade antifangica. Além disso, a fracdo de alcaloides quando combinada com o
fluconazol possui atividade modificadora da resisténcia de C. krusei, além de um efeito
fungiostatico contra C. albicans e C. tropicalis. O teste de toxicidade in vitro mostrou que
ambos os produtos possuem baixa hepatotoxicidade. Concluimos que a fragdo dos alcaloides
totais de E. revolutum é um produto com alto potencial para o desenvolvimento de

medicamentos mais eficazes para o tratamento de candidiases.

Palavras-chave: Biodiversidade, Alcaloides tropanicos, Modificagdo da Resisténcia

Fungica.
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1. Introducéo

As doengas infecciosas ja chegaram a matar bilhdes de pessoas ao longo da histéria
da humanidade. A terapéutica destas infeccdes, entretanto, foi revolucionada com a
descoberta do primeiro antibiotico por Alexander Fleming na década de 1930. No entanto, a
capacidade natural que os microorganismos possuem de adquirir resisténcia tem deixado o
cenario de salde mundial cada vez mais critico (Rodriguez-Roja et al., 2013; WHO, 2014).
Este fato vem sendo agravado pelo uso indiscriminado e descarte indevido destas drogas.
Além disso, a taxa com que isto vem acontecendo € tdo alta que alguns autores chegam a
mencionar um retorno a era pré-antibiotico (Baquero e Blazquez, 1997; Rodriguez-Roja et
al., 2013).

Na tentativa de reverter o mecanismo de resisténcia destes patdgenos, muitos estudos
foram realizados combinando naturais com drogas convencionais, sendo inclusive o termo
“Terapia Hibrida” recentemente proposto por Wagnera e Efferthp (2017). Bons resultados
foram obtidos com esta nova abordagem, modificando a resisténcia de bactérias e fungos,
mas os mecanismos envolvidos ainda precisam ser elucidados (Coutinho et al., 2008;
Coutinho et al. 2010; Saraiva et al. 2011; Chanda e Rakholiya, 2011).

Metabdlitos secundarios das classes dos alcaloides, principalmente tropanicos,
terpenoides e flavonoides sdo produzidos por espécies do género Erythroxylum (Gonzélez-
Garcia et al., 2005). Erythroxylum revolutum é endémica da regido nordeste do Brasil, onde
¢ conhecida como “araga-bravo” (Loiola et al., 2007; Agra et al., 2008). Alguns estudos com
extratos e/ou fragcBes de espécies do mesmo género demonstraram pronunciada atividade
contra microrganismos (Wet, 2011; Aguiar et al., 2012; Violante et al., 2012; Villanueva e
Nakata, 2010; Albuquerque et al. 2014), mas nenhum estudo até o momento avaliou
possiveis interacbes com extratos de espécies deste género e drogas antimicrobianas
utilizadas no mercado.

Neste estudo, testamos as hipdteses de que o extrato etandlico e a fracdo de
alcaloides de E. revolutum possuem atividade antifingica e podem inibir e/ou modificar a
resisténcia destes agentes infecciosos. Para isso, testamos o extrato bruto e a fragdo de
alcaloides, sozinhos e combinados com o antifingico fluconazol, além de realizar a
caracterizagdo fitoquimica e um ensaio de toxicidade. O objetivo é ajudar no
desenvolvimento de novos medicamentos para a terapéutica destas infeccGes e fornecer

informagdes importantes sobre o mecanismo de a¢do envolvido nesta atividade.
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2. Material e Métodos

2.1 Cepas fungicas

Foram utilizadas cepas obtidas do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Salde (INCQS) da Colecdo de Culturas Oswaldo Cruz, Candida albicans (CA INCQS
40006), Candida krusei (CK INCQS 40095) e Candida tropicalis (CT INCQS 40042).

2.2 Drogas, Reagentes e Solventes

Para a extracdo foram utilizados: acetato de etila, acido cloridrico, etanol 96%, sulfato
de sddio anidro e hidréxido de amoénio. Para o teste de microdiluicdo foi utilizado o
antifangico comercial fluconazol diluido em agua destilada e dimetilsulfoxido (DMSO). Para
0 teste de toxicidade foram utilizados MTT-formazan, Phosphate Buffered Saline (PBS)
cetamina, cloridrato de xilazina e dimetilsulféxido (DMSO).

2.3 Material vegetal

A espécie foi identificada e uma exsicata depositada no Herbario do Semiarido
Brasileiro (HESBRA) sob o n°® 3711. As folhas foram coletadas em Serra Talhada-PE, Brasil
(coordenadas 7° 4°29.8” S 38° 18°07.2” W) em 21/03/2017 por volta das 9:30 da manha. As
folhas foram secas em estufa a 40°C por 72 h e posteriormente trituradas.

2.4 Extracao de alcaloides

O p6 foi extraido com etanol 96% e concentrado em evaporador rotativo a 40°C
seguindo a metodologia de Oliveira (2012). Para evaporar o solvente restante ele foi
colocado em banho-maria (37 °C) e liofilizado em seguida. O extrato obtido foi submetido a
uma extracdo acido-base para a obtencao da Fracdo dos Alcaloides Totais (FAT), seguindo a
metodologia adaptada de Tabosa et al. (2000). O extrato (40 g) foi diluido em etanol 96% e
esta solucdo foi acidificada com acido cloridrico 3% até atingir o pH 2. Em seguida, a
mistura foi colocada em funil de separacdo com acetato de etila e agua (1:1) vlv,
homogeneizada e deixada descansar até se obter duas fases. A fase acetato de etila foi
descartada e a aquosa foi alcalinizada com hidréxido de amdnio concentrado até ela atingir o
pH 9 e, em seguida, foi adicionado acetato de etila concentrado. A mistura foi
homogeneizada e separada da mesma forma, mas desta vez a fase aquosa foi descartada e a

fase acetato de etila foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada a vacuo, concentrada em
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evaporador rotativo a 40°C e, por fim, posta em banho-maria para evaporar todo o solvente
restante.

2.5 Prospeccdo fitoquimica e analises por CLAE e CG-EM

Para verificar a eficacia do procedimento de extracdo de alcaloides, realizamos testes
pelos reativos de Mayer e Dragendorff na FAT adicionando 3 gotas dos reagentes em 0,5 ml
da fracdo depois de passar pelo evaporador rotativo. Além disso, foi realizada a analise
qualitativa dos componentes no extrato bruto e na FAT seguindo a metodologia de Matos
(2009) com adaptacdes.

A andlise quantitativa em alguns componentes do EER foi realizada através de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com o aparelho UHPLC® (Thermo
Scientific) equipado com uma coluna Dionex UltiMate 3000. As amostras na concentracao de
5 mg/mL foram diluidas em etanol P.A. e homogeneizadas em banho ultrassénico durante 10
min. Posteriormente as amostras foram filtradas em filtro de PTFE de 0,45 pm
(CROMAFIL®). Apés a filtracdo, as amostras foram desgaseificadas em banho ultrassdnico
por 20 min. Os padrbes receberam o mesmo tratamento e foram diluidos nas concentracdes de
0,25; 0,2; 0,15; 0,1 e 0,05 mg/mL para a construcdo das curvas de calibracdo. Foi utilizado
como sistema eluente acido acético a 2% e metanol com gradiente de concentracdo 0 min/5%,
2min/25%, 10 min/40%, 20min/50% e 30min/50%.

A fracdo de alcaloides foi submetida a analise por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrofotometria de Massas (CG-EM) pelo equipamento Thermo Scientific TRACE 1300
acoplado ao 1SQ quadruplo, com coluna capilar de silica fundida DB-5 de dimensdes: 30 m X
0,25 mm x 0,25 um. A amostra foi dilupida em acetato de etila e foi utilizado Hélio como gas
de arraste a uma velocidade de fluxo de 1,0 mL/min, obtendo espectros de massas e
cromatogramas. O experimento CG-EM foi realizado no modo de impecto de elétrons, El a
70 eV. A temperatura do forno foi programada a partir de 60 a 300 °C a razdo de 20 °C/min
(14 min). Com aquecimento iniciando-se a 60 °C por 3 min, e depois com taxa de
aquecimento de 40 °C/min até 100 °C e depois 20 °C/min até 300 °C, temperatura na qual se
manteve a isoterma por 2 minutos. A temperatura do injetor e detector foram,

respectivamente, de 250 e 280 °C.
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2.6 Ensaios antifungicos

2.6.1 Determinacéo da Clso

O ensaio seguiu a metodologia de Morais-Braga et al. (2016). Uma suspensao fungica
foi preparada seguindo a escala de McFarland até atingir a concentracéo de 10° UCF/ml. A
suspensdo foi adicionada com o meio Caldo Saboraud Dextrose (CSD) em placas de 96
pocos. A partir de uma solucdo-mae (preparada com 0,15 g dos produtos, extrato bruto e
fracdo de alcaloides, diluidos em 1 ml de DMSO e &gua destilada até atingir uma
concentragdo de 16.384 pg/ml) foi realizada a microdiluigdo, variando a concentragdo dos
produtos de 8.192 a 8 pg/ml. O controle negativo foi realizado com o meio de cultura e a
suspensdo fungica (sem a adi¢do dos produtos) e o controle de esterilidade apenas com o0 meio
de cultura sozinho. O branco (para leitura da absorbancia) foi realizado com o mesmo
tratamento das amostras, mas sem as leveduras. O experimento foi realizado em triplicata e as
placas incubadas em estufa (37°C). Apds 24 h a absorbancia dos poc¢os foi medida no
aparelno ELISA (Termoplate®) a 630nm para a construcdo da curva de crescimento,

utilizadando a formula seguinte:

. Aam
Crescimento (%) = (
Acon

)*100

Onde,
Aam = Absorbéancia do pogo contendo a amostra (subtraido o branco);

Acon = Absorbancia do controle (subtraido o branco).

2.6.2 Determinacédo da Concentragéo Fungicida Minima (CFM)

Apbs a leitura da Clsp, a CFM foi realizada seguindo a metodologia de Alves et al.
(2013). Com o auxilio de uma haste estéril, uma aliquota de cada pogo foi subclavada em
placa de Petri com meio ASD e incubada em estufa a 37°C. Apds 24 h foi realizada a leitura
onde a CFM foi determinada como a menor concentracdo do produto capaz de inibir o

crescimento visivel da col6nia fungica.
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2.6.3 Modificagéo da resisténcia

Seguindo a mesma metodologia citada no topico anterior, foram avaliadas a Cls € a
CFM da droga de referéncia, na presenca e auséncia dos produtos na concentracao
subinibitoria (CFM/16). A microdiluicdo foi realizada em placas de 96 pocos utilizando o
antifungico fluconazol em concentracBes de 8 a 8.182 pg/mL, com cada poco contendo a
suspensdo fungica, 0 meio de cultura e o produto na concentracdo subinibitéria. O ensaio foi
realizado em triplicata, o controle de esterilidade feito com o0 meio de cultura sozinho e o
controle negativo feito com o meio e a suspensdo fungica. A incubacdo e a determinacdo da

Clso e da CFM foram realizadas da mesma forma descrita no topico anterior.

2.7 Teste de Toxicidade

Utilizando como modelo ex vivo tecido hepéatico de camundongo (Mus musculus),
metodologia adaptada de Gasparoto (2014), a Clso foi determinada pela analise da curva de
viabilidade celular. O camundongo foi anestesiado com cetamina (0,02 mL) e cloridrato de
xilazina (0,01 mL) (i.p.), seu figado foi retirado e cortado em fatias com aproximadamente 1 x
0,3cm. As fatias foram colocadas em Eppendorfs contendo PBS 7,4 e o0s produtos em
concentragdes que variaram de 1 a 10.000 pg/mL. Eles foram pesados antes e depois da
adicdo dos tecidos para mensurar a massa de cada fatia e incubados logo em seguida em
banho-maria por 30 min (37 °C). Apds a incubacdo foi adicionado MTT a 10,5 mg/mL
(Sigma Aldrich) e os Eppendorfs foram incubados por mais 20 min. Por fim, foi adicionado
DMSO a 10% para paralisar as reacGes. Uma aliquota do liquido sobrenatante das amostras
foi entdo inserida em placa de 96 pogos para a leitura da absorbancia a 490 nm em aparelho
ELISA, sendo o branco feito nas mesmas condicdes, mas sem a adicdo do MTT e o controle
negativo sem a adi¢cdo do produto. Os valores de absorbancia obtidos foram utilizados para a
obten¢édo de uma curva de viabilidade celular, analisada em fungdo da massa do tecido a partir

da seguinte férmula:

Aam
o (W)*IOO
Viabilidade Celular (%) = “Acon Mt

Onde,
Aam = Absorbancia de MTT-formazan pela amostra teste (subtraido o branco);
Mt = Massa do tecido em gramas;

Acon = Absorbancia de MTT-formazan pelo controle (subtraido o branco).
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Ressalta-se que o presente procedimento experimental foi aprovado pela Comissdo de
Experimentacdo e Uso de Animais (CEUA) da Universidade Regional do Cariri sob 0 n° de
protocolo 00199/2017.2.

3. Andlise Estatistica

Os dados dos ensaios fungicos foram tratados através de ANOVA de duas vias (em
funcdo do tratamento e concentragdo) seguida de Tukey. Para determinar a Clsp tanto dos
ensaios fungicos quanto do teste de toxicidade, foi realizada uma analise de regressao nao-
linear utilizando o log do inibidor x a resposta normalizada. As analises de todos 0s ensaios

utilizaram um a = 0,05 e foram realizadas através do software Graphpad Prism verséo 6.0.

4. Resultados
4.1 Fitoquimica

Na Tabela 1 encontram-se os resultados da prospec¢do fitoquimica para o extrato

bruto e a FAT. A fracdo rendeu 9 g, equivalente a um rendimento de 22,5 %.

Tabela 1: Resultado da prospecgéo fitoquimica no EB (Extrato Bruto
de Erythroxylum revolutum) e na FAT (Fracdo dos Alcaloides Totais).

Classes de metabolitos secundarios EB FAT
Alcaléides +++ +++
Compostos fenoélicos - -
Esteroides ++ -
Triterpenoides - -
Flavonoides +++ -
Flavononas + -
Cumarinas - -
Antragquinonas + -
Taninos ++ -
Antocianidinas - -
Chalconas - -
Leucoantocianidinas - -
Catequinas - -

( - ) Auséncia do composto; ( + ) presenca fraca; (++) presenca
moderada e (+++) forte presenca.

A analise por CLAE demonstrou a presenca do flavondide rutina (Figura 1) e acido
galico (Figura 2), cujas concentracdes encontram-se na Tabela 2. Também analisamos

quanto a presenca de quercetina e o resultado foi negativo.
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de retencdo semelhante ao padrdo de rutina (créditos na imagem).

Figura 1. Cromatograma do EER (Extrato de Erythroxylum revolutum) apresentando com fator
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fator de retencdo semelhante ao padréo de acido galico.

Figura 2: Cromatograma do EER (Extrato de Erythroxylum revolutum) apresentando pico com
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Tabela 2: Quantificacdo de acido galico e rutina no EER através da analise por

CLAE.
Proporcgéo em
Molécula tr (mMin) massa (peo/peso)  Equacdo da curva de calibragéo
(mg/g)
Acido galico | 3,397+0,306 19,47 +5,021 y =0,0004x + 0,0062; Rz = 0,995
Rutina 18,69 £ 0,259 14,81 +0,4207 y =0,0014x - 0,0014; R? = 0,999

Legenda: tg = tempo de retencdo médio do padréo.

A FAT foi obtida como um sélido cristalino, soluvel em acetato de etila. A andlise por

CG-EM identificou a presenca de dois alcaloides tropanicos (Figura 3).
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Figura 3: Cromatograma CG / EM mostrando dois picos relacionados aos dois alcaloides
tropéanicos identificados na fracdo de alcaloides das folhas de Erythroxylum revolutum: (A)
3,6-diacetoxytropane, com 87,77% de abundancia relativa; (B) 3-acetoxi-6-hidroxi-tropano,

com uma abundancia relativa de 12,93%. RT: tempo de retencgéo.

4.2 Atividade Antiflngica

As andlises de regressdao das curvas de crescimento demonstram que ambos 0S

produtos possuem atividade antifungica dependente de concentracéo (Figura 4).
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Figura 4: Curvas de crescimento de espécies de Candida na presenca do EER (extrato etandlico de
Erytroxylum revolutum) e da FAT (fracdo dos alcaloides totais). (A) Ensaio com C. albicans (EER: Clsg
=4.417 e R2=0,81; FAT: Clso = 2.735 e R2=0,68) . (B) Ensaio com C. tropicalis (EER: Clsp = 3.764 e
R2 = 0,77; FAT . Clso = 353 e R?2 = 0,82). (C) Ensaio com C. krusei (EER: Clsp = 2.954,0 e R2 = 0,77;
FAT: Clso =595 e R2=0,81).
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A CFM demonstrou que para o EER estes efeitos eram apenas fungiostéticos porque
as colonias voltaram a crescer. A CFM da FAT, no entanto, demonstrou que ela é fungicida

contra C. krusei (Tabela 3), enquanto para as outras espéecies de Candida ela apresenta apenas
efeito fungiostatico.

Tabela 3: Resultado da CFM (Concentragdo Fungicida Minima) do EER (Extrato Etandlico de

Cepas EER (ug/mL) FAT (pg/mL)
Candida albicans (CA INCQS 40006) >16.384 >16.384
Candida krusei (CK INCQS 40095) >16.384 4.096
Candida tropicalis (CT INCQS 40042) >16.384 >16.384

Erythroxylum revolutum) e da FAT (Frac&o dos Alcaloides Totais).

4.3 Atividade Modificadora da Resisténcia

A ANOVA de duas vias demonstrou que nos ensaios de modificacdo da

resisténcia, 0 EER agiu como antagonista ao fluconazol (Figura 5) enquanto a FAT
apresentou sinergismo (Figura 6).
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Figura 5: Efeitos do EER (extrato etandlico de Erythroxylum revolutum)
sozinho e em combinagdo com o fluconazol contra o crescimento de Candida
albicans (A), Candida tropicalis (B) e Candida krusei (C). * = p valor < 0,05;
** = p valor < 0,01; *** = p valor < 0,001 e **** = p valor < 0,0001

significativamente diferente em relagéo ao controle de fluconazol para ANOVA
seguida de Tukey.
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Figura 6: Efeitos da FAT (fracdo dos alcaloides totais) de Erythroxylum revolutum
sozinha e em combinagdo com o fluconazol contra o crescimento de Candida
albicans (A), Candida tropicalis (B) e Candida krusei (C). * = p valor < 0,05; ** =p
valor < 0,01; *** = p valor < 0,001 e **** = p valor < 0,0001 significativamente

diferente em relagdo ao controle de fluconazol para ANOVA seguida de Tukey.

Embora a combinagdo FAT + fluconazol tenha demonstrado uma agéo
fungiostatica contra todas as espécies de Candida testadas, ela s6 possui efeito
fungicida contra Candida krusei (Tabela 4).

Tabela 4: Resultado da CFM da modificagdo da resisténcia fungica pelo EER
(extrato etandlico bruto de Erythroxylum revolutum e pela FAT (fracdo dos
alcaloides totais) em combinagdo com o fluconazol.

CFEM Fluconazol (ug/mL)

Cepas +EER +FAT
Candida albicans (CA INCQS 40006) >16.384 >16.384
Candida krusei (CK INCQS 40095) >16.384 8

Candida tropicalis (CT INCQS 40042) >16.384 >16.384
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4.4 Toxicidade

A analise de viabilidade celular demonstrou que ambos os produtos possuem baixa

toxicidade, com efeito dependente de concentracdo (Figura 7).
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Figura 7: Efeitos do EER (extrato etandlico) e da FAT (fracdo dos alcaloides totais) de Erythroxylum
revolutum em tecido hepatico de Mus musculus pelo ensaio ex vivo utilizando o reagente MTT.
Resultados da FAT: 1Cso0 = 6.752,0 pg/mL (R? = 0,79 e a = 0,05). Resultados do EER: ICso0 =
1.139,0 pg/mL (R*= 0,87 e a = 0,05).

5. Discussao

5.1 Prospeccéo Fitoquimica

A prospeccéo fitoquimica qualitativa demonstrou que o processo de extracdo da FAT
foi eficaz. O rendimento de 9 g da FAT (22,5%) é um bom rendimento. A extracdo &cido-
base de Pereira (2017), por exemplo, obteve um rendimento muito inferior. A partir dos
extratos hidroalcoolicos da folha e da casca Erythroxylum pungens, foi obtida uma fracao
enriquecida de alcaloides com rendimento de apenas 0,06% para o das folhas e 0,09% para o
daraiz.

Nas espécies de Erythroxylum que ocorrem no Nordeste do Brasil, a presenca de

flavonoides inclusive é uma caracteristica marcante (Chavez et al., 1996; Barreiros et al.,
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2002). A presenca de rutina inclusive ja foi relatada em outros estudos fitoquimicos neste
género (Guldbrandsen et al., 2015; Negri et al., 2016).

Segundo Inigo e Pomilio (1985), a presenca de flavonoides nesta familia inclusive esta
restrita a Erythroxylum, sendo quercetina e campferol, bem como seus derivados
glicosideos, marcadores quimiotaxondmicos para 0 género. Apesar de ndo termos
encontrado quercetina em nossas amostras, ndo significa que ela esteja ausente, € possivel
que ela esteja agarrada a outros grupos e tenha apresentado um fator de retencdo maior ou o
método de extracdo ndo tenha sido apropriado para o arraste desta.

Os alcaloides que encontramos na analise de CG-EM corroboram com a literatura,
pois os alcaloides tropanicos representam 93% dos registros para alcaloides no género
(Barreiros et al. 2005).

5.2 Atividade Antimicrobiana e Modificadora da Resisténcia

Embora a atividade inibitdria encontrada contra as espécies de Candida nao tenha sido
considerada aplicavel clinicamente, é um indicativo de que o EER possui moléculas bioativas
contra microorganismos. Muitos produtos naturais possuem atividade antifungica, sendo a
classe dos taninos a mais relatada (Augustin, 1991; Arif et al., 2009).

A atividade da FAT sozinha contra fungos corrobora com o estudo de Aguiar et al.
(2012) com outra espécie do género, onde o extrato metandlico e fracbes de Erythroxylum
caatingae demonstrou resultados parecidos, onde tanto o extrato quanto as fragOes, exeto a
hexéanica, apresentaram atividade contra fungos.

Alguns alcaloides foram testados isoladamente por Ozgelik et al. (2011), assim como
alguns flavonoides e compostos fendlicos, todos de origem sintética. Neste estudo, muitos
alcaloides apresentaram atividade antibacteriana contra P. aeruginosa, S. aureus e E. coli e
antifungica contra C. albicans, como a vincamina por exemplo (alcaloide do tipo indol).
Segundo o autor, a intensidade das atividades observadas parece depender de estruturas
moleculares com padrdes de substituicdo especificos, mas que ainda carecem de estudos.

No estudo de Moraes (2011) com Uncaria tomentosa, 0 autor testou o extrato e as
fragbes de alcaloides, polifenois e triterpenos. Tanto o extrato bruto quanto as fragdes
inibiram o crescimento de diferentes espécies de Candida. Ainda neste estudo, as fracdes
polifendlica e triterpénica foram testadas em sinergismo com o fluconazol e apresentaram

efeitos significativos, mas o sinergismo com a fracdo de alcaloides néo foi testado.
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A atividade antimicrobiana observada contra C. krusei, aliada ao sinergismo com o
fluconazol contra estas mesmas cepas, respectivamente, € um indicio do seu mecanismo.
Muitas interacfes entre drogas convencionais e produtos naturais vém sendo reportadas por
efeitos multi-alvo sinergéticos ou pela interacdo com mecanismos de resisténcia microbianos
(Wagner e Ulrich-Merzenich, 2009).

A resisténcia aos antibidticos pode acontecer através do efluxo da droga por bombas
de transporte ativo, genes que promovem a reducao na eficiéncia de ligacdo por modificacao
do sitio ativo ou superexpressdao de componentes da parede ou ainda, pela codificacdo de
enzimas que hidrolisam ou destroem completamente a droga (Sheldon, 2005).

As leveduras C. krusei sdo oportunistas que apresentam naturalmente um alto nivel de
resisténcia ao fluconazol associado ao fendtipo MDR, que codifica receptores com baixa
afinidade pelos antifungicos da classe dos azdis, fato que resultou em implicacGes clinicas
extremamente negativas, principalmente em pacientes com neoplasias hematolégicas,
receptores de transplantes e portadores de HIV. E importante ressaltar que a resisténcia
primaria de leveduras aos derivados azdis, especialmente o fluconazol, é um fendmeno
emergente e, segundo alguns autores, 0 que temos atualmente é apenas uma ponta do iceberg
(Samaranayake e Samaranayake, 1994; Pfaller et al., 2008).

Ja a resisténcia das cepas de S. aureus estd relacionada as PBPs, enzimas que
catalisam a etapa final da sintese da parede. A resisténcia pode ocorrer por hiperproducao
destas enzimas, causando um aumento na expessura da parede, ou pela producdo de enzimas
andmalas com baixa afinidade pelos antibidticos (Tomasz et al. 1989; Chambers, 1997,
Boyle-Vavra et al., 2001). O fenébmeno de resisténcia em S. aureus inclusive vem
aumentando, sendo considerado um dos principais agentes causadores de infec¢cbes com
mortes no mundo inteiro (WHO, 2014). E importante ressaltar que os alcaloides n3o
apresentaram antagonismos com nenhuma das drogas testadas, reforcando a ideia de que sdo
moléculas com grande potencial para novos farmacos. Todavia, sd0 necessarios mais ensaios

para elucidar este mecanismo de acéo.

5.3 Toxicidade

A fracdo ndo apresentou toxicidade significativa, pois ela se mostrou uma dose
terapéutica muito inferior a Clso. Esta baixa toxicidade pode estar relacionada a uma
alteracdo permeabilidade da membrana. Mahomoodally et al. (2005) observaram que o
extrato de Erythroxylum macrocarpum O. E. Schulz causou uma diminui¢do na absorcgéo de
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alguns componentes pelos enterdcitos. Os resultados do estudo sugerem que 0s componentes
do extrato atuam alterando a permeabilidade da membrana plasmatica. Neste estudo, foram

identificados no extrato a presenca de alcaloides, taninos e fenais.

6. Conclusoes

A fracdo de alcaloides de E. revolutum demonstrou ser bioativa contra C. krusei e sua
combinacdo com fluconazol foi capaz de modificar o0 mecanismo de resisténcia desta cepa. A
baixa toxicidade encontrada aliada a auséncia de antagonismos reforgam o seu potencial para
a producdo de novos farmacos, mas ainda sao necessarios estudos em modelos in vivo para

observar possiveis mecanismos bioquimicos subjacentes.
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5. Consideracoes Finais

Este estudo fornece informacgdes importantes que podem auxiliar futuros estudos nas
areas da quimica medicinal, farmacologia e toxicologia.Nossos resultados indicam que a
fracdo alcaloidica € de mais baixa toxicidade quando comparada com o extrato bruto, mas
ambos 0s produtos podem ser utilizados na terapéutica contra microrganismos
multirresistentes combinados com certos agentes antimicrobianos porque a dose terapéutica
é muito inferior a Clsg encontrada, tanto para o extrato quanto para a fracdo, indicando que
sdo dosagens seguras. S&0 necessarios, no entanto, mais estudos tanto in vitro como in vivo a
fim de elucidar a estrutura quimica e os mecanismos de acdo destes alcaloides, bem como
possiveis efeitos bioquimicos subjacentes.

Estes resultados séo importantes porque indicam que E. revolutum pode ser utilizada
na terapéutica, ressaltando a importancia de sua conservacdo. Isto ressalta também a

necessidade de politicas publicas que visem a conservagao dos ecossistemas da Caatinga.
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6. APENDICE — PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

6.1 Protocolo de Extracdo do EER (Extrato de Erythroxylum revolutum)

- Tratamento do Material Vegetal
As folhas frescas (Figura 1-A) livres de patdgenos, herbivoros e parasitas foram colocadas para
secar em estufa a 40°C durante 72 h. Ap0s a secagem as folhas foram trituradas e peneiradas até se

obter o p6 (Figura 1-B).

3 4 - = Rt W ]
o R 3 N RN

Figura 1: Material vegetal. (A) Folhas frescas. (B) Folhas secas trituradas. Fonte: A
autora, 2017.

- Extracéo a frio
A extragdo a frio do p6 (770,97 g) foi realizada com etanol 96% seguindo a metodologia
adaptada de Oliveira (2012). O etanol foi adicionado ao material (Figura 2-A) até a completa

submerséo (Figura 2-B) e ap6s 72 h o liquido foi filtrado (Figura 3-A).

Figura 2: Extracdo a frio. (A) Submersdo do material vegetal

seco em etanol. (B) Extracdo por 72h. Fonte: A autora, 2017.
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O processo extrativo foi realizado trés vezes e, ao final, todo o liquido filtrado foi
concentrado em evaporador rotativo a 40°C com presséo reduzida (Figura 3-B e C).

Figura 3: Filtracdo e concentragdo do EER (extrato de Erythroxylum revolutum). (A) Filtragem a
vacuo. (B) Rotaevaporacdo com bombas de presséo reduzida. (C) Rotaevaporador ajustado para
40°C. Fonte: A autora, 2017.

Para evaporar o etanol restante 0 EER foi colocado em banho-maria a 40° (Figura 4) e

liofilizado em seguida, rendendo 98 g do EER.

Figura 4: Concentracdo do EER (extrato de Erythroxylum
revolutum) em banho-maria. (A) Ajuste do banho-maria para
40°C. (B) Monitoramento da temperatura com termémetro de
mercurio. Fonte: A autora, 2017.

6.2 Protocolo de extracdo da FAT (Fracéo dos Alcaloides Totais)

A FMA foi preparada seguindo a metodologia de extracdo &cido-base adaptada de Tabosa et
al. (2000). Esta fracdo também é comumente denominada FAT (fracdo dos alcaloides totais),
todavia, como este processo também tem a possibilidade de arrastar outras moléculas juntamente

com os alcaloides, o termo FMA ¢é mais adequado.
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- Acidificacéo

Uma fracéo de 40g do EER foi diluida em 400 ml de etanol 96%. Em seguida, foi adicionado
Hcl 5% até a solucdo atingir o pH 2 (Figura 5-A). A mistura foi colocada em funil de separagdo com
agua e acetato de etila (1:1:1) v/v/v (Figura 5-B). Devido a densidade do acetato de etila ser menor
que a da &gua, a fase aquosa mais densa fica na parte inferior. A fase acetato de etila foi descartada,
pois em pH &cido os alcaloides interagem com a fase aquosa.

<«— Fase acetato de etila

<«— Fase aquosa

Figura 5: Extracdo acida. (A) Acidificacdo do EER (Extrato
de Erythroxylum revolutum) até o pH 2,0. (B) Separacdo em
funil com acetato de etila. Fonte: A autora, 2017.

- Alcalinizagdo

A fase aquosa obtida foi alcalinizada com hidroxido de aménio concentrado até atingir o pH
9,0 (Figura 6-A). Posteriormente, a mistura basificada foi colocada novamente em funil de separacéo
com acetato de etila (1:1) v/v (Figura 6-B).

| + Fase acetato de etila

<« Fase aquosa

b | -

Figura 6: Extracdo basica. (A) Basificacdo da fase aquosa do
EER (Extrato de Erythroxylum revolutum) até o pH 9,0. (B)
Separagdo em funil com acetato de etila. Fonte: A autora,
2017.
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Desta vez foi armazenada a fase acetato de etila, pois em pH bésico os alcaloides interagem
com a fase apolar. A fase aquosa antes de ser descartada foi colocada novamente em funil de

separacdo com acetato de etila para mais uma extracao.

- Secagem

A fase acetato de etila obtida no final do processo foi secada com 35g sulfato de sédio anidro
(Figura 7) e posteriormente filtrada a vacuo.

Figura 7: Secagem da FAT: Adicéo
de sulfato de sodio anidro. Fonte: A
autora, 2017.

- Concentragao

Por fim, a fracdo foi concentrada em rotaevaporador rotativo a 40 °C (Figura 8-A e B).

Posteriormente a FAT foi colocada em banho-maria para evaporar o solvente restante (Figura 8-C).

Figura 8: Concentragdo da FAT (Fragdo dos Alcaloides Totais). (A) Concentracdo em

evaporador rotativo a 40°C. (B) FAT ap6s o processo de rotaevaporagdo. (C) Retirada do
solvente restante em banho-maria. Fonte: A autora, 2017.
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- Esquema de Obtencéo da FAT

EER (40 g)

Diluigéo, acidificacdo e
separacdo em funil.

Fase aquosa |

Fase acetato de etila |

<— Alcalinizacéo e separagdo em funil.

Fase aquosa Il

Fase acetato de etila Il

Concentracdo e evaporacdo do solvente restante. ——=>

Fracdo dos Alcaloides Totais — FAT (9 g)

Figura 9: Particdo do EER (Extrato de Erythroxylum revolutum) para obtencéo

da FAT (Fracdo dos Alcaloides Totais). Fonte: A autora, 2017.

6.3 Protocolo de Identificagdo e Quantificacdo de Metabdlitos Secundarios

A prospeccdo no EER e na FAT seguiu a metodologia de Matos (1997) adaptada para placas
de 96 pocos. Uma solucdo-mae foi preparada diluindo 0,1 g dos produtos em metanol (com

concentracdo final de 10 mg/mL) e a partir desta solucéo foi analisada a presenga das classes de

moléculas seguintes.
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- Alcaloides

Foi adicionado em um pogo 150ulL da amostra e 50uL. do reagente (o teste foi realizado para
0s reativos de Mayer e Dragendorff). O aparecimento de cor laranja com preciptado para o
Dragendorff (Figura 10) e turvacéo branca para Mayer indica a presenca de alcaloides.

Figura 10: Resultado do teste gualitativo para
alcaloides pelo reagente Dragendorff no EER
(Extrato de Erythroxylum revolutum). Fonte: A
autora, 2017.

Para testar se os alcaloides eram de fato majoritarios na FAT foi realizado o teste pelo
reagente Dragendorff adicionando 3 gotas do reagente a 0,5 ml da amostra depois de concentrada no

rotaevaporador (Figura 11).

Figura 11: Resultado do teste qualitativo para
alcaloides pelo reagente Dragendorff na FAT (Fracdo
dos Alcaloides Totais). Fonte: A autora, 2017.

- Compostos fendlicos

Uma gota da amostra seguida de uma gota de FeCl3 2% foram adicionadas em uma tira de

papel filtro. A presenca dos compostos é analisada através de uma mancha azul escura.
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- Flavonoides

Uma gota da amostra foi adicionada em uma tira de papel filtro, sequida de uma gota de AICI3
5%. O aparecimento de cor amarela na revelacdo em luz UV indica a presenca do composto
(Figura 12).

Figura 12: Resultado do teste qualitativo para

flavonoides para o EER (Extrato de Erythroxylum
revolutum). Fonte: A autora, 2017.

- Flavononas

Alguns pedagos de magnésio metalico foram colocados em um po¢o e em seguida foram
adicionados 150uL do EER e uma gota de HCI concentrado. O teste é considerado positivo
guando aparece uma tonalidade avermelhada.

- Cumarinas

Em um papel de filtro a amostra foi gotejada seguida de uma solugdo de KOH 10%. A leitura

foi feita em luz UV 365nm e as cumarinas sdo detectadas através do aparecimento de cor azul.
- Antraguinonas

150puL da amostra e 50uL. de NaOH 0,5 mol.L-* foram adicionados em um poco. O resultado é
positivo quando aparece uma coloragdo vermelha.

- Taninos

1 ml da amostra foi adicionada a um tubo de ensaio e posteriormente gotejada gelatina a 2,5%.

A presenca de taninos é identificada pelo aparecimento de um precipitado branco.
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- Antocianidinas e chalconas

Trés tubos de ensaio receberam 1 ml da amostra. O tubo 1 foi acidificado com HCI 0,5 mol.L-
L (pH 3), 0 2 e o 3 foram alcalinizados com NaOH 0,5 mol.L-* (pH 8 e 11). O indicativo de
antocianidinas é o aparecimento de cor vermelha, lil&s e azul nos tubos 1, 2 e 3, ja o de chalconas
é a cor vermelha nos tubos 1 e 3.

- Leucoantocianidinas e Catequinas

Foi adicionado 1ml da amostra em um tubo de ensaio e acidificado com HCI 0,5 mol.L-* (pH
3). O tubo foi em seguida aquecido em bico de Bunsen. A presenca de leucoantocianidinas é
indicada a partir do aparecimento de uma coloragdo vermelha e a de catequinas de uma coloragédo

amarela.
- Fitoesteroides e Triterpenoides

Foram adicionados 200 pL da amostra em um pogo da placa de 96 pogos com uma gota de
anidro acético glacial e duas gotas de acido sulfurico PA. A mudanca de coloracéo para o azul indica a

presenca de fitoesteroides e a mudanca para o vermelho indica triterpenoides.
- Procedimento quantitativo: CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)

Foram utilizados reagentes de grau analitico e todos os solventes foram de grau HPLC. A fase
mavel foi filtrada com membrana de e posteriormente degaseificada. Como componente da fase mével
foram utilizados metanol (MeOH), grau de pureza HPLC, e &cido acético a 2%, preparado com agua
deionizada. As amostras foram diluidas em etanol P.A. e homogeneizadas em banho ultrassom
durante 10 min para homogeneizar (Figura 13-A). Posteriormente foram filtradas em filtro de 0,45 um
de PTFE CROMAFIL® (Figura 13-B) e colocadas novamente em banho ultrassom por 20 min para

desgaseificar.

Figura 13: Preparacdo das amostras para CLAE. (A)

Homogeneizacdo. (B) Filtragdo. Fonte: A autora, 2018.
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As amostras foram colocadas no aparelho de UHPLC+ (Thermo Scientific), com coluna
Dionex Ultimate 3000 (Figura 14), injetor de loop 20 uL e interface com o Software Chromeleon para
aquisicdo e processamento dos resultados. O sistema eluente utilizado foi acido acético a 2% e

metanol P.A. com o gradiente de concentracdo da Tabela 1.

Tabela 1: Parametros do gradiente de concentrac¢do utilizado para o sistema
eluente da CLAE.

Retencéo (min) Fluxo (mL/min) % MeOH  %AcOH

0,0 0,8 5 95
2,0 0,8 25 75
10,0 0,8 40 60
20,0 0,8 50 50
30,0 0,8 50 50

Os padrodes foram injetados antes das amostras. Eles receberam o mesmo tratamento e
foram diluidos nas concentra¢des de 0,25; 0,2; 0,15; 0,1 e 0,05 mg/mL para a construcdo das
curvas de calibragdo. O método de eluicdo para gradiente com coluna da fase reversa Cis,

com fluxo de 0,8 mL/min e faixa de comprimento de onda 365 e 257 nm.

Figura 14: Aparelho utilizado para a CLAE. Fonte: A autora, 2018.
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- CG-EM (Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas)

A FAT (fragdo de alcaloides) foi dissolvidoa em acetato de etila e analisado por um
equipamento Thermo Scientific TRACE 1300 acoplado ao ISQ quadruplo GC/MS, com coluna capilar
de silica fundida DB-5 de dimensfes: 30 m x 0,25 mm x 0,25 um. Foi usado hélio como gas de arraste
a uma velocidade de fluxo de 1,0 mL/min, obtendo espectros de massas e cromatogramas. O
experimento de GC/MS foi realizado no modo de impacto de elétrons, El a 70 eV. A temperatura do
forno foi programada a partir de 60 a 300 °C a raz&o de 20 °C/min (14 min). Com aquecimento
iniciando-se a 60 °C por 3 min, e depois com taxa de aquecimento de 40 °C/min até 100 °C e depois
20 °C/min até 300 °C, temperatura na qual se manteve a isoterma por 2 minutos. A temperatura do

injetor e detector foram, respectivamente, de 250 e 280 °C.

6.4 Protocolo do teste de toxicidade ex vivo

- Preparo do Tampéo Fosfato Salino ou PBS (Phosphate Buffered Saline): O tamp&o de pH
fisioldgico (7,4) foi obtido do laboratério Sigma Aldrich. Um saché foi diluido em 1L de &gua
destilada em um béquer com agitador magnético. Posteriormente o pH foi conferido com um pHmetro
e corrigido com Hcl a 5% gotejando até a solucdo atingir o pH 7,4 (Figura 15-A).

- Preparo da solucdo de MTT: Foram diluidos 7,35 mg do reagente MTT em 700uL da solugdo de
solubilizagdo para conseguir uma solugdo a 10,5mg/mL. Tanto o MTT quanto a solucdo de

solubilizagdo provém do Kit para ensaios toxicoldgicos do laboratério Sigma Aldrich (Figura 15-B).

Figura 15: Preparacdo das solucGes para o ensaio de toxicidade. (A)
Ajuste do pH tampéo fosfato salino. (B) Frascos com o reagente

MTT e solucdo de solubilizacdo ao centro. Fonte: A autora, 2017.
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- Diluicgbes dos produtos

Para preparar a solugdo-mée 30mg de cada produto foram diluidos em 2.940uL de PBS e 60
pL de etanol. A partir desta solugdo sdo feitas diluicdes em PBS de 10.000, 1.000, 100, 10 e 1pg/mL
em Eppendorfs (Figura 16). O controle foi feito com 2.940uL de PBS ¢ 60 pL etanol.

- Esquema de diluic&o:

Solugéo-Mée 1 2 3 4 5 6
1=10.000 pg/ml

2 =1.000 pg/mi

3 =100 pg/ml

4 = 10pg/ml
5=1pg/ml

6 =0 pg/ml

Figura 16: Esquema de diluicdo dos produtos utilizados no teste de toxicidade pelo
reagente MTT. Fonte: A autora, 2017.

Os Eppenfors de cada solucdo-teste foram pesados, antes e depois da adi¢do dos tecidos, para
mensurar a massa do tecido de cada fatia (Figura 17), necesséria para calcular a toxicidade em fungéo

do peso.

Figura 17: Pesagem dos eppendorfs das

solugbes-teste para 0 ensaio de
toxicidade. Fonte: A autora, 2017.
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- Retirada do figado de camundongo (Mus musculus)

O camundongo foi anestesiado com cloridrato de cetamina 0,02 mL (i.p.) e cloridrato de
xilazina 0,01 mL (i.p.). Apos a anestesia do animal foi feito um corte longitudinal no lado ventral com
o0 auxilio de um bisturi. O figado foi entdo retirado com uma pinca e colocado imediatamente em uma
placa de Petri contendo o tampéo sobre uma plataforma contendo gelo (Figura 18). Foram feitos cortes
de pedacos do figado com aproximadamente o mesmo tamanho (1,0 cm), uma fatia para cada
Eppendorf contendo a solugao-teste.

Figura 18: Figado imerso em tampéo fosfato
salino sobre plataforma de gelo. Fonte: A
autora, 2017.

- Incubacéo pré-teste

Os Eppendorfs com as solugdes-teste e as fatias sdo colocados em banho-maria a 37 °C por 30

minutos para atingir a temperatura 6tima de catalise enzimatica (Figura 19).

Figura 19: Incubacdo pré-teste das fatias com as

solucbes-teste em banho-maria a 37°C. Fonte: A
autora, 2017.
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- Adicéo do reagente MTT e incubacéo

Passado esse tempo ¢ acrescentado 50 pl da solugdo de MTT a 10,5 mg/mL em cada

Eppendorf (Figura 20). Apos a adi¢do do MTT eles foram incubados por mais 20 minutos.

Figura 20: Adicdo de MTT nas amostras.
Fonte: A autora, 2017.

- Adicao de DMSO (dimetilsulféxido)

Passados 0s 20 minutos sdo colocados 100uL. de DMSO a 10% em cada Eppendorf (Figura
21). Eles foram agitados para homogeneizar 0 DMSO, que para as reagdes enzimaticas naquele

momento.

Figura 21: Adicdo de dimetilsulfoxido
(DMSO) nas amostras. Fonte: A autora,

2017.
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- Esquema de pipetagem

Os pogos da placa foram identificados e, posteriormente, adicionados em cada pogo 250 pL do

sobrenatante de cada Eppendorf (Figura 22).

CP»1 2 3 4 5 6 CP:
R11 OOOOOOOOOOOQ0|  1=100pkgm
R2| OOQOOOOOOOOOO)|  2=1.000pgml
R3| OOOOOOOOOOOQ)|  3=100 kg
OOOOOOOOOOOQ)| 4= 10ugm
OOOOOOOOOOOOQ)|  5=1ugm
QQQOOQOOQOOQ 6 =0 pg/mil
OOOOOOOOOOOO
OOOOOOOOOOOO
N _/
'

R = Replicatas.
CP = Concentragéo do Produto.
CD = Controle de dilui¢do (branco).

Figura 22: Esquema de pipetagem para 0 ensaio ex vixo pelo reagente MTT. Fonte: A autora,
2017.

- Leitura da absorvancia

Por fim, a absorbancia do produto MTT-formazan é medida no espectrofotdmetro de ELISA
(Termoplate®) a 490 nanémetros (Figura 23).

~
JITY -0

Figura 23: Leitura da absorbancia no ELISA. (A) Placa de 96 pogos contendo as
amostras. (B) Resultado da leitura. Fonte: A autora, 2017.



136

PARECER - COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE REGIONAL DO CARIRI - URCA
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA
COMISSAO DE EXPERIMENTAGAO E USO DE ANIMAIS
Rua Cel. Antonio Luis 1161, Pimenta
Fones: (088) 3102.1291 / Fax: (088) 3102.1291
CEP 63105-000 — Crato - CE - Brasil
propg@urca.br - www.urca.br/ceua

DECLARAGCAO

Declaro para os devidos fins que o projeto intitulado “BIOPROSPECCAO E
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE Erythroxylum revolutum Mart.

(Erythroxylaceae)”, Processo N° 00199/2017.2, foi APROVADO pela Comissdo de
experimentacdo e Uso de Animais — CEUA/URCA.

Marta Regina Kerntopf
Vice-presidente do CEUA/URCA

CRATO-CE
2017




137

6.5 Protocolo do Teste Antibacteriano e Modificador da Resisténcia

- Semeio das cepas bacterianas

Foram utilizadas cepas comuns de Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e cepas multirresistentes isoladas de
ambiente hospitalar de E. coli (EC06), S. aureus (SA10) e P. aeruginosa (PA24).

Antes do experimento, as cepas foram repicadas em meio de cultura solido HIA (Heart
Infusion Agar) e incubadas por 24 h a 37 °C (Figura 24).

Figura 24: Semeio das cepas bacterianas. (A) Placas de Petri contendo o meio HIA.

(B) Placas contendo as cepas ap0s incubagdo. Fonte: A autora, 2017.

- Preparagéo dos In6culos

Em tubos de ensaio com solucdo salina a 0,9% uma aliquota da colénia foi inoculada (Figura
25) e sua concentracdo foi determinada pelo padrdo de turvacdo do tubo 0,5 da escala de McFarland,
que equivale a 10° Unidades Formadoras de Col6nias /ml. Foram preparados 3 indculos, um para cada
replicata do teste.

il - oz 4 e
Figura 25: Preparacdo dos indculos para os ensaios antibacterianos. (A) Retirada de uma aliquota da

colnia. (B) Transferéncia para solucdo salina. (C) Andlise da turbidez das células em suspensao.
Fonte: A autora, 2017.



138

- Diluicdo dos Produtos

Para cada produto 0,010 g foi diluido em 1ml de DMSO (dimetilsulféxido) e agitado no
vértex, sendo posteriormente adicionado em tubo falcon contendo 8.765 L de adgua destilada (Figura

26).

Figura 26: Diluigdo dos produtos para os ensaios antibacterianos. (A) Pesagem
do material. (B) Tubos falcon contendo os produtos diluidos. Fonte: A autora,
2017.

- Preparacéo dos Eppendorfs

Antes de iniciar a microdiluicdo foram colocados em Eppendorffs 1.350uL do meio liquido
Brain Heart Infusion (BHI) e 150uL dos inoculos bacterianos (Figura 27). O controle esterilidade

recebeu apenas 1.500uL do meio de cultura.

meio de cultura. (B) Adi¢do dos in6culos. Fonte: A autora, 2017.
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- Microdiluicéo

Foram pipetados 100uL do contetudo de cada Eppendorff (contendo o inéculo e 0o meio de
cultura) em cada poco. Logo em seguida, 100uL do produto na concentracdo de 1.024 pg/ml foram
depositados no primeiro pogo, homogeneizado e retirada uma aliquota de 100uL que foi inserida no
segundo poco e assim sucessivamente até o pendltimo. O controle de esterilidade recebeu apenas o

meio de cultura (Figura 28).

1 [OOOOOOOO0] sizugm |

2 OOQQOOQO 256 ug/ml | R = Replicata.

3 OQOQQOQQ 128 ug/ml | cg = Controle de
4 OOOOOOOO 64 pg/mi esterilidade do meio.
5 OOOOQOQQ 32 pg/ml CP = Concentracéo do
6 OOQQOOOQ 16 pg/mi produto nos pogos.

7 | OOOOOOOO]| sugmi

8 OOOQOOOO 4 ug/ml

9 OOOOQQQQ 2 pg/ml

10 OQOQQOOO 1 pg/ml

11 OOOOOQOO 0,5 pg/ml

2 | OOOOOOOO| g ugm

Figura 28: Esquema de microdiluicdo para os ensaios antibacterianos. Fonte: A autora, 2017.

As placas (Figura 29) foram em seguida colocadas para incubar em estufa a 36°C por 24h.

Figura 29:

Placa de Petri do ensaio

antibacteriano pronta para incubacdo. Fonte: A

autora, 2017.
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- Determinagéo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

A CIM foi considerada a menor concentracdo onde ndo houve crescimento bacteriano. Para
verificar 0s pogos em que houve sobrevivéncia e/ou crescimento bacteriano foram adicionados 20 pL
de resazurina e deixados agir por 1 h (Figura 30). O aparecimento de uma coloragdo rosa indica que

existem bactérias vivas no meio e a permanéncia da colorag&o azul indica o oposto.

Figura 30: Leitura da CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) do ensaio de
modificacdo da resisténcia bacteriana com o reagente resazurina. Fonte: A
autora, 2017.

- Efeito modificador da resisténcia bacteriana

Para determinar se os produtos possuiam algum efeito modificador da resisténcia bacteriana,
utilizamos antibidticos amplamente utilizados no mercado (Norfloxacina, Gentamicina e Eritromicina)
contra as cepas multirresistentes e avaliamos a sua CIM na presenca e na auséncia dos produtos em
concentracdes subinibitdrias (CIM/16), seguindo a mesma metodologia citada anteriormente.

Contudo, o conteudo dos Eppendorfs passa a ser 188 pL do produto na concentracdo
subinibitoria, 150 pL do in6culo e 1.162 pL do meio de cultura. Além do controle de esterilidade
(1.500 pL do meio), também ¢é feito o controle negativo de modulacéo, cujo Eppendorf recebe apenas
o0 in6culo (150 pL) e o meio (1.350 pL) e o controle positivo com o antibidtico.

A microdiluicdo é feita na placa de 96 pocos com o antibiético nas mesmas condicles e
concentracdes da secdo anterior, assim como também a leitura da CIM.
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6.6 Protocolo do Teste Antifungico e Modificador da Resisténcia
- Semeio das cepas fungicas

As cepas fangicas utilizadas no teste foram provindas da Colegéo de Culturas Oswaldo Cruz,
cedidas pelo INCQS (Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde). As espécies utilizadas
foram: Candidas tropicalis (CT INCQS 40042), Candida albicans (CA INCQS 40006) e Candida
krusei (CK INCQS 40095).

Antes do teste as cepas foram cultivadas em meio solido Agar Sabouraud Dextrose (ASD),
diluido em 4gua destilada e esterilizado a 121 °C em autoclave por 15 minutos. As placas de Petri

contendo as cepas foram incubadas em estufa a 36°C por 24h (Figura 31).

Figura 31: Placas de Petri contendo as
cepas fangicas incubadas em meio sélido.
Fonte: A autora, 2017.

- Preparacao dos In6culos

Foram preparados 3 indculos para cada cepa na concentragdo de 10° Unidades Formadoras de
Coldnias /ml em tubos de ensaio com solucdo salina a 0,9% (Figura 32). Esta concentracdo foi

determinada pela escala de Mac Farland, que equivale ao padrdo de turvacéo do tubo 0,5 da escala.

Figura 32: Inoculacdo das cepas flngicas em

solucdo salina. Fonte: A autora, 2017.
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- Diluicdo dos Produtos

Para cada produto 0,159 da fracdo foi diluido em DMSO, agitado em vortex e depois

adicionada agua destilada para atingir uma concentragéo final de 16.384 pg/ml (Figura 33).

Figura 33: Diluicdo dos produtos para os ensaios antifngicos
(adicdo de DMSO e agua destilada). Fonte: A autora, 2017.

- Preparacéo dos Eppendorfs

Antes da microdiluicdo os Eppendorffs receberam 1.350pL do meio liquido CSD (Caldo
Saboraud Dextrose) e 150uL do inéculo (Figura 34). O controle esterilidade recebeu apenas 1.500uL
do meio de cultura e o controle de diluigdo recebeu 1.350pL do meio e 150uL de solucéo salina a
0,9%.

Figura 34: Preparacdo dos Eppendorfs para 0s ensaios

antifungicos (adicdo de meio de cultura e inéculo). Fonte: A
autora, 2017.



- Microdiluicdo

143

Todos pocgos receberam 100 pL das solugbes dos Eppendorffs. Posteriormente, 100 pL do

produto natural na concentracdo de 16.384 pg/ml foram depositados no poco 1, homogeneizado e logo

apos, uma aliquota foi retirada e inserida no pogo 2 e assim sucessivamente até o penaltimo poco.
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CP
8.192 pg/mi
4.096 pg/mi
2.048 pg/mi
1.024 pg/ml
512 pg/mi
256 pg/ml
128 pg/ml
64 pg/ml
32 pg/ml
16 pg/mi
8 ug/mi
0

R = Replicata.

CE = Controle de
esterilidade do
meio.

CP = Concentracao
do Produto.

Figura 35: Esquema de microdiluicdo para os ensaios antifungicos. Fonte: A autora, 2017.

- Leitura da Cls, (Concentracéo que inibe o crescimento fungico em 50%b)

As placas foram colocadas para a incubar em estufa a 36°C por 24 h (Figura 36-A). Passadas

as 24 h a leitura da absorbancia foi realizada em aparelho de espectrofotometria de ELISA

(Termoplate®) a 630 nm no modo “Curva de Sobrevivéncia” (Figura 36-B). Os dados foram

utilizados para a obtengdo de uma curva de viabilidade celular. Para tal, o Gltimo po¢o (que ndo

recebeu o produto) foi considerado o controle de crescimento das leveduras.
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Figura 36: Leitura da Cls, para 0s ensaios‘ antifngicos. (A) Placa de Petri ap6s incubagdo

pronta para a leitura da absorbancia. (B) Realizacdo da leitura pelo ELISA (Termoplate®).

Fonte: A autora, 2017.
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- Determinagédo da CFM (Concentracdo Fungicida Minima)
Uma haste estéril foi mergulhada em cada pogo e, ap6s homogeneizar o0 meio contido no poco,

foi subclavada em uma placa de Petri contendo o meio ASD (Figura 37).

Figura 37: Determinacdo da Clsy para os ensaios antifungicos. (A) Haste estéril ap6s ser
mergulhada no pogo é subclavada em Placa de Petri. (B) Placa de Petri contendo meio de
cultura. Fonte: A autora, 2017.

Com o auxilio de uma cartela guia, em cada espaco da placa foi inoculado o contedo de um
pocgo (Figura 38-A) e as placas foram incubadas a 36 °C por mais 24 horas (Figura 38-B). Passado
esse tempo, as placas de Petri foram analisadas através do crescimento (ou ndo crescimento) das
colonias, sendo a CFM mensurada como a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento visivel

das colbnias fungicas.

Figura 38: Leitura da CFM (Concentracdo Fungicida Minima). (A) Placa de Petri logo apés a

inoculacdo do contetido dos pocos. (B) Placa de Petri ap6s incubacédo. Fonte: A autora, 2017.
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- Modificacdo da Resisténcia Fungica

Para a avaliacdo do efeito modificador da resisténcia fungica, utilizamos os produtos na
concentracdo subinibitéria (CFM/16) com a droga de referéncia, neste caso o fluconazol. Os
procedimentos para o calculo da MIC e da CFM seguiram a mesma metodologia citada na secdo
anterior, divergindo em apenas dois quesitos. Os Eppendorffs dos testes receberam o indculo (150
WL), o produto na concentragdo subinibtdria e o meio de cultura. A microdiluicéo seriada foi realizada
com a droga de referencia nas mesmas concentracdes utilizadas na CIM e na CFM, bem como os

procedimentos de leitura.



146

Declaracéo sobre plagio

Eu, Maisa Fernanda dos Santos Barbosa, autora da disserta¢do intitulada “Bioprospeccao
Farmacoldgica De Erythroxylum Revolutum Mart.: Caracterizacdo Fitoquimica E Avaliacdo
Do Efeito Antimicrobiano E Modificador Da Resisténcia Microbiana”, vinculada ao
Programa de Pds-Graduacdo em Biodiversidade e Conservacdo da Unidade Académica de
Serra Talhada da Universidade Federal Rural de Pernambuco, declaro que:

- O trabalho de pesquisa apresentado nesta dissertagédo, exceto onde especificado, representa

uma pesquisa original desenvolvida por mim;

- Esta dissertacdo ndo contém material escrito ou dados de terceiros, de qualquer fonte
bibliografica, a menos que devidamente citada e referenciada no item ‘“Referéncias

Bibliograficas”.

Serra Talhada, 22 de Abril de 2018.

vid " » ) \
C-J‘ A p TG T [ T~ :‘;r.;.ﬂ-kz‘*’; (‘?\C_—J\i\e.'\ok
3 J




