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RESUMO

As plantas do género Pilocarpus, conhecidas popularmente como jaborandi,
possuem quatorze alcaldéides em sua composi¢do, dentre os quais a pilocarpina destaca-se
como fitofdrmaco usado na medicina humana e veterindria com finalidades terap&uticas
diversas, tais como: diminui¢do da pressao intraocular, combate a xerostomia e estimulo da
musculatura lisa gastrointestinal para correcdo da impactacdo. Alguns dos alcaldides
oriundos do jaborandi sdo estruturalmente semelhantes a pilocarpina, fornecendo bons
precedentes para testes farmacoldgicos. O beneficiamento das folhas do jaborandi para a
producdo de pilocarpina em escala industrial € feito pela Vegeflora Extragdes do Nordeste
Ltda, sediada em Parnaiba, PI. A partir do conhecimento da existéncia de epiisopiloturina
como composto mais abundante nas folhas do jaborandi cultivado, depois da pilocarpina, e
havendo disponibilidade de grande quantidade de residuos dessas folhas, resultante do
processo de extracdo da pilocarpina, realizou-se este estudo, objetivando: isolar o citado
composto, bem como, avaliar suas atividades contra bactérias, virus, protozodrio e helminto.
Assim, foi feito o isolamento da epiisopiloturina por cromatografia liquida de alta eficiéncia
e comprovado que possui atividade estatisticamente significativa, in vitro, contra
Schistosoma mansoni e forma amastigota de Leishmania amazonensi, e apresenta
citotoxicidade para células C6/36 (Aedes albopictus). Nao foram detectadas atividade
antibacteriana, para as cepas Escherichia coli ATCC 25922, E. coli ATCC 35218,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, S. aureus MED-71, H-111 S. epidermidis e S.
epidermidis ATCC 12228 e nem antiviral para o Dengue Virus, além de nao mostrar
toxicidade para células peritoneais de mamiferos e nao apresentar atividade sialagoga.

Palavras-chave: Pilocarpus. Alcaléide. Epiisopiloturina. Andlise cromatogréfica.
Antileishmania. Antiesquistosoma.
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ABSTRACT

The Pilocarpus genus, popularly known as jaborandi, has fourteen alkaloids in its
composition. Among which pilocarpine stands out as an important phytotherapic compound
used in human and veterinary medicine, with therapeutic functions as diverse as: reduction
of intraocular pressure, combat dry mouth and stimulation of smooth muscle for correction
of gastrointestinal impaction. Other alkalois are structurally very similar to pilocarpine,
provide good precedents for pharmacological tests. The processing of jaborandi leaves for
the production of pilocarpine on an industrial scale is done by the Vegeflora Extracdes do
Nordeste Ltda, headquartered in Parnaiba, PI. Epiisopiloturina is the second most
concentrated alkaloid present in the leaves of Jaborandi besides pilocarpine. The availability
of large amounts of residues after leave processing and extraction of pilocarpine made this
study possible: isolation of this compound as well as the evaluation their activities against
bacteria, viruses, protozoa and helminthes. The purification of epiisopiloturina was
performed by high performance liquid chromatography. Activity tests showed statistically
significant in vitro activity against Schistosoma mansoni, amastigotes of Leishmania
amazonensis, and cytotoxicity for C6/36 cells (Aedes albopictus). Antibacterial action was
not detected against the strains Escherichia coli ATCC 25922, E. coli ATCC 35218,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, S. aureus MED-71, Staphylococcus epidermidis H-
111 and S. epidermidis ATCC 12228. Finally, no antiviral activity against Dengue Virus,
sialogogue activity, neither citotoxicity against peritoneal cells of mammals were detected.

Key-words: Pilocarpus. Alkaloids. Epiisopiloturine, Chromatographic analysis, Anti-
leishmania. Anti-worms.
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1. INTRODUCAO

A biodiversidade brasileira € uma das maiores do planeta, principalmente em relacao
a sua flora, podendo ser considerada como uma inesgotdvel fonte de farmacos. Nao s6 na
regido amazoOnica, onde a extensdo geografica ja propicia uma idéia do seu poder de
diversidade, mas também em outras regides brasileiras, como a Nordeste, onde existem

inimeros vegetais de interesse medicinal (ABIFISA, 2006).

A expressdo ‘“planta medicinal” € utilizada para designar toda planta que
administrada ao homem ou aos animais, por qualquer via ou forma, seja capaz de exercer
alguma acgdo terapéutica (OMS, 2002). As plantas medicinais sdo importantes, tanto por
serem utilizadas diretamente como agentes terapéuticos, como também, por possibilitarem a
fabricagdo de fitoterdpicos (ZHAN e ZHOU, 2003), farmacos que, de acordo com a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), sdo tecnicamente obtidos e elaborados
exclusivamente a partir de matérias primas vegetais, com finalidades profilética, curativa ou

para fins de diagnéstico, em beneficio do usudrio (BRASIL, 1995).

Como exemplo de planta medicinal de larga ocorréncia no territério brasileiro
ressalta-se o jaborandi (Pilocarpus sp), o qual se distribui do extremo norte da regido
Amazonica até o sul do Rio Grande do Sul (JOSEPH, 1967) e conta com intimeras espécies
de importancia econdmica e médica, dentre as quais encontram-se Pilocarpus jaborandi
(Holmes), P. trachyllophus (Holmes) e P. microphyllus (Stapf, ex Holmes), sendo esta
tltima considerada como o "jaborandi legitimo" (CORREA, 1969) e com vasta ocorréncia
na regido meio-norte (estados do Maranhao e Piauf), a partir da qual sdo extraidos os sais de

pilocarpina (PINHEIRO, 1997).

Durante o processo de beneficiamento do jaborandi para a retirada da pilocarpina é
gerada uma biomassa contendo outros alcaldides que podem exercer atividade bioldgica,

porém, ainda carecem de estudos mais aprofundados (SANTOS e MORENO, 2004).

Considerado ser missdo das Instituicdes de Ensino e Pesquisa realizarem estudos
para atendimento as demandas da sociedade, foi firmada uma parceria entre a UFPI e a
empresa VEGEFLORA Extracdes do Nordeste Ltda., objetivando a ampliacdo do

conhecimento sobre compostos quimicos oriundos da biomassa resultante do processamento
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do jaborandi, pois muitas toneladas de seus residuos sdo geradas, sem que se tenha

conhecimento sobre a sua utilidade.

A existéncia do Nucleo de Pesquisa em Biodiversidade e Biotecnologia no Campus
Ministro Reis Veloso, em Parnaiba e de uma linha de pesquisa no Programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncia Animal da UFPI, vinculada a drea de concentracdo Sanidade e
Reproducdo Animal, denominada “Estudo farmacoldgico e toxicolégico de plantas como
alternativa de tratamento de doencas de animais”, no Campus Ministro Petronio Portela, em

Teresina, propiciou a efetivacao dessa parceria.

Assim, com base no conhecimento prévio de que, depois da pilocarpina, o alcaldide
de maior concentracdo na biomassa do jaborandi, cultivado aqui na regiao meio-norte, é a

epiisopiloturina, realizou-se este estudo com os seguintes objetivos:

e Geral — Isolar o alcaldide epiisopiloturina a partir da citada biomassa
proveniente das folhas de P. microphyllus (Stapf) e estudar suas atividades contra espécies
de bactérias, virus, protozodrio e helminto.

¢ Especificos

o Avaliar sua atividade in vitro contra as bactérias Escherichia coli
ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 35218, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Staphylococcus epidermidis H-111, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus
aureus MED-71;

o Determinar a capacidade deste alcaléide em inibir, in vitro, a
replicacdo do Dengue Virus 3;

o Observar se o citado alcaldide possui atividade in vitro contra
Leishmania amazonensis, cepa IFLA/BR/67/PH-8, nas formas amastigotas e promastigotas;

o Testar a sua atividade antihelmintica in vitro frente ao Schistosoma
mansoni cepa (BH strain Belo Horizonte, Brazil);

o Averiguar sua agdo sialagoga, in vivo, utilizando modelo murino.

A estrutura deste trabalho foi organizada em partes: Introducdo; Revisdo de

Literatura; dois Capitulos, Considera¢des Finais, Referéncias Gerais e Anexos.

Os capitulos foram organizados na forma de artigos cientificos, sendo o primeiro

intitulado: “Extraction and purification of the epiisopiloturine alkaloid and activity against
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Schistosoma mansoni and Leishmania amazonensis”, elaborado de acordo com as normas
do periddico “Acta Tropica” (Qualis A-1/CAPES) e o segundo, com o titulo de “Atividades
antimicrobiana e sialogoga do alcaldide epiisopiloturina e avaliacdo de sua citotoxicidade
em células C6/36 (Aedes albopictus)” estd formatado segundo as normas da ABNT, para

que se possa submeté-lo, brevemente, a periddico indexado no Qualis “A-1" da CAPES.

No Apéndice encontra-se um trabalho de revisdo, ja submetido ao periédico
“Diversa”, intitulado: “JABORANDI (Pilocarpus sp.): UM ARSENAL DE ALCALOIDES
FARMACOLOGICAMENTE ATIVOS™.

Parte dos resultados desta dissertacdo estd depositada no Instituto Nacional de

Propriedade Intelectual — INPI sob protocolo 000102, visando a gera¢dao de uma patente.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Diversidade da flora brasileira

O uso das plantas medicinais remonta ao inicio dos tempos, sendo que na
antiguidade existia apenas o conhecimento empirico, enquanto que, na atualidade, muitas
pesquisas cientificas comprovam as propriedades medicinais de varios vegetais (OLIVEIRA
et al., 2006). As informagdes sobre o uso de plantas medicinais e seu emprego terapéutico
foram sendo acumuladas durante séculos e muitos desses conhecimentos ja se encontram
cientificamente disponiveis (CASTRO, 2004).

O Brasil € detentor de uma mega biodiversidade, com uma flora composta por mais
de 55 mil espécies, porém a falta de diretrizes técnicas e conscientizacao ecoldgica em sua
exploracio acarreta sérios problemas ambientais (DORES, 2007).

Pelo menos trezentos tipos diferentes de plantas fazem parte do arsenal terapéutico
popular e, alguns deles, ja sdo objetos de linhas de pesquisa em universidades e institutos de
pesquisa. A Organizacdo das Nacgdes Unidas (ONU) ja reconheceu que, pelo menos, dois
tercos da populacdo da terra utiliza plantas com finalidades medicinais (BARATA, 2004),
com o intuito de acalmar a tosse, reduzir a febre, dor e inflamacdo, combater infec¢des e
parasitos, estimular a expectora¢do, engordar, emagrecer e muitas outras finalidades
(AGRA et al., 2008).

A despeito da velocidade do crescimento da industria farmacéutica e do avancgo das
descobertas, a pesquisa acerca de novos fitoterdpicos ainda precisa ser acelerada, pois
inimeras doencas continuam carecendo de novas estratégias terapéuticas que sejam mais
efetivas e menos téxicas (NAKAMURA et al., 20006).

Os medicamentos fitoterdpicos sdo caracterizados pelo conhecimento da eficicia e
dos riscos de seu uso, assim como, pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade
(BRASIL, 1995). Virios deles vém sendo adotados em protocolos anti-infecciosos
considerando-se serem as doencas infecciosas (bacterianas, virais e flngicas) e parasitdrias
(incluindo-se protozooses e helmintoses), responsaveis por graves problemas de saude, tanto

na drea humana, quanto veterindria.
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2.2. Jaborandi

Dentre as espécies medicinais produtoras de principios ativos de grande interesse
mundial destacam-se as plantas conhecidas pela denominagdo jaborandi, que incluem varias
espécies nativas e cultivadas no Brasil, sobretudo a Pilocarpus microphyllus (Figura 1), que
¢ utilizada como matéria prima para isolamento de farmoquimicos (SANTOS e MORENO,

2004).

Figura 1- Jaborandi jovem (Pilocarpus microphyllus). Foto: David Fernandes Lima.

O “jaborandi” tem uma ampla distribui¢do pela América, partindo do sul da América
Central indo até o sul da América do Sul. J4 foram descritas 16 espécies desse género, das
quais 13 sdo encontrados no Brasil, sendo 11 exclusivos do territério brasileiro: P. alatus C.
J. Joseph ex Skorupa, P. carajaensis Skorupa, P. giganteus Engler, P. grandiflorus Engler,
P. jaborandi Holmes, P. pauciflorus St. Hilaire, P.pennatifolius Lemmaire, P. riedelianus
Engler, P. spicatus St. Hilaire, P. sulcatus Skorupa, P. trachyllophus Holmes, P.
microphyllus Stapf ex Wardleworth e P. peruvianus (Macbride) Kaastra. Deste género ja
foram identificados quatorze tipos de alcaldides, vinte e sete cumarinas, cinco flavondides e

setenta e seis terpendides. (SKORUPA, 2000; SANTOS E MORENO, 2004).

As plantas conhecidas como jaborandi (género Pilocarpus) pertencem a familia
Rutaceae e possuem como caracteristicas o fato de: serem arbustivas e bastante ramificadas,

apresentarem altura média de dois metros, com folhas compostas medindo cerca de 40 cm
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quando adultas e foliolos coridceos, de forma lanceolada, variando com a espécie
(HENRIQUES et al., 2000; PAIVA, 2008).

As flores do jaborandi (P. microphyllus) sio pequenas e arranjadas em racimos
(cachos) compactos. Os frutos sdo dispostos em cachos brancos contidos em cdpsulas de
cortex acinzentado e liso. No Brasil, ocorre principalmente no leste da Amazonia e nas
regides do Centro-Sul e Nordeste, com vasta distribuicdo nativa no Piaui e Maranhdo
(MARQUES e COSTA, 1994).

Em 1570, Gabriel Soares de Souza, um observador europeu notou que os indios
Guaranis usavam plantas do género Pilocarpus para tratar tlceras de boca e também como
um antidoto para varios venenos ou toxinas, devido a sua propriedade de promover
sudorese, mic¢do e salivagdo. A sua utilizacio terap€utica é conhecida, hd séculos, pela
tribo indigena Tupi, ao norte do Brasil (VITAL e ACCO, 2006). Em 1888 um médico
britanico relatou o caso de uma mulher de 65 anos de idade com queixa de boca seca, a qual
foi tratada com tintura de jaborandi por via oral, tendo havido melhora do quadro clinico
(VIVINO et al., 1999).

Conhecida por seu intensivo uso na industria farmacéutica, o jaborandi tem destaque
no controle do glaucoma, devido a capacidade da pilocarpina, alcal6ide encontrado em suas
folhas, produzir aumento na contragdo da musculatura lisa e relaxamento de esfincteres de
todo organismo animal (VITAL e ACCO, 2006).

A extracdo do jaborandi € responsdvel por uma grande massa de recursos nas
regidoes Norte e Nordeste do Brasil. Em 2006, movimentou cerca de 220 toneladas no norte
e nordeste brasileiro perfazendo aproximadamente R$ 562.000,00 de um total de R$ 3,7
bilhdes referentes ao extrativismo vegetal realizado no Brasil naquele ano (IBGE, 2006).

O jaborandi é um bom exemplo de uma planta que fez a transicdo do uso indigena

para ciéncia moderna (PAIVA, 2008).

2.3. Alcaléides oriundos do jaborandi

Alcaldides sao substancias de cardter basico, derivadas principalmente de plantas,
mas que também podem ser encontradas em fungos, bactérias e até mesmo em animais, as
quais contém, em sua férmula, basicamente: nitrogénio, oxigénio, hidrogénio e carbono, e
que podem influenciar o metabolismo destes organismos produtores. Possuem importincia

politica, econdmica e social, além da biolégica (HENRIQUES et al., 2000).
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A palavra alcaléide deriva do drabe al-quali que corresponde ao nome vulgar do
vegetal onde a soda foi inicialmente extraida (de dlcali, basico, com o sufixo -oide, "-
semelhante a"). Este grupo de compostos apresenta dificil defini¢do, devido a grande
diversidade de estruturas quimicas, propriedades fisico-quimicas e acdes farmacoldgicas
(ROBBERS et al., 1997; HENRIQUES et al., 2000). Podem existir no estado livre nas
plantas, bem como, na forma de sais ou 6xidos. Eles também correspondem aos principais
agentes terapéuticos naturais com ac¢do: anestésica, analgésica, psico-estimulantes e

neurodepressores, entre outras atividades farmacoldgicas (HENRIQUES et al., 2000).

Existe um consenso entre diversos autores e pesquisadores da drea de quimica, de
que alcaldides verdadeiros s@o compostos que possuem um ou mais nitrogénio(s)
pertencente(s) a um anel heterociclico com propriedades bdsicas, apresentando intensa
atividade bioldgica quando interagem com organismos vivos (COSTA, 1994; ROBBERS et
al., 1997; HENRIQUES et al., 2000; LIMA, 2008).

Esta definicdo exclui os demais compostos nitrogenados como os obtidos por
sintese organica, aminodcidos, aminas simples, vitaminas, peptideos, dcidos nucléicos,

porfirinas, nucleotideos e compostos nitro e nitroso (ROBBERS et al., 1997).

A partir de espécies de jaborandi (Pilocarpus sp) j4 foram identificadas as estruturas
dos seguintes alcaldides: pilocarpina (1), isopilocarpina (2), pilocarpidina (3),
isopilocarpidina (4), pilosina (5), isopilosina (6), epiisopilosina (7), epiisopiloturina (8), 13-
nora-7(11)-dehidro-pilocarpina (9), N,N-dimetil-5-metoxi-triptamina (10), N,N-dimetil-
triptamina (11), plastidesmina (12), (1H)-4-metoxi-2-quinolone (13) e dictamina (14)
(Figura 2). Alguns deles ja tiveram as suas estruturas determinadas por RMN (Ressonancia
Magnética Nuclear), porém ainda ndo possuem atividade farmacoldgica descrita, podendo
ser promissores como o objetivo da pesquisa, para a medicina humana e veterindria

(ANDRADE-NETO et al., 1994; SANTOS e MORENO, 2004).

Virios azdis, semelhantes aos identificados no jaborandi, sdo antimic6ticos cldssicos,
de largo espectro, atuando sobre leveduras. Apresentam um anel imidazdlico livre unido a
outros anéis aromaticos por meio de uma unido N-C em posic¢do 1. Atualmente dispde-se de
varios derivados imidazoélicos para uso sist€émico ou tdpico no tratamento de diversas
infeccOes micdticas, sendo a acdo fungistitica ou fungicida, dependente da concentracio

(SANDE e MANDELL, 1987).
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O principal mecanismo de a¢do dos azdis € a inibi¢ao da sintese do ergosterol, que é
importante para a integridade e a manutencdo da fun¢do da membrana celular dos
microorganismos, sobretudo os fungos. Os imidazdéis inibem a incorporacdo do acetato de
ergosterol, inibindo a enxima lanosterol desmetilase, por interferéncia no citocromo P-450
da levedura, causando altera¢des na fluidez e permeabilidade da membrana citoplasmatica
do fungo, prejudicando a captagdo dos nutrientes, o que se traduz por inibi¢do do
crescimento flngico, originando alteragdes morfoldgicas que resultam em morte celular

(RICHARDSON e WARNOCK, 1993; ALVES et al., 1999; FARIAS et al., 2008).
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Figura 2 - Estrutura dos alcaldides encontrados no género Pilocarpus: (1) pilocarpina, (2) isopilocarpina,
(3) pilocarpidina, (4) isopilocarpidina, (5) pilosina, (6) isopilosina, (7) epiisopilosina, (8)
epiisopiloturina, (9) 13-nora-7(11)-dehidro-pilocarpina (10) N, N-dimetil-5-metoxi-triptamina,
(11) N,N-dimetil-triptamina, (12) plastidesmina, (13) (1H)-4-metoxi-2-quinolone e (14)
dictamina (SANTOS e MORENO, 2004).
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A pilocarpina (Figura 3) € considerada como protétipo dentre os compostos
oriundos do jaborandi, sendo o agente mais concentrado nas folhas da planta. Trata-se de
um alcaldide colinérgico com estrutura de uma amina tercidria, que apresenta acodes
nicotinicas e muscarinicas, com predominancia das dltimas. Possui efeitos discretos sobre o

coragdo e o trato gastrointestinal (VITAL e ACOOQO, 2006).
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Figura 3- Estrutura quimica da Pilocarpina.

Seu mecanismo de agdo estd relacionado a ligacdo reversivel do farmaco aos
receptores muscarinicos subtipo 3 (M3). Sua acao hipotensora ocular decorre do fato desse
alcaldide colinomimético de ocorréncia natural produzir contracio do musculo liso do
esfincter da iris (resultando em miose) e do musculo ciliar (resultando em acomodacdo).
Esta acdo facilita o processo de drenagem do humor aquoso para o canal de Schlemm, que
drena a camara anterior, uma vez que a contracdo do esfincter da iris a afasta do angulo da
camara anterior e a retracdo do musculo ciliar ocasiona abertura das laminas da rede

trabecular (COSTA e NASCIMENTO NETO, 2006; PAPPANO, 2006).

O somatdrio dessas agdes resulta na ampliacdo do angulo de drenagem do humor
aquoso, fluido que preenche as camaras oculares (anterior e posterior), o que € importante
para a terapéutica do glaucoma, doenca caracterizada pelo aumento da pressao intra-ocular,
que provoca lesdo no nervo optico, produzindo cegueira, se nao for adequadamente tratada

(PETERSEN-JONES, 2001; LARSSON et al., 2008).

Dentre os animais domésticos, os cdes, gatos e eqiiinos sdo os que mais utilizam
hipotensores, sendo que no cdo ha mais casos de glaucoma de angulo fechado, em felinos e
equinos € mais comum haver glaucoma secunddrio a outras enfermidades, como: a uveites,

traumas, luxacgoes lenticulares e neoplasias (LARSSON et al., 2008).
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O glaucoma € visto com maior freqiiéncia em humanos, seguidos de caes. Em aves,
¢ raro de ser encontrado e, em répteis, ainda nao foi relatado. J4 em animais ex6ticos como
coelhos-brancos da Nova Zelandia e hamsters russos, € verificado com certa freqiiéncia

(MONTIANI-FERREIRA, 2007).

Preparados oftalmicos contendo pilocarpina a 1% e a 2% constituem-se nos recursos
terapéuticos mais efetivos na terapia do glaucoma (LARSSON et al., 2008). Ao contrario de
outras substancias que visam o controle do glaucoma, a pilocarpina topicamente nao
apresenta efeitos colaterais significativos (TAYLOR e AL-HASHIMI, 1996; SABA et al.,
2002).

Por ser uma substancia estimuladora de receptores colinérgicos, a pilocarpina
apresenta outras agdes: estimulantes de glandulas secretoras, relaxamento de esfincteres,
estimulante da peristalse, dentre outras. Quando os receptores muscarinicos sdo ativados
ocorrem Vvdrios eventos celulares, podendo um ou mais deles atuar como segundos
mensageiros para a ativagdo muscarinica. Como esses receptores se acoplam a proteina G, a
ligacdo de agonistas muscarinicos ativa a cascata do inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol

(DAG), o que provoca abertura dos canais de cdlcio nos musculos lisos (PAPPANO, 20006).

Por estimulagdo das glandulas salivares, a pilocarpina induz ao aumento da saliva do
tipo serosa. O efeito tem inicio nos primeiros sessenta minutos a partir da ingestdo do
medicamento, perdurando por até trés horas (BAPTISTA NETO, 2003). Estimula também
outras glandulas secretoras, como as sudoriparas termorreguladoras, lacrimais e
nasofaringeas, motivo pelo qual estd sendo também indicada em pacientes com cancer de
boca e pescoco, para o tratamento de xerostomia (HAMLAR et al., 1996; WYNN, 1996;
PAPPANO, 2006).

Em medicina veterindria, a pilocarpina é também utilizada no tratamento de
disfungdes gastrointestinais de ruminantes e meterorismo dos eqiiinos, objetivando a
estimulacdo da musculatura lisa do trato gastroentérico, a fim de produzir catarse

(LARSSON et al., 2008).

A estrutura quimica da epiisopiloturina (Figura 4) difere da pilocarpina pela presenca
de um grupamento hidrobenzilico ao invés de um etilico, e assemelha-se a ela por sua
estrutura formada pela presenca de um anel imidazdlico ligado a um ciclopentano

heterociclico através de uma ligagdo C-C. A similaridade entre as estruturas destes dois



34

compostos torna a epiisopiloturina um alcaldéide promissor quanto as suas propriedades

biologicamente ativas.
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Figura 4- Estrutura quimica da Epiisopiloturina.

2.4. Interesses na descoberta de antimicrobianos e antiparasitarios

Antimicrobianos sdo compostos de ocorréncia natural ou sintetizados em laboratério
que, em concentragdes adequadas, inibem de maneira reversivel ou irreversivel a
proliferacdo microbiana. Os antimicrobianos de uso clinico determinam uma “toxicidade
seletiva”, que é a capacidade de ser toxico para o agente causador da infec¢do e o mais

in6cuo possivel para organismo afetado (BOXALL et al., 2004).

Virios antimicrobianos estdo disponiveis para uso clinico, nos dias atuais. Porém,
muitos deles tém preco elevado e, se ndo utilizados em esquemas posoldgicos apropriados,

podem induzir ao aparecimento de resisténcia (RODRIGUES, 2008).

Assim, no meio cientifico, existe uma freqiiente procura por compostos efetivos no
combate a microorganismos, sejam bactérias, fungos, virus, ou outras categorias, pois O
desenvolvimento de compostos antimicrobianos representa um dos mais importantes
avancos na area de farmacologia clinica, tanto para o controle ou cura de infec¢cdes graves,
quanto para a prevencdo e terapia combinada de outras doengas, como a quimioterapia do

cancer (LAMPIRIS e MADDIX, 2006).

Dentre as espécies de bactérias causadoras de infeccdo no homem e nos animais
ressaltam-se a Escherichia coli e o Staphylococcus sp., sendo que esta ultima € um coco

gram-positivo e possui como espécies principais o Staphylococcus aureus, agente
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responsdvel por processos supurativos superficiais ou profundos e que é também
responsdvel pela producdo de varios tipos de toxinas e o Staphylococcus epidermidis,
considerado como um agente convencionalmente saprofita, mas que pode proliferar de

forma patogénica, sob condi¢des adequadas (NAHID e SUGII, 2006).

A E. coli ¢ considerada uma enterobactéria, enquadrada na categoria das gram-
negativas, responsavel pela maioria dos casos de gastrenterites em humanos, sobretudo
emcriangas € em animais recém-nascidos, embora possa apresentar também localizacao
extra-intestinal e causar infec¢des urindrias, colecistite, peritonite e septicemia, além de

produzir exotoxinas (CAMPANHA et al., 1999; CEZARIO et al., 2004).

Presentes na terra por milhares de anos, os parasitas (para= ao lado; sitos=
hospedeiro) se classificam, conforme a sua atuagdo seja no interior ou no exterior do
organismo, em dois grandes grupos: os endo e ectoparasitos. Dentre os endoparasitas,
ressaltam-se os helmintos e os protozodrios, como agentes causadores de doengas graves no

homem e nos animais (ALMEIDA e AYRES, 2006).

Os helmintos sdo conhecidos como “vermes cilindricos” e se subdividem em:
nematddeos, parasitas de corpo cilindrico-alongado; cestdédeos, que sdo vermes de corpo
achatado e segmentado, chamados de té€nias; e os trematddeos, aqueles de corpo achatado e

nao segmentado (ROSENTAL e GOLDSMITH, 2006).

A esquistossomose € uma trematodiose produzida por espécies de Schistosoma,
como o S. mansoni, S haematobium e S. japonicum que acomete, somente nas Américas,
mais de 200 milhdes de pessoas e pde em risco o triplo desse nimero. Nessa enfermidade,
caramujos de 4gua doce, quando infectados, agem como hospedeiros intermedidrios na
transmissdo da infeccdo, que continua a se disseminar a medida em que aumenta o
desenvolvimento dos recursos hidricos e agricolas. Caracteriza-se por distirbios hepaticos,
esplénicos, gastro-intestinais e génito-urindrios, podendo o agente etioldgico estar associado

ao carcinoma de células escamosas da bexiga (LOUKAS e HOTEZ, 2006).

Poucos farmacos sdo eficazes no tratamento da esquistossomose, sendo que apenas
dois grupos de farmacos tém sido considerados efetivos, o praziquantel e a oxamniquina,
sendo o primeiro considerado, atualmente, o agente de eleicio (ROSENTAL e

GOLDSMITH, 2006), embora possua custo relativamente alto.
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Os protozodrios podem ser transmitidos por insetos, vetores, adquiridos de outros
mamiferos (reservatorios) ou transmitidos de um ser humano a outro ou de um animal a

outro, ou, ainda, entre ser humano e animal e vice-versa (PHILIPS e STANLEY JR, 2006).

Dentre os protozodrios de grande importancia médica, cita-se a Leishmania, que é
agente da leishmaniose, zoonose endémica em 88 paises, que acomete mais de 14 milhdes
de pessoas em todo o mundo, com cerca de dois milhdes de novos casos por ano (WHO,
2007). Os farmacos até agora disponiveis para a terapéutica da leishmaniose, além de
apresentarem limitacdo relacionada a eficdcia, sdo portadores de efeitos colaterais
significativos (FNS, 2003), o que justifica a procura de agentes que possam exercer

atividade inibitdria sobre parasitos desse género.

No que se referem a compostos antivirais, os protocolos terapéuticos ainda sao

bastante restritos, se comparados aos disponiveis para os outros agentes infecciosos.

Na atualidade, tem sido observado que muitas plantas possuem compostos com
potencial para a producao de pesticidas (CICCIA et al. 2000). Elas tém sido consideradas
alternativas de alto interesse para o combate aos mosquitos, que sdao 0s principais

transmissores de muitas doencas tropicais (AUTRAN et al., 2009).

Diversos problemas sao relatados por Ansari et. al. (2000) em relagdo a toxicidade
de muitos inseticidas manufaturados, juntamente com o aumento da resisténcia de insetos a
esses agentes. Por isso, a identificacdo de novos compostos ativos e eficazes contra
mosquitos e larvas que possam substituir inseticidas sintéticos, dispendiosos e de grande
potencial téxico, como organoclorados, organofosoforados e piretrdides, reveste-se de

importancia clinica e economica (SHAALAN et al., 2005).

O mosquito Aedes aegypti € o alvo principal das pesquisas relacionadas a descoberta
de inseticidas, pois ele € o vetor de doengas graves como a dengue hemorrdgica e febre
amarela (OLIVEIRA et al., 2006, AUTRAN et al., 2009). Extrato de quatorze plantas do
cerrado brasileiro apresentaram atividade larvicida de A. aegypti. Naftoquinonas naturais e
sintéticas também tém atividade larvicida para esta espécie de inseto (RODRIGUES, et al.,

2006).

O esforgo para encontrar substancias que tenham atividade contra larvas de mosquito
do género Aedes ja tem produzido resultados promissores, como o d6leo essencial de Lippia

gracilis (Verbenaceae) HBK, que possui o carvacrol como componente majoritdio, o qual
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vem demonstrando agdo larvicida (SILVA et al., 2007). No entanto, ha ainda um vasto
caminho a ser percorrido na busca de larvicidas que posssam vir a ser utilizados, em larga

escala, com essa finalidade.

Considerando-se: a) os relatos da existéncia do alcaldide epiisopiloturina nas folhas
do jaborandi e a existéncia de um vasto material oriundo do processamento de suas folhas
para a extracdo da pilocarpina; b) a similaridade estrutural entre pilocarpina e
epiisopiloturina; c) o fato da pilocarpina ser um agente imidazdlico, grupo a que pertencem
muitos antifiingicos, antibacterianos e ectoparasitos; d) a pilocarpina possuir atividade
sialogoga, ha justificas suficientes para a realizacdo das pesquisas componentes desta

Dissertacao.
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Abstract

Neglected tropical diseases such as schistosomiasis and leishmaniasis
continue to cause significant morbidity and mortality in the developing countries,
reinforcing the demand for the development of novel drugs. Here we report the
schistosomicidial and leishmanicidial activities of epiisopiloturin, an imidazolic
alkaloid extracted from the leaves of Pilocarpus microphyllus, known as jaborandi.
This compound was isolated by high performance liquid chromatography (HPLC)
and had its chemical structure confirmed by ion-trap mass spectrometry. It had
significant in vitro activity against adult Schistosoma mansoni and Leishmania
amazonensis amastigotes and no detectable cytotoxicity to peritoneal macrophage
cells. It is the first time that epiisopiloturin is reported as a promising

schistosomicidal and leishmanicidal agent.

Key words: Epiisopiloturin; Alkaloid; Leishmania amazonensis; Schistosoma

mansoni.
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1. Introduction

Pilocarpus microphyllus (Rutaceae family) is originally from the Amazon and
Cerrado regions of Brazil where it is known as jaborandi. This plant is a rich source
of imidazole alkaloids such as pilocarpine, isopilocarpine (the C[3]-epimer of
pilocarpine), pilosinine (2R,3R,6S), isopilosine (2S5,3R,6R), epiisopilosine
(25,3R,6S) and epiisopiloturin. Pilocarpine is the best known of the jaborandi
alkaloids and the only one with commercial value, used both as a miotic and
diaphoretic agent due to its action as a peripheral stimulant of the parasympathetic
system (Davies et al., 2009; Abreu et al., 2005; Sawaya et al., 2008). However,
from this set of structurally related molecules, only pilocarpine has a defined
biological activity (Voigtlander et al., 1978; Davies et al., 2009). Imidazole alkaloids
display a wide range of pharmacological activities (Barradas et al., 2008). They
have been used as antiparasitic, antibacterial, antimicobacterial, antitumoral,
antioxidant and antifungal agents (Khabnadideh et al., 2003, Walczak et al., 2004;
Mallia et al., 2006; Hadj-Esfandiari et al., 2007; Olender et al., 2009). This indicates
that the alkaloid extract of jaborandi leaves harbor a still unexplored set of
molecules with potential application in human health, such as putative antimicrobial
compounds that can be further developed in alternative treatments for infectious
diseases. There is an increasing demand for novel drugs in developing countries,
especially for the treatment of neglected diseases, known to affect more than 11
million people, most of them in Africa (Camargo, 2008).

Leishmaniasis is a neglected tropical parasitic disease characterized by the
infection of macrophages by obligate intracellular parasites of the genus

Leishmania. It has been considered a major health problem worldwide, especially in
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developing nations (Rocha et al., 2005; WHO, 2008). This disease currently
threatens about 350 million women, men and children in 88 countries around the
world, with about 2 million affected annually. In Brazil, studies report the occurrence
of about 20.000 new cases of the illness annually (Carvalho and Ferreira, 2001).

The inexistence of a vaccine places an urgent demand for more effective
drugs to replace/supplement those in current use. Most of the clinically used drugs
for the treatment of leishmaniasis are based on pentavalent antimony compounds
and were developed before 1959. Generally, these drugs have one or more
limitations, like unaffordable cost, difficulty in administration, toxicity or more
importantly the development of resistant parasites. Alternative drugs, such as
amphotericin B and pentamidine, also have unpleasant side effects (Carvalho et al.,
2000).

Schistosomiasis also represents a serious health problem in tropical
countries. It is estimated that 200 million people are infected by schistosome worms
and that more than 600 million people are at risk (Aradjo et al., 2007). Two alkaloids
were developed in the 1970s for treatment of S. mansoni infestations: oxamniquine
and praziquantel. Oxamniquine, a synthetic tetrahydroquinoline [1,2,3,4-tetrahydro-
2-{[1-methylethyl- amino]methyl}-7-nitro-6-quinolinomethanol] is highly effective
against S. mansoni and was used in the large-scale treatment of schistosomiasis in
Brazil (Katz, 2008; Penido et al., 2008).

The development of resistance to these alkaloids and toxicity to the host
have been reported (Melo et al., 2003). In addition, the existence of resistant strains
reinforces the need to develop new safe and effective schistosomicidal drugs

(Ribeiro-dos-Santos et al., 2006). Plant extracts or plant-derived compounds are
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likely to provide a valuable source of novel medicinal agents (Kayser and Kiderlen,
2001).

The present work describes the potential application of the alkaloid
epiisopiloturine, extracted from jaborandi leaves, as a leishmanicidal and
schistomicidal agent. It had significant in vitro activity against adult Schistosoma
mansoni and Leishmania amazonensis amastigotes and no detectable cytotoxicity

to peritoneal macrophage cells.

2. Material and methods
2.1. Extraction and purification of alkaloid Epiisopiloturine

The alkaloid epiisopiloturine was purified from the biomass generated by the
production of pilocarpine held by VEGEFLORA Extracées do Nordeste Ltda. The
biomass was subjected to an extraction process for alkaloids based on acidification
and filtration of industrial waste followed by the alkalinization and filtering of the
solution to obtain concentrated epiisopiloturine (Costa, 1999). Solutions were
filtered with 0.45 um pore membranes and injected into a high performance liquid
chromatographer, HPLC (Shimadzu Prominence, AUTOSAMPLER SIL-10AF, CTO-
20A, LC-6AD, CBM-20A, SPD-20A). The column used was Merck LiChrospher 60
RP Select B (5 um) and mobile phase consisted of 5% (v/v) potassium phosphate
at pH 2.5 at a flow rate of 1 mL/min at 50°C. HPLC detector was set to 216 nm.

Mass spectrometry was used to evaluate the purity and monoisotopic
molecular mass of epiisopiloturine (HCT Ultra PTM ETD Il from Bruker Daltonics
(Bremen, Germany). Mass spectra were acquired in a mass range of m/z 70 to 300
Da. MS? was carried out in manual mode with fragmentation of the precursor ion by

CID using He as the collision gas. Precursor ions were selected within an isolation
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width of 2 u and scans were accumulated with variable RF signal amplitudes. The
m/z scale of the mass spectrum was calibrated using the external calibration
standard G2421A electrospray “tuning mix” from Agilent Technologies (Santa Rosa,

CA, USA).

2.2. Anti-leishmania assay
2.2.1. Leishmania promastigotes

The IFLA/BR/67/PH-8 strain of Leishmania amazonensis, originally isolated
from a human case of diffuse cutaneous leishmaniasis, was used in the present
study. This strain has been maintained in Warren’s medium (brain—heart infusion
plus haemin and folic acid) supplemented with 10% heat inactivated fetal bovine
serum (FBS) (Gibco Invitrogen Corporation, New York, U.S.A) at 28°C in a tissue
flask, as previously described by Lima et al., 2000.

Leishmania amazonensis |FLA/BR/67/PH-8 was cultivated in 96 well
microplates in the presence of serial dilutions (ranging from 2 to 128 ug/mL) of the
epiisopiloturin alkaloid diluted in Shineider medium (Sigma MRC) enriched with 2%
dimethyl sulfoxide (DMSQO). As negative and positive controls, respectively, were
used DMSO at 2% and amphotericin B at 3% in culture medium. The concentration
of promastigotes placed on each well was 10° cells. Microplates were incubated in
the Biochemical Oxygen Demand (B.O.D) at 26°C and cell counts were performed
after 24 and 48 hours in hemocytometer (Neubauer, improved double, Superior Ltd,

Germany).

2.2.2. Peritoneal macrophages
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Macrophages were removed from the peritoneum of Swiss female mice, after
the inoculation of 10 mL sterile Phosphate Buffered Saline (PBS) followed by
abdominal massage. Macrophages were collected and washed three times with
sterile PBS, centrifuged at 1000 rpm for ten minutes and then resuspended in
culture medium (RPMI 1640 from Sigma). Subsequently, 5 x 10° cells were seeded
to adhere to a 24 wells culture plate and left overnight at 5% CO,, 37 °C, followed by
the addition of 500 uL of RPMI 1640 on each well. Roughly 5 x 10° promastigotes
were added to each well, resulting in 1:10 macrophages/leishmania and incubated
for 4 hours at 37°C in 5% CO,. Wells were then washed with PBS to remove the
free parasites. Epiisopiloturin in RPMI medium was added to wells containing
infected macrophages at 128, 16 and 2 pg/mL in triplicate and incubated for 48
hours. After incubation, the samples were aspirated, washed in PBS and the cover
slip were stained by panotic method (Laborclin). After the treatment with
epiisopiloturin, the number of infected macrophages and the number of parasites
per macrophage were calculated, using a sample size of 100 macrophages. The
total number of associated amastigotes (association index) and total number of
internalised amastigotes (phagocytic index) by 100 macrophages were quantified.
The percentage of associated amastigotes that are also internalized was

determined (Escaron et al., 2007).

2.3. Citotoxic effects of epiisopiloturin to peritoneal cells

The toxicity of epiisopiloturine to mammalian cells was estimated using
peritoneal mice cells, predominantly macrophages. Cells were obtained by washing
the peritoneal cavity of mice with 10 mL cold sterile PBS at pH 7.2 followed by

centrifugation at 1000 rpm at 4°C for 10 minutes and quantification with trypan blue
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in PBS pH 7.2 in hemocytometer (viability above 95%). Viable cells (2.5 x 10*) were
cultured in 96 well microplates for 1 hour with different concentrations of
epiisopiloturine (from 1 to 128 pg/mL) at 37°C and 5% CO.,. Cell viability was
assessed using the method of Mosmann (1983), which is based on the capacity of
mitochondrial dehydrogenase enzyme from viable cells to cleave the pale yellow
tetrazolium rings of MTT [3-(4.5-dimethylthiazol-2-yl)-2.5-difeniltetrazolio bromide]
(Sigma-Aldrich, St Louis, USA) producing dark blue crystals. The release of crystals
was obtained by adding 50 uL 10% sodium dodecyl sulfate (Sigma-Aldrich, St
Louis, USA) and quantification was carried out by colorimetric spectrophotometry

assay at 550 nm.

2.4. Anti-helminthes assay
2.4.1 Parasite

Schistosoma mansoni (BH strain Belo Horizonte, Brazil) is routinely
maintained using Biomphalaria glabrata snails and hamsters hosts at the
Parasitology Laboratory of Instituto Butantan from Sdo Paulo, Brazil. Female
hamsters (weighting 20 to 22 g) were infected by subcutaneous injection of 150
cercariae. After 9 weeks, adult S. mansoni were recovered from hamsters by
perfusion (Yolles et al., 1947). The experimental protocols were authorized by
Ethical Committee for Animal Experimentation of the University of S&o Paulo

(USP).

2.4.2. In vitro studies with Schistosoma mansoni
Schistosoma mansoni worms harvested from hamsters were washed in

RPMI 1640 medium (Gibco) supplemented with 200 pg/ml streptomycin, and 200
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IlU/ml of penicillin (Invitrogen). Two adult male and two female parasites were
incubated in 24-well culture plate (Techno Plastic Products, TPP) containing 2 mL
of the same medium supplemented with 10% heat-inactivated calf serum at 37°C
and at 5% CO, atmosphere (Xiao et al., 2007). After 2 hours, epiisopiloturine was
added to the culture, from 50 to 200 pg/mL (Shuhua and Catto, 1989). The
experiments were carried out in triplicates. The parasites were kept for 120 h and
monitored every 24 h and the effects of the drugs on S. mansoni were assessed
qualitatively with an emphasis on changes in worm motor activity, tegumental
alterations and/or occurrence of death. All experiments were carried using RPMI
1640 medium and RPMI 1640 with 2.0% DMSO as negative control groups and 10
MM praziquantel (PQZ) as positive control group. Worm motility, tegumental
alterations, and the survival of the parasites were monitored for 5 days under an

inverted microscope and confocal microscopy (SMZ 1000, Nikon).

2.4.3. Tegumental changes

Quantification of the number of tubercles of helminthes was performed using
confocal microscopy. After established times of 120 h (150 pg/mL) or in the
occurrence of death, parasites were fixed in Formalin-Acetic-Alcohol solution (FAA)
and analyzed under confocal microscopy (Laser Scanning Microscopy, LSM 510
META, Zeiss) at 488 nm (exciting) and 505 nm (emission) as described by Moraes
et al. (2009). A minimum of three random areas (20,000 um?) of the tegument each
parasite was assessed. Numbers of intact tubers was noted and calculated with the
LSM Image software (Zeiss).

2.5. Statistical Analysis

ANOVA and Kruskal-Wallis tests were used to compare multiple normal or non-

normal samples, respectively. Student’s t-test and Mann-Whitney test were used to
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compare two normal or non-normal samples, respectively. The BioEstat 5.0
software package (Belém, Brasil, 2007) was used for performing the statistical tests

and for graphical representations.

3. Results and Discussion

The RP-HPLC (High Performance Liquid Chromatography) purification of the
alkaloid extract of jaborandi leaves resulted in several fractions, one of them
identified by electrospray ion trap mass spectrometry as epiisopiloturin ([M+H"] =
287.061). The fragmentation pattern of this molecule confirmed its structure as
identical to that described by Voigtlander et al. 1978 using *C-RMN (Figure 1).

In vitro assays revealed that epiisopiloturin has significant leishmanicidal
activity to the amastigote form of Leishmania amazonensis |FLA/BR/67/PH-8.
Epiisopiloturin at a concentration of 128 pg/mL lowered the association index
between peritoneal macrophages and L. amazonensis to less than half of the
control (Figure 2 A, 2B, 2C, and 2E). However, it did not produce detectable
mortality to the promastigote form in the assayed concentrations (data not shown).
This is probably due to the morphological and biochemical plasticity of the two
forms presented by the parasite, including a differential energy metabolism and
transport across membranes (Killick and Rioux, 1991). Most of the drug-screening
experiments against Leishmania have been performed on promastigotes and not on
the amastigotes, which is the actual parasitic phase that causes the infection in
humans and dogs (Baneth and Shaw, 2002; Ordo6fez-Gutierrez et al., 2007). It is
not possible at the moment to determine the reason for the epiisopiloturin

selectivity, due to its unknown mechanism of action. However, azoles are known to
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inhibit the growth of Leishmania amastigotes by preventing the cytochrome P-450-
mediated 14-a-demethylation of lanosterol, blocking ergosterol synthesis and
causing accumulation of 14-a-methyl sterols (Srinivas et al., 2009). Sterol
biosynthesis inhibitors offer an attractive possibility, as Leishmania parasites
synthesize specific sterols which seem to be essential for cell proliferation and
viability (Chance, 1995).

The cytotoxicity of epiisopiloturin to peritoneal macrophage cells was

evaluated. The number and viability of macrophage peritoneal cells adhered to
sample wells after incubation with the alkaloid up to a concentration of 128 ug/mL
did not differ significantly to the control (Figure 3). This is in agreement with other
imidazole compounds that did not demonstrate strong toxic actions to mammalian
cells (acute toxicity and cytotoxicity) (Kowalska-Pylka et al., 2001). However, some
azoles have high toxicity to the kidneys and liver, such as ketoconazole, a typical
azole compound binds to mammalian P450 enzymes, including P4503A4 and
several steroid hydroxylases (Billaud et al., 2009).
A number of side-effects are associated with ketoconazole as a result of inhibition
of these mammalian enzymes (Venkatakrishnan et al., 2000). Ketoconazole leads
to liver damage due to its ability to inhibit P4503A4, the major P450 isoform of the
liver (Cupp-Vickery et al., 2001). Considering its innocuousness to mammalian
cells, epiisopiloturin might also have potential as an orally administered drug for the
treatment of other neglected diseases, such as schistosomiasis.

The best control to schistosomiasis continues to be prophyllaxis, by the
improvement of public health with basic sanitation and the treatment of water for
home use (Penido et al., 2008). Infected individuals are treated with albendazole

and mebendazole, anti-helminthic drugs already used in human and veterinary
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medicine. Interestingly, these two drugs belong to the same chemical group of the
alkaloid epiisopiloturine.

The effect of epiisopiloturin on adult S. mansoni worms was studied by
measuring alterations in motor activity and in the tegument of the helminthes after
incubation with increasing concentrations of the alkaloid, as shown in Table 1. After
120 h of incubation, the worms of the control groups maintained normal movement
with no detectable alterations. Reduction in worms’ motility could be detected at
100 pg/mL of the drug, and dead male worms were detected at 150 ug/mL (Table
1).

Worms incubated with epiisopiloturin at 150 ug/mL showed decreased motor
activity without tegumental alterations in many individuals after an incubation time
from 48 to 72 h. However, the group treated with 2.0% DMSO, did not significantly
decrease the worm viability (according to parameters proposed by Xiao et al., 2007)
in comparison with the negative control group.

Changes in S. mansoni worms surface morphology were detected at an
epiisopiloturin concentration of 200 ug/mL. A pattern consisting of a combination of
changes in surface morphology were detected and correlated to the death of the
worms (Figure 4). For the extraction of quantitative parameters, an area of 20,000
um? was demarcated and healthy tubers were counted and evaluated as intact,
altered or damaged (Figure 5). Even at concentrations that induced the parasites
death, motility and morphological changes in the surface could be detected.

The confocal laser scanning microscopy was efficient to detect alterations
in the surface of the parasite, in the right column of Figure 4, we can see in detail
the changes in seed coats associated with increasing concentrations of the alkaloid.

In previous works, similar techniques were used to evaluate effects of drugs.
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Penido et al. (2008) showed the integrity of the membrane of S. mansoni
worms after incubation with cationic nanoemulsions containing selected drugs by
confocal fluorescence probe. This probe is hydrophilic and fluoresces when bound
to DNA, thus indicating the degree of damage to the worm’s membrane.These
results are interesting, because Penido et al. (1995) demonstrated that some
aminoalkanethiosulfuric acids (at concentrations of 0.25-1mM), many times larger
than the alkaloid of this paper caused lesions to the tegument. They were also
effective in causing paralysis and lesions to the tegument of the schistosomula
(Penido et al., 2008).

The mechanism by which epiisopiloturin imidazole alkaloid exerts it's in vitro
schistosomicidal effect is not clear, but our results indicate that epiisopiloturin
possesses activity against adult worms. Then, this alkaloid isolated from jaborandi
is a promising lead compound for the development of new schistosomicidal agents.

It has been suggested that different therapeutic strategies involving
combinations of drugs need to be investigated (Ribeiro-dos-Santos et al., 2006).
And, even if vaccines are to be developed, they should work better when
administered together with drugs in an integrated approach to of schistosomiasis
(Penido et al., 2008; Sayed et al., 2008). The use of epiisopiloturin could be a viable

alternative for future studies in the area of parasitic diseases.
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Legends

Figures

Figure 1. (A) ESI+ MS spectra of epiisopiloturin showing the fragmentation from
[M+H*] = 287.04 parent ion. (B) MS/MS the fragment ion [M — H,O + H]" = 269.04.
(C) MS® the fragments ions are [M — 2H,0 + H]" = 251.08, [M — H,O — CH20, + H]*
= 223.08 and M/z = 95.04, this ion most probably corresponds to the positively

charged (3-methyl-imidazole)methylene.

Figure 2. Effect of epiisopiloturin on amastigotes of Leishmania amazonensis. (A)
Untreated infected macrophages, added with epiisopiloturin at (B) 2 ug/mL, (C) 16
png/mL, and (D) 128 pg/mL. Results are expressed as Association Index (A.l.) =

Percentage of infected macrophages x number of parasites per cell.

Figure 3. Effect of epiisopiloturin on macrophage peritoneal cells as measured by
MTT assay. Each bar represents standard error of three independent experiments
with similar results. The results analyzed by the Kruskal-Wallis test did not show

differences between treatments (p>0.05).

Figure 4. Confocal fluorescence morphological analysis of S. mansoni after 120
hours. (A) Non-treated with epiisopiloturin (negative control). (C), (E), and (G),

morphological structure on the S. mansoni induced by dose-dependent
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epiisopiloturin concentrations indicated on each inset. (B) Higher magnification of
negative control. (D), (F), and (H) showed higher magnification on the 20.000 um?

of surface area.

Figure 5. Absolute number of undamaged tubers on a surface area of 20,000 um?

(n=12) on adult S. mansoni as a function of epiisopiloturin concentration.

Tables

Table 1. In vitro effects of Epiisopiloturin against 49-day-old adult Schistosoma

mansoni.
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Table 1. In vitro effects of Epiisopiloturin against 49-day-old adult Schistosoma

mansoni.
Epiisopiloturin Nl‘JNn(;?s‘rsof Incubation l:;l:’neba%r M?;%Lifit(;‘r,:ty {\:ei;ﬂrt:leern(t);lvgl)tgrastiv;:::
(hg/mL) investigated of period (h) worms Slight Significant Partial Extensive

0? 12 24 0 0 0 0 0
12 48 0 0 0 0 0

12 72 0 0 0 0 0

12 96 0 0 0 0 0

12 120 0 0 0 0 0

25 12 24 0 0 0 0 0
12 48 0 0 0 0 0

12 72 0 0 0 0 0

12 96 0 0 0 0 0

12 120 0 0 0 0 0

50 12 24 0 0 0 0 0
12 48 0 0 0 0 0

12 72 0 0 0 0 0

12 96 0 0 0 0 0

12 120 0 0 0 0 0

100 12 24 0 0 0 0 0
12 48 0 0 0 0 0

12 72 0 2 0 0 0

12 96 0 4 2 0 0

12 120 0 6 4 0 0

150 12 24 0 0 0 0 0
12 48 0 4 2 0 0

12 72 0 8 4 2 0

12 96 0 2 10 3 1

12 120 12 0 12 0 6

200 12 24 0 6 0 2 0
12 48 0 6 6 3 0

12 72 12 0 12 0 6

12 96 12 0 12 0 6

12 120 12 0 12 0 6

42% DMSO in an RPMI 1640 medium.
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ATIVIDADES ANTIMICROBIANA E SIALAGOGA DO ALCALOIDE
EPIISOPILOTURINA E AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE EM CELULAS
C6/36 (Aedes albopictus)

Resumo

Com o objetivo de estudar a atividade antimicrobiana, a citotoxicidade e a atividade
sialagoga do alcaldide epiisopiloturina foram realizados testes in vitro e in vivo. A
epiisopiloturina é um alcaldide imidazoélico extraido das folhas de Pilocarpus microphyllus,
conhecido popularmente como jaborandi. Para comprovar a existéncia desse alcaldide na
biomassa gerada pela produgdo de pilocarpina foi feita a sua extracao primadria e purificacao,
a fim de torna-lo mais concentrado. Esta etapa foi seguida da purificacdo propriamente dita
por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Apds a realizacdo de ensaios antibacterianos,
antiviral e de citoxicidade in vitro, verificou-se que a epiisopiloturina possui atividade
significativa de citotoxicidade para células C6/36 (Aedes albopictus) em concentracdes
iguais e superiores a 100 pg/mL e ndo possui acdo inibitdria para as bactérias: Escherichia
coli ATCC 25922, E. coli ATCC 35218, Staphylococcus aureus ATCC 29213, S. aureus
MED-71, S. epidermidis H-111 e S. epidermidis ATCC 12228, e nem para Dengue Virus. O
teste de atividade sialagoga in vivo mostrou que, nas concentragdes testadas, ndo apresenta

aumento dos teores de saliva quando comparado ao alcaldide pilocarpina.

Palavras-chave: Pilocarpus. Antibacteriana. Antiviral. Colinomimético.
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Abstract

In order to study the antimicrobial, cytotoxicity and sialagogue activity of the alkaloid
epiisopiloturine, tests were performed in vitro and in vivo. Epiisopiloturine is an imidazole
alkaloid extracted from the leaves of Pilocarpus microphyllus, popularly known as
Jaborandi. Its purification was made from the biomass generated during the production of
pilocarpine. After a primary extraction, the alkaloid suffered proper purification by high
performance liquid chromatography in order to achieve ideal purity and concentration. The
tests showed significant cytotoxicity activity against C6/36 cells (Aedes albopictus) in
concentrations equal to and greater than 100 pg/mL, however no action was observed
against the following bacteria: Escherichia coli ATCC 25922, E. coli ATCC 35218,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, S. aureus MED-71, S. epidermidis H-111 and S.
epidermidis ATCC 12228. Antivirus activity using Dengue virus as target was also not
detected. Finally, sialagogue activity showed that the concentrations tested do not present

significant activity when compared to the alkaloid pilocarpine.

Key-words: Pilocarpus. Antibacterial. Antiviral. Colinomimetic.
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1. Introducao

Jaborandi e alcaldides

O arbusto Pilocarpus microphyllus conhecido como ‘“jaborandi”, pertencente a
familia Rutacea, apresenta altura média de 2 m, com folhas compostas medindo cerca de 40
cm, quando adulta, e foliolos coridceos de forma lanceolada. As flores sdao pequenas e
dispostas em racimos (cachos) compactos. Os frutos sdo dispostos em cachos brancos

contidos em capsulas de cortex acinzentado e liso (JOSEPH, 1967).

O jaborandi figura entre as espécies medicinais produtoras de principios ativos de
grande interesse mundial, pois € utilizado como matéria prima para a fabricacao de diversos
farmacos. De suas folhas sdo extraidos os sais de pilocarpina, alcaldéide utilizado na

fabricacdo de colirios indicados para o controle do glaucoma (SANTOS et al., 1988).

Possui ampla distribuicdo nas Américas, partindo do sul da América Central indo até
o sul da América do Sul. Estio descritas 16 espécies desse género Pilocarpus, das quais 13
sdo encontradas no Brasil, sendo que 11 exclusivas do territério brasileiro: P. alatus C. J.
Joseph ex Skorupa, P. carajaensis Skorupa, P. giganteus Engler, P. grandiflorus Engler, P.
jaborandi Holmes, P. pauciflorus St. Hilaire, P. pennatifolius Lemmaire, P. riedelianus
Engler, P. spicatus St. Hilaire, P. sulcatus Skorupa, P. trachyllophus Holmes, P.
microphyllus Stapf ex Wardleworth e P. peruvianus (Macbride) Kaastra. A partir deste
género ja foram identificados quatorze tipos de alcaldides, vinte e sete cumarinas, cinco

flavonoéides e setenta e seis terpendides (SKORUPA, 2000; SANTOS e MORENO, 2004).

No Brasil, ocorre principalmente na regiao Leste da Amazodnia e nas regides do
Centro-Sul e Nordeste, com distribuicdo nativa para o Piaui e Maranhao (MARQUES e
COSTA, 1994). O estado do Maranhdo € o principal produtor de folhas de “jaborandi” no
Brasil, sendo responsdvel por aproximadamente 95% da producdo nacional (PINHEIRO,

1997).

Vegetais versus género Aedes

Alguns compostos oriundos de plantas vém sendo usados como matéria prima para a

producdo de pesticidas (CICCIA et al., 2000). Eles tém sido considerados alternativas de
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grande interesse para o combate aos mosquitos, que sdo os principais transmissores de

muitas doencas tropicais (AUTRAN et al., 2009).

Inseticidas sintéticos tém sido usados ao longo dos anos, em varios paises, desde a
década de sessenta (BRAGA et al.,, 2004), porém ainda existem problemas quanto a
toxicidade para os humanos e também aumento da resisténcia de insetos (ANSARI et al.,
2000). A identificacdo de novos compostos ativos e eficazes contra mosquitos e larvas que
possam substituir inseticidas sintéticos e dispendiosos (como organoclorados,

organofosforados e piretréides), reveste-se de importancia (SHAALAN et al., 2005).

O mosquito Aedes aegypti é o alvo principal das pesquisas acerca de inseticidas, pois
ele é o vetor de doencas como a dengue hemorragica e febre amarela (OLIVEIRA et al.,
2006, AUTRAN et al., 2009). Extratos de plantas do cerrado brasileiro t€ém apresentado
atividade larvicida para A. aegypti. Naftoquinonas naturais e sintéticas também tém
atividade larvicida para esta espécie de inseto (RODRIGUES et al.,, 2006). Outras
substancias como o O6leo essencial de Lippia gracilis (Verbenaceae) HBK, que tem o
Carvacrol como componente majoritdrio, também ja4 demonstrou a¢do larvicida (SILVA et
al., 2007), porém os estudos voltados para a descoberta de substancias que possam ser

utilizados em larga escala, revertem-se de importancia econdmica e sanitaria.

Imidazois versus bactérias

Imidazéis s@o compostos quimicos que t€ém demonstrado atividade antibacteriana e
antifingica. A cadeia de carbonos ligada ao anel imidazodlico é fator decisivo para sua
atividade bioldgica. 1-Alquilimidazois requerem uma cadeia de hidrocarbonetos de
comprimento adequado, geralmente de 12 carbonos para demonstrar a atividade antifiingica

e citotoxica (KHABNADIDEH et al, 2003).

Andlogos imidazdlicos como o 2-(substituted phenyl)-1H-imidazole e substituted
phenyl-[2-(substituted phenyl)-imidazol-1-yl]-methanone, tém atividade antimicrobiana
contra algumas bactérias Gram-negativas e Gram-positivas e espécies de fungos (SHARMA
et al., 2009). A atividade dos compostos imidazélicos contra algumas bactérias deve-se ao
fato de haver alteragdes na permeabilidade da membrana, quando estas sdo incubadas em

altas concentracdes desses imidazdis, o que gera interferéncia no funcionamento da
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membrana celular pela passagem de K (extravasamento), ocasionando a morte celular

(SIMONETTTI et al., 2001).

Jaborandi versus sistema colinérgico

Os relatos de propriedades colinérgicas do jaborandi datam de 1888 quando um
médico britanico confirmou, através de um relato de caso, a efetividade do jaborandi no
tratamento da xerostomia, mediante a utilizacdo da tintura por via oral. Essa atividade
terapéutica do jaborandi j4 era conhecida pelos indios Tupi, no norte do Brasil, h4 séculos
(VIVINO et al., 1999). Do jaborandi s@o extraidos os sais de pilocarpina, descritos como
agonistas colinérgicos muito utilizados nas medicinas veterindria € humana. Quando usados
por via parental seu efeito é percebido pela estimulacdo parassimpética. O aumento das
secrecoes salivares, géstricas e pancredticas € conseqiiéncia de sua atividade colinomimética

(ANDRADE et al., 2008).

Agonistas colinérgicos muscarinicos como a pilocarpina tém sido muito utilizados
como agentes terapéuticos nos casos de xerostomia (boca seca), visto ser capaz de induzir a
salivacdo, por ativagdo de receptores muscarinicos nas glandulas salivares (RENZI et al.,

1993; WEBSTER e KOCH, 1996; ALMEIDA et al., 2006).

A salivagdo € o resultado da acdo do sistema nervoso auténomo sobre as glandulas
salivares, pois tanto o sistema simpdtico como parassimpdtico inervam as glandulas
salivares, o que pode gerar salivacdo. Boca seca ou xerostomia € um sintoma freqiiente
relacionado com o baixo funcionamento das glandulas salivares induzido por estdgio
fisiolégico transitério, condi¢gdes patoldgicas ou efeitos de quimioterapia ou radioterapia
(BUTT, 1991). A xerostomia cronica compromete a degluticao e a fala, além de predispor a
cavidade oral a uma variedade de processos patoldgicos como tlceras e infec¢des flingicas.
Todos estes sintomas podem trazer uma baixa qualidade de vida para pacientes com este
tipo de enfermidade (FOX et al., 1991; JOHNSON et al., 1993; OXHOLM e SCHI@DT,
1998).

Objetivos

Considerando-se a semelhanca estrutural do alcal6ide epiisopiloturina com a

pilocarpina, visto que ambos possuem um anel imidazdlico ligado a um ciclopentano
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heterociclico através de uma ligacdo C-C, em sua estrutura (SANTOS e MORENO, 2004),
sem que se conhecam as suas propriedades farmacoldgicas, realizou-se este trabalho
objetivando estudar as suas atividades antimicrobiana contra as bactérias Escherichia coli
ATCC 25922, E. coli ATCC 35218, Staphylococcus aureus ATCC 29213, S. aureus MED-
71, S. epidermidis H-111 e S. epidermidis ATCC 12228; contra o Dengue Virus tipo 3; a
sua citotoxicidade em células C6/36, in vitro, bem como, observar se possui atividade

sialagoga in vivo.

2. Material e métodos

Ensaio antiviral

Para o ensaio antiviral contra o Dengue Virus com base em Figueiredo et al. (2008)
o alcaldide epiisopiloturina foi ressuspendido em dimetilsulf6xido (DMSO) e as células
C6/36 (Aedes albopictus) foram aderidas em microplaca de 24 pogos, formando uma
monocamada, para receber o alcaléide em diferentes concentragdes, depois de serem
infectadas por Dengue Virus, em diferentes dilui¢des (100, 10 e 1 pg/mL). Foram utilizadas
como controles, neste ensaio, as culturas de: células C6/36 em meio L15, suplementado com
Soro Fetal Bovino (SFB) a 10% adicionado de gentamicina, de C6/36 com Dengue Virus e
de C6/36 adicionado de DMSO, nas mesmas concentragdes do alcaléide. O Dengue Virus
foi adicionado a microplaca preparada, a qual foi agitada em intervalos de 15 minutos por 1
hora, a 27 °C, para adsor¢do viral. Apds esse periodo, o sobrenadante foi retirado e
substituido por meio L15 com epiisopiloturina. A incubac¢do da microplaca durou 7 dias

com observacgodes didrias a fim de verificar o aparecimento de efeito citopatico.

Ensaio citotoxicidade em C6/36

O ensaio de citotoxicidade em células C6/36 foi realizado através da determinagdo
da concentracdo mdxima ndo toxica (CMNT), utilizando-se placas de 96 pogos contendo
células C6/36. O alcal6ide foi ressuspenso em DMSO e foi aplicado na primeira camara da
microplaca. Este, entdo foi diluido em série (500, 250, 100, 50, 25, 10, 5 e 1ug/mL),

utilizando-se uma camara por dilui¢do. Esta placa foi entdo incubada a 27 °C por 24 horas.
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O teste foi realizado através da observacdo da morte celular e alteragdes morfologicas das

células (SIMONI et al., 1999).

Ensaio antibacteriano

O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pogos através da determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM) segundo o protocolo NCCLS M7-A6 (2003) com as
cepas de Escherichia coli ATCC 25922, E. coli ATCC 35218, Staphylococcus aureus
ATCC 29213, S. aureus MED-71, S. epidermidis H-111 e S. epidermidis ATCC 12228.
Como controles foram utilizados DMSO, os antibiéticos: imipenem, ampicilina, oxacilina e
vancomicina, além de somente bactérias em estudo e do caldo Mueller Hinton. A suspensao
foi ajustada para que sua turbidez coincidisse com a da solucdo padrao McFarland de 0,5,
resultando em uma concentragdo final de 5 x 10° UFC/mL/pogo. As concentragdes do
alcaldide foram de 128, 64, 32, 16, 8 e 4 ug/mL, obtidas por dilui¢do seriada em
microplacas, as quais foram incubadas por 24 horas a 35 °C. A verificacdo do CIM foi feita

com o uso de espectrofotometro com filtro de 630nm.

Ensaio de atividade sialagoga em modelo murino

O ensaio foi realizado utilizando ratos machos Winstar, provenientes do Biotério do
Centro de Ciéncias Agrarias da UFPI, de trés meses de idade, com 150 g de peso médio,
mantidos sob um fotoperiodo de 12 horas com alternancias de luminosidade e escuriddo, em
gaiolas coletivas, com dgua e comida ad libitum. Houve suspensao da oferta alimentar 24

horas antes do inicio dos tratamentos.

A metodologia embasou-se no método citado por Takakura (2009), ou seja, com as
observagdes realizadas no periodo de 8:00 e 12:00 h, havendo modificagdo quanto a sua
operacionalizacdo. Os animais foram divididos em quatro grupos de 10, sendo os
tratamentos: DMSO e solucdo salina (como controles negativos), epiisopiloturina (teste) e
pilocarpina (como controle positivo). Em intervalos de 72 de horas, os animais dos grupos
tratados com os dois alcaldides receberam quantidades crescentes das respectivas
substancias, totalizando em trés aplicacdes nas dosagens de 2, 4 e 14 uM/kg, via

intraperitonial, precedias de injecdes de seus respectivos veiculos.
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Ap6s anestesia dissociativa a base de cetamina (5 mg/kg) e xilazina (1 mg/kg) foram
introduzidas bolas de algoddo com peso padrao de 40 mg dentro da cavidade oral dos ratos,
para a monitora¢do da quantidade de saliva eliminada, a qual foi mensurada pela pesagem
das bolas de algoddo, 20 minutos depois da aplicagdo das substancias em teste, em balanca

analitica.

Os dados obtidos foram tratados utilizando o modelo estatistico ANOVA pelo

programa Bioestat 5.0 (AYRES, 2007).

3. Resultados e discussao

A replicacdo viral do Dengue Virus estd baseada em: reconhecimento da célula alvo,
ligac@o do virus a célula por adsor¢do, penetracao, perda do capsideo ou "despir" o virus,
sintese de macromoléculas podendo agir no RNA,, e sintese protéica, na replicacdo do
genoma e no RNA,, tardio modificando proteinas estruturais (SANTOS et al. 2002; BECK,
et al. 2007).

Diferentemente do imidazol [2,1-b] tiazol que inibe a replicacdo do Dengue virus
(BARRADAS et al., 2008) o ensaio da atividade contra virus da dengue tipo 3 mostrou a
inefetividade do alcaldide epiisopiloturina em inibir a replicacdo desse virus, sugerindo

assim que ndo houve qualquer prejuizo nas etapas de replicagdo viral.

O efeito citopdtico € visto como uma formagdo de sincicios, células gigantes
multinucleadas e fagocitose, infectadas pelo virus, que geralmente acontece até o sétimo dia
depois da infeccdo indicando a atividade de replicagdo viral ativa (CASTRO, 2004). Com
base na observacdo deste efeito pode-se considerar que durante o ensaio de atividade
antiviral para o Dengue Virus tipo 3, o alcal6ide epiisopiloturina nao inibiu qualquer etapa
de replicacdo viral fazendo com que pudéssemos observar este efeito no 7° dia depois da
infec¢do em todas as concentragdes testadas (Figura 1). Os imidazois tém seu mecanismo de
acdo baseado no bloqueio da sintese de ergosterol, constituinte da membrana celular, pela
inibicdo da enzima 14 o-demetilase (RICHARDSON e WARNOCK, 1993; ALVES et al.,
1999; LEPESHEVA e WATERMAN, 2007). A ndo atividade do alcaléide epiisopiloturina,
que ¢ imidazol, para a atividade antiviral provavelmente decorre do fato de que os virus nao
apresentam ergosterol em sua composicdo, € assim nao tenha receptores especificos para

este alcaldide.
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Figura 1. Efeito do alcal6ide Epiisopiloturina sobre a replicacdo viral
mostrando que em nenhuma das concentragdes testadas diminui o
efeito citopdtico nas células C6/36 (Aedes albopictus). Teste

Kruskal-Wallis ANOVA. p > 0,05.

No que se refere a pesquisa de citotoxidade, a epiisopiloturina mostrou atividade
citotoxica contra células C6/36 (Aedes albopictus) nas concentragdes de 100 ug/mL (Figura
2), atividade também vista com naftoquinonas naturais (RIBEIRO et al., 2009) bem como,
quando usadas lectinas soldveis em dgua de sementes de Moringa oleifera (COELHO et al.,
2009) contra as larvas do mosquito Aedes aegypti. Cabe ainda ressaltar que terpenos
também apresentam atividade larvicida para este grupo de células (VIEGAS JUNIOR,
2003).

Os géneros Azadiracta e Melita t€m sido investigados e verificada a sua acdo tanto
utilizando extratos como em moléculas isoladas, contra larvas de Aedes aegypti (SIDDIQUI
et al., 2000, WANDSCHEER et al., 2004). Na composi¢do quimica da célula do género
Aedes é encontrado ergosterol, onde pode ser sugerida que a citotoxicidade encontrada seja
por conta do prejuizo na sintese de ergosterol feita pelo alcaldide imidazodlico

epiisopiloturina.
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Figura 2. Efeito do alcaldide epiisopiloturina sobre células C6/36 (Aedes
albopictus) mostrando que em concentragdes acima de 100 pg/mL
apresenta citotoxicidade para esta linhagem celular. Teste Kruskal-
Wallis ANOVA . p <0,05.

Alguns imidazéis tém atividade antimicrobiana caracterizada por alteragdes na
membrana, pelo contato direto destes, que interagem com a dupla camada lipidica,
provavelmente por pontes de gordura insaturada de fosfolipidio contidos na membrana
(SIMONETTI et al., 1993; DUQUENOY e RUYSSCHAERT, 1993), revertendo assim
resisténcias de bactérias como a E. coli, quando utilizados em altas concentragdes em um

periodo muito curto, sem qualquer dependéncia em relacdo ao tipo de meio de cultivo
(SIMONETTT et al., 2001).

Quanto ao ensaio antibacteriano contra as cepas de bactérias Escherichia coli ATCC
25922, E. coli ATCC 35218, Staphylococcus aureus ATCC 29213, S. aureus MED-71, S.
epidermidis H-111 e S. epidermidis ATCC 12228, nao se verificou nenhuma atividade nas
doses testadas (Tabela 1). Sugere-se que pelas baixas concentragdes, testadas, ndo houve

atividade antibacteriana, uma vez que somente em altas concentracdes e em apenas em
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grupos muito restritos de bactérias Gram-negativas estes imidazdis possam ter atividade

significativa.
Cambcermns Tl Conmtepis
Escherichia coli ATCC 25922 0.7 0.5
Escherichia coli ATCC 33218 0.4 0.4
Staphylococcus aureus ATCC 29213 0.3 0.4
Staphylococcus anrens MED-71 0.4 0.3
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 0.2 0.2
Staphylococcus epidermidis H-111 0.4 0.3

Tabela 1. Efeito do alcaléide epiisopiloturina sobre cepas de bactérias na maior
concentracdo testada — 128 ug/mL, onde valores de absorbancia sdao
demonstrados em comparacdo com os valores de controle negativo,

sem valores significativos. Teste Kruskal-Wallis ANOVA. p > 0,05.

Considerando-se ser o alcaldide epiisopiloturina pertencente ao grupo quimico
imidazo6lico e ter demonstrado atividade citotéxica em células C6/36, que possuem
ergosterol na constitui¢do, somado ao fato de ndo ter demonstrado atividade sobre a
replicacdo de Dengue virus e bactérias testadas (que ndo possuem esse constituinte), pode-se
sugerir uma hipétese de mecanismo de agdo, na qual a epiisopiloturina possa interferir a

sintese do ergosterol.

A pilocarpina age nos receptores colinérgicos das glandulas para estimular a
salivacdo (FERGUSON, 1993; WISEMAN e FAULDS, 1995). Estudos recentes sugerem
que a salivacdo seja também devida a sua acdo no sistema nervoso central (MOREIRA et
al., 2002). E um dos colinérgicos muscarinicos mais utilizados no tratamento da xerostomia.
Uma vez que age em receptores muscarinicos de subtipo M3 onde se localizam em grande
maioria no sistema digestério. Quando os receptores muscarinicos sdo ativados ocorrem
varios eventos celulares, podendo um ou mais deles atuar como segundos mensageiros para

a ativacdo muscarinica. Como esses os receptores se acoplam a proteina G, a ligacdo de
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agonistas muscarinicos ativa a cascata do inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), o
que provoca abertura dos canais de cdlcio nos musculos lisos (PAPPANO, 2006).

Quanto a avaliacdo da atividade sialagoga, foi verificado que houve diferenca
significativa entre o grupo tratado com epiisopiloturina € o seu controle positivo —
pilocarpina (Figura 3), em todas as concentracdes testadas. Embora as moléculas de
pilocarpina e epiisopiloturina sejam estruturalmente semelhantes, esta dltima ndo apresenta
atividade sialagoga. Isso sugere que este ultimo alcaldide ndo interfira nos canais de célcio

dos musculos lisos que ativam a salivacao.

500
I Pilocarpina

B Epiisopiloturina
400 A

300 -

Saliva produzida (mg)

100

0 2 4 14
Epiisopiloturina pM/kg

Figura 3- Efeito do alcaléide epiisopiloturina na atividade salivar em ratos machos
Winstar com peso (150-180 g) tendo pilocarpina como controle positivo. Dados
tratados pela ANOVA teste Tukey (p>0.01) mostrando que as médias ndo sdo

diferentes estatisticamente (n=10).
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Conclusoes

O alcalo6ide epiisopiloturina nas concentracdes iguais e acima de 100 pg/mL tem
efeito citotoxico para células C6/36 e ndo tem efeito sobre a replicacdo viral do Dengue

virus tipo 3.

Em concentracdes de 128, 64, 32, 16, 8 ¢ 4 pug/mL o alcaldide estudado ndo
apresenta atividade antibacteriana para as cepas Escherichia coli ATCC 25922, E. coli
ATCC 35218, Staphylococcus aureus ATCC 29213, S. aureus MED-71, H-111 S.
epidermidis e S. epidermidis ATCC 12228.

Nas concentragdes de 2, 4 e 14 uM/kg a epiisopiloturina nao apresenta atividade

sialagoga em modelo murino.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho é resultante de uma parceria firmada entre a Universidade Federal do
Piaui — UFPI, através do seu Nucleo de Pesquisa em Biodiversidade e Biotecnologia
(Campus de Parnaiba) e do Programa de P6s-Graduagcdo em Ciéncia Animal (Campus de
Teresina) e a Indistria Vegeflora Extracdes do Nordeste Ltda (localizada na cidade de
Parnaiba-PI) objetivando descobrir a utilidade de uma biomassa oriunda do processamento

de folhas do jaborandi para a extra¢ao da pilocarpina.

Trabalhos preliminares mostraram que, depois da pilocarpina, o alcaldide
epiisopiloturina se faz presente em maior quantidade nessa biomassa, que os outros. Devido
a semelhanca estrutural com a pilocarpina, pensou-se em testar a epiisopiloturina quanto as
propriedades colinérgicas préprias dos alcaldides colinomiméticos, porém, os pré-testes
direcionaram a pesquisa para outras atividades. Ao se conseguir o isolamento da
epiisopiloturina por HPLC, e confirmar a massa molecular por espectrometria de massa, foi
comprovado tratar-se de um composto azdlico, fato que intencionou a busca por
propriedades antimicrobianas. No “dia-a-dia” dos trabalhos até agora realizados, foi possivel
efetivar os testes de atividades antimicrobianas, antiviral, anti-esquistossoma e anti-

protozodria e in vitro, bem como, a atividade sialagoga in vivo.

Os resultados evidenciaram a atividade trematodicida in vitro para Schistosoma
mansoni (BH strain Belo Horizonte, Brazil) e leishmanicida para Leishmania amazonensis
na forma amastigota (cepa IFLA/BR/67/PH-8) e a toxicidade para células C6/36 (Aedes
albopictus), porém niao mostraram atividade antibacteriana nem antiviral, para as espécies

testadas.

Estes achados sdo promissores para a continuidade dos estudos com este alcaldide,
com o intuito de averiguar outras propriedades farmacoldgicas, seu mecanismo de acdo e,
sobretudo, para investigar a possibilidade de seu uso, isolado ou associado a outros
compostos, na terapéutica da leishmaniose e esquistossomose, bem como, o seu papel como
inseticida, uma vez que demonstrou citotoxicidade in vitro para a linhagem de células C6/36

que sdo provenientes de Aedes albopictus.

Estd aberta, pois, uma larga janela para o campo da pesquisa cientifica a partir dos

alcaldides oriundos do jaborandi!
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JABORANDI (PILOCARPUS SP.): UM ARSENAL DE ALCALOIDES
FARMACOLOGICAMENTE ATIVOS.

JABORANDI (Pilocarpus sp.): AN ARSENAL OF ALKALOIDS
PHARMACOLOGICALLY ACTIVE.

Resumo

O género Pilocarpus conhecido popularmente como jaborandi apresenta quatorze alcaldides
dos quais a pilocarpina destaca-se como fitofirmaco usado na medicina humana e
veterinaria com fungdes que variam da diminui¢do da pressdo intraocular, passando pelo
combate a xerostomia indo até o estimulo da musculatura lisa intestinal aliviando disfunc¢des
como o meteorismo. Outros alcaldides que foram identificados no Jaborandi, sendo que
alguns destes ainda sem atividade farmacoldgica descrita sdo: isopilocarpina, pilocarpidina,
isopilocarpidina, pilosina, ipopilosina, epiisopilosina, epiisopiloturina, 13-nora-7(11)-
dehidro-pilocarpina, N,N-dimetil-5-metoxi-triptamina, N,N-dimetil-triptamina,
plastidesmina, (1H)-4-metoxi-2-quinolone e dictamina. Alguns destes sdo estruturalmente
muito semelhantes a pilocarpina fornecendo bons precedentes para testes farmacolégicos. O
beneficiamento das folhas do jaborandi para a producdo de pilocarpina em escala industrial
é feito pela Vegeflora Extracdes do Nordeste Ltda situada em Parnaiba, PI.

Palavras-chave:

Pilocarpina. Alcaléides. Pilocarpus sp.

ABSTRACT

The genus Pilocarpus popularly known as jaborandi presents fourteen alkaloids of which
stands out as pilocarpine phytopharmaceuticals used in human and veterinary medicine with
functions ranging from the reduction of intraocular pressure through the combat xerostomia
by going to the stimulation of intestinal smooth muscle dysfunction relieving such as
meteors. Other alkaloids that found in the Jaborandi chemically with some of these even
without pharmacological activity are described: isopilocarpina, pilocarpidina,
isopilocarpidina, pilosina, ipopilosina, epiisopilosina, epiisopiloturina, 13-nora-7 (11)-
dehidro-pilocarpine, N,N-dimethyl -5-methoxy-tryptamine, N,N-dimethyl-tryptamine,
plastidesmina, (1H)-4-methoxy-2-quinolone and dictamnine. Some of these are structurally
very similar to pilocarpine providing good precedents for pharmacological tests. The
treatment of leaves of jaborandi for the production of pilocarpine on an industrial scale is
done by Vegeflora Extracdes do Nordeste Ltda located in Parnaiba, PI.

Key-words:

Pilocarpine. Alkaloids. Pilocarpus sp.
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ANTIBACTERIANA, ANTIVIRAL, ANTI-LEISHMANIA E STALAGOGA DA
EPIISOPILOTURINA.
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Co-orientador: Dr. José Roberto de Souza de Almeida Leite.

1. INTRODUCAO

A flora brasileira € detentora da maior biodiversidade do planeta, possuindo mais de
55 mil espécies de vegetais e constituindo-se numa vasta fonte de firmacos. A regido
amazoOnica, pela sua extensdo, ¢ um dos maiores reservatorios brasileiros de espécies de
interesse medicinal, porém nas distintas regides do Brasil, sobretudo no Nordeste, ha um
grande ndmero de vegetais empregados com essa finalidade pelas comunidades tradicionais
(ABIFISA, 2006).

A expressdao “planta medicinal” corresponde a toda planta que administrada ao
homem ou animal, por qualquer via ou forma, exerc¢a alguma acao terapéutica (OMS, 2002).
As plantas medicinais sdo importantes tanto por serem utilizadas como agentes terapéuticos,
como por fornecerem matérias-primas para a fabricacdo de medicamentos fitoterdpicos
(ZHAN e ZHOU, 2003), que segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA), correspondem a todo medicamento tecnicamente obtido e elaborado,
empregando-se, exclusivamente, matérias primas ativas vegetais com a finalidade
profilética, curativa ou para fins de diagndstico, com beneficio para o usudrio, caracterizada
pelo conhecimento da eficicia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e
constancia de sua qualidade; é o produto final acabado, embalado e rotulado (BRASIL,
1995).

O uso das plantas medicinais remonta ao inicio dos tempos, sendo que na
antiguidade existia apenas o conhecimento empirico e, na atualidade, muitas pesquisas

cientificas comprovam as propriedades medicinais de varios vegetais (OLIVEIRA, 2006).
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2. JABORANDI

Dentre as espécies medicinais produtoras de principios ativos de grande interesse
mundial destacam-se as plantas cujo nome usual sdo denominadas como jaborandi
(Pilocarpus sp.) (Figura 1), que € utilizado como matéria prima para isolamento de diversos

farmoquimicos.

Figura 1. Planta jovem de jaborandi (Pilocarpus microphyllus). Foto: David Fernandes

Lima

As plantas conhecidas como jaborandi (gé€nero Pilocarpus) possuem como
caracteristicas o fato de serem arbustivas e bastante ramificadas, pertencentes a familia
Rutaceae, apresentando altura média de 2 m, com folhas compostas medindo cerca de 40
cm quando adulta e foliolos coridceos, de forma lanceolada (variando com a espécie).

As flores sd@o pequenas e dispostas em racimos (cachos) compactos. Os frutos sdo
dispostos em cachos brancos contidos em cdpsulas de cortex acinzentado e liso. No Brasil,
ocorre principalmente na regido Leste da Amazodnia e nas regides do Centro-Sul e Nordeste,
com distribuicdo nativa para o Piaui e Maranhdo (MARQUES e COSTA, 1994).

Em 1570, Gabriel Soares de Souza, um observador europeu notou que os indios
Guaranis usavam a planta para tratar ulceras de boca e também como um antidoto para
varios venenos ou toxinas devido a sua propriedade de promover sudorese, miccao e

salivacdo. Jaborandi é um bom exemplo de uma planta que fez a transi¢do do uso indigena

para ciéncia moderna (PAIVA, 2008).
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A capacidade terapéutica da planta € conhecida hd séculos pela tribo indigena Tupi,
ao norte do Brasil. Em 1888 um médico britanico relatou caso sobre uma mulher de 65 anos
de idade com queixa de boca seca, a mesma foi tratada com tintura de jaborandi via oral e
subcutanea (VIVINO et al., 1999) tendo melhora do quadro clinico.

Conhecida por seu intensivo uso na indudstria farmacé€utica, o jaborandi tem destaque
no controle do glaucoma, devido a pilocarpina, alcaldide encontrado em suas folhas,
produzir aumento na contragdo da musculatura lisa e relaxamento de esfincteres de todo
organismo animal (VITAL e ACCO, 2006).

A extracdo do jaborandi movimenta uma grande massa de recursos nas regides norte
e nordeste do Brasil, sendo que movimentou cerca de 220 toneladas perfazendo
aproximadamente R$ 562.000,00 de um total de R$ 3,7 bilhdes referentes ao extrativismo

vegetal realizado no Brasil no ano de 2006 (IBGE, 2000).

3. ALCALOIDES: EXEMPLOS DE MOLECULAS FARMACOLOGICAMENTE
ATIVAS

Alcaldides sdo substancias de cardter bésico, derivadas principalmente de plantas
(mas nao somente, podendo também ser encontrados em fungos, bactérias e até mesmo
animais) que contém, em sua férmula, basicamente nitrogénio, oxigénio, hidrogénio e
carbono, e apresentam grande influéncia e importancia politica, econdmica e social
(HENRIQUES et al., 2000).

A palavra alcaléide deriva do drabe al-quali que corresponde ao nome vulgar do
vegetal onde a soda foi inicialmente extraida. Este grupo de compostos apresenta dificil
defini¢do, devido a grande diversidade de estruturas quimicas, propriedades fisico-quimicas
e acOes farmacoldgicas (ROBBERS et al., 1997; HENRIQUES et al., 2000). Existe um
consenso entre diversos autores e pesquisadores da drea onde os mesmos definem como
alcaldides verdadeiros os compostos que possuem um ou mais nitrogénio(s) pertencente a
um anel heterociclico com propriedades bdsicas que apresentam intensa atividade bioldgica
quando em contato com organismos vivos (COSTA, 1994; ROBBERS et al.,, 1997;
HENRIQUES et al., 2000; LIMA, 2008).

Esta definicdo exclui os demais compostos nitrogenados como os obtidos por
sintese organica, aminodcidos, aminas simples, vitaminas, peptideos, acidos nucléicos,

porfirinas, nucleotideos e compostos nitro e nitroso (ROBBERS et al., 1997).
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Nos ultimos cento e cinqgilienta anos isolaram-se milhares de alcaléides (COSTA,
1994), onde atualmente devido aos avancos das técnicas de avaliagdo das atividades
farmacoldgicas e toxicoldgicas (pré-clinica e clinica) foi possivel descobrir novas aplicacoes
de alcaldides centendrios como no caso da pilocarpina, isolada em 1875 do jaborandi, e
utilizado ha décadas para o tratamento do glaucoma, sendo hoje utilizada também em casos

de xerostomia ou boca seca (LIMA, 2008).

4. PILOCARPINA VERSUS GLAUCOMA

Das folhas do jaborandi (Pilocarpus microphyllus) sao extraidos os sais de
pilocarpina (SANTOS et al., 1988). A pilocarpina € uma amina tercidria que apresenta tanto
acOes muscarinicas quanto nicotinicas, entretanto atua predominantemente em receptores
muscarinicos. Possui efeitos discretos sobre o cora¢do e o trato gastrointestinal (VITAL e
ACOO, 2006).

Segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), a
pilocarpina é o composto (3S,4R)-3-etil-4- [(3-metillimidazol-4-il) metilJoxolan-2-ona
(Figura 2). Constituido de uma lactona do &4cido pilocarpico que tem como nucleo

fundamental um anel imidazolico.

H4C N
o7 / z

O N

Figura 2 - Estrutura quimica em projecdo de Fischer da pilocarpina (adaptado de DAVIES et. al,
2009)

A pilocarpina € produzida no Brasil, em escala industrial, a partir do P. microphyllus

Stapf, nativa do Estado do Maranhdao e Piaui, mas existem espécies taxonomicamente
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relacionadas como a P. pennatifolius Lem. As suas folhas contém pilocarpina e alcaldides
secunddrios, entre os quais a isopilocarpina, esta inativa farmacologicamente. A drea de
ocorréncia de P. pennatifolius compreende os estados de Goids, Mato Grosso, Parand, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul (PINHEIRO, 1997).

O mecanismo de acdo da pilocarpina no tratamento do glaucoma esta relacionado a
ligacdo reversivel do farmaco aos receptores muscarinicos subtipo 3 (M3), funcionando
como agonista colinérgico. Estes receptores sao metabotrdpicos ligados a proteinas G que
quando estimulados pela acetilcolina, desencadeia uma cascata intracelular que ¢é
responsavel pelas respostas conhecidas por “muscarinicas”. A origem deste nome deve-se a
muscarina, um farmaco presente no cogumelo Amanita muscaria que seletivamente liga-se
aos receptores (MARGOTTO, 2007).

Estes receptores M (M, M3 e Ms) sdao acoplados a proteina Gy € sua ativagdo
promove a atividade da fosfolipase C (PLC) e aumento de fons cdlcio no espacgo intracelular,
causando em regra aumento da funcdo do 6rgdo a que estdo acoplados, cruciais na ativacao
de processos como a contragdo de musculatura lisa (muscarinica) e efeito vasodilatador pela

ligacdo deste agonista colinérgico a receptor especifico em células endoteliais (COTTON,

2009).

O paradoxo causado pela vasodilatacdo mediada por agonistas muscarinicos,
contrdria a esperada vasoconstri¢do por acao na musculatura da parede vascular, pode ser
explicada pela acdo das células endoteliais. A ativacdo da proteina G4 induz aumento da
concentracdo de Ca*™, pelo mesmo mecanismo descrito acima. Na célula endotelial, que ndao
possuiu um mecanismo contréctil, o papel do Ca*” ¢ ligar 4 calmodulina (CaM), ativando a
sintetase do 6xido nitrico (NO). O NO difunde-se facilmente para a musculatura vascular,
onde vai induzir uma ativacdo da guanilciclase e consequente aumento da concentracio
intracelular de GMPc, um potente relaxador da musculatura lisa (ROBERTS-CROWLEY,
2009).

O efeito hipotensor ocular da pilocarpina decorre do fato desse alcaldide
colinomimético de ocorréncia natural produzir contragdo do musculo liso do esfincter da
iris (resultando em miose) e do miusculo ciliar (resultando em acomodacao). Este processo
facilita a drenagem do humor aquoso para o canal de Scheleman, que drena a camara
anterior, uma vez que a contracdo do esfincter da iris a afasta do angulo da camara anterior
e a retracao do musculo ciliar ocasiona abertura das l1aminas da rede trabecular (PAPPANO,

2006; COSTA e NASCIMENTO NETO, 2006).
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O somatdrio dessas agdes resulta na ampliacdo do angulo de drenagem do humor
aquoso, fluido que preenche as camaras oculares (anterior e posterior), o que é importante
para a terapéutica do glaucoma, doenca caracterizada pelo aumento da pressdo intra-ocular,
que provoca lesd@ao no nervo 6ptico, produzindo cegueira, se nao for adequadamente tratada
(PETERSEN-JONES, 2001; ANDRADE et al., 2002).

O glaucoma inclui um grupo de condi¢des oculares caracterizado pela perda do
campo visual e freqiilentemente atribuido a um aumento da pressdo intra-ocular,
caracterizado como um problema de saide publica e uma das mais importantes causas de
cegueira no Brasil e no mundo. Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), a
incidéncia de glaucoma no mundo é estimada em 2,4 milhdes de casos por ano, e a
prevaléncia de cegueira por glaucoma € de 5,2 milhdes de pessoas, representando a terceira
causa de cegueira (SOUZA FILHO et al., 2003).

O glaucoma € visto com maior freqii€éncia em humanos, mas existe também em caes.
Em aves é raro, e em répteis e anfibios ainda ndo foi relatado. Animais exdticos como
coelhos-brancos da Nova Zelandia e hamsters russos sdo verificados com certa freqii€ncia
(MONTIANI-FERREIRA, 2007).

Preparados oftdlmicos contendo pilocarpina de 1 a 2% constituem-se nos recursos
terapéuticos mais efetivos na terapia do glaucoma (ANDRADE et al., 2002). Ao contrario
de outras substancias, a pilocarpina na forma farmac€utica de uso tépico ndo apresenta
efeitos colaterais significativos (TAYLOR e AL-HASHIMI, 1996; SABA et al., 2002).

A pilocarpina por se tratar de uma substidncia estimuladora de receptores
colinérgicos e apresenta outras agdes: estimulantes de glandulas secretoras, relaxamento de
esfincteres, estimulante dos movimentos peristalticos, dentre outras. Quando os receptores
muscarinicos sdo ativados ocorrem vdrios eventos celulares, podendo um ou mais deles
atuar como segundos mensageiros para a ativa¢ao muscarinica (PAPPANO, 2006).

A estimulacdo das glandulas salivares, pela pilocarpina, induz ao aumento da saliva
do tipo serosa. O efeito tem inicio nos primeiros sessenta minutos a partir da ingestdo do
medicamento, perdurando por até trés horas (BAPTISTA NETO, 2003). Neste caso,
estimula também outras glandulas secretoras, como as sudoriparas termorreguladoras,
lacrimais e nasofaringeas, motivo pelo qual também € indicada a pacientes com cancer de
boca e pescoco e tratamento de xerostomia (também conhecida como boca seca ou secura da
boca), muito comum em diabéticos (HAMLAR et al., 1996; WYNN, 1996; PAPPANO,
2006).
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Na medicina veterindria, a pilocarpina € também utilizada no tratamento de
disfun¢des gastrintestinais de ruminantes e meterorismo dos eqiiinos (timpatismo agudo ou
cronico), objetivando a estimulagdo da musculatura lisa do trato gastroentérico, a fim de

produzir catarse (retirada dos sintomas) (ANDRADE et al., 2002).

5. ARSENAL DE SUBSTANCIAS FARMACOLOGIAMENTE ATIVAS NO
JABORANDI

Virios alcaldides ja foram identificados a partir do género Pilocarpus (Figura 3),
porém a maioria estd, ainda, em fase de testes e/ou ainda ndo possui aplicacdo

farmacoldgica conhecida (SANTOS e MORENO, 2004).

o) o N
(1) (2) (3)
o
A _CH H
et s osstsl
Y A
0" No N/) 0" o N/ o7 o N/)
(4) (5) (6)
OH OH
: o ) HyC _ N/CH3
L) ALY L)
© © N g o N
(7) (8) H3C (9)
O—CH3
HsC—O, T/CHS T __CH,4 N CHy
\ HsC \ H3C n---éOH
N =
H H N ] CHs
(10) (41) (12)
O-CH, OCHj

@ w
) N/ o
H
(13) (14)

Figura 3. Estrutura dos alcaldides encontradas no género Pilocarpus: (1) pilocarpina, (2)
isopilocarpina, (3) pilocarpidina, (4) isopilocarpidina, (5) pilosina, (6) ipopilosina, (7)
epiisopilosina, (8) epiisopiloturina, (9) 13-nora-7(11)-dehidro-pilocarpina (10) N,N-dimetil-
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S-metoxi-triptamina, (11) N,N-dimetil-triptamina, (12) plastidesmina, (13) (1H)-4-metoxi-2-
quinolone e (14) dictamina (adaptado SANTOS e MORENO, 2004).

Desde 1876, o jaborandi vem sendo produzido em grandes quantidades para uso no
tratamento do glaucoma, e em 1997 foi transformada em especialidade farmacéutica
(Salegen) indicada para pacientes com dificuldade de salivar (PAIVA, 2008).

Alguns agentes imidazdlicos, identificados a partir do jaborandi, como a isopilosina,
epiisopilosina e epiisopiloturina (ANDRADE-NETO, 1997), ja possuem as suas estruturas
determinadas por ressonancia magnética nuclear (RMN), porém nenhum deles possui ainda
atividade farmacolégica descrita, podendo ser promissores para a medicina humana e

veterinaria (ANDRADE-NETO et al., 1994).

Virios alcaldides azdis e seus derivados, como os identificados no jaborandi, sdo
antimicoéticos cléssicos, de largo espectro, atuando sobre leveduras e bolores. Esta classe de
molécula apresenta um anel imidazdlico livre unido a outros anéis aromaticos por meio de
uma unido N-C em posi¢do 1. Atualmente dispde-se de varios derivados imidazdlicos para
uso sistémico ou tépico no tratamento de diversas infec¢des micdticas, sendo a acdo
fungistitica ou fungicida, dependente da concentracdio (SANDE e MANDELL, 1987).
Recentemente, os triazdlicos tém recebido maior destaque, sobretudo o fluconazol e o
itraconazol, ambos com largo espectro de acdo e efeitos toxicos bastante reduzidos. A
freqliente utilizacdo destes medicamentos levou a formacdo de resisténcia a algumas
leveduras, principalmente por espécies do género Candida (LACAZ e NEGRO, 1991;
ARENAS, 1993; ALVES, et al., 1999).

O principal mecanismo de acdo dos azodlicos € a inibi¢do da sintese do ergosterol,
que € importante para a integridade e a manutencao da fun¢do da membrana citoplasmatica
dos fungos. Os imidazdis inibem a incorporacdo do acetato de ergosterol, inibindo a
lanosterol desmetilase, por interferéncia no citocromo P450 da levedura, trazendo como
conseqiiéncia alteragdes na fluidez e permeabilidade da membrana do fungo, prejudicando a
captacdo dos nutrientes, o que se traduz por inibicdo do crescimento, originando alteragcdes
morfoldgicas que resultam em morte celular (RICHARDSON e WARNOCK, 1993;
ALVES et al., 1999).

6. IMPACTOS SOCIAIS
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Segundo o Centro de Biologia Molecular Estrutural (CBME) do Instituto de Fisica
da USP (IFSC), o setor produtivo brasileiro que envolve a indudstria de produtos
farmacéuticos, medicinais e veterinarios movimenta anualmente recursos da ordem de US$
10 bilhdes, sendo hoje a 4" inddstria farmacéutica mundial em volume de produgdo, atrds

dos Estados Unidos, Franca e Itdlia.

Além disso, o mercado mundial da bioindistria, onde a biotecnologia € um
instrumento fundamental, movimenta anualmente recursos estimados de 50 a US$ 100
bilhdes. No Brasil, segundo estudo da Associa¢do Brasileira de Bioindustria, os setores que
utilizam a biotecnologia abrangem cerca de 5 a 6% do Produto Interno Bruto (PIB)

brasileiro.

O uso sustentdvel da biodiversidade, como ocorre no caso do jaborandi para a
producdo dos sais de pilocarpina, além do impacto para a saude, pois € utilizado como
medicamento para o tratamento de doengas com grande repercussio como o glaucoma e
xerostomia, possui impacto socio-ambiental no que se refere ao extrativismo vegetal. Neste
contexto, medidas conservacionistas ligadas ao meio ambiente podem estar consonantes
com a geracao de empregos e formacao de mao-de-obra especializada para o crescimento do

setor farmacéutico nacional.

No municipio de Parnaiba, Piaui, existe uma industria farmoquimica, que purifica os
sais de pilocarpina a partir de folhas de jaborandi, além de comercializar esses fitofarmacos
para o exterior, possui um departamento de pesquisa e desenvolvimento (P&D) para estudos
em parceria com Universidades, onde outras aplicacdes farmacoldgicas sdo prospectadas a

partir de subprodutos desta planta medicinal.

O impacto da descoberta de novos alcaléides com atividade farmacoldgica a partir da
biomassa gerada na producdo de pilocarpina pode significar avango para a descoberta de
quimioterapia de baixo custo, além de aproveitar de forma mais ecoldgica e racional, os

residuos da industria farmacéutica de processamento do jaborandi.
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ANEXO I

Diversa

Diretrizes para Autores

Da Estrutura dos Textos

a) ARTIGOS E ENSAIOS

Os artigos e ensaios devem ser apresentados em conformidade com as seguintes normas da Associacio
Brasileira de

Normas Técnicas (ABNT):

a) Apresentacdo de Artigos em Publicacdes Periddicas, NBR 6022/03;

b) Resumos, NBR 6028/03

¢) Referéncias, NBR 6023/02;

d) Citagdes, NBR 10520/02;

e) Numeracdo Progressiva das Sec¢oes de um Documento, NBR 6024/03.

A apresentacdo dos textos deve obedecer a seguinte ordem:

1 Elementos Pré-Textuais:

1.1 Folha de rosto identificada

* Titulo em portugués, e em lingua estrangeira (inglés, francés ou espanhol).

* Nome do(s) autor(es).

* Afiliacdo institucional do(s) autor(es) (formacao profissional, cargo/funcao, titulacio),

* Endereco completo do(s) autor(s) para correspondéncia com o Conselho Editorial (incluir CEP, telefone, fax
e e-mail).

1.2 Folha de rosto sem identificacao

* Titulo do artigo ou ensaio em portugués e na lingua estrangeira.

* Resumo informativo em lingua portuguesa, contendo de 100 a 250 palavras, indicando ao leitor finalidades,
metodologia,

resultados e conclusdes do artigo, de tal forma que possa dispensar a consulta ao original. Deve ser constituido
de uma

seqiiéncia de frases concisas e objetivas.

* Trés palavras-chave em portugués, separadas entre si por ponto, representando o contetido do texto.

* Versdo do resumo e das palavras-chave na lingua estrangeira. Deve ser fiel ao original em portugués.

2 Elementos Textuais:

2.1 Corpo do Texto

Esta parte deve estar constituida de introdu¢do, desenvolvimento e conclusio.

As palavras Figura, Tabela, Anexo que aparecerem no texto devem, sempre, ser escritas com a primeira letra
em maidscula

e vir acompanhadas do ndmero (Figuras e Tabelas) ou letra (Anexos) respectivos ao qual se referem. No caso
de se utilizar

tabelas e figuras de outra autoria mencionar a fonte abaixo da mesma. A utilizacdo de expressdes como “a
Tabela acima”

ou a “Figura abaixo” ndo devem ser utilizadas porque no processo de editoracdo a localizacdo das mesmas
pode ser

alterada. Os manuscritos nas demais categorias editoriais deverdo apresentar titulos e subtitulos de acordo com
0 caso.

No corpo do trabalho deve-se aplicar a legenda e o crédito de cada imagem na posicao sugerida para aplicacdo,
precedendo a palavra Figura, a numeragdo seriada e dois pontos. Ex.: Figura 3: Mona Lisa, 1506, Leonardo da
Vinci

(Louvre, Paris). Os arquivos de imagens devem ter o mesmo nome utilizado para o texto, seguido da
abreviacdo -fige o

ndmero correspondente (Ex.: maria-fig4.tif).

As tabelas devem ser apresentadas segundo a Fundacdo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, Normas
de

Apresentacdo Tabular, 1993. Toda tabela tem por finalidade a sintese de dados numéricos, para informar a
quantificagdo de
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um fato especifico observado de um modo geral com tratamento estatistico. Deve conter um titulo indicando a
natureza e

abrangéncias geografica e temporal dos dados numéricos, sem abreviagdes, por extenso, de forma clara e
concisa. Deve

ter um nimero (algarismos ardbicos, crescente) sempre que o documento apresentar duas ou mais tabelas.
Deve ter no

minimo trés tracos horizontais paralelos e ser produzidos em preto e branco, em tamanho maximo de 14 x 21
cm. A

moldura ndo deve ter tracos verticais que a delimitem a esquerda e a direita. Recomenda-se que seja elaborada
de forma a

ser apresentada em uma tnica pigina e que apresente uniformidade grafica (fonte, corpo, uso de maiusculas e
mindsculas).

A formatag@o dos quadros, que tem por finalidade a sintese de elementos textuais, exige limitacdo externa por
uma

moldura, podendo ser utilizadas linhas e/ou colunas. O titulo deve estar localizado na sua parte superior. O
titulo do quadro

bem como a sua legenda (se houver) devem ser digitados em fonte Times New Roman, corpo 10. Sugere-se
que os

quadros sejam organizados utilizando-se 0 Menu Tabela do editor de texto Word. Os quadros devem ser
encaminhados, ao

final do trabalho, em folha a parte com suas respectivas numeragdes, em ordem de citagc@o no texto,
constituindo lista

independente. Recomenda-se que seja elaborada de forma a ser apresentada em uma unica pagina e que
apresente

uniformidade gréfica (fonte, corpo, uso de maitisculas e minusculas).

As imagens digitais, além de estarem inseridas no texto (.doc ou .rtf) serdo encaminhadas em separado (como
documentos

suplementares). Especificagdes: resolucio de 400 dpi, até 18 x 24 cm, gerados em programas de imagem (corel
draw ou

photoshop) ou arquivo TIFF ou JPEG, preto e branco ou tons de cinza. As legendas ou titulos devem
acompanhar as

imagens inseridas no corpo do texto. As ilustracdes (fotografias, desenhos, gréficos etc.) serdo consideradas
figuras.

Devem ser numeradas, consecutivamente, com algarismos ardbicos, na ordem em que foram citadas no texto.
Os trabalhos devem ser digitados no Programa Word (versdo 6.0, no minimo), em fonte Times New Roman,
corpo 12,

espaco entre linhas 1,5, margens superior e esquerda 3 cm, margens inferior e direita 2 cm, alinhamento
justificado, com

paginas numeradas consecutivamente, em algarismos arabicos, no canto superior direito da pagina. O tamanho
final do

texto, incluindo referéncias, deve ter até 35.000 caracteres (com espago), no miximo. Sugere-se que o niimero
total de

péginas ndo ultrapasse 17, incluindo figuras, tabelas, graficos e referéncias bibliograficas. A pdgina de entrada
do artigo,

com elementos pré-textuais incluidos, conta a parte.

O italico no corpo do texto deve ser usado somente para estrangeirismos e titulos de obras (livros, filmes,
poemas, etc.).

Com excecdo do titulo do artigo, ndo ha palavra em negrito no projeto grafico da revista. Destaques de
palavras ou

expressoes deve ser sempre entre aspas e nao itdlico ou negrito.

O sistema de chamada das citagdes deve ser o alfabético (autor/data). As citagdes devem ser indicadas no
texto,

informando o sobrenome do autor citado, em caixa alta dentro de parénteses ou caixa alta e baixa quando
fizerem parte do

texto, o ano e a pagina onde se encontra a informacgao na obra consultada.

Citacgdes no corpo do texto (até trés linhas): sem itdlico (bold) e aspeadas. Apds a citacdo indicar, entre
parénteses,

sobrenome do autor em maiusculo; ano da publicacdo seguido da pagina, separadas por hifen quando indicado
continuidade de paginas. Recomenda-se ponderagdo no uso de citagdes de modo a ndo violar leis de direitos
autorais.
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Ex.: (BRANDAO, 2002, p. 38); (BRANDAO, 2002, p.38-39)

Citacdo fora do texto (mais de trés linhas): corpo 10, sem aspas, espago simples, margem esquerda recuada 4
cm,

obedecendo ao alinhamento do pardgrafo. Observar: se for continuacio da frase, iniciar citacdo com reticéncias
entre

colchetes e letra mindscula; se for inicio de frase, usar maidscula. No final da citacdo, indicar a referéncia tal
como citada no

item anterior.

Os intertitulos para separacdo do assunto ao longo do texto devem ser numerados e escritos em verndculo
(caixa alta).

Notas de rodapé devem ser evitadas sempre que possivel e deverdo se restringir a comentarios estritamente
necessarios

ao desenvolvimento da exposi¢do. O texto da nota ndo deve exceder cinco linhas.

3 Elementos Pés-Textuais:

A lista de referéncias bibliogréficas deve ser ordenada alfabeticamente, segundo a autoria dos documentos.
As referéncias devem ser relacionadas em lista prépria, constando todas as fontes citadas no artigo,
obedecendo a uma

ordem alfabética inica de sobrenome de autor e titulo para todo o tipo de material consultado, resguardando as
excecoes

por entradas pela obra (textos sem autoria) e pelo local (legislagdo), obedecendo a NBR 6023/02. Trabalhos
com 0 mesmo

autor(es) e mesma data devem ser distinguidos por letras minusculas logo apds a data.

Para a melhor compreensao e visualizag@o, a seguir sdo transcritos exemplos de referéncias de diversos tipos
de materiais.

Livros com 1 autor:

AUTOR (SOBRENOME, Nome). Titulo. Edi¢do. Local: Editora, data.

Livros com 2 autores:

AUTORES (SOBRENOME, Nome) separados por ponto e virgula. Titulo. Edi¢do. Local: Editora, data.
Livros com 3 autores:

Dar entrada pelos trés autores (SOBRENOME, Nome), separados por ponto e virgula. Titulo. Local: Editora,
data.

Livros com mais de 3 autores:

Entrada pelo nome do primeiro autor (SOBRENOME, Nome), seguido da expressao et al. Titulo. Local:
Editora, data.

Livros com organizadores, coordenadores:

(SOBRENOME, Nome) seguido da defini¢do (Org.) ou (Coord.). Titulo. Local: Editora, data.

Partes de livros com autoria prépria:

AUTOR da parte referenciada (SOBRENOME, Nome). Titulo da parte referenciada. Referéncia da publicag¢do
no todo

precedida de In: Localizacdo da parte referenciada.

Dissertagdes, teses, trabalhos de conclusdo de curso:

AUTOR (SOBRENOME, Nome). Titulo. Data. Quantidade de folhas. Tipo do documento (dissertacdo, tese,
trabalho de

conclusdo de curso), grau entre parénteses (Mestrado, Doutorado, Especializacdo em...) - vinculacdo
académica, o local e a

data da defesa, mencionada na folha de aprovacio se houver.

Eventos no todo (Congressos, Jornadas, Encontros, Simpésios):

TITULO DO EVENTO, Nimero do evento, Data do evento, Local do evento. Titulo do documento. Local:
Editora, data.

Paginacao.

Trabalhos de eventos:

AUTOR (SOBRENOME, Nome). Titulo do trabalho de evento: subtitulo do trabalho de evento (se houver).
Referéncia da

publicacdo no todo precedida de In: localizacdo da parte referenciada (Anais, atas, topicos). Local, editora,
data de

publicacdo e localizag@o da parte referenciada.

Revistas/periédicos no todo:

TITULO do periddico. Local: Editora, data inicial. Periodicidade.

Revistas/periddicos, suplementos, nimeros especiais:
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TITULO do periddico. Titulo do fasciculo, suplemento se houver. Local: Editora, v., n., data e paginacéo total
do fasciculo.

Nota.

Artigos de revistas/periddicos:

AUTOR do artigo (SOBRENOME, Nome). Titulo do artigo. Titulo da revista, local, v., n., pdginas, més, ano.
Artigos de jornais:

AUTOR do artigo (SOBRENOME, Nome). Titulo do artigo. Titulo do jornal, local, data (dia, més e ano).
Caderno.

Imagem em movimento:

TITULO (primeira palavra em maidsculo). Subtitulo. Responsédvel. Local, Produtora, Distribuidora, data.
Especificagdo do

suporte em unidades fisicas, som, cor. Largura em milimetros. Titulo original. Legenda.

Leis, decretos, portarias, etc.:

NOME DO LOCAL (pais, estado ou cidade). Titulo (especificacdo da legislacdo, n.° e data). Indicacdo da
publicacio oficial.

Palestras, debates, comunicacgdes, entrevistas:

NOME DO PALESTRANTE, ENTREVISTADO, etc. Titulo da palestra. Local, data. Nota.

Pré-impressoes, trabalhos escritos mas nao publicados ou em fase de elaboragao, notas de aulas, etc.

Deve ser mencionado o fato indicando-se também os dados bibliogréaficos disponiveis:

AUTOR (SOBRENOME, Nome). Titulo do trabalho. Nome da institui¢@o, local, data. Nota.

Programas de radio/televisdo:

TITULO. Apresentador. Local: Emissora, data (dia, més e ano), hordrio. Durag@o. Entrevistado.

Relatdrios:

NOME DA INSTITUICAO. Titulo do relatério. Local, data, paginacao.

Documentos eletronicos online:

AUTOR (SOBRENOME, Nome). Titulo. Local, data. Disponivel em: < >. Acesso em: dd mm aaaa. Abreviar
o més a partir da

terceira letra com excecdo do més de maio que deve ser colocado na integra.

b) RESENHAS

As resenhas deverdo ter dimensio varidvel entre trés e cinco piginas (4.200 a 7.000 mil caracteres), contendo o
registro e

a critica de obras, livros, teses, monografias etc., publicadas recentemente, sendo que os textos incluidos nesta
categoria

também devem respeitar os padrdes acima. As resenhas serdo avaliadas pelo Conselho Editorial. As resenhas
bibliograficas devem conter as referéncias completas das obras analisadas, indicando seu nimero de paginas e
ISBN. O

titulo da resenha deve ser diferente do titulo da obra resenhada. Solicita-se que a resenha seja acompanhada de
um

exemplar da obra ou de imagem digitalizada da capa em formato TIFF ou JPG, para publicagdo, de acordo
com as

possibilidades de editoragdo.

¢) TRADUCOES

Tradugdes inéditas de artigos ndo disponiveis em portugués sdo aceitas para publicag¢do, desde que se obtenha
a devida

autorizacdo para publicagdo junto aos detentores dos direitos autorais e siga as mesmas orientagdes de
formatagdo

exigidas para os artigos.

d) ENTREVISTAS

As entrevistas deverdo ser inéditas e focar depoimentos de pessoas cujas histérias de vida ou realizag¢des
profissionais

sejam relevantes para as dreas de abrangéncia da revista. Sua dimensio deve variar entre 15.000 e 25.000
caracteres,

incluindo referéncias bibliograficas e notas. A decisdo sobre a publicacdo de entrevistas compete ao Conselho
Editorial e

responde a critérios de relevancia, atualidade e pertinéncia para a revista.



121

ANEXO IT

ACTA TROPICA - Guide for Authors

Acta Tropica publishes original research papers, short communications and review articles. Original papers should normally not
exceed 10 printed pages including tables and figures. Short communications should not exceed 4 printed pages including tables
and figures. Manuscripts must be accompanied by a letter signed by all the authors. Submission of a paper to Acta Tropica is
understood to imply that it has not previously been published (except in an abstract form), and that it is not being considered for
publication elsewhere. The act of submitting a manuscript to Acta Tropica carries with it the right to publish the paper.
Responsibility for the accuracy of the material in the manuscript, including bibliographic citations, lies entirely with the authors.

Submission

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation and uploading of your
files. The system automatically converts source files to a single PDF file of the article, which is used in the peer-review process.
Please note that even though manuscript source files are converted to PDF files at submission for the review process, these source
files are needed for further processing after acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's decision and
requests for revision, takes place by e-mail removing the need for a paper trail.

Submit your article
Please submit your article via [FHhttp://ees.elsevier.com/actrop.

Please suggest 4-6 potential reviewers for your submission, providing contact details and specific reasons for your suggestions.
Please note that the journal may not use your suggestions, but your help is appreciated and may speed up the selection of
appropriate reviewers.

Journal Scope
The content of papers submitted must fall within the Journal's Scope. Manuscripts based on parasite/microbe or vector inhibition
experiments with crude extracts or fractions, where the active ingredients are not defined, will normally not be accepted.

Original papers should be organized as follows: Abstract - Key words - Introduction - Material (or Patients) and Methods - Results
- Discussion Acknowledgements - References.

(a) Manuscripts should be complete in all respects and be type written with double spacing and wide margins. The metric
system is to be used throughout.

(b) Manuscripts must be checked carefully before submission. No changes will be allowed at the proof stage.

(c) The title page should include: title, the names, affiliations and complete postal addresses of all authors. One corresponding
author is to be designated, with a telephone and e-mail address.

(d) An abstract, of not more than 5% of the length of the article, should be provided.

(e) Keywords (indexing terms), normally 3-6 items, should be provided.

References should be assembled alphabetically on a separate sheet. In the text they should be referred to by name and year
(Harvard System), the year being placed in parentheses, e.g., (Jones, 1970). More than one paper from the same author in the same
year must be identified by the letters a, b, c, etc., placed after the year of publication. In the text, when referring to a work by more
than two authors, the name of the first author should be given followed by et al. Literature references must consist of names and
initials of all authors, year, title of paper referred to, abbreviated title of periodical, volume number and first and last page numbers
of the paper. Periodicals, books and multi-author books should be in accordance with the following examples.
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Musaka, R.A., Nayambati, V.M., Nantulya, V.M., Majiwa, P.A.O., Moloo, S.K., Musoke, A.J., 1988. The chromosome profiles of
Trypanosomacongolese isolates from Kilifi, Kenya and their relationship to serodeme identity. Mol. Biochem. Parasitol. 30, 105-
112.

Garcia, L.S., Bruckner, D.A., 1988. Diagnostic Medical Parasitology. Histological Identification of Parasites. Elsevier Sci. Publ.
Co. Inc., New York, NY, pp. 326-334.

Scorza, J.V., Medina, R., Pérez, H., Hérnandez, A.G., 1985. Leishmaniasis in Venezuela. In: K.-P. Chang and R.S. Bray (Eds.),
Human Parasitic Diseases, Vol. 1, Leishmaniasis, Elsevier, Amsterdam, pp. 283-296.

Journal titles should be abbreviated according to theList of Serial Title Word Abbreviations (available from International Serials
Data System, 20 rue Bachaumont, 75002 Paris, France. ISBN 2-904938-02-8). References concerning unpublished data should not
be cited in the reference list; work accepted for publication should be referred to as in press. Incomplete references can result in
publication delay.

Artwork. Full details for electronic submission of artwork can be obtained from ZHhttp://authors.elsevier.com.

Instructions for authors regarding GenBank/DNA sequence linking

DNA sequences and GenBank Accession numbers Many Elsevier journals cite "gene accession numbers" in their running text and
footnotes. Gene accession numbers refer to genes or DNA sequences about which further information can be found in the
databases at the National Center for Biotechnical Information (NCBI) at the National Library of Medicine. Elsevier authors
wishing to enable other scientists to use the accession numbers cited in their papers via links to these sources, should type this
information in the following manner:

For each and every accession number cited in an article, authors should type the accession number in bold, underlined text. Letters
in the accession number should always be capitalised. (See Example 1 below). This combination of letters and format will enable
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