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RESUMO

Piper umbellatum L. Mig. é uma planta pertencente a familia Piperaceae encontrada em
todas as regides do Brasil e tradicionalmente usada para diversas enfermidades e
afeccdes. O trabalho visou estudar a atividade antifingica de P. umbellatum frente a
isolados clinicos de Microsporum canis e Trichophyton rubrum, por meio da
determinacdo da concentragcdo inibitéria minima (CIM). O estudo fitoquimico dos
extratos hexanico e etandlico de partes aéreas de Piper umbellatum levou ao isolamento
de 2 substancias, a sesamina e o 4-nerolidicatecol (4NC). Frente a M. canis, 0 extrato
etandlico apresentou CIM de 39,1 pg/mL, o hexanico apresentou CIM de 1250 pg/mL,
enquanto os extratos cloroformico e acetato de etila apresentaram CIMs de 78,13
pg/mL, sendo 16 pg/mL para o fluconazol como controle positivo para ambos os
fungos. O fracionamento do extrato etandlico levou a obtencdo da fracdo 11 que
apresentou 0 melhor valor de CIM entre as fracOes, de 9,77 pg/mL para o M. canis. O
4ANC foi obtido desta fracdo 11 e apresentou os melhores CIMs observado deste estudo,
de 2,4 pwg/mL para M. canis e 4,88 pg/mL, para T. rubrum. Apoés tratamento com 4NC,
Microsporum canis demonstrou uma alteragdo no perfil proteico avaliado por SDS-
PAGE, com o aparecimento de bandas de aproximadamente 139 e 30 kDa entre as
proteinas intracelulares e de 35 e 15 kDa entre as extracelulares, bandas que foram
analisadas por LC-MS/MS (MALDI-TOF/TOF). O extrato etandlico ndo demonstrou
citotoxicidade a 500 pg/mL, enquanto 0 4NC apresentou valores de I1Cso de 18,3 e 31,5

p/mL frente as linhagens de Hep G2 e MRC-5.

Palavras-chave: Piper umbellatum, atividade antifungica, Microsporum canis,

Trichophyton rubrum, 4-Nerolidilcatecol.



ABSTRACT

Piper umbellatum L. Mig. is a plant belonging to the Piperaceae family found in all
regions of Brazil and traditionally used for various diseases and disorders. This work
evaluates the antifungal activity of P. umbellatum against clinical isolates of
Microsporum canis and Trichophyton rubrum by the determination of minimal
inhibitory concentration (MIC).The phytochemical study of hexane and ethanol extracts
of the aerial parts of Piper umbellatum led to the isolation of two substances, sesamin
and 4-nerolidylcatechol (4NC). When tested against M. canis, the ethanol extracts
showed MIC value of 39.06 pg/mL meanwhile the chloroform and ethyl acetate extracts
showed MICs value of 78.13 pg/mL and the hexane extract showed MIC of 1250
p/mL, the MIC value of fluconazole used as control was 16 pg/mL. The fractionation
of the ethanol extract led to obtain of fraction 11 that presented the best MIC between
the fractions, of 9.77 pg/mL to M. canis. 4NC was obtained from fraction 11 and
presented the best MIC in this study, 2.44 pg/mL for M. canis and 4.88 pg/mL, for T.
rubrum. M. canis showed a change in the protein profile in SDS-PAGE after treatment
with 4NC, with the appearance of bands of approximately 139 and 30 kD intracellular
protein and 35 and 15 kDa in extracellular protein, each of those bands was analyzed
through LC-MS/MS (MALDI-TOF/TOF). The ethanolic extract wasn’t citotoxic until
500 pg/mL, while 4NC presented 1Cso values of 18.3 and 31.5 pg/ml to Hep G2 and

MRC-5 cell lines.

Keywords: Piper umbellatum, antifungal activity, Microsporum canis, Trichophyton

rubrum, 4-nerolidylcatechol.
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1 INTRODUCAO

Micoses séo infeccOes causadas por fungos que normalmente ficam restringidas
a pele. Algumas infeccOes sdo capazes de gerar complicagdes mais severas a salde
podendo se tornar fatal em alguns casos, principalmente em individuos
imunocomprometidos. Em paises de clima quente e Umido, principalmente proximos
aos tropicos, as condicdes climaticas facilitam a manutencdo e proliferacdo fungica,
gerando uma alta incidéncia desse tipo de doenga.

As ‘“tineas” ou “tinhas” sdo causadas por um grupo de fungos conhecidos como
dermatdfitos. Normalmente a doenca € nomeada pela regido em que se manifesta (pedis
— pé; barbae — barba; corporis — corpo todo; capitis — cabeca). Apesar de ndo colocar a
vida do paciente em risco, esse tipo de infecgdo que pode acometer qualquer individuo,
gera um enorme desconforto fisico e psicologico devido a dores, coceiras e inflamacoes,
além de um desconforto estético.

Outra afecgdo gerada por dermatdfitos € a onicomicose, uma infeccdo de unha,
em que o dermatofito normalmente esta associado a outro microorganismo. Em ambos
0S casos, tanto nas tineas quanto nas onicomicoses, 0s tratamentos utilizados s&o
complexos, envolvendo administragdo medicamentosa tdpica e sistémica, e duradouros,
podendo durar meses em alguns casos. Além disso, a alta similaridade de células
fingicas e de animais permite poucos alvos na célula fingica que gerem seletividade,
resultando na toxicidade no caso de medicamentos sistémicos, ou acdo irritante quando
em uso tdpico apresentados pelos antifungicos comerciais.

A busca por novos antifingicos representa um grande desafio, seja pela
dificuldade em selecionar alvos de acdo ou pela facilidade que os mesmos tem em gerar

respostas de resisténcia.



Os mecanismos de acdo dos medicamentos antifingicos comerciais sdo em sua
maioria associados ao ergosterol presente na membrana flngica, ligando-se diretamente
a ele ou inibindo sua sintese. Essa baixa quantidade de mecanismos de acdo torna-se
uma preocupacdo do ponto de vista microbiologico pelo risco do aparecimento de
resisténcia, que é muito mais presente no universo dos antivirais e antibacterianos, mas
que ja comeca a aparecer relatos quanto aos antifungicos.

Devido a esse risco, torna-se quase uma necessidade a busca por novas
moléculas e novos mecanismos de acdo nos tratamentos antimicrobianos. Caminhando
paralelo a esse fator, temos a pesquisa envolvendo produtos naturais, que € uma enorme
fonte de moléculas e esqueletos moleculares, que podem dificultar a resisténcia
antimicrobiana por atuarem em conjunto devido a associagbes (como, por exemplo,
extratos vegetais) ou gracas a alta complexidade estrutural.

O uso de fitoterapicos na forma de chas, garrafadas, banhos, cataplasmas esta
inerente na historia e evolugdo da humanidade. As plantas tém sido uma fonte
inesgotavel e gigantesca de substancias que estdo presentes em grande parte dos
medicamentos mais utilizados.

A enorme biodiversidade vegetal no Brasil aliada ao conhecimento da medicina
indigena e o uso cultural que foi passado através das geracOes, tornam-se uma enorme
fonte de informacdes e hipOteses a serem exploradas por pesquisadores. A alta
biodiversidade possibilita pesquisas abrangendo diversas areas ndo apenas ligadas ao
uso medicinal, como também a nutricdo, ecologia, engenharias e biotecnologia.

Seguindo 0 que acontece em diversos outros paises, 0s principais Orgdos de
salde brasileiros (ANVISA e Ministério da Salde) vém, na Gltima década, comecando a

incentivar 0 uso de medicamentos fitoterapicos e drogas vegetais. Esses estimulos vém



por meio da padronizagdo na manipulacdo e na garantia da qualidade, da seguranca e
eficacia de drogas vegetais e medicamentos fitoterapicos.

O Laboratério de Biotecnologia Farmacéutica vem trabalhando ha tempos com a
planta Piper umbellatum, conhecida tradicionalmente como pariparoba ou caapeba,
estudando a atividade antifungica frente aos dermatofitos Microsporum canis e
Trichophyton rubrum, buscando esclarecer e compreender certos aspectos dessa
atividade, visando sempre agregar maior conhecimento na area, almejando o
desenvolvimento de futuros medicamentos.

2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Dermatdfitos

A dermatofitose € uma das micoses superficiais mais incidentes do mundo
causada por um grupo de fungos queratinofilicos denominados dermatdfitos e afetam
tecidos queratinizados como pele, pelos ou unhas de mamiferos causando infeccBes
superficiais. (CARRILLO-MUNOZ et al.,, 2004). A infeccdo geralmente é cutanea e
restrita a camada cdrnea, devido a incapacidade do fungo de penetrar em tecidos
profundos ou 6rgdos de individuos imunocompetentes (AQUINO et al., 2007).

Embora essas desordens ndo sejam seérias em termos de mortalidade, danos
fisicos ef/ou psicoldgicos, elas tém significante consequéncia clinica, com lesbes
cronicas, de dificil tratamento, além de problemas estéticos (PEREA et al., 2000). O
local e gravidade da infeccdo dependem do microorganismo responsavel e da resposta
imune do hospedeiro. A doenca é nomeada pela regido afetada (Tinea capitis — cabega;
Tinea facial — face; Tinea corporis — corpo; Tinea pedis — pé) (CARRILLO-MUNOZ et
al., 2004).

A atual classificacdo dos dermatdfitos € relacionada a morfologia dos esporos,

onde sdo reconhecidos trés géneros: Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton



(EMMONS, 1934 EMMONS, 1934). Sdo divididos em espécies antropofilicas,
zoofilicas e geofilicas de acordo com seu habitat primario (AJELLO, 1960).

O desenvolvimento de dermatofitoses na pele facial geralmente apresenta sinais
como manchas vermelhas circulares, micoses (“ringworm”), mas formas atipicas da
doenca foram relatadas mimetizando dermatites seborréicas, de contato, infeccdes
bacterianas, impetigo, pitiriase alba e IUpus eritematoso (ATZORI et al., 2012). Ha
relatos de um caso clinico em que um paciente neonato teve o diagnostico diferencial
inicial incluindo Idpus neonatal, sifilis secundaria, eritema multiforme, entre outros,
enquanto uma infeccdo dermatofitica foi excluida inicialmente devido a idade do
paciente (ATANASOVSKI et al., 2011).

A formagdo de abscessos e ulceracdo, causados pela implantagdo subcutanea ou
cutanea muito profunda, é rara nas dermatofitoses e geralmente limitada a casos de
imunossupressao, 0 que se tornou uma preocupacdo atual com o aumento de usuarios de
drogas e portadores do virus HIV (GONG et al, 2007). O nome dado a essa
manifestacdo clinica causada por dermatofitose é granuloma de Majocchi (VOISARD et
al., 1998).

Uma das formas da doenca é a Tinea capitis, infeccdo dermatofitica do talo do
pelo do couro cabeludo. Na forma endothrix, causada pelo género Trichophyton apenas,
as hifas crescem exclusivamente dentro do pelo e a cuticula se mantém intacta,
enquanto na infeccdo ectothrix, geralmente causada pelo género Microsporum, as hifas
invadem a parte medial do foliculo piloso e crescem para fora, destruindo a cuticula
formando uma bainha externa envolvendo o pelo (REBOLLO, 2008, DA SILVA
RODRIGUES et al., 2008).

Durante a infeccdo, artroconidios aderem & pele do hospedeiro e, apos

germinacdo, as hifas do fungo digerem a queratina presente nos tecidos em pequenos



peptideos e aminoacidos para serem assimilados (MONOD, 2008). Um dos mecanismos
iniciais inclui excrecdo de sulfitos, um agente redutor que age nas pontes dissulfidricas
de cistinas, que sdo responsaveis pela natureza resistente da queratina, permitindo
posteriormente a acdo de endo e exoproteases secretadas pelo fungo nas proteinas
reduzidas (LECHENNE et al., 2007).

Apesar de muitas proteases terem sido identificadas e serem o principal alvo de
pesquisas para o entendimento dos mecanismos de infeccdo, seu papel ainda deve ser
explorado e o entendimento dos mecanismos de invasdo por dermatofitos ainda
permanece meramente especulativo (BALDO et al., 2012b).

T. rubrum é o agente etiologico mais comum das dermatofitoses sendo
encontrado em quase todo o mundo, sendo o mais isolado em casos clinicos tanto nas
Américas do Norte e do Sul (incluindo Brasil) como na Europa central (SEEBACHER
et al., 2008, SOUZA et al., 2010). Em um estudo de Aquino et al. (2007), em Porto
Alegre foram registrados mais de dois mil casos de dermatofitoses em 8 anos, 62,2%
sendo por T. rubrum.

T. rubrum é um dermatdfito antropofilico que causa principalmente lesGes na
pele e unhas. Ao exame direto do material clinico observa-se a presenca de hifas
septadas hialinas, muitas vezes artrosporadas. O tempo de crescimento das colbnias é
intermediario (12-16 dias). As colbnias possuem aspecto cotonoso e branco, tornando-
se posteriormente aveludadas, com pregas radiais, formando uma pequena saliéncia no
centro. O reverso da colénia e as bordas apresentam pigmentacdo avermelhada. A
microscopia Optica revela microconidios regulares e piriformes, com 2-3 X 3-5 um de
tamanho e produzem raros macroconidios (LACAZ et al., 2002, SIDRIM&MOREIRA,

1999).



T. rubrum é capaz de expressar adesinas que reconhecem manose e galactose e
que podem estar ligadas a aderéncia do fungo durante o processo infeccioso
(ESQUENAZI et al., 2004 ). Um mecanismo de defesa descrito para esse dermatéfito é
a capacidade de produzir clamidoconidios quando exposto a agentes toXxicos,
favorecendo assim a resisténcia e a possibilidade de uma reinfeccdo (GHAHFAROKHI
et al., 2004 ).

Microsporum canis, um dermatofito zoofilico, foi descoberto ser o mais comum
agente causador da tinea capitis na Europa (GINTER-HANSELMAYER et al., 2007).
M. canis é predominantemente associado a gatos, mas também pode ser encontrado em
todos os tipos de mamiferos (CHERMETTE et al., 2008, BALDO et al., 2008).

As coldnias de M. canis se desenvolvem bem em agar Sabouraud, apresenta
textura algodonosa com discreto relevo umbilicado, de cor branca. A superficie da
colénia é plana ou com ranhuras espacadas e borda radiada. O reverso da colonia
apresenta coloracdo amarelo ou marrom-claro. Os macroconidios S380 nuUMerosos,
fusiformes verrucosos, de paredes grossas e inumeras septacdes, que variam de 5 a 7
septacbes, podendo chegar a 15. Os microconidios apresentam-se em pequena
quantidade, séo 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, SIDRIM&MOREIRA, 1999).

Abordagens gendmicas para estudos dos mecanismos de viruléncia deste grupo
de fungos ainda sdo novos. Alguns trabalhos relatam a existéncia de genes
especializados que atuam no estabelecimento da infeccdo e resposta adaptativa.

Um dos fatores considerados decisivos para a invasdao do extrato cérneo por
dermatofitos sdo as enzimas proteoliticas (MONOD, 2008). Entre essas proteases,

destaca-se a familia chamada subtilisina. A Sub3 demonstrou ser necessaria na



aderéncia de artroconideos na pele de felinos (BALDO et al., 2008,BALDO et al.,
2010,DESCAMPS et al., 2002). Posteriormente foi demonstrado um precursor da Sub3
que age como inibidor da mesma por competicdo seletiva. Porém os fungos sdo capazes
de secretar proteases que agem nesse precursor e limitam o uso de inibidores peptidicos
por serem capazes de cliva-los (BALDO et al., 2012a).

Além das subtilisinas, foram descritas cinco tipos de fungalisinas (JOUSSON et
al., 2004) e duas dipeptidilproteases (Dpp) (VERMOUT et al.,, 2007) e leucina
aminopeptidases (Lap) da familia M28 em T. rubrum (MONOD et al., 2005). Dentro da
familia de fungalisinas, algumas metaloproteases com atividade queratinolitica foram
identificadas (BROUTA et al., 2001,BROUTA et al., 2002). N&o foi detectada
transcricdo génica de fungalisinas em artroconidios e ndo houve diferenca de expressao
de Dpp entre cepas isoladas de gatos sadios e infectados (MATHY et al., 2010). Laps e
DpplV demonstraram, em outros modelos, atuar sinergicamente ao digerir os peptideos
gerados pelas endoproteases. Foi descrita também a producdo de ceramidases por T.
rubrum (GIDDEY et al., 2007).

Recentemente, MARTINEZ et al., 2012 sequenciaram por shotgun o genoma de
cinco espécies de dermatofitos, incluindo T. rubrum e M. canis compando-os, inclusive
com outros fungos. Foram identificadas proteases (incluindo  subtilisinas);
pseudoquinases, metabolitos secundarios e dominios de ligacdo LysM (capazes de se
ligarem a quitina e mascarar a parede celular e impedindo a estimulagdo da resposta
imune do hospedeiro) enriquecidos em ndmero de genes.

Em outro estudo, M. canis e Arthroderma benhamiae foram cultivados em meios
a base de proteinas em pH é&cido. A analise por Shotgun MS das proteinas revelou novas

proteases secretadas por dermatofitos em pH &cido, tal como pepsinas, sedolisinas e



carboxipeptidases acidas, sugerindo assim a existéncia de diferentes vias de degradacédo
de proteinas por esses fungos (SRIRANGANADANE et al., 2011).

CHEN et al., 2010, estudaram a diferenca de expressdo das endoproteases de T.
rubrum incubados em meios contendo queratina de diferentes origens, demonstrando
afinidade de MEP2, SUB5, SUB2 e SUB3 por origindria da pele e SUBL, SUB4 e
MEP4 por origindria da unha, podendo ser uma das causas da adaptacdo do fungo a
diferentes areas do corpo. Pesquisadores revelaram por hibridacdo de supressao
subtrativa diversos genes novos de T. rubrum que podem estar ligados a viruléncia ou
respostas adaptativas expressos apenas em resposta a diferentes condicbes como
diferentes meios de cultura variando a fonte de carbono e variagdo de pH (BAEZA et
al., 2007, MARANHAO et al., 2007, MARANHAO et al., 2011,ZAUGG et al., 2009).

O aumento da resisténcia aos antimicrobianos, em conjunto com 0 numero
restrito de drogas antifingicas disponiveis comercialmente e que ainda apresentam
muitos efeitos adversos, s@o a causa do aumento da morbidade e mortalidade pelas
infeccdes flngicas. Portanto, hd a necessidade de desenvolver antifingicos novos e mais
eficazes e os produtos naturais sdo prototipos atraentes para esse fim, devido ao seu
amplo espectro de atividades biologicas (NEWMAN&CRAGG, 2007). Os mecanismos
de acdo de muitas moléculas com atividade antiflngica de fontes vegetais ainda ndo
foram elucidados, sendo assim, a abordagem protedmica é uma estratégia para a
descoberta de novos alos moleculares e de mecanismos de acédo
(BLACKSTOCK&WEIR, 1999,GYGI et al., 2000).

2.2 Antifangicos

A pesquisa e 0 desenvolvimento de antifingicos ¢ um desafio. Com excecdo da

parede celular, os fungos sdo metabolicamente similares as células de mamiferos e

portanto, oferecem poucos alvos especificos (OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2010).



Figura 1 — Estruturas quimicas dos principais antifingicos comerciais.
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No tratamento de dermatofitoses é fundamental que se conheca as espécies
flngicas causadoras da doenca. Para o tratamento das infeccGes fungicas de pele, os
medicamentos topicos sdo apropriados apenas para infec¢bes por fungos antropofilicos
em estagios iniciais ou leves. A terapia topica é pouco eficaz, exceto nas onicomicoses
superficiais e melhores resultados s&@o observados quando se associa 0O tratamento oral
ao topico. Derivados azolicos na forma de cremes podem ser usados e a sua eficicia é
aumentada com a retrada da unha  (WEITZMAN&SUMMERBELL,
1995,SIDRIM&ROCHA, 2004). Ja nas onicomicoses e infeccBes causadas por

dermatofitos zoofilicos, a terapia usual € a sistémica e os principais farmacos utilizados
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no tratamento s&o terbinafina, itraconazol e griseofulvina (TOSTI et al., 1997, WHITE
et al., 2008). Nas onicomicoes e infeccdes causadas por T. rubrum, é comum a
recorréncia apos cessar o tratamento antifingico (GUPTA&COOPER, 2008).

Os antifungicos triciclicos atuam na enzima 14-alfademetilase lanosterol
envolvida na biossintese do ergosterol (MARICHAL&BOSSCHE, 1995). Os polienos
representados pela anfotericina B, tem seu mecanismo de acgdo relacionado com a
ligacdo do composto ao ergosterol, aumentando a permeabilidade da membrana,
levando o fungo & morte (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006). As alilaminas
representadas pela terbinafina agem inibindo a esqualeno epoxidase envolvida na
sintese do lanosterol, que é o precursor do ergosterol (OSBORNE et al., 2006)

A griseofulvina atua desregulando a formacdo de microtdbulos do fuso e,
consequentemente, inibe a mitose celular (JORDAN&WILSON, 2004). A griseofulvina
¢ capaz de se acumular em camadas queratinbcitas da  epiderme
(DECARLI&LARIZZA, 1988) e é considerada o padrdo ouro para dermatofitose, mas
ha relatos de resisttncia a esta droga (CHEN&FRIEDLANDER, 2001,
ALVAREZ&SILVERBERG, 2006). Em estudos visando a atuacdo de diferentes
medicamentos presentes no mercado, foram avaliados os tratamentos com trés
diferentes medicamentos, em 75 pacientes afligidos por Tinea capitis; os antifingicos
com maiores taxas de cura foram, respectivamente, griseofulvina, terbinafina e
fluconazol (GROVER et al., 2012). BAO et al., 2013 determinaram a concentragéo
efetiva minima de caspofungina e micofungina para 82 cepas de dermatofitos, a
primeira apresentando valores de inibicdo de 1 pg/mL contra T. rubrum, T. violaceum e
T. tonsurans e 0.5 pg/mL para T. mentagrophytes, M. canis, M. gypseum, E. floccosum

e T. verrucosum, enquanto a micafungina apresentou valores de 0.06 pg/mL para M.
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canis e Trichophyton verrucosum e 0.03pugmL T. rubrum, Trichophyton
mentagrophytes, Microsporum gypseum e Epidermophyton floccosum.

O ciclopirox é um agente fungicida frente aos dermat6fitos que atua na inibicdo
de metaloenzimas responséveis pela degradacéo de perdxidos (SUBISSI et al., 2010).

Em estudo recente, GHELARDI et al., 2014) relataram o isolamento de
mutantes de T. rubrum espontaneamente resistentes a terbinafina, itraconazol e
amorolfina, bem como testou a geracdo de resisttncia do fungo quando exposto a
subdosagens prolongadas das drogas comerciais, demonstrando que o mutante obtido
apos exposicdo a terbinafina, teve o valor de CIM aumentado em 500-1000 vezes contra
amesma droga.

2.3 Piper umbellatum L. Mig. (Piperaceae)

Piper umbellatum L. Migq. é uma planta pertencente & familia Piperaceae. E
encontrada de Norte a Sul no Brasil sendo frequente na Amazonia e nas horlas de Mata
Atlantica e outras regides da América Latina, como Peru e México (PECKOLT,
1941,YUNKER, 1973).

P. umbellatum foi incluida inicialmente a Farmacopeia Brasileira pelo nome
cientiffico Heckeria umbellata (L.) Kunth, mas responde tmabém pelas sinonimias
Pothomorphe umbellata L. Miqg., Peperomia umbellata (L.) Kunth, Peperidia umbellata
(L.) Kostel., Piper cuernavacanum C. DC., Piper postelsianum Maxim., Pothomorphe
dombeyana Mig., Pothomorphe subpeltata (Willd.) Mig. e Lepianthes umbellata (L.)
Raf. ex Ramamoorthy (The plant list, 2013).

Piper umbellatum L. e a espécie do mesmo género Piper peltatum L.
(Pothomorphe peltata L.) sdo conhecidas popularmente por caapeba, pariparoba,
malvaisco, capeva, caapeba-do-norte, caapeba-verdadeira (Figura 1). O nome

pariparoba deriva do Tupi e significa amargo, que acaba com as feridas (MORAES et
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al.,, 1987). As duas espécies tém sido utilizadas na medicina popular como analgésico,
diurético e agente anti-espasmodico, desordens inflamatdrias, malaria, asma e doencas
gastrintestinais (AMORIM et al., 1988).

Figura 2 — Exemplar de Potomorphe umbellatum cultivado no Jardim de Plantas
Medicinais na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Fonte: Arquivo pessoal.

P. umbellatum é uma planta de porte subarbustivo perene que mede de 1 a 3 m
de altura. As folhas sdo grandes, arredondadas, rugosas com margens inteiras, com
apice subagudo e base codiforme medindo entre 14-14 c¢cm de comprimento e 17-25 cm
de largura possui peciolo sulcado longitudinalmente puberulento e terminando em
bainha alargada (REITZ, 1970,MORAES et al., 1987). Apresenta multicaule com ramos
angulosos e nodosos variando entre verde claro e wverde acinzentado. Apresenta
inflorescéncias axilares com pedunculo Unico de 10-15 cm de comprimento, formando
espigas 6-9 cm dispostas em umbelas. As raizes sdo adventicias fasciculadas, de cor
pardacenta, lenhosa, tortuosa, estriada longitudinalmente com saliéncias verrucosas e

medem de 10 a 15 cm por 5 mm a 3 cm de diametro (SILVA, 1926). A espécie pertence
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ao grupo das esciofitas, isto é, plantas de sombra obrigatéria (LORENZI&DE ABREU
MATOS, 2002).

Em estudos de determinacdo do perfil quimico de P. umbellatum foram isolados
e identificados diferentes compostos, sendo o principal metabdlito secundario o 4-
nerolidilcatecol (4NC), um derivado sesquiterpénico que pode ser extraido de todas as
partes da planta e a que foi atribuido a maioria das atividades terapéuticas (KIJJOA,
1980).

Os estudos fitoquimicos realizados anteriormente demonstraram a presenca de
esteroides (sitosterol e estigmasterol) isolados de todos os 6rgdos da planta, bem como o
4-nerolidilcatecol, principalmente a partir de folhas e caule nos extratos hexanicos e
diclorometanicos, além do peltatol A, um dimero do 4-nerolidilcatecol (GUSTAFSON
et al., 1992). No 6leo essencial foram encontrados sesquiterpenos como 0 d-elemeno, o-
cubebeno, a-copaeno, o-guaieno, trans-cariofileno, tetrametiltriciclo undec-1-eno, o-
humuleno, epibiciloesquifenantreno, a-selineno, y-cadieno, PB-patchuleno, o-gurjuneno,
5-cadieno, y-gurjuneno, a-ylangeno, cadieno e nerolidol (JANUARIO, 1994).
PERAZZO, 2006 encontrou na fracdo diclorometandlica do extrato hidroetandlico
(70%) o oxiranemetanol,  4-nerolidilcatecol,  hinoquinina,  fitoesterdides como
campesterol, estigmaterol e B-sitosterol. MESQUITA et al., 2005, encontrou em seu
estudo dleos essenciais com a presenca de trans-cariofileno, &-cadieno, trans-nerolidol,
espatulenol, oxido de cariofileno, germacreno D, biciclogermacreno, elemol, [-pipeno.
BALDOQUI, 2009 no estudo fitoquimico das folhas de P. umbellatum, isolou onze
substancias, sendo duas amidas (arboreumina e arboreumina glicosilada), cinco flavonas
(vitexina 2 —O-B-glucopiranisideo, apigenina 8-C-B-D-glucopiranosideo, orientina 8-C-

B-D-glucopiranosideo,  5-hidroxi-7,3’ 4 trimetoxi-flavona e  velutina), duas lignanas
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(sesamina e diidrocubebina), um fenilpropandide (acido p-cuméarico) e 4-
nerolidilcatecol.

O extrato etandlico da planta demonstrou atividade antioxidante maior que o
ANC purificado (ROPKE et al., 2003). Posteriormente foi demonstrada protecdo contra
radiacdo UV (ROPKE et al., 2005) e inibicdo de metaloproteases MMP-2 e MMP-9,
responsaveis por induzir carcinogénese, incitando a uma proposta de aplicacdo para
cosméticos contra 0 envelhecimento cutdneo e como protetor solar (ROPKE et al.,
2006). Foi evidenciado que o efeito de inibicdo de MMP-2 e MMP-9 pelo extrato de
P.umbellatum se manteve em modelo de inducdo por queima alcalina da cdrnea de
coelhos (BARROS et al.,, 2007). A atividade anti-inflamatéria foi demonstrada em
modelo de inflamacdo induzida em ratos (PERAZZO et al., 2005).

A atividade antioxidante do 4NC por permitir a possibilidade de captacdo de
radicais livres, € capaz de inibir o dano genético provocado por ciclofosfamida
(VALADARES et al., 2007). Em estudo de BROHEM et al., 2009, 0 4NC demonstrou
a capacidade de induzir apoptose em melanoma, provavelmente pela diminuicdo de
MMP-2 e impedir o crescimento em G1 do ciclo celular.

Entre os testes toxicologicos, o extrato etanodlico de P. umbellatum demonstrou
baixa toxicidade subcronica em ratos quando administrado oralmente (BARROS et al.,
2005). O potencial mutagénico do extrato hidroetanodlico (70 %) foi avaliado em ratos
Wistar e a concentracdo de 1500 mg/Kg ndo induziu dano ao DNA em células hepéticas
nem na medula 6ssea (DE ANDRADE et al., 2005). Quando estudada a administracéo
de 4ANC pelas vias oral, subcutanea e intraperitoneal em camundongos Swiss infectados
por P. berghei apenas o Ultimo caso demonstrou efeito téxico agudo (ROCHA E

SILVA et al., 2011).
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Os extratos diclorometanico e etandlico de P. umbellatum, bem como suas
fracbes demonstraram atividade citotoxica contra linhagens de células humanas
(SACOMAN et al, 2008,LOPES et al, 2012). Um estudo onde os autores
demonstraram a atividade antimalérica e a citotoxicidade frente a células humanas do
4ANC e de seis derivados, além dos grupamentos catecol e nerolidil, e indicaram que a
citotoxicidade do 4NC é inerente ao grupo catecol (PINTO et al., 2006). Ainda, estudos
com células KB indicaram que a atividade toxica capaz de diminuir o crescimento
celular pode estar relacionada a inibicdo da toposiomerase | causada pelo 4NC extraido
de P. peltata (MONGELLI et al., 1999).

A atividade antimicrobiana foi demonstrada para o extrato hidroetanélico 70% e
fracdes frente a T. rubrum (RODRIGUES et al., 2012). Em outro estudo, a atividade do
extrato hidroetanolico 70% foi maior que do 4NC, ambos com valores de CIM abaixo
de 100 pg/mL, frente a Candida albicans, C. glabrata, e C. kruzei, mas ndo frente a
Cryptococcus neoformans e a cepa resistente de Staphylococcus aureus (BAGATELA
et al., 2013). Recentemente, 0 extrato hidroetandlico 75% foi testado frente a diferentes
bactérias, e demonstrou CIM igual ou proxima a do cloranfenicol para Klebsiella
pneumoniae,, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri e Enterococcus faecalis, mas
baixa atividade frente a S. aureus, Streptococcus pyogenes e Staphyloccus epidermidis
(DA SILVA et al., 2014).

Entre outros metabdlitos que demonstraram atividade antimicrobiana, N-
benzilmescalina isolada das partes aéreas de P. umbelata demonstrou atividade
bioldgica contra Helicobacter pylori (ISOBE et al., 2002). TABOPDA et al., 2008
isolou e identificou quatro alcaldides que nomeou de pirperumbelactanas, sendo que
duas demonstraram capacidade antifungica maior que a do 4NC e dos extratos e

subfracbes de P. umbellatum frente a seis espécies, obtendo atividade antifingica maior
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que os padrdes (miconazol e anfotericina B) contra Aspergilus flavus e Trichophyton
longifusus.

Assim, este trabalho tem como objetivo a continuidade do estudo da atividade
antifingica e dos mecanismos de acdo dos extratos de P. umbellatum e seus derivados,
testando seus compostos quanto a atividade e também avaliando-os em relacdo a
citotoxicidade in vitro. Foram utilizados isolados clinicos de T. rubrum e M. canis,
procurando identificar algumas proteinas-alvo decorrentes do efeito antifingico no
proteoma das linhagens apds contato com os extratos da planta em estudo.

3 OBJETIVOS

O objetivo geral desse trabalho foi avaliar a atividade antifungica dos extratos de
P. umbellatum e seus derivados e identificar as substancias promotoras dessa atividade,
bem como os mecanismos de acéo responsaveis por tal atividade.

Os objetivos especificos envolvidos nessa busca foram:

. Estudo fitoquimico dos extratos hexanico e etanolico e o isolamento do
ANC

. Estudo biodirigido para determinar a atividade antiflngica de extratos de
P. umbellatum e seus derivados frente aos fungos M. canis e T. rubrum

e  Avaliar a atividade antifingica do 4NC frente as espécies M. canis e T.
rubrum.

. Estudar os mecanismo de acdo antifingica dos extratos, através dos testes
de interacdo com sorbitol e ergosterol de fragbes e substancias isoladas de P.
umbellatum.

. Avaliar a citotoxicidade do extrato de P.umbelattum, fracbes e

substancias isoladas.
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o Avaliar o secretoma de M. canis apds tratamento com 4NC por SDS-

PAGE comparativo.
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4 MATERIAIS

4.1 Equipamentos

Autoclave vertical (FABBE)

Bico de Bunsen

Bomba de ar comprimido/vacuo (Prismatec)

Cabine de seguranca microbioldgica com fluxo laminar (Veco)

Camera fotogréfica digital (Nikon Coolpix S3300)

Cartuchos de C18 (500mg) Agilent para extracdo em fase solida

Coluna analitica para CLAE Hypersil Gold® C-18 (250 x 4,6 mm x 5 pm)

Coluna semipreparativa para CLAE Agilent Eclipse XDB C-18 (250 x 21,20 mm x 7
pm, Zorbax)

Cromatofolhas para cromatografia com silica gel 60 fluorescéncia 254 nm, 20x20 cm
em aluminio (Merck)

Cromatogréfo liquido de alta eficiéncia Perkin Elmer Flexar, modo analitico e
preparativo, constituido por Bomba quaternaria, degaseificador, injetor manual
Rheodyne® de 6 porticos com “loop” de 20 pL, detector UV/VIS, programa gerenciador
de dados Chromera® 4.1.0.6386 (Multiusuario)

Cuba para eletroforese (Amershan “ECL” Gel box)

Espectrofotometro mod UV M51 (Bel)

Espectrometro RMN BRUKER Fourier 300, 7 Tesla (Multiusudrio — Instituto de
Quimica)

Estufas de ativacdo e revelacdo para CCD,secagem de materiais e de incubagéo

Filtro para esterilizacdo (Merck)

Fonte de eletroforese (GRS 3000 STD)

Incubadora com agitacdo Mod T 422 (TECNAL)
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Membrana de filtracdo 0,22 pm PVDF

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

PeagbmetroB374 Micronal

Placa de cromatografia com silica gel 60 fluorescéncia 254nm, 10x20 em vidro (Merck)
Placa de microdiluicdo de 96 pocos(TPP)

Rotaevaporador Fisatom

Vidrarias: Placas de Petri, tubos de ensaio, pipetas, baldo de vidro, baldo volumétrico,
provetas, béquer, bastdo de vidro, erlenmayers, funil de vidro, cuba para revelacdo da
eletroforese, placa de vidro para cromatografia, Cuba de vidro para cromatografia,
colunas cromatograficas de vidro de diferentes larguras e comprimentos, seringas de
vidro,baldo de fundo redondo, condensador.

4.2  Solventes, reagentes e meios de cultura

Acetato de etila (Vetec)

Acetona (Synth)

Acido acético (Qhemis)

Acido sulfirico (Synth)

Acido tricloroacético (JT Baker)

Acrilamida (Sigma)

Agarose (Life technologies)

Agua bidestilada

Agua deionizada

Agua ultrapura (Millipore)

Alamar Blue TM

Alcool etilico (Vetec)



Alcool metilico (Vetec)

Alcool metilico grau HPLC (Merck)

Aldeido anisico (Vetec)

Anfotericina B (Sigma)

Azul de bromofenol (Synth)

Bis-acrilamida - N.N — metileno bis-acrilamida (Fluka)
Cloreto de sodio (JT Baker)

Diclorometano (Vetec)

DMSO (Vetec)

Dodecil Sulfato de Sédio — SDS (JT Backer)
Ergosterol (Fluka)

Fluconazol (Sigma)

Formaldeido (Qhemis)

Gel Amershan 12%

Glicina (Dinamica)

Glicose — Dextrose (Synth)

Griseofulvina (Sigma)

Hexano (Qhemis)

Hidréxido de potassio (Meck)

Hidréxido de sédio (Vetec)

Marcadores de Peso Molecular para eletroforese (Invitrogen)
Meio de cultura batata dextrose agar (Acumedia)
Meio de cultura caldo batata dextrose (Acumedia)
Meio RPMI 1640 (Sigma)

MOPS - &cido 3-(Nmorfolino) propanosulfonico (Acros Organics)

20
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Reagente de Bradford (Sigma)
Resazurina (Vetec)

Sorbitol (Difco)

Temed (JT Baker)

Terbinafina (Sigma)

Tris base - alfa, alfa, alfa-Tris (hidroximethil) Metilamina, Tris (hidroxidi metil amino
metano (JT Baker)

Tris HCI (Sigma)

4.3 Solucdes

A) Anisaldeido sulfarico

0,5 mL anisaldeido (aldeido anisico)
10 mL é&cido acético glacial

85 mL metanol

5mL &cido sulfurico concentrado

B) RPMI 2% glicose

RPMI 1640 10,49
MOPS Purificado 34,539
Glicose 20g
Agua destilada qsp 1L

Ajustar o pH para 7.0 e esterilizar por filtracéo

C) Tampéo de corrida 10X

Tris 250mM 30,39

Glicina 1,92M 144,139
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SDS 1% 109

Agua MilliQ gsp 1L
Dissolver 0 Tris e a Glicina a quente e somente apds a dissolucdo completa adicionar o

SDS.

D) Tampéo de amostra

A 6g de ureia, adicionou-se 4mL de agua milliQ e a suspensdo foi esquentada
em banho banho maria a 56°C até total dissolucdo. Em seguida adicionou-se 0,2g de
SDS, 0,2mL de solu¢do Tris HCI 1M pH6.8, 10mL de glicerina, 0,010g de azul de
bromofenol. A solugdo foi estocada em geladeida. No momento do uso foi adicionado

50Ul de 2-mercaptoetanol em 300 L do tampéo.

E) Coloracédo por Comassie Blue R350
Foi preparada solucdo diluida 1:10 com metanol: acido acético: agua destilada
3:1:6 da solucdo estoque composta por Comassie Blue 0,2% em metanol. A solucdo

descorante composta de 20% etanol, 5% &cido acético,75% agua.

F) PLAAC 1000X
Mistura-se 1mL de cada um dos seguintes inbidores: Pepstatina, Leupeptina,
Aprotinina, Antipaina, Chymostatina a 1mg/mL diluidos em DMSO. A solucdo €

aliquotada e armazenada a -20°C.
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5 METODOLOGIA
5.1 Matéria Vegetal

As partes aéreas moidas de P. umbellatum foram adquiridas do Sitio da Mata,
Rod. Cajuru / Cassia dos Coqueiros- Sdo Paulo. Lote 05SDM coletado em 16/01/2013.
Laudo anexo.

5.1.1 Autenticacado da droga vegetal

A autenticacdo da droga vegetal foi realizada pela andlise microscépica
anatdmica da folha em comparacdo com a literatura no Laboratorio de Botanica com o
auxilio do Prof. Dr. Luis Vitor Silva do Sacramento.

Fragmentos da droga vegetal rasurada (folhas) foram reidratados durante trés
dias em estufa de 60° em contato com solucdo agua: etanol 96%: glicerina (5:4:1) com
adicdo de 5 gotas de detergente a cada 200mL.

A confeccdo das laminas contendo fragmentos das folhas foi realizada conforme
protocolo de inclusdo em historresina liquida. A desidratacdo foi realizada sob Vvécuo
mantendo-se os fragmentos em contato com solugdes de etanol (70%, 96% e 100%) por
duas horas cada. A pré-infiltracdo foi realizada com solugdo etanol: resina liquida (1:1)
por duas horas sob vacuo. A infiltracdo foi realizada com po6 ativador na concentracao
de 1% em resina liquida durante 24 horas. Posteriormente, a polimerizacdo foi realizada
com solucdo de infitracdo (15mL) e Hardner (1mL) sob agitacdo. O material
emblocado foi seccionado em microtomo de rotagdo (10 pm) e afixado em laminas de
vidro e corado com azul de toluidina (pH 6,8) por trés minutos, lavado em &gua
desionizada, seco em estufa a 37°C durante 24 horas e coberto por resina Entellan

(Merck) e laminula.
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5.2 Preparo do extrato e fracoes
A Figura 3 traz o fluxograma simplificado demonstrando a origem de cada
grupo de fragdes e substancias isoladas. A obtencdo dos extratos, o fracionamento,

isolamento e purificagdo estdo detalhados nos itens descritos na sequéncia.

Figura 3 - Fluxograma da obtencéo de derivados de P. umbellatum avaliados
para atividade antifungica (CIM)

Folhas de P. umbellatum secas,
moidas e rasiradas

Maceragéo 7 dias proporcao 1:10 (m/v)
Secagem em rotaevaporador

Ext. hexéni(::o Ext. AcOEt Ext. CHCl; Ext. et:anélico
FracOes Frac()eis CC4
CC1
Frag(”)e:s CC5
[ Sesaimina ] 4I\§IC

5.2.1 Obtencao dos extratos

Foram obtidos por maceragdo na propor¢do de 1:10 (m/v) os extratos hexanico,
etanolico, cloroférmio e acetato de etila. Folhas secas e moidas foram maceradas por 7
dias em temperatura ambiente ao abrigo de luz com diferentes solventes. A partir desses
foi realizado um estudo biodirigido para definicdo de quais extratos seriam submetidos

a fracionamento.
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Para obtencdo de extratos visando o estudo dirigido de atividade antifingica,
foram utilizados 50g de droga vegetal para cada solvente. Para obtencdo dos extratos
para fracionamento, foram utilizados 200g para maceracdo com hexano e 400g para
maceracdo com etanol.

5.2.2 Fracoes liguido-liguido

O extrato hexanico seco (4,53g) foi solubilizado em 180 mL de hexano e
submetido a particdo liquido/liquido trés wvezes com wvolume igual de solugdo
MeOH/H,0 8:2, resultando em uma fracdo hexanica e uma metanolica (Figura 4).

O extrato etandlico (36,21g) foi solubilizado em 300 mL de solugdo metanol/
agua 8:2 e submetido a particdo liquido/liquido trés vezes com volume igual de hexano
resultando, nas fracGes hexano e residual/hidrometandlica.

5.2.3 Cromatografia em Coluna

Devido ao numero de fracionamentos realizados, as fracfes foram identificadas
por um numero representando a sua ordem de saida da coluna, seguido do termo CC
(Cromatografia em coluna) e o nimero da coluna correspondente. Por exemplo, 3CC9
seria a terceira fracdo coletada durante o fracionamento em coluna de cromatografia

ndmero 9.

5.2.3.1 Fracionamento do extrato hexanico

CCl: O extrato Hexanico (185,5mg) foi submetido a um fracionamento em
coluna cromatografica de silica gel 15cm x 1,4 cm (63-200um) empacotada a seco. A
amostra foi solubilizada em 1 mL do primeiro eluente e injetada na coluna. A eluicdo
foi realizada sob pressdo da gravidade por modo gradiente de concentracdo, com 0S
eluentes: Hexano 100%; Hex/AcOEt 9:1 ; Hex/AcOEt 8:2; Hex/AcOEt 73 ;
Hex/AcOEt 614 ; Hex/AcOEt 1:1 ; MeOH. Foram coletadas fracdes a cada 50mL em

um total de 15 fragdes, que foram secas em capela e pesadas.
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Figura 4 — Fluxograma do fracionamento do extrato hexanico de partes aéreas de
P. umbellatum por particao liquido-liquido seguida de cromatografia em coluna.

Extrato hexanico de P.
umbellatum (4,53g)

Solubilizacdo em 180mL Hexano
Particdo liquido-liquido em funil de separagdo com
metanol/agua 8:2 (180mL 3x)

Fracdo metandlica ~ -
Fracdo hexanica
(813mg) (3.520)

Cromatografia em coluna (CC2)

Fracdo 3

Cromatografia em coluna (CC3)

FracOes 14-19

Lavagem com MeOH e filtracdo sob vacuo

Sesamina

CC2: A fracdo metandlica do extrato hexanico HM (813mg) foi submetida a um
fracionamento em coluna cromatogréfica silica gel 27,5 cm x 1,4 cm (63-200um)
empacotada a Umido. A amostra foi solubilizada em 2 mL do primeiro eluente e injetada
na coluna A eluicdo foi realizada sob pressdo da gravidade por modo gradiente de
concentragdo (Hex/AcOEt 7:3; Hex/AcOEt 64 ; Hex/AcOEt 1:1 ; AcOEt/MeOH 1:1;
MeOH). Foram coletadas fracbes a cada 18mL em um total de 21 fragOes, que foram
secas em capela e pesadas..

CC3: A fracdo 3 da CC4 (278,5mg) foi submetida a um fracionamento em
coluna cromatogréafica em silica gel 24 x 0,9 cm (40-63um) empacotada a seco. A

amostra foi solubilizada em 0,7 mL do primeiro eluente e injetada na coluna A eluicdo
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foi realizada sob pressdo com ar comprimido por modo gradiente de concentracao
(Hex/AcOEt 9:1; Hex/AcOEt 82 ; Hex/AcOEt 7:3; Hex/AcOEt 6:4; AcOEt 100%;
MeOH). Foram coletadas fracbes a cada 5 mL em um total de 33 fracOes, que foram
secas em capela e pesadas e reunidas de acordo com seu perfil cromatografico em CCD.
A lavagem do grupo de fracGes 14-19 levou a precipitacdo da Substéncia 1, que foi

identificada como a sesamina.

5.2.3.2 Fracionamento do extrato etandlico

CC4: A fracdo hexanica do extrato etandlico de P. umbellatum (22g) foi
submetida a um fracionamento em coluna cromatografica de silica gel 11 x 10 cm (63-
200um) empacotada a seco. A amostra foi misturada a massa igual de silica gel (63-200
um), solubilizada no primeiro eluente e seca em capela, para aplicacdo solida. A eluicdo
foi realizada sob pressdo reduzida (vacuo) por modo gradiente de concentragdo: Hex
100%; Hex/AcOEt 9:1 ; Hex/AcOEt 82 ; Hex/AcOEt 7:3 ; AcCOEt ; MeOH. Foram
coletadas fragdes a cada 750mL em um total de 8 fracBes, que foram secas em
rotaevaporador e pesadas. Essa e as cromatografias em coluna descritas na sequéncia
estdo melhor detalhados na Figura 5.

CC5: A fracdo 5 coletada da CC4 (3,5g) foi submetida a um fracionamento em
coluna cromatografica de silica gel 17cm x 3 c¢cm (40-63um) empacotada a seco. A
amostra foi misturada a massa igual de silica gel (63-200 pm), solubilizada no primeiro
eluente e seca em capela, para aplicagdo solida. A eluicdo foi realizada sob pressdo
reduzida (vacuo) por modo gradiente de concentracdo: Hex ; Hex/AcOEt 91 ;
Hex/AcOEt 8:2 ; Hex/AcOEt 1:1; MeOH. Foram coletadas fracbes a cada 50mL, em

um total de 18 fragdes, que foram secas em capela e pesadas..
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Figura 5- Fluxograma do fracionamento do extrato etanolico de partes aéreas

de P. umbellatum

Extrato etanblico de P. umbellatum
(369)

Solubilizacdo em metanol/agua 8:2
Particdo liquido- liquido

(229)

Fracdo hexano

Fracdo metanol/agua

Cromatografia em coluna (CC4)
Silica gel 11 x 10cm (63-200pm). Grad. Hex-AcOet

Fracdo 5CC4 (79)

Cromatografia em coluna (CC5)
Silica gel 17 x 2,8cm (40-63pm). Grad. Hex-AcOet

Fracdo 11CC5
(766mg)

Cromatografia em coluna (CC6)
Silica gel 16,5 x 4,6 cm (40-63pm). Eluida com CH,Ch

Fracoes Fracoes
7-9CC6 10-13CC6
(45mg) (191mg)
Lavagem e Cromatografia em coluna (CC6)
filtracdo com Silica gel 22 x 2,8 cm (40-63pm).
MeOH Eluida com Hex/EtOH 955
PPT2 Fracoes 17-
(14 mg) 22CC7
(96,6mg)
CLAE Prep

4-nerolidilcatecol
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CC6: A fracdo 11 obtida em CC5 (766mg) foi submetida a um fracionamento
em coluna cromatografica de silica gel 16,5 cm x 4,6 cm (40-63 pm) empacotada a
seco. A amostra foi misturada a massa igual de silica gel (63-200 um), solubilizada no
primeiro eluente e seca em capela, para aplicacdo sélida. A eluicdo foi realizada sob
pressdao com ar comprimido em modo isocratico com CH,CkL. Foram coletadas fracGes a
cada 100mL em um total de 23 fraghes, que foram secas em capela e pesadas. As
fracbes foram juntadas segundo o perfl em CCD. As fragdes 7 a 9 formaram um
precipitado quando lavadas com MeOH que chamamos de PPT2, conforme
exemplificado na Figura 5.

CC7: As fragdes 10-13 obtidas em CC6 foram reunidas (191mg) e submetidas a
um fracionamento em coluna cromatografica de silica gel 15 cm x 1 cm (40-63 pm)
empacotada a seco. A amostra foi misturada a massa igual de silica gel (63-200 pm),
solubilizada no primeiro eluente e seca em capela, para aplicacdo solida. A eluicdo foi
realizada sob pressdo com ar comprimido com 300 mL de solugdo Hex/EtOH 955 e
lavada com 100 mL de Hex/EtOH 1:1. Foram coletadas fracGes a cada 15 mL em um
total de 24 fragdes, que foram secas em capela e pesadas.. As fracbes 17 e 18, 19-22
foram consideradas semelhantes apds andlise em CCD, reunidas e submetidas a CLAE
analitico e depois preparativo para isolamento da substancia 2 (4NC), conforme
demonstrado na Figura 5.

5.3 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Apo6s cada fracionamento efetuado, analisou-se o perfil cromatografico das
fracdes. As andlises em CCD foram realizadas em placas de vidro cobertas com silica
gel G60 Merck® (10-20 x 20 cm x 0,25 mm) ou cromatofolhas de aluminio Merck,

utilizando como fase mdvel Hex/AcOEt (7:3, viv, 100,0 mL) e aplicagdo de 6-7,5uL das
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amostras com micropipeta (5,0-10,0 mg/mL, AcOEt) e anisaldeido sulfirico como
revelador.
5.4 Pré-tratamento das amostras para CLAE

As amostras submetidas a CLAE analitico ou preparativo foram submetidas a
“clean up” composto por extracdo de fase solida em cartucho de C18 (500mg) com 1
mL da amostra na concentragdo de 5 mg/mL em solucdo MeOH/H,O 9535 eluido com 4
mL da mesma solugdo utilizando-se pressdo com ar comprimido. As amostras foram
secas em capela, pesadas e posteriormente solubilizadas em solugdo MeOH/H,O 80:20
e filtradas em membrana de PVDF de poro 0,22m.

5.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As andlises e fracionamento foram realizadas em cromatografo liquido de alta
eficiéncia Perkin Elmer Flexar, modo analitico e preparativo, constituido por Bomba
quaternéria, degaseificador, injetor manual Rheodyne® de 6 pérticos com “loop” de 20
uL, detector UV/VIS, programa gerenciador de dados Chromera® 4.1.0.6386.

As amostras foram analisadas e o método foi desenvolvido em coluna Hypersil
Gold® C-18 (250 x 4,6 mm x 5 pm). Injecdo de 20 pL na concentragdo de 3 mg/mL,
leitura de absorbancia em 254nm.

A amostra foi fracionada no modo preparativo em coluna Agilent Eclipse XDB
C-18 (250 x 21,20 mm x 7 pm, Zorbax). Injecdo de até 1 mL (em loop de 1 mL) na
concentracdo de 15 mg/mL, leitura de absorbancia em 254nm.. O método de eluicdo foi
MeOH/H,O 85:15 por 45 min sob vazdo 8 mL/min. A Substancia 2 (4NC) foi coletada

com tempo de retengdo de 35 min.
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5.6 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrometro BRUKER Fourier 300, 7
Tesla, operando a 300 MHz para *H e 75 MHz para 3C. Como solvente foram utilizados
CDCl; e DMSO-ds. Os deslocamentos quimicos foram expressos em unidades & (ppm)
e as constantes de acoplamento (J) em Hz.
5.7 Diluicgéo dos extratos vegetais e fracoes

Os extratos foram diluidos em DMSO obtendo-se a concentragdo de 50 mg/mL,
sendo posteriormente feita diluicio 1:10 com RPMI 1640 para utilizacdo nos testes.
ANC e a fracdo 11CC5 foram diluidos com RPMI 1640 para a concentragdo de 625

pg/mL.

5.8 Ensaios de atividade microbiolégica
5.8.1 FEungos

Neste trabalho foram utilizados isolados clinicos de T. rubrum e M. canis
cedidos pela professora Dra. Ana Marisa Fusco Almeida do Departamento de Andlises
Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP.

A manutencdo dos fungos foi realizada por repique semanal em Agar batata
dextrose.

5.8.2 Preparo do inéculo

As linhagens de M. canis e as de T.rubrum foram incubadas em agar batata a 28
°C por 7 dias. Foram entdo submetidas a contagem de células em 1mL de salina 0,85 %
estéril e diluichio em RPMI 1640 para obtencdo de indculo a 5,0 x 103 UFC/mL.

5.8.3 Determinacao da concentracao inibitoria minima (CIM)
Para determinagdo da CIM foi utilizada a metodologia do CLSI M38-A2 CLSI,

2008. Foi realizada uma diluicdo seriada (1:1) na propria microplaca de 96 pogos,
adicionando-se 100 pL do meio (RPMI 1640) e 100 pL das amostras diluidas em

DMSO. Os pocos foram homogeneizados e o volume de 100 pL de cada pogo foi
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transferido para a coluna seguinte, e o volume aspirado da Ultima coluna de amostra.
Apos a diluicdo seriada, foi adicionado 100 pL do indculo a 5,0 x 108 UFC/mL. O
controle negativo foi constituido apenas de meio de cultura e o controle positivo
constituido pela suspensdo fungica e meio de cultivo. A faixa de concentracdo das
amostras variou de 1250 a 9,7 pg/mL e, para a fracdo 11 e 4NC a faixa foi de 156,3 a
1,2 pg/mL. Foram utilizados como controles os antifingicos anfotericina, fluconazol,
griseofulvina e terbinafina, na faixa de concentragdo de 16 a 0,125 pg/mL.

A determinacdo da CIM foi realizada por leitura visual ap6s incubacdo da placa
em estufa a 28°C por 4 dias ou até verificar crescimento e também utilizando-se

resazurina (0,001 %) como revelador.

5.8.3.1 Interacdo de ergosterol e sorbitol exdgenos

Os objetivos desses estudos s@o 0 esclarecimento dos mecanismos de acdo dos
extratos e fraghes. Apenas as amostras que apresentaram alta atividade antifingica
(<100 pg/mL) foram submetidos aos testes de mecanismos de acao.

Esta metodologia € uma variacdo do CIM, mas com a adicdo de 0,8 mol/L de
sorbitol ou 400 pg/mL de ergosterol. O CIM foi determinado sob as mesmas condigdes
descritas anteriormente e realizados em triplicata. Caso a amostra atue se ligando ao
ergosterol, a adicdo de ergosterol exdgeno aumenta a quantidade de substrato para a
amostra, diminuindo a ligacdo a célula e, consequentemente, diminuindo a atividade
antifingica. O sorbitol atua na estabilizacdo da célula permitindo uma sobrevida caso a
amostra testada atue causando um desequilibrio osmdtico na mesma (DE OLIVEIRA
PEREIRA et al., 2013).

5.9 Determinacéo da Citotoxicidade
A citotoxicidade “in vitro” foi realizada frente as linhagens celulares Hep G2

(hepatocarcinoma humano) e MRC-5 (fibroblasto pulmonar humano). A incubacdo foi
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realizada em microplaca de 96 pocos com fundo chato incubando-se em meio
DMEM+F10, a 37 °C em atmosfera de 5% de CO, durante 24h até formacdo de tapete
celular. O meio foi retirado e adicionou-se 100 pL das amostras testadas e a placa foi
submetida a incubacdo por 24 h. A leitura foi realizada em leitor de microplaca Synergy
H1 (BioTek®) por fluorescéncia com excitacdo a 530 nm e emissdo a 590 nm apds 4 h
da adicdo do corante Alamar Blue a 10 % (AHMED et al., 1994).

As amostras sofreram diluicOes sucessivas 1:1, abrangendo a faixa de 500 a 0,49
pg/mL. Perdxido de hidrogénio a 10% foi utilizado como controle positivo de morte
celular.

O caélculo para se estabelecer a porcentagem de viabilidade celular para cada
concentragdo foi feito em Microsoft Office Excel e segundo a equacdo demonstrada

CN

Onde CN ¢é o valor de absorbancia do controle negativo indicando 100 % de
viabilidade celular, composto pelo tapete celular e meio de cultura, sem adicdo de
nenhum outro composto e A € o valor de absorbancia da amostra.

O célculo do ICsq foi realizado através do software GraphPad Prisma através da
obtencdo da equacdo da reta em regressdo sigmoidal em gréfico log(concentracdo) x
viabilidade.

5.10 Avaliacdo da alteragdo no perfil proteico em eletroforese gerada por tratamento
com 4NC

Apo6s M. canis ser cultivado em Agar batata por sete dias, realizou-se suspensao
das celulas em salina e contagem em cémara de neubauer. Foram realizados trés
indculos em erlenmeyers contendo 150 mL de caldo batata dextrose de forma que a

concentracdo final fosse 5 x 10° UFC/mL em cada. Apds 7 dias, um indculo ndo foi
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tratado, constituindo o controle negativo, outro foi tratado com 1,5mL de DMSO e o
altimo tratado com 4NC (diluido em 1,5mL de DMSO) na concentracdo de 92x CIM.
Apds mais 7 dias, os indculos foram filtrados a vacuo separadamente.

5.10.1 Obtencdo de proteinas extracelulares

Os filtrados, que constituem as proteinas secretadas ou extracelulares, tiveram as
proteinas precipitadas com solucdo TCA 10% solubilizado em acetona 90%
(adicionadas ao filtrado na propor¢do 1:1 v/v) “overnight” sor refrigeragdo ¢ entdo
centrifugados a 11,5G (11000 rpm) por 15 minutos e lavados trés vezes com solucéo
acetona 90% e centrifugados nas mesmas condicbes. As proteinas foram entdo
solubilizadas em solugdo Tris 10mM pH 6,8 e submetidas a dosagem.

5.10.2 Obtencao de proteinas intracelulares

Para obtencdo das proteinas intracelulares presentes na massa fungica, realizou-
se congelamento com nitrogénio liquido seguido de pulverizacdo com auxilio de grau e
pistilo até obtencdo de pd fino. O conteldo foi suspendido em solugdo TrisHCI 10mM
pH8.8 (proporcdo 1:1 v/) acrescido dos inibidores de protease PLAAC 1x e
PMSFlug/mL e centrifugado a 5000 RPM por 45 minutos (DE OLIVEIRA et al.,
2014). Para precipitagdo das proteinas, procedeu-se conforme descrito no item Obtencao
de proteinas intracelulares .

5.10.3 Dosagem de proteinas

A dosagem foi realizada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).
Adicionou-se 100y da amostra a 3mL do reagente de Bradford e realizou-se leitura da
absorbancia a 595nm. O célculo da concentracdo foi realizado através da equacdo da
reta (concentragdo X absorbancia) obtida de curva padrdo de concentragdes conhecidas

(de 50 a 250 pg/mL) de soro albumina bovino.
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5.10.4 Analise protedmica

As proteinas precipitadas intra e extracelulares foram analisadas por eletroforese
em gel de poliacrilamida 12% com o sistema Amersham ECL Gel. A corrida foi
realizada com tampdo composto por 25 mM Tris,192 mM glicina, 0.1% SDS, pH 8.3. A
voltagem utilizada foi de 160V (incluido o tempo de pré-ativacdo do gel) e a revelacdo
foi realizada por Comassie Blue.

As bandas diferencialmente expressas quando comparados os perfis proteicos
apos tratamento com DMSO ou 4NC foram recortadas do gel, descoradas e digeridas in
situ com tripsina e encaminhadas para analise por espectrometria de massa LC-MS/MS
em parceria ao Centro de Quimica de Proteinas FMRP-USP sob a coordenacéo do Prof.
Dr. José César Rosa.

As bandas recortadas foram lavadas com solucdo acetonitrila 50% em
bicarbonato de aménio 0,1 M, pH7.8 para descoloracdo do Comassie e remogéo de SDS
e posteriormente lavadas com acetonitrila pura.As bandas foram secas em SpeedVac e
reidratadas em solucdo em bicarbonato de aménio 0,1M contendo 0,5ug de tripsina
(Promega) por 24 horas a 37°C e interrompida pela adicdo de 5uL de &cido formico. Os
peptideos foram extraidos dos géis e dessalinizados em “micro-tips” contendo resina de
fase reversa (POROS R2 (PerSeptive Biosystems).

As amostras foram solubilizadas e submetidas a cromatografia de fase reversa
utilizando um sistema nano-HPLC (Shimadzu) e os fragmentos foram analisados em
sistema off-line  MALDI-TOF-TOF (Axima Performance, Kratos-Shimadzu). Os
fragmentos  obtidos  foram  submetidos ao programa MASCOT  (Matrix

Science, http//www.matrixscience.com). e pesquisados contra o0 banco de dados

SwissProt. As sequéncias obtidas foram blastadas pela base de dados UniProt

(http/Amwww.uniprot.org/) para identificacdo por pareamento com sequéncias conhecidas


http://www.matrixscience.com/
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de proteinas. A sequéncia FASTA das proteinas identificadas foram comparadas as
proteinas  descritas em  dermatofitos através do  blastp  Broadlnstitute

(http/Avww.broadinstitute.org/), que se trata de uma base de dados mais completa para

fungos.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Autenticacdo da droga vegetal

A Figura 6 nos permite autenticar a droga vegetal através da comparacdo da
analise anatdmica em comparacdo com a literatura.

Em estudos da anatomia e histologia de folhas de P. umbellata, a planta é
descrita por apresentar folhas hipoestomaticas, sendo possivel visualizar em ambas as
faces da folha idioblastos volumosos e ovalados e tricomas tectores curtos unisseriados,
pluricelulares e com &pices agudos (Figura 6A-C). Na regido do limbo, foram descritas
células epidérmicas retangulares em secdo transversal, cuticula adaxial espessa,
parénquima palicadico composto por uma camada, parénquima lacunoso com uma a trés
camadas (Figura 6A). Na regido da nervura central e conforme demonstrado na Figura
6D-E, foi descrito um feixe vascular na regido mediana e a presenca de idioblastos com
contetdo rico em lipideos (GOGOSZ et al., 2012& MARINHO, 2008).

A analise anatdmica da folha realizada na autenticacdo da droga vegetal abordou
a regido do limbo e da nervura central, apresentando também a estrutura, o volume e a
forma do parénquima, porém prejudicados por se tratar de uma droga vegetal
posteriormente reidratada. Ainda assim foi possivel verificar as principais estruturas
identificadoras da espécie. Na regido do limbo podem-se observar células colunares

formando o parénquima, em ambas as faces pode ser visualizado idioblastos volumosos


http://www.broadinstitute.org/

37

arredondados e a presenca de tricomas tectores unisseriados pluricelulares de apice
agudo (Figura 6C).

Na andlise da nervura central, apesar de ndo podermos identificar a nervura
principal no material vegetal adquirido e termos trabalhado com uma nervura
secundaria proeminente, foi possivel observar a manutencdo do padrdo vascular do
xilema com um Unico feixe vascular e a presenca de idioblastos oleiferos préximos a

epiderme (Figura 6F).
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Figura 6 — Autenticacdo de droga vegetal por fotomicrografias de sessdes transversais foliar de P. umbellatum. A ' e C, Regies do limbo;
B,! eletromicrografia de varredura detalhando tricomas tectores; D-E * e F, regido da nervura central. Eb: epiderme abaxial; Ed: epiderme
adaxial; F: Floema; fv: feixe vascular; H: hipoderme; Id: idioblasto; O: oleifero; PL: parénquima lacunoso; PP: parénquima palicadico. CI:
colénquima; Tt: tricoma tector; X: Xilema. FONTE: *MARINHO, 2008.
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6.2 Obtencéao dos extratos

Os extratos brutos de P. umbellatum foram obtidos através de maceracdo com
diferentes solventes buscando um extrato mais rico em 4NC, ou uma alternativa mais
vidvel para extracdo do mesmo, bem como verificar a diferenca da atividade antifungica
em funcdo do solvente extrator. A partir desses extratos foram realizados
fracionamentos sequenciais e, durante esse processo, algumas outras moléculas e
precipitados foram obtidas. Paralelamente, as frac0es e precipitados obtidos foram
sendo testados para ensaios bioldgicos de atividade antifingica.

As massas obtidas pelo processo de maceracdo com diferentes solventes foram:
1,589 hexano (3,16%); 4,31 AcOEt (8,62%); 4,049 cloroférmio (8,08%) e 4,739
(9,46%) etanolico. Um perfil cromatografico dos extratos diluidos pode ser visto na
Figura 7. Para o fracionamento em maior escala, foram obtidos, apds secagem em
rotaevaporador e posteriormente em capela, 7,34g de extrato hexanico (3,67%) e 36,219
do extrato etanolico (9,05%).
Figura 7 — Anélise CCD em silica gel de extratos de partes aéreas de P. umbellatum
obtidos com diferentes solventes. Aplicacdo de 15 pL na concentracdo de 10mg/mL.
Anisaldeido sulfurico como revelador. Ordem de aplicacdo: 1- extrato hexanico; 2-

extrato etandlico; 3- extrato AcOEt; 4- extrato Hex/AcOEt 1:1 ; 5- Padrdo 4NC isolado
previamente.

™
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Notamos a presenca de bandas majoritarias presentes de maneira semelhante em
todos os extratos. O Rf e a coloracdo obtida pela eluicdo do 4NC nesta CCD serviram
como marcadores para todo o estudo.

6.3 Fracionamento por Cromatografia em coluna

A CCD do fracionamento do extrato hexanico de P. umbellatum denominada
CC1 pode ser visualizado na Figura 8. A baixa atividade biologica destas fracdes fez
com que o estudo ndo continuasse nesta dire¢éo.

Figura 8 — Anélise CCD em silica gel 60G do fracionamento CC1 . CondicGes de
eluicdo da CCD: Hex/AcOEt 7:3. Revelador: Anisaldeido sulfirico

1 2 3 & Deilidiil 9 10 11 1213 14 15

O fracionamento do extrato hexanico inicialmente visava a obtencdo do 4NC,
pois seu isolamento ja havia sido descrito através desse extrato (JANUARIO, 1994&
KIJJOA, 1980).

Na Figura 9 pode-se visualizar a CCD do fracionamento da particdo metandlica
do extrato hexanico (HM), obtida com MeOH 80% do extrato hexanico de P.

umbellatum denominada CC2 que gerou 21 fracGes.
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Figura 9— Analise CCD em silica gel 60G do fracionamento CC2. Condi¢des de
eluicdo da CCD: Hex/AcOEt 7:3. Revelador: anisaldeido sulfirico.

1. 22 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

A fracdo 3CC2 foi novamente fracionada e a andlise CCD do fracionamento
CC3 pode ser observada na Figura 10. As fragbes 14 a 19 foram reunidas e lavadas
com MeOH, obtendo-se um precipitado denominado Substancia 1, que posteriormente

analisada em RMN e identificada como sendo a sesamina.

Figura 10 — Analise CCD em silica gel 60G das fracdes provenientes de CC3.
Condicbes de eluicdo da CCD: Hex/AcOEt 7:3. Revelador: anisaldeido sulfurico.

Apesar da hipotese inicial de que o isolamento do 4NC a partir do extrato
hexanico seria mais facil, o rendimento (massa) de extrato obtido por maceracao
inviabiliza o processo.

Na Figura 11 pode ser observado a CCD proveniente do fracionamento da
fracdo hexanica do extrato etandlico de P. umbellatum denominada CC4. A escolha da

fracdo 5CC4 para o fracionamento se deu tanto pela atividade microbiolégica quanto
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pela presenca do 4NC, resultando nas fragbes observadas na Figura 12.

Figura 11 — Analise CCD em silica gel 60G da CC4. Condi¢des de eluicdo da CCD:
Hex/AcOEt 8:2. Revelador: Anisaldeido sulfrico.

Figura 12 — Analise CCD em silica gel 60G das fracdes provindas de CC5.
Condigdes de eluicdo da CCD: Hex/AcOEt 7:3. Revelador: anisaldeido sulfirico

: .. »
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A fracdo 11CC5 foi escolhida para dar continuidade ao fracionamento devido a
sua atividade antifungica e sua massa total. O fracionamento denominado CC6 levou a
um grupo de fragdes enriquecido em 4-NC e a uma fragdo em que ocorreu precipitagdo

com metanol (Figura 13).
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Figura 13 — Andlise CCD em silica gel 60G do fracionamento CC6. Condicdes de
eluicdo da CCD: Hex/AcOEt 7:3. Revelador: anisaldeido sulfurico. A: todas as fracGes
coletadas. B: andlise das fracbes apOs serem reunidas e do PPT2 obtido por lavagem
com MeOH
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As fracBes 10-13CC6 foram entdo reunidas (191mg) e eluidas sob as condicbes
descritas pela CC7 e o resultado obtido esta demonstrado na Figura 14. As fragdes
foram reunidas em dois grupos devido ao perfil cromatografico e aspecto visual de

coloragéo: 17-18 (amarelo); 19-22 (verde).

Figura 14 — CCD em silica gel 60G do fracionamento CC7. CondicGes de eluicdo da
CCD: Hex/AcOEt 7:3. Revelador: anisaldeido sulfurico. A: todas as fracdes coletadas.
B: FracBes de 17 a 24 diluidas pela metade da concentracdo apresentada em A.
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6.4 Analisesem CLAE-UV
Visando o isolamento do 4NC, os dois grupos de fragbes reunidos que

apresentaram perfil semelhante em CCD (17-18 e 19-22 CC7), foram analisados em
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CLAE-UV para uma analise mais minuciosa quanto a presenca de impurezas. O método
de andlise foi desenvolvido através de uma analise inicial em gradiente exploratorio

(Figura 15) e depois transferido e ajustado para modo isocratico (Figuras 16 e 17).

Figura 15 — Cromatograma em CLAE-UV da fragdo 17-18 da CC7. Condi¢Oes de
analise: Modo gradiente 25min 60-100% MeOH, 15 min MeOH 100%. Vazdo 1
mL/min, leitura em 254nm.

40
% :
:P
) T
£ "
£ &
?725 Z
£ .
i
[ ]
m
&8
G
L]
< e 2zl | 8 E =
0 Bl E B
.
§ 2 |8 & - @
|| 0o e J| o ™
= . VAT N N S
2
0 H 10 15 ¥li] L1 k! % 40

Timd (min}

Figura 16 — Cromatograma em CLAE-UV da fracdo 17-18 da CC7. CondicOes de
andlise: Modo isocratico 85% MeOH. Vazdo 0,4 mL/min, leitura em 254nm.
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Figura 17 — Cromatograma em CLAE-UV da fracdo 19-22 da CC7. Condicdes de
analise: Modo isocratico 83% MeOH, 17% H,0, vazdo 0,4 mL/min, leitura em 254nm.
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Para transposicdo para o modo preparativo, foi escolhido 0 método com 85% de

MeOH, onde o pico majoritario foi coletado aos 35 minutos da corrida, conforme visto

na Figura 18.

Figura 18 — Cromatograma em CLAE-UV PREP para obtencdo da Substancia 2.
Condicdes de analise: Modo isocratico 85% MeOH, 15% H,O, vazdo 8 mL/min, leitura em
254nm.
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ApoOs secagem em rotaevaporador com adicdo de AcOEt para eliminacdo da
agua, a amostra coletada foi solubilizada novamente, submetida ao mesmo tratamento e

analisada novamente, conforme demonstrado na Figura 19.

Figura 19 — Cromatograma em CLAE-UV da Substéancia 2. Condicdes de analise: Modo
isocratico 90% MeOH, 10% H,0. Vazdo 1mL/min, leitura em 282nm.
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6.5 ldentificacdo de substancias

6.5.1 Substancia 1 - Sesamina

A substancia 1 foi identificada como sendo a lignana sesamina (Figura 20). Essa
substancia ja foi isolada nessa mesma espécie e em outras da mesma familia
(BERGAMO, 2003). A identificacdo foi feita pelo espectro obtido de RMN de *H e 13C
(Figura 19) em comparagdo com a descricdo na literatura, conforme demonstrado na
Tabela 1.

O singleto em & 5,99 observado no RMN de 'H da substancia 1 (Tabela 1, Figura
19) corresponde aos grupamentos 3,4-metilenodioxifenilicos ligados a unidade furénica
em equatorial (eq.). Os sinais em & 4,10 e 3,74 correspondem aos H 9 e H 9°, nas
posicdes axial (ax) ou equatorial (eq). O espectro de RMN de 3C (Tabela 1, Figura 22)
confirma a estrutura da lignana sesamina. Os sinais de RMN 'H e RMN 13C estdo de
acordo com os dados obtidos na literatura (BERGAMO, 2003,SILVA et al., 2014).

Figura 20 - Estrutura molecular da substancia 1 — sesamina.
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Tabela 1 - Dados de RMN de *H e 3C da substancia 1 (6 ppm, DMSO-ds, 300 MHz
IH e 75Hz 13C) obtidos experimentalmente em comparacdo com a literatura (6 ppm,
DMSO-ds, 300 MHz *H e 75Hz 3C).

13
. . . C
* 13
CARBONO 1 H obtido 1 H literatura C obtido lite ratura®
1,1 - - 135,5 135,2
2,2' 6,95d (J=0,6Hz 6,85d(J=12Hz) 106,6 106,7
3,3 - - 146,5 1479
4,4 - - 147,4 148,2
55 6,85d (J=8,1Hz) 6,77d(J=8,4H2) 108,0 108,4
: 6,83dd J=15e 6,79dd (J=84¢
6,6 8.1 H2) 12) 1194 119,5
7,7 462d(J=4,2Hz) 471d(J=42H2) 84,9 86
8,8' 3,01 3,05 m 53,8 54,5
99 e 4,10dd J=69e 4,23dd(J=9,2e
& 9,0 H2) 6,9 H2) 10 1o
9.9' ax 3,74dd J=3,3e 3,86dd(J=92¢ ’ '
’ 9,0 Hz) 3,6 Hz)
-OCH,0- 5,995 5,965 100,9 101,3
*(SILVA et al., 2014)
Figura 21 - Espectro de RMN *H da substancia 1 (300 MHz, DMSO-ds).
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Figura 22 - Espectro de RMN 13C da substancia 1 (75 MHz, DM SO-d).
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6.5.2 4- nerolidilcatecol

A substancia 2 foi identificada como sendo o principal composto com atividade
bioldgica presente na planta, o 4-nerolidilcatecol (Figura 23). A identificacdo foi
realizada através da obtencdo dos espectros de RMN !H e 13C (Figuras 24 e 25) em
comparacdo com a literatura, conforme demonstrado na Tabela 2.

O espectro de RMN de *H (Tabela 2, Figura 24) do 4-nerolidilcatecol apresenta
sinais caracteristicos de hidrogénios aroméaticos e alifiticos. Os sinais na regido entre o
5 e 6 (ppm) sdo normalmente atribuidos a olefinicos, com isso, os sinais em & 5.06 e
5,98 foram atribuidos, respectivamente, aos hidrogénios ligados aos carbonos C-1’ e C-
2’, enquanto os hidrogénios ligados aos carbonos C-6° e C-10° apresentaram
deslocamento quimico ¢ 5,07 € 5,98. Os sinais na regido entre 6 1 e 2 (ppm) geralmente

correspondem a metilas, conforme podemos ver em 6 1,32 (3H), 6 1,67 (3H), 1,51 (3H)
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e 6 1,59 (3H), enquanto o deslocamento quimico dos trés Ultimos sinais confirmam a
presenca de destes proximos a dupla ligacdo, estes sinais foram atribuidos aos
hidrogénios ligados aos carbonos C-12°, C-13’, C-14’ e C-15’, respectivamente. Os
sinais correspondentes aos hidrogénios aromaticos apresentaram deslocamento quimico
em d 6,85, 6 6,73 ¢ em 6 6,76, que foram atribuidos aos carbonos C-3, C-5 e C-6,
respectivamente, confirmando o grupamento catecol.

O espectro de RMN de 3C (Tabela 2, Figura 25) confirma a estrutura do 4-
nerolidilcatecol. Os sinais obtidos em & 141,4 e 6 143,2 sdo caracteristicos do sistema
catecol, correspondendo aos carbonos C-1 e C-2. Os sinais de RMN 'H e RMN 13C
estdo de acordo com os dados obtidos na literatura (BERGAMO, 2003& GUSTAFSON

et al., 1992& KIJJOA, 1980).

Figura 23 - Estrutura molecular substancia 2 — (4-nerolidilcatecol).
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Tabela 2 - Dados de RMN de *H e de **C da substancia 2 (6 ppm, CDClz, 300 MHz
1H e 75Hz 13C) em comparagdo com a literatura (6 ppm, CDClz, 500 MHz H e 75Hz

13C),

Carbono H 1H literatura* 13C 13C literatura*
1 - - 141,4 141,3
2 - - 143,2 143,0
3 6,84 (d, J=1,8H2) 6,83 (d, J=2,0 Hz) 115,1 114,3
4 - - 141,3 115,0

6,74 (dd, J =18 e 8,4|6,74 (dd, J = 83 e
5 Hz) 2,0 Hz) 119,3 119,2
6 6,79 (d, J=8,4 Hz) 6,78 (d, J = 8,3 Hz) 114,3 141,1
5,07 (dd, J = 10,8 e 1,2{5,05 (dd, J = 10,7 e
1' Hz) 1,2 Hz) 111,7 111,6
5,98 (dd, J=10,5e 17,4597 (dd, J = 17,6 e
2' Hz) 10,7 Hz) 147,2 147,1
3 - - 43,9 43,8
4 1,94 (m) 1,94 (m) 41,3 41,1
5' 1,77 (m) 1,71 (m) 23,3 23,1
5,01 (dd, J=17,6, 1,2
6' 4,99 (d, J=1,5 Hz) Hz) 124,5 124,4
7 - - 135,1 135,0
8' 2,03 (m) 2,03 (m) 39,8 39,6
9 1,94 (m) 1,78 (m) 26,9 26,7
10' 5,08 (m) 5.08 (m) 1247 124,6
171 - - 131,5 131,4
12' 1,32 (5) 1,31 (s) 25,1 24,9
13 1,67 (d) 1,67 (s) 16,1 15,8
14' 1,51 (s) 1,51 (s) 25,8 25,6
15' 1,59 () 1,59 (s) 17,8 17,6

*(GUSTAFSON etal., 1992)
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Figura 25 - Espectro de 3C (75 MHZ, CDCls) da substancia 2.
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6.6 Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM)

A classificacdo quanto a capacidade de inibicdo em relacdo a concentracdo é
controversa: ALIGIANNIS et al., 2001 considera uma faixa mais ampla para valores de
CIM para extratos classificados como fracos se estdo acima de 1,6mg/mL; inibidores
fortes até 0,5mg/mL e moderados na faixa entre essas duas concentracdes. COS et al.,
2006 considera que os valores adequados em ensaios bioldgicos para caracterizar
atividade seletiva e relevante como sendo de 100 pg/mL para extratos e 25 pM para
compostos puros. Para nossos estudos, foi utilizado a faixa descrita por HOLETZ et al.,
2002, classificando como boa atividade extratos com CIM menor que 100 pg/ml,
atividade moderada entre 100 e 500 pg/mL e inativo acima de 1000 pg/mL.

A triagem inicial da atividade antifungica foi realizada com extratos de P.
umbellatum obtidos por maceracdo utilizando-se diferentes solventes: hexano, acetato
de etila, cloroférmio e etanol e um extrato aquoso obtido por infusdo. Foram utilizados
como controle anfotericina B, fluconazol e griseofulvina. A atividade antifingica

demonstrada frente a M. canis e T. rubrum estdo apresentados na Tabela 3.

Os extratos que apresentaram maior atividade antifingica foram o etandlico e o
cloroférmico, frente a M. canis (39,1 e 78,1 pg/mL, respectivamente), com diferenca de
uma a duas diluicbes na placa de microdiluicdo quando avaliados frente a T. rubrum
(156,3 pg/mL para ambos). O extrato provindo de extracdo com acetato de etila
demonstrou atividade mediana para M. canis e baixa frente a T. rubrum. A atividade dos
extratos aquoso e hexanico demonstraram valores de CIM mais baixos que 0s demais

tanto para M. canis quanto para T. rubrum.



Tabela 3 - Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) de diferentes extratos de P.
umbellatum e antifingicos.

Amostras

CIM (ug/mL)

Microsporum canis

Trichophyton rubrum

Extrato Hexanico
Extrato Acetato de Etila
Extrato Etandlico

Extrato Cloroformio
Extrato Aquoso (Infuséo)
Anfotericina B
Fluconazol

Griseofulvina
Terbinafina

1250
78,1
39,1
78,1
1250
0,25
16
2
2

1250
625
156,3
156,3
>1250
0,25
16
0,5
0,5
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A capacidade antimicrobiana do extrato hidroetanolico (EtOH 75 % viv) de P.

umbellatum foi demonstrada frente a diferentes bactérias, com valores de CIM de 25

ug/mL para Klebsiella pneumoniae, ¢ 12,5 pg/mL frente a Salmonella typhimurium,

Shigella flexneri, e Enterococcus faecalis, menor atividade contra Staphylococcus

aureus (400 pug/mlL) e 200 ug/mL para Staphyloccus epidermidis e Streptococcus

pyogenes (DA SILVA et al., 2014).

Os valores de CIM observados para as fragdes obtidas do fracionamento do

extrato hexanico apresentadas em CC1 podem ser observadas na Tabela 4. As fracOes

obtidas do extrato hexanico demonstraram atividade dentro da faixa de 1250 a 312,5

p/mL. A fracdo que demonstrou melhor atividade foi a 4 (78,1 pg/mL) frente a

M.canis e F7 (39,1 pg/mL) frente a T. rubrum. A sesamina apresentou alto valor de

CIM (1250 pg/mL).
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Tabela 4 - Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de fragdes de CC1 e precipitados
obtidos do extrato hexano de P. umbellatum.

CIM (ug/mL)
Fracdo ou amostra
M. canis T. rubrum
1 625 78,1
2 625 625
3 1250 625
4 78,1 312,5
5 156,3 3125
6 156,3 3125
7 156,3 39,1
8 3125 156,3
9 156,3 3125
10 625 3125
11 >625 3125
12 3125 3125
13 >625 3125
14 1250 3125
15 >625 3125
Sesamina 1250 1250

Os resultados de CIM obtidos das fracdes da CC1l foram considerados
insatisfatorios, pois a maioria ficou na faixa entre 1250 a 312,5 pg/mL. A fracdo que
demonstrou melhor atividade foi a 4 (78,1 pg/mL), que também é a fracdo mais
enriquecida em 4NC entre estas.

As fragbes obtidas em CC4 (Tabela 5) demonstraram uma faixa maior de
valores, variando desde auséncia de atividade (2-3CC4) nas concentragdes testadas, até
valores de CIM mais significativos, como 78,1 pg/mL para 6CC4 para ambos micro-

organismos.
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Tabela 5 - Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) de fracbes obtidas de
CC4 da particdo hexanica do extrato etanolico de P. umbellatum

Fracio CIM (pg/mL)
Microsporum canis Trichophyton rubrum
F1 1250 625
F2 >1250 1250
F3 >1250 1250
F4 312,5 156,3
F5 156,3 312,5
F6 78,1 78,1
F7 156,3 78,1
F8 312,5 312,5

Tabela 6 - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de fragdes obtidas
pelo fracionamento CC5 de P. umbellatum e 4NC.

CIM (pg/mL)
Fracao
Microsporum canis Trichophyton rubrum
1 1250 625
2 1250 1250
3 625 625
4 625 625
5 625 625
6 625 625
7 625 312,5
8 312,5 625
9 156,3 156,3
10 39,1 78,1
11 9,8 39,1
12 19,5 19,5
13 78,1 156,3
14 156,3 78,1
15 78,1 78,1
16 78,1 39,1
17 156,3 156,3
18 312,5 3125
ANC 2,4 49

Dentre as fragOes coletadas em CC5, os menores valores de CIMs foram obtidos

para as fragcbes 10, 11 e 12 CC5 frente a M. canis (Tabela 6). As fracOes de 1 a 8
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apresentaram atividade na faixa de 1250 a 312,5 pg/mL para ambos os fungos, e as
fraches de 13 a 17, apresentaram CIM na faixa de 156,3e 39,1 pg/mL, enquanto a fracao
18 apresentou uma menor inibicdo com 312,5 pg/mL para ambos 0s fungos.

A atividade antifingica obtida de fracBes ja havia sido avaliada previamente em
nosso laboratério frente ao T. rubrum demonstrando CIMs de 78,1pg/mL para as
fracGes hexano e diclorometano e 156,3 pg/mL para a fracdo AcOEt, além dos extratos
cloroformio e hidroalcodlico (EtOH 70%) com CIM igual a 156,3 pg/mL
(RODRIGUES et al., 2012).

A atividade antimicrobiana do 4NC, das fraches metanolica residual,
diclorometano e acetato de etila do extrato etandlico de P. umbellatum foram
demonstradas frente a C. albicans, C. glabrata, C. krusei e Cryptococcus neoformans,
com valores de CIM menores que 10 pg/mL para as fragdes metandlica e acetato de
etila, enquanto os valores de CIM para 0 4NC ficaram entre 11 e 56 ug/mL e o extrato
bruto demonstrou CIM de 15 pg/mL para C.glabrata, 9 pg/mL para C. albicans e 67
pugmL para C. neoformans (BAGATELA et al., 2013).

Em outro estudo, DA SILVA et al., 2014, avaliou a atividade antibacteriana do
extrato hidroalcodlico (etanol 75%) frente a diferentes cepas de bactérias e relatou que a
atividade deve estar ligada ao aumento da permeabilidade da parede celular e membrana
celular da bactéria.

TABOPDA et al., 2008 testaram a atividade antifingica do extrato metandlico
de P. umbellatum e de algumas fragbes e substancias isoladas frente a seis
microorganismos, incluindo M.canis por meio do ensaio de crescimento em agar, no
qual o Agar Sabouraud dextrose foi preparado com adicdo de cada amostra, na
concentragdo final de 200 pg/mL. Foram inoculados cortes de 4 mm de diametro de

indculo removido de fungo cultivado em placa por 7 dias e foram calculadas as
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porcentagens de inibicdo do crescimento radial. Neste estudo, as fracbes hexano e
butanol apresentaram as menores taxas de inibicdo, enquanto o 4NC causou uma
inibicdo proxima a 50% para a maioria dos microorganismos testados, e dois alcaldides
nomeados como pieperumbelactanas demonstraram uma porcentagem de inibicdo maior
gue a demonstrada por padrBes comerciais (miconazol e anfotericina B) contra A. flavus
e T. longifusus, além de valores acima de 60% de inibicdo para a maioria dos demais
microorganismos.
6.7 Determinacdo de CIM na presenca de sorbitol e ergosterol exdgeno

As fracbes e extratos que demonstraram melhor atividade antifingica tiveram
novamente os valores de CIM avaliados, mas agora na presenca e auséncia de sorbitol
(0,8 mollL) ou ergosterol (400 pg/mL), com o objetivo de entender os mecanismos de
acdo que poderiam sugerir a ligacdo a componentes da parede celular ou da membrana,
respectivamente.

Estes testes visaram avaliar o mecanismo de acdo da amostra, pois se o valor de
CIM sofresse aumento na presenca de ergosterol exdgeno, a amostra demonstraria
capacidade de interagir com este, ndo atuando no ergosterol presente na membrana
flngica (ESCALANTE et al., 2008, MARTINEZ-ROSSI et al., 2008). O sorbitol atua
como estabilizante osmotico, e drogas que causam dano na parede celular desencadeiam
lise celular, pois atuam gerando uma desestabilizacdo organizacional, por exemplo, se
ligando ou impedindo a biossintese de lipideos ou aclcares da parede celular. 1sso
prejudica o equilibrio osmético da célula com o meio e, portanto, na presenca de um
estabilizador osmético como o sorbitol, a célula seria capaz de crescer (ESCALANTE
et al., 2008).

O aumento do CIM para a Anfotericina quando em presenca de ergosterol ou de

ergosterol era esperado, pois 0s polienos interagem se ligando ao ergosterol e
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aumentando a permeabilidade da membrana plasmatica (CARRILLO-MUNOZ et al.,
2006), com a presenca do ergosterol exdgeno, a Anfotericina se ligaria a esse e, com
isso, se liga menos ao ergosterol presente nas células fungicas.

O micro-organismo escolhido para o estudo foi o M. canis. Os resultados,
demonstrados na Tabela 7, no geral foram similares aos CIMs sem interferentes e
houve variacdo da CIM de duas vezes para a fracdo 13CC5 enquanto que para a
anfotericina B este aumento de CIM foi de quatro vezes na presenca de ergosterol. Para
o efeito do sorbitol, s6 houve aumento da CIM em duas vezes para a fracdo 12CC5 e
para o extrato cloroférmico. Na determinacdo visual de CIM, uma alteracdo de 2 a 4
vezes o valor de CIM (equivalente a até dois pogos) pode ser considerada dentro de uma
margem de erro par ao teste e, portanto, estatisticamente iguais (GHELARDI et al.,

2014).

Tabela 7 - Concentracdo inibitéria minima (CIM) na presenca e auséncia de
ergosterol e sorbitol para fracbes de CC5 e extratos de P. umbellatum e antifingicos
contra isolado clinico de M. canis.

CIM (ug/mL)
Amostras Sem adicao de Ergosterol Sorbitol
interferentes

Fracdo 9 CC5 156,25 156,25 78,125
Fracdo 10 CC5 39,06 39,06 39,06
Fragdo 11 CC5 9,77 9,77 9,77
Fracdo 12 CC5 19,53 19,53 39,06
Fracdo 13 CC5 78,13 156,25 78,13
Fracdo 15 CC5 78,13 39,06 39,06
Fracdo 16 CC5 78,13 39,06 19,53
Extrato Etandlico 39,06 78,13 39,06
Extrato Cloroformico 78,13 156,25 156,25

Fluconazol 16 16 16

Anfotericina B 0,25 1 0,25
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6.8 Citotoxicidade

As fracdes que demonstraram melhor atividade bioldgica frente a M. canis e T.
rubrum, assim como o 4NC, foram também avaliadas quanto a atividade citotoxica,
como forma de avaliar a seguranca dessas como possiveis agentes terapéuticos. Os
valores estdo demonstrados na Tabela 8.

Tabela 8 - Avaliacdo do IC50 (ug/mL) do 4NC, dos extratos etandlico e cloroférmio e
das fracBes de CC5 frente as linhagens celulares HepG2 e MRC-5

Amostra 1C50 (ng/ml)

Hep G2 MRC-5
10 CC 251,5%1,6 >500
11 CC5 75,6%2,9 87,0+7,0
12 CC5 76,0+£15,4 90,8+21,4
15 CC5 282,8+12,8 >500
16 CC5 281,3+5,7 >500
Ext. etOH >500 >500
Ext. Clorof 148,3+10,8 139,5+13,7
4NC 18,3+3,3 31,5+4,6

Nas concentracfes testadas, as fracbes 10, 15 e 16 demonstraram baixa
toxicidade (>250 pg/mL) frente a Hep G2 (carcinoma de figado humano) e nenhuma
toxicidade para a linhagem MRC-5 (fibroblasto de pulmdo humano). Enquanto o extrato
etandlico bruto ndo demonstrou toxicidade frente a nenhuma das duas linhagens
testadas.

SACOMAN et al., 2008 determinaram a atividade antitumoral atraves da
determinagdo da concentragdo que causa total inibicdo do crescimento celular do extrato
de P. umbellatum obtido por maceracdo com diclorometano para diferentes linhagens
celulares, variando entre 4 e 6,5 pg/mL para as linhagens UACC-62 (melanoma), NCI-
H460 (pulmdo, células ndo pequenas), OVCAR-3 (ovario), PC-3 (prostata), 786-O
(renal); em torno de 9 pg/mL para as linhagens NCI-ADR/RES (ovario resistente a

drogas), HT-29 (colon), MCF-7 (mama) e uma inibicdo maior para células de leucemia
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K-562, alcancando o valor de concentracdo de 1,55 pg/mL para inibicdo total do
crescimento celular.

Frente a células de leucemia HL-60, o valor de ICso do extrato etandlico bruto de
P. umbellatum foi de 1Csp igual a 5.3 ug/ml e de 0.4 ug/ml para o 4NC (LOPES et al.,
2012 LOPES et al., 2013).

Os menores valores de ICso obtidos em nosso trabalho foram frente ao 4NC,
com 18,3 pg/mL frente a Hep G2 e 31,5 pg/mL frente a MRC-5. Em outro estudo, o
ANC demonstrou citotoxicidade frente a trés diferentes melanomas apresentando 1C50
na faixa de 30-40 pM apds um dia em contato com a célula, diminuindo esse valor para
20-25 pM se mantido em contato com algumas linhagens por 48 h (BROHEM et al.,
2009). Frente a outras linhagens tumorais, 0 4NC apresentou aproximadamente 1Cso de
12 /mL para B-16 (pele), MCF-7 (mama) e HCT-8 (cdlon) e, assim como um
derivado semissintético diacetilado, valores menores de ICso de 6 pg/mL para linhagens
de leucemia HL-60 (PINTO et al., 2006).

Em estudo com seis derivados do 4NC, além dos grupamentos catecol e
nerolidol, a atividade antimalarica e a citotoxicidade foram avaliadas e os resultados
demonstraram que a citotoxicidade do 4NC ¢é inerente ao grupo catecol, que apresentou
IC50 igual a 1 pg/ml frente a linhagens tumorais HCT-8 (colon), SF-295 (sistema
nervoso central) e MDA/MB-435 (melanoma), enquanto o radical nerolidil apresentou
valores mais altos, proximos a 13 ug/ml para as duas primeiras ¢ acima de 25 pg/ml
para a célula de melanoma (DA SILVA PINTO et al., 2009).

A atividade antitumoral pode estar ligada a inibicdo da toposiomerase | em
células KB demonstrada por eletroforese pelo 4NC extraido de P.peltata (MONGELLI
et al., 1999). Outros possiveis mecanismos de acdo do 4NC propostos para explicar essa

citotoxicidade foi a capacidade de induzir apoptose em melanoma e fibroblastos
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normais, além do efeito inibitorio na capacidade invasiva de tumores pela inibicdo de
MMP2 (BROHEM et al., 2009).

Entre outras causas para a toxicidade descrita, muitos esterdis, incluindo -
sitosterol e o estigmasterol ja descritos nessa mesma planta, demonstraram atividade
citotoxica através de sinalizacGes via receptores esteroidais e alteracbes na membrana
que induzem o processo de apoptose (AWAD&FINK, 2000).

Comparando-se os valores de CIM e ICso obtidos neste trabalho, podemos
observar que o CIM do extrato cloroférmico (156 pg/ml) ¢ maior que os valores de ICsg
obtidos frente as duas linhagens celulares testadas. O CIM obtido para as fracfes e 4NC
demonstrou ser aproximadamente 4 vezes menor que os valores de ICso obtidos para 0s
mesmos.

6.9 Avaliacdo da alteracdo no perfil proteico gerada por tratamento com 4NC

6.9.1 Analise do perfil proteico através de eletroforese em gel de poliacrilamida

As anlises protedmicas tornaram-se muito importantes no campo funcional do
genoma, principalmente devido ao conhecimento adquirido dos varios genomas
sequenciados. A bioinformatica e a bioestatistica sdo essenciais para tais avaliacdes,
para o delineamento dos dados gerados (SMITH et al., 2009). Em se tratando de fungos
dermatdfitos, os estudos sdo mais restringidos a mecanismos de viruléncia e pouco tem
sido estudado em relacdo a proteomas como abordagem na busca de novos alos
terapéuticos.

As Figuras 26 e 27 mostram o resultado obtido da eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) das proteinas extracelulares obtidas dos inoculos de M.
canis apos tratamento com DMSO ou 4NC. Na Figura 26, quando se compara as

colunas 5 (em que o indculo foi tratado com 4NC) e 6 (em que o indculo foi tratado
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Figura 26 — Gel SDS-PAGE 12% de proteinas extracelulares em diferentes
concentracfes de M. canis ap0s tratamento com DMSO ou 4NC. Ordem de aplicacéo:
1-peso molecular padrdo. 2- 4NC 240 ug/mL. 3- 4NC 200 ug/mL. 4- 4NC 160 ug/mL.
5- ANC 115 ug/mL. 6- DMSO 115 ug/mL. 7- 4NC 80 ug/mL. 8- DMSO 80 ug/m. 9-
4NC 40 ug/mL. 10- DMSO 40 ug/mL

apenas com DMSOQO), observa-se que houve o desaparecimento de uma banda entre os
padrbes de peso molecular de 12 e 20kDa, marcada na Figura 26 pela letra “A”.

Para o inéculo tratado com 4NC, observa-se que houve o aparecimento de
algumas bandas, uma acima de 30 kDa (marcada pela letra “B”) e outra acima de 12
kDa (marcada na figura pela letra “C”). Em estudo prévio realizado em nosso

laboratorio e ainda ndo publicados, Rodrigues (2012) analisou o perfil proteico
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extracelular de M.canis apds tratamento com fragdo hexénica obtida do extrato
hidroetandlico (70%) de P. umbellatum e as bandas diferencialmente expressas
apresentavam massas diferentes das encontradas em nosso trabalho, com o
aparecimento de bandas de aproximadamente 70 e 90 kDa e desaparecimento de banda
de aproximadamente 31 kDa..

Figura 27 — Gel SDS-PAGE 12% de proteinas extracelulares (na concentracédo de
115 ug/mL) de M. canis apos tratamento com DMSO ou 4NC. Ordem de aplicacdo:

1-peso molecular padréo. 3 a 6- Apos tratamento com DMSO. 7 a 10- Ap0s tratamento
com com 4NC.
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A Figura 28 traz a analise comparativa em eletroforese em SDS-PAGE das
proteinas extraidas da massa celular de M. canis em diferentes concentracGes apos
tratamento realizado apenas com DMSO ou com 4NC.

Figura 28 — Gel SDS-PAGE 12% de proteinas intracelulares em diferentes
concentracfes de M. canis apds tratamento com DMSO ou 4NC. Ordem de
aplicacdo:1-peso molecular padrdo. 5- DMSO 696 ug/mL. 6- 4NC 696 ug/mL. 7-
DMSO 320 ug/mL. 8- 4NC 320 ug/mL. 9- DMSO 120 ug/mL. 10- 4NC 120 ug/mL

Comparando-se 0s pogos 5 (célula tratada com DMSOQO) e 6 (célula tratada com

4ANC) presentes na Figura 28, observa-se 0 aparecimento de duas bandas, uma
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aproximadamente em 139 kDa, marcada pela letra “D” e a outra pouco abaixo de 30
kDa, marcada pela letra “E”).

As bandas diferencialmente expressas, tanto as que apareceram COMO
desapareceram, foram recortadas e analisadas por LC-MS/MS.

Dentre 0s genes analisados nos estudos envolvendo antifingicos na busca por
mecanismos de resisténcia, é normal destacar os envolvidos na biossintese do
ergosterol, os ligados a esterases e o Tru MDR 2, pertencente a classe de
transportadores ABC, responsaveis por codificar bombas de efluxo que tentam evitar o
acimulo de drogas no fungo (FACHIN et al., 2001,DIAO et al., 2009& PAIAO et al.,
2007& PERES et al., 2010& SEGATO et al.,, 2008& ZHANG et al., 2009). Outros
mecanismos citados sdo a expressdo de genes ligados & formagdo de tubulinas
(ZOMORODIAN et al., 2007) ou que atuem no metabolismo do enxofre, reduzindo a
incorporacdo deste na sintese de proteinas (UTHMAN et al., 2005).

Durante a analise em LC-MS/MS ndo foi detectado nenhum fragmento nas
amostras obtidas das bandas que estavam presentes no material secretado apds
tratamento com DMSO, mas que desapareceram ap0s o tratamento com 4NC.

A andlise dos fragmentos obtidos em LC-MS/MS foi realizada inicialmente pelo
MASCOT. Os valores baixos de score em todas as amostras ndo permitiram a
identificacdo (valores pelo menos acima de 54) de nenhuma proteina, com excecdo da
tripsina utilizada para digestdo, conforme demonstrados na Figura 29. Os experimentos
de separacdo das proteinas em gel de SDS e a analise em LC serdo repetidos.

Experiéncias obtidas anteriormente de um dos grupos que trabalhamos em
parceria demonstram que, mesmo com os Valores de score baixos, quando se obtém
uma cobertura acima de 80% das sequéncias, as proteinas sugeridas na maioria dos

casos, sao confirmadas com as obtidas, ap0s repeticdo dos experimentos e adequacédo
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dos valores de score. Com isso, mesmo sabendo que havera a repeticdo dos
experimentos, foi realizada uma andlise prévia das sequéncias obtidas no secretoma,
conforme demonstrado na Tabela 9.

Figura 29 — Graficos de distribuicdo espectrométrica (score) obtida apds andlise
pelo MASCOT.
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A analise das proteinas sugeridas para o secretoma obtido de M. canis apds
tratamento com 4NC é condizente com o perfil de estresse que 0 modelo de estudo
induz. Além disso, a cepa utilizada foi obtida de isolado clinico, portanto o paciente ja
deveria ter passado por diversos tratamentos e € uma cepa que possui os fatores de
resisténcia intrinsecos e facilitados para ativacdo quando em situacdo de estresse.

Os estudos de estresse e resisténcia a drogas em M. canis sdo incipientes dentro
do campo da protebmica e gendmica. Em T. rubrum, estudos anteriores verificaram um
fendtipo parecido ao MDR (multi drug resistence) ap6s tratamento com antifingicos
comerciais. Esse fenotipo estd associado a um aumento na expressdo de glicoproteinas
presentes na membrana que agem como bomba de efluxo dependente de ATP para
reduzir 0 acUmulo das drogas no meio intracelular (FACHIN et al., 1996). Foi

identificado o gene TruMDR1 em T. rubrum, um gene codificador de transportadores
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protebmica parcial do secretoma de Microsporum canis de sequéncias com cobertura acima de 80%

Proteina Similaridade em
Peptideos identificada Cobertur Microsporum canis
(Uniprot) a Microorganismo Identificacéo (Broadinstitute) Funcdo (UniProt)
MCYG_07861 -
HEV\\(ISPGPLRLWLLSS Uncharacterized Hebeloma AOAOC3CDD8 H multidrug and toxin  Transportadorde efluxo. Resisténcia a
protein 100.0% cylindrosporum EBCY extrusion protein 1 drogas
Putative ABC AOA017S231 9E  MCYG_02947 - Proteina transportadora que age como
LLVRGPDEP transporter 60% Aspergillus ruber URO tggs{geégzsaé?rotein bomba de efluxo
EEKPASDVHEQLVP minor i
PR Penicillium B6HVT1 PENC histocompatibility Catalise da hidrdlise de ligacGes alfa-
Pc22923440 protein 100.0% chrysogenum W antigen H13 peptideos em cadeias polipeptidicas
MCGCVGVISNVDE ~ Eukaryotic MCYG_05483.2:
NFQUK translation initiation Meyerozyma eukaryotic translation
factor 3 subunitB  100% guilliermondii EIF3B_PICGU initiation factor 3 Iniciacdo de fator de traducéo
IMELENQLSKLHEL MCYG_04435 -
K DNA ligase 83.3% Aspergillusoryzae IBTWM6_ASPO3 DNA ligase Participa na replicacdo de DNA
Putative MCYG_05930 -
gb?g;MENKQPDD uncharacterized DNA topoisomerase
protein 90.0% Candidatenuis G3B1F3_CANTC 1 Participa no enovelamento do DNA
Putative MCYG _01261.2:
XSETZQF'?VTHPEFV uncharacterized Bionectria AOAOB7K7P9_BI polyamine Transportador de poliaminas pela
protein 81,80% ochroleuca 00C transporter TPO5 membrana
MCYG_07728.2: E3
.'%%QGFFTVQQACP Zinc finger RING- Macrophomina ubiquitin-protein Protege a célula de apoptose induzida por
type protein 100% phaseolina K2R817_MACPH ligase synoviolin-A  estresse do reticulo endoplasméatico
MCYG_00353.2:
\éfﬁ';\sxg/ DESLITG Similar to P-type Botryotinia copper-sulfate
ATPase 86.7% fuckeliana G2YXH4 BOTF4  regulated protein 1 Regulacéo via ATP/ADP
Trs130p (Saccharo
EIS'\QQIQAPDGKLQVPF myces cerevisiae Saccharomyces MCYG 01234 -
P283) 100% cerevisiae C7GRD3_YEAS2 hypotheticalprotein ~ Familia de proteinas TMEM1
MCYG _01772.2:
DGNDITKSMTK Cysteine--tRNA Saccharomyces cysteinyl-tRNA
ligase 100% cerevisiae SYC_YEAST synthetase Ligacdo de um aminoacido para um tRNA
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\E/GDQHTDNGQM RW Esterase/lipase/thio
esterase 100%

SHSKPPGDEA GDAF  Uncharacterized

DCK protein 81.8%

Pyrenophoratritici-
repentis.

Hypocrea virens

B2VUT5_PYRTR

GON544_HYPVG

MCYG_05769.2:
esterase/lipase/thioest
erase
MCYG_07746.2:
AMP deaminase 2
MCYG_07715.2:
PKSN polyketide
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Hidrolases

Regula o acimulo de ADP e AMP

synthase for
LGGMFLEEFFTEEE  Polyketide G3JPF3_CORM alternapyrone Sintese de compostos cetdnicos que
QVLSLVFQK synthase, putative ~ 100% Cordycepsmilitaris M biosynthesis protein  podem ser toxicos
EEGAGGGM GGGM MCYG_00958.2:
GGMGGMGGMGGM  Molecular DnaJ domain-
DM chaperone 90.5% Aspergillusoryzae Q2UUE6_ASPOR  containing protein Auxiliam noenovelamento de proteinas
R.LGEHNIDVLEGNE Uncharacterized Fusarium K3VXX3_FUSPC MCYG 05523 -
QFINAAK.I protein 81.8% pseudograminearum hypothetical protein  Proteina da familia fasciclina
HSIIMWWAEGVGSGIE  Uncharacterized K9HJB5 AGABB
FGDR protein 100% Agaricus bisporus No match

de bomba de efluxo ABC, que é diferencialmente expresso na presenca de compostos toxicos,

griseofulvina, itraconazol, cetoconazol e fluconazol (CERVELATTI et al., 2006& FACHIN et al., 2006).

incluindo antifingicos comercias como

As lacunas destacadas na Tabela 9, em especial, retratam proteinas normalmente associadas com uma tentativa de detoxificacdo da célula

e degradacdo da droga que esta causando danos & mesma. Em nosso estudo, foi verificado o aparecimento dessas proteinas transportadoras de

efluxo (multidrug and toxin extrusion protein 1 transportador ABC). Os fatores de traducdo e a chaperona, que sdao proteinas enoveladoras

capazes de corrigir a conformacdo proteica, provavelmente estejam relacionados a regulacdo dessas proteinas transportadores de bomba de
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efluxo. A producdo de esterases pode estar ligada a uma resposta de resisténcia nao
especifica através de um mecanismo de detoxificacdo da célula, como uma tentativa de

degradar a droga citotoxica (FACHIN& CONTEL&MARTINEZ-ROSSI, 2001).

7 CONCLUSOES

A andlise de nossos resultados indicou que P. umbellatum demonstrou ser um
bom alvo de pesquisa visando a atividade antifingica. O 4NC demonstrou alta atividade
antifingica, porém alta citotoxicidade para as linhagens testadas. O extrato etanolico
apresentou menor atividade antifingica que o 4NC, porém ndo demonstrou
citotoxicidade nas concentracOes testadas, demonstrando ser um forte candidato para
producdo de um fitoterapico. A andlise comparativa dos perfis proteicos por SDS PAGE
apos tratamento com 4NC demonstrou o aparecimento de bandas entre as proteinas intra
e extracelulares, as quais serdo submetidas a um estudo mais aprofundado.
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ANEXO | - LAUDO TECNICO PARTES AEREAS DE P. umbellatum

Sitio da Mata

Laudo Técnico

Rodovia Cajuru | Cassia dos Coqueiros | Fone/Fax: (16) 2133.4466
N° Inscr. Prod.: 024.308 .176

" Produto: Caapeba - Ras -CAAPEBA RAS

Nome Cientifico 1: Pothamorphe umbelata -,

Nome Cientifico 2:

Familia: Piperaceae

Origem (pais): Brasil

Parte Utilizada Folhas

Caracteristicas Macro e/ou Microscépicas:

muito ramificada, com hastes articuladas e providas de nés bem visiveis, de 1,0 - 2,5 cm de altura.

Folhas amplas com base pregueadas. Flores pequenas e discretas de cor creme esverdeadas,
multiplica-se por sementes.

Referéncia Bibliog.:

Lote 05SDM Cor: Verde

Colheita: 16/01/2013 Validade: 16/01/2016
Descontaminagdo: Congelamento por 10 dias

Meét. de Secagem: A sombra

Umidade: 7,9%

Odor e Sabor: Caracteristico da Planta

Obs.: Por se tratar de insumo de origem vegetal, poderao ocorrer leves

variagdes em sua cor, odor e sabor.
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Responsdvel
Ademar Menezes Jr.
Ademar Menezes Junior - CREA: 5060000803
Eng. Agronomo - (16) 2133.4455
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