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Resumo
Dermatdéfitossdo um grupo especial de fungos que afetam tecidos
queratinizados de humanos e outros vertebrados causando infeccbes
superficiais. O crescimento na incidéncia dessas infeccbes tem gerado
problemas na terapéutica. A disponibilidade de antifiUngicos na pratica médica &
relativamente pequena, algumas vezes ineficiente e a maioria deles apresenta
certa toxicidade. Além do crescimento das infecces fungicas o problema da
resisténcia microbiana também sofreu um aumento acentuado. Plantas
medicinais tém sido usadas por varios propoésitos incluindo efeitos
antimicrobianos e podem apresentar inibicdo do crescimento de fungos.
Pothomorphe umbellata (L.) Miqg., planta propria da flora Brasileira,conhecida
popularmente como pariparoba ou caapeba, apresenta entre seus
constituintes,  sitosterol,  estigmasterol.  4-nerolidilcatecol (4-NC) e
sesquiterpenos. Neste trabalho estudamos a agdo antifingica dos extratos e
Oleos essenciais de P. umbellata além de alteracdes ocorridas no fungo
relacionadas a acdo do extrato vegetal, frente a linhagens de Trichophyton
rubrum (Trl e Tr FOC), Trichophyton mentagrophytes e Microsporum canis. Os
resultados demonstraram boa acéo para a fracdo hexano (FHex) do extrato
etandlico com CIM de 9,76 pg/mL e do 4-nerolidilcatecol com CIM de 31,25
pug/mL frente a linhagem Trl. O teste de citotoxicidade in vitro demonstrou um
ICs0 de40,05 pg/mL para a fracdo hexano e <15,625 pug/mL para o 4-NC frente
a linhagem de macrofagos J774. A dosagem do ergosterol fungico demonstrou
diminuicdo da porcentagem frente a fracdo FHex para as linhagens Trl e Mc,
demonstrando um possivel mecanismo de acdo sobre lipidios. Através da

eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE foi demonstrado diferencas



no perfil proteico nas linhagens Trl e Mc quando tratada com FHex em
comparacao com o controle. A analise do perfil proteico através de eletroforese
bi dimensional (2D) demonstrou diferencas na expressdao de algumas
proteinas, em especial proteinases que podem influenciar na infec¢ao fungica.
Alteracbes também foram evidenciadas em relacdo ao desenvolvimento de

hifas e esporos.

Palavras-chave:Pothomorphe umbellata, Trichophyton rubrum, Trichophyton
mentagrophytes,Microsporum canis, atividade antifingica, analise de proteinas

fungicas



Abstract
Dermatophytesare a special group of fungi that affect keratinized tissues of
humans and other vertebrates causing superficial infections. Growth in the
incidence of these infections has generated problems in therapy. The
availability of antifungal agents in clinical practice is relatively small, sometimes
inefficient and most of them have some toxicity. Besides the growth of fungal
infections, the problem of microbial resistance has also shown a significant
increase. Medicinal plants have been used for several purposes including
antimicrobial effects and have shown inhibition of fungal growth. Pothomorphe
umbellata (L.) Mig., Brazilian flora plant, known popularly as pariparoba, or
caapeba, has among its constituents, sitosterol, stigmasterol, 4-
nerolidylcathecol (4-NC) and sesquiterpenes, This work studied the antifungal
effect of extracts and essential oils of P. umbellata well as changes in the
fungus-related action of plant extract, compared to strains of Trichophyton
rubrum (Trland Tr FOC), Trichophyton mentagrophytes and Microsporum
canis.The results demonstrated the good action for thehexane fraction(FHex)of
ethanolic extract of P. umbellata, with an MIC of 9.76 ug/mL and 31.25 ug/mL
for 4-NC against Trl strain. The in vitro cytotoxicity test showed an IC50 of
40.05 ug/mL for the hexane fraction and <15.625 ug/mL for 4-NC to the strain of
macrophages J774. The determination of fungal ergosterol showed a
percentage decrease compared to the fraction FHex for Trl and Mc strains,
demonstrating a possible mechanism of action on lipids. By polyacrylamide gel
electrophoresis in SDS-PAGE was demonstrated differences in the profile
protein in Trl and Mc strains when treated with FHex in comparison with the

control. The analysis of protein profiles by two-dimensional (2D) gel



electrophoresisshowed differences in the expression of some proteins, in
particular proteinases that might influence fungal infection. Changes were also

observed in relation to the development of hyphae and spores.

Key-words:Pothomorphe umbellata, Trichophyton rubrum, Trichophyton

mentagrophytes,Microsporum canis, antifungal activity, fungal protein analysis
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas duas décadas a incidéncia de infeccbes causadas por
dermatofitos e outros fungos tem aumentado consideravelmente (JESSUP et
al.,2000). O aumento das infec¢des fungicas pode ser atribuido ao nimero em
constante crescimento de pacientes imunocomprometidos, incluindo pacientes
transplantados, com AIDS, cancer ou sob quimioterapia, idade avancada,
diabetes, bem como individuos hospitalizados com outras doencas graves e
submetidos a procedimentos invasivos (MURRAY et al., 2009; VANDEPUTTE
et al.,, 2012). O crescimento na incidéncia dessas infeccbes tem gerado
problemas na terapéutica. A disponibilidade de antifungicos na pratica médica é
relativamente pequena, algumas vezes ineficiente e a maioria deles apresenta
certa toxicidade. Além do crescimento dessas infeccBes, o problema da
resisténcia microbiana também sofreu um aumento acentuado (GIROIS et al.,
2006).Além disto, milhares de doencas causadas por fungos afetam plantas
economicamente importantes, levando a prejuizos (TORTORA et al., 2012).

Infeccbes  fungicas invasivasestdo associadas comsignificativa
morbidade e mortalidade, apesar do tratamentoantifingicoideal,e aum elevado
custo financeiro. Diagnésticos melhores,novos estudos epidemiolégicose a
disponibilidade denovosantifungicosrevolucionaram o] campoda
micologiamédicanas ultimas décadas (OSTROSKY-ZEICHNERet al., 2010).A
pesquisae o desenvolvimento de antifingicosé um continuo desafio.Pois além
daparede celular, os fungos sdo metabolicamentesimilares as célulasde
mamiferos, possuindo varias vias metabdlicas homodlogas as dos seres
humanos, e portanto, oferecem poucos alvos especificos o que leva a uma
maior dificuldade no desenvolvimento de agentes antifungicos seletivos
(OSTROKY-ZEICHNER et al., 2010; GOLAN et al., 2009).

Esta similaridade também leva ao desenvolvimento de efeitos adversos,
como hepatotoxicidade comgriseofulvina, flucitosina e azéis; toxicidade renal e
disturbios gastrointestinais com anfotericina B; prurido, exantema cefaleia e
febre com caspofungina e outras equinocandinas, dificultando a utilizagéo
destes farmacos (GOLAN et al.,, 2009).Ao utilizar uma droga antifungica,
principalmente quando por via sistémica, deve-se sempre avaliar seus efeitos
adversos, devendo ser prescrita apenas quando necessario, deixando de
prescrever quando nao houver uma indicagéo valida (LACAZ et al., 2002).
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Os vegetais sdo fontes de substancias quimicas, com riqueza de
diferentes moléculas, sendo muitas ainda n&o estudadas. A flora brasileira
possui imensa diversidade, podendo, por conseguinte ser fonte de inUmeras
moléculas desconhecidas e que podem ser utilizadas na manutengédo da saude
e prevencao de doencas dos seres Vivos.

Entre os farmacos recém aprovados incluem-se compostos de plantas,
micro-organismos e animais, além de sintéticos e semissintéticos baseados em
produtos naturais.(HARVEY,2008)

Entre os 225 novos farmacos aprovados para uso, entre 1981 e 2010, 58
sdo de origem biolégica, 12 sdo produtos naturais, 2 produtos naturais de
origem botanica, 52 derivados de produtos naturais, 62 s&o totalmente
sintéticos, 5 sdo sintéticos com farmacoéfaro que foi ou € de produto natural, 16
sintéticos que imitam produto natural, 6 sintéticos mas com farmacéfaro que é
ou substancia que imita produto natural, 12 sdo vacinas (NEWMAN & CRAGG,
2012)

Segundo Grothaus et al., (2010) dos 164 compostos antitumorais
disponiveis para os médicos em junho de 2009 (dependendo do pais), 17% sao
produtos naturais ndo modificados, 31% sao produtos naturais modificados,
26% sdo compostos sintéticos, 10% sao produtos sintéticos que apresentam
inibicdo competitiva de substrato dos produtos naturais, 12% sdo compostos
sintéticos com um farmacofaro de produtos naturais, 4% sdo compostos
sintéticos com um farmacofaro de produtos naturais que apresentam inibicdo
competitiva de substrato dos produtos naturais.

Entre os antifungicos, entre os anos de 1981 a 2010, de um total de 29
farmacos moléculas, 1 é de fonte bioldgica, 3 derivados de produtos naturais,
22 totalmente sintéticos e 3 sintéticos com acao que mimetiza substrato natural
(NEWMAN & CRAGG, 2012).

Os esforcosrecentes nosequenciamento do genomade dermatofitos,
transcriptomaeandlise protedmicafornecemformas eficazespara encontrarnovas
possibilidadespara curar e prevenirdoencas causadas por fungos (MARTINEZ-
ROSSI, 2008).

Estes fatos sugerem a necessidade de estudos voltados para a

investigacdo de novas estratégias terapéuticas bem como do desenvolvimento
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de novos produtos direcionados para medidas profilaticas e preventivas como
desinfetantes e saneantes. Entre as estratégias pode-se citar a pesquisa de
moléculas presentes em plantas.

Plantas medicinais tém sido usadas para varios propositos incluindo
efeitos antimicrobianos e tem apresentado inibicdo do crescimento de fungos
(LEMOS et al., 2005).

Em pesquisa anterior (mestrado) desenvolvida pelo autor, observou-se a
acdo de extratos de Pothomorphe umbellata frente a dermatofitos, porém néao
foi evidenciado qual a substancia ou conjunto de substancias é responsavel por
tal acdo, bem como nada foi descrito na literatura sobre possiveis mecanismos
de acéo. A necessidade de continuar os estudos iniciados durante o mestrado,

visando aprofunda-los e buscar respostas justificam o trabalho.
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2.REVISAO DE LITERATURA

2.1. Fungos

Fungos sdo seres eucariontes, aerébios, heterotroficos, que se dividem
por mitose, apresentam mitocondria, aparelho de golgi, reticulo
endoplasmatico, séo aclorofilados e possuem parede celular. A parede celular
é formada por quitina, 1,3-B- e 1,6-B-glucano e manoproteinas (LACAZ et al.,
2002, LENG et al.,2008). Esta parede nas leveduras e fungos filamentosos,
guando digerida leva a formacdo de protoplasto. A membrana plasmatica é
formada por uma bicamada de fosfolipidios, ergosterol e microtubulos
compostos de tubulina. Morfologicamente os fungos se dividem em dois tipos:
unicelulares, representado pelas leveduras e multicelulares representados
pelos fungos filamentosos (ALMEIDA, 2008). Reproduzem-se através da
formacao de esporos, que podem ser sexuados ou assexuados. A forma do
fungo que produz esporos sexuados é denominada teleomorfo, e a forma que
produz esporos assexuados é denominada anamorfo.Os fungos nas classes de
Zigomicetos,  Arquiascomicetos, Basidiomicetos, Hemiascomicetos e
Euascomicetos produzem tanto esporos sexuados como assexuados
(MURRAY et al.,, 2009).Estdo relacionados com decomposi¢cdo de matéria
vegetal morta e associacdo com plantas auxiliando na absor¢cdo de minerais.
Os seres humanos os utilizam de varias formas, algumas espécies podem ser
utilizadas diretamente como alimento ou ainda na producdo de alimentos, na
producdo de produtos farmacéuticos, enzimas, acidos organicos, bebidas, no
controle  biolégico de insetos, além de apresentarem espécies
alucindgenas.Dentre as espécies com importancia econdmica pode-se citar
Aspergillus niger, relacionado com produgdo de &cido citrico, Saccharomyces
cerevisiae, utilizado na producdo de pao e vinho, Trichoderma, utilizado na
producao de celulase (TORTORA et al., 2012; LACAZ et al., 2002).

Todos os fungos apresentam parede celular, a0 menos em algum
estagio da vida e apresenta quitina, que confere elevada rigidez e resisténcia a
degradacéo microbiana (ALMEIDA, 2008).

Esterdis sdo componentes lipidicos importantes das membranas, por
estarem presentes na membrana plasmatica e também em organelas

intracelulares, incluindo peroxissomos, mitocéndrias, vacuolos, lisossomo,
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reticulo endoplasmatico. A presenca de esterdis em membranas modula a sua

espessura fluidez e permeabilidade. As células fungicas contém um esteréide

anico o ergosterol (ZHANG e RAO, 2010). Na figura 1 esta apresentada a via

biossintética do ergosterol.
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Fecosterol
ERG2 C-8 esterol isomerase
Episterol
ERG3 C-5 esterol redutase A
ERG5 C-22 esterol
v
desaturase
ERG4 C-24 esterol redutase v
Ergosterol

Figura 1: Esquema de via biossintética do ergosterol. Genes e enzimas
envolvidos, adaptada de White et al. (1998). (Estruturas fonte: NCBI PubChem

Substance).

Ergosterol é o esterol primario nas membranas celulares de fungos
filamentosos, € um componente de membranas em micélios, esporos e células
vegetativas, porémum componente minoritario na maioria das plantas
superiores, (CZACZYK, et al., 2002)

Os fungos estao relacionados com doencas em plantas e animais. Os
fitopatogénicos podem causar danos e prejuizos a agricultura, os que estdo
mais adaptados a animais sao responsaveis por varias doencas sistémicas,
superficiais ou ainda alérgicas (VANDEPUTTE et al., 2012)

As infeccbes de origem fungica sdo chamadas de micoses, sendo

classificadas em sistémicas, subcutaneas, cutaneas, superficiais e
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oportunistas, de acordo com o envolvimento no tecido e modo de entrada no
hospedeiro (TORTORA et al., 2012).

Entre os fungos patogénicos podemos citar candida, paracocidioides, e
dermatofitos, que sdo um grupo especial de fungos que afetam tecidos
queratinizados de humanos e outros vertebrados causando infecgOes
superficiais (CARRILO-MUNOZ et al., 2004).

A taxonomia classica dos fungos se baseia na morfologia e no modo de
producdo de esporos onde estes sdo divididos como leveduras ou fungos
filamentosos. As leveduras sdo usualmente unicelulares e produzem colénias
arredondadas, pastosas, ou mucoides no agar e reproduzem-se por
brotamento ou por fissdo. Os fungos filamentosos s&o organismos
multicelulares com estruturas tubulares filamentosas chamadas hifas que
podem ser cenociticas (ocas e multinucleadas) ou septadas e que se mantém
unidas para formar o micélio. As coldnias dos fungos filamentosos sé&o
descritas como algodonosas ou cotonosas (MURRAY et al., 2009).Segundo
Tortora et al. (2012), os principais filos de fungos com importancia médica séo
Zigomiceto, Ascomiceto e Basidiomiceto. Dentro dos Ascomicetos encontram-

se 0s géneros Microsporum e Trichophyton.

2.1.1.Dermatofitos

Dermatofitos sdo um grupo de fungos queratinofilicos, estreitamente
relacionados, capazes de invadir tecidos queratinizados como pele, pelo e
unhas, resultando numa infeccdo comumente conhecida como tinea ou tinha,
em humanos e animais (WEITZMAN & SUMMERBELL, 1995). Possuemduas
propriedades importantes, sdo queratinofilicosequeratinoliticos. Isso significa
gue elestém a capacidadede digerirqueratinain vitroem seu estadosaprofitae
utiliza-lacomo umsubstrato, alguns podeminvadir os tecidos“in vivo”e provocar
tinhas.No entanto,sua morfologiaem fase de crescimentoparasitaé diferente
damorfologiaexibida emcultura ou“in vitro(SIMPANYA, 2000)

Eles ndosdo oportunistas, mas fungos patogénicosinfectandoestrato
corneo,unhasoucabelode individuos saudaveis.Durante a infeccdo, o0s
tecidosqueratinizadostém queser digeridosem peptideoscurtos eaminoacidos, a

fim de ser assimiladosatravés detransportadores (MONOD, 2008).
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Os dermatdfitos  utilizamsubstratosqueratinososcomo as fontes
decarbono, nitrogénio eenxofre, sendodistribuidos em
trésgenerosEpidermophyton,  MicrosporumeTrichophyton.  S&oclassificados
comoantropofilico, zoofilicos egeofilicoscom base emsuas associacfes e
habitat.  Assim,dermatéfitosantropofilicossdo  associadascom o0s  seres
humanos, podendo ser transmitidos diretamente de pessoa a pessoa,
raramenteinfectamoutros animais;dermatofitos zoofilicosnormalmente
infectamanimais ousao associadoscom 0s animais,podendo
ocasionalmente,infectar os seres humanos; os dermatoéfitos geofilicos, vivem
no solo e sdo patdégenos ocasionais de animais e humanos,sao principalmente
associadosa materiaisqueratinoso, como pélos, penas, cascos e chifres, mas
como uma parte de seuprocesso de
decomposicdo.Quandodermatofitosinfectam humanos,colonizama
camadaqueratinizadamais externa da pele, e geralmente ndo invademo tecido
vivo (MARTINEZ-ROSSI, 2008; MURRAY et al., 2009), causando infeccdes
superficiais referidas como dermatofitoses (SUMMERBELL et al., 2007). As
infeccbes causadas pelas espécies antropofilicas tendem a ser nao
inflamatorias, crénicas e dificeis de curar, ja& as infeccbes causadas por
espécies geofilicas ou zoofilicas tendem a provocar lesBes altamente
inflamatorias, com intensa reacdo do hospedeiro e melhor resposta ao
tratamento (MARTINEZ-ROSSI, 2008; MURRAY et al., 2009). Tradicionamente
as micoses séo nomeadas de acordo comas
localizagbesanatdmicasenvolvidas, acrescentando otermo latinoque
designaolocal do corpoapdés a palavratinea.por exemplo, tineacapitis,para
micosedo couro cabeludo. Estas infec¢desincluem: (I) tineabarbae (micose da
barbae bigode), (Il) tineacapitis(infecgcdes no couro cabeludo, sobrancelhas e
cilios), (Ill) tineacorporis(infecgbes na pele glabra), (1V) tineacruris(infec¢des da
regido da virilha), (V) tinea pedis(infeccdo no pé), (VI) tineaunguium ou
onicomicose (infecgdo das unhas), (VII) tinea manuum(infeccdo da mao),(VIII)
tineafavosa(favo). Vérioslocais anatdmicospodem ser infectadospor uma Unica
espéciede dermatofitos, e diferentes espécies podem produzir lesbes
clinicamenteidénticas (WEITZMAN & SUMMERBELL, 1995; MARTINEZ-
ROSSI, 2008). No entanto, a doenca geralmente conhecida

comotineaoumicosepode ser uma consequénciada reacaoinflamatériado
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hospedeiroas enzimassecretadaspelo fungodurante oprocesso invasivo
(MARTINEZ-ROSSI, 2008).

Dentre os fungos dermatéfitos causadores de infeccdes destaca-se o
género Trichophyton, principalmente a espécie Trichophyton rubrum, sendo
esta uma das mais adaptadas ao ser humano, causando infec¢des na pele,
pelo e unha. Encontra-se tambémMicrosporum canis relacionado a micoses em

animais.

2.1.2.Genero Trichophyton

Este géneroproduzparedes lisas, macroconidios e microconidios.
Macroconidiosapresentamparedes finaseem forma de charuto, sé&o
multisseptados, de base larga, pouco numerosos ou ausentes (algumas
espéciesos produzem raramente). Microconidiospodem serpiriformes2-3 um ou
irregulares, simples, numerosos e sao lateralmente situados.(SIMPANYA,
2000, LACAZ et al.,2002).

2.1.2.1.Trichophyton rubrum

Suas colbnias séo filamentosas, com aspecto algodonoso, branca,
tendo o reverso muitas vezes de cor vermelha. O crescimento das colonias varia
de lento a moderado (7 - 14 dias), osmicroconidios sao clavados ou piriformes,
com 2-3 x 3-5 um de tamanho, disposto ao longo das hifas e produzem raros
macroconidios.E um dermatéfito antropofilico que causa principalmente lesdes
na pele e unhas. Ao exame direto do material clinico observa-se a presenca de
hifas septadas hialinas, muitas vezes com artrésporos. (LACAZ et al., 2002).

A reproducdo sexual emascomicetos é regulada, em parte, por dois
genes de cruzamentodiferentes“mating-type genes”, umgenecodifica uma
proteinacom um grupo de dominio dealta mobilidade(HMG),e outrocodifica uma
proteinacom um dominio tipo alfa box(MAT).Fungoshomotalicosnormalmente
possuemambos osgenese sdo auto-fertilizados, fungosheterotalicospossuem
apenasumgenee exigemum parceirocom umgenede
cruzamentocomplementar.A presenca de varios genes relacionados com
reproducdo sexual, como um gene que codifica uma proteina de um grupo de
alta motilidade (HGM) e outros genes relacionados a meiose sugerem que T.

rubrum possui ciclo sexual(WANG et al., 2006).
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T. rubrum produz varias enzimas entre as quais, esterases. O fungo
pode apresentar um perfil de bandas aumentado em presenca de antifiungicos
ou stress, sugerindo que estas esterases podem ser uma resposta celular nédo
especifica ao stress, ou que participam dos processos de detoxificacdo na
presenca do antifungico (FACHIN et al., 2001).

2.1.3.GéneroMicrosporum

O géneroproduz tantomicroconidios guanto macroconidios.
Osmacroconidiossdomultiseptados, com uma parede fina ou
equinulada,fusiformes, podendo sernumerososou escassos. No entanto,a
caracteristica essencialdistintivadeste géneroé oequinulacdona parede
celularmacroconidial. A espessurada parede celulare formavariamdependendo
da espécie. Microconidiossaopiriformes, cerca de 2-3mm(SIMPANYA,
2000).0s macroconidios sdo numerosos, com grande numero de tabiques,
sendo raras as espirais.Apresentahifas pectinadas, micélio em raquete e
clamidoconidios (LACAZ et al., 2002).

2.1.3.1. Microsporum canis

As colbnias se desenvolvem bem em &gar Sabouraud, formando micélio
algodonoso ou aveludado, de cor braca ou amarelada, podendo adquirir
tonalidade marrom clara no centro. Superficie da colénia apresenta-se plana ou
com ranhuras espacadas e borda radiadas. O reverso da colonia é amarelo ou
marrom-claro. Os macroconidios sdo numerosos, fusiformese equinulados,
parede fina e rugosa, medindo 8 a 20 um de largura por 40 a 150 pum de
comprimento, possuindo de 6 a 15 células. Os microconidios apresentam-se
em pequena quantidade, sdo unicelulares, clavados ou alongados e
encontrados ao longo da hifa. As hifas podem ser observadas em raquete,
pectinadas, com corpos nodulares e clamidoconidios (LACAZ et al., 2002;
TORTORA et al., 2012).

2.1.4.Epidemiologia das Dermatofitoses
A maioria dasmicosessao causadas por fungosque residemna natureza,
masparece haverumaconsideravelvariabilidade intracontinental na incidéncia

dasinfeccbes fungicasem todo o mundo. Além disso,diferentes
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localiza¢desgeograficasfavorecem diferentes padroes deinfecgcéo.A
epidemiologia dasinfeccbes fungicas superficiaismudou significativamenteno
século passadoe refleteas mudancas nas condicbessocio-econdmicas,estilo de
vida emigracdo (HAVLICKOVA et al., 2008; AMEEN, 2010).

Trichophytonrubrumé o principal agentecausador datinea pedis,
tineacorporis,tinea ungueal, tinea cruris e provavelmente se mantera
posicado(AMEEN, 2010).T. rubrum, T. interdigitale(mentagrophytes
var.interdigitale), M. canis, M. audouinii, T.
tonsuranseT.verrucosumrepresentam a maioria dasdermatofitosesglobalmente,
masas taxas de incidéncia demicosesespecificaspodem variar muito.A maior
incidéncia deT.rubrumfoi relatadana Europa, enquanto T.mentagrophytesfoi
maiscomumente relatadona Asia. (HAVLICKOVA et al., 2008).Embora nos
paises desenvolvidos, a incidéncia detineacapitisesteja em declinio,tinea
pediseonicomicoseestdo se tornandoumproblema econdmicoeepidemioldgico.
A  substituicdode outros dermatéfitospor  T.rubrumestaprovavelmente
relacionadaas inUmeras possibilidadesde infec¢do por estefungo, devido a sua
enormedistribuicdona populacdo (SEEBACHER etal., 2008).

Cada vez mais,tinea pediscausada
porT.rubrumeT.interdigitale(mentagrophytesvar.Interdigitale) pareceser uma
infeccdo caracteristica depaises altamente desenvolvidos,com a expansédo do
esporteeinstalacbes de fitness, a prevaléncia crescente deobesidade
ediabetesmellituseo  envelhecimento da  populacdo.Microsporumcanisé
umagentede tinea capitisprevalenteno mundo desenvolvidoeisso poderia estar
relacionadoao turismode massa pararegides endémicas(como aarea do
Mediterraneo) e da estreita associacaoentre seres humanos eanimais
domésticos (HAVLICKOVA et al., 2008).

Variasespécies de dermatofitosestao
geograficamentelimitados. Trichophytonviolaceuméendemico em certas
partesda Europa Oriental,Africa, Asia eAmérica do Sul,mas ndona América do
Norte. Trichophytonsoudanenseé uma causa comumde tinea capitisno
noroeste daAfrica tropicale Oeste da Asia sendoendémico nestas regides. O
aparecimentoesporadicode ambosna Europa Ocidentale nos EUAfornece

evidéncia da constante evolucdo da epidemiologia das dermatofitosesem
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relacdo aviagens internacionais,imigragdo emudancasna demografiada
populacdo (HAVLICKOVA et al., 2008).

Com a terapiaantifungicaeficaz emelhoria das condi¢cdessocio-
econbmicas,0s agentesantropofilicosde tinea capitis, M. audouinii
eT.schoenleinii, foram erradicados damaioria dos paises desenvolvidos.No
entanto, foram substituidos pelaatual epidemia deT.tonsurans (tineacapitis) que
se apresenta como um desafio ao controle destas dermatofitoses. O
conhecimento das tendénciasepidemiolégicasdas dermatofitosese
acompreensao de suascausaspode levara implementacdo demedidas de saude
publicapara interrompero aumento destas infecgdes (AMEEN, 2010).

Uma caracteristica  epidemiolégica incomumémostrado por
Epidermophytonfloccosum.Este fungofoi a causa maisfrequente
dedermatomicosesna Alemanha em1920/1930. Em 1950,sua frequénciafoi de
cerca de5-6%e em 1990apenas 1%. Na Polonia, Itdlia e Grécia,
entre1980/1990E.floccosumfoi consideravelmente maiorcom cerca de 10% e
€0 que apresenta maior frequenciano Irda, representando 31,4%de todos os
isoladosde dermatdfitos. Ocorréncias similarestambém foram relatadosem
outros paisesislamicos(SEEBACHERetal., 2008).

Drakensjo&Chryssanthou(2011)realizaram um estudo na Suéciadurante
5 anos, onde foram encontradas 8862 amostras positivas para dermatofitos. O
patégenopredominanteisolado com prevaléncia de 83% foi oT.rubrum,sendo o
agentemais encontrado emtinea unguini, tinea pedis, tineacorporis,
tineamanumetineacruris. T.mentagrophytesfoi a segunda espéciemais
frequentemente isolada(7,4%). T.violaceumfoi oprincipal agentenatinea
capitis(63,8%) e tineafaciei(33,3%). T. rubrummostrou uma

frequénciaconstante ao longo doperiodo de estudo, enquanto outras espécies,

comoT.violaceum, T.soudanenseeM.audouiniidemonstraram aumentona
frequéncia.
Aquinoetal. (2007), analisando exames micologicos de

pacienteambulatoriais do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, verificaram que
de um total de 4954 pacientes, dos quais foram coletadas
5.077amostras,2033foram positivos paradermatofitos, com uma prevaléncia de

62,4%, para T. rubrum, seguido de T. mentagrophytes (18,2%), Microsporum
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canis (5,7%), Epidermophyton floccosum (2,0%), M. gypseum (1,4%) e
T.tonsurans(0,3%).

Em estudo realizado com 536 criancas de instituicdbes publicas de
Barretos — SP, 48 (9%) foram positivas, com 51 espécimes clinicos
coletados,onde T. rubrum foi a espécie mais frequente com 34 casos, T.
mentagrophytes 9 casos, M. canisem 6 casos e Trichophytontonsurans e
Epidermophyton floccosum, apresentaram 1 caso cada, demonstrando uma
maior incidéncia por T. rubrum (REZENDE et al., 2008).

Em um laboratério de hospital particular em Chapecd SC, foram
coletadas e analisadas 111 amostras clinicas, onde 66 (59,45%) apresentaram
—se positivas para dermatofitos. T. mentagrophytes foi o0 mais frequente com
52%, seguido porT. rubrum com 17%, Trichophyton sp com 12% e T. tonsurans
com 3 %, E. floccosum, M. canis e M. gypseum2% cada e outras espécies ndo
identificadas 10%.Este estudo demonstrou uma maior prevaléncia para T.
mentagrophytes em relacdo a T. rubrum o que pode estar relacionado a
caracteristicas regionais (SCHOELER et al., 2010).

Analisando os dados de 451 animais (cdes e gatos) atendidos no
Hospital Veterinario da Universidade Federal do Mato Grosso, que
apresentavam dermatopatia, foram diagnosticados 279 casos de
dermatofitéses, correspondendo a 61,9% d total, onde M. canis foi o principal
agente identificado, com 270 casos (96,78%) enquanto Trichophyton spp.foi
identificado em 3 casos (1,1%) e 6 casos (2,1%) néo foi possivel estabelecer
diagnéstico definitivo (NEVESet al., 2011). Em outro estudo realizado no
Hospital Veterinario da UNESP Botucatu, com 136 animais (caes e gatos) 128
(94,1%) apresentaram cultura positiva para Microsporum spp, e 8 (5,9%) para
Trichophyton spp, entre os do género Microsporum 102 foram identificados
como M. canis, 3 M. manum e 23 nao foram identificados, entre o0s
Trichophyton 1 foi identificado como T. mentagrophytes e 7 n&o foram
identificados, demonstrando que M. canis € o principal agente causador de

dermatomicoses em animais (PALUMBO et al. 2010).

2.1.5. Proteinas Fungicas
As proteasesincluemtodas as enzimasque catalisam aclivagem

dasligacbes peptidicas(CO-NH) de proteinase digestdodestasem peptideosou
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aminoacidos livres. Podemser divididas emendoproteases
(ou endopeptidases) e exoproteases (ou exopeptidases). As endoproteases
quebram as ligacbes peptidicas internas, as exoproteases quebram as
ligacBespeptidicasapenas noN- ou no C-terminal das cadeias polipeptidicas
(MONOD, 2008).

Asahi et al. (1985) purificaram e caracterizaram duas proteases
extracelulares de T. rubrum, sendo uma de 44kDa com pl 7,8 e outra de 36kDa
com pl 6,5, provavelmente com atividade de serino proteinases e funcdo de
degradar a queratina da pele como fonte de nutrientes para o fungo.

Uma metaloprotease queratinolitica de 43,5 kDa e pl 7,7 foi purificada de
M. canis, a partir do meio de cultura contendo queratina felina, porém em meio
contendo peptona e sem queratina esta proteina ndo foi encontrada (BROUTA
et al., 2001).

Apodaca & McKerrow (1989), purificaram e caracterizaram uma
proteinase extracelular de T. rubrum, com 27 kDa, que apresentou capacidade
de degradar azocool, elastina, queratina, laminina, fibronectina, colageno tipo
[Il e procolageno tipo IV. Os resultados sugerem que esta proteinase apresenta
importante funcdo nacaptacdo de nutrientes para o fungo.

SANYAL et al., (1985), extrairam uma proteinase extracelular de caréater
alcalino e peso molecular de 34,7 kDa, produzida porT. rubrum em meio
liguido contendo glicose e peptona, usando um filtrado de cultura do
dermatdfito; a enzima foi localizada por meio de eletroforese em gel de
poliacrilamida e isolada através de cromatografia em coluna.

TSUBOI et al., (1989a), fizeram isolamento de proteinas queratoliticas
em pH &cido, com peso molecular de 41 kDa. Foi determinado o ponto
isoelétrico em 3,9 com pH o6timo de 4,5 e utilizando como substrato
guimiotripsina, mostraram que as enzimas dos dermatofitos tém atividade tanto
em pH alcalino como em pH acido, levando a sugerir que seus constituintes
estruturais hidroliticos sdo importantes fatores de viruléncia dos dermatéfitos
(TSUBOI et al., 1989b)

Mignon et al., (1998), purificou e caracterizou uma serino protease de
31,5 kDa e pl 11,8, sugerindo que esta seja secretada por hifas invasoras do
tecido, estando relacionada com a invasao e colonizagdo de estruturas

queratinizadas.
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Aminopeptidasesecarboxipeptidasespoderiam  ser usadas paraa
degradacdo degrandes peptideosgeradospor digestdo de tecidos
queratinizados por endopeptidases. Deve ser salientado que aminoéacidos e
peptideoscurtos, dependendo da garga, podem serassimiladospor
fungosutilizandotransportadoresde  membrana.Portanto,aminopeptidases e
carboxipeptidasespodem ser importantes paraa assimilacaode
substratosnitrogenadosdurante a infeccdoe contribuir paraa virulénciade
dermatofitos (ZAUGG et al., 2008).

Behzadi et al (2008) identificaram um gene que codifica uma proteina de
choque térmico (heat shock) de 30 kDa, que pode estar relacionada com a
patogénese da infeccéo causada pelo fungo e resposta a stress.

Através do método de “shotgun’relacionado com pré-fracionamento e
digestdo por enzimas, foram identificadas 1026 proteinas no conidio dormente
de T. rubrum, sendo identificadas também proteinas especificas de esporos
gue podem estar relacionadas com sobrevivéncia e dispersdo de conidios,
além de outras ligadas a germinacdo de esporos e resposta a condi¢cdes
ambientais. O estudo destas proteinas pode auxiliar nacompreensaode
mecanismos de germinacdo e manutencdo de dorméncia em conidios (LENG
et al., 2008).

A presenca da subunidadecatalitica dal,3-B-glucano sintase,da quitina
sintaseemanosiltransferasesemconidiossugereque a sintesee reorganizacéo da
parede celularpode ser -consideravelmenteativadurante a esporulagdoem
T.rubrum,e que aparede celulardos seus conidios, semelhante a de
outrosfungos filamentosos, é composta de 1,3-B-glucano, quitinaemanoproteina
(LENG et al., 2008).

2.2.Pothomorphe umbellata

Dentre as plantas com possivel acdo antifungica observamos a
potencialidade em Pothomorphe umbellata(L.) Miq., conhecida pelo nome
popular de pariparoba ou caapeba, que tem sido usada na medicina popular
como analgésico, diurético e agente antiespasmoédico, para desordens
inflamatorias, malaria, asma e doencas gastrintestinais (LORENZI e MATOS,
2002)
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P. umbellata(figura 2) é utilizada pela populacdo para tratamento de
doencas do trato urinario, leucorréia, emenagogo, doencas do trato digestivo,
figado,pele,abscessos, trato respiratorio, febre (sudorifico e
febrifugo),analgésico  (dor), anti-inflamatério, cicatrizantes, edema e
reumatismo, em paises da Africa, América do sul e Asia (ROERSCH, 2010).

Estudo da atividade biolégica de P. umbellata indicou que os extratos
hexanicos e metandlicos possuem substancias responsaveis pelas atividades
antiPAF, anti-inflamatéria e analgésica, enquanto que o extrato aquoso mostrou
atividade antiedematogénica, anti-inflamatéria e analgésica (JANUARIO V.A.,
1994).A acao analgésica e anti-inflamatéria também foi demonstrada por
Perazzo et al.(2005). Isobe et al. (2002) demonstraram acao antimicrobiana do
alcaldide N-benzoilmescalinacontra H. pylori.Extratos da planta demonstraram
acdo antifungica, com valores de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Fungicida Minima (CFM) de 78,13 pg/mL nas particées hexano e
diclorometano do extrato etanolico (RODRIGUES, 2007).

Figura 2: P. umbellata. Fonte: Rodrigues, E.R. (2007)

Na literatura encontramos autores que relataram estudos fitoquimicos
sobre P. umbellata, conforme demonstrado na tabela 1. Entre os constituintes

encontra-se o 4-Nerolidilcatecol (figura 3).
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Tabela 1: Substancias isoladas de P. umbellata descritas na literatura

Extrato Substancia(s) Parte da | Autor
planta
Hexanico e | Sitosterol, estigmasterol, Todas Januario
diclorometanico | peltatol A (1994)
4-nerolidilcatecol Folhas e | Januario
caule (1994)
Etandlico Cloreto de potassio, glicose, Januario
manose, galactose e (1994)
alcal6ides
Oleo essencial 0-elemeno, a-cubebeno, a- Partes Januario
copaeno, a-guaieno, trans- aereas (1994)
cariofileno, tetrametiltriciclo
undec-1-eno, a-humuleno,
epibicicloesquifenantreno, a-
selineno, y-cadineno, [3-
patchuleno, a-gurjuneno, &-
cadieno, y-gurjuneno, a-
ylangeno, cadineno e
nerolidol
Fracéo oxiranemetanol, hinoquinina, | Folhas Perazzo
diclorometandlica | campesterol, estigmaterol, - (2006)

sitosterol e 4-nerolidilcatecol
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Oleo essencial E-cariofileno, &-cadieno, E- Folhas Mesquita et
nerolidol, espatulenol, 6xido al. (2005),

de cariofileno, germacreno
D, biciclogermacreno,

elemol, B-pineno

Extrato etandlico | arboreumina e arboreumina | Folhas Bergamo
glicosilada, vitexina 2"-O-3- (2003)
glucopiranisideo, apigenina
8-C-B-D-glucopiranosideo,
orientina 8-C-B-D-
glucopiranosideo, 5-hidroxi-
7,3’ ,4’-trimetoxiflavona,
velutina, sesamina,
diidrocubebina, &cido p-
cumarico ,
4-Nerolidilcatecol (4-NC)

Oleo essencial 0-elemeno, p-cariofileno, Folhas Bergamo
germacreno, epizonareno e (2003)
d-cadineno

A biossintese da unidade terpénica do 4-NC envolve tanto a rota do
acido mevalbnico quanto a triose/piruvato (BERGAMO 2003). Sponchiado-
Junior (2006) demonstrou a acdo da fracdo acetato de etila de P. umbellata
sobre Enterococcus faecalis.Tabopta et al., (2008) isolaram alcal6ides de P.
umbellata(piperumbelactanas A, B e C, N-p-coumaroil
tiramina,piperumbelactana D, N- hidroxiaristolam e 4-Nerolidilcatecol ) e
analisaram suas acfes. As piperumbelactanas A, B e C demonstraram
moderada atividade inibitéria sobre a enzima a-glicosidase; as
piperumbelactanas B e C e o N-p-coumaroil tiramina apresentaram atividade
antioxidante; apiperumbelactana D, o N- hidroxiaristolam e o 4-Nerolidilcatecol
demonstraram atividade antifungica.O extrato da raiz de P. Umbellata, nas
doses de 200, 100 e 50 mg/Kg/dia e o 4-NC, nas doses de 50, 25 e 12,5
mg/Kg/dia, apresentaram efeito protetor contra a genotoxicidade causada pela
ciclofosfamida em camundongos, através do teste de eritrécitos
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micronucleados, podendo estes resultados estarem relacionados a acao
antioxidante do 4-NC (VALADARES et al., 2007). O 4-NC isolado de
Pothomorphe peltata, apresentou atividade citotoxica frente as seguintes
linhagens de células tumorais:CEM (leucemiahumana), HL-60 (leucemia
humana), MCF-7(tumorde mamahumano),B16(melanoma/tumor de pelemurina)
e HCT-8 (tumor de colon humano), demonstrando potencial atividade
antitumoral (PINTO et al., 2006).

2.3. Antifungicos

Vérias sdo as classes de antifungicos utilizados na terapeutica: azois,
polienos, equinocandinas. Na lista do Formulario Terapéutico Nacional
2010/Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) do Ministério
da Saude (BRASIL, 2010) constam para uso sistémico, anfotericina B,
fluconazol, itraconazol e para uso topico cetoconazol, nistatina emiconazol.

Hauma necessidade crescente deantifiingicosdevido ao crescimentodas
populacdessuscetiveis as limitacdes do espectro deatividade outolerabilidade
doantifungicosatuaise desenvolvimentode resisténcia
aosantifungicos.Poucosprodutos terapéuticosestao atualmente em
desenvolvimentoativo,a progressaode agentes terapéuticoscom mecanismos
de acaofungo especificoé da mais alta prioridade (OSTROSKY-ZEICHNERet
al, 2010).

Os mecanismos de acao dos antifungicos podem estar relacionados com
esterdis fangicos (sintese de ergosterol e interagdo com esterdis de
membrana), inibicdo dos acidos nucléicos, parede celular e sintese de beta

glucagana (Figura 4).
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Figura 4: Alvos celulares dos antifungicos, segundo Golan et al., (2010)

2.3.1. Azéis

Oimidazole triazéis sdo as classes de antifungicos que temsidobem
sucedidos quanto a variedade de agentesque entraram em USO
clinico.Osagentesque sdo licenciadospara uso clinicona doencafungica
invasivasao: fluconazol, itraconazol,posaconazol e voriconazol (figura
5).Entretanto,amaioriadosantifingicos imidazolicossdo formuladossomente
parauso topico, geralmente devido a toxicidadeou
biodisponibilidade,problemasque limitam o0 seupotencial comoagentes
sistémicos(OSTROSKY-ZEICHNEREet al., 2010).

Os azo6is agem inibindo a sintese de ergosterol, devido sua acao sobre a
enzima lanosterol 14 a-demetilase (ZHANG e RAO, 2010; ALVAREZ et al.,
2007).
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Fluconazol Itraconazol

Posaconazol Voriconazol

Figura 5: Estrutura quimica dos azéis Fluconazol, itraconazol, posaconazol e

voriconazol (fonte: NCBI PubChem Substance)

Muitos trabalhos de pesquisaprimaria epatentes tem divulgado
novasmoléculasde antifingicos triazélicos.Porém ainda nédo € possivel saberse
algum destes novostriazoisira mostrarmelhorias reaisdiante
dosexistentes.Estespoderiam oferecervantagens, alargando o espectro de
atividadepara incluirmicoses invasivas de dificil tratamento(infec¢cbes causadas
por Fusariumspp., Scedosporiumspp.ou Zygomycota). Além
disso,novostriazéispoderiam apresentar umperfil farmacocinéticovisando
reduzir substancialmentea frequéncia de administragdoe ou diminuir
efeitosadversos.No entanto, nenhum dos triaz6isem preparagdoainda
temmostrado claramentetais vantagens,principalmente por causa daescassez
de dados clinicos (OSTROSKY-ZEICHNERet al., 2010).
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2.3.2.Polienos

A anfotericina B e a nistatina (figura 6) sdo exemplos de farmacos
polienos. A anfotericina € um antifungico de largo espectro de acédo. O
mecanismo de acdo da anfotericina B esta relacionado com sua interagao a
esterois da membrana celular, alterando a permeabilidade da célula devido a
formacao de poros na membrana celular o que leva ao extravasamento de ions
e macromoléculas intracelulares (SILVA, 2006, CARRILLO-MURNOZ et al.,
2006). A toxicidade esta relacionada a dificulade do farmaco em diferenciar o
ergosterol da célula fungica do colesterol da célula de mamiferos (CARRILLO-
MUNOZ et al., 2006). A nefrotoxicidade é um dos efeitos adversos.
Formulacdes deanfotericinaBlipossomal reduziu consideravelmente aincidéncia
de toxicidaderenaldaanfotericinaB. Dois produtoslipidicos-uma
formulacaolipossomale um complexode lipidios-sdo agoracomumente usados
para trataruma ampla gama de micoses de dificil tratamento(OSTROSKY-
ZEICHNERet al., 2010).

Anfotericina B Nistatina

Figura 6: Estrutura quimica da Anfotericina B e Nistatina (fonte: NCBI PubChem

Substance).

2.3.3. Equinocandinas

Naclasse dasequinocandinas, o mecanismo de acdo ocorre na parede
celular fangica, com a inibicdo da sintese dep-(1,3)-glicano, o que leva a
desarranjo da parede celular, lise e morte do fungo (SILVA, 2006; DENNING,
2002). Entre os antifungicos desta classe estdo a caspofungina (figura 7),
micafungina e anidulafungina, que sédo aprovadas para uso nos Estados Unidos
da América (VANDEPUTTE et al., 2012).
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Figura 7: Estrutura quimica da Caspofungina (fonte: NCBI PubChem Substance).

Seus pontos fortes incluem baixa toxicidade, cinética favoravel,
permitindo dosagem de uma vez por dia. Porém devido ao alto peso molecular
€ pouco absorvida por via oral, sendo utilizada por via intravenosa.
Apresentaatividade fungicida rapida contra a maioria dos isolados de Candida
spp., 0 espectro de acéo inclui Aspergillus spp. e Pneumocystiscarinii, mas néo
Cryptococcus neoformans (DENNING, 2002).

2.3.4. Alilaminas

A terbinafina (figura 8) € um farmaco representante das alilaminas,tem
acao primariamente fungicida com mecanismo de ac¢éo relacionado a inibicdo
da escaleno epoxidase (RYDER, 1992), enzima relacionada a sintese do
precursor de ergosterol. A elevada poténcia da terbinafina, parece estar
relacionada a combinacdo de trés fatores, elevada sensibilidadea escaleno
epoxidase, acumulacdo do farmaco e inerente sensibilidade do crescimento

filamentoso a este mecanismo de acdo (FRAVE & RYDER, 1996).

Figura 8: Estrutura quimica da terbinafina (fonte: NCBI PubChem Substance).
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2.3.5. Fluoropirimidinas

O mecanismo de acdo das fluoropirimidinas, esta baseado na
interferéncia no metabolismo de pirimidinas, DNA e RNA e sintese de proteinas
(CARRILO et al., 2006). Entre os farmacos cita-se a 5- fluorocitosina (5-FC),
com estrutura apresentada na figura 9, que é captada por citosina permease
presente na membrana da célula fungica e convertida a 5-fluoruracila (5-FU)
pela citosina desaminase e depois a 5-fluorodesoxiuridilico (5-FAUMP) que
inibe a timidilato sintase resultando na inibicdo da sintese de DNA e diviséo
celular (GOLAN et al., 2009). As células de mamiferos ndo possui a citosina
permease 0 que pode estar relacionado com a menor toxicidade do farmaco, e
consequentemente efeitos colaterais menores, como nauseas, vomitos e
diarréia, porém ocorre também efeitos mais graves como hepatotoxicidade e
depressdo da medula 0ssea, esta toxicidade pode estar relacionada com a
converséao da 5-FC por fungos e bactérias intestinais, que pode resultar em um
metabdlito toxico a 5-FU (VERMES et al., 2000)

Fungos filamentosos como dermatoéfitos e Aspergillus nao séo
susceptiveis a 5-FC (VANDEPUTTE et al., 2012).

Figura 9: Estrutura quimica da 5-Fluorocitosina (fonte: NCBI PubChem Substance)

Embora muitasdrogas antifUngicasforam desenvolvidasdurante as
tltimas duasdécadas, elas se restringem a poucasclasses quimicas. Além
disso,a ocorréncia de resisténciaem isolados clinicosleva ao fracassono
tratamentode micoses. Assim, ocontrole efetivode dermatofitosenvolvera
necessariamenteo desenvolvimento deuma nova geracao

deantifingicospotentes, deamplo espectrocom acéoseletiva contranovos
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alvosnas célulasfingicas e com menos efeitos adversos.No entanto, como a
resisténcia em isolados clinicospode ocorrere pode serum processo que
envolvemais de um mecanismo, 0 entendimento sobre os mecanismosque
conferem resisténciaantifingicaé essencialpara projetarmodificacoes
emantifungicosatualmente utilizados (MARTINEZ-ROSSI et al., 2008). Entre os
mecanismos fungicos utilizados para neutralizar a acdo dos antifungicos,
observa-se: a) reducdo da acumulacédo de drogas no interior da célula (efluxo
de drogas) através de transportadores ABC, transportadoresMFS, b)
diminuicdo da afinidade do farmaco pelo alvo, com muta¢des no alvo levando a
diminuicdo da afinidade ou inibicdo da ligacdo, desregulacédo da expressdo do
alvo c) modificag6es no metabolismo fluingico (VANDEPUTTE et al., 2012).
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3.0BJETIVOS:

O objetivo geral deste trabalho foi estudar a acdo antifingica, dos
extratos e Oleos essenciais de P. umbellatacontra alguns dermatdfitos,
tentando evidenciar a substancia ou grupo de substancias que possam estar
relacionadas com tal atividade, assim como procurar entender as respostas
fungicas frente a tais substancias, através da analise de proteinas geradas pela
exposicdo das células fungicas aos extratos e fracbes. As avaliagbes das
respostas podem orientar e direcionar sobre possiveis mecanismos de acao.

Para tanto realizou-se :

o Avaliacao farmacognadstica preliminar da espécie P. umbellata

o Obtencédode extratos vegetais, fracées e 6leo essencial

o Avaliacéo fitoquimica de P. umbellata

o Determinacédo da Concentracao Inibitéria Minima dos extratos vegetais,

fracOes e 6leo essencial

o Caracterizacdo da atividade antifungica, pela analise do perfil protéico
dos fungos através de SDS-PAGE em presenca ou auséncia dos extratos com
maior atividade.

o Andlise protedmica dos extratos extracelulares dos fungos por

eletroforese bidimensional

48



Materiais e Métodos 49

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

4.1.1. Equipamentos

Aparelho para focalizacdo modelo IPGphor 3, (GE Healthcare)

Autoclave vertical (FABBE)

Bico de Bunsen

Céamera fotografica digital (Canon Power Shot A 530)

Capela com fluxo laminar (Veco)

Cromatégrafo a gas Shimadzu modelo QP2010Plus equipado com injetor
automatico AOC-20i, fonte de ionizacdo por elétrons (EI-EM) e analisador
qguadrupolar

Cuba para eletroforese (Scie Plas TV400Y)

Mini cuba para eletroforese

Espectrofotdmetro mod UV 1603 (SHIMADZU)

Espectrometro de massas LCQ Fleet(Thermo Scientific)

Espectrometro Varian Inova 500

Fita para focalizacdo isoelétrica Immobiline DryStrip pH 3-10 NL (GE
Healthcare)

Fonte de eletroforese (GRS 3000 STD)

Incubadora com agitacdo modelo T 422(TECNAL)

Micropipetas com volume ajustavel de 1 a 10 ul, 5 a 50 pl, 20 a 200 ul, 100 a
1000 ul (HTL)

Peagbémetro(PHTEC modelo 3B)

Placas para cromatografiacomsilica gel 60 fluorescéncia 254 nm,20x20 cm em
aluminio(Merck)

Placa de cromatografia com silica gel 60 fluorescéncia 254nm, 10x20 em vidro
(Merck)

Placa de microdiluicdo (TPP)

Programa 2D Platinum (GE Healthcare)
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4.1.2. Vidraria:

Placas de Petri, tubos de ensaio, pipetas, baldo de vidro, baldo volumétrico,
provetas, copo de Becker, bastdo de vidro, frascos de Erlenmayer, cuba para
revelacdo da eletroforese, placa de vidro para cromatografia, Cuba de vidro

para cromatografia, coluna cromatografica

4.1.3. Solventes, reagentes e meios de cultura
Acetato de etila(Qhemis)

Acido acético (Qhemis)

Acido citrico (Synth)

Acido sulfarico(Qhemis)

Acido tricloroacético (JT Baker)
Acrilamida(Sigma)

Agarose (Life technologies)

Agua bidestilada

Agua deionizada

Agua ultrapura

Alcool etilico(Qhemis)

Alcool metilico (Qhemis)

Alcool metilico grau HPLC (Mallinkrodt)
Anfotericina B (Sigma)

Anisaldeido

Azul de bromo fenol (Synth)

Bis-acrilamida - N.N — metileno bis-acrilamida (Fluka)
Butanol(Qhemis)

Carbonato de sédio(Vetec)

Cloroférmio (Qhemis)

Cloroformio grau HPLC (Mallinkrodt)
Dicromato de potassio (Merck)

Ditiotreitol — DTT (Invitrogen)

Dodecil Sulfato de Sédio — SDS (JT Backer)
Formaldeido (Qhemis)

Glicina (Dinamica)

Glicerol (Vetec)
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Glicose — Dextrose (Synth)

Hexano (Qhemis)

Hexano grau HPLC (Mallinkrodt)

Hidréxido de potassio (Merck)

Marcadores de Peso Molecular para eletroforese (Invitrogen)
Meio agar batata (Himedia)

Meio Agar Sabouraud (Himedia)

Meio Caldo Sabouraud (Himedia)

Meio RPMI 1640 com glicose (Sigma)

Nitrato de Prata (Avi Cena)

Peptona (Biobras)

Persulfato de Aménio — APS (Mallinchrodt)

Reagente de Bradford (Sigma)

Resazurina (Vetec)

MOPS - &cido 3-(Nmorfolino) propanosulfénico (Acros Organics)
Tris base - alfa, alfa, alfa-Tris (hidroximethil) Metilamina, Tris (hidroxidi metil
amino metano (JT Baker)

Tris HCI (Sigma)

Temed (JT Baker)

Voriconazol (Sigma)

4.1.3. Reagentes para eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE,
revelacdo do gel pela pratae Comassie eCromatografia em Camada
Delgada (CCD)

Anexo |

4.2. METODOS

4.2.1. Andlises Fisico Quimicas

4.2.1.1 Caracterizacdo da matéria prima vegetal

O material vegetal utilizado, partes aéreas de P. umbellata(L.) Mig., foi

adquirido moido do Sitio da Mata, Rod. Cajuru / Cassia dos Coqueiros- Séo
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Paulo. Lote 01SDM, coletado em 06/01/2009, conforme laudo em anexo
(Anexo II).

4.2.1.2. Determinacao do pH

Foram preparadas trés solucdes aquosas a 1% com a droga de P.
umbellata, adotando o0 seguinte procedimento: 99,00 g de &gua foram
colocados em erlenmeyer e levados a chapa-elétrica para ebulicdo durante 5
minutos. Em seguida, a agua foi vertida sobre 1,00 g das drogas, o recipiente
foi fechado e deixado em infusdo por 15 minutos. Apés este tempo, as misturas
foram filtradas e depois de esfriarem, foi feita a leitura do pH em peagdmetro
calibrado. Determinou-se também o pH da agua destilada utilizada nos testes.

Os resultados equivalem a média de trés determinacdes.

4.2.1.3. Determinagao do teor de extrativos

Cerca de 1,00 g da droga vegetal moida foi exatamente pesada e
submetida a decoccdo com 100,00 g de agua, durante 10 minutos. Apos
resfriamento, o volume foi completado para 100 mL e a solucéo resultante foi
filtrada em papel de filtro, sendo os primeiros 20 mL desprezados. Do restante
do filtrado foi pesada uma aliquota equivalente a 20,00 g, em pesa-filtro tarado
e evaporado até ficar seco em banho-maria, sob agitacao ocasional. O residuo
foi colocado em balanca dessecadora a temperatura de 110°C até peso
constante (DEUTSCHES ARZNEIBUCH, 1994).

O teor de extrativos foi calculado em massa percentual, pela média de trés
determinacdes segundo equacao abaixo:

TE = g.FD.100/ m

onde: TE = teor de extrativos (%, m/m) ; g= massa do residuo seco (Q);

m= massa da amostra (g); FD= fator de diluicao (5)

4.2.1.4. Granulometria

Amostras, de 25,00 g de P. umbellata, foram pesadas e colocadas sobre
os tamises de abertura nominal da malha de 420, 250, 177, 125 e 77 ym com
tampa e recipiente coletor. Os tamises foram colocados em dispositivo

mecanico durante 30 minutos. Os pOs remanescentes em cada tamis e o
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recolhido no recipiente coletor, foram pesados. Os resultados equivalem a
média de trés determinacées (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

4.2.1.5. Perda por dessecacédo em balanca com infravermelho

Para a determinacéo da perda por dessecacdao, foram pesadas 4,00 g da
planta seca em balanca com infravermelho e submetidas a temperatura de
110°C pelo periodo de aproximadamente uma hora. ApOs este periodo, foi
feita a leitura do peso, a qual foi repetida a cada uma hora até que o peso das
amostras nao variasse mais do que 0,25%. Os valores foram expressos em
porcentagem (%; p/p) e equivalem a média de trés determinacbes segundo

Vigo et al., (2004), com modificacoes.

4.2.2. Triagem fitoquimica:

A triagem fitoquimica das principais classes de metabdlitos secundarios
de P. umbellata foi realizada segundo metodologias adaptadas de Costa
(1994).

4.2.2.1. Pesquisa de saponinas

Foram fervidos 2,00 g de P. umbellata com 10 mL de agua deionizada
durante 3 minutos, filtrando através de algodao para um tubo de ensaio, o qual
foi agitado no sentido vertical e vigorosamente durante 20 segundos. Apos
repouso de 20 minutos, para o teste ser considerado positivo devera ocorrer a
apresentacao de espuma persistente no tubo que ndo deve desaparecer com a
adicdo de 1 mL de HCI 2 N.

4.2.2.2. Pesquisa de Taninos
Foram preparados decoctos com 5,00 g de P. umbellata em 100 mL de

agua deionizada.

4.2.2.2.1. Taninos em cloreto férrico em metanol
A 2 mL da solucdo extrativa foram adicionados 10 mL de agua
deionizada e 2-4 gotas de solucao de cloreto férrico (FeCl3) a 1% em metanol.

O desenvolvimento de coloragdo azul indica a presenca de taninos
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hidrolisaveis, enquanto a coloracdo verde indica a presenca de taninos

condensados.

4.2.2.2.2. Taninos em acetato de chumbo
A 5 mL da solucédo extrativa foram adicionados 10 mL de solucédo de
acido aceético 10% e 5 mL de solucéo de acetato de chumbo 10%. A formacao

de precipitado esbranqui¢cado indica reacéo positiva para taninos hidrolisaveis.

4.2.2.3. Pesquisa de Antraguinonas

4.2.2.3.1. Pesquisa de Antraquinonas livres

Foi agitado 1,00 g de P. umbellata com 10 mL de éter etilico, filtrando
posteriormente. A solucdo etérea, foi adicionado 1 mL de aménia diluida,
agitando. A camada aquosa deve tornar-se résea para resultado positivo.

4.2.2.3.2. Pesquisa de Glicosideos Antraquindnicos

Ao po seco, foi adicionado 20 mL de &gua, fervendo por 5 minutos. A
mistura foi resfriada e filtrada, juntando 10 mL de &cido cloridrico e 3 mL de
agua oxigenada 30% ao filtrado; apds fervura por 5 minutos, foi esfriada e
filtrada, sendo feitas duas extragcdes com 5 mL de éter etilico. Foram unidas as
fases etéreas agitando com 3 mL de aménia diluida. Para resultado positivo, a

camada aquosa deve tornar-se résea.

4.2.2.4. Pesquisa de Flavondides

Foram tratados 3,00 g de P. umbellata com 20 mL de éter de petrdleo
sob aquecimento em banho de aquecimento. Apos filtrados, foram adicionados
20 mL de metanol ao material vegetal residual, aguecendo em banho de
aquecimento, com posterior filtracdo e evaporacdo. Ao final, o residuo foi
recuperado com 10 mL de etanol.

4.2.2.4.1. Reacdo de Shinoda
Foram colocados 1 mL do extrato final em tubo de ensaio e foi

adicionado um fragmento de magnésio metalico, foram colocadas gotas de

54



Materiais e Métodos

acido cloridrico concentrado. Apds o desprendimento de hidrogénio nascente,

h& o aparecimento de coloracéo résea ou vermelha.

4.2.2.4.2. Reacao do Cloreto Férrico
Foram adicionadas, a 1 mL do extrato, algumas gotas de cloreto férrico
a 2%. Dependendo do flavondide presente, pode aparecer coloracdo verde

(flavonas) ou amarelo (chalconas) ou ainda violaceo (flavondis, flavonas).

4.2.2.4.3. Reacgao do Cloreto de Aluminio

Foram umedecidas areas diferentes de papel de filtro com o extrato.
Foi colocada sobre uma das manchas uma gota de cloreto de aluminio a 5%
em etanol. Deve-se observar sob luz ultravioleta a intensificacdo da
fluorescéncia ou fluorescéncia verde-amarelada (isoflavonas), amarela
(flavondis, flavondis), azul-esverdeado (chalconas) ou amarelo acastanhado

(isoflavonas) dependendo do flavonoide presente.

4.2.2.4.4. Reagéo de Pew

Foram evaporados, em banho de aquecimento, 3 mL do extrato em
tubo de ensaio até a secura; ao residuo foram adicionados 3 mL de metanol e
uma pequena porcao de zinco metalico. Foram colocadas algumas gotas de
acido cloridrico concentrado. Deve aparecer coloragdo vermelha para a
presenca de flavonoides da classe das flavonas, flavondis e flavononas.

4.2.2.4.5. Reagéo de Taubock

Foram evaporados, em banho de aquecimento, 3 mL do extrato até
secura, esfriando e umedecendo o residuo com algumas gotas de acetona.
Foram adicionados alguns cristais de acido borico e acido oxalico. Foram
evaporados, em banho de aquecimento, novamente, até a secura evitando
aquecimento prolongado. O residuo foi dissolvido em 5 mL de éter etilico e a
mistura foi observada sob luz ultravioleta (254 nm). Em caso positivo, ocorre

aparecimento de fluorescéncia amarelo esverdeada.
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4.2.3.Preparacao dos Extratos Vegetais e Fracdes

A partir do material vegetal seco e moido,foram preparados os extratos
EtOH 70, EtOH 50, Aguosoextrato hexanico, extrato hexano/acetato de etilae
extraido 6leo essencial. O extrato EtOH 70 foi submetido a fracionamento

conforme descritos nos itens 4.2.3.1.1. a 4.2.3.1.5. e demonstrado na figura 10.

Figura 10: Fluxograma da preparacao de extratos e fracoes de P. umbellata

4.2.3.1. Preparacao dos Extratos Hidroalcodlicos
O extrato vegetal foi preparado por percolagdo, segundo o0 processo
geral P, descrito na Farmacopéia dos Estados Unidos do Brasil, 1926. Foram
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utilizados como solventes extratores etanol 70° GL (EtOH 70) ou etanol 50° GL
(EtOH 50). Foram utilizados 100 g da planta seca e moida para cada
percolacdo, que foi inicialmente intumescida com 400 ml do solvente por 4
horas e entdo transferida para o percolador. A percolagéo foi realizada por 7
dias, com uma vazao de aproximadamente 0,4 ml/min. Utilizando-se de 2600
ml do solvente. Apés a percolacédo parte dos extratos foram concentrados em

rotaevaporador, secos a temperatura ambiente earmazenados ao abrigo da luz.

4.2.3.1.1.Particao liquido/liquido do Extrato Etandlico 70° GL com Hexano
— Fracionamento |

Uma porcao de 8,0 g extrato EtOH 70 seco, foi misturado a 400mL de
agua. A mistura foi colocada em funil de separacédo, em seguida adicionou-se
400 mL de hexano (3X). ApOs a separacdo das fases foram obtidas a fase
aquosa, uma fase intermediaria e a fase hexanica. A fase intermediaria foi seca
a temperatura ambiente, as fases aquosa e a hexanica foram concentradas e
secas em rotaevaporador, dando origem a FRes, FInt, e FHex,

respectivamente.

4.2.3.1.2.Particdo liquido/liguido do extrato etanodlico 70° GL-
Fracionamento Il

Uma porcdo de 1,5 g do extrato etandlico 70° GL, foi dissolvida em 50
mL de &gua e colocada em um funil de separagdo, adicionou-se 50 mL de
hexano misturou-se e o funil foi deixado em repouso, formando 2 fases, uma
hexanica e outra aquosa. Recolheu-se a fase hexanica e reservou-se (este
procedimento foi realizado 3 vezes). Afase aquosa foi adicionado 50 mL de
hexano/acetato de etila 1:1(v/v), misturou-se e o baldo foi deixado em repouso,
formando 2 fases, uma superior (hexano/acetato de etila 1:1) e uma inferior
(aquosa), recolheu-se a fase superior e reservou-se, (este procedimento foi
realizado 3 vezes). Ao restante da fase aquosa adicionou-se 50 mL de acetato
de etila, misturou-se, o baldo foi deixado em repouso, formando 2 fases, uma
superior (acetato de etila) e uma inferior (aquosa), recolheu-se a fase acetato
de etila e reservou-se (este procedimento foi realizado 3 vezes). Cada uma das

fases obtidas foi concentrada em rotaevaporador e seca a temperatura
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ambiente, dando origem a Fracdo Hexano (FHex), Fracdo Hexano/Acetato de
Etila (F Hex/Ac), Fracao Acetato de etila (FAc Etila).

4.2.3.1.3.Fracionamento da fragcdo hexano por cromatografia em coluna-
Fracionamento IlI

A fracdo hexano do fracionamento | foi fracionada em coluna de vidro de
30 x 150 mm, contendo (45 g)silica gel 60 (40-140 Mesh), utilizando a seguinte
sequéncia de eluentes: hexano, hexano/acetato de etila 9:1(v/v), 8:2 (v/v),
1.1(v/v), acetato de etila e metanol, sendo utilizado 200 mL de cada eluente.

Para cada eluente foram recolhidas 6 sub-fracdes.

4.2.3.1.4.Particao liquido/liquido do Extrato Etandélico 70° GL -
Fracionamento IV

Uma porgdo de 35 g extrato seco EtOH 70 GL, foram misturados a
400mL de agua colocada em funil de separacdo, adicionou-se 400 mL de
hexano, misturou-se e o funil foi deixado em repouso, formando 2 fases, uma
hexanica e outra aquosa. A fase hexanica (FHex) que foi concentrada em
rotaevaporador e seca. A fase aquosa foi recolhida e reservada, sendo
realizada extracdo com os solventes: Hexano, Acetato de etila e Cloroférmio.

Recolheu-se a fase hexanica reservou-se (este procedimento foi
realizado 3 vezes). A fase aquosa foi adicionado 400 mL de acetato de etila,
misturou-se e o baldo foi deixado em repouso, formando 2 fases, uma superior
(acetato de etila) e uma inferior (aquosa), recolheu-se a fase superior e
reservou-se (este procedimento foi realizado 3 vezes). Ao restante da fase
aquosa adicionou-se 400 mL de cloroférmio, misturou-se, o baldo foi deixado
em repouso, formando 2 fases, uma superior (cloroférmica) e uma inferior
(aquosa), recolheu-se a fase cloroférmica e reservou-se (este procedimento foi
realizado 3 vezes). Cada uma das fases obtidas foi concentrada em
rotaevaporador e seca a temperatura ambiente, dando origem a Fracao hexano
(FHex), Fracao acetato de etila (FAc), Fracao cloroférmio (FClor).
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4.2.3.1.5 Fracionamento da fracdo Intermediaria do fracionamento | (FInt)
por cromatografia em coluna- Fracionamento V

A fragéo Intermediaria (FInt) foi sub fracionada em coluna de vidro de 30
x 120 mm, contendo (18,5 g) silica gel 60 (40-140 Mesh), para tanto 1,65 g de
FInt foi misturada a uma pequena porcao de silica gel 60 com auxilio de gral e
pistilo e entdo transferida para a coluna. Utilizou-se a seguinte sequencia de
eluentes: hexano, hexano/acetato de etila 9:19 (v/v), 85:15 (v/v), 83:17 (v/v),
8:2 (vIv), 78:22 (vIv), 75:25 (vIv), 7:3 (v/v), 1:1 (v/v),sendo utilizado 75 mL de
cada eluente. A cromatografia foi realizada sob presséo positiva.

4.2.3.2. Preparacao do extrato aquoso

A preparacao do extrato aquoso foi realizada por infusdo. Em um Becker
foram colocados 100g da planta seca e moida, adicionado 400 ml de &gua
fervente, sendo o frasco tampado com um vidro relégio. Apés 30 minutos a

mistura foi filtrada e o filtrado obtido foi liofilizado.

4.2.3.2.1. Preparacgéo do extrato aquoso infusao (inf)

A preparacdo do extrato aquoso inf foi realizada por infusdo. Em um
Becker foram colocados 25g da planta seca e moida, adicionado 100 ml de
agua fervente, sendo o frasco tampado com um vidro relégio. Apés 30 minutos
a mistura foi filtrada e o filtrado obtido foi separado em aliquotas de 2 mL e
congelado.

4.2.3.3. Preparacao do extrato hexanico

O extrato hexanicofoi preparado por maceracao, onde foram pesados 50
g da planta seca e moida e adicionados 400 mL de hexano, deixando em
repouso por 4 horas, apos este periodo coletou-se a e adicionou-se mais 150
mL de hexano ao pd, apés 24 horas o material foi filtrado.O extrato foi
concentrado em rotaevaporador, seco a temperatura ambiente earmazenado

ao abrigo da luz.

4.2.3.4. Preparagéo do extrato hexano/Acetato de etila
O extrato hexano/Acetato de etila (Ext. hex/ac) foi preparado por

maceracao, onde foram pesados 50 g da planta seca e moida e adicionados
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400 mL de hexano/acetato de etila (1:1), deixando em repouso por 4 horas,
apos este periodo coletou-se e adicionou-se mais 150 mL de hexano/ Ac. etila
ao po, apos 24 horas o material foi filtrado. O extrato foi concentrado em

rotaevaporador, seco a temperatura ambiente earmazenado ao abrigo da luz.

4.2.3.5.Extracao do oleo essencial

O oleo essencial foi extraido pelo método de hidrodestilacdo em
aparelho de Clevenger, utilizando-se100 g de partes aéreas da planta seca que
foram colocadas em baldo de 2000 mL, adicionado agua (até a metade do
baldo) e aquecidos em manta aquecedora. O tempo de extracao foi de 3 horas,
apos este periodo o 6leo foi coletado em um Becker, previamente tarado,

determinado o seu peso e volume.

4.2.3.6. Obtencéo da Substancia 1

A Substancia 1 (Subs. 1) foi obtida ap6s Cromatografia em Camada
Delgada Preparativa. As fracdes onde, apos CCD, foram encontradas manchas
com R; e cor semelhantes ao padrédo de 4-NC, foram aplicadas em placas
cromatograficas preparativas de silica gel (20 x 20 cm) com 1mm de diametro e
desenvolvidas utilizando como eluente hexano/acetato de etila 7:3 (v/v). Apos o
desenvolvimento a placa foi coberta com outra placa de vidro deixando uma
faixa horizontal para ser revelada com anisaldeido, afim de marcar o local
referente ao 4-NC. Apds determinado a regido onde esta presente o 4-NC, esta
foi raspada, a silica recolhida em um frasco, adicionado metanol e filtrado afim
de separar a silica, no filtrado esta presente a subs. 1. Para confirmar a
presenca da substancia foi realizada uma CCD com padrdao de 4-NC. A
amostra foi enviadapara analise por espectrometria de Ressonancia Magnética
(RMN) de *H.

4.2.3.7.0btencédo da Substancia 2 (Subs. 2)

Apods o fracionamento V, observou-se a presenca de cristais em alguns
frascos. Adicionou-se metanol ao frasco retirando-se a parte liquida e
permanecendo os cristais, estes foram reservados para testes biolégicos e
enviados para analise por espectrometria de Ressonancia Magnética (RMN) de
H.
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4.2.4.Andlise Cromatografica

4.2.4.1. Triagem Cromatogréafica em Camada Delgada

As fragOes obtidas do fracionamento em coluna foram analisadas por
CCD. Como fase movel foram utilizados: hexano/acetato de etila 7:3 (v/v), 1:1
(v/v), acetato de etila/etanol 6:4 (v/v), n-butanol, acido acético e agua (BAW)
6:1:2 (v/viv). Como revelador foi utilizadoanisaldeido sulfarico, as placas foram
observadas também em presenca de luz ultra violeta com comprimento de

onda de 365 nm.

4.2.4.2. Identificacdo dos constituintes quimicos por CG-EM

As constituicbes quimicas dos 6leos essenciais e das fracbes F2 e F2C
foram determinadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM), em aparelho Shimadzu QP2010PIlus (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japao), equipado com injetor automatico AOC-20i, fonte de ionizacao
por elétrons (EI-EM) e analisador quadrupolar. Para a dissolucdo das amostras

foi utilizado hexano grau HPLC.

4.2.4.2.1. ldentificacdo de substancias presentes nas fracdes F2 e F2Ce

Oleo essencial

A identificagdo dos constituintes quimicos das fracbes F2 e F2C,
originadas do fracionamento de FHex (fracionamento lll)e do 6leo essencial foi
realizadaconforme descrito a sequir.

A separacdo cromatografica foi realizada em coluna capilar Rtx5-MS
(Restek) de silica fundida (30 m x 0,25 mm d. i. x 0,25 um de filme), composta
de 5% de difenilsiloxano e 95% de dimetilpolisiloxano. Foi utilizado hélio
(99,999%) como gas de arraste, a uma vazao constante de 1,0 mL/min. A
temperatura do injetor foi de 240 °C e o volume de injecdo foi de 0,1 uL. A
temperatura do forno foi programada de 60°C a 240°C a uma velocidade de
3°C/min. Para a padronizacdo dos tempos de retencéo foi adicionada a cada
amostra uma mistura de hidrocarbonetos alifaticos (Cg a Cys). Os indices de
retencdo de Kovats (IR) foram calculados de acordo com a equacéo 1,
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(Equacéo 1)
logt’ R(x)—logt’ R (2)

IR=100 Z + 100
logt’ R (z+1) — log t’ R(2)

Onde Z é o numero de carbonos do primeiro hidrocarboneto da mistura de
padrdes cujo tempo de retencéo t'R(z) € imediatamente menor que o tempo de
retencdo t'R(x) do constituinte do 6leo essencial, e t'R(z+1) é o tempo de
retencdo do hidrocarboneto da mistura de padrbes imediatamente maior
(COLLINS et al., 2006; ADAMS, 2007). Os valores de IR obtidos foram
comparados com os da literatura.

A amostra eluida da coluna cromatografica foi direcionada pelo divisor de
fluxo para a fonte de ionizagdo, na razéo de 1:20. A temperatura da fonte foi
ajustada em 280°C e a energia do feixe de elétrons foi de 70eV. O analisador
foi controlado para separar ions de m/z entre 40 e 600. Os espectros de
massas obtidos foram comparados com os das Bibliotecas Wiley 7, NIST 08 e
FFNSC 1.2 através do software GCMS Solution (Shimadzu, Japdo), que
forneceu o indice de similaridade (IS), expresso em porcentagem. A
identificacdo de cada constituinte quimico presente no 6leo essencial foi feita
com base na combinacao entre os valores de IR e de IS.

Para a determinacdo da densidade do Oleo essencial foi utilizada a

equacao 2, dividindo a massa em g pelo volume em mL.
(Equacéo 2) d=ml/v
4.2.4.3.Identificacdo de substéncias por APCI-IT-MS
A identificacdo da substancia 1, 4-Nerolidilcatecol, foi realizada em

equipamento do laboratériomultiusuario do Instituto de Quimica da UNESP

Araraquara.
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4.2.4.3.1. Preparo das amostras para analises por APCI-IT-MS:

Para as analises por APCI-IT-MSda substancia 1, 1 mg foi dissolvido em
metanol grau HPLC (3 mL), filtrada primeiramente em cartucho sepak RP-18 e
posteriormente filtrada em um disco de membrana de Nylon da (Flow Supply)

com 22,25 mm de didmetro e 0,22 ym de tamanho de poro.

4.2.4.3.2. Analise por APCI-IT-MS:

Os espectros de massas foram obtidos no espectrémetro de massas
LCQ Fleet da Thermo Scientific, equipado com um dispositivo de insercéo
direta de amostra via analise por injecdo em fluxo continuo (FIA). A amostra foi
analisada no modo de lonizacdoQuimica a Pressdo Atmosférica (APCI)
injetada em um fluxo de 10puL/min.O modo negativo foi escolhido para a
geracao e analise dos espectros de massas em primeira-ordem (MS), sob as
seguintes condi¢des: voltagem do capilar —20 V, voltagem do spray -5 kV,
temperatura do capilar 275 °C, gas de arraste (N,) fluxo 100 u (unidades
arbitrarias), vaporizador 350° C, descarga da corona 3 kV, gas auxiliar (N2) 5u,
gas de varredura 5u, lente do tubo -100v. A faixa de aquisi¢cao foi m/z 100-400,
com dois ou mais eventos de varredura realizados simultaneamente no
espectrometro de massas LCQ. O primeiro evento foi uma varredura completa
(full-scan) do espectro de massas para adquirir os dados dos ions na faixa m/z
estabelecida. O software Xcalibur versdo 1.0 (Thermo Scientific®) foi utilizado

durante a aquisi¢cdo e processamento dos dados espectrométricos.

4.2.4.3.Espectrometria de Ressonancia Magnética (RMN)

O espectro de ressonancia magnética (RMN) de hidrogénio (*H), foi
obtidoem espectrémetro Varian Inova 500MHz, dotado de probe direta 5
mm,utilizando tetrametilsilano (TMS) como padrao interno. O experimento foi
realizado a temperatura 28°C sendo amostra foi diluida em cloroférmio
deuterado. Foi utilizado Tris como padrao inerte.

4.2.5. Linhagens fangicas
Neste trabalho foram utilizadas as linhagens fungicas cujas origens
estdo apresentadas na tabela 2.
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Tabela 2: Linhagens fungicas

Linhagem Denominagédo Isolada/cedida

Trichophyton rubrum  Trl Isolado clinico cedido pela Prof2 Dra.

Ana Marisa Fusco-Almeida

Trichophyton rubrum  Tr FOC Cedida pela Fundagdo Oswaldo Cruz,
INCQS 40051

Trichophyton Tm Cedida pela Fundagcdo Oswaldo Cruz,

mentagrophytes INCQS 40004

Microsporum canis Mc Isolado clinico cedido pela Prof2 Dra.

Ana Marisa Fusco-Almeida

As linhagens foram mantidas em &gar Sabouraud ou &agar batata

dextrose com repique de 15 em 15 dias.

4.2.6.Determinacdo da Concentracgao Inibitéria Minima (CIM)

4.2.6.1. Diluicdo dos extratos vegetais

Para diluicdo dos extratos vegetais foram utilizados microtubos tipo
Eppendorf usando como diluente DMSO. Os extratos foram diluidos a uma
concentracdo de 50 mg/mL. A partir dos extratos diluidos em DMSO foram
preparadas solucbes maes em meio RPMI com 2% de glicose tamponado em

MOPS pH 7,2, de modo a obtermos uma concentracdo de 5mg/mL.

4.2.6.2. Preparo do in6culo

As linhagens foram desenvolvidas em placas com agar Sabouraud por 7
dias. Apos o desenvolvimento raspou-se as colénias com auxilio de um fio de
platina em L, colocando-as em tubo conico contendo 3 mL de salina estéril.
Apés este procedimento misturou-se em vortex por aproximadamente 3
minutos. As células foramcontadas em camara de Neubauer, ajustandoo
ndmero de células para que se fosse obtido um ndmero final de 5,0 x 10°
UFC/mL em meio RPMI.
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4.2.6.3. Determinacao do CIM

Para determinacdo da concentracdo inibitéria minima foi utilizada
adaptacdo da metodologia segundo norma aprovada CLSI M38-A (NCCLS,
2002). Para tanto foram utilizadas microplacas de 96 poc¢os, que contém 8
linhas e 12 colunas. O meio de cultura utilizado foi o meio RPMI com 2% de
glicose tamponado em MOPS pH 7,2 . A coluna 1 foi usada para o controle
negativo do teste onde havia apenas o meio de cultura (200 pL). A coluna 12
foi considerada como controle positivo onde foram inoculados apenas 100 pL
da suspensao de células (5,0 x 10° UFC/mL) e 100 uL do meio. Em cada poco
nas colunas 2 a 11 foram adicionados 100 puL do meio, na coluna 2 foram
colocados 100puL do extrato vegetal, homogeneizado e retirados 100puL
passando para a coluna 3; desta também foram retirados 100uL e repassados
a coluna 4 e assim sucessivamente até a coluna 11, onde apos
homogeneizagéo foram retirados 100uL e descartados, obtendo-se entéo a
diluicho do extrato vegetal, posteriormente foram colocados 100uL da
suspensdo de células em concentracdo 5,0 x 10° UFC/mL em cada pogo nas
colunas 2 a 12. O esquema da placa estademonstrado na Figura 11.

A determinacdo da CIM foi realizada por leitura visual, observando
presenca ou auséncia de turvacdoapoésincubacado da placa em estufa a 28°C
por 7 dias e também utilizando-se resazurina 1% como revelador, onde a
mesma quando reduzida apresenta coloragdo rosa, demonstrando que as

células estdo vivas, e oxidada tem coloracdo azul, quando as células estao

mortas
Il Extrato vegetal 100pL
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Figura 11: Esquema da placa para determina¢éo da CIM

4.2.7. Determinagéo da toxicidade

4.2.7.1. Determinacao da citotoxicidade “in vitro”

A citotoxicidade “in vitro” foi realizada frente a fibroblastos da cornea de
coelho SIRC ATCC CCL60eoumacréfagos J774. Estas células foram mantidas
em garrafas em estufa a 37°C sob atmosfera de 5% de CO2 em meio RPMI-
1640 (pH 7) adicionado de 10% soro fetal. Ao acondicionamento das garrafas
foram adicionados 0,1% de solucdo de estreptomicina e 0,1% de solucédo de

anfotericina B.

4.2.7.1.1. Preparo das amostras

Os extratos de P. umbellata foram dissolvidos em DMSO a fim de obter
uma solucdo de 100 mg/mL, sendo posteriormente diluidos 1:20 (v/v) em
RPMI-1640 e aplicado ao primeiro poco da microplaca de 96 pocos, sendo
entdo diluidos, sucessivamente, até o ultimo poco da placa, 1:1 (v/v) em RPMI-
1640. A faixa de concentracdo no ensaio foi de 2000 pg/mL e a minima foi de
15,625 pg/mL.

4.2.7.1.2. Avaliacao da citotoxicidade dos extratos

A técnica consistiu em coletar as células por tripsinizacéo, centrifugacéo
a 1500 rpm por 10 minutos e contagem do numero de células, com auxilio do
corante Turk, ajustando para a concentracdo de 1 x 10° células/mL em meio
RPMI-1640. Desta suspensao, as células foram incubadas em microplaca de
96 pocos a 37°C em atmosfera de 5% de CO2 por 48 h. Apés este periodo,
observou-se a formacgéo de tapete celular, retirou-se o0 meio RPMI existente (ja
inadequado para a manutencgéao celular), colocando 100 yL de meio novo e 100
ML das amostras ja preparadas. Incubou-se a microplaca por 24 h a 37°C em
estufa com atmosfera de 5% de CO2. Todo esse procedimento foi feito de
forma a causar a menor perturbacdo possivel ao tapete celular formado.

Posteriormente, adicionou-se 20 yL do corante resazurina diluido em RPMI-

66



Materiais e Métodos

1640 1:1 (v/v). Novamente, incubou-se a microplaca em estufa sob atmosfera a
5 % de CO2 a 37°C para leitura apos 5 a 24 h. A coluna 11 foi utilizada como
controle negativo, sem a presenca de células e a coluna 12, como controle
positivo do crescimento celular. Uma coluna foi utilizada como controle de
citotoxicidade do DMSO, sendo diluido 1:1 (v/v) em RPMI-1640 no primeiro
poco com subsequente diluicdo 1:1 no mesmo meio. A leitura dos resultados foi
feita visualmente pela diferenciacéo entre a cor azul (auséncia de células vivas)
e cor-de-rosa (presenca de células vivas) (AHMED et al.,1994; O’'BRIEN et al.,
2000; DEBBASCH et al., 2005 com modificacdes).

4.2.7.2.Determinacao da toxicidade “in vivo”

A toxicidade in vivo, foi realizada em camundongos Swiss machos.
Nestes animais foram administrados por gavage 2 g/Kg do extrato EtOH 70
e/ou da particdo hexano do EtOH 70, os animais foram observados inicialmente
nos tempos de 0, 30, 60, 120 minutos e apos 24 h por 7 dias. Apds 0s
experimentos os animais foram sacrificados em camara com éter.

O experimento recebeu parecer favoravel da Comisséo de Etica do Uso
de Animais da FCFAR conforme anexo lll.

4.2.8.Quantificacédo do ergosterol

O ergosterol foi quantificado conforme metodologiadescrita a seguir.
Ap6s incubacdo de cada linhagem flngica (5,0x10° cel/mL), em caldo
Sabouraud por 7 dias a 28°C, com agitacdo de 120 rpm, foram adicionados os
antifingicos ou FHex de P. umbellata, conforme valores demonstrados na
tabela 3, os frascos foram novamente colocados sob agitacéo (120 rpm) por 7
dias a 28°C.Um frasco controle com o fungo foi mantido por 14 dias nas
mesmas condigoes.

ApOGs os procedimentos acima, as culturas foram centrifugadasa 3000
rpm por 5 min e o sedimento celular formado foi submetido a processo de lise
com solucéo alcodlica de KOH 25% e aquecimento. O ergosterol removido por
particdo entre agua e hexano e agitacdo. A fase hexano, apoés diluicdo 1:5 em
alcool, foi submetida a leitura espectrofotométrica em espectrofotdmetro
Shimadzu (mod. UV 1603) entre 200 e 300 nm. A presenca de ergosterol e de

seu ultimo intermediario fornece um espectro com quatro bandas, sendo que a

67



Materiais e Métodos 68

altura dos mesmos € correspondente a concentracdo dos esterdis. A
concentracdo dos mesmos € calculada com base no peso das células iniciais e
absorbancias obtidas (ARTHINGTON-SKAGGS et al., 2002).

Tabela 3: Concentragéo da fracdo hexano e voriconazol utilizada no ensaio de
guantificacédo do ergosterol

Linhagem Trl Linhagem Mc
FHex 976 pg/ml 976 pg/mi
Voriconazol 12,5 pg/ml 400 pg/ml
Fluconazol 50,0 pg/ml 400 pg/ml

O conteudo de ergosterol foi calculado como porcentagem em relacéo

ao peso do precipitado (pellet), de acordo com as equacdes:

(1) % ergosterol+%24(28) DHE = [(A251,5/290) x F]/peso do pellet

(2) %24(28) DHE=[(A230/518) x F]/peso do pellet

(3) % ergosterol = (1) — (2)

Onde,

F= fator de diluicdo em etanol

290= valor E, em porcentagem por cm, determinado para o ergosterol
cristalino.

518=valor E, em porcentagem por cm, determinado para o 24(28) DHE

cristalino.

4.2.9.Avaliacdo de alteracdes em proteinas fungicas

4.2.9.1. Estabelecimento da curva de crescimento

Apo6s o desenvolvimento das linhagens do T. rubrum(Trl) e M. canis
(Mc) em placas de Petri com agar batata dextrose, os micélios foram raspados
e transferidos para 3 mL de solug&o salina estéril. Apés contagem do numero
de células, transferiu-se quantidades suficientes para um frasco estéril com 100
mL de meio Sabouraud liquido de modo que neste meio se obtivesse uma

concentracdo de 5 x 10° UFC/mL. Para cada linhagem foram preparados 2
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frascos (Erlenmeyer) queforamincubados em estufa sob agitacédo de 120 rpm, a
28° C, por 7 e 14 dias (controle 7 e 14 dias). ApoOs este periodo, filtrou-se o
meio contendo o fungo em papel de filtro estéril e em ambiente estéril, obtendo-
se o filtrado e a massa celular que foi coletada e pesada. No filtrado estéo
presentes as proteinas exocelulares e na massa celular, as proteinas
endocelulares. Os filtrados exocelulares ou extratos exocelulares (metabalitos)

foram utilizados para a eletroforese.

4.2.9.20btencdo dos extratos protéicos frente aos extrativos vegetais e
aos agentes antifungicos

ApO6s o desenvolvimento das linhagens do T. rubrum(Trl) e M. canis
(Mc) em placas de Petri com agar batata dextrose, os micélios foram raspados
e transferidos para 3 mL de solug&o salina estéril. Ap6s contagem do numero
de células, transferiu-se quantidade suficiente, para um frasco estéril com
100mL de meio Sabouraud liquido de modo que neste meio se obtivesse uma
concentracéo de 5 x 10° UFC/mL. As linhagens fuingicas foram cultivadas por 7
diasem estufa com agitacdo a 120 rpm, a 28° C e entdo adicionado extrato
vegetal ou antifungicos na concentracdo de 100 vezes a CIM previamente
determinada,permanecendo em incubacdo por mais 7 diasem estufa com
agitacdo a 120 rpm, a 28° C. Apos este periodo, foi filtrado o meio contendo o
fungo em papel de filtro estéril e em ambiente estéril, obtendo-se o filtrado e a
massa celular, como descrito no item anterior. As condi¢cdes oriundas deste
tratamento foram identificadas como FHex + 7, Voriconazol + 7 e Fluconazol
+7.

4.2.9.3. Analise do perfil proteico

4.2.9.3.1.Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE)

O perfil protéico dos filtrados de cultura das linhagens foi avaliado
através de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) com gel de empilhamento de 5% e gel de separacdo de 12%
(LAEMMLI, 1970). Os géis foram confeccionados utilizando-se placa de vidro

medindo 10 x 10 x 0,075 cm. As concentracfes dos reagentes e quantidades
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necessarias estdo descritas nas tabelas 4 e 5.A corrida eletroforética foi
realizada com tampao composto por Tris 0,075 M, glicina 0,57 M e SDS 0,1%,
pH 8,3 e a voltagem utilizada foi de 80 V até a penetracdo no gel de separacao
e, a seqguir, 120 V até o final do gel. Os géis foram revelados pela Prata.Para

aplicacao nos géis as proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford.

Tabela 4: Gel de separacédo a 12%

Reagentes Quantidade
Agua MilliQ 6,6 mL
Acrilamida 30% 8,0 mL
Tris HCL 1,5M pH 8,8 5,0 mL
SDS 10% 200 uL
Persulfato de Aménio 10% 200 uL
Temed 8 uL

Tabela 5: Gel de Empilhamento a 5%

Reagentes Quantidade
Agua MilliQ 5,5 mL
Acrilamida 30% 1,3 mL
Tris HCL 1,0M pH 6,8 1,0 mL
SDS 10% 80 uL
Persulfato de Aménio 10% 80 uL
Temed 8 uL

4.2.9.3.2. Analise Protéica por Eletroforese Bidimensional

Os filtrados fangicos foram primeiramente submetidos a focalizagcao
isoelétrica, utilizando IPGphor 3 (GE Healthcare) em fita Immobiline DryStrip
pH 3-10 NL 13 cm (GE Healthcare). As proteinas do filtrado fungico foram
guantificadas pelo método de Bradford eprecipitadas em solugdo a 10% de
acido tricloroacético em acetona 90% por 12 horas a 4°C, de modo a obter 300
ug de proteinas.A segunda dimensado, realizada para a separacdo das
proteinas de acordo com a massa molecular, foi realizada em gel de
poliacrilamida 12.5% de acordo com Laemmli (1970). Os géis foram revelados
pela prata. A analise dos dados foi realizada com auxilio do programa 2D

Platinum da GE Healthcare.
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Estes experimentos foram realizados no laboratério de micologia do
departamento de analises clinicas da FCFAR UNESP, sob supervisao da Profa.

Dra. Ana Marisa Fusco-Almeida.

4.2.9.3.3. Analise Protéica por Zimografia (protease)

A zimografia para analise de proteases foi realizada em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE a 7,5% (gel de separacéo) adicionado de gelatina
(2mg/mL), utilizando-se um gel de empilhamento a 5 %. A corrida eletroforética
foi realizada com tampédo composto por Tris 0,075 M, glicina 0,57 M e SDS
0,1%, pH 8,3 e a voltagem utilizada foi de 80 V até a penetracdo no gel de
separacao e, a seguir, 120 V até o final do gel em placa de Mini gel de 10 x 10
x 0,075 cm. Foram aplicados 30 uL do filtrado fungico (sem fervura) por poco. A
corrida eletroforética foi realizada com tampao composto por Tris 0,075 M,
glicina 0,57 M e SDS 0,1%, pH 8,3 e a voltagem utilizada foide 80 V até a
penetracdo no gel de separacéo e, a seguir, 120 V até o final do gel. Apés a
eletroforese o gel foi lavado 2 vezes com Triton X-100 a 2,5% para remocao do
SDS e entédo incubado com tampéo (Tris HCL 50 mM, CaCl, 10 mM, pH 7,5) a
37°C por 24 horas. O gel foi corado com Azul de Coomassie G 250 (0,1%) e
descorados com solucdo contendo metanol 50% e acido acético 10%. A
atividade enzimatica foi observada devido ao aparecimento de bandas claras,

referentes a acado sobre o substrato de gelatina.

4.2.10. Teste de inibicdo da germinacao de esporos

A linhagem fungica foi desenvolvida em placas com &gar Batata
Dextrose por 14 dias. Ap6s o desenvolvimento raspou-se as colénias com
auxilio de um fio de platina em L, colocando-as em tubo cénico contendo 3 mL
de salina estéril. Ap6s este procedimento misturou-se em vortex por
aproximadamente 3 minutos. As células foramcontadas em céamara de
Neubauer, ajustandoo numero de células para que se obtivesse um numero
final de 2,0-3,0 x 10°> UFC/mL. Em microplacas de 96 pocos, foi colocado 90 pL
de RPMI em cada pogo, na coluna 2 foi colocado 90 pL de extrato vegetal,
(concentracdo de 5000 pug/mL previamente diluido em meio RPMI) misturado e

transferido 90 uL para coluna 3, este procedimento foi realizado até a coluna 12
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(diluicdo seriada). Colocou-se entdo 10 pL da suspensdo de células
fungicas(contendo 2000 a 3000 células) em todos os pocos da placa. Na
coluna 1 temos o controle de crescimento, nos pog¢os das colunas 2 a 12 as
diferentes diluicbes dos extratos vegetais ou antifungicos. As placas foram
incubadas a 30° C por 24 horas e observadas em microscopio invertido.Os
esporos foram considerados germinados quando apresentaram um tubo
germinativo de pelo menos duas vezes o comprimento do esporo. A

medotologia foi adaptada de Koroishiet al. (2008).

4.2.11. Sinergismo

Os testes de sinergismo foram realizados em placas de 96 pocos (Elisa)
com meio RPMI contendo 2% de glicose tamponado em MOPS pH 7,2. Em
tubos estéreis foram preparadas diluicbes com varias concentracdes de
material vegetal e antifingicos. Na linha A, a partir da coluna 2 até a coluna 11
foram colocados 50 pL das diversas concentracfes do extrato vegetal, da
mesma forma o antifingico foi colocado na coluna 12. Em todos oS poc¢os
foram colocados 50uL do meio RPMI e 100 pL da suspensédo de células (5,0 x
10% UFC/mL), com excecéo da coluna 1 de A até D, onde foi colocado apenas o
meio de cultura (controle negativo) e de E até H onde foi colocado meio de
cultura e a suspenséao de fungos (controle positivo). A leitura do sinergismo foi
realizada por leitura visualapdsincubagéo da placa em estufa a 28°C por 7 dias.
O esquema da figura 12 demonstra a placa de microdiluicdo, onde em negrito
estdo demonstradas as respectivas concentracdes dos antifungicos e em italico
as concentracdes dos extratos vegetais testados.

Para verificar o efeito combinatorio, utilizou-se o indice de Concentragéo
Inibitéria Fracionada (ICIF), que é calculado a partir da soma da Concentragao
Inibitéria Fracionada (CIF) da substancia 1 + CIF da substancia 2. Para calcular

o CIF, dividiu-se a CIM das substanciasem combinacéo pela CIM da substancia
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isolada.
1 2 3 5 6 7 8 9 10 11 12
A |c |2 1 0,5 0,25 | 0,125 | 0,062 | 0,031 | 0,015 | 0,007 | 0,003

B 2 1 0,5 0,25 0,125 | 0,062 | 0,031 | 0,015 | 0,007 | 0,003
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3125 | 3125 | 312,5 | 312,5 | 3125 | 3125 | 3125 | 312,5 | 312,5 | 3125 | 3125
C 2 1 05 0,25 | 0,125 | 0,062 | 0,031 | 0,015 | 0,007 | 0,003
156,2 | 156,2 | 156,2 | 156,2 | 156,2 | 156,2 | 156,2 | 156,2 | 156,2 | 156,2 | 156,2
D 2 1 05 0,25 | 0,125 | 0,062 | 0,031 | 0,015 | 0,007 | 0,003
78,12 | 78,12 | 78,12 | 78,12 | 78,12 | 78,12 | 78,12 | 78,12 | 78,12 | 78,12 | 78,12
E 2 1 05 0,25 | 0,125 | 0,062 | 0,031 | 0,015 | 0,007 | 0,003
39,06 | 39,06 | 39,06 | 39,06 | 39,06 | 39,06 | 39,06 | 39,06 | 39,06 | 39,06 | 39,06
F 2 1 05 0,25 | 0,125 | 0,062 | 0,031 | 0,015 | 0,007 | 0,003
19,53 | 19,53 | 19,53 | 19,53 | 19,53 | 19,53 | 19,53 | 19,53 | 19,53 | 19,53 | 19,53
G 2 1 05 0,25 | 0,125 | 0,062 | 0,031 | 0,015 | 0,007 | 0,003
976 | 976 |976 |976 |976 |976 |976 |976 |976 |976 |0976
H [c+ |2 1 05 0,25 | 0,125 | 0,062 | 0,031 | 0,015 | 0,007 | 0,003
488 | 488 |488 |488 |488 |48 |488 |488 |488 |488 |488

Figura 12: Representacao das concentracfes dos extratos vegetais e antifiingicos na

placa de microdiluigéo

4.2.12. Analise do desenvolvimento de hifas

Em placas de Petri de 49 x 13 mm contendo meio agar Sabouraud foi

adicionado a fragdo FHex de modo a atingir a CIM previamente determinada e

a concentracdo de 2 x e 4 x CIM (9,76 pg/mL, 19,53 pg/mL e 39,06 pg/mL

respectivamente). Apés a solidificacdo do meio de cultivo foi colocado um

fragmento (15 x 15 mm) de saco dialise e sobre este 10 pL de uma suspenséo

de células fungicas a uma concentracdo de 5,0 x 10° células/mL. Ap6s 5 dias o

fragmento do saco de dialise foi removido, colocado sobre uma lamina

contendo uma gota de azul de lactofenol (azul de algodéo) e analisado sob

microscopia Otica nos aumentos de 20x e 40x.
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5. RESULTADOS

5.1.Andlises fisico-quimicas

5.1.1 Caracterizacdo da matéria prima vegetal

5.1.1.1. Determinac¢éao do pH
Apos a realizacéo da técnica em triplicata encontrou-se um valor de pH=

5,53. O pH da agua determinado no mesmo experimento foi de 6,34.

5.1.1.2. Determinacao do teor de extrativos
ApOs a realizacdo da técnica para determinar o teor de extrativos em
triplicata encontrou-se um valor de 29,35

5.1.1.3. Granulometria
ApOs a analise granulométrica em triplicata, obteve-se o resultado
apresentado na tabela 6:

Tabela 6: Analise granulométrica

Tamis (um) %
>420 30,6
250-420 42,14
177-250 13,6
125-177 5
74-125 6,51
<74 0,86

5.1.1.4. Perda por dessecacdo em balanca com infravermelho
Apés a determinacgdo, a perda por dessecacédo foi de 8,275% do peso

inicial.

5.2. Triagem fitoquimica
Os resultados da triagem fitoquimica da droga vegetal estédo

demonstrados na tabela 7.
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Tabela 7: Metabdlitos secundarios em P. umbellata
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Classes Reacoes Resultado

Saponinas Formagcdo e permanéncia Negativo
de espuma

Taninos Cloreto Férrico em metanol  Tracos (taninos condensados)
Acetato de chumbo Positivo

Antraquinonas  Livres Negativo
Glicosiladas Negativo

Flavonoides Teste de Shinoda Negativo
Cloreto férrico Positivo(verde flavonas)
Cloreto de Aluminio Tracos (verde isoflavonas)
Reacgédo de Pew Indeterminado
Reacao de Tawbock Tracos

Observa-se a presenca de taninos e flavondides (flavonas e
isoflavonas).A presenca de flavondides também j& foi evidenciada por
JANUARIO (1994).

5.3.0btencéo dos extratos vegetais

5.3.1 Obtencédo do extrato etan6lico70° GL (EtOH 70)

A partir de 100 g da planta seca, obteve-se, apdés a concentracdo em
rotaevaporador e secagem,19,09 g do extrato etanolico, representando um
rendimento de 19,09%.

5.3.1.1. Fracionamento do Extrato Etanélico 70° GL (EtOH 70) com Hexano
— Fracionamento |

Apbés o fracionamento com hexano obteve-se 1,7203 g da fracdo
hexano, com rendimento de 21,50 %. O rendimento das racfes FInt e FRes
nao foram determinados. Na figura 13 (A e B)demonstra-se o cromatograma

das fragOes obtidas e na tabela 8o valor do fator de retengao (Rr) das manchas.



Figura 13 A e B: CCD das fragBes do extrato etandlico de P. umbellata. Fase movel

Resultados

Ac. Etila/Etanol (6:4), revelador anisaldeido sulfarico (A) e frente a luz UV (B).

Tabela 8: Fator de retencéo (R;) das manchas do cromatograma da figura 13

Mancha

Ry

1

0,94

0,87

0,82

0,70

0,39

0,70

0,39

0,39

O O N O O | W N

0,53

Mancha Ry
10 0,4
11 0,19
12 0,10
13 0,50
14 0,40
15 0,19
16 0,10
17 0,10
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5.3.1.2.Fracionamentoliquido/liquido do extrato etanolico 70° GL-
Fracionamento Il

Apos o fracionamento do extrato EtOH 70 (1,5 g) com hexano,
hexano/Acetato de Etila 1:1, Acetato de etila, obteve-se o0s resultados
demonstrados na tabela 9. A fragcdo FHex/Ac apresentou o segundo maior
rendimento proveniente do particionamento, sendo F Aquosa a que mostrou

maior rendimento.

Tabela 9: Fracbes e rendimento do fracionamento do extrato etandlico 70° GL

Fracéo Massa (g) Rendimento (%)
FHex 0,0353 2,35

FHex/Ac 0,0471 3,14

FAc. Etila 0,0250 1,66

FAquosa 1,327 88,46

5.3.1.3.Fracionamento da fracdo hexano por cromatografia em coluna-
Fracionamento Il

Apos o fracionamento da FHex (1,0 g) obteve-se 36 sub fracdes, que
foram submetidas a CCD tendo como fase movel hexano/acetato de etila 7:3
(v/v) e hexano/acetato de etila 1:1 (v/v) sendo reveladas com iodo ou
anisaldeido sulfurico, apds este procedimento algumas sub fracdes foram
agrupadas de acordo com o perfil cromatografico. Dando origem as sub fracdes
denominadas F1, F2A, F2B, F2C, F3A, F3B, F3C, F4A, F4B, F4C, F5 e F6.0
rendimento deste fracionamento esta demonstrado na tabela 10. Os
cromatogramas sao apresentados nas figuras 14 e 15. Na tabela 11 estéo

demonstrados os valores de R;referente a figura 14.
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Tabela 10: Fracdes e rendimento do fracionamento da fracdo FHex

Fracdo (9) Rendimento (%)
F1 ND ND
F2A 0,055 5,5
F2B 0,090 9,0
F2C 0,150 15
F3A 0,102 10,2
F3B 0,042 4,2
F3C 0,032 3,2
F4A 0,033 3,3
F4B 0,038 3,8
F4C 0,040 4,0
F5 0,125 12,5
F6 0,142 14,2

ND: Valor ndo detectavel

Devido ao padrao cromatografico observado na CCD da figura 14, as fracfes
F1, F2A e F2B1,F2B2 e F2B3 foram agrupadas dando origem a fracdo F2. As
fracbes 2C1, 2C2, 2C3 e 2C4 também foram agrupadas originando a fracéo
F2C.
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Figura 14: Cromatograma do fracionamento de FHex, fase moével Hexano/Acetato de
etila 8:2, revelador anisaldeido sulfurico.

Tabelall: Fator de retencdo (Ry) das manchas do cromatograma da figura 14

Mancha | R¢ Mancha | R¢ Mancha | R¢ Mancha | R¢

1 0,82 5 0,70 9 0,68 13 0,38

0,72 0,65 10 0,56 14 0,09

2 6
3 0,86 7 0,51 11 0,35
4 0,77 8 0,45 12 0,19
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Figura 15: CCD das fracbes de FHex. A, C e E reveladas com anisaldeido sulfurico, B,
D e F frente a luz UV. Fase mével Hexano/Aceta Etila 6:4 (v/v)

5.3.1.4.Fracionamento do Extrato EtOH 70 — Fracionamento IV

A partir da massa inicial de 35 g do extrato EtOH 70 obteve-se as
fracBes: fracdo hexano (FHex), fracdo acetato de etila (FAc), fracaocloroférmio
(FClor) e fracéo residual aguosa (FAquosa), o rendimento esta demonstrado na
tabela 11.

Tabelal2: Fracdes e rendimento do fracionamento 1V

Fracéo Massa (g) Rendimento (%)
FHex 25,27 72,2

FAC 0,38 1,08

FClor 2,82 8,05

FAquosa ND ND

ND: Valor ndo determinado
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5.3.1.5. Fracionamento da frac&o Intermediaria do fracionamento | (F. Int)
por cromatografia em coluna- Fracionamento V

Para o fracionamento V, utilizou-se 1,625 g da FInt. Apdés o

fracionamento obteve-se 32 sub fra¢cdes. Conforme demonstrado na figura 16

Figura 16: Fragbes do fracionamento V, Fase movel Hexano/Acetato de Etila 7:3 (v/v)
revelador anisaldeido sulfurico.

Na tabela 13 estéo relacionados os valores de R; relativos a figura 16.

Tabela 13: Fator de retencéo (R;) das manchas do cromatograma da figura 16

Mancha | R¢ Mancha | R¢

1 0,94 6 0,39
2 0,89 7 0,26
3 0,76 8 0,18
4 0,63 9 0,44
5 0,56

A figura 17 (A e B) apresenta um cromatograma com fase movel
Hexano/Acetato de etila 9:1 (v/v) e revelador anisaldeido. Na figura 17A a placa

de CCD ap6s revelacdo com anisaldeido, na figura 17B a mesma placa
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observada sob luz UV. Observamos amostras com diferentes perfis
cromatograficos e que apresentam acédo antifungica.

Observa-se uma mancha em FO1 com Rf de 0,87 compativel com o
padrdo de 6xido de cariofileno (coluna 5 e 10). Pelos resultados observa-se
semelhanca entre a amostra FInt e FHex, porém estas apresentam-se
diferentes da amostra FRes. Podemos observar diferencas no padrédo de
manchas nas amostras FO01, F3B, F3C e F4A.

12 3 4 56 7 8 9 10 1112 12 34 56 7 8 910 1112

Figura 17: CCD fracbes de P. umbellata.Fig 17 A: Ordem de aplicacdo 1- EtOH, 2- FInt, 3-
FRes,4 - FHex, 5-F01, 6-F3B, 7-F3C, 8-F4A, 9-Ox. de Cariofileno, 10- 4NC (frac&do), 11- 4NC,
12-FO01. Fig.17B: mesma ordem de aplicacéo observada em luz UV

Na figura 18esta apresentada a CCD das fragfes F2 e F2C. Observa-se

a presenca de mancha arroxeada com mesmo R;do padréo de 4-NC.
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-, 4-NC

F2 F2C 4NC

Figura 18: CCD fracdo F2 e F2C.Fracdo F2, F2C e 4-NC (padrédo), Fase movel
Hexano/Acetato de etila 8:2, revelador Anisaldeido.

A figura 19 demonstra a presenca de 4-NC em fracdes obtidas do
fracionamento V. Observa-se mancha com cor e Rf 0,56 compativel ao padréo

de 4-NC, demonstrando a provavel presenca deste em algumas fracoes.

1A 2A 2B 2C 3A 3B 3C 3D 3E 3F 4A 4B 4C 4D 4E  4F 4NC

Figura 19: Frac6es do fracionamento V, Fase mével Hexano/Acetato de Etila 7:3 (v/v),
revelador anisaldeido.

As fracdes mais ricas em 4-NC foram submetidas a Cromatografia em
Camada Delgada Preparativa para obtencdo de quantidade suficiente a ser

enviada para caracteriza¢do por técnica espectroscopica.
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Observa-se na figura 20 (A e B)e 21 (A e B) cromatogramas das fracdes
de P. umbellata, demonstrando diferencas no padréo cromatogréfico.

De acordo com Wagner et al. (1984), ap6s a revelacdo de placas
cromatograficas em camada delgada (CCD), flavondides em presenca de luz
UV 365 nm podem aparecer em amarelo fluorescente, azul ou verde;
saponinas quando reveladas por anisaldeido podem apresentar coloracao azul,
azul violeta e as vezes amarelado; cumarinas podem apresentar cor azul ou
azul esverdeado fluorescente em presenca de luz UV 365 nm e
furanocumarinas podem apresentar cor amarelo, marrom ou azul fluorescente;
alcaloides em presenga de luz UV 365 nm, podem se apresentar azul
fluorescente ou amarelo; ja os derivados da antraquinona, podem apresentar
cor amarelo ou vermelho-amarronzado fluorescente em presenca de luz UV
365 nm; o Oleo essencial em presenca de luz UV 365 nm pode apresentar cor
azul fluorescente intenso e quando revelado por anisaldeido sulfarico

apresenta cor intensa azul, verde, vermelho e marrom.

‘E@ & 0

FO1 F2 F2C F2AF4CFS FB FHex

Figura 20: Cromatografia das fracbes de P. umbellata I, FO1, F2, F2C, F3A, F4C, F5,
F6 e FHex. Fase movel Hexano/Acetato de etila (7:3). Fig20 A: Placa analisada sob
luz UV 365 nm. Fig 20 B: Revelada com anisaldeido sulfurico.

Observa-se na figura 20 a presenca de manchas azuis em FOl1 e F3A,

mancha amarela fluorescente em F5 podendo se tratar de flavonoides.
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Observa-se na figura 21 a presenca de manchas azuis em, FHex, Fint e

FClor. Na tabela 14 esta demonstrado o R; das manchas.

B

14
8 15
9
10 16
11
12

13
Figura 21: Cromatografia fracbes de P. umbellata 1ll, fase modvel Acetato de

Etila/Etanol (6:4). FHex, FInt, FRes, FAc, FClor, 6leo essencial, extrato EtOH 70. Fig
21 A: Placa analisada sob luz UV 365 nm. Fig 21 B: Revelada com anisaldeido
sulfarico.

Tabela 14: Fator de retencdo (R;) das manchas do cromatograma da figura 21

Mancha | R¢ Mancha | Rt Mancha | Rs Mancha | R¢

1 0,53 5 0,04 9 0,85 13 0,22
2 0,40 6 0,56 10 0,80 14 0,96
3 0,18 7 0,47 11 0,68 15 0,88
4 0,10 8 0,92 12 0,40 16 0,80

Na figura 22, analisando as fragbes FO1 e F2, observa-se mancha

purpura com Rf 0,81 compativel com 6xido de cariofileno.
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® s

FO1l 'F2

Figura 22: Cromatograma das fracdes FO1 e F2 de P. umbellata, Oxido de cariofileno
(O.C) e padrdes de 4-NC. Fase movel Hexano/Acetato de etila (9:1), revelador
anisaldeido sulfurico.

5.3.2. Obtencao do extrato aquoso
A partir de 50 g da planta seca obteve-se ap0s liofilizacdo 1,75 g, com

um rendimento de 3,5%.

5.3.3. Obtencao do extrato hexanico
A partir de 50 g da planta seca obteve-se 2,28 g de extrato hexanico

seco, com um rendimento de 4,56%.

5.3.4. Obtencao do extrato hexano/acetato de etila
A partir de 50 g da planta seca obteve-se 4,31 g de extrato
hexano/acetato de etila seco, com um rendimento de 8,62%.

Tabela 14: Rendimento dos extratos de P. umbellata a partir de 50 g da planta
seca.

Extrato Massa extrato (Q) Rendimento (%)
Aquoso 1,75 3,5

Hexanico 2,28 4,56
Hexano/Acetato de etila | 4,31 8,62
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5.6. Obtenc&o do Oleo essencial

A partir de 300 g da planta seca e moida, obteve-se um volume de 0,850
mLde 6leo essencial correspondente a 0,610 g, apresentando um rendimento
de 0,203%.

5.6.1. Determinacéo da densidade do 6leo essencial
A densidade do 6leo essencial foi determinada a partir da massa (g) em

relagcdo ao volume (mL), obtendo-se o resultado de 0,717 g/mL.
5.7. Analise dos constituintes de P. umbellata porCG-EM
5.7.1. Analise do 6leo essencial

O oleo essencial foi submetido a cromatografia gasosaacoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), obtendo-se o cromatograma observado

na figura 23.
125814

1133
FLI§Y

HHRLL

1ao0

Figura 23: Cromatograma CG-EM do 0leo essencial de P. umbellata, condigdo de
analise: coluna capilar Rtx5-MS (Restek) de silica fundida (30 m x 0,25 mm d. i. x 0,25
um de filme), composta de 5% de difenilsiloxano e 95% de dimetilpolisiloxano, gas de
arraste hélio (99,999%), fluxo de 1,0 mL/min. Temperatura do injetor 240 °C, volume
de injecdo 0,1 uL. Temperatura do forno 60°C a 240°C a uma velocidade de 3°C/min.

A partir da analise, 0os espectros de massas € 0S picos majoritarios,
obtidos foram comparados com dados da literatura (ADAMS, 2007) ecom 0s
das Bibliotecas Wiley 7, NIST 08 e FFNSC 1.2 através do software GCMS

Solution (Shimadzu, Japédo), que forneceu o indice de similaridade (IS),
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expresso em porcentagem. A identificacdo de cada constituinte quimico
presente no Oleo essencial foi feita com base na combinacédo entre os valores
doindice de Kovats(IR) e de IS. Os resultados estio demonstrados na tabela
15.

Tabela 15:; Substancias identificadas no 6leo essencial de P. umbellata.

Tempo  Indice de IS %- Biblioteca Substancia %
retengcdo Kovats (IR)

11.529 1103 96 - NIST 08 Linalol 2,35
11.725 1343 Elemeno 1,74
12.126 1356 96- NIST 08 Alfa-cubebeno 3,9
22.194 1378 90- FFNSC 1.2 Beta- 3,11
patchouleno
22.440 1383 96- NIST 08 Copaeno 7,36
22.714 1356 Beta- 0,80
bourbuneno
22.897 1393 93-WILEY7.LIB Germacreno D 0,44
23.656 1390 Alfa- 0,65
gourjuneno
24.111 1428 94- NIST 08 B-Cariofileno 8,07
25.310 1460 Geranil 2,53
acetona
26.323 1486 97- FFNSC 1.2 Cadieno 6,09
27.116 1493 Alfa-muuroleno 2,03
27.673 1497 Muurolo 5,57
28.116 1501 Gama-cadieno 13,40
29.405 1571 92- NIST 08 Nerolidol 1,26
30.004 1587 94- NIST 08 Espatulenol 3,57
30.141 1591 92- FFNSC Ox. Cariofileno 1,87
31.956 1636 Cariofilenol 1,82
32.298 1640 Alfa-muurolol 1,42

IS %: Indice de similaridade em porcentagem

A substancia majoritaria encontrada no 6leo essencial de P. umbellata

foi o gama cadieno, seguido de B-cariofileno,copaeno e cadieno.
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5.7.2. Anélise da fracédo F2

A fracdo F2 foi submetida a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), obtendo-se o cromatograma observado
na figura 24.0s resultados estdo demonstrados na tabela 16.

A partir da andlise, os espectros de massas e 0s picos majoritarios,
obtidos foram comparados com dados da literatura (ADAMS, 2007) e com 0s
das Bibliotecas Wiley 7, NIST 08 e FFNSC 1.2 através do software GCMS
Solution (Shimadzu, Japao), que forneceu o indice de similaridade (IS),
expresso em porcentagem. A identificacdo dos constituintes quimicos presente
na fracdo F2 foi feita com base na combinacdo entre os valores doindice de
Kovats(IR) e de IS.

Figura 24: Cromatograma CG-EM dafragdo F2 de P. umbellata, condicdo de analise:
coluna capilar Rtx5-MS (Restek) de silica fundida (30 m x 0,25 mm d. i. x 0,25 um de
filme), composta de 5% de difenilsiloxano e 95% de dimetilpolisiloxano, gas de arraste
hélio (99,999%), fluxo de 1,0 mL/min. Temperatura do injetor 240 °C, volume de

injecéo 0,1 uL. Temperatura do forno 60°C a 240°C a uma velocidade de 3°C/min.
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Tabela 16: Substancias identificadas na fracdo F2 de P. umbellata.

Tempo IS %- Biblioteca Substéncia %
Retencao

5.330 98% FFNSC 1.2.LIB Canfora 9,06
13.729 88% NISTOS8 LIB Neril acetona 0.4
18.383 92% FFNSC 1.2.LIB Espatulenol 7,16
18.604 92% FFNSC 1.2.LIB Oxido de Cariofileno 3,81
18.908 93% FFNSC 1.2.LIB Viridiflorol 3,56
20.196 87% NISTOS8 LIB Espatulenol 2,41
28.537 96% WILEY7.LIB Isobutil o-fitalato 2,15
30.410 96% NISTO8 LIB Acido hexadecanodico 3,36
35.832 90% WILEY7.LIB Acido octadecandico 1,55
36.402 94% FFNSC 1.2.LIB Fitol 4,85
36.835 Acido linoleico 1,21
44,192  92% NISTO08.LIB Ac.Octadecanoico 0,6

5.7.3. Analise da fragcao F2C

A fracdo F2C foi submetida a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), obtendo-se o cromatograma observado
na figura 25. Os resultados estdo demonstrados na tabela 17.

A partir da andlise, os espectros de massas e 0s picos majoritarios,
obtidos foram comparados com os das Bibliotecas Wiley 7, NIST 08 e FFNSC
1.2 através do software GCMS Solution (Shimadzu, Japao), que forneceu o

indice de similaridade (IS), expresso em porcentagem.
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5.

5.

Figura 25: Cromatograma CG-EM dafragdo F2C de P. umbellata, condi¢éo de analise:
coluna capilar Rtx5-MS (Restek) de silica fundida (30 m x 0,25 mm d. i. x 0,25 um de
filme), composta de 5% de difenilsiloxano e 95% de dimetilpolisiloxano, gas de arraste
hélio (99,999%), fluxo de 1,0 mL/min. Temperatura do injetor 240 °C, volume de

injecdo 0,1 uL. Temperatura do forno 60°C a 240°C a uma velocidade de 3°C/min.

Tabela 17: Substancias identificadas na fracdo F2C de P. umbellata.

Tempo IS %- Biblioteca Substancia %
Retencao

48.337 91% NISTOS8.LIB Esqualeno 13,92

52.032 92% NISTO8.LIB  Tetrapentacontano 2,08

5.8. Identificacao do 4-Nerolidilcatecol

O espectro de APCI (figura 26),full scan, modo negativo, da substancia 1
isolada da fragdo (F2) hexéanica do extrato etandlico bruto de P. umbelatta
evidenciou o ion da molécula desprotonada em m/z 313 [M — H]- e fragmentos
representativos referentes a perdas de metilas em m/z283 [M — (2 x 15) — H] .
Em m/z 235 observa-se a perda de metilas e agua [M — (4 x 15) — 18 — H] e
finalmente em m/z 175 e 162 referentes aos fragmentos representadas na

figura 27:
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Figura 26: Espectro APCI modo negativo do 4-Nerodilcatecol

Figura 27: Estrutura do 4 NC e padrdo de ruptura

O espectro de RMN de 'H (Figura 28) da substancia 1 isolada da fracdo
hexanica do extrato etandlico bruto de P.umbelatta apresentou hidrogénios na
regido alifatica evidenciando a presenca de quatro grupos metilas (6 1,62; 1,54;
146 e 1,26, 3 H, s, cada).

Observou-se ainda o deslocamento quimico de dois simpletos de
hidrogénios vinilicos em & 5,03 (2H) e de hidrogénios metilénicos em 6 1,94
(6H) e 6 1,74 (2H).Aliados a informacédo de hidrogénios apresentando
acoplamentos em trans e geminal 65,99 (1 H,dd,J=17,0e 1,3 Hz) e em

cis/transé6 5,97 (1 H, d , J = 11,0 e 17,0 Hz respectivamente). Outro

92



Resultados 93

deslocamento quimico referente a hidrogénio vinilico geminal foi observado em
d 6,7(1H,dd,J=10 e 1,0 Hz) evidenciando hidrogénios vinilicos geminais.
Os hidrogénios do anel aromatico foram observados em & 6,76 a 6,86. Os
hidrogénios em 6,80 (1H, d, J = 2,0) foram caracterizados como acoplados em
meta. O hidrogénio com deslocamento quimico em 6,76 (1H, dd, J = 8,0; 2,0)
evidenciou a existéncia de hidrogénios acoplados orto/meta. Finalmente o
deslocamento quimico do hidrogénio em 6,77 (1H, d, J = 8,0 H) confirmou o
sistema de acoplamento em orto de um anel aromatico trisubstituido com um

sistema catecol.

!

| & lll ' l\‘. Ryt |, QPR nll‘ﬁU‘l‘A J

Figura 28: Espectro de RMN de *H do 4-Nerolidilcatecol

Portanto diante das evidéncias apresentadas no espectro de RMN de *H
e comparacado com dados da literatura (BALDOQUI, et al., 2009), podemos

concluir que esta substancia € a 4-nerolidilcatecol (Figura 29,Tabela 18)
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Figura 29 — Estrutura da 4-nerodilcatecol (Substancia 1)

Tabela 18 — Dados de RMN de 'H da 4-nerolidilcatecol — (Substancia 1), (CDCls, ppm,
500 MHZ)

Posicao Substéncia 1 Literatura (Baldoque et al.,

2009)
RMN 'H (J = Hz) RMN 'H (J = Hz)

1 -

2 -

3 6,80 d (2,0) 6,79 d (2,0)

4 -

5 6,76 dd (8,0; 2,0) 6,72 dd (8,0; 2,0)

6 6,77 d (8,0) 6,77 d (8,0)

1 5,93 dd (10,0; 17,0) 506 m

2 599dd (17,0; 1,3 5,93 dd (17,0; 1,3)

3’ -

4 1,94 m 1,94 m

5 1,74 m 1,74 m

6’ 503 m 5,03 m

7’ -

8’ 1,94 m 1,94 m

9’ 1,94 m 1,94 m

10’ 503 m 503 m

11

12’ 1,26's 1,26's

13’ 1,62s 1,62s

14’ 1,46s 1,46's

15’ 154s 1,54 s

5.9. Determinacdo da Concentragao Inibitdria Minima (CIM)
Os resultados da CIM estdo demonstrados nas tabelas19, 20, 21 e 22.
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Tabela 19: Concentracdo Inibitéria Minima(CIM) para os extratose Oleo
essencial de P. umbellata frente as linhagens fungicas

Extrato/Linhagem  Trl (ug/mL) Tr FOC Tm (ug/mL)  Mc(pug/mL)
(Mg/mL)
EtOH 70 39,06 312,5 3125 39,06
EtOH 50 39,06 312,5 312,5 39,06
Ext. AQuoso 12500,00 ND 6250,00 6250,00
Ext. Hex 39,06 312,5 312,5 39,06
Ext. Hex/Ac 39,06 312,5 312,5 39,06
Oleo 223 896 1.792,00 448
Anfo B 0,25 0,25 0,25 0,25
Voriconazol 0,125 0,25 1,0 4,0
Fluconazol 0,5 ND ND 4,0

ND= N&o Determinado, EtOH 70= Extrato etandlico 70° GL de P. umbellata, EtOH 50=
Extrato etandlico 50° GL de P. umbellata, Ext. Aquoso= Extrato aquoso deP. umbellata
liofilizado, Ext. Aquoso inf= Extrato aquoso de P. umbellata, Ext. Hex= Extrato
hexanico de P. umbellata, Ext. Hex/Ac=Extrato hexano/acetato de etila (1:1) deP.
umbellata, Oleo= 6leo essencial de P. umbellata, Anfo B= Anfotericina B.

O extrato EtOH 70 (tabela 19) apresentou boa acgéao frente as linhagens
testadas, assim como o extrato hexanico (Ext. Hex) e o extrato hexano/acetato
de etila (Ext. Hex/Ac),0 extrato aquoso apresentou acdo em uma concentracao
elevada para Trl (12.500,00 pug/mL) e Mc (6250,00 ug/mL). O oleo essencial
apresentou boa atividade, destacando melhor acéo frente a linhagem Tr1, com
CIM de 223 pg/mL, os valores de CIM frente as linhagens TrFOC, Mc e Tm
foram superiores, demonstrando acdo do o6leo contra todas as linhagens
testadas.

Na tabela 20 pode ser observado os valores de CIM para as fracdes do
extrato EtOH 70P. umbellata. Varias fracbes deste extrato apresentam acédo
antifingica. A fracdo hexano (FHex) apresentou a melhor atividade frente as
linhagens Trl, Tr FOC e Tm, com CIM de 9,76 pg/mL. Frente a linhagem Mc a
melhor acdo antifungica foi da fracdo Hexano/ Acetato de Etila (F. Hex/Ac)
(CIM de 4,88 pug/mL) seguida da fracdo Hexano (CIM de 9,76 pg/mL). A fracéo
Residual (FRes) apresentou boa acdo antifUngica para todas as linhagens,
enguanto a fracao Intermediaria (F Int) apresentou CIMs com valores diferentes
para as linhagens avaliadas.A fracdo F Ac apresentou melhor acdo frente a

linhagem Trl e a FClor apresentou melhor agéo frente a Mc.
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Tabela 20: Concentracao Inibitoria Minima(CIM) para fracdes do extrato
etandlico 70° GL (EtOH 70) de P. umbellata frente as linhagens fungicas

Extrato/Linhagem  Trl(pug/mL) Tr Tm (pg/mL)  Mc(ug/mL)

FOC(pg/mL

)
EtOH 70 39,06 312,5 312,5 39,06
F Hex® 9,76 9,76 9,76 9,76
F.Res @ 78,12 78,12 78,12 78,12
F Int® 78,12 156,25 39,09 78,12
F Hex/Ac® 19,53 19,53 39,06 4,88
F Ac. Etila® 78,12 39,06 39,06 39,06
FAc® 39,06 ND 312,5 78,12
FClor® 39,06 ND 312,5 9,75
Anfo B 0,25 0,25 0,25 0,25
Voriconazol 0,125 0,25 1,0 4,0
Fluconazol 0,5 ND ND 4,0

ND= N&o Determinado, EtOH 70= Extrato etandlico 70° GL de P. umbellata, F. Hex"= Fracéo
hexano, FRes'”= Fracdo residual, F int"= Fracdo intermediaria ™ = fracdes obtidas por
fracionamento liquido/liquido do Extrato etandlico 70° GL de P. umbellata (fracionamento 1),
F.Hex/Ac"”= Fracdo hexano/acetato de etila, F. Ac. Etila”= Fracdo acetato de etila, ?= Fracdes
obtidas por fracionamento liquido/liquido do Extrato etandlico 70° GL de P. umbellata
(fracionamento 1l), F Ac®= Fracdo Acetato de etila, F. Clor®= Fracao cloroférmio, ®'= Fracées
obtidas por fracionamento liquido/liquido do Extrato etandlico 70° GL de P.
umbellata(fracionamento 1) Anfo B= Anfotericina B.

Na tabela 21 podemos observar os valores de CIM para subfracdes da
fracao hexano.

As fracbes F3A e F2C apresentaram valores diferentes frente as
linhagens fungicas com baixos valores de CIM. A fragdo F4C apresentou CIM
de valores intermediarios para as linhagens fungicas. A partir dos dados
apresentados na tabela 16 observa-se que a maioria das fracbes apresentou

acao antifingica.
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Tabela 21: Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) para sub frac6es da fracdo Hexano
(FHex) do extrato etandlico 70° GL (EtOH 70) de P. umbellata frente as linhagens

qu%frZ?o/Linhagem Trl (ug/mL) Tr FOC Tm (ug/mL)  Mc (ug/mL)
(Mg/mL)

EtOH 70 39,06 312,5 3125 39,06
F Hex 9,76 9,76 9,76 9,76
FO1 312,5 625 78,12 ND
F2 78,12 78,12 1250 156,25
F2C 4,88 39,06 ND 9,76
F3A 9,76 39,06 78,12 19,53
F4C 312,5 312,5 156,25 156,25
F5 78,12 ND 625 312,5
F6 1250 ND ND ND
Anfo B 0,25 0,25 0,25 0,25
Voriconazol 0,125 0,25 1,0 4,0
Fluconazol 0,5 ND ND 4,0

ND= N&o Determinado, EtOH 70= Extrato etandlico 70° GL de P. umbellata, F. Hex=
Fracdo hexano do Extrato etandlico 70° GL de P. umbellata, FO1, F2, F2C, F3A, F4C,
F5, F6 = sub fracdo da fragdo hexano (fracionamento 1ll), Anfo B= Anfotericina B

Na tabela 22, observa-se a CIM da fracdes e substancias isoladas.

Tabela 22: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para substancias isoladas da fracédo
Hexano (FHex) do extrato etandlico 70° GL (EtOH 70) de P. umbellata frente a

linhagem Trl.

Extrato/Linhagem

Trl (ng/mL)

EtOH 70
F Hex
Subs. 2
4-NC
Anfo B

Voriconazol

39,06
9,76
>1250
31,25
0,25
0,125

ND= Nao Determinado, EtOH 70= Extrato etandlico 70° GL de P. umbellata, F. Hex=
Fracdo hexano do Extrato etandlico 70° GL de P. umbellata, Subs. 2= isolada de F.
Hex por CCD Preparativa, 4-NC= 4 Nerolidilcatecol isolado Hex por CCD Preparativa,
Anfo B= Anfotericina B
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Quanto assubstancias purificadas o 4-NC apresentou boa acéo frente a

linhagem Trl, enquanto a Subs. 2 ndo apresentou acdo antifingica.

5.10. Determinacéo da Toxicidade

5.10.1. Toxicidade “in vitro”

Foi analisado efeito de citotoxicidade pela analise da viabilidade celular

de macroéfagos (linhagem J774).0s resultados estdo demonstrados na tabela

23 e figura 30.

Tabela 23: ICso do Oleo essencial, extrato EtOH 70, fracdes e substancias
isoladas de P. umbellata frente a linhagem de macréfagos J774

Amostra ICso(ng/mL)
Ext. EtOH 209,66
FHex 40,05
FClor 557,78
FAC 31,77
FRes 106,65
F2 288,14
FAA 36,28
F2C < 15,625
Subs 2 197,91
4-NC < 15,625
Oleo essencial* 0,014%

* Resultado expresso em %
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Figura 30: ICs, do 6leo essencial, extrato EtOH 70, frages e substancias isoladas de
P. umbellata frente a linhagem de macroéfagos J774

O extrato etandlico 70 (EtOH 70) demonstrou baixa toxicidade. A fracédo
Cloroférmio (F. Clor) e a fracdo F2 apresentaram citotoxicidade moderada. Do
mesmo modo a fracdo FRes,e a substancia 2 (Subs 2) apresentaram
moderada toxicidade toxicas. As fracBes Acetato de etila (FAc), F4A, e hexano
(FHex) e 0 4-NC demonstraram maior toxicidade para linhagem celular testada,

assim como o 6leo essencial.

Também foi avaliado o efeito de citotoxicidade pela analise da
viabilidade celular frente a fibroblastos da cérnea de coelho SIRC ATCC
CCL60. Os resultados do indice de citotoxicidade de 50% (ICsp), estédo

expressos na tabela 24.

Tabela 24:1C5, do extratos EtOH 70 e fragdo FHex de P. umbellata frente a
fibroblastosSIRC ATCC CCL60

Extrato/fracéo ICso(ng/mL)
Ext. EtOH 70 1238,00
FHex 185,50

O extrato etandlico (EtOH 70) ndo mostrou citotoxicidade enquanto a FHex

apresentou moderada citotoxicidade.
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5.10.2- Toxicidade “in vivo”

Para o extrato EtOH 70, na dose de 2 g/Kg, ndo houve morte dos
animais, assim como também ndo foram observados quaisquer outras
alteracoes.

Entretanto, para a FHex do extrato EtOH 70, na dose de 2 g/Kg,
observou-se morte de 3 animais, sendo 2 com menos de 24 horas e 1 apos 24
horas. Observou-se também que o0s animais que morreram, apresentaram
dificuldade respiratdria e de movimentos, 30 minutos ap0s a ingestédo da fragéo
FHex.

5.11. Dosagem do Ergosterol

A presenca de ergosterol foi confirmada pela observacdo do espectro
com 4 picos caracteristicos quando analisado por espectrofotometria em 200-
300 nm (figura 31).

Figura 31: Espectro de ergosterol da linhagem Trl em diferentes condigbes de
tratamento, em azul quando tratada com FHex, em preto controle (sem tratamento),

em vermelho tratada com voriconazol e rosa tratada com fluconazol.

O resultado da dosagem do ergosterol esta demonstrado na tabela 25.
Na linhagem Trl observou-se uma diminuicdo no ergosterol quando

ocorreu incubacdo na presenca da fracdo hexano (FHex), voriconazol e
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fluconazol, em comparacdo com a condicdo controle. Ainda a incubacao na
presenca de voriconazol apresentou menor porcentagem de ergosterol quando
comparada a condicdo com hexano e na presenca de fluconazol a
porcentagem de ergosterol foi menor que em presencga de voriconazol.

Frente a linhagem Mc observou-se uma diminuicdo no ergosterol quando
ocorreu incubacdo na presenca da fracdo hexano (FHex), voriconazol e
fluconazol, em comparagcdo com a condicdo controle. Quando comparada
aincubacgéao na presenca de voriconazol, FHex e fluconazol,observou-se menor
porcentagem de ergosterol na presenca de voriconazol, e uma porcentagem

igual entre fluconazol e FHex.

Tabela 25: Dosagem do ergosterol das linhagensT. rubrum(Trl) e M. canis
(Mc).

Linhagem Condigéo experimental Ergosterol (%) Ergosterol (mg?*)
Trl Controle 14 dias 0,020 0,2

Trl Hexano + 7 dias 0,018 0,18

Trl Voriconazol + 7 dias 0,013 0,13

Trl Fluconazol + 7 dias 0,007 0,07

Mc Controle 14 dias 0,017 0,17

Mc Hexano + 7 dias 0,015 0,15

Mc Voriconazol + 7 dias 0,006 0,06

Mc Fluconazol + 7 dias 0,015 0,15

mg*: valor em relagdo a 1 g de massa fungica.

5.12. Avaliacédo das Proteinas Fungicas

5.12.1. Determinacao do perfil protéico através de eletroforese em gel de
poliacrilamida

A figura 32mostra o resultado da eletroforese em gel de Poliacrilamida
(SDS-PAGE) da linhagem M. canis (Mc) em condi¢éo controle por 7 e 14 dias e
com crescimento frente a fragdo FHex + 7 dias.

Para a linhagem Mc frente a F Hex do extrato etandlico 70° GL (coluna

3), observa-se o0 aparecimento de uma banda de aproximadamente 90 kDa e
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de outra de aproximadamente 70,0 KkDa, observa-se também o

desaparecimento de banda de aproximadamente 31,0 kDa.

100 kDa
90 kDa
80 kDa
70 kDa
60 kDa

50 kDa

40 kDa

20 kDa

10 kDa

Figura 32: SDS-PAGE linhagem Mc, 1-Mc controle 7 dias, 2- Mc controle 14 dias, 3-
Mc frente fragdo FHex + 7 dias, 4-Peso Molecular

Na figura 33, observa-se o gel de SDS-PAGE com o filtrado fangico da
linhagem Trl ap6s concentracdo 10 vezes em polietilenoglicol (PEG), sendo
aplicados 30 pg de proteina por poco, neste gel observamos a presenca de

bandas com maior intensidade que foram numeradas de 1 a 4.
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Figura 33: Gel SDS-PAGE, linhagem Tr. Coluna:1- Trl Controle 14 dias, 2- Trl frente
a F Hex por 14 dias, 3- Trl frente a F Hex +7 dias, 4-Trl frente a Anfotericina B +7
dias, PM=Peso molecular

Na coluna 1, com o fungo em condi¢cédo controle por 14 dias,observa-se
uma banda de aproximadamente 22 kDa(l) que estd presente também na
coluna 2, onde o fungo foi desenvolvido em presenca da FHex por 14 dias,
porém ausente nas demais. Na coluna 2 observa-se o aparecimento de uma
banda de aproximadamente 86 kDa (3) que ndo aparece em nenhuma outra
condicdo. Na mesma coluna observa-se a presenca de banda de
aproximadamente 73 kDa (2) que também esta presente na coluna 4, onde o
fungo foi desenvolvido em presencga de anfotericina B. Na coluna 3 onde o
fungo desenvolveu por 7 dias e apos este periodo foi adicionado a F Hex

ficando em contato por mais 7 dias, observa-se uma banda de
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aproximadamente 25 kDa, que nado e foi demonstrada em nenhuma outra

condicéao.

5.12.2Anélise do perfil proteico atraves de eletroforese 2D

5.12.2.1. Analise do perfil proteico atraves de eletroforese 2D da linhagem

Mc.

Na figura 34, observa-se os spots diferentemente expressos na linhagem

Mcnas condicbes de controle e frente a fracdo hexano. Na tabela 26estdo

demonstrados os spots diferentemente expressos na linhagem Mc na condi¢éo

controle quando comparada com a tratada com FHex.

Tabela 26: Spots diferencialmente expressos na linhagem Mc na condicéo
controle comparada a condi¢cao FHex.

Spot Massa molecular (kDa) | Alteragcdo na expresséo na condi¢ao
de tratamento com FHex
8 115,0 Diminuicéo de 1,05 X
11-15 77,0 Desaparecimento
28 40,0 Diminuigao de 2,68 X
29 38,0 Desaparecimento
36 33,0 Diminuigéo de 4,29 X
39 33,0 Diminuigéo de 10,74 X
44 32 Aparecimento
40-43 27,0 Desaparecimento
48 36,0 Aparecimento
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Figura 34: Spots diferencialmente expressos na linhagem Mc na condigdo controle
quando comparada com a tratada com FHex

Pelas caracteristicas encontradas para os spots 36 a 39 podem sugerir
tratar-se de uma proteinase de 33 kda, isolada purificada e caracterizada por
Lee et al. (1987). A diminuicdo da expressao desta proteina pode indicar uma
diminuicdo da atividade queratinolitica, reduzindo a capacidade de penetracdo
do fungo no tecido do hospedeiro. Observa-se o desparecimento de spots de
77 kDa, 38 kDa e 27 kDa, diminuicdo da expressao em spots de 115,0 kDa,
40,0 kDa e 33 kDa e surgimento de spot de aproximadamente 36,0 kDa.

Na figura35 e 36 estdo demonstrados os spots diferencialmente
expressos quando comparada a situacdo controle e o fungo frente ao

vaoriconazol.
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Figura 35: Spots diferencialmente expressos na linhagem Mc controle frente ao
voriconazol
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31

Figura 36: Spots diferencialmente expressos na linhagem Mc controle frente ao
voriconazol
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Na tabela 27 estdo demonstrados os spots diferentemente expressos na
linhagem Mc na condicdo controle quando comparada com a tratada com

voriconazol.

Tabela 27: Spots diferencialmente expressos na linhagem Mc na condi¢cdo controle
comparada a condicdo voriconazol.

Spot | Massa molecular (kDa) | Alteracdo na expressao na condicao de
tratamento com voriconazol

11-15 | 77,0 desaparecimento

23 44 desaparecimento

25 40 Aumento 4,9 x

31 38 Aumento 2,7 X

32 38 Diminui 2,36 x

40 28 Desaparecimento

41 28 Desaparecimento

42 27 Desaparecimento

43 26 Desaparecimento

45 12 Aumento 4,09 x

46 11 Aumento 6,64 x

47 10 Aparecimento

Quando a linhagem Mc foi tratada com voriconazol observou-se o
desaparecimento de spots de 77, 44, 28, 27 e 26 kDa, diminuigdo da expressao
de spot de 38 kDa, aumento na expressao de spots de 40, 38, 12 e 11 kDa e o
aparecimento de spot de 10 kDa. Na tabela 28, estdo demonstrados spots da
linhagem Mc frente ao voriconal e FHex.
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Tabela 28: Spots diferencialmente expressos na linhagem Mc frente ao voriconazol e
frente a FHex.

Spot Massa molecular (kDa) | Alteracao na expressdo na condi¢ao
de tratamento com voriconazol
10 32 Desaparecimento
11 32 Desaparecimento
12 23 Aumento 3,84 X
13 22 Aumento 4,29 X
16 17 Diminuicéo 4,54 X

Quando comparamos a condicdo de tratamento com voriconazol e FHex,
observa-se que na condicdo de tratamento com voriconazol ocorreu aumento
na expressao de spots de 22 e 23 kDa, diminuicdo de spot de 17 kDa e a nao
expressao de spot de 32 kDa.

Na figura 37 podemos observar spots diferencialmente expressos da

linhagem Mc.
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Figura 37: Spots diferencialmente expressos na linhagem Mc na condicdo de
tratamento frente a FHex e voriconazol

No spot 10, observa-se a presenca de uma mancha correspondente a 32
kDa em FHex que nao esta presente quando o fungo foi desenvolvido em
presenca de voriconazol. No spot 11 observa-se a presenca de uma proteina
de aproximadamente 32 kDa presente na condi¢cdo tratamento frente a FHex
gue nao esta presente quando o fungo foi tratado com voriconazol. Dados da
literatura (MIGNON, et al., 1998) descrevem uma proteina queratinolitica de
31,5 kDa.
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5.12.2.2. Andlise do perfil proteico através de eletroforese 2D da linhagem

Trl

Na figura 38, estdo demonstrados os spots diferencialmente expressos quando
comparamos a condicdo controle da linhagem Trl com a condicdo de

tratamento com FHex.

33
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Figura 38: Spots diferencialmente expressos na linhagem Trl na condig¢&o controle
e tratamento frente a FHex

Na tabela 29, estdo demonstrados spots na linhagem Trl na condicéo controle

e tratamento frente a FHex.
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Tabela 29: Spots diferencialmente expressos na linhagem Trl frente ao na condicdo
controle e frente a condicdo FHex.

Spot Massa molecular (kDa) | Alteracdo na expresséo na condicao
de tratamento com FHex
33 41 Diminuigao 16,25 x
32 42 Diminuigao 10,24 x
34 42 Diminuigc&o 10,59 x
47 32 Aumento 5,40 x
72 17 Diminuicéo 1,04 x
74 17 Diminuicéo 5,4 x

Observa-se que na presenca da fracdo FHex houve diminuicdo da expressao
em spots com proteinas de 41,42 e 17 kDa, o spot 47 de representativo de uma
proteina de 32 kDa apresentou aumento na sua expressao.

Na figura 39, estdo demonstrados os spots diferencialmente expressos
guando comparamos a condi¢cao controle da linhagem Trl com a condicdo de

tratamento com voriconazol

24

Figura 39: Spots diferencialmente expressos na condi¢cdo controle da linhagem Trl
com a condi¢ao de tratamento com voriconazol
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Na tabela 30, estdo demonstrados spots na linhagem Trl na condi¢édo controle

e tratamento frente ao voriconazol.

Tabela 30: Spots diferencialmente expressos na linhagem Trl na condig&do controle e

tratamento frente a voriconazol

Spot

Massa molecular (kDa)

Alterac&o na expressao na condicao

de tratamento com voriconazol

1-5 69-72 Aparecimento

24 33 Aumento 1,32 x
25 32 Aparecimento

27 33 Diminuic&o 1,09 x
28 33 Diminuicéo 2,24 x
30 26 Aparecimento

Observa-se que na condicdo de tratamento com voriconazol, houve um

aumento de expressdo de proteina com 33 kDa (spot 24), diminuicdo da

expressdo de proteina de 33 kDa (spot 27e 28) em niveis variaveis e
aparecimento de proteinas de 69, 72, 32 e 26 kDa (spots 1-5, 25, 30)..
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5.12.3Anédlise do perfil proteico por Zimografia

A figura 40 apresenta o resultado da zimografia em gel com gelatina, da
linhagem Trl. Observa-se a presenca de mancha clara no fundo azul corado
por comassie, demonstrando a ac¢do da proteina presente no filtrado fangico

sobre o substrato na situacao controle e frente a FHex.

Figura 40: Zimografia em gel de gelatina do filtrado fungico da linhagem Tr1. Coluna 1
Trl controle, coluna 2 Trl frente a FHex

Na figura 41 apresenta-se a zimografia em gel de gelatina da linhagem Mc
frente a FHex. Observa-se mancha clara no fundo escuro corado por comassie,
devido a acdo sobre o substrato (gelatina) demonstrando a atividade

proteolitica das proteinas presentes no filtrado fungico.
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Figura 41: Zimografia em gel com gelatina linhagem Mc. 1- condi¢cdo controle, 2-
condicéo de tratamento frente a FHex

5.13. Germinagao de esporos

Quando testada a linhagem Trl frente a fracdo FHex, observou-se
germinacao de esporos na concentracao de 19,53 pg/ml, ndo sendo observada
germinacdo nas concentracdes maiores. A linhagem Tr FOC, quando testada
frente a fragdo FHex, mostrou germinacdo somente em concentracfes
menores que 19,53 pg/ml enquanto que frente a anfotericina B em
concentracbes menores que 0,0625ug/ml. Nossos resultados sao similares
aos apresentados por Koroishi et al. (2008).Na figura 42 pode ser observada a

germinacédo de esporos de linhagem Tr1.
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A B

Figura 42: Germinacdo de esporos da linhagem Trl frente a fracdo FHex. A: Esporos
ndo germinados. B: Esporos germinados

5.14. Alteragdes no desenvolvimento da hifas

Apés o desenvolvimento da linhagem Trl por 5 dias em placa de Petri
com meio Sabouraud e em meio Sabouraud adicionado da fracdo FHex de P.
umbellata, observa-se modificagcbes no padrédo de desenvolvimento das hifas
nas condicdes de tratamento com aumento do aparecimento de hifas laterais

proporcional ao aumento da concentracao. (figuras 43, 44, 45, 46)

Figura 43: Hifas da linhagem Trl (sem tratamento). A aumento 20x, B e C aumento
40x.



Resultados

Figura 44: Hifas da linhagem Trl, tratamento CIM (9,76 pg/mL). A aumento 20x, B

aumento 40x.

Figura 45: Hifas da linhagem Tr1, tratamento 2 x CIM (19,52 pg/mL). A aumento 20x, B
aumento 40x.

Figura 46: Hifas da linhagem Tr1, tratamento 4 x CIM (39,04 pug/mL). A aumento 20x, B
aumento 40x.
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5.15. Avaliacédo do sinergismo
Os resultados referentes ao sinergismo, estdo demonstrados na tabela
31.

Tabela 31: Avaliacdo do sinergismo

Conc. Fluconazol Conc. FHex ICF Atividade
pg/mL pg/mL
2 78,12 5 Antagonica
0,0035 78,12 1,0 Indiferente
0,125 39,06 0,75 Aditiva
0,062 39,06 0,624 Aditiva
0,0015 39,06 0,503 Aditiva
0,0075 39,06 0,515 Aditiva
0,0035 39,06 0,507 Aditiva

Os resultados apresentados na tabela 6 demonstram que a fragdo FHex
ndo apresentou efeito sinérgico sobre o fluconazol, apresentando apenas efeito

aditivo e em alguns casos efeito antag6nico ou indiferente.
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6- Discusséao

A andlise fitoquimica da droga vegetal de P. umbellata demonstrou a
presenca de taninos e flavonoides como ja havia sido evidenciado por Januério
(1994).

Os constituintes quimicos encontrados nos ensaios preliminares estao
de acordo com relatos da literatura (PERAZZO,2006; JANUARIO,1994;
MESQUITA et al, 2005), com presenca de flavonoides, e ainda Oxido de
cariofileno, terpenos, demonstrado pela cor das manchas apés revelagdo das
placas de CCD com anisaldeido sulfurico.

Baseando-se nasCCD Comparativas observamos que algumas fracdes
apresentam manchas com mesmo Rf, e mesmas caracteristicas, enquanto
outras fracbes como a FO1 apresentam manchas com Rfs diferentes indicando
diferentes constituintes quimicos. Apesar da diferenca no padrédo
cromatografico todas apresentaram acdo antifungica e possivelmente,esta
diferenca no perfil cromatografico pode indicar que diferentes substancias
presentes em P. umbellata podem estar relacionadas com a acao demonstrada
pelo extrato da planta.

Como agentes antimicrobianos, o0s 0Oleos essenciaispodem ser
consideradosde baixo risco parao desenvolvimento de resisténcia microbiana,
devido a mistura de componentes em sua composi¢caoque levaria a diferentes
mecanismos deac¢do antimicrobiana (DAFERERA et al, 2003).

O rendimento de 0,203%, obtido da extracdo do Oleo essencial é
considerado baixo, embora estando proximo a valores encontrados por outros
autores, Mattana (2005) também encontrou um rendimento muito baixo no teor
de 6leo essencial de P. umbellata da ordem de 0,2 a 0,6%, enquanto Mesquita
et al (2005) encontrou 0,3%. Bergamo (2003) relatou baixo rendimento de
cerca de 0,02%.

A andlise do 6leo essencial de P. umbellata demonstrou a presenca de
beta linalol, alfa cubebeno, cubebeno, copaeno, cariofileno, gama cadieno,
cadieno e espatulenol. Trabalhos descritos na literatura também revelam estes
constituintes no 6leo essencial da planta (MESQUITA, et al 2005; MARTINS et
al, 1998, LUZ et al., 1999 apud ROERSCH, 2010; BERGAMO, 2003). Os
resultados de CIM demonstraram valores entre 0,0312% para linhagem Trl a

0,25% para a linhagem Tm.
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Em trabalho realizado por Bansod e Rai (2008) na india, testando 6leo
essencial obtido de varias plantas, utilizando a metodologia de microdiluicao,
foram obtidos os seguintes valores de CIM: Allium sativum maior que 4 %,
Cymbopogon martini 0,03%, Eucalyptus globulus 0,06%, Mentha spicata
0,12%, contra Aspergillus fumigatus e A. niger. Foi avaliado também uma
mistura de Oleos essenciais das espécies C. martinii, C. citratus, E. globulus e
Cinnamomum zeylanicum, com CIM de 0,008 % para Aspergillus fumigatus e
0,06 % para A. niger o que justificaria o uso tradicional desta mistura de Oleos
essenciais no tratamento de infeccbes micoticas em pacientes com
tuberculose.

Santos et al (2010), em estudo com Croton campestris e Ocimum
gratissimum contra T. rubrum (ATCC 1683) obteve CIM de 1024 pg/mL para o
extrato metandlico de Croton campestris e 512 ug/mL para o extrato hexanico
da mesma planta, para Ocimum gratissimum os resultados de CIM foram de
512 pug/mL para o extrato metandlico e 256 pg/mL para o extrato hexanico.

Os resultados de CIM de nosso trabalho demonstraram melhor acgéo
para a FHex (9,76 pg/mL), com inibicdo da germinacdo de esporos a partir da
concentracdo 19,53 pg/ml. Estes resultados indicam uma possivel acédo
fungistatica da fracdo, pois na presenca desta fracdo em concentracoes
superiores o fungo ndo germina, portanto ndo desenvolve nem se reproduz,
podendo deste modo facilitar que as defesas imunolégicas do organismo do
paciente infectado atuem na eliminagédo do patégeno.

Os valores de CIM encontrados neste trabalho tanto para os extrato
etandlico EtOH 70 quanto para a fracdo FHex, sGo menores que os relatados
por Rodrigues (2007), porém deve-se levar em conta a origem da planta, assim
como época de coleta e condicBes climaticas, além do método de extracao,
gue podem ter influenciado no resultado. Tais resultados s&o promissores,
necessitando de um maior fracionamento do extrato para determinar a
existéncia de uma Unica substancia responsavel pela acdo ou se esta acao
esta relacionada a um grupo de substancias.

O desenvolvimento de um antifangico requer a execucao de testes de
seguranca e, portanto procuramos avaliar a citotoxicidade. Nos experimentos
frente a linhagem de macrofagos J774 a fracdo Cloroformio (FClor) apresentou

maior ICsg, 0 EtOH 70 a fracdo F2, FRes, e a substancia 2 (subs. 2)
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apresentaram IC50 que podem ser considerados como moderadamente
toxicas. A fracdo hexano (FHex) e a FAc apresentaram ICso de baixos valores.
A fragdo F2C e 0 4-NC (subs. 1) apresentaram ICsp menor que 15,625 pg/mL,
demonstrando maior toxicidade para linhagem celular testada, assim como o
Oleo essencial que apresentou um ICsy de 0,014%. Nos estudos de Perazzo
(2006) o0 4-NC apresentou um ICso de 0,4 pg/mL para células HL-60,
demonstrando ser a substancia maior citotoxicidade entre as testadas. A
presenca de 4-NC na fragdo F2C pode explicar sua maior toxicidade.

Para o ensaio de toxicidade in vitro, frente a linhagem de macrofagos
J774, observou-se menor toxicidade para o EtOH 70 quando comparado a
FHex com ICso de 40,05 pg/mL. O extrato etandlico também apresentou menor
citotoxicidade frente a linhagem de fibroblastos da cérnea de coelho SIRC
ATCC CCL60 quando comparada FHex (ICsp= 185,5 pg/mL). Na literatura
encontramos outros resultados de citotoxicidade como por exemplo ICso de 5,3
+ 0,4 pg/mL para o extrato etandlico de P. umbellata, frente a células HL-60
(PERAZZO, 2006). Para extrato diclorometano foram encontrados os seguintes
resultados de concentracdo minima que causa Inibicdo Total do Crescimento
(TGI), 5,73 pg/mL para linhagem UACC-62, 8,96 pg/mL para linhagem MCF-7,
4,28 ug/mL para linhagem NCI-H460 e 1,55 pg/mL para linhagem K-562
(SACOMAN et al, 2008) demonstrando que o extrato diclorometano apresenta

toxicidade para células de linhagens tumorais.

Em nosso estudo notamos que outras fragdes do extrato EtOH 70 de P.
umbellata apresentam acgdo antifungica (FRes, Fint, FO1 e F4C) e devem
apresentar diferentes constituintes quando comparadas com a FHex, portanto
tais fracdes devem ser testadas buscando possiveis sub fracdes que possam

apresentar uma menor toxicidade “in vitro”.

Também avaliamos a citotoxicidade “in vitro” frente a linhagem
fibroblastos da cornea de coelho SIRC ATCC CCL60. Observou-se baixa
toxicidade para o EtOH 70, enquanto a fracdo FHex apresentou maior
citotoxicidade. Estes resultados de citotoxicidade do nosso trabalho podem
demonstrar uma potencialidade, da fracdo FHex, para utlizacdo como

antitumoral, porém estudos mais detalhados devem ser realizados.
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Comparando os resultados de CIM e toxicidade in vitro, podemos
observar que extratos e fragcdes que apresentaram bons valores de CIM como
o EtOH 70 e a FClor apresentam baixa toxicidade in vitro, aumentando a
possibilidade de sua futura utilizacdo como antifungico. Entretanto a fracao
FRes que também apresentou um valor de CIM baixo teve toxicidade
moderada. A FAc exibiu valor de CIM e IC50 bem baixo, mas com valores
muito proximos, o que pode inviabilizar sua utilizacdo como antifungico, porém
deve ser investigada sua acdo antitumoral. O 4-NC e a fracao F2C
apresentaram CIM baixos e para a linhagem Trl, demonstrando serem bem
eficazes contra o fungo, porém muito toxicas, com IC 50 < 15,625 pg/mL. A
fracdo F2C apresenta no perfil cromatografico em CCD presenca de mancha
compativel com 4-NC, o que pode explicar sua alta toxicidade. Pinto et al
(2006) demonstrou atividade citotéxica do 4-NC isolado de Pothomorphe
peltata frente a linhagens de células tumorais. A FHex apresentou um bom
valor de CIM, mas demonstrou ser citotéxica para as linhagens celulares
testadas. Do mesmo modo, o Oleo essencial apesar de apresentar um bom
resultado de CIM, demonstrou alta toxicidade, pois o ICsq (in vitro), encontrado
foi de 100 pg/mL (0,014%) e o menor valor de CIM 223,00 pg/mL (0,0312%).

Para a toxicidade in vivo observamos auséncia de toxicidade aguda para
o extrato EtOH 70 na dose de 2 g/Kg. Este resultado é similar ao apresentado
por Barros et al. (2005), que néo observou toxicidade aguda nos animais onde
foram administrados 1, 2 ou 5g/Kg do extrato hidroalcodlico de raiz de P.
umbellata. Em nosso estudo, para a particdo hexano, observou-se morte de 3
dos 5 animais testados, demonstrando toxicidade na dose de 2 mg/Kg.
Provavelmente nesta fracdo existam substancias com maior toxicidade,
possivelmente substancias apolares, inclusive 4-NC, estando concentradas
devido as caracteristicas do solvente. Por outro lado no extrato EtOH 70, que
nao apresentou toxicidade in vivo na concentracdo de 2 mg/Kg, estas
substancias podem estar diluidas, ndo apresentando portanto toxicidade
aguda.

Em presenca de voriconazol e fluconazol os fungos apresentaram
diminuicdo da sintese do ergosterol. Estes farmacos sao agentes antifiingicos
triazélicos, tendo seu mecanismo de acao ligado a inibicdo da 14-a-demetilase,

0 gque leva a deplecédo da sintese do ergosterol, resultando na formacao de
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membrana plasmatica com alteracdes estruturais e funcionais (GHANNOUM &
RICE, 1999). A diminuicdo da sintese de ergosterol foi demonstrada em nossos
experimentos quando comparamos a porcentagem de ergosterol da linhagem
Trl na condicdo controle (0,020 %) e em presenca de voriconazol (0,013%) e
fluconazol (0,007%). Na presenca da fracdo FHex a porcentagem de ergosteol
foi de 0,018%, também demonstrando diminuicdo da porcentagem quando
comparada a situacdo controle (0,020%), este resultado indica um possivel
mecanismo de acdo de FHex relacionado a sintese do ergosterol, haja visto
gque assim como em presenca de voriconazol e fluconazol observa-se
diminuicdo da porcentagem.

Trés classes de antifungicos (azb6is e morfolinas e alilaminas) tem como
alvo enzimas que catalisam reacdes iniciais na via de biossintese do
ergosterol. O fluconazol tem como alvo a lanosterol 14-a-desmetilase (Ergll)
bloqueando a acéo da enzima (ZHANG e RAO, 2010; ALVAREZ et al., 2007)

Analisando os géis de eletroforese bidimensional para a linhagem Mc
observou-se dois spots de 33 kDa que tiveram sua expressao diminuida frente
ao tratamento com FHex. Lee et al.,, (1987), descreveu uma protease com
atividade queratinolitica de 33 kDa em M. canis, que parece estar associada a
mecanismos de invasao tecidual. Podemos supor que se as bandas de 33 kDa
de nosso estudo também forem proteases queratinoliticas, sua menor
expressao, devido ao tratamento com FHex, pode levar a uma diminuicdo da
capacidade do fungo em invadir tecido queratinizado e assim dificultar o
mecanismo de invasdo. Na condicdo de crescimento da linhagem Mc frente a
FHex, observou-se a presenca de um spot com massa molecular de 32 kDa e
pl 3,78 que nao foi observado nas outras condicdes de crescimento. Na
condicdo onde o fungo se desenvolveu em presenca de voriconazol, observou-
se que um spot de 44 kDa presente no controle ndo estd expresso na condicdo
de tratamento com voriconazol. N&o encontramos na literatura dados sobre
proteina de M. canis com peso molecular de 44 kDa expressa nas mesmas
condicbes que trabalhamos. Na condicdo onde a linhagem fungica Mc foi
desenvolvida em presenca de voriconazol observou-se o desaparecimento de
spot de 27 e 28 kDa. Na literatura encontramos uma proteinase de 27 kDa e pl
5,0 expressa em T. rubrum, a qual pode degradar fibronectina, laminina,

colageno tipo Il e IV, podendo ser considerada como uma proteinase geral,
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semelhante a tripsina ou quimotripsina e poderia também catalisar a hidrolise
de queratinas que foram previamente atacadas e desnaturadas por
queratinases reais (APODACA e MC KERROW, 1989). A proteina de 27 kDa
encontrada em nossos estudos apresenta pl de 5,15, podendo ser semelhante
a proteinase de 27 kDa de T. rubrum, neste caso a ndo expressdo desta
proteina pode dificultar a invasdo do tecido queratinizado pelo fungo, deste
modo diminuindo fonte de nutrientes para o fungo e consequentemente a
infeccdo do tecido. Uma proteina de 33 kDa, em M. canis, que estaria
relacionada atividade queratinolitica, diminuindo a capacidade de penetracao
do fungo no tecido do hospedeiro foi isolada, purificada e caracterizada por Lee
et al. (1987). Observou-se em nossos resultados a diminuicdo da expresséo de
duas proteinas de 33 kDa quando o fungo foi colocado frente a FHex, e tal
diminuicdo da expressao pode indicar uma diminuicdo da capacidade fangica
em penetrar no tecido do hospedeiro e deste modo diminuiria a infeccéo.

Analisando os géis de SDS-PAGE, observamos que na linhagem M.
canis ocorreu o desaparecimento de uma banda de aproximadamente 31,0 kDa
quando o fungo foi colocado em presenca da fracdo hexano (FHex). A banda
de aproximadamente 31,0 kDa que desapareceu em nosso experimentos
poderia se tratar de uma queratinase como a de 31,5 kDa identificada por
Mignon et al (1998) com importante papel na patogénese da infeccdo. A
diminuicdo desta banda em nosso estudo pode indicar que na presenca da
FHex o fungo pode apresentar dificuldade na infeccdo do hospedeiro. Outras
bandas sofreram alteracOes frente ao extrato vegetal, como o0 aparecimento
uma banda de aproximadamente 70 kDa que pode se tratar de metaloprotease.
Giddey et al. (2007) identificou como metaloproteases duas proteinas de 69,3
kDa e 70,1 kDa presentes em T. rubrum e T. violaceum respectivamente.
Metaloproteases como a Mep3 e Mep4 sao produzidas por fungos durante a
infeccdo no hospedeiro (PERES, et al. 2010). Estas devem ser melhor
estudadas a fim de identifica-las e determinar sua importancia no metabolismo
fungico.

Na literatura uma proteina de 80,1 kDa foi identificada por Giddey et al.
(2007) em T. violaceum como uma dipeptidil-peptidase V e em M. canis esta
enzima esta relacionada com viruléncia e degradacédo de substratos (PERES,

et al. 2010). Em nossos estudos um banda de aproximadamente 80 kDa foi
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observada na condicao de tratamento da linhagem Trl frente ao fracdo FHex e
F2 de P. umbellata, Nesta linhagem observou-se também a presenca de uma
banda de aproximadamente 86 kDa presente na condicdo de crescimento
frente a FHex por 14 dias que deve ser melhor estudada visando sua
caracterizacao, pois na literatura encontra-se descrita uma proteina de 88 kDa
como dipeptidil-peptidase IV presente em T. rubrum e uma suposta glicose-6-
fosfato isomerase de T. violaceum com 87,2 KDa (GIDDEY et al, 2007).

Uma banda de 73 kDa foi observada na condi¢géo de tratamento frente a
fracdo FHex+7 e anfotericina B+7, demonstrando uma resposta fangica similar,
gue pode indicar um agcao sobre as mesmas vias biossintéticas. Ainda frente a
linhagem Trl observou-se que uma banda de aproximadamente 25 kDa
presente na situacdo de tratamento com FHex+7 e na literatura encontram-se
descritas varias proteinas com peso molecular proximo a 25 KDa, como
glutationa redutase, fosfolipase A2, 1,2 a-D- manosidase (GIDDEY et al, 2007).
Uma banda de aproximadamente 22 kDa presente na situacdo de controle e
frente a FHex por 14 dias, ndo foi observada na condicdo de tratamento com
FHex+7 e anfotericina B+7. Na literatura encontram-se descritas proteinas com
peso molecular préximo a 22 kDa, como uma possivel carboxipeptidase de
21,9 kDa, uma fosfatase alcalina de 23,5 kDa (GIDDEY et al., 2007).

Na analise do perfil proteico através de eletroforese bidimensional da
linhagem Trl, encontramos em nossos resultados proteinas com massa
molecular de 41 e 42 kDa e outras de 17 kDa que tiveram sua expressao
diminuida quando em presenca da fracdo FHex de P. umbellata. Na literatura
dados sobre proteinas com peso molecular entre 41 e 44 kDa, descrevem uma
subtilisina de 41 kDa relatada por Giddey et al. (2007) e uma proteinase de 44
kDa descrita por Asahi et al. (1985). Ainda Giddey et al. (2007) cita uma
metaloprotease de 17 kDa. A diminui¢cdo da expressao de uma proteinase pode
influenciar na infeccdo fungica, pois estas enzimas sdo necessarias para a
degradacao de substratos proteicos durante a infeccdo. Frente a voriconazol,
observamos em nossos resultados a diminuicdo da expressao de proteinas de
33 kDa.

Os resultados dos experimentos de zimografia em gel com gelatina
demonstraram a agdo de enzimas proteoliticas. Na linhagem Trl observou-se a

uma maior acdo proteolitica na condicdo controle em relacdo a condicdo de

125



Discussao

tratamento com a fracdo FHex do extrato de P. umbellata. Este resultado esta
condizente com o observado nos experimentos de eletroforese bidimensional.
Na linhagem Mc, observou-se uma maior agdo proteolitica na condicdo de
tratamento com a fracdo FHex em relac&o a condicdo controle.

Os resultados referentes a germinacdo de esporos, demonstraram acao
da fracdo FHex sobre o fungo com a inibicdo da germinacao de esporos a partir
da concentragcdo 19,53 pg/mL para linhagem Trl e menores que esta
concentracdo para a linhagem TrFOC, demonstrando correlacdo com o0s
resultados de CIM que foram de 9,76 pg/mL para as duas linhagens. Esta
inibicdo impede o desenvolvimento fungico, varios fatores podem estar
relacionados a esta acdo como inibicdo da sintese de proteinas, enzimas ou
substancias estruturais relacionadas a parede fangica.

Nossos experimentos relacionados ao crescimento de hifas demonstram
modificagdes na estrutura das hifas quando tratadas com a fracdo FHex, com
aumento no aparecimento de hifas laterais em funcdo do tratamento. A
capacidade de orientacdo do eixo de crescimento de hifas € um aspecto
essencial da fisiologia das células fungicas (BRAND e GOW, 2009).

Nosso estudo sugere que a fracdo FHex de P. umbellata além de atuar
na expressao de diferentes proteinas associadas aos processos de infecgéo e
captacdo de nutrientes essenciais aos processos de sobrevivéncia, também
tem atuacdo sobre a sintese de parede e/ou rotas bioquimicas associadas a 0s
processos fisiolégicos de desenvolvimento do fungo.

Os efeitos citotoxicos das drogas antifungicas podem estar relacionados
com a interrupgao de vias biosssintéticas vitais ao fungo. O estudo de proteinas
expressas pelo fungo pode levar a compreensao da resposta deste frente a
estimulos externos como por exemplo tratamentos antifingicos, podendo
auxiliar como ferramenta no entendimento de possiveis mecanismos de acao

ou na descoberta de novos alvos.
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7. Concluséo
Pelos resultados avaliados podemos concluir que:

e As fracbes de P. umbellata tem potencialidade antifungica.

e Observou-se acdo antifungica em varias fracdes de P. umbellata com
diferentes padrdes cromatograficos, como FRes e Fint 78,12 pg/mL, FAc
39,06-312,5 pg/mL.

e A FHex apresentou melhor acéo antifungica (CIM 9,76 pg/mL) e também
demonstrou citotoxicidade “in vitro” (ICso 40,05 pg/mL) e “in vivo”

e Varias fragbes demonstraram ser citotoxicas “in vitro”, como FRes ICsg
106,65 pg/mL e FAc ICso 31,77 pg/mL.

e Os constituintes do 6leo essencial encontrados na amostra analisada
estéo de acordo com dados da literatura.

e A fracdo FHex diminui a quantidade de ergosterol presente no fungo

e Demonstrou-se diferencas na expressédo proteica quando na condigcéo
de tratamento, necessitando analisar as proteinas que diferencialmente
expressas.

¢ Relacado das proteinas expressas pelo fungo sugerem com o mecanismo

de acédo de drogas antifungicas e extratos vegetais
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Anexos

1. Reagentes para eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

1.1. Solucéao de Acrilamida bis-acrilamida

Acrilamida 30% 29,29
Bis-acrilamida 0,89
H,O bidestilada 100,0 mL

Foi adicionada a agua sobre a acrilamida e mantida a solugdo a 56°C
coberta com Parafilm até a dissolugcdo completa. A solucdo foi filtrada e

estocada em frasco escuro.

1.2. Tampéo tris HCI pH 8,8
Trizma base 1,5 M (pH 8,8) 18,17 g
SDS 20% 2,00 mL
H,O bidestilada qsp 100,00 mL
Foram adicionados 50 mL de agua e acertado o pH para 8,8 com HCI
6N. Foi acrescentado o SDS, completado o volume e filtrada a solucéo que foi

armazenada sob refrigeracao.

1.3. Tampao tris HCI| pH 6,8
Trizma base 1,0 M (pH 6,8) 6,06 g
SDS 20% 2,00 mL
H,O bidestilada 100,00 mL
Foram adicionados 50 mL de agua e acertado o pH para 6,8. Foi
acrescentado o SDS, completado o volume e filtrado. A solucéo foi Guardada

sob refrigeracao.

1.4. Solucéo de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS)
SDS 10%

SDS 10,0 g

H,O bidestilada 100,0 mL



O SDS foi dissolvido em agua e armazenado geladeira

1.5. Solucéo de Persulfato de Aménio (APS)
Persulfato de Aménio 0,59
H,0O bidestilada 5,0 mL
Foram misturados até dissolucéo e distribuidos em aliquotas que foram

mantidas congeladas a -20°C.

1.6. Tampao de corrida pH 8,3

Trizma 25 mM 3,069

Glicina 192 mM 14,4 g

SDS 109

H,O destilada gsp 1000,0 mL

Foram dissolvidos Trizma, glicina e SDS em 900 mL de 4gua, ajustado o

pH para 8,3 e completado o volume para 1000 mL com agua destilada.

1.7. Tampao de amostra

Tampéao de amostra (concentrado 5 vezes) 10 mL

Trizma 60 mM (pH 6,8) 0,6 ml

Glycerol 25% 2,5 mL

SDS 2% 1,0 mL (a 20%)
2-mercaptoetanol 14,4 mM 0,5mL

Azul de bromofenol 0,1% 1,0 mL (a 1%)
H>O bidestilada 4,4 mL

Foram distribuidos em aliquotas e estocados a -20°C.
2. Reagentes para revelacao do gel pela prata
2.1. TCA (Acido tricloroacético)

Acido tricloroacético 10g
Agua Mili Q gsp 100 mL



2.2. Solucao de lavagem

Etanol 10 mL
Acido acético 5 mL
Agua Mili Q gsp 100 mL

2.3. Solugao oxidante

Acido citrico 100 mg
Dicromato de Potassio 67 mg
AguaMili Q100 mL

2.4. Solucgao Nitrato de Prata
Nitrato de Prata 200 mg

Agua Mili Q 100 mL

2.5. Solucéao redutora

Carbonato de sédio 2,96 g
Formaldeido 200 pL
Agua Mili Qgsp 100 mL

2.6. Solucao acido acético
Acido Acético 5mL
Agua Mili Q 95 mL

3. Reagentes para coloragdo com Azul de Coomassie

3.1. Corante

Coomassie G-250 0,19
Metanol 10 mL

Acido acético 5mL

Agua Mili Q 85 mL



3.2. Solucéao de fixacéo

Metanol 45 mL
Acido acético 10 mL
Agua Mili Q 45 mL

3.3. Descorante

Metanol 10 mL
Acido acético 5 mL
Agua Mili Q 85 mL

3.4. Descorante para zimografia

Metanol 50 mL
Acido acético 10 mL
Agua Mili Q 40 mL

4. Reagentes para a Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

4.1. Placa de cromatografia
Silica gel, Marca Merck procedéncia :Alemanha.
Placa 0,25 mm

Indicador de fluorescéncia UV 254

4.2. Solugéo de hexano e Acetato de etila 7:3
Hexano 7 mL

Acetato de etila 3mL

4.3. Solucado de hexano e Acetato de etila 6:4
Hexano 6 mL

Acetato de etila 4 mL

4.4. Solucao de hexano e Acetato de etila 1:1
Hexano 5 mL

Acetato de etila 5mL



4.5. Solucao butanol-acido acético e agua (BAW)6:1:2

Butanol 6 mL
Acido acético 1mL
Agua 2 mL

4.6. Solucao reveladora de anisaldeido sulfurico

Anisaldeido 2,5mL
Acido acético 50 mL
Metanol 425 mL
Acido sulfarico 25 mL

Os reagentes foram misturados em cuba com gelo e estocado em frasco ambar
na geladeira.












