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Avaliacdo da atividade antileishmania de espécies do género Psychotria
(Rubiaceae): estudo quimico de Psychotria carthagenensis Jacq.

Autor: lvan Martins Barreto.
Orientador: Dra. Betania Barros Cota.
Coorientador: Prof. Dr. Djalma Menezes de Oliveira.

RESUMO: As doencgas tropicais negligenciadas (DTN’s) causam a morte de
milhares de pessoas em todo o mundo e as drogas de primeira escolha utilizadas
nos tratamentos sédo, em sua maioria, substancias desenvolvidas ha décadas,
de baixa eficacia e altamente toxicas para seus usuarios. As leishmanioses estédo
entre as DTN’s mais comuns no Brasil, responsaveis por mais de 90% dos casos
notificados na América Latina. A familia Rubiaceae possui cerca de 660 géneros
e 13.100 espécies de plantas. Diversas espécies utilizadas na ornamentacao, na
alimentacdo e na medicina popular. O género Psychotria destaca-se nesta
familia pelo uso medicinal em comunidades tradicionais da Floresta Amazdnica
e pelos relatos cientificos da acdo de algumas espécies contra diversas doencas
e infecgdes, inclusive parasitas. Este trabalho avalia a atividade biolégica dos
extratos brutos das espécies de Psychotria (Bahia), bem como, o isolamento de
seus constituintes quimicos, visando a obtencéo de substancias leishmanicidas.
Folhas e caules de Psychotria carthagenensis Jacq. e Psychotria
hoffmannseggiana Willd. Ex. Schult. foram coletadas e as exsicatas depositadas
no Herbario da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia-HUESB. Aliquotas
de extratos etandlicos brutos de folhas (EEF) e caules (EEC) a 200 ug/mL foram
avaliadas contra formas amastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis.
Os resultados mostraram atividade antileishmania de 49% e 33% para EEF e
EEC de P. hoffmannseggiana e 22% e 46% para P. carthagenensis,
respectivamente. Considerando os escassos dados cientificos sobre a espécie
P. carthagenensis, este trabalho se concentrou em seu estudo. A particdo do
extrato EEF de P. carthagenensis forneceu a fracdo hidrometandlica (HM-F), a
gual apresentou atividade antileishmania superior (52%) a encontrada para o
extrato bruto. Os fracionamentos de HM-F e EEC de P. carthagenensis foram
feitos por filtracdo em gel Sephadex LH-20 e/ou Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia em Fase Reversa (CLAE-FR) com escala semipreparativa. As fracfes
CLAE-FR permitiram o isolamento de trés alcaloides glicosidicos de P.
carthagenensis: um nao relatado, denominado cartagenina (substancia |, das
folhas), acido lialosidico (substancia Il, folhas e caules) e acido estrictosidinico
(substancia lll, caules). Os alcaloides isolados inibiram o crescimento de formas
amastigotas de L. (L.) amazonensis em 74% (cartagenina), 39% (acido
estrictosidinico) e 36% (acido lialosidico), respectivamente. A cartagenina
testada contra L. (Viannia) braziliensis demonstrou um Clso de 41 pg/mL (80,0
KM), e um indice de seletividade maior que 2,5 em relacéo a linhagem celular de
leucemia monocitica aguda (Clsp> 100 pg/mL). Em concluséo, este estudo relata
o isolamento de trés alcaloides inddlicos monoterpénicos de P. carthagenensis,
e cartagenina, um novo alcaloide ativo contra formas amastigotas de L. (L.)
amazonensis e L. (V.) braziliensis.

Palavras-chave: Rubiaceae, Psychotria carthagenensis, alcaloide, Leishmania.
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Evaluation for antileishmanial activity of species of the genus Psychotria
(Rubiaceae): chemical study of Psychotria carthagenensis Jacq.

Author: lvan Martins Barreto.
Advisor: Dra. Betania Barros Cota.
Co-advisor: Prof. Dr. Djalma Menezes de Oliveira.

ABSTRACT: Neglected tropical diseases (NTD’s) cause the death of thousands
of people around the world and the drugs of the first choice used in treatments
are, in the majority, substances developed decades ago, of low efficacy and
highly toxic to its users. Leishmaniases are among the most common NTD’s in
Brazil, which account for more than 90% of reported cases in Latin America. The
Rubiaceae family has about 660 genus and 13,100 plant species. Several
species used in ornamentation, as food and in folk medicine. The genus
Psychotria stands out in this family for its medicinal use in traditional communities
from Amazon Forest and due scientific reports of the action of some species
against various diseases and infections, including parasites. This work evaluates
the biological activity of the crude extracts from Psychotria species (Bahia), as
well, isolation of its chemical constituents, aiming to achieve leishmanicidal
substances. Leaves and stems of Psychotria carthagenensis Jacq. and
Psychotria hoffmannseggiana Willd. ex Schult species were collected, and
voucher each one has placed at the Herbarium of the State University of
Southwest Bahia-HUESB. Aliquots of crude ethanol extracts of leaves (EEF) and
stems (EEC) at 200 upg/mL evaluated against amastigote-like forms of
Leishmania (Leishmania) amazonensis. The results showed antileishmanial
activity of 49% and 33% for EEF and EEC of P. hoffmannseggiana and 22% and
46% for P. carthagenensis, respectively. Considering the scarce scientific data
about the P. carthagenensis specie, this work focused on its study. Partition of
EEF extract of the P. carthagenensis gave the hydromethanolic fraction (HM-F),
which showed antileishmanial activity superior (52%) to that found for the crude
extract. Fractionations of HM-F and EEC of P. carthagenensis were performed
by filtration on Sephadex LH-20 gel and (or) High-Performance Liquid
Chromatography on Reverse-Phase (HPLC-RP) with semi-preparative scale.
The HPLC-RP fractions allowed the isolation of three glycosyl-alkaloids of P.
carthagenensis: an unreported one called carthagenine (substance [, from
leaves), lialosidic acid (substance Il, leaves and stems) and strictosidinic acid
(substance lll, stems). The isolated alkaloids inhibited the growth of amastigote-
like forms of L. (L.) amazonensis by 74% (carthagenine), 39% (strictosidinic acid)
and 36% (lialosidic acid), respectively. Carthagenine tested against L. (Viannia)
braziliensis demonstrated an ICso of 41 pg/mL (80.0 uM), and a selectivity index
greater than 2.5 about the acute monocytic leukaemia cell line (ICso > 100 pug/mL).
In conclusion, this study reports the isolation of three indolic-monoterpene
alkaloids from P. carthagenensis, and carthagenine, a novel alkaloid active
against amastigote forms of L. (L.) amazonensis and L. (V.) braziliensis.

Keywords: Rubiaceae, Psychotria carthagenensis, alkaloid, Leishmania.
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1 INTRODUCAO

As doengas tropicais negligenciadas (DTN’s) causam, anualmente, a
morte de milhares de pessoas em todo o mundo. Contudo, as pesquisas voltadas
para as descobertas e o desenvolvimento de novas substéncias ativas frente aos
agentes causadores dessas doencas recebem pouco financiamento
governamental e ndo governamental, portanto utiliza-se o termo “negligenciada”.
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) existem 17 doencas
classificadas como tropicais negligenciadas, dentre as quais podemos destacar
as leishmanioses (Dias et. al., 2013).

As leishmanioses sdo doencas causadas por diversas espécies de
protozoarios do género Leishmania e fazem parte do grupo de doencas
classificadas como doengas tropicais negligenciadas (DTN’s). Acometem a
populacéo pobre e com pouco acesso ao saneamento basico de paises tropicais
da Africa, Asia e América Latina. As pesquisas e inovacdes destinadas as DTN’s
ocorrem de forma lenta, principalmente pela escassez de recursos financeiros.
Os tratamentos de primeira escolha para a maioria das DTN'’s sao realizados ha
décadas com os mesmos farmacos. Em geral, esses medicamentos apresentam
baixa eficacia, séo invasivos e podem desencadear inumeros efeitos adversos
em pacientes submetidos a tratamento clinico (Organizacdo Pan-Americana da
Saude, 2019).

As pesquisas em quimica de produtos naturais surgem como alternativa
para o desenvolvimento de novos farmacos usados para o tratamento das
DTN'’s, em especial as leishmanioses (Organizacdo Pan-Americana da Saude,
2019). O reino vegetal tem sido utilizado como uma importante fonte de farmacos
devido a presenca de metabdlitos secundarios que também sdo chamados de
produtos naturais (PNs). Os PNs podem expressar diversas atividades
biologicas e estdo presentes em todas as partes das plantas. O uso popular de
espécies vegetais no tratamento de inumeras doencas, inclusive as
leishmanioses, tem sido vastamente relatado. Preparacdes farmacéuticas a
base de espécies vegetais, administradas por via oral ou por aplicacdo tépica
sobre lesbes cutaneas, tém sido descritas na literatura como agentes com
atividade antileishmania. Essas preparacbes contém PNs pertencentes as

classes de alcaloides, terpenos, lignanas, chalconas, flavonoides e lactonas
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sesquiterpénicas provenientes de espécies de diversas familias como
Annonaceae, Asteraceae, Fabaceae, Piperaceae, Rubiaceae, entre outras
(Rocha et. al., 2005; Bezerra et. al., 2006; Brockson et. al., 2017).

De acordo com Oliveira e colaboradores (2013), cuja revisao se baseou
no PubMed e LILACS, a descoberta de novas substancias com atividade
bioldgica para o tratamento das leishmanioses €, em grande parte, oriunda de
fontes naturais provenientes de plantas. A descoberta de PNs com atividades
biolégicas € bastante promissora ao considerarmos o crescimento anual de
fitoterdpicos em torno de 15% frente a 4% dos medicamentos sintéticos
comercializados anualmente (Oliveira et. al., 2013).

O género Psychotria esta entre os mais estudados da familia Rubiaceae.
Séo plantas utilizadas na medicina popular para o tratamento de diversas
enfermidades tais como: infec¢des intestinais, tosse, distlrbios respiratérios e
estomacais e, para o tratamento, por via oral ou aplicacéo topica, de lesdes
cutaneas e ulceras. Estudos quimicos e bioldégicos com espécies desta familia
S0 promissores, Vvisto que seus integrantes apresentam grande diversidade de
substancias resultantes do metabolismo secundario, muitas das quais podem ser
inéditas e com potencial bioativo ainda ndo avaliado (Benevides et. al., 2004;
Souza, Mendonca e Silva, 2013; Soares, 2015).

Existem relatos na literatura cientifica de espécies do género Psychotria
com atividades analgésica (Both et. al., 2002; Amador, et. al., 2000), antioxidante
(Matsuura e Fett-Neto, 2013), citotoxica (Mahmud et. al., 1993; Adjibade et.
al.,1989) e antiparasitaria (Muhammad et. al., 2003). Folhas de Psychotria
rostrata tém uso na medicina popular da Malasia, através da decoccéo, para o
tratamento da constipacdo (Takayama et. al., 2004). O extrato etandlico dos
caules da espécie Psychotria klugii possui atividade antileishmania e forneceu
os alcaloides cefaelina, klugina e isocefaelina que demonstraram ser
substancias ativas contra Leishmania donovani (Clso 0,03-0,45 ug/mL) e mais
potentes do que a pentamidina (Clso 0,7 ng/mL) e a anfotericina B (Clso 0,17
ug/mL), farmacos amplamente utilizados no tratamento das leishmanioses
(Muhammad et. al., 2003).

Esses resultados nos motivaram a propor o presente estudo que visa a

avaliacdo da atividade antileishmania de extratos etandlicos e de constituintes
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isolados de espécies do género Psychotria (P. carthagenensis e P.
hoffmannseggiana), ocorrentes no sudoeste da Bahia, visando a descoberta de
substancias com atividade antileishmania.

A identificacdo de novas atividades biol6gicas de extratos de espécies
vegetais visa contribuir com o potencial terapéutico dos extratos selecionados
para estudo neste trabalho. Espera-se descobrir espécies vegetais que sejam
fontes de substancias Uteis para o desenvolvimento de farmacos leishmanicidas,
visando a melhoria na qualidade de vida de milhdes de pessoas acometidas

pelas Leishmanioses no Brasil.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Doencas negligenciadas

O uso do termo “doengas negligenciadas” tem sido utilizado para o grupo
de doencas causadas por agentes infecciosos e parasitarios (virus, bactérias,
protozodrios e helmintos). Sdo doencas endémicas em populacdes de baixa
renda em paises da Africa, Asia e nas Américas, ou seja, predominantes em
paises em desenvolvimento ou subdesenvolvidos. Esse termo foi proposto
inicialmente pela Fundacdo Rockefeller, através do programa “The Great
Neglected Diseases” em 1970. O termo “negligenciada” teve como base o fato
de haver pouco financiamento para pesquisas por parte das agéncias de fomento
e a falta de interesse das grandes empresas farmacéuticas multinacionais em
desenvolver medicamentos para tratar essas doencas. Por afetarem pacientes
de baixo poder aquisitivo e sem influéncia politica, farmacos que tratam as
doencas negligenciadas ndo conseguem gerar o retorno financeiro exigido pela
maior parte das empresas voltadas ao lucro e, portanto, o financiamento para
pesquisas e producédo de medicamentos sdo reduzidos (Souza, 2010).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), existem dezessete
doencas classificadas como DTN’s: dengue, raiva, tracoma, Ulcera de Buruli
(infeccdo por Mycobacterium ulcerans), treponematoses endémicas (bouba,
bejel e pinta), hanseniase (doenca de Hansen), doenca de Chagas
(Tripanossomiase americana), doenca do sono (Tripanossomiase africana),
leishmanioses, cisticercose, dracunculiase (infeccdo pelo verme da guiné),
equinococose, infeccdes por trematddeos (causadas por alimentos), filariose
linfatica, oncocercose (cegueira dos rios), esquistossomose (bilharziose) e
helmintiases transmitidas pelo solo (Dias et. al., 2013).

A manutencado das DTN’s como doenc¢as endémicas, tanto no Brasil como
em toda a América Latina, ainda esta ligada a métodos de diagndsticos
insuficientes, auséncia de vacinas, falta de arsenal terapéutico, acdes de
cuidado frageis na atencédo basica e dificuldade de acesso aos medicamentos ja
existentes (Silva-Pires et. al., 2017).

O Brasil tem se destacado internacionalmente por possuir a maioria dos

casos das doencas negligenciadas da regido latino-americana e caribenha para
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o periodo de 2008-2014. O Brasil possui 40% dos casos de dengue, 25% dos
casos de doenca de Chagas, 96% dos casos de esquistossomose, 86% dos
casos de hanseniase, 24% dos casos de helmintoses intestinais, 39% dos casos
de leishmaniose cutanea, 93% dos casos de leishmaniose visceral, 92% dos
casos de leptospirose e 36% dos casos de maléria. A partir de 2016, destacaram-
se, também, no Brasil, duas doencas transmitidas pelo Aedes aegypti: a
Chikungunya e a Zika. Foram registrados, no periodo de janeiro a maio de 2016,
122.762 casos de Chikungunya e 161.241 casos de Zika, dos quais 13.538 foram
casos de Zika em gestantes (Silva-Pires et. al., 2017).

As leishmanioses, a tuberculose, a dengue e a hanseniase sdo DNT’s que
ocorrem em praticamente todas as regides do Brasil. Infelizmente, a
concentracdo dessas doengas ocorre majoritariamente nos estados do norte e
nordeste do pais, como consequéncia dos altos indices de pobreza e exclusao
social e, estdo relacionadas aos menores indices de Desenvolvimento Humano
(IDH) (Inacio e Invernizzi, 2019).

O Brasil possui uma populacédo acima dos 200 milhdes de pessoas, 0 que
corresponde a 34% da populacdo da América Latina e do Caribe. O pais possui
32 milhGes de pessoas em extrema pobreza, dentre as quais 20 milhdes vivem
com menos de U$$ 2 por dia e em torno de 12 milhdes sobrevivem abaixo da
linha da pobreza, com U$$ 1,25 por dia. Deste modo, sédo necesséarias medidas
gue visem aumentar o IDH das regides brasileiras mais afetadas com as doencas
negligenciadas, tais como acdes socioeducativas de promocao a saude e ainda
investimentos em pesquisas interdisciplinares relacionadas a estas doencas por
parte das agéncias de fomentos nacionais e internacionais. Todas estas medidas
devem ter como objetivo principal ndo apenas o controle e tratamento eficaz,

como também a erradicacdo completa dessas doencas (Hotez e Fujiwara, 2014).
2.2 Os protozoarios do género Leishmania

Os protozoarios sdo organismos protistas, unicelulares e eucariontes.
Existem cerca de sessenta mil espécies de protozoarios vivos, destas, dez mil

espécies interagem com animais vertebrados e invertebrados. A interacdo

protozoario—animal pode ser do tipo simbidtica, comensal ou parasitaria. Em
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relacdo aos protozoarios parasitas, temos menos de cem espécies que
parasitam os seres humanos (Neves et. al., 2016).

As leishmanioses sdo causadas por protozodrios parasitas do género
Leishmania que pertencem ao reino Protista e sub-reino Protozoa, filo
Sarcomastigophora, do qual é caracterizado pela presenca de flagelos,
pseud6épodos ou ambos, subfilo Mastigophora, marcado pela presenca de
flagelos, classe Zoomastigophorea, ordem Kinetoplastida, subordem
Trypanosomatina e familia Trypanosomatidae. Os hospedeiros vertebrados mais
comuns das espécies de Leishmania sdo os roedores, canideos e primatas,
entre eles o homem (Neves et. al., 2016).

Diversos estudos sobre o género Leishmania levaram ao isolamento de
grande quantidade de protozoarios do homem e de animais domésticos e
silvestres e, resultou na divisdo do género em dois subgéneros: Leishmania e
Viannia. Esta divisdo ocorre conforme o tipo de desenvolvimento dos flagelos em
espécies de Leishmania no sistema digestorio do organismo vetor: o subgénero
Leishmania se desenvolve no intestino médio e posterior e, 0 subgénero Viannia
se desenvolve no intestino posterior. As espécies do género Leishmania séo

listadas na Tabela 1, de acordo com essa subdivisdo (Menezes, 2014).

Tabela 1. Classificacédo das espécies do género Leishmania.

Género Leishmania
Subgénero Leishmania Subgénero Viannia

L. (Leishmania) donovani L. (Viannia) braziliensis
L. (L.) infantum infantum L. (V.) guyanensis
L. (L.) infantum chagasi L. (V.) panamensis
L. (L.) killicki L. (V.) peruviana

L. (L.) tropica L. (V.) lainsoni

L. (L.) aethiopica L. (V.) naiffi

L. (L.) major L. (V.) shawi

L. (L.) gerbilli L. (V.) colombiensis
L. (L.) mexicana L. (V.) lindenbergi
L. (L.) amazonensis L. (V.) equatoriensis
L. (L.) venezuelensis L. (V.) utingensis

L. (L.) enrietti

L. (L.) aristidesi

L. (L.) pifanoi

L. (L.) gamhami

L. (L.) hertigi

L. (L.) forattinii

L. (L.) deanei

Fonte: Adaptado de Neves et. al. (2016).
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As espécies do género Leishmania apresentam ciclo de vida alternado
entre hospedeiros vertebrados e insetos vetores e sdo chamados de ciclo de
vida digenético ou ainda heteroxénico. Esses parasitas assumem duas formas
distintas bioquimica e morfologicamente; a chamada forma flagelada
promastigota, que habita a luz do trato digestivo dos flebotomineos (inseto vetor)
e é inoculada durante a picada do inseto na pele dos mamiferos e, a forma
amastigota, que é arredondada e imovel e que se multiplica obrigatoriamente no
interior das células do sistema fagocitario do hospedeiro mamifero (Neves et. al.,
2016).

As fémeas infectadas dos insetos vetores sdo as responsaveis pela
transmissdo de todas as espécies do género Leishmania de um mamifero a
outro. Os flebotomineos séao dipteros da sub-familia Phlebotominae, dentre os
guais os géneros Lutzomyia e Phlebotomus sdo responsaveis pela transmisséo
dos protozoarios Leishmania nas Américas e, Asia e Africa, respectivamente
(Neves et. al., 2016).

Podemos observar o ciclo do parasito Leishmania sp., na Figura 1, que é
subdividido em estagio de infestacdo e estagio de diagndstico. No primeiro,
ocorre a transmissao do vetor para o hospedeiro ou do hospedeiro para o vetor.
No segundo estagio, as formas promastigotas se transformam nas formas
amastigotas dentro dos macréfagos do hospedeiro. Quando o inseto vetor ndo
infectado pica um vertebrado contaminado, a forma amastigota no interior do
sistema digestivo se transforma na forma promastigota e entéo, o ciclo continua
(Neves et. al., 2016; Gontijo e Carvalho, 2003).
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Figura 1. Ciclo de vida da Leishmania sp.
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Fonte: https://www.msdmanuals.com/pt/profissional/multimedia/image/v1015907 pt, com
modificacdes, acessado em 11/09/2019.

2.2.1 As Leishmanioses segundo a Organizacdo Pan-Americana da
Saude-OPAS

As leishmanioses sdo doencas que podem se manifestar no hospedeiro
humano de trés formas distintas: forma cutanea e mucocutanea (tegumentar) e
forma visceral (Kala-azar, ou calazar) (Organizacdo Pan-Americana da Saude,
2019).

No Brasil, a leishmaniose visceral € causada pelas espécies Leishmania
(L.) chagasi e Leishmania (L.) infantum e a leishmaniose tegumentar € causada
pelas espécies Leishmania (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi e L. (V.) shawi (Neves et. al., 2016).

Segundo a OPAS (2019) foram notificados 940.396 novos casos de
leishmaniose cutanea e mucosa em 17 dos 18 paises endémicos das Américas
no periodo de 2001-2017, o que corresponde a uma média anual de 55.317
casos. O Brasil (35,1%), a Colébmbia (15,5%), o Peru (13,3%) e a Nicaragua
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(8,7%) contribuiram com 72,6% do total dos casos de leishmaniose cuténea e
mucosa em 2017 (Organizagdo Pan-Americana da Saude, 2019).

O Gréfico 1 abaixo representa o numero de casos por regido da América
Latina acometida com a leishmaniose cutanea, no periodo de 2001 até 2017.
Note que o Brasil (linha azul) apresenta uma das mais elevadas incidéncias em
relacdo as outras regides da América Latina, e que houve um aumento no
namero de registros de 2016 a 2017 (Organiza¢do Pan-Americana da Saude,
2019).

Grafico 1. Quantitativo de casos de leishmaniose cutdnea e mucosa na América
Latina, de 2001-2017.

80000

70000

60000

50000 I —

40000

=@ Americas == Area Andina América Central =-##=Brasil

Cone Sul =@ Caribe ndo-latino México

Fonte: Leishmanioses: informe epidemiolégico nas Américas, 2019.

O Grafico 2 representa o quantitativo de casos registrados de
leishmaniose visceral de 2001 a 2017 em paises das Américas. Vale salientar
gue o Brasil (linha verde) é o lider em nimero de casos na maior parte desse

periodo e registrou mais de 4000 casos em 2017.
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Gréfico 2. Casos de leishmaniose visceral registrados em paises americanos
com maior incidéncia no periodo de 2001-2017.
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Fonte: Leishmanioses: informe epidemiol6gico nas Américas, 2019.

Em 2017, houve melhoria em 23,5% dos casos registrados das
leishmanioses, dentre os quais, 49,1% (24529) dos casos progrediram para a
cura e 0,03% (16) dos casos terminaram em morte. Os Obitos ocorreram, na
grande maioria, em pessoas com idade superior a 50 anos de idade. Acredita-
se que efeitos colaterais tais como cardiotoxicidade, nefrotoxicidade e
hepatotoxicidade dos medicamentos utilizados durante o tratamento, sejam as

causas dessas mortes (Organizacdo Pan-Americana da Saude, 2019).

Gréfico 3. Taxa de letalidade de leishmaniose visceral nas Américas, no periodo
de 2012-2017.
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Fonte: Leishmanioses: informe epidemiolégico nas Américas, 2019.
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2.2.2 Tratamento das leishmanioses

As leishmanioses s&o doencgas endémicas tratadas com medicamentos
desenvolvidos h& décadas, que apresentam baixa eficacia, elevada toxidade e
sdo responsaveis por desencadear iniUmeros efeitos adversos. Formas de
tratamentos menos agressivas e que melhorem a qualidade de vida das pessoas
acometidas por essas doencas ainda sdo necessarias (Oliveira et. al., 2013; Dias
et. al., 2013).

A Organizacéo das Nagdes Unidas declara que medidas de combate as
DTN’'s devem ser adotadas para o cumprimento dos objetivos de
desenvolvimento para o milénio em 2000, pois estas doengas correspondem
aproximadamente 12% das doencas existentes no mundo. As acdes de combate
e erradicagédo das DNT’s permanecem na Agenda do Desenvolvimento p6s-2015
e continuam sendo um dos objetivos de Desenvolvimento Sustentavel, cuja
principal meta é a erradicagédo de todas as DNT’s até 2030 (Inacio e Invernizzi,
2019).

Estudos de revisdo sobre o desenvolvimento de novas drogas para
tratamento das DTNSs, realizados nos periodos de 1975 e 2004 e de 2000 a 2011,
tém demonstrado que poucos farmacos foram lancados no mercado para o
tratamento das DTN’s (Oliveira et. al., 2013; Dias et. al., 2013).

Newman e Cragg (2016) relatam que do total de 1328 novas drogas
introduzidas no mercado no periodo de 1981 a 2014, apenas 16 eram drogas
antiparasitarias, dentre as quais, 2 eram PNs inalterados, 5 eram derivados de
PNs, 5 eram de origem sintética, 3 eram substancias sintéticas com farmacéforos
de PNs e 1 era vacina. Essas drogas foram destinadas para o tratamento da
malaria, tuberculose, verminoses, toxoplasmose, enquanto que a vacina foi
desenvolvida contra a tricomoniase. O numero de novas drogas antiparasitarias
lancadas no mercado nesse periodo foi muito baixo se comparado a outros
grupos de destino, tais como anticancer (174 novas drogas), antibacteriano (140
novas drogas) e antiviral (139 novas drogas) (Newman e Cragg, 2016).

Avancos cientificos e tecnoldgicos tém proporcionado o desenvolvimento
de inUmeros tratamentos para varias enfermidades e aumentado a qualidade e
a expectativa de vida em todo o mundo. Contudo, as DTN’s continuam a ser

fatais, pois pouca ou nenhuma inovagéo € direcionada para o tratamento dessas

34



enfermidades que ainda acometem grande parte da populagédo mais pobre e
mais vulneravel dos paises tropicais (Dias et. al., 2013; Inacio e Invernizzi, 2019).

O antimoniato de N-metil glucamina ou Glucantime® tem sido o farmaco
de primeira escolha para o tratamento das leishmanioses, contudo seus efeitos
adversos englobam mialgias, dores abdominais, alteracbes hepaticas e
distarbios cardioldgicos devido a sua elevada toxicidade. Existem medicamentos
alternativos ao tratamento das leishmanioses chamados de segunda geragéo ou
de segunda linha, tais como a anfotericina B, pentamidina, miltefosina e a
paromomicina ou aminosidina. Porém, o uso desses medicamentos pode
resultar em elevada toxidade e desencadear em seus usuarios efeitos adversos
gue incluem hipoglicemia, hipotenséo, alteracdes cardioldgicas, nefrotoxicidade
e oObito repentino (pentamidina). Podemos visualizar, na Tabela 2, a estrutura
dos principais farmacos leishmanicidas usados na clinica (Pelissari et. al., 2011;
Rath et. al., 2003).
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Tabela 2. Os principais farmacos leishmanicidas e suas férmulas estruturais.

Nome quimico

Nome comercial

Formula estrutural proposta

Miltefosina

Miltefosina

Anfotericina B

Anfotericina B®,
Fungizon® Abelcet®,
Ambisome®, Funtex B®
e Unianf®

Antimoniato de

N-metilglucamina

Glucantime®;
Antimoniato de

meglumina
Isetionato de Lomidina®
pentamidina
Paromomicina Humatin® e i
aminosidina Ho Q

o
H
°© NH,
(0]

Fonte: Rath et. al., 2003 (modificado).

2.3 A familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae Juss. possui cerca de 660 géneros que podem ser

encontrados em varios lugares do globo, porém espécies dessa familia sdo mais

frequentes nos tropicos. E a quarta maior familia de angiospermas existente no

planeta com 13100 espécies, seguida das familias Leguminosae (19500

espécies), Orchidaceae (22500 espécies) e Asteraceae (23600 espécies). De
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acordo com a filogenia e as principais caracteristicas morfolégicas, essa familia
foi dividida em trés subfamilias: Cinchonoideae, Ixoroideae e Rubioideae
(Delprete e Jardim, 2012).

No Brasil, sdo encontrados 118 géneros, pertencentes a familia
Rubiaceae, que se encontram distribuidos por todos os biomas, desde a Floresta
Amazobnica, Floresta Atlantica, Cerrado e Caatinga. Compreendem plantas
desde a forma de arvores a subarbustos (Barbosa, 2014; Delprete e Jardim,
2012).

Espécies da familia Rubiaceae sao utilizadas no Brasil e no mundo como
alimentos, ornamentos e na industria farmacéuticapara o tratamento de doencas
infecciosas e parasitérias, inclusive como agentes leishmanicidas. Espécies
dessa familia também s&o utlizadas devido as suas propriedades anti-
inflamatodrias,  antirreuméaticas, antitérmicas, antioxidantes, antivirais,
antibacterianas, antifungicas e antitumorais. Esta familia expbe grande
importancia medicinal em comunidades tradicionais da regido da Floresta
Amazobnica e extenso potencial farmacologico com diversas atividades
biologicas descritas pela literatura cientifica, pois apresentam em sua
composicdo inumeras substancias de grupos quimicos distintos, como o0s
alcaloides, antraquinonas, taninos, terpenos, iridoides, saponinas, esteroides e

flavonoides (Soares, 2015; Souza, Mendonca e Silva, 2013).

2.3.1 O género Psychotria

O género Psychotria L. pertence a subfamilia Rubiodeae, tribo
Psychotrieae e € o0 maior género da familia Rubiaceae, com cerca de 1650
espécies (Hamilton, 1989; Naves 2014). Esta subdividido em trés subgéneros:
1-Psychotria; presente na regido pantropical; 2-Heteropsychotria Steyerm. ou
Psychotria neotropical; comum na regido neotropical e 3-Tetramerae (Hiern) E.
Petit; encontrado na Africa. Esse género possui taxonomia complexa que agrega
caracteristicas morfologicas e distribuicdo geogréfica, pois reine um grande
namero de espécies (Pimenta et. al., 2010).

As espécies deste género, como a P. ipecacuanha, P. emetica, P.
psychotriifolia, P. colorata, P. nudiflora, P. nilgiriensis e P. subobliqua, tém sido

largamente estudadas cientificamente, entretanto, 0s estudos
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etnofarmacol6gicos abrangem somente 10% das espécies conhecidas. As
espécies do género Psychotria tém indicacdo popular de uso interno para o
tratamento de infeccbes do aparelho reprodutor feminino, doencas dos
brénquios, disturbios gastrointestinais e para o tratamento de sintomas do pré- e
poés-parto. As indicacdes de uso popular de espécies desse género para 0 Uso
externo incluem o tratamento de infec¢cdes cuténeas, Ulceras, disturbios
oculares, febre, dores de cabeca e de ouvido (Faria, 2009; Formagio et. al., 2014;
Soares, 2015).

Nos paises da América do Sul, como no Brasil, Peru e Equador, algumas
espécies do género Psychotria, como a Psychotria viridis, sdo amplamente
utilizadas pelos povos indigenas da Amaz6nia como um componente da bebida
alucinégena "ayahuasca", que significa "vinho da alma". A "ayahuasca" é
utilizada em cerimonias religiosas, no qual foi constatado a presenca do alcaloide
N,N-dimetiltriptamina, um agonista ndo seletivo de serotonina, o 5-HT. Os
agonistas sdo moléculas que podem se ligar, via receptor celular, para induzir
uma reacédo biolégica, enquanto que 0s antagonistas possuem agao contraria,
ou seja, sao bloqueadores dos agonistas (Calixto et. al., 2016).

Ja4 a espécie Psychotria ipecacuanha € utilizada como expectorante,
amebicida e emética, ou seja, capaz de provocar dor de vomito (Garcia et. al.,
2005).

As espécies Psychotria emetica e Psychotria psychotriifolia ttm os seus
galhos e raizes utilizados na forma de infusédo para o tratamento de doencas por
comunidades tradicionais do Panama; a primeira para o tratamento da catapora
e ambas para o tratamento da febre (Gupta et. al., 2005).

Na regido Amazonica do Brasil, a espécie Psychotria colorata, conhecida
como perpétua-do-mato ou repolho pelos caboclos de comunidades tradicionais,
€ utilizada como agente analgésico para o tratamento de dores abdominais e de
ouvido (Moura e Maruo, 2014).

Folhas e flores de Psychotria nudiflora e os frutos de Psychotria nilgiriensis
s&o utilizados por grupos tribais de Tamil Nadu, na india, para o tratamento de
reumatismo (Sutha et. al., 2010).

Ja as folhas e caules de Psychotria subobliqgua sao utilizados
popularmente em S&o Tomé e Principe, na Africa, para o tratamento de doencas

mentais por apresentarem efeitos no sistema nervoso central e, para o
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tratamento de dor de dente e inflamagfes na boca devido as suas propriedades
anti-inflamatérias (Currais et. al., 2014).

2.3.2 Os alcaloides do género Psychotria

Os alcaloides sdo formados, em sua grande maioria, por compostos
heterociclicos nitrogenados, com o0 nitrogénio oriundo de aminoacidos.
Apresentam carater basico e acdo farmacoldgica diversificada. Os vegetais sdo
sua principal fonte, porém, podem ser encontrados em microrganismos e
animais. O uso dessa terminologia surgiu em 1819 com o farmacéutico W.
Meissner em Halle, na Alemanha, apds estudos das caracteristicas alcalinas de
alguns representantes dessa classe de compostos (Aniszewski, 2007; Isidério,
2015; Mohiuddin, 2019). Desta forma, podemos definir os alcaloides como
compostos basicos que possuem pelo menos um atomo de nitrogénio fazendo
parte de um sistema ciclico, com origem principal no metabolismo secundario e
com diversos representantes da classe com estrutura molecular complexa e
fisiologicamente ativos (Kar, 2007).

Os alcaloides podem ser classificados a partir da origem biossintética,
como proposto por Aniszewski (2007), no qual os principais aminoacidos
precursores podem ser a histidina, triptofano, tirosina, ornitina e, o acido

nicotinico e acido antranilico, conforme a Figura 2 (Aniszewski, 2007; Kar, 2007).

Figura 2. Principais aminoacidos precursores de alcaloides.
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Outro método de classificacdo dos alcaloides, que é o mais utilizado e
mais aceito, € a presenca ou auséncia de um nucleo heterociclico basico na

estrutura da substancia (Figura 3) (Kar, 2007).

Figura 3. Nucleos heterociclico basico comum dos alcaloides.
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Uma recente revisao, realizada de 1962 até 2015 para as espécies do
género Psychotria, revelou que os alcaloides inddlicos é classe de produtos
naturais mais descritas na literatura cientifica, seguida dos peptideos ciclicos,
conhecidos como ciclotideos (Calixto et. al., 2016). Carvalho Junior e
colaboradores (2017) catalogaram em uma revisdo os dados de ressonancia
magneética nuclear (RMN) de 70 alcaloides isolados no periodo de 1974 a 2015.
O esqueleto estrutural mais comum identificado foi do tipo inddlico
monoterpénico com 38 alcaloides (54,2 %) — Figura 4, seguido dos alcaloides
pirrolidinoindolinicos com 27 alcaloides (38,7 %) e benzoquinolizidinicos com 5
alcaloides (7,1 %) (Carvalho Junior et. al., 2017).

Os alcaloides inddlicos monoterpénicos tém origem biossintética a partir
do aminoacido triptofano. Uma parte significativa sédo indol ndo-iridoides (nao-
monoterpénicos), destacando-se o0s grupos dos triptaminicos (N, N-
dimetiltriptamina, N-metiltriptamina), polinddlicos ou derivados metiltriptaminicos
(Ribeiro, 2010).
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Figura 4. Nucleo g-carbolinico dos alcaloides indolicos monoterpénicos.

/ A\

H R

2.3.3 Atividades bioldgicas de espécies do género Psychotria

Psychotria é o género da familia Rubiaceae com mais estudos
fitoquimicos, etnobotéanicos, farmacoldgicos e quimiotaxondmicos. Diversas
atividades biologicas ja foram descritas para espécies desse género, como
antioxidante, analgésica, anti-inflamatoéria, antiprotozoaria, citotoxica, antiviral,
bactericida, antifingica e antidepressiva, conforme explicito na Tabela 3. Este
género também possui espécies que demonstraram propriedades inibitérias das
enzimas acetilcolinesterase e monoamina oxidase, que sdo alvos enzimaticos

relacionados as doencas neurodegenerativas (Calixto et. al., 2016).
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Tabela 3. Atividades bioldgicas de espécies do género Psychotria.

Espécies de Atividade Biolégica Referéncia
Psychotria
P. brachybotrya Atividade antiturbeculose Araujo et. al., 2014
P. brachyceras Atividades anti-inflamatoria, | Nascimento et. al.,
antioxidante, 2007; Matsuura et. al.,
antimutagénica, inseticida e | 2016; Magedans et.
de protecao contra UV al., 2017
P. bridsoniae Atividade antibacteriana Razafintsalama et. al.,
2017
P. colorata Atividade analgésica Amador et. al., 2000
P. dalzellii Atividades antioxidante e | Abhishek et. al., 2019
antidiabética
P. deflexa Atividade de inibicAo da | Bertelli et. al., 2017
enzima acetilcolinesterase
P. elata Efeito antialucindbgeno Caballero-George et.
al., 2001
P. hawaiiensis Atividade antiviral Locher et. al., 1995
P. henryi Atividade citotoxica Liu et. al., 2013
P. insularum Inibicdo da ciclooxigenase-1 | Dunstan et. al., 1997
(COX-1)
P. leiocarpa Atividades analgésica, | Fragoso, 2007,
inseticida, antioxidante, anti- | Matsuura et. at., 2016;
inflamatoria e anticolinérgica | Formagio et. al., 2019
P. microlabastra Atividade antibacteriana Khan et. al., 2001
P. myriantha Atividade analgésica Farias, 2006
P. nemorosa Atividades antiviral e | Costa, 2016;
analgésica Calixto et. al., 2017
P. nuda Atividade antimicobacteriana | Carvalho Junior et. al.,
2019
P. oreotrephes Atividade antibacteriana Razafintsalama et. al.,
2017
P. poeppigiana Atividade anti-inflamatéria e | Caballero-George et.
efeitos antialucinégeno e | al., 2001
citotoxico Villasmil et. al., 2006
P. prainii Atividade anti-inflamatoria Tran et. al., 2017
P. serpens Atividade anticancer Wang et. al., 2020
P. stenocalyx Atividade anti-inflamatoria Queiroz et. al., 2017
P. suterella Atividades antiparasitaria e | Santos et. al.,, 2001;

antiplasmodial

Carvalho, 2015;
Gontijo et. al., 2019
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P. umbellata Atividades analgésica, | Both et. al., 2005;
antidepressiva, antioxidante | Fragoso et. al., 2008
e antimutagénica
P. viridis Acéo alucinégena e | De Souza, 2011;
atividades antioxidante, | Soares, 2015;
antibacteriana e de inibicdo | Soares et. al., 2017
da colinesterase

2.3.4 Atividade antileishmania do género Psychotria

Folhas, cascas, raizes e rizomas de inUmeras espécies do género
Psychotria sdo amplamente utilizadas pela medicina tradicional para o
tratamento de diversas doencas, inclusive doencas parasitarias, com destaque
para as leishmanioses (Souza, Mendonca e Silva, 2013; Calixto et. al., 2016).

Estudos cientificos tém demonstrado atividade antileishmania de
metabolitos secundarios de algumas espécies de género Psychotria.
Muhammad e colaboradores (2003) identificaram os alcaloides klugina,
cefaelina, isocefaelina e emetina com atividades antileishmania contra formas
promastigotas de L. donovani (Clsos de 0,03 a 0,45 pg/mL) e antimalarica contra
P. falciparum (Clso de 27,7 a 46,3 ng/mL) da espécie Psychotria klugii. Esses
constituintes de P. klugii foram mais ativos do que a pentamidina (Clso 0,7 ug/mL)
e a anfotericina B (Clsp 0,17 pg/mL), farmacos amplamente utilizados para o
tratamento das leishmanioses (Muhammad et. al., 2003).

Da Psychotria prunifolia foram isolados os alcaloides 14-oxoprunifoleina
e estrictosamida que inibiram o crescimento das formas promastigotas de L.
amazonensis e apresentaram valores de Clsp de 16,0 e 40,7 pg/mL,
respectivamente (Kato et. al., 2012).

O extrato em acetato de etila das folhas de Psychotria suterella também
demonstrou atividade contra L. amazonensis com Clsg de 10,62 pg/mL
(Carvalho, 2015).

O levantamento bibliografico realizado demonstra que o0 género
Psychotria € uma fonte alternativa de substancias bioativas com atividade
antileishmania e que podem servir de modelo para o desenvolvimento de

farmacos mais eficazes e menos téxicos.
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2.3.5 Psychotria carthagenensis

A espécie Psychotria carthagenensis Jacq., Figura 5, € encontrada na
forma de arbusto que pode atingir até 3 m de altura. E encontrada em todas as
regides do Brasil e nos dominios fitogeograficos da Amazodnia, Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (Lima, 2011; Psychotria in Flora do
Brasil, 2020).

Figura 5. Psychotria carthagenensis, coletada em Brejo Novo, Jequié — Bahia.

Fonte: prépria do autor.

Psychotria carthagenensis Jacq. é classificada da seguinte forma:
* Reino Plantae
» Superdivisdao Spermatophyta
* Divisdo Magnoliophyta

* Classe Magnoliopsida

» Subclasse Asteridae
* Ordem Rubiales

* Familia Rubiaceae
» Subfamilia Rubioideae
* Tribo Psychotrieae
* Género Psychotria

» Espécie P. carthagenensis Jacq.
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Existem relatos de aplicacdo da Psychotria carthagenensis por individuos
de comunidades tradicionais da Amazénia peruana como ténico da saude (Sanz-
Biset e Cafigueral, 2011; Matsuura et. al., 2013). Essa espécie também é
utilizada para substituir P. viridis na composicdo da “ayahuasca”, bebida
alucinégena usada em rituais ou com fins terapéuticos por comunidades
tradicionais da regido da Amazonia (Santos et. al., 2017; Ramachandran et. al.,
2018).

Lima e colaboradores (2010, 2011) demonstraram que a fracdo soluvel
em hexano, oriunda da particdo do extrato etandlico bruto das folhas de P.
carthagenensis, apresentou atividade antioxidante pelo método 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil e atividade antiacetilcolinesterasica pelo método Ellman. A andlise
realizada através da espectroscopia por ressonancia magneética nuclear de
hidrogénio (RMN de !H), dessa fracdo revelou a presenca de substancias
aromaticas e com insaturagdes. Neste mesmo estudo foi confirmada a presenca
de alcaloides nos extratos etandlicos bruto das folhas e dos caules, apos realizar-
se a extracdo acido-base, e analises por CCD da amostra enriquecida com
alcaloides e revelacdo com iodo platinado (Lima et. al., 2010; Lima, 2011).

A atividade antioxidante do extrato metandlico de folhas da espécie P.
carthagenensis foi também demonstrada por Formagio e colaboradores em 2014
com diferentes metodologias: 1,1-difenil-2-picrilhidrazil, (-caroteno, acido
linoleico e acido etilbenzotiazolina-6-sulfénico. Dentre as quatro espécies do
género Psychotria avaliadas (P. carthagenensis, P. leiocarpa, P. capillacea e P.
deflexa), a P. carthagenensis apresentou a maior concentracédo de flavonoides
(182,07 + 2,78 mg de equivalentes de quercetina-EQ/g de extrato), uma das
maiores concentracdes de flavonois (241,19 + 9,48 mg EQ/g de extrato), além
de altos niveis de taninos condensados (632,39 + 5,63 mg equivalentes de
catequina-EC/g de extrato) no extrato metandlico (Formagio et. al., 2014).

Musteata e colaboradores (2016) constataram que P. carthagenensis
apresenta similaridade quimica com Psychotria cincta apds Analises de
Componentes Principais de dados obtidos por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLUE-EM) de amostras
provenientes da extracdo liquida usual e da microextragdo em fase soélida

(MEFS) de seus extratos etandlicos (Musteata et. al., 2016).
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Posteriormente, Vicentini (2017) avaliou 25 espécies da familia
Rubiaceae, dentre os quais 10 eram pertencentes ao género Psychotria, contra
a enzima acetilcolinesterase. O extrato proveniente da percolagdo em metanol
de partes nédo especificadas de P. carthagenensis foi capaz de inibir a enzima
acetilcolinesterase, com valor de Clsg 309,17 pg/mL. Nesse mesmo estudo, foi
confirmada a natureza alcaloidica do extrato em metanol de P. carthagenensis
através de CCD, utilizando o revelador especifico de alcaloides, o reagente de
Dragendorff (Vicentini, 2017).

N&o foram encontrados, até o momento, relatos na literatura cientifica
sobre o isolamento e elucidacdo estrutural de metabdlitos secundarios
provenientes da espécie vegetal P. carthagenensis, além da avaliacdo de seus
extratos, fracdes e substancias purificadas frente a testes bioldgicos que utilizam
agentes causadores de doencas tropicais negligenciadas, em especial contra
espécies de Leishmania. Portanto, a proposta de ser realizar a investigacao
fitoquimica do extrato bruto de P. carthagenensis e bioldgica frente a Leishmania
Sp. pode ser promissora, ao revelar uma nova aplicabilidade farmacologica para

esta espécie.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a atividade antileishmania de extratos etandlicos, e de
constituintes isolados de espécies do género Psychotria (Rubiaceae), ocorrentes
no sudoeste da Bahia, visando a descoberta de produtos naturais uteis para o

tratamento das leishmanioses.

3.2 Especificos

» Coletar e identificar espécies do género Psychotria de ocorréncia em
Jequié/Bahia;

* Preparar extratos por maceragao em etanol de espécies do género Psychotria
(P. carthagenensis e P. hoffmannseggiana) de ocorréncia em Jequié/Bahia;

» Avaliar os extratos brutos das folhas e caules de P. carthagenensis e P.
hoffmannseggiana nos ensaios de atividade antileishmania contra as formas
amastigotas-like de Leishmania (Leishmania) amazonensis;

» Realizar o fracionamento cromatografico dos extratos brutos das folhas e
caules de P. carthagenensis, visando o isolamento de substancias;

» Avaliar as fracOes e substancias isoladas dos extratos brutos das folhas e
caules de P. carthagenensis nos ensaios de atividade antileishmania contra as
formas amastigotas-like de Leishmania (Leishmania) amazonensis;

» Obter os dados espectrais das substancias isoladas;

* Elucidar as estruturas das substancias isoladas;

» Obter valores Clsp da(s) substancia(s) ativa(s) nos ensaios de atividade
antileishmania com células THP-1 infectadas com amastigotas Leishmania

(Viannia) braziliensis.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

O material vegetal, folhas e caules, de exemplares do género Psychotria,
(Rubiaceae) foram coletados na localidade rural de Brejo Novo, no municipio de
Jequié, Bahia, em colaboracdo com a Profa Dra. Guadalupe Edilma Licona de
Macedo, curadora do Herbario da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia
- HUESB e responsavel pela identificacdo das espécies coletadas. Os dados
obtidos de coleta estdo descritos na Tabela 4. Uma exsicata de cada espécie foi
depositada no Herbario da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia—
HUESB. A P. carthagenensis foi a espécie utilizada para a continuidade dos
estudos e foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestéo do Patrimonio Genético
e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o numero (SisGen-
A4A3CE2).

Tabela 4. Dados de coleta (nome da espécie vegetal, latitude, longitude e
registro HUESB) das espécies vegetais coletadas do género Psychotria.

Espécie Latitude (S) | Longitude (W) | Registro HUESB
P. hoffmannseggiana 13° 57’ 00” 40° 06’ 48 12112
P. carthagenensis 13° 57’ 00” 40° 06’ 48” 12351

4.2 Obtencdo dos extratos brutos das espécies vegetais coletadas do

género Psychotria

O material vegetal de cada espécie coletada (Tabela 4) foi reservado em
um local apropriado e seco a temperatura ambiente. Apds a secagem, com 0
auxilio de um moinho de facas, modelo SL-32, série 14-008 - Solab® foi feita a
cominuicdo das folhas e caules, a fim de se aumentar a superficie de contato e
a eficiéncia da extracao.

Os extratos brutos do material vegetal (folhas e caules) das espécies de
Psychotria foram obtidos por maceracdo exaustiva com etanol, previamente
destilado como solvente extrator, durante 4 semanas. As solucdes obtidas pela

extracao foram reunidas e o solvente eliminado em evaporador rotatério por 4
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vezes (1 vez por semana) e, posteriormente, em centrifuga a vacuo a 45°C
(Muhammad et. al., 2003).

Tabela 5. Rendimento dos extratos brutos, em gramas e em percentual, das
espécies vegetais coletadas do género Psychotria.

Amostra Massa Massa Rendimento
partida (Q) obtida (g) (%, p/p)
P. carthagenensis (folhas) 201,5 52,1 25,8
P. carthagenensis (caules) 288,4 16,9 5,8
P. hoffmannseggiana (folhas) 138,0 14,7 10,7
P. hoffmannseggiana (caules) 54,1 11,4 21,0

4.3 Obtencdo de fracbes enriquecidas brutas a partir do extrato das
folhas de Psychotria carthagenensis

O extrato bruto em etanol das folhas (EEF) de P. carthagenensis foi
submetido a particéo liquido-liquido. O extrato (10,3 g) foi dissolvido, com auxilio
de um banho de ultrassom, em mistura de metanol:agua (8:2, v/v) e particionado,
sucessivamente, com hexano, diclorometano e acetato de etila (3 vezes para

cada solvente), conforme proposto por Lima (2011), com modificacdes.

Tabela 6. Rendimento da particéo liquido-liquido do extrato bruto das folhas, em
gramas e em percentual, de P. carthagenensis.

Fracao Massa obtida (g) Rendimento (%, p/p)
Hexano 2,0 19,4
Diclorometano 0,8 8,7
Acetato de etila 0,06 0,6
Hidrometandlica 5,9 57,3

4.4 Métodos cromatograficos

4.4.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para cromatografia em camada delgada - CCD foram utilizadas placas de
silica gel 60/F254 sobre folha de aluminio 0,25 mm (Merck®), cinchonina

(Roth®) e cloreto de berberina (Sigma®) como padrdes de alcaloides.
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4.4.2 Reveladores para cromatografia em camada delgada

As cromatoplacas foram reveladas em camara UV, com emissao de
radiacdo em ultravioleta (A 254 e 366 nm), possibilitando a visualizagao do perfil
cromatografico de cada amostra. Subsequente a revelagcdo com luz UV, as
cromatoplacas foram reveladas com as seguintes solucdes (Wagner e Bladt,
1996):

¢ Reagente de vanilina e &cido sulfarico:
Este reagente foi preparado misturando-se a solu¢cdo em etanol de vanilina 1%
m/v a solugdo em etanol de acido sulfarico a 10% v/v na proporgdo de 1:1. As
placas foram entdo aquecidas a 100°C por 5-10 min.

¢ Reagente de Dragendorff:
As placas foram borrifadas com solucdo do reagente de Dragendorff (Sigma®)

e observadas a existéncia de manchas alaranjadas.

4.4.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa — CLAE-
FR

A cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR) foi
utilizada para analises em escala analitica e em escala semipreparativa para as
purificacdes de amostras do presente trabalho.

As analises em escala analitica foram realizadas em um cromatografo
liquido de alta eficiéncia Shimadzu®, constituido de injetor manual, detector no
UV ajustado para os comprimentos de onda em 210 e 254 nm, modelo SPD M-
10A VP e bomba modelo LC-10AD. Todas as andlises foram realizadas
utilizando-se um fluxo de 1 mL/min e coluna de fase reversa constituida de
octadecilsilano (Shim-pack, C18, 5 um, 4,6 x 250 mm, d.i.) (Cota et. al., 2018).

As separacdes em escala semipreparativa foram realizadas em
cromatografo liquido de alta eficiéncia Shimadzu®, constituido de injetor manual,
detector no UV ajustado para os comprimentos de onda em 210 e 254 nm,
modelo SPD-10A-UV, duas bombas modelo LC-6AD, e coluna de fase reversa

constituida de octadecilsilano (Shim-pack®, C18, 5 ym, 20 x 250 mm) com fluxo
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de 7,0 mL/min ou Supelco® (C8, 5 um, 10 x 250 mm) com fluxo de 4,7 mL/min
(Cota et. al., 2018).

4.4.4 Estudo fitoquimico do extrato etandlico de folhas de Psychotria
carthagenensis - Fracionamento por CCMP em gel de Sephadex LH-20 da
fracdo hidrometandlica

Uma porc¢éao da fracao hidrometandlica (4,9 g), oriunda da particdo liquido-
liguido do extrato etandlico bruto das folhas (EEF) de P. carthagenensis, foi
solubilizada em uma mistura de etanol:metanol:agua (4:4:2) v/iv com o auxilio de
ultrassom, totalizando o volume final de 10 mL.

A fragédo hidrometandlica foi fracionada em 3 colunas de vidros (1 coluna
Bichi® n° 19676, 25,0 x 5,0 cm, d.i.; e 2 colunas Buchi® n° 17980, 48,0 x 5,0
cm, d.i.) acopladas em série e preenchidas com gel de Sephadex LH-20 (GE
Healthcare®). A amostra foi eluida com etanol absoluto (PA) e fluxo de 2 mL/min.

A coleta das fracdes foi realizada com auxilio de um coletor automatico
modelo SF-2120 (Advantec®). Foram obtidas 120 fracdes de 20 mL que foram
reunidas em 6 grupos (A-F), apds analises por CCD, conforme a Tabela 7. Foram
realizadas cromatoplacas em duplicata que foram eluidas com mistura de
CHCI3:MeOH:H20 (6,5:3,5:0,25) e reveladas com o reagente de Dragendorff e

vanilina 1% em &cido sulfarico (1:1).

Tabela 7. Rendimento dos grupos oriundos da filtracdo em gel de Sephadex LH-
20 da frac&o hidrometandlica proveniente do EEF de P. carthagenensis.

Grupo Fracdes Massa (mg) Rendimento (%, p/p)
A 1-45 135,2 2,7
B 46-54 227,3 4,6
C 55-60 153,0 3,1
D 61-78 1100 22,4
E 79-89 737,1 15,0
F 90-120 2200 44,9
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444.1 Purificacdo dos grupos C e D, por CLAE-FR em escala

semipreparativa

Os grupos C e D, provenientes da filtracdo em gel de Sephadex LH-20,
foram fracionados através do CLAE-FR em escala semipreparativa.

Previamente, as amostras C e D foram analisadas por CLAE-FR em
escala analitica, a fim de se encontrar o melhor sistema para o fracionamento
por CLAE-FR em escala semipreparativa (item 4.4.4). As amostras C e D foram
preparadas na concentracéao de 10 mg/mL em mistura de MeOH:H>O (1:1) viv,
grau CLAE e apdés realizar-se a centrifugacdo, o sobrenadante foi analisado por
CLAE-FR em escala analitica. Foram testados quatro sistemas de elui¢do:
ACN:H20, MeOH:H20, ACN:H20 acidificado com ATF 0,05% v/v e MeOH:H->O
acidificado com ATF 0,05% v/v. O sistema ACN:H>O acidificado com ATF 0,05%
vlv, foi utilizado para a purificacédo do grupo C e o sistema MeOH:H-O acidificado
com ATF 0,05% v/v para o grupo D.

As amostras C e D foram previamente solubilizadas em mistura de
MeOH:H20 (8:2, v/v) grau CLAE, nas concentracdes de 153 mg/mL e 150
mg/mL, respectivamente com posterior centrifugacdo. Aliquotas de 1 mL das
amostras C e D foram fracionadas CLAE-FR em escala semipreparativa,
conforme os parametros apresentados na Tabela 8. A purificacdo de ambas
amostras foi realizada com gradiente linear de 10% a 70% em 40 min, 70% a
10% em 1 min, seguida de eluic&o isocratica com 10% em 14 min e adicdo ATF
0,05% v/v (Tabela 8). O grupo C foi fracionado com mistura contendo ACN:H20O,
enquanto que o grupo D foi fracionado com mistura com MeOH:H20, ambos
acidificado com ATF 0,05% v/v. As coletas foram manuais e forneceram 51
fracGes a partir do grupo C e 40 fragdes do grupo D.

As fracdes obtidas foram analisadas por CCD de silica gel, utilizando-se
mistura de CHCl3:MeOH:H20 (6,0:5,0:1,0) e cinchonina como padréo externo de
alcaloide e reveladas com o reagente de Dragendorff.

A partir das andlises por CCD das fracdes obtidas, confirmou-se a pureza
da substancia | (18,7 mg) obtida do grupo C e da substancia Il (29,6 mg) obtida
do grupo D.
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Tabela 8. Condicbes de eluicdo por CLAE-FR semipreparativo e rendimento das
substancias isoladas do extrato etandlico bruto das folhas de P. carthagenensis.

Amostra original CLAE-FR semiprep Substancias
Solvente Gradiente isoladas

C (153,0 mg) ACN:H20 + 10%—70% em 40 min; | Substancia |
ATF 0,05% viv | 70%—>10% em 1 min: (18,7 mg)

10% em 14 min
D (300,0 mg) MeOH:H20 + | 10%—70% em 40 min; | Substancia Il
ATF 0,05% viv | 70%—>10% em 1 min: (29,6 mg)

10% em 14 min

4.4.4.2 Estudo do extrato bruto dos caules de Psychotria

carthagenensis- Otimizacao das condi¢fes de andlise por CLAE-FR

Uma aliquota de 300 mg do extrato etandlico bruto dos caules (EEC) de
P. carthagenensis foi dissolvido em mistura de MeOH:H.O (7:3) v/v e
centrifugado durante 10 minutos. O sobrenadante da amostra (Fr HM C) foi
analisado por CLAE-FR em escala analitica, na concentragdo de 10 mg/mL em
mistura de MeOH:H.O (1:1) v/v, grau CLAE. A otimizagdo das condi¢bes
cromatograficas baseou-se na testagem de dois sistemas de eluicdo: MeOH:H20
e ACN:H2O (Tabela 9). O sistema de eluicdo com mistura de MeOH:H-O foi 0
gue apresentou melhor resultado e foi selecionado para o fracionamento do

extrato dos caules por CLAE-FR em escala semipreparativa.

Tabela 9. Sistema de solventes, testados por CLAE-FR em escala analitica para
a otimizacao do fracionamento da fracdo hidrometandlica do extrato dos caules
(HM-C) de P. carthagenensis.

Amostra CLAE-FR analitico
Solvente Gradiente
Fr HM-C MeOH:H20
(10 mg/mL) 10%—100% em 25 min;

100% em 15 min;
100%—>10% em 1 min;

(]E)r n|:||g/|/-ng:L) ACN:H20O 10% em 14 min
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44.4.3 Fracionamento por CLAE-FR em escala semipreparativa do
extrato bruto em etanol dos caules de Psychotria carthagenensis

O extrato bruto em etanol dos caules de P. carthagenensis (2,6 g) foi
dissolvido em um volume total de 5 mL da mistura de MeOH:H>O (7:3) e
centrifugado por 5 minutos a 6400 rpm, o que deu origem a fracao
hidrometandlica do extrato dos caules (HM-C) de P. carthagenensis.

Trés aliquotas de 1 mL (300 mg/mL) de HM-C foram fracionadas por
CLAE-FR em escala semipreparativa, utilizando-se um gradiente linear de
MeOH em H20, conforme descrito na Tabela 10.

Tabela 10. Sistema de solvente utilizado na CLAE-FR em escala
semipreparativa da fracdo hidrometandlica do extrato dos caules (HM-C) de P.
carthagenensis.

Amostra CLAE-FR semiprep
Solvente Gradiente
Fr HM-C (900 mg) MeOH:H20 10%—>100% em 50 min;

100% em 30 min;
100%—>10% em 1 min;
10% em 14 min

Apoés se realizar os trés fracionamentos sequenciais, foram obtidos 80
grupos de fracdes (Tabela 11). As fracdes foram agrupadas a partir dos seus
tempos de retencédo (Trs) e da similaridade dos seus Rf por CCD, apoés revelacao
guimica, conforme item 4.4.2. Os grupos 34 e 32 foram submetidos a purificacéo
através de CLAE-FR, pois foram as fracdes que apresentaram as maiores
intensidades no UV, e coincidentemente também apresentaram massa
suficientes para a purificacdo. A fracdo do grupo 33 foi reservada, pois se tratava
de uma fracdo entre as fracdes dos picos majoritarios, em um tempo de

recolhimento pequeno.
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Tabela 11. Rendimento das frac6es provenientes do fracionamento por CLAE-
FR da fracdo hidrometandlica do extrato em etanol do caule de P.

carthagenensis.
Fracdes Massa (mq) Rendimento (%, p/p)
1-7 - -
8 32,0 3,5
9 271,6 30,2
10 147,8 16,4
11 45,7 51
12 27,8 3,1
13 6,8 0,7
14 5,6 0,6
15 3,1 0,3
16 3,5 0,4
17 51 0,6
18 4,7 0,5
19 3,4 0,4
20 3,1 0,3
21 3,1 0,3
22 3,3 0,4
23 6,8 0,7
24 51 0,6
25 7,6 0,8
26 10,1 1,1
27 7,8 0,9
28 15,4 1,7
29 7,8 0,9
30 7,8 0,9
31 9,4 1,0
32 33,6 3,7
33 34,1 3,8
34 32,0 3,5
35 8,2 0,9
36 6,6 0,7
37 54 0,6
38 4,3 0,5
39 3,4 0,4
40 3,0 0,3
41 3,3 0,4
42 3,2 0,3
43 3,6 0,4
44 3,0 0,3
45 1,7 0,2
46 0,8 0,09
47 0,7 0,08
48 0,9 0,1
49 0,9 0,1
50 0,9 0,1
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51 0,5 0,05
52 0,2 0,02
53 0,4 0,04
54 0,9 0,1
55 0,3 0,03
56 0,3 0,03
57 0,4 0,04
58 0,5 0,05
59 0,6 0,06
60 0,8 0,09
61 0,4 0,04
62 0,5 0,05
63 0,5 0,05
64 0,4 0,04
65 0,4 0,04
66 0,3 0,03
67 0,4 0,04
68 0,5 0,05
69 0,2 0,02
70 0,3 0,03
71 0,5 0,05
72 0,5 0,05
73 0,5 0,05
74 0,3 0,03
75 0,5 0,05
76 0,4 0,04
77 0,4 0,04
78 0,2 0,02
79 0,4 0,04
80 0,2 0,02
4.4.4.4 Purificacdo por CLAE-FR em escala semipreparativa dos

grupos 32 e 34 oriundos do fracionamento do extrato bruto em etanol dos

caules de Psychotria carthagenensis

Os grupos 32 e 34 foram analisados por CLAE-FR em escala analitica, a
fim de se encontrar o melhor sistema para a purificacdo em CLAE-FR em escala
semipreparativa (condi¢cdes otimizadas em 4.4.4.2). As amostras dos grupos 32
e 34 foram preparadas na concentracdo de 10 mg/mL em mistura de MeOH:H20
(2:1) viv, grau CLAE e apo0s realizar-se a centrifugacdo, o sobrenadante foi
analisado por CLAE-FR em escala analitica. Foram testados quatro sistemas de
eluicdo: ACN:H20, MeOH:H20, ACN:H20 acidificado com ATF 0,05% v/v e
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MeOH:H20 acidificado com ATF 0,05% v/v. O sistema ACN:H-20 acidificado com
ATF 0,05% v/v, foi o que apresentou o melhor resultado e foi utilizado para a
purificagéo dos grupos 32 e 34.

Os grupos 32 e 34 foram previamente solubilizadas em mistura de
MeOH:H.O (8:2, v/v) grau CLAE e centrifugadas. Aliquotas de 0,6 mL das
amostras 32 e 34 foram purificadas em CLAE-FR em escala semipreparativa
Supelco® C8, 250 x 10 e fluxo de 4,7 mL/min. A purificacdo de ambas amostras
foi realizada com gradiente linear de 10% a 70% em 40 min, 70% a 10% em 1
min, seguida de eluicao isocratica com 10% em 14 min de ACN:H-O acidificado
com ATF 0,05% v/v (Tabela 12).

As fracdes obtidas foram analisadas por CCD de silica gel, utilizando-se
mistura de CHCI3:MeOH:H-0 (6,0:5,0:1,0) e cinchonina como padréao externo de
alcaloide e reveladas com o reagente de Dragendorff.

A partir das analises por CCD e CLUAE-EMAR-IES (item 4.5.2) das
fracOes obtidas, confirmou-se a pureza da substancia Il (6,5 mg) obtida do grupo
34 e da substancia Il (8,0 mg), obtida do grupo 32.

Tabela 12. Condicbes de eluicdo por CLAE-FR escala semipreparativa e
rendimento das substancias isoladas dos grupos 32 e 34 oriundos do extrato
etandlico bruto dos caules de P. carthagenensis.

Amostra CLAE-FR semiprep Substancias
original Solvente Gradiente isoladas
32 (32 mg) ACN:H20 + 10%—70% em 40 min; | Substancia IlI

ATF 0,05% VIV |  70%—10% em 1 min (8,0 mg)
10% em 14 min
34 (13 mg) 10%—70% em 40 min; | Substancia Il
70%—>10% em 1 min (6,5 mg)
10% em 14 min

45 Métodos fisicos

45.1 Rotacdes oticas

As atividades oticas foram medidas em polarimetro da marca Anton Paar
modelo MCP-300 do Instituto René Rachou, FIOCRUZ-Minas. As amostras
foram analisadas a 25 °C, apés serem dissolvidas em MeOH ou mistura de
MeOH:H20 (9:1).
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4.5.2 Analises por cromatografialiquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a
espectrometro de massas de alta resolugdo com ionizagdo por
“electrospray” - CLUAE-EMAR-IES

As andlises foram realizadas em um sistema de cromatografia liquida de
ultra-alta eficiéncia (CLUAE, Shimadzu® Nexera), equipado com um detector de
matriz de diodos (190-450 nm) e acoplado a um espectrometro de massas de
alta resolucdo com ionizagdo por “electrospray’—quadrupolo-TOF (EMAR,
Bruker® maXis-ETD, ESI-QTOF) e controlado pelo software Compass 1.5
(Bruker®).

As amostras foram preparadas nas concentracbes de 1-10 pug/mL, em
metanol grau CLAE e analisadas em coluna de fase reversa (Shim-pack XR-
ODSIII, C18, 2,2 um, 80A, dimensdes internas de 2,0 x 150 mm), em temperatura
controlada de 40 °C, com fluxo de 400 puL/min e gradiente linear binario de agua
Milli Q (componente A) em acetonitrila grau CLAE (componente B) com adicéo
de acido formico 0,1 % v/v (Tabela 13).

Tabela 13. Gradiente de eluicdo empregado nas analises por CLUAE-EMAR-
IES.

Tempo (minutos) | Acetonitrila (componente B) (%)
0,5 5
10,5 100
12,0 100
12,5 5
15,0 5

Os cromatogramas no UV foram adquiridos em comprimentos de ondas
na faixa entre 190 a 450 nm. Os espectros de massas foram obtidos utilizando-
se ionizagao por “electrospray” (IES) no modo positivo. As seguintes condicdes
foram empregadas: end plate offset= =500 V, tensao do capilar= 4500 V, pressao
do gas nebulizador= 3,0 bar, fluxo do gas secante (nitrogénio)= 8,0 L/min,
temperatura da fonte= 200 °C. A fragmentacao dependente foi feita com energias
de colisdo entre 15 a 60 eV. Os parametros do ion cooler foram otimizados para
a faixa m/z 100-1500, utilizando-se uma solucédo de 1 mM de formato de sodio
em 2-propanol como calibrante. A calibragcdo de massas foi feita pela infusao de

20 ul de calibrante na fonte de ions no inicio da aquisicdo dos espectros.
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4.5.3 Espectros de ressonancia magnética nuclear - RMN

Os espectros de RMN de 1D e 2D foram obtidos em aparelho Brucker®
DRX-400 MHz, da Subunidade de Métodos Analiticos — RPT13A do Sistema da
Rede de Plataformas Tecnoldgicas (PDTIS), FIOCRUZ. Metanol deuterado
(MeOD) foi utilizado para obtencdo dos espectros de RMN a 25 °C e o
tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como referéncia interna, cujo deslocamento
guimico é 50,00, em relacdo aos deslocamentos quimicos dos nucleos de *H e
13C adquiridos a 400 e 100 MHz, respectivamente e as constantes de

acoplamento (J) dos espectros obtidos foram apresentadas em Hertz (Hz).

4.6  Atividade biologica

4.6.1 Ensaio de atividade antileishmania com amastigotas-like de

Leishmania (Leishmania) amazonensis

Os ensaios com amastigotas-like foram realizados por colaboradores do
IRR-FIOCRUZ Minas. Formas promastigotas extracelulares de Leishmania
(Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/67/PH-8), obtidas de lesbes de “hamsters”,
foram cultivadas em meio Schneider's, pH 7,2, a temperatura de 26 °C. Apos 7
dias de cultivo, quando o crescimento das formas promastigotas atingem a fase
estacionaria, a cultura foi centrifugada por 10 min a 1200 FCR (RCF, do inglés:
“relative centrifugal force”), ressuspendida em meio Schneider's, pH 6,0 e,
incubada a 32 °C, o que permitiu a obtencdo das formas amastigotas. Uma
aliquota de 90 uL de um in6culo contendo 1 x 108 parasitas/mL e 10 uL das
amostras a 200 pg/mL foram adicionadas a cada pog¢o. As microplacas foram
incubadas a 32 °C por 72 h e a viabilidade celular foi determinada
colorimetricamente usando 10 uL de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2H-tetrazdélio (MTT) a 5 mg/mL em 570 nm.

Anfotericina B a 0,2 pg/mL foi utilizada como droga com atividade
antileishmania padrédo. Os extratos das espécies vegetais de Psychotria foram
testados na concentracdo de 200,0 pg/mL. Todas outras amostras-testes foram

avaliadas a 20 ug/mL e os resultados expressos como porcentagem da inibi¢éo
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do crescimento do parasito em relagédo ao controle sem amostra, conforme a
equacao 1.
Equacéao 1. [1-( AbSexp/ADS contr)] X 100)]

4.6.2 Ensaio de atividade antileishmania com células THP-1 infectadas

com amastigotas Leishmania (Viannia) braziliensis

Os ensaios com formas amastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis
foram realizados por colaboradores do Laboratério de Parasitologia Molecular e
Celular do IRR-FIOCRUZ Minas. Foram utilizadas formas promastigotas de
Leishmania (Viannia) braziliensis (cepa MHOM/BR/1994/H3227), que
expressam a luciferase como gene repérter (Roy et. al., 2000).

A linhagem celular de leucemia monocitica aguda humana, THP-1
(ATCC® TIB-202™) foi diferenciada na presenca de miristato de forbol a 20
ng/mL, por 72 horas a 37 °C. As células foram infectadas com L. (Viannia)
brasilienses na proporcdo de 10:1 de parasito/macrofago por 3 horas. Os
parasitos nao internalizados foram removidos apos realizar-se cinco lavagens
das células infectadas com tampao HEPES/NaCl. As células infectadas foram
entdo tratadas com 20 ug/mL da amostra-teste e 2 pg/mL de anfotericina B
(controle positivo). Apds 72 horas, a atividade da luciferase foi avaliada ao se
adicionar 20 uL de One-Glo™ e deteccdo da luminescéncia a 1000 nm,
utilizando-se 1 segundo de integracdo por poco em espectrofotbmetro
SpectraMax M5 (Molecular Devices CA, USA).

Células THP-1, infectadas e tratadas com 0,5% v/v de DMSO em &agua,
foram utilizadas como controle para comparacao de crescimento. Os resultados
foram expressos como porcentagem da inibicdo do crescimento do parasito em
relacdo ao controle tratado com DMSO. Os valores de Clso foram determinados
com base nas curvas de dose-resposta, utilizando-se o software GraphPad
Prism 5.0 (La Jolla, CA, USA).

4.6.3 Ensaios de avaliacéo da atividade citotéxica sobre células THP-1

Células THP-1 (1x10%/mL) foram adicionadas a placas de 96 pocos e

incubadas com acetato de miristato de forbol a 20 ng/mL, por 72 horas a 37 °C
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e em atmosfera com 5% de CO.. As células foram entdo tratadas com as
amostras-teste nas concentragdes de 1,5-200,0 pg/mL e anfotericina B (controle
positivo) na concentracao de 2 pyg/mL.

A viabilidade celular foi avaliada apds 72 horas, utilizando-se o ensaio com
MTT. Vinte microlitros de uma solucdo contendo 10 uM de brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio foi adicionado a cada pog¢o. Apos 4 horas
de incubacdo, o meio de cultura foi removido, os cristais de formazana foram
dissolvidos pela adicdo de 100 uL de DMSO e a absorbancia foi medida em
espectrofotometro SpectraMax M5 (Molecular Devices CA, USA) em 570 nm.

Os resultados foram calculados a partir das medidas de absorbancia
utilizando-se a porcentagem de morte celular em relacdo ao controle de células
nao tratadas (Garcia et. al., 2013). Os valores de Clso foram determinados com
base nas curvas de dose-resposta, utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0
(La Jolla, CA, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencdo dos extratos brutos das espécies vegetais coletadas do

género Psychotria

A extracdo em etanol do material vegetal de P. carthagenensis, coletada
em Jequié, forneceu 52,1 g (25,8 % p/p) do extrato das folhas e 16,9 g (5,8 %
p/p) do extrato dos caules de P. carthagenensis. Os rendimentos desses extratos
foram semelhantes ao rendimento do extrato polar encontrado por Vicentini
(2017), no qual o material vegetal (2,35 g) de partes ndo especificadas de P.
carthagenensis, extraido sequencialmente com hexano e metanol, forneceu
rendimentos de 0,72 e 27,49% p/p, respectivamente (Vicentini, 2017).

Ainda nesse mesmo estudo relatado por Vicentini (2017), foi realizada
uma analise por CCD dos extratos brutos metandlicos de 10 espécies do género
Psychotria, incluindo a P. carthagenensis, o que revelou a presenca
predominante de manchas referentes a alcaloides. Foram observadas manchas
de coloracdo azul, quando as cromatoplacas foram reveladas com anisaldeido
sulfarico e, manchas na coloracdo castanho-alaranjada, quando as
cromatoplacas foram reveladas com o reagente de Dragendorff (Vicentini, 2017).

Para Psychotria hoffmannseggiana, foram obtidos extratos em etanol com
rendimento em massa (e percentual) de 14,7 g (10,7 % p/p) para as folhas e de
11,4 g (21,0 % p/p) para os caules. Em um trabalho similar, folhas e caules de
P. hoffmannseggiana foram submetidos a extracdo em etanol, cujo rendimento
ao final do processo foi de 21,2 g (8,7 % p/p) para as folhas e 19,8 g (5,1 % p/p)
para os caules (Oliveira et. al.,, 2013). Em outro trabalho mais recente, foi
confirmada a presenca de alcaloides nas folhas e nos caules desta espécie,
conforme metodologia de Matos (2009). Contudo os rendimentos das extracfes
em etanol realizadas com as folhas e com caules da P. hoffmannseggiana nao

foram mencionados (Mendonga et. al., 2015).
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5.2 Estudo fitoquimico do extrato etandlico de folhas de Psychotria
carthagenensis

5.2.1 Fracionamento preliminar por particao liquido-liquido do extrato em
etanol das folhas de Psychotria carthagenensis

O fracionamento preliminar do EEF de P. carthagenensis foi realizado por
particdo liquido-liquido. Uma aliquota do EEF foi dissolvida em mistura de
metanol:agua (8:2) v/v e particionada com hexano, diclorometano e acetato de
etila, conforme descrito na se¢do 4.3. A fracao hidrometandlica foi a que
apresentou o maior rendimento: 5,9 g, correspondendo ao rendimento em
percentual de 57,3% p/p, seguida da fragdo hexano, cuja massa obtida foi de 2,0
g, 0 que equivale ao rendimento de 19,4% p/p. As fracdes sollveis em
diclorometano e em acetato de etila foram as que apresentaram 0s menores
rendimentos, com 0,8 g (8,7% p/p) e 0,06 g (0,6% p/p), respectivamente.

A fracdo hidrometandlica foi selecionada para isolamento por apresentar
manchas de cor alaranjada, indicativo da presenca de alcaloides, apoés
avaliacdes por CCD com revelador especifico para alcaloides, o reagente de
Dragendorff (Figura 6). Note que uma mancha de cor alaranjada de fator de
retencdo (Rf, do inglés: “retention factor’) de 0,80, aparece nas fracdes
hidrometandlica, em diclorometano e em acetato de etila, porém foi purificada
apenas a fracao que apresentou o maior rendimento em massa, ou seja, a fracédo

hidrometanodlica.
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Figura 6. CCD das fracdes obtidas da particdo liquido-liquido das folhas de P.
carthagenensis. Mancha de cor alaranjada de Rf 0,80 apds revelacdo com
reagente de Dragendorff.

Legenda: Eluente: CHCls:MeOH:H20 (6,5:3,5:0,25) v/v.

Fase estacionaria: cromatoplaca de silica gel 60/F254 em folha de aluminio 0,25 mm (Merck®).
H: fr. hexano; D: fr. diclorometano; Ac: fr. acetato de etila e M: fr. hidrometandlica.
Revelador: Reagente de Dragendorff.

Fonte: prépria do autor.

5.2.2 Filtracdo em gel de Sephadex LH-20, através da CCMP, da fracao
hidrometandlica proveniente do extrato etandlico de folhas de Psychotria

carthagenensis

Uma aliquota da fragdo hidrometandlica, proveniente da particao liquido-
liquido do EEF de P. carthagenensis, foi fracionada por cromatografia em coluna
de média pressao - CCMP com colunas preenchidas com gel de Sephadex LH-
20, Figura 7. A amostra foi eluida com etanol absoluto e obteve-se 120 fracdes,

Figura 8.
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Figura 7. Fracionamento realizado através da cromatografia em coluna de média
pressdo utilizando gel de Sephadex LH-20 da fracdo hidrometandlica de P.
carthagenensis.

Fonte: rc’)pria do autor.

Figura 8. FracbGes obtidas do fracionamento realizado através do gel de
Sephadex LH-20 por CCMP.

Fonte: prépria do autor.

O perfil cromatogréfico das fragdes foi obtido através da CCD de silica gel,
Figura 9, e revelagdo com o reagente de Dragendorff. Baseado na similaridade

dos perfis cromatogréficos das fracdes coletadas foram obtidos 6 grupos (A-F).
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Foi possivel observar manchas alaranjadas a partir do grupo C em
andlises por CCD, como pode ser observado na Figura 9 a seguir.

Os grupos C-F, de coloracéo alaranjada, sao apresentados na Figura 10.
Os maiores rendimentos obtidos foram dos grupos F com 2,2 g, correspondendo
a 44,9% pl/p e, do grupo D com 1,1 g, equivalendo a 22,4% p/p. E os menores
rendimentos foram das fracdes A com 135,2 mg, correspondendo a 2,7% p/p e

do grupo C, com 153,0 mg, equivalendo a 3,1% p/p.

Figura 9. CCD das 120 fracOes provenientes da filtracdo em gel da fracao
hidrometandlica de P. carthagenensis.
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Legenda: Eluente: CHCl3:MeOH:H20 (6,5:3,5:0,25) v/v.
Fase estacionaria: cromatoplaca de silica gel 60/F254 em folha de aluminio 0,25 mm (Merck®).
Revelador: Reagente de Dragendorff.
Fonte: prépria do autor.

Figura 10. Grupos obtidos (C-F) do fracionamento da fracdo hidrometandlica de
EEF de P. carthagenensis, através do gel de Sephadex LH-20.

Fonte: prépria do autor.
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Lima (2011) realizou a triagem da presenca de alcaloides nos extratos em
etanol de folhas, caules e sementes de P. carthagenensis. Apesar de todos 0s
extratos terem apresentado resultado positivo para a presenca de alcaloides,
guando revelados com cloro iodoplatinato, ndo houve o isolamento, de

metabdlitos secundérios, em especial alcaloides, nesse trabalho (Lima, 2011).

5.2.3 Otimizacédo das condi¢cdes cromatogréficas por CLAE-FR, em escala
analitica dos grupos C e D, provenientes da fracdo hidrometandlica do
extrato etandlico bruto das folhas de Psychotria carthagenensis.

Os grupos C e D, oriundos do fracionamento por CCMP com gel de
Sephadex LH-20 da fracéo hidrometanolica do EEF de P. carthagenensis, foram
analisados por CLAE-FR em escala analitica para a otimizagao do fracionamento
em escala semipreparativa. Foram testados os quatro sistemas de eluicéo,
conforme descrito no item 4.4.4.1.

A fragéo C, cujo cromatograma obtido por CLAE-FR em escala analitica,
€ apresentado na Figura 11 e apresentou 3 picos majoritarios que foram
parcialmente resolvidos quando eluidos com mistura de H.O em gradiente de
ACN, acidificada com ATF 0,05% v/v. Esta mistura de solventes foi utilizada para

a purificacao da fracdo C por CLAE-FR em escala semipreparativa.
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Figura 11. Perfil cromatografico do grupo C, obtido por CLAE-FR em escala
analitica. Condi¢cdes cromatograficas: conforme parte experimental (item
4.4.4.1).
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Legenda: Sistema de eluicdo: ACN:H20 + ATF 0,05% v/v;
deteccdo no UV, a) A 210 nm e b) A 254 nm;
Coluna Shim-pack, C18, 5 ym, 4,6 x 250 mm;
Fluxo = 1,0 mL/min.

O cromatograma da fracdo D, obtido por CLAE-FR em escala analitica,

Figura 12, apresentou 3 picos majoritarios que foram resolvidos parcialmente

com mistura de MeOH:H20, acidificada com ATF 0,05% v/v, sistema que

apresentou o melhor resultado e que foi selecionado para o fracionamento por

CLAE-FR em escala semipreparativa.
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Figura 12. Perfil cromatografico do grupo D, obtido no CLAE-FR em escala
analitica. Condi¢cdes cromatograficas: conforme parte experimental (item
4.4.4.1).
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Legenda: Sistema de eluicdo: MeOH:H20 + ATF 0,05% v/v e
deteccdo no UV, a) A 210 nm e b) A 254 nm
Coluna Shim-pack, C18, 5 ym, 4,6 x 250 mm;
Fluxo = 1,0 mL/min.

5.2.4 Purificacdo dos grupos C e D por CLAE-FR em escala

semipreparativa

Apoés a avaliagcdo em escala analitica dos grupos C e D, provenientes da
fracdo hidrometanodlica das folhas de P. carthagenensis, foi realizado o
fracionamento de cada grupo por CLAE-FR em escala semipreparativa,
conforme citado na Tabela 8 da secdo 4.4.4.1. O processo de obtencdo das
substancias | e Il pode ser observado de forma sintetizada no fluxograma abaixo,

Figura 13.
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Figura 13. Fluxograma de obtengao das substéancias | e Il provenientes das
folhas de P. carthagenensis.
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| |

Fracionamento CLAE semiprep

oo

Subst. | Subst. Il

(18,7mg) (29,6 mg)

A purificacdo do grupo C foi realizada com gradiente linear com mistura

de ACN e agua e forneceu a substancia | (18,7 mg), recolhida no tempo de coleta

de 17,85 min, através do CLAE-FR em escala semipreparativa, segundo o item

4.4.3 presente na metodologia. A purificacdo do grupo D foi realizada com

mistura de MeOH e agua e forneceu a substancia Il (29,6 mg), recolhida no

tempo de coleta de 24:50 min, através do CLAE-FR em escala semipreparativa,

segundo o item 4.4.3 da metodologia. As amostras foram consideradas puras

apo6s avaliacdo por CCD, Figura 14 e a natureza alcaloidica das mesmas foi

evidenciada através do reagente de Dragendorff.
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Figura 14. CCD obtido das substancias | e Il.

Legenda: Eluente: CHCls:MeOH:H20 (6:5:1) v/v.
Fase estacionaria: cromatoplaca de silica gel 60/F254 em folha de aluminio 0,25 mm (Merck®).
Revelador: Reagente de Dragendorff.
Fonte: prépria do autor.

A partir desta etapa, foram obtidos os valores de atividade 6tica, 0s
espectros por CLUAE-EMAR-IES, bem como os dados de RMN 1 e 2D das

substancias | e Il.
As fracdes E e F foram também purificadas de forma semelhante as

frac6es C e D, porém, ndo houve isolamento de substancias diferentes (dados

nao apresentados).
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5.3 Estudo fitoquimico do extrato em etanol dos caules de Psychotria

carthagenensis

5.3.1 Otimizacédo das condi¢cGes cromatogréaficas por CLAE-FR em escala

analitica

O perfil cromatogréafico da fracdo hidrometandlica do extrato em etanol
dos caules de P. carthagenensis, obtido por CLAE-FR em escala analitica com
mistura de MeOH e H20O (Figura 15), demonstrou ser pouco complexo e com um
pico majoritario. Esse extrato foi submetido ao fracionamento por CLAE-FR em

escala semipreparativa devido a disponibilidade de massa e por apresentar perfil

cromatografico relativamente simples.

Figura 15. Perfil cromatogréfico, obtido por CLAE-FR em escala analitica da

fracdo hidrometandlica do extrato bruto dos caules de P. carthagenensis.
CondigOes cromatograficas: conforme parte experimental (item 4.4.4.2).
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Legenda: Sistema de eluicdo: MeOH:H20;

deteccao no UV: A 210 e 254 nm;

Coluna Shim-pack, C18, 5 ym, 4,6 x 250 mm;

Fluxo = 1,0 mL/min.
Pico majoritario = 31,8 min.
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5.3.2 Fracionamento por CLAE-FR em escala semipreparativa do extrato
bruto em etanol dos caules de Psychotria carthagenensis

O fracionamento por CLAE-FR em escala semipreparativa da fracéo
hidrometandlica do extrato bruto em etanol dos caules de P. carthagenensis
(Figura 16) forneceu 80 fracdes que foram avaliadas por CCD com revelagéo
com reagente de Dragendorff.

Os grupos 32 e 34 demonstraram ter natureza alcaloidica devido a
presenca de manchas de coloracédo alaranjada. A partir desta avaliacéo, estes
grupos foram selecionados para as etapas de purificacdo e avaliacdo da

atividade antileishmania.

Figura 16. Cromatograma da fracdo hidrometandlica proveniente da particao
liquido-liquido do extrato etanolico dos caules de P. carthagenensis em escala
semipreparativa.
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Legenda: Sistema de eluicdo: MeOH:H20;
deteccdo no UV, a) A 210 nm e b) A 254 nm;
Coluna Shim-pack, C18, 5 ym, 20 x 250 mm;

Fluxo = 7,0 mL/min.
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5.3.3 Purificagédo por CLAE-FR em escala semipreparativa dos grupos 32
e 34, oriundos do fracionamento do extrato bruto em etanol dos caules de

Psychotria carthagenensis

A purificacdo por CLAE-FR em escala semipreparativa dos grupos 32 e
34 forneceu as substancias Il e lll, que apds avaliacdo por CCD com revelagado
com reagente de Dragendorff, demonstraram ter natureza alcaloidica, pois

apresentaram manchas alaranjadas, conforme as secdes 4.4.1 e 4.4.2 dos

materiais e métodos.
A partir das analises por CCD e CLUAE-EMAR-IES (item 4.5.2) das

fracOes obtidas, confirmou-se a pureza da substancia Il (6,5 mg) obtida do grupo
34 e recolhida no tempo de coleta de 13:50 min e da substancia IIl (8,0 mg),
obtida do grupo 32 e recolhida no tempo de coleta de 11:50 min, conforme
apresentado nos espectro apresentados nas Figuras 17 e 18, respectivamente.

Figura 17. Perfil cromatografico do grupo 34, obtido no CLAE-FR em escala
semipreparativa.
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Deteccao por UV-Vis: A 210 nm e A 254 nm;
Coluna Supelco, C8, 5 um, 10 x 250 mm;
Fluxo = 4,7 mL/min.
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Figura 18. Perfil cromatografico do grupo 32, obtido no CLAE-FR em escala
semipreparativa.

my
FT ) YO0
S 00

1000

1000 \

R S R e s e
00 25 Y] s u!.‘n 128 150 174 0o 39 M ."'. Yo

Deteccao por UV-Vis: A 210 nm e A 254 nm
Coluna Supelco, C8, 5 ym, 10 x 250 mm;
Fluxo = 4,7 mL/min.

O processo de obtencdo das substancias Il e Il pode ser observado de
forma sintetizada no fluxograma abaixo, Figura 19.
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Figura 19. Fluxograma de obteng&o das substancias Il e Ill, provenientes dos
caules de P. carthagenensis.

Caulesde P. carthagenensis

Extracdo em etanol

Extrato bruto
(2,6 g)

Dissolucdo
MeOH:H20 (7:3) v/v

Frinsoluvel Fr Met
(1,2 g) (1,4 g)

usd

Fracionamento CLAE-FR semiprep

l
! b

Gp1-31 Gp32 Gp34 Gp35-80
(33,6mg) (32,0mg)

W W

Purificacdo CLAE-FR semiprep

Subst. Il Subst. Il

(8,0 mg) (6,5mg)

76



5.4 Elucidagéo estrutural das substancias isoladas dos extratos
etandlicos das folhas e dos caules de Psychotria carthagenensis

5.4.1 Substancial

Figura 20. Proposta da estrutura da substancia | - cartagenina.

A substancia | (18,7 mg) foi isolada, como um sélido amarelo, da fracéo
hidrometandlica do extrato em etanol das folhas de P. carthagenensis e
apresentou valor de atividade ética de [a]*°p 5,5 (¢ 0,728 g/100 mL; MeOH:H-0,
9:1).

A substancia | apresentou banda de absorcdo no UV-Vis com pico maximo
em 212 nm; espectro obtido na célula do detector por arranjo de diodos (PDA,
190-450 nm) em andlise por CLUAE com eluente de ACN em H>O no modo
analitico (Apéndice Al).

A varredura no espectrémetro de massas, obtido por CLUAE-EMAR-IES,
apéndice A2, no modo positivo, registrou uma molécula catidnica [M+H]* em m/z
513,1876 (100,0%), sugerindo a férmula molecular C2sH2sN209 (massa
molecular = 512,50852 g/mol) para a substancia |. A partir do espectro de
massas obtido para a substancia | foi possivel propor as clivagens sofridas,
Figura 21, tanto da ruptura da ligacao glicosidica e formacao do ion molecular
em m/z 351, quanto da quebra da ligacdo do nucleo p-carbolinico com a perda

de uma unidade glicosilada da molécula e formacdo do ion molecular em m/z
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180. Também foi possivel identificar a perda do glicosideo associado ao CO>

com geracao do ion molecular em m/z 307.

Figura 21. Proposta de fragmentacgéo, obtido através EMAR-IES, da substancia
| - cartagenina.

Xy |t

Y

OGlic "o —|+
miz 513 ﬂ‘ | o
N N
H
\—|+ ¢O
| \—|+ \—|+ | P o
N N
N /N \ / H \ m/z 307
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4 0

m/z 182
(e]

m/z 263 \

m/z 469
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O espectro de RMN de *3C (100 MHz, MeOD) da substancia | (Apéndice
A4) apresentou sinais correspondentes a 26 atomos de carbono. A partir da
analise do espectro DEPT-135 (Apéndice A5) foi possivel determinar a natureza
dos carbonos, confirmando o que foi proposto no paragrafo anterior. Foram
identificados seis carbonos metinicos aromaticos, sete carbonos metinicos
alifaticos e trés carbonos metinicos hidroxilados presentes na unidade
glicosilada, dois carbonos metilénicos e seis carbonos desprotonados. Alguns
carbonos apresentaram deslocamentos quimicos caracteristicos de carbonos de
ligacdo dupla (6c 119,3 e & 135,9), carbono de carbonila (é&c 171,2), carbono
metilénico (&c 27,8), carbono metilénico hidroxilado (6c 62,6), carbonos metinicos
hidroxilados (&c 71,5, &c 74,5 e & 77,8) e de um carbono anomérico (J&c 100,5)
(Tabela 14) (Silverstein, 2007).
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O espectro de RMN de 'H (400 MHz, MeOD) da substancia | (Apéndice
A3) apresentou sinais de multipletos referentes a protons aromaticos entre ou
8,65 a &4 7,49. Conforme observado para a substancia I, o espectro de *H NMR
mostrou a presenca de quatro sinais em on 7,78 (H-12, dd, J= 8,0; 1,5 Hz), o
7,49 (H-10, ddd, J= 8,0; 7,0; 1,5 Hz), & 8,42 (H-9, td, J= 8,0; 1,5 Hz) e & 7,81
(H-11, dtd, J=8,0; 7,0; 7,0; 1,5 Hz), que foram atribuidos aos prétons aromaticos
do nucleo p-carbolinico. A presenca de dois dubletos em 64 8,62 (H-6, d, J=6,5
Hz) e em &4 8,65 (H-5, d, J= 6,5 Hz) indicou a presenca de uma ligacéo dupla
entre os carbonos H-6 e H-5, caracteristicos da porcdo aromatica, cujos 3 anéis
aromaticos formam um esqueleto S-carbolinico (Simdes-Pires et. al., 2006).

A andlise do espectro de RMN de *H também indicou a presenca de um
anel tetraidropirano pelos sinais em o4 3,30 (H-15, m), em o4 3,89 (H-164a, dd, J
= 20,0 e 7,0 Hz) e 64 4,01 (H-16b, d, J = 20,0 Hz), em &4 6,88 (H-17,dd, J=1,8
Hz), em 64 2,97 (H-20,dd,J=7,0e 2,0 Hz) e em o1 4,79 (H-21,d, J = 10,0 Hz).
O espectro de HMBC demonstrou a conectividade entre o sinal em oc 44,5 (C-
20) com os sinais referentes aos protons H-21, H-19 e H-16a e, do sinal em &c
96,0 (C-21) com os sinais referentes aos protons H-20, H-19 e H-17, o que
confirmou a atribuicdo do anel tetraidropirano, que tem estrutura semelhante a
um iridoide.

A presenca de multipletos em 64 5,35 (H-18a, ddd, J=11,0; 2,0; 1,5 Hz) e
em ou 5,39 (H-18b, ddd, J=17,5; 2,0; 1,5 Hz), que foram atribuidos aos protons
olefinicos geminais e do multipleto em oy 5,95 (H-19, dddd, J= 17,5; 11,0; 7,0;
1,5 Hz), que foi atribuido a um hidrogénio olefinico vicinal (Simdes-Pires et. al.,
2006; Silverstein, 2007), demonstrou a presenga um grupo vinilico na substancia
I. Esse grupo vinilico foi localizado no anel tetraidropirano pelos sinais de
correlacdo entre H-20 (o1 2,97) e os protons H-19, H-18a, H-18b, apos analise
do espectro HMBC (Tabela 14).

Uma andlise cuidadosa dos espectros de 1D e 2D de RMN revelou a
presenca de uma lactona de cinco membros pela existéncia de um sinal carbono
de carbonila C-22 (6c 171,2), que apresentou correlagdo no HMBC com o
multipleto referente ao H-14 (o4 3,56) e o singleto referente ao H-17 (61 6,88). O

sinal referente ao carbono C-15 (oc 30,9) confirmou a presenca do anel lactona
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de cinco membros ligado diretamente ao anel tetraidropirano pelas correlagdes
no HMBC com os sinais referentes aos prétons H-14 (61 3,56, m), H-16a (o4 3,89,
dd, J=20,0; 7,0 Hz), H-16b (6+ 4,01, br d, J= 20,0 Hz) e, com o préton H-17 (u
6,88, s, J= 1,8 Hz).

A presenca da quebra da ligacédo glicosidica e formacgéo do ion molecular
em m/z 351, a partir do ion quasi-molecular em m/z 513 e de um carbono com
deslocamento quimico de anomérico (oc 100,5), nos levou a investigar a
presenca de um acglcar na substancia I. Os sinais no espectro de H entre &
4,39 a &4 2,98, de trés carbonos metinicos hidroxilados (6c 71,5, 6c 74,5 e &¢
77,8), de um carbono metilénico hidroxilado (& 62,6) e de um carbono anomérico
(&c 100,5) no espectro de *3C confirmou a presenca de uma unidade glicosidica.
Foi possivel determinar a localizacdo do acucar no C-21 (6c 96,0) do anel
tetraidropirano devido a sua correlacado com o sinal do proton anomeérico H-1’ (o
4,39, d, J= 7,8 Hz) no espectro de HMBC. A parte da substancia | que envolve o
anel tetraidropirano ligado aos grupos vinilico e a glicose, é similar a molécula
denominada secologanina (Figura 22), apds reacfes de acoplamento e
lactonacao, que esta presente em muitos alcaloides isolados de espécies de
Psychotria tais como estrictosidina (Patthy-Lukéats et. al., 1997), palicosida
(Morita et. al., 1989) e estrictosamida (Faria et. al., 2010).

Figura 22. Estrutura da porcao secologanina de alcaloides inddlicos-terpenicos
isolados de Psychotria.

HO

OH
HO

Outra variacdo estrutural da secologanina pode ser observada na fuséo

entre o0 anel tetraidropirano e a lactona de cinco membros, a qual foi definida
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como sendo cis através da correlacdo NOESY entre o préoton H-17 (64 6,88) do
anel lactdénico com o préton aromatico do grupo f-carbolinico H-5 (64 8,65). Essa
estereoquimica esta de acordo as configuracdes de alguns iridoides previamente
isolados de P. leiocarpa (asperulosideo) e de P. rigida (loganina, Figura 23)
(Lopes et. al., 2004).

Figura 23. Estrutura da loganina.

OH
OH

HO

A substancia | foi identificada como sendo 1-5-etenil-6-{[3,4,5-triidroxi-6-
(hidroximetil)oxan-2-ilJoxi}tetraidro-4H-furo[2,3-b]piran-2(3H)-one-9H-pirido[3,4-
blindol, e nomeada como cartagenina.

De acordo com uma busca realizada na base de dados do Dicionario de
Produtos Naturais, do inglés: Dictionary of Natural Products 28.2

(http://dnp.chemnetbase.com/faces/chemical/ChemicalSearch.xhtml) e no

banco de dados Scifinder®, a substancia | ainda nao foi descrita na literatura em

nenhum produto natural ou sintético.
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Tabela 14. Dados de RMN de 'H e de '3C para substancia | - cartagenina.

No oc (Hz) o (J, Hz) Mult.
" | (100 MHz, MeOD) (400 MHz, MeOD) HMBC COSsY NOESY
2 135,0 - Car H16b - -
H5, H6, H164a,
3 140,0 : Car H16b, H17 i i
5 1345 8,65 (br,d, 6,5) CH ar H17 H6, H17 H6, H17
6 117.,6 8,62 (br,d, 6,5) CH ar H5, HO H5, H9 H5, H9
7 134,3 - Car H5, H6 - -
C ar H6, H9, H10,
8 121,4 - H11 - -
9 1245 8,42 (dt, 8,0, 1,5) CH ar H11, H12 H6, H10, H11 H6, H10
10 123,4 7,49 (ddd, 8,0, 7,0, 1,5) CH ar H11, H12 H9, H11 H9, H11
7,81 (dtd, 8,0, 7,0, 7,0, CH ar
11 133,6 1,5) H9, H10 H9, H10, H12 H10, H12
12 113,9 7,78 (dd, 8,0, 1,5) CH ar H9, H10 H11 H11
13 146,1 - Car H9, H11 - -
14 441 3,56 (M) CH H16b H15, H17, H20 -
CH H14, H16a,
15 30,9 3,30 (m) H16b, H17, H19 H14, H16a -
CH:>
16a 27,8 a: 3,89 (dd, 20,0, 7,0) - H15, H16b H16b
CH:
16b 27,8 b: 4,01 (br, d, 20,0) - H16a H16a
17 89,4 6,88 (s, 1,8) CH H5, H14 H5, H14, H15 H5
Ha: 5,35 (ddd, 11,0, CH> H18b, H19,
18a 119,3 2,0,15) - H20 H18b, H19




Hb: 5,39 (ddd, 17,5,

CH>

18b 119,3 2,0,15) - H18a, H20 H18a, H19
5,95 (dddd, 17,5, 11,0, CH
19 135,9 7,0,1,5) H18a, H18b, H21 H18a, H20 H18a, H18b
H14, H16a,
CH H18a, H18b, H14, H15,
20 445 2,97 (dd, 7,0, 2,0) H19, H21 H18b, H19 H21
CH H1', H17, H19,
21 96,0 4,79 (d, 10,0) H20 H20 H20
22 171,2 - C=0 H14, H17, H16b - -
CH - H2', H3', H5',
1 100,5 4,39 (d, 7,8) anomerico H21 H2' H2'
2' 74,5 3,12 (d, 7,8) CH H3' H1', H3' H1'
3 77,8 3,25 (dd, 9,0, 9,0) CH H1', H2', H5' H2', H4' -
CH H2', H3', H5',
4 71,5 3,08 (dd, 10,0, 9,0) H6'a, H6'b H3', H5' -
5' 78,2 2,98 (m, 9,5, 7,0) CH H1', H6'b H4', H6'b H6'b
CH>
6'a 62,6 3,58 (dd, 9,5, 2,5) H4', H5' H6'b
CH:> H5'
6'b 62,6 3,33 (dd, 11,8, 7,0) - H6'a

Legenda: Mult. = multiplicidade; ar= aromético; m= multipleto; s = singleto;
d = dubleto; dd= duplo dubleto; ddd= duplo dubleto duplo; dtd= duplo tripleto duplo; dddd= duplo duplo dubleto duplo.
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5.4.2 Substanciall

Figura 24. Proposta da estrutura da substancia Il - &cido lialosidico.

9 6

A substancia Il foi isolada, como um soélido amarelo, da fragcéo
hidrometandlica do extrato em etanol das folhas e do extrato em etanol dos
caules de P. carthagenensis e apresentou [a]*®> -203,3 (c 1,46 g/100 mL;
MeOH:H20, 9:1). A substancia Il demonstrou maximo de absorg¢éo no ultravioleta
em 210 nm, obtido em detector por arranjos de diodos (PDA, 190-450 nm) em
analise por CLUAE-EMAR-IES em eluicdo com gradiente de ACN em H20,
ambos acidificados com acido férmico 0,1% v/v (Apéndice Bl).

O espectro de massas da substancia Il (Apéndice B2), obtido por
ionizagao por “electrospray” (IES), forneceu o pico do ion molecular em m/z
513,1871, consistente com a férmula C2sH28N209 (massa molecular =512,17777
g/mol).

O espectro de RMN de 'H (400 MHz, MeOD) da substancia Il (Apéndice
B3) apresentou seis sinais na regido de aromaticos, entre 6 7,44 e 6 8,47, que
foram atribuidos aos protons ligados aos carbonos aromaticos do nucleo B-
carbolinico (H-5, H-6, H-9, H-10, H-11 e H-12) (Tabela 15).

O espectro de RMN de *3C (100 MHz, MeOD) da substancia | (Apéndice
B4) apresentou sinais correspondentes a 26 atomos de carbono. A partir da
analise do espectro DEPT-135 (Apéndice B5) foi possivel determinar a natureza

dos carbonos, o que confirmou a presenca seis carbonos metinicos aromaticos,



oito carbonos metinicos alifaticos, sendo cinco deles pertencentes a unidade
glicosidica, dois carbonos metilénicos, sete carbonos desprotonados, quatro
carbonos olefinicos e auséncia de carbonos metilicos. Alguns carbonos
apresentaram deslocamentos quimicos caracteristicos de carbonos de ligagcédo
dupla (oc 109,5; oc 120,3; oc 134,6 e oc 155,4), carbono de carbonila (oc 170,2),
carbonos hidroxilados relativo a porcao do glicosilada (6c 63,0, oc 71,7, oc 74,7,
oc 78,5 e &c 78,7) e um carbono anomérico (oc 100,4) (Tabela 15) (Silverstein,
2007).

Apesar da substancia Il ter apresentado a mesma massa molecular que a
substancia I, sua principal diferenca foi em relacao a por¢do monoterpénica da
molécula. A andlise do espectro de HSQC da substéancia Il (Tabela 15) permitiu
a observacéo das correlagdes diretas C-H: (x4 3,55-3,59/6¢ 33,4, H-14a/C-14; 6y
3,52-3,55/6c 35,8, H-15/C-15; 61 7,63/6c 155,4, C-17; 61 5,20/ 6c 120,3, H-18b/C-
18; o1 5,93/6c 135,0, H-19/C-19, 61 2,73/6c 45,5, H-20/C-20 e 6n 5,87/6c 97,1, H-
21/C-21) que revelaram a presenca de uma por¢cao seco-iridoide, além da
confirmacédo da unidade glicosidica pela observacao das correlacdes dos sinais
de hidrogénio 4 3,23 a 6+ 4,83 com 0s cinco carbonos metinicos e um metilénico
entre oc 100,4 e &c 63,0. Todos esses sinais caracterizaram a presenca de um
derivado da secologanina (Figura 22). A diferenca dessa parte da estrutura da
substancia Il em relacdo a secologanina € a presenca de um sinal de carbono
em oc 170,2 (C-22) de um grupo carboxila ao invés de um carbono de um grupo
éster (na secologanina).

O posicionamento da unidade glicosidica na estrutura derivada do seco-
iridoide foi possivel através da analise das correlacdes do espectro de HMBC.
Tal analise permitiu a observacdo da correlacdo do sinal do H-1' (én 4,83, d,
J=7,8 Hz) com o sinal do C-21 (¢ 97,1/64 5,87).

Assim, a substancia Il foi identificada por meio das analises obtidas a partir
dos espectros de RMN 1 e 2D (Tabela 12), espectrometria de massas e dados
da literatura (Nonato et. al., 1995) como sendo o &cido lialosidico, cujo
isolamento e caracterizacdo no género Psychotria ainda ndo foi reportado, sendo
esta a primeira vez em que a substancia Il foi isolada neste género, em especial

na P. carthagenensis.

85



Em 1994, o &cido lialosidico (substancia IlI) foi isolado do extrato
metanodlico das cascas do caule de Sickingia tinctoria e Sickingia williamsii
utilizando Sephadex LH-20 e CLAE-FR e caracterizado por RMN 'H e 13C,
espectrometria de massas e dados fisicos (Aquino et. al., 1994).

O acido lialosidico foi também isolado ap6s particdo acido-base, seguida
de cromatografia de troca iGnica, cromatografia em permeacdo em gel e CLAE-
FR, do extrato em etanol de folhas de Ophiorrhiza acuminata (Rubiaceae)
(Nonato et al. 1995).

A substancia Il foi novamente isolada do extrato metandlico da planta
inteira da espécie Ophiorrhiza liukiuensis e dos caules de Simira grazielae
(Rubiaceae), através da particdo técnicas

liquido-liquido, seguida de

cromatograficas (Kitajima et. al., 2005; Sanches et. al., 2015).

Tabela 15. Dados de RMN de *H e de '3C para substancia Il - acido lialosidico.

o Sc (Hz2) 54 (3, Hz) it HMBS: N Dados da literatura
" | (100 MHz, MeOD) | (400 MHz, MeOD) ' Corr%l acoes oc on(J, HZ)
JcH (100 MHz, MeOD) | (400 MHz, MeOD)
2 136,0 - Car H5, H14a, H14b 136,8 -
H5, H6, H14a, 146,6 -
3 141,7 - Car H14b, H15
5 130,1 8,30 (d, 6,0) CH ar H6 137,1 8,18 (d)
6 116,5 8,47 (d, 6,0) CH ar H5 114,1 8,01 (d, 5,2)
7 134,6 - Car H5 131,2 -
H6, H9, H10, 123,1 -
8 121,5 - Car H11, H12
9 124,1 8,36 (d, 8,0) CH ar H12 123,5 8,19 (d)
744 (ddd, 8,0, 121,6 | 7,29 (t, 7,6)
10 122,9 6,5, 2,0) CH ar H11, H12
7.74 (dd, 8,0, 130,6 | 7,59 (t, 7.4)
11 132,9 2,0) CH ar H9, H10
7.78 (ddd, 8,5, 1141 | 7,74 (d, 8.2)
12 113,8 7,0, 2,0) CH ar H9, H10
H9, H10, H11, 143,6 -
13 145,1 - Car H12
3,65 - 3,59 36,6 3,39 (t, 8,0)
14a 334 (m) CH H15, H17, H20
14b 33,4 3,62 (7d(é,) 12,0, CHa - 36,6 3,71 (m)
3,62 - 3,65 H14b, H17, H20, 37,8 3,57 (m)
15 35,8 (m) CH H21
H14a, H14b, 115,4 -
16 109,5 - =C H15, H17, H20
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17 155,4 7,63 (s) =CH Hl4a, H15, H21 151,4 7,41 (s)
521 (dd, 18,0,| _ 119,4 4,91 yrans (d,
18a 120,3 2.0) =CH. ] 17.0)
5,20 (dd, 10,5, _ 119,4 4,83 cis (d!
18b 120,3 2.0) =CH. H20 10.0)
5,93 (ddd, 137,2 5,92 (ddd,
17,0, 10,5, H15, H18rans, 17,0, 10,0,
19 135,0 8,0) =CH H20, H21 8,5)
H15, H17, 47,2 2,64 (m)
2,73 (td, 8,0, H18trans, H18cis,
20 455 5,0) CH H19
H1', H15, H17, 97,9 5,65 (d, 7,0)
H18¢trans, H19,
21 97,1 5,87 (d, 8,0) CH H20
22 170,2 - COOH H15, H17 170,0 -
H2', H3', H5', 101,1 4,77 (d, 7,8)
1 100,4 4,83 (d, 7,8) | CH anomérico H21
3,23 (dd, 9,5, 75,4 3,20 (t, 8,0)
2 74,7 8,0) CH H1', H3', H4'
3 78,5 3,42 (t, 9,0 CH H1', H2' 78,7 3,30 (qt, 9,0)
3,27 (dd, 10,0, H2', H3', H6'a, 72,4 3,23 (t, 9,0)
4 71,7 8,5) CH H6'b
3,39 (dd, 10,0, 79,2 3,41 (g, 9,0)
5 78,7 2,0) CH H4', H6'b
o 63,0 3,98 (dd, 12,0, CHa 63,7 3,74 (M)
2,0) H3', H4', HY'
6'b 63,0 3,68 (dd, 12,0, CH: - 63,7 3,95 (dd,
6,5) 12,0, 1,2)

Legenda: Mult.= multiplicidade; ar= aromatico; m= multipleto; s= singleto;d= dubleto; dd= duplo
dubleto; ddd= duplo dubleto duplo, g= quinteto; tg= tripo quinteto.
Dados da literatura: Nonato et. al., 1995.
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5.4.3 Substancialll

Figura 25. Proposta da estrutura da substancia Il - &cido estrictosidinico.

A substéncia 1l foi isolada, do extrato em etanol dos caules de P.
carthagenensis, como um soélido que apresentou [a]*°0-132,4 (c 0,64 g/100 mL;
MeOH) e maximo de absorc&o no ultravioleta em 215 nm, obtido em detector de
arranjo de diodos (PDA, 190 — 450 nm) apos analise por CLUAE-EMAR-IES e
eluicdo com gradiente de ACN em H>O, ambos solventes acidificados com acido
férmico 0,1% v/v (Apéndice C1).

O espectro de massas (Apéndice C2), obtido por ionizacdo por
“electrospray” (IES) da substancia lll, forneceu o pico do ion molecular em m/z
517,2177 [M+H]*, consistente com a férmula C2sH32N209 (massa molecular =
516,21137 g/mol).

O espectro de RMN de *3C (100 MHz, MeOD) da substancia Il (Apéndice
C4) apresentou 26 atomos de carbono, 0 mesmo numero de carbonos das
substancias | e Il. Porém, através de sua férmula molecular, foi constatado que
a substancia Ill possui quatro atomos de hidrogénio a mais do que a substancia
Il. A partir da analise comparada do espectro DEPT-135 (Apéndice C5), foi
possivel determinar a natureza dos carbonos, o que confirmou a presenca de
dois carbonos metilénicos, com deslocamentos quimicos caracteristicos de
carbonos alifaticos em o&c 42,8 e &c 19,6 (C-5 e C-6) (Tabela 16) (Silverstein,
2007) e a presencga de cinco protons entre o4 3,02 e &4 4,62 (H-3, H-5a, H-5b, H-

6a e H-6b), além da presenca de um carbono metinico em &c 53,0 (C-3) em
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relac@o a substancia Il. Portanto, a principal diferenca estrutural foi a presenca
de um ndcleo tetraidro-g-carbolina na substancia lll.

A maior diferenca entre os valores de deslocamento (oc) do composto
isolado e os valores encontrados na literatura ocorreu com os valores do carbono
da carbonila (C-22) e com os valores dos carbonos da ligagdo dupla vizinha a
carbonila (C-16 e C-17). Isto pode ocorrer devido a ionizagdo ou quelacao,
através de ligacéo de hidrogénio, da carbonila e pela possibilidade de formacao
de uma ligagdo de hidrogénio intramolecular entre o oxigénio do acido e o
hidrogénio da dupla ligag&o vizinha (H-17). Em uma expansao no espectro de
RMN 2D — HMBC, Figura 26, foi verificado um vestigio de correlacao entre C-17
(6c 157,0) e um sinal de préton em &4 8,07, que pode ser o sinal de um préton

acido ligado ao C-17 de outra molécula, através de uma interacéo intermolecular.

Figura 26. Expanséo no espectro de RMN 2D — HMBC da substéncia Il - acido
estrictosidinico.
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Deste modo, a substancia Ill foi identificada como sendo o &cido
estrictosidinico, um alcaloide ind6lico monoterpénico glicosilado (Farias, 2006).
A substancia Ill apresentou valor de atividade 6tica de [a]*°p —132 (¢ 0,64

g/100 mL; MeOH), que esta em concordancia com os dados da literatura que
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foram de [a]?*°p —136,23° (c 0,1; metanol) (Naves, 2014) e de [a]®°p-143,14° (c
0,1; metanol) (Farias, 2006).
O 4cido estrictosidinico foi isolado, pela primeira vez no género

Psychotria, das partes aéreas da Psychotria myriantha (Farias, 2006).

Posteriormente, o acido estrictosidinico também foi isolado do extrato metanoélico

das folhas de Psychotria acuminata, (Berger et. al., 2012) e do extrato em etanol

das folhas de Psychotria hoffmannseggiana (Naves, 2014).

Tabela 16. Dados de RMN de 'H e de 3C para substancia Ill - acido
estrictosidinico.

Dados da literatura

oc (Hz) ou (J, Hz) HMBC
No. ~
(100 MHz, MeOD) (400 MHz, MeOD) Mult. | Correlagbes @ éc on (J, Hz)
JC-H (100 MHz, MeOD) | (100 MHz, MeQOD)
H3, H14a, H14b,
2 130,2 ] Car wy 130,5 -
H5a, H5b, H14a, 4,45 (d,
3 53,0 462 (ddd, 11,5,3,0) | M H14b, H15 52,2 11,0)
5a 42,8 3,41 (m) CH. - 43,0 3,23
5b 42,8 3,75 (dt, 12,4, 5,0) CHa H6a, H6b 43,0 3,70
6a 19,6 3,06 (m) CH. H5a, H5b 19,5 3,00
6b 19,6 3,02 (m) CH. - 19,5 3,00
7 107,2 ) Car | M2 HHs_g, Hoa, 107,2 -
H9, H10, H11,
8 127,5 ] Car 1o 1275 -
9 119,2 746 (ddd, 7,8,1,0) | Car | H10, H11, H12, 1190 | 7,45(d, 7,8)
10 120,7 | 7,04 (ddd, 7,8,7,2,1,0)| CHar H11, H12 120,5 7,03 (t, 7,8)
11 1236 |7,14(ddd, 8,0,7,2,1,0)| CHar | H9, H10, H12 1233 7,13 (t, 7,6)
12 1123 |7,31(ddd, 8,0, 1,0, 1,0)| CHar H9, H10 1121 | 7,31 (d, 8,2)
13 138,3 - CHar | H9, H10, H11 138,1 :
2,36 (ddd, 15,0, 12,0, H6b, H15, H17,
14a 34,9 3.0) CHa o 35,1 2,13 (m)
14b 34.9 2,21 (dd% 355’0’ 1201 ch, 351 3,36 (m)
Hl4a, H14b, H17,
15 32,7 3,03 (m, 4,5) CH | H18, H20, H21 34,0 3,02 (m)
16 109,1 - CH H15, H17 1134 -
17 157,0 7,83 (br, s) =CH H15, H21 153,3 7,56 (s)
trans: 5,35 (ddd, 17,5, | _ 5,27 (d,
18a 119,7 L 3) =CH, H20 118,8 17.3)
cis: 5,26 (ddd, 10,5, | _ 5,20 (d,
18b 119,7 1.3) =CH, ] 118,8 f0.5)
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5,85 (m, 17,5, 10,5,
19 135,6 7.5) CH: H18uane, H20, H21 136,2 5,88 (m)
H1l4a, H14b, H15,
20 45,4 =CH H17, H18cis, 45,6 2,71 (m)
2,75 (ddd, 9,0, 7,5, 5,0) H18trans, H19, H21
H1', H17, H19,
21 97,2 5,86 (d, 9,0) CH H20 96,5 5,83 (d, 9,5)
22 172,9 - COOH H15, H17 175,9 -
) CH
1 10015 4,81 (d, 7,9) anomérico H2I, HSI, H5I, H21 100’3 4’82 (d’ 7’8)
2 74,7 3,22 (dd, 9,0, 2,4) CH H2', H3', 74,7 3,22 (m)
3 78,0 3,42(m) CH H2', H4' 77,9 3,42 (t,9,1)
, H2', H3', H5', H6'a,
4 71,9 3,24 (m) CH H6'D 71,7 3,20 (m)
5 78,9 3,37 (dd, 7,0, 2,3) CH H2', H4' 78,7 3,40 (m)
, - 3,70 (dd,
6a 63.1 3,65 (dd, 11,8,7,0) | C™? 63,1 11.8, 7.,0)
, 4,03 (dd,
&b 63,1 3.99 (dd, 11.8,2.3) | C? H4', H5' 631 11,8, 1,6)

Legenda: Mult.= multiplicidade; ar= aromatico; m= multipleto; s= singleto;
d= dubleto; dd= duplo dubleto; td= triplo dubleto.
Dados da literatura: Sanches, 2019.

5,5 Avaliacdo da atividade antileishmania dos extratos etandlicos

brutos de folhas e caules de espécies do género Psychotria (Rubiaceae)

O género Psychotria é amplamente estudado em relacdo a sua
fitoquimica, etnobotanica, farmacologia e quimiotaxonomia e, demonstra
diversas atividades biologicas, dentre as quais podemos destacar a atividade
antileishmania. Espécies pertencentes a este género sdo usadas pelos povos
tradicionais para tratar diversos males. Esse género se destaca pela presenca
de alcaloides, uma classe de metabdlitos secundarios que possui diversas
atividades bioldgicas relatadas na literatura cientifica (Souza, Mendonca e Silva,
2013; Calixto et. al., 2016).

Foram produzidos extratos em etanol das folhas e caules de P.
carthagenensis e de P. hoffmannseggiana, por ser um solvente menos téxico e
possuir a capacidade de extrais substancias de diversas polaridades.

Uma triagem inicial com os extratos brutos de P. carthagenensis e de P.
hoffmannseggiana, na concentracdo de 20,0 ug/mL, foi realizada contra as
formas Leishmania amazonensis

amastigotas-like de (Leishmania)
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(IFLA/BR/67/PH-8). Entretanto, nenhum extrato foi considerado ativo (dados nao
mostrados). Em estudos de triagem realizados no LQPNB, extratos sé&o
considerados ativos, quando ao serem testados a 20 pg/mL, apresentam
atividade antileishmania superior a 70%. Os extratos foram retestados na
concentracdo de 200,0 pg/mL e também foram considerados inativos. Os
extratos que apresentaram melhor atividade a 200,0 pg/mL foram das folhas de
P. hoffmannseggiana (49 = 2 %) e dos caules de P. carthagenensis (46 = 0 %)
(Tabela 17).

Tabela 17. Atividade antileishmania dos extratos brutos das espécies coletadas
de Psychotria contra as formas amastigotas-like de Leishmania (L.)
amazonensis.

Amostra Atividade antileishmania (%)
P. carthagenensis (folhas) 22+1
P. carthagenensis (caules) 46+ 0
P. hoffmannseggiana (folhas) 49 + 2
P. hoffmannseggiana (caules) 33+2
Anfotericina B 85+3
Dimetilsulfoxido 3+10

Dados: ¢ = 200,0 pg/mL da amostra utilizada no ensaio bioldgico.

A seguir, na Figura 27, pode ser observado o fluxograma da triagem da
atividade antileishmania realizada com espécies de Psychotria (P.
carthagenensis e P. hoffmannseggiana) que foram coletadas na regido de

Jequié, no sudoeste da Bahia.
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Figura 27. Fluxograma da triagem da atividade antileishmania realizada com
espécies de Psychotria.

Coleta do material vegetal
(Faz. Brejo Novo —Jequié, Bahia)

l l

P. hoffmannseggiana P. carthagenensis
l Extracdo em etanol J/ l Extracdo em etanol J/
Folhas Caules Folhas Caules

14,7g (10,7%) | | 11,4g (21,0%) | | 52,1g(25,8%) | | 16,9¢ (5,8%)

Atividade antileishmania contra as amastigotas de Leishmania (L.) amazonensis

! !

49 +2 % 33+2% 22+1% 46 +0 %

!

Estudo fitoquimico

A revisdo bibliografica realizada para essas duas espécies (P.
carthagenensis e P. hoffmannseggiana) demonstrou que nao existem estudos
sobre isolamento e caracterizacdo de metabolitos secundarios, bem como
avaliacdo de atividade antiprotozoaria, em especial da atividade antileishmania
para a espécie P. carthagenensis. Estes fatores influenciaram na escolha dessa

espécie para o prosseguimento da investigacdo quimica.

5.5.1 Atividade antileishmania das fracdes brutas provenientes do extrato

em etanol das folhas de Psychotria carthagenensis

A particdo liquido-liquido foi realizada com o extrato bruto em etanol das
folhas de P. carthagenensis, a fim de obter fracbes com diferentes polaridades,
as quais foram destinadas, mais uma vez, para a avaliagdo biolégica, contra a

formas amastigotas-like de Leishmania (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PH-8),
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cujo resultado é exposto na Tabela 18. Nesse ensaio, as fracBes obtidas em
hexano, diclorometano acetato de etila e hidrometandlica foram testadas na
concentragéo de 200,0 pug/mL.

A frac@o hidrometandlica do extrato das folhas de P. carthagenensis foi a
escolhida para continuidade dos estudos fitoquimicos e biolégicos por
apresentar um aumento da atividade antileishmania em relagdo ao seu extrato
original (de 22% para 52%), devido & disponibilidade de massa e por apresentar
resultado positivo para a presenca de alcaloides através de sua andlise por CCD
com o revelador especifico de alcaloides, o reagente de Dragendorff, segundo o
item4.4.1e 4.4.2.

Tabela 18. Atividade antileishmania das fracdes obtidas apds a particao liquido-
liguido do extrato bruto das folhas de P. carthagenensis contra as formas
amastigotas-like de Leishmania (L.) amazonensis.

Fracédo Atividade antileishmania (%)
Hexano 51+1
Diclorometano 48+ 1
Acetato de etila 47+ 0
Hidrometanolica 52+1
Anfotericina B 86+6
Dimetilsulfoxido 10+4

Dados: ¢ = 20,0 yg/mL, da fragao utilizada no ensaio bioldgico.

Foram utilizadas técnicas de isolamento e purificacdo — CCMP e CLAE-
FR semipreparativo, e obteve-se 2 substancias isoladas do extrato em etanol
das folhas de P. carthagenensis — cartagenina (substancias I) e o &cido

lialosidico (substancias Il) (Figura 13).

5.5.2 Atividade antileishmania dos grupos provenientes do extrato bruto

em etanol dos caules de Psychotria carthagenensis
Foi realizada a avalicdo da atividade antileishmania a 20 ug/mL, contra as

formas amastigotas-like de Leishmania (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PH-8),

utilizando-se os 80 grupos provenientes do fracionamento do extrato em etanol
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dos caules de P. carthagenensis por CLAE-FR em escala semipreparativa
(Tabela 19).

Tabela 19. Avaliacdo da atividade antileishmania realizada com os 80 grupos
provenientes do fracionamento do extrato em etanol dos caules de P.
carthagenensis.

Grupo Resultado (%) Grupo Res(‘j/'ot)ado

1-7 - 45 28+1
8 el 46 34+1
9 45+3 47 33+1
10 34 £1 48 42 £ 3
11 S1x1 49 45 £ 2
12 el 50 331
13 21 51 25l
14 41+1 50 35+1
15 70 53 31+1
16 38+2 54 58 +5
17 47 +2 55 34+0
18 42+2 56 42 +2
19 37x1 57 46 + 4
20 34+1 58 48 +1
21 39+1 59 45 + 2
22 41+0 60 43+ 1
23 39+3 61 43+ 1
24 39+3 62 38+1
25 4310 63 35+1
26 34+1 64 A3 2
27 35+1 65 46 + 2
28 30+2 66 40 + 2
29 33+2 67 44 + 2
30 40+ 3 68 34+1
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31 15+0
32 39+2
33 43+2
34 36+1
35 342
36 35+2
37 37+1
38 41+1
39 250
40 35+2
a1 34+3
42 291
43 301
44 291

69 38+1
70 43 +2
71 36 +2
72 40£3
73 42 + 4
74 43 +4
75 40+ 2
76 42+ 2
o 35+2
78 36+1
79 37+2
80 19+2
Anfotericina B 79+0
Dimetilsulfoxido 6+10

Dados: ¢ = 20,0 ug/mL, de cada fragédo utilizada no ensaio biolégico.

Apesar de nenhum grupo ter apresentado atividade superior a 70%

(Tabela 19), os grupos 32 e 34 foram purificados (justificativas no item 5.3.3) e

obtiveram-se os acidos lialosidico (substancia Il) e estrictosidinico (substancia

[Il) (Figura 28).
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Figura 28. Fluxograma da atividade antileishmania realizada com a P.
carthagenensis, em paralelo ao estudo fitoquimico.

P. carthagenensis

l Extracdo em etanol J/

folhas caules

l |

Atividade antileishmania contra
Leishmania (L.) amazonensis

W W

222 1% 46 0%

! J

Fracionamento e purificacao
(CCMP e CLAE-FR semiprep)

W
Atividade antileishmania contra

Leishmania (L.) amazonensis

W

W k! k!
Subst. | Subst. 11 Subst. Il Subst. [l
(74+2%) (32+3%) (36+1%) (39+2%)

Todas as substancias isoladas foram avaliadas a 20 pg/mL contra as
formas amastigotas-like de Leishmania (L.) amazonensis (Tabela 20). A
cartagenina (substancia l) e os acidos estrictosidinico (substancia lll) e lialosidico
(substancia IlI) apresentaram atividade antileishmania de 74, 39 e 36%,

respectivamente.
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Tabela 20. Atividade antileishmania das substancias isoladas das folhas e
caules de P. carthagenensis contra as formas amastigotas-like de Leishmania
(L.) amazonensis.

Substancia Origem Atividade antileishmania (%)
Cartagenina (subst. I) folhas 74 +£2
Acido lialosidico (subst. 1) 32+3
Acido estrictosidinico (subst. 1) caules 39+2
Acido lialosidico (subst. I1) 36+1
Anfotericina B - 82+10
Dimetilsulfoxido - 10+6

Dados: ¢ = 20,0 ug/mL, da substancia utilizada no ensaio biol6gico.

Por ter apresentado atividade superior a 70% no ensaio de triagem, a
cartagenina (substancia ) foi testada contra formas amastigotas de L. (Viannia)
braziliensis (cepa MHOM/BR/1994/H3227) e demonstrou Clso de 41 ug/mL (80,0
MM) e indice de seletividade superior a 2,5 em relacdo a linhagem celular de
leucemia monaocitica aguda (Clso > 100 pg/mL).

A substancia cartagenina (substancia 1) apresenta similaridade com os
acidos lialosidico (substancia 1) e estrictosidinico (substancia Ill) quanto a
presenca do esqueleto principal p-carbolinico e por ser um composto glicosilado.
A cartagenina, difere desses dois acidos por possuir ligada a posicéo 3 do nucleo
p-carbolinico uma lactona ciclica com 5 membros em juncdo a um anel
tetraidropirano. A cartagenina, um alcaloide de estrutura inédita e, os acidos
lialosidico e estrictosidinico foram isolados pela primeira vez como constituintes
da P. carthagenensis. A presenca da lactona na cartagenina pode ser um dos
fatores responsaveis pela atividade dessa molécula. Porém, outros estudos
seriam necessarios para se confirmar essa diferenca de atividade, visto que a
porcado da lactona de inumeros PN’s apresentam atividades biologicas e
farmacolégicas comprovadas, como citotoxidade, atividade anti-inflamatoria,
antibacteriana, antifingica, antiviral e antiprotozoaria (Aliyu et. al., 2020; Elso et.
al., 2020).

Outras espécies de Psychotria tiveram a atividade antileishmania de seus

extratos brutos, fracdes ou substancias isoladas avaliadas anteriormente, dentre
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as quais podemos citar a Psychotria kluggi, a Psychotria prunifolia e a Psychotria
suterella (Muhammad et. al., 2003; Kato et. al., 2012; Carvalho, 2015).

O extrato em etanol do caule da espécie P. klugii apresentou atividade
antileishmania (Clso 3,3 £ 0,8 ug/mL) contra formas promastigotas de Leishmania
donovani. Os cinco alcaloides isolados da fracao alcaloidica (Figura 29), obtida
por particdo &cido-base do extrato bruto, demonstraram ser substancias ativas
contra Leishmania donovani (Clso 0,03-0,45 ng/mL) e algumas mais potentes do
gue a pentamidina (Clso 0,7 pg/mL) e a anfotericina B (Clso 0,17 pg/mL),
farmacos amplamente utilizados no tratamento das leishmanioses (Muhammad
et. al., 2003).

Figura 29. Estrutura dos alcaloides isolados da Psychotria kluggi.

OR

OR,

R =H = cefaleina
R = Me = emetina

klugina R = Rq = 7-O-demetilisocefaleina
R = Me; R1 = H = isocefaleina

O extrato em etanol dos galhos de P. prunifolia foi submetido a particdo
acido-base e dois compostos foram isolados e caracterizados. Os alcaloides 14-
oxoprunifoleina, isolado da fracdo em cloroférmio acidificada e, estrictosamida,
isolada da fracdo em acetato de etila basificada, Figura 30, apresentaram
atividade biolégica frente as formas promastigotas de L. amazonensis com
valores de Clso de 16,0 £ 5,12 e 40,7 + 6,08 pg/mL, respectivamente (Kato et.
al., 2012).
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Figura 30. Estrutura dos alcaloides 14-oxoprunifoleina e estrictosamida isolados
da Psychotria prunifolia.

CH5 OGluc

estrictosamida 14-oxoprunifoleina

Posteriormente, em um estudo desenvolvido por Carvalho (2015)
demonstrou que o extrato em acetato de etila das folhas de P. suterella foi ativo
contra a forma promastigota da L. amazonensis e apresentou Clso de 10,62
ug/mL. Contudo, o isolamento dos constituintes ativos desse extrato nao foi
possivel devido ao fato de ser uma espécie que se encontra em extingdo e € de
dificil aquisicao pois ndo é comercializada (Carvalho, 2015).

Portanto, no presente trabalho com Psychotria carthagenensis foi possivel
realizar o isolamento e a elucidacéo de alcaloides presentes nas fracdes polares
dos extratos brutos das folhas e dos caules dessa espécie, confirmando
trabalhos prévios sobre a presenca dessa classe de metabdlitos secundarios
neste género. Outro ponto a se destacar foi o isolamento de um alcaloide ativo

e de estrutura inédita.
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6 CONCLUSAO

Os extratos etandlicos de caules e folhas de P. carthagenensis e de P.
hoffmannseggiana demonstraram inibir em grau moderado, formas amastigotas-
like de Leishmania (L.) amazonensis, quando testados na concentragéo de 200
ug/mL.

A revisdo bibliografica realizada sobre a espécie P. carthagenensis
demonstrou ser uma especie com escassa informacédo na literatura cientifica e
auséncia de relatos sobre a sua constituicdo quimica relativa a metabdlitos
secundarios, em especial alcaloides.

Os estudos desenvolvidos confirmou a presenca de alcaloides nos
extratos brutos das folhas e caules de P. carthagenensis, espécie ocorrente no
Sudoeste da Bahia, na qual foi possivel o isolamento e caracterizagcédo de trés
alcaloides glicosidicos do grupo indolico monoterpénico: a cartagenina, um
alcaloide inédito, e os conhecidos acidos estrictosidinico e lialosidico, sendo este
ultimo isolado e identificado pela primeira vez no género Psychotria, em especial
na P. carthagenensis.

A atividade antileishmania da cartagenina (substancia 1), comparavel
estatisticamente com a substéncia controle (anfotericina B) foi determinada em
ensaios contra formas amastigotas-like de L. (L.) amazonensis e confirmada em
ensaios contra formas amastigotas de L. (V.) braziliensis. Assim, é possivel
inferir que a cartagenina € um potencial agente leishmanicida, devendo ter a sua

acao biologica confirmada em estudos in vivo.

101



7

PERSPECTIVAS FUTURAS

Determinar se o alcaloide cartagenina esta presente no extrato etandlico

dos caules;

Determinar se ha variagcéo de atividade biologica e do teor de cartagenina
em individuos de P. carthagenensis, ocorrentes em Jequié e coletados

em diferentes épocas do ano;

Avaliar a composicdo quimica dos extratos de P. carthagenensis

utilizando ferramentas quimiométricas;

Testar o alcaloide cartagenina frente a outros agentes causadores de

DTN'’s, tais como a malaria e doenca de Chagas.

Testar a susceptibilidade de outras espécies de leishmania na presenca

do alcaloide carthagenina;

Elucidar o mecanismo de acdo do alcaloide cartagenina contra formas

amastigotas de L. (Viannia) braziliensis;

Isolar o alcaloide cartagenina em quantidade suficiente para realizar

testes in vivo em camundongos infectados com Leishmania sp.
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9.1.3 A3 - Espectro de RMN *H obtido em MeOD a 400 MHz da substancia
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9.1.4 A4 -—Espectro de RMN *3C obtido em MeOD a 100 MHz da substancia
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9.1.8 A8 - Espectro de RMN 2D - COSY da substéancia | - cartagenina
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9.2

g

Apéndice B — Dados estruturais da substancia Il — acido lialosidico

9.2.1 B1 - Espectro de absorgcao no ultravioleta da susténcia Il - a&cido
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9.2.2 B2 - Espectro de massas da sustancia Il - &cido lialosidico
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9.2.3 B3 -Espectro de RMN H obtido em MeOD a 400 MHz da sustancia Il
- acido lialosidico
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9.2.4 B4 - Espectro de RMN C obtido em MeOD a 100 MHz da sustancia

Il - &cido lialosidico
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9.2.5 B5 - Espectro de Carbono — DEPT 135 da sustancia Il - &cido
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9.3 Apéndice C - Dados estruturais da substancia Il - &cido
estrictosidinico

9.3.1 C1 - Espectro de absorcdo no ultravioleta da sustancia lll - acido
estrictosidinico

Intens 1 UV, 3.9-4 6min #978-1146
[mAU)
100~ 215
80-
80-
40-

20+

0+ —— e e e e — e —_—
200 225 250 275 300 325 350 375 400  Wavelength [nm)

9.3.2 C2 - Espectro de massas da sustancia lll - acido estrictosidinico

Inter;)ss.: +MS2(517.2192), 15.0-60.0eV, Dissect, 4.2-4 6min #418-452
X S17.2177 Itere. | NS, Dissact &4 €ren H0548
] o ) SHT21%

1,001
0.75 "

; E
050 us!

i 103 432
3 0ol
0.25: 3384380 P a0 #00 ) 1000 100 40 n

0.00% el : , . , : . . , :
200 400 600 800 1000 1200 1400 miz

126



9.3.3 C3-Espectro de RMN H obtido em MeOD a 400 MHz da sustancia lll
- &cido estrictosidinico
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9.34

C4 — Espectro de RMN 3C obtido em MeOD a 100 MHz da sustancia

1l - &cido estrictosidinico
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9.3.5 C5 — Espectro de Carbono — DEPT 135 da sustancia Ill - &cido
estrictosidinico
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10

ANEXOS

10.1 Resumo publicado no VIIl Encontro de Quimica da Bahia - VIIl EQBA

Eixo Tematico Produtos Naturars - PN

Uma revisao do género Psychotria, uma possivel alternativa ao
tratamento convencional das leishmanioses.

Ivan Martins Barreto*’ (PG), Djalma Menezes de Oliveira’ (PQ), Betania Barros Cota’ (PQ).
! Programa de Pos-Graduagdo em Quimica — PGQuI. Universidade Estadusl do Sudoeste da Batva — UESB. Campus

Jequié, Bahia. Brasi.

? Departamento de Quimica, Upiversidade Estadual do Sudoeste da Bahia — UESS. Campus Jequié, Bahia, Brasil.
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Minas Gerais, Brasil
* vanmartfins@yahoo.com. by

Palavras Chave: produtos naturais, Psychotria, abwidade anti-Leishmania

negligencladas, dentre as quais podemos destacar
as leishmanioses, malaria, doenga de Chagas,
doenga do sono, filanose linfatica, dengue e
esquistossomose. As leishmanioses sio causadas
por mais de 20 espécies do protozoano do género
Leishmansa e se manisfesta na forma visceral
(calazar), atacando orgdos intemos € que pode ser
fatal se nao tratada e, nas formas cutaneas, ao
afetar a pele & mucosas, o que pode levar a
grandes  deformagdes. O lratamento  das
leishmanioses e feto com antimomais
pentavalentes, anfotericina B e pentamidina, que
podem ser toxicos aos pacientes, de custo elevado
e dificil admmstmcﬂo e, podem ser aivos de
resisténcia do parasita’. O objetivo deste trabalho
& realizar o estudo de possivels allernativas ao
tratamento das leishmanioses a partir de produtos
naturais (PNS) obtidos da flora tmpical

A lteratura cientifica demonstra 0 uso popuiar de

plantas no tratamento das leishmanioses, por via
oral ou aplicagio topica sobre as lesdes cutaneas
com resultados eficazes, pois na composigao dos
vegetais encontramos substancias com atividade
anti-Leishmania® Pertencente & familia Rubiaceae,
o género Psychotria tem sido largamente estudado,
pelo falo de ser usado para o tratamento de
inimeras infecgdes tais como:. do aparetho
reprodutor feminino, de febre, dores de cabega e de
ouvido, doengas dos bronquios,  distarbios
gastrointestinais, infecgdes cutdneas, (lceras,
disturbios oculares e no tratamento de sintomas do
pré- e pos-parto’. Um recente estudo confirmou que
os alcalodes inddlicos, seguido dos peptideos
cichcos, sdo os PNS mais descritos para as
espécies do género Psycholria Espécies desse
género sdo também fontes de alcaloides do tipo
quinolina e isoquinohna, flavonoides, cumarinas,
terpendides, PNS responsaveis por diversas
atividades benéficas em sistemas biologicos, como
efetos  analgésico, antiviral, antifingico e
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leishmanicida’. Alcaloides Isolados de Psychotria
klugir: A = klugina, B = cefaelina, C = isocefaelina e
D = emetina (figura 1) demonstraram ser
substancsas ativas contra Leishmamia donovani (ICsy
0,03-0,45 pg/mL). Alguns desses PNS foram até
mais potentes do que a pentamidina (ICsq 0.7
ng/ml) e anfotencing B (ICg 0,17 pg/mL), farmacos
ampiamente utilizados contra as leishmanioses®.
Figura 1. Estrutura dos alcalowdes leishmanicidas
de Psychotria klugit.

Diversos PNS isolados de espéces do agénero
Psychotria apresentaram atividade anti-Leishmania,
superior ao de farmacos utilizados na clinica, O
género abordado constitui uma sitemativa a fontes
de compostos  bioativos  com  atividade

leishmanicida, além de poderem servir de modelos
estruturais para o desenvolvimento de farmacos
novos e mais potentes.
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There are about 1600 species of the genus Psychotria (Rubiaceae), which occur in many
regions of the planet. The species Psychotria carthagenensis is used commonly for vomiting,
fever, diarrhea, and spasms; also as an analgesic, sedative and a tonic’. Species of this genus
present several alkaloids as metabolites, mainly quinolinic, indoles and poly-indoles derivates
and monoterpene indoles?. Samples of stems of P. carthagenensis, collected at the locality of
Brejo Novo, Jequié — Bahia, were used for botanical identification (HUESB 12351) and
extracted by maceration with ethanol. The crude ethanol extract was subjected to acid-base
partitiona, producing one extract soluble in hydromethanolic solution (HMC) and another in
hexane (EHC). The analysis by thin layer chromatography of HMC extract indicated the
presence of alkaloids by the production of orange spots after being stained with Dragendorff's
reagent. Therefore, the HMC extract was submitted to analysis by Ultra-High-Performance
Liquid Chromatography coupled with Mass Spectrometry (UHPLC-MS) using ionization source
per electrospray in positive mode. The analysis of HMC by UHPLC-MS allowed to identify,
through fragmentation patterns from different data bases (UNPD-ISDB, MassBank and in house
library), the constituents: bisphenol A (TR 1.0 min.), agarobiose (TR 2.0 min.), pyrimethamine
(TR 4.7 min.), safranin (TR 11.3 min.) and the alkaloids chanoclavine-l (TR 9.1 min.),
glomerulatine B (TR 11.9 min.) and ircinal B (TR 13.0 min). The glomerulatine B was previously
isolated from Psychotria glomerulata® and there is no other studies about the occurrence of the
other alkaloid identified here in other species of Psychotria. The EHC extract was fractionated
by liquid chromatography on a normal phase column and, fractions F-13 and F-20 (yellowish
and oily) were analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The
GC-MS analysis of EHC F-13 and F-20 allowed the identification, through NIST Mass Spectral
Library (NIST 11), of three phytosterols, six fatty esters, and a-tocopherol. Although there are
reports of alkaloid detection by CG-MS such as of the N,N-dimethyltryptamine, N-
momethyltryptamine and methyl-1,2,3,4-tetrahydro—ﬁ-carboline5 and the determination of
concentration of phenolic, flavonoid, condensed tannin and flavonol in this speciesz, we could
not find reports about the occurrence of other compounds. The identification of P.
carthagenensis substances by GC-MS and UHPLC-MS help to characterize the chemical profile
of the species and the isolation of HMC alkaloids is still in progress.
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