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RESUMO

Cyrtocymura scorpioides (Lam.) H. Rob., sinonimia Vernonia scorpioides (Lam) Pers, é uma
planta medicinal da América do Sul, sendo utilizada, popularmente, para o tratamento da
leucorreia, principal sintoma associado a candidiase vulvovaginal e tricomoniase, que sao as
doencas causadas por espécies de Candida e Trichomonas vaginalis, respectivamente. C.
scorpioides é conhecida popularmente como “piracd”, “erva-de-S80-Simdo”, “capixingui” e
“enxuga” e pertence a familia Asteraceae, uma das maiores familias de angiospermas. Os
metabdlitos bioativos comumente encontrados em espécies do género Cyrtocymura, pertencem
as classes das lactonas sesquiterpénicas, poliacetilenos, flavonoides, triterpenoides e esteroides.
No presente estudo avaliou-se as atividades antifingica e antiprotozoaria de seis extratos a
partir das folhas e caules de C. scorpioides, obtidos em diferentes solventes (hexano, acetona e
etanol) contra cinco espécies de Candida (cepas da American Type Culture Collection e
isolados clinicos) e uma cepa ATCC de T. vaginalis. Para verificacdo da atividade antifungica
dos extratos, foram determinados os valores de Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e
Concentracdo Fungicida Minima (CFM). Para a atividade contra T. vaginalis foi determinada
a Concentracdo Inibitéria para 50% dos trofozoitos (Clsg) dos extratos que apresentaram
viabilidade inferior a 30%, ensaiados a 1000 ug/mL. Todos os extratos foram ativos contra pelo
menos trés espécies de Candida e seus isolados clinicos (CIM < 1000 pg/mL). O extrato
acetonico de caules foi 0 mais fungitoxico com valores de CIM e CFM entre 125 ¢ 250 ug/mL
contra C. albicans (ATCC 64548 e IC001), C. krusei (IC 5772) e C. glabrata (ATCC 2001 e
IC 041). Contra T. vaginalis os extratos hexanico e acetonico de caules exibiram baixa
viabilidade (< 5%) e valores de Clso de 0,09 e 0,50 pg/mL, respectivamente. A fim de estudar
o perfil quimico dos extratos acetdnicos de caules e folhas de C. scorpiodes e identificar as
substancias responsaveis pela bioatividade, foi criado uma rede de moléculas a partir de dados
espectrais obtidos por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas de alta resolucdo (UHPLC-HR/MS). Essa rede de moléculas foi comparada com uma
base de espectros de produtos naturais in silico com ponderac¢fes taxondmicas. Desta forma
2112 espectros de MS/MS foram organizados em 183 clusters em que foram identificados 1071
substancias pertencentes a 38 classes quimicas. Os clusters MN1 ao MN9 foram selecionados
para estudo por conterem, em sua maioria, lactonas sesquiterpénicas e poliacetilénicas. A
substancia 2 (13-acetilsolstitialina A) identificada no MN21 foi previamente isolada de
Centaurea solstitialis (Asteraceae), por outros autores, e apresentou atividade contra C.
albicans e C. parapsilosis (CIM = 64 pug/mL). A atividade antifingica de 2 sugere que essa
substancia pode ser responsavel pela atividade antifingica de C. scorpioides. Dessa forma, 0s
resultados bioldgicos e quimicos corroboram o uso popular de C. scorpioides contra patdgenos
causadores de leucorreia e outros sintomas relacionados a doengas ginecoldgicas.

Palavra-chave: Asteraceae. Antifungica. Cyrtocymura scorpioides. Rede de moléculas.
Trichomonas vaginalis. Lactonas sesquiterpénicas. Candida spp.



ABSTRACT

Cyrtocymura scorpioides (Lam.) H. Rob., synonym Vernonia scorpioides (Lam) Pers., is a
medicinal from South America, which has been popularly used to treat leukorrhea, the main
symptom associated with vulvovaginal Candidiasis (CVV) and trichomoniasis, which are
diseases caused by Candida spp. and Trichomonas vaginalis, respectively. C. scorpioides is
popularly known as "piraca", "erva-de-Sao-Siméao", "capixingui” and "enxuga” and belongs to
the Asteraceae family, one of the largest families of angiosperms. The bioactive metabolites
commonly found in species of the genus Cyrtocymura belong to sesquiterpene lactones,
polyacetylenes, flavonoids, triterpenoids and steroids. In the current study, the antifungal and
antiprotozoal activities of six extracts from C. scorpioides leaves and stems obtained in different
solvents (hexane, acetone and ethanol). These extracts were evaluated against five species of
Candida (strains from American Type Culture Collection and clinical isolates) and one ATCC
strain of T. vaginalis. To verify the antifungal activity of the extracts, the values of Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Fungicidal Concentration (MFC) were
determined. For the activity against T. vaginalis, the Inhibitory Concentration was determined
for 50% of the trophozoites (ICso) of the extracts that showed viability <30%. All extracts were
active against at least three species of Candida and their clinical isolates (MIC < 1000 pg/mL).
Acetonic extract of stems was the most active one with MIC and MFC values between 125 and
250 pg/mL against C. albicans (ATCC 64548 and CI 001), C. krusei (C15772) and C. glabrata
(ATCC 2001 and CI 041). Against T. vaginalis, hexanic and acetonic extracts of stems
presented low viability (<5%) and ICso values of 0.09 and 0.50 pg/mL, respectively. In order
to study the chemical profile of acetonic extracts of C. scorpiodes leaves and stems and to
identify the compound that can be responsible for bioactivity, a molecular network was created
from spectral data obtained by Ultra Performance Liquid Chromatography with high resolution
Mass Spectrometer (UHPLC -HR/MS). The molecular network was compared to a in silico
database of natural products with taxonomical annotation. In this way, 2112 mass spectra were
organized in 183 clusters that can be identify 1071 compounds belonging to 38 chemical
classes. Clusters MN1 to MN9 were selected for study because they contain, in their majority,
sesquiterpene and polyacetylenic lactones. Compound 2 (13-acetylsolstitialin A) identified in
MN1 was previously isolated from Centaurea solstitialis (Asteraceae) by other authors and
showed antifungal activity against C. albicans and C. parapsilosis (MIC = 64 pg/mL). The
antifungal activity of 2 suggests that this compound may be responsible for the antifungal
activity of C. scorpioides. The biological and chemical results corroborate the popular use of
C. scorpoides against pathogens that causes leukorrhea and other symptoms related to
gynecological disorders.

Keywords: Asteraceae. Antifungal. Cyrtocymura scorpioides. Molecular network.
Trichomonas vaginalis. Sesquiterpene lactones. Candida spp.
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1. Introdugéo

Candidiase Vulvovaginal (CVV) e tricomoniase sdo as doengas causadas por Candida
spp. e Trichomonas vaginalis, respectivamente (PETRIN et al., 1998; SARDI et al., 2013).
Candida albicans € a principal espécie encontrada nos diagnosticos de CVV (80 a 90%), porém
outras espécies ndo-albicans vém sendo relatadas incluindo, Candida tropicalis, Candida
glabrata, Candida krusei e Candida parapsilosis (Sobel, 2016). A baixa imunidade, uso
indiscriminado de farmacos antibacterianos e os tratamentos de cancer e AIDS séo os principais
fatores que podem desencadear infecgdes por Candida, levando em muitos casos a uma
recorréncia de infecgdes, chegando a quatro ou mais casos em um periodo de um ano
(BHATTACHARYA,; SOBEL; WHITE, 2016)

A tricomoniase é a infeccdo sexualmente transmissivel (IST) ndo-viral mais comum,
afetando cerca de 143 milhdes de pessoas em todo o mundo (NEWMAN, D. J.; CRAGG, 2020).
Cerca de 75 % dos casos em homens e mulheres sdo assintométicos, os quais iniciam o
tratamento apds meses do inicio da infeccdo (BRUNI et al., 2019; PETRIN et al., 1998).
Allsworth e coautores indicaram uma correlacdo entre a tricomoniase e outras infecgdes
vulvovaginais como uretrite, vaginose bacteriana, infeccbes pelos virus da herpes 1 e 2,
clamidia, gonorreia e sifilis devido as condi¢Bes infecciosas produzidas e seu efeito
assintomatico, que leva a uma demora na procura por tratamento (ALLSWORTH; RATNER,;
PEIPERT, 2009).

Na medicina tradicional, algumas plantas sdo utilizadas para o tratamento de sintomas
associados a doencas ginecoldgicas, porém, pouco vem sendo explorado acerca de suas
eficacias e seguranca, bem como de suas composic¢des quimicas, principalmente das substancias
gue sdo os responsaveis pela atividade terapéutica (ZIDA et al., 2017). Dentre essas, destaca-
se Cyrtocymura scorpioides (Lam.) H. Rob uma planta utilizada na medicina tradicional devido
aos seus efeitos antiinflamatorios e anti-infeccioso (DREUX et al., 2005; TOIGO; OLIVEIRA,;
MARQUES, 2004).

Cyrtocymura scorpioides ¢ popularmente conhecida como “erva-de-S&o-Simao”,
“capixingui”, “piraca” e “enxuga”, sendo encontrada principalmente no Sul, Sudeste e Centro-
Oeste, e com menor frequéncia no Norte e Nordeste (LORENZI; MATOS, 2002; ZAPPI et al.,
2015). Suas partes aéreas sdo comumente utilizadas em “banhos de assento” para o tratamento
da leucorreia (popularmente conhecida como corrimento vaginal anormal), sendo um
importante sintoma associado as infec¢fes vulvovaginais (RAUH, Laryssa K. et al., 2011).

Poucos estudos exploraram as bioatividades de C. scorpioides, porém alguns trabalhos
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descrevem o efeito antimicrobiano de seus extratos e Oleos essenciais contra Aspergillus
alutaceus, Penicilium citrinum, Staphylococcus aureus e C. albicans (FREIRE et al., 1996;
KREUGER, Maria Regina Orofino et al., 2011; TOIGO; OLIVEIRA; MARQUES, 2004).
Além da atividade antimicrobiana de C. scorpioides, se destaca seu efeito antineoplasico in vivo
contra o tumor de Ehrlich (ALEXANDRE SCHEFER et al., 2017). A presenca de substancias
altamente oxidadas é um marcador dessa espécie, previamente descrita como pertencente ao
género Vernonia. Uma dessas classes sdo 0s sesquiterpenos, como o0s germacranolideos,
hirsutinolideos e guaianolideos. A classe mais estudada em C. scorpiodes sdo as lactonas
sesquiterpénicas, devido a sua citotoxicidade, efeito antibacteriano, antiinflamatério e
citotoxico (ALEXANDRE SCHEFER et al., 2017; BUSKUHL et al., 2010; KLEIN et al.,
2013; MACHADO et al., 2013; POLLO et al., 2013, 2018). Dos autores supracitados, diversos
descreveram o isolamento de lactonas sesquiterpénicas em C. scorpioides, porém nenhum
estudo buscou investigar suas substancias antifingicas e tricomonicidas.

Devido a alta complexidade do metabolismo das plantas, problemas no isolamento e a
desreplicacdo de substancias ja detectadas ou isoladas, as analises metabolémicas por rede de
moléculas vém sendo largamente utilizadas com alternativas nesses estudos fitoquimicos
(DAVID; WOLFENDER; DIAS, 2015). Essa técnica consiste em uma analise de High
Troughput Screening (HTS) de extratos obtidos a partir de diferentes fontes naturais. Os
resultados obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (CLAE-EM), sdo organizados em redes moleculares com a ajuda de softwares
bioestatisticos. As redes moleculares sdo organizadas utilizando a plataforma GNPS (Global
Natural Products Social) de acordo com a semelhanga espectral entre as amostras analisadas,
seguindo diversos critérios estatisticos para garantir a confiabilidade na predigdo (Allard et al.,
2016; Olivon et al., 2017). A rede de moléculas e os espectros organizados em clusters sdo
submetidos a uma comparacdo com um banco de dados in silico com mais de 200.000 produtos
naturais oriundos de diferentes tdxons. Essa ferramenta vém apresentando grande eficiéncia na
identificacdo de classes de substancias, desreplicacdo de substancias, busca por marcadores
bioldgicos, podendo identificar analogos estruturais (RUTZ et al., 2019).

Nesse trabalho sera descrita uma forma eficiente de identificar metabolitos secundarios
a partir de base de dados sobre produtos naturais com ponderac¢des taxondmicas importantes,
0s quais irdo guiar a identificacdo dos metabolitos de interesse. A partir das folhas e caules de
C. scorpioides, foram obtidos seis extratos, que foram testados contra cinco espécies de

Candida, incluindo cepas da American Type Culture Collection (ATCC) e isolados clinicos, e
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uma cepa ATCC de T. vaginalis. Com a criacdo de uma rede de moléculas dos espectros de
massas obtidos a partir de analises por UHPLC-HR/MS e sua posterior desreplica¢cdo com uma
base de dados in silico, com ponderac6es taxonémicas, foram identificadas 1071 substancias,

pertencentes a 38 classes quimicas.

16



4. Conclusions

The biological results and the chemical analyses presented in this work support the
popular use of C. scorpioides in the leukorrhea treatments and related gynecological

disorders.
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