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RESUMO

RITTER, MR. 2016.Avaliagdo do potencial antimicrobiano in vitro de Trichilia catigua e
caracterizacdo quimica da fragdo oligomérica aquosa. Dissertacao de Mestrado, Programa de
Pés-graduacéo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual de Maringa. 105p.

Trichilia catigua A. Juss. (Meliaceae) € uma arvore conhecida como "Catuaba" ou "Catigua" e
esta amplamente distribuida no Brasil, sendo muito utilizada na medicina popular. Estudos
realizados com as cascas de T. catigua sugerem que esta planta apresenta atividade
antimicrobiana, antinociceptiva, afrodisiaca, antioxidante, antidepressiva e acédo preventiva
contra danos cerebrais. Este trabalho teve como objetivo a separacdo e caracterizagdo da
fracdo semipurificada aquosa obtida a partir das cascas de T. catigua mediante ressonéancia
magnética nuclear (RMN) de **C, cromatografia em coluna e eletroforese capilar, bem como o
desenvolvimento metodoldgico. Além disso, foi realizadaatriagem microbiolégica contra
bactérias e fungos, sendo eles: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Bacilus subtilis, Enterococcus faecium e Enterococcus faecium resistente a
vancomicina (EFRV), Helicobacter pylori, Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida
tropicalis, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum e Microsporum gypseym. As
analises microbiolégicas foram realizadas por meio da determinacdo da concentracdo
inibitéria minima (CIM), sendo que para H. pylori também foi realizada turbidimetria e
avaliacdo de atividade bactericida. Primeiramente foi produzido o extrato bruto (EB) de
catuaba, que posteriormente foi particionado originando a fracdo acetato de etila (FAE) e
fracdo aquosa (FAQ). Os métodos cromatograficos desenvolvidos para FAQ demonstraram
eficacia na caracterizacdo das proantocianidinas oligoméricas de T. catigua, sendo que o
espectro de RMN de **C sugeriu a presenca de proantocianidinas e de cinchonainas do tipo |
e Il como substancias oligo ou mesmo poliméricas. Com relagéo a atividade antimicrobiana,
0s extratos apresentaram resultados expressivos principalmente para E. faecium e EFRVcom
CIM de 312,5 a 156,5 pg/ml. Numa avaliagéo geral, a FAE demonstrou melhores resultados,
principalmente para as cepas Gram-positivas e fungos. Na determinagéo turbidimétrica, a
FAQ se mostrou promissora contra H. pylori. Os resultados obtidos sugerem que o0s extratos
de T. catiguaapresentam potencial apliagio como adjuvante ao tratamento e promissor ao

desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas.

Palavras Chave: Trichilia catigua, triagem microbiol6gica, métodos cromatograficos,

leveduras, dermatofitos.



ABSTRACT

RITTER, MR. 2016.Evaluation of in vitro antimicrobial potential of Trichilia catigua and
chemical characterization of aqueous oligomeric fraction. Dissertacdo de mestrado, Programa
de Pés-graduacéo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual de Maringa. 105p.

Trichilia catigua A. Juss. (Meliaceae) is a tree known as "Catuaba" or "Catigua" and is widely
distributed in Brazil and commonly used in folk medicine. Studies with the barks of Trichilia
catigua suggest that this plant has antimicrobial, antinociceptive, aphrodisiac, antioxidant, anti-
depressant activities and preventive action against brain damage. This study aimed to
separation and characterization of aqueous semipurified fraction obtained from the barks of
Trichilia catigua by nuclear magnetic resonance (NMR) **C, column chromatography and
capillary electrophoresis which was also carried out the methodological development. In
addition, we performed the microbiological screening against bacteria and fungi, being them
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis,
Enterococcus faecium and Enterococcus faecium vancomycin-resistant (EFVR), Helicobacter
pylori, Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton rubrum and Microsporum gypseym. Microbiological analyzes
were performed by determining the minimum inhibitory concentration (MIC), and H. pylori was
also conducted turbidimetry and evaluation of bactericidal activity. It was first produced the
crude extract (CE) of catuaba, which was subsequently partitioned giving the ethyl acetate
fraction (EAF) and aqueous fraction (AQF). The chromatographic methods developed to AQF
demonstrated efficacy in the characterization of oligomeric proanthocyanidin of T. catigua, and
the **C NMR spectrum suggested the presence of proanthocyanidins and cinchonains type |
and Il as oligo or polymeric compounds. Regarding the antimicrobial activity, the extracts
showed significant results especially for E. faecium and EFVR with MIC from 312,5 to 156,5
pg/ml. An overall assessment, the EAF has shown better results, especially for Gram-positive
strains and fungi. In determining turbidity, the AQF has shown considerable promise against
H. pylori. The results suggest that T. catigua extracts have potential application as an adjunct

to treatment and promising to develop new antimicrobial drugs.

Keywords: Trichilia catigua, screening, chromatographic methods, yeast, dermatophytes.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo os mais antigos recursos empregados no tratamento de
doencas. Elas se destacam ndo apenas pelas acdes terapéuticas intrinsecas e como um
acesso primario a saude, mas também pelo potencial de desenvolvimento de novos
medicamentos (SILVA, 2004). Estima-se que cerca de 30% dos farmacos atuais sao
derivados de produtos naturais (VEIGA JUNIOR & MELLO, 2008).

A utilizacdo de plantas medicinais e medicamentos fitoterdpicos tém sido aceitos
como alternativa terapéutica em todo o mundo, especialmente no Brasil. Véarios estudos
envolvendo a flora brasileira tém sido realizados para avaliar sua importancia nos aspectos
econdmicos, medicinais, sociais e de biodiversidade (BASSANI, 2005). Segundo estimativas
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 80% da populacdo mundial faz uso da
medicina tradicional (SPRINGFIELD et al., 2005).

A fitoterapia no Brasil € uma opcdo de tratamento que se utiliza no atendimento
primario a salde de varias localidades (ELDIN & DUNFORD, 2001). A expansdo da
fitoterapia esta relacionada a crescente comprovacdo das propriedades farmacologicas,
aplicacdo de novos métodos analiticos para o controle de qualidade, relativo baixo custo,
preferéncia da populagao por tratamentos considerados “naturais” e efeitos adversos
produzidos por medicamentos sintéticos (CANIGUERAL et al., 2003; MELO et al., 2007). A
industria brasileira de fitoterapicos, por sua vez, movimentou no ano de 2014 cerca de 261
milhdesde ddlares (DUTRA, et al., 2016).

O Brasil se destaca no cenario cientifico mundial na area de plantas medicinais, pois
possui cerca de um terco da flora mundial, além do fato da Amazénia ser considerada a
maior reserva de produtos naturais do mundo (YUNES et al., 2001; FRANCA et al., 2008).
Portanto, o pais oferece uma integrativa terapéutica bastante promissora a populagéo para o
tratamento de doencgas através da fitoterapia (ALEXANDRE et al., 2008).

Dentre o arsenal nacional de plantas com potencial terapéutico para producdo de
medicamentos fitoterapicos, destaca-se a Trichilia catigua A. Juss (Meliaceae), uma arvore
amplamente distribuida por todo o territério, popularmente conhecida como catuaba ou
catigua. As cascas da T. catigua séo utilizadas para varios fins terapéuticos, como
estimulante sexual, tratamento para estresse, déficit de memdria e como antimicrobiano
(PIZZOLATTI et al., 2002a).

O emprego de plantas medicinais com potencial antimicrobiano é relatado desde o
Egito antigo. No Brasil, as pesquisas de substancias com esse potencial iniciaram em 1948,
a partir do isolamento dos primeiros componentes antimicrobianos (OLIVEIRA, 2004;
SARTORI, 2005).
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Sdo candidatos para o desenvolvimento de antimicrobianos, substancias que
possuem sitios-alvo diferentes dos antibiéticos conhecidos, o que € util para o tratamento de
infeccbes causadas por cepas resistentes (AHMAD & BAG, 2001). Entre as classes de
compostos com atividade antimicrobiana conhecida, destacam-se: flavonoides, alcaloides,
terpenos, triterpenos, sesquiterpenos, taninos, lignanas e saponinas (VERDI et al., 2005).

Este trabalho teve por objetivo a caracterizacdo quimica de taninos condensados
oligoméricos da fracao semipurificada aquosa obtida a partir das cascas de T.catigua, por
meio Ressonancia Magnética Nuclear, cromatografia liquida classica e Eletroforese Capilar,
e também realizar a triagem microbioldgica do extrato bruto e fragcbes de catuaba contra
cepas bacterianas e flngicas, sendo algumas resistentes e causadoras de infeccdes

nosocomiais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS GERAIS
2.1.1 Familia Meliaceae

A familia Meliaceae é composta por aproximadamente 52 géneros e 3.198 espécies,
das quais apenas 669 sdo aceitas atualmente, distribuidas principalmente na regido
Neotropical, sendo que mais da metade das espécies pertencem a apenas 5 géneros:
Trichilia, Aglaia, Guarea, Turraea e Dysoxylum. Os géneros que apresentam menor numero
de espécies sao Melia, Swietenia e Cedrela (JUDD et al.,1999; THE PLANT LIST, 2013).

As plantas pertencentes a essa familia sdo arvores, arboretas ou raramente arbusto,
a disposicdo das folhas é em espiral, ordinariamente pinadas, com ou sem foliculo terminal.
Apresentam flores pequenas em inflorescéncias paniculadas terminais ou nas axilas
superiores, hermafroditas, ciclicas, diclamideas, de simetria radial. Sépalas e pétalas livres.
Estames em numero duplo ao das pétalas (em Cedrela sé 5) em geral com filetes alargados
soldados em um tubo, com as anteras fixas na porcao superior interna. Ovarios superos
com 4 a 5 carpelos e outros tantos I6culos, cada qual com 1 ou 2 6vulos (em Swieteniae
Cedrela numerosos nos léculos). Fruto em geral seco, capsular loculicida ou baciforme, com
sementes com arilo ou aladas (JOLY,1998).

Como exemplos brasileiros comuns destacam-se Cedrela, o popular cedro, cedro-
rosa de excelente madeira avermelhada; Carapa, Trichiliae Guarea sdo também arvores
comuns da mata tropical em geral conhecidas indistintamente como canjeranas, de madeira
de boa qualidade; a primeira delas (Carapa) é chamada andiroba na regido amazonica.
Nesta regido ainda sdo designadas como cedro-branco espécies de Cedrelae também de
Guarea (JOLY,1998).

Essa familia apresenta espécies de grande potencial madeireiro e interesse
econbmico, assim sao exploradas intensivamente em florestas tropicais (PENNINGTON,
1981; REITZ, 1984).

Estudos mostraram que alguns membros da familia Meliaceae, como Azadirachta
indica A. Juss., Melia azedarach L. e Cedrela tubiflora Bertoni possuem potentes
propriedades anti-inflamatdrias e antirreuméticas como consequéncia da sua agéo sobre 0
sistema imunolégico (BENENCIA et al., 2000).

2.1.2 Género Trichilia

O género Trichilia compreende cerca de 485 espécies, entre plantas legitimadas e
sinbnimos, com sua maioria, distribuidas na América Tropical, Africa e regido Indo—Malaia
(PENNINGTON, 1981 ; KLEIN, 1984; THE PLANT LIST, 2013).
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Patricio e Cervi (2005) realizaram levantamento das espécies do género Trichilia P.
Browne (Meliaceae) no Estado do Parand, e referenciaram nove delas: T. casaretti C. DC.,
T. clausseni C. DC., T. elegans A. Juss. subsp. elegans, T. lepidota subsp. schumanniana
(Harms) T. D. Penn., T. pallens C. DC, T. pallida Sw, T. catigua A. Juss., T. pseudostipularis
(A.Juss.) C. DC. e T. silvatica C. DC.

As plantas do género Trichilia foram descritas como &rvores ou arvoretas com folhas
normalmente em formato de cravo e, menos frequentemente, trifoliolar ou unifoliolar. Os
brotos, ordinariamente nus, raramente subtendidos por um ajuntamento de escamas
foliares. As flores sdo geralmente unissexuadas (planta dioica). Pétalas (4 a 5), livres ou
parcialmente unidas. Filamentos completamente unidos para formar um tubo estaminal. As
sementes sdo carnosas, parcial ou completamente cercadas por um fino ou carnudo aro
(PENNINGTON, 1981).

Bogorni e Vendramim (2003) avaliaram a eficiéncia de extratos aquosos de ramos e
folhas de seis espécies de Trichilia (T. casaretti, T. catigua, T. clausseni, T. elegans, T.
pallens e T. pallida), em comparagdo com a do extrato aquoso de sementes de Azadirachta
indica A. Juss. (conhecida por nim) sobre a lagarta Spodoptera frugiperda,em condi¢des de
laboratorio. Para as seis espécies testadas, pelo menos uma das estruturas (ramos ou
folhas) afetou o desenvolvimento do inseto. O extrato de folhas de T. pallens causou
mortalidade larval semelhante a causada pelo extrato de Azadirachta indica A. Juss. Os
extratos de ramos deT. pallens, e de ramos e folhas deT. pallida, embora menos eficientes,
também reduziram a sobrevivéncia e o peso larval deS. frugiperda.Esta lagarta é conhecida

como lagarta-do-cartucho, € uma das principais pragas da cultura do milho (SILVA, 1997).
2.1.3 Trichilia catigua A. Juss.

Trichilia catigua A. Juss. (Meliaceae) € uma arvore conhecida como "Catuaba" ou
"Catigua" e esta amplamente distribuida no Brasil (KLEIN, 1984). A catuaba tem sido
utilizada na medicina popular como um tbnico para o tratamento de estresse, fadiga,
impoténcia e contra os déficits de meméria, também apresenta propriedades digestivas e
purgativas (PIZZOLATTI et al., 2002b; CARLINI, 2007; VIANA et al., 2009).

A espécie apresenta-se como uma arvoreta com aproximadamente 3-5 metros de
altura. Suas folhas sdo imparipinadas ou pinadas, foliolos alternos até opostos,
oblanceolados, elipticos ou oblongos, apice ordinariamente atenuado muitas vezes com a
ponta um pouco emarginada, menos frequentemente acuminada, base quase sempre
assimétrica, pilosas; flores unissexuais, plantas dioicas; inflorescéncia axilar ou diversas
reunidas em cachos com curto rebento axilar; fruto capsula estreitamente ovoide ou
oblongo, com 1 a 2 sementes (KLEIN, 1984).



25

As cascas (Figura 1) apresentam-se de forma plana a levemente encurvadas, com
suber de coloragdo esbranquicado-acinzentada e aspecto grosseiramente granuloso,
notando-se a presenca de lenticelas circulares pequenas e fendas longitudinais curtas e
superficiais. A parte interna (regibes cortical e floematica) é avermelhada com fibras
finamente estriadas no sentido longitudinal; o odor é amadeirado, com sabor amargo e
adstringente. Sua fratura é externamente granulosa e internamente fibrosa (OLIVEIRA et al.,
2011).

Figura 1 - Aspecto macroscoépico das cascas de T. catigua

A espécie vegetal registrada como catuaba na Farmacopeia Brasileira é a
Anemopaegma arvense (Vell.) Stellfeld ex De Souza (Bignoniaceae) (FARMACOPEIA,
1929). A catuaba apresenta 12 sinénimos, porém Trichilia catigua A. Juss. € considerado o
nome legitimo, sendo a droga vegetal utilizada para fins medicinais no Brasil (BELTRAME et
al., 2006; THE PLANT LIST, 2013).

No Brasil, T.catigua é comercializada associada com os extratos hidroalcoélicos de
Paullinia cupana H.B.K. var. sorbilis (Mart.) Ducke (Sapindaceae) e Croton heliotropiifolius
Kunth.(Euphorbiaceae)sob a apresentacdo do Catuama®. Estudos realizados com
Catuama® demonstraram atividade vasorelaxante em preparagfes vasculares de ratos
(CALIXTO & CABRINI et al., 1997; QUITAO et al., 2008), efeitos antinociceptivos de longa
duracdo em varios modelos de nocicepcdo térmicas e quimicas (VAZ et al., 1997),
estimulante e afrodisiaco (ANTUNES et al., 2001), efeito antidepressivo em modelo animal
(CAMPOS et al., 2004; CAMPOS et al., 2005) e atividade anti-inflamatoria (QUITAO et al.,
2008).
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Estudo toxicologico crénico da Catuama® realizado em individuos saudaveis
verificou que ndo h& reacbes adversas graves ou hematolégicas e ndo foram relatadas
alteracdes bioquimicas (OLIVEIRA et al., 2005).

2.1.3.1 Composigédo quimica

Pizzolatti e colaboradores (2002b) isolaram da fracdo acetato de etila das cascas da
catuaba uma mistura de flavolignanas cinchonainas la e Ib. As substancias foram isoladas
utilizando colunas de Silicagel 60 e Sephadex LH- 20 e identificadas através da ressonancia
magnética nuclear (RMN).

Andlises das fracdes cloroférmicas do extrato etandlico das cascas de T. catigua
foram realizadas utilizando coluna Silica gel 60 e cromatografia em fase gasosa (CG)
acoplado a espectrometro de massa (EM), as quais levaram a identificacdo de trés 6mega-
fenil-acidos alcanoides (1a-1c), cinco 6mega-fenil-gama lactonas (2-6), duas alquil-gama
lactona (7,8), uma alquenil-gama lactona (9) e uma mistura de acidos graxos de Cl1l4 a
C26(10a-10c) (Figura2). Aléem disso, foram identificados o beta-sitosterol, estigmasterol e

campesterol como alcoois livres (PIZZOLATTI et al., 2004).
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Figura 2 - Compostos isolados a partir de fragdes cloroférmicas do extrato etandlico das
cascas de Trichilia catigua. Fonte: PIZZOLLATTI et al., 2004.

Kletter e colaboradores(2004) analisaram 14 amostras comerciais de cascas de
catuaba comercializadas como espécies de Anemopaegma, Erythroxilum e Trichilia. Estas
cascas foram identificadas e examinadas quanto a sua pureza. Apenas uma minoria dessas
amostras de catuaba testadas continha a droga descrita nos rétulos, sendo que mais da
metade dos produtos estava adulterado com diferentes drogas. Os perfis por cromatografia
em camada delgada (CCD) confirmaram a heterogeneidade. Em 50% das amostras,
alcaloides tropanicos foram detectados em vérias concentragfes. Foram desenvolvidos

métodos de CCD e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a separacdo e
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identificacdo dos alcaloides tropénicos, onde determinou-se a estrutura dos dois principais
encontrados, como catuabina D e seu derivado hidroximetil.

Tang e colaboradores (2007) isolaram e identificaram, a partir dos extratos
metandlicos das cascas deT. catigua, duas novas epicatequinas chamadas de catiguanina
A (11) e catiguanina B (12), juntamente com quatro compostos conhecidos, cinchonainas
la (13), Ib (14), Ic (15), e Id (16) (Figura 3). As estruturas foram elucidadas pela andlise de
dados espectroscopicos e por comparacao com dados de RMN.

9R Cinchonaina lc (15)
95 Cinchonaina Ic (16)

Figura 3 -Substancias isoladas do extrato acetato de etila das cascas secas de Trichilia catigua.
Fonte: TANG et al., 2007.

A partir do extrato acetona:agua (7:3; v/v) das cascas desta espécie foram isolados
oito substancias:epicatequina (17), procianidina B2 (18) [epicatequina-(4p—38)-epicatequina],
procianidina B4 (19) [catequina-(4a—8)-epicatequina], procianidina C1 (20) [epicatequina-
(4B—38)-epicatequina-(4B—8)-epicatequina],cinchonainas lla (21), llb (22) e apocinina E
(23)(Figura4). Para tal, foram obtidas a partir da fracdo semipurificada acetato de etila
utilizando métodos cromatograficos, como cromatografia em coluna (CC), cromatografia em
contra-corrente de alta velocidade (CCCAV) e cromatografia em camada delgada. As
substancias identificadas foram analisadas por meio de métodos espectroscopicos de RMN
1D (*H e *C), RMN 2D (COSY 'H-'H, HMQC e HMBC), espectrometria de massas (EM),
espectroscopia de dicroismo circular (DC) e polarimetria (RESENDE, 2007; RESENDE et
al., 2011).
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Figura 4 - Substancias isoladas da Trichilia catigua: epicatequina (17), procianidina B2 (18),
procianidina B4 (19), procianidina C1 (20), cinchonaina lla (21), Ilb (22) e apocinina E (23) Fonte:
RESENDE et al., 2011.
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Foi realizada investigacédo fitoquimica dos extratos dos frutos de T.elegans e T.
catigua. A partir do extrato hexénico dos frutos deT. elegans foram isoladas e identificadas
as substancias cumarinas: escoporona, escopoletina, umbeliferona e na identificacdo da
mistura dos esteroides:B-sitosterol, estigmasterol, campesterol e sitostenona. Enquanto que
no extrato metandlico de T. catigua foram isoladas e identificadas as substancias
limonoides: cedrelona (25), angolensato de metila (26) e mistura epimérica de fotogedunina
(27 e 28) (Figura 5)(MATOS et al., 2009).

" COOMe

Cedrelona (25) Angolensato de metila (26)

Mistura epimérica de fotogedunina
H-23a(27)
H-23 p(28)
Figura 5 - Substancias isoladas a partir do extrato metandlico de Trichilia catigua. Fonte: MATOS et
al., 2009.

Um estudo de controle de qualidade farmacognéstico utilizando cascas de catuaba,
lotes oriundos de Caetité (Bahia) e de Maringa (Parand), confirmou a presenca das classes
de flavonoides, antracénicos, taninos e saponinas, e auséncia de alcaloides, mucilagens,
cumarinas e 6leos essenciais. Verificou-se que as duas amostras possuem composi¢do
parecida, com teor de taninos 10,3 % (Parana) e 12,5 % (Bahia) e teor de saponinas 21,4 %
(Parana) e 17,4 % (Bahia) (OLIVEIRA et al., 2011).

Beltrame e colaboradores (2004) desenvolveram um método para realizar o controle
de qualidade de amostras comerciais “Catuaba” (Anemopaegma arvense Juss.
Bignoniaceae X T. catigua). Os autores utilizaram uma tintura hidroalcodlica das cascas de
T.catigua padrdo para a obtencdo de um perfil cromatografico por CLAE empregando:
coluna Hyperisil C18 (15 x 0,45 cm) e como eluente, um sistema gradiente de agua:metanol

e deteccdo ultravioleta acoplado ao espectrdmetro de massas (EM). As analises dos
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cromatogramas demonstraram que as trés amostras comerciais de "Catuaba" pertencem a
espécie T.catigua.

Beltrame e colaboradores (2006) também desenvolveram um método para a
guantificacdo de cinchonaina Ib para ervas medicinais comercializadas como Catuaba no
Brasil. O extrato hidroalcodlico preparado a partir das cascas T.catigua foi avaliado por meio
de CLAE usando um detector de arranjo de diodos.

Um método espectrofotométrico para quantificagcdo dos fendis totais das cascas de
T. catigua também foi desenvolvido para controlar a qualidade das drogas vegetais
(RABELOet al., 2013).

Para avaliacdo da qualidade de T.catigua, Longhini e colaboradores (2013)
desenvolveram e validaram um método por CLAE com detecc¢do de arranjo de diodos para a
guantificacdo simultdnea de compostos fendlicos: procianidina B2, epicatequina,
chinchonainas la, Ib, lla, llb, catequina, e acido clorogénico. Um sistema cromatografico
adequado foi selecionado, utilizando colunas Gemini C18 e Luna PFP (2) e como fase moével
um sistema gradiente com metanol: acetonitrila e agua (75:25; v,v) contendo 0,05% de acido
trifluoracético (TFA).

Lonni e colaboradores (2012) realizaram desenho estatistico da mistura de agua,
metanol, acetona e etanol para extrair o material das cascas de T. catigua. Os autores
realizaram andlise por CLAE-DAD das misturas. Na mistura de acetona-metanol-agua-
etanol (1:1:1:1; v/v), verificaram a presenca de cinchonainas, derivados de acido galico,
polifendis, flavonoides, catequinas e epicatequinas. Este estudo indicou que as misturas
guartenarias com proporcdes similares aos solventes, resultaram em maiores rendimentos

do extrato bruto, de polifendis totais e maior capacidade antioxidante.

2.2 ASPECTOS QUIMICOS
2.2.1 Substancias fenélicas

Substancias fendlicas constituem um extenso grupo de metabdlitos secundarios
amplamente distribuidos nas plantas, sdo derivados da fanilalanina e tirosina. Incluem
moléculas simples a moléculas com alto grau de polimerizagdo. Podem ser encontrados na
forma livre ou ligados a proteinas e acucares. Geralmente sdo formados sob condigfes de
estresse vegetal, como contaminagdes por patdgenos, radiagdo UV, ferimentos, entre outros
(BRAVO, 1998; NACZK & SHAHIDI, 2004).

A estrutura quimica basica possui um anel aromético, com pelo menos um
grupamento hidroxila. S&o formados pela rota biossintética do acido chiquimico e via

acetato-malonato. S&o classificadas em fendis simples, acidos fendlicos, cumarinas,
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flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas
(CARVALHO et al., 2007; SOUSA et al., 2007).

Possuem atividade antioxidante, antiviral, antifingica e antibacteriana. Nos vegetais,
auxiliam na protegdo contra herbivoros e insetos e possuem atividade alelopéatica. Também
contribuem para coloracdo, odor e sabor das plantas, sendo utilizados como flavorizantes
em nivel industrial (PROENCA da CUNHA et al., 2003; CARVALHO et al., 2007).

A estrutura quimica e propriedades redutoras condicionam a atividade antioxidante,
sequestrando radicais livres e quelando metais de transi¢cdo, impedindo também a
propagacdo do processo oxidativo. Os produtos formados pela acdo antioxidante sao
relativamente estaveis devido a ressonancia do anel aromatico dos fendlicos (HASLAM,
1996; SOARES, 2002; CHUN et al., 2005).

O método mais utilizado para quantificacdo de fendis totais faz uso do reagente de
Folin-Ciocalteu, que formam um complexo de intensa coloracdo na presenca de agentes
redutores, como os compostos fendlicos, permitindo a quantificacdo (IKAWA et al., 2003;
NACZK & SHAHIDI, 2004).

2.2.2 Taninos

A palavra tanino foi utilizada pela primeira vez por Seguin, em 1796, para definir o
principio adstringente da casca de carvalho que possuia a propriedade de combinar com as
proteinas da pele dos animais e torna-la imputrescivel e resistente a agua fervente (COSTA,
2002). Foram definidos por Bate-Smith e Swain,em 1957,como compostos fendlicos sollveis
em agua e peso molecular compreendido entre 500 e 3000 Daltons e por apresentar
capacidade de precipitar alcaloides, gelatina e outras proteinas (HASLAM, 1989; HASLAM,
1996; SANTOS & MELLO, 2004).

Os taninos sdo classificados de acordo com sua estrutura quimica em dois grupos:
taninos hidrolisaveis e taninos condensados (COSTA, 2002; SANTOS & MELLO, 2004).

Os taninos hidrolisaveis séo ésteres de &cidos fendlicos, geralmente de acido galico
e de outros relacionados. Consideram-se 0s subgrupos dos galotaninos e dos elagitaninos
(KHANBABAEE, 2001; COSTA, 2002).

Taninos condensados também sédo chamados de proantocianidinas. Eles sdo muito
mais resistentes a hidrolise, formados pela policondensacdo de duas ou mais unidades
flavan-3-ol e flavan-3,4-diol (SANTOS & MELLO, 2004).

A ocorréncia dos taninos condensados e hidrolisdveis segue padrbes diferentes.
Enquanto os taninos hidrolisaveis estdo praticamente restritos as Choripetalae e das
dicotileddneas, os taninos condensados ocorrem em gimnospermas e angiospermas
(SANTOS & MELLO, 2004).
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De acordo com Haslam (1996), acredita-se que as propriedades farmacolédgicas dos
taninos devem-se pelo menos a trés caracteristicas gerais que sdo comuns, em maior ou
menor grau, aos dois grupos, condensados e hidrolisaveis: complexag¢do com ions metalicos
(ferro, cobre, manganés, aluminio, aluminio, entre outros); atividade antioxidante e
sequestradora de radicais livres; e habilidade de complexacdo com proteinas e
polissacarideos.

A maior parte das propriedades biolégicas dos taninos esta relacionada a
possibilidade de formar complexos com macromoléculas, como o caso das proteinas
(enzimas digestivas, proteinas digestivas, proteinas fungicas ou virais). As ligacdes podem
ser de natureza reversivel ou irreversivel (CUNHA et al., 2003).

O uso clinico dos taninos, embora reduzido, deriva da sua afinidade para os
compostos proteicos. Internamente tém efeito antidiarreico, ja por via externa exercem efeito
impermeabilizante e vasoconstritor sobre os capilares superficiais, limitando a perda de
fluidos e impedindo agressbes extrinsecas. Possuem acdo antisséptica (antibacteriana e
antifingica) favorecendo a regeneracao dos tecidos no caso de feridas ou queimaduras
(CUNHA et al.,, 2003). Podem ser utilizados também para tratamentos de reumatismo,
hemorragia, problemas renais e do sistema urinario, processos inflamatério em geral, entre
outros (SANTOS& MELLO, 2004).

2.2.2.1 Taninos condensados

Taninos condensados sdo metabdlitos secundarios derivados do chiquimato, estao
amplamente distribuidos em plantas lenhosas. Esta classe de compostos também pode ser
denominada de proantocianidinas, pois ap6s a degradacdo dos taninos condensados com
acido mineral diluido a quente, produzem pigmentos avermelhados da classe das
antocianidinas, tais como cianidina e delfinidina (SANTOS & MELLO, 2004).

Os taninos condensados podem apresentar-se como oligdbmeros ou polimeros
polihidroxilados, formados por unidades de catequina e/ou epicatequina com ligagées 4—6
ou 4—-8 (figura 6). Sendo que os acoplamentos 4—8 sdo os mais favorecidos
estereoquimicamente (SCHOFIELD et al.,, 2001; KHANDABABAEE & VAN REE, 2001,
TOLEDO, 2002; QUEIROZ, 2002).
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A
Figura 6 - Exemplos de proantocianidinas diméricas (A- epicatequina-(4f—8)-catequina; B-

epicatequina-(4p—6)-catequina.

Proantocianidinas estdo presentes em plantas como misturas complexas de
polimeros com um grau médio de polimerizacdo entre 4 e 11. As fontes de alimentos que
apresentam predominancia de taninos condensados sao vinho tinto, cha, chocolate e frutas
como uva, macgas e peras (SCALBERT &WILLIANSON, 2000).

Séo classificados de acordo com seu padrao de hidroxilacdo em varios subgrupos,
incluindo procianidina, prodelfinidina, propelargonidina, profisetinidina, prorobinetinidina,
proguibourtinidina, proteracacinidina e promelacacinidina (quadro 1, figura 7) (COS et al.,
2004; SANTOS & MELLO, 2004).

Rs
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Figura 7 - Estruturas dos mondmeros basicos de taninos condensados. Fonte: SANTOS & MELLO,
2004.
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Quadro 1 - Grau de hidroxilagdo nos anéis A e B dos monémeros basicos de taninos condensados.
Fonte: SANTOS & MELLO, 2004.

Proantocianidina  Monbmero Substituinte
Tipo
Nome trivial R1 R2 RS3 R4

Prodistenidina Distenina H H H H

Properlargonidina Afzelequina H H OH H
A

Procianidina Catequina H OH OH H

Prodelfinidina Galocatequina H OH OH OH

Proguibourtinidina Guibourtinidol H H OH H

Profiseinidina Fisetinidol H OH OH H
B Probinetinidina Robinetinidol H OH OH OH

Proteracacinidina Ortina OH H OH H

Promelacacinidina Mesquitol OH OH OH H

As proantocianidanas apresentam varias atividades como: antioxidante, anti-
inflamatoéria, antitumoral, antillcera, antidiarreico, antiviral, antimicrobiana sobre
Helicobacter pylori e efeitos cardiovasculares (HASLAM et al., 1996; DE BRUYNE et al.,
1999; SANTOS& MELLO, 2004; PASTENE et al., 2009b).

De acordo com Cunha e colaboradores (2003) estudos demonstraram as
potencialidades dos taninos, particularmente as proantocianidinas oligoméricas, na inibi¢cdo
da peroxidagdo lipidica, como bloqueadores de radicais livres e da formacdo do ion
peroxido. Estes estudos destacaram a importante contribuicdo das procianidinas

oligoméricas em uma terapéutica similiar a flavonoides.
2.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS E FARMACOLOGICAS DE Trichilia catigua

Estudo realizado por Vaz e colaboradores (1997) demonstrou o efeito antinociceptivo
do extrato hidroalcoolico da catuaba no modelo experimental de contracdo abdominal
induzida por &cido formalina. Esta atividade farmacoldgica foi confirmada por Viana e
colaboradores (2011) utilizando modelos experimentais de placa de aquecimento, contrag&o

abdominal induzida por acido acético e hiper nocicepcao induzida por carragenina.
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Calixto e Cabrini (1997) investigaram a acéo vasodilatadora do extrato hidroetandlico
de T.catigua e comparou com a agédo acetilcolina. O experimento foi realizado em anéis da
aorta toracica de ratos e em artéria pulmonar e mesentérica de coelhos, pré-contraidas com
noradrenalina ou fenilefrina. O extrato da catuaba apresentou efeito vasorelaxante da aorta
de ratos nas concentracées entre 1 a 3000 pg/ml.

Um estudo utilizando catuaba foi realizado para investigar o relaxamento do corpo
cavernoso isolado de coelhos. O extrato provocou um efeito de relaxamento dose
dependente de longa duracdo. O relaxamento produzido ndo foi significativamente inibido
pela infusdo de 10 um de N-nitro-Larginina metil éster, o inibidor da sintese de éxido nitrico.
A infusdo de 10 uym de inibidor soluvel da guanilatociclase reduziu em mais de 50% o
relaxamento induzido pelo extrato. O extrato hidroetandlico de T.catigua (1-100 mg) ndo
causou aumento significativo da liberagcdo do nucleotideo AMP ciclico acima dos niveis
basais. Sendo assim, o efeito relaxante do extrato em corpo cavernoso isolado de coelho
nao parece ter relacdo com a liberacdo de 6xido nitrico (ANTUNES et al., 2001). O que
também foi verificado por Kletter et al. (2004).

Pizzolatti e colaboradores (2002a) verificaram a atividade citotoxica dafracéo
diclorometano e aquosa do extrato etandlico da catuaba contra formas epimastigotas e
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi.

Além disso, 0 mesmo grupo avaliou a atividade antimicrobiana das flavolignanas,
cinchonainas la e Ib, isoladas da fracdo acetato de etila das cascas de T. catigua. Estas
flavolignanas apresentaram atividade antibacteriana sobre Bacillus cereus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus (PIZZOLATTI et al., 2002b).

A atividade inseticida a partir do extrato organicos dos frutos deT. eleganse das
sementes de T. catigua foi avaliada sobre Spodoptera frugiperda, uma das principais pragas
da cultura do milho. Os extratos hexanico e metandlico dos frutos T. elegans apresentaram
forte atividade inseticida, enquanto os extratos hexanico, metandlico e hidrometandlico de
sementes deT. catiguaapresentaram mortalidades larvais moderadas (MATOS et al., 2009).

Barbosa e colaboradores (2004) verificaram que o extrato hidroalcéolico da casca da
T. catigua na concentracdo de 120 pg/ml inibe a atividade de plaquetas fosfolipase A2,
assim sugerem-se propriedades antiinflamatorias. Isto pode ser explicado devido as drogas
gue inibem plaguetas fosfolipase A2 (PLA.), bloqueiam as vias metabdlicas das enzimas
ciclo-oxigenases na cascata do acido araquiddnico (AA), podendo ser efetivas no tratamento
dos processos inflamatérios.

Campos e colaboradores (2005) avaliaram possiveis efeitos antidepressivos em duas
espécies de roedores (ratos e camundongos), utilizando o método in vivo (teste do nado
forcado) e in vitro (recaptacdo da monoamina e liberagdo em preparagdes sinaptossomais)

com extrato hidroalcodlico da catuaba. O tratamento oral agudo com o0 extrato produziu
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efeitos antidepressivos no modelo da natacdo forcada em ambas espécies de roedores. Na
atividade in vitro em preparacdes sinaptossomais no cérebro de rato o extrato de catuaba
inibiu a absorgcéo e aumentou a liberacdo da serotonina de forma dose dependente.

Tang e colaboradores (2007) investigaram atividade antioxidante das substancias
isoladas e identificadas da T. catigua: catiguanina A, catiguanina B, cinchonainasla, Ib, Ic e
Id. Estas substancias apresentaram atividade no teste de eliminagéo de radicais 2,2-difenil-
1-picril-hidrazil (DPPH), com valores de ICs, na faixa de 2,3-9,4 pg. O extrato bruto
acetona:agua (7:3; v/v) e os compostos isolados (epicatequina, procianidinas B2, B4 e C1,
cinchonainasla, Ib, Ilb e lla) também demonstraram capacidade antioxidante in vitro,
utilizando as técnicas de sequestro do DPPH e reducdo do ferro (RESENDE, 2007;
RESENDE et al., 2011).

Kamdem e colaboradores (2012a) verificaram que o extrato etandlico e as fracbes
butandlica, acetato de etila e diclorometano das cascas de T. catigua apresentam atividade
antioxidante in vitro em diferentes modelos bioldgicos e quimicos. Os autores sugerem que
esta atividade pode ser atribuida em partes aos flavonoides e compostos fendlicos
presentes nos extratos de plantas.

Foi realizado um estudo para avaliacdo pré-clinica dos extratos acetdnicos de T.
catigua sobre o sistema nervoso central de ratos. Verificou-se que a fracdo acetato de etila
apresentou efeito antidepressivo e uma melhora na meméria dos camundongos. Observa-se
também que esta fracdo apresentou significativa atividade antioxidante in vitro. A atividade
antioxidante da fracdo acetato de etila, bem como os seus efeitos farmacolégicos podem
estar relacionadas com a presenca de polifendis e taninos (CHASSOT et al., 2011).

Bonassoli e colaboradores (2012) demonstraram que a administracao subcrénica de
400 mg/kg da fracdo acetato de etila de T.catigua em ratos Swiss promoveu efeitos
antidepressivos e contribuiram para o aumento da proliferagdo de células do hipocampo em
camundongos. Os modelos experimentais utilizados foram o teste de natagédo forcada e
ensaio de suspensao da cauda.

Kamdem e colaboradores (2012b) investigaram as propriedades neuroprotetoras do
extrato etandlico deT. catigua em fatias de hipocampo dos ratos submetidas a 2 h de
privacdo de oxigénio glicose (POG) seguido por 1 h de reperfusdo. Os resultados indicaram
gue a planta deve ser usada como preventivo e ndo como um agente de cura contra danos
cerebrais. Os autores sugeriram que o efeito protetor do extrato T. catigua pode ser o
resultado da acdo sinérgica de compostos deste extrato da planta.

Os efeitos da catuaba também foram avaliados sobre o sistema reprodutor de ratos
machos e fémeas, bem como alterag6es de comportamento apés tratamento diario com 400
mg/kg de extrato bruto. Os pesquisadores verificaram que o extrato de T. catigua néo

resultou em variagbes comportamentais nos ratos, porém pode apresentar toxicidade ao
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embrido durantes as primeiras etapas de gestacdo, e ndo demonstrou alteracoes
significativas no sistema reprodutor dos machos (SANTOS et al., 2015).

Estudos realizados por Espada e colaboradores (2015) verificaram que o extrato
bruto e as fragbes aquosa e acetato de etila das cascas de T. catigua, interferiram na fase
inicial da replicacdo do poliovirus tipo 1 e apresentaram efeito sinérgico comparavel ao
aciclovir para Herpes Simplex tipo 1, em células HEp-2, demonstrando que os extratos séo

promissores ao desenvolvimento de drogas antivirais.
2.4 MICRO-ORGANISMOS DE INTERESSE CLINICO

2.4.1 Helicobacter pylori

A Helicobacter pylori foi isolada pela primeira vez da mucosa gastrica do ser
humano, em 1982, por Barry Marshall e Robin Warren, dois pesquisadores australianos.
Esta bactéria originariamente foi denominada como OGLO (gastric Campylobacter like
organism). ApGs recebeu os nomes de Campylobacter pyloridis, C. pyloricus e C. pylori, e
em 1989 recebeu o nome definitivo de Helicobacter pylori (TRABULSI & ALTERTHUM,
2008). No ano de 2005, Marshall e Warren receberam o prémio Nobel em medicina pela
descoberta da bactéria e sua associacdo a Ulceras pépticas e gastrite (THE NOBEL PRIZE,
2005).

Helicobacter pylori € uma bactéria Gram-negativa, espiralada, microaerofilica e com
extremidades arredondadas nas bidpsias gastricas (GOODWIN et al., 1987; DUNN et al.,
1997). Este micro-organismo infecta a mucosa gastrica aproximadamente da metade da
populacdo do mundo e tem sido associado a uma série de doencas com significante
morbidade e mortalidade (DUNN et al., 1997; AGUILAR et al., 2001;VALLSTROM, 2009).

Os principais fatores de viruléncia da H. pylori sdo a urease, citotoxina vacuolar VacA
e citotoxina associada ao gene (CagA). Deste modo, os individuos infectados com estirpes
gue expressam esses fatores de viruléncia provavelmente desenvolvem uma grave
inflamacdo (DUNN et al., 1997; AGUILAR et al., 2001).

Esta infeccdo progressivamente ocasiona uma inflamacdo da mucosa gastrica
levando todos os individuos infectados ao desenvolvimento do quadro de gastrite, embora
normalmente clinicamente assintomaticos. O progresso em direcdo a gastrite superficial
cronica caracteriza-se por infitracdo de neutréfilos, células B, células T, linfocitos,
macrofagos e células plasmaticas. Cerca de 10-20% dos individuos infectados pela H. pylori
desenvolvem Ulcera péptica, sendo 1 a 2% cancer gastrico (VALLSTROM, 2009).

A terapia tripla (amoxicilina, claritromicina e um inibidor da bomba de proétons) ou a
terapia quédrupla (amoxicilina, claritromicina, inibidor da bomba de prétons e bismuto) tém
sido recomendada como tratamento (MALFERTHEINER, 1997; MEGRAUD, 2004:
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COELHO& ZATERKA, 2005). No entanto, este tratamento pode falhar por varias razées,
principalmente a resisténcia da H. pylori a um dos antibiéticos utilizados (MEGRAUD, 2004).

Assim, levando em consideracdo as elevadas taxas de resisténcia de H. pylori aos
antibiéticos, insurge a necessidade na busca de novas alternativas de tratamento
(MEGRAUD, 2004).

2.4.2Enterococcus faecium

O género Enterococcus € composto de micro-organismos Gram-positivos
encontrados isolados, em pares ou cadeias curtas. Nao formam esporos, sao anaerdbios
facultativos e catalase nagativa (TEIXEIRA & MERQUIOR, 2013). S&o comuns no trato
gastrointestinal de seres humanos e animais, apesar de causarem infeccbes, sdo
considerados como agentes patogénicos secundarios. Seu representante mais comum € o
Enterococcus faecallis, no entanto, o nimero de infec¢des sistémicas por E. faecium tém
crescido (TIMMERS et al., 2002; MURDOCH et al., 2002; TAKAHASHI et al., 2002).

Nas ultimas 2 décadas, E. faecium emergiu como um patégeno multi-resistente
nosocomial causando bacteremia, endocardite, infeccbes no trato urinario, entre outros.
E.faecium é intrinsecamente resistente a varios antibiéticos clinicamente importantes e
adquiriu recentemente resisténcia a vancomicina, a daptomicina, e linezolida (ARIAS &
MURRAY, 2012). Estdo presentes em niveis relativamente baixos em seres humanos
saudaveis, porém podem se tornar proeminentes em pacientes internados, presumivelmente
como consequéncia da terapia antimicrobiana, que altera a microbiota normal do intestino,
provendo um ambiente adequado a proliferacdo dessa bactéria (GILMORE & FERRETTI,
2002; BRANDL et al., 2008; UBEDA et al., 2010; PALMER & GILMORE, 2010).

No passado, as infeccbes enterococicas hospitalares eram predominantemente
causadas por E. faecallis, porém desde 1990 o numero de casos de E. faecium tem
aumentado, sendo atualmente tdo comuns quanto o E. faecallis (HIDRON et al., 2008). Um
importante fator para o aumento das infec¢cbes por essa bactéria € a capacidade de
adaptacdo, incluindo elementos genéticos que determinam a resisténcia aos antibidticos
(GALLOWAY-PENA et al., 2009).

E. faecium resistente a vancomicina (EFRV) foi primeiramente reportado em
unidades hospitalares em 1980. Tal resisténcia € tipicamente mediada pelos genes VanA e
VanB (ARTHUR et al., 1996; WILEMS et al., 2005). Durante a ultima década, EFRV tem
emergido como um importante fator de infec¢cBes nosocomiais, especialmente em pacientes
imunocomprometidos, sendo de dificil tratamento gerando endemias em muitos hospitais
dos Estados Unidos e alguns paises da Europa (GRAYSON et al., 1991; MURRAY, 2000;
LEAVIS et al., 2003).


https://gbe.oxfordjournals.org/content/5/8/1524.full#ref-19
https://gbe.oxfordjournals.org/content/5/8/1524.full#ref-14
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2.4.3Escherichia coli

A Escherichia coli foi primeiramente isolada em 1885 por Theodor Escherich, no qual
foi denominada primeiramente de Bactéria coli (ESCHERICH & BETTELHEIM, 1988). O
nome Escherichia coli foi reconhecido somente em 1954 (COWAN, 1954). E um micro-
organismo comensal do trato gastrointestinal, entretanto é patogénico aos demais sitios do
organismo, principalmente trato urinario, corrente sanguinea e sistema nervoso central
(KAPER et al., 2004; COXEN & FINALY, 2010).

E. coli € uma bactéria Gram negativa de forma esférica e oxidase negativa,
pertencente a familia Enterobacteriaceae. Cresce preferencialmente a 37°C tanto em
condicdes aerGbias como anaerbbias, sendo facilmente isolada de amostras fecais
(NATARO & KAPER, 1998; WAG et al., 2003; DEBROY et al., 2011).

2.4.4 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas séo bacilos Gram negativos aerébios ndo fermentadores, comuns ao
solo, agua e ambientes Umidos. A espécie mais frequente associada a doencas em seres
humanos é a Pseudomonas aeruginosa, agente patogénico oportunista, que causa
infeccbes em praticamente todos os tecidos em pacientes imunodeficientes. Possui
resisténcia inata a diversos agentes antimicrobianos (GREENWOOD et al., 2007; KERR &
SNELLING, 2009).

E o patdgeno causador de pneumonia nosocomial mais comum nos Estados Unidos
(GAYNES & EDWARDS, 2005; STREIT et al., 2004; HIDRON et al., 2008). Os indices de
infeccdes por micro-organismos Gram negativos resistentes continuam a subir em todo o
mundo e as opc¢des de tratamento estdo cada vez mais limitadas. A P. aeruginosa apresenta
resisténcia principalmente devido a baixa permeabilidade da parece celular e bomba de
efluxo (LAMBERT, 2002; TAM et al., 2010; BREIDENSTEIN et al., 2011).

2.4.5 Staphylococcus aureus

Os Staphylococcus sdo cocos Gram positivos, catalase positivos, iméveis, nao
esporulados. Apresentam-se de forma isolada, pares ou cadeias. Foram descritos pela
primeira vez em 1880 pelo cirurgido escocés Alexandre Ogston e atualmente é um dos
micro-organismos mais comuns (KONEMAN et al., 2001; CASSETARI et al.,, 2005;
TRABULSI & ALTHERIUM, 2005).

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcae, possui 33 espécies.
Geralmente fazem parte da microbiota normal do ser humano. A espécie de maior interesse
médico, principalmente em ambiente nosocomial, € o S. aureus (KONEMAN et al., 2001,
CASSETARI et al., 2005).



41

S. aureus é uma das principais causas de bacteremias e endocardite infecciosa, bem
como osteoarticular, pele e tecidos moles, pleuropulmonar e infeccdes relacionadas a
dispositivos médicos (WERTHEIM et al., 2005; HOWDEN et al., 2010).

2.4.6 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis € uma bactéria ndo patogénica Gram positiva, aerébia, comumente
encontrada no solo, agua e em plantas. Constituem uma importante fonte de producao de
enzimas com interesse industrial, como amilases e proteases em grandes quantidades, bem
como a producdo de antibiéticos. Também é muito utilizada na producdo de graos
fermentados de soja, na culinaria tipica japonesa (HARWOOD, 1992).

S&o capazes de formar esporos latentes, fazendo com que sejam resistentes a
condigbes extremas, podendo ser facilmente armazenados (PIGGOT & HILBERT, 2004).
Também sdo capazes de produzir uma variedade de compostos biologicamente ativos e
biofilmes, sendo Uteis como agente de controle biolégico. (BRANDA et al., 2001; HAMON &
LAZAZZERA, 2001; BAIS et al., 2004).

2.4.7 GéneroCandida

Com o aumento na populacdo de individuos imunocomprometidos, infeccdes
fungicas tornaram-se um problema crescente. A complexidade de diagnéstico e a
resisténcia a medicamentos sdo de grande preocupacdo, pois a disponibilidade de farmacos
para o tratamento € bem menor quando comparado a infeccbes bacterianas e virais
(BLANCO & GARCIA, 2008; MICHELI & LEE, 2011).

Infec¢gBes fungicas podem originar varias doencas, sendo elas locais, superficiais,
alérgicas ou sistémicas, sendo esse Ultimo particularmente grave (RICHARDSON, 2005).

A mortalidade associada a infec¢des fungicas em adultos € em média de 14,5 a 49%,
sendo que a Candida albicans é responsavel por cerca de 50% dos casos das candidemias
(PERLROTH et al., 2007; PFALLER & DIEKEMA, 2007).

A incidéncia de infecgbes flangicas graves tem aumentado desde 1980,
especialmente em pacientes imunocomprometidos, hospitais, neonatos e idosos
(ARENDRUP et al., 2005; ESPINEL-INGROFF et al., 2009).

Pertencentes a familia Candidaceae, os fungos do género Candida podem ser
encontrados em plantas, no solo, ambientes aquaticos e animais. Mais de 200 espécies do
género ja foram relatadas, sendo que cerca de 20 sdo considerados agentes etioldgicos de
varias patogenias em humanos (NGUYEN et al., 2007;PFALLER et al., 2007; WANG et al.,
2008;BOUZA & MUNOZ, 2008; MEAN et al., 2008; CHEN et al., 2009; HA et al., 2010;
NUCCI et al., 2010).

S&0 micro-organismos encontrados na forma leveduras, podendo apresentar formas

filamentosas (pseudohifas ou hofas verdadeiras). As infeccbes sao normalmente
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enddgenas, mas também pode ocorrer transmissao por contato ou relagdes sexuais (COL et
al., 2009). Sdo encontrados na mucosa oral, gastrointestinal e vagina, fazendo parte da
microbiota normal do ser humano (SHAO et al., 2007).

Dentre os 20 agentes etiol6gicos, 5 sdo considerados responsaveis por mais de 95%
das infecgbes, sendo eles: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei
(TORTORANO et al., 2006; FALAGAS et al., 2010; HA et al., 2010; NUCCI et al., 2010).

Entre os fatores que contribuiram para o aumento das candidemias, destacam-se o
aumento no nuamero de pacientes imunocomprometidos que fazem uso de cateteres e
nutricdo parenteral, quimioterapia, transplantes, utilizacdo de antibiéticos de amplo espectro,
AIDS, entre outras. Os micro-organismos do género Candida sdo considerados como 0s
principais causadores de infec¢bes nosocomiais em todo o0 mundo (ORTEGA et al., 2011).

A patogenicidade dos fungos dessa espécie é atribuida aos fatores de viruléncia,
como adesao, formacédo de biofilme, tubo germinativo e a producédo de enzimas hidroliticas
gue danificam os tecidos, como proteases, fosfolipases e hemolisinas (SILVA et al., 2011b).

As espécies C. parapsilosis e C. tropicalis sdo de particular importancia no Brasil,
pois a frequéncia de isolamento de ambas sdo bem proximas, variando de acordo com a
regido do pais. Ambas séo consideradas como as segundas espécies mais frequentemente
isoladas, sendo que em alguns chegam a ultrapassar a C. albicans, fungo de maior
prevaléncia (COLOMBO et al., 2006; HINRICHSEN et al., 2008; ROTA, 2009; BRUDER-
NASCIMENTO et al., 2010).

C. albicans é um fungo dimaérfico, que cresce como levedura a 30°C e na forma
filamentosa ou hifas a 37°C. Sdo geralmente encontradas na epiderme sob a forma de
leveduras, enquanto que a C. albicans patogénica na derme e O0rgaos sistémicos existem
predominantemente como pseudohifas (GOW et al., 2012).

Estima-se que cerca de 75% das mulheres sofreram pelo menos um episodio de
candidiase vulvo vaginal na vida (SOBEL, 2007). Apesar da frequéncia e morbidade
associadas, infecgdes superficiais por C. albicans ndo séo letais (PFALLER & DIEKEMA,
2010).

Candida albicans é um fungo oportunista que faz parte da microbiota normal do ser
humano, pode permanecer no trato gastrointestinal por longos periodos de tempo na forma
ndo patogénica. No entanto, alteracdes no sistema imune e na microbiota normal do
hospedeiro podem causar aumento da proliferagdo, levando ao desenvolvimento de
patogenias. E considerada a espécie de maior prevaléncia em infecgbes fangicas (RUIZ-
SANCHEZ et al., 2002).

Para o estabelecimento da infec¢do, a C. albicans utiliza varias estratégias para
driblar o sistema de defesa do hospedeiro, como a producédo de adesinas, formacgédo de hifas

e a secrecao de enzimas hidroliticas (TSAI et al., 2013).
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A C.tropicalis € uma levedura ascomiceta diploide oportunista que coloniza varios
locais anatomicamente distintos como pele, trato gastrointestinal, geniturinario e também
respiratdrio (BIASOLI et al., 2002; BASU et al., 2003; OKSUZ et al., 2007).

A C. tropicalis € uma das trés espécies ndo Candida albicans mais comumente
isoladas. Estudos epidemioldgicos realizados em 12 unidades de saude do Brasil apontaram
como a segunda mais frequente, sendo responsavel por 33 a 48% dos casos de
candidemias, especialmente em pacientes cateterizados, que fizeram uso de antibidticos de
amplo espectro ou com cancer (COLOMBO et al., 2007;MIRANDAet al, 2009; PAHWA et al.,
2014).

Essa espécie tem a habilidade rapida de desenvolver resisténcia ao fluconazol,
sendo que o aumento do uso desse medicamento é considerado como um dos responsaveis
pelo crescente, e preocupante, aumento de candidemias causadas por C. tropicalis (YANG
et al., 2004; GIRI & KINDO, 2012).

Varios fatores de viruléncia sdo responsaveis pelas infeccbes causadas por C.
tropicalis, entre eles a habilidade de aderéncia e formacdo de biofilme em dispositivos
médicos e a producao de proteinases (NEGRI et al., 2011; DEORUKHAR et al., 2014).

A espécie C.parapsilosis, da mesma forma que as anteriormente citadas, também é
comensal ao ser humano, sendo mais frequentemente isolada das mdaos e trato
gastrointestinal. A presenca desse fungo nas maos contribui para infeccbes horizontais,
principalmente em unidades de terapia intensiva de neonatos (SAIMAN et al.,, 2001,
LUPETTI et al., 2002; BONASSOLI et al., 2005; HERNANDEZ-CASTRO et al., 2010).

As infec¢cBes causadas por C. parapsilosis correspondem a um terco das infec¢des
por Candida em neonatos, com uma taxa de mortalidade de aproximadamente 10%. As
razdes para a predilecdo dessa espécie em neonatos ndo sao claras, mas a formacéo de

biofilme e adeséo a materiais hospitalares podem ser determinantes (PAMMI et al., 2014).

2.4.8 Fungos dermatéfitos

Dentre as infec¢des fungicas, as micoses cutaneas sdo as mais comuns, sendo
causadas principalmente por fungos dermatéfitos. Tais fungos sdo classificados em trés
géneros: Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton, sendo também divididos em
zoofilicos, geofilicos e antropofilicos. Cerca de 30 espécies de dermatéfitos ja foram
identificadas em humanos (WHITE et al., 2008).

A transmissdo ocorre através de contato direto com individuos ou animais
contaminados e também de forma indireta. As infec¢des sédo normalmente superficiais e de
sintomas brandos, principalmente na pele e unhas. Geralmente ndo ocorre penetragéo

desses fungos em tecidos e 6rgdos internos, porém, em pacientes imunocomprometidos


http://femsre.oxfordjournals.org/content/36/2/288.full#ref-31
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pode haver infeccéo profunda com formacéo de granulomas (DEGREEF, 2008; RODWELL
et al., 2008).

Estima-se, segundo a Organizacao Mundial de saude, que os dermatofitos afetam
25% da populacdo mundial, sendo que de 30 a 70% dos adultos sdo portadores
assintométicos (SEEBACHER et al., 2008).

O tratamento de infec¢cbes flungicas causadas por dermatofitos é geralmente longo e
oneroso, o que diminui a taxa de adesao dos pacientes. Os principais farmacos utilizados
pertencem a classe das alilaminas e az6is (GUPTA & COOPER, 2008).

Trychophyton rubrum é o principal fungo causador de dermatofitoses, principalmente
em casos de tinea corporis. E um agente oportunista que causa infecgdes geralmente em
pacientes com hipercortisolismo (DIAS et al., 2013; SENA et al., 2015). T. mentagrophytes é
responsavel por cerca de 10% dos casos, sendo o segundo mais frequente, geralmente
provoca onicomicoses, tinea pedis, tinea corporis e também esta relacionado com
problemas dermatolégicos em animais (VENA et al., 2012).

Microsporum gypseum é um fungo dermatdfito zoofilico, associado a tinea capitis e
corporis em seres humanos. E menos frequentemente isolado que as demais espécies
citadas anteriormente, sendo principalmente relacionado a alopecia e descamacao da pele
de animais. A infeccdo em seres humanos ocorre nhormalmente por contato com o solo
contaminado com esporos do fungo (KANO et al., 2001; ZHANG et al., 2002; ROMANO et
al., 2005; HAVLICKOVA et al., 2008; ARIDOGAN et al., 2011).

2.5 ELETROFORESE CAPILAR

Métodos analiticos sdo 6timas ferramentas para controle de qualidade e avaliagdo da
autenticidade de formas farmacéuticas e matérias-primas vegetais.

A eletroforese foi primeiramente descrita por Tiselius na década de 30, que definiu a
técnica como a migracdo de espécies eletricamente carregadas em um condutor liquido, sob
a acao de um campo elétrico. Tal técnica foi denominada “eletroforese de fronteira mével” é
largamente utilizada na separacéo de biomoléculas (TAVARES, 1996).

Atualmente, a separacdo de substancias em técnicas de eletroforese se da por
diferencas de mobilidades eletroforéticas, particdo de fase, pH, tamanho molecular, ou a
combinag&o de uma ou mais dessas propriedades (KVASNICKA, 2007).

A eletroforese capilar foi implementada nos anos 80 como um método de andlise e
separacdo de substancias, complementando técnicas classicas como CLAE e CG, e teve
rapido avanco decorrido da relativa simplicidade instrumental, da variedade de formas de
separacdo e diversidade de compostos passiveis de andlise (RIGHETTI & HANCOCK,
1995; PREINERSTORFER et al., 2009).
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A técnica utiliza um capilar de silica fundida, preenchido com solucao eletrolitica,
onde as extremidades do capilar encontram-se imersas em reservatorios contendo eletralito,
onde também sao inseridos eletrodos de platina conectados a alta tenséo, para aplicacéo de
diferentes potenciais. Os detectores comumente utilizados séo por absorvancia (UV), EM e
fluorescéncia induzida por laser. A vantagem de EC em relagéo a outros métodos analiticos
€ a maior resolucéo e eficiéncia, com um tempo menor de anélise e a aplicagdo de volumes
menores de amostra (1-10 nl) e solucédo eletrolitica de trabalho (TAVARES, 1997; MELLO&
ITO, 2011).

Entre as técnicas comumente utilizadas em EC, destacam-se a eletroforese capilar
de zona (ECZ), cromatografia eletrocinética micelar (MEKC), eletrocromatografia capilar
(CEC), isotacoforese capilar (CITP), eletroforese capilar em gel (CGE) e focalizacdo
isoelétrica capilar (CIEF), sendo que as duas primeiras sdo as técnicas mais utilizadas
(SUNTORNSUK, 2002; SILVA et al., 2007; SUNTORNSUK, 2010).

A ECZ destaca-se como o método mais reprodutivel e utilizado, devido a sua
versatilidade e simplicidade de operacdo, possuindo também alto poder de separacdo e
sensibilidade (HU & MARTIN, 1999; WANG, 2000; GUTERRES, 2005). A desvantagem
dessa técnica € que ela ndo é capaz de separar analitos neutros. Neste caso aconselha-se
a utilizacdo de MEKC, no qual um surfactante com carga é acrescido a solucéo eletrolitica
na concentracdo micelar critica, gerando separacao pela diferenca no grau de particao entre
0s analitos neutros e as micelas carregadas (WEINBERGER, 1993; TAGLIARO et al., 1998;
HU & MARTIN, 1999; LINHARDT & TOIDA, 2002; LUNTE et al., 2002; GUTERRES, 2005).

Além de surfactantes, como no caso de MEKC, seletores quirais como as
ciclodextrinas (CDs) podem ser adicionadas ao tampao, a fim de otimizar separacbes de
misturas racémicas, devido a interacfes estereoespecificas entre enantibmeros e as CDs
(WEINBERGER, 1993; TAGLIARO et al., 1998; EVANS & STALCUP, 2003).

A técnica de EC ainda se encontra em estagio de desenvolvimento, porém apresenta
grande potencial de tornar-se uma ferramenta de rotina nas mais diversas areas, como
clinica, quimica e biolégica (HEEGAARD et al., 1998; TAGLIARO et al.,, 1998; HU &
MARTIN, 1999; LINHARDT & TOIDA, 2002).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho objetivou a caracterizacdo quimica da fragcdo aquosa de Trichilia

catigua. Concomitantemente, realizou-se a triagem microbiolégica do extrato bruto e fracbes

contra bactérias e fungos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir extrato e fraces semipurificadas de T. catigua;

Determinaro teor depolifendis totais e acapacidade antioxidante dos extratos de T.
catigua;

Caracterizara fracdo aquosa de T. catigua por meio de ressonancia magnética
nuclear;

Fracionamento da fragdo aquosa por cromatografia em coluna;

Desenvolver metodologia por meio de eletroforese capilar para a fracdo aquosa de T.
catigua;

Avaliara atividade antimicrobiana in vitro do extrato bruto e fracdes acetato de etila e

aquosa contra cepas bacterianas e fangicas.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIA-PRIMA VEGETAL

As cascas de Trichilia catigua A. Juss foram coletadas em maio 2011, pelo Sr. José
Maria Monteiro, na cidade de Caetité, estado da Bahia, Brasil. Uma exsicata esta depositada
sob o nimero 19.434 no Herbério da Universidade Estadual de Maringa (HUEM).

No Laboratério de Biologia Farmacéutica — Palafito, as cascas foram fragmentadas
com o auxilio de tesoura de poda manual e secas a temperatura ambiente. ApGs essa
etapa, as cascas foram colocadas em estufa de circulacdo forcada de ar aquecido a 40 °C

durante 24 h e em seguida foram cominuidas em moinhos de martelos.

4.2 SOLVENTES E REAGENTES

Todos os solventes e reagentes que foram empregados possuaim grau de pureza

pro-andlise (p.a.) das marcas Merck®, Sigma®, exceto quando especificado.

e 2,2-difenil-1-hidrazila-picril (DPPH);

e Albumina sérica bovina (BSA);

e Acetato de etila;

e Acetona,

e Acido ascorbico;

e Acido bérico;

e Acido cloridrico;

e Acido formico;

e Agar triptona de soja (TSA);

e Agar Miller Hinton;

e Agua Ultrapura (Mili-Q)- (Milipore®);

¢ Butil-hidréxi-tolueno (BHT);

e Caldo Mueller Hinton;

e Carbonato de sédio anidro;

e Claritromicina;

¢ Cloreto de magnésio;

¢ Dimetilsulféxido (DMSO);

e 1,4 Dioxano;

e Dodecilsulfato de sédio (SDS);

e Fosfato de sddio dibasico;

e Fosfato de s6dio monobdasico;

e Metanol grau HPLC;
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e Metil-B-ciclodextrina;

e [(-ciclodextrina;

e 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina;

¢ Penicilina;

e Pirogalol;

e Reagente fendlico de Folin-Ciocalteu (Dinamica®);
e Sephadex® LH-20 e G-25;

e Solucédo salina tamponada com fosfato (pH 7,7);
e Tetraborato de sodio;

e Tetraciclina;

e Trolox®;

e Vancomicina;

4.3 EQUIPAMENTOS

e Balanca analitica Marte®, modelo AY220;

¢ Balanca infravermelhode fonte halégena OHAUS®);

e Banho-maria;

e Camara contendo lampadas UV 254 e 365 nm;

e Cartucho de extracdo em fase sélida C18 ODS Agilent;

¢ Cromatofolhas de aluminio em gel de silica 60 Fzs, (Merck®) de 0,200 mm

e Espectrofotdmetro Dt-mini-2-gs®;

e Evaporador rotatério Buchi® R- 114;

e Leitor de Microplacas BioTek;

e Liofilizador Christ® Alpha 1-4;

¢ Membrana Millipore HAWP01300 0,45 um 13 mm

e Moinhos de martelos;

¢ pHmetro Digimed DM-22;

e RMN Mercury 300BB*C 75,5 MHz e 'H 300,06 MHz;

e Sistema capilar eletroforético Beckman P/ACEMDQ equipado com um detector UV-
Vis;

e Ultra-Turrax, modelo UTC115KT.
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4.4 PREPARAGCAO DE EXTRATO BRUTO E FRACAO AQUOSA

O preparo do extrato bruto das cascas secas de Trichilia catigua e a fracdo
semipurificada aquosa e acetato de etila, foi realizada de acordo com Resende (2007),
Chassot et al.(2011), Bonassoli e colaboradores (2012) e Longhini (2013).

As cascas da catuaba pulverizadas foram submetidas a turboextragdo com 12 | de
acetona-agua (7:3, v/v) durante 15 min, mantendo a temperatura inferiora 40°C. Os extratos
produzidos foram filtrados, concentrados em evaporador rotatério sob pressao reduzida e
liofilizados fornecendo o extrato bruto (EB). Em seguida, o EB (50 g) foi dissolvido em agua
(500 ml) e particionado com acetato de etila (1:1, v/v, 12 vezes), obtendo-se assim a fragédo
acetato de etila (FAE) e a fracdo aquosa (FAQ). As fragBes organica e aquosa foram

concentradas, congeladas e liofilizadas.

DROGA VEGETAL(1,2 kg)

Turbo-extracao
Acetona/dgua 7:3 (Viv)- 12|

EXTRATO BRUTO
(EB)50 g
Particao liquido-liquido
Agua:acetato de etila (0,5:0,5 I); 12X
FRACAO AQUOSA FRACAO ACETATO DE ETILA
(FAQ)36 g (FAE)13 g

Figura 8 - Fluxograma de preparacado de extratos a partir das cascas de Trichilia catigua

4.5.1 Determinacéo do teor de polifendis totais

A técnica de determinacdo de polifendis totais empregada foi a descrita na
Farmacopeia Brasileira (2010), com algumas modificacbes, na qual a droga vegetal foi
substituida pelos extratos, de acordo com os residuos secos obtidos. O procedimento foi
realizado para EB, FAE e FAQ nos quais foram pesados, respectivamente, 0,15; 0,04 e 0,10
g.

Os extratos foram transferidos para baldo volumétrico de 100 ml, completado com
agua destilada. A essa solucdo, deu-se o0 nome de solugdo-méae (SM).

Para a determinacéo de polifendis totais (PT), 5 ml da SM foram diluidos com agua

em baldo volumétrico de 25 ml. Dois mililitros desta solugéo foram transferidos com 1 ml de
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reagente fendlico de Folin-Ciocalteu (2 mol/l) e 10 ml de agua para um baldo volumétrico de
25 ml, completando-se o volume com solucdo de carbonato de sodio 10,75%. Apds 30 min
da adicdo da ultima solucdo mediu-se a absorvancia a 760 nm, empregando-se a agua
destilada como branco.

Também procedeu-se a leitura do padréo pirogalol, onde 50 mg de pirogalol foram
pesados, transferidos para um baldo volumétrico de 100 ml e dissolvidos com agua. Desta
solucéo, foram tomados 5 ml e completado para 100 ml com agua. Transferiram-se 2 ml
dessa solu¢cdo com 1 ml de reagente fendlico de Folin-Ciocalteu e 10 ml de agua para um
baldo volumétrico de 25 ml completando-se o volume com solucéo de carbonato de sodio
10,75%. A absorvancia foi determinada conforme as solucdes anteriores.

T 62,5x Al xm?2
A3 xml
PT= polifendis totais
Al= absorvancia medida
A3= absorvéancia do padrao
ml= massa da drogaem g

m2= massa do padrdo em g

4.5.2 Determinacdo da capacidade antioxidante frente ao radical 2-2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH)

Para a determinacéo da capacidade antioxidante através da reducdo do radical 2,2-
difenil-1-hidrazila-picril (DPPH), utilizou-se a metodologia descrita por Amarowicz et al.
(2004).

Os testes foram realizados com EB, FAE e FAQ, tendo sido primeiramente
determinada a faixa de trabalho de concentracéo. Para tanto foi preparada uma solugéo
mae, onde 5 mg dos extratos foram pesados e dissolvidos em 10 ml metanol,sendo
preparada uma diluicdo seriada de 500 a 0,25 pg/ml, com adic¢do do radical DPPH. Os tubos
com as concentragdes que apresentaram colorac¢des intermediarias (champanhe a amarelo
claro) foram escolhidos. As faixas de trabalho determinadas para EB, FAE e FAQ foram,
respectivamente: 0,5 a 6,5 pg/ml; 2 a 8 ug/ml e 0,5 a 6 pg/ml. Para os padrdes vitamina C e
Trolox, foram determinadas as faixas de 1 & 8 ug/ml. Foram determinadas 5 concentragfes
para a construcdo da curva de calibracao.

1 ml da solu¢cdo mée foi transferida para baléo volumétrico de 10 ml completado com
metanol, originando a solucéo 2 (50 pg/ml). Entdo a soluc&o 2 foi transferida para tubos de
ensaio em quantidades cacluladas de modo a atingir as concentracdes determinadas na
faixa de trabalho, e completados com metanol para 3 ml. A estas solugdes foram

acrescentados 300 pl de solucdo de DPPH (1 mmol/l). A mistura foi agitada em vortex por
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15 s e deixada a temperatura ambiente durante 30 min. As absorvancias das solugdes
resultantes foram medidas em espectrofotdmetro a 517 nm. Como branco, foi utilizada uma
solucdo metandlica de BHT (2 mg em 4 ml de metanol) adicionada de 500 pl de solucéo de
DPPH e como controle negativo, uma solucdo contendo 3 ml de metanol e 300 pl de solucéo
de DPPH. A vitamina C e o Trolox foram empregados como controles positivos, nos quais a
preparacdo utilizada foi a mesma descrita para os extratos. O procedimento foi realizado em
triplicata.

A atividade de sequestro de radicais (%ASR) foi calculada como porcentagem de
descoramento do DPPH, usando a seguinte equagao:

[(AbsCN — AbsA) x 100]

YASR = AbsCN

Abs CN=Absorvancia do controle negativo

Abs A= Absorvancia da amostra

4.6 ANALISE QUIMICA DA FRACAO SEMIPURIFICADA DE Trichilia catigua
4.6.1 Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 no Estado Sélido

A andlise de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN *3C) no estado sélido da FAQ de
catuaba foi realizada no equipamento RMN Varian Mercury plus BB*H 300,05 MHz e **C
75,5, com probe de sélidos CPMAS de 7mm, rotor de nitrito de silicio de 7mm com tampa
Kel-F, rotacdo de 100 kHz, pulso a 90° com 1,0 s de intervalo entre as sequéncias, total de
7168 repeticbes, frequéncia de 75 MHz.

O procedimento foi realizado no Departamento de Quimica da Universidade Estadual

de Maringa.
4.6.2 Métodos cromatograficos

Para obtencéo das fragbes semipurificadas e caracterizagdo da FAQ de T. catigua,

diferentes métodos cromatograficos foram aplicados.
4.6.2.1 Eletroforese capilar

O método analitico foi desenvolvido com base na metodologia de Sereia (2013). Foi
empregado um sistema capilar eletroforético Beckman P/ACE MDQ equipado com detector
UV-Vis. O processamento de dados foi conduzido em software Beckman 32 Karat versao
8.0. Utilizou-se capilar da Beckman Coulter de silica fundida de de 75 um de diametro
interno com comprimento de 50/60, 2 cm (comprimento efetivo/comprimento total) e outro

capilar de mesmas especifica¢cdes, porém de 100um de didmetro interno.



52

Os parametros testados foram comprimento de onda (200, 214 e 254 nm); diametro
do capilar (100 e 75um); voltagem (15, 20, 25 e 30 kV); solucéo eletrolitica (fosfato e
borato); concentracdo e pH do tampédoborato, adicdo de ciclodextrinas e comparacdo de
método de ECZ e MEKC.

Primeiramente os capilares foram condicionados com HCI 1,0 mol/l por 15 min,
NaOH 1,0 mol/l por 15 min e &gua ultrapura por 5 min com posterior passagem de ar por 2
min para secagem dos capilares. A temperatura durante os procedimentos foi de 25 °C.

Antes do inicio das corridas, o capilar testado foi pré-condicionado por bombeamento
de NaOH 1,0 mol/l por 5 min, agua ultrapura por 5 min e solucdo tampé&o de enxague por
também 5 min. A injecdo das amostras foi de 0,5 psi por 3 s, com tempo de corrida
determinado em 10 min. Quando mais de uma corrida foi realizada de forma sequencial, fez-
se necessario um procedimento de lavagem do capilar entre as amostras, no qual a solucéao
tampao foi bombeada por 2 min. Ao final dos procedimentos, o capilar recebeu enxague final
composto de NaOH 1,0 mol/l por 5 min, agua ultrapura por 5 min e bombeamento de ar por

2 min.
4.6.2.1.1 Preparo da solu¢cdo amostra

A FAQ da catuaba foi preparada na concentracdo de 1 mg/ml, onde 5ug de amostra
fora diluidos em 5 ml de solu¢gdo metanol:dgua (2:8 v/v). A solugcdo de amostra foi submetida
a extracdo em fase sélida através de um cartucho previamente condicionado com 3 ml de
metanol e 3 ml de agua ultrapura. Antes da injecdo, a amostra foi filtrada em membrana de

filtro de 0,45 um e transferida para vial de 1,8 ml.
4.6.2.1.2 Preparo da solucao eletrolitica

Foi preparada solucdo tampao fosfato de sédio 70 mmol pH 7,0; no qual 0,553 g de
fosfato de sddio monobasico decahidratado foi solubilizado em 100 ml de agua ultrapura
(solucédo A) e 0,5678 g de fosfato de sddio dibasico também solubilizado em 100 ml de agua
ultrapura (solugdo B). Em seguida a solugédo A foi titulada com a B até obtencdo do pH
desejado. Também foi testada solu¢do tampao borato, cujas concentrages de solugdes A e
B encontram-se na tabela 1, onde a solucdo A foi titulada com a solucéo B até a obtengéo
de pH 8,40; 8,80 e 9,20. As solucdes eletroliticas foram filtradas em membrana. Nos ensaios
comseletores quirais, foram empregadas [-ciclodextrinas (B-CD), metil-B-CD e 2-
hidroxipropil-B-CD. Foi adicionada a quantidade adequada de CD na solug&o eletrolitica
pronta, para a concentragdo de 10 mmol/l. As solugbes estoque foram guardadas em
geladeira por no maximo 48 h, sendo que as titula¢cdes foram realizadas no mesmo dia das

corridas analiticas.



53

Tabela 1 - Preparo de soluc¢des estoque para tampéo borato.

Concentracéo Solucéo Tetraborato de sddio deca- Acido bérico (g) (Solucéo B)
tamp&o em mmol hidratado (g) (solucéo A) para para 100 ml de 4gua ultrapura
100 ml de agua ultrapura

100 3,8137 0,6183
80 3,0569 0,4946
60 2,2882 0,37098

Para o desenvolvimento da eletroforese capilar micelar, o surfactante dodecil sulfato

de s6dio (SDS) foi adicionado a solucéo eletrolitica na concentracédo de 10 mmol/l.
4.6.2.1.3 Preparo da solucdo enxague

A solucdo de enxague empregada no método foi NaOH 1 mol/l. Para o preparo da
mesma, 4,0 g de NaOH foram solubilizados em 100 ml de agua ultrapura com auxilio de

banho de ultrassom e posteriormente filtrada em membranaMillipore de 0,45 pm.
4.6.2.2 Cromatografia em coluna (CC)

A FAQ de T. catigua foi fracionada em coluna de vidro de 55x4,5cm, empacotada
com Sephadex® LH-20 com altura de 18cm. O gel de Sephadex® G-25 também foi testado
em colunade vidrode 5x0,5cm.

A aplicacdo do sistema eluente foi composta por dioxano:agua, de acordo com a
metodologia de Hellenbrand e colaboradores(2015).

Para o desenvolvimento da coluna, quatro sistemas eluentes distintos foram
testados, sendo o primeiro isocratico com uma solucéo de dioxano:agua (7:3 v/v); o segundo
composto de gradiente crescente de dioxano:agua (tabela2), outro gradiente de
dioxano:agua em concentracdo descrescente (tabela 3) e o0 quarto composto de

metanol:agua (tabela 4).
Tabela 2 — Eluicdoem gradiente crescente por cromatografia emcoluna de Sephadex LH-20 para
FAQ (2 g) de Trichilia catigua.

Fase mével (v/v) Volume aplicado (ml)
Dioxano:agua (3:7) 20
Dioxano:agua (4:6) 20
Dioxano:agua (5:5) 20
Dioxano:agua (6:4) 20

Dioxano:agua (7:3) 20
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Tabela 3—-Eluicdo em gradiente decrescente por cromatografia emcoluna de Sephadex LH-
20contendo FAQ (2 g) de Trichilia catigua.

Fase movel (v/v) Volume aplicado (ml)
Dioxano:agua (7:3) 20
Dioxano:agua (6:4) 20
Dioxano:agua (4:6) 20
Dioxano:agua (3:7) 20
Dioxano:agua (2:8) 20

Tabela 4-Eluicdo da subfracdo F2.3 (1,950 g) de Trichilia catigua por cromatografia em coluna de
Sephadex LH-20.

Fase movel (v/v) Volume aplicado (ml)
Metanol:agua (7:3) 150
Metanol:agua (6:4) 150
Metanol:dgua (4:6) 150
Metanol:dgua (3:7) 150
Agua 200
Dioxano:agua (7:3) 200

Cerca de 2g da FAQ foram aplicados por vez na coluna de 55x4,5 cm com vazaode

1,8 ml/min, o procedimento foi repetido 6 vezes para maior obtencdo de amostras.
4.6.2.3 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A CCD foi realizada em cromatofolhas de aluminio em gel de silica, para
monitoramento das aliquotas obtidas a partir das fraces obtidas das cromatografias em
coluna realizadas em Sephadex®. Como fase movel, dois sistemas foram utilizados, sendo
(1) dioxano:agua (7:3 v/v) e (2) acetato de etila:acido formico:agua (9:0,5:0,5 viv).

As amostras aplicadas eram de carater altamente polar, portanto ficavam fortemente
aderidas a placa cromatogréafica, o que justificou a utilizacdo de duas fases moveis.
Primeiramente a fase moével (1) foi utilizada até que o sistema eluente atingisse
aproximadamente metade da placa, ap6s a mesma foi retirada, seca e novamente colocada
em cuba saturada com o sistema eluente (2) até completo desenvolvimento do
cromatograma. Apos a secagem, as placas foram observadas sob luz ultravioleta (UV) nos

comprimentos de onda de 254 e 365 nm.
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4.7 TRIAGEMMICROBIOLOGICA

Foi realizada a avaliagdo da atividade antimicrobiana do EB, FAE e FAQ de catuaba
contra as bactérias Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori e Enterococcus faecium. Os fungos avaliados
foram as leveduras Candida albicans, Candida tropicalis e Candida parapsilosis e também
os fungos dermatofitos Tricophyton mentagrophytes, Tricophyton rubrum e Microsporum
gypseum.

4.7.1 Condigbes de crescimento

As bactérias Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Bacillus subtilis ATCC 6623, Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Enterococcus faecium
ATCC 5669 foram cultivadas em Caldo Mueller Hinton (CMH) (Difco) a 37 °C e mantidas em
Agar Mueller Hinton (AMH) (Difco) a 4 °C. Neste estudo também foi utilizado um isolado
clinico de E. faecium resistente a vancomicina (EFRV) de nimero 170, obtido no Hospital
Universitario da Universidade Estadual de Londrina, armazenado em CMH com ajuste de
céations com 30% de glicerol a -20°C. O perfil de resisténcia do isolado encontra-se no

guadro 2.

Quadro2- Perfil de resisténcia do isolado 170: ampicilina (AMP), cirpofloxacino (CIP), eritromicina
(ERI), estreptomicina (EST), teicoplanina (TEI), tetracilina (TET), vancomicina (VAN). Fonte: Ruzén et
al., 2010).

Isolado Fonte Perfil de resisténcia

170 EFRV Infeccao AMP, CIP, ERI, ETR, TEI, TET, VAN

A Helicobacter pylori ATCC 43504, por ser uma bactéria fastidiosa, foi previamente
cultivada em caldo BHI suplementado com 10% de soro bovino fetal (BSA) e incubada por
24 h a 37°C e atmosfera de 10% de CO..

As leveduras C. albicans ATCC 10231, C. parapsilosis ATCC 22019 e C. tropicalis
ATCC 28707, foram cultivadas em caldo Saboraud Dextrose (CSD) (Difco) a 37 °C e
mantidas em Agar Saboraud Dextrose (ASD) (Difco) a 4 °C. Os fungos dermatdfitos T.
rubrum ATCC 28189, T.mentagrophytes ATCC 11480 e M.gypseum ATCC 14683 foram
mantidos em ASD inclinado a 28°C por 15 a 21 dias e subcultivados mensalmente. Apds o
crescimento dos fungos dermatéfitos, 10 ml de solucdo salina estéril foram transferidos para
o tubo de cultura seguido de forte agitagéo e filtragdo estéril. A contagem dos esporos foi

realizada em camara de Neubauer e o in6culo ajustado a 10° conideos/ml.
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Antes de cada experimento, os micro-organismos foram cultivados em meio liquido a
37 °C, durante 24h. Para os testes de sensibilidade a antimicrobianos, a densidade celular
dos micro-organismos foi padronizada em tubos contendo salina 0,9% estéril, nos quais
volumes suficientes de cada cultura foramadicionados até que a turvacao ficasse idéntica
aguela comparada a metade do tubo 1 da escala de McFarland (suspensao de BaSO, que
corresponde a 1-5 x 10° UFC/ml para leveduras e 1 x 10° UFC/ml para bactérias).

4.7.2 Determinagao da concentracdo inibitéria minima (CIM)

A concentracdo inibitéria minima (CIM) dos extratos, para as leveduras, foi
determinada através da técnica de microdiluicdo em caldo, utilizando o meio de cultura
Rosewell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Sigma-Aldrich), pH 7,0, tamponado com
0,165 M de tampao &acido-3-[N-morfolino] propanossulfénico (MOPS) (Sigma-Aldrich) de
acordo com procedimento de referéncia (CLSI, 2002). Os ensaios foram realizados em
placas de 96 pocos, nos quais foram adicionados 100 pl de meio RPMI em cada poco,
seguida da adicdo de 100 pl de meio RPMI acrescido dos extratos na concentracdo de 2000
pHg/ml no primeiro pocgo, prosseguindo com diluicdo seriada (ordem 2), homogeneizando e
transferindo 100 ul para 0 po¢o seguinte e, assim, sucessivamente até o Ultimo poco.

As suspensfes das leveduras padronizadas em solucao salina 0,9% foram diluidas
1:100 em RPMI e 5 pl destes foram adicionados a cada poco, resultando em in6culo na
ordem de 0,5 a 2,5 x 10° UFC/ml. As placas de 96 pocos foram incubadas a 37 °C durante
48h.

Para E. coli, S. aureus, B. subtilis e P. aeruginosa, a CIM dos extratos de catuaba foi
determinada da mesma forma, porém utilizando o meio de cultura CMH. As suspensdes
bacterianaspadronizadas foram diluidas 1:10 e 5 ul destes foram adicionados a cada poco,
resultando em indculo de 1 x 10* UFC/mI. O tempo de incubagéo foi de 24h a 37 °C (CLSI,
2006).

Para CIM dos fungos dermatofitos foram adicionados 100 pl de RPMI em cada pogo
de uma microplaca de 96 pogos. Em seguida, foram adicionados 100 pl do extrato avaliado
no primeiro pogo, na concentracdo de 1000 pg/ml e feita a diluicdo seriada (1:2),
transferindo 100 pl do primeiro poco para o pogo subsequente. A operacgéo foi repetida até o
penultimo poco, deixando o Ultimo pogo como controle negativo. Apos a diluicdo, foram
adicionados aproximadamente 2000 — 3000 conideos. A placa foi incubada a 28°C por 72 h
em camara umida.

Outro protocolo foi empregado para H. pylori, onde os extratos de catuaba foram
solubilizados em 1% de dimetilsulfoxido (DMSO) e BHI suplementado com 10% de BSA. A
concentracdo da suspenséo de EB, FAE e FAQ foi ajustada para 2000pug/ml. Em uma placa

de 96 pocos (uma para cada extrato a ser testado), 100 pl de caldo BHI suplementado com
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10% de BSA foi adicionado em cada poc¢o, sendo em seguida adicionados 100 pl da
suspenséo de 2000 pg/ml do extrato em questdo aos pocos da primeira fileira, obtendo-se
desta forma uma concentracao inicial de 1000 pg/ml. Em seguida, realizaram-se diluicbes
seriadas, homogeneizando e transferindo-se 100 pl da primeira fileira até a décima fileira,
obtendo-se desta forma um gradiente de concentragdo decrescente de ordem 2. As colunas
11 e 12 da placa foram utlizadas como controle de crescimento bacteriano normal
(contendo somente 0 meio de cultura e a suspensao bacteriana). A todos os poc¢os foram
adicionados 5 pl da suspenséo de micro-organismos padronizada, e em seguida a placa foi
incubada a 37 °C em microaerofilia (10% de CO,) durante 72 h. Em paralelo a microdiluicdo
em caldo, realizou-se a leitura turbidimétrica das mesmas placas utilizadas em leitor de
microplacas em comprimento de onda de 560 nm.

A determinacé@o do CIM de E. faecium foi realizada de acordo com o procedimento
do CLSI (2011) com inoculo de 5x10* UFC/ml. Os extratos de catuaba foram solubilizados
com DMSO e esterilizados através de filtracdo com membrana de 0,22 um (Millipore), as
concentracdes testadas foram de 125 a 0,24 pug/ml através de diluicdo seriada de ordem 2.
O teste foi realizado em microplacas de 96 pocos contendo 100 plde CMH com ajuste de
cétions, em seguida o inéculo foi adicionado em cada poc¢o. As microplacas foram incubadas
a 37°C por 24h.

Os antimicrobianos de referéncia empregagos foram penicilina (PE) para S. aureus,
vancomicina (VAN) para B. subtilis, tetraciclina (TET) para E. coli e claritromicina (CLA) para
H. pylori.

Todos os procedimentos descritos foram realizados para EB, FAE e FAQ de catuaba,
em triplicata e repetidos trés vezes. A CIM foi determinada como a menor concentracdo dos

extratos capaz de inibir o crescimento microbiano.
4.7.3 Determinacéo da concentragdo bactericida minima de H. pylori

A partir das placas de 96 pocos utilizadas na determinagdo do CIM de H. pylori,
descrito na sesséo 4.7.2, 10pl de cada poco das diluicdes seriadas dos extratos foram
adicionadas, na forma de “spot”, em placas de petri contendo agar sangue 5%. As placas
foram entdo incubadas por 24h em estufa a 37°C com atmosfera de 10% de CO.,.

O experimento foi realizado em triplicada e a CBM foi determinada como a menor

concentracdo capaz de causar morte celular das bactérias.
4.7.4 Avaliacdo dos extratos sobre ergosterol de leveduras

Em placas de 96 pocos foram adicionados 100 pl de meio RPMI contendo uma
solucéo de ergosterol nas concentracdes de 400 pg/ml na linha A, 200 pg/ml na linha B, 100

pg/ml na linha C e 50 pg/ml na linha D até a coluna 11. Na linha E e F foram acrescentados
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100 ul de meio RPMI até a coluna 11. Posteriormente, acrescentaram-se 100 pl da FAE na
concentracdo de 1000 pg/ml nas linhas Al, B1, C1, D1 e E1. Na linha F1 foram adicionados
100 pl de uma solucdo de anfotericina B na concentracdo de 125 pg/ml, utilizada como
controle. Realizou-se a diluicdo seriada de todas as linhas até a coluna 11, desprezando 0s
100 pl restantes. Na coluna 12 foram acrescentados 100 pl do meio RPMI utilizado como
controle positivo. A partir de suspensdo padronizada das leveduras de C. albicans, C.
parapsilosis e C. tropicalis, o indculo foi preparado em RPMI e 5 pl foram adicionados a
cada poco, resultando em in6culo na ordem de 0,5 a 2,5 x 10° UFC/ml. Ap6s incubagéo a 37
°C durante 48h o resultado foi verificado através de observacdo da inibicdo de crescimento

visivel.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINACAO DE POLIFENOIS TOTAIS E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE FRENTE
AO RADICAL DPPH

A técnica descrita para determinacdo de polifendis totais emprega a droga vegetal
moida. Neste trabalho a técnica foi adaptada para a utilizacdo dos extratos de T. catigua
(EB, FAE e FAQ), no qual foi realizado um célculo de porcentagem de acordo com o
rendimento dos respectivos extratos. Os valores encontrados de rendimentos e polifendis
totais podem ser observados na tabela 5.

Os teores de polifendis encontrados foram semelhantes aos descritos para EB e FAE

por Longhini (2013), que foram de 42,34% e 68,86% respectivamente.

Tabela 5 — Rendimento, polifendis totais e capacidade antioxidante das fragBes de Trichilia catigua.

Amostras Rendimento (%) Polifenois totais ICso
Média % +dp (CV%) Média pg/ml £ dp (CV%)
EB 19,5 39,46 +0,17 (0,44) 7,07 + 0,26 (3,70)
FAE 27,96 62,98 + 0,58 (0,93) 5,89 + 0,23 (3,90)
FAQ 72,04 35,32 + 0,22 (0,64) 7,77 £ 0,20 (2,69)
Vitamina C - - 7,21 + 0,28 (3,90)
Trolox - - 3,54 + 0,08 (1,25)

EB= extrato bruto; FAE=frac&o acetato de etila; FAQ= fracdo aquosa; dp=desvio padrao; CV%= coeficiente de

variagdo em percentagem.

As amostras analisadas apresentaram capacidadeantioxidante comparavel a
vitamina C e Trolox. Resende (2007) e Longhini (2013) demonstraram resultados
semelhantes para EB e FAE de T. catigua de mesma procedéncia obtidos neste trabalho,

com lotes diferentes.
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A capacidadeantioxidante de T. catigua tem relacdo direta com o alto teor de
polifendis encontrados. Tal fato se deve as propriedades sequestradoras de radicais livres
das substancias fendlicas, bem como sua atividade quelante de metais, agindo tanto nas
etapas iniciais, como no processo oxidativo em si (SOARES, 2002). A extensdo de
conjugac0bes e grau de hidroxilagdo parecem ser 0s responsaveis pela capacidade redutora
dos polifendis (PULIDO et al., 2000).

Resende (2007) determinou a atividade antioxidante das substancias isoladas de T.
catigua epicatequina, cinconhainas la, lla, Ib, llb e as procianidinas B2 e C1. Todas as
substancias tiveram atividade muito superior aos padrdes vitamina c e trolox. A autora
relacinou tal atividade ao nimero de hidroxilas das substancias.

Segundo Kamdem e colaboradores (2012) as cascas de T. catigua
apresentamcapacidade antioxidantein vitro em diversos modelos, apresentando potencial
para desenvolvimento de drogas para o tratamento de doencas decorrentes do estresse

oxidativo e também para o uso nas mais diversas areas farmacéuticas e cosmeéticas.

5.2 CARACTERIZACAO DA FRACAO AQUOSA
5.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 no Estado Sélido

O espectro de RMN de C no estadosélido da FAQ de T. catigua pode ser
observado na figura 9.
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Figura 9 —-Espectro de **C RMN no estado sélido da FAQ de T. catigua.a) Cinchonaina Ib; b) Chinchonaina Iib; ¢) Cinchonaina la.
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A avaliacdo dos sinais presentes no espectro de RMN **C (& em ppm) da FAQ de
catuaba foi realizada de acordo com os trabalhos de Ishida (2006) e Resende (2007).
Primeiramente, o espectro foi dividido em grandes duas regides, os deslocamentos entre &
30 e 6 90 ppm correspondem ao anel da regido A, e entre § 90 e 6 160 ppm o anel da regido
B (NEWMAN & PORTER, 1992).

De acordo com Newman e Porter (1992), o sinal correspondente ao deslocamento
guimico de 6 56 ppm é caracteristico de grupamentos metoxila de ligninas. Picos presentes
em 0 154 e 6 144 ppm séo caracteristicos de taninos condensados (Lorenz et al., 2004), o
gue confirma que a FAQ de catuaba é composta majoritariamente por taninos oligoméricos
de alto peso molecular.

Resende (2007) isolou e identificou 9 substancias da FAE de catuaba através de
cromatografia em contra corrente e RMN, das quais cinchonainas do tipo | e Il,além do
mondmero derivado de epigalocatequina, a apocinina E, essa isolada pela primeira vez em
produtos naturais. O espectro de RMN *C obtido da FAQ de catuaba foi comparado com os
dados de carbono da autora, o que sugeriu a presenca de carbonos caracteristicos de
cinchonainas, principalmente na banda a 6 37 ppm.

Observa-se uma banda larga centrada em aproximadamente & 37 ppm, que pode
corresponder ao C-4 de unidades de procianidina e prodelfinidina (KOUPAI-ABYAZANI et
al., 1993a) ou de prorobinetinidina (FOO et al., 2000) com deslocamento quimico em & 36
ppm. Em extratos de T. catigua foram isoladas as cinchonainas (tipos | e Il) e que
apresentam sinais correspondentes aos carbonos C-7" e C-8" entre 6 35 e 6 37 ppm
(RESENDE, 2007).

Sinais em & 72-73 ppm correspondem ao C-3 das unidades de procianidina e
prodelfinidina na extensdo do polimero que por esta andalise ndo é possivel estabelecer o
tamanho (KOUPAI-ABYAZANI &BOHM, 1993b; FOO et al., 2000). Ainda, os sinais da banda
entre 6 72 e 6 77 ppm podem representar unidades de proantocianidinas com configuracao
relativado tipo 2,3-cis e 2,3-trans.

O sinal em torno de & 99 ppm pode corresponder ao carbono 4a de 2,3-cis de
proantocinidinas, de acordo com a figura 9.Ja o pico em aproximadamente & 117 ppm pode
ser correspondente a dihidroxilagdo no anel B da porcdo da catequina/epicatequina
presentes no extrato de T. catigua.

De acordo com os sinais estabelecidos para os monémeros e dimeros de
cinchonainas (RESENDE, 2007), aqueles correspondentes ao C-1" (6 142 ppm), que podem
se sobrepor aos C-3' e C-4' do anel B de procianidina e mesmo prodelfinidina, em torno de 6
144 ppm, ou ainda de C-3" e C-4", pode auxiliar na confirmacdo do anel fenilpropanoide

presente nas cinchonainas.
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Apesar do sinal em cerca de & 155 ppm poder representar os carbonos nao
hidrogenados, como os carbonos 9 e 10 do anel B (NEWMAN & PORTER, 1992), o mesmo
pode-se dizer dos sinais correspondentes a 6 132, 145 e 155 ppm, independente de outras
andlises.

No entanto, pode ser observada uma banda relativamente bem estabelecida emé
173 ppm que pode representar o C-9" do anel lacténico da porgao fenilpropanoide, ou ainda
C=0.

Para analises necessarias, Resende (2007) deteminouos carbonos caracteristicos de
cinchonainas do tipo | e Il. Cinchonaina la (6 em ppm): C-7" (35,3), C-8" (38,6) e C-9"
(170,8). Cinchonaina Ib (6 em ppm): C-7" (34,9), C-8" (36,5) e C-9" (167,1). Cinchonaina lla
(6 em ppm): C-7"/C-8" (=36) e C-9" (z169). Cinchonaina llb (6 em ppm): C-7" (34,6), C-8"
(36,9) e C-9" (167,1).

A partir da interpretacdo dos sinais presentes na figura 9, sugere-se a presenca de
cinchonainas do tipo le Il na amostra de FAQ de catuaba analisada por RMN de **C. Dessa
maneira pode ser sugerir que as substancias quimicas presentes na fracao aquosa (FAQ)
de catuaba sejam compostas por proantocianidinas e contando com a presenca de porcao

fenilpropanoide, principalmente pelos sinais correspondentes ao C-7", C-8" e C-9".

5.2.2 Desenvolvimento de metodologia por eletroforese capilar (EC)
5.2.2.1 Comprimento de onda (A)

Foram testados os comprimentos de onda de 200, 214 e 254 nm. Os

eletroferogramas obtidos encontram-se na figura 10.
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Figura 10 - Eletroferogramas da FAQ de Trichilia catigua com detec¢do a 200, 214 e 254 nm.
Condicg0es eletroforéticas: tampédo borato 80 mmol; pH 8,8; capilar 75 pm; voltagem: 30 kV a 25 °C;
injecdo: 3 s (0,5 psi); FAQ:1 mg/ml.

Vérias metodologias para extratos vegetais por EC foram desenvolvidas, onde foram
empregados comprimentos de onda entre 210 a 280 nm (CHEUNG & ZHANG, 2008; LI et
al., 2010; ITO, 2011; CHEN et al., 2011). O equipamento de EC utilizado é de banda fixa, ou
seja, apenas comprimentos de onda determinados podem ser utilizados, por esse motivo
apenas trés foram testados.

Os testes realizados no presente trabalho mostraram leitura nos comprimentos de
onda de 200 e 214 nm, assimoptou-se pela fixagdo do A a 214 nm, pela melhor resolucéo de
linha de base, com menor ruido. Tal comprimento de onda também foi o de escolha na
metodologia desenvolvida para FAE de T. catigua por Sereia (2013).

5.2.2.2 Diametro de capilar

Os perfis eletroforéticos obtidos com os capilares de 75 pm e 100 um podem ser
observados na figura abaixo.
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Figura 11 - Eletroferogramas da FAQ de Trichilia catigua com capilares de 75 e 100 um. Condi¢cGes
eletroforéticas: deteccdo a 214 nm; tampéao borato 80 mmol; pH 8,8; voltagem: 20 kV a 25 °C; injecao:
35 (0,5 psi); FAQ:1 mg/ml.

O capilar utilizado deve ser resistente, transparente e ter 0 menor diametro interno
(1.D.) possivel. Quanto menor o didmetro, maior sera a razdo areal/volume, isso faz com que
o efeito Joule seja evitado e possibilita a aplicacdo de altas voltagens, o que resulta em
separacBes mais rapidas e eficientes. O tamanho das substancias presentes na amostra
também deve ser considerado para a escolha do I.D. do capilar, a fim de evitar o
entupimento do mesmo (WEINBERGER, 1993; TAGLIARO et al.,, 1998; HU &MARTIN,
1999; LUNTE et al, 2002). A FAQ de T. catigua apresenta majoritariamente
proantocianidinas de alto peso molecular, portanto, optou-se pela utilizagéo de capilares de
maior calibre.

De acordo com a figura 11, o eletroferograma obtido com o capilar de 75 um de I.D
apresentou melhor perfil de separagéo e resolucdo, dividindo os picos presentes entre 5 e

5,5 min, portanto foi escolhido para os demais testes.
5.2.2.3 Influéncia da soluc¢éo tampéao

Com o objetivo de verificar a influéncia da solucdo eletrolitica (tamp&o), foram
testadas as soluc¢des tampéo borato 80 mmol pH 8,8 e tampéo fostato 70 mmol pH 7,0. Os

eletroferogramas correspondentes podem ser observados na figura 12.
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Figura 12 - Eletroferogramas da FAQ de Trichilia catigua. CondicGes eletroforéticas: deteccédo a 214
nm; capilar de 75 um; tamp&o borato 80 mmol; pH 8,8 e tampdao fosfato 70 mmol; pH 7,0; voltagem:
30 kV a 25 °C; injecdo: 3 s (0,5 psi); FAQ:1 mg/ml.

A selecdo da solucdo tampdo implica diretamente na otimizacdo da separacao
devido a alta sensibilidade do fluxo eletro-osmaético (FEO) a variacdes de pH. O tampéao
adequado deve ser capaz de apresentar uma constancia de pH, baixa absorvancia no
comprimento de onda empregado na andlise e também baixa mobilidade, a fim de minimizar
o efeito Joule. Os tampdes que apresentam mobilidades ibnicas semelhantes as da amostra
previnem o alargamento de picos (TAVARES, 1997).

Os tampdes comumente utilizados sdo borato, fosfato, fosfato-borato e citrato, pois
tem melhor capacidade tamponante e reduzem a adsor¢do de substancias a parede do
capilar (TAGLIARO et al., 1998).

Sereia (2013) obteve bons resultados com a utilizagéo de tampéo borato em EC de
FAE de T. catigua. Conforme observado na figura 12, o tampao borato também apresentou
claramente um perfil de melhor resolugéo para FAQ de T. catigua, apresentando linha de
base linear com baixo ruido e uma boa separacdo dos analitos, sendo o tampao de escolha

no presente desenvolvimento.
5.2.2.4 Concentracdo do tampéao

Os efeitos da concentracdo do tamp&o borato (60, 80 e 100 mmol) na amostra de

FAQ de T. catigua podem ser observados na figura 13.
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Figura 13 - Eletroferogramas da FAQ de Trichilia catigua em diferentes concentracdes da solugcéo
eletrolitica. CondicBes eletroforéticas: tampdo borato 60, 80 e 100 mmol; pH 8,8; capilar 75 um;

voltagem: 30 kV a 25 °C; injegéo: 3 s (0,5 psi); detecgdo: 214 nm; FAQ: 1 mg/ml.

A concentracdo, ou forca ibnica do tampéo, tem relacéo direta com a mobilidade dos
analitos. O aumento da concentracdo leva geralmente a um aumento de viscosidade do
tampédo, o que diminui 0 potencial zeta e 0 FEO, consequentemente gerando picos mais
definidos, porém aumentando o tempo de andlise (WEINBERGER, 1993; BAKER, 1995;
CHEUNG; ZHANG, 2008). Concentra¢des muito altas de tamp&o podem contribuir para o
aparecimento de efeito Joule, portanto, as concentracdes ideais devem estar entre 10 a 100
mmol (BAKER, 1995; CHU et al., 2008).

O aumento da forga ibnica da solugéo eletrolitica no presente desenvolvimento gerou
maior tempo de migragdo dos analitos e diferengas significativas na resolucdo. O perfil
obtido com a concentragdo de 80 mmol (figura 13) apresentou um melhor perfil, onde pode
ser observado uma divisdo mais efetiva nos picos presentes entre 5,5 e 6 min e maior
desdobramento do aglomerado proantocianidinico, verificado entre 6 e 8 min. Portanto, foi

fixada a concentracdo do tampéao borato a 80 mmol.
5.2.2.5 pH do tampé&o

Na avaliagédo da influéncia do pH do tampéo borato 80 mmol, o mesmo foi testado

em valores de pH de 8,4; 8,8 € 9,2.
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Figura 14 - Eletroferogramas da FAQ de Trichilia catigua em diferentes pHs de solucao eletrolitica.
Condic0es eletroforéticas: tampao borato 80 mmol; capilar 75 um; voltagem: 30 kV a 25 °C; injecdo: 3
s (0,5 psi); detec¢do: 214 nm; FAQ: 1 mg/ml.

O pH da solucéo tampao afeta significativamente o FEO. Quanto maior o pH, maior €
a ionizacéo dos grupos silandis do capilar, o que aumenta o FEO. O pH empregado para o
tampéao borato é geralmente na faixa de 8,0 a 9,4 (GUTERRES, 2005; CHEUNG; ZHANG,
2008; CHU et al., 2008; ITO, 2011).

A figura 14 mostrou que o aumento do pH de 8,4 para 8,8 resultou num maior tempo
de migracdo dos compostos, com diminuicdo do FEO. O pH de 9,2 ndo apresentou um bom
perfil eletroforético, sendo portando descartado.

A diminuicdo do FEO com o aumento do pH também foi observada por Sereia
(2013), Guterres (2005), Cheung e Zhang (2008) e Chu e colaboradores (2008). Segundo
Guterres (2005) fracOes vegetais polares e de alto peso molecular podem diminuir o FEO
devido a um aumento da viscosidade do meio, e também permitir a adsor¢éo de particulas a
parede do capilar. Ja Sereia (2013) prop6s que o carater basico do tampao favoreceu a
dissociacdo dos polifendis da FAE de T. catigua, aumentando a interacdo de analitos
carregados negativamente a parede do capilar, favorecendo a separacéo.

Neste trabalho, ambos os pHs 8,4 e 8,8 apresentaram bons resultados. Entdo optou-
se pelo pH 8,8, pois o carater intermediario do perfil eletroforético do mesmo causou menos

interferéncias nos demais parametros testados.
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5.2.2.6 Adicéo de seletores quirais

Os perfis obtidos com a adicdo de seletores quirais podem ser observados na figura
15.

Sem seletor quiral

1 I ' \ B-ciclodextrinas (B-CD)
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Figura 15 - Eletroferogramas da FAQ de Trichilia catigua com adi¢do de diferentes seletores quirais.
Condices eletroforéticas: tampéao borato 80 mmol; pH 8,8; capilar 75 um; voltagem: 30 kV a 25 °C;
injecdo: 3 s (0,5 psi); detec¢cdo: 214 nm; FAQ: 1 mg/ml.

Vérios tipos de seletores quirais guimicamente modificados podem ser encontrados,
com alta solubilidade e capacidade de aumentar a resolucdo de perfis eletroforéticos. As
ciclodextrinas (CDs) sdo extremamente (teis para separacdo de enantibmeros, pois
possuem uma cavidade hidrofobica opticamente ativa e uma porgdo externa hidrofilica,
gerando a formagdo de complexos com varios tipos de substancias. Ainda ndo existem
informagfes na literatura suficientes para prever o comportamento das CDs em diferentes
amostras, portanto, a sele¢édo da CD ideal € um processo complexo, baseado em pesquisas
de tentativa e erro (WEINBERGER, 1993; BAKER, 1995; ALTRIA, 1999; WIND et al., 2000;
AHUJA & JMIDAR, 2008; EECKHAUT & MICHOTTE, 2010).

Conforme observado na figura 15, a adicdo de ciclodextrinas na solucdo eletrolitica
nao foi capaz de melhorar o perfil eletroforético, aumentando o ruido, gerando inflexes e
inconstancia na linha de base. Tal fato pode estar relacionado as caracteristicas da amostra,
onde os complexos de inclusdo formados pelas CDs com os analitos podem ter aumentado
ainda mais o carater polar, e também o tamanho das moléculas, aumentando a afinidade

pelos grupos silandis presentes na parede do capilar e dificultando a passagem pelo
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mesmo. Portanto, a utilizacdo de seletores quirais foi descartada no presente

desenvolvimento.
5.2.2.7 Método eletroforético de zona e micelar (MEKC)

Também foi realizado procedimento de eletroforese capilar micelar, que consistiu na
adicdo de um surfactante eletricamente carregado ao tampéao de corrida.

fona

J!L_Jll.l'-_..m""ff N
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Figura 16 - Eletroferogramas da FAQ de Trichilia catigua ho método de zona e micelar. Condi¢des
eletroforéticas: tamp&o borato 80 mmol; pH 8,8; capilar 75 pm; voltagem: 30 kV a 25 °C; injecdo: 3 s
(0,5 psi); deteccdo: 214 nm; FAQ: 1 mg/ml.

Como a ECZ é limitada a substancias ionizaveis, o objetivo da aplicagdo de MEKC
foi verificar se o0 grupo de substancias apresentadas era de carater neutro, pois 0s
surfactantes tem a capacidade de formar micelas eletricamente carregadas, possibilitando a
separacao.

Como observado na figura 16, ndo houve melhora do perfil com a adi¢cdo de SDS ao

tampéao de corrida. Portanto, a técnica de ECZ foi fixada para a FAQ de T. catigua.
5.2.2.8 Voltagem

A voltagem influéncia a velocidade de migracdo dos analitos e o FEO, pois determina
a forca do campo aplicado, e quanto maior, mais rapidamente as substancias irdo migrar
pelo capilar. Para matrizes complexas e extratos vegetais, normalmente empregam-se
voltagens entre 15 e 25 kV (GUTERRES, 2005; CHEUNG; ZHANG, 2008; CHU et al., 2008;
PERES et al.,, 2009; LI et al., 2010; CHEN et al., 2011). Sereia (2013) aplicou 18 kV no
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desenvolvimento eletroforético da FAE de T. catigua, porém, como a FAQ da mesma planta
apresenta caracteristicas diferentes, neste trabalho, foram testadas voltagens de 15, 20, 25
e 30 kV, que podem ser observadas na figura 17.
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Figura 17 - Eletroferogramas da FAQ de Trichilia catigua. Condicbes eletroforéticas: deteccdo a 214
nm; capilares de 75 um; tampao borato 80 mmol; pH 8,8; voltagem: 15, 20, 25 e 30 kV a 25 °C;
injecdo: 3 s (0,5 psi); FAQ:1 mg/ml.

Conforme observado na figura 17, o emprego de maiores voltagens aumentou a
velocidade de migracdo das substancias, tendo forte impacto sobre o tempo de corrida.

Também foram verificadas diferencas na resolucdo, sendo que a voltagem de 20 kV
apresentou o melhor perfil para FAQ de T. catigua, que pode ser observado pela melhor
separacao dos picos entre 4 e 4,5 minutos, sendo entdo a voltagem de escolha no presente

desenvolvimento, possibilitando corridas rapidas e efetivas.
5.2.2.9 Condic¢®es eletroforéticas para FAQ de Trichilia catigua

Através dos testes realizados, as melhores condi¢cfes eletroforéticas para a fracao
aquosa de T. catigua foram: eletroforese capilar de zona (ECZ); deteccdo a 214nm; capilar
de 75um; tampéo borato 80 mmol pH 8,8; voltagem de 20 kV. O perfil otimizado pode ser

observado na figura 18.
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Figural8 - Eletroferograma otimizado da FAQ de Trichilia catigua. CondigGes eletroforéticas:
eletroforese capilar de zona; tampédo borato 80 mmol pH 8,8; capilar 75 um; voltagem: 20 kV a 25 °C;

injecdo: 3 s (0,5 psi); detec¢cdo: 214 nm; FAQ: 1 mg/ml.

Métodos de caracterizacdo de fragcbes compostas de proantocianidas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ja foram descritos na literatura, porém séo de
dificil desenvolvimento, pois as proantocianidinas de cadeias longas normalmente causam
adesdo irreversivel a fase estacionaria das colunas convencionais. Tal problema pode ser
resolvido com o emprego de colunas diol, entretanto, tais colunas ndo sdo capazes de
separar isbmeros presentes has amostras (KOUPAI-ABYAZANI et al, 1992;
HELLENBRAND et al.,2015).

Outra desvantagem de CLAE para caracterizacdo de fracdes polares € o alto custo
das colunas empregadas, a grande utilizacdo de solventes organicos e a dificuldade de
desenvolvimento. Em vista disso, a eletroforese capilar apresenta como vantagem maior
simplicidade de desenvolvimento, menor tempo de analise e menores guantidades de
solventes empregadas, 0 que diminui o impacto no meio ambiente e consequentemente o
custo (LECHTENBERG et al., 2004; GRAEF, 2007; LIU et al., 2008; BIZZOTTO et al., 2013).

A técnica de EC desenvolvida, mesmo apoés otimizacdo dos parametros analiticos,
ndo foi capaz de proporcionar total separacdo das substancias presentes na FAQ de T.
catigua. Esse fato pode ser explicado devido a alta complexidade da fracdo, pela presenca
de proantocianidinas fortemente ligadas de alto peso molecular, que podem ser observadas

no tempo de migracdo entre 5 e 7 min, formando um aglomerado. Tais aglomerados
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poliméricos em matrizes proantocianidinicas também foram relatados por Rigaud e
colaboradores (1993) e Rodrigues (2007).
Contudo, a metodologia desenvolvida apresentou reprodutibilidade e potencial para

caracterizacdo e também monitoramento de separacédo por cromatografia liquida classica.
5.3 SEPARACAO DA FAQ DE Trichilia catigua
5.3.1 Cromatografia em coluna

O gel de Sephadex®-G25 néo foi efetivo para o fracionamento da FAQ de catuaba
pois houve eluicdo completa da amostra aplicada, entdo optou-se pelo Sephadex® LH-20
pois 0 mesmo apresentou melhor grau de separagao.

Os dois primeiros sistemas eluentes utilizados, descritos em 4.6.2.3., ndo foram
efetivos devido a alta afinidade da amostra pelo dioxano. No entanto, o terceiro sistema,
descrito na tabela 3, apresentou melhor eficiéncia de separacdo, resultando em 24
aliquotas, que foram posteriormente aplicadas em CCD conforme secao 4.6.2.3.

Os cromatogramas obtidos podem ser observados na figura 19.

Figura 19 - CCD do fracionamento da FAQ de Trichilia catigua observado sob luz UV a254 e 365 nm.
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A CCD permitiu apenas um monitoramento parcial de separacdo, pois as amostras
possuiam forte afinidade pelo gel de silica. As fragGes coletadas na coluna foram reunidas
de acordo com a CCD em duas subfragdes, sendo elas a F1 (tubo 1 all) e F2 (tubo 12 a
24), com a finalidade de se obter uma separagdo prévia das substancias de pesos
moleculares altos e intermediarios. O critério de juncdo empregado foi a presenca de
fluorescéncia a 365 nm. As fragBes foram concentradas e liofilizadas, apresentaram
rendimento de 42,5 e 51,3% respectivamente. Entao foram submetidas a eletroforese capilar
de acordo com a metodologia definida na se¢édo 5.2.2.9 com aumento da voltagem para 30

kV, apresentando o perfil da figura 20.

FAQ

1|

Figura 20— Eletroferogramas de FAQ, F1 e F2 de Trichilia catigua. Condic¢des eletroforéticas: tampéo
borato 80 mmol; pH 8,8; capilar 75 pm; voltagem: 30 kV a 25 °C; inje¢&o: 3 s (0,5 psi); detec¢éo: 214
nm; amostras a 1 mg/ml.

Ambas subfracdes, F1 e F2, foram novamente aplicadas em coluna de Sephadex®
LH-20, nas mesmas condi¢cdes apresentadas na tabela 3. O método desenvolvido néo foi
capaz de separar as substancias presentes em F1, houve obstrucdo da coluna com
subsequente eluicdo total da amostra aplicada, de forma integra. No entanto, a fragdo F2
apresentou um bom perfil de separacéo, resultando em 25 aliquotas, que também foram

monitoradas por CCD, conforme figura 21.
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Figura 21 - CCD do fracionamento de F2 de Trichilia catigua, observadosob luz UV a254nm.

As fracdes resultantes foram reunidas de acordo com a CCD em 3 subfracdes: F2.1
(tubo 1 a 7) rendimento de 9,91%, F2.2 (tubo 8 a 11) rendimento de 24,82% e F2.3 (tubo 12
a 25) rendimento de 53,4%, que foram concentradas, liofilizadas e submetidas a eletroforese

capilar (figura 22).
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Figura 22 — Eletroferogramas das subfracdes F2.1, F2.2 e F2.3 da FAQ de Trichilia catigua.
Condic0es eletroforéticas: tampédo borato 80 mmol; pH 8,8; capilar 75 pm; voltagem: 30 kV a 25 °C;
injecdo: 3 s (0,5 psi); detecgdo: 214 nm; Amostras a 1 mg/ml.

A subfracdo F2.3 demonstrou melhor resultado, entdo foi hovamente aplicada em
coluna nas mesmas condi¢cdes da FAQ. Porém nao houve um perfil de separagéo efetivo.
Entdo se empregou o sistema eluente 4, de acordo com a tabela 4, com vazdo de 1,5
ml/min. Foram aplicados 1,950 g de F2.3 nos quais os tubos foram coletados de 10 em 10
ml.

O gradiente de metanol:agua foi efetivo para a separagdo de F2.3, no qual obteve-se

58 tubos. Os perfis cromatograficos de CCD podem ser observados nas figuras 23 e 24.

Figura 23 - CCD do fracionamento de F2.3 de Trichilia catigua observadosob luz UV a254nm.



76

Figura 24- CCD do fracionamento de F2.3 de Trichilia catigua observado sob luz UV a 365nm.

As amostras foram reunidas de acordo com a CCD em 16 subfracdes: F2.3-1 (tubo
1), F2.3-2 (tubo 2), F2.3-3 (tubo 3), F2.3-4 (tubos 4 a 6), F2.3-5 (tubos 7 a 10), F2.3-6 (tubos
11 a 13), F2.3-7 (tubos 14 a 20), F2.3-8 (tubos 21 a 25), F2.3-9 (tubos 26 a 30), F2.3-10
(tubos 31 a 35), F2.3-11 (tubos 36 a 40), F2.3-12 (tubos 41 a 45), F2.3-13 tubos 46 a 50),
F2.3-14 (tubos 51 a 56), F2.3-15 (tubo 57) e F2.3-16 (tubo 58), que foram novamente
analisadas por eletroforese capilar. O rendimento das fragdes obtidas pode ser observado

na tabela 7.

Interessante observar sobre os gradientes de fases méveis utilizadas que o dioxano
inverteu a sequéncia de separagdo que ocorre normalmente no gel se Sephadex® LH-20,
onde primeiramente foram eluidas as substancias de maior peso molecular, seguida pelas

demais, 0 que ocorreu inversamente com a aplicagcao do gradiente composto por metanol.



Tabela 6 - Subfracfes e rendimentos da coluna de F2.3 de FAQ de Trichilia catigua.

Fracdo Peso (g9) Rendimento (%)
1 0,0680 3,48
2 0,272 13,93
3 0,390 19,97
4 0,562 28,79
5 0,147 7,57
6 0,080 4,11
7 0,049 2,54
8 0,120 6,14
9 0,085 4,38
10 0,008 0,40
11 0,025 1,28
12 0,015 0,79
13 0,001 0,07
14 0,011 0,59
15 0,033 1,73
16 0,017 0,90

TOTAL 1,883 96,56
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Figura 25 — Eletroferogramas das subfracdes F2.3-1, F2.3-2, F2.3-3 e F2.3-4 da FAQ de Trichilia
catigua. Condi¢des eletroforéticas: tampéao borato 80 mmol ; pH 8,8; capilar 75 um; voltagem: 30 kV a

25 °C; injegdo: 3 s (0,5 psi); detecgdo: 214 nm; amostras a 1 mg/ml.
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Figura 26 - Eletroferogramas das subfra¢des F2.3-5, F2.3-6, F2.3-7 e F2.3-8 da FAQ de Trichilia
catigua. CondigOes eletroforéticas: tampédo borato 80 mmol; pH 8,8; capilar 75 um; voltagem: 30 kV a

25 °C; injecdo: 3 s (0,5 psi); detecgdo: 214 nm; amostras a 1 mg/ml.
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Figura 27 — Eletroferogramas das subfra¢cées F2.3-9, F2.3-10, F2.3-11 e F2.3-12 da FAQ de Trichilia

catigua. CondicGes eletroforéticas: tampao borato 80 mmol; pH 8,8; capilar 75 pm; voltagem: 30 kV a

25 °C; injegdo: 3 s (0,5 psi); detecgdo: 214 nm; amostras a 1 mg/ml.
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Figura 28 - Eletroferogramas das subfracdes F2.3-13, F2.3-14, F2.3-15 e F2.3-16 da FAQ de

Trichiliacatigua. CondigGes eletroforéticas: tampé&o borato 80 mmol; pH 8,8; capilar 75 um; voltagem:

30 kV a 25 °C; injecéo: 3 s (0,5 psi); detec¢do: 214 nm; amostras & 1 mg/ml.
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A figura 29 apresenta, de forma resumida, as quantidades de amostras obtidas em

cada processo de particionamento em coluna, bem como seus respectivos rendimentos.

FAQ catuaba

Aplicagao de 12,1582 g

F1 = 5,3505 g (42,5%) F2 = 6,4592 g (51,3%)
Aplicagdode 6 g
F2.1= 0,595 g F2.2=1,4895 g F2.3=32035 ¢
(9,91%) (24,82%) (53,4%)

Aplicagdo de 1,9520 g

F2.3-1 a F2.3-16

Figura 29 - Fluxograma de obtencéo das sufracdes de FAQ de Trichilia catigua.

A hidrofobicidade das proantocianidinas diminui com o aumento do grau de
polimerizagdo (GP), portanto, tais substancias sdo altamente polares. A separacdo e
elucidacdo sdo em geral muito dificeis devido a exponencial variedade de isdmeros e
oligbmeros com diferentes GP. O tipo de cromatografia empregada depende da matriz
analisada, porém métodos de cromatografia classica empregando Sephadex® LH-20 ou
Toyopearl® HW-40 tém sido geralmente aplicados a separacgdo de procianidinas de extratos
vegetais (KANTZ &SINGLETON, 1990; FAN et al., 2007; KARONEN et al., 2007). A
cromatografia de exclusdo pode ser utilizada como uma pré-separagao preparativa, porém,
no geral a separagdo de substancias de alto peso molecular permanece incompleta
(YANAGIDA, et al., 2003).

N&o foram encontrados na literatura muitos dados especificos sobre fracionamento

de matrizes proantocianidinicas, porém a complexidade de separacdo também foi



81

observada nesse trabalho, onde até o momento, nenhuma das técnicas empregadas foi
capaz de promover uma total separacdo da amostra.

Este trabalho apresentou o primeiro estudo quimico da FAQ deT. catigua. O
emprego de técnicas de purificacdo ainda € necessario, porém as metodologias
desenvolvidas demonstraram reprodutibilidade e foram capazes de promover o

fracionamento preliminar e caracterizacdo da FAQ de T. catigua.
5.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os resultados obtidos de CIM de EB, FAE e FAQ de catuaba para as cepas
microbianas testadas juntamente com os antibiéticos e antifingicos de referéncia podem ser
observados na tabela7, e os gréaficos correspondentes a andlise turbidimétrica dos extratos
sobre H. pylori, na figura 30.

Tabela 7 -Triagem microbiol6gicados extratos de Trichilia catigua por CIM.

Micro-organismo EB FAE FAQ PE CLA TET VAN
(ng/ml) (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml)

Bactérias

S. aureus >1000 >1000 >1000 0,02 - - -
B. subtilis 500 500 >1000 - - - 0,2
P. aeruginosa >1000 >1000 >1000 - - - -
E. coli >1000 >1000 >1000 - - 1 -
H. pylori >1000 500 >1000 - 0,5 - -
E. faecium >1000 625 >1000 - - - -
E. faecium EFRV 156,5 156,5 312,5 - - - -
Leveduras

C. albicans >1000 125 >1000 - - - -
C. tropicalis >1000 250 >1000 - - - -
C. parapsilosis >1000 250 >1000 - - - -
Dermatdéfitos

T. mentagrophytes 500 250 >1000 - - - -
T. rubrum 500 500 >1000 - - - -
M. gypseum >1000 500 >1000 - - - -

- Nao determinado; PE=Penicilina; CLA=Claritromicina; TET=Tetraciclina; VAN=Vancomicina
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Figura 30 - Andlise turbidimétrica dos extratos de Trichilia catigua contra H. pylori. Estatisticamente
diferente em relacéo ao controle: *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001 (ANOVA seguido de teste de Dunnet)

De acordo com os resultados observados na tabela 10, o EB e FAE apresentaram
CIM de 500 pg/ml para B. subtilis, sendo que para S. aureus, P. aeruginosa e E. coli tiveram
CIM maior de 1000 pg/ml para os trés extratos testados.

O E. facecium € de grande importancia clinica, visto que as opcdes de tratamento
sdo limitadas devido ao alto indice de resisténcia. Os principais medicamentos de escolha
para o tratamento de bacteremias causadas por EFRV sdo a daptomicina e a linezolida,
porém sdo medicamentos com baixa janela terapéutica e grande indice de efeitos téxicos,
principalmente a linezolida, que além de bacteriostatica, apresenta toxicidade medular e
neuropatia periférica com o uso prolongado (DIAZGRANADOS et al., 2005; MAVE et al.,
2009; MCKINNELL et al,, 2011; KRAFT et al.,, 2011). O EB e FAE de T. catigua
apresentaram CIM de 156,5 e a FAQ de 312,5 ug/ml para para o isolado clinico de E.
facium, e como pode ser observado quadro 2 (pagina 56), tal cepa apresenta resisténcia aos
antimicrobianos normalmente utilizados.

A suscetibilidade de E. faecium aos extratos de catuaba pode ser decorrente de um
fendbmeno denominado sensibilidade colateral. Tal fenbmeno parte do principio no qual a
resisténcia é gerada apos a exposicao dos micro-organismos aos agentes antimicrobianos

(NIEDERMAN, 2003; BAL et al., 2010), e o desenvolvimento de tais resisténcias pode levar
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a uma perturbacdo no perfil de suscetibilidade da célula. Essa adaptacdo resulta em
sensibilidade a outras drogas por meio da perturbacdo da rede de expressdo génica,
afetando a vulnerabilidade da célula a agentes antimicrobianos (LIU et al., 2010; IMAMOVIC
& SOMMER, 2013). Devido ao densevolvimento de resisténcia a diversos medicamentos a
atividade encontrada nesse trabalho pode ser decorrente do fato de o isolado clinico de E.
faecium ter se tornado suscetivel a precipitacdo de proteinas de membrana, causada pelos
taninos, gerando lise da mesma. Estudos dos possiveis mecanismos de acdo se fazem
necessarios, porém os extratos de catuaba apresentam potencial para tratamento e
desenvolvimento de novas estratégias contra E. faecium.

A FAE apresentou CIM de 500 pg/ml para H. pylori, onde posteriormente foi realizada
a avaliacdo de atividade bactericida, na qual somente a FAE apresentou morte celular na
concentracao de 1000 pg/ml, sendo que para concentracdes inferiores e também para os
outros extratos, houve crescimento confluente, sugerindo atividade bacteriostatica. Para
melhor avaliacdo da inibicdo da viabilidade celular, as placas foram lidas em leitor de
microplacas a 560nm.

Segundo a analise turbidimétrica, que pode ser observada na figura 30, o EB
apresentou resultados relevantes de inibicdo de H. pylori a partir de 31,25 pg/ml, a FAE a
partir de 500 pg/ml e a FAQ apresentou resultados mais consistentes, significativos a partir
de 7,81 pg/ml.

Os polifendis tém apresentado atividade antimicrobiana sobre a H. pylori. Burger e
colaboradores (2000) demonstraram que proantocianidinas presentes no extrato de
Vaccinium macrocarpon Aiton (Ericaceae) inibem a adesdo da H. pylori na mucosa gastrica,
indicando um potencial papel na prevencdo de Ulceras pépticas. Eles associaram que os
polifendis inibem a ligacdo da adesina da bactéria H. pylori com o &cido sialico.

Pastene e colaboradores (2009b) realizaram um estudo para verificar a associacao
entre grau de polimerizacdo dos polifendis presentes na casca da maca e inibicdo da urease
da H. pylori. Os autores verificaram que os polifendis de alto peso molecular sdo os
principais constituintes associados com a inibicdo da urease da bactéria. Outro estudo
realizado por Pastene e colaboradores (2010a) confirmou os resultados, posteriormente, o
mesmo grupo investigou efeitos dos polifendis frente & vacuolizagdo nas células epiteliais
cervicais humanas, com efeito significativo.

O extrato rico em polifendis também apresentou um efeito antiadesivo in vitro contra
H. pylori. Em um modelo de infec¢do de curto prazo (20 dias) em ratos C57BL6/J, nas
concentracdes 150 e 300 mg/kg/dia, o extrato de magad demonstrou um efeito inibitério sobre
a fixagdo H. pylori. A administracdo do extrato também apresentou efeito anti-inflamatorio e
reducdo dos niveis de malondialdeido, sem apresentar lesbes nos animais tratados

(PASTENE et al, 2010b). Os resultados encontrados por tais autores foram consistentes
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com os verificados nesse trabalho, onde a FAQ, que é composta majoritariamente por
polifendis de alto peso molecular, mostrou bons resultados. Estudos relativos a atividade
dos extratos de catuaba sobre os fatores de viruléncia da H. pylori ainda se fazem
necessarios, porem a FAQ de T. catigua apresenta potencial para tratamento dessa
bactéria.

Para os fungos dermatdfitos, o EB apresentou CIM de 500 pg/ml para T.
mentagrophytes e T. rubrum, a FAE teve CIM de 250 pg/ml para T. mentagrophytes e 500
pg/ml para T. rubrum e M. gypseum. Conforme observado, a FAE também obteve melhor
resultado.

Com relacdo as leveduras, resultados interessantes foram observados com a FAE,
qgue apresentou CIM de 250 pg/ml para C. tropicalis e C. parapsilosis. Porém o resultado
mais expressivo pode ser observado para C. albicans, no qual o CIM da FAE foi de 125
pg/ml. A FAE também apresentou melhores resultados no trabalho desenvolvido por Ayensu
e Quartey (2015), que avaliaram o potencial antimicrobiano de Trichilia tessmannii Harms
onde encontraram um CIM de 635 pg/ml para C. albicans. Os autores atribuiram a atividade
da fracdo acetato as substancias de média polaridade que comp&e majoritariamente o
extrato.

Avaliou-se também a capacidade da FAE de Catuaba de se ligar diretamente ao
ergosterol das leveduras através do método de determinacdo da concentracdo inibitéria
minima adicionando-se ergosterol exdgeno ao meio. Foi possivel observar que ndo foram
alterados os valores de CIM contra as trés cepas de Candida, indicando nao existir ligacao
do mecanismo de acdo da FAE com a molécula de ergosterol. Analises complementares
sd0 necessarias para elucidar os possiveis mecanismos de acdo do extrato sobre a
levedura e também testes de citotoxicidade com linhagens celulares humanas.

O mecanismo de acao especifico dos taninos sobre as leveduras do género Candida
ainda nao foi estabelecido, entretanto sugere-se que esteja relacionado a habilidade de tais
substancias de precipitarem proteinas (HASLAM, 1996; VASCONCELOS et al., 2003).

Estudos indicam que substancias fendlicas possuem atividade contra uma vasta
gama de micro-organismos principalmente os taninos, cuja atividade esta relacionada a
inativacdo de fatores de aderéncia, enzimas e proteinas do invélucro celular (COWAN,
1999; BAZRAFSHAN et al., 2013).

A FAE de T. catigua apresentou atividade antimicrobiana melhor quando comparada
ao EB e FAQ contra micro-organismos Gram-positivos. A atividade antimicrobiana de
extratos vegetais predominante sobre cepas Gram-positivas ja foi relatada por varios
autores. Nostro e colaboradores (2000) atribuiram essa maior atividade ao fato de que a
monocamada de peptideoglicano confere uma barreira de permeabilidade menor do que as

Gram-negativas, nos quais a parede celular € composta por lipopolissacarideos hidréfilos
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gue blogueiam a entrada de substancias hidrofobicas presentes em extratos vegetais
(KELMANSON et al., 2000; PIZZOLATI et al., 2002; BEZIK et al., 2003; ZONGO et al., 2010;
DJEUSSI et al., 2013; SARANRAJ & SIVASAKTHI, 2014; KONATE et al., 2015). Entretanto,
0s extratos de catuaba, principalmente a FAQ, também apresentaram atividade sobre H.
pylori, o que é um fato interessante quando o carater Gram-negativo da bactéria € levado
em consideragao.

Como observado na tabela 10, os extratos apresentaram atividade antimicrobiana
inferior aos farmacos de referéncia. Contudo, deve ser levado em consideracdo que 0S
farmacos testados sdo compostos de apenas uma substancia, isolada e caracterizada e que
0s extratos de catuaba sdo compostos de centenas de substancias, que estdo presentes em
guantidades muito baixas, portanto, em tais extratos existem substancias com forte atividade
antimicrobiana, que podem estar agindo de forma isolada ou em sinergismo com outras,
formando fitocomplexos.

Com o aumento dos indices de resisténcias, medicamentos com sitios alvo
diferentes dos convencionais estdo cada vez mais escassos, entdo, a associacdo de
farmacos pode ser considerada uma estratégia viavel. Entre os beneficios do sinergismo
destacam-se 0 aumento da eficacia, seguranca, tolerabilidade e reducdo do
desenvolvimento de resisténcia (LEWIS & KONTOYIANNIS, 2001; MUKHERJEE et al.,
2005). Mais andlises sdo necessarias, porém, de um modo geral os extratos de T.
catiguasdo candidatos promissores como adjuvantes ao tratamento e também para

desenvolvimento de novos medicamentos antimicrobianos.
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6 CONCLUSOES

Os extratos e fracBes preparadas apresentaram potencial antioxidante, que é
relacionado ao teor de polifendis totais.

O espectro de RMN *C em estado sélido sugeriu a presenca de polifendis de alto
peso molecular na FAQ, composto por proantocianidinas e cinchonainas do tipo | e Il.

Os métodos cromatograficos desenvolvidos nesse trabalho foram capazes de
promover uma separacao parcial e caracterizarafracdo aquosa.

O método de eletroforese capilar se mostrou reprodutivel e de importancia para o
monitoramento de separacdo da fracdo aquosa por coluna contendo Sephadex® LH-20.

A triagem microbioldgica apresentou resultadosmoderados relacionadosa FAE frente
asbactérias Gram-positivas avaliadas e a FAQ também se mostrou efetiva contra a

bactéria Gram-negativa Helicobacter pylori.
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APENDICE A — MISCROSCOPIA DE EFRV

5 pmse 500 nm

Figura A: Microscopia eletrbnica de varredura da atividade antimicrobiana da FAE de T. catigua
contra EFRV isolado clinico 170: (A) e (B) controle negativo; (C) e (D) células tratadas com 156 pg/mi
de FAE. (A) e (C) aumento de 20000 x; (B) e (D) 80000 x. Onde pode ser observada a diminui¢&o no
namero de células, fragmentos sugestivos de lise e estruturas indicativas de vesiculas apoptéticas.
As amostras foram cultivadas nas condi¢des controle e tratamento, com densidade celular ajustada
para 10° UFC/ml e incubadas a 37°C por 3 h. As laminas foram preparadas com 10 pl da soluc&o
celular e 10 pl de fixador (2% de glutaraldeido, 2% de paraformaldeido em tamp&o cacodilato de
sédio a 0,1 M pH 7,2), entdo adicionadas em |amina de vidro revestida com poli-L-lisina. Depois de 30
min foi adicionado 500 pl de fixador sobre as laminas por 4 h, seguido de pds fixacdo em OsO,4 1%
por 1 h. As amostras foram secas em gradiente de etanol e ponto critico com CO, (BALTEC CPD 030
Critical Point Dryer), entdo cobertas com ouro (BALTEC SDC 050 Sputter Coater) e observadas em

microscopia (FEI Quanta 200).



