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RESUMO

z

Cissampelos sympodialis ¢ uma trepadeira endémica do Brasil, distribuida desde Minas
Gerais até o Ceard, conhecida popularmente como “jarrinha”, “milona”, “orelha-de-onga” e
“abuteira”, ¢ empregada na medicina alternativa principalmente no tratamento da asma, e de
problemas associados ao trato respiratorio. Essa espécie, bem como outras do género
Cissampelos e da familia Menispermaceae, € rica em alcaloides, principalmente os derivados
do niucleo benzilisoquinolinico. O alcaloide warifteina (bisbenzilisoquinolinico) € relatado
como majoritario para C. sympodialis, apresentando agdes farmacoldgicas comprovadas,
principalmente como imunomodulador. O presente estudo teve como objetivo isolar
alcaloides das raizes de C. sympodialis bem como investigar a atividade antimicrobiana do
extrato etandlico (EERCs), da fragdo alcaloidica (FARCs) e dos alcaloides isolados contra as
linhagens de S. aureus ATCC 12692, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 15442, S.
mutans ATCC 0046 e isolados clinicos S. aureus 358 e E. coli 27. O extrato foi obtido por
maceracdo, e a fragdo alcaloidica por extragdo 4cido-base. FARCs foi crogatografada em
coluna cromatografica usando como adsorvente gel de silica, e a cromatografia em camada
delgada foi usada para monitorar as fragdes obtidas, usando Dragendorff como revelador. A
partir da investigacdo quimica foi possivel o isolamento de ALCS-1, que por andlise de
ressondncia magnética nuclear de 'H e '°C, espectrometria de massa, e correlacdes
bidimensionais (HMQC e HMBC), foi possivel identificar a estrutura quimica. ALCS-1
corresponde a um alcaloide aporfinico isdbmero da bulbocapina, sendo relatado pela primeira
vez como metabdlito secunddrio vegetal. A avaliagdo da atividade antimicrobiana por
microdilui¢do mostrou que o EERCs ndo apresenta resultado clinicamente significativo frente
as linhagens testadas, por apresentar concentragdo inibitéria minima (CIM) > 1024 pg/mL,
entretanto a FARCs mostrou-se ativa, principalmente frente a S. aureus ATCC 12692, S.
aureus 358 e E. coli ATCC 25922 com CIM de 256 png/mL, e frente a E. coli 27 e P.
aeruginosa ATCC 15442 com CIM de 512 pg/mL. ALCS-1 mostrou-se ativo frente a S.
aureus ATCC 12692 e E. coli 27 com CIM de 256 pug/mL, e frente a S. aureus 358, E. coli
ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 15442 com CIM de 512 pg/mL. Na avaliagdao da
atividade modificadora da resisténcia a aminoglicosideos observou-se que tanto o EERCs
quanto a FARCs apresentaram sinergismo em todas as linhagens testadas, potencializando a
acdo dos antibidticos, na maioria dos casos revertendo o fenétipo bacteriano de resistente para
sensivel. O ALCS-1 apresentou menor efeito modificador do fendtipo de resisténcia a
aminoglicosideos, apresentando antagonismo na interagdo com a amicacina frente a E. coli
27. Os melhores resultados foram observados para a CIM/8 do EERCS (128 pg/mL)
combinada com a neomicina frente S. mutans ATCC 0046, reduzindo a CIM em 87,5% (de 64
para 8 pg/mL) revertendo o fenétipo de resistente para sensivel; para a CIM/8 da FARCs (128
pg/mL) combinada com a neomicina frente a linhagem de S. aureus ATCC 12692, reduzindo
a CIM do antibiético em 92,12% (de 64,04 para 5,04 pg/mL), alterando o fenétipo bacteriano
de resistente para sensivel; e para a CIM/8 do ALCS-1 (64 pg/mL) combinada com a
neomicina frente a linhagem de P. aeruginosa ATCC 15442, reduzindo a CIM em 87,5% (de
50,8 para 6,35 ug/mL), alterando o fenétipo de resistente para sensivel. Os resultados
apontam que os produtos testados representam um potencial agente antimicrobiano,
principalmente modulando positivamente antibidticos, o que pode estar relacionado a
alcaloides antimicrobianos presentes na fracdo. Esta € a primeira descricdo da atividade
antimicrobiana e moduladora para o extrato e fracdo alcaloidica das raizes de C. sympodialis.
Palavras-chave:  Cissampelos  sympodialis;  Isolamento;  Alcaloides;  Atividade
antimicrobiana; Atividade moduladora.



ABSTRACT

Cissampelos sympodialis is an endemic vine of Brazil, distributed from Minas Gerais to
Ceard, popularly known as "jarrinha", "milona", "orelha-de-on¢a" and "abuteira" used in
traditional medicine especially in the treatment of asthma, and problems associated with
respiratory tract. This species, as well as other similar Cissampelos and Menispermaceae
family, is rich in alkaloids, mainly derivatives of benzilisoquinoline core. The warifteine
(bisbenzilisoquinoline) alkaloid reported as majority to C. sympodialis, has proven
pharmacological actions, primarily acting as an immunomodulator. This study aimed to
isolate alkaloids of C. sympodialis roots and to investigate the antimicrobial activity of
ethanol extract (EERCs), alkaloidal fraction (FARCs) and the alkaloid isolated against strains
of S. aureus ATCC 12692, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 15442, S. mutans
ATCC 0046 and clinical isolates S. aureus 358 e E. coli 27. The extract was obtained by
maceration, and the fraction alkaloidal by acid-base extraction. FARCs was chromatographed
using chromatography column whit silica gel as adsorbent, and the thin layer chromatography
was used for monitoring the fractions using Dragendorff to visualization of spots. From the
chemical investigation was possible to isolate one of the ALCS, which by IH NMR and 13C
NMR analysis, mass spectrometry, and two-dimensional correlation (HMQC and HMBC)
were identified the chemical structure. ALCS-1 corresponds to an aporfinic alkaloid isomer
bulbocapina, was reported first as a plant secondary metabolite. Evaluation of the
antimicrobial activity by microdilution showed that EERCs does not present clinically
significant result against the tested strains, to present MIC > 1024 pg/mL, however the FARC
show is active mainly against S. aureus ATCC 12692, S. aureus 358 and E. coli ATCC 25922
with MIC 256 pg/mL, and for E. coli 27 and P. aeruginosa ATCC 15442 with MIC 512
pg/mL.ALCS-1 show is active mainly against S. aureus ATCC 12692 and E. coli 27 with
MIC 256 pg/mL, and against S. aureus 358, E. coli ATCC 25922 and P. aeruginosa ATCC
15442 with MIC 512 pg/mL. In the evaluation of modifying activity of aminoglycoside
resistance was observed that both the EERCs as FARCs showed synergism in all tested strains
enhances the activity of antibiotics, in most cases reversing the bacterial phenotype resistant
to sensitive. The ALCS-1 showed lower modifying effect of the aminoglycosides phenotype
resistance, showing antagonism in interaction with amikacin for E. coli 27. The best results
were observed in: MIC/8 from EERCS (128 pg/mL) combined with neomycin against S.
mutans ATCC 0046 , reducing the MIC in 87.5% (from 64 to 8 pg/mL) reversing the
phenotype of resistant to sensitive ; for MIC/8 from FARCs (128 pg/mL) combined with
neomycin against S. aureus ATCC 12692, reducing the MIC of the antibiotic 92.12% (from
64.04 to 5.04 ng/mL), changing bacterial phenotype of resistant to sensitive; and the MIC/8
from ALCS-1 (64 mg / mL) in combination with neomycin for P. aeruginosa ATCC 15442
strain, reducing the MIC of 87.5% (6.35 to 50.8 mg / mL) changing the phenotype of resistant
to sensitive. The results indicate that the tested products represent a potential antimicrobial
agent, particularly modulating positively antibiotics, which may relates to antimicrobial
alkaloids present in the fraction. This is the first description of antimicrobial activity and
modulating to extract and alkaloidal fraction of C. sympodialis roots.

Keywords: Cissampelos sympodialis; Isolation; Alkaloids; Antimicrobial activity;
modulation.



INTRODUCAO




19

1 INTRODUCAO

As plantas sintetizam infinidades de substancias que sdo responsdveis tanto por suas
funcdes bioquimicas bdsicas quanto, em alguns casos, de defesa contra predadores e
patégenos. O metabolismo vegetal pode ser caracterizado como primdrio ou secundario. No
metabolismo primdrio ocorrem 0s processos essenciais a vida e sdo comuns aos seres Vivos.
Ja no secunddrio, ocorre a producdo de substancias que conferem vantagens adicionais a
sobrevivéncia no ambiente (SANTOS, 2010).

Os metabdlitos secunddrios de plantas sdo classificados em trés grupos basicos quanto
suas vias biossintéticas: compostos fendlicos, como os flavonoides; terpenos, como
monoterpenos € sesquiterpenos; e compostos contendo nitrogénio, cujos principais
representantes sdo os alcaloides (PARSAEIMEHR; SARGSYAN; VARDANYAN, 2011).
Além de fungdes inerentes ao vegetal, esses metabodlitos possuem aplicagdes medicinais,
nutritivas e cosméticas (SEIGLER et al., 1998), o que justifica e valida a utiliza¢do empirica
das plantas como forma alternativa no tratamento de desordens fisioldgicas, fitoterapia.
Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) 80% da populagdo dos paises em
desenvolvimento utilizam praticas tradicionais nos seus cuidados bdsicos de satide e 85%
usam plantas medicinais ou preparacdes destas (ROSA; CAMARA; BERIA, 2011), o que
impulsiona a pesquisa sobre esses vegetais a fim de garantir seguranca ao usudrio,
principalmente quanto ao uso indiscriminado, além de estudos a respeito da composi¢ao
quimica e bioatividade dessas moléculas.

A induistria farmacéutica vé nas plantas um potencial promissor na elaboracdo de
farmacos, e ao longo da histéria pode-se destacar diversas plantas fontes de importantes
medicamentos como: digoxina (Digitalis lanata), digitoxina (Digitalis purpurea), reserpina
(Rauwolfia serpentina), pilocarpina (Pilocarpus jaborandi), morfina e codeina (Papaver
somniferum) e o taxol (Taxus brevifolia) (BARREIRO, 1990). Assim a industria utiliza as
substancias ativas como protétipo para o desenvolvimento de novas drogas e como fonte de
matérias-primas farmacéuticas, tanto para a obteng¢do de farmacos (que sdo as proprias
substancias isoladas), como para a obtencao de adjuvantes (produtos utilizados na formulacao
de medicamentos) ou, ainda, como fitoterdpicos (SCHENKEL; GOSMANN; PETROVICK,
2010).

Entre as substancias ativas oriundas do metabolismo vegetal, grande interesse tem sido

atribuido aos estudos dos alcaloides, tanto por suas propriedades quimicas quanto pelo seu



20

potencial farmacolégico. Os alcaloides sdo compostos nitrogenados farmacologicamente
ativos, encontrados predominantemente nas angiospermas. Os alcaloides verdadeiros sdo
sintetizados a partir de aminodcidos, embora existam substancias nitrogenadas derivadas de
bases puricas como as metilxantinas chamada por muitos pesquisadores de pseudoalcaloides
(HENRIQUES et al., 2010). Embora as a¢des dos alcaloides sobre o préprio vegetal ainda nao
sejam tdo esclarecidas, estudos apontam diversas atividades bioldgicas atribuidas a eles. Os
alcaloides, principalmente os inddlicos, podem agir nos sistemas neurotransmissores
opidceos, GABA¢érgicos, colinérgicos, muscarinicos, serotoninérgicos e dopaminérgicos
(RIVAS et al., 1999), por isso, sdo amplamente utilizados como hipotensor arterial,
simpatolitico, diurético, vasoconstrictor periférico, estimulante respiratério, anestésico, agente
bloqueador adrenérgico, espasmogénico intestinal, sedativo e relaxante muscular (PEREIRA
et al., 2007).

Além da conhecida a¢do dos alcaloides sobre o SNC, grande atencdo tem sido dada a
eles depois do isolamento de um alcaloide com potente acdo anticancerigena, a leurocristina
(vincristina, Oncovir®), presente em Catharanthus roseus. Isso fez com que os pesquisadores
buscassem nos alcaloides uma fonte natural de anticancerigenos, ou como prototipos na
elaboracdo de novos antitumorais. (POTIER, 1992; CARVALHAES et al., 2002).

A familia Menispermaceae, de distribuicao tropical e subtropical, € particularmente
rica em alcaloides. Nas ultimas décadas, maior atencdo tem sido dada aos géneros Stephania e
Cissampelos, visto que seus extratos e alcaloides isolados mostram bioatividade (HU et al.,
2008; SEMWAL et al., 2010; BARBOSA-FILHO et al. 2000; ASSIS et al., 2013).
Cissampelos sympodialis € uma trepadeira encontrada nas regides Nordeste e Sudeste do pais,
do Ceara a Minas Gerais, conhecida popularmente como milona e jarrinha (EICHLER, 1887).
Suas raizes sdo usadas na medicina popular no tratamento de inflamag¢des, asma, bronquite,
gripe, resfriado, artrite, reumatismo e infec¢des urindarias (CORREA, 1929; BEZERRA-
SANTOS et al., 2004; BEZERRA-SANTOS et al., 2005; BEZERRA-SANTOS et al., 2006;
AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007; PORTO; BASILIO; AGRA, 2008).

Estudos apontam que as atividades bioldgicas presentes em C. sympodialis sido
oriundas da presenca de alcaloides. Dentre os alcaloides presentes destacam-se a milonina,
laurifolina, roraimina, metilwarifteina e warifteina, sendo esta dltima o alcaloide majoritario
encontrado nas raizes de jarrinha. A warifteina € um alcaloide bisbenzilisoquinolinico e ja foi
estudado quanto sua atividade relaxante do musculo liso vascular e nao-vascular,
espasmolitica, além de efeitos imunomodulatérios (CORTES et al, 1995; FREITAS et al,
1996; COSTA et al., 2008; ROCHA et al., 2010; COSTA et al., 2013).
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C. sympodialis é bastante estudada e investigada quanto suas propriedades
antiasmadticas, porém ndo existem estudos na literatura descrevendo suas propriedades
antibacterianas, posto isso, a fim de contribuir com o estudo quimico e bioldgico de C.
sympodialis, o presente trabalho relata o isolamento e a determinagdo estrutural de alcaloides
do extrato etandlico das raizes de C. sympodialis, bem como a atividade antimicrobiana,

moduladora do extrato etandlico, da fracao alcaloidica e de alcaloides isolados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Isolar e determinar a estrutura quimica de alcaloides do extrato etandlico das raizes de
C. sympodialis, além de avaliar a atividade antimicrobiana e moduladora a aminoglicosideos

do extrato, fracdo e alcaloides de C. sympodialis.

2.2 Objetivos especificos

» Isolar alcaloides das raizes de C. sympodialis;

A\

Identificar e/ou elucidar a estrutura quimica de alcaloides isolados de C. sympodialis;

» Avaliar a atividade antimicrobiana e concentragao inibitéria minima (CIM) do extrato
etanolico, fracdo alcaloidica e alcaloides isolados;

» Verificar a acdo moduladora da atividade antibiética de aminoglicosideos do extrato

etandlico, fra¢do alcaloidica e alcaloides isolados;
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3 RERERENCIAL TEORICO

3.1 Alcaloides

Alcaloides (termo linguisticamente derivado da palavra arabe alguali, denominacdo
vulgar da planta da qual a soda foi originalmente obtida) sdo uma grande classe de
metabodlitos nitrogenados, que possuem em sua maioria cardter alcalino. Existe certa
dificuldade na definicao dessa classe, visto a auséncia de separagdo precisa entre os alcaloides
e outros compostos naturais nitrogenados (HENRIQUES et al., 2010). Em 1988 para
contornar essa dificuldade Pelletier formulou uma definicdo para esses compostos, sendo a
mais aceita até hoje para ele “um alcaloide seria uma substancia orginica de origem natural,
ciclica, contendo um nitrogénio em estado de oxidag@o negativo e cuja distribui¢ao € restrita

entre 0s organismos vivos ”.

3.1.1 Ocorréncia Natural

Os alcaloides podem ser encontrados em varios reinos, porém sua maior ocorréncia e
distribuicdo encontram-se nas plantas superiores. Em animais, principalmente em anuros ja
foram isolados aproximadamente 300 alcaloides pertencentes a mais de 24 classes, dos quais
se destacam os alcaloides esteroidais neurotdéxicos, como a batrachotoxina e a
homobatrachotoxina potentes toxinas, ambas isoladas da pele do sapo colombiano
Phyllobates aurotaenia. Embora em menor propor¢do, também hd relatos da presenca de
compostos semelhantes a alcaloides isolados de artropodes, poriferos e mamiferos. Em
microrganismos pode-se citar os alcaloides do ergo como a canoclavina-1, agroclavina,
ergoclavina, ergonovina (ergometrina) e ergocristina, isolados do fungo Claviceps purpurea,
primeiros alcaloides a serem isolados de fungos. De bactérias, principalmente do género
Pseudomonas, sdo conhecidos os alcaloides tabtoxina e pyocianina (EVANS, 2009a;
PELLETIER, 1983).

Alcaloides verdadeiros possuem rara ocorréncia em plantas inferiores (bridfitas e

pteridofitas) e gimnospermas. Nas angiospermas a distribuicdo de alcaloides € bastante
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desigual. As ordens de dicotiledoneas Salicales, Fagales, Curcubitales e Oleales sdo
consideradas como sendo livres de alcaloides. Alcaloides sdo comumente encontrados nas
ordens Centrospermae (Chenopodiaceae), Magnoliales (Lauraceae, Magnoliaceae),
Ranunculales (Berberidaceae, Menispermaceae, Ranunculaceae), Papaverales (Papaveraceae,
Fumariaceae), Rosales (Leguminosae, subfamilia Papilionaceae), Rutales (Rutaceae),
Gentiales  (Apocynaceae, Loganiaceae,  Rubiaceae),  Tubiflorae = (Boraginaceae,
Convolvulaceae, Solanaceae) e Campanulales (Campanulaceae, subfamilia Lobelioideae;
Compositae, subfamilia Senecioneae) (EVANS, 2009a).

Durante o processo evolutivo, mutacdes modificaram de forma sutil e gradual o
metabolismo original dos vegetais. Compostos intermedidrios oriundos do metabolismo
primario comegaram a ser produzidos e novas rotas metabdlicas surgiram. Evidéncias
sugerem que diversificacdo molecular certamente tenha ocorrido devido a duplicacdo e
diversificacdo de genes envolvido no metabolismo principal (OBER; HARTMANN, 2000).
Os alcaloides possuem muitos precursores e vdrias vias biossintéticas, o que pode representar
estagios diferentes de evolugdo entre as plantas indicando relacdes quimiotaxondmicas, como
por exemplo os alcaloides do acoOnito. A presenca de alcaloides também pode indicar
proximidade evolutiva entre familias, como por exemplo, a presenca de alcaloides
indolmonoterpénicos, encontrados em Apocynaceae, Rubiaceae e Loganiaceae, usado como
critério para a proximidade dessas familias como Asteridae (HENRIQUES et al., 2010).

Os alcaloides podem ser encontrados em todos os 6rgdos e tecidos do vegetal, folhas,
galhos, brotos, raizes, além de sementes. A presenca desse metabolito em determinado tecido,
contudo, ndo representa exatamente seu local de biossintese, visto que muitos alcaloides
sofrem transporte e distribuicdo por todo o vegetal. A determinacdo da origem tissular da
producdo de alcaloides se da pela identificacdo de enzimas envolvidas em sua sintese. Esses
compostos sdo sintetizados no reticulo endoplasmaético, porém enzimas responsdveis por
algumas das etapas da via biossintética foram encontrados em mitocondrias e cloroplastos, o
que indica que essas organelas estdo envolvidas em etapas intermedidrias de producdo dos
alcaloides, provavelmente na produg¢do de compostos intermedidrios. Apés a produgdo sao
entdo armazenados nos vacuolos, ou entdo podem ser transportados para outras partes do
vegetal, como ocorre com a nicotina que € produzido nas raizes de espécies do género
Nicotiana, depois é distribuida por toda a planta, concentrando-se em maior quantidade nas
folhas. A busca pela localizacdo dos tecidos responsdveis pela producdo de metabdlitos

proporciona a tentativa de sua sintese por meio de cultura celular. Nesse sentido varios
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alcaloides ja foram sintetizados em laboratérios diretamente dos tecidos produtores por meio

desse método (WINK, 1987; EVANS, 2009b; HENRIQUES et al., 2010).

3.1.2 Fungdes para as plantas

Os metabdlitos secundérios garantem aos vegetais certas vantagens que permitiram
maior sucesso no ambiente, principalmente fornecendo defesas contra predadores e
microrganismos patogenos. Entretanto, sdo poucas as evidéncias das funcdes reais dos
alcaloides para a planta (EVANS, 2009a).

Os alcaloides podem fornecer resisténcia a herbivoria devido ao fato de a maior parte
dessas substancias possuirem sabor amargo, o que afugentaria possiveis predadores. Esse fato
poderia ser interpretado como condicdo determinante para o sucesso evolutivo das plantas
produtoras dessa classe de compostos, o que levaria a predomindncia dessas plantas em
detrimentos daquelas ndo produtoras de alcaloides. Porém esse fato ndo € observado e isso
indica que a producdo de alcaloide ndo deve estar envolvida apenas para a defesa da planta
(HENRIQUES et al., 2010).

Devido a caracteristica de base fraca os alcaloides t€ém a capacidade de se ligar a
compostos acidos, como por exemplo os alcaloides de cinchona encontram-se naturalmente
conjulgados com os dcidos quinico e cinchotanico, outro exemplo sdo os alcaloides do 6pio
que se apresentam complexados com 4cido meconico. Isso pode ser indicativo de duas
funcdes: os alcaloides poderiam estar envolvidos na manutencdo de um equilibrio 4cido-base
no organismo vegetal, neutralizando 4cidos organicos que possam ser produzidos em excesso,
ou entdo, assegurando um meio de armazenar e transportar dcidos especificos pela planta, isso
pode ser demonstrado em espécies de Solenaceae, em que os ésteres de tropano formadas nas
raizes sdo translocados para as partes aéreas, onde entdo ocorre a hidrdlise do alcaloide e
reparti¢ao do 4cido libertado (HENRIQUES et al., 2010; EVANS, 2009a).

O nitrogénio € um dos fatores limitantes do crescimento vegetal, nesse ponto 0s
alcaloides podem representar uma forma de armazenamento desse elemento. Foi observado
(embora haja excecodes) que diversas plantas produtoras de alcaloides aumentam sua sintese
em condicdes de excesso de nitrogénio. J4 em condi¢cdes de estresse de nitrogénio, estes
alcaloides sdo quebrados para dar suporte ao metabolismo vegetal (CHAPIN III; SCHULZE,;
MOONEY, 1990).
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Os alcaloides também podem estar relacionados na defesa do vegetal contra
microrganismos e virus (WINK, 1993), na reduciio do oxigénio singleto ('O2) (LARSON;
MARLEY, 1984; LARSON, 1988), além da protecao que essas moléculas oferecem contra a
radiacdo ultravioleta, principalmente devido a presenca de nucleos aromadticos altamente

absorventes dessa radiagao (SAMUELSSON, 1994).

3.1.3 Origem biossintética

Os metabdlitos secundarios sdo originados pelo processo de derivacdo e construcio de
blocos ativos. Existem apenas quatro blocos ativos responsdveis pela sintese dos metabdlitos
secunddrios. A acetil coenzima A (acetil-CoA) € usada na via do acetato, e o dcido chiquimico
na via do chiquimato. O terceiro bloco, o 4cido mevaldnico, € ativo na via do mevalonato, € o
ultimo, 1-deoxixilulose-5-fosfato, é chave na via da deoxixilulose fosfato. A construg¢ao
desses blocos requer energia e precursores especificos, que sdo originados no metabolismo
primdrio. Dessa forma a construcdo dos blocos ativos é o ponto de conexdo entre o
metabolismo primdrio e secunddrio nos vegetais (ANISZEWSKI, 2007).

Os alcaloides sao sintetizados a partir de certos aminoacidos, porém esses aminodcidos
precisaram ser formados por meio dos blocos ativos do metabolismo primdrio. A figura 1
mostra as vias e os principais intermedidrios na formacdo dos aminodcidos precursores de
alcaloides.

A glicose oriunda do processo fotossintético pode seguir por duas rotas bdsicas do

metabolismo vegetal, a glicélise e o ciclo das pentoses. Na glicélise uma molécula de glicose

sofre varias reacoes originando duas moléculas de piruvato como produto final. Na gliclise
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Figura 1: Rotas metabdlicas de formagao dos aminoécidos precursores de alcaloides. Formacao da L-lisina e L-ornitina pela via do acetato, mediante ciclo de Krebs, e formagao da L-
tirosina, L-fenilalanina e L-triptofano pela via do chiquimato. (Adaptado de SIMOES).



30

z

aerébica o piruvato é convertido a acetil-CoA nas mitocOndrias participando do ciclo de
Krebs (via do acetato). Esse ciclo € responsdvel pela sintese de muitos precursores de
metabolitos secunddrios. O glutamato e o aspartato, aminoécidos oriundos desse ciclo e seus
derivados, ornitina e lisina, respectivamente, sdo precursores na formagao de alcaloides. No
ciclo das pentoses, durante uma de suas etapas, € formado o composto intermedidrio eritrose-
4-fosfato, que por condensacdo alddlica origina o 4cido chiquimico. O &4cido chiquimico
também pode ser originado pela condensacdo alddlica do fosfoenolpiruvado, intermedidrio da
formacdo do piruvato na glicélise. Pela via do chiquimato sdo produzidos os aminodcidos
aromadticos triptofano, tirosina e fenilalanina, precursores dos alcaloides aromaticos. Alguns
intermedidrios na sintese desses aminodcidos também podem atuar como elementos chave na
sintese de algumas classes de alcaloides, como por exemplo, o aspartato e o antracilato
(HENRIQUES et al., 2010,).

Os alcaloides verdadeiros, por regra, derivam de aminodcidos proteicos. Porém
existem alcaloides derivados da ornitina, que ¢ um aminodcido ndo-proteico. A ornitina em
sua via de formacao € originada a partir do glutamato, que € um aminoécido proteico. Dessa
forma os alcaloides sintetizados tendo a ornitina como precursor, também sao classificados
como verdadeiros, pois possuem em sua via biossintética a presenca de um aminodcido
proteico (ANISZEWSKI, 2007).

A diversidade estrutural dos alcaloides € muito grande, sendo esse um dos critérios
usados em sua divis@o por grupos. Os alcaloides verdadeiros podem ser divididos em vérios
grupos, dentre os principais estdo: pirrolizidinas; tropanos; pirrolidinas; piridinas; piperidinas;
quinolizidinas; indolizidinas; quinoleinas; quinazolinas; benzoxazinas; ind6is; imidazoéis e as
quinoleinas (HENRIQUES et al., 2010; EVANS, 2009a).

As rotas metabdlicas de sintese dos alcaloides vem sendo muito estudas, porém,
algumas etapas dessas vias ainda nao estdo bem esclarecidas. Contudo, ha consenso entre os
quimicos que trés reacdes principais se mostram como pedra fundamental na biossintese dos
alcaloides: I) a reacdo de Mannich de uma base de Schiff com um nucleéfilo, II) a
condensacdo de Pictet-Spengler, e III) a reagdao de acoplamento fendlico (DEWICK, 2009).

A figura 2 representa a reacao de Mannich de uma base de Schiff com um nucledfilo.
Quando um aldeido ou uma cetona se condensa com uma amina e ocorre a eliminacdo de
agua, o produto resultante € uma base de Schiff. Esta espécie é um forte eletréfilo e pode
atrair um nucledfilo de qualquer fonte de origem. Frequentemente, o produto dessa reacdo
apresenta um novo esqueleto carbonico refor¢cado com um ntcleo heterociclico. As figuras 3 e

4 representam a reacdo de condensacdo de Pictet-Spengler.



31

R - \ +H*/-H*
D C—N4 —
H/ L \R
H H

H
H Y]
—~0: R H\,bj R H R H R
. ) _ AN N+ /
C—N L» C—N L(), /C:N + <«—> /C .N\
el / ““NR " RN H R H R
H H B _
Base de Schiff
C.o . — —(ioo . .OOO. ]
R -H R R
5 R — R' > R'
H H H

RV

N

R

Figura 2: Reacdo de Mannich. Na primeira parte mostrando a formacao da base de Schiff, e em seguida sua
reacdo com um nucleéfilo, formando um novo esqueleto carbdnico, base na formacao dos alcaloides.
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Quando uma base de Schiff € atacada intermolecularmente por um nicleo aromaético, o
produto é quase sempre uma tetrahidroisoquinolina (I) ou uma tetra-beta-carbonila (II). Outra
reacdo importante na formagao de alcaloides € a reagdo de acoplamento fendlico (figura 5).
Quando uma hidroxila de um composto fendlico € oxidada pela perda de um hidrogénio, um
radical intermedidrio altamente reativo € produzido, que pode ser capturado tanto
internamente, quanto por outra unidade contendo um radical, para formar diferentes produtos,
incluindo aqueles derivados da formagao de ligacdo carbono-oxigénio (III) e carbono-carbono
nas posigoes orto- (IV) ou para- (V e VI) do radical fendlico. Dessa maneira, novas ligacdes
sdo produzidas aumentando a variedade estrutural a partir do esqueleto basico dos alcaloides.
A reacdo de acoplamento fendlico é mais observada nas vias de biossintese dos alcaloides
derivados da fenilalanina e tirosina (CORDELL; CHOI, 2010).

O aminodcido nao-proteico L-ornitina dd origem as classes de alcaloides chamadas
pirrolizidinas, tropanos e pirrolidinas. A L-lisina origina as classes piperidinas, quinolizidinas
e indolizidinas. O L-triptofano da origem aos alcaloides ind6licos. Ambos os aminoacidos L-
fenilalanina e L-tirosina dao origem a classe isoquinoleinas. O aspartato, intermedidrio na via
de sintese da L-lisina, origina as piridinas, e o antracilato, intermedidrio na sintese de
aminodcidos aromaticos, origina as quinoleinas, quinazolinas e benzoxazinas. Além disso a
histidina também pode estar envolvida na sintese de alcaloides, originando a classe dos
imidaz6is. (HENRIQUES et al., 2010; ANISZEWSKI, 2007, EVANS, 2009a). O quadro 1

mostra o esqueleto basico de cada uma das principais classes de alcaloides.

3.1.4 Atividades bioldgicas

Diversas atividades bioldgicas sdo citadas para os varios alcaloides j4 isolados. Dentre
as primeiras acdoes comprovadas estdo os efeitos que algumas classes de alcaloides exercem
sobre o sistema nervoso. Esse efeito foi primeiramente demostrado para a morfina, isolada em
1804 pelo farmacéutico alemao Friedrich Wilhelm Adam, a partir do latex das cdpsulas da
papoula (Papaver somniferum) (BARREIRO e BOLZANI, 2009). A ibogaina, isolada de
Tabernanthe iboga (Apocynaceae), apresenta acdo serotonérgica central, podendo ter acdes
reduzindo a fadiga e a fome (SERSHEN; HASHIM; LAJTHA, 1997). Outros alcaloides
podem atuar a nivel de sistema nervoso tais como a atropina, encontrada na beladona (Atropa

belladonna), e a muscarina isolada do fungo Amanita muscaria (KTZUNG, 2010).



Quadro 1: Nucleo bésico das principais classes de alcaloides.

Y,

H\N

(J

Pirrolizidinas Tropanos Pirrolizidinas
O N
O N Oij
N
H
Piridinas Piperidinas Quinolizidinas
: .,O
O\Ii> = N
N
Indolizidinas Quinoleinas Benzoxazinas
X /— N \
N
N
Isoquinoleinas Imidazéis Indéis
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As potentes acdes dos alcaloides sobre o sistema nervoso incentivaram a prospec¢ao
por novas atividades bioldgicas. Os alcaloides se mostram bastante ativos sendo comprovadas
suas agOes antimaldrica (SENER; ORHAN; SATAYAVIVAD, 2003), antioxidante
(HERRAIZ; GALISTEO; CHAMORRO, 2003), como inibidor da acetilcolinesterase
(L()PEZ et al., 2002), analgésica (LOOMIS; PENNING; MILNE, 1989), entre outras. Além
disso, vdrios estudos se mostram promissores utilizando alcaloides potencialmente ativos
contra células de linhagens tumorais (POWELL; WEISLEDER; SMITH, 1972; LUCIO et al.,
2011; ZUPKO et al., 2009; SATHIYA; MUTHUCHELIAN, 2010).

3.2 Informacoes botanicas

3.2.1 Familia Menispercaceae

Menispermaceae estd inserida na ordem Ranunculales, constituindo oito tribos, com
cerca de 70 géneros e 450-500 espécies, apresentando distribui¢do essencialmente pantropical
(figura 6) (ORTIZ; KELLOGG; VAN DER WERFF, 2007; HOOT et al. 2009). Os
representantes dessa familia se apresentam como arbustos escandentes ou lianas, ervas ou
arvores (raramente); sdo predominantes trepadeiras, sendo poucos individuos com caule

autossustentavel (WATSON; DALLWITZ, 2014).

Figura 6: Distribuicdo geogrifica (em vermelho) de espécies da familia
Menispermaceae.
Fonte:http://www.biologia.edu.ar/diversidadv/fasclll/16.%20Menisperma
ceae.pdf
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Os membros dessa familia possuem as seguintes caracteristicas: Folhas alternas,
simples, de forma variada, possuem peciolo espessado em sua maioria no dpice e/ou base,
estipulas ausentes. As inflorescéncias variam de espigas, racemos, paniculas ou cimeras, sao
axilares ou frequentemente caulifloras com tamanhos e quantidades diferentes entre flores
femininas e masculinas. As flores sdo pequenas (6 mm), unissexuais, normalmente trimeras,
de coloracdo esverdeada, esbranquicada, marrom ou amarelada. O fruto € uma drupa com
exocarpo membranoso e subcoridceo, com mesocarpo carnoso ou fibroso, e endocarpo
lenhoso (RHODES, 1962)

No Brasil sdo conhecidas 108 espécies de Mesnispermaceae, distribuidas em 15
géneros, e dessas, 29 sdo endémicas. A figura 7 mostra a distribuicdo das espécies com
relacdo a regido e ao dominio fitogeografico. Observa-se que a maior parte da diversidade
dessa familia se encontra localizada na regido norte, 92 espécies, enquanto a regido nordeste
apresenta 28 espécies. Quanto aos dominios fitogeograficos observa-se uma predominincia na
Amazonia (93 espécies) seguida pela Mata Atlantica (28 espécies), Cerrado (16 espécies) e

Caatinga (11 espécies) (BRAGA, 2014).
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Figura 7: Distribuicdo de Menispermaceae no Brasil. O grafico em barras mostra a distribui¢io por regides,
jé o grafico em forma de pizza mostra quanto os dominios fitogeograficos.
Fonte: http://www.biologia.edu.ar/diversidadv/fascIll/16.%20Menispermaceae.pdf

A familia Menispermaceae € particularmente rica em alcaloides, o ultimo
levantamento realizado apontou 1.525 estruturas descritos a partir de 159 espécies
(BARBOSA-FILHO; CUNHA; GRAY, 2000). Esses vegetais sao usados na Africa, Asia e
América para atordoar peixes (utilizado durante a pesca por indigenas) e para fazer decocgdes

usadas como venenos em dardos e flechas, incluindo o curare. O principal constituinte ativo
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do curare € a tubocurarina isolado de Condrodendron tomentosum Ruiz & Pav., agindo como

potente relaxante muscular (KRUKOFF; SMITH, 1939).

3.2.2 Género Cissampelos

O género Cissampelos apresenta 20 espécies, sendo nove distribuidas nas Américas,
nove na Africa, uma na Asia, e uma de distribuicdo pantropical, C. pareira (RHODES, 1975),
porém estudos recentes apontam uma nova espécie endémica para a America do Sul (ORTIZ
e NEE, 2014). No Brasil foram catalogadas dez espécies, destas, cinco sdo encontradas no
nordeste, e uma, C. sympodialis, é endémica para o territério brasileiro.

Segundo Rhodes (1975) as espécies desse género possuem as seguintes caracteristicas:
trepadeiras herbédceas, sendo uma unica espécie arbustiva (C. ovalifolia). Possuem folhas
alternadas com nervacdo actinbdroma. As flores apresentam no méaximo 2 mm de
comprimento, com coloragdo amarela e verde-clara. As flores masculinas caracterizam-se por
apresentar quatro sépalas, uma pétala conada, quatro estames com filetes formando um
sinandro. As flores femininas s@o constituidas por uma sépala, uma pétala e um carpelo com

estigma trifido. O fruto é uma drupa, oboval.

3.2.2.1 Usos populares do género Cissampelos

As espécies do género Cissampelos sao largamente utilizadas na medicina tradicional
de diversos paises, no tratamento de infeccOes, distirbios respiratdrios, distirbios
gastrintestinais, além de serem usados como analgésico, antipirético, diurético, sedativo, entre

outros. A tabela 1 lista os principais usos tradicionais das espécies desse género.
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Tabela 1: Uso de espécies do género Cissampelos na medicina popular.

Espécies

Uso tradicional (indicacoes)

Referéncias

C. capensis

C. glaberrima

C. mucronata

C. owariensis

C. pareira

Tratamento da febre, diabetes,
distirbios estomacais, cancer de pele,
colera e sifilis.

Purificador do sangue e diurético.

Tratamento dos sintomas da asma e
infecgdes urindrias.

Tratar  feridas, indigestdo, febre

(maldria)

Tratar esquistossomose, € usado como
antidoto contra veneno de cobra.

Tratar dor de estbmago em criangas,
antidiarréico e para tratar queimaduras.

Para prevenir o aborto, menorragia,
como sedativo, € no tratamento de
dores de estobmago.

Tratar problemas circulatorios,
ginecoldgicos, astenia, loucura, contra
a diarreia humana e animal, para curar
feridas, tratar mordida de cobra, contra
a amnésia e psicose.

Tratamento de ulceras, diarreia,
infec¢des do trato urindrio € como anti-
inflamatorio.

Usado como adstringente,
antiespasmadico, analgésico,
antitérmico, diurético, tOnico, anti-
helmintico e emenagogo.

Prevenir ameaca de aborto e parar
hemorragias uterinas.

VAN WYK; GERICKE,
2000; VON KOENEN,
2001

WATT; BREYER-
BRANDWIJK, 1962

PIO-CORREA, 1984

JOHNS et al., 1994,
GESSLER et al.,, 1994

SPARG; VAN
STADEN; JAGER 2000;
SELVANAYAHGAM et
al., 1994

FALANA; CARTAXO-
MARTINS; OFUSORI,
2011

OLIVER, 1969

ADJANOHOUN et al.,
1989; SCHMELZER,
2008

WARRIER; NAMBIER;
RAMANKUTTY, 2005;
AMRESH et al., 2007

KHARE, 2007; FENG
et al., 1962; GOGTE,
2000

LEWIS; LEWIS, 1977
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Tabela 1: Uso de espécies do género Cissampelos na medicina popular. (cont.)

C. pareira

C. sympodialis

Tratar feridas, antidoto contra mordida
de cobra, tratamento de fistulas,
prurido, doencgas de pele.

Usado na tosse, dispepsia, hidropisia,
problemas  genito-urindrios  como
prolapso uterino, cistite, hemorragia, e
nefrite calcular.

Tratar problemas menstruais, como
dor, célicas, sangramentos excessivos,
miomas e endometriose, como tonico
feminino, wusado no  equilibrio
hormonal, perda de libido na
menopausa, acne hormonal, sindrome
pré-menstrual, problemas cardiacos,
como  antiespasmoddico,  relaxante
muscular.

Antisséptico contra inflamacoes.

Agente anti-infertilidade, tratamento da
cOlera, epilepsia, febre e raiva.

Tratar inflamagdes, asma, bronquite,
resfriados, gripe, artrite, reumatismo,
infec¢des urindrias

VAIDYA, 1988

CACERES; GIRON;
MARTINEZ, 1987;
KIRTIKAR; BASU,
2001

KUMAR; CHANDRA;
KUMAR, 2012

NEUWINGER, 1994

RAJAN;
SETHURAMAN;
MUKHERIEE, 2002;
MAURYA et al., 2004

PIO-CORREA, 1929;
BEZERRA-SANTOS et
al., 2004; BEZERRA-
SANTOS et al., 2005;
BEZERRA-SANTOS et
al., 2006; AGRA et al.,
2007; PORTO et al.,
2008

3.2.2.2 Atividades biologicas do género Cissampelos

Relatos na literatura indicam que essas espécies representam um potencial na area

farmacoldgica. Dentre os trabalhos realizados com representantes de Cissampelos (extratos,

fracdes e/ou isolados) as principais atividades bioldgicas encontram-se citadas na tabela 2.



42

Tabela 2: Atividades bioldgicas de espécies do género Cissampelos.

Atividade Biolégica Espécie Referencia

Antimicrobiana C. mucronata NONDO et al., 2011; KUMAR;

C. pareira CHANDRA; KUMAR, 2012
Leishmanicida C. sympodialis (SILVA et al., 2012)
Antiplasmodica C. mucronata TSHIBANGU; WRIGHT;

C. Pareira KONIG, 2003;

SINGH; BANYAL, 2011)

Anti-helmintica C. Pareira AYERS et al., 2007;

C. capensis SHUKLA; SHUKLA;

GOPALAKRISHNA, 2012

Larvicida C. mucronata NONDO et al., 2011

Inseticida C. glaberrima TORRES; BARROS;
OLIVEIRA, 2001

Citotoxica C. sympodialis MELO et al., 2003

Anticancerigena C. pareira AMRESH; RAO; SINGH,
2007b; THAVAMANI,
MATHEW; DHANABAL, 2014

Antiespasmoddica C. sympodialis CORTES et al., 1995

Antiasmatica C. sympodialis BEZERRA-SANTOS et al,
2012; CAVALCANTI et al.,
2013

Broncodilatadora C. sympodialis THOMAS et al., 1997

Antialérgica C. sympodialis BEZERRA-SANTOS;

PECANHA; PIUVEZAM, 2005;
BEZERRA-SANTOS et al,
2006; COSTA et al, 2008;
CERQUEIRA-LIMA et al., 2010




43

Tabela 2: Atividades bioldgicas de espécies do género Cissampelos. (cont.)

Antinociceptiva

Anti-inflamatoéria

Atividade imunomoduladora

Antidiabética
Diurética
Antiurolitico
Gastroprotetor

Acdes cardiovasculares

Ansiolitico

Antidepressiva

Antioxidante

C. pareira

C. sympodialis

C. pareira

C. sympodialis

C. pareira
C. pareira
C. pareira

C. mucronata

C. sympodialis

C. pareira
C. pareira

C. sympodialis

C. pareira

AMRESH; SINGH; RAO, 2007;
OLIVEIRA JUNIOR et al., 2011

AMRESH et al., 2007

THOMAS; SELAK; HENSON,
1999; PIUVEZAM et al., 1999;
ALEXANDRE-MOREIRA;
PIUVEZAM; PECANHA, 2003;
BEZERRA-SANTOS et al,
2004; VIEIRA et al, 2013;
BAFNA; MISHRA, 2010; LIMA
et al., 2014

KUMAR et al., 2011
SAYANA et al., 2014b
SAYANA et al., 2014°
NWAFOR; OKOYE, 2005

MEDEIROS et al.,, 1998;
CAVALCANTE et al., 2010;
SINGH et al., 2013

THAKUR; RANA, 2013

ALMEIDA et al, 1998;
MENDONCA-NETTO et al.,
2007

AMRESH; RAO; SINGH,
2007a; BAFNA; MISHRA, 2010




44

3.2.2.3 Alcaloides do género Cissampelos

O género Cissampelos, bem como outros representantes da familia Menispermaceae,
sdo conhecidos por sintetizar grande quantidade de alcaloides. A maior parte dos alcaloides
deste gé€nero sdao quimicamente conhecidos como derivados de nucleo isoquinolinico e as
informacdes presentes na literatura apontam que estes apresentam sete tipos de esqueleto
diferentes: benzilisoquinolinico (BIQ); bisbenzilisoquinolinico (BIS-BIQ); aporfinico
(APORFIN); morfinandienénico (MORFIN); tetrahidroprotoberberinico (PROTOB);
tropoloisoquinolinico (TROPOLI); azafluoranténico (AZAFLU) (BARBOSA et al., 1997).
Entretanto o levantamento realizado aponta mais dois esqueletos para os alcaloides de
Cissampelos: pro-aporfinico (PRO-APORFIN) e stephaoxocano (OXOCAN).

Uma busca realizada na base de dados do Scifinder cruzando os termos Cissampelos,
substancias e alcaloides, gerou um total de 58 estruturas diferentes de alcaloides isoladas no
género, além de trés estruturas propostas (ndo identificadas) e duas substancias que ndo
apresentavam estrutura quimica (Menismine e Pareirine). Os resultados da revisdo sobre os

alcaloides isolados de espécies do género Cissampelos estao presentes na tabela 3 e no quadro

2.



Tabela 3: Alcaloides isolados nas espécies do género Cissampelos.
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Substiancia
Reticulina

Isococlaurina

Laudanosina

Warifteina

Metilwarifteina

Des-7'-O-metilroraimina
epi-Des-7'-O-metilroraimina
Insulanolina

Insularina

Estrutura

1

2

Subclasse
BIQ

BIQ

BIQ

BIS-BIQ

BIS-BIQ

BIS-BIQ
BIS-BIQ
BIS-BIQ

BIS-BIQ

Fonte
C. campensis

C. mucronata

C. pareira

C. ovalifolia™

C. sympodialis*™

C. ovalifolia™
C. sympodialis

ST
C. sympodialis
C. sympodialis
C. capensis

C. capensis’!
C. pareira®™

Referéncia
WET; HEERDEN ; WYK, 2011

TSHIBANGU:; WRIGHT; KONIG,
2003

AHMAD; MALIK; ZIA-UL-HAQ,
1992

SNEDDEN: PARKER;
GORINSKY, 1970*; BARBOSA-
FILHO; AGRA; THOMAS 199741

SNEDDEN; PARKER;
GORINSKY, 1970°"; ; BARBOSA-
FILHO; AGRA; THOMAS 1997°"

MARINHO et al., 2013
MARINHO et al., 2013

WET; HEERDEN ; WYK, 2011

WET; HEERDEN ; WYK, 2011°%
DWUMA-BADU et al., 1975°1
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Cycleanina

Cissacapina

Cissampareina

(-)-curina

R,S-tubocurina

S,R-tubocurina

Hayatinine

R,S-12-O-Metil-curina

Tobocurano

10

11

12

13

14

15

16

17

18

BIS-BIQ

BIS-BIQ

BIS-BIQ

BIS-BIQ

BIS-BIQ

BIS-BIQ

BIS-BIQ

BIS-BIQ

BIS-BIQ

C. capensis'™
C. pareira'™"

C. capensis'!!

C. pareira

C. mucronata'™

C. pareira'"

C. mucronata

C. mucronata

C. mucronata'®

C. pareira'*"

C. mucronata

C. mucronata

WET; HEERDEN ; WYK, 2011'%;
DWUMA-BADU et al., 1975'"

WET; HEERDEN ; WYK, 2011'!!

KUPCHAN; PATEL; FUJITA,
1965

TSHIBANGU:; WRIGHT; KONIG,
20033 BOISSER et al., 196531

TSHIBANGU; WRIGHT; KONIG,
2003

TSHIBANGU; WRIGHT; KONIG,
2003

TSHIBANGU:; WRIGHT; KONIG,
2003': MUKHERJI; BHANDARI
( 1 959)1611

TSHIBANGU; WRIGHT; KONIG,
2003

TSHIBANGU; WRIGHT; KONIG,
2003
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Isochondodendrina

Isoliensinina

Roraimina
(+)-tetrandrina

Dihidrowarifteina

Dimetildihidrowarifteina

Metildihidrowarifteina

Dimetilwarifteina

(+)-bebeerina

Daijisong

Cissampentina

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

BIS-BIQ

BIS-BIQ

BIS-BIQ
BIS-BIQ

BIS-BIQ

BIS-BIQ

BIS-BIQ

BIS-BIQ

BIS-BIQ

BIS-BIQ

BIS-BIQ

C. mucronata'"

C. pareira'"

C. mucronata

C. sympodialis
C. pareira

C. ovalifolia

C. ovalifolia

C. ovalifolia

C. ovalifolia

C. pareira
C. pareira

C. fasciculata®"
C. mucronata®"

FERREIRA et al., 1965
DWUMA-BADU et al., 19751

TSHIBANGU:; WRIGHT; KONIG,
2003

LIRA et al., 2002
ROJANASONTHORN, 1970

SNEDDEN; PARKER;
GORINSKY, 1970

SNEDDEN; PARKER;
GORINSKY, 1970

SNEDDEN; PARKER;
GORINSKY, 1970

SNEDDEN; PARKER;
GORINSKY, 1970

HULLATTI; SHARADA, 2010
BUCKINGHAM, 1993
GALINIS; WIEMER; CAZIN JR,

1993%": TSHIBANGU:; WRIGHT;
KONIG, 200321
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Simpodialina-B-N-oxido

Bulbocapnina

(+)-dicentrina

Lauroscholtzina

Liriodenina

Cissaglaberrimina

Laurifolina

Magnoflorina

Oxobuxifolina

Nuciferina

(+)-Corytuberina

Dehidrodicentrina

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

BIS-BIQ
APORFIN

APORFIN

APORFIN

APORFIN

APORFIN

APORFIN

APORFIN

APORFIN

APORFIN

APORFIN

APORFIN

C. sympodialis
C. capensis

C. capensis®™
C. pareira®"

C. capensis

C. sympodialis
C. glaberrima
C. sympodialis

C pareira

C. glaberrima

C. pareira

C. pareira

C. pareira

ALENCAR, 1994

WET; HEERDEN ; WYK, 2011

WET; HEERDEN ; WYK, 20113
DWUMA-BADU et al., 197531

WET; HEERDEN ; WYK, 2011

LIRA et al., 2002
BARBOSA-FILHO et al., 1997
ALENCAR, 1994

AHMAD; MALIK; ZIA-UL-HAQ,
1992

BARBOSA-FILHO et al., 1997

AHMAD; MALIK; ZIA-UL-HAQ,
1992

AMRESH; SINGH; RAO, 2008

DWUMA-BADU et al., 1975
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(+)-Corydina

Milonina

Salutaridina

Steponina

(-)-cissamina

(-)-f-cyclanolina

Isoimerubrina

Pareirubrina A

Pareirubrina B

Grandirubrina

Pareitropona

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

APORFIN

MORF

MORF

PROTOB

PROTOB

PROTOB

TROPOLI

TROPOLI

TROPOLI

TROPOLI

TROPOLI

C. fasciculata

C. sympodialis

C. capensis

C. pareira

C. pareira

C. pareira

C. pareira

C. pareira

C. pareira

C. pareira

C. pareira

GALINIS; WIEMER; CAZIN JR.,
1993

DEFREITAS et al., 1995

WET; HEERDEN ; WYK, 2011

ANWER et al., 1968

RIVASTAVA; KHARE, 1964

BUCKINGHAM, 1993

MORITA et al., 1993b

MORITA et al., 1993b

MORITA et al., 1993b

MORITA et al., 1993b

MORITA; TAKEYA; ITOKAWA,
1995




Tabela 3: Alcaloides isolados nas espécies do género Cissampelos (cont.)

Norimeluteina 53
Norruffscina 54
Eletefina 55
Pronuciferina 56
Glaziovina 57

Crotsparina 58

AZAFLU

AZAFLU

OXOCAN

PRO-APORFIN

PRO-APORFIN

PRO-APORFIN

C. pareira

C. pareira

C. glaberrima

C. capensis

C. capensis

C. capensis

MORITA et al., 1993a

MORITA et al., 1993a

DA-CUNHA et al., 1998

WET; HEERDEN ; WYK, 2011

WET; HEERDEN ; WYK, 2011

WET; HEERDEN ; WYK, 2011
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Quadro 2: Estrutura dos alcaloides isolados de espécies do género Cissampelos
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Quadro 2: Estrutura dos alcaloides isolados de espécies do género Cissampelos (Cont.)

HO
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Quadro 2: Estrutura dos alcaloides isolados de espécies do género Cissampelos (Cont.)
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Quadro 2: Estrutura dos alcaloides isolados de espécies do género Cissampelos (Cont.)
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Quadro 2: Estrutura dos alcaloides isolados de espécies do género Cissampelos (Cont.)
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Quadro 2: Estrutura dos alcaloides isolados de espécies do género Cissampelos (Cont.)

OCH,
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Através do levantamento realizado observou-se que a grande maioria dos alcaloides
sintetizados no género Cissampelos sdo derivados do nucleo benzilisoquinolinico. Esses
alcaloides sdo originados a partir do aminodcido proteico L-tirosina. A rota biossintética dessa
classe tem inicio com duas moléculas de L-tirosina. Uma é descarboxilada para formar
tiramina e pode sofrer acdo da enzima fenol oxidase formando a L-dopamina. O esqueleto
benzil da (S)-nococlaurina € formado pela transamina¢do da segunda molécula de L-tirosina
formando o 4cido 4-hidroxifenilpirivico, que entdo ¢é descarboxilado para 4-
hidroxifenilacetaldeido. Dopamina e 4-hidroxifenolacetaldeido sao depois
estereoseletivamente condensados formando (S)-norcoclaurina. A partir desse ponto uma
série  de reacdoes de metilacio e oxidagdo ddo origem ao intermedidrio
benziltetraidroisoquinolinico (S)-reticulina precursor dos alcaloides isoquinolinicos e
benziltetraidroisoquinolinicos e seus derivados (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000;
STEVIGNY; BAILLY; QUETIN-LACLERCQ, 2005; DEWICK, 2009).

O esqueleto bésico dos BIQ fornece estrutura para a formagdo de uma miriade de tipos
estruturais de alcaloides incluindo os aporfinicos, protoberberinicos, morfindndiendnicos,
bisbenzilisoquinolinicos, além da pavina e da benzil[c]fenantridina. Grande parte dessa
diversidade estrutural € obtida através de reagdes de acoplamento fendlico carbono-carbono
ou carbono-oxigénio catalisados pelos citocromos P450 (CYPs), incluindo os membros das
familias CYP80 e CYP719. Outros rearranjos intramoleculares importantes sdo obtidos por
meio de oxidacdes catalisadas por flavoproteinas (por exemplo, ciclizagdes por meio da
enzima BBE, Berberine Bridge Enzyme) ou por reacdes radicalares espontaneas, devido a
formac¢do de intermedidrios instdveis. Uma vez formados, cada um dos diferentes derivados
de BIQ podem ser modificados através de hidroxilacdes e formacgdes de ponte dioximetileno
mediadas pelo CYP; O- e N-metilacdes S-adenosilmetionina (SAM) dependente, e O-
demetilacdes catalisadas pela dioxigenase. A figura 8 mostra a biossintese dos alcaloides
benzilisoquinolinicos e seus derivados (ZIEGLER; FACCHINI, 2008; HAGEL; FACCHINI,
2010).
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Figura 8: Biossintese dos alcaloides benzilisoquinolinicos e derivados; quatro enzimas atuam catalizando o acoplamento fendlico para originar as demais subclasses, BBE
(Berberine Bridge Enzyme), CYP719B1 (salutaridina sintase), CYPS80A1 (berbamunina sintase) e CYP80G2 (corytuberina sintase).

Fonte: Adaptado de DEWICK, 2009; FARROW, HAGEL e FACCHINI, 2012.
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3.2.3 Cissampelos sympodialis

A espécie foco desse estudo € a Cissampelos sympodialis, conhecida popularmente
como “milona”, “jarrinha”, “orelha-de-ong¢a” e “abuteira” (BARBOSA-FILHO et al., 1997).
Essa espécie é a unica representante do género Cissampelos endémica para o Brasil,
distribuida desde Minas Gerais até o Ceard, sendo largamente distribuida no Nordeste
(principalmente Paraiba, Ceard, Alagoas e Bahia) (RHODES, 1975)

C. sympodialis apresenta caule com coloracdo verde-clara a vermelho ferrugineo.
Possui lamina foliar oval a deltoide com &pice obtuso a retuso e base truncada a cordada,
membrandcea a subcoridcea. As flores masculinas possuem corola pateliforme. E distinguivel
pelas superficies glabras e peciolo peltado excéntrico (PORTO; BASILIO; AGRA, 2008;
RHODES, 1975). A figura 9 mostra o detalhe das folhas a figura 10 as raizes e a figura 11

apresenta em detalhe os frutos de C. sympodialis.

Figura 9: Cissampelos sympodialis. Detalhe de suas folhas.
Fonte: Autor, 2013.
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Figura 10: Cissampelos sympodialis. Detalhe de suas raizes.
Fonte: Autor, 2013.

Figura 11: Cissampelos sympodialis. Detalhe de seus frutos.
Fonte: CAVALCANTI et al., 2013.
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Dentre os alcaloides presentes em C. sympodialis, os mais encontrados sdo a
warifteina (BIS-BIQ), metilwarifteina (BIS-BIQ) milonina (MORF), laurifolina (APORFIN),
liriodenina (APORFIN) e roraimina (BIS-BIQ) (PORTO; BASILIO; AGRA, 2008).

Na medicina popular C. sympodialis é usada no tratamento de inflamagdes, asma,
bronquite, resfriados, gripe, artrite, reumatismo e infec¢des urindrias (PIO-CORREA, 1929;
BEZERRA-SANTOS et al., 2004; BEZERRA-SANTOS et al., 2005; BEZERRA-SANTOS et
al., 2006; AGRA et al., 2007; PORTO et al., 2008). Sobre o efeito anti-inflamatério e
antiasmatico presente nessa espécie estudos comprovam que isso se dd pela acdo
imunomoduladora presente nessa espécie, podendo estar relacionada principalmente a
diminuicdo da migracdo e degranulacdo de neutréfilos mediados pela inibicdo da
fosfodiesterase (PDE), decréscimo da infiltracdo de eosindfilos nos pulmdes pela inibicao de
citocinas quimiotaticas, diminui¢do de imunoglibulinas alérgico-especificas e proliferacao de
linficitos-B, aumento da producdo de citocininas anti-inflamatdérias como a 1L-10 e o IFN-y,
diminui¢do da degranulacdo de mastdcitos e da liberacdo de histamina, diminui¢do de cis-

leucotrienos (CysLTs) e corpos lipidicos em eosinéfilos (CAVALCANTI et al., 2013)
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Folhas e raizes de C. sympodialis foram coletadas nos meses de junho e julho de 2013
no municipio de Barbalha — CE. Em um estudo posterior a espécie em questdo ji havia sido
coletada e identificada, e uma amostra representativa encontra-se depositada Herbdrio do
Centro de Sadde e Tecnologia Rural (CSTR), da Universidade Federal de Campina Grande,
Campus de Patos-PB, sob registro CSTR N° 2948.

Figura 12: Momento da coleta e selecdo das raizes de Cissampelos sympodialis.
Fonte: Autor.
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4.2 Métodos cromatograficos

4.2.1 Cromatografia em coluna (CC)

As cromatografias de adsor¢ao em coluna foram executadas utilizando gel de silica 60,
com granulometria de 70-230 mesh, da Vetec® (cromatografia gravitacional). O
comprimento e o didmetro das colunas variaram de acordo com as quantidades das amostras a
serem cromatografadas e com a quantidade de gel de silica empregada

Os solventes utilizados nos procedimentos cromatograficos foram: hexano,
diclorometano, acetato de etila ¢ metanol, puros ou em misturas bindrias em ordem crescente
de polaridade. Os solventes utilizados nos procedimentos foram hexano, cloroférmio, acetato

de etila e metanol, de qualidade P.A. ou destilados

4.2.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada CCD foi usada de maneira analitica (a fim de
agrupar fracoes e verificar as fragdes mais puras) e preparativa (para isolar compostos).

Na CCD analitica foram usadas 1aminas de vidro para microscopia com dimensdes de
2,6 x 7,6 cm, com uma das faces revestida por gel de silica 60G da marca Vetec®, codigo
1094, e cromatoplacas de gel de silica 60, 2-25 um, com indicador de flurescéncia na faixa de
254 nm (Merck).

Na CCD preparativa foram utilizadas ldminas de vidro com dimensdes de 10 x 5 cm,
revestidas em uma das faces por gel de silica 60G da Vetec®, cddigo 1094.

As revelacdes das substancias na CCD foram realizadas pela pulverizacio de uma
solucdo do reagente de Dragendorff, uma solucdo de iodeto de bismuto do potéssio, K(Bil4),
em 4cido acético diluido, que € especifica para a presenca de alcaloides. Além disso as
substancias na CCD foram monitoradas pela exposi¢do a radiag¢do de luz ultravioleta (UV) em
dois comprimentos de onda (254 e 365 nm).

Os extratos e as fracdes resultantes das colunas cromatograficas foram concentrados

sob pressdo reduzida em evaporador rotativo.
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4.3 Espectrometria de massas

Os espectros de massas de baixa resolucao foram obtidos em espectrometro de massas

modelo QP5050A da SHIMADZU, operando em impacto eletronico de 70 eV.

4.4 Métodos espectroscopicos

Os espectros apresentados neste trabalho foram obtidos em equipamentos da Central
Analitica do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do
Ceard, e do Centro Nordestino de Aplicacio e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear

(CENAUREN/UFC).

4.4.1 Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia Magnética nuclear de hidrogénio (RMN !'H) e carbono-13
(RMN 13C), uni e bidimensionais, foram obtidos em espectrometro Bruker, modelo DRX-500
e DPX-300, operando na frequéncia de 300 e 500 MHz para hidrogénio e 75 e 125 MHz para
carbono-13.

As amostras foram solubilizadas em cloroférmio deuterado (CDCl3) para obtengao dos
espectros. Os deslocamentos quimicos (J) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados nos espectros de RMN 'H pelo pico do hidrogénio pertencente a fracdo ndo
deuterada do solvente cloroférmio (du 7,27). Para o RMN 3C, como referencial o pico central
do tripleto em dc 77,23 do cloroférmio deuterado.

As multiplicidades dos sinais de hidrogénio foram indicadas segundo a convengdo: s
(simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto).

O padrdo de hidrogenacdo dos carbonos em RMN 13C foi determinado através da
técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), com angulo de nutagao
(0) de 135°C. Os carbonos nao hidrogenados foram caracterizados pela comparagdo dos

espectros de RMN 13C DEPT 135° com o espectro de carbono-13 BB (Broad Band). Os sinais
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dos carbonos metinicos (CH) e metilicos (CH3) possuem amplitude positiva e os sinais de

carbonos metilénicos (CHz) amplitude negativa no espectro DEPT 135°.

4.5 Métodos fisicos

4.5.1 Ponto de fusdo

O ponto de fusdo das substancias isoladas foi determinado em equipamento da
Microquimica, modelo MQAPF 302. As determinagdes foram realizadas a uma velocidade de

aquecimento de 1°C/min e os valores obtidos ndo foram corrigidos.

4.6 Estudo dos alcaloides de C. sympodialis

4.6.1 Preparacgdo do extrato e obten¢do da fracao alcaloidica (FARCs)

O extrato etandlico foi obtido por meio do método de maceracdo segundo MATOS,
(1988). Foi utilizado 1 kg de raizes frescas e trituradas de C. sympodialis. As raizes foram
submetidas a extracdo com etanol (4L) por 72h, sendo esse processo repepetido 7 vezes (com
0 mesmo material), para garantir a completa extracdo dos constituintes da raiz. Apds a
extracdo o solvente foi destilado sob pressdo reduzida a 60°C, obtendo-se por fim o extrato
etanodlico bruto das raizes de C. sympodialis (EERCs), com massa de 96,14g e rendimento de
9,6%.

Para a obten¢ao da fracao dos alcaloides tercidrios totais das raizes de C. sympodialis
(FARCs) foi realizada extracdo &acido-base. A maioria dos alcaloides (principalmente os
tercidrios) apresentam a caracteristica de uma base fraca, sendo solivel em solventes
orgé€nicos como o cloroférmio, e insolivel em dgua. Quando exposto a meio dcido formam

sais que passam a ser hidrossoliveis. Em seguida quando expostos novamente ao meio
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alcalino eles retornam a forma de base livre, tornando-se novamente soldveis em solventes

organicos (figura 13).

R

_—N:
il
R

Alcaloide livre
(insoldvel em dgua)

R
R>N—H
/

R

Sal de alcaloide
(soluvel em 4gua)

R
Meio Acido \N—H

A

(aq.) - R/F(

Sal de alcaloide
(soldvel em dgua)

Meio Alcalino R
(aq.) SN:
R—

R

Alcaloide livre
(insoldvel em dgua)

Figura 13: Esquema representando a extracio acido-base de alcaloides, mostrando a conversdo de
alcaloide livre em sal de alcaloide em meio 4cido (aq.) e a conversdo do sal em alcaloide livre em meio

alcalino (aq.).
Fonte: Autor, 2014.

Na elaboracdo da fracdo dos alcaloides tercidrios totais das raizes de C. sympodialis

(FARCs) foram utilizados 76 g do EERCs que foi solubilizado em solu¢do aquosa de acido

acético (5%, v/v), aquecido até ebulicdo e particionado com cloroférmio. A fragdo organica

foi coletada e reservada para posteriores andlises. A fracdo aquosa dcida (contendo os sais de

alcaloides) foi alcalinizada com hidréxido de amodnio (10%, v/v) até pH 8~9, e novamente

submetida a particdo com cloroférmio para extragdo dos alcaloides livres. Foram feitas

sucessivas extragdes com cloroférmio até reacio negativa com o reagente de Dragendorff. Por

fim, a fragdo cloroformica (alcaloidica) foi concentrada sob pressdo reduzida obtendo-se a

FARCs com massa de 12,10 g e rendimento de 16% em relacdo ao peso do extrato

(fluxograma 1).
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RAIZES FRESCAS DE

Cissampelos sympodialis
(1kg) - Extragdo exaustiva com etanol por

EXTRATO ETANOLICO ] 72h, 7 repeti¢des (4L cada);
DAS RAIZES DE - Evaporagdo do solvente sob pressdo
Cissampelos sympodialis < v reduzida a aprox. 60°C.
96,14 g) J
EERCs
(76 g)

- Ressuspensdo em dcido acético 5%
(VIv);
- Aquecimento até ebulig@o.

- Particdo com

- Alcalinizacdo com hidréxido de

- cloroférmio.
FRACAO FRACAO
ORGANICA <
p AQUOSA ACIDA
(CLOROFORMICA) Q
amonio 10% (v/v) até pH 8~9

|

FRACAO AQUOSA
ALCALINA
- Particdilo com cloroférmio até
. exaustdo  (reacdo negativa com
RESIDUO Dragendorff).
AQUOSO <
ALCALINO v
FRACAO
CLOROFOBMICA
(ALCALOIDICA)
- Evaporacdo do solvente sob pressao
l reduzida.

FARCs
(12,10 )

Fluxograma 1: Esquema da obtencdo do EERCs e da FARC:s.
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4.6.2 Fracionamento cromatografico da FARCs

Parte da FARCs (6 g) foi adsorvida em gel de silica, pulverizada em gral de porcelana
e devidamente acondicionada sobre gel de silica em coluna cromatografica. A elui¢do foi
realizada empregando os solventes: hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, puros
ou em misturas bindrias, em ordem crescente de polaridade. Foram coletadas um total de 138

fracdes, de 10 ml cada, que foram reunidas e agrupadas de acordo com seus perfis em CCD.

4.6.3 Tratamento de F31-35 e isolamento de ALCS-1

Apo6s a secagem da fracdo F31-35 (84 mg), observou-se a formacdo de cristais com
presenca de impurezas. Esses cristais possuiam solubilidade baixa em acetato de etila e alta
solubilidade em cloroférmio, assim os cristais foram lavados com acetato de etila, resultando
no isolamento de ALCS-1 (60 mg), um solido cristalino, amarelado, solivel em cloroférmio e
com ponto de fusdo na faixa de 190,2~192°C. O fluxograma 2 descreve o fracionamento para

isolamento de ALCS-1.

FARCs
(6g) .
- Coluna cromatografica silica gel;
- Hexano, diclorometano, acetato de
etila e metanol;
F31-35 F42-49
(84 mg) (960 mg)

ALCS-1
(60 mg)

Fluxograma 2: Esquema do isolamento de ALCS-1.
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As demais fragdes obtidas durante os processos cromatograficos, assim como a fracao

majoritaria F42-49, foram armazenadas e futuramente serdo analisados.

4.7 Avaliacao antibacteriana e concentracio inibitéria minima (CIM)

A atividade antibacteriana do EERCs, da FARCs e do alcaloide isolado (ALCS-1) foi
avaliada através do método de microdilui¢do, com base no documento M7-A6 do NCCLS
(NCCLS, 2012). Foram utilizadas seis linhagens de bactérias padrdo, sendo duas Gram (+):
Sthaphylococcus aureus ATCC 12692, Streptococcus mutans ATCC 0046 e duas Gram (-):
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 e duas linhagens de
isolados clinicos multirresistentes: Escherichia coli 27 obtida de escarro e Staphylococcus
aureus 358 de ferida cirurgica.

Previamente aos testes, as linhagens bacterianas foram ativadas em meio Brain Hear
Infusion Broth (BHI 3,8%) e mantidas a temperatura ambiente (37°C) por 24 h. Apds este
subcultivo, o indculo bacteriano foi padronizado a partir de uma suspensdo com concentracao
de aproximadamente 1 x 108 UFC/mL (0,5 unidades de turbidez nefelométrica-escala
McFarland). Em seguida, esta suspensdo foi diluida a 1 x 10® UFC/mL em caldo BHI a 10%,
e volumes de 100 pL foram adicionados e entdo homogeneizados nos pocos de uma placa de
microdiluicao acrescido de diferentes concentragdes do extrato, fragao e alcaloide isolado de
C. sympodialis, resultando num inéculo de 5 x 10° UFC/mL. Tanto o EERCs quanto a FARCs
e ALCS-1 foram diluidos em 4gua destilada e dimetil sulf6xido (DMSO) a uma concentracdo
de 1.024 pg/mL. Outras diluicdes seriadas foram realizadas através da adi¢do de caldo BHI
com finalidade de atingir as concentracdes no intervalo de 512 a 8 ug/mL. Os experimentos
foram realizados em triplicata, as placas de microdilui¢do contendo bactérias foram incubadas
a 37°C por 24 h. A atividade antibacteriana foi detectada através do método colorimétrico pela
adicdo de 25 pL da solug¢do de resarzurina sédica (0,01%) apdés o periodo de incubacgdo
(SALVAT et al., 2001). A CIM foi definida como a menor concentragdo da amostra capaz de

inibir o crescimento de bactérias.
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4.8 Avaliacao da atividade moduladora a aminoglicosideos

Para avaliar o EERCs, a FARCs e o ALCS-1 como potencializador da resisténcia de
antibidticos da classe dos aminoglicosideos (neomicina, gentamicina e amicacina) foram
utilizadas todas as linhagens bacterianas testadas para a obtencdo da CIM. O teste de
modulacdo foi realizado na presenca e na auséncia do produto natural através de
microdiluicdo em triplicata. In6culos bacterianos (CIM/8) em BHI a 10% foram distribuidos
em placas de microdiluicdo seguido da adi¢do de 100 pL das solucdes de antibidticos (1024
pg/mL) seguido de dilui¢des seriadas (1:2), obtendo-se concentra¢des finais dos antibidticos
que variaram de 512 a 0,5 pug/mL. As microplacas foram incubadas a 37°C por 24 h e a
leitura dos resultados foi realizada com resarzurina sédica como descrito anteriormente

(COUTINHO et al., 2008).

4.9 Analises Estatisticas

Os resultados foram apresentados como média + erro padrao da média geométrica
(E.P.M.G), avaliados pela anélise de variancia (ANOVA) de duas vias usando o teste de post-
hoc Tukey (quando necessario) de acordo com os valores obtidos nos testes. Onde “a” referi-
se a andlise versus controle onde al = p<0,05, a2 = p<0,01, a3 =p<0,001 e a4=p<0,0001, “b”
versus isolado onde bl = p<0,05, b2 = p<0,01, b3 =p<0,001 e b4=p<0,0001, “c” versus fragdao
onde cl = p<0,05, c2 = p<0,01, c3 =p<0,001 e c4=p<0,0001. Os célculos foram realizados a

partir do software estatistico GraphPad Prism 6, de acordo com os valores obtidos nos testes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacao estrutural dos alcaloides de C. sympodialis

5.1.1 Determinacao estrutural de ALCS-1

O fracionamento cromatogrifico da FARCs do EERCs de C. sympodialis obteve a
subfracdo F31-35, que forneceu 60 mg de um soélido cristalino amarelado, solivel em
cloroférmio, com ponto de fusdo na faixa de 190,2~192°C, que foi denominado ALCS-1.

O espectro de RMN !*C-CPD [125 MHz, CDCl3] (figura 14) registrou um total de 18
linhas espectrais para 19 dtomos de carbono, sete na regido de carbonos sp®, sendo um
carbono sp? bem deslocado (5. 100,59) que corresponde a um CH; entre oxigénios (O-CH»-O)
de um grupo dioxano. Da regifio sp> observou-se um carbono oxigenado (d. 56,37). Os demais
sinais encontraram-se na regiio de carbonos sp>. A andlise comparativa entre os espectros de
RMN BC-CPD e DEPT 135° (figura 15), permitiu construir a tabela 4, referente ao padrao de
hidrogenagio dos carbonos, conforme descrito a seguir. O espectro de RMN '*C-DEPT 135°,
foi obtido com amplitude invertida, assim os carbonos metilénicos apresentaram amplitude

positiva e os carbonos metilicos e metinicos amplitude negativa.

Tabela 4: Padriao de hidrogenacdo determinado através da andlise comparativa entre os
espectros de RMN '*C-BB e DEPT 135° [125 MHz, CDCls] de ALCS-1.

C CH CH: CH: Formula
molecular
114,44 (C=C) 62,75 (C-C) 28,73 (C-C) 43,45 (C-N)
118,37 (C=C) 107,81 (C=C) 35,01 (C-O) 56,37 (C-O)

126,92 (C=C) 111,06 (C=C) 52,95 (C-C)
126,92 (C=C) 119,54 (C=C) 100,59 (O-CH»-O)
129,23 (C=C)

141,04 (C=C)

143,07 (C-OH)

146,54 (C=C)

148,47 (C=C)

CoHO CsH4 C4Hs0O2 C2HsNO C19H19NO4
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Figura 14: Espectro de RMN *C [125 MHz, CDCls] de AICS-1.

78



— 11955
— 11104
—107.82
— 10059
7743
— 6274
——60.59
—— 5636
— 4345
— 3501
— 2872

_ 5337
TT—52.95

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 35 50 45 40 35 30 25 20 IS 10 5 ppm

Figura 15: Espectro de RMN '3C DEPT 135° [125 MHz, CDCl;] de AICS-1.



80

A comparagdo dos dados de deslocamento quimico dos carbonos de ALCS-1 com a
literatura sugere a presenca de um nucleo aporfinico (figura 16) , com a presenca de um grupo
metil no nitrogénio heterociclico, além de hidroxila no carbono 4’ com o. de 143,07,
deslocamento semelhante € observado para a hemangerina (figura 16) (RUFINO et al., 2005)
que também apresenta hidroxila nessa posi¢cdo (dc da literatura 145,6), e de uma metoxila no
carbono 5’ com J. 148,47, a hemangerina ndo apresenta metoxila nessa posi¢do apresentando
deslocamento inferior (d. 114,5), porém na posicdo 3’ ha uma metoxila com deslocamento
semelhante (dc 148,5) o que mais uma vez justifica a metoxila na posi¢ao 5° de ALCS-1. Isso
se comprova ao comparar os dados de ALCS-1 com a bulbocapnina. Observou-se uma
similaridade dos padrdes de deslocamento quimico de cabono-13 entre esses dois alcaloides,
onde a diferenca marcante encontra-se na mudanga de posi¢ao da hidroxila e do grupamento
metoxila, que na bulbocapnina encontra-se nos carbonos 3’ (d. 142,8) e 4° (Jc 148,2),
respectivamente, € em ALCS-1 nos carbonos 4’ € 5°, como relatado anteriormente (figura 16).

A comparacgdo dos deslocamentos quimicos de carbono-13 para ALCS-1, hemangerina

e bulbocapnina estao presentes na tabela 5.

CH3

HO

H3CO

Nucleo aporfinico Bulbocapnina

Estrutura proposta para ALCS-1

Figura 16: Estruturas do nticleo bésico dos alcaloides aporfinicos, da hemangerina, da bulbocapnina e da
estrutura proposta para ALCS-1.
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Tabela 5: Comparacdo entre os deslocamentos quimicos de carbono-13 de ALCS-I,
hemangerina (RUFINO et al., 2005) e bulbocapnina (WET et al., 2005).

Carbono oc (ALCS-1) oc (hemangerina) dc (bulbocapnina)
62,75 54,0 62,7
3 52,95 42,8 53,0
4 28,73 29,2 29,4
4a 126,92 1294 127,3
5 107,81 108,3 107,6
6 146,54 146,9 1459
7 141,04 142,6 140,4
8 114,44 112,3 114,2
8a 126,92 126,4 128,8
I 129,23 129,1 129,6
2’ 118,37 122,8 118,4
3 119,54 148,5 142,8
4 143,07 145,6 148,2
5 148,47 114,5 110,8
6’ 111,06 1234 119,2
7 35,01 37,4 354
O-CH3 56,37 - 56,1
N-CH3 4345 - 44,0

O espectro de massas (figura 17) revelou o pico do ion molecular em m/z 325 Daltons,
confirmando a férmula molecular do composto, C19H19NO4 com IDH=11.

O espectro de RMN 'H [500 MHz, CDCI3] (figura 18) apresentou um conjunto de
sinais de Ju 6,84 (s, 2H) e 6,64 (s) referentes a hidrogénios de aromdticos. Um simpleto com
on de 6,98 de hidrogénio de hidroxila. Dois sinais de dupletos referente a hidrogénios com
acoplamento geminal que correspondente ao grupo dioxano (O-CH>-O) com du de 6,11 (d,
J=0,9 Hz) e 5,95 (d, /=0,9 Hz). Um simpleto com Ju de 3,91 (s, 3H) caracteristico de grupo
metoxila. Um simpleto com Ju de 2,60 correspondendo ao grupo metil ligado ao dtomo de
nitrogénio heterociclico.

O espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear HMQC (figura 19) permitiu
correlacionar, a uma ligagdo ('Jcn), os sinais de cada hidrogénio ao seu respectivo carbono. J4
o espectro bidimensional heteronuclear HMBC (figuras 20 a 24) possibilitou correlacionar os
sinais de hidrogénios e carbonos a duas (3Jcu) e a trés ligacdes (*Jcn). Os dados obtidos

encontram-se na tabela 6.



82

100 370 305
282
o 103 152 24 95 205
] 1690 | |1 st g, 290 2 267
1 28 % Il 341 355 377 394 415 420 451 475 495
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480

Figura 17: Espectro de massas (IE, 70 eV) de ALCS-1.
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Tabela 6: Correlacdes heteronucleares ('*C x 'H) a curta e longa distancia [125 MHz,
CDCl3] de ALCS-1.

HMQC HMBC

¢ Oc OoH 2Jeu 2Jcn

1 62,75 3,12 - MeN

3 52,95 3,12; 2,57 - MeN

4 28,73 3:23 2(?9’ (Jd: 1Jl=11 6":01)6’0); . H-5

4a 126,92 - H-5 -

5 107,81 6,64 (s) - -

6 146,54 - H-5 OCH:0

7 141,04 - - H-5; OCH,0

8 114,44 - . -

8a 126,92 - - -

N 129,23 - H-6’ H-3’

2 118,37 - - H-6

3 119,54 6,84 (s) - -

4 143,07 - - -

5 148,47 - - MeO-5’

6 111,06 6,84 (s) - 2H-7’

7 35,01 3,12; 2,57 - H-6’

OCH:0 100,59 65”1915 ((‘(11” J;%”gg)); - -

MeO 56,37 3,91 (s) - -
MeN 43,45 2,60 (s) - -

Por meio da interpretacdo dos dados espectrais foi possivel propor a estrutura para o

alcaloide ALCS-1. Trata-se de um alcaloide aporfinico, com substituicdes no nitrogénio

(CH3), grupamento dioxano formando um ciclo entre os carbonos 6 e 7 (-OCH>0-), hidroxila

(OH) no carbono 4’ e metoxila (-OCH3) no carbono 5°. A estrutura proposta trata-se de um

isdmero da bulbocapnina. Na bulbocapnina a hidroxila encontra-se no carbono 3’ e a metoxila
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em 4’, ja para ALCS-1 esses substituintes estdo na posi¢do 4’ e 5’°, respectivamente. Esse € o

primeiro relato dessa substdncia como metabdlito secundario (figura 24)

CH3 CH3

HO

H3CO

Bulbocapnina ALCS-1

Figura 24: Estruturas da bulbocapnina e do ALCS-1.

5.2 Atividade antibacteriana

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana por microdiluicdo foi observado que o
EERCs apresentou concentrac@o inibitéria minima maior ou igual a 1024 pg/mL, para todas
as linhagens bacterianas testadas. A FARCs apresentou CIM de 256 pg/mL para S. aureus
ATCC 12692, E. coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus 358, de 512 ng/mL para as
linhagens de, E. coli 27 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, e maior ou igual a 1024
ug/mL para a linhagem de e Streptococcus mutans ATCC 0046. Enquanto o alcaloide isolado
apresentou CIM de 256 pg/mL para S. aureus ATCC 12692 e E. coli 27, de 512 pg/mL para
as linhagens de E. coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 e
Staphylococcus aureus 358, e maior ou igual a 1024 pg/mL para a linhagem de Streptococcus

mutans ATCC 0046 (tabela 7)
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Tabela 7: Concentragdo inibitéria minima (CIM) do extrato etandlico das raizes de C.
sympodialis (EERCs), da sua fracdo alcaloidica (FARCs) e do alcaloide isolado (ALCS-1)

CIM (pg/mL)
Bactérias
EERCs FARCs ALCS-1
Linhagens Padrao:
Staphylococcus aureus ATTC 12692 >1024 256 256
Escherichia coli ATCC 25922 >1024 256 512
Streptococcus mutans ATCC 0046 >1024 >1024 >1024
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 >1024 512 512
Linhagens Multirressistentes:
Escherichia coli 277 >1024 512 256
Staphylococcus aureus 358 >1024 256 512

De acordo com o trabalho de Houghton e colaboradores (2007), que estabelece
parametros para uso de produtos naturais, € estabelecido que concentragdes acima de 1
mg/mL (1000 pg/mL) sdo clinicamente irrelevantes, visto que seria necessdria uma grande
quantidade do produto natural para atingir essa concentracdo a niveis plasmaticos. Como os
pontos de CIM sao obtidos por diluicao seriadas, pode-se supor que se a CIM apresentada for
igual a 512 pg/mL, isso equivale dizer que a concentracao real pode estar entre 1024 e 512
pg/mL. Assim resultados >256 apresentam melhores niveis de confianca do ponto de vista
clinico.

Extratos vegetais sdo uma mistura complexa de diversas substancias oriundas do
metabolismo tanto primdrio quanto secunddrio, dessa forma quando sdo fracionados pode-se
excluir classes indesejadas, ou mesmo separar uma unica classe, como realizado neste
trabalho. Observa-se, portanto, que o extrato, enquanto mistura, ndo possui atividade
antimicrobiana significativa, porém quando separado apenas a fra¢do de alcaloides observa-se
atividade, concluindo assim que os alcaloides totais de C. sympodialis apresentam atividade
antimicrobiana. Os alcaloides também estdo presentes no EERCs mas em concentragdo,
relativamente, baixa (16%), o que explica a pouca atividade do extrato, ou também outras

substancias presentes no extrato podem mascarar o efeito desses alcaloides antagonizando sua
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acdo antimicrobiana. O resultado semelhante observado entre a CIM da FARCs e do ALCS-1
para as bactérias testadas, pode sugerir que esse alcaloide seja o principal agente
antibacteriano presente na fragao.

Existem poucos relatos sobre a atividade antimicrobiana para o género Cissampelos.
Um estudo preliminar realizado com o extrato metandlico da espécie C. pareira para
investigar sua atividade antimicrobiana, pelo método de disco-difusdo em &gar, avaliou sua
atividade nas concentracdes de 200 e 400 pg/mL frente a linhagens de E. coli, S. aureus, P.
aeruginosa e B. subtilis (KUMAR, CHANDRA e KUMAR 2012). Esse estudo mostrou que o
extrato metandlico das raizes de C. pareira apresenta acdo antibacteriana sobre as cepas
testadas, apresentando melhores valores de halo de inibicao para E. coli na concentracao de
400 pg/mL (12 mm) e para B. subtilis na concentragao de 200 pg/mL (21 mm).

Outro estudo, dessa vez realizado com o extrato das partes aéreas e raizes da espécie
C. mucronata, avaliou a acdo antimicrobiana frente as linhagens padrdo de S. aureus (NCTC
25923), E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa (ATCC 29953), Salmonella typhi (NCTC
8385), Vibrio cholerae (isolado clinico), Bacillus anthracis (NCTC10073), Streptococcus
faecalis (isolado clinico), Cryptococcus neoformans (isolado clinico) além do fungo, Candida
albicans (ATCC 90028) (NONDO et al., 2011). Foi observado que os extratos etandlico e
diclorometano das partes aéreas de C. mucronata apresentaram melhor atividade
antimicrobiana (tanto frente a bactérias quanto a fungos) do que os extratos das raizes. Os
resultados mais expressivos foram obtidos pelo extrato etandlico das partes aéreas frente a V.
cholera com CIM de 391 pg/mL, e pelo extrato diclorometano das partes aéreas frente a S.
typhi, B. anthracis e C. neoformans com valores de CIM de 781 pg/mL, 195 pg/mL e 195
pg/mL, respectivamente. Neste estudo, ndo foi observado atividade relevante frente a E. coli e
S. aureus, diferente do nosso estudo que mostra valores significativos de CIM para essas duas
linhagens de importantes patégenos humanos.

Virios alcaloides tém sido reportados por apresentarem atividade antimicrobiana
como por exemplo a berberina (figura 25), isolada de diversas espécies das familias
Berberidaceae, Runculaceae e Papaveraceae. A berberina tem sido usada no tratamento de
infec¢des intestinais, como gastroenterites agudas, cdlera e disenteria bacilar. O estudo
realizado por Zhang et al. (2013), avaliou a atividade antibacteriana da berberina e seus
derivados sintéticos frente a linhagens gram-positivas e gram-negativas, pelo método de
microdiluicao. Foi observado melhores valores de CIM para a linhagem multirresistente de S.
aureus (128 pg/mL), Proteus vulgaris (128 pg/mL), Shigella dysenteriae (256 pg/mL), e P.

aeruginosa (256 pg/mL). A berberina possui estrutura semelhante a alcaloides isolados do
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género Cissampelos, os tetrahidroprotoberberinico, dessa forma esses alcaloides podem
possuir uma provavel acdo antimicrobiana, no que se refere a relacdo estrutura-atividade da

berberina.

C)‘,_\O

HyCO

OCHs

Figura 25: Estrutura quimica da berberina.

Outra classe de alcaloides bastante isolados de Cissampelos, os aporfinicos, também
isolados de outras espécies de Menispermaceae, foram avaliados quanto a atividade
antimicrobiana. A stephanina e a crebanina (figura 26), isolados de Stephania dielsiana,
foram testadas e mostraram atividade principalmente frente a bactérias gram-positivas.
Stephanina apresentou CIM de 156 pg/mL frente a Micrococcus lysodeikticus e de 78 pg/mL
para B. cereus, B. megaterium, B. subtilis e S. aureus. Ja para a crebanina observou-se CIM de
312 pg/mL para as linhagens de M. lysodeikticus, B. megaterium, B. subtilis e S. aureus, e de

213 pg/mL para B. cereus (DENG et al., 2011).

OCHj £H3
(1)

Figura 26: Estrutura quimica da stephanina (1) e da crebanina (2).

A stephanina e crebanina, ambos alcaloides aporfinicos, sdo bastante semelhantes

estruturalmente diferindo na presenga de uma metoxila adicional no carbono 9 (C9) da
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crebanina. Essa modificagdo estrutural supostamente fez com que a crebanina tenha uma
menor atividade, em relacdo a stephanina. Assim, os alcaloides aporfinicos presentes em
Cissampelos, principalmente os que se assemelham estruturalmente com a stephanina e
crebenina, merecem atencao quanto sua possivel atividade antimicrobiana.

A cycleanina (estrutura 10 do quadro 1), um alcaloide bisbenzilisoquinolinico (BIS-
BIQ) isolada de Albertisia villosa, foi avaliada quanto sua possivel atividade frente a bactérias
pelo método de difusdo em dgar, mostrando atividade frente a Klebsiella pneumoniae e
Streptococcus pyogenes, com halos de inibicdo de 23 e 21 mm, respectivamente, na
concentracdo de 1000 pg/mL (LOHOMBO-EKOBA et al, 2004). Outro BIQ-BIQ, a
cocsoline (figura 27) isolada das raizes de Epinetrum villosum, também apresentou atividade
antimicrobiana, com melhores valores de CIM: 31,25 pg/mL para Shigella sonnei,
Campylobacter coli e E. coli; e de 15, 62 pg/mL frente a Campylobacter jejuni e Salmonella
typhimurium (OTSHUDI et al., 2005). Os BIS-BIQ sdo os alcaloides mais abundante em
espécies de Cissampelos, sendo em C. sympodialis a warifteina encontrada como alcaloide
majoritario. Porém, a maior parte dos estudos realizados com essa substancia demonstram sua
acdo imunomoduladora, e relaxante do musculo liso, ndo havendo dados sobre seu perfil

antimicrobiano.

Hllllmu..

OH

Figura 27: Estrutura quimica da cocsolina.
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Os resultados observados neste trabalho para as bactérias gram-negativas E. coli
(padrao e multirresistente) e P. aeruginosa, sao relevantes, visto que geralmente esses tipos de
bactérias possuem um perfil maior de resisténcia a terapia antibidtica devido a algumas
caracteristicas morfoldgicas, como por exemplo, a membrana externa das bactérias Gram-
negativas que representa uma barreira a penetracdo de inumeras moléculas, bem como o
espaco periplasmdtico que contém inimeras enzimas, capazes de quebrar moléculas estranhas
a partir do exterior (ASH; MAUCK; MORGAN, 2002).

Além disso, o resultado observado para a FARCs e para o ALCS-1 ainda podem ser
explicados pela ficil difusdo que os alcaloides possuem em membranas biolégicas. Os
alcaloides possuem caracteristicas fisico-quimicas de bases fracas, assim seu pKa € basico e
em meios com pH de neutro a alcalino os alcaloides encontram-se em sua forma nao-ionizada,
o que lhe confere maior lipossolubilidade e assim uma melhor difusdo em membranas, como
por exemplo a acamada de LPS das bactérias Gram-negativas, potencializando sua a¢ao sobre
a bactéria.

Estudos sobre a a¢do antimicrobiana do extrato etandlico das raizes de C. sympodialis

e de sua respectiva fracdo alcaloidica ndo haviam sido anteriormente relatados.

5.3 Atividade moduladora a aminoglicosideos

A atividade moduladora foi realizada com o EERCs, a FARCs, e o isolado ALCS-1,
mesmo para os resultados ndo significativos, jd que foram utilizadas concentracdes
subinibitérias dos produtos a fim avaliar o potencial modulador da acdo dos

aminoglicosideos. Os resultados obtidos estdo presentes nas tabelas 8, 9 e 10.
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Tabela 8: Valores da CIM (ug/mL) de aminoglicosideos na auséncia e na presenca do extrato etandlico das raizes de C. sympodialis (EERCs).
Valores expressos em média + erro padrao da média geométrica (E.P.M.G) da CIM.

Antibiéticos
Bactérias Amicacina Gentamicina Neomicina
EERCs CIM CIM* CIM CIM* CIM CIM*
Linhagens Multirresistentes:
Staphylococcus aureus ATTC 12692 >1024 16,0+ 1,0 10,08 + 1,5 4,0+1,0 3,17+ 1,5 16,0+ 1,0 8+1,0
Escherichia coli ATCC 25922 > 1024 254+1,5 16,0+ 1,0 6,35+ 1,5 4,0+1,0 32010 16,010
Streptococcus mutans ATCC 0046 >1024 40,32 + 1,5 8,0+1,0 16,0+ 1,0 20+1,0 64,0+1,0 8,0+1,0

Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 > 1024 50,8 +1,5 12,7+1,5 8,0+1,0 3,17+1,5 50,8 +1,5 10,08+1,5
Linhagens Multirresistentes:
Escherichia coli 27 > 1024 20,15+1,5 8,0+1,0 6,35+1,5 20+1,0 254 +15 12,7+ 1,5

Staphylococcus aureus 358 >1024 64,0+2.,0 10,08 + 1,5 8,0+1,0 252+1,5 32,0+1,0 8,0+1,0

EERC:s (concentragdo inibitéria minima do extrato); CIM (concentracdo inibitdria minima do antibidtico); CIM* (concentragdo inibitdria
minima combinada entre o antibiético e a concentracao subinibitéria do produto natural).
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Tabela 9: Valores da CIM (pg/mL) de aminoglicosideos na auséncia e na presenca da fracdo dos alcaloides das raizes de C. sympodialis (FARCs).
Valores expressos em média + erro padrao da média geométrica (E.P.M.G) da CIM.

Antibiéticos
Bactérias Amicacina Gentamicina Neomicina
FARCs CIM CIM* CIM CIM* CIM CIM*

Linhagens Multirresistentes:

Staphylococcus aureus ATTC 12692 256 16,0+ 1,0 3,17 £2,23 4,0+1,0 05+1,0 16,0+ 1,0 252+1,5
Escherichia coli ATCC 25922 256 254+1,5 10,08 + 1,5 6,35+ 1,5 3,17+ 1,5 32,0+ 1,0 10,08 £ 1,5
Streptococcus mutans ATCC 0046 >1024 40,32 + 1,5 8,0+1,0 16,0+ 1,0 252+1,5 64,0+1,0 504 +1,5
Pseudomona. aeruginosa ATCC 15442 512 50,8 +1,5 16,0+ 1,0 8,0+1,0 20+1,0 50,8 +1,5 10,08 + 1,5
Linhagens Multirresistentes:

Escherichia coli 277 512 20,15+ 1,5 10,08 + 1,5 6,35+ 1,5 0,5+1,0 254 +1,5 8,0+1,0
Staphylococcus aureus 358 256 64,0+2.,0 16,0+ 1,0 8,0+1,0 4,0+1,0 32,0+1,0 12,7+ 1,5

FARCs (concentragdo inibitoria minima da fracdo); CIM (concentracdo inibitéria minima do antibidtico); CIM* (concentragdo inibitéria minima
combinada entre o antibidtico e a concentragdo subinibitéria do produto natural).
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Tabela 10: Valores da CIM (pg/mL) de aminoglicosideos na auséncia e na presenga do alcaloide ALCS-1 isolado das raizes de C. sympodialis.
Valores expressos em média + erro padrao da média geométrica (E.P.M.G) da CIM.

Antibiéticos
Bactérias Amicacina Gentamicina Neomicina
ALCS-1 CIM CIM* CIM CIM* CIM CIM*

Linhagens Multirresistentes:

Staphylococcus aureus ATTC 12692 256 16,0+ 1,0 8,0+1,0 4,0+1,0 1,52+29 16,0+ 1,0 252+1,5
Escherichia coli ATCC 25922 512 254+1,5 16,0+ 1,0 6,35+ 1,5 4,0+1,0 320+1,0 20,16+ 1,5
Streptococcus mutans ATCC 0046 >1024 40,32+ 1,5 40,32 £ 1,5 16,0+ 1,0 8,0+1,0 64,0+ 1,0 32,0+ 1,0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 512 50,8 +1,5 20,16 + 1,5 8,0+1,0 504 +1,5 50,8 +1,5 6,35 +2,27
Linhagens Multirresistentes:

Escherichia coli 277 256 20,15+ 1,5 2539+1,5 6,35+ 1,5 3,17+ 1,5 254+ 1,5 254 +1,5
Staphylococcus aureus 358 512 64,0+2.,0 40,32 + 2,7 8,0+1,0 1,6 +1,5 32,0+1,0 32,0+1,0

ALCS-1 (concentracdo inibitéria minima do isolado); CIM (concentracao inibitéria minima do antibiético); CIM* (concentragdo inibitéria minima
combinada entre o antibidtico e a concentragdo subinibitéria do produto natural).
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Como parametro de andlise dos dados, foi considerado sinergismo, quando a presenga
da concentracdo subinibitéria (CIM/8) do produto natural foi capaz de potencializar a acdo do
antibidtico, e antagonismo quando foi capaz de diminuir a acdo do antibidtico (CANTON e
ONOFRE, 2010). Como padrao para andlise do fendtipo bacteriano de resisténcia a
aminoglicosideos foi utilizado o documento M100-S15 (NCCLS, 2010) que avalia os
microrganismos da seguinte maneira: resistente a amicacina quando CIM > 32 e sensivel
quando < 16 pg/mL; resistente a gentamicina quando CIM > 8 e sensivel quando < 4 pg/mL.
Esse documento ndo conta com o padrio de resisténcia para a neomicina, portanto foi
estabelecido neste trabalho para esse antibidtico os mesmos parametros que a amicacina.

Para o EERCs, foi observado sinergismo em todas as interacdes com os antibidticos
em todas as linhagens testadas. Os melhores resultados foram observados para a CIM/8 (128
pg/mL) combinada com a amicacina frente a linhagem multirresistente de S. aureus,
reduzindo a CIM do antibidtico em 84,25% (de 64 para 10,08 pg/mL) revertendo o fenétipo
bacteriano de resistente para sensivel. Para a CIM/8 (128 pg/mL) combinada com a
gentamicina frente a linhagem de P. aeruginosa, reduzindo a CIM em 80,16% (de 50,8 para
10,08 pg/mL) revertendo o fenétipo de resistente para sensivel. E para a CIM/8 (128 ug/mL)
combinada com a neomicina frente S. mutans, reduzindo a CIM em 87,5% (de 64 para 8
pg/mL) revertendo o fenétipo de resistente para sensivel.

Para a FARCs, também foi observado sinergismo em todas as interacdes testadas,
sendo os melhores resultados observados para: a CIM/8 (32 pg/mL) combinada com a
gentamicina frente a linhagem padrao de S. aureus, reduzindo a CIM do antibidtico em 87,5%
(de 4 para 0,5 pg/mL), ndo houve mudanca no fenétipo; para a CIM/8 (64 pg/mL) combinada
com a gentamicina frente a linhagem multirresistente de E. coli, reduzindo a CIM do
antibiético em 92,12% (de 6,35 para 0,5 pg/mL), revertendo o fendtipo de intermedidrio para
sensivel; e para a CIM/8 (128 pg/mL) combinada com a neomicina frente a S. mutans,
reduzindo a CIM do antibiético em 92,12% (de 64,04 para 5,04 pg/mL), alterando o fenétipo
bacteriano de resistente para sensivel.

Para o teste de modulacdo realizado com o alcaloide isolado apenas algumas
interacOes apresentaram sinergismo, observou-se que a presencga desse alcaloide junto com a
amicacina, na linhagem multirresistente de E. coli, gerou um sutil aumento na CIM do
antibidtico, ou seja, antagonismo. Das interacdes que apresentaram sinergismos pode-se
destacar os resultados para: a CIM/8 (64 ug/mL) combinada com a gentamicina frente a
linhagem multirresistente de S. aureus, reduzindo a CIM em 80% (de 8 para 1,6 ug/mL),

modificando o fendtipo da bactéria de resistente para sensivel; para a CIM/8 (32 pg/mL)
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combinada com a neomicina frente a linhagem padrdo de S. aureus, reduzindo a CIM em
84,25% (de 16 para 2,52 pg/mL), ndo alterando o perfil de resisténcia; e para a CIM/8 (64
pg/mL) combinada com a neomicina frente a linhagem de P. aeruginosa, reduzindo a CIM
em 87,5% (de 50,8 para 6,35 pg/mL), alterando o fendtipo de resistente para sensivel.

As figuras 28 a 33 mostram os graficos da andlise estatistica do teste de modulacao,
evidenciando as variagdes significativas entre o controle, extrato, fracdo e o isolado, nas

interacdes com os aminoglicosideos para cada bactéria.

S. aureus ATTC 12692
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Figura 28: Grafico do potencial modulador a aminoglicosideos frente a S. aureus ATCC 12692.
Legenda: a significa andlise vesus controle (a;= p<0,0001; a,= p<0,01); b andlise versus o isolado (b=
p<0,01); ¢ andlise versus a fracio (co=p<0,01; c4=p<0,0001)
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Figura 29: Grafico do potencial modulador a aminoglicosideos frente a E. coli ATCC 25922.
Legenda: a significa andlise vesus controle (a;= p<0,05; as= p<0,0001); b andlise versus o
isolado (bo= p<0,01; bs=p<0,0001); ¢ andlise versus a fracdo (c4=p<0,0001)

S. mutans ATCC 0046
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Figura 30: Gréfico do potencial modulador a aminoglicosideos frente a S. mutans ATCC 0046.
Legenda: a significa andlise vesus controle (as= p<0,0001); b andlise versus o isolado
(bs=p<0,0001)
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P. aeruginosa ATCC 15442
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Figura 31: Gréfico do potencial modulador a aminoglicosideos frente a P. aeruginosa ATCC 15442.
Legenda: a significa andlise vesus controle (a;=p<0,001; as= p<0,0001); b andlise versus o isolado

(b1=p<0,05; bd=p<0,0001)

Média Geomeétrica

E. coli 27
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Figura 32: Grifico do potencial modulador a aminoglicosideos frente a E. coli 27. Legenda: a
significa andlise vesus controle (a;= p<0,05; a>=p<0,01; a3=p<0,001; as= p<0,0001); b andlise versus o
isolado (bs=p<0,0001); ¢ andlise versus a fragdo (co=p<0,01)
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Figura 33: Grifico do potencial modulador a aminoglicosideos frente a S. aureus 358. Legenda: a
significa andlise vesus controle (a2= p<0,01; a3=0,001; a;= p<0,0001); b andlise versus o
isolado (bs=p<0,0001); ¢ andlise versus a fragao (co=p<0,01; c3=p<0,001)

Modificadores da atividade antibidtica € um termo usado para designar substincias
que modulam ou mesmo revertem o fendtipo de resisténcia bacteriana a certos antibioticos,
podendo alterar a susceptibilidade microbiana a antibiéticos por inibicado de bombas de efluxo
(COSTA et al., 2008). Além da bomba de efluxo, produtos naturais podem atuar em outras
vias de resisténcia atuando como modificadores de receptores de antibidticos, inibidores
enzimaticos, ou ainda como compostos que aumentam a permeabilidade da membrana
(WAGNER e ULRICH-MERZENICH, 2009).

Diversos produtos naturais t€ém sido investigados quanto sua propriedade moduladora,
muitos dos quais apresentam efeitos sinérgicos importantes, constituindo uma op¢dao no
combate ao fendmeno da resisténcia microbiana (FERNANDES et al, 2014; FIGUEREDO et
al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014; ANGELICO et al., 2014; BITU et al., 2014).

Alguns alcaloides possuem efeito modulador da resisténcia a antibidticos, como por

exemplo, a reserpina, isolada da Rauwolfia serpentina (Apocynaceae), apresenta atividade
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potencializadora da acdo de alguns antibidticos como tetraciclina, norfloxacina e
ciprofloxacina em cepas multirresistentes (MDR) que possuem bomba de efluxo como
mecanismo de resisténcia (GIBBONS e UDO, 2000). Outra associac@o sinérgica observada
para alcaloides se d4 entre a berberina e o 5-MHC (5 methoxyhydnocarpin). A agdo
antimicrobiana da beberina ja € bastante conhecida, porém esse metabdlito é facilmente
eliminado da célula bacteriana por meio da bomba de efluxo. Entretanto algumas plantas
sintetizam o 5-MHC juntamente com a berberina, o 5-MHC interfere na bomba de efluxo, o
que consequentemente acarreta em uma maior concentracdo desse alcaloide no interior da
célula alvo e assim uma maior atividade (BALL et al, 2006).

Os alcaloides, como mencionados anteriormente, sdo lipossoliveis em sua forma nao-
ionizada, podendo interagir com a membrana bacteriana e assim facilitar a penetrabilidade da
droga no interior da célula bacteriana. Além disso, ja é conhecido a acdo de alguns alcaloides
sobre canais i0nicos, como por exemplo a warifteina, cuja ac@o relaxante do musculo liso
bronquico deve-se i sua agdo inibitéria dos canais de Ca*? operados por receptor (ROCs) e
canais de Ca*? operados por voltagem (VOCs) (CORTES, 1995), portanto pode-se propor que
alcaloides dessa classe possam atuar em outros canais, como por exemplo na bomba de
efluxo, ou outros canais vitais na membrana bacterina, sendo esta uma provavel via para sua
atividade modificadora da acdo de aminoglicosidios.

Estudos sobre a acdo moduladora do extrato etandlico e fracdo de alcaloides das raizes

de C. sympodialis nao haviam sido anteriormente relatados.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

» O extrato etandlico das raizes de Cissampelos sympodialis é particularmente rico em
alcaloides, e por meio da revisdo de literatura observou-se que dentre o género os

alcaloides bisbenzilisoquinolinicos sdo os mais abundantes;

» Foi possivel isolar um alcaloide a partir da FARCs e elucidar sua estrutura, o ALCS-1

corresponde a um alcaloide aporfinico, isdmero da bulbocapnina;

» O EERCs nio apresentou atividade antimicrobiana significante (CIM > 1024 pg/mL),
j4 a FARC:s apresentou atividade frente a S. aureus (ATCC 12692), S. aureus (358), E.
coli (ATCC 25922), E. coli (27) e P. aeruginosa (15442), com de CIM de 256, 256,
256, 512 e 512 pg/mL, respectivamente, o alcaloide também apresentou atividade
frente as mesmas bactérias com CIM de 256, 512, 512, 256 e 512 pg/mL,

respectivamente.

» O EERCs mesmo nao apresentando valores significativos de CIM, quando testados
junto com os aminoglicosideos foi capaz de potencializar a acdo dessa classe
antibidticos. Tanto o EERCs quanto a FARCs mostraram sinergismo em todas as
linhagens testadas, em associagdo com os trés aminiglicosideos testados em varios
casos revertendo o fendtipo bacteriano de resistente para sensivel, compreendendo
promissores agente terapéutico no tratamento antimicrobiano, interferindo na
resisténcia bacteriana. O isolado, porém, mostrou em um caso a¢do antagdnica, e foi

menos eficiente em converter o fenétipo bacteriano.
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