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CAPÍTULO I 

Introdução 

Medicina tradicional (MT) e as plantas medicinais 

Durante milhares de anos a MT tem sido utilizada pelos povos de todos os 

continentes. A MT é a soma do conhecimento, habilidade e práticas baseadas nas 

convicções e experiências dos antigos povos de diferentes culturas, que utilizam 

para a manutenção da saúde, assim como para a prevenção e tratamento das 

doenças físicas e mentais. Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS, 

2008), nos países asiáticos e africanos, 80% da população depende da MT como 

primeira ou a única opção para os cuidados básicos da saúde. Nos países 

desenvolvidos, cerca de 70 a 80% da população utiliza ou já utilizou alguma forma 

de MT, como por exemplo, as plantas medicinais ou a acupuntura. As plantas 

medicinais representam a forma mais popular da MT. 

As plantas representam entre 250.000 a 500.000 espécies em todo o 

planeta e existem evidências de que a busca pelo poder curativo das plantas data 

do período pré-histórico, há 60.000 anos, porém relatos da aplicação das plantas 

no tratamento das doenças datam dos últimos 5.000 anos (Liu & Wang, 2008). 

Comercialmente as plantas medicinais são altamente lucrativas no mercado 

internacional. A receita anual na Europa ocidental foi de 5 bilhões de dólares entre 

os anos de 2003-2004. Em 2005, na China, a venda dos produtos totalizou 14 

bilhões de dólares e no Brasil as plantas medicinais renderam um provento de 160 

milhões de dólares no ano de 2007 (OMS, 2008). Estas cifras mostram que a 

prática da MT, na forma de vegetal in natura, extratos brutos, formulações 



 

manipuladas ou industrializadas a partir de princípios ativos de plantas, está cada 

vez mais difundida entre diferentes culturas e continentes. Porém a eficiência e 

segurança dos extratos e ingredientes ativos são raramente avaliados. A OMS tem 

incentivado o estudo de plantas tradicionalmente conhecidas como medicinais, 

com o objetivo de avaliar cientificamente os benefícios da utilização desses 

compostos como fitoterápicos e de conhecer, ao mesmo tempo, os riscos de seu 

uso indevido. 

 

Importância das plantas medicinais na descoberta de  fármacos  

A ampla pesquisa na literatura referente às atividades biológicas das 

plantas medicinais mostra historicamente que as mais diversas doenças humanas 

têm relatos de tratamento com a utilização de extratos de plantas. A pesquisa 

etnofarmacológica relata as atividades analgésica, anestésica, antimicrobiana, 

anticâncer, antialérgica, anti-inflamatória, anti-hipertensiva, anti-hiperglicêmica, 

anti-trombótica, imunoestimulante, entre outras diversas atividades biológicas.  

 Na pesquisa de novos fármacos a investigação etnofarmacológica 

representa uma grande contribuição na descoberta de novas moléculas bioativas. 

Devido às patologias de maior impacto à humanidade possuírem caráter 

infeccioso ou neoplásico, as pesquisas científicas foram amplamente direcionadas 

no desenvolvimento de produtos naturais com atividade antimicrobiana e 

anticancerígenas. Alguns exemplos clássicos de produtos naturais obtidos de 

plantas são citados a seguir. Dentre as plantas medicinais tradicionais com 

atividade anti-protozoário, a Artemisia annua L. (Asteraceae) é utilizada na China 

há mais de 2.000 anos no tratamento da febre e da malária. Em 1972, cientistas 



 

chineses isolaram a molécula ativa artemisina, uma lactona sesquiterpênica 

utilizada na produção do Artemotil, um potente fármaco com ação antimalárica 

(Cowan, 1999; Graul, 2001). O calanolide A, produto natural isolado de 

Calophyllum lanigerum var austrocoriaceum (Clusiaceae), planta encontrada nas 

florestas da Malásia, apresenta um mecanismo de ação específico contra as 

cepas HIV resistentes à zidovudina (AZT) (Creagh et al., 2001). Outros compostos 

cumarínicos e triterpênicos, respectivamente extraídos das plantas Lomatium 

suksdorfii (Apiacea) e a Syzigium claviflorum (Myrtaceae), estão sendo 

exaustivamente estudados por apresentarem potente atividade antiviral, com 

grandes perspectivas de serem brevemente lançados no mercado da indústria 

farmacêutica mundial para o tratamento da síndrome da imunodeficiência 

adquirida (SIDA) (Itokawa et al., 2008). 

A pesquisa de fármacos para o combate do câncer é um capítulo à parte, 

pois segundo a International Agency for Research on Cancer (IARC, 2009), cerca 

de 10,4 milhões de novos casos de câncer foram registrados em todo o mundo em 

2007, com aproximadamente 6,5 milhões de casos de morte provocados por esta 

doença. Estima-se que no ano de 2030 existirá entre 20 a 25 milhões de casos de 

câncer no mundo, com 13 a 16 milhões de mortes anuais. Segundo estatísticas 

americanas, nos EUA o câncer é a segunda maior causa de morte, superado 

apenas pelas doenças cardiovasculares. Assim, nos últimos cinqüenta anos, os 

estudos para desenvolvimento de novos fármacos têm sido focos de grande 

interesse.  



 

Aproximadamente 47% dos fármacos anti-câncer utilizadas clinicamente 

são produtos naturais ou diretamente derivados destes (Newman & Cragg, 2007), 

dentre os quais, compostos ativos como alcalóides, lignanas e terpenos são 

isolados das plantas Vinca rosea, Taxus brevifolia, Camptotheca acuminata, 

Podophyllum peltatum, Colchicum autumnale, Salvia miltiorrhiza, Brucea 

antidysenterica, Euphorbia kansui, E. lagascae, Rubia akane, R. cordifolia, 

Cocculus trilobus, Curcuma aromatica e Maytenus illicifoli. Estas espécies foram 

testadas a partir da indicação pelo uso popular na MT (Itokawa et al., 2008). 

 Doenças de outras naturezas também possuem tratamentos estabelecidos 

a partir de medicamentos obtidos de produtos naturais de plantas. No tratamento 

da doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), o medicamento patenteado como 

Spiriva possui efeito broncodilatador anticolinérgico, mais eficaz e durador que 

outros medicamentos rotineiramente utilizados. Sua ação é comprovadamente 

atribuída ao tiotroprium, composto isolado da planta Atropa belladonna L. 

(Solanaceae) (Mundy & Kirkpatrick, 2004). O composto galantamina, é um produto 

natural isolado por volta de 1950, na Rússia, da planta Galanthus woronowii 

Losinsk (Amaryllidaceae), e é atualmente utilizado pela indústria farmacêutica para 

a fabricação do Reminyl, medicamento prescrito no tratamento da doença de 

Alzheimer, cuja ação é retardar o processo neurológico degenerativo, pela inibição 

da acetilcolinesterase (Heinrich & Teoh, 2004). Em fase de estudos avançados, a 

substância morfina-6-glucoronida (M6G) que é um derivado da morfina, extraída 

da planta Papaver somniferun L. (Papaveraceae), representa uma alternativa no 



 

tratamento de dor e febre, pois apresenta menos efeitos colaterais que a morfina 

(Dahan et al., 2008). 

 

Atividade antimicrobiana e antiviral das plantas 

 A grande biodiversidade da flora brasileira está relacionada ao clima tropical 

que é extremamente favorável ao crescimento das plantas, assim como propício 

ao desenvolvimento de muitas espécies de micro-organismos, como fungos e 

bactérias. Desta forma, as plantas destes “habitats” contêm grandes quantidades 

de metabólitos secundários que as protege da ação prejudicial dos micro-

organismos, e torna estas plantas ideais para a pesquisa de novas moléculas com 

atividade antimicrobiana (Boer et al., 2005) 

 As plantas têm uma habilidade ilimitada em sintetizar substâncias, o qual se 

estima que apenas 12.000 metabólitos tenham sido isolados, número este inferior 

a 10% do total estimado existente na natureza. A Tabela 1 resume as principais 

categorias de antimicrobianos de origem fitoquímica e seus respectivos 

mecanismos de ação (Cowan, 1999; Samy & Gopalakrishnakone, 2008). 

 Extraídas da flora brasileira, estudos recentes demonstram comprovada 

atividade antimicrobiana de uma diversidade de plantas utilizadas na medicina 

popular (Holetz et al., 2002). A cumarina isolada da planta Chaptalia nutans (Truiti 

et al., 2003), as xantonas da Kielmeyera variabilis (Pinheiro et al., 2003), as 

neolignanas da Piper regnellii (Pessini et al., 2003), os óleos essenciais da Piper 

ovatum (Silva et al., 2009), Copaifera martii, C. officinalis e C. reticulata (Santos et 

al., 2008a; Santos et al., 2008b) possuem comprovada atividade antibacteriana.  

 



 

Tabela 1. Principais classes de compostos antimicrobianos derivados de plantas. 

Classe Sub-classe Exemplo Mecanismo 

Fenóis Fenóis simples Catecol Privação do substrato 

  Epicatequinas Rompimento da membrana 

 Ácidos fenólicos Ác. Cinâmico - 

 Quinonas Hiperecina Ligação a adesinas, 

complexação com a parede 

celular e inativação de enzimas 

 Flavonóides Crisina Ligação às adesinas 

 Flavonas  Complexação com a parede 

celular, inativação de enzimas 

 Taninos Elagitaninos Ligação às proteínas, inibição 

de enzimas, privação de 

substrato, complexação com a 

parede celular, rompimento da 

membrana 

 Cumarinas Varfarinas Interação com DNA eucariótico 

Terpenóide  Capsaicinas Rompimento de membrana 

Alcalóides  Berberina, 

Piperina 

Complexação à parede celular 

e/ou DNA 

Lectinas e 

polipetídios 

 Fabatina Bloqueio da fusão viral ou 

adsorção 

( - ) Mecanismo de ação desconhecido 



 

Os extratos metanólicos das plantas medicinais utilizadas popularmente na 

região sul do Brasil, Ocotea odorifera, Eugenia uniflora e Parapiptadenia rigida 

apresentam atividades antibacterianas (Souza et al., 2004). 

As lactonas sesquiterpênicas, óleos essenciais e cumarinas isoladas das 

plantas Tanacetum parthenium (Tiuman et al., 2005), Ocimum gratissimum (Ueda-

Nakamura et al., 2006) e Calophyllum brasiliense (Brenzan et al., 2007), 

respectivamente, e o óleo essencial de algumas espécies do gênero Copaifera 

(Santos et al., 2008a) apresentam atividade antileishmania. A espécie Piper 

regnellii possui efeito contra Trypanosoma cruzi (Luize et al., 2006) devido a 

atividade de seu metabólito secundário, a neolignana, enquanto o partenolídio 

isolado do Tanacetum parthenium apresenta atividade antitripanossoma (Izumi et 

al., 2008) e também atividade antiviral (Onozato et al., 2009).  

A utilização de plantas no tratamento de micoses é prática muito comum em 

alguns países como o Brasil, México, China e países africanos (Boer et al., 2005; 

Cruz et al., 2007; Alanís-Garza et al., 2007). A atividade antifúngica contra 

dermatófitos foi demonstrada em neolignanas isoladas da Piper regnellii (Koroishi 

et al., 2008) e no extrato aquoso das plantas Ziziphus joazeiro e Caesalpinea 

pyramidalis (Cruz et al., 2007). Os compostos menthol e eugenol, isolados da 

Mentha longifolia (Al-Bayati, 2009) e da Ocimum gratissimum (Nakamura et al., 

2004), respectivamente, possuem atividade inibitória sobre espécies de Candida. 

Ishida e colaboradores (2006) encontraram atividade contra C. albicans em 

taninos isolados da planta Stryphnodendron adstringens.  

Os elagitaninos, pertencentes a uma subclasse dos taninos, também 

conhecidos como taninos hidrolisáveis, são amplamente estudados em países de 



 

clima frio que consomem frutos silvestres, popularmente conhecidos por “berry”. 

São extraídos de plantas como a Vaccinium myrtillus, V. vitis-idaea, Ribes nigrum, 

Rubus chamaemorus, R. idaeus, entre outras, que apresentam atividade 

antifúngica contra C. albicans, além de importante efeito antibacteriano sobre 

patógenos intestinais dos gêneros Salmonella, Listeria e Staphylococcus 

(Puupponen-Pimiä et al., 2005). 

A correlação entre uma fonte de produtos naturais e a descoberta de 

moléculas ativas, tem maiores chances de sucesso quando orientada pelo uso da 

planta na medicina popular, visto que é muito mais provável encontrar atividade 

biológica nestas plantas do que naquelas escolhidas ao acaso. 

 

Síntese de novos compostos a partir de produtos nat urais 

Newman e Cragg (2007) realizaram uma vasta pesquisa sobre os novos 

fármacos obtidos a partir de produtos naturais num período de 25 anos, entre os 

anos de 1981-2006. O resultado da pesquisa mostrou que neste período 1184 

novas moléculas ativas foram isoladas, apresentando grande diversidade de 

atividades farmacológicas, porém em sua maioria foram avaliadas as atividades 

antimicrobianas e anticâncer. Dentre as novas moléculas, apenas 5% são 

produtos naturais na sua forma inata e 23% são compostos derivados de um 

produto natural, denominados de produtos semi-sintéticos. 

A vinblastina e vincristina são os alcalóides vinca, isolados de Catharanthus 

raseus (Apocynaceae), cuja propriedade é bloquear a mitose, pela 

despolimerização do microtúbulo, durante a metáfase.  São empregados no 

tratamento do linfoma de Hodgkin e na leucemia linfóide infantil (Okouneva et al., 



 

2003). Análogos sintéticos da vinblastina e vincristina têm sido desenvolvidos no 

intuito de combater outros tipos de tumor e diminuir os efeitos adversos. Entre os 

análogos sintéticos podemos citar a vinorelbina, vindesina e vinfluvina, 

desenvolvidos para o tratamento de câncer pulmonar, leucemia linfóide aguda e 

câncer de mama, respectivamente (Itokawa et al., 2008). 

A descoberta da atividade antineoplásica do diterpeno taxol revolucionou a 

quimioterapia no tratamento do câncer de mama. Sua atividade ocorre pela 

ligação da molécula de taxol à tubulina, promovendo a despolimerização do 

microtúbulo e inibindo a mitose. Porém a sua obtenção a partir da casca da árvore 

Taxus brevifolia (Taxaceae) é extremamente limitada. A alternativa de uma fonte 

de abastecimento renovável foi encontrada pela produção de derivados semi-

sintéticos (taxotere, ortataxel), a partir da pesquisa de aproximadamente 400 

taxóides obtidos de outras espécies do gênero Taxus (Shiguemori & Kobayashi, 

2004). A exemplo do taxol e dos alcalóides vinca, inúmeros fármacos são produto 

de intensos estudos da relação estrutura-atividade de compostos análogos e 

compostos derivados de produtos naturais. 

 

Extração e Isolamento de moléculas bioativas 

 Embora uma planta possa conter centenas de metabólitos secundários, 

apenas os compostos presentes em maior concentração são geralmente isolados 

e estudados pela fitoquímica clássica. Os fatores ambientais como clima, tipo de 

solo, época da coleta, são fatores que influenciam na biossíntese dos metabólitos 

secundários. 



 

 A partir da orientação do uso popular das plantas, moléculas com 

características polares como os taninos, saponinas, glicosídios e flavonóides 

glicosilados, são os compostos ativos mais comumente isolados, visto que as 

preparações caseiras usualmente são realizadas por infusão em água, o que 

favorece a dissolução destas moléculas polares.  

 Metodologia de semi-purificação de extratos de partes de plantas são 

classicamente utilizadas a partir da filtração do extrato alcoólico bruto em sílica gel 

com solventes de polaridades crescentes, proporcionando a separação das 

substâncias pela polaridade. Estes extratos semi-puros são testados 

biologicamente e a fração ativa é submetida a procedimentos cromatográficos 

para obter-se o isolamento e elucidação estrutural da molécula ativa. O uso em 

conjunto de técnicas espectrais uni e bidimensionais permitem propor com 

segurança a estrutura molecular de substâncias naturais.  

 A primeira parte deste trabalho descreveu o isolamento da molécula 

biologicamente ativa, telimagrandina II (Fig.1), que apresentou potente atividade 

antifúngica. Foi  isolada da  planta  Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer,   conhecida 

.             

Figura 1. Estrutura química da telimagrandina II 



 

popularmente como “canela-sassafrás” e empregada pela MT no tratamento de 

dermatoses, febre e malária (Souza et al., 2004). 

 

Atividade antimicrobiana dos produtos semi-sintétic os 

Os compostos naturais com atividade biológica são classificados segundo 

Butler (2008) de modo simplificado em três grupos, produtos naturais, produtos 

naturais semi-sintéticos e os derivados de produtos naturais. Os produtos naturais 

semi-sintéticos são derivados de um produto natural pelo processo da semi-

síntese ou síntese parcial, enquanto os derivados de produtos naturais são 

produzidos sinteticamente ou inspirado em seu modelo molecular.  

Dentre as drogas antimicrobianas de origem semi-sintéticas com uso 

consolidado no mercado farmacêutico estão o Artemotil, cuja molécula ativa foi 

originalmente isolada da planta Artemisia annua, com atividade anti-malária; os 

antifúngicos Cancidas (caspofungin) e Funguard(micafungin), que possuem 

seus princípios ativos extraídos originalmente de fungos do gênero Streptomyces 

(Butler, 2004) 

Dentre os semi-sintéticos recentemente lançados no mercado farmacêutico 

estão os antibacterianos Tygacyl e Altabax, produtos de semi-síntese da 

tetraciclina e pleuromutilina, respectivamente, e os antifúngicos Eraxis e 

Ecalta, ambos derivados semi-sintéticos da anidulafungina, pertencente à classe 

das equinocandinas (Butler, 2008). 

Na segunda parte deste trabalho foram selecionados os produtos naturais 

canfeno e limoneno, abundantes no canfoeiro (Cinnamomum camphora) e nas 



 

frutas cítricas (Citrus limon, C. sinensis), respectivamente, e realizou-se a semi-

síntese de novos derivados tiossemicarbazídicos, com o intuito de potencializar a 

atividade antifúngica.  

Salgin-Göksen e colaboradores (2007) relataram moderada atividade 

antifúngica de derivados tiossemicarbazídicos contra cepas de Candida krusei, C. 

albicans e C. parapisilosis e atividade sobre outros fungos Cryptococcus 

neoformans, Microsporum audouinii, M. gypsum, Trichophyton mentagrophytes, 

Epidermophyton floccosum, Histoplasma capsulatum e Aspergillus niger foram 

relatadas por outros autores (Pandeya et al., 1999; Rameshkumar et al., 2003). 

Os produtos naturais canfeno e limoneno são relatados na literatura pela 

atividade antifúngica sobre Candida, Aspergillus, Saccharomyces e Penicillium, na 

forma de óleos essenciais obtidos das plantas Valeriana officinalis (Letchamo et 

al., 2004), Ambrosia trifida (Wang et al., 2006), Sesuvium portulucastrum (Magwa 

et al., 2006) e Citrus sinensis (Shrama & Tripathi, 2008).  

As tiossemicarbazidas monoterpênicas podem ser sintetizadas pela adição 

de hidrazina aos isotiocianatos (Fig. 2). Esta síntese fornece um bom rendimento 

do produto semi-sintético, descrito na literatura por apresentar diversas atividades 

biológicas (Silva et al., 1993). 

 A proposta de semi-síntese de tiossemicarbazidas derivados do (-) canfeno 

e do R(+) limoneno, surgiu a exemplo de tantos outros compostos semi-sintéticos 

com atividades biológicas melhoradas e consequentemente utilizados no 

desenvolvimento de novos fármacos. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Síntese das tiossemicarbazidas monoterpênicas: TIO L e TIO C 

 

Modelo molecular: protótipo para novos fármacos ant ifúngicas 

A interação da molécula ativa de um fármaco e a célula fúngica depende de 

fatores relacionados com a sua estrutura química e consequentemente, de suas 

propriedades físico-químicas. Segundo Hansch e Leo (1995), entre as 

propriedades físico-químicas mais importantes para o estabelecimento da 

atividade biológica de fármacos citam-se a distribuição eletrônica, a 

hidrofobicidade e a estereoquímica da molécula. Cada uma destas propriedades 

contribui em maior ou menor intensidade para o estabelecimento de resposta 

biológica. A formulação de novos protótipos com atividade antifúngica pode ser 

determinada a partir de uma molécula líder ou padrão, que é aquela molécula 

comumente descoberta em um material de origem natural, como os metabólitos 

secundários das plantas medicinais. Pela inserção de grupos substituintes na 

molécula padrão é possível obter derivados com maior interesse terapêutico, 
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devido apresentar maior atividade biológica, menor toxicidade ou ainda 

características farmacotécnicas mais adequadas.  

As variações na estrutura de um composto bioativo normalmente resultam 

na modificação da hidrofobicidade da molécula. Como a resposta biológica está 

diretamente relacionada com os mecanismos de absorção, distribuição e atividade 

intrínseca é importante reconhecer que a hidrofobicidade de um fármaco 

determina a extensão e a velocidade de sua absorção e distribuição, a sua 

capacidade de ligação ao sítio receptor, bem como a sua biotransformação e 

excreção. 

O estudo da estereoquímica de novos derivados obtidos através de grupos 

substituintes em uma molécula bioativa é muitas vezes decisivo para a 

compreensão dos mecanismos envolvidos no estabelecimento da atividade 

biológica do fármaco. A teoria da ação dos fármacos se baseia no princípio de 

ajuste entre a estrutura molecular do fármaco e seu receptor, e considera entre 

outras propriedades, a flexibilidade presente nas biomacromoléculas envolvidas. O 

aspecto tridimensional das moléculas governa os princípios de reconhecimento e 

discriminação molecular, sendo a estereoseletividade um importante aspecto no 

desenvolvimento de protótipos para novos fármacoss antifúngicos (Kubinyi, 1995). 

 Modelos de QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships), ou 

relação estrutura-atividade quantitativa vêm sendo progressivamente 

desenvolvidos nos últimos 40 anos, aplicados de forma a descrever 

quantitativamente as relações entre a estrutura química de moléculas e a sua 

atividade biológica. No modelo descrito por Hansch e Leo (1995), após a 

descoberta de uma estrutura líder responsável por uma atividade biológica 



 

desejável, planeja-se novos análogos com as escolhas dos substituintes 

embasado em equações matemáticas simples ou multiparamétricas envolvendo 

correlações entre a atividade biológica e descritores estruturais. A definição destas 

equações, a partir do conjunto de dados experimentais é obtida com o auxílio de 

pacotes computacionais, conhecidos como softwares. Ressalta-se que a 

perspectiva do estudo e desenvolvimento na área de QSAR é bastante ampla, 

especialmente na área de planejamento farmacêutico de novas drogas, porém há 

ainda, muito a ser explorado e desenvolvido (Prado-Prado et al., 2009). 

  

Os fungos e as principais classes de agentes antifú ngicos  

O reino dos fungos é muito diversificado e entre as formas patogênicas ao 

homem, as leveduras que são espécies unicelulares e os fungos filamentosos, que 

são espécies que formam hifas ramificadas e produzem arranjos de esporos, são 

os mais comuns. Em ambos os casos a forma e a integridade do fungo dependem 

principalmente da estrutura da parede celular, o qual executa importantes funções 

de prover proteção e papel na interação dos fungos com o meio ambiente (Latgé, 

2007). A parede da célula fúngica é uma complexa estrutura composta tipicamente 

de quitina, 1,3-β- e 1,6-β-glucano, manose e proteínas, entretanto a composição 

da parede pode variar muito entre as diferentes espécies. A estrutura da parede 

celular é extremamente dinâmica, sofrendo mudança constante durante a divisão 

celular, crescimento e morfogênese.  

A parede celular que inicialmente tem função como uma barreira que 

mantém contato com ambientes hostis ao fungo, se removida ou danificada 



 

promove a morte do mesmo. A parede celular pode apresentar funções 

agressivas, abrigando moléculas hidrolíticas e tóxicas, utilizadas pelo fungo no 

processo de invasão tecidual de organismos hospedeiros (Adams, 2004). 

A membrana celular do fungo é a interface entre a célula fúngica e o 

ambiente, responsável por funções vitais como comunicação, transporte e funções 

catalíticas em escala molecular, promovendo a manutenção da homeostase 

celular. Composta por bicamada fosfolipídica, que dispõe de uma enorme 

variedade de enzimas com atividades específicas. A membrana plasmática é 

composta de aproximadamente metade do seu peso em lipídios e a outra metade 

de proteínas.  

De uma forma geral, a atividade dos agentes antifúngicos empregados na 

clínica médica, está principalmente focada na membrana plasmática e na parede 

celular do fungo. As classes de agentes antifúngicos mais largamente utilizadas 

possuem como alvo específico de ação, a membrana plasmática da célula fúngica. 

Os agentes poliênicos atuam diretamente sobre o ergosterol da membrana 

fúngica, entre estes, destaca-se a anfotericina B, droga destinada aos tratamentos 

de infecções fúngicas sistêmicas. Os azóis, com amplo espectro de utilização, 

impedem a síntese do ergosterol pela inibição da enzima 14-α-lanosterol 

demetilase e as alilaninas inibem a enzima esqualeno epoxidase e interrompem a 

síntese do ergosterol da membrana fúngica.  

A mais nova classe de agentes antifúngicos é o grupo das equinocandinas, 

nas quais a caspofungina, micafungina e anidulafungina inibem a síntese do β 

(1,3) D-glucano, importante componente da parede celular. Diferentes 



 

mecanismos de ação são apresentados pela griseofulvina que interfere na 

formação dos microtúbulos impedindo a mitose, enquanto a flucitosina inibe a 

síntese do DNA (Odds et al., 2003). 

De uma forma geral, os principais agentes antifúngicos estão direta ou 

indiretamente direcionados aos envoltórios celulares, focados na toxicidade 

seletiva sobre a parede celular fúngica, na ação direta sobre o ergosterol ou 

indireta sobre a sua biossíntese.  

 

As infecções fúngicas na atualidade  

A incidência de infecções fúngicas causadas por leveduras e pelos fungos 

filamentosos tem crescido nos últimos 20 anos. O quadro é reflexo do aumento do 

número de pacientes suscetíveis a estas infecções devido à quimioterapia 

intensiva no tratamento do câncer, ao desenvolvimento de transplantes de medula 

óssea e de órgãos, à implantação de técnicas cirúrgicas e procedimentos 

invasivos, aos tratamentos com antibacterianos de largo espectro de ação e à 

epidemia da AIDS (Cuenca-Estrella et al., 2008). Paralelamente ao aumento do 

número de pacientes com maior risco de contrair infecções fúngicas, há também o 

aumento de indivíduos imunologicamente vulneráveis, devido à maior expectativa 

da sobrevida de neonatos e da longevidade dos indivíduos idosos, como resultado 

das tecnologias e avanços na medicina. 

As espécies de Candida permanecem como a quarta maior causa de 

morbidade e mortalidade nas unidades de terapia intensiva (Rueping et al., 2009). 

Os pacientes com candidemia e infecções invasivas por Candida estão 

associados a taxas de mortalidade entre 44 a 71% (Tsai et al., 2008, Bouza & 



 

Muñoz, 2008). Nos últimos 20 anos, a incidência de infecções nosocomiais por 

outras espécies de Candida superou a incidência de C. albicans, sendo a C. 

parapsilosis a espécie mais prevalente (Celebi et al., 2008; Al-Sweih et al;., 2008; 

Chang et al., 2008). Segundo Trofa (2008), as infecções nosocomiais por C. 

parapsilosis, estão especialmente associadas às soluções de hiperalimentação via 

parenteral, dispositivos prostéticos, cateteres e contaminação disseminada nos 

hospitais pelas mãos dos profissionais da saúde. A C. parapsilosis aparece como 

espécie emergente de candidemia neonatal representando entre 22 a 57% dos 

casos de neonatos mantidos para cuidados especiais nas unidades de terapia 

intensiva (Al-Sweih et al., 2008; Celebi et al., 2008), exibindo grande resistência 

aos fármacos antifúngicos (Malafiej et al., 2009).  

Nas últimas décadas, estudos registraram alteração epidemiológica 

relacionada às infecções fúngicas devido ao uso excessivo de drogas antifúngicas. 

O fluconazol tem sido amplamente empregado em tratamentos profiláticos e 

outros agentes antifúngicos são largamente utilizados em terapias empíricas, que 

resultaram no aumento do número de infecções provocadas por fungos 

filamentosos (Malani & Kauffman, 2007).  

Os fungos filamentosos dos gêneros Trichophyton, Epidermophyton e 

Microsporum infectam o tecido queratinizado da pele, o cabelo e as unhas de 

humanos. As infecções são geralmente cutâneas e restritas a camadas 

superficiais, devido à incapacidade do fungo em penetrar tecidos e órgãos de 

indivíduos imunocompetentes. A reação inflamatória de uma infecção por 

dermatófitos pode variar de moderada a severa, e as consequências da reação do 



 

hospedeiro dependem dos produtos metabólicos do fungo, da virulência da cepa, 

da região anatômica comprometida e dos fatores ambientais. 

Os fungos dermatófitos causam geralmente infecções não fatais, porém 

extremamente problemáticas como a tinha pedis (“pé-de-atleta”) e as infecções de 

unha, conhecidas por onicomicoses, de difícil tratamento. Porém muitas outras 

manisfestações clínicas são atribuídas aos dermatófitos, a maioria delas 

conhecidas como tinhas. Dentre as espécies de fungos dermatófitos, as 

pertencentes ao gênero Trichophyton estão entre as mais prevalentes, sendo T. 

rubrum e T. mentagrophytes responsáveis por cerca de 90% das infecções 

causadas por este gênero. A espécie T. mentagrophytes é o principal agente 

etiológico da tinha pedis (Campbell et al., 2004; Loo, 2007; Havlickova et al., 

2008). 

A prevalência global das infecções por fungos dermatófitos é crescente e 

além de serem infecções difíceis de erradicar, ocorre recorrência em mais de 25 a 

40% dos casos (Hay, 2001). 

 

Justificativas para o desenvolvimento de novos fárm acos antifúngicos 

Doenças como câncer e AIDS predominam dentre os interesses que 

buscam novos medicamentos e a cura. Mas, existem também prioridades dadas 

às doenças infecciosas, inclusive as infecções fúngicas. 

A maioria das classes de antifúngicos atualmente disponíveis no mercado 

apresenta uma ou mais limitações, como efeitos colaterais acentuados, estreito 

espectro antifúngico, pouca penetração em certos tecidos e seleção dos fungos 

resistentes. A resistência antifúngica contribui para o aumento na incidência de 



 

infecções fúngicas, principalmente as nosocomiais, e estão associadas ao 

aumento do período de hospitalização, trazendo um grande impacto financeiro e, 

alto risco de morte dos pacientes. 

Há grande interesse no desenvolvimento de novas moléculas bioativas com 

efeito antifúngico visto que existe um número limitado de drogas antifúngicas. É 

difícil encontrar alvos fúngicos apropriados, uma vez que os fungos, como os 

seres humanos, são organismos eucariotos, com processos celulares e 

moleculares semelhantes, que resultam com freqüência em homologia entre os 

genes e proteínas.  

Estudos que leve ao desenvolvimento de novos fármacos, mais seguros, 

mais baratos e que apresente baixa resistência, é alvo de grande interesse no 

combate às doenças provocadas por fungos.  

A exemplo da anfotericina B, droga de escolha no tratamento das infecções 

fúngicas sistêmicas, apresenta várias reações adversas, sendo a nefrotoxicidade 

seu efeito citotóxico mais grave. Outros aspectos como a sua longa meia-vida, 

períodos prolongados de tratamento e baixo nível de eliminação da droga pelo 

organismo tornam a anfotericina B um grande candidato a produzir efeito genotóxico, 

conforme comprovado por Jayanthi e Subramanyam (1995). 

A descoberta de moléculas bioativas com alguma atividade antimicrobiana, 

pode despertar grandes avanços no desenvolvimento de novos fármacos. Uma 

molécula bioativa em combinação com outras substâncias, como fármacos 

empregados na medicina convencional, fitofármacos, produtos semi-sintéticos ou 

totalmente sintéticos podem produzir efeitos terapêuticos desejáveis, como 

mecanismos sinérgicos devido à maior solubilidade e biodisponibilidade de uma 



 

ou ambas as substâncias ativas. Outro especial efeito sinérgico que pode ocorrer 

entre fármacos, é aquele onde um agente pode antagonizar um mecanismo de 

resistência antifúngica (Wagner & Ulrich-Merzenich, 2009). Pesquisas que 

apresentem estes ou outros resultados sinérgicos podem contribuir grandemente 

no combate às infecções fúngicas. Principalmente nos processos provocados 

pelas cepas que, nos últimos anos tem demonstrado maior potencial em causar 

infecções invasivas e de difícil tratamento, relacionadas à população submetida à 

profilaxia antifúngica e terapias empíricas (Malani & Kauffman, 2007, Bouza & 

Muñoz, 2008).  

A associação do conhecimento milenar das propriedades terapêuticas das 

plantas medicinais e o avanço tecnológico, que disponibiliza ferramentas que 

facilitam o isolamento de moléculas bioativas e a comprovação de sua eficácia 

terapêutica, promovem maiores perspectivas na descoberta e consequente 

desenvolvimento de fármacos mais eficazes, que podem apresentar-se como 

produtos puramente naturais ou derivados semi-sintéticos. 



 

OBJETIVOS 

 

 

Objetivo Geral: 

• Avaliar a atividade antifúngica da telimagrandina II isolada da planta Ocotea 

odorifera e derivados semi-sintéticos da tiossemicarbazida.  

 

Objetivos específicos: 

• Verificar os possíveis mecanismos de ação dos compostos sobre os 

fungos. 

• Caracterizar o efeito dos compostos sobre a morfologia e ultraestrutura 

celular dos fungos. 

• Determinar a citotoxicidade e genotocixidade do composto ativo isolado da 

planta O. odorífera. 

• Avaliar a interação da telimagrandina II com outros fármacos antifúngicos 

• Contribuir para a pesquisa no desenvolvimento de fármacos com atividade 

antifúngica 
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ABSTRACT 

Ethnopharmacological relevance: Ocotea odorifera is a medicinal plant, popularly known in 

Brazil as “canela-sassafrás”, and used to treat dermatosis. 

 

Aims of study: This study investigated the antifungal properties of O. odorifera. 

 

Materials and methods: The methanolic extract of O. odorifera was submitted to 

successive chromatographic separation and yielded Tellimagrandin II (TEL). The Candida 

parapsilosis ATCC 22019 strain was used to determine the minimal inhibitory and 

fungicidal concentrations (MIC and MFC), to study the synergistic action with nystatin 

(NYS), amphotericin (AMP), and fluconazole (FLU), and post-treatment morphological 

analysis was done by scanning electron microscopy (SEM). Cytotoxicity in Vero cells and 

genotoxicity by the micronucleus test were assessed. 

 

Results: The TEL structure was proposed based on NMR and comparison with literature 

data and ESI-MSMS analysis. The compound showed potent inhibitory activity against C. 

parapsilosis, with a MIC of 1.6 µM. TEL acted synergistically with NYS, AMP, and FLU, 

and as observed by scanning electron microscopy (SEM), caused morphological 

alterations in the yeast cells. The methanolic extract showed low cytotoxicity in vitro and in 

vivo, and was not mutagenic in mice (p<0.05). 

 

Conclusion: The use of O. odorifera in traditional medicine seems to have a valid basis, in 

view of the antifungal activity of Tellimagrandin II demonstrated in this study, and may 

contribute to potential drug development. 

 



 

Key words: Ellagytannin, Tellimagrandin II, Ocotea odorifera, antifungal activity, Candida 

parapsilosis, genotoxicity. 



 

1. Introduction  

 

In Brazil, the diverse plant fauna is estimated to include 120,000 species. In 

popular culture, strongly influenced by indigenous peoples, many plants are utilised for 

medicinal purposes. The successful and wide utilisation of plant material in medicinal 

infusions and other common homemade preparations, may be associated with the tropical 

climate, which allows the chemical constituents to be distributed in all parts of the plant 

(leaf, flower, fruit, branch, and root), which makes it easy and uncomplicated to prepare 

them in water. This may reflect the polarity of many substances that are involved in 

ethnopharmacologically active compounds, such as tannin, saponin, glycoside, and 

flavonoid glycosides (Mendes and Carlini, 2007). 

The Brazilian tropical climate is ideal for the abundant growth of many plants, and 

also very suitable for many kinds of fungi and bacteria. Accordingly, the majority of plants 

of these habitats contain secondary metabolites to protect themselves against harmful 

microorganisms (Boer et al., 2005), which makes them ideal for research on new 

molecules with antimicrobial activity. 

Ocotea is the largest genus of the family Lauraceae, with nearly 350 species 

occurring in the neotropics, of which 160 are found in Brazil (Baitello, 2001). Some species 

are used in traditional medicine, including Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer, which is 

popularly known by its vernacular names: “sassafrás”, “canela de sassafrás”, “Sassafrás 

do Brasil”, and “Brazilian sassafraz”. Ocotea odorifera was mentioned in the Flora 

Medicinal literature, dating from 1853, by Theodore Peckolt for popular use in dermatoses 

and syphilis, and is used by the Guarani Indians to treat fever and malaria (Peckolt and 

Peckolt, 1853; Souza et al., 2004). 

An example of the obvious necessity for new antimicrobial agents is the species of 

Candida, which are now a major cause of healthcare-related bloodstream and invasive 



 

infections. The frequency of nosocomial bloodstream infections by Candida non-albicans 

species such as C. parapsilosis has risen dramatically in the past decade, mainly in 

immunocompromised patients. The increase in fungal infections is accompanied by 

significant increases in the length of hospital stays and mortality. This situation amply 

justifies the present study to evaluate the antifungal property of dried leaves from O. 

odorifera. 

Traditional medicinal plants have been the source of innumerable phytochemical 

molecules with antimicrobial activity in vitro, but in order to be therapeutically useful, a 

substance must inhibit the infecting microorganism and exhibit greater selective toxicity 

towards it than towards the host cell (Craig, 1998). Contradicting the concept that natural 

substances or homemade medicines are inoffensive to the host, several studies have 

reported plant extracts that are responsible for DNA damage, showing genotoxicity and 

mutagenicity, suggesting that their use must be thoroughly evaluated (Vilar et al., 2008). 

Based on these aspects, we included in this study, the in vitro cytotoxicity assay in the 

Vero cell line, and the micronucleus test, in vivo, with rodent hematopoietic cells, which 

has been widely and frequently used to detect induction of chromosomal aberration. 

 

2. Materials and methods 
 

2.1. General procedure 

 1H and 13C NMR spectroscopic experiments were recorded on a MERCURY PLUS 

spectrometer using deuterated solvent and TMS as the internal standard  Low-resolution 

ESI-MSMS data were acquired in the negative ion mode, using a Micromass Quattro-LC 

instrument equipped with an ESI/APCI Z-spray ion source. CC: silica gel 60 (70—230 and 

230—400 mesh); TLC: silica gel plates F254 (0.5 mm in thickness) (E. Merck, Darmstadt, 

Germany); Sephadex LH-20 (Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). 



 

2.2. Plant material 

 Leaves of O. odorifera (Vell.) Rohwer were collected in Monte Formoso, Minas 

Gerais, Brazil, in January 2005, after 3 sunny days. The leaves were dried in shade, 

identified through morphological analysis, and deposuted (voucher specimen no. HUM 

11,560) in the Herbarium of the State University of Maringá, Maringá, Paraná, Brazil. 

 

2.3. Extraction and isolation procedures 

 Dried leaves of O. odorifera (Vell.) Rohwer (978.2 g) were cut into small pieces and 

placed in a powder mill. Powdered leaves were extracted at room temperature with 

ethanol:water (9:1), under agitation, for 3 days. The hydroalcoholic extract was filtered until 

completely drained of the residue, evaporated under vacuum at 45 oC, and lyophilised. 

The crude extract yielded 162.14 g, and 10.0 g was separated and subjected to column 

chromatography on silica gel (180 g) and eluted in sequence with hexane (1 L), chloroform 

(1 L), chloroform/ethyl acetate (1:1; 2 L), ethyl acetate (2 L), methanol (1 L), and 

methanol/water (9:1; 1 L). This procedure resulted in 6 fractions, which were lyophilised 

and denominated, respectively, F1 (0.11 g), F2 (0.62 g), F3 (0.66 g), F4 (0.53 g), F5 (7.75 

g), and F6 (0.28 g). The crude extract and the six fractions were assayed for antifungal 

activity. The methanolic fraction (F5) showed the strongest antifungal activity; therefore, 

2.03 g of F5 was subjected to column chromatography on Sephadex LH-20 (75 g; ϕ = 21 

mm, Pharmacia) eluted with 10% methanol in water, which yielded 145 sub-fractions.  

 The crude extract obtained from O. odorifera dried leaves, the fractions F1, F2, F3, 

F4, F5, F6, and the 145 sub-fractions obtained from F5 were analysed by preparative TLC, 

using silica gel GF254 as the stationary phase, ethyl acetate:formic acid:water (90:5:5) as 

the mobile phase, and Godin’s reagent as the chromogenic agent (Rocha et al., 1995). 

The 145 sub-fractions were combined according to the subsequent TLC analysis and were 

assayed for antifungal activity. The TCL process allowed us to distinguish a distinct red 



 

spot on the start line on the TLC-plates, starting from fraction F72 until F145, for which the 

MIC assays showed marked antifungal property. 

 The assembled fractions (F72 to F145) were subjected to a Lobar® 240-10 

LiChroprep RP-18 (40-63 µm) (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) eluted with 

methanol:water (1:1). This procedure allowed the isolation of a pure compound (23.4 mg), 

which was identified and its structure established by spectroscopic analysis of 1H, 13C-

NMR, H-H COSY, DEPT, HMQC, HMBC, and ESI MS/MS, and by comparison with 

literature data (Wilkins and Bohm, 1976; Niemetz and Gross, 2003). 

 

2.4. Biological activity 

2.4.1. Strain and growth conditions 

 Candida parapsilosis ATCC 22019 was maintained on Sabouraud dextrose agar. 

Inocula were grown overnight in Sabouraud dextrose broth, at 36 oC. The concentration of 

yeast cells was determined by haemocytometer counts. 

 

2.4.2. Fungal inhibitory activity: 

Minimal inhibitory concentrations (MICs) were determined by at least three 

experiments performed in duplicate, using the broth microdilution procedure, according to 

the recommendations of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI M27-A2, 

2005). The test compounds were dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO), and further 

dilutions were prepared in 0.85% sterile saline. Suspension of 104 yeasts/mL were added 

into each well and cultivated in RPMI 1640 medium (Sigma-Aldrich Chemical Co., 

Missouri, USA, 8.6 g/L), after 48 h incubation, at 36 °C, the minimum inhibitory 

concentration was determined as the lowest concentration of the compound that inhibited 

visible growth of the fungus. 

 



 

2.4.3. Fungicidal activity:  

The minimal fungicidal concentrations (MFCs) of the compounds were obtained by 

a subculture of 10 µL from minimum inhibitory concentration wells, without visible growth, 

placed in Petri dishes containing Dextrose Sabouraud Agar medium. After incubation for 

48 h at 36 °C, the minimum fungicidal concentration was determ ined by the lowest 

concentration without fungus growth. 

 

2.5. Determination of the cytotoxic activity 

 Vero cells were maintained as a monostratified culture on 96-well microtitre plates. 

A suspension of 105 Vero cells/mL was added into each well, in DMEM medium 

supplemented with 5% fetal bovine serum (FBS) (Gibco Invitrogen Corporation, New York, 

USA), and different concentrations of TEL were applied to the cell monolayer in duplicate. 

After 72 h of incubation, at 37 oC with 5% CO2, the cell growth was evaluated by 

sulforhodamine B assay. Dimethyl sulfoxide (DMSO) was used as a negative control. Data 

were calculated as the percentage of inhibition. The concentration of 50% cytotoxicity 

(CC50) was defined as the concentration which reduced the OD530 of treated cells to 50% of 

that of untreated cells (Luize et al., 2006). The results are the means of two determinations 

from three independent experiments. 

 

2.6. Checkerboard microdilution assay 

 The interaction between TEL and the antifungal drugs nystatin (NYS; Cristália, São 

Paulo, Brazil), amphotericin B (AMP; Cristália, São Paulo, Brazil), and fluconazole (FLU; 

Pfizer, São Paulo, Brazil) against the C. parapsilosis strain was tested by a microdilution 

checkerboard technique (Johnson et al., 2004). Serial two-fold dilutions of TEL and the 

antifungals NYS, AMP, and FLU, were prepared on each plate containing a unique 



 

combination of two agents (TEL-NYS, TEL-AMP, and TEL-FLU). The concentrations were 

chosen to encompass the MIC for the C. parapsilosis strain to be tested. The range was 

0.09-6.25 µg/mL for NYS, AMP, and FLU. Microplates were inoculated with 104 yeast 

cells/mL from overnight culture. After 24 h incubation at 36 oC, the plates were examined 

and the fractional inhibitory concentration (FIC) indexes were calculated as follows: FIC 

index = (MIC of TEL in combination)/(MIC of TEL alone) + (MIC of NYS or AMP or FLU in 

combination)/(MIC of NYS or AMP or FLU alone). Synergism and antagonism were 

defined by FIC indexes of ≤ 0.5 and ≥ 4, respectively. A result for the FIC index of >0.5 but 

≤4 was considered indifferent (Odds, 2003). The result was considered final when two 

coincident results were obtained. 

 

2.7. Micronucleus test 

This study was conducted according to international guidelines for testing 

chemicals OECD no. 425 (2001). The methodology was performed as described by 

Schmid (1975), and the experimental protocol was approved by the local Ethics 

Committee (voucher no. 067/2007) of the State University of Maringá. Female Swiss 

albino mice at 8-12 weeks of age were obtained from the Central Animal House of the 

State University of Maringá. The mice were housed in cages, 6 animals per cage at 25 oC, 

12 h light/dark cycle and 30-70% relative humidity. Food (appropriate commercial ration) 

and water were given ad libitum. The animals were maintained for a minimum of 5 days for 

acclimatisation. In order to assess the genotoxicity of F5 in mice, 2,000 mg F5/kg body 

weight (bw) suspended in 1% aqueous DMSO was administered by oral gavage. Three 

groups of 6 animals were treated once orally by gavage at a volume of 10 mL/Kg bw. The 

groups were: animals treated with F5, animals treated with 40 mg/Kg bw of 

cyclosphosphamide (positive control), and animals treated with 1% DMSO (negative 

control). Animals were killed 24 h after treatment, and bone marrow was sampled from 



 

both femora of each animal. The epiphyses were cut off, and the bone marrow was 

flushed out of the diaphysis into Eppendorf tubes, and completed with fetal bovine serum 

(FBS; 37 oC; about 2 mL per femur). After mixing, the suspension was centrifuged at 1,500 

rpm for 5 min, the resulting supernatant was discarded, and the sediment was re-

suspended and dropped onto slides, where smears were prepared, air-dried, and stained 

with May-Grunwald Giemsa solution. Before microscope analysis, the slides were coded 

and the evaluation was blinded. For each animal, 2,000 polychromatic erythrocytes were 

scored and evaluated for the presence of a micronucleus. 

 

2.8. Scanning electron microscopy (SEM): 

Candida parapsilosis was incubated in RPMI 1640 medium for 24 h at 36 °C with 

TEL, at 3.3 µM. A negative control was carried out simultaneously. The tubes were 

centrifuged, and the pellets washed twice with PBS (pH 7.2). The pellets were fixed with 

2.5% glutaraldehyde and placed on cover slips (3 x 3 mm2) treated with poly-L-lysine. The 

cover slips were washed three times in 0.1 mol/L sodium cacodylate buffer and 

dehydrated in a graded ethanol series, critical-point dried, sputter-coated with gold, and 

assessed by means of a scanning electron microscope (Shimadzu SS 550). 

 

3. Results and Discussion 

Ellagitannin is a complex plant polyphenol composed of hexahydroxydiphenyl 

moieties sterified to a sugar. These secondary metabolites have been isolated from fruits, 

leaves, and roots of several plant species, and have been intensively studied for their 

antimicrobial activity (Funatogawa et al., 2004; Puupponen-Pimiã et al., 2005; Reddy et 

al., 2007). In this study, TEL (Fig.1), which belongs to the ellagitannin class, was isolated 

from O. odorifera leaves, after the crude extract and the methanolic extract (F5) showed 

antifungal activity. 



 

The TEL from leaves of O. odorifera was also characterised by the ESI-MSMS in 

the negative ion mode. Mass-spectrometric analysis revealed a molecular anion of TEL at 

m/z 937; this ion eliminated a galloyl group unit, resulting in a product ion of m/z 785, 

which was subsequently fragmented, giving a fragment of m/z 301. The anion m/z 785 

eliminated a second galloyl group, revealing the presence of galloyl-HHDP-glucopyranose 

(m/z 633) as the mass spectra reported by Salminen et al. (1999). 

The MICs of the crude extract and F5 against C. parapsilosis were 12.5 µg/mL, and 

the same value was obtained for both extracts. The purified ellagitannin compound, TEL, 

showed a stronger effect against C. parapsilosis with MIC = 1.5 µg/mL (1.6 µM); however, 

the minimum fungicidal concentration was MFC > 100 µg/mL for all. F5 showed less 

activity against C. albicans ATCC 10231 and C. tropicalis ATCC 28707 (data not shown). 

Ellagitannins are hydrolysable tannins, compounds in which gallic acid is attached 

via an ester bond to a D-glucose core. These compounds are well described because of 

their antimicrobial activity. Several studies have examined their properties. Ellagitannins 

have often been implicated in the durability of woods. According to Scalbert (1992), 

durable eucalyptus and oak heartwoods are rich in hydrolysable tannins, and antifungal 

activity has been reported. The durability of hardwoods such as oaks and chestnuts is 

thought to owe much to the deposition of ellagitannins. Resistance to fungal invasion is 

due to the ability of the tannins to precipitate protein and/or remove metal cofactors 

through their strong affinity for metal ions, acting as a microbial barrier (Mila and Scalbert, 

1996; Helm et al., 1997). 

Berries have received attention recently because of the purported health benefits in 

juices and other foods (jelly, fresh and frozen fruit), and they are also rich in hydrolysable 

tannins. Ellagitannins and their antimicrobial properties are well documented to act against 

human intestinal pathogens, inhibiting the growth of species of Salmonella, Escherichia, 

Staphylococcus, Helicobacter, Bacillus, Clostridium, and Campylobacter, and also against 



 

C. albicans (Puupponen-Pimiä et al., 2005; Noynek et al., 2006; Alakomi et al., 2007; 

Hager et al., 2008). Funatogawa and cols. (2004) examined and demonstrated the 

antibacterial action of several hydrolysable tannins derived from medicinal plants against 

Helicobacter pylori, and reported MICs ranging from 6.2 to 12.5 µg/mL by TEL. 

A survey of the literature revealed that TEL has been isolated from several plant 

species (Dong et al., 1998; Leu et al., 2002; Niemetz, 2003; Shimoda et al., 2008). 

Different activities have been reported, including antitumour activity tested in mice 

(Miyamoto et al., 1993) and potent anticoagulant activity by significantly prolonging the 

clotting of rabbit plasma (Dong et al., 1998). In the present study, TEL has been isolated 

for the first time from O. odorifera, the medicinal plant popularly known in Brazil as 

“canela-sassafrás”, and its antifungal property has been demonstrated. 

In our study, TEL showed significant inhibition of C. parapsilosis with MICTEL of 1.6 

µM. For the same strain, the inhibition detected with NYS and AMP showed MICNYS of 0.8 

µM and MICAMP of 0.4 µM, respectively. On the other hand, TEL showed a better value of 

MIC than FLU, which had MICFLU of 10.2 µM. 

Over the last few years, the incidence of C. albicans has declined in proportion to 

that of non-albicans strains, predominantly C. parapsilosis (Celebi et al., 2008; Trofa et al., 

2008; Anunnatsiri et al., 2009), which show a higher level of drug resistance (Malafiej et 

al., 2009). The drug resistance of Candida strains and special conditions of patients 

(tertiary, neonatal, oncology, HIV, transplant) have stimulated the study of interactive 

effects between antifungal drugs, which are often indicated to obtain better therapeutic 

efficacy. A checkerboard microdilution assay performed between TEL combined with NYS, 

AMP, and FLU against C. parapsilosis resulted in synergic effects of all the combinations. 

The FIC indexes were 0.30, 0.28, and 0.38, for TEL-NYS, TEL-AMP, and TEL-FLU, 

respectively. The isobolograms (Fig. 2) showed Tellimagrandin II acting synergistically in 



 

vitro with a common antifungal, and these results led us to perform cytotoxicity and 

genotoxicity assays. 

In our study, the methanolic extract F5 showed low cytotoxicity to Vero cells in 

vitro, with a CC50 of 51 µg/mL. The toxicity for Vero cells and the activity against the yeasts 

were compared by using the selectivity index (SI) ratio (CC50 for Vero cells/MIC for C. 

parapsilosis). A value greater than 1 is considered more selective for activity against 

yeasts, and a value less than 1 is considered more selective for activity against Vero cells 

(Tiuman et al., 2005). TEL was more selective against the yeasts than the mammalian 

cells, with an SI ratio of 4.1. In another study, Funatogawa (2004) demonstrated that 

several hydrolysable tannins, including TEL, isolated from different medicinal plants were 

all non-cytotoxic when tested in vitro against human gastric cancer MKN-28 cells. 

The results of the in vivo genotoxicity test demonstrated that the O. odorifera F5 

methanolic extract is not mutagenic under the micronucleus test experimental conditions 

(Table 1). Negative and positive controls were included in the test and produced the 

expected results, demonstrating the validity of the assay. 

SEM observation (Fig. 3) confirmed the antifungal activity of TEL, revealing clear 

morphological alterations of the yeast (C). Damage and loss of integrity of the C. 

parapsilosis cell wall were observed (D), after treatment with TEL at a concentration of 3.2 

µM on Sabouraud dextrose broth, for 24 h, at 36 oC. 

 

Conclusion 

Based on the potential of traditional medicine, O. odorifera was the target of our 

study, and the discovery of potent activity against C. parapsilosis illustrated the value of 

ethnopharmacological investigations. Tellimagrandin II was isolated for the first time from 

O. odorifera, and merits further investigation because of its interesting synergistic action in 

combination with FLU, NYS, and AMP, and the demonstrated morphological alterations of 



 

yeast cells. The methanolic extract F5 displayed low cytotoxicity, selective activity against 

yeasts over mammalian cells, and has no genotoxic potential. Once more, an 

ethnopharmacological study has provided a baseline leading to potential drug 

development. 
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Table 1. Incidence of micronucleus (MNs) in mouse bone marrow 24 h after treatment by 
gavage 

Treatment Number 
 of animals 

MNs/2000 
erythrocytes 

Individual animal 
data 

Group 
mean 
(±SD) 

 
F5 O.odorifera extract 
(2000 mg Kg-1 bw) 
 

 
6 

 
2,5,4,2,3,1 

 
2.8*(±1.5) 

Cyclophosphamide (40 mg Kg-1 

bw) 
Positive control  
 

6 34,24,24,27,23,30 27.0(±4.3) 

DMSO (1%) 
Negative control 
 

6 1,1,4,3,2,4 2.5(±1.4) 

*P < 0.05 (Kruskal-Wallis ANOVA) significantly different from positive control 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

FIGURE 1 

 

                   

 

 

 

 

 

 

 

 



 

FIGURE 2 

 



 

FIGURE 3 

 

 



 

Legends for Figures 

Figure 1.  Chemical structure of Tellimagrandin II 

 

Figure 2. Synergistic inhibition of C. parapsilosis strain by TEL-AMP, TEL-NYS, and TEL-

FLU combinations analysed by isobologram 

 

Figure 3 . Scanning-electron microscopy of C. parapsilosis cultured for 24 h, at 36 

ºC: (A-B) Control, (C-D) treatment with Tellimagrandin I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 

CAPÍTULO III 

Conclusões 

 

A planta Ocotea odorifera possui atividade antifúngica que justifica a sua 

utilização na medicina tradicional no tratamento das dermatoses: 

 

• A fração metanólica F5 obtido de folhas da planta O. odorifera apresentou 

atividade antifúngica com a CIM de 12,5 µg/mL, contra cepa de C. 

parapsilosis. 

• A substância pura isolada a partir da fração F5 e identificada como 

telimagrandin II por técnicas espectrais, apresentou maior atividade 

antifúngica contra C. parapsilosis com CIM de 1,5 µg/mL. 

• O telimagrandin II apresentou atividade sinergística em combinação com os 

antifúngicos nistatina, anfotericina e fluconazol.  

• O teste de citotoxicidade in vitro realizado com a fração F5 apresentou 

maior índice de seletividade pela célula fúngica que pelas células dos 

mamíferos. 

• A fração F5 testada in vivo não apresentou atividade genotóxica. 

• Pela microscopia eletrônica de varredura foram observadas alterações 

morfológicas em células leveduriformes tratadas com TEL. 

 



 

Os derivados semi-sintéticos obtidos pela combinação da molécula 

tiossemicabazida de origem sintética, com os compostos naturais canfeno e 

limoneno, resultaram em aumento da atividade antifúngica:  

 

• Os derivados semi-sintéticos TIO C e TIO L apresentaram maior atividade 

antifúngica contra fungos dermatófitos T. mentagrophytes, com CIM de 55 

µmol/L e 110 µmol/L, respectivamente. 

• Os derivados TIO C e TIO L apresentam moléculas com maiores 

características hidrofóbicas.  

•  Pela microscopia eletrônica de varredura foi observada inibição do 

crescimento do T. mentagrophytes após tratamento com TIO C em 

concentração CIM.  

• Alterações morfológicas foram observadas nas hifas de T. mentagrophytes 

cultivadas em fragmentos de unhas, após exposição dos esporos ao TIO C 

em concentração de 55 µmol/L e 110 µmol/L. 

• O composto TIO C não tem afinidade pelo ergosterol.  

• O provável mecanismo de ação do composto TIO C parece estar 

relacionado com a parede celular do fungo, visto que após tratamento com 

TIO C e exposição ao calcofluor observou-se diminuição da fluorescência 

da parede celular na microscopia ótica. 

 

A descoberta de novas moléculas bioativas para o desenvolvimento de 

fármacos com a eficiência desejada, pode ser obtida a partir do conhecimento 



 

popular das propriedades das plantas medicinais, tal qual a O. odorifera, 

popularmente conhecida como “canela-sassafrás” e utilizada na medicina 

tradicional no tratamento de dermatoses. O sucesso no isolamento da molécula 

telimagrandina II está diretamente correlacionada ao conhecimento popular que 

direcionou a pesquisa científica para a descoberta do produto natural com eficaz 

atividade antifúngica, que explica a utilização da planta no tratamento das 

dermatoses.  

Produtos sintéticos e produtos naturais com moderada atividade biológica 

podem tornar-se fonte de derivados semi-sintéticos com desejáveis atividades 

biológicas, como mostrado através da combinação das moléculas 

tiossemicarbazida, canfeno e limoneno, que originou o derivado semi-sintético TIO 

C com atividade antifúngica potencializada. 

Os compostos telimagrandina II e TIO C podem no futuro servir de base 

para o desenvolvimento de novos fármacos antifúngicos. 



 

PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

A descoberta de novas moléculas bioativas por si só representa um passo 

importante no desenvolvimento de novas drogas. Porém, da molécula ativa à 

comercialização do medicamento, há um desafio científico que vem de encontro 

com as necessidades clínicas do ponto de vista social e de saúde pública, além da 

necessidade de apoio das entidades de fomento para a realização das pesquisas 

científicas básicas. 

Visando a continuidade do trabalho até então realizado, existem 

perspectivas de estudos mais amplos da atividade das moléculas telimagrandina II 

e TIO C frente a outros micro-organismos como os protozoários, bactérias, vírus e 

outras espécies de fungos.  

A elucidação completa do mecanismo de ação, assim como a 

complementação dos testes de toxicidade e genotoxicidade, estudos in vivo de um 

modelo de infecção experimental e estudos farmacodinâmicos se fazem 

necessários. Para a realização de tais pesquisas, projetos em colaboração com 

diferentes grupos de pesquisas podem ser desenvolvidos, visto que há grandes 

necessidades clínicas e um longo caminho a percorrer até obtenção de novas 

drogas que ofereçam eficácia e segurança. 



 

ANEXO I 

RESULTADOS COMPLEMENTARES 

 

1. Estudos estruturais por MS/MS  

A substância com atividade antifúngica obtida de folhas da O. odorifera foi 

caracterizada por ESI-MSMS no modo negativo, após dissolução da substância 

em MeOH/H2O (3:1, v:v), por infusão direta. O equipamento utilizado foi um 

sistema quadrupolo tandem Waters Quattro Premier XE, com fonte de 

electrospay (ESI). 

No primeiro espectro obtido (Figura 1) a análise espectrométrica de massa no 

modo negativo permite observar o íon quasimolecular [M-H] m/z 937 que é 

referente à substância de massa 938 Da, que coincide com a massa do tanino 

hidrolisável telimagrandina II (Figura 2) pertencente ao subgrupo dos elagitaninos. 
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Figura 1. Espectro de massas no modo negativo da substância 

   



 

 

 

          

Figura 2. Estrutura química da telimagrandina II, m/z 938 

 

Na Figura 1 é possível verificar no espectro a presença da série m/z 633, 

785 e 937 que se diferenciam pelo número de resíduos de ácido gálico, que 

corresponde a 152 unidades de massas. 

O estudo da fragmentação da série de íons m/z 633, 785 e 937 foi realizado 

em um experimento de íons fragmento demonstrado no espectro da Figura 3. 

Na Figura 3 pode ser observada a presença de vários fragmentos em 

comum, que reforça a suposição de substâncias similares, com alteração somente 

no número de resíduos de ácido gálico. 

Na Figura 4 as estruturas dos fragmentos gerados a partir do íon m/z 785 

(ESI-), se mostram de acordo com a estrutura proposta da telimagrandina II com 

resíduos de ácido gálico a menos. 

 



 

m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

%

0

100

%

0

100

%

0

100

TANNINS_080304_FSNEG_DG936A  4 (0.107) Daughters of 937ES- 
8.47e4301.4

169.4 275.5249.5

937.4

465.2313.4
419.1 767.2615.2598.9 784.8

TANNINS_080304_FSNEG_DG784  52 (1.396) Daughters of 785ES- 
1.10e5301.4

275.4249.5
169.2

785.0

483.5419.4313.5 633.2615.0

TANNINS_080304_FSNEG_DG632  1 (0.018) Daughters of 633ES- 
7.97e4301.5

275.4249.5

169.2
633.5

 

Figura 3. Espectros de MS/MS de íons fragmento dos íons de m/z 937, 785 e 633 (ESI-) 
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Figura 4. Estruturas químicas dos fragmentos gerados a partir do íon de m/z 785 



 

Estudo dos íons precursores (íons pais) do íon m/z 301 no modo negativo 

pode ser analisado pelo espectro demonstrado a seguir (Figura 5). 
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Figura 5. Espectro de MS/MS de íons precursores do íon m/z 301 (ESI-) 

 

A substância telimagrandina II isolada das folhas da planta O. odorifera foi 

caracterizada por ESI-MSMS no modo negativo. A análise do espectro de massas 

revelou um ânion de massa molecular 937. Este íon ao eliminar um resíduo de 

ácido gálico, resulta em um fragmento de massa molecular 785, o qual 

subsequentemente fragmentado gera fragmento de massa molecular 301. O ânion 

de peso molecular 785 ao eliminar uma segundo resíduo de ácido gálico, revela a 

presença do fragmento de peso molecular 633, previamente descrito na literatura 

por Salminen et al. (1999).  

 

 



 

2. Alterações morfológicas e ultraestruturais de C. parapsilosis, C. 

tropicalis e C. albicans  tratadas com TEL e F5  

As leveduras são fungos típicos que possuem a mesma estrutura 

subcelular que os animais superiores. A parede celular existente na célula 

fúngica, única estrutura que diferencia da célula animal, está situada na 

superfície externa da célula e possui um importante papel no transporte de 

materiais para dentro e fora da célula fúngica. Representa a primeira linha 

de defesa do fungo sendo também o primeiro alvo dos agentes 

quimioterápicos (Osumi, 1998). 

Microscopias eletrônicas foram realizadas de cepas de C. 

parapsilosis, C. tropicalis e C. albicans, após cultivo e tratamento com 

extrato metanólico F5 de folhas da planta O. odorifera e do composto 

isolado telimagrandina II. 

As Figuras 1 e 2 mostram formas leveduriformes de C. parapsilosis 

cultivadas em caldo Sabouraud dextrose, durante 24 h, a 36 °C e tratadas 

com tellimagrandina 3,2 µM. As imagens foram processadas por 

microscopia eletrônica de transmissão, após as formas leveduriformes do 

controle e as leveduras tratadas serem lavadas em PBS, fixadas em 

glutaraldeído 25% em solução tampão de cacodilato de sódio 0,1 M. Após a 

fixação e lavagem com solução de cacodilato de sódio 0,1 M, foram pós-

fixadas por 1 h com tetróxido de ósmio 1%, acrescentado de ferrocianeto de 

potássio 0,8% e cloreto de cálcio 5 mM. Após lavagem, as células foram 

desidratadas em acetona e incluídas em resina de Spurr. Cortes ultrafinos 



 

foram realizados por um ultramicrótomo Reichter Ultracut E, corados com 

acetato de uranila e observados no microscópio eletrônico de transmissão 

Zeiss CEM-900. 

As Figuras 1A e 1C mostram leveduras não tratadas, e apresentam 

parede celular íntegra e conteúdo citoplasmático preservado, enquanto em 

1B observa-se regiões da parede celular mais espessa e outras partes 

delgadas. Em 1D e 1E a parede celular apresenta espessamento, com 

visível formação de parede celular secundária em 1F. A parede celular 

secundária é uma resposta à degradação da parede celular do fungo, onde 

algumas células desenvolvem uma estratégia não usual de formação da 

parede celular secundária abaixo da parede original. A parede secundária é 

mais grossa que a parede primária, entretanto esta não protege a célula da 

lise por apresentar-se composta de material amorfo (Farkas et al., 2009). 

Brotamentos defeituosos, indicados com asteriscos, são também 

observados em 1D, 1E e 1F. 

Através de microscopia eletrônica de varredura (Figura 2) pode-se 

observar formas preservadas de C. parapsilosis em 2A (controle) e grandes 

alterações morfológicas após tratamento com telimagrandina II 3,2 µM em 

2B, e em 2C o asterisco indica grande massa extracelular de possível 

extravasamento de material citoplasmático, que deve ser decorrente de 

rupturas da parede celular, tal qual observado por microscopia eletrônica de 

transmissão em 2D. Material extracelular pode ser evidenciado em 2E, cuja 

célula apresenta-se praticamente sem conteúdo intracelular. 



 

 



 

Figura 1. Microscopia eletrônica de transmissão de C. parapsilosis
cultivada em RPMI 1640, durante 24 h, 36 °C. (A,C) Controles. (B,D,E,F)
Leveduras tratadas com tellimagrandina II 3,2 µM. Alterações na
ultraestrutura da célula fúngica: em (B) setas indicam alterações na
parede celular com regiões espessas e regiões delgadas. (D), (E) e (F)
Conteúdo celular alterado, setas duplas indicam espessamento da
parede celular e os asteriscos indicam brotamentos defeituosos. Em (F)
observa-se a formação de parede celular secundária (setas simples),
que sugere uma estratégia da célula fúngica para tentar sobreviver em
situaçõesadversas. Barras= 1 µm (Aumento 20.000X)
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E F

*
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Figura 2. C. parapsilosis cultivada em
RPMI 1640 durante 24 h, 36 °C. (A-C)
Microscopia eletrônica de varredura e
(D e E) microscopia eletrônica de
transmissão. (A) Controle. (B-E)
Tratamento com tellilagrandina II 3,2
µg/mL. Em (B) as células
leveduriformes apresentam
morfologia bastante alterada. Na
figura (C) o asterisco em branco
indica massa extracelular de possível
extravasamento de material

citoplasmático da célula fúngica que pode ser embasado na microscopia
eletrônica de transmissão em (D) que apresenta rupturas na parede celular e em
(E) cuja célula está praticamente sem conteúdo intracelular com presença
externa de material amorfo indicado pelas setas. Barra = 1 µm.

A B

C D

E

*



 

 A microscopia eletrônica de varredura de C. tropicalis (Figura 3) tratadas 

com telimagrandina 3,2 µM apresentou leveduras murchas e enrugadas (3C, 3D e 

3E), com material intracelular sendo expelido para fora da célula fúngica em 3F e 

3G. Enquanto as C. albicans tratadas (Figura 4) com a fração metanólica F5 da 

planta O. odorifera em concentração de 25 µg/mL apresentaram a formação de 

grosseiras vesículas na superfície da célula (4C-F) e material intracelular sendo 

expelido para fora da célula em 4C e 4D. 

As diferentes espécies de Candida apresentaram diferentes alterações 

morfológicas frente ao tratamento com composto e a fração metanólica obtidos a 

partir da planta O. odorifera, que pode justificar as diferenças frente às CIMs, 

porém necessita futuros estudos para melhor compreensão destas atividades. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

 



 

 



 

3. Estrutura Otimizada do TIO C e TIO L 

As três tiossemicarbazidas avaliadas possuem como diferença estrutural o 

substituinte em N-4, sendo para o TIO o hidrogênio, para o TIO L o limonemo e 

para o TIO C o canfeno. O limonemo e o canfeno pertencem à mesma classe dos 

monoterpenos, são compostos altamente hidrofóbicos e a sua incorporação no 

núcleo tiossemicarbazida tende a mudar este parâmetro. 

 Os resultados obtidos na atividade antifúngica destes compostos 

demonstram que a tiossemicarbazida não substituída (TIO) não apresenta 

atividade sobre o fungo, enquanto o TIO L e o TIO C são ativos. Isto pode ser 

atribuído ao maior caráter hidrofóbico do TIO L e do TIO C, onde um aumento da 

lipofilicidade do composto permite que a droga ultrapasse a membrana liposa do 

fungo, se tornando mais ativa (Maccione et al., 2002; Maccione et al., 2003). 

 A resposta biológica produzida por compostos bioativos está diretamente 

relacionada com os mecanismos de absorção, distribuição e atividade intrínseca. 

Os processos de absorção e distribuição destes compostos são regulados 

basicamente pela sua hidrofobicidade, uma vez que é necessário que se 

dissolvam e atravessem as membranas biológicas que formam os tecidos e 

sistemas multi-compartimentados dos seres vivos, até que alcancem seus 

respectivos sítios de ação (Peng et al., 2005). 

 A diferença nos valores de CIM e CFM para os derivados TIO L e TIO C 

provavelmente está associado à topologia da unidade terpênica e a fatores 

estéricos, cujas geometrias dos compostos foram otimizadas pelo método semi-

empírico PM3 utilizando o software Gaussian 03W (Frisch et al, 2003) e podem 

ser observadas na Figura 5.  
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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