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RESUMO

A doenca de Chagas é uma doenca tropical, parasitéaria e considerada negligenciada pela OMS.
Tida como um grave problema de Saude Publica, é relacionada ao perfil socioeconémico dos
paises em desenvolvimentos, presentes nas regides tropicais do planeta. Os farmacos
disponiveis para o tratamento da doenca de Chagas foram desenvolvidos na década de 60 do
século XX, possuindo uma toxicidade considerdvel e apresentando diversos efeitos colaterais,
com uma baixa eficacia de tratamento. Nesse cenario, a quimica de produtos naturais se faz
presente na busca de potenciais compostos para 0 desenvolvimento de novos farmacos. O
género Senna (Leguminosae) contém aproximadamente 260 espécies, encontradas
mundialmente em regides tropicais e subtropicais, e distribuidas amplamente pelo Nordeste,
Sudeste e Sul do Brasil. Essas espécies possuem uma variedade de propriedades farmacologicas
incluindo antioxidante, anticancer e anti-inflamatoria. Dessa forma, este trabalho buscou o
isolamento e caracterizacao estrutural de metabdlitos do extrato hexanico dos galhos de Senna
macranthera, assim como a realiza¢do de bioensaios para determina¢do de a¢do antiparasitaria
frente a Trypanosoma cruzi. Por meio de diferentes métodos cromatograficos, foram obtidos
dois esteroides - p-sitosterol e sitostenona que foram caracterizados por analise por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e *C seguido da comparagéo
com dados descritos na literatura. Os dois esterdides isolados foram entdo avaliados quanto a
sua atividade frente a forma tripomastigota de T. cruzi, e a citotoxicidade frente a células de
mamiferos. Os ensaios bioldgicos indicaram que a sitostenona se mostrou ativa frente a forma
tripomastigota de T. cruzi apresentando CEsp de 19,3 + 4,6 uM, além de reduzida toxicidade
frente as células do tipo NCTC (CCsp > 200 uM), ao passo que o B-sitosterol se mostrou inativo
(CEso > 150 uM). Dessa maneira, 0s resultados obtidos permitem inferir que a sitostenona pode
ser utilizada como protétipo molecular para o desenvolvimento de novos farmacos para o

tratamento da doenca de Chagas.

Palavras-chave: Fitoquimica, esteroides, doenca de Chagas



ABSTRACT

Chagas disease is a tropical, parasitic disease considered neglected by the WHO. Considered a
serious Public Health problem, it is related to the socioeconomic profile of developing
countries, present in the tropical regions of the planet. The drugs available for the treatment of
Chagas disease were developed in the 60's, having considerable toxicity and presenting several
side effects, with a low treatment efficacy. In this scenario, the chemistry of natural products is
present in the search for potential compounds for the development of new drugs. The genus
Senna (Leguminosae) contains approximately 260 species, found worldwide in tropical and
subtropical regions, and widely distributed throughout the Northeast, Southeast and South of
Brazil. These species possess a variety of pharmacological properties including antioxidant,
anticancer and anti-inflammatory. Thus, this work sought the isolation and structural
characterization of metabolites from the hexane extract of Senna macranthera barks, as well as
the performance of bioassays to determine the antiparasitic action against Trypanosoma cruzi.
By means of different chromatographic methods, two steroids were obtained - p-sitosterol and
sitostenone that were characterized by analysis of *H and 3C NMR followed by comparison
with data described in the literature. The two isolated steroids were then evaluated for their
activity against trypomastigote form of T. cruzi, and for their cytotoxicity against mammalian
cells. Biological assays indicated that sitostenone was active against trypomastigote form of T.
cruzi, presenting ECso of 19.3 £ 4.6 uM, in addition to reduced toxicity against NCTC cells
(CCso > 200 uM), while B-sitosterol was shown to be inactive (ECso > 150 uM). Thus, the
results obtained allow us to infer that sitostenone can be used as a molecular prototype for the
development of new drugs for the treatment of Chagas disease.

Key-words: Phytochemistry, steroids, Chagas disease
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1. INTRODUCAO

1.1 Quimica de Produtos Naturais

Os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade desde tempos imemoriais. A busca
por alivio e cura de doencas pela ingestdo de ervas talvez tenha sido uma das primeiras formas
de utilizacdo dos produtos naturais. A histéria do desenvolvimento das civilizagdes Oriental e
Ocidental é rica em exemplos da utilizacdo de recursos naturais na medicina, no controle de
pragas e em mecanismos de defesa, merecendo destaque a civilizagdo Egipcia, Greco-romana
e Chinesa. (VIEGAS apud RIBEIRO, 2021).

As primeiras descri¢cdes sobre plantas medicinais feitas pelo homem remontam ao
papiro de Ebers. Este papiro foi descoberto e publicado por Georg Ebers e pertence a época da
XVIII dinastia egipcia. Enumera mais ou menos 100 doencas e descreve um grande nimero de
drogas de natureza animal e vegetal (VILELA apud ARGENTA, 2011). Durante o periodo da
civilizagdo grega, varios filésofos podem ser destacados por suas obras sobre historia natural.
Dentre esses, sobressaem-se Hipocrates, considerado o pai da medicina moderna, que se
caracterizou por tomar a natureza como guia na escolha dos remédios (Natura medicatrix) e
Teofrasto (372 a.C), discipulo de Aristoteles, que escreveu varios livros sobre a historia das
plantas. E seu o registro da utilizagio da espécie botanica Papaver somniferum, planta cujo
principio ativo é a morfina. Documentos sumerianos de 5000 a.C referem-se a papoula (P.
somniferum) e tbulas assirias descrevem suas propriedades. (VALLE apud ARGENTA, 2011).

Evidéncias arqueoldgicas mostram que o uso de drogas vegetais era amplo em culturas
antigas. Nozes de bétele, uma planta aroméatica que contém substancias psicoativas, eram
mascadas ha 13 mil anos no Timor; artefatos descobertos no Equador estendem o uso das folhas
de coca 5000 anos atras. A civilizacdo arabe, no século VII, descreveu o emprego dos
purgativos e cardiotdnicos de origem vegetal. As culturas americanas, especialmente a Inca,
Asteca, Maya, Olmeca e Tolteca consignaram & civilizagdo moderna a quina, a ipecacuanha, a
coca e muitas outras drogas vegetais de valor terapéutico, até hoje indispensavel a medicina
moderna. (MARINI-BETTOLO apud; ARGENTA, 2011).

Ao longo dos séculos e vérias civilizagdes muitas utilizacbes de plantas medicinais e
seus compostos foram explorados, desde os arabes, aos europeus na idade média quanto as
tribos indigenas por todo 0 mundo. Mas € com o0 avanco da ciéncia que se comega a descobrir

0S componentes por tras dessas atividades farmacoldgicas.
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O isolamento das primeiras substancias puras do reino vegetal comeca a acontecer no
século XVIII com a realizagdo pelos trabalhos de extracdo, principalmente de &cidos organicos
e de alcal6ides. E desta época o isolamento de morfina (1806), quinina e estriquinina (1820)
(figura 1) (PINTO, 2002). Muitos outros compostos foram encontrados ao longo do tempo e
sdo importantes até hoje, como exemplo temos a salicina, cuja modificagdo estrutural resultou
no &cido salicilico (AS), utilizado no tratamento de artrite reumatoide. Posteriormente, a partir
do AS, foi obtido o acido acetilsalicilico (AAS), um dos analgésicos mais utilizados no mundo,
a Aspirina® (figura 1) (NEWMAN, D.J; CRAGG 2020).

Figura 1 — Estrutura de alguns dos principais compostos isolados e derivados de produtos

naturais.

morfina quinina estriquinina
O O
OH OH
OH O
N
acido salicilico acido acetilsalicilico

Fonte: Autoria propria, realizado pelo Chem Draw.

Apesar de a quimica de produtos naturais apresentar um desenvolvimento relativamente
lento até os anos 1960, foi com o advento das ferramentas de analise espectroscopica e com 0
desenvolvimento recente de técnicas hifenadas que foi possivel obter um amplo conhecimento
sobre 0 metabolismo secundario dos organismos vivos. O surgimento das ferramentas de
biologia molecular entre o fim dos anos 1980 e inicio dos anos 1990 permitiu desvendar o
universo de regulagdo genética e do maquinario enzimatico envolvidos na biossintese e

expressdo do metabolismo secundario. A partir da combinacdo de todas essas ferramentas que
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hoje é possivel a investigacdo do sistema bioquimico de qualquer sistema bioldgico, seja
microbiano, vegetal ou animal (BERLINCK et al., 2017).

Com essa crescente no ferramental para o descobrimento de cada vez mais produtos
naturais a sua utilizacdo pela industria farmacéutica aumentou pelas décadas. Um estudo
realizado por Newman e Cragg (2020) enfatiza a importancia de pesquisas com produtos
naturais, pois entre o inicio de 1981 e final de 2019, foram registrados um total de 1881
farmacos totais aprovadas, sendo que apenas 27,8 % eram de origem totalmente sintética e 64,4
% desses medicamentos eram produtos naturais ou foram baseados neles, ou imitavam produtos
naturais.

Dessa forma, para combater as doencas tropicais negligenciadas, em especial para esse
trabalho a doenca de Chagas, a Quimica de Produtos Naturais é de vital importancia e surge
como aliada na procura de substancias com potencial antiparasitario e com baixa citotoxidade

para a criacdo de novos farmacos.

1.2 Doenca de Chagas

A doenga de Chagas (DC) existe ha milhGes de anos como uma enzootia em animais
silvestres e passou a ser transmitida ao homem acidentalmente quando este invadiu oS
ecossistemas silvestres. Existem indicios de que a infeccdo humana pelo protozoério
Trypanossoma cruzi ocorre ha pelo menos cinco mil anos A.C, época em que populacdes
ndmades do deserto de Atacama - Chile estabeleceram uma rota entre 0 mar e as montanhas.
Foram identificadas em mumias da época, recuperadas desta regido, resquicios moleculares do
T. cruzi (Ministério da Saude, 2020).

Entretanto, o primeiro relato dessa doenca foi feito em 1909, pelo brasileiro e sanitarista
Carlos Chagas, que detectou o parasito em uma crianca de dois anos, na cidade de Lassance -
MG. Este fato foi considerado um marco na historia da medicina devido ao descobrimento
simultaneo do vetor (inseto conhecido popularmente como barbeiro — género Triatoma); do
agente etioldgico da doenca (o protozodrio Trypanosoma cruzi) e sua patologia (KROPF,
2010).

A DC insere-se no grupo de doencas tropicais negligenciadas da Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) e do Ministério da Saude do Brasil (MS), apresentando elevada prevaléncia e
expressiva carga de morbimortalidade, perpetuando um ciclo critico de pobreza (MARTINS-
MELO, 2016).
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Endémica em 21 paises das Ameéricas, a doenca acomete aproximadamente 6 milhGes
de pessoas, com incidéncia anual de 30 mil casos novos na regido, ocasionando, em média,
14.000 mortes/ano e 8.000 recém-nascidos infectados durante a gestacdo. Estima-se que cerca
de 70 milhGes de pessoas vivem em areas de exposi¢ao e correm o risco de contrair a doenca
(WHO, 2022). O panorama mundial da doenca pode ser visto pela figura 2, com dados das

estimativas oficiais realizadas pela ONU.

Figura 2 - Distribuicdo global de casos de doenca de Chagas, com base em estimativas oficiais,

2018.

0’600 0

B6006

Estimated number of T.cruzi infected cases
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o @ s0000-899 938 ﬁ
. 900 000

Fonte: (WHO, 2018).

Estima-se que atualmente no Brasil de 1,9 a 4,6 milhdes de pessoas estejam infectadas
por T. cruzi. A doenca de Chagas, com sua elevada carga de mortalidade, representa uma das
quatro maiores causas de mortes por doencas infecciosas e parasitéarias no pais. Nos ultimos 10
anos, foram registrados em média 4.000 o6bitos a cada ano (DIAS, et al., 2016; MARTINS-
MELO, 2016). A distribuicdo de casos da doenc¢a de Chagas pelo pais pode ser vista na figura
3, dados do ultimo levantamento completo apresentado nos relatérios anuais da doenca de

Chagas realizados pelo Ministério da Saude.
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Figura 3 - Distribuicdo de cadastros autorreferidos para doenca de Chagas, segundo municipio

de residéncia, Brasil, dez/2015.
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Fonte: Sistema de Informacédo de Atencdo Basica (SIAB)/MS.

A transmissé@o da doenca ocorre via vetorial, neste caso, pelo contato com fezes e/ou
urina do inseto vetor contaminado, a doenga também pode ser transmitida por transfusdo de
sangue, transplante de 6rgdo, pela ingestdo de alimentos contaminados, durante a gravidez ou
parto, da mée contaminada para o filho. (CORREIA et al., 2021).

Os vetores sdo insetos que se alimentam de sangue da ordem Hemiptera, familia
Reduviidae e subfamilia Triatominae, popularmente conhecidos como barbeiros, chupdo ou
bicudo. Existem mais de 140 espécies de triatomineos responsaveis pela transmissdo natural da
infeccdo, sendo encontradas 68 espécies s6 no Brasil JURBERG et al., 2014; BRASIL, 2019).

O T. cruzi é um protozoario que apresenta trés formas evolutivas: epimastigota (forma
presente no vetor ou em cultura pura), tripomastigota (forma infectante) e amastigota (forma
que se multiplica dentro das células dos hospedeiros). Sua transmisséo ocorre quando o vetor
infectado se alimenta e deposita suas fezes e/ou urina contendo a forma infectante. A picada
causa uma irritagdo, provocando coceira, permitindo assim que o parasita atravesse a epiderme
(DIAS; COURA, 1997). Ap0s sua inoculacdo no organismo, a forma tripomastigota do T. cruzi
penetra no interior das células, evoluindo para a forma amastigota que, posteriormente, se

replica, produzindo de 50 a 500 amastigotas. Apds a replicacdo, 0s amastigotas retornam para
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a forma tripomastigota. A célula se rompe liberando os tripomastigotas para infectar células de
outros 6rgaos e tecidos, repetindo assim o ciclo (DIAS; COURA, 1997).

Figura 4 — Ciclo do Trypanosoma cruzi e suas diferentes formas.
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Fonte: CRID (2019).

Os farmacos disponiveis para o tratamento (cura parasitologica na fase aguda)
apresentam toxicidade dose-dependente, sendo elas benzonidazol e nifurtimox (Figura 3). No
Brasil, apenas o primeiro tem autorizacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria (Anvisa)
para ser comercializado porque o nifurtimox é altamente toxico. Enquanto o benzonidazol é
distribuido gratuitamente pelo SUS.

Os efeitos colaterais mais comuns do farmaco nifurtimox incluem perda de peso,
nauseas, vomitos e colicas intestinais, enquanto que o benzonidazol produz dermatite com
erupc¢éo cutanea (entre o 7° e 10° dia de tratamento), edema periorbital ou generalizado, febre,
dores musculares e articulares, depressdo da medula dssea, polineuropatia periférica,
representada por parestesias e polineurite, entre outros (CASTRO; DEMECCA; BARTEL,
2006).
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Figura 5 - Farmacos utilizados no tratamento da doenca de Chagas.

N @)
N+ H \|\\|+ O ~ N - N \)
O” N - ’ I
O -0 \
Benzonidazol Nifurtimox

Fonte: Autoria propria, realizado pelo Chem Draw.

1.3 Género Senna

O género Senna é constituido por mais de 600 espécies incluindo arbustos, arvores e
ervas, distribuidas em regides tropicais e subtropicais de todo o mundo (AGARKAR e JADGE,
1999). Algumas espécies sdo bastante apreciadas devido a beleza de suas flores e, por
consequéncia, muito utilizadas como plantas ornamentais. Recentemente, revisées na
classificacdo botanica dos géneros Cassia e Senna levaram a transposicdo taxonémica de
espécies do género Cassia para o0 tdxon Senna. Espécies de Cassia, juntamente com algumas
que mudaram para 0 grupo Senna ap06s o0 novo sistema de classificacdo taxonémica adotado,
constituem um dos maiores géneros da familia Fabaceae (VIEGAS et al, 2006).

Nos ecossistemas brasileiros, particularmente na Mata Atlantica, o género Senna é muito
frequente, sendo que na regido sudeste algumas espécies sdo bastante apreciadas devido a
beleza de suas flores e, por consequéncia, muito utilizadas como plantas ornamentais e na
arborizacdo. Algumas espécies sdo bastante usadas na medicina tradicional como purgativos;
outras sdo usadas na recuperacdo de areas degradadas, as espécies propiciam relacdes
ecologicas interespecificas importantes (LORENZI, 1992).

Espécies do género Senna revelaram uma grande diversidade de substancias bioativas,
com padrdes moleculares variados. A literatura descreve o isolamento de cerca de 350
metabolitos secundarios em espécies desse género que se encontram amplamente distribuidas
em varias partes do mundo. Estes estudos evidenciaram a ocorréncia de substancias de diversas
classes, sendo as antraquinonas, flavonoides e outros compostos fendlicos os constituintes mais

frequentes na maioria das espécies (VIEGAS et al, 2006).
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Espécies do género Senna séo conhecidas pela sua utilizagdo popular em algumas regibes
da India, Asia e Africa, como laxativos e purgativos. Estudos farmacoldgicos de algumas
espécies comprovaram sua propriedade antibacteriana (SAMY et al, 2000), antifingica
(PALAMICHAMY e NAGARAGAN, 1990), anti-inflamatéria (CUELLAR et al, 2001),
hepatoprotetora (JAFRI et al, 1999) e antimalarica (TONA et al, 1999), o que demonstra o
potencial farmacoldgico deste género vegetal.

1.3.1 Senna macranthera

Senna macranthera (Collad.) H.S. Irwin & Barneby, sindnima de Cassia speciosa var.
nervosa (Vogel) Betham, é uma planta nativa do Brasil conhecida popularmente como
manduirana, boldo-de-ouro, pau fava, mamanga e fedegoso. Nos ecossistemas brasileiros,
particularmente na Mata Atlantica, ¢ amplamente distribuida nas regides Sul, Sudeste, Nordeste
e Centro-Oeste, ocorrendo principalmente em formacdes florestais ombrdéfilas e estacionais.
Também pode aparecer em areas de Cerrado, Caatinga e Campos Rupestres. E muito utilizada
para arborizacdo urbana, principalmente em zonas urbanas da regido sul, devido ao pequeno
porte e suas caracteristicas ornamentais, principalmente devido as flores amarelas. Além de se
prestar a composicao de plantios em areas degradadas por ser espécie pioneira e de rapido
crescimento e por fim usada também na carpintaria na fabricacdo de caixotaria leve, confeccbes
de brinquedos, e como lenha e carvdo (LORENZI, 1992).

Caracteriza-se por ser uma arvore ou arbusto de 3 a 15 m de altura com ramos, raque
foliar e foliolos densos e aos pares, flores de coloracdo amarela, muito vistosa e em cachos;
fruto legume bacoide; sementes alojadas em “camaras” separadas por falsos septos e embebidas

em polpa fétida (IRWIN e BARNEBY, 1982). As caracteristicas podem ser vistas na Figura 4.

Figura 6 - Fotografias de Senna macranthera. Uso na arboriza¢do urbana, ocorréncia natural,

inflorescéncia, fruto, tronco e sementes.
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Fonte: Carvalho (2006).

Dado a variedade de aplicagdes bioldgicas encontradas para as diferentes espécies do
género Senna, esse trabalho propds o isolamento e caracterizacdo dos principais metaboélitos
dos galhos de S. macranthera, bem como a realizagdo de testes bioldgicos in vitro de tais

compostos para avaliagdo de atividade anti-Trypanosoma cruzi.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem por objetivo o isolamento e caracterizagéo estrutural de substancias
da espécie vegetal S. macranthera, por meio de técnicas cromatograficas e espectroscépicas,
para a avaliacdo frente atividade antiparasitaria, especificamente em relacdo as formas

tripomastigostas de T. cruzi, além de toxicidade frente a células de mamiferos.

2.2 Objetivos especificos

e Obtencdo do extrato hexanico a partir dos galhos de Senna macranthera.

e Fracionamento e purificacdo dos principais metabolitos empregando diferentes técnicas
cromatograficas;

e Caracterizacdo estrutural das substancias isoladas por meio de ressonancia magnética
nuclear (RMN) de *H e 3C;

e Avaliar a atividade bioldgica das substancias isoladas contra as formas tripomastigostas

de Trypanosoma cruzi, além de toxicidade frente a células de mamiferos do tipo NCTC.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Equipamentos

A moagem dos galhos de S. macranthera foi realizada em um moinho de facas, modelo
tipo Willey, da ACB Labor.

A concentracdo dos extratos e fracGes foi realizada em um sistema de rotaevaporacao
da marca Buchi, modelo R-215, munido de controlador de vacuo modelo 1-300 e bomba de
diafragma modelo V-300.

As placas cromatograficas foram reveladas em camara escura UV da marca Sppencer,
com comprimento de onda ajustavel em 254 e 365 nm.

Os espectros de RMN de *H e 3C foram registrados no espectrometro Varian — modelo
INOVA 500, operando respectivamente a 500 Mz e 125 MHz, com tetrametilsilano (TMS)
como referéncia interna, da Central Experimental Multiusuario (CEM) da UFABC. Os

espectros foram processados no software MNova v. 14.0.0-23239, da Mestrelab Research S. L.

3.2 Materiais

3.2.1 Solventes

Para os processos de extracdes, eluicGes cromatograficas de colunas e placas foram
utilizados solventes da marca CAAL® (Casa Americana de Artigos para Laboratérios). As
analises espectroscépicas de RMN foram preparadas utilizando cloroférmio deuterado (CDCls3)

da Cambridge Isotope Laboratories® e TMS como padréo de referéncia.

3.2.2 Materiais Cromatograficos

Para as separagdes com coluna cromatogréafica (CC) gravitacional utilizada foram
utilizadas como fase estacionaria: silica gel 60 (0,063-0,200 mm - Merck®) ou Sephadex® LH-
20, da GE Healthcare®. Para a cromatografia em camada delgada comparativa (CCD) foi
utilizado para a fase estacionaria cromatofolhas de silica gel 60, de 0,1 mm espessura da marca
Macherey-Nagel®.
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3.2.3 Material Vegetal

O material vegetal foi coletado e identificado pelo botanico Guilherme de Medeiros
Antar do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo em cujo herbario foi depositada

uma exsicata sob a identificacdo de ANTAR 2910.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Extracao

Aproximadamente 700 g de galhos de S. macranthera foram moidos, o material vegetal
foi entdo submetido a extracdo a frio com hexano (3 x 2,5 L) obtendo-se 1,2 g de extrato

hexanico apos evaporacao do solvente sob pressdo reduzida.

4.2 Fracionamento cromatografico

O extrato hexanico foi submetido a cromatografia em camada delgada (CCD), com
intuito de verificar qual o sistema de solvente mais adequado para a separa¢do dos compostos
presentes. Definindo o melhor sistema, aproximadamente 1,0 g do extrato foi submetido a
fracionamento por meio de cromatografia em coluna, utilizando como fase estacionaria 275 g
de silica gel. Como fase mdével foram utilizadas misturas de Hexano:Acetato de Etila nas
proporcoes 8:2, 7:3, 6:4, 1:1 e finalizado com metanol puro. Esse processo forneceu 54 fracdes,
com volume aproximado de 50 mL cada, que foram analisadas por CCD. Ap0s a revelacdo sob
luz ultravioleta, as fracGes foram reunidas de acordo com similaridade em 18 grupos, como
vistos na tabela 1. Estes grupos foram identificados com a sigla SMGH (S. macranthera galhos

hexanico).
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Tabela 1 - Grupos formados apds o fracionamento do extrato hexanico de S. macranthera.

Grupos Fracoes Massa (mg)
SMGH 1 1-3 51
SMGH 2 4-5 302,6
SMGH 3 6 37,0
SMGH 4 7 33,1
SMGH 5 8 13,8
SMGH 6 9-10 11,9
SMGH 7 11-12 86,1
SMGH 8 13-16 14,3
SMGH 9 17-19 34,6
SMGH 10 20 32,7
SMGH 11 21-22 66,0
SMGH 12 23 17,0
SMGH 13 24-25 12,4
SMGH 14 26-30 56,7
SMGH 15 31-34 47,9
SMGH 16 35-39 53,1
SMGH 17 40-43 14,0
SMGH 18 44-54 1248

Por conseguinte, todos os grupos foram submetidos a analises espectrais de RMN de
'H, e 0s grupos SMGH 10, 11 e 12 mostraram-se constituido pelo B-sitosterol.

Por outro lado, os grupos SMGH 7 e 8 mostraram também sinais caracteristicos de
esteroides, mas foram escolhidos para serem novamente fracionados. Dessa forma, esses dois
grupos foram reunidos e 90 mg foram submetidos a fracionamento por meio de cromatografia

em coluna, utilizando como fase estacionaria Sephadex-LH20. Como fase movel foi utilizado
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um sistema de eluicdo isocratico de mistura de Hexano:Diclorometano na proporcao 1:4 e
finalizado com acetona pura. Esse processo forneceu 25 fragfes, com volume aproximado de
50 mL cada, que foram analisadas por CCD. Apds a revelacao sob luz ultravioleta, as fracdes
foram reunidas de acordo com similaridade em 7 grupos, identificados como SMGHS, como

vistos na tabela 2.

Tabela 2 - Grupos formados ap6s o fracionamento das fracbes SMGH 7 e 8.

Grupos Fracgdes Massa (mg)
SMGHS 1 1 3,3
SMGHS 2 2-9 10,0
SMGHS 3 10-13 64,3
SMGHS 4 14-16 4,6
SMGHS 5 17-18 0,8
SMGHS 6 19 3,1
SMGHS 7 20-25 22,1

Novamente, todos os grupos foram submetidos a analises espectrais de RMN de H, e
foi verificado a presenca de Sitostenona no grupo SMGHS 3. Todo o procedimento de extragéo
e fracionamento cromatogréfico para o isolamento das substancias é reunido no fluxograma

apresentado na figura 7.
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Figura 7 — Fluxograma do processo de extracdo e isolamento das substancias trabalhadas.

3 Extragbes com Hexano (2,5 L)
em temperatura ambiente

CC SiO,
Hex:AcOEt:MeOH gradiente

7-SMG-H 8-SMG-H 10-SMG-H 11-SMG-H 12-SMG-H
86,1 mg 14,3 mg 32,7 mg 66,0 mg 17,0 mg

Sephadex LH-20 Y
Isocratica Hex:DCM 1:4 .
Finalizada com Acetona e MeOH B - Sitosterol

3-Sepha-SMG-H
64,3 mg

Sitostenona

Fonte: Autoria propria

4.3 Ensaios Bioldgicos in vitro

Os ensaios bioldgicos foram realizados no Centro de Parasitologia e Micologia do
Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo. Os procedimentos descritos a seguir foram realizados sob

a colaboracdo e supervisdo do Dr. André Gustavo Tempone Cardoso.
4.3.1 Parasitas

Formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi foram cultivadas em culturas celulares
LLCMK?2 (células epiteliais de rim de Macaca mulata — ATCC CCL 7) em meio RPMI-1640,
suplementado com 2% de soro fetal bovino (SFB) e mantidas a temperatura de 37 °C em estufa
com 5% CO, (KESPER et al., 2000, REIMAO et al., 2010).
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4.3.2 Células de Mamiferos

Células de tecido conjuntivo de camundongo, NCTC clone 929 (American Type Culture
Collection - ATCC CCL-1), foram fornecidas pela Secdo de Culturas Celulares do Instituto
Adolfo Lutz, S&o Paulo, e armazenadas em nitrogénio liquido ou freezer a temperatura -70 °C.
Posteriormente foram mantidas em meio M-199 suplementado com soro fetal bovino (SFB)
10%, sob a temperatura de 37 °C em estufa com 5% de CO, (CORREA et al., 2011).

4.3.3 Determinacdo do potencial frente a Trypanossoma cruzi - tripromastigotas

Os compostos isolados, B-sitosterol e sitostenona, foram dissolvidos em DMSO,
diluidos em meio de cultura em diferentes concentrac6es e incubados com os parasitas para se
determinar as respectivas CEso. Para evitar danos aos parasitas, a concentracdo do solvente ndo
ultrapassou 0,5%. As substancias foram diluidas em série utilizando-se meio RPMI-1640 em
placas de 96 pocos e, em seguida formas tripomastigotas do parasita foram adicionadas na
concentracéo de 1.108 parasitas/poco. As placas foram mantidas a 37 °C em estufa com 5% de
CO- durante 24 horas. Ap0s esse periodo, foram adicionados 20 pL de resazurina a 10% e as
placas foram incubadas por mais 20 horas nas mesmas condigdes. Ao final do ensaio, foi
realizada a leitura da placa por absorbancia em espectrofluorimetro de placas (Filter Max F5
Multi-Mode Microplate Reader) com filtro de excitacdo de 540 nm e emissdo de 570 nm
(GEHRKE et al., 2013). Como controle positivo (100% de células mortas), foi utilizado o
farmaco padrdo benzonidazol e, como controle negativo (100% de células mortas), foram
utilizadas as células n&o tratadas.

4.3.4 Determinacdo da citotoxicidade contra células de mamiferos

A citotoxicidade foi avaliada utilizando-se células NCTC (clone 929; Fibroblasto), na
concentracéo de 6.10* células/pogo. As células foram incubadas com os compostos isolados, e
foi feita uma diluicdo seriada dos compostos com meio M-199 e 10% de SFB em placas de 96
pocos. Em seguida, as células foram mantidas em estufa a 37 °C, 5% de CO> por 48h. Apds
este periodo, foram adicionados 20 pL de resazurina a 10% em todos 0s pogos, mantendo
novamente em incubadora por mais 20 horas, com a leitura realizada da mesma forma descrita
anteriormente. O indice de Seletividade (1S) foi determinado usando a seguinte relacio: CCso /
CEso (TEMPONE et al., 2005).
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4.3.5 Andlise estatistica

Os dados obtidos representam a média e o desvio padrao de amostras duplicadas de dois
ensaios independentes. Os valores de CEsp foram calculados usando curvas sigmoide dose-
resposta no software GraphPad Prism 5.0, com intervalos de confianga de 95%. O teste de Mann

— Whitney foi utilizado para teste de significancia (valor de P).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo estrutural

Atraveés das técnicas cromatogréficas foram obtidos os compostos isolados - -sitosterol
e Sitostenona - das folhas dos galhos de Senna macranthera, cujas estruturas podem ser vistas

na figura 8 e seus processos de identificacdo estrutural estdo descritos na sequéncia.

Figura 8 — Estrutura quimica do B-sitosterol e sitostenona.

B-sitosterol sitostenona

Fonte: Autoria propria, realizado pelo Chem Draw.

O espectro de RMN de H (8, 500 MHz, CDClIs) do B-sitosterol (Anexo 1) apresentou
alta complexidade em diversos sinais sobrepostos entre & 0,5 e & 3,0. Destes sinais, foram
observados dois simpletos em 6 0,67 e 1,03 confirmando a presenca de grupos metilicos (H-29
e H-28) ligados a carbonos quaternarios. O multipleto em & 3,51 foi atribuido ao H-3 ao passo
que o tripleto em 6 5,37 foi atribuido ao H-6 olefinico.

O espectro de RMN de C (5, 125 MHz, CDClIs) do B-sitosterol (Anexo 4) apresentou
sinais em 6 140,8 e 6 121,7 que sdo atribuidos a carbonos de ligacéo dupla, ou seja, C-5 e C-6,
respectivamente. O sinal em 6 71,8 foi atribuido ao carbono carbinoélico (C-3), enquanto que 0s
sinaisem 6 11,9; 12,0; 19,1; 19,4 e 19,8 foram atribuidos a carbonos metililicos C-29, C-24, C-
27, C-28 e C-26 respectivamente. Os demais dados de deslocamento quimico para os carbonos

e hidrogénios da molécula em comparacdo com a literatura sdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Dados espectroscopios de RMN de 'H e *C do B-sitosterol (5, 500 MHz, CDCls) e
dados na literatura (ODODO et al., 2016).

on literatura

Posicéo on (mult.) (mult.) oc oc literatura
1 1,46 (m) 1,46 (m) 37,3 37,3
2 1,56 (m) 1,56 (m) 31,6 31,7
3 3,51 (M) 3,54 (m) 71,8 71,8
4 2,25 (m) 2,32 (m) 42,3 42,3
5 - - 140,8 140,8
6 5,34 (1) 5,37 (t) 121,7 121,7
7 1,99 (m) 2,04 (m) 31,9 31,9
8 1,65 (m) 1,69 (m) 31,9 31,9
9 1,55 (m) 1,55 (m) 50,2 50,2
10 - - 36,5 36,5
11 1,54 (m) 1,52 (m) 21,1 21,1
12 1,52 (m) 1,51 (m) 39,8 39,8
13 - - 42,3 42,3
14 1,48 (m) 1,50 (m) 56,8 56,8
15 1,58 (m) 1,58 (m) 24,3 24,3
16 1,84 (m) 1,85 (m) 28,2 28,3
17 1,43 (m) 1,45 (m) 56,1 56,1
18 1,59 (m) 1,60 (m) 36,1 36,2
19 0,91 (d) 0,94 (d) 18,8 18,8
20 0,91 (m) 0,93 (m) 34,0 34,0
21 1,15 (m) 1,15 (m) 26,1 26,1
22 1,41 (m) 1,38 (m) 45,8 45,9
23 1,10 (m) 1,10 (m) 23,1 23,1
24 0,80 (1) 0,82 (1) 12,0 12,0
25 1,57 (m) 1,57 (m) 29,2 29,2
26 0,82 (d) 0,84 (d) 19,8 19,8
27 0,84 (d) 0,86 (d) 19,1 19,1
28 1,03 (m) 1,03 (m) 19,4 19,4
29 0,67 (s) 0,70 (s) 11,9 11,9

OH 1,95 (s) 1,98 (s) - -




32

O espectro de RMN de *H (5, 500 MHz, CDCls) da Sitostenona (Anexo 5) apresentou
dentre outros sinais, dois simpletos em & 0,71 e 1,17 atribuidos a H-29 e H-28, respectivamente.
Além desses, um simpleto em & 5,72, sugere a presenca de hidrogénio ligados a carbono sp?
sendo atribuido a H-4.

O espectro de RMN de *C (8, 125 MHz, CDCls) da Sitostenona (Anexo 7) apresentou
sinais em & 171,7 e 6 123,7 atribuidos aos atomos de carbono C-4 e C-5. A desprotecdo
observada para o sinal de C-5 em relagdo a outros carbonos do tipo sp?, é indicativo da
ocorréncia de um sistema o,B-insaturado o que permitiu o0 posicionamento de um grupo
carbonilico em C-3 confirmado pela presenca do sinal em & 199,6. Além disso, os sinais em d
11,9; 12,0; 17,4; 19,0 e 19,8 foram atribuidos a carbonos metililicos C-29, C-24, C-28, C-27 e
C-26 respectivamente.

Os demais dados de deslocamento quimico para os carbonos e hidrogénios da molécula

em comparacdo com a literatura sdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Dados espectroscopios de RMN de H e 13C da Sitostenona (5, 500 MHz, CDCls) e

dados na literatura (LEE et al., 2010).

on literatura

Posicéo oH (mult.) (mult) oc oc literatura
1 1,99 - 2,05 (m) igg _21’%%((%/ 357 357
2 223-2.45(m) 2,20 - 2,38 (m) 34,0 34,0
3 i i 199,6 1995
4 5,72 (s) 5,73 (s) 1237 1237
5 i i 1717 1715
6 223-245(m) 2,20 - 2,38 (M) 32,9 32,9
7 Ulpiieom 13 ioa(y 320 2.1
8 1,20-1,61 (m)  1,43-1,62 (M) 35,6 35,6
9 0,89-0,97 (m) 0,87 - 0,97 (M) 53,8 53,8
10 i i 38,6 38,6
11 1,20-1,61 (m) 11% _ 11‘;512 ((ﬁ))/ 21,0 21,0
12 1,99-2,05(m) 2,00 - 2,06 (m) 39,6 39,6
13 i i 42,4 42,4
14 0,99-1,05 (m) 0,99 - 1,05 (m) 55,9 55,9

1,20-1,61 (m)/ 1,11 - 1,41 (m)/
15 1,81-1,89 ((m)) 183 1,93((m)) 28,2 28,2
16 1,20-1,61 (m) 11% _ 11%12 ((”r;‘]))/ 24,2 24,2
17 1,20-1,61 (m)  1,11- 1,41 (m) 56,0 56,0
18 1,20-1,61 (m)  1,11- 1,41 (m) 36,1 36,1
19 0,91 (d) 0,94 (d) 18,7 18,7
20 1,08-115(m) 1,11- 1,41 (m) 33,9 33,9
21 1,08-115(m) 1,11- 1,41 (m) 26,1 26,1
2 mamey muem o
23 1,08-115(m) 1,11 - 1,41 (m) 23.1 231
24 0,85 (s) 0,85 (s) 12,0 12,0
25 0,89-0,97 (m) 0,87 - 0,97 (M) 4538 459
26 0,82 (d) 0,83 (5) 19,8 19,8
27 0,84 (d) 0,81 (s) 19,0 19,0
28 1,17 (s) 1,19 (s) 17,4 17,4
29 0,71 (s) 0,72 (s) 11,9 11,9
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5.2 Ensaio Biologico

Os compostos isolados, B-sitosterol e Sitostenona foram avaliados quanto ao seu
potencial antiparasitario frente a forma tripomastigota de T. cruzi. Além disso, a toxicidade
desse composto (CCsg) foi determinada frente a células NCTC. Desta forma, os dados reunidos

e comparados com o controle positivo (Benzonidazol) séo apresentados na tabela 5.

Tabela 5 - Efeito antiparasitario dos compostos isolados de Senna macranthera frente a forma

tripomastigota de Trypanosoma cruzi.

CEso (uM) CCso (uM)
Composto IS
(95% IC) (95% IC)
[-sitosterol > 150 > 200 -
sitostenona 193+£4,6 > 200 >10,4
Benzonidazol* 16,2 + 3,7 > 200 >12,3

CEso: Concentracdo efetiva a 50%; CCso: Concentragdo citotoxica a 50% (células NCTC); 95%

IC: Intervalo de confianca a 95%; IS: indice de Seletividade; *Farmaco padrao.

A sitostenona mostrou-se ativa frente as formas tripomastigotas de T. cruzi, com valores
muito proximos de concentragdo efetiva (CEso) do farmaco padréo (Benzonidazol), CEso = 16,2
uM, com um indice de seletividade também similar (> 10,4 vs > 12,3). O B-sitosterol, apesar
de ter uma estrutura muito similar a sitostenona, ndo apresentou atividade (CEso > 150),
entretanto ambos compostos isolados apresentaram baixa toxicidade frente as células de
mamifero.

Um estudo realizado por SARTORELLI et. al, 2007, mostrou que o esteroide clerosterol
(figura 9) possui atividade antiparasitaria. Apesar de ser outro parasita, o clerosterol mostrou-
se ativo contra as formas amastigotas e promastigotas de Leishmania, e esse composto difere
apenas do B-sitosterol quanto a uma ligacdo dupla na cadeia lateral. Quando comparado essa
informacdo com a da atividade antiparasitaria obtida para o p-sitosterol e a sitostenona, sugere-
se que apenas uma mudanca na cadeia lateral da estrutura pode resultar em uma atividade
antiparasitaria. Portanto, é sugerido que o sistema carbonilico e possivelmente a dupla ligagédo
em um sistema conjugado presente na sitostenona € responsavel por sua atividade anti-

Trypanosoma cruzi.
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Figura 9 — Estrutura quimica do clerosterol.

Fonte: Adaptado de SARTORELLI (2007).

Esses resultados apontam que pequenas mudancas estruturais na estrutura desses
esteroides sdo suficientes para grande alteracdo de sua atividade e permanecendo com baixa
toxicidade, sendo dessa forma 6timos pontos de partida como protétipos moleculares para o

desenvolvimento de possiveis farmacos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foi possivel o isolamento dos esteroides identificados como B-Sitosterol e
sitosenona do extrato hexanico dos galhos de Senna macranthera. A caracterizacao estrutural
por Ressonancia Magnética Nuclear de H e 3C comparada com dados da literatura permitiram
a identificacdo dos compostos. Os compostos isolados foram avaliados quanto ao seu potencial
antitripanosomal, no qual foi verificada atividade bioldgica frente a forma tripomastigota de T.
cruzi para a Sitostenona, mas o B-Sitosterol mostrou-se inativo, apesar de ambos compostos
apresentaram uma baixa toxicidade, sugerindo, portanto, que a presenca do sistema conjugado
com o grupo carbonilico deve ter importancia para a atividade biolégica. Sendo assim a
Sitostenona se mostra com um grande potencial para uma maior exploracdo da atividade
bioldgica a partir de derivados a fim de encontrar um composto ideal que resulte em novos

medicamentos frente a essa doenca tropical negligenciada, a Doenca de Chagas.
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Anexo 1 — Espectro de RMN de *H (5, CDCls, 500 MHz) do -sitosterol.
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Anexo 2 — Ampliacgéo na regido § 0,6 — 2,4 do espectro de RMN de H (3,
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Anexo 3 — Ampliacéo na regido & 3,4 — 5,4 do espectro de RMN de H (5, CDCls, 500 MHz) do B-sitosterol.

g 3
BEBE P EEELE L
N Ll
~250
—200
~150
-100
=50
H |
| N
[ H ,,'Illw|
I
__JI L\"IL__.J\-N"-J"__J‘—“ — - "
T T T T T T

5.4 3.3 3.2 3.1 3.0 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.0 35 3.4
f1 (ppm)



Anexo 4 — Espectro de RMN de 3C (5, CDCls, 125 MHz) do B-sitosterol.
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Anexo 5 — Espectro de RMN de H (5, CDCls, 500 MHz) da Sitostenona.
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Anexo 6 — Ampliacdo na regido § 0,6 — 2,5 do espectro de RMN de *H (8, CDCls, 500 MHz) da Sitostenona.
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Anexo 7 — Espectro de RMN de 3C (5, CDCls, 125 MHz) da Sitostenona.

[==]
o

~30

—26

-24

-22

—20

-18

-16

-14

-12

-10

—

-2
ol

T9E6'TT
PZOE'TT
QLDEST
616981
Etatalny )
AZ0E'6T
QLTONTE

Z850°E
mE.ﬁVr
Z890°%E ~

£9LETT

[96:4=
B0TEES
SE98'S
Z000°%"

£[2p0 8899

EJOpR £ZE0 4L
S52T L

opo iz sl

LSTLECT—

Zh0L TAT—

EEX 6] —

SR AU SN R o |

10

20

40

70

T
120
f1 (ppm)

T T
170 140

T T T T
230 220 210 200

T
240




