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RESUMO

A ocorréncia persistente de leishmania no Brasil é indicativa da necessidade de
estudos que avaliem o potencial da Symphonia globulifera L.f., ja estudada em outros
paises, contra os parasitas Leishmania amazonensis e Leishmania infantum. A
literatura indica que o emprego dos farmacos administrados contra a leishmania é
questionavel, em razdo do alto custo, da forma de aplicacdo, da toxicidade e dos
efeitos colaterais. Embora estudos com S. globulifera no continente africano tenham
confirmado a sua atividade leishmanicida, no Brasil ndo foram realizadas muitas
pesquisas relacionadas a essa planta. O material vegetal foi colhido no municipio de
Brasileia, no seringal Porongaba, Colocacdo Santa Maria, no Acre, Brasil, e submetido
a andlise da acao leishmanicida, através de microdiluicdo em caldo, e fitoquimica,
para confrontacdo com estudos realizados com plantas da Africa e da América
Central. Neste trabalho, os resultados microbiol6gicos confirmaram atividades
leishmanicidas para o latex de S. globulifera, colhido numa planta da Reserva Chico
Mendes, no Acre, Brasil, e os indices de seletividade indicam que ele € muito toxico.
As amostras brutas apresentaram melhores resultados que os extratos, inclusive para
o valor de ICs0 8,8 + 0,15 pg.mL™L. Confrontando os resultados de L. amazonensis com
os de L. infantum, pode-se observar que tanto o latex quanto os extratos foram mais
significativos para L. amazonensis e também apresentaram melhores indices de

seletividade (IS). Somente o controle positivo foi mais eficiente para L. infantum.

Palavras-chave: Latex. Farmacos. L. amazonensis. L. infantum.



ABSTRACT

The persistent occurrence of leishmania in Brazil is indicative of the need for studies
that evaluate the potential of Symphonia globulifera L.f., already studied in other
countries, against the parasites Leishmania amazonensis and Leishmania infantum.
The literature indicates that the use of the drugs administered against leishmania is
questionable, due to the high cost, the form of application, the toxicity and the side
effects. Although studies with S. globulifera on the African continent have confirmed
their leishmanicidal activity, in Brazil many researches related to this plant have not
been carried out. The plant material was collected in the municipality of Brasileia, in
the Porongaba rubber tree plantation, Colocagdo Santa Maria, in Acre, Brazil, and
submitted to analysis of leishmanicidal action by microdilution in broth and
phytochemistry, in order to compare with studies carried out with plants from Africa
and of Central America. The microbiological results confirmed leishmanicidal activities
for S. globulifera latex and selectivity indices indicate that it is very toxic. The crude
samples presented better results than the extracts, even for the ICso value 8.8 £ 0.15
ug.mL1. Confronting the results of L. amazonensis with those of L. infantum, it can be
observed that both latex and extracts were more significant for L. amazonensis and
also presented better selectivity indices (IS). Only the positive control was more

efficient for L. infantum.

Keywords: Latex. Drugs. L. amazonensis. L. infantum.



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 — Uso etnomédico da S. globulifera.............ccccoeviiiiiiiiiiiiiii e, 22
Quadro 2 — Espécies de importancia médica quanto a forma clinica da doenca e area
de dISTIDUIGAD. ... 23
Quadro 3 — Screening fitoquimico da folha, casca, lenho e latex da S. globulifera...52



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Arvore (S. globulifera), localizada no seringal de Porangaba, Colocac&o de

Santa Maria, Acre, Brasil, em que foi coletado o material. 37
Figura 2 — Momento da coleta de material. 38
Figura 3 — Lenho da S. globulifera triturado, pronto para secagem em estufa. 39
Figura 4 — Materiais vegetais de S. globulifera preparados para secagem. 39

Figura 5 — Avaliacdo dos compostos sobre o crescimento in vitro de formas

amastigotas intracelulares de L. infantum. 47
Figura 6 — Teste de toxicidade BGM com os extratos de S. globulifera. 50
Figura 7 — Teste de toxicidade HEP com os extratos de S. globulifera. 50
Figura 8 — Teste de saponinas da S. globulifera. 53
Figura 9 — Teste de acidos organicos da S. globulifera. 53
Figura 10 — Teste de acuUcar redutor na resina da S. globulifera 54
Figura 11 — Teste de depsidio da S. globulifera. 54

Figura 12 — Teste por classe para flavonas, flavondis, xantonas, flavanonas e
flavanondis com extratos de S. globulifera. 55

Figura 13 — Teste de antraquinonas, antronas e cumarinas com extratos de S.

globulifera. 56
Figura 14 — Termogravimetria (TGA) e analise térmica diferencial (DTA) do latex in
natura da S. globulifera. 58
Figura 15 — Espectro IV do extrato acetbnico da S. globulifera. 59
Figura 16 — Espectro IV extrato de diclorometanico da S. globulifera. 60
Figura 17 — Espectro IV extrato hexanico da S. globulifera. 60

Figura 18 — Espectro IV do extrato hidroalcodlico (70% V/V) da S. globulifera. 61
Figura 19 — Espectro IV do latex in natura da S. globulifera. 61
Figura 20 — Presencga da a,B-amirina na amostra do filtrado da fracdo F3 do extrato
acetOnico da S. globulifera, eluente hexano e acetato de etila (1:1), confrontada com
0 padrao. 63
Figura 21 — CCD da amostra sdlida da fracdo F3 do extrato acetdnico da S.
globulifera, eluente dicloro metano + hexano (9:1). 64

Figura 22 — IV da parte solida da fragao F3 do extrato acetonico da S. globulifera. 65



Figura 23 — Cromatograma de ions totais (TIC) do ftalato éster de isobutil 4-metilhept-
3-ila, solido da fracdo F3 do extrato acetbnico da S. globulifera. 65
Figura 24 — Cromatograma de massas do ftalato éster de isobutil 4-metilhept-3-ila,
sélido da fracdo F3 do extrato acetdnico da S. globulifera. 66
Figura 25 — Cromatograma de ions totais (TIC) dos metabolitos ndo saponificaveis
sem TMS do latex in natura da S. globulifera 67
Figura 26 — Cromatograma de massas do hidroxitolueno butilado. 67
Figura 27 — Cromatograma de massas do 5,9,13-trimetiltetradeca-4,8,12-trien-1-ol.

68
Figura 28 — Cromatograma de massas do acido n-hexadecanoico. 68

Figura 29 — Cromatograma de ions totais (TIC) dos metabdlitos ndo saponificaveis

com derivagdo de TMS do latex in natura da S. globulifera. 69
Figura 30 — Cromatograma de massas do transgeranilgeraniol. 71
Figura 31 — Cromatograma de massas do cicloartenol. 71
Figura 32 — Cromatograma de massas do (-) — isolongifolol 72

Figura 33 — Comatograma de ions totais (TIC) dos metabdlitos saponificAveis com

derivacdo de TMS do latex in natura da S. globulifera. 72
Figura 34 — Cromatograma de massas do dodecan-1-ol. 74
Figura 35 — Cromatograma de massas do ganederol B. 74
Figura 36 — Cromatograma de massas do 3-amirina. 75
Figura 37 — Cromatograma TIC do extrato hexanico da S. globulifera. 75
Figura 38 — Cromatograma de massas do acido dodecanodioico. 77
Figura 39 — Cromatograma de massas do B-patchouleno. 77
Figura 40 — Cromatograma de massas do 4-etil-3,5-di-t-butil-1H-pirazol. 77
Figura 41 — Cromatograma de massa do esqualeno. 78

Figura 42 — Cromatograma TIC da amostra B3 do extrato acetbnico da S. globulifera.

79
Figura 43 — Cromatograma de massa do (E) -1,3-difenilbut-1-en-1-ol. 80
Figura 44 — Cromatrograma de massas do acido 3,4-di-hidroxibenzoico. 80
Figura 45 — Cromatograma de massas do 2,5-di-t-butil-1,4-benzoquinona. 81

Figura 46 — Cromatograma TIC da amostra A3 do extrato acetbnico da S. globulifera.
81



Figura 47 — Cromatograma de massas do 4- (clorometil) -3,5-dimetil-Isoxazol. 82
Figura 48 — Cromatrograma de massas do O-desmetilangolensina. 83
Figura 49 — Gréficos representativos das curvas de dose-resposta da atividade do
latex puro e dos extratos da S. globulifera para a L. infantum. 86
Figura 50 — Graficos representativos das curvas de dose-resposta da atividade do

latex puro e dos extratos da S. globulifera para a L. amazonensis. 87



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Metabdlitos da fragcdo ndo saponificavel sem derivagdo de TMS do latex in

natura da S. globulifera detectados N0 CG/EM. ..........cuuuiiiiiiiiiiiiiiiii e 67
Tabela 2 — Metabdlitos da fracdo néo saponificavel com derivacado de TMS do latex in
natura da S. globulifera obtidos NO CG/MS. .........cooiiiiiiiiiie e, 70
Tabela 3 — Metabdlitos saponificaveis com derivagdo de TMS do latex in natura da S.
globulifera obtidoS NO CG/IMS...... oo 73
Tabela 4 — Metabolitos identificados da amostra B3 do extrato acetbnico da S.
globulifera €M CG/IEM. ........ooiiiii e e e e 76
Tabela 5 — Metabdlitos identificados da amostra B3 do extrato acetbnico da S.
globulifera @M CGIEM. ......cooo i 79
Tabela 6 — Metabdlitos identificados da amostra A3 do extrato acetbnico................ 82

Tabela 7 — Dose letal minima e indice de seletividade do latex puro da S. globulifera
e seus extratos (acetdnico, hidroalcodlico, hexanico) e controle positivo de drogas
contra macréfago, BGM e Hep-G2, para L. infantum e L. amazonensis. .................. 85



SUMARIO

1. INTRODUCAO

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Identificacdo botanica de S. globulifera L.f.
2.2 Caracteristicas etnomédicas de S. globulifera

2.3 Estudos cientificos da S. globulifera

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta do material vegetal

3.2 Triagem fitoquimica
Saponinas espumidicas
Acucares redutores
Polissacarideos
Proteinas e aminoacidos
Fenois e taninos
Flavonoides
Antocianidinas, antocianinas, flavonas, flavonondis, xantonas, chalconas, auronas e flavanonéis
Leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas
Flavondis, flavanonas, flavanonéis e xantonas.
Glicosidios cardiacos
Catequinas
Antraquinonas, antronas e cumarinas
Lactonas sesquiterpénicas e outras lactonas
Esteroides e triterpenoides
Azulenos
Alcaloides
Purinas

Depsideos e depsidonas

3.3 Perfil cromatografico

18

20

20

21

24

37

37

40
40
40
40
40
40
41

41
42
42
42
42
42
43
43
43
43
43

43



Cromatografica liquida comum (CC)
Cromatografia de camada delgada (CCD)

Cromatografia liquida de média presséo

Cromatografia gasosa acoplada ao espectrofotdmetro de massas.

As analises por infravermelho
3.4 Analise térmica

3.5 Testes de sensibilidade a agentes leischimanicos
3.5.1 Ensaio de viabilidade metabdlica

3.5.2 Andlise estatistica

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

5. CONSIDERACOES FINAIS

44
44
46
46
46

46

47
49
51

52

89



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

a: alfa

A.E.: acetato de etila

B: beta

C-18: octadecil silica

CAS: casca

CBA: compostos bioativos

CC: cromatografia em coluna

CCD: cromatografia em camada delgada

CG-EM: cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
CIM: concentracao inibitéria minima

Clo: cloroférmica

COz2: dioxido de carbono

DMEM: do inglés, Dulbecco’s modified eagle médium (meio de cultura utilizado na
cultura de grande variedade de células de crescimento em monocamada)
DMSO: dimetilsulfoxido

DP: desvio padrao

ELISA: ensaio de imunoabsorcéo ligado a enzima

EPM: erro padrdo da média

Et: etandlica

FOL.: folha

y: gama

°C: grau Celsius

HCI: &cido cloridrico

HPLC: cromatografia liquida de alta performance

Hx: hexanica

ICso: concentracao inibitéria 50%

IFN: interferon

IL: interleucina

IV: espectroscopia de infravermelho

KOH: hidréxido de potassio



L.a.: Leishmania amazonensis

LPG: lipofosfoglicano

LPS: lipopolissacarideo

LTA: leishmaniose tegumentar americana
hg.mL 1 micrograma/mililitro

Hg: micrograma

pL: microlitro

mg: miligrama

ml: mililitro

mm: milimetro

MPLC: cromatografia liquida de média presséo
MTT: brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
m/v: massa/volume

m/z: massa/carga

NM: nanGmetros

NO: 6xido nitrico

NP: 2-aminoetil difenilborinato

OMS: Organizacdo Mundial da Saude

PPAPs: acilfloroglucindis poliprenilados policiclicos
PBS: solucdo tampéo salina fosfatada

RES: resina

Rf: fator de retencéo

RMN: ressonancia magnética nuclear

SDS: duodecil sulfato de sédio

Thl: doinglés, T-helper 1

Th2: do inglés, T-helper 2

TIC: cromatografia de ions totais

UV: ultravioleta

v/v: volume/volume



18

1. INTRODUCAO

As comunidades de baixa renda, como as ribeirinhas, quilombolas,
indigenas, seringueiras, de densos aglomerados urbanos (antes denominados
favelas) e de residentes de regides inospitas, fazem parte do grupo de individuos
brasileiros que carecem de infraestrutura de saneamento béasico, de transporte e
principalmente de assisténcia médica. Isso, somado a falta de medicamentos
alopéticos, que geralmente sdo caros, contribui para o uso de plantas medicinais,
devido ao seu baixo custo e a sua alta disponibilidade (RODRIGUES; CARVALHO,
2001).

Devido as dificuldades na aquisicdo de medicamentos e ao tratamento de
doencas dessas comunidades carentes, a OMS prioriza a investigacao farmacologica
de plantas medicinais (WHO, 2011). Nesse contexto, o Brasil, com sua enorme
biodiversidade, vem desenvolvendo pesquisas com plantas que possam ter potencial
na criacao de novos farmacos.

As condicOes precarias em que vivem essas comunidades carentes as
tornam mais suscetiveis a contrair varias enfermidades, descritas como doencas
negligenciadas. Dentre elas, podemos destacar a leishmaniose, que € uma doenca
infecciosa causada por protozodrios parasitarios do género Leishmania, transmitidos
por picada de insetos da subfamilia Phlebotominae (WHO, 2014).

O tratamento da leishmaniose tem custo elevado, sendo demorado e
doloroso e com efeitos colaterais desagradaveis (WHO, 2011), e é feito geralmente
com drogas que sdo muito tdxicas, observando-se o aparecimento de resisténcia a
medicacdo (BASTOS et al., 2012).

O interesse por fitoterapicos e produtos naturais para o tratamento da
leishmaniose vem crescendo muito nos ultimos anos no Brasil e no mundo, com vistas
a encontrar farmacos mais eficientes e menos toxicos (WHO, 2011).

O isolamento e investigacdo de metabdlitos secundarios na busca de
principios ativos com atividades leishmanicidas tem levado pesquisadores do mundo
todo ao estudo de varias plantas, dentre elas a Simphonia globulifera, que foi testada
com sucesso no continente africano por Lenta et al. (2006), utilizando o extrato
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metanoico das folhas, e por Fromentin et al. (2013), utilizando o extrato metanoico da
semente. Apesar de ambas as pesquisas conseguirem resultados positivos contra a
leishmaniose, outras partes dessa planta ainda precisam ser testadas.

Esta pesquisa realiza o estudo fitoquimico do latex amarelo que exsuda do
tronco da S. globulifera procedente do Brasil (Reserva Chico Mendes, estado do
Acre), levanta os seus componentes quimicos e confronta os resultados com estudos
efetivados para espécimes de outros paises, ressalvadas as divergéncias decorrentes
de procedimentos experimentais. Em decorréncia, levanta as oportunidades da
realizacdo de estudos especificos.

Notadamente quanto ao latex, este trabalho levanta a eficiéncia de seus
principios ativos no tratamento da Leishmaniose infantum e Leishmaniose
amazonensis e enriquece a tradicdo etnomédica da regido no que se refere ao
controle da leishmaniose.

Objetiva verificar, ainda, o indice de seletividade, através da andlise de

citotoxicidade do latex.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Identificacdo botanica de S. globulifera L.f.

O género Symphonia consiste de 18 espécies, sendo que a S. globulifera L.f.
da familia Cluisiaceae, classificada por Heinrich Gustav Adolf Engler [Engl.] (FLORA
BRASILIENSIS), é encontrada na Africa, da Guiné-Bissau a Tanzania, e nas Américas
Central e do Sul, do México ao Brasil (BUDDE et al., 2013), e conhecida como
marecage ou manil na Guiana Francesa, arvore buckwax na Guiana e Suriname
(SILVA, 2011). No Brasil € popularmente conhecida como anani, ananim e oanani,
nomes que vém do tupi wana'ni (FERREIRA, 1986).

A S. globulifera possui inflorescéncias vermelhas e sua madeira é castanha,
pesada, dura e com aproveitamento econdmico. Também é utilizada como planta
medicinal e ornamental. E uma arvore de até 40 metros de altura, com preferéncia por
terrenos alagadicos. Seu tronco solta um latex de um amarelo intenso. A S. globulifera,
em ambiente alagado, apresenta enormes raizes que crescem com o tronco e forma
em volta dele divisdes achatadas, e, em ambiente de terra firme, o tronco apresenta
caule reto, sem a presenca dessas sapopemas (PESCE, 2009).

Ndinga (2015) esclarece que, na linguagem botanica, os exsudatos s&o
misturas complexas de compostos que sao secretados na matriz extracelular e que
normalmente aparecem na superficie da planta e completa dizendo que séo
substancias que escorrem dos poros de um tecido doente ou danificado de uma
planta. Esclarece, ainda, que os exsudatos das plantas se apresentam em forma de
latex, goma ou resina, sendo que o latex € uma substancia mais frequentemente
leitosa, secretada pelas células chamadas laticiferas especializadas (verdadeiras ou
anastomosadas) e que tem a particularidade de se solidificar em contato com o ar.

Konno (2011) diz que os latex sdo emulsGes complexas de composicéo
variavel, dependendo da espécie, e que ha sugestdes de que o latex vegetal, analogo
ao veneno animal, seja um tesouro de proteinas de defesa e produtos quimicos uteis
que evoluiram através de interacdes interespecificas. Destaca que o latex contém
terpenoides, alcaloides, isoprenoides e poliisoprenos (borracha), cardendlidos e

enzimas, como proteases, quitinases e glucosidases.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Látex
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De acordo com nossa constatacdo, o latex da S. globulifera, assim que é
extraido, € amarelo-ouro, porém vai ficando alaranjado com pigmentos vermelhos até
ficar marrom claro, e endurece, mas néo cristaliza. A medida que entra em contato
com o ar, no ambiente natural, vira um solido pegajoso. Quando colocado na geladeira
vai ficando amarelo-pardo, permanecendo no estado liquido. Quando guardado no
congelador, fica quebradico, retornando ao estado liquido com baixas temperaturas,
como por exemplo o calor das maos.

Konno (2011) esclarece que mais de 20.000 espécies de mais de 40 familias
de angiospermas expelem latex. O latex pode ser proveniente de varias partes da
planta. A S. globulifera o produz tanto nos frutos, como no tronco.

Cottet et al. (2016) afirmam que, segundo a literatura, a fitoquimica da S.
globulifera (Clusiaceae) parece estar altamente correlacionada ao ecossistema local,
baseados em que, a época da pesquisa, nenhum dos 31 metabdlitos j& isolados de
arvores da Africa era comum aos 13 isolados de arvores da Guiana Francesa. No
estudo com a planta nascida na regido Amazénica, esses pesquisadores detectaram
apenas seis metabdlitos comuns aos estudos anteriores. Sobre extratos de latex, eles
afirmam que a boa separacdo de grupos com uma alta explicacdo da variancia (>
60%) sugere diferencas fitoquimicas entre plantas de cada regido. Também informam
gue compostos pertencentes a familias moleculares menos polares parecem ser
principalmente responsaveis pelas diferencas fitoquimicas.

Para investigar a influéncia geografica no metaboloma em S. globulifera,
uma abordagem metabolémica de alto rendimento foi desenvolvida envolvendo
cromatografia liquida de ultra-alto desempenho (UHPLC) acoplada a espectrometria
de massa de alta resolucdo (HRMS), levando a identificacdo de 37 compostos como
potenciais regiomarcadores entre espécies africanas e americanas de S. globulifera
(COTTET et al., 2017).

2.2 Caracteristicas etnomédicas de S. globulifera
Fromentin et al. (2014) relatam que as atividades biolégicas de S. globulifera
variam de acordo com a parte vegetal usada, sendo que a casca € a principal, tanto

na Africa quanto nas Américas Central e do Sul, preparada como uma decoc¢do ou
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infusdo, e que essa planta é amplamente utilizada na medicina tradicional no combate

a varios disturbios, como exibido abaixo:

Quadro 1 - Uso etnomédico da S. globulifera.

Pais Parte da Uso etnomédico
planta
Gamboa Casca Sarna
Nigéria Folhas Doencas de pele, malaria e diabetes
Frutos e folhas | Doencas venéreas, problemas de erecéao e feridas
Uganda Casca Tratamento de tosse e pré-hepatico, ictericia, febre
e vermes intestinais
Camardes | Casca e folhas | Leishmaniose e doencgas protozoarias
Panama Latex fresco Cataplasma contra doencas de pele e dores no
corpo
Brasil — Latex Estimulo a gravidez e tratamento de distenséo
Para muscular e fraturas 6sseas (usado em lugar de
gesso)
Casca Corrimento vaginal
Colébmbia | Casca Leishmaniose cutanea

Fonte: Fromentin et al. (2014)

De acordo com Ngouela et al. (2006) a casca é usada pelos curandeiros
tradicionais para tratar a malaria.

Silva (2011) relata que sua seiva/latex € empregada contra rasgadura,
reumatismo e tumores.

A leishmaniose é uma doenca do tipo antropozoonose que afeta 88 paises,
0 que denota a importancia da realizacao de estudos que permitam o desenvolvimento
de novas estratégias de vacinacéo ou quimioterapias (PEREIRA, 2017).

As espécies do género Leishmania determinam doencas do sistema
fagocitico mononuclear, causando um complexo de patologias denominado de
leishmaniose. Em vista das doencas apresentarem caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas diversas em cada area geografica, foram consideradas entidades
distintas, sendo agrupadas em quatro grupos: leishmaniose cutanea, leishmaniose
mucocutanea, leishmaniose cutanea difusa e leishmaniose visceral, conforme se vé no
quadro 2 (REY, 2010).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Leishmaniose
https://pt.wikipedia.org/wiki/Leishmaniose_cutânea
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Leishmaniose_mucocutânea&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Leishmaniose_mucocutânea&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Leishmaniose_cutânea_difusa&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Leishmaniose_visceral
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Quadro 2 — Espécies de importancia médica quanto a forma clinica da doenca e area de

distribuicao.
F‘?”.“a Agente(s) etiologico(s)
clinica
Velho Mundo
A Leishmania aethiopica; Leishmania major; Leishmania tropica;
Cutanea . .
Leishmania infantum
Difusa Leishmania aethiopica
Visceral Leishmania donovani; Leishmania infantum (chagasi)
Novo Mundo
Leishmania amazonensis; Leishmania braziliensis; Leishmania
A guyanensis; Leishmania lainsoni; Leishmania mexicana;
Cutanea : . e 1 . o . L
Leishmania naiffi; Leishmania panamensis; Leishmania peruviana;
Leishmania shawi; Leishmania venezuelensis; Leishmania infantum
Difusa Leishmania amazonensis; Leishmania mexicana; Leishmania
pifanoi
Mucosa Leishmania braziliensis
Visceral Leishmania infantum (chagasi)

Fonte: Markell & Voge S. Parasitologia Médica. 82 Edic&o.

Segundo o Ministério da Saude a leishmaniose visceral € uma zoonose de
evolucdo crbnica, com acometimento sistémico, que, se nao tratada, pode levar a
6bito em até 90% dos casos. E transmitida ao homem pela picada de fémeas do inseto
vetor infectado. Os transmissores séo insetos conhecidos popularmente como
mosquito palha, asa-dura, tatuquiras e birigui, entre outros. No Brasil, a principal
espécie responsavel pela transmisséo é a Lutzomyia longipalpis. Raposas (Lycalopex
vetulus e Cerdocyon thous) e marsupiais (Didelphis albiventris) tém sido apontados
como seus reservatorios silvestres e cdes (Canis lupus), como reservatorios urbanos.

A leishmaniose visceral (LV) canina é produzida por um protozoario dimorfico
Trypanosomatidae do complexo L. donovani que, nas formas amastigotas, parasita o
sistema fagocitico-mononuclear de mamiferos, incluindo o homem, e células
apresentadoras de antigenos potenciais, como as células de Langerhans, dendriticas
e granulécitos (POCAI et al., 1998).
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Na leishmaniose o tratamento é feito principalmente com medicamentos a
base de antimoniais pentavalentes (estibogluconato de sddio e antimoniato de
meglumina), introduzidos como quimioterapicos na década de 1940, enquanto
anfotericina B e pentamidina sdo os de segunda escolha na terapéutica. Contudo, a
utilizacdo desses extratos é questionavel em virtude da eficacia variavel entre as
espécies de Leishmania, o alto custo, a via de administracdo parenteral, elevada
toxicidade e efeitos adversos, como mialgias, nefrites, alteracdes hepaticas, disturbios
gastrointestinais, respiratorios, cardiovasculares, arritmias fatais e morte subita. Além
disso, ha relatos de resisténcia dos parasitos, devido a baixas dosagens e tratamentos
descontinuos (BRIGIDO, 2016).

O primeiro composto antimonial pentavalente utilizado no tratamento da
leishmaniose foi a estibamina ureia, desenvolvida em 1920, seguida do
estibogluconato de sédio (Pentostam®), em 1936 (RATH et al., 2003). No tratamento
da leishmaniose cutanea e visceral utiliza-se o antimoniato de N-metilglucamina
(Glucantime®), em sua composicao (BRIGIDO, 2016).

2.3 Estudos cientificos da S. globulifera

Fromenti et al. (2014) relatam que as plantas da espécie S. globulifera
surgiram nos continentes americano e africano e mostram alguma diversidade
morfologica através dos locais, sendo que essa distincdo morfolégica e a existéncia
de algumas subfamilias e diferencas no solo e no clima do pais provavelmente
induziram uma variacdo no metaboloma e geraram um pool de quimiodiversidade.

Esses autores informam que estudos fitoquimicos da S. globulifera levaram
a identificacdo de mais de 40 compostos, incluindo vérios policiclicos acilfloroglucindis
poliprenilados, e as avaliac6es apontaram a promissoras atividades biolégicas desses
metabdlitos secundarios, principalmente como antiparasitarios ou antimicrobianos,
confirmando o uso tradicional dessa planta, e que ha estudos que comprovam que a
S. globulifera apresenta atividade: antimalarica; antioxidante; antileishmanial;
antimicrobiana; anticancerigena; anti-HIV; anti-FAZ; anticolinesterasica.

Cottet et al. (2016) realizaram uma comparagdo metabolémica de quatro
diferentes partes de S. globulifera provenientes da Guiana Francesa e dos Camardes
(casca, latex, folhas e galhos). Segundo eles, a identificacéo de xantonas foi complexa
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devido ao grande numero de isdbmeros existentes, similaridades entre padrbes de
fragmentacao e numerosos centros estereoquimicos.

Segundo Fromenti et al. (2014), a S. globulifera tem sido submetida a varios
estudos fitoquimicos nos continentes americano e africano e que, curiosamente,
algumas desigualdades foram observadas quanto ao seu perfil metabdlico, mas que,
porém, desde a primeira publicacdo, em 1992, descrevendo alguns acilfloroglucindis
poliprenilados policiclicos (PPAPs) de S. globulifera como inibidores de HIV, o
interesse pela planta e seus compostos bioativos tem crescido sempre.

Nesta dissertacdo foram selecionados 21 artigos, publicados a partir de
1992, com plantas procedentes da Camardes (Africa); Brasil, Peru e Colémbia
(América do Sul) e Guiana Francesa (América Central), que ilustram a amplitude das
areas de interesse medicinal da S. globulifera, que variam de oncologia a odontologia,
englobando virologia (herpes e HIV), bacteriologia (Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis, Mycobacterium phlei, Escherichia coli, Vibrio anguillarium,
Klebsiella pneumonia e Bacillus subtilis), micologia (Candida albicans e Cryptococcus
neoformans), parasitologia (Plasmodium falciparum, Leishmania donovani, Leishmania
chagasi e Leishmania infantum, Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei
rhodesiense) e enzimologia (FAS), relatados a seguir.

Gustafson et al. (1992) estudaram a atividade anti-HIV das gutiferonas,
benzofenonas de raizes terrestres de S. globulifera, retiradas em area de estudo do
gorila Ndakan da Republica Centro-Africana. O extrato CH2ClzMeOH mostrou
atividade anti-HIV reprodutivel na triagem primaria. As gutiferonas A-D foram testadas
no rastreio primario anti-HIV do NCI e todas mostraram um nivel semelhante de

atividade.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Leishmania_donovani
https://pt.wikipedia.org/wiki/Leishmania_chagasi
https://pt.wikipedia.org/wiki/Leishmania_chagasi
https://pt.wikipedia.org/wiki/Leishmania_infantum
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Guttiferona A Guttiferona B

Guttiferona C Guttiferona D

Lopez et al. (2001) analisaram a atividade antiviral e antimicrobiana de
plantas medicinais colombianas, dentre elas a casca de uma S. globulifera de Baixo
Calima, Colébmbia. O extrato de S. globulifera apresentou atividade contra o virus
herpes simplex HSV (virus completo inativado de 20 pg.mL?) = 25 ug.mL?; nédo
apresentou citotoxicidade no teste e foi positivo para S. faecalis, M. phlei e B. subtilis.

A atividade anticancer de globulixantonas A e B, xantonas citotdéxicas com
grupos isoprenoides da casca da raiz de S. globulifera procedente de Yaounde,
Camardes, foi analisada por Nkengfack et al. (2002). Os compostos globulixantonas
A e B foram avaliados in vitro quanto a sua atividade citotéxica contra o carcinoma
epidermoide humano das células da nasofaringe (KB) e possuem citotoxicidade

significativa in vitro contra a linha celular KB.
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Globulixantona A Globulixantona B

Nkengfack et al. (2002) estudaram globulixantonas C, D e E, xantonas
preniladas com propriedades antimicrobianas, da casca da raiz de S. globulifera
proveniente de laoundé, Camardes, Africa. As atividades dos trés compostos foram
quase equivalentes ou inferiores as demonstradas pela treptomicina com todas as trés
estirpes Gram-positivas testadas, mas nenhum desses compostos estava ativo (MIC

> 100) contra bactérias Gram-negativas.

Globulixanthones C

Globulixanthone D Globulixanthone E

Moreloflavona e GB-2, isoladas de folhas de S. globulifera procedente de
Maynas, Loreto, Peru, foram estudados como inibidores de sintase de acidos graxos
de plantas por Li et al. (2002). A pesquisa envolveu também fracionamentos de
Chlorophora tinctoria, Paspalum conjugatum, Buchenavia parviflora e Miconia
pilgeriana). Todos os compostos foram testados no ensaio antifiungico baseado em
células contra C. albicans e C. neoformans. Os dois biflavonoides, moreloflavona e

GB-2, foram ativos contra FAZ.
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Moreloflavona GB-2

Sinfonina, uma piranoxantona prenilada com atividade antimicrobiana,
isolada das sementes da S. globulifera, procedente de Fundong, na provincia noroeste
de Camaroes, foi pesquisada por Lenta et al. (2004). O extrato apresentou atividade
fraca a 300 pg.mL* quando testado contra S. aureus, S. feacalis, K. pneumonia e E.
coli no ensaio de diluicdo em linha de agar. A nova xantona sinfonina apresentou
atividade antimicrobiana quase equivalente ou inferior a demonstrada pela
gentamicina (0,60 ung.mL?; 4,52 ug.mL%; 8,00 ug.mL* e 0,90 ug.mL* respectivamente)
contra: S. aureus (3,12 ug.mL?); S. feacalis (4,20 pg.mL1); K. pneumoniae (25,90

ug.mL?) e E. coli (inativo).

Sinfonina Guttiferona A

Cottet et al. (2006) demonstraram que agregados de gutiferona A modulam

a atividade do regulador de informagé&o silencioso 1 (SIRT1), através do estudo de
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folhas, raizes, latex, casca, sementes, pericarpos e flores de S. globulifera de

Macouria, Guiana Francesa.

Guttiferona A

Em 2006, Ngouela et al. analisaram as atividades antiplasmodiais e
antioxidantes de constituintes das conchas de sementes de S. globulifera de Fundong,
na provincia noroeste dos Camarfes. Como resultado foi demonstrado que o eritrécito
infectado por Plasmodium estd sob estresse oxidativo constante. A gutiferona A
mostrou uma atividade de eliminacdo de radicais muito boa em relacdo ao

antioxidante acido caféico.

Globuliferina

[0} OH
Guttiferona A Gaboxantona
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Mkounga et al. (2009) realizaram pesquisa com globulixantona F, uma nova
xantona polioxigenada, com um grupo isoprenoide e dois biflavonoides

antimicrobianos da casca do caule de S. globulifera de Yaounde, Camardes.

HO OH (6] OH [¢] OH
O b o0 P
O OH

Globulixantona F Ugaxantona Mbarraxantona

0] OH
HO. l l
(0] OH

Gentisein GB-2

OH o

GB-3 maniflavanone

Em avaliacao in vitro da atividade antimicrobiana de extratos de folhas de S.
globulifera proveniente de Icoaraci, Belém, Para, Brasil, sobre microrganismos
relacionados a lesdo de mucosite oral, Araujo (2010) destacou halo de inibigdo = 12
mm — CIM abaixo de 100 mg. mL* — sobre: S. aureus (halo de 13 mm), C. krusei (halo

de 12 mm), C. albicans (halo de 12 mm), C. parapsilosis (halo de 12 mm), S. mitis
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(halo de 12 mm), S. sanguis (halo de 13 mm) e S. mutans (halo de 12 mm). Em relacao
as propriedades anticolinesterase, que, segundo a autora, representam o alvo mais
atraente para o desenho de drogas e a descoberta de inibidores baseados em
mecanismos para o tratamento de distlrbios degenerativos dos neurénios, como a
doenca de Alzheimer, chegou a atividades inibitérias de AChE e BchE, com erro
padrdo de média de cinco ensaios, para gutiferona A — AChExSEM = 0,88 + 0,04 e
BChE+SEM = 2,77 + 0,02.

Marti et al. (2010) estudaram os derivados de benzofenona antiplasmodial
da casca da raiz de S. globulifera procedente de densa floresta tropical da Guiana
Francesa, o que levou ao isolamento de onze novos derivativos de PPAPs. Ensaios
bioldgicos revelaram que PPAPs tendo um heterociclo fundido a fracéo floroglucinol

exibiu potente atividade antimalarica.

7-epi-isogarcinol 14-deoxy-7-epi-isogarcinol
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Sinfonia A Sinfonia C Sinfonia B

HO

OH

7-epi-coccinona B Sinfonia D and E 7-epi-garcinol

Atividades anticancer de seis compostos naturais selecionados de algumas
plantas medicinais camaronenses foram objeto de uma pesquisa realizada por Kuete
et al. (2011). A xantona V1 foi isolada de folhas de S. globulifera e foi feita a analise
anticancer para as linhas celulares CCRF-CEM, CEM / ADR5000 e MiaPaCa-2.1.

o} OH

HO O

OH

Xantona V1
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Folhas de S. globulifera do distrito de Icoaraci (regido metropolitana de
Belém, PA, Brasil) foram pesquisadas por Silva (2011), sendo que o extrato liofilizado
de S. globulifera apresentou propriedade redutora do radical DPPH. Os ensaios da
atividade antimicrobiana revelam que o0 extrato ndo apresentou atividade
antimicrobiana contra S. aureus, porém apresentou atividade fungistética para C.
albicans. A fracdo hexanica também apresentou atividade fungistética, além de ter
atividade bactericida para S. aureus.

A eficacia de extratos de orgdos aéreos de S. globulifera (a pesquisa
envolveu extratos de 25 plantas da Floresta Amazodnica e da Mata Atlantica, Brasil),
comparada com a clorexidina, contra Enterococcus faecalis como nova tendéncia em
odontologia, foi comprovada por Castilho et al. (2013). Os extratos de S. globulifera
preveniram significativamente a formacao de biofilm e evitaram a formacao de biogel.
O RBUOH do extrato S. globulifera expressa atividade antioxidante, que pode estar
relacionada a presenca de compostos fendélicos, como flavonoides e seus derivados,
iso-venonoides, calconas, catequinas, acidos fendlicos livres, lignanas, curcumina e
seus derivados, e/ou a presenca de alcaloides especificos e compostos relacionados.
Tais compostos podem estar envolvidos na atividade antibacteriana e antioxidante,
embora nédo haja relagdo entre processos antioxidantes e agentes antibacterianos. O
estudo mostrou atividade antimalarica significativa de S. globulifera, que pode ser
devida a presenca de acilnoroglucindis poliprenilados policiclicos e derivados
oxidados.

Oliveira et al. (2013) efetuaram um trabalho sobre 19 plantas medicinais
coletadas no estado do Amap4, Brasil, para verificar a atividade antimicrobiana dessas
plantas, concluindo que os extratos de S. globulifera (folhas, casca e frutos) foram
ativos contra S. aureus, com desvio padrédo e mediano (tamanho do halo) da atividade
antimicrobiana de 3,66 mmz 0,76, respectivamente.

Rodrigues (2013) realizaram uma avaliacdo de extratos vegetais bioativos
de plantas amazonicas sobre a concentracao de testosterona sérica em camundongos
pos-puberes. Como resultados, destacaram que a S. globulifera provocou
interferéncia na concentracao sérica de testosterona em camundongos pos-puberes
e alteracdo de peso dos camundongos em relacdo aos grupos controle e no tamanho

dos testiculos.
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Em um estudo para verificar as alteragdes do fenétipo comportamental de
camundongos apés a administracdo de anani, Suffredini et al. (2017) analisaram o
lupeol, B-amirina e 3-B-hidroxiglutina-5-eno e o acido oleandlico (descrito pela primeira
vez), presentes nos 0rgaos aéreos de planta da Floresta Amazonica (em floresta de
igap0) de Manaus, AM, Brasil. Observaram que a EB1257 (amostra de S. globulifera)
NLD mostrou um perfil similar dos comportamentos fenotipicos observados no
primeiro estagio dos experimentos. Uma diminuicdo na atividade geral, sistemas
autbnomos e sensoriais foram observados. Além disso, um aumento da ptose e
reducéo da piloerecdo e aumento da cianose reforgcaram a hipétese de que o extrato
de EB1257 atua nos niveis do sistema autbnomo. Esses sinais poderiam estar
relacionados a toxicidade do extrato, porque examinou-se a DLN, mas n&o a dose nao
toxica. A compressao da cauda foi reduzida, sugerindo uma resposta reduzida a dor.
Concluiram que a LD50 para EB1257 é de 547,0 mg / kg e informaram que o extrato
é considerado prejudicial pela Comunidade Europeia (oecd.org/ehs/test/testlist.htm) e

pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (http://www.epa.gov).

beta amirina

Ateba et al. (2018) pesquisaram as propriedades antiplasmodiais e
citotoxicidade de fungos endofiticos do género Fusarium, Paecilomyces, Penicillium,
Aspergillus, Mucor e Bipolaris, cultivados a partir de fragmentos da casca saudavel e
madura do caule de S. globulifera de Nomayos, Regido Centro dos Camardes, Africa.
Os resultados do estudo indicam que os fungos endofiticos de S. globulifera séo fontes
promissoras de compostos atingidos, que podem ser investigados como novas drogas

contra a malaria.


http://www.epa.gov/
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Relativamente a pesquisas relacionadas ao tratamento de leishmaniose,
foram encontrados trés artigos, sendo dois de Lenta et al. (2006 e 2007) e um de
Frometnin et al. (2013), sendo que nenhum deles analisou o latex e abordou a L.
infantum e a L. amazonensis, como segue.

Atividades antiprotozoarias in vitro e citotoxicidade de algumas plantas
medicinais camaronenses selecionadas, incluindo folhas de S. globulifera procedente
de Banganté, Camardes, foram pesquidas por Lenta et al. (2006). O extrato
metanolico de S. globulifera — ICso (ug.mL?) apresentou os seguintes resultados: P.
falciparum 4,1+0,5; T. cruzi >30; T. brucei rhodesiense 11,5+0,5; L. donovani 2,1+0,8.
A citotoxicidade foi de 52,315,6 e a relacéo entre atividade citotoxica em células L-6 e
atividade antiplasmodial contra a cepa K1 de P. falciparum foi de 14,0. O extrato
apresentou a melhor relagdo entre citotoxicidade e atividade antiplasmodial (SI —
indice de seletividade = 14,0) e boa atividade contra a cepa resistente a cloroquina K1
do P. falciparum, com valores de ICso abaixo de 5 ug.mL! = extrato metandlico (ICso =
4,1 +0,5). Obs.: os valores de ICs0 sdo médias = D.P. (n = 2), p <0,05; Sla: raz&o entre
a atividade citotdxica nas células L-6 e a atividade antiplasmodial contra a cepa K1 de
P. falciparum; Slb: razdo entre a atividade citotoxica nas células L-6 e a atividade
antitripanossomal contra T. brucei rhodesiense.

As atividades inibidoras leishmanicida e colinesterase de compostos
fendlicos (gutiferona A e xantona V) de S. globulifera foram pesquisadas por Lenta et
al. (2007), analisando extratos das folhas de planta de Bangangté, Camardes, Africa.
Rastreio leishmanicida dos compostos isolados mostrou que a inibicdo do crescimento
do parasita foi superior a 50%: gutiferona A—0,8 ug.mL1=82,1%¢€ 4,8 ug.mL* =98,3%;
xantona V1 — 0,8 ug.mL* =99.6% e 4,8 ug.mL* = 71.9%; e determinacdo de ICso (uM)
para gutiferona A — L. donovani = 0,16, células L6 = 7,3 e SI¢ = 46; Xantona V — L.
donovani = 1,40, células L6 = 18 e SI¢ = 13.
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Xantona V1 Guttiferona A

Fromentin et al. (2013) investigaram as sementes de S. globulifera
procedente da Provincia Noroeste dos Camardes, Africa, para estudar a acdo da
gutiferona A contra T. brucei, L. donovani LV9 e P. falciparum, obtendo como
resultados: contra T. brucei: % de inibicdo 50 pg.mL*= 93,26 / 10 pg.mL*=96,45/1
pug.mL* = 38,51; ICs0 (UM) + SD= 2,95 + 0,94; células vero ICso (UM) + SD = 7,05 +
0,36; Sl = 2,4; contra L. donovani LV9: formas promastigotas ICso (UM) + SD= 5,83 +
0,35; células vero ICso (uM) + SD = 7,05 + 0,36; Sl = 1,2; contra P. falciparum: % de
inibicdo 50 pg.mL*=99,63/10 ug.mL*=98,10/ 1 pg.mL*=16,11; ICso (UM) + SD=
3,32 + 0,45.

Guttiferona A
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta do material vegetal

O material vegetal da S. globulifera L.f., consistindo de folhas, cascas, lenho
e latex, foi coletado no municipio de Brasileia, Estado do Acre, Brasil, no seringal
Porongaba, colocagdo Santa Maria, no Km 28 do Ramal Esperanca.

No entorno da colocacdo Santa Maria foi encontrada uma Unica arvore,
sendo ela adulta, de aproximadamente 25 metros de altura, DAP 0,41 m, localizada
sob coordenadas de latitude S 10° 48’ 37,4” e longitude W 68° 46,31”, elevacao de
190 m, em terra firme, sem sapopemas, conforme perfil apresentado na Erro! Fonte d

e referéncia ndo encontrada..

Figura 1 — Arvore (S. globulifera), localizada no seringal de Porangaba, Colocac&o de Santa

Maria, Acre, Brasil, em que foi coletado o material.
: R

Fonte: Ricardo Kind, 2018.

As exsicatas serdo depositadas no Herbario do Parque Zoobotanico da
Universidade Federal do Acre — Ufac-PZ, para que possam ser catalogadas e
colocadas no acervo para futuras pesquisas.

As coletas foram autorizadas pelo SISBIO/ICMBIio com a numeragéo 60470.
A atividade de acesso ao Patrimdnio Genético/CTA foi cadastrada no Sisgen sob o n°

AOF89CO0, em atendimento ao previsto na Lei n°® 13.123/2015 e seus regulamentos.
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A figura 2 apresenta o momento da coleta do latex da S. globulifera, feita no
inicio de fevereiro de 2018. Foram utilizadas facas de seringa, de modo a nao
comprometer a sobrevivéncia da arvore; funil de plastico, para ajudar na coleta, e
frasco ambar, para acondicionar o material da coleta. A sangria ocorreu das 8 as 16

horas.

Figura 2 — Momento da coleta de material.

Fonte: Rcardo Kind, 01.

Foram colhidas amostras de folha, casca, lenho e latex. Com excecao desse
altimo, todos os materiais vegetais foram triturados e secos separadamente e
colocados em estufa com circulacéo de ar Quimis a 40 C°, nos laboratoérios da Unidade
de Tecnologia de Alimentos (Utal) da Ufac, durante quatro dias, conforme mostrado

nas figuras 3 e 4.
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Figura 3 —Lenho da S. globulifera triturado, pronto para secagem em estufa.

Fonte: Ricardo Kind, 2018.

Figura 4 — Materiais vegetais de S. globulifera preparados para secagem.

Fonte: Ricardo Kind, 2018.

Em seguida, no laboratorio de Pesquisa e Extenséo da Ufac, essas amostras
vegetais secas foram colocadas em Aalcool etilico 70% (V/V). As tinturas foram
submetidas a filtracbes e a evaporacdes e colocadas em estufa para obtencdo dos
extratos secos. Somente o latex foi utilizado in natura, ndo havendo necessidade de
nenhum procedimento de extracdo, ja que o mesmo permanecia em estado liquido

quando acondicionado no refrigerador



40

3.2 Triagem fitoquimica

A caracterizacdo do material fitoquimico foi realizada no laboratério de
quimica do Instituto Federal do Acre (IFAC), Campus Xapuri, em triplicata e baseada
nos trabalhos de Barbosa (2001), com algumas adaptacdes. Da amostra coletada
foram utilizados 4 g (Metter Toledo AB 104) do extrato seco da S. globuifera para a
realizacdo da caracterizacao fitoquimica do material.

Na preparacdo do extrato-méae dissolveram-se 500 mg do extrato seco em

100 ml de 4gua destilada.

Saponinas espumidicas
Foram diluidos 5 ml do extrato-mée em 15 ml de 4gua destilada e agitados
vigorosamente durante 2 minutos em tubo fechado. Uma camada de espuma estavel

por mais de 30 minutos indica resultado positivo (BARBOSA, 2001).

Acucares redutores
Foram adicionados 2 ml do teste quimico para diferenciar carboidratos a 5
ml da solugdo-mae e aquecidos em banho-maria em ebuligdo por 5 minutos.

Precipitado vermelho-tijolo indica resultado positivo (BARBOSA, 2001).

Polissacarideos
Adicionaram-se 2 gotas de lugol a 5 ml da solugdo-mée. Coloracao azul
indica resultado positivo (BARBOSA, 2001).

Proteinas e aminoacidos

Foram adicionados 0,5 ml de solu¢cdo aquosa de nihidrina a 0,1% a 3 ml da
solucdo-mée e aquecidos até ebulicdo. Coloracao violeta persistente indica resultado
positivo (BARBOSA, 2001).

Fenois e taninos

Adicionaram-se 2 gotas de solucdo alcodlica de FeCls a 1% a 5 ml da
solugdo-mée. Mudanca na coloracdo ou formacédo de precipitado € indicativa de
reacao positiva, quando comparado com o teste em branco. Coloragao inicial entre o
azul e o vermelho é indicativa da presenca de fenois, quando o teste em branco for
negativo; precipitado escuro de tonalidade azul indica presenca de taninos pirogalicos

e verde, presenca de taninos catéquicos (BARBOSA, 2001).
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Flavonoides

Geral: dissolveram-se 25 mg do extrato seco em 5 ml de metanol, que foram
submetidos a filtracdo, aos quais foram adicionadas 5 gotas de HCI concentrado e
raspas de magnésio. O surgimento de uma coloracdo résea na solucao indica reacao
positiva (BARBOSA, 2001).

Por classes: serdo retirados 20 ml do extrato-mae.

Antocianidinas, antocianinas, flavonas, flavononais, xantonas, chalconas, auronas e
flavanonois

Em trés tubos de ensaio colocam-se 3 ml da solugdo em cada um deles,
acidulando um a pH 3 e alcalinizando os dois restantes a pH 8,5 e 11.
. Coloracdo vermelha em pH 3, lilas em pH 8,5 e azul purpura em pH 11 indicam
resultado positivo para antocianidinas e antocianinas;
. coloracdo amarela em pH 11 indica resultado positivo para flavonas, flavonais,
xantonas;
. coloracdo vermelha em pH 3 e vermelho purpura em pH 11 indicam resultado
positivo para chalconas e auronas;

. coloracao vermelho-laranja em pH 11 indica resultado positivo para flavanonais.

Leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas

Dividiram-se 6 ml da solugdo-mé&e em dois tubos de ensaio. Um foi acidulado
a pH 1-3 com HCI e o outro alcalizinado a pH 11 com solucdo de NaOH. Ambos foram
aguecidos com auxilio de uma lamparina a alcool durante 2-3 minutos, sendo
observado se houve modificagdo na coloracdo, comparando-se com o0s tubos
utilizados no teste anterior.

A presenca de coloragdo vermelha em pH &cido indica resultado positivo
para leucoantocianidinas;
. a presenca de coloracao pardo-amarela em pH &cido indica resultado positivo para
catequinas (taninos catéquicos);
. a presenca de coloracdo vermelho-alaranjada em pH alcalino indica resultado

positivo para flavanonas.
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Flavondis, flavanonas, flavanondis e xantonas.

Foram transferidos 3 ml da solucédo extrativa usada no teste anterior para um
tubo de ensaio e acrescentados alguns miligramas de magnésio em raspas e 0,5 ml
de HCI concentrado. Apos o término da efervescéncia comparou-se a mudanca na
coloracdo em relagdo aos tubos acidificados dos testes anteriores. Cor vermelha
indica a presenca dos metabdlitos (BARBOSA, 2001).

Glicosidios cardiacos

Dissolveram-se 25 mg do extrato seco em 5 ml de metanol e filtrou-se. Foram
adicionadas gotas do reativo de Keede em duas porc¢des de 2 ml. Coloracdo azul ou
violeta indica reacéo positiva (BARBOSA, 2001).

Catequinas

Dissolveram-se 15 mg do extrato seco em 3 ml de metanol que foram
submetidos a filtracdo. Ao filtrado acrescentou-se 1 ml de solucéo alcodlica de vanilina
a 1% e 1 ml de HCI concentrado. Coloracao vermelha intensa indica reacao positiva
(BARBOSA, 2001).

Antraquinonas, antronas e cumarinas

Reagente de hidréxido de potassio (KOH): 5% ou 10% de hidréxido de
potassio etandlico (reacdo de Borntrager). A placa CCD é pulverizada com 10 ml e
avaliada em vis ou em UV-365 nm, com ou sem aquecimento. Deteccdo de
antraquinonas (vermelho), antronas (amarelo, UV-365 nm); deteccdo de cumarinas
(azul, UV-365 nm) (BARBOSA, 2001).

Lactonas sesquiterpénicas e outras lactonas

Dissolveram-se 15 mg do extrato seco em 3 ml de metanol e filtrou-se.
Adicionaram-se 12 gotas de solugéo aquosa de cloridrato de hidroxilamina a 10% e 2
gotas de solucdo metandlica de KOH a 10% e aqueceu-se suavemente em banho-
maria durante 2 minutos. Apds, a solucéo foi resfriada e acidulada com solucédo de
HCl a 1N e adicionada de 1 gota de FeCls 1%. Coloragao violeta indica reacao positiva
(BARBOSA, 2001)



43

Esteroides e triterpenoides

Dissolveram-se 50 mg do extrato seco em 10 ml de cloroférmio e filtrou-se
sobre carvao ativado. O filtrado foi transferido para um tubo de ensaio completamente
seco, onde foi adicionado 1 ml de anidrido acético e agitado suavemente. Em seguida,
adicionaram-se, cuidadosamente, 3 gotas de H2SOs concentrado e agitou-se a
mistura. O rapido desenvolvimento de cores, que vao do azul evanescente ao verde
persistente, indica resultado positivo (BARBOSA, 2001).

Azulenos
Dissolveram-se 10 mg do extrato seco em 2 ml de cloroférmio e filtrou-se. A
presenca de proazulenos na fase aquosa € indicada por coloracdo azul, porém, em

pequena quantidade, a coloracédo observada é esverdeada (BARBOSA, 2001).

Alcaloides

Dissolveram-se 25 mg do extrato seco em 5 ml de solucdo de HCl a 5% e
filtrou-se. Separaram-se quatro por¢cdes de 1 ml em placa de toque e adicionaram-se
3 gotas dos reativos de Bouchard, Dragendorff e Mayer. Precipitagdo ou turvagdo em
pelo menos um tubo é indicativa de resultado positivo (BARBOSA, 2001).

Purinas

Em cépsula de porcelana juntaram-se 5 mg do extrato seco, 3 gotas de
solucdo de HCI 6N e 2 gotas de H202 concentrado (30%). Evaporou-se a mistura em
banho-maria até a formacao de um residuo corado de vermelho. Juntaram-se 3 gotas
de solucdo de NH40OH (6N). Coloracao violeta indica reacdo positiva (BARBOSA,
2001).

Depsideos e depsidonas

Dissolveram-se 25 mg do extrato seco em 5 ml de éter etilico e filtrou-se.
ApOs o éter evaporar em banho-maria, juntou-se residuo de 3 ml de metanol. Agitou-
se a mistura e adicionaram-se 3 gotas de solucao de FeCls a 1%. Coloracédo verde,

azul ou cinza indica reacgéao positiva (BARBOSA, 2001).

3.3 Perfil cromatografico
O perfil cromatografico teve inicio no laboratério de Pesquisa e Extensao da

Ufac com uma filtracédo de separacao, onde foram pesados 47,12 g da resina bruta da
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S. globulifera em uma balanga analitica Metter Toledo AB 104, aos quais foram
misturados 85,21 g de silica gel 230 a 240 mesh, pesados em uma balanca
semianalitica Marte AL500C Chromato — VUE, até obter uma mistura homogénea, que
foi submetida a uma filtracdo a vacuo utilizando um funil de Buchner e um Kitasato,
acoplados a uma bomba de vacuo Prismatec. Foram utilizados 500 ml de cada um
dos seguintes solventes: hexano, diclorometano, acetona e uma solugao
hidroalcoolica a 70% (V/V) respectivamente. As fracdes coletadas foram concentradas
no rotoevaporador IKA HB 10 digital modelo RV 10 D e secas na estufa com circulacao
de ar Quimis a 40 °C por 4 dias, obtendo-se assim 4 extratos secos: de hexano,
diclorometano, acetona e hidroalcodlico.

No laboratério de quimica da UFMG os quatro extratos e o latex in natura no

estado sdlido foram submetidos a espectroscopia de infravermelho.

Cromatografica liqguida comum (CC)
O extrato acetbnico foi submetido a uma coluna cromatografica liquida
comum (CC). A coluna de CC foi preparada com uma mistura homogénea de 5,05 g
do extrato acetdnico misturados com 399,02 g de silica gel de 230 a 400 mesh. O
gradiente de solventes foi:
« Fracdo 1: 500 ml de hexano puro.
« Fracdo 2: 450 ml de hexano e 50 ml de acetato de etila.
« Fracéo 3 e 4: 500 ml de hexano/acetato de etila (8:2).
« Fracdo 5: 500 ml de hexano/acetato de etila (7:3).
. Fracdo 6, 7, 8: 1.000 ml de hexano/acetato de etila (1:1).
. Fracdo 9, 10, 11, 12: 600 ml de acetato de etila puro.
« Fracéo 13, 14, 15, 16: 1.700 ml de etanol.

Cromatografia de camada delgada (CCD)

As placas de CCD foram confeccionadas utilizando 7 g de silica gel 230
mesh diluidos em 15 ml de agua, a fim de se obterem espessuras de 0,25 mm e de e
0,75 mm, sendo secas em estufa Quimis a 100 °C por no minimo 30 minutos. A
revelacdo das placas foi a partir de solucédo (1:1) de vanilina 1% m/v em etano e acido

perclérico 3% v/v em agua, seguida de aquecimento em estufa a 100 °C.
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Como critério para verificacdo de pureza foi adotada a observacdo das
manchas das placas de CCD, testando eluentes que pudessem fornecer um fator de
retencdo (RF) de 0,5.

A fracdo 3 foi submetida a uma filtracdo com hexano, gerando um sélido
branco que foi submetido a uma anélise de infravermelho e de cromatografia gasosa
acoplada ao espectrofotometro de massas (CG/EM). O filtrado foi comparado com o
padrao de a, B-amirina.

As fracdes do extrato acetdnico foram submetidas a analise de CCD usando
como eluente 100 ml de diclorometano/hexano (1:1) para observacao das referidas
manchas, que foram reagrupadas em 12 amostras (A).

A amostra A2 do extrato acetonico foi submetida a cromatografia liquida de
média pressdo, sendo reagrupada em quatro novas amostras (B), que foram
observadas nas placas de CCD utilizando como eluente 100 ml de acetato de
etila/cloroférmio (6:4).

As amostras B3, A3 e uma amostra do extrato seco hexanico foram
analisadas no CG/EM.

Uma fracdo de 40 g do latex in natura (estado liquido) também foi submetida
ao CG/EM, no preparo da amostra:

o latex da Symphonia foi submetido a hidrélise basica, gerando uma amostra do
material ndo-saponificavel (NSap) e uma amostra do material saponificavel (Sap). A
amostra NSap foi analisada in natura e como derivados TMS (sililados) e a amostra
Sap foi analisada apenas como derivados TMS;

a hidrélise bésica foi feita dissolvendo-se ~40 mg do latex da S. globulifera em 100
uL de uma solucdo de etanol (95%) / hidroxido de potassio 1 mol.L? (5%) em tubo
criogénico de capacidade de 2 ml. ApGs agitacdo em vortex por 10 segundos, o latex
foi hidrolisado em um forno de micro-ondas doméstico (Electrolux MT030), a poténcia
30%, durante 6 minutos. Apos resfriamento, adicionaram-se 400 pL de agua e 3x600
uL de acetato de etila para remocédo do material ndo-saponificavel. As camadas
organicas (material ndo saponificavel) foram agrupadas, gerando a amostra NSap.
Adicionaram-se, entdo, 100 uL de acido cloridrico conc e 600 pL de acetato de etila.

ApoOs agitacdo em vortex por 10 segundos e repouso por 2 minutos, uma aliquota de
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300 ul da camada organica foi retirada, colocada em tubo de microcentrifuga e seco
por evaporacdo, obtendo-se assim a amostra saponificavel (Sap);

sililacdo: adicionou-se a amostra seca em tubo de microcentrifuga com 25 uL de
THF e 25 uL do agente sililante (BSTFA). A reacao foi conduzida em forno de micro-
ondas doméstico Electrolux na poténcia 30% por 3 minutos. A amostra sililada foi

resfriada em agua e imediatamente foi injetada no CG-EM.

Cromatografia liquida de média pressao

As analises por cromatografia liquida de média pressédo foram realizadas
através do equipamento Isolera One — Biotage e coluna Biotage SNAP Cartridge KP-
SIL 10 g no Departamento de Quimica da UFMG.

Cromatografia gasosa acoplada ao espectrofotdmetro de massas.

Os espectros de massa foram realizados em um equipamento CGMS-
QP2010 ULTRA (Shimadzu). Coluna: Rxi-1MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum (Restek).
Temp coluna: 100 °C (5 min), 10 °C/min, 300 °C. Injetor: 300 °C Split (1:50), Interface
CG-MS a 300 °C. Detector MS (Impacto eletrénico a 70 eV) a 300 °C. Gas de arraste:
Hélio a 3,0 ml/min. Vol. de injecdo: 1 uL. Software de aquisicdo de dados: GCMS
Solution (Shimadzu). Biblioteca espectral: NIST 11. Arquivos*. qgd, do Departamento
de Quimica da UFMG.

As analises por infravermelho
As analises por infravermelho foram realizadas através do espectrofotbmetro
Shimadzu IR-408 com pastilhas KBr (1%) no Departamento de Quimica daUFMG.

3.4 Andlise térmica

A analise termogravimétrica (TGA, DTA e DrTGA) do latex da S. globulifera
foi realizada com a finalidade de definir o gradiente de temperatura para a analise de
CG/EM.

As analises térmicas foram realizadas no Laboratorio de Analises Térmicas
da UFMG em um equipamento DTG-60 Shimadzu; as curvas de TG foram obtidas em
gradiente de temperatura entre 22 e 700 °C, sob atmosfera dindmica de nitrogénio (50
mL min't), na razdo de aquecimento (10 °C min), utilizando cadinho de alumina

contendo 1,042 mg da massa do latex. Os calculos de perda de massa e a derivada
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da TG foram feitos com auxilio do programa TA-60WS (Shimadzu) (CANEVALORO,
2007).

3.5 Testes de sensibilidade a agentes leischiméanicos

Cepas de leishmaniose de L. infantum MHOM/BR/1974/PP75 e de L.
amazonensis IFLA/BR/1967/PH8 foram cedidas pelo laboratério de parasitologia da
UFMG, onde foram realizados todos os testes microbiolégicos.

A avaliagdo dos extratos (hidroalcodlico, cetdnico, hexanico e
diclorometéanico) e do latex in natura da S. globulifera sobre o crescimento in vitro de
formas amastigotas intracelulares de L. infantum, conforme figura 5, e L. amazonensis
foram realizadas seguindo metodologia utilizada por Boer et al. (2011) e Alvar et al.

(2012) com algumas adaptacoes.

Figura 5 — Avaliacdo dos compostos sobre o crescimento in vitro de formas amastigotas

intracelulares de L. infantum.

Fonte: Ricardo Kind Lopes, 2018.

Os testes para atividades leishmanicas in vitro dos extratos hidroalcodlico,
acetonico, diclorometanico, hexanico e do latex in natura contra promastigotas foram
realizados utilizando macréfagos caninos (DH82). Essas células foram plaqueados a
uma concentracdo 5x10 macréfagos por poco, em placas de poliestireno de 96 pogos
(Cell Wells, Corning Glass Works) e incubadas a 37 °C, em 5% CO2 em estufa.

Apbs 24 horas, os macrofagos aderidos foram infectados com L. infantum e
L. amazonensis, em fase estacionaria, em uma propor¢ado de 50 parasitos para cada
célula hospedeira. Quatro horas apds a infec¢do, as culturas foram lavadas trés vezes
com tampéao fosfato salino (PBS — pH 7,2) gelado para remover os parasitas

extracelulares.
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Logo em seguida, os compostos diluidos em RPMI (meio de cultura para
células humanas) foram adicionados aos pog¢os nas seguintes concentracdes: 1.000,

100, 10, 1, 0,1 ug.mL. Quatro replicatas foram realizadas para cada concentracéo.

Apoés 48 horas, as culturas foram fixadas com metanol gelado durante 15
minutos e secas com ar quente. Para o desenvolvimento do teste de Elisa, as placas
de cultura fixadas foram lavadas trés vezes com 100 mL de PBS contendo 5% de BSA
(albumina de soro bovino) e, para bloguear a ligacdo inespecifica dos anticorpos,
incubaram-se durante 1 hora a 37 °C com essa mesma solucdo. Apos esse periodo,
foi retirada a solugédo de bloqueio e adicionado soro de paciente infectado com
Leishmania sp (diluicdo 1:300) e soro de paciente ndo infectado. Incubaram-se as
placas durante 1 hora a 37 °C. ApGs esse periodo, as placas foram lavadas quatro
vezes com PBS contendo 0,05% de Tween-20 (pH 7,4). Logo em seguida, 100 uL de
IgG anticdo conjugados com HPR (diluicdo 1:2000) foram adicionados aos pogos

antes de desenvolver a reagao.

Para desenvolvimento, 100 uL de solucdo de substrato (10 mL de tampéao
de citrato, 10 mg de OPD, ortofenilenodiamina, 10 yL de H2032) foram adicionados a
cada poco. ApGs 15 minutos, a reacdo foi parada pela adicdo de 30 pL da solucéo
acido sulfarico 2 mol.L (H2S0a).

A leitura da densidade 6ptica foi medida a 492 nm em um leitor de Elisa
(Molecular Devices, EUA). O sal de antiménio Il (Sb") foi utilizado como controle

positivo nas mesmas concentracdes dos extratos testados, de 0,1 a 1000 pg.mL™2.

Para céalculo do ICso (concentracao inibitéria de 50% da multiplicacdo das
amastigotas), primeiro, a influéncia do fundo placa (background) e da ligacdo de
anticorpos nao especificos para amastigotas de Leishmania foram corrigidas. Para
corrigir a ligacéo inespecifica dos anticorpos, subtraiu-se dos macréfagos infectados
com amastigotas de L. infantum e incubados com soro de paciente positivo a média
da densidade 6ptica (OD 492nm) de macroéfagos infectados, porém incubados com soro
de pacientes negativos para Leishmania sp. Os resultados in vitro de atividade foram
expressos como indice de inibicdo de crescimento em relagdo aos controles de

macrofagos infectados com amastigotas e néo tratados, metodologia adaptada de
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Who (2010). Como segue: Index = (ODag2 nm pogos experimentais/ODag2 nm controles

nao tratados) x 100.

Conforme informam Nilubol et al. (2012), para determinar as atividades de
alto rendimento dos compostos, os dados de resposta de indice foram plotados e
modelados graficamente por uma curva de dose-resposta com base no ajuste logistico
de quatro parametros.

A concentracdo inibidora de 50% do crescimento do parasita (ICso) foi
determinada como a concentracdo do composto capaz de reduzir o index em 50%.
(AULNER et al., 2013; HANSEN & BROSS, 2010). Para isso, utilizou-se o programa
estatistico software GraphPad Prism 5.0.

3.5.1 Ensaio de viabilidade metabdlica

Com o intuito de avaliar o citotoxicidade dos extratos, foi realizado o teste de
metabolismo celular de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio).
Esse método se baseia na dosagem da atividade metabdlica de células viaveis,

utilizando o ensaio colorimétrico.

O protocolo é adaptado a partir de métodos da literatura (MAIA et al., 2007,
HANSEN & BROSS, 2010). Linhagens celulares de rim de macaco verde africano
(BGM), hepatécito humano do tipo (HepG2) e macréfagos de cdo DH82 foram
cultivadas em RPMI (Sigma) contendo 100 U/ml de penicilina; 100 pg.mL* de
estreptomicina e 10% de soro fetal bovino inativado. BGM, HepG2 foram plaqueadas
a 1x 10* células por poco e DH82 foram plaqueadas a 5 x10* células por poco, como

ilustrado nas figuras 6 e 7.

Quatro pocos sem células foram utilizados como controles em branco. Em
seguida, 100 uL dos compostos dissolvidos e diluidos foram adicionados a cada poco
e foram incubados durante 48 horas a 37 °C em estufa contendo 5% de COa.

Os compostos e o controle foram testados nas seguintes concentragcbes
1.000, 100, 10, 1 e 0,1 pg.mL*. Ap6s o periodo de incubacéo, 10 pL da solucédo de
MTT (5 pg.mL?1) foram adicionados a cada pogo e incubados durante mais 4 horas.

Em seguida, o sobrenadante foi removido e Formazan, o produto metabdlico de MTT,
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foi ressuspendido em 50 pL de DMSO, conforme pode ser observado nas figuras 6 e
7.

Figura 6 — Teste de toxicidade BGM com os extratos de S. globulifera.

Fonte: Ricardo Kind Lopes, 2018.

Figura 7 — Teste de toxicidade HEP com os extratos de S. globulifera.

Fonte: Ricardo Kind Lopes, 2018.

A intensidade colorimétrica foi medida por densidade Optica a 570 nm num
leitor de Elisa (Molecular Devises, EUA). Os pocos contendo células ndo tratadas

foram usados como controles negativos; pogos vazios foram utilizados para corrigir a
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influéncia da prépria placa e pogos contendo 0s extratos na maior concentracao
também foram utilizados a fim de confirmar que os extratos ndo reduziam o sal de
MTT. Os valores de concentracdo que inibia 50% do metabolismo celular, dose letal

(CC s0), foram calculados para cada composto.

3.5.2 Anélise estatistica

Todos os resultados foram expressos como a média + desvio padrao (DP)
de quatro replicatas. Os dados foram analisados utilizando o programa GraphPad
Prism 5.0. Os valores das concentracfes maximas que inibiam 50% da multiplicacdo
das amastigotas intracelulares (ICso) e 50% do metabolismo dos macrofagos, HEP e
BGM (CCso), foram obtidos a partir de analise de regresséao néo linear das curvas de
dose-resposta alcancadas a partir do programa estatistico GraphPad Prism 5.0. O

indice de seletividade foi calculado pela razéo entre CCso e ICso para cada composto.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise fitoquimica iniciou-se com a triagem, apresentada no quadro 3,
para determinar qualitativamente os principais grupos quimicos constituintes da S.
globulifera. Testes simples de mudanca de cor e precipitacdo, seguindo a metodologia
apresentada por Barbosa (2001), com algumas adaptacdes, possibilitaram a
comparacdo desta pesquisa, realizada no Brasil (estado do Acre, com analises
laboratoriais realizadas no estado de Minas Gerais), com resultados apresentados em
outras pesquisas.

Foram analisados o latex, folhas, casca e lenho, conforme consta do
quadro 3, para uma comparagado dos grupos quimicos entre 0s mesmos.

Com excecao de proteinas, glicosideos cardiacos, purinas e lactonas
sesquiterpénicas, os demais grupos deram positivos em quase todas as partes da
planta. Barbosa (2001) ressalta que a cor das amostras pode mascarar alguns
resultados.

Quadro 3 — Screening fitoquimico da folha, casca, lenho e latex da S. globulifera

Metabdlitos secundarios FOL CAS LEN LAT
Saponinas + + + +
AcuUcares redutores + + + +
Polissacarideos + + + +

Proteinas - - - -

Fendis e taninos + + + +
Flavonas, flavondis e xantonas + + + +
Flavanonas e flavanondéis + + + +
Alcaloides + - + -
Glicosideos cardiacos - - - -
Catequinas + + - +
Benzo, nafto e fenantraquinonas + + + +
Antraquinonas + + + +
Purinas - - - -
Sesquiterpeno lactonas - - - -
Depsideos e depsidonas + + + +
Cumarina + + + +

Abreviaturas: FOL- folhas; CAS — casca, LEN — lenho e LAT - latex, todos em extratos

hidroalcodlicos.
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Conforme visualizado na figura 8, o teste de saponinas deu positivo para
todos os extratos das partes da planta que foram analisadas, inclusive para o latex in
natura.

Segundo Lambert et al. (2011), as saponinas sao metabdlitos secundarios
amplamente distribuidos no reino vegetal e frequentemente sdo os componentes
ativos das ervas medicinais, tendo potencial utilizacdo para a industria farmacéutica

como drogas antibacterianas, viricidas, anti-inflamatorias e antileishmaniais.

Figura 8 — Teste de saponinas da S. globulifera.

Fonte: Ricardo Kind 2018.

A figura 9 confirma os resultados positivos para &cidos orgéanicos. Lues e
Theron (2011) descrevem que, além da atividade antioxidante, os acidos organicos

também apresentam ac¢ao antimicrobiana.

Figura 9 — Teste de acidos organicos da S. globulifera.

J
Fonte: Ricardo Kind, 2018.
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A figura 10 mostra um sedimento avermelhado, o que caracteriza a presenca
de acUcar redutor. Todos os extratos e também o latex apresentaram acucares
redutores. Eles pertencem a classe dos monossacarideos que possuem grupos
carbonilicos e cetdnicos livres, que oxidam na presenca de agentes oxidantes em
solugdes alcalinas (DEMIATE et al., 2002).

Figura 10 — Teste de aglcar redutor naresina da S. globulifera

Os depsideos e depsidonas apresentam atividades anti-inflamatoria e
antibiética (MEDEIROS, 2010). Conforme demonstrado na figura 11, o teste de

depsidio foi positivo para todas as amostras analisadas.

Figura 11 — Teste de depsidio da S. globulifera.

| Ty

Fonte: Ricardo Kind, 2018.
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A figura 12 apresenta o resultado por classe para flavonas, flavanadis,
xantonas, flavanonas e flavanonadis, positivo somente para pH 11. Esses grupos
qguimicos formam os metabdlitos secundarios de plantas medicinais que vém sendo
estudadas por Kuete et al. (2011) e por Nkengfack et al. (2001) para possiveis

inibicdes de células cancerigenas.

Figura 12 — Teste por classe para flavonas, flavondis, xantonas, flavanonas e flavanonédis com

extratos de S. globulifera.

| 4

v
!
b

Fonte: Ricardo Kind, 2018.

Os testes para antraquinonas, antronas e cumarinas deram positivos com
revelador de KOH, em placas de CCD reveladas na luz de ultravioleta, conforme
mostrado na figura 13. Percebe-se fosforescéncias amarelas, vermelhas e azuis,
indicando resultados positivos. Esses metabdlitos vém sendo estudados pelas suas
propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes (CASTILHO et al., 2013).
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Figura 13 — Teste de antraguinonas, antronas e cumarinas com extratos de S. globulifera.

Fonte: Ricardo Kind, 2018.

A triagem fitoquimica realizada com as folhas, casca, lenho e o latex da S.
globulifera neste trabalho confirmou os resultados encontrados na pesquisa de Silva
et al. (2011).

Os grupos quimicos das plantas originarias do continente africano e
americano ndo apresentam diferencas, mas os perfis metabdlicos diferem em razéo
de caracteristicas de clima e solo, conforme descreveram Fromentin et al. (2014). Foi
detectada a presenca de agentes flavonois, xantonas, antronas, flavanonas,
isoflavonas, rotenoides, quinonas, cumarinas, taninos e depsidios, sugerindo que a
planta tem caracteristicas potenciais para o tratamento da leishmaniose, o que
incentiva o aprofundamento da pesquisa sobre o0 seu uso (LENTA et al., 2007).

A figura 14 apresenta os resultados da analise termogravimétrica (TGA e
DTA) do latex da S. globulifera, com a finalidade de definir o gradiente de temperatura
para a analise de CG/EM. A termogravimetria ou andlise termogravimétrica (TGA) é
uma técnica da analise térmica na qual a variacdo da massa da amostra é
determinada em funcao da temperatura e/ou tempo, enquanto a amostra é submetida
a um gradiente programado de temperatura. De acordo com Silva et al. (2011), DTA
€ uma técnica em que a diferenca de temperatura entre a substancia e um material
de referéncia é medida como uma fungéo da temperatura, enquanto a substancia e o

material de referéncia estdo sujeitos a uma programacéao controlada de temperatura.
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De acordo com os resultados apresentados na figura 14, de 28 °C até 140
°C a amostra comecou a perder massa, provavelmente em decorréncia da perda de
agua e compostos volateis, pois o latex estava na sua forma liquida (bruta) quando foi
submetido a analise. Essa perda correspondeu a dois eventos, um de 17,83% e outro
no valor de 11,996%, totalizando uma perda de massa de 29,079%, o que pode ser
confirmado por dois eventos endotérmicos, demonstrados na curva de DTA: um a
41,82 °C (desidratacdo) e o outro a 80,45 °C (desidratacdo + volatilizacdo de
COMpOStos organicos).

De 140 °C até 700 °C verificou-se uma perda de massa equivalente a
70,058%, referente a decomposi¢cdo dos compostos organicos. 1Sso ocorreu em cinco
eventos, devido a mistura de compostos organicos complexos, de estruturas amorfas.
N&o houve mudanca de fases, o que é confirmado pela curva de DTA, que mostra que
a decomposicao ocorreu em dois eventos endotérmicos.

A 308,68 °C ocorreu a perda mais rapida da amostra, equivalente a 0,464
mg, correspondente a uma perda de 44,530% da amostra inicial de 1,043 mg,
demonstrado na curva de DTG.

Ao atingir a temperatura final de 700 °C a massa praticamente foi consumida,
restando apenas um residuo de 0,863%, o que corresponde a 0,008 mg de cinzas da

amostra inicial.



Figura 14 — Termogravimetria (TGA) e anélise térmica diferencial (DTA) do latex in natura da S.

globulifera.
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Fonte: Lab. Analise Térmica/DQ/ICEx/ UFMG.

Os resultados de TGA/DTA encontrados por Silva (2011) para a S.
globulifera destacaram que, de 28 °C até 140 °C, houve perda de massa de 2,78%,
proveniente de desidratacdo e compostos volateis, devido ao extrato das folhas ter
sido liofilizado, enquanto o latex do presente estudo foi utilizado in natura. Ainda pode
ser observado que a amostra liofilizada do extrato levou a decomposi¢cdo de massa a
temperaturas mais elevadas do que as encontradas para o latex in natura. Isso indica
a necessidade de liofilizacdo da amostra, antes de ser definido o gradiente de
temperatura do CG/EM, pois 0 equipamento poderia trabalhar com uma faixa de
temperatura maior e, conseguintemente, poder identificar uma gama maior de

metabolitos secundarios.
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As figuras 15 a 19 apresentam 0s espectros de absor¢céo na regido do
infravermelho dos extratos acetdnico, diclorometanico, hexanico e hidroalcodlico,

além do latex in natura da S. globulifera, com o objetivo de corroborarem as analises

de cromatografia e o CG/EM, na identificacdo de metabolitos secundarios.

Transmittance

Figura 15 — Espectro IV do extrato acetdnico da S. globulifera.
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Figura 16 — Espectro IV extrato de diclorometéanico da S. globulifera.
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Figura 17 — Espectro IV extrato hexanico da S. globulifera.
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Figura 18 — Espectro IV do extrato hidroalcodlico (70% V/V) da S. globulifera.
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Figura 19 — Espectro IV do latex in natura da S. globulifera.
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Os espectros na regidao do IV para o latex e os demais extratos da S.
globulifera apresentaram bandas de absorcdo muito parecidas, com excec¢ao do
hidroalcoodlico. Temos uma visao geral desses espectros, ao analisar o espectro de IV
do latex da S. globulifera.

O latex da S. globulifera € uma mistura de varios compostos, que vao desde
estruturas simples, como os hidrocarbonetos, até os mais complexos como 0s
flavonoides. Apresentou maximos de absorcédo em 3384 cm das ligagGes de OH de
alcoois e fendis e de NH de aminas, com ligacdo de hidrogénio. Essa sobreposicéo
gera uma banda larga e forte, resultante de associagfes poliméricas. Em 2.922 —
2.854 cm ! essa banda dupla evidencia a presenca de frequéncias de estiramento de
CH para compostos de carater alifaticos (hidrocarbonetos, acidos graxos). JA em
2.730 cm apresenta ligagGes de CH constatando a presenca de aldeidos. As ligagcGes
de NH em 2372-2342 cm confirmam a presencas das aminas terciarias. Em 1.732
cm? apresenta uma banda fina e forte na frequéncia de estiramento de C=0,
possivelmente sujeita a efeitos de conjugacao e de efeito indutivo. As bandas duplas
e fracas em 1.648 — 1.602 cm! mostram a frequéncia de estiramento de ligacdes C=C
tipicas de alcenos conjugados. Em 1.446 — 1.380 cm™ caracteriza as ligag6es de CHz,
deformacéo angular de -(CH2) n-, sendo que para n > 3 a banda aparece na regiao
por volta de 720 cm™ (deformacéo angular de cadeia) (SILVERSTEIN, 2010). A banda
em 1.292 cm! é caracteristica de ésteres saturados. E finalmente em 744 — 722 cm-
! essa banda dupla confirma a presenca de anel aromatico. Algumas bandas podem
estar deslocadas, devido aos efeitos de conjugacao e indutivos, mas as informacdes
podem ser confirmadas quando comparamos com os metabdlitos identificados nos
espectros de CG/EM.

Baseado nessas observacdes, o0 extrato acetbnico (5,29 g) foi escolhido por
ser o mais polar, ja que a amostra do extrato hidroalcodlico (0,95 g) era insuficiente
para todas as analises quimicas e microbiolégicas e o extrato hexanico nao
apresentou atividade contra leishmaniose.

Depois de ser submetido a uma coluna de cromatografia comum preparativa,
0 extrato acetonico de S. globulifera originou 16 fracbes (F), que foram reagrupadas
em 12 amostras (A). Destas, a fracdo F3, depois de ser filtrada com hexano,

apresentou um filtrado que indicou a presenca da mistura de a,f amirina, quando
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comparada sua mancha na placa de CCD com o padrdo destacado a direita, conforme
mostra a figura 20. Esse resultado também foi confirmado pela anélise de CG/EM, que
indica tanto a presencga do a-amirina como do B-amirina. Mas quando os espectros de
massa apresentados pela biblioteca NIST-11 foram avaliados verificou-se que ambos
espectros correspondiam a um Unico composto, ao B-amirina. De acordo com Tamai
et al. (1989); Silva (2016), apesar de os espectros de massa do a-amerina e do [3-
amerina possuirem semelhancas, existe uma variagao na intensidade dos picos e uma
curiosidade peculiar: o fragmento m/z = 189 € mais intenso que o fragmento m/z = 203
para o a-amerina, sendo que para o -amerina ocorre exatamente uma inversao das
intensidades destes fragmentos.

Suffredini et al. (2017) isolaram trés compostos do extrato das partes aéreas
da S. globulifera e foram identificados como: lupeol, B-amirina e 3-B-hidroxiglutina-5-

eno, nao sendo identificado o a-amerina.

Figura 20 — Presen¢a da a,B-amirina na amostra do filtrado da fracdo F3 do extrato aceténico

da S. globulifera, eluente hexano e acetato de etila (1:1), confrontada com o padréao.

Fonte: Ricardo Kind, 2018.

Biskup et al. (2012) relatam que, entre os tripertenos pentaciclicos, o a-
amirina e o 3-amirina diferem apenas pela posi¢éo do grupo metila na posigdo C19 e
C20 e, mesmo quando combinados, formando a,B-amirina, ndo perdem as suas
propriedades anti-inflamatdérias. Geralmente sao encontrados em resinas vegetais.

Aragéo et al. (2006) evidenciaram efeitos sedativos e ansioliticos dos a e -
amirinas, que podem envolver uma acdo em receptores benzodiazepinicos e um
possivel mecanismo noradrenérgico associado ao efeito antidepressivo, também

relatado.
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Santos et al. (2012) relatam que a a, B-amirina reduziu eficazmente os niveis
elevados de glicose plasmatica durante o teste de tolerancia oral a glicose. O nivel de
insulina no plasma e a analise histopatoldgica do pancreas revelou o efeito benéfico
da a, B-amirina na preservacao da integridade das células beta.

Outras pesquisas vém sendo realizadas em busca de novas aplicacdes a,[3-
amirina, como, por exemplo, no tratamento da hipolipemiante, hipoglicemiante e
antiobesidade (FERREIRA, 2017).

A presencga da B-amirina s6 vem confirmar a importancia deste trabalho.
Suffredini et al. (2017), em pesquisa com extratos de partes aéreas da S. globulifera,
buscam metabolitos para melhorar a medicina alternativa da América Latina e Africa.

Ainda da filtracdo de F3, um solido branco foi coletado e submetido as
analises de IV e CG/EM. Como foi a unica substancia pura isolada, conforme

demonstrado na figura 21, verificou-se tratar de um éster.

Figura 21 — CCD da amostra s6lida da fracdo F3 do extrato aceténico da S. globulifera, eluente

dicloro metano + hexano (9:1).

Fonte: Ricardo Kind, 2018.

O infravermelho do solido da fragdo F3 (figura 21) apresentou maximos de
absorcdo em 2.920, 2.850 cm™* e em 1.468,1.372 e 1.286 cm, sugerindo carater
alifatico da substancia. Foi observada, ainda, banda dupla em 724 e 782 cm,
correspondendo a deformagdo em fase do grupo (CH2)n onde n>7 (SILVERSTEIN,
2010). As bandas de absorcdo em 1.734 cm™ (C=0) evidenciam a presenca de grupo
carbonila de éster. As bandas de 1.242 e 1.038 cm! indicam ligacdes C-O de ésteres,
conforme espectro de IV da figura 22. A banda em 724 cm™, caracteristica de anel
aromatico, esta deslocada, devido ao efeito indutivo da simetria do composto.
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Figura 22 — IV da parte solida da fragdo F3 do extrato acetdnico da S. globulifera.
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Fonte: Ricardo Kind, 2018.

As figuras 23 e 24 confirmam com seus espectros TIC e de massas a
presenca do ftalato de isobutil 4-metilhept-3-ila, concordando com a presenca de éster
sugerido pelo espectro de IV da figura 22.

Figura 23 — Cromatograma de ions totais (TIC) do ftalato éster de isobutil 4-metilhept-3-ila,
solido da fragdo F3 do extrato acetdnico da S. globulifera.
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Figura 24 — Cromatograma de massas do ftalato éster de isobutil 4-metilhept-3-ila, sélido da

frac&o F3 do extrato acetdnico da S. globulifera.
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A férmula estrutural do ftalato éster de isobutil 4-metil-hept-3-ila corresponde
aos tipos de ligacdo descritos para o IV da figura 22. Esse mesmo metabdlito foi
identificado em andlise de CG/EM por Rajkuberan (2017) em estudos intrinsecos de
extratos de latex de Euphorbia antiquorum L. contra patégenos bacterianos humanos

e mosquito vetor Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae).

0]

o}
ftalato éster de isobutil 4-metil-hept-3-ila

Utilizou-se a analise de CG/EM para a caracterizacao do latex in natura e de
algumas fragdes de seus extratos, no sentido de corroborar a analise fitoquimica e
identificar possiveis metabdlitos secundarios. A figura 25 demonstra o espectrograma
de ions totais (TIC) da fracdo ndo saponificavel sem derivacdo de TMS do latex in
natura da S. globulifera e a tabela 1 lista os metabdlitos referentes a esse espectro,
obtidos na biblioteca NIST 11.
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Figura 25 — Cromatograma de ions totais (TIC) dos metabdlitos ndo saponificaveis sem TMS do
latex in natura da S. globulifera
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Tabela 1 — Metabdlitos da fracdo ndo saponificavel sem derivacdo de TMS do latex in natura da
S. globulifera detectados no CG/EM.

Tempo de )
Retencao Area% Substancia
(min)
9.077 0,03 ciclohexano
12.576 0,11 a-ciclocitral
12.684 0,27 di-t-butilacetileno
12.901 0,07 1-epi-alfa-gurjuneno
14.207 1,29 hidrixitolueno butilado
17.642 0,02 5,9,13-trimetiltetradeca-4,8,12-trien-1-ol
17.709 1,76 trans-geranilgeraniol
18.806 0,15 3,11-tetradecadien-1-ol
19.221 0,48 acido n-hexadecanoico
28.193 0,53 2,6,10,14,18-pentametil-2,6,10,14,18-eicosapentaeno

As figuras 26 a 28 referem-se aos fragmentos majoritarios do espectro da

figura 25.
Figura 26 — Cromatograma de massas do hidroxitolueno butilado.
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OH

Hidroxitolueno butilado

Figura 27 — Cromatograma de massas do 5,9,13-trimetiltetradeca-4,8,12-trien-1-ol.
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Figura 28 — Cromatograma de massas do acido n-hexadecanoico.
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A figura 29 representa o espectro TIC da fragcdo ndo saponificavel com
derivacdo de TMS do latex in natura da S. globulifera e a tabela 2 corresponde aos

metabalitos obtidos pela biblioteca NIST 11.
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Figura 29 — Cromatograma de ions totais (TIC) dos metabdlitos ndo saponificaveis com

derivagdo de TMS do latex in natura da S. globulifera.
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Tabela 2 — Metabélitos da fracdo nao saponificavel com derivagédo de TMS do latex in natura da

S. globulifera obtidos no CG/MS.

Tempode
Retencdo Area% Substancia
(min)
6.707 0,06 2-hidroperoxitetra-hidrofurano

11.585 0,04 glicerol
12.694 0,07 a-ciclocitral
12.906 0,03 1-epi-alfa-gurjuneno
14.208 0,32 hidrixitolueno butilado
14.367 0,05 5,5-dietil-heptadecano
14.835 0,08 2,6-di-t-butilfenol
15.068 0,03 acido 3-hidroxibenzoico
15.233 0,66 dodecan-1-ol
16.421 0,04 acrilato de dodecila
16.863 0,02 trans-geranilgeraniol
17.990 0,06 acido 3,4-di-hidroxibenzoico
18.207 0,15 acido tetradecanoico
18.824 0,06 hidrato de cis-sesquisabineno
19.188 0,07 acido n-pentadecanoico
19.397 0,08 hexadecan-1ol
20.132 1,56 acido hexadecanoico
20.865 0,06 (9E, 127) -tetradeca-9,12-dien-1-ol
20.941 0,06 (2) -octadec-9-en-1-ol
21.088 0,02 acido araquidico
21.212 0,34 octadecan-1-ol
21.383 0,04 fitol
21.971 0,12 (2-trans, 6-trans) -farnesol
22.422 0,13 acido hexadec-9-enoico
22.880 0,09 isoeicosanol
24.767 0,06 glicerol 1-palmitato
25.203 0,12 1- [2-metil-2- (4-metil-3-pentenil) ciclopropil] etanol
26.162 0,16 monoestearato de glicerila
27.145 0,24 éter metil farnesil
27.759 0,55 acetato de geranilgeranila
29.190 1,6 ganoderol B
29.508 1,59 (-) — isolongifolol
29.764 4,28 a-amirina
30.116 1,38 cicloartenol
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As figuras 30 a 32 referem-se a fragmentos dos espectros da figura 29.

Figura 30 — Cromatograma de massas do transgeranilgeraniol.
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Figura 31 — Cromatograma de massas do cicloartenol.
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Figura 32 — Cromatograma de massas do (-) — isolongifolol
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A figura 33 demonstra o espectro de ions totais da fracdo saponificavel com
derivacdo de TMS do latex in natura da S. globulifera. A tabela 3 lista os metabdlitos

referentes a esses espectros, obtidos na biblioteca NIST 11.

Figura 33 — Comatograma de ions totais (TIC) dos metabdlitos saponificaveis com derivagao

de TMS do latex in natura da S. globulifera.
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Tabela 3 — Metabolitos saponificaveis com derivacdo de TMS do latex in natura da S.

globulifera obtidos no CG/MS.

73

Tempo de )

Retencao Area% Substancia
(min)
6.700 0,04 2-hidroperoxitetra-hidrofurano
7.019 0,09 acido 4-etoxibutanoico
7.365 0,20 acido lactico
7.633 0,05 acido glicdlico
8.689 0,90 acido oxalico
8.834 0,01 acido a-hidroxibutirico
10.060 0,05 acido mal6nico
10.486 0,04 acido benzoico
11.773 0,02 acido succinico
12.607 0,03 di-t-butilacetileno
13.021 0,04 acido 2-hidroxymalonico
14.209 0,27 hidroxitolueno butilado
14.676 0,09 acido 2,4-diclorobenzoico
14.950 0,05 acido 3-hidroxibenzoico
15.232 0,15 dodecan-1-ol
15.483 0,02 acetato de laurel
16.413 0,06 acrilato de dodecila
17.720 0,50 trans-geranilgeraniol
18.207 0,13 acido tetradecanoico
18.806 0,06 acido E-9-tetradecenoico
19.187 0,04 acido n-pentadecanoico
19.525 0,05 acido palmitico, éster etilico
20.132 1,24 acido hexadecanoico
21.213 0,07 octandecan-1-ol
21.891 0,20 acido estearico
22.443 0,66 acido (Z) -hexadec-9-enoico
22.706 0,36 juniperato de metila
22.883 0,07 Isoeicosanol
22.982 0.07 tetradecanodioato de dimetila
23.190 1,53 acido dodecanodioico
23.457 0,24 acido (E) -hexadec-9-enoico
24.770 0,08 palmitato de 2,3-di-hidroxipropila
26.166 0,17 estearato de 2,3-di-hidroxipropila
29.189 0,91 gadonerol B
29.750 1,32 B-amirina

As figuras 34 a 36 sao as fragdes dos espectros da figura 33.



Figura 34 — Cromatograma de massas do dodecan-1-ol.
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Figura 35 — Cromatograma de massas do ganederol B.
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Figura 36 — Cromatograma de massas do B-amirina.
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A figura 37 ilustra o espectro TIC do extrato hexanico da S. globulifera e a

tabela 4 lista os metabdlitos identificados.

Figura 37 — Cromatograma TIC do extrato hexéanico da S. globulifera.
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Tabela 4 — Metabdlitos identificados da amostra B3 do extrato acetdnico da S. globulifera em

CGIEM.
Tempo de )
Retencao Area%  Substancia
(min)
5.927 0,16 acido benzoico
6.279 0,27 3-hidroxi-butanal
8.266 0,66 a-cubebeno
8.446 0,14 B-patchouleno
8.623 0,84 di-t-butil-acetileno
8.713 0,96 a-copaeno
9.088 4,36 1-epi-gurjuneno
9.258 0,13 10s, 11s-himachala-3 (12), 4-dieno
9.317 0,21 Isoledeno
9.462 0,27 [-copaeno
9.654 0,29 mentenil cetona
9.859 1,1 2,5-di-t-butil-1,4-benzoquinona
9.968 1,32 Rotundeno
10.210 1,25 Alloaromadendreno
10.411 0,39 B-maalieno
10.478 0,54 a-selineno
10.559 5,33 hidroxitolueno butilado
10.676 1,26 B-bisaboleno
10.834 0,64 B-cadineno
11.250 0,42 2,6-di-t-butilfenol
11.506 0,37 acido 3-hidroxibenzoico
12.563 1,8 4-¢til-3,5-di-t-butil-1H-pirazol
13.006 0,80 (E) -1,3-difenilbut-1-en-1-ol
13.508 0,17 3,5-di-t-butil-4-hidroxibenzaldeido
14.371 3,65 esqualeno
14.576 2,61 acido 3,4-di-hidroxibenzoico
16.726 5,48 acido hexadecanoico

Os espectros das figuras 38 a 41 séo os fragmentos do espectro do extrato

hexanico da S. globulifera da figura 36.
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Figura 38 — Cromatograma de massas do acido dodecanodioico.
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Figura 39 — Cromatograma de massas do B-patchouleno.
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Figura 40 — Cromatograma de massas do 4-etil-3,5-di-t-butil-1H-pirazol.
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4-etil-3,5-di-t-butil-1H-pirazol

Figura 41 — Cromatograma de massa do esqualeno.
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Nogueira et al. (2015), em seu estudo fitoquimico da S. globulifera, em
analise de CG/EM, identificou alguns sesquiterpenos que também foram identificados

no extrato hexanico listados na tabela 4. Sao eles:

g

a

-
%
2
H

PN

Alfa cubebeno
Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.42 representa o espectro TIC da amostra B

Alfa-copaeno Beta-cariofileno

3 do extrato acetbnico da S. globulifera e a tabela 5 lista os metabdlitos identificados.
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Figura 42 — Cromatograma TIC da amostra B3 do extrato acetdnico da S. globulifera.
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Tabela 5 — Metabdélitos identificados da amostra B3 do extrato aceténico da S. globulifera em

CG/EM.
Tempo de )
Retencao Area% Substancia

(min)
5.121 0,40 pirocatecol
6.067 0,09 acido 4-hidroxibutanoico
7.129 0,11 3,3-dimetil-henano
7.311 0,08 glicerol
8.629 125 di-t-butil-acetileno
9.660 0,33 4 5-dietil-3,6-dimetil-3,5-octadieno
9.864 1,55 2,5-di-t-butil-1,4-benzoquinona
10.567 8,38 hidroxitolueno butilado
10.706 1,09 7,9-di-terc-butil-1-oxaespiro [4,5] deca-6,9-dien-8-ona
11.252 0,44 2,6-di-terc-butilfenol
12.232 0,21 1- (dietilboril) oxi-ciclocteno
12.571 2,9 4-¢etil-3,5-di-t-butil-1H-pirazol
13.010 3,29 (E) -1,3-difenilbut-1-en-1-ol
12.233 0,29 acido 3,4-di-hidroxibenzoico
12.575 1,30 4-¢etil-3,5-di-t-butil-1H-pirazol
13.017 3,43 (E) -1,3-difenilbut-1-en-1-ol
13.512 0,44 3,5-di-t-butil-4-hidroxibenzaldeido
14.585 3,29 acido 3,4-di-hidroxibenzoico
14.779 0,78 acido tetradecanoico
18.551 1,36 acido octadecanoico

As figuras 43 a 45 mostram os fragmentos da amostra B3 do extrato

acetonico S. globulifera esta listado na figura 42.



80

Figura 43 — Cromatograma de massa do (E) -1,3-difenilbut-1-en-1-ol.
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Figura 44 — Cromatrograma de massas do acido 3,4-di-hidroxibenzoico.
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Figura 45 — Cromatograma de massas do 2,5-di-t-butil-1,4-benzoquinona.
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O espectrograma TIC da figura 46 € proveniente da amostra A3 do extrato

acetbnico da S. globulifera e a tabela 6 lista os metabdlitos identificados por esses

espectros.

Figura 46 — Cromatograma TIC da amostra A3 do extrato acetdnico da S. globulifera.
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Tabela 6 — Metabélitos identificados da amostra A3 do extrato acetdnico.

Tempo de )
Retencéao Area%  Substéancia
(min)
5.763 3,97 4- (clorometil) -3,5-dimetil-isoxazol
6.083 0,44 acido 4-hidroxibutanoico
6.742 0,66 1-(2-hidroxi-4-metoxifenil) etanona
7.325 0,42 glicerol
7.625 0,35 pirocatecol
8.642 1,5 di-t-butil-acetileno
7,7-dimetil-2-propan-2-il-5-prop-1-en-2-ilbiciclo [4.1.0] hept-
9.467 0,22 3-eno
9.667 0,53 4-B-H, -5-alfa-eremofolina
9.867 0,75 2,5-di-t-butil-1,4-benzoquinona
9.975 0,62 gama-muuroleno
10.575 4,02 hidroxitolueno butilado
10.708 0,26 7,9-di-t-butil-1-oxaespiro (4,5) deca-6,9-dieno-2,8-diona
12.075 0,24 acido salicilico
12.233 0,29 4-etenil-4,6-dietil-5-propan-2-il-1,3,2-dioxaborinina
12.575 1,30 4-etil-3,5-di-t-butil-1H-pirazol
13.017 3,43 (E) -1,3-difenilbut-1-en-1-ol
13.517 0,24 3,5-di-t-butil-4-hidroxibenzaldeido
13.892 0,26 acido 3,4-di-hidroxibenzoico
14.308 1,52 trans-geranilgeraniol
14.375 3,84 esqualeno
15.467 9,00 o-desmetilangolensina
16.158 0,65 esculetina
16.733 0,55 acido palmitico

As figuras 47 e 48 representam os fragmentos apresentado no espectro TIC

da figura 46 da amostra A3 do extrato cetonico da S. globulifera.

Figura 47 — Cromatograma de massas do 4- (clorometil) -3,5-dimetil-Isoxazol.

0.54

J 1000)

0.0--0

179 218 263

S

N0 4 SpSB SR 610 TA Tk G600 O 10

20

30

T 500 600 m 80 90 1000



83

=
J
= Cl

4- (clorometil) -3,5-dimetil-Isoxazol

Figura 48 — Cromatrograma de massas do O-desmetilangolensina.
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Varios metabdlitos isolados apresentam propriedades farmacoldgicas, que
vém sendo estudadas por pesquisadores em diversas plantas, com o intuito de criar
novos farmacos e, ainda, de melhorar a etnomedicina utilizada pelas populacdes
menos favorecidas. Nas tabelas apresentadas pelo CG/EM dos extratos e do latex in
natura da S. globulifera foram identificados muitos metabdlitos e entre eles podemos
descrever alguns que ja possuem algumas atividades comprovadas.

De acordo com Syafni et al. (2012) o acido 3,4-di-hidroxibenzoico tem
propriedades antioxidante e antimicrobiana.

Ainda pouco explorado o0 geranilgeraniol apresenta importantes
propriedades farmacoldgicas (BOGDAN; ROSEMARY, 2015).

O esqualeno é um hidrocarboneto altamente insaturado da familia dos
triterpenoides muito utilizado em farmacia ou cosmetologia (WOLOSIK et al., 2012).

De acordo com Liang et al. (2017), a esculetina e seus derivados possuem

importantes propriedades farmacolodgicas.
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O extrato de diclorometano ndo apresentou atividades; o latex in natura da
S. globulifera e os extratos EAC (acetdnico), EHD (hidroalcodlico) e EHX (hexénico)
apresentaram atividade contra a L. infantum e L. amazonenses, conforme tabela 7.

O teste de toxicidade apresentou valores altos, sendo que o latex in natura
apresentou melhor resultado, o que pode ser confirmado pelo seu valor de indice de
seletividade (IS) de 3,4 para L. Amazonensis e de 0,26 para a L. infantum.

Lenta et al. (2007) afirmam que as amostras brutas apresentaram resultados
melhores do que os extratos. Nas suas analises ele encontrou valor de IC50 de 2,1 +
0,8 pug para amostra bruta da S. globulifera, valor mais significativo do que os
apresentados para os extratos.

Nesta pesquisa isso também ocorreu nas analises: o valor de ICso 8,8 £ 0,15
pHg da amostra bruta apresentou melhor atividade que os extratos. Na pesquisa
camaronesa acima citada, mesmo sendo isolados os metabdlitos secundarios ativos,
a resina bruta foi mais eficiente e menos toxica em comparagdo com 0S mesmos.
Lenta et al. (2007) confirmam com o isolamento de metabdlitos secundarios que a S.
globulifera é rica em xantonas e benzofenonas, que vém sendo testados para o
tratamento de leishmania.

Comparando os resultados da L. amazonensis com os da L. infantum,
percebe-se que tanto o latex quanto os seus extratos foram mais significativos para a
L. amazonensis e também apresentaram melhores indices de seletividade (IS). Isso

pode ser confirmado quando confrontados os valores da tabela 7.
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Tabela 7 — Dose letal minima e indice de seletividade do latex puro da S. globulifera e seus
extratos (aceténico, hidroalcodlico, hexanico) e controle positivo de drogas contra macrofago,
BGM e Hep-G2, para L. infantum e L. amazonensis.

Leishmania infantum

COMPOSTO ICso (ng) R? 1S CCso (ug) CCso (ug) CCso (pg)
Macrofago BGM Hep G2
RP 114,1+ 0,35 0,82 0,26 30+0,15 31+0,14 52 + 0,06
EAC 100,3 + 0,40 0,79 0,08 8+0,28 31+0,13 19 + 0,07
EHD 159,31+ 0,14 0,80 0,15 24+0,18 297,5+0,13 33+0,08
EHX 135,4 + 0,15 0,86 0,08 11+0,21 31+0,14 440,08
Ant Il 80,0 +0,13 0,87 0,1 8,0+0,07  131+0,09 31 0,07

Leishmania amazonensis

composto ICso (pg) r? IS CCso (Mg CCso (ug) CCso (png) Hep
Macrofago BGM G2
RP 8,81 0,15 0,86 3.4 30+0,15 31+0,14 52 +0,06
EAC 26,87+ 0,19 0,80 0,29 810,28 31+0,13 19+ 0,06
EHD 57,99 +0,23 0,83 0,41 24 +0,18 297,5+0,13 330,08
EHX 9,25+0,07 0,96 1,19 11+0,21 31+0,14 4+0,08
ANT I 20.0+£0.13 0.87 0.02 2+ 0.12 32 +0.05 3.2x0.11

ICs0= Concentragdo capaz de inibir 50% da multiplicacdo das amastigotas de L. amazonensis. R2 =
Coeficiente de determinacdo. Varia entre 0 e 1, indicando, em percentagem, o quanto o modelo
consegue explicar os valores observados. IS = indice de seletividade. Razao entre CC50 /ICso. CC50
= concentragéao citotoxica capaz de inibir 50% do metabolismo celular. M@ = macréfagos DH82. BGM=
células derivadas de rim de macaco verde africano. HepG2= células de hepatoma humano.

Ainda em relacdo aos valores da tabela 7, observa-se que o controle positivo
s6 foi mais eficiente para a L. infantum e que os indices de seletividade indicam que
ele € muito toxico.

Os graficos representativos das curvas de dose-resposta da atividade do

latex puro e dos extratos da S. globulifera apresentados na figura 30 mostram as linhas
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de tendéncia, baseadas nas médias de absorbancia de cada concentracdo dos
compostos, obtidas por fitting sigmoidal dose-resposta (Graph Pad Prism 5).

Todos esses valores de ICso calculados foram obtidos de quatro repetigdes
experimentais. A curva sigmoidal dose-resposta registra 0 composto versus a

porcentagem de inibicdo do amastigota intracelular das formas de L. infantum e L.
amazonensis.

Figura 49 — Graficos representativos das curvas de dose-resposta da atividade do latex puro e

dos extratos da S. globulifera para a L. infantum.
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Figura 50 — Gréficos representativos das curvas de dose-resposta da atividade do latex puro e

dos extratos da S. globulifera para a L. amazonensis.
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Os resultados encontrados nas analises microbioldgicas para a L. infantum
e L. amazonenses ndo puderam ser confrontadas com outras pesquisas, por nao
terem sido encontrados outros trabalhos publicados com a utilizagdo do latex e nem
pela utilizacdo dos parasitos acima citados. Lenta et al. (2007) relatam que varias
xantonas foram descritas anteriormente com atividades leishmanicidas, mas ndo ha
relatos sobre a atividade leishmanicida de benzofenonas do tipo gutiferona.

Na revisao bibliografica desta pesquisa s6 foram encontrados trés trabalhos
sobre leishmaniose e todos eles sobre a L. donovani, sendo que dois deles eram do
préprio Lenta e o outro do Fromentin, ja referenciados.

Apesar da L. infantum ser da classe das leishmanias viscerais, ela possui
caracteristicas diferentes da L. donovani, o que ndo nos permite comparar os dados
com essas pesquisas camaronesas.

Quando comparados os resultados da gutiferona A com ICso = 0,16 uM
isoladas do extrato da folha da S. globulifera por Lenta et al. (2007) para inibicdo da

L. donovani, com os de Fromentin et al. (2013), que isolou das sementes da mesma
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espécie a Gutiferona A com IC 50 = 5,83 uM, verificou-se valores bem discrepantes,
e quando Fromentin testou os derivados da gutiferona A percebeu-se diminuigéo da
atividade.

Conforme observado em Silva (2011), liofilizando o latex pode-se trabalhar
com o CG/MS em uma temperatura maior, minimizando a perda de massa da amostra
e, submetendo-o a uma cromatografia liquida de alta performance (CLAE), acredita-
se no isolamento de muitos dos metabodlicos secundarios que ajudaram o

desenvolvimento desta pesquisa para corroborar com as ja existentes.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Pode-se afirmar que os objetivos desta pesquisa foram alcancados, ja que ela
demonstrou que o latex possui também grande potencial para elaboracéo de futuros
farmacos, inclusive pela recorrente utilizacdo do mesmo pelas populages carentes
para tratamentos.

A presenca de B-amirina e esqualeno, entre outros metabdlitos secundarios
que foram identificados pelo CG/EM, reforca muito a importancia da continuidade
desta pesquisa. A ideia € isolar os metabdlitos secundarios do latex e realizar novas
analises microbioldgicas, pois 0s compostos analisados ja demonstraram o potencial
medicinal da planta.

Percebe-se que, liofilizando o latex, como fez Silva (2011), pode-se trabalhar
com o CG/EM em um gradiente de temperaturas maior, minimizando a perda de
massa da amostra, e, submetendo o latex a uma cromatografia liquida de alta
performance (CLAE), ao invés de utilizar as colunas preparativas de média pressao,
acredita-se chegar a resultados mais expressivos, pois varios dos metabdlitos
identificados no CG/EM e também encontrados em outras pesquisas sdo alvo de
varios estudos farmacéuticos, o que sugere o aprofundamento das investigacdes
sobre a S. globulifera.

Esses resultados reafirmam a importancia da continuidade desta pesquisa, no
sentido de tentar diminuir o grau de toxicidade e de investigar os efeitos colaterais que
podem apresentar com o uso continuo do latex da S. globulifera, ja que a mesma vem
sendo utilizada pela populacéo local para tratamento medicinal.

Através da revisao bibliografica, ndo foi encontrado nenhum trabalho que
tenha abordado a atividade leishmanicida e a triagem fitoquimica do latex da S.
globulifera. Entretanto, ha de se registrar que a S. globulifera vem sendo pesquisada
para a cura de varias enfermidades, sendo as folhas e a casca as partes mais
exploradas pelos pesquisadores.

Pelo exposto, este estudo vem enriquecer o conhecimento quimico e biolégico

da espécie.
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