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RESUMO

O presente trabalho descreve a identificacdo de ligantes naturais da enzima apirase
de batata, os quais podem ser potenciais substancias esquistossomicidas, por meio
da ultrafitracdo (UF) acoplada a CLUE-ESI-QTOF-EM. Avaliou-se também a
atividade esquistossomicida in vitro e in vivo de extratos vegetais selecionados e
substancias isoladas. Primeiramente, a cardamonina, substéncia com atividade
esquistossomicida in vitro e com potencial de inibicdo da atividade das ATP
difosfohidrolases, foi avaliada frente a sua atividade esquistossomicida in vivo e
utilizada para selecionar as condic6es de incubacdo para a técnica de UF. Em
seguida alguns extratos produzidos foram incubados com a apirase de batata e
submetidos a UF acoplada a CLUE-ESI-QTOF-EM. Os picos cromatograficos dos
ligantes da apirase foram selecionados para posterior fracionamento dos extratos
vegetais e isolamento e purificacdo destas substancias ligantes. As substancias
isoladas foram avaliadas frente a enzima apirase de batata e em ensaios
esquistossomicidas in vitro e in vivo. Os resultados deste estudo demonstram que a
cardamonina possui capacidade de se ligar e inibir a atividade enzimética da apirase
de batata, apresentando ICsp de 49 uM. Além disso, em modelo murino, a
cardamonina (400mg/kg) foi capaz de reduzir em 46,81% o numero total de vermes
recuperados e 62,44% o numero de ovos imaturos. Como resultado dos ensaios de
UF acoplada a CLUE-ESI-QTOF-EM, o screening de amostras para selecao de
potenciais ligantes e inibidores da enzima apirase de batata resultou na sele¢céo de 3
extratos vegetais das espécies Ruta graveolens L. (Rutaceae), Acmella oleracea L.
(Asteraceae) e Centela erecta L. (Apiaceae). Destes extratos isolaram-se os ligantes
arborinina, espilantol e asiaticosideo, respectivamente. Em relacdo a atividade
enzimatica, quando avaliados a 25 uM, a arborinina, o espilantol e o asiaticosideo
foram capazes de inibir a enzima em 31,32%, 77,29% e 33,23%, respectivamente.
No estudo esquistossomicida in vitro a fracdo Rg-F4, oriunda do extrato de R.
graveolens, e o extrato de A. oleracea, causaram a morte de todos o0s parasitos apos
24h e 48h de incubacdo. O extrato de C. erecta (100 pg/mL) causou a morte
somente dos vermes machos, enquanto as fémeas tiveram apenas peguena
reducdo da atividade motora, apés 24h de incubacgdo, sendo todos os parasitos
mortos apos 48 h de incubacéo. O espilantol (100 yM) causou a morte de todos o0s

parasitos apos 24 h de incubacdo. Ja o asiaticosideo (400mg/kg), quando avaliado



Nno ensaio esquistossomicida in vivo, foi capaz de reduzir em 65,43% o0 namero de
vermes recuperados e, em 67,87% o numero de ovos por grama de fezes. Os
resultados obtidos neste estudo com a cardamonina sugerem que a apirase pode
ser utilizada como molécula alvo em estudos de triagem para encontrar ligantes e
possiveis inibidores das ATP difosfohidrolases de S. mansoni, a partir de extratos
vegetais. Além disso, torna-se importante estudos adicionais para a investigacao da
atividade esquistossomicida in vivo da arborinina e do espilantol.

Palavras-chave: Ultrafiltragdo. CLUE-ESI-QTOF-EM. Apirase. Produtos Naturais.
Esquistossomose.



ABSTRACT

The present work describes the identification of natural potato apyrase ligands, which
may be potential schistosomicidal substances, through the ultrafiltration (UF) coupled
with CLUE-ESI-QTOF-EM. In addition, in vitro and in vivo schistosomicidal activity of
selected plant extracts and isolated substances were evaluated. Firstly, cardamonin,
a substance with in vitro schistosomicidal and with potential to inhibit the activity of
ATP diphosphohydrolases, was evaluated in the in vivo schistosomicidal assay and
used to select the incubation conditions for the UF technique. Then some extracts
produced were incubated with potato apyrase and submitted to UF coupled with
CLUE-ESI-QTOF-EM. The chromatographic peaks of the ligands of apyrase were
selected for further fractionation of the plant extracts and isolation and purification of
these ligand substances. The isolated substances were evaluated in the potato
apyrase inhibition activities assays, as well as in vitro and in vivo schistosomicidal
assays. The results this study showed that the cardamonin binds and inhibits the
potato apyrase enzymatic activity, with ICso of 49 uM. In addition, in a mouse model
of schistosomiasis, cardamonin (400mg/kg) was able to reduce the total number of
worms recovered in 46.81% and the number of immature eggs in 62.44%. As a result
of the UF coupled with CLUE-ESI-QTOF-EM, the screening of samples for the
selection of potential ligands and inhibitors of the potato apyrase enzyme resulted in
the selection of 3 plant extracts of the species Ruta graveolens L. (Rutaceae),
Acmella oleracea L. (Asteraceae) and Centela erecta L. (Apiaceae). From these
extracts we isolate the ligands arborinine, spilanthol and asiaticoside, respectively.
Regarding the enzymatic activity, when evaluated at 25 uM, arborinine, spilanthol
and asiaticoside, were able to inhibit the enzyme by 31.32%, 77.29% and 33.23%,
respectively. In the in vitro schistosomicidal assay, the Rg-F4 fraction from R.
graveolens extract and the A. oleracea extract caused the death of all parasites after
24h and 48h of incubation. C. erecta extract (100 uyg/mL) caused only the death of
male worms, while females had only a small reduction in motor activity after 24h of
incubation, and all parasites were killed after 48h of incubation. Spilanthol (100 uM)
caused the death all parasites after 24h of incubation. Asiaticoside (400mg/kg), when
evaluated in the in vivo schistosomicide assay, was able to reduce in 65.43% the
number of worms recovered and and 67.87% the number of eggs per gram of feces.

The results obtained in this study with cardamonin suggest that apyrase may be used



as a target molecule in screening studies to find S. mansoni ATP
diphosphohydrolases ligands and possible inhibitors, from herbal extracts. In
addition, further studies to investigate are important to investigate the in vivo

schistosomicidal activity of arborinine and spilanthol.

Keywords: Ultrafiltration. CLUE-ESI-QTOF-EM. Apyrase. Natural Products.

Schistosomiasis.
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1 CONSIDERACOES GERAIS

O presente trabalho esta estruturado em seis capitulos. No primeiro capitulo
estdo descritos as caracteristicas e importancia de uma familia de enzimas
conhecidas como NTPDases, especialmente as enzimas ATP difosfohidrolases
presentes em Schistosoma mansoni. O capitulo 2 se dedica a investigar a influéncia
da cardamonina na atividade enzimatica da apirase de batata, assim como a sua
atividade esquistossomicida in vivo. Tendo em vista que h& evidéncias cientificas da
atividade esquistossomicida in vitro da cardamonina, assim como atividade inibitoria
das ATP difosfohidrolases de S. mansoni, investigou-se se haveria também inibicdo
da apirase de batata (enzima homodloga das ATP difosfohidrolases) e atividade
esquistossomicida in vivo da cardamonina.

Considerando os resultados obtidos no capitulo anterior, no capitulo 3
descreve-se a utilizagdo da cardamonina para padronizar alguns parametros da
técnica de ultrafiltracdo acoplada a cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada
a espectrometria de massas (CLUE-EM), e assim utilizar essa técnica para selecao
de ligantes naturais da apirase de batata. Como resultado selecionou-se 3 extratos
vegetais, 0s quais apresentaram ligantes da apirase de batata e, portanto, potenciais
substancias esquistossomicidas.

Os capitulos 4, 5 e 6 foram destinados a cada extrato vegetal selecionado
anteriormente. Nestes capitulos estdo descritos a caracterizacdo quimica por CLUE-
ESI-QTOF-EM de cada extrato vegetal, bem como o processo de fracionamento
cromatografico para isolamento e identificacdo estrutural das substancias ligantes da
enzima apirase de batata. Ensaios enziméaticos frente a apirase de batata para cada
substancia foi realizado e também investigou-se a atividade esquistossomicida in

vitro e in vivo destas substancias.
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2 CARACTERISTICAS E IMPORTANCIA DAS NTPDases

As NTPDases sdo uma familia de enzimas que possuem importante papel na
controle de diversas funcdes biolégicas em varios organismos (De CARVALHO et
al., 2019a).

Dessa forma, esse capitulo se dedica a descrever as caracteristicas e
importancia dessa familia de enzima, com enfoque nas enzimas presentes em

Schistosoma mansoni, conhecidas como ATP difosfohidrolases.
2.1 FAMILIA DA NTPDases

Nucleotideos extracelulares como trifosfato de adenosina (ATP), difosfato de
adenosina (ADP), trifosfato de uridina (UTP) e difosfato de uridina (UDP), podem
atuar em uma variedade de receptores de nucleotideos, chamados receptores P2,
0s quais sao controlados por enzimas conhecidas como ectonucleotidases (DOU et
al., 2018). As ectonucleotidases compreendem um grupo de familias de enzimas
que participam da hidrolise extracelular de nucleotideos, podendo estar localizadas
na superficie celular, sollveis no meio intersticial ou nos fluidos corporais
(KNOWLES et al., 2011).

As ectonucleotidases sdo divididas em quatro familias (Figura 1): as
nucleosideo trifosfato  difosfohidrolases (NTPDases), as ectonucleotideo
pirofosfatase/fosfodiasterases (E-NPPs), as fosfatases alcalinas (APs) e as 5’ ecto-
nucleotidases (E-5'NT), possuindo ampla distribuicdo tecidual (Al-RASHIDA et al.,
2014; KNOWLES et al., 2011).

Figura 1 - As quatro familias das ectonucleotidases
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Phosphatases Nucleotidase

COOH NH,
COOH
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. coon M NH,
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NTPDase2 NTPDase§ NPP2 (= tissue non-
NTPDase3 NPP3 specific)
NTPDase4 Placental
Intestinal
Germ-cell

E-NTPDases E-NPPs

NH,

Fonte: Adaptado de ZIMMERMAN et al. (2001).
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Em relacdo a familia das NTPDases (EC 3.6.1.5), estas sdo enzimas
nucleotideo-especificas e hidrolisam nucleotideo di- e trifosfatados (ADP e ATP) em
nucleosideo monofosfatados como produto final da hidrélise. Além disso, sua
atividade catalitica € dependente de concentracées milimolares de ions divalentes
como célcio e magnésio (ZIMMERMANN et al., 2012).

Diferentes isoformas de NTPDases foram localizadas e caracterizadas em
uma variada gama de organismos e, todos os membros dessa familia de proteinas,
apresentam em sua estrutura cinco regiées comuns, chamadas regifes conservadas
de aminoacidos (ACRs), as quais conferem a este grupo de enzimas uma identidade
estando envolvidas na atividade catalitica da enzima (FARIA-PINTO et al., 2004,
FARIA-PINTO et al., 2008; HANDA, GUIDOTTI, 1996; VASCONCELOS et al., 1996).
Essa familia diferencia-se das outras fosfohidrolases por possuirem elevada
atividade, ampla especificidade de substrato, extensa exigéncia de cation bivalente e
serem insensiveis aos inibidores classicos de outras ATPases do tipo F, P e V
(HANDA, GUIDOTTI, 1996).

Em relacdo a nomenclatura, essa familia de proteinas ndo possui uma
uniformidade aceita para todos os membros que a compdem, 0S quais Ssao
classificados pela ordem de descoberta e pelas propriedades cataliticas (ROBSON
et al., 2006; VASCONCELOS et al., 2009). Podem ser denominadas NTPDases em
mamiferos, ATP difosfohidrolases, NTPases ou ATPDases em parasitos e apirases
em plantas (HANDA, GUIDOTTI, 1996; KNOWLES, 2011; VASCONCELOS et al.,
2009).

2.2 NTPDases EM MAMIFEROS

Em células de mamiferos, as NTPDases compreendem oito isoformas, que se
diferenciam na localizagcdo celular e especificidade do substrato (BAQI, 2015).
Quatro das NTPDases séo tipicamente localizadas na superficie celular com um sitio
catalitico extracelular [NTPDasel (CD39), NTPDase2 (CD39L1), NTPDase3
(CD39L3) e NTPDase8 (CD39L4)] (BAQI, 2015; KNOWLES et al., 2011). Por outro
lado, as isoformas NTPDases 4, 5, 6 e 7 estdo localizadas no meio intracelular,
sendo que as NTPDases 5 e 6 também apresentam formas secretadas (KNOWLES
et al., 2011; ROBSON et al., 2006).
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Em relacdo a especificidade do substrato, todas essas enzimas hidrolisam
nucleotideos trifosfatados, incluindo o ATP e UTP, porém as taxas de hidrolise dos
nucleosideos difosfatados variam consideravelmente entre os subtipos (ROBSON et
al., 2006). A NTPDase 1 hidrolisa tri e difosfatos de adenosina em monofosfato, e a
hidrélise de ATP a AMP (monofosfato de adenosina) pela NTPDase 1 prossegue
com acumulo minimo de ADP transitério. No entanto, embora a NTPDase 2 também
tenha uma forte preferéncia pelo ATP, a hidrolise do ATP ao AMP ocorre com
acumulo de quantidades significativas de ADP. NTPDase 3 e 8 sao funcionais
intermediarios entre NTPDase 1 e 2, mostrando uma preferéncia de 2 a 3 vezes
para trifosfatos de nucleosideos. E as NTPDase 4, 5, 6 e 7 estdo principalmente
associadas a organelas intracelulares e hidrolisam preferencialmente nucleosideos
tri- e difosfatos baseados em nao adenosina (Al-RASHIDA et al., 2014; BAQI, 2015).

As NTPDases desempenham um papel importante no controle de funcdes
biolégicas, como tromborregulacdo, manutencdo do ténus vascular, neurogénese,
neurotransmissdo e regulacdo das funcbes celulares imunes de muitos tipos de
células, incluindo células dendriticas, linfocitos, neutréfilos, mondécitos, e macrofagos
(DIAS et al.,, 2017). Dentre essas isoformas, a mais amplamente estudada é a
NTPDase 1, também conhecida como CD39. Esta enzima foi o primeiro membro de
NTPDase clonado e sequenciado em mamiferos e foi caracterizada como um
marcador de ativacdo de linfécitos, expressado em células natural killer, mondcitos,
células dendriticas, e subtipos de células T ativadas, possuindo amplo papel na
resposta imune celular (ZIMMERMANN et al., 2012).

2.3 APIRASES EM PLANTAS

Nas plantas, as NTPDases conhecidas como apirases tém sido identificadas
em varias espécies, incluindo as espécies de Pisum sativum (HSIEH et al., 1996),
Solanum tuberosum (HANDA, GUIDOTTI, 1996), Arabidopsis thaliana (ROBERTS et
al., 1999) e Dolichos biflorus (ETZLER et al., 1999). Estudos mostram que nas
plantas as apirases podem ser uma proteina citosdlica, nuclear ou associada a
membrana, exibindo varios papéis funcionais, como resposta a estimulos tateis,
nutricdo com fosfato, germinacdo do podlen, biossintese de amido e nodulacdo
radicular (HANDA, GUIDOTTI, 1996; KETTLUN et al., 2005; STEINEBRUNNER et
al., 2000).
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A apirase de batata (S. tuberosum) foi o primeiro membro da familia das E-
NTPDases purificada (TRAVERSO-CORI et al., 1965). Além disso, teve seu gene
clonado e os aminoacidos da regidao N-terminal sequenciados (HANDA, GUIDOTTI,
1996; VASCONCELOS et al., 1996). A clonagem desses genes e a analise de sua
sequéncia permitiu a descoberta das cinco ACRs e mostrou a homologia dessa
enzima com outras proteinas similares de protozoérios, plantas, leveduras e a CD39
humana (FARIA-PINTO et al., 2004; KNOWLES, 2011; VASCONCELOS et al.,
2009).

Dessa forma, a apirase de batata possui alto potencial como ferramenta em
estudos de monitoramento da atividade ATP&sica, ADPa&sica e ensaios de inibicao
enzimatica in vitro. Também possui grande utilidade em ensaios in vivo, como
avaliacdo de ativacdo plaquetaria e processos inflamatorios através da ativacéo de

receptores purinérgicos especificos (VASCONCELOS et al., 2009).

2.4 ATP DIFOSFOHIDROLASES, NTPases OU ATPDases EM PARASITOS

As ATP difosfohidrolases também tém sido caracterizadas em varias espécies
de parasitos, incluindo Toxoplasma gondii, Leishmania sp, Entamoeba sp,
Trichomonas sp, Crithidia sp, Giardia sp, Trypanosoma sp, Taenia sp e Schistosoma
mansoni (BERMUDES et al., 1994; COIMBRA et al., 2002; De AGUIAR et al., 2001;
Dos PASSOS LEMOS et al., 2002; GUEVARA-FLORES et al., 2008; SANSOM et al.,
2007; SANSOM et al., 2008; VASCONCELOS et al., 1993).

Trabalho recentemente publicado pelo nosso grupo de pesquisa aborda de
forma mais abrangente o0s principais aspectos da localizacdo e funcdo dessas
enzimas em Varios parasitos, além de reunir varios dados cientificos a respeito das
recentes descobertas de inibidores naturais e sintéticos das ATP difosfohidrolases
em parasitos (De CARVALHO et al., 2019a).

Em relacdo a importancia das ATP difosfohidrolases para os parasitos,
estudos evidenciam que essas enzimas atuam como um mecanismo de protecao
contra o organismo do hospedeiro em condicbes que envolvem o ATP ou ADP,
como, por exemplo, as respostas imunes e ativacdo plaquetaria (BHARDWAJ,
SKELLY, 2009; COIMBRA et al., 2002; DA'DARA et al, 2014; DA'DARA,
BHARDWAJ, SKELLY, 2014; VASCONCELOS et al., 1996).
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Além de atuarem como um mecanismo de defesa, varios trabalhos sugerem
que a atividade das ATP difosfohidrolases em parasitos também se relaciona com a
infectividade e viruléncia. Essa hipétese foi claramente evidenciada em estudos com
T. gondii e T. cruzi (BISAGGIO et al., 2003; NAAKAR et al., 1999; SANTOS et al.,
2009). Naakar e colaboradores (1999) mostraram que a reducao da expressdo das
ATP difosfohidrolases inibe a proliferacéo in vitro de T. gondii (NAAKAR et al., 1999).
De maneira semelhante, Santos e colaboradores (2009) verificaram que inibidores
das ATP difosfohidrolases foram capazes de prejudicar a infectividade in vitro dos
tripomastigotas de T. cruzi (SANTOS et al., 2009). E em outro estudo observou-se
que a atividade das ATP difosfohidrolases de T. cruzi é cerca de 20 vezes maior em
tripomastigotas, formas infecciosas, quando comparadas com epimastigotas nao
infecciosas (BISAGGIO et al., 2003).

Estudo recentemente publicado investigou os efeitos do isetionato de
pentamidina na atividade fosfohidrolitica do homogeneizado de promastigotas de L.
infantum e na enzima NTPDasel, isolada desta preparacdo. Essa substancia
antileishmanial, na concentracdo de 100 pM, promoveu reducdo de 60% da
atividade fosfohidrolitica do preparado de promastigotas e, ainda, na concentracao
de 10 pM, inibiu 74% e 35% das atividades ATPase e ADPase, respectivamente, da
enzima isolada (NTPDasel) (MAIA et al., 2019).

Diante desse cenario, as ATP difosfohidrolases tém sido consideradas alvos
terapéuticos importantes para o desenvolvimento de novos medicamentos
antiparasitarios (ALEIXO DE CARVALHO et al., 2015, CASTRO et al., 2015; HAYAT
et al., 2019; MAIA et al., 2019; VIJAYAMAHANTESH, VIJAYALAXMI, 2019).

Entre os parasitos em gque a ATP difosfohidrolase possui grande importancia,
destaca-se 0 Schistosoma mansoni. Neste sentido, estudos tém demonstrado a
semelhanca estrutural entre as ATP difosfohidrolases de S. mansoni e a apirase de
batata (FARIA-PINTO et al., 2008; MAIA et al., 2011).

2.5 ATP DIFOSFOHIDROLASES DE S. mansoni E SUA HOMOLOGIA COM A
APIRASE DE BATATA

A esquistossomose, causada por parasitos do género Schistosoma, € uma
Doenca Negligenciada que afeta milhdes de pessoas no mundo, principalmente no

Brasil. A doenca € endémica em 78 paises, infectando mais de 200 milhdes de
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individuos, com um numero estimado de 700 milhdes de pessoas em risco de
infeccdo (WHO, 2019). Caracterizada clinicamente por dor abdominal, diarréia,
hipertenséo portal, anemia e fibrose hepatica e intestinal cronica (GRYSEELS et al.,
2006).

O Schistosoma mansoni, um dos principais causadores da esquistossomose,
pertence a classe Trematoda e familia Schistosomatidae, apresentando-se como
vermes delgados e dioicos que se alimentam do sangue do hospedeiro, chegando a
consumir até 300 mil hemacias por hora. No corpo do hospedeiro, esses parasitos
sdo geralmente encontrados acasalados, estando a fémea alocada no canal
ginecoforo do macho, podendo ser habitualmente encontrados nos vasos
mesentéricos, no sistema porta e, ainda, nos pulmdes, baco, pancreas e bexiga
(GRYSEELS, STRICKLAND, 2012; SILVA, 2018; SOUZA et al., 2011). O S. mansoni
possui varios mecanismos que interferem no funcionamento normal do sistema
imunolégico do hospedeiro a fim de favorecer sua sobrevivéncia por varios anos na
vasculatura mesentérica humana (GRYSEELS et al., 2006; VASCONCELOS et al.,
1996).

Neste sentido, varios estudos sugerem que as ATP difosfohidrolases estao
envolvidas neste escape do sistema imunolégico do hospedeiro (BHARDWAJ,
SKELLY, 2009; DA’'DARA et al., 2014; DA'DARA, BHARDWAJ, SKELLY, 2014; De
MARCO et al., 2003; FARIA-PINTO et al., 2004; VASCONCELOS et al., 1996). As
ATP difosfohidrolases de S. mansoni (EC 3.6.1.5), também conhecidas como
apirases ou SmATPDases, sdo ecto-enzimas localizadas na superficie tegumentar
externa de S. mansoni, que hidrolizam uma variedade de nucleosideos tri- e
difosfatados aos correspondentes nucleosideos monofosfatados (BHARDWAJ,
SKELLY, 2009; DA’'DARA et al., 2014; DA'DARA, BHARDWAJ, SKELLY, 2014; De
MARCO et al., 2003; VASCONCELOS et al., 1996).

Estas proteinas tém sido envolvidas em diversos processos bioquimicos do
parasito, os quais incluem a participacdo de ATP e ADP e estdo diretamente
relacionados a habilidade do parasito em escapar da resposta imune do hospedeiro,
garantindo a mobilidade do parasito dentro dos vasos sanguineos e sua
sobrevivéncia, durante longos periodos, dentro do hospedeiro (DA’'DARA,
BHARDWAJ, SKELLY, 2014; FARIA-PINTO et al., 2004).

Além disso, como os vermes adultos de S. mansoni sdo incapazes de

sintetizar purinas, a hidrolise de ATP pelas ATP difosfohidrolases auxilia na
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sobrevivéncia do verme, uma vez que garante nucleotideos para a sintese de acidos
nucléicos do parasito (DA'DARA, BHARDWAJ, SKELLY, 2014). Ainda, 0s vermes ao
percorrerem 0S vasos sanguineos, provocam estresse local, desencadeando uma
série de respostas imunoldgicas no hospedeiro, iniciadas pela liberacdo de ATP, o
que desencadeia uma agregacdo plaquetaria, a qual € um empecilho a
sobrevivéncia do parasito. Assim, a lise de ATP e ADP pelas ATP difosfohidrolases
de S. mansoni pode estar relacionada com inibicdo da resposta imune do
hospedeiro sobre os parasitos, uma vez que os subprodutos dessa lise (AMP) nao
provocam a agregacao plaquetaria em torno dos mesmos (DA'DARA et al., 2014).

Em S. mansoni, duas enzimas ATP difosfohidrolases diferentes foram
descritas, a SmATPDasel, localizada na superficie do tegumento e a SmATPDase?2,
localizada na estrutura interna do sincicio. A SmATPDasel € responsavel pela
quebra de ATP em ADP e ADP em AMP. Os parasitos machos possuem um nivel
relativamente elevado de expressdo de SmATPDasel, o que pode ser explicado
como um mecanismo para ajudar a manter um ambiente anti-inflamatério e
antitrombdtico em torno dele e, consequentemente, em torno do parceiro feminino
devido a presenca constante deste ultimo no canal ginecoforo (DA’DARA et al.,
2014).

Figura 2 - Catabolismo exdgeno do ATP nos vermes de S. mansoni.
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Fonte: Adaptado de DA’'DARA et al. (2014).
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Desta forma, a inibicdo das ATP difosfohidrolases de S. mansoni é
considerada uma nova e importante estratégia terapéutica no tratamento da
esquistossomose (DA'DARA et al., 2014).

Contudo, a obtencdo destas enzimas, ATP difosfohidrolases, a partir do
tegumento de S. mansoni, através de técnicas de isolamento, é bastante complexa e
critica, tendo em vista a necessidade de grande quantidade de vermes e também de
animais de experimentacdo. Além disso, ha o fato destas enzimas serem proteinas
de membrana e, assim, possuirem baixo rendimento durante o0s processos de
obtencao a partir dos parasitos (FARIA-PINTO et al., 2008).

Assim, a possibilidade de se utilizar proteinas homdlogas, de obtencdo mais
simples e com rendimentos maiores, pode ser uma alternativa para selecionar
moléculas com afinidade para SmATPDases. Neste sentido, varios trabalhos tém
demonstrado a homologia entre as ATP difosfohidrolases de S. mansoni
(SmATPDase 1 e 2) e a apirase de batata (ATPase de batata) (FARIA-PINTO et al.,
2004; FARIA-PINTO et al., 2008; MAIA et al., 2011; VASCONCELOS et al., 1996).

Nestes trabalhos a homologia entre as ATP difosfohidrolases de S. mansoni e
a apirase de batata tem sido evidenciada por meio de ensaios de imunoreatividade
cruzada, ensaios de imunoprecipitacdo e microscopia confocal e fluorescéncia e,
ainda com anticorpos contra isoformas da apirase da batata (S. tuberosum) (FARIA-
PINTO et al, 2004; FARIA-PINTO et al, 2008; PENIDO et al, 2007;
VASCONCELOS et al., 1996). Além disso, estudos de modelagem computacional
comparativa entre a apirase de batata e ATP difosfohidrolases de S. mansoni
mostraram que ambas apresentam dominios ricos em epitopos para reconhecimento
de células B e que a apirase da batata apresenta homologia estrutural entre as
isoformas 1 e 2 de S. mansoni (FARIA-PINTO et al., 2008).

Paralelamente, foi realizado um estudo comparativo in silico entre as
sequéncias de aminoacidos dos dominios B de NTPDases de plantas e de diversos
organismos de linhagens filogeneticamente distintas, e foram detectados altos
indices de identidade e similaridade entre eles (MAIA et al., 2011). O percentual de
identidade entre a apirase e a SmATPDasel € de 28,57% e entre a apirase e a
SmATPDase2 é de 25,23% (BLAST®). Segundo Filho e Alencastro (2003) quando
ha um grau de identidade, entre as estruturas primarias das proteinas comparadas,

igual ou superior a cerca de 25%, existe grande probabilidade de que estas
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proteinas tenham estruturas tridimensionais semelhantes e, ainda pode-se construir
um modelo para a proteina-problema (FILHO, ALENCASTRO, 2003).

A literatura descreve ainda que algumas substancias esquistossomicidas
foram capazes de promover tanto a inibicdo da atividade hidrolitica da apirase de
batata, quanto das isoformas presentes no tegumento do verme adulto. Estes
resultados também mostraram uma similaridade de sitios ativos entre a apirase da
batata e as isoformas de ATP difosfohidrolases de S. mansoni (PENIDO et al.,
2007).

Todos estes trabalhos sugerem fortemente que o dominio B da apirase de
plantas (como a apirase de batata) e das NTPDases de parasitos (como
SmATPDasel e 2 de S. mansoni), membros da mesma familia de proteinas, foi
conservado evolutivamente, tendo como possivel funcdo a imunomodulacdo da
resposta imune de hospedeiros contra a infeccdo parasitaria (FARIA-PINTO et al.,
2004; FARIA-PINTO et al., 2008; MAIA et al., 2011; VASCONCELOS et al., 2009).

Considerando as enzimas ATP difosfohidrolases de S. mansoni como alvo
terapéutico e os produtos naturais como fonte de descoberta de novos farmacos
esquistossomicidas, alguns trabalhos tém demonstrado a inibicdo desta enzima por
substancias de origem natural. Neste contexto, Martins e coloboradores (2000)

maxima (~75%) da atividade ATPasica a 300 yM (MARTINS et al., 2000).

Figura 3 - Estrutura quimica da tapsigargina.

Thapsigargina

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Através de estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa pode-se
evidenciar que algumas substancias naturais foram capazes de promover a inibicao
da atividade hidrolitica de ATPases de S. mansoni (ALEIXO DE CARVALHO et al.,
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2015; CASTRO et al., 2015). A licoflavona A, uma flavona isolada a partir das raizes
de Glycyrrhiza inflata (Fabaceae), apresentou resultados significativos de inibicao
tanto da atividade SmATPasica (ICsp= 23,78 puM), quanto da SmADPasica (ICsp-
31,50 uM) (ALEIXO DE CARVALHO et al., 2015). Outro inibidor natural encontrado
para a enzima foi a cardamonina, uma chalcona isolada das inflorescéncias de Piper
aduncum (Piperaceae). Em estudos in vitro da inibicdo da atividade ATPasica,
utilizando homogenato de vermes adultos de S. mansoni, evidenciaram que a
cardamonina foi capaz de inibir a atividade SmATPasica de forma eficiente, com ICsg
de 23,54 pM (CASTRO et al., 2015).

Assim, com base nesses estudos que evidenciam a homologia entre a apirase
e as ATP difosfohidrolases, o presente trabalho prop8e a possibilidade de utilizar a
apirase de batata em ensaios de triagem a fim de selecionar possiveis inibidores das
SmATPDases de S. mansoni a partir de amostras complexas como extratos
vegetais. Tendo em vista a importancia da descoberta desses novos inibidores das
SmATPDases, tecnologias que possam ampliar a interacdo entre a quimica e a
farmacologia podem também ser de grande sucesso neste processo de
descobrimento. Entre as técnicas que podem ser empregadas para a identificacéo
de novas substancias naturais ativas, estd a Ultrafiltracdo (UF), a qual pode ser
acoplada a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a detector de arranjo
de diodos (CLAE-DAD) e/ou a Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a

espectrometria de massas (CLUE-EM).
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3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA FRENTE A APIRASE DE
BATATA E ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA IN VIVO DA
CARDAMONINA

Tendo em vista que ha evidéncias cientificas da atividade esquistossomicida
in vitro da cardamonina, assim como atividade inibitoria das ATP difosfohidrolases
de S. mansoni, este capitulo se destinou a investigacdo da influéncia da
cardamonina na atividade enzimatica da apirase de batata (enzima homéloga das

ATP difosfohidrolases), assim como a sua atividade esquistossomicida in vivo.

3.1 ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose, conhecida popularmente como barriga d’agua, é uma
doenca cronica causada pelo trematédeo digenético do género Schistosoma
(Schistosomatidae). Entre as espécies de Schistosoma que podem infectar o ser
humano, como S. mansoni; S. japonicum; S. mekongi; S. haematobium e S.
intercalatum, somente a espécie S. mansoni se adaptou no Brasil, provavelmente
devido a presenca de moluscos do género Biomphalaria, os quais atuam como
hospedeiros intermediarios (SANOGO et al., 2018).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a esquistossomose afeta,
em todo o mundo, cerca de 200 milhdes de pessoas, sendo que aproximadamente
20 milhdes tem consequéncias severas da doenca (WHO, 2019). A ocorréncia desta
doenca é tipica de paises pobres ou em desenvolvimento, 0s quais contam com
recursos reduzidos para investimento em saneamento basico (MCMANUS et al.,
2018). Esta parasitose estd distribuida em 78 paises dos continentes africano,
asiatico e americano e cerca de 700 milhdes de pessoas estdo expostas ao risco de
contrair uma das esquistossomoses (GBD, 2015; WHO, 2019).

No Brasil, a area endémica abrange 19 estados (especialmente o Estado de
Minas Gerais), com aproximadamente 42 milhdes de habitantes expostos a
contaminacdo. Em 2017, foram registrados um total 4.498 casos confirmados e
notificados de esquistossomose, sendo 2.907 casos na regidao sudeste e 1.371
casos na regido nordeste (BRASIL, 2017). Em Minas Gerais, a esquistossomose tem
ocorréncia em 517 dos 853 municipios, sendo a regido Leste do estado com maior
numero de casos da doenca (BRASIL, 2011).
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O S. mansoni adulto é um helminto delgado e longo, que possui como
caracteristica primordial o marcado dimorfismo sexual (Figura 4) (SANOGO et al.,
2018). Os machos sdo menores (cerca de 1 cm), esbranquicados e apresentam
tegumento recoberto por minusculos espinhos e tubérculos. Enquanto as fémeas
sao maiores (1,5 cm), mais escuras e com tegumento liso. No sentido longitudinal
dos corpos dos machos existem duas dobras laterais que formam uma cavidade
central chamada de canal ginecoforo, cuja finalidade é albergar e fecundar as
fémeas (PEREIRA et al., 2013). No corpo do hospedeiro, esses parasitos sao
geralmente encontrados acasalados nos vasos mesentéricos, no sistema porta-

hepatico (GRYSEELS, STRICKLAND, 2012).

Figura 4 - Microscopia eletrdnica de varredura de vermes macho e fémea de S. mansoni.
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Fonte: Adaptado de CHEVILLON et al. (2012).

O Schistosoma possui ciclo de vida heteroxénico, alternando entre as fases
sexuadas e assexuadas, e tendo a necessidade de mais de um hospedeiro para que
o ciclo se complete. E, no hospedeiro definitivo, que o parasito alcanca sua forma
adulta, ocorrendo a copula, em que a fémea sera entdo fecundada. Apds a
fecundacao, as fémeas migram contra a corrente sanguinea e iniciam a postura dos
ovos na submucosa da parede intestinal do hospedeiro. Em aproximadamente seis
dias, os ovos tornam-se maduros, contendo a larva miracidio ja formada. Em até 20
dias, chegam a luz intestinal, podendo ser eliminados pelo hospedeiro através do
bolo fecal que, ao alcancarem a 4gua doce de rios, podem contaminar 0 ambiente.

Condicdes ideais, como altas temperaturas, luminosidade e boa oxigenacdo das
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aguas, facilitam a ecloséo da larva miracidio dos ovos que irdo infectar os caramujos
(COLLEY et al., 2014; GRYSEELS et al., 2006; GRYSEELS, STRICKLAND, 2012).
No interior dos caramujos, as larvas transformam-se em esporocistos
primarios que, ao se multiplicarem através da poliembrionia, dardo origem as
cercarias por reproducdo assexuada ap6s 3 a 5 semanas (GRYSEELS,
STRICKLAND, 2012). As cercarias liberam-se dos caramujos e penetram ativamente
na pele do ser humano (hospedeiro definitivo) durante o contato com aguas
contaminadas. Uma vez no sistema porta hepatico, desenvolvem-se em machos e
fémeas, amadurecem, acasalam-se e migram para veias mesentéricas inferiores,
onde ocorrerd a oviposicdo. Os primeiros ovos serdo eliminados pelo hospedeiro
definitivo 40 dias apos a infeccdo (Figura 5), completando, assim, o ciclo do parasito
(COLLEY etal., 2014; GRYSEELS et al., 2006; GRYSEELS, STRICKLAND, 2012).

Figura 5 - Ciclo biolégico da espécie S. mansoni.
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Fonte: Adaptado de CVE (2005).

Uma caracteristica marcante dos vermes adultos de S. mansoni &€ o

tegumento que lhe serve de revestimento, nutricdo, evasdo imune, modulacéo,
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excrecdo, osmorregulacéo, recepcao sensorial e transducéo de sinais (MORAES,
2012). Devido a importancia do tegumento, pesquisadores tem se dedicado ao
estudo protedmico da superficie tegumentar dos parasitos adultos e como descrito
no capitulo 1, varios estudos demonstram a purificacdo e caracterizacado da enzima
ATP difosfohidrolase, presente na superficie externa do tegumento de S. mansoni
(DA'DARA et al., 2014; De MARCO et al., 2003; VASCONCELOS et al., 1996).

Tendo em vista a importancia do ADP no processo de ativacdo plaquetaria,
tem sido proposto que a enzima ATP difosfohidrolase poderia participar do
mecanismo de escape do parasito a resposta do hospedeiro mediante clivagem do
ATP ou ADP, os quais poderiam ser liberados por plaquetas ativadas ou linfocitos T
citotoxicos (FARIA-PINTO et al., 2004, FARIA-PINTO et al., 2008).

Em relacdo ao tratamento desta parasitose, o Praziquantel (PZQ) é o unico
farmaco utilizado atualmente no controle da esquistossomose em todo o mundo. E
comercializado na forma racémica, mas somente o enantibmero R € a forma ativa
(Figura 6). O PZQ é seguro, acessivel e eficaz contra a espécie de S. mansoni. No
entanto, seu uso generalizado para tratamento em massa aumentou a possibilidade
da selecao de parasitos resistentes ao PZQ. Além disso, esse farmaco ndo possui
acdo sobre os estagios larvarios desse parasita e, portanto, é incapaz de fornecer a
eliminacao total da infeccdo ou prevenir a re-infeccéo (CIOLI et al., 2014; LAGO et
al., 2018).

Figura 6 - Estrutura quimica do enantidbmero R do Praziquantel.

N 0]
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(R) - Praziquantel

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Neste contexto, ha enorme necessidade de desenvolvimento de pesquisas
para a descoberta de novos e efetivos farmacos para cura da esquistossomose.

Assim, aliado a confirmagéo da existéncia de linhagens de Schistosoma resistentes
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(CIOLI et al., 2014) ao agente esquistossomicida supracitado, juntamente com a
importancia da enzima ATP difosfohidrolase (ALEIXO DE CARVALHO et al., 2015;
BHARDWAJ, SKELLY, 2009; CASTRO et al., 2015; DA'DARA et al., 2014;
DA'DARA, BHARDWAJ, SKELLY, 2014; VASCONCELOS et al., 1996), a descoberta
de inibidores das ATP difosfohidrolases de S. mansoni pode contribuir para o
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da esquistossomose, sendo
a inibicdo dessa classe de enzimas um dos possiveis mecanismos de acdo das

substancias esquistossomicidas.

3.2 PRODUTOS NATURAIS COM ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA

O uso de extratos de plantas para o tratamento de algumas doencas
parasitarias humanas e veterinarias tem sido descrito desde tempos antigos. Desde
entdo, tém sido investigadas a composicdo quimica e a atividade biolégica de muitas
plantas, na tentativa de se descobrir preparacfes vegetais ou substancias ativas
naturais que possam ser utilizadas no desenvolvimento de novos farmacos
antiparasitarios (DE CARVALHO et al.,, 2017; DE CASTRO et al., 2013). Como
exemplo, temos a artemisinina (Figura 7), uma lactona sesquiterpénica encontrada
em Artemisia annua L. (Asteraceae), com atividade antimalarica. Outro exemplo de
substéancia isolada de plantas que possui atividade antiparasitaria € a quinina (Figura
7) (ABDIN et al., 2003; De CARVALHO et al., 2017).

Segundo Lago e colaboradores (2018), no inicio dos anos 80 os produtos
naturais com atividade esquistossomicida comecaram a ser explorados e, desde
entdo, tem havido um interesse crescente da comunidade cientifica em relagcédo a
pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos esquistossomicidas (LAGO et al.,
2018).

Figura 7 - Exemplos de substancias naturais com atividade antiparasitéaria.
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Fonte: Adaptado De CARVALHO et al. (2017).
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A maioria dos trabalhos descritos sobre a atividade esquistossomicida de
preparacdes brutas de vegetais é focada em estudos de triagem in vitro frente a
diferentes estdgios de vida do Schistosoma, principalmente cercérias,
esquistossébmulos e vermes adultos. Varios trabalhos, evidenciando a atividade de
extratos brutos e preparacdes vegetais, de diferentes espécies de plantas, tem sido
avaliados frente ao Schistosoma (De ALMEIDA et al., 2016; De CARVALHO et al.,
2017; DE CASTRO et al., 2013; DIAS et al., 2017; GODINHO et al., 2014).

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa também tem se dedicado a
avaliar varios produtos naturais, como extratos vegetais e 6leos essenciais, frente ao
S. mansoni. Como exemplo, podemos citar os estudos in vitro com Artemisia
absinthium L., Tanacetum sp, Glycyrrhiza inflata Bat., Piper aduncum L. e Arctium
lappa L. (ALEIXO de CARVALHO et al., 2015; CASTRO et al., 2015; De ALMEIDA
et al., 2016; De SOUZA et al., 2017; DIAS et al., 2017; GODINHO et al., 2014).

Além disso, alguns desses potenciais extratos vegetais que apresentaram
atividade esquistossomicida, foram submetidos ao fracionamento cromatografico no
intuito de isolar e identificar as substancias ativas promissoras presentes nestes
extratos (De ALMEIDA et al., 2016; DIAS et al., 2017; GODINHO et al., 2014; MELO
et al., 2015).

3.3 PRODUTOS NATURAIS COMO INIBIDORES DAS ATP
DIFOSFOHIDROLASES

Dos varios extratos vegetais submetidos ao processo de fracionamento
cromatografico cabe destacar o extrato de G. inflata, do qual isolou-se duas
substancias com expressiva atividade esquistossomicida in vitro. A licochalcona A
(Figura 8) foi capaz de matar vermes fémeas e machos, apés 24 h, com ICso de 9,12
e 9,52 uM, respectivamente. Além disso, essa substancia reduziu o numero total de
ovos, afetando seu desenvolvimento, e provocou mudancgas drasticas no tegumento
de vermes adultos de S. mansoni, além de alteracdo mitocondrial e condensacéo de
cromatina (De SOUZA et al., 2017).

De maneira semelhante, a licoflavona B (Figura 8) (25 a 100 uM), também
isolada das raizes de G. inflata, causou 100% de mortalidade dos vermes adultos de
S. mansoni, assim como reducédo da oviposi¢éo e alteracdes tegumentares (ALEIXO
de CARVALHO et al., 2015).
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Outro extrato vegetal que merece destaque € o de P. aduncum L, do qual,
através de fracionamento bioguiado, levou a identificacdo da cardamonina como
substéancia ativa (CASTRO et al., 2015). A cardamonina (Figura 8) (25, 50 e 100 uM)
causou 100% de mortalidade, alteracdes tegumentares, reducdo da oviposicado e
alteracdo da atividade motora de todos os vermes adultos de S. mansoni, sem afetar
as células dos mamiferos. A microscopia confocal de varredura a laser mostrou
também alteragcbes morfologicas tegumentares e no numero de tubérculos de

vermes de S. mansoni de maneira dependente da dose (CASTRO et al., 2015).

Figura 8 - Exemplos de substéncias naturais com atividade inibitéria das ATP difosfohidrolases.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

A partir desses resultados, nosso grupo de pesquisa também investigou o
possivel mecanismo de acdo de algumas substéncias ativas, com o0 objetivo de
encontrar novos alvos terapéuticos que podem ser explorados para o
desenvolvimento de novos farmacos esquistossomicidas. Dentre esses alvos estao
as ATP difosfohidrolases de S. mansoni (ALEIXO de CARVALHO et al.,, 2015;
CASTRO et al., 2015; PEREIRA et al., 2018).

Em relacdo a licoflavona B e a cardamonina, ambas foram submetidas a
estudos in vitro da inibicdo da atividade ATPasica, utilizando homogenato de vermes
adultos de S. mansoni. A licoflavona B apresentou resultados significativos de
inibicdo tanto da atividade SmATP&sica (ICs= 23,78 uM), quanto da SmADPasica
(ICs0= 31,50 uM) (ALEIXO de CARVALHO et al., 2015).
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A cardamonina também se mostrou bastante eficiente, com ICsq de 23,54 uM
(CASTRO et al., 2015). Aléem disso, estudos de acoplamento molecular revelaram
que a cardamonina interage com a ligacdo de nucleotideos da SmATPDase 1,
sendo a natureza das interacdes SmATPDase 1l-cardamonina, principalmente por
ligacBes hidrofdbicas e de hidrogénio (CASTRO et al., 2015).

Esses estudos sugerem que a atividade esquistossomicida dessas
substancias, em especial a cardamonina, pode estar relacionada a inibicdo

enziméatica das enzimas ATP difosfohidrolases de S. mansoni.

3.4 CARDAMONINA E SUA POTENCIAL ATIVIDADE FRENTE AS ATP
DIFOSFOHIDROLASES E APIRASE

Como descrito anteriormente, varios trabalhos tém demonstrado a homologia
entre as ATP difosfohidrolases de S. mansoni (SmATPDase 1 e 2) e a apirase de
batata (FARIA-PINTO et al., 2004; FARIA-PINTO et al.,, 2008; MAIA et al., 2011;
VASCONCELOS et al., 1996). Além disso, ha relatos na literatura de substancias
esquistossomicidas que promoveram inibicdo da atividade hidrolitica da apirase de
batata e também das isoformas presentes no tegumento do verme adulto de S.
mansoni (PENIDO et al., 2007).

A cardamonina, substancia com atividade esquistossomicida in vitro
evidenciada, demonstrou potencial inibitério das ATP difosfohidrolases de S.
mansoni, porém sua atividade inibitéria da enzima apirase ainda nao foi avaliada
(CASTRO et al., 2015).

Considerando o alto potencial da utilizagdo da apirase de batata como
ferramenta em estudos de monitoramento da atividade ATP&sica, ADPésica e
ensaios de inibicdo enzimética in vitro, bem como sua homologia com diversas
enzimas parasitarias, inclusive as enzimas de S. mansoni, torna-se importante a
avaliacdo da atividade de inibicAo enzimatica da apirase de batata pela
cardamonina.

Muitos esforcos tém sido feitos no sentido de evidenciar a homologia
existente entre a apirase de batata e as ATPs difosfohidrolases, porém ndo ha
relatos na literatura demonstrando que substancias com atividade inibitoria dessas

enzimas apresentam também atividade esquistossomicida in vivo.
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Dessa forma, tendo em vista 0 potencial esquistossomicida da cardamonina,
essa substancia foi selecionada para realizacdo deste presente estudo, ja que além
do carédcter inédito da avaliacdo da atividade esquistossomicida in vivo dessa
substancia, o conhecimento do seu potencial inibitério de enzimas presentes no
tegumento de S. mansoni podem servir de parametro para encontrar novas
substancias esquistossomicidas, utilizando para isso a apirase de batata, a qual
possui homologia com as ATP difosfohidrolases de S. mansoni.
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3.5 OBJETIVOS

O presente capitulo teve como objetivo geral avaliar a atividade enzimatica

frente & apirase de batata e atividade esquistossomicida in vivo da cardamonina.

Para esses propésitos, os objetivos especificos foram:

Obter o extrato bruto diclorometénico das partes aéreas de Piper aduncum;

Realizar o isolamento, purificacdo e identificacdo da cardamonina a partir do
extrato bruto de P. aduncum;

Avaliar a atividade enzimatica da enzima apirase de batata frente a

cardamonina;

Realizar estudos de docking molecular da cardamonina frente a apirase de

batata e as ATP difosfohidrolases de S. mansoni;

Avaliar a atividade esquistossomicida in vivo da cardamonina.
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3.6 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos deste capitulo foram realizados nos laboratérios: Nucleo de
Identificacdo e Pesquisa em Principios Ativos Naturais (NIPPAN) da Universidade
Federal de Juiz de Fora, CentralBio da Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal de Juiz de Fora, Departamento de Ciéncia da Computacdo - Programa de
Pos-Graduacdo em Modelagem Molecular da Universidade Federal de Juiz de Fora,
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora, Laboratério de
Estudo de Estrutura e Funcdo de Proteina do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UFRJF e laboratério Nacleo de Pesquisa em Doencas Negligenciadas (NPDN) -
Universidade de Guarulhos, Séo Paulo, SP.

Para execucdo dos métodos foram utilizados os seguintes equipamentos:
NIPPAN
e Balanca analitica: marca Marte, modelo BL320H,;

e Balanca analitica: marca Marte, modelo AY220;

e Bomba a vacuo: marca Prismatec, modelo 132;

e Rotaevaporador: marca Buchi, modelo RII;

e Bomba a vacuo: marca Buchi, modelo V-700;

e Banho ultratermostético: marca Cientec, modelo CT-281-28;

e Estufa com circulacao e renovacao de ar: marca Solab, modelo SL102;

e Coluna de vidro para cromatografia a vacuo de 10 cm de diametro, contendo
placa de 2,5 cm de espessura.

CentralBio

e Ultrassom: marca Sanders Medical, modelo Soniclean 2;

e Microcentrifuga: marca Kasvi;

e Bomba a vacuo: marca Gast, modelo DOA-P704-AA;

e Cromatografo de fase liquida de ultra eficiéncia de bomba quaternaria com injetor
automativo: marca Waters, modelo Acquity CLUE H-Class; Detector de
espectrometria de massas com analisador de massas do tipo quadrupolo
acoplado a “time of flight” marca Waters, modelo Xevo G2-S.

Departamento de Quimica da UFJF

e RMN Brucker Avance lll, 500 MHz;
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Foram utilizados solventes de grau P.A. das marcas Vetec, Cromato Produtos
Quimicos LTDA, Quimis, Isofar e Alphatec.

Para a realizacdo de cromatografia em camada delgada (CCD) utilizaram-se
cromatoplacas de silica gel 60 GF254 (Merck). A revelacdo dessas foi obtida por
meio de irradiagcdo no ultravioleta (UV) (254 e 366 nm), bem como do revelador
quimico, solucéo de anisaldeido sulfurico.

Para a realizacdo de cromatografia liquida de pressdo reduzida, conhecida
como cromatografia liquida a vacuo (CLV), foram utilizadas como adsorventes silica
60H: silica 70-230 mesh, na propor¢cédo de 3:1 (m/m), além de bomba a vacuo e
coluna de vidro com 10 cm de diametro e 30 cm de altura, possuindo placa
sinterizada.

Para cromatografia liquida de ultra eficiéncia, foi utilizada coluna analitica de
fase reversa (Acquity BEH Cig; 2,1 x 100 mm; 1,7 ym), na presenga de pré-coluna
(Acquity BEH Cig; 2,1 x 5 mm; 1,7 um).

Para a obtencédo dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de
'H utilizou-se metanol deuterado (CD;OD) da marca Cambridge Isotope

Laboratories.

3.6.1 Obtencao do extrato bruto de Piper aduncum L. (Piperaceae)

As partes aéreas de P. aduncum foram coletadas no horto da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora em julho de 2016. A exsicata
encontra-se depositada no Herbario Leopoldo Krieger (CESJ) do Instituto de
Ciéncias Biologicas da UFJF, sob o nimero de tombo CESJ 59018.

Apbés a coleta e separacdo dos Orgdos vegetais, estes foram secos e
estabilizados em estufa de ar quente e circulante a 40°C. Em seguida, o material
obtido foi triturado com auxilio de moinho de facas para obtencdo dos pos. Os pos
obtidos (870 g) foram submetidos ao processo de maceragcdo, em temperatura
ambiente, utilizando diclorometano como liquido extrator. As solucdes
diclorometéanicas obtidas foram filtradas e, em seguida, transferidas para balbes de
fundo redondo e concentradas com auxilio de rotaevaporador a temperatura de
40°C. Os extratos obtidos foram transferidos para frascos previamente pesados
fornecendo 65,0 g de extrato bruto diclorometanico das partes aéreas de P.

aduncum (Pa).
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3.6.2 ldentificacdo quimica da cardamonina no extrato de P. aduncum por
CLUE-ESI-QTOF-EM

Para andlise da composicdo quimica do extrato obtido e verificacdo da
presenca da cardamonina, foi realizada a analise por CLUE-ESI-QTOF-EM.

Foram pesados em torno de 2 mg do extrato e foram adicionados 1 mL de
metanol (MeOH) LC-MS para solubilizar e posterior analise. A amostra foi
centrifugada em microcentrifuga por 5 min a 10.000 rpm. Apds essa etapa, 0
sobrenadante foi coletado e filtrado em unidade filtrante de poro 0,22 ym e em
seguida injetada no equipamento.

Para separacdo dos componentes da amostra, foi usado o sistema de CLUE
com uma coluna Waters Acquity CLUE BEH Cjg 2,2mm x 100 mm, 1,7um. A elui¢do
foi feita por gradiente com fluxo linear de 400 uL/min e como solvente A foi utilizada
a agua purificada (filtracao Milli-Q) com 0,1 % de acido férmico e como fase mével B
a acetonitrila (grau cromatogréafico), sendo o volume de injecdo de 0,15 uL. Os

valores do gradiente estdo descritos na tabela 1 abaixo:

Tabela 1 - Gradiente utilizado durante a analise por CLUE-ESI-QTOF-EM.

Tempo Fluxo (mL/min) %A %B

(min)

Inicial 0,4 95 5
2 0,4 95 5
14 0,4 2 98
16 0,4 2 98
20 0,4 95 5

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Foi usado o espectrometro de massas da marca XEVO G2- ESI-Q-TOF
hibrido, contendo dois analisadores, um quadrupolo e um por tempo de voo (TOF)
de alta resolucdo. As condicdes de ESI-EM foram realizadas em modo negativo e
positivo com as seguintes especificacdes: voltagem no cone de 40V, capilar de 3 kV,

a temperatura de dessolvatacao foi de 450 °C, fluxo do gés nitrogénio de 50 L/hr,
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energia inicial de colisdo foi de 6V para geracao do ion precursor. Para as analises
EM/EM, foi estabelecido a taxa de variacdo de m/z entre 100 — 1000, a energia de
colisdo em EM/EM foi feita em modo rampa variando de 15-30 eV. Para garantir a
precisdo da massa e reprodutibilidade, leucina encefalina foi utilizado como o lock
mass de referéncia.

A identificacdo da cardamonina presente no extrato bruto de P. aduncum foi
realizado por EM/EM-QTOF. Os espectros de massas obtidos foram comparados
com dados disponiveis nas bases de dados MassBank of North America
(http://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/), PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/), e
ChemSpider (http://www.chemspider.com/) para identificacdo da cardamonina, além
das literaturas CARVALHO et al., 2012; HE et al., 2009; JAISWAL et al., 2015.

3.6.3 Isolamento da cardamonina

Com o propésito de isolamento da cardamonina presente no Pa, 65,0 g deste
extrato foram submetidos a CLV de 10 cm de didametro por 15 cm de altura e
empacotada com mistura de silicas (750 g de silica 40-63 um e 250 g de silica 70-
230 um), seguindo adaptagcdes da metodologia utilizada por Castro e colaboradores
(2015). Utilizou-se como fases méveis hexano e, mistura de hexano: acetato de etila
eluidas em grau crescente de polaridade, sendo coletadas 7 subfracbes de
aproximadamente 700 mL cada.

Durante a eluicéo, todas as fracOes foram analisadas e acompanhadas por
CCD (hexano:acetato de etila 6:4 v/v) usando como reagente revelador o
anisaldeido sulftrico. Apoés eluicdo da CLV, um precipitado amarelo foi obtido na
fracdo 6. Este precipitado foi analisado por CLUE-ESI-QTOF-EM e RMN de 'H,
confirmando a estrutura quimica do mesmo como sendo a cardamonina. O resumo

do processo de isolamento da cardamonina encontra-se na Figura 9.

3.6.4 Identificacdo da cardamonina

A amostra obtida anteriormente foi analisada por RMN de 'H (500MHz),
utilizando espectrometro de RMN BRUKER AVANCE lll, localizado no Departamento
de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas (ICE) da UFJF e operado a 500 MHz. O

solvente utilizado foi o CD3;OD para o composto e tetrametilsilano (TMS) como
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referéncia interna. Os dados obtidos foram tratados no programa MestReNova e
comparados com dados obtidos na literatura. Além disso, a identificacdo da
substéancia foi realizada também por espectrometria de massas em modo positivo e
negativo de analise utilizando o mesmo equipamento e nas mesmas condicdes

mencionadas anteriormente no item 3.6.2.

3.6.5 Ensaio de inibicdo da atividade enzimatica da apirase de batata pela

cardamonina

O ensaio de atividade enzimatica foi realizado no Departamento de
Bioquimica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFJF, sob a colaboracao da Profa.
Dra. Priscila de Faria Pinto, de acordo com métodos previamente descritos (DETONI
et al., 2012; MAIA et al., 2019; TAUSSKY, SHORR, 1953).

3.6.5.10btencéo e purificacdo da apirase de batata

Inicialmente, obteve-se a apirase de batata com o objetivo de utiliza-la nos
ensaios enzimaticos e também na técnica de ultrafiltracdo para selecéo de possiveis
ligantes e inibidores das ATP difosfohidrolases de S. mansoni.

A purificacdo da apirase de batata (S. tuberosum), de origem comercial, foi
realizada de acordo com os métodos previamente descritos (FARIA-PINTO et al.,
2004; FARIA-PINTO et al., 2008).

Em resumo, 5Kg de batatas, da variedade Desirée, foram obtidas em um
supermercado local e, em seguida, descascadas e trituradas em liquidificador, com
adicdo de acido tioglicolico 10 mM para inibicdo da acdo das tirosinases. A mistura
foi filtrada, com auxilio de gase, para remoc¢édo do amido. Em seguida, a solucéao de
proteinas foi precipitada por adicdo lenta e, sob agitacdo, de sulfato de aménio até
obter 40% de saturacéo. O precipitado foi descartado e ao sobrenadante adicionou-
se uma quantidade de sulfato de amonio necessaria para atingir 70% de saturacao.
Nesta etapa, o precipitado foi guardado e ressuspendido em acido tioglicélico a 10
mM. Este procedimento foi repetido 3 vezes. Cada centrifugacdo foi realizada a
8.000 rpm por 15 min, sob refrigeracdo. A amostra obtida pelo processo de
precipitagdo com sulfato de amonio foi aplicada em coluna de filtragdo em gel

(Sephadex G-25 e Sephadex G-100) e, como etapa final, foi aplicada em coluna de
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troca ibnica carboximetilcelulose (CMC), seguida de dialise. Os picos das proteinas
extraidas das colunas foram determinados pela medida de densidade Optica a 280
nm, e a identificacdo das atividades ATPasica e ADPasica pelo Método de Taussky,
Shorr (1953).

A avaliagédo do rendimento da purificacéo foi verificada ao longo do processo
através de dosagem de proteinas (LOWRY et al.,, 1951), atividade enzimatica,
eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% e 0,1% de dodecil sulfato de sédio

(LAEMMLLI, 1970), seguida de coloracao pelo azul de Comassie e pela prata.
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Figura 9 - Fluxograma do fracionamento do extrato bruto diclorometanico das partes aéreas de P. aduncum L. (Pa).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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3.6.5.2Ensaio de inibicdo da atividade enziméatica

Neste ensaio de atividade enzimatica, 0,0006ug de apirase de batata foi
adicionada ao meio de reacédo contendo 50uL de tampéao succinato 50 mM pH 6,5,
25uL da cardamonina e 166,4uL de agua deionizada, totalizando um volume de
250pL. Os tubos foram incubados durante 10 minutos em banho-maria a 37°C para
estabilizacdo do sistema e a reacéo foi disparada com a adicao de 7,5uL de ATP
0,1M. Apods 10 minutos a reacéo foi interrompida pela adigao de 250uL de HCI 0,1N.
A quantidade de fosfato inorganico (Pi) liberado foi determinada pela adicdo de
500uL de reagente de cor e procedeu-se a medida da densidade 6ptica em 660nm.

As concentracfes finais de cardamonina testadas apds adicdo ao meio de
reacao foram: 100uM, 50uM, 25uM, 12,5uM.

Para cada experimento foi realizada uma atividade enzimatica basal e uma
atividade controle DMSO. A partir deste valor, os dados de atividade enzimatica
residual foram calculados através da analise do percentual de reducéo da atividade
em relacao a atividade controle.

Os tratamentos estatisticos foram realizados com auxilio do software
GraphPad InStat 7.0. A analise entre grupos foi realizada pela analise de quartis, de
variancia (ANOVA) e as diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste T-

Student. Valores com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3.6.6 Estudos de docking molecular

Os estudos de docking molecular foram realizados no Departamento da
Ciéncia da Computacdo da Universidade Federal de Juiz de Fora, sob a colaboracéo
da Prof. Dra. Priscila Vanessa Zabala Capriles Goliatt.

A cardamonina foi submetida a estudos de docking molecular com o modelo
3D da SmATPDase 1, SmATPDase 2 e apirase, utilizando o programa AutoDock
Vina (TROTT; OLSON, 2009). Os resultados obtidos foram classificados de acordo
com os scores, valores de cKl (constante de inibicdo) e as interacOes proteina-
ligante.

Andlises de absorcéo, distribuicdo, metabolizacdo, excrecdo e toxicidade in
silico (ADMET) foram realizados nos programas SwissADME

(http://www.swissadme.ch) e Molinspiration (http://www.molinspiration.com/cgi-
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bin/properties), avaliando a biodisponibilidade oral tedrica da cardamonina, pela
“Regra dos Cinco” de Lipinski e o numero de bandas rotaveis (LIPINSKI et al., 2001).
Os arquivos em formato “smiles” dos compostos submetidos a analise ADMET foram
desenhados com o uso do programa ChemSketch versdo 11.0 (ACD, 2015), e

submetidos ao programa SwissADME e Molinspiration.

3.6.7 Avaliacédo da atividade esquistossomicida in vivo da cardamonina

Considerando o potencial de inibicdo da cardamonina frente as ATP
difosfohidrolases juntamente com sua atividade esquistossomicida in vitro ja
evidenciada (CASTRO et al., 2015), esta substancia foi avaliada no modelo
esquistossomicida in vivo, sendo administrada por via oral. Os ensaios in vivo foram
realizados no Nucleo de Doencas Negligenciadas da Universidade de Guarulhos,
sob a colaboracao e responsabilidade do Prof. Dr. Josué de Moraes, utilizando como
base metodologias previamente publicadas (DE MORAES et al., 2014; PEREIRA et
al., 2018; SILVA et al., 2017). Os animais foram liberados através da comissao de
ética de uso de animais, CEUA 031/2017.

3.6.7.1Animais utilizados e manutenc¢éo do ciclo evolutivo do S. mansoni

A linhagem de Schistosoma mansoni Sambon, 1907 utilizada neste trabalho
foi a BH (Belo Horizonte, MG), mantido no laboratério Nucleo de Pesquisa em
Doencgas Negligenciadas - Universidade de Guarulhos, Sdo Paulo, SP. Os parasitos
foram mantidos em caramujos Biomphalaria glabrata Say, 1818 (hospedeiro
intermediario) e em camundongos Swiss como hospedeiros definitivos. Os
caramujos sdo procedentes de Barreiro de Baixo (Belo Horizonte, MG, Brasil),
mantidos em aquarios de polietileno (55 x 22 x 17 cm) com cerca de 20 litros de
agua desclorada, temperatura de 24 °C, alimentados com alface fresca.

Os camundongos Swiss foram mantidos em caixas de polipropileno (40 x 34 x
16 cm) com tampa metélica e alimentados com racdo e agua ad libitum. Esses
roedores eram recém desmamados, fémeas, com massa de aproximadamente 20 g
e 21 dias de idade. Os animais foram acomodados em maravalha com duas trocas

semanais.
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Ovos foram recolhidos de um macerado hepético, de camundongos
previamente infectados, para posterior reinfeccdo de caramujos (PELLEGRINO,
KATZ, 1968). Ap6s 30 a 40 dias de infeccdo, os caramujos foram expostos a agua
declorada e luz artificial por 2 a 3 horas, para a liberacado de cercarias. As cercarias
foram concentradas para a infeccdo dos camundongos (PELLEGRINO, KATZ,
1968). Os camundongos Swiss foram infectados por meio de inje¢cdo subcutanea
(seringa de 1 mL) com cerca de 100 cercarias. Apés 49 dias de infeccdo os animais
foram sacrificados em camara de CO; e perfundidos (os animais foram seccionados
longitudinalmente na regiao ventral) com meio RPMI 1640 (Roswell Memorial Park
Institute, Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) com L-glutamina, vermelho de fenol e
heparina sédica 5 Ul/mL (Liquemine®, Roche, Sado Paulo, SP, Brasil), através do
sistema porta hepatico (a veia porta foi seccionada e com auxilio de uma agulha
acoplada em bomba peristaltica) para a recuperacdo dos vermes adultos de S.
mansoni.

O ciclo de vida do parasito foi mantido e os vermes e ovos foram recuperados
de acordo com as metodologias ja descritas na literatura (PELLEGRINO, KATZ,
1968; SMITHERS, TERRY, 1965).

3.6.7.2Preparo da amostra para ensaio in vivo

A cardamonina foi solubilizada em etanol e diluida em tampéao fosfato salina
(PBS) na concentragdo final de 100 mg/mL e os animais foram tratados com

cardamonina por via oral na concentracao de 400 mg/kg de animal.

3.6.7.3Grupos experimentais para o tratamento

Para a realizacdo dos tratamentos, camundongos fémeas da linhagem Swiss,
pesando em meédia 20 g, foram infectados (injecdo subcutadnea) com 80
cercérias/animal. Os animais foram divididos em 2 grupos distintos (Tabela 2)
contendo 5 animais cada. Como controle negativo, foi utilizado um grupo de animais
nao tratados (somente PBS pH 7,2 e etanol). O outro grupo de animais foi tratado
com cardamonina na concentracdo de 400 mg/kg de animal. O inicio do tratamento

ocorreu 49 dias apos a infeccdo e todos os grupos foram tratados com 100 uL por
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via oral através de gavagem. Duas semanas ap0s o tratamento os animais foram

eutanasiados.

Tabela 2 - Disposi¢éo dos animais nos grupos experimentais e respectivos tratamentos via oral.

Grupo Tratamento Dose Numero de doses
1 Controle - 1
2 Cardamonina 400,0 mg/kg 1

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

3.6.7.4Recuperacao dos vermes adultos de S. mansoni

ApOs duas semanas de tratamento, os animais foram eutanasiados e
submetidos a perfusdo do sistema porta-hepéatico de acordo com Pellegrino e
Siqueira (1956). Os vermes recuperados de cada animal foram colocados,
imediatamente, em placa de Petri separadamente, contendo solucdo salina NacCl

0,9%, e quantificados e identificados segundo o sexo e vermes acasalados.

3.6.7.500grama

Para avaliar o efeito do tratamento da cardamonina sobre a oviposigéo de S.
mansoni, os ovos foram recolhidos da juncéo ileo secal e fezes apds eutanasia dos
animais, para contagem e analises morfologicas. Foram realizadas a contagem do
namero de ovos maduros, imaturos e mortos (classificados pelo estagio de
desenvolvimento dos ovos) e, ainda, a contagem de ovos por grama (OPG) de fezes
(KATZ, CHAVES, PELLEGRINO, 1972).

3.6.7.6 Peso hepético e esplénico
Apés eutanédsia e perfuséo, o figado e baco de cada animal submetido ao

tratamento com cardamonina, bem como, daqueles pertencentes ao grupo controle

nao tratado, foram removidos e seus pesos determinados.
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3.6.7.7 Analises estatisticas

Os tratamentos estatisticos foram realizados com auxilio do software
GraphPad InStat 7.0. A andlise entre grupos foi realizada pela analise de quartis, de
variancia (ANOVA) e as diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste T-
Student. Valores com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Os dados foram expressos em média * desvio padréo.
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3.7 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.7.1 Identificacdo da cardamonina no extrato de P. aduncum por CLUE-ESI-
QTOF-EM

Apo6s processo de maceracao das partes aéreas de P. aduncum, obteve-se o
extrato diclorometanico das partes aéreas de P. aduncum, o qual foi submetido a
analise em CLUE-ESI-QTOF-EM. Apés analise, foi possivel observar no extrato a
presenca de uma substancia com a mesma massa molecular e o0 mesmo perfil de
fragmentacao no espectro de massas da cardamonina.

Na Figura 10 estdo representados os cromatogramas em CLUE-ESI-QTOF-
EM do extrato Pa em modo positivo (Figura 10a) e no modo negativo (Figura 10b).
Pode-se observar, no tempo de retencao de 7,12 (modo positivo e modo negativo), a
presenca de uma substéncia que apresentou a mesma massa molecular da
cardamonina (espectro ndo mostrado). Conforme descrito no item 3.6.3 essa
substancia foi isolada do extrato Pa e, apds isolamento, esta substancia foi
novamente submetida a analise em CLUE-ESI-QTOF-EM. Para analise do perfil de
fragmentacdo da substancia, o espectro de massas foi gerado (Figura 11), e
observaram-se os ions moleculares com massa carga (m/z) 271,1666 [M+H]" e
269,1054 [M-H] para os modos positivos (+) e negativos (-), respectivamente.

No modo negativo observa-se a formacéo dos principais fragmentos 254,0810
[M-H-CH3] e 226,0864 [M-H-CH,-CO]J atribuidos a perda do grupo metila, seguido
de perda de mondxido de carbono. Ja no modo positivo, observa-se como fragmento
principal o ion de m/z 167,0849, correspondente a perda de C¢Hs-CH=CH. Todos os
outros fragmentos foram comparados com os dados previamente publicados na
literatura (CARVALHO et al., 2012; HE et al., 2009; JAISWAL et al., 2015) e estao
ilustrados em mais detalhes na Tabela 3.
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Figura 10 - Cromatograma em CLUE-ESI-QTOF-EM do extrato de P. aduncum L. evidenciando a cardamonina.
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Figura 11 - Espectro de massas em ESI-QTOF da cardamonina.
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Tabela 3 - Fragmentos gerados pela cardamonina no modo positivo e negativo

Substéancia TR (min) m/z experimental [M+H]" e m/z experimental [M+H] e Férmula
fragmentos via EM/EM fragmentos via EM/EM molecular
Cardamonina 7,12 167,0849; 152,0600; 131,0942 254,0810; 226,0864; 198,0914; C16H1404
177,0424; 165,0414; 139,0619;
122,0231

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

60
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3.7.2 Isolamento e identificagdo estrutural por RMN da cardamonina

Como descrito anteriormente, 65 g do extrato Pa foi submetido a CLV e como
resultado desse fracionamento obteve-se 540 mg de cardamonina.

A cardamonina teve sua estrutura quimica também identificada com base na
anélise dos dados de RMN de 'H e comparacdo com os dados encontrados na

literatura. Na Figura 12 esta representada sua estrutura quimica.

Figura 12 - Estrutura quimica da cardamonina.

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

A andlise do espectro de RMN de 'H, evidencia a presenca de dois dupletos
em & 7,71 e 7,94, integrados para 1 hidrogénio cada (Figura 13 e 14). Os sinais séo
compativeis com os hidrogénios olefinicos Ha e HB carbonilicos, caracteristicos da
estrutura das chalconas (XIAO et al., 2011). Além disso, por meio do valor da
constante de acoplamento, J a-B = 15,6 Hz, entre estes hidrogénios, pode-se inferir
gue esta chalcona possui configuracéo trans (PAVIA et al., 2010).

Pode-se observar também a presenca de dois dupletos em & 5,95 e em &
6,02 ppm, integrados para 1 hidrogénio cada (Figura 13 e 14), os quais foram
atribuidos aos hidrogénios H5" e H3’. Ainda pela analise do espectro de RMN de *H,
podemos inferir que o anel aromatico A é tetrassubstituido, devido a presenca de
apenas 2 hidrogénios (PAVIA et al., 2010).

Finalmente, a presenga de um simpleto em & 3,95 ppm, integrado para 3
hidrogénios, evidencia a presencga de uma metoxila na molécula.

As atribuicdes dos demais sinais, hidrogénios aromaticos do anel B, podem
ser observadas na Tabela 4.

Assim, a comparacdo dos dados de RMN de 'H obtidos com aqueles

previamente publicados na literatura (PING et al., 2018), sugerem que esta
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substancia seja a 2’,4’-dihidroxi-6’-metoxi-chalcona, cardamonina, representada na

Figura 12.

Figura 13 - Espectro de RMN de H (CD3OD; 500 MHZz) para a cardamonina.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Figura 14 - Secdes expandidas entre & 8,0 - 7,4; 6,15 - 5,85 do espectro de RMN de 'H (CD30OD, 500

MHz) da cardamonina.
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Fonte: Elaborado pela propria autora.
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Tabela 4 - Dados do espectro de RMN de *H (CD;0D; 500 MHz) para a cardamonina.

Cardamonina

Hidrogénio Cardamonina PING et al., 2018 (b)
5 (ppm)
o 7,71 (1H, d, J = 15,6 Hz) 7,80 (1H, d, J = 15,5 Hz)
B 7,94 (1H, d, J = 15,6 Hz) 7,92 (1H, d, J = 15,5 Hz)
6’-OCH; 3,93 (1H, s) 3,85 (1H, s)
3 5,95 (1H, d, J = 2,2 Hz) 5,98 (1H, s)
5 6,02 (1H, d, J = 2,2 Hz) 6,12 (1H, s)
Anel B 7,64 e 7,42 (5H, m) 7,62 (2H, d) e 7,46 (3H, m)

(a) 500 MHz, CD;0D; (b) CDCl;
Fonte: Elaborado pela prépria autora.

3.7.3 Ensaio de inibicdo da atividade enzimética da apirase de batata pela

cardamonina

Conforme descrito no item 2 deste trabalho, varias pesquisas tém
demonstrado a homologia entre a apirase de batata e as ATP difosfohidrolases de S.
mansoni (FARIA-PINTO et al., 2004; VASCONCELOS et al., 1996). Além disso, a
literatura evidencia que algumas substancias esquistossomicidas foram capazes de
promover tanto a inibicdo da atividade hidrolitica da apirase de batata, quanto das
isoformas presentes no tegumento do verme adulto. Estes resultados também
mostraram uma similaridade de sitios ativos entre a apirase da batata e as isoformas
de ATP difosfohidrolases de S. mansoni (PENIDO et al., 2007).

Em trabalhos publicados pelo nosso grupo de pesquisa esta relatado o
potencial inibitério de algumas substancias, em especial a cardamonina, frente as
enzimas presentes no tegumento de S. mansoni (ALEIXO de CARVALHO et al.,
2015; CASTRO et al., 2015). Atraavés destes pode-se observar que as atividades
esquistossomicidas dessas substancias podem estar relacionadas a inibicdo das
ATP difosfohidrolases de S. mansoni.

Portanto, considerando a importancia da descoberta de substancias inibidoras
das ATP difosfohidrolases de S. mansoni e a dificuldade de obtencédo destas
enzimas a partir do tegumento dos parasitos, a apirase de batata pode ser uma
alternativa para selecionar moléculas com afinidade para SmATPDases.

Dessa forma, no presente trabalho investigou-se a atividade inibitoria da
cardamonina frente a apirase de batata, partindo do conhecimento de que essa
substéancia inibe as ATP difosfohidrolases de S. mansoni (CASTRO et al., 2015).
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Como pode-se observar na Figura 15, a cardamonina foi capaz de diminuir a
atividade enzimatica da apirase de batata. Na menor concentragdo testada de
cardamonina (12,5 uM) a inibicdo da enzima foi em torno de 12% e o percentual
inibitério aumentou até promover cerca de 60% de inibicdo na concentracdo de 100
uM. Neste experimento, a cardamonina apresentou I1Cso de 49 uM.

Esses dados sao consistentes com os da literatura, uma vez que a
cardamonina também inibiu as ATP difosfohidrolases, porém com ICs, menor, de
23,54 uM (CASTRO et al., 2015).

No trabalho de Penido e colaboradores (2007) algumas substancias
promoveram tanto a inibicdo da atividade hidrolitica da apirase de batata, quanto das
isoformas presentes no tegumento do verme adulto de S. mansoni. Uma dessas
substancias avaliadas apresentou 28% de inibicdo da atividade das ATP
difosfohidrolases de S. mansoni e 26% de inibicdo da apirase de batata (PENIDO et
al., 2007). Porém, apesar da porcentagem de inibicdo serem prdoximas nas duas
enzimas, a concentracdo da substancia foi 10 vezes maior no ensaio enzimatico

com a apirase.

Figura 15 - Inibicdo da atividade enzimatica da apirase de S. tuberosum pela cardamonina.
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** Diferenca significativa quando comparado com o controle negativo (p < 0,001).

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Segundo Vasconcelos e colaboradores (2009), a apirase de batata possui

alto potencial como ferramenta em estudos de monitoramento da atividade
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ATPésica, ADPasica e, ensaios de inibicdo enzimatica in vitro, podendo, portanto,
ser utilizada para encontrar inibidores de NTPDases (MAIA et al., 2019; PENIDO et
al., 2007; VASCONCELOS et al., 2009).

Apesar disso, até o0 momento, nenhum inibidor potente e seletivo de NTPDase
foi descrito na literatura. Dessa forma, a busca por inibidores especificos e potentes
das NTPDases se torna desejavel, especialmente o0s inibidores das ATP
difosfohidrolases de S. mansoni, os quais podem vir a ser promissores farmacos

esquistossomicidas.

3.7.4 Estudos de docking molecular

Tendo em vista a alta homologia existente entre as NTPDases de diferentes
espécies, inclusive as ATP difosfohidrolases de S. mansoni, e a presenca das cinco
ACRs, torna-se possivel explorar as analises in silico com o intuito de caracterizar
novas regides que possam servir como alvos farmacoldgicos para essas proteinas, e
também encontrar possiveis ligantes e inibidores enzimaticos (FARANI, 2016).

Portanto, de acordo com os resultados experimentais apresentados no
presente trabalho, nos quais evidenciamos que a cardamonina inibe a apirase de
batata, e em relatos anteriores os quais demonstram que essa substancia também
inibe as ATP difosfohidrolases de S. mansoni (CASTRO et al., 2015), estudos de
modelagem computacional também foram realizados com a finalidade de verificar a
capacidade de ligacédo da cardamonina nessas enzimas.

Docking molecular é uma metodologia baseada na predicdo do modo de
interacdo entre um ligante e uma proteina de estrutura tridimensional conhecida
(MORRIS; LIM-WILBY, 2008). Como resultados obtem-se a energia livre de ligagao
entre 0 encaixe proteina-ligante, a qual € capaz de prever a forca de associacdo ou
afinidade de ligacdo entre duas moléculas, através das forgas intermoleculares do
tipo dipolo-dipolo. Desse modo, a classificacdo de melhor orientagdo de encaixe
pode ser dada pela menor quantidade de energia utilizada, uma vez que demonstra
gue nao é necessario um grande gasto energético para que ocorra a ligacéo
(KITCHEN et al., 2004).

Nos estudos de docking molecular utilizando o software AutoDock Vina 1.1.2
(Maio 11, 2011) do presente trabalho, foram levados em consideracdo para andlise:

valor de afinidade (Kcal/mol) e as interacbes moleculares entre os compostos
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submetidos e os residuos flexiveis da proteina, conforme mostrado na Tabela 5.
Nesta tabela, estdo descritos os resultados da cardamonina submetida ao docking
molecular com a proteina SmATPDasel, SmATPDase2, ambas de S. mansoni e
apirase da batata.

A cardamonina apresentou valores negativos de energia (afinidade) com
todas as proteinas avaliadas, sugerindo que as interacfes (ponte de hidrogénio e
dipolo-induzido) entre o sitio ativo e o composto podem ocorrer de forma
espontanea. Além disso, verifica-se que os valores de Ki calculados foram 3,18 uM
para SmATPDase 1 e 1,37 uM para SmATPDase 2 e apirase, evidenciando assim,
gue seria necessario uma menor concentracdo dessa molécula para inibir o sitio
ativo da SmATPDase 2 e apirase.

Complementando os resultados foi avaliada a toxicidade in silico da
cardamonina. Assim, essas andlises abrangem parametros, como absorcao,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo, tém se tornado crucial no planejamento
racional de farmacos, uma vez que suas predicfes sdo simples, de alto rendimento
e baixo custo (WANG et al., 2015).

No presente trabalho, a cardamonina e o farmaco de escolha para tratamento
da esquistossomose, Praziquantel, foram submetidos aos estudos de toxicidade, a
fim de comparacdo. Conforme descrito anteriormente, estes estudos foram
realizados nos programas SwisSADME e Molinspiration e a biodisponibilidade oral
tedrica dos ligantes foram determinadas pela “Regra dos Cinco” de Lipinski (RO5) e
pelo nimero de bandas rotaveis (nrotb).

De acordo com a “Regra dos Cinco” de Lipinski, para que um composto tenha
boa disponibilidade oral, ele precisa atender a pelo menos trés dos seguintes
parametros: LogP (coeficiente de particdo) menor ou igual a 5,00; Massa molar
menor ou igual a 500 g/mol; area de superficie polar (TPSA) menor ou igual a 140
A2 ndo mais que 5 doadores de hidrogénio (soma de OH e NH na molécula) e no
méaximo 10 grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio (soma de atomos de N e O)
(LIPINSKI et al., 2001).

A andlise de TPSA é a soma das superficies polares de uma molécula,
geralmente &tomos de oxigénio, nitrogénio e hidrogénio ligado. Através desta
analise, é possivel prever as propriedades de transporte passivo do farmaco, seja
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através do intestino ou pela barreira hematoencefélica (ERTL; ROHDE; SELZER,
2000).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 6, a cardamonina ao
ser comparada com o farmaco de escolha Praziquantel, apresenta boa
disponibilidade oral e um perfil de baixo risco de citotoxicidade, pois ndo demonstrou
violagéo a nenhum dos paramétros de RO5.

Além desses paramétros, também foi analisado, em ambos os programas, o
namero de bandas rotaveis presentes na estrutura quimica do composto, o qual
corresponde ao numero de ligacBes simples presentes ligadas a um atomo nao
terminal. Quanto maior o nimero de nrotb, maior sera a flexibilidade do composto e,
portanto, maior sera a sua interagcdo com o sitio ativo da enzima estudada (VEBER
et al., 2002). Estudos demonstram que valores de TPSA < 140 A? e nrotb < 10,
facilitam a transposicao de barreiras e, portanto, possuem grande possibilidade de
boa biodisponibilidade oral (BORGES, 2018). Como pode-se observar na Tabela 6,
a cardamonina apresentou nrotb igual a 4 e TPSA igual a 66,76, 0s quais estdo de
acordo com os valores esperados para que 0 composto seja seguro e apresente boa
disponibilidade oral quanto ao seu uso terapéutico (BORGES, 2018; VEBER et al.,
2002).
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Tabela 5 - Resultados dos estudos de docking molecular da cardamonina com SmATPDase 1, SmATPDase 2 e apirase.

Receptor AutoDock Vina Ki calculado Interacdes (AutoDock Vina)
(Kcal/mol) (pM)
SmATPDase 1 -7,5 3,1800 GLU201, SER81, THR82 E SER83
SMmATPDase 2 -8,0 1,3675 ARG51, ASP44, THR122, GLU164, SER47 E THR48
Apirase -8,0 1,3675 TYR315, THR30, ASP26, GLU145, THR102 E SER29

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Tabela 6 - Resultados de predigéo de toxicidade da cardamonina, utilizando os programas SwisSADME (SA) e Molinspiration (Ml).

Amostra Doador de ligagcdo  Aceptor de ligagéo nrotb Massa molar LogP TPSA
de hidrogénio de hidrogénio (g/mol)
MI/SA MI/SA MI/SA Ml SA Ml SA MI SA
Praziquantel 0 4 1 312,41 312,41 2,74 3,01 40,62 40,62
Cardamonina 2 4 4 270,28 270,28 3,23 1,78 66,76 66,76

Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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3.7.5 Ensaio esquistossomicida in vivo

Varios extratos vegetais e substancias de origem natural e sintética tém sido
recentemente avaliados quanto as suas atividades esquistossomicidas frente ao S.
mansoni (ALEIXO de CARVALHO et al., 2015; CASTRO et al., 2015; PEREIRA et
al., 2018). Dentre estes extratos vegetais, destaca-se o0 extrato das partes aéreas de
P. aduncum (Piperaceae), o qual apresentou expressiva atividade esquistossomicida
in vitro frente a vermes adultos de S. mansoni. Além disso, neste mesmo trabalho
evidenciou-se 0 potencial esquistossomicida in vitro e de inibicdo de ATP
difosfohidrolases de S. mansoni da cardamonina, a qual foi obtida do extrato de P.
aduncum por meio de fracionamento cromatogréafico bioguiado (CASTRO et al.,
2015).

No entanto, para a cardamonina, somente 0s ensaios esquistossomicidas in
vitro haviam sido realizados anteriormente. Neste sentido, had de se considerar que
0S ensaios in vivo permitem que a atividade da molécula seja avaliada perante a
complexidade do metabolismo de um organismo vivo, diferentemente do que ocorre
em testes in vitro, onde as condi¢cbes ambientais podem ser moldadas e, por isso,
muitas vezes servem como modelo de triagem na selecdo de moléculas que podem
vir a ser farmacos em potencial (ALEIXO de CARVALHO et al., 2015; CASTRO et
al., 2015; DIAS et al., 2017).

Dessa forma, considerando os resultados do presente trabalho, bem como os
resultados previamente publicados que evidenciam o potencial de inibicdo das ATP
difosfohidrolases, estudos em modelo murino foram realizados, no sentido de avaliar
a atividade esquistossomicida in vivo da cardamonina quando administrada por via

oral.

3.7.5.1Recuperacéo de vermes

Em modelo murino, a perfusdo dos animais consiste em uma ferramenta Uutil
para avaliar a reducdo da parasitemia promovida por uma substancia em teste, além
do efeito da mesma sobre o deslocamento hepatico dos vermes como indicio de
uma boa atividade esquistossomicida (FELICISSIMO, 2014).

Primeiramente, importante destacar que o delineamento experimental deste

estudo, incluindo dose e o esquema terapéutico, foram elaborados com base em
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literatura especializada (SILVA et al., 2017), bem como em trabalhos recentemente
publicados pelo nosso grupo de pesquisa (PEREIRA et al., 2018).

A analise dos dados obtidos em nosso estudo evidencia que o numero total
de vermes recuperados no sistema porta-hepatico foi alterado no grupo tratado com
cardamonina em comparagdo com o grupo ndo tratado. A andlise estatistica mostrou
diferenca significativa na recuperacdo de vermes acasalados e no total de vermes
recuperados (p<0,0001). Observa-se que no grupo nao tratado o niumero de vermes
acasalados (machos + fémeas) foi de 31,6 + 4,18, enquanto no grupo tratado com
cardamonina este numero foi de 17,8 + 2,71 (Figura 16, Tabela 7). Em relagédo a
recuperacdo do numero de vermes totais, o grupo controle (sem tratamento)
apresentou numero total de vermes de 37,6 + 5,75, enquanto o numero total de
vermes recuperados dos animais que receberam o tratamento com cardamonina
(400 mg/kg) foi de 20,0 + 3,28 (Tabela 7), apresentando a cardamonina a
capacidade de reduzir em 46,81% a carga total de vermes (Figura 16, Tabela 7).

Além disso, pode-se observar na Tabela 7 que a maioria dos vermes
recuperados estavam acasalados. Contudo, avaliando a recuperacdo de vermes
machos e fémeas separadamente, apesar de ndo haver significancia estatistica
entre o grupo tratado e nao tratado, observa-se efeito da cardamonina na separacao
dos vermes, uma vez que foi evidenciada diminuicdo da recuperagdo dos vermes
machos (1,8 £ 1,16) e aumento do numero de vermes fémeas (0,4 £ 0,8) quando
comparado ao grupo controle (5,8 + 3,31; 0,2 £0,4, respectivamente).

A comparacao com outros resultados de estudos esquistossomicidas in vivo
frente & vermes adultos de S. mansoni, previamente publicados (GUIMARAES et al.,
2018; LAGO et al.,, 2018; PEREIRA et al., 2018; SILVA et al.,, 2017) os quais
mostram atividade in vivo, entre 31% e 70% para outros compostos naturais, indica
uma boa atividade esquistossomicida in vivo para a cardamonina. Resultados
similares foram encontrados para epiisopilosina, alcaloide encontrado no jaborandi,
0 qual demonstrou uma reducdo no numero total de vermes em torno de 57%
quando avaliado na dose Unica de 400 mg/kg (GUIMARAES et al., 2018). Outro
estudo, realizado com chalconas sintéticas, evidenciou uma reducdo em torno de
32% do numero total de vermes recuperados apos o tratamento com dose Unica de
400 mg/kg (PEREIRA et al., 2018).
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Figura 16 - Efeitos do tratamento por vial com cardamonina na recuperacdo dos parasitos dos

animais infectados com S. mansoni.
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*** Diferenca significativa quando comparado com grupo controle sem tratamento (p < 0,0001).

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Tabela 7 - Efeitos do tratamento por via oral com cardamonina na recuperac¢ao dos parasitos dos
animais infectados com S. mansoni.

Sem Cardamonina
tratamento (400 mg/kQ)
Média de vermes machos + desvio padréo 5,8+3,31 1,8+1,16
Média de vermes fémeas + desvio padrédo 0,2+0,4 0,4+£0,8
Média de vermes machos e fémeas + desvio padréo 31,6 £4,18 17,8+ 2,71
Média de vermes + desvio padrao 37,6 +5,75 20,0 + 3,28
% de reducéo de vermes - 46,81

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

A reducdo de vermes recuperados (machos ou fémeas) de camundongos
tratados € relatada, por diversos autores, como um parametro confiavel, seguro e de
forte evidéncia da eficacia de um medicamento (SULEIMAN et al., 2004; UTZINGER
et al., 2002). Segundo Harder e colaboradores (2002), a morte dos vermes adultos,

em virtude do tratamento realizado com possiveis farmacos anti S. mansoni, pode
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ser atribuida a distarbios metabdlicos, bem como a destruicdo mecanica e muscular
dos vermes ap0s a exposi¢cado aos farmacos (HARDER et al., 2002).

Além disso, o presente estudo demonstrou que a porcentagem de vermes
machos recuperados apos o tratamento com cardamonina foi significativamente
menor que a porcentagem de vermes fémeas. Esse fato demonstra que os machos
de S. mansoni foram mais sensiveis aos tratamentos realizados com a cardamonina.

O tegumento é a interface entre o meio e o parasito, desempenhando funcdes
vitais para o verme, como a absorcdo de nutrientes, excrecao, protecdo contra o
sistema imunolégico do hospedeiro. Ainda, o tegumento apresenta proteinas
reparadoras de danos, além de ser seletivo para absorcédo de farmacos e lipideos.
Além disso, diversos trabalhos tém demonstrado a importancia das enzimas ATP
difosfohidrolases de S. mansoni, presentes no tegumento de vermes adultos, para a
sobrevivéncia destes, durante longos periodos, dentro do hospedeiro (DA'DARA,
BHARDWAJ, SKELLY, 2014, FARIA-PINTO et al., 2004). Dessa maneira, tegumento
de S. mansoni é considerado importante alvo farmacoldgico para novos farmacos
esquistossomicidas (BERTAO et al., 2012; SILVA et al., 2017).

Apesar do mecanismo de acdo esquistossomicida da cardamonina ainda néo
estar esclarecido, é possivel sugerir algumas possibilidades de a¢éo, considerando
os resultados obtidos e aqueles previamente publicados. Pesquisas realizadas pelo
nosso grupo de pesquisa tém relacionado a atividade esquistossomicida,
evidenciada para algumas substancias, com a inibicdo da atividade enzimatica das
ATP difosfohidrolases de S. mansoni (ALEIXO de CARVALHO et al., 2015; CASTRO
et al., 2015). No trabalho de Castro e colaboradores (2015), a cardamonina
apresentou expressiva atividade esquistossomicida in vitro e 1Cso de 23,54 uM na
inibicdo das ATP difosfohidrolases de S. mansoni. Dessa forma, um dos possiveis
mecanismos de acdo da cardamonina, para sua atividade esquistossomicida, pode
estar relacionado a inibicdo da atividade enzimética das ATP difosfohidrolases de S.

mansoni.
3.7.5.2Anélise de oograma
Além da quantificagdo de vermes recuperados, o presente trabalho também

levou em consideracdo alguns critérios sugeridos por Pellegrino e Katz (1968), como

0 numero de ovos retidos no tecido intestinal (oograma) e os volumes médios do
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figado e do baco. Segundo esses autores, tais critérios sdo fundamentais para
avaliacdo da atividade esquistossomicida de um potencial farmaco.

Dessa forma, a analise quantitativa dos ovos foi realizada (Figuras 17),
levando-se em consideracdo o numero de OPG de fezes e a presenca de ovos
maduros, imaturos e mortos. Neste sentido, é importante considerar que o
parametro de ovos imaturos é de grande interesse, pois a reducdo desses significa
gue ndo héa oviposicao recente por parte dos parasitos (DE MORAES, 2011).

Como pode-se observar na Figura 17 e Tabela 8, a cardamonina causou
diminuicdo no numero de OPG de fezes, bem como alteragdo no padrdo de
oviposicdo. Assim, observa-se reducao de 54% no OPG de fezes no grupo tratado
com cardamonina (Figura 17b, Tabela 8).

Em relacdo ao padrdo de oviposicdo, observa-se que o numero de ovos
maduros ndo apresentou diferenca significativa em comparacdo com o controle
negativo. Porém, o tratamento com cardamonina foi capaz de reduzir
significativamente em 62,44% + 16,9 o nimero de ovos imaturos quando comparado
ao controle (p<0,001) (Figura 17a, Tabela 8). Além disso, houve ainda aumento do
namero de ovos mortos, o qual alcancou 17,4 + 10,61 no grupo tratado, enquanto no
grupo controle foi de apenas 4,4 + 3,72 (Figura 17a).

Como descrito anteriormente, o0 oograma consiste em um dos parametros
mais relevantes para demonstrar a eficacia de um composto esquistossomicida ou
para sugerir o surgimento de um novo farmaco esquistossomicida (DE MORAES, et
al., 2014; PEREIRA et al., 2018). Nesse sentido, a oviposicdo esta diretamente
relacionada a incapacidade da fémea em realiza-la ou, ainda, a inabilidade ao
acasalamento dos parasitos. Além disso, as principais lesdes causadas pelo S.
mansoni ao organismo sdo decorrentes da presenca de ovos nos tecidos do
hospedeiro, desencadeando reagdes inflamatérias e na formacdo dos granulomas
(GRYSEELS et al., 2006; KLAVER et al., 2015).

Assim, a literatura revela que imediatamente apdés a postura, 0S 0vV0S
mantém-se imaturos por aproximadamente 6 dias (1° a 4° estadios). A partir dai
atingem a maturidade e sdo eliminados juntamente com as fezes ou morrem
(tornam-se inviaveis) em aproximadamente 12 dias. A postura mais acentuada

acontece do 45° ao 72° dia pos-infec¢do (SOARES, 2016).



74

Figura 17 - Efeitos nos estagios de desenvolvimento dos ovos (a) e na quantidade de ovos por grama
de fezes (b) apds tratamento com cardamonina por via oral.
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** Diferenca significativa quando comparado com grupo controle sem tratamento (p < 0,001).
*** Diferenca significativa quando comparado com grupo controle sem tratamento (p < 0,0001).

Fonte: Elaborado pela propria autora.

Tabela 8 - Efeitos do tratamento por via oral com cardamonina na oviposicdo dos animais infectados

com S. mansoni.

Grupo Tratamento % de reducéao % de reducéo
Ovos Imaturos OPG
Cardamonina 400 mg/Kg 62,44 54,00

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

No presente trabalho, observou-se que a cardamonina foi capaz de reduzir o

namero de OPG de fezes, além de causar diminuicdo no nimero de ovos maduros e
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imaturos, bem como aumento no niumero de ovos mortos no oograma dos animais
tratados. Resultados semelhantes foram observados para outra substancia natural, o
nerolidol. Em relacdo ao padrdo de oviposi¢cdo, o tratamento com dose Unica de
nerolidol (400 mg/kg) resultou em 84,6% de reducdo do ovos imaturos, além de
causar um aumento significativo no nimero de ovos mortos (SILVA et al., 2017).

Os resultados relacionados ao tratamento com cardamonina sugerem que,
provavelmente, ndo ocorreu oviposicao recente do parasito no hospedeiro e que
essa substancia possa atuar também sobre os parasitos fémeas de S. mansoni,

interferindo em sua oviposigao.

3.7.5.3Anélise do peso médio dos figados e bacos dos animais apds tratamento

Na esquistossomose as principais intercorréncias clinicas sdo consequéncia
das formacfes granulomatosas que circundam o0s ovos de S. mansoni, 0s quais sao
depositados nos tecidos do hospedeiro, principalmente no figado e baco. Nestes
casos, os ovos maduros do S. mansoni, depositados nos tecidos do hospedeiro,
contém miracideos em seu interior que liberam antigenos essenciais a formacao da
resposta inflamatéria granulomatosa aguda. Além disso, as citocinas mediadoras da
resposta inflamatéria estimulam a producéo de colageno e a fibrogénese, resultando
na producdo de tecido fibroso que culmina com a cicatrizacdo do granuloma
(McMANUS et al., 2018).

A deposicao desse tecido fibroso na matriz extracelular pode causar graves
danos ao hospedeiro, como a fibrose periportal associada a perda da elasticidade e
bloqueio da luz dos vasos, resultando no aumento da presséao portal (hipertensao
portal) (McMANUS et al., 2018). Todos esses fatores, inclusive a hipertensao portal,
pode levar a esplenomegalia, ascite, varizes gastroesofagicas e sangramentos
gastrointestinais, sendo este responsavel pelo aumento das taxas de morbidade e
mortalidade entre os hospedeiros dessa verminose (GRYSEELS et al., 2006). Dessa
forma, substancias com potencial resolutivo desses processos podem auxiliar na
reducdo da morbidade da doenca.

No presente trabalho, apds eutanasia, os figados e bacos dos animais
tratados e ndo tratados foram retirados e pesados imediatamente. A média dos

pesos foi entdo avaliada com o intuito de investigar o potencial de reducéo destes
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pela cardamonina. Como demonstrado na Figura 18, ndo se observa redugao
estatisticamente significativa nos pesos desses 6rgdos entre o grupo tratado com
cardamonina e o controle negativo.

Sabendo-se da capacidade de uma substancia em abrandar a oviposicao,
espera-se que a mesma, consequentemente, possa interferir no numero de
formacdes granulomatosas, j& que o ovo e seus antigenos séo indispensaveis para
que haja a formacdo do granuloma esquistossomoético (McMANUS et al., 2018).
Apesar dos nossos resultados demonstrarem que a cardamonina interfere na
oviposicdo, ndo foi observada reducdo no peso dos figados e bacos dos animais
tratados. Uma possivel explicacdo € a cardamonina ter demonstrado acdo mais
significativa na reducdo de ovos imaturos, uma vez que nao houve reducéo
significativa dos ovos maduros, 0s quais sdo 0os que efetivamente se depositam

nestes 6rgados e geram as formagfes granulomatosas.

Figura 18 - Efeitos do tratamento por via oral com cardamonina sobre o peso relativo de figados e

bacos dos animais com esquistossomose.
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Fonte: Elaborado pela propria autora.

Diante do exposto, a andlise dos resultados in vivo aqui apresentados

demonstraram eficacia no tratamento com cardamonina (400 mg/kg), a qual foi
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capaz de reduzir consideravelmente a carga parasitaria dos animais tratados (Figura
16), e de diminuir significativamente o nimero de ovos imaturos, além de evidenciar
maior efeito sobre os vermes machos de S. mansoni.

Tendo em vista os dados previamente publicados da atividade
esquistossomicida in vitro da cardamonina, juntamente com o0s resultados de
atividade esquistossomicida in vivo aqui apresentados, podemos sugerir que a
cardamonina talvez possa exercer essa atividade biologica também pela inibicdo
enzimatica das ATP difosfohidrolases de S. mansoni (CASTRO et al., 2015). A
possibilidade de inibicdo destas enzimas pela cardamonina ja foi relatada na
literatura, sendo que os resultados de docking molecular obtidos neste trabalho
corroboram com esta proposta de mecanismo de acédo. Além disso, foi evidenciado
gue a cardamonina também pode se ligar e inibir a atividade da apirase de batata.

Assim, tendo em vista a atividade esquistossomicida in vitro e in vivo da
cardamonina e sua capacidade de se ligar e inibir tanto as ATP difosfohidrolases de
S. mansoni quanto a apirase de batata, essa substancia foi utilizada para determinar
as condicdes ideais de incubacdo com apirase de batata nos ensaios de
ultrafiltracdo acoplada a CLUE-ESI-QTOF-EM com o intuito de selecionar e

identificar ligantes e potenciais compostos esquistossomicidas.
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3.8 CONCLUSAO

O trabalho apresentado neste capitulo visou avaliar a atividade enzimatica da
cardamonina frente a apirase de batata e compara-la a atividade, ja descrita na
literatura, frente as ATP difosfohidrolases de S. mansoni. Além disso, 0 presente
estudo relata pela primeira vez a atividade esquistossomicida in vivo da
cardamonina.

Em relacdo a sua capacidade de inibicdo da atividade enzimatica, a
cardamonina foi capaz de inibir a atividade da apirase numa concentracdo maior
guando comparada a sua capacidade de inibicdo das ATP difosfohidrolases de S.
mansoni. O estudo de docking molecular evidenciou que a cardamonina apresenta
resultados satisfatorios de energia, Ki calculado e interagdo com residuos de
interesse nas enzimas, podendo se ligar aos sitios ativos das SmATPases 1,
SmATPases 2 e apirase.

J4 o0s estudos de avaliacdo da atividade esquistossomicida in vivo
demonstraram que o tratamento oral com cardamonina é capaz de reduzir
significativamente a carga parasitaria, o0 nimero de ovos e o0 OPG em animais
infectados com S. mansoni.

Finalmente, os resultados obtidos neste estudo, aliados aos ja alcancados
pelo nosso grupo de pesquisa, mostram o0 potencial esquistossomicida de
chalconas. Além disso, sugere-se que a apirase de batata possa ser utilizada em
estudos de triagem para a identificacdo de ligantes enzimaticos com potencial de

inibicdo frente as ATP difosfohidrolases de S. mansoni.
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4 ULTRAFILTRACAO ACOPLADA A CLUE-ESI-QTOF-EM PARA SELECAO
DE LIGANTES NATURAIS DA ENZIMA APIRASE

Considerando os resultados apresentados no capitulo anterior, 0o presente
capitulo descreve-se a utlizagdo da cardamonina para padronizar alguns
parametros da técnica de ultrafiltracdo acoplada a cromatografia liquida de ultra
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLUE-EM), e assim utilizar essa

técnica para selecdo de ligantes naturais da apirase de batata.

4.1 ULTRAFILTRACAO COMO TECNICA DE SELECAO DE MOLECULAS
LIGANTES DE ALVOS TERAPEUTICOS

A ultrafiltracdo (UF) foi desenvolvida pela primeira vez em 1981 como um
método alternativo para determinacg@es clinicas de substancias ligadas as proteinas
do soro, tendo em vista a baixa sensibilidade de alguns métodos para determinar
pequenas quantidades de fragdes livres (WHITLAM, BROWN, 1981).

A UF é uma operacao unitéria, na qual o solvente e alguns solutos em uma
solucdo sao removidos seletivamente por uma membrana semipermeavel. As
membranas de UF, em comparacdo com as membranas de osmose inversa (Ol) e
nanofiltracdo (NF), apresentam porosidade maior e retém somente macromoléculas
(como proteinas ou coloides), que possuem baixa pressdo osmotica. Solutos
menores sdo transportados através da membrana com os solventes (FELLOWS,
2006).

Considerando que a afinidade de ligacdo de uma substancia a um alvo
terapéutico relevante é determinante para a eficacia bioldgica dessa substancia,
pesquisas foram direcionadas para desenvolver técnicas que pudessem avaliar essa
possivel ligacdo. Diante desse cenario, no final dos anos 90, a ultrafiltracdo foi
introduzida, pela primeira vez, na descoberta de medicamentos orientados a alvos
especificos (VAN BREEMEN et al., 1997; WIEBOLDT, ZWEIGENBAUM, HENION,
1997).

No trabalho de Van Breemen e colaboradores (1997), a técnica de
ultrafiltracdo foi acoplada a espectrometria de massas com a finalidade de facilitar a
identificacdo das substancias que se ligaram com afinidade ao alvo terapéutico.

Esse grupo de pesquisa desenvolveu uma unidade de operacdo especializada, que
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consistia em uma camara de ultrafiltracdo, acoplada a um espectrometro de massas,
que permitia que o analito com atividade de ligacdo ao alvo fosse detectado apés a
interacdo com um alvo macromolecular na camara. Esta unidade de operacéo foi
chamada de espectrometria de massas por ultrafiltracdo pulsada (JOHNSON,
NIKOLIC, VAN BREEMEN, 2002). Embora esse equipamento nao tenha sido
adotado fora do laboratorio de Van Breemen, o principio da espectrometria de
massas por ultrafiltracdo pulsada forneceu informacfes valiosas e serviu de
inspiracdo para o desenvolvimento de nova plataforma de ultrafiltracdo por afinidade
(WElI et al., 2016).

Dessa forma, surge entdo a espectrometria de massas por ultrafiltracdo off-
line ou tradicional, também conhecida como ultrafiltracdo acoplada a espectrometria
de massas (UF-EM). Essa técnica consite na incubacdo do analito com um alvo
terapéutico, e a solucdo resultante é removida por um filtro cutoff contendo uma
membrana de ultrafiltracdo (Figura 19). Essa separacao resulta em duas partes, a
fracdo ligada ao alvo (FLA) e a fracdo nao ligada ao alvo (FNL). Em seguida, essas
fracOes sdo analisadas por espectrometria de massas, na qual a analise da fracédo
ligada € usada para identificar diretamente as substancias ligantes do alvo (apés
procedimento de dissociacdo do complexo, por meio da adicdo de solventes
organicos ou mudanca de pH). Ja a analise das fracdes ndo ligadas é um ensaio
indireto das substancias ndo ligadas que passaram através da membrana (Figura
20) (WEl et al., 2016).

Figura 19 - Filtro contendo a membrana de ultrafiltraco.
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Figura 20 - Esquema geral da ultrafiltracdo acoplada a espectrometria de massas com base na
analise de fracdo nao ligada (FNL) e da fracao ligada (FLA).
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Fonte: Adaptado de WEI et al. (2016).

Esta técnica simples tem sido utilizada de maneira rapida e eficiente na
selecdo de novas substancias em ensaios de interacdes entre proteinas e ligantes
(LIU et al., 2017; MULABAGAL E CALDERON, 2010). Estudos recentes (LIU et al.,
2017; WU et al., 2016; YANG et al.,, 2018) demonstram que a UF acoplada a
técnicas cromatograficas (como a CLAE-DAD e CLUE-EM) pode ser uma
metodologia eficiente para selecionar potenciais ligantes enzimaticos a partir de
misturas complexas, como extratos vegetais, visando principalmente o isolamento
de ligantes que possam interagir e/ou inibir seletivamente as proteinas-alvo
utilizadas (LIU et al., 2017; YANG et al., 2012). Portanto, a aplicacdo da UF-EM na
descoberta de potenciais substancias a partir de produtos naturais evita o
isolamento desnecessario de compostos inativos e direciona o isolamento dos
compostos ligantes, potencialmente ativos, de extratos vegetais.

Diante disso, varios estudos com produtos naturais tém sido realizados
empregando a UF-EM para identificar inibidores de diversas enzimas, como a
tirosinase (YANG et al.,, 2012), a quinona redutase-2 (CHOI et al., 2011), a
glucosidase (WU et al.,, 2016), a xantina oxidase (SONG et al., 2014), a
fosfodiesterase (LIU et al., 2017) e a acetilcolinesterase (YANG et al., 2018).

Yang e colaboradores (2012) adaptaram a técnica de UF-EM para rastrear e
caracterizar inibidores de tirosinase presentes nas folhas de Morus alba. Neste
trabalho, apds a otimizacao das condicdes de ligacdo a incubacao, foram realizados
dois ensaios usando tirosinase ativa e tirosinase desnaturada, no intuito de
selecionar os potenciais inibidores. Os ultrafiltrados resultantes da ultrafiltragéo
foram analisados por cromatografia liquida acoplada a detector de fotoarranjo diodo

e por espectrometria de massas. As areas dos picos, de cada substancia, obtidos
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nos dois cromatogramas resultantes da incubacdo do extrato com enzimas ativa e
enzima desnaturada, foram cuidadosamente comparados. Como resultado, doze
compostos com atividade de ligacédo a tirosinase foram identificados no extrato de
folhas de Morus alba (YANG et al., 2012).

Outro trabalho que merece destaque € o desenvolvido por Munigunti,
Mulabagal e Calderdon (2011), no qual aplica-se a UF e a UF-EM para avaliar a
afinidade de ligacdo de inUmeros compostos naturais e sintéticos as enzimas
presentes no Plasmodium falciparum (MUNIGUNTI, MULABAGAL E CALDERON,
2011).

Contudo, apesar do crescente nimero de publicagdes, nas quais utiliza-se a
UF-EM para selecionar moléculas ligantes de diversos alvos terapéuticos, ha poucos
relatos investigando o potencial de ligacdo das substancias naturais as importantes

enzimas presentes em parasitos.

4.2 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA ACOPLADA A
DETECTOR DE ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CLUE-EM)

As técnicas cromatograficas de andlise constituem técnicas de separacao
fisico-quimica de substancias presentes em matrizes complexas, como fluidos
bioldgicos e produtos naturais. Sua introducdo no meio cientifico deu-se em 1906
pelo botanico russo Mikhail Semyonovich Tswett, o qual empregou uma coluna de
vidro preenchida com carbonato de calcio e usou éter de petrdleo para separar
clorofilas e xantofilas de plantas. Desde entdo a cromatografia tem sido largamente
empregada em todo o mundo (GANZERA, STURM, 2018; LANCAS, 2009; LOPEZ-
RUIZ, ROMERO-GONZALEZ, FRENICH, 2019).

Dentre as técnicas cromatograficas, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
teve avanco consideravel ao longo dos ultimos anos. Nesta técnica o solvente,
também chamado de fase mével ou eluente, é bombeado em dire¢éo a coluna, onde
esta a fase estacionaria solida. Juntamente com o eluente, é introduzida a amostra,
gue tem suas substancias separadas e direcionadas a um detector, o qual gera um
sinal em funcdo do tempo, denominado cromatograma (LANCAS, 2009). Tais
avancos sdo decorrentes da capacidade da CLAE em utilizar pequenas colunas com
recheios especialmente preparados para eluicdo com fases movéis a altas pressdes.
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Além disso, destaque especial deve ser dado para as r4pidas andlises qualitativas e
guantitativas, com elevada resolucéo, eficiéncia e sensibilidade (PORTO, 2014).

O avanco mais recente nas separacfes cromatograficas foi a CLUE. Esta
técnica permite o uso de fases estacionarias com particulas menores que 2 um, gera
pressbes mais elevadas (que podem ser superiores aos 14000 psi) e menor
consumo de solventes, aumentando assim a resolucdo e diminuindo o tempo das
andlises (MALDANER; JARDIM, 2012; PORTO, 2014; TOFOLLI et al., 2019). Aliado
a estes meétodos de separacdo surgem as técnicas hifenadas, nas quais ha um
acoplamento entre um sistema de separacdo cromatografico a um detector
espectroscopico ou espectrométrico, visando a obtencao de informacdes estruturais
das substancias analisadas (CROTTI et al., 2006).

Dentre as técnicas hifenadas, o acoplamento de detectores de espectrometria
de massas a cromatografia liquida certamente foi um grande avanco em relacdo a
identificagdo e, principalmente, confirmagéo da identidade de substancias em uma
amostra analisada por cromatografia. Atualmente, o seu uso em analises quali e
quantitativas ganha a cada dia mais espaco (LOPEZ-RUIZ, ROMERO-GONZALEZ,
FRENICH, 2019; RODRIGUEZ-ALLER et al., 2012; VU et al., 2014; XIE et al., 2012).

A espectrometria de massas consiste na capacidade de converter moléculas
neutras em ions na forma gasosa e separa-los de acordo com a sua razao
massa/carga (m/z), utilizando para isso campos eletromagnéticos. Essencialmente, o
equipamento é composto por uma fonte de ionizagcdo, um analisador de massas e
um detector. As fontes de ionizacdo do tipo impacto eletronico (EI) e ionizagao
quimica (ClI) sao tipos de fontes que operam a pressdes muito baixas (vacuo), sendo
principalmente utilizadas quando o detector é acoplado a cromatografia em fase
gasosa (CG). Ja em cromatografia liquida, devido a diferenca no estado fisico da
fase movel utilizada, as fontes de ionizacdo empregadas atuam a pressao
atmosférica e ndo soO realizam a ionizagdo da amostra, como também facilitam o
processo de transferéncia da amostra que sai da coluna para a fase gasosa, no
espectrometro de massas. As fontes de ionizacdo mais utilizadas nesse caso sédo
electrospray (ESI), ionizacdo quimica a pressado atmosférica (APCI) e ionizacdo por
fétons a pressdo atmosférica (APPI). Como resultado, é obtido um grafico,
denominado espectro de massas, em que 0 eixo y representa a intensidade do sinal
dos ions e no eixo x é representada a razdo m/z (ASZYK et al., 2018; LANCAS,
2009; RODRIGUEZ-ALLER et al., 2012).
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Ao acoplar um equipamento de cromatografia liquida a um detector de EM,
com fonte de ionizacdo do tipo ESI, uma substancia que foi separada das demais
substancias da amostra na cromatografia esta solubilizada na fase movel e passa
através de um capilar, a pressdo atmosférica, mantido a alta voltagem. Na saida
deste capilar sdo formadas goticulas (spray) carregadas, que sofrem dessolvatacédo
ao se deslocarem em sentido contrario ao posicionamento de eletrodos carregados.
Essa dessolvatacdo € acompanhada por um fluxo continuo de gas (em geral N,) e 0
tamanho das goticulas vai reduzindo até que ocorra uma forca de repulsdo muito
grande capaz de gerar a chamada “explosdo coulémbica”, que produz a ionizagao.
Os ions entdo fluem para o espectrdbmetro de massas, atraidos por forca
eletrostatica e pelo vacuo, que esta presente, neste caso, ap0s a ionizagdo (ASZYK
et al.,, 2018; DIAS, 2018; DINIZ, 2011). Esse tipo de ionizacdo esta ilustrado na
Figura 21.

De maneira geral, a ionizagcdo propriamente dita ocorre em solugdo, no
interior do capilar, por meio de reacdes acido-base, nas quais os ions gerados
individualmente sdo moléculas protonadas ([M+H]") ou desprotonadas ([M-H])
(DIAS, 2018).

Figura 21 - Esquema geral de uma fonte de ionizacdo por eletrospray.
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Apés a fonte de ionizacdo, os espectrometros de massas possuem O0S

chamados analisadores de massas, cuja funcdo é separar, ou resolver os ions
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formados na fonte de ionizacdo de acordo com razdo m/z. Existem varios tipos de
analisadores, que véo se diferenciar em funcdo de suas caracteristicas de
construcdo, operacdo, beneficios e limitacbes. O analisador de massas do tipo
quadrupolo (Q) € um dos mais utilizados e € composto por 4 hastes metalicas, onde
0S pares opostos sdo conectados por campo elétrico, sendo também aplicada uma
combinacdo de corrente continua e radiofrequéncia. Os ions passam pelo
quadrupolo a velocidade constante e somente 0s ions que apresentarem
determinada m/z que esteja em ressonancia com o campo aplicado irdo atravessar o
quadrupolo e serdo detectados (LANCAS et al., 2009; RODRIGUEZ-ALLER et al.,
2012).

Outro tipo de analisador de massas existente € o “time of flight”, ou tempo de
voo (TOF). A separacdo das massas em um TOF se baseia nas diferentes
velocidades obtidas pelos ions com diferentes valores de m/z apds terem sido
acelerados por um mesmo impulso. Ou seja, neste analisador, os ions sao
acelerados a altas velocidades em um longo tubo por um campo elétrico, assumindo
diferengas velocidades decorrentes das diferencas de suas m/z e, dessa forma, é
medido o “tempo de v60” de cada um dentro do espectrometro de massas (ASZYK
et al., 2018; LANCAS et al., 2009; RODRIGUEZ-ALLER et al., 2012).

ApOs a passagem pelo analisador de massas, os ions chegam finalmente ao
detector, onde é registrada a carga induzida ou a corrente produzida quando um ion
atravessa uma superficie, gerando um espectro de massas (LANCAS, 2009).

Com o maior uso da técnica de espectrometria de massas, foram criados
diversos bancos de dados em todo o mundo com dados relativos ao fingerprint de
fragmentacdo de cada composto. Isso é possivel, pois cada composto possui sua
propria caracteristica de fragmentacdo, baseado em sua estrutura (DIAS, 2018;
NICULAU et al., 2016; RODRIGUEZ-ALLER et al., 2012).

Como descrito anteriormente, o ESI € considerado um método de ionizacao
brando, ou seja, produz ions com baixo conteudo de energia interna, sendo
adequada para a determinagéo da massa molecular e formula molecular. Portanto, a
obtencdo de informacdes estruturais € dificultada pela pouca ou nenhuma
fragmentacao observada nos espectros de massas obtidos por ESI. Como resolucéo
dessa limitagcdo, surgem os detectores de massas acoplados entre si. Essa jungao
de dois ou mais analisadores é conhecida como espectrometria de massas do tipo
tandem ou EM-EM (DIAS, 2018).
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Esta técnica consiste na selecdo, em um primeiro estagio de EM, de um ion
de razdo m/z especifica (chamado de “ion precursor’) gerado na fonte de ESI. Este
ion é entdo ativado para fragmentacdo e os ions fragmentos formados sao
analisados em um segundo estagio de EM (LANCAS, 2009, NICULAU et al., 2016).
Exemplos de analisadores de massas utilizados na espectrometria de massas do
tipo tandem sé&o o triplo quadrupolo (QQqQ) e o quadrupolo-tempo de voo (Q-TOF),
ambos utilizados no presente trabalho.

O analisador de massas QqQ € um espectrébmetro constituido por trés
guadrupolos em série, sendo que o segundo quadrupolo, ao invés de separar m/z
(como o primeiro e o terceiro), funciona como uma camara de colisdo, na qual ocorre
a fragmentacao dos ions selecionados no primeiro quadrupolo. Esta fragmentacao
geralmente é conduzida por dissocia¢do induzida por colisdo (DIC) com um gas
inerte de elevada energia (geralmente Ar, He ou N,) (LANCAS, 2009). Ja no Q-TOF,
0 Ultimo quadrupolo do triplo quadrupolo é substituido por um analisador do tipo
TOF, ortogonalmente ao segundo quadrupolo. Este tipo de detector detecta todos os
ions que entram no tubo em um determinado tempo especifico, ao invés de fazer
uma varredura sequencial de m/z, como aconteceria no triplo quadrupolo (LANCAS,
2009; XIE et al., 2012).

Atualmente, a CLUE-EM tem sido extensamente empregada em varios
campos, especialmente na area da fitoquimica, na qual tem como principal
vantagem poupar tempo na analise dos constituintes de extratos vegetais, uma vez
que permite a identificacdo de inimeros compostos em uma unica analise (CROTTI,
2006; GANZERA, STURM, 2018; NICULAU et al., 2016; RODRIGUEZ-ALLER et al.,
2012).

Dessa forma, considerando a aplicabilidade da técnica de UF acoplada a LC-
EM na selecdo de novas substancias em ensaios de interacdes entre proteinas e
ligantes, no presente trabalho identificou-se ligantes naturais da enzima apirase, 0s
guais podem ser potenciais substancias esquistossomicidas. Cabe ainda destacar o
caracter inédito da utilizacdo da ultrafiltracdo acoplada a CLUE-ESI-QTOF-EM na

selecéo de ligantes enzimaticos de apirase, a partir de extratos vegetais.
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4.3 OBJETIVOS

Considerando o potencial esquistossomicida de inibidores de ATPDases, o
objetivo geral do trabalho apresentado neste capitulo foi a identificacdo de ligantes
enzimaticos de apirase de batata, por meio da ultrafiltracdo acoplada a CLUE-ESI-
QTOF-EM, a partir de extratos vegetais.

Para esses propositos, 0s objetivos especificos foram:

e Selecionar as condi¢cdes de incubacdo para a técnica de ultrafiltracao,
incluindo concentragédo de apirase de batata e tempo de incubacéo, utilizando
a cardamonina como ligante conhecido da apirase e das ATP
difosfohidrolases;

e Preparar diferentes extratos brutos a partir de espécies vegetais
selecionadas;

e Realizar os experimentos de selecdo de extratos e de substancias ligantes a
apirase de batata utilizando ultrafiltracdo acoplada a CLUE-EM;

e Obter e analisar os perfis cromatograficos em CLUE-EM dos extratos

produzidos e de seus ultrafiltrados.
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4.4 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos deste capitulo foram realizados nos laboratorios: NIPPAN
da Universidade Federal de Juiz de Fora, CentralBio da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Juiz de Fora, Laboratorio de Farmacologia Clinica e
Experimental (LaFaCE) da Universidade Federal de Juiz de Fora e Laboratério de
Nanotecnologia — Unidade EMBRAPA Gado de Leite.

Para execucdo dos métodos foram utilizados os seguintes equipamentos:
NIPPAN
e Balanca analitica: marca Marte, modelo BL320H,;

e Balanca analitica: marca Marte, modelo AY220;

CentralBio

e Ultrassom: marca Sanders Medical, modelo Soniclean 2;

e Microcentrifuga: marca Kasvi;

e Bomba a vacuo: marca Gast, modelo DOA-P704-AA,

e Cromatografo de fase liquida de alta eficiéncia (HPLC Waters) composto por
duas bombas (modelo 1525), injetor automatico (modelo 2707) e detector de
arranjo de diodos PDA (modelo 2998).

e Cromatografo de fase liquida de ultra eficiéncia de bomba quaternaria com injetor
automativo: marca Waters, modelo Acquity CLUE H-Class; Detector de
espectrometria de massas com analisador de massas do tipo quadrupolo
acoplado a “time of flight” marca Waters, modelo Xevo G2-S.

LaFaCE

e Cromatografo de fase liquida de alta eficiéncia (HPLC Waters) composto por
duas bombas (modelo 1525), injetor automatico (modelo 2707) e detector de
ultravioleta/visivel (UV/Vis) 2489 duplo canal (Waters).

Laboratorio de Nanotecnologia — EMBRAPA.

e Cromatografo de fase liquida de ultra eficiéncia de bomba quaternaria com injetor
automativo: marca Waters, modelo Acquity UPLC; Detector de espectrometria de
massas com analisador de massas do tipo triplo quadrupolo marca Waters,
modelo Xevo TQS.

Para CLAE foram utilizadas as seguintes colunas: coluna analitica de fase

reversa (Sun FireTM Cyg; 4,6 X 250 mm; 5 ym), na presenga de pré-coluna (Sun



89

Firetm Cig; 4,6 x 20 mm; 5 ym), e coluna analitica de fase reversa (Phenomenex Cisg;
4,6 x 150 mm; 5 uym). A aquisicdo de dados e controle foi feita pelo software
Empower 3 Waters Corporation.

Para CLUE foram utilizadas as seguintes colunas: coluna analitica de fase
reversa (Acquity BEH Cig; 2,1 x 100 mm; 1,7 ym), na presenca de pré-coluna
(Acquity BEH Cig; 2,1 x 5 mm; 1,7 ym). A aquisicdo de dados e controle foi feita pelo

software MassLynx.

4.4.1 Ultrafiltracdo acoplada as técnicas espectroscoépicas

Com o intuito de utilizar a técnica de ultrafiltracdo acoplada a CLUE-ESI-
QTOF-EM para selecionar potenciais extratos vegetais que possuem ligantes da
apirase de batata e possivelmente das enzimas ATP difosfohidrolases de S.
mansoni, a cardamonina (um inibidor conhecido dessas enzimas), foi utilizada para
avaliar e determinar as condi¢des ideais de incubacdo desse experimento, com base
em metodologias descritas para a ultrafiltracdo acoplada a CLUE-EM (LI et al., 2019;
LIU et al., 2017; YANG et al., 2012).

Para isso, incubou-se a apirase de batata e a cardamonina em diferentes

condic¢des de incubacgao.

4.4.1.1Desenvolvimento e realizacdo da ultrafiltracéo para avaliagdo das condi¢des

de incubacao com a apirase de batata

Inicialmente avaliou-se a influéncia da concentracdo da enzima apirase de
batata na porcentagem de ligacdo da cardamonina. Para isso, a cardamonina, na
concentracdo de 400uM, foi incubada com trés concentragfes diferentes de apirase
(6, 18 e 24 pug/mL) por 120 min em um volume final de 400 uL. As analises foram
realizadas em duplicatas para cada concentragao.

Em seguida, avaliou-se a influéncia do tempo de incubacéo entre a
cardamonina e a apirase de batata no grau de ligacdo. Assim, para determinar o
tempo apropriado de incubacéo, a amostra, na concentracdo de 400uM, foi incubada
nos tempos de 40, 80 e 120 min com 24 pg/mL de apirase em um volume final de

400 uL. As andlises foram realizadas em duplicatas para cada tempo de incubacao.
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Em todos os experimentos de avaliacdo da concentragdo da enzima e de
tempo de incubagéo, a cardamonina foi incubada sem enzima para determinagao da
ligacdo nado especifica. Na Figura 22 estédo representadas as etapas do processo de
incubacdo e ultrafiltracdo. Inicialmente a cardamonina foi incubada com e sem
enzima. ApOs essa etapa de incubacdo, cada amostra foi filtrada em filtro de
membrana de ultrafiltragcdo com cut-off de 10 kDa, através da centrifugacao (10.000
rom) por 20 minutos a 4 °C, com o intuito de que o complexo proteina-ligante
(apirase + metabdlito) ficasse retido, enquanto as substancias ndo ligadas a enzima
fossem descartadas no ultrafitrado. O ultraconcentrado retido na membrana
(formado pelo complexo apirase + metabdlito) foi lavado por trés vezes com 400 pL
de tampao fosfato e centrifugado (10.000 rpm) por 20 minutos a 4°C. Em seguida,
adicionou-se 800 pL de metanol grau CLAE para que as substancias ligadas a
proteina (apirase) fossem dissociadas do complexo ligante-proteina. Essa mistura
permaneceu em contato por 20 minutos. Logo apds, o ultraconcentrado contendo
metanol, foi centrifugado (10.000 rpm) por 20 minutos a 4 °C. Os ultrafiltrados
obtidos de cada amostra, contendo metanol e os metabdlitos ligantes, foram
analisados por CLAE-DAD com o objetivo de determinar o grau de ligacdo da
cardamonina nestas condicoes avaliadas. A porcentagem de ligagdo da
cardamonina com a enzima foi calculada pela equagéo (YANG et al., 2012):

% de ligacdo = Aa— Ab x 100
Aa

Onde Aa e Ab sdo as areas dos picos da cardamonina interagindo com a
enzima e sem a enzima, respectivamente, nos cromatogramas de CLAE.

As analises em CLAE foram realizadas na CentralBio sob a colaboracao da
Técnica Carolina Miranda Gasparetto; e no Laboratério de Farmacologia Clinica e
Experimental, sob a colaboragédo e responsabilidade do Prof. Dr. Jorge Willian
Nascimento e a aluna de doutorado Aline Corréa Ribeiro.

Os ultrafiltrados obtidos foram inicialmente secos através de banho-maria a
40°C + 5°C e gas nitrogénio, por aproximadamente 2 horas. Em seguida, o soluto foi
ressuspendido em 300 uL de metanol grau HPLC, centrifugado em microcentrifuga
por 5 minutos a 10.000 rpm e o sobrenadante filtrado em unidade filtrante de poro

0,45 um. O volume de injecéo foi 30 uL de cada amostra.
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Em um primeiro momento as andlises em CLAE foram realizadas na
CentralBio, utilizando uma coluna de fase reversa Sun Firety Cyg (4,6 mm x 250 mm,
5um), fluxo de 1mL/min, e a temperatura da coluna foi mantida a 40°C. A partir da
varredura (190 — 400 nm) foi selecionado o comprimento de onda de 345 nm para
leitura, sendo que o gradiente de elui¢do consistiu de fase binaria composta de agua

(acidificada com 1% de acido acético glacial) e metanol, de acordo com a tabela 9:

Tabela 9 - Gradiente de eluicdo em CLAE

Tempo (min) Fluxo (mL/min) %H,0 %MeOH
Inicial 1.00 60.0 40.0
40.00 1.00 0.0 100
45.00 1.00 0.0 100
46.00 1.00 60.0 40.0
60.00 1.00 60.0 40.0

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Devido a ndo disponibilidade do para uso do equipamento acima, algumas
analises foram realizadas no Laboratério de Farmacologia Clinica e Experimental,
utilizando uma coluna de fase reversa Phenomenex Cig (4,6 mm x 250 mm, 5um),
fluxo de 1ImL/min, e a temperatura da coluna foi mantida a 40°C. O comprimento de
onda de 345 nm foi selecionado para leitura e o gradiente de eluicdo consistiu de
fase binaria composta de agua (acidificada com 1% de acido acético glacial) e

metanol como mostra a Tabela 10:

Tabela 10 - Gradiente de eluicdo em CLAE

Tempo (min) Fluxo (mL/min) %H,0 %MeOH
Inicial 1.00 50.0 50.0
5.00 1.00 0.0 100.0
20.00 1.00 0.0 100.0
30.00 1.00 0.0 100.0
36.00 1.00 50.0 50.0

Fonte: Elaborado pela propria autora.
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Figura 22 - Representacdo do ensaio de ligacdo entre cardamonina ou extratos vegetais e apirase através da ultrafiltracéo.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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4.4.1.2Screening para selecdo de potenciais ligantes em extratos vegetais por meio

da ultrafiltracdo acoplada a CLUE-EM

O screening das amostras foi realizado através da técnica de ultrafiltracdo
acoplada a CLUE-EM, com base nos métodos previamente descritos (LI et al., 2019;
LIU et al., 2017; YANG et al., 2012) e nos resultados obtidos neste trabalho através
da avaliacdo das condicdes de incubacéo entre apirase e cardamonina.

Inicialmente, diferentes espécies vegetais (Tabela 11) foram selecionadas
levando em consideracdo seu potencial antiparasitario e perfil de metabdlitos
produzidos (COCK, SELESHO, VUUREN, 2019; MWANGI et al., 2010; SPELMAN
ET AL., 2011). Essas plantas foram coletadas no horto da Faculdade de Farmécia
da Universidade Federal de Juiz de Fora — UFJF, no periodo de abril a julho de
2016. Apos a coleta e separacdo dos 6rgdos vegetais, estes foram secos e
estabilizados em estufa de ar quente e circulante a 40°C. Em seguida, os materiais
obtidos foram triturados com auxilio de moinho de facas para obtencao dos pés. Os
pés obtidos foram submetidos a maceracéao, em temperatura ambiente, utilizando-se
mistura de etanol: agua 9:1 (v/v) como liquido extrator. As solucdes hidroalcodlicas
obtidas de cada material vegetal foram filtradas e evaporadas em rotaevaporador,
obtendo-se os extratos hidroalcodlicos brutos destes materiais. Com o intuito de
retirar substancias polifendlicas, como o0s taninos, os quais podem ser ligantes
enzimaticos inespecificos, os extratos hidroalcodlicos brutos passaram por processo
de particdo com solucao de NaCl 1% (MELO, SANTOS, 2001), conforme Figura 23.

Figura 23- Diagrama geral do procedimento de retirada de polifenois.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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Tabela 11 - Dados de coleta das espécies vegetais.

Nome Cientifico Nome Popular Partes N° exsicata
Achyrocline satureioides Macela do Folhas a
campo
Flores
Acmella oleracea Jambu Folhas CESJ 47480
Flores
Brugmansia suaveolens Trombeteira Folhas a
Flores
Centella erecta Centela Folhas CESJ 65907
Cordia verbenacea Erva baleeira Folhas CESJ 47480
Raizes
Curcuma longa Acafrao Folhas a
Raizes
Justicia pectoralis Chamba Folhas a
Raizes
Rosmarinus officinalis  Alecrim da horta Folhas CESJ 48253
Ramos
Ruta graveolens Arruda Folhas CESJ 70472
Caule

% Aguardando confirmac&o da identificac&o

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Em seguida, 40 pL de cada extrato vegetal (40 mg/mL) foi incubado com 15
UL de apirase (24 ug/mL) por 120 min a temperatura ambiente em um volume final
de 400 uL. Depois da incubacéo, cada mistura (extrato + apirase) foi submetida a
ultrafiltracdo conforme descrito no item 4.4.1.1 deste capitulo. Os extratos também
foram submetidos a esse mesmo processo, porém sem a presenca da enzima. Por
fim, obtiveram-se os perfis cromatograficos por CLUE-ESI-QTOF-EM dos extratos
brutos vegetais produzidos e seus respectivos ultrafiltrados.

Inicialmente a aquisicdo dessas analises foram realizadas na CentralBio,
através de um CLUE acoplado a um espectrobmetro de massas de alta resolugéo
com fonte ESI e analisador tipo Q-TOF (XEVO G2- S QTOF). As condi¢des
cromatograficas e de ESI-EM estdo descritas no item 3.6.2 deste trabalho.

Em decorréncia da nao disponibilidade para uso deste equipamento, analises
complementares foram realizadas no Laboratério de Nanotecnologia — EMBRAPA,
sob a colaboracéo e responsabilidade do Prof. Dr. Humberto de Mello Brandéao e a
técnica Michelle Daiane de Almeida Loures.

Essas analises foram realizadas somente para amostras correspondentes a

incubacéo do extrato sem enzima. Para separagcdo dos componentes da amostra, foi
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usado o sistema CLUE nas mesmas condicbes anteriores. Foi usado o
espectrometro de massas do modelo XEVO TQS micro, contendo analisador de
massas do tipo triplo quadrupolo. As condi¢cdes de ESI-EM foram realizadas em
modo negativo e positivo com as seguintes especificacdes: voltagem no cone de
40V, capilar de 3 kV, a temperatura de dessolvatacdo foi de 500 °C, fluxo do gas
nitrogénio de 50 L/hr, energia inicial de colisdo foi de 3V para geracdo do ion
precursor. Para as analises EM/EM, foi selecionado a m/z do composto de interesse,

nestes casos a energia de colisao foi de 20eV.
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 Desenvolvimento e realizacao da ultrafiltracédo para avaliacédo das

condicdes de incubacdo com a enzima apirase de batata

Os procedimentos convencionais para a descoberta de novos compostos de
origem vegetal com atividades bioldgicas ou atividade inibitéria de determinada
enzima incluem fracionamento bioguiado, isolamento, purificacdo e identificacédo
estrutural. Esses procedimentos consomem muito tempo além de intensivo trabalho.
Diante desse cenario, novos e rapidos métodos para screening de compostos
bioativos de misturas complexas, como extratos vegetais, tem se tornado necessario
(WEI et al., 2016).

A UF acoplada com técnicas de separacdo e/ou identificacdo, como CLAE-
DAD e CLUE-EM tem sido descrita como uma poderosa ferramenta para selecionar
potenciais ligantes enzimaticos. Varias pesquisas tém relatado a descoberta de
potencias compostos ativos através da utilizacdo desta técnica (CHOI et al., 2011,
LIU et al., 2017; SONG et al., 2014; WU et al., 2016; YANG et al., 2012; YANG et al.,
2018).

O screening de amostras para selecdo de potenciais ligantes e inibidores de
determinada enzima, utilizando a técnica de ultrafiltracdo, se baseia em trés etapas:
incubacéo, ultrafiltracéo e caracterizacao.

No presente trabalho, inicialmente determinou-se as condi¢des ideais de
incubacdo entre a cardamonina e enzima de modo que a técnica de ultrafiltracéo
possa ser utilizada para detectar possiveis ligantes das enzimas ATP
difosfohidrolases em amostras complexas.

O processo de incubacdo permite que a amostra entre em contato com a
enzima e, portanto, alguns paramétros devem ser avaliados para otimizar esse
processo. Dessa forma, o estudo das condi¢bes de incubacéo entre a cardamonina
e a apirase de batata, utilizando a técnica de ultrafiltracdo, foi realizado com base
nos meétodos previamente descritos (LIU et al.,, 2017; YANG et al., 2012), com
algumas modificacoes.

De maneira semelhante, Yang e colaboradores (2012) determinaram a
concentracdo da enzima e o tempo de incubacdo necessarios para utilizar a técnica

de UF-EM, a fim de encontrar inibidores da enzima tirosinase a partir de extrato de
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M. alba. Neste trabalho, incubou-se 5 mg/mL de extrato com 53nM de enzima por 30
minutos (YANG et al.,, 2012). J4 no trabalho de LI et al., 2019 as condi¢cbes de
incubacédo foram determinadas utilizando um inibidor conhecido da enzima (LI et al.,
2019).

Inicialmente, investigou-se a influéncia da concentracdo da enzima apirase na
porcentagem de ligacdo da cardamonina. Para isso, a cardamonina (400uM), foi
incubada com a apirase de batata nas concentracdes de 6, 18 e 24 ug/mL. Como
controle negativo, a cardamonina (400uM) foi incubada sem a presenca de enzima
com o intuito de descontar uma possivel ligacdo da amostra no aparato. Apés a
ultrafiltracdo, os ultrafiltrados foram analisados por CLAE-DAD e as respectivas
areas dos picos foram utilizadas para calcular a porcentagem de ligacdo. Na Figura
24 estdo representados 0s cromatogramas obtidos da ultrafiltracdo entre
cardamonina e apirase de batata (24 ug/mL) (Fig. 24a) e cardamonina incubada sem
enzima (Fig. 24b).

Como pode-se observar na Figura 25, o aumento da concentracdo da enzima
influencia no aumento da porcentagem de ligagdo da cardamonina, de modo que as
porcentagens de ligacdo da cardamonina-enzima foram bem menores ao incubar a
amostra com 6 pug/mL e 18 ug/mL de apirase, aproximadamente 2% e 15%,
respectivamente. Enquanto que na incubacdo de cardamonina com 24 ug/mL de
enzima, a porcentagem de ligacdo chega a 79%. Uma possibilidade desse aumento
de ligacdo poderia ser que, em alta concentracdo de enzima, quase todo o ligante
adicionado esta ligado aos locais de ligacdo da enzima.

Estudos anteriores relatam que, por exemplo, em amostras complexas, a
guantidade insuficiente de enzimas durante a incubacg&o pode resultar em baixas
porcentagens de ligacdo ou até mesmo reduzir o nUmero de compostos ligantes
devido a competicdo entre os ligantes (JOHNSON, NIKOLIC, VAN BREEMEN,
2002). Portanto, 0 excesso de enzima se torna necessario para garantir a deteccéo

de todos os potenciais ligantes (YANG et al., 2012).
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Figura 24 - Cromatograma do ultrafiltrado resultante da incubacao da cardamonina com (a) e sem

enzima (b).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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Figura 25 - Percentual de ligacdo da cardamonina-enzima em diferentes concentracfes de apirase.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Além da verificacdo da influéncia da concentracdo da enzima, o tempo de
incubacdo da amostra-enzima também foi avaliado.

Determinada a concentracdo ideal de enzima, a cardamonina foi incubada
com 24 ug/mL de apirase nos tempos de 40, 80 e 120 min. De maneira semelhante
ao experimento anterior, também utilizou-se um controle negativo, no qual a
cardamonina foi incubada sem a presenca de apirase de batata com o intuito de
descontar uma possivel ligacdo da amostra no aparato. Apos a ultrafiltracdo, os
ultrafiltrados foram analisados por CLAE-DAD e as respectivas areas dos picos
foram utilizadas para calcular a porcentagem de ligacéo.

Neste experimento observa-se que a porcentagem de ligacdo do ligante
aumenta de maneira tempo-dependente (Figura 26). Ao incubar a cardamonina com
a apirase de batata por 40 minutos a porcentagem de ligacdo € de aproximadamente
44%. O aumento desse tempo de incubacdo para 80 minutos observa-se também
um aumento na porcentagem de ligacdo para aproximadamente 57%. E por fim, um
tempo de incubacdo de 120 minutos acarreta em uma porcentagem de ligacao de
79%.

Estudos anteriores demonstram a importancia do tempo de incubacdo na
deteccdo de possiveis ligantes (LIU et al., 2017; YANG et al., 2012). De maneira
semelhante a concentragdo da enzima, tempos de incubacéo relativamente rapidos

pode ndo determinar a presenca de ligantes na amostra. Tempo de incubacgao



100

prolongados também sdo necessérios de forma que todos os possiveis ligantes
possam encontrar a enzima e se ligarem. Portanto, é necessario um periodo
suficiente de incubacdo de forma que os ligantes possam alcancar a enzima e
tenham um periodo suficiente de tempo para alcancar o equilibrio ligante-enzima
(YANG et al., 2012).

Figura 26 - Percentual de ligagdo da cardamonina-enzima em diferentes tempos de incubag&o.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Com base nestes resultados apresentados, foi possivel determinar a
concentracédo de apirase de batata e o tempo de incubagdo entre as amostras e a
enzima, para que se possa utilizar a técnica de ultrafiltracdo acoplada a CLUE-EM
na determinacdo de possiveis ligantes da enzima apirase de batata a partir de
amostras complexas.

Além disso, evidenciamos que a cardamonina € capaz de se ligar (ensaio de
ultrafiltracdo de cardamonina com apirase) e inibir (ensaio de inibicdo enzimatica) a
apirase de batata, portanto propomos a utilizacdo dessa enzima nos subsequentes
ensaios de ultrafiltragdo com o objetivo de selecionar extratos vegetais que
apresentem ligantes da apirase de batata, os quais, possivelmente, serdo também

ligantes e inibidores das ATP difosfohidrolases de S. mansoni.
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4.5.2 Screening de selecdo de potenciais ligantes da apirase presentes em
extratos vegetais através da ultrafiltracdo acoplada a CLUE-EM

Com o intuito de investigar a presenca de ligantes da enzima apirase de
batata em extratos vegetais, 9 espécies de plantas foram selecionadas com base na
disponibilidade das mesmas no horto da Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal de Juiz de Fora — UFJF e levando em consideracdo seu potencial
antiparasitario e perfil de metabdlitos produzidos.

A partir dessas espécies vegetais, produziram-se 17 tipos diferentes de
extratos brutos vegetais (descrito no item 4.4.1.2), os quais foram submetidos a
incubacdo com a apirase de batata e subsequente processo de ultrafiltracéo
acoplada a CLUE-EM. A concentracdo de apirase de batata e o tempo de incubacao
das amostras com a enzima foram determinados através dos experimentos
realizados com cardamonina e apirase de batata descritos no item 4.5.1. Detalhes
do processo de ultrafiltracdo também estdo descritos no item 4.4.1.2.

A técnica de UF combinada com cromatografia liqguida e espectrometria de
massas é uma ferramenta poderosa para descobrir compostos biologicamente ativos
em misturas complexas, como os extratos vegetais (LIU et al., 2017). Varios estudos
tém relatado a descoberta de potenciais inibidores enzimaticos através da UF (LIU et
al., 2012; LIU et al., 2017; MULABAGAL, CALDERON, 2010; YANG et al., 2012).
Alguns exemplos incluem a triagem de ligantes potenciais para neuramidase,
tirosinase e glutationa redutase (LIU et al., 2012; MULABAGAL, CALDERON, 2010;
YANG et al., 2012). Até o momento, ndo ha relatos da utilizacdo dessa técnica para
a selecéo de ligantes das enzimas apirase e ATP difosfohidrolases de S. mansoni.

Dentre as amostras avaliadas através da ultrafiltracdo acoplada a CLUE-EM
selecionou-se 3 extratos brutos de trés espécies vegetais distintas, as quais
apresentaram ligantes da apirase de batata. S&o elas Acmella oleracea L., Ruta

graveolens L. e Centela erecta L.f.
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4.5.2.1Ensaio de ultrafiltracdo e identificacao de ligantes presentes em Ruta

graveolens

Em relacdo ao ensaio de UF, o extrato bruto de R. graveolens, apds avaliado
no ensaio de UF, também apresentou ligantes da enzima apirase de batata, como
mostrado no cromatograma do ultrafiltrado realizado em CLUE-EM (Figura 27). Cabe
destaque a presenca do ligante no tempo de retencao de 6,72 minutos.

Além disso, a nova UF realizada incubando o extrato bruto de R. graveolens
sem a presencga da enzima permitiu verificar a baixa concentragdo do principal
ligante (Tr = 5,94) neste ultrafiltrado (Figura 28), cerca de 1000 vezes menor em
comparacao ao extrato bruto. Dessa forma, também é possivel sugerir que este
composto esta se ligando, durante a incubacao e ultrafiltracdo, a enzima apirase de
batata.

Experimentos de EM/EM foram realizados para determinar a estrutura
guimica do principal ligante e direcionar seu posterior isolamento. A analise do
espectro de massas (Figura 29), realizado em modo positivo, permitiu propor que o
ligante trata-se do alcaloide acridénico conhecido como arborinina (Figura 30),
baseado no ion molecular m/z 286,1070, assim como no padrdo de fragmentacao
semelhante aos dados previamente publicados (De CARVALHO et al., 2019b;
NARDIN et al., 2018).



Figura 27 - Cromatograma em CLUE-ESI-QTOF-EM (modo positivo) do extrato bruto de R. graveolens (a), do ultrafiltrado incubado com enzima (b) e branco
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(a) Extrato bruto etandlico das partes aéreas de R. graveolens; (b) Ultrafiltrado de R. graveolens; (c) Ultrafiltrado do branco (solvente utilizado na analise). As

setas indicam as substancias ligantes da enzima apirase.

Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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Figura 28 - Cromatograma em CLUE-EM-QqQ em modo positivo do extrato bruto de R. graveolens (a), do ultrafiltrado incubado sem enzima (b).

Ext Rg_01out19 1: MS2 ES+
7.16 TiC
1007 216210
462 497
213 3.35 471 5.4 8.09
= 353 - 550 594 11.06 11.22
0.487 5p 3.67 3.92 : 5.426 46 apg 008 1043 1087 e
I 4.45 L 9.789.90 : :
N 064 1g 244, 310 el 4405 - 263 720 BABS% . o1\ 932 2 - .
-7
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 5.00 10.00 11.00

Ultra Rg-B_01out19 1: MS2 ES+
1004 594 286 0.1000Da

5.00e7

753,761 505
AN S

- AL e} k¥
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00

(a) Extrato bruto etandlico das partes aéreas de R. graveolens; (b) Ultrafiltrado de R. graveolens incubado sem enzima. A seta indica o principal ligante da
enzima apirase presente no extrato.

Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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Figura 29 - Espectro de massas do composto no tempo de retencao de 6,72 minutos obtido por EM/EM-QTOF em modo positivo.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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Figura 30 - Estrutura quimica da arborinina.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

4.5.2.2Ensaio de ultrafiltracdo e identificacdo de ligantes presentes em Acmella

oleracea

De forma semelhante ao extrato de R. graveolens, o extrato bruto de A.
oleracea, foi incubado com apirase de batata e, em seguida, filtrado em membrana
de ultrafiltracdo. Posteriormente, este extrato e seu respectivo ultrafiltrado (obtido
pela técnica de UF) foi analisado por CLAE-DAD (dados ndo mostrados) e CLUE-
EM. Analisando os resultados obtidos e evidenciados pelos cromatogramas de
CLUE-EM (Figura 31) é possivel observar a presenca de ligantes da apirase no
ultrafiltrado, com destaque para o ligante identificado no tempo de retencao de 7,86
minutos.

Posteriormente, uma nova ultrafiltracéo foi realizada, na qual o extrato bruto
de A. oleracea passou pelos mesmos procedimentos, porém sem a presenca da
enzima. Estes novos experimentos tiveram a finalidade de verificar se o principal
ligante estava se ligando de fato & enzima ou ao aparato de UF. Assim o extrato
bruto e seu respectivo ultrafiltrado foram analisados por CLUE-EM com analisador
de massas do tipo triplo quadrupolo. Analisando os resultados obtidos e mostrados
pelo cromatograma de CLUE-EM (Figura 32) é possivel verificar a presenca do
ligante no Tr = 7,05 min (identificado pela analise do espectro de massas, descrito a
seguir) no extrato bruto de A. oleracea, e a baixa concentracdo deste no ultrafiltrado
em questdo. Esses resultados nos permitem sugerir que este composto esta se
ligando, durante a incubacéao e ultrafiltracdo, a enzima apirase de batata.

Com o intuito de identificar estruturalmente o principal ligante para seu
posterior isolamento, experimentos de EM/EM foram realizados. O espectro de
massas, realizado em modo positivo, do ligante no tempo de retencdo de 7,86
minutos (ligante identificado no ensaio de UF), mostra o pico do ion molecular em

m/z = 222,1840, sugerindo a férmula molecular C14H24NO. Através do experimento



107

de EM/EM foi possivel identificar os principais fragmentos m/z 141,1148 e m/z
126,0919 (Figura 33).

Segundo Hiserodt e colaboradores (2004), amidas insaturadas (2E, 6Z), sob
baixa energia de colisdo, formam dois fragmentos caracteristicos. Um deles é
formado através de uma clivagem homolitica gerando um cétion radical (Figura 34
a). E o outro ion formado é o cation ciclopropeno (Figura 34 b), o qual passa pela
formacéo inicial de um biciclico intermediario seguido da perda de um alceno.
Nestes dois casos, 0s cations gerados sdo estabilizados por ressonancia. Estes
mecanismos de fragmentacdo propostos para a formacdo dos ions fragmentos de
m/z 141 e m/z 126 estdo representados na Figura 34.

Dessa forma, os principais fragmentos encontrados sdo consistentes com a
fragmentacao proposta por Hiserodt et al., 2004 para a estrutura do espilantol. Além
disso, outros fragmentos observados foram m/z 166,1256 (perda do residuo
isobutila, m/z 56), m/z 149,0968 referente ao ion acilio, e os fragmentos m/z
123,1179 e m/z 121,1025 resultantes da perda de CO da molécula do ion acilio
(BOONEN et al., 2012). Esses dados comparados com 0s presentes na literatura
permitiram propor que esta substancia trata-se da substancia (2E,6Z,8E)-N-isobutil-
2,6,8-decatrienamida, conhecida como espilantol (Figura 35) (BOONEN et al., 2010;
HISERODT et al., 2004).
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Figura 31 - Cromatograma em CLUE-ESI-QTOF-EM (modo positivo) do extrato bruto de A. oleracea (a), do ultrafiltrado incubado com enzima (b) e branco
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(a) Extrato bruto cloroférmico das flores de A. oleracea; (b) Ultrafiltrado de A. oleracea; (c) Ultrafiltrado do branco (solvente utilizado na andlise). As setas

indicam as substancias ligantes da enzima apirase.

Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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Figura 32 - Cromatograma em CLUE-EM-QgQ em modo positivo do extrato bruto de A. oleracea (a), do ultrafiltrado incubado sem enzima (b).
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(a) Extrato bruto cloroférmico das flores de A. oleracea; (b) Ultrafiltrado de A. oleracea incubado sem enzima. A seta indica o principal ligante da enzima
apirase presente no extrato.

Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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Figura 33 - Espectro de massas do composto no tempo de retencao de 7,86 minutos obtido por EM/EM-QToF em modo positivo.
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Figura 34 - (a) Mecanismo de formacéo do cation radicalar. (b) Mecanismo de formac&o do cétion

ciclopropeno.
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Fonte: Adaptado de HISERODT et al. (2004).
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Figura 35 - Estrutura quimica do espilantol.

O

=
_ ™ N/\(
H

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

4.5.2.3Ensaio de ultrafiltracéo e identificacdo de ligantes presentes em Centela

erecta

E por fim, o extrato bruto de C. erecta, também avaliado no ensaio de UF,
apresentou ligantes da enzima apirase de batata, como mostrado no cromatograma
do ultrafiltrado realizado em CLUE-EM (Figura 36). Cabe destaque a presenca do
ligante no tempo de retengcédo de 4,98 minutos. Na Figura 37 observa-se a baixa
concentracdo deste ligante quando o extrato foi incubado sem a presenca da
enzima, seguido da ultrafiltracéo.

Na analise do espectro de massas (Figura 38), realizado em modo negativo,
do principal ligante (Tr = 4,98 min) foi possivel observar o ion molecular de massa
semelhante a substancia conhecida como asiaticosideo. No entanto, seu perfil de
fragmentacao foi caracterizado pela formagcdo de aduto com o ion cloreto. Neste
caso, observa-se um sinal correspondente a massa do asiaticosideo m/z 957,5045
[M-H] °, e um sinal de maior intensidade, m/z 993,4827, o que indica uma possivel
ligacdo do fragmento ao ion cloreto (34,9694), logo 958,5173 (massa exata do
asiaticosideo) + 34,9694 = 993,4831.

Um melhor perfil de fragmentacao foi observado no modo EM/EM, no qual
selecionou-se o ion de m/z 958 para posterior fragmentacdo (Figura 39). Os
principais ions gerados a partir do ion precursor foram m/z 487,3571 [M-H-2Glc-
Rha] e 469,2375 [M-H-2Glc-Rha-H,0] °, os quais estdo de acordo com a literatura
(LONG et al., 2012; ZACARIA et al., 2019). Esses dados nos permitiram propor que

a substancia trata-se do asiaticosideo (Figura 40).



Figura 36 - Cromatograma em CLUE-ESI-QTOF-EM (modo negativo) do extrato bruto de C. erecta (a), do ultrafiltrado incubado com enzima (b) e branco (c).
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(a) Extrato bruto etandlico das partes aéreas de C. erecta; (b) Ultrafiltrado de C. erecta; (c) Ultrafiltrado do branco (solvente utilizado na analise). As setas
indicam as substancias ligantes da enzima apirase.

Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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Figura 37 - Cromatograma em CLUE-EM-QqQ em modo negativo do extrato bruto de C. erecta (a), do ultrafiltrado incubado sem enzima (b).
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(a) Extrato bruto etandlico das partes aéreas de C. erecta; (b) Ultrafiltrado de C. erecta incubado sem enzima. A seta indica o principal ligante da enzima
apirase presente no extrato.

Fonte: Elaborado pela prépria autora.



Figura 38 - Espectro de massas do composto no tempo de retencdo de 4,99 minutos obtido por EM/EM-QToF em modo negativo.
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Figura 39 - Espectro de massas do asiaticosideo obtido por EM/EM-QqQ em modo negativo.
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Figura 40 - Estrutura quimica do asiaticosideo.

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

A caracterizacdo quimica de cada extrato, o fracionamento e isolamento dos
ligantes identificados através da UF acoplada a CLUE-EM s&o descritos nos
capitulos a seguir, assim como a confirmagdo das estruturas quimicas desses
ligantes através da RMN de Hidrogénio e Carbono. Além disso, investigou-se a
capacidade de inibicdo enzimética da apirase de batata pelos ligantes isolados, os
guais também foram submetidos aos estudos de docking molecular nas SmATPases
e apirase. E por fim, extratos brutos e seus respectivos ligantes isolados foram
avaliados quanto a atividade esquistossomicida in vitro frente a vermes adultos de S.
mansoni e um ligante foi selecionado para avaliagdo da sua atividade
esquistossomicida in vivo. Os resultados de todos esses experimentos estdo

descritos a sequir, individualizado por planta em cada capitulo.
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4.6 CONCLUSAO

O trabalho apresentado neste capitulo visou identificar, através da UF
acoplada a CLUE-EM, ligantes enzimaticos de apirase a partir de misturas
complexas, extratos brutos vegetais.

Dessa forma, as condi¢cdes de incubacgédo do ensaio de UF entre amostra e
enzima foram determinadas, através da utilizacdo da cardamonina como ligante da
apirase de batata e das ATP difosfohidrolases de S. mansoni. Assim, selecionou-se
a concentracdo da apirase de batata e o tempo de incubacdo para os testes
posteriores.

Diferentes extratos brutos foram preparados e avaliados nos ensaios de UF
acoplada a CLUE-EM. A analise desses dados permitiu selecionar 3 extratos
promissores, 0s quais apresentaram ligantes da enzima apirase de batata, sao eles:
R. graveolens, A. oleracea, C. erecta. As estruturas quimicas destes ligantes foram
determinadas através dos dados de espectrometria de massas.

Assim, sugere-se que a técnica de UF acoplada a CLUE-ESI-QTOF-EM pode
ser utilizada como uma ferramenta de screening para selecionar extratos vegetais
com potenciais ligantes enzimaticos da apirase de batata, os quais podem ainda ser
identificados estruturalmente e direcionar os procedimentos de fracionamento e

isolamento dos mesmos.
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5 CARACTERIZACAO POR CLUE-ESI-QTOF-EM DO EXTRATO BRUTO DE
Ruta graveolens (RUTACEAE) E AVALIACAO DA SUA ATIVIDADE
ESQUISTOSSOMICIDA IN VITRO FRENTE A VERMES ADULTOS DE S.

mansoni

O presente capitulo se destina a caracterizacdo quimica por CLUE-ESI-
QTOF-EM do extrato bruto de R. graveolens, bem como o0 processo de
fracionamento cromatografico para isolamento e identificacdo estrutural das
substancias ligantes da enzima apirase de batata selecionados através da técnica
de UF acoplada a CLUE-EM. Além disso, investigou-se a capacidade de inibicao
enzimatica da apirase de batata pelos ligantes isolados, os quais também foram
submetidos aos estudos de docking molecular nas SmATPases e apirase. E ainda
investigou-se a atividade esquistossomicida in vitro frente a vermes adultos de S.

mansoni do extrato bruto e do ligante isolado.

5.1 Ruta graveolens

A familia Rutaceae possui mais de 1600 espécies diferentes de arbustos e
arvores de pequeno porte, distribuidas em cerca de 150 géneros, principalmente em
paises de climas tropicais, subtropicais e temperados. Dentre 0s géneros dessa
familia, cita-se como os mais importantes os géneros Ruta, Esenbeckia e Cusparia,
0s quais incluem espécies medicinais (BRASIL, 2015).

Do ponto de vista quimico, a familia Rutaceae possui grande diversidade de
metabdlitos, como alcaloides, cumarinas, lignanas, flavonoides e terpenos. Muitos
desses compostos possuem variadas atividades biolégicas, de grande importancia
farmacoldgica, despertando o interesse na investigacdo fitoquimica desta familia
(ASGARPANAH, KHOSHKAM, 2012). No Brasil estdo descritas cerca de 200
espécies de 33 géneros diferentes, sendo a espécie mais conhecida R. graveolens
L. (BRASIL, 2015; MALIK et al., 2016).

A R. graveolens é conhecida popularmente como arruda, ruta, arruda-
fedorenta, ruta-de-cheiro-forte, arruda-doméstica e arruda-dos-jardins. O termo “ruta”
€ derivado do grego e significa libertar, relacionado a capacidade de “limpeza de
maus fluidos” (BRASIL, 2015; LEMOS, 2015).
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E uma planta nativa da regido da Europa com aproximadamente 1,5 metros
de altura. Suas folhas séo longas com foliolos de cor verde-acinzentada a azulada.
Os ramos sao ramificados e herbaceos e com o passar do tempo se tornam
lenhosos na base. Além disso, apresenta flores com coloracdo amarelo-esverdeada,
hermafroditas com pétalas livres entre si (BRASIL, 2015; MALIK et al., 2016) (Figura
41).

Suas propriedades foram reconhecidas por grandes autores gregos e
romanos, tais como Hipdcrates, Dioscoriades e Plinio. Na medicina tradicional e
popular é utilizada pelo homem, desde muito tempo, em rituais de protecéo,
principalmente em criangas contra o mal olhado, desordens menstruais, inflamacdes
na pele, caimbras, dor de ouvido e dente (MALIK et al., 2016). Atualmente é usada
no tratamento de varias doencas como vitiligo, psoriase, infec¢cdes de bexiga e rins,
inflamacdes e parasitoses. Na homeopatia, R. graveolens é utilizada para tratamento
de dor profunda e reumatismo, além da fadiga ocular, distarbios gastricos, rigidez na
nuca, tonturas e dores de cabecga (BRASIL, 2015; MALIK et al., 2016). Além disso,
esta espécie esté listada na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
Sistema Unico de Saude (RENISUS), o que demonstra a grande importancia das
pesquisas ligadas a sua composicdo quimica e atividades biol6gicas (BRASIL,
2018).

Figura 41 - Folhas (A) e flores (B) de R. graveolens

Fonte: Adaptado de BRASIL (2015).

Diante desse cenario, varias pesquisas tém investigado e relatado os efeitos
anti-helmintico,  febrifuga, @ emenagoga, espasmolitica, fotossensibilizante,
cicatrizante, anti-inflamatoria, antirreumatica e antiulcerogénica (ASGARPANAH,
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KHOSHKAM, 2012). Sendo mencionada em farmacopeias de 28 paises, seu uso
medicinal se destaca devido a presenca de seus metabdlitos, principalmente
flavonoides, cumarinas e alcaloides, 0os quais estdo concentrados nas partes aéreas
da planta (MALIK et al., 2016).

Os flavonoides sdo responséveis pela coloracdo amarela das flores, e
destacam-se a rutina, quercetina, gossipetina, kaempferol e isoramnetina (Figura
42). A rutina, um dos constituintes mais conhecidos de R. graveolens, possui a
capacidade de aumentar a resisténcia dos capilares sanguineos, evitando a ruptura
destes e, consequentemente, as hemorroidas. Essa substancia também ja foi
descrita com propriedade antioxidante, anticAncer e  anti-inflamatoria
(ASGARPANAH, KHOSHKAM, 2012; LEMOS, 2015; MALIK et al., 2016).

Figura 42 - Alguns flavonoides identificados em R. graveolens.

Quercetina Gossipetina

OCH;

Isoramnetina

Rutina

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Ja entre as cumarinas, mais de 40 compostos dessa classe ja foram isolados
e identificados nesta planta. Entre eles destacam-se o bergapteno, psoraleno,

xantotoxina, rutamarina, isopimpinelina, chalepensina, rutacultina e chalepina
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(Figura 43). As cumarinas e furanocumarinas séo usadas no tratamento de doencas
dermatoldgicas, como psoriase e vitiligo, por apresentarem propriedades
fotoreativas, e também, sdo utilizadas no tratamento sintomatico de doencas
neuroldgicas, particularmente escleroses multiplas (KOSTOVA et al., 1999; MALIK et
al., 2016; SAMPAIO, 2012).

Figura 43 - Algumas cumarinas identificados em R. graveolens.

OCH3
A O‘<
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OCHj3
Psoraleno Bergapteno Xantotoxina Rutamarina
OCHj4
AN
T VD
0”0 o 0~ o O
OCHj3
Isopimpinelina Chalepensina Chalepina Rutacultina

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Os alcaloides sdo descritos em trés grupos, quinolinicos (como a graveolina),
furanoquinolinicos (como a skimmianina, y-fagarina, kokusaginina e dictamina) e
acridénicos (como a arborinina, rutacridona e gravacridondiol) (Figura 44). Estudos
demonstram que os alcaloides, presentes na arruda, apresentam diversas
atividades, dentre elas destacam-se a atividade antiparasitaria contra P. falciparum e
T. cruzi, bem como a atividade antimicrobiana e antitumoral (ASGARPANAH,
KHOSHKAM, 2012; MALIK et al., 2016; SAMPAIO, 2012).

Dentre os alcaloides acridbénicos, a arborinina € o composto mais comumente
encontrado nas partes aéreas dessa planta, enquanto a rutacridona e

gravacridondiol s&o encontrados nas raizes (BURGA, 2005).
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Figura 44 - Alguns alcaloides identificados em R. graveolens.

OCHj OCH3 OCH3
| LD 0D
N > N H;CO
CHs OCH3
Graveolina Dictiamina Gama-Fagarina Kokusaginina
OCHs O OH
OCH3
OCH3
Skimmianina Arborinina Rutacridona

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

5.2 ALCALOIDES ACRIDONICOS E A ARBORININA

Alcaloides acridénicos possuem um nucleo aromatico heterociclico que
contém um grupo carbonila e um grupo amino secundario na posicao 9 e 10,

respectivamente (Figura 45).

Figura 45 - Ndcleo acriddnico.

|
H

Fonte: Elaborado pela propria autora.

Alcaloides acridénicos, também denominados acridonas, sdo uma classe de
metabalitos restritos apenas a familia Rutaceae (BURGA, 2005). Diversos relatos na
literatura evidenciam algumas atividades biolégicas dessa classe de substancias,
como atividade antitumoral, antiviral e antiparasitaria (AHUA et al., 2004; KAWAII et
al., 1999; SEPULVEDA et al., 2013; WAFFO et al., 2007).
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Assim, por exemplo, algumas acridonas obtidas das raizes de plantas da
familia Rutaceae tém demonstrado efeito indutor de diferenciacdo de células HL-60,
linhagem derivada de leucemia promielocitica humana, caracteristica de leucemia
mieldide aguda. O mecanismo de acdo sugerido para esta atividade € a interacao
das acridonas com o DNA, por intercalacdo (KAWAIl et al, 1999; KUMAR,
SHARMA, PRASAD, 2018).

Em relacao a atividade antiviral, varios alcaloides acridénicos mostraram acao
inibitéria frente a diferentes tipos de virus, como virus do herpes simplex (HSV),
citomegalovirus humano (HCMV), virus da imunodeficiéncia humana (HIV), virus da
diarréia viral bovina (BVDV), virus da hepatite C (HCV), virus da dengue (DENV) e
virus da febre hemorragica (HFV) (KUMAR, SHARMA, PRASAD, 2018;
SEPULVEDA et al., 2013).

A atividade antiparasitaria também tem sido extensivamente investigada para
alcaloides acridbnicos frente ao Plasmodium sp, Leishmania sp e Trypanosoma sp
(ASTELBAUER et al., 2011; DOS SANTOS et al., 2009; LACROIX et al., 2011;
MURIITHI et al.,, 2002). Como exemplo, nos trabalhos de AHUA e colaboradores
(2004) e WAFFO e colaboradores (2007), onze alcaloides acridonicos foram
isolados de Salvia glutinosa e avaliados quanto a atividade in vitro frente ao P.
falciparum sensivel a cloroquina, T. brucei rhodesiense e L. donovani. Nove desses
compostos apresentaram valores de ICsy variando de 0,3 a 11,6 uM contra P.
falciparum. E um pequeno nimero de compostos mostrou-se ativo contra os outros
parasitos avaliados (AHUA et al., 2004; WAFFO et al., 2007).

Dentre os alcaloides acriddnicos de origem natural, a arborinina, encontrada
principalmente nas partes aéreas de R. graveolens, tem mostrado significativa
atividade antiparasitaria (ALBARICI, 2006; MALEBO et al., 2009; MWANGI et al.,
2010).

No estudo realizado por MWANGI e colaboradores (2010), a arborinina foi
ativa frente ao P. falciparum, apresentando ICso de 1,61 ug/mL (MWANGI et al.,
2010). Além disso, a arborinina também apresentou atividade frente as formas
amastigotas de L. donovani, com ICso de 5,20 pg/mL (MWANGI et al., 2010).
Estudos demonstram ainda a atividade antiparasitaria da arborinina frente as
espécies de T. cruzi e T. brucei rhodesiense (ALBARICI, 2006; MALEBO et al.,
2009; MWANGI et al., 2010).
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Em relacdo ao mecanismo de acéo, trabalhos tém relacionado a atividade
antiparasitaria da arborinina e outros alcaloides, com a capacidade de interacdo com
alvos enzimaticos, principalmente enzimas presentes em Leishmania sp
(OGUNGBE, NG, SETZER, 2013).
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5.3 OBJETIVOS

O objetivo geral do trabalho descrito no presente capitulo foi a caracterizacéo
quimica dos constituintes de R. graveolens, o isolamento dos metabdlitos e
avaliacdo da atividade esquistossomicida in vitro do extrato e substancia isolada

frente & vermes adultos de S. mansoni.

Para esses propésitos, os objetivos especificos foram:

e Caracterizar quimicamente o extrato bruto etandlico das partes aéreas de R.
graveolens por meio de CLUE-ESI-QTOF-EM;

e Realizar o isolamento, a purificacdo e identificacdo da arborinina, a qual foi
anteriormente identificada como ligante da apirase de batata;

e Avaliar a atividade esquistossomicida in vitro do extrato bruto e da arborinina
frente & vermes adultos de S. mansoni;

e Avaliar a atividade enzimatica da apirase de batata frente a arborinina;

e Realizar estudos de docking molecular da arborinina frente a apirase de

batata e as ATP difosfohidrolases de S. mansoni.
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5.4 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos deste trabalho foram realizados nos laboratorios: NIPPAN
da Universidade Federal de Juiz de Fora, CentralBio da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Juiz de Fora, Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Juiz de Fora, NPDN - Universidade de Guarulhos, Séo Paulo, SP e no
Departamento de Ciéncia da Computacdo - Programa de Pdés-Graduacdo em
Modelagem Molecular da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Para execucdo dos métodos foram utilizados os mesmos equipamentos
descritos no item 3.6 deste trabalho.

Foram utilizados solventes de grau P.A., das marcas Vetec, Cromato
Produtos Quimicos LTDA, Quemis, Isofar e Alphatec. Para realizacdo do processo
de CLAE foram utilizados agua ultrapura e metanol grau CLAE da marca J. T. Baker.
Para a realizacdo de CCD, foram utilizadas cromatoplacas de silica gel 60 GF254
(Merck). A revelacdo das mesmas foi obtida através de irradiacdo no UV (254 e 366
nm), bem como de revelador quimico, solucdo de anisaldeido, seguida de
aguecimento.

Para a realizacdo de CLV e cromatografia em coluna classica (CC) foram
utilizadas como adsorventes silica gel 40-63 um.

Para CLAE foram utilizadas coluna analitica de fase reversa (SunFire Cig; 4,6
x 250 mm; 5 ym), na presenga de pré-coluna (SunFire Cig; 4,6 x 20 mm; 5 uym) e
coluna semipreparativa de fase reversa (SunFire Cig, 10 x 250 mm, 5 ym), na
presenca de pré-coluna (SunFire C15 10 x 20 mm, 5 um).

Para CLUE foi utilizada coluna analitica de fase reversa (Acquity BEH Cgg; 2,1
x 100 mm; 1,7 ym), na presenga de pré-coluna (Acquity BEH Cig; 2,1 x 5 mm; 1,7
pm).

Para a obtencéo dos espectros de RMN de *H e *C foi utilizado cloroférmio

deuterado da marca Cambridge Isotope Laboratories.

5.4.1 Anélise por CLUE-ESI-QTOF-EM
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Os extratos vegetais selecionados a partir da técnica de UF acoplada a
CLUE-EM foram analisados por um CLUE acoplado a um espectrometro de massas
de alta resolucdo com fonte ESI e analisador tipo Q-TOF (XEVO G2- S QTOF). As
condi¢cBes cromatograficas e de ESI-EM foram as mesmas citadas no item 3.6.2.

A identificacdo das substancias presentes no extrato bruto de R. graveolens
foi realizada por EM/EM-QTOF. Os espectros de massas obtidos foram comparados
com dados disponiveis nas bases de dados MassBank of North America
(http://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/), PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), e
ChemSpider (http://www.chemspider.com/) para identificacdo das substancias, além
das literaturas CUTHBERTSON et al., 2013; De CARVALHO, et al., 2019; KACEN et
al., 2015; LING et al., 2016; XU et al., 2018; YANG et al., 2016.

5.4.2 Fracionamento cromatogréfico e isolamento da arborinina e outros

metabdlitos

O material vegetal de R. graveolens foi novamente coletado em janeiro de
2017 para producdo de maior quantidade do extrato das partes aéreas de R.
graveolens. A exsicata do vegetal foi depositada no Herbario Leopoldo Krieger —
CESJ, da UFJF, sob nimero de tombo 70472.

Este material vegetal passou pelos mesmos processos de secagem e
trituracdo descritos no item 3.6.1 deste trabalho e resultou em 650 g de po, o qual foi
submetido a maceracédo em etanol. As solucdes etanodlicas obtidas foram filtradas e,
em seguida, transferidas para baldes de fundo redondo e concentradas com auxilio
de rotaevaporador a temperatura de 40°C. Os extratos obtidos foram transferidos
para frascos previamente pesados fornecendo 30,0 g de extrato bruto etandlico das
partes aéreas de R. graveolens (RQ).

Com o propdsito de separacéo inicial dos constituintes presentes no Rg e
isolamento da substéncia identificada como ligante no ensaio de ultrafiltracédo, 22,0 g
deste extrato foi submetido a CLV de 10 cm de didametro por 15 cm de altura e
empacotada com 400g de silica gel (40-63 pm). Utilizou-se como fase movel
hexano, cloroférmio e acetato de etila eluidos em grau crescente de polaridade,
sendo coletadas 5 subfragfes de aproximadamente 600 mL cada.

Essas subfragbes obtidas foram analisadas por CLAE-DAD utilizando as

condicbes cromatograficas descritas no item 4.4.1.1 deste trabalho. A partir dessa
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andlise, as subfracdes Rg-F2 e Rg-F4 foram selecionadas para prosseguir com o
procedimento de isolamento das substancias.

A subfracdo RgF-2 (4,32 g) foi submetida a CC de 4 cm de diametro por 20
cm de altura e empacotada com 130g de silica gel (40-63 um), utilizando como fase
movel a mistura de hexano:acetato de etila em grau crescente de polaridade.
Coletou-se 75 subfracdes de aproximadamente 50 mL, as quais foram reunidas em
7 subfracbes de acordo com as semelhancas cromatograficas observadas pela
CCD. Este fracionamento resultou no isolamento de duas substancias, RgF2. 30-35
(174,1 mg) e RgF2. 61-72 (124,3 mg), posteriormente identificadas por meio de
anélises de RMN de 'H e **C.

A subfracdo RgF-4, a qual apresentava o ligante, foi processada em CLAE
semipreparativo. Inicialmente, selecionou-se o melhor sistema isocratico de
separacdo em CLAE analitico. Os sistemas avaliados foram de 60% de MeOH em
agua (acidificada com 0,1% de acido acético) e 50% de MeOH em agua (acidificada
com 0,1% de &cido acético). A subfracdo Rg-F4 foi entdo submetida a CLAE
semipreparativa de fase reversa Cig, utilizando eluicdo isocratica MeOH 50% em
agua com 0,1% de &cido acético, fluxo de 5 mL/min e volume de inje¢éo variando de
50 a 450 uL. Foram realizadas 39 injecOes. Este procedimento resultou no
isolamento de duas substancias, Rg-F4 pico2 (10,2 mg) e Rg-F4 pico 4 (15,3 mg),
as quais tiveram suas estruturas quimicas identificadas por meio de andlises de
RMN de 'H e *3C. O processo de fracionamento do extrato bruto etandlico das
partes aéreas de R. graveolens e isolamento das substancias estdo resumidos na

Figura 46.



Figura 46 - Fluxograma do fracionamento do extrato bruto etanélico das partes aéreas de R. graveolens (Rg).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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5.4.3 Ensaio esquistossomicida in vitro

Os ensaios in vitro foram efetuados no Nucleo de Enteroparasitos do Instituto
Adolfo Lutz, sob a colaboracéo e supervisédo do Prof. Dr. Josué de Moraes. Todos 0s
ensaios foram submetidos e aprovados pelo CEUA numero 031/2017.

A linhagem de S. mansoni e a manutencao do ciclo evolutivo de S. mansoni
estdo descritos nos item 3.6.7.1 deste trabalho.

As amostras foram solubilizadas e diluidas em dimetilsulféxido (DMSO,
Merck) e meio RPMI 1640 de forma a obter as concentracdes de 100 a 1,56 ug/mL,
para os extratos, e 50 uM para a substancia isolada, sendo que a concentragao final
de DMSO néao foi superior a 0,5 %. O PZQ (2 uM) foi utilizado como controle
positivo.

Para a realizacdo dos ensaios esquistossomicidas in vitro, inicialmente, 0s
vermes foram lavados com meio RPMI 1640 contendo penicilina 200 Ul/mL
(Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) e estreptomicina 200 ug/mL (Vitrocell, Campinas,
SP, Brasil), em placa de Petri de polietileno estérii (90 mm x 15 mm).
Posteriormente, os parasitos foram transferidos para placas de cultura de células
com 24 pocos contendo 1 casal por poco em 2 mL do meio RPMI 1640,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) e
tamponado com HEPES 25 mM (Sigma-Aldrich).

Em seguida, as amostras foram adicionadas e os parasitos foram incubados
em estufa (Thermo Scientific 8000 WJ, CA, EUA) a 37°C e atmosfera de CO; a 5%.
Utilizou-se um grupo controle negativo (casais de parasitos cultivados somente em
meio RPMI 1640 ou meio RPMI 1640 com DMSO a 0,5%) e um grupo controle
positivo (PZQ a 2 uM) (CASTRO et al., 2015; De MORAES et al., 2013a; De
MORAES et al., 2013b).

Os casais de vermes adultos foram monitorados por 72 horas, diariamente,
com auxilio de estereomicroscépio. A mortalidade dos parasitos foi avaliada pela
auséncia de movimentos por 2 minutos. Além disso, também foi avaliada a reducéo
da atividade motora, classificado em moderada e significativa (De MORAES et al.,
2011a; De MORAES et al., 2011b).
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5.4.4 Ensaio de inibicdo da atividade enzimética da apirase de batata pela

arborinina

O ensaio de atividade enzimatica foi realizado no NIPPAN, de acordo com
métodos previamente descritos com modificacdes (DETONI et al., 2012; MAIA et al.,
2019; TAUSSKY, SHORR, 1953).

Neste ensaio de atividade enzimatica, 8,5 pL de apirase de batata
(0,00001pg/uL no poco) foram adicionados ao meio de reagao contendo 50uL de
tampao succinato 50 mM pH 6,5, 25 a 100 yM de arborinina e 4gua deionizada
suficiente para totalizar um volume de 100uL. Em seguida, a placa de 96 pocos foi
incubada durante 20 minutos em banho-maria a 37°C para estabilizacdo do sistema
e a reacao foi disparada com a adicdo de 10uL de ATP 1mM. Apés 10 minutos a
reacgao foi interrompida pela adigédo de 100uL de HCI 0,1N. O doseamento de fosfato
inorganico (Pi) liberado foi determinado através da utilizacdo do Phosphate Assay Kit
— MAK 308. Para isso, compararam-se as densidades 6pticas obtidas em 620 nm
com uma curva padréo de fosfato, variando as concentracfes de 0 a 40 uM.

Para cada experimento foi realizada uma atividade enzimética basal e uma
atividade controle DMSO. A partir deste valor, os dados de atividade enzimatica
residual foram calculados através da analise do percentual de reducéo da atividade
em relacao a atividade controle.

Os tratamentos estatisticos foram realizados com auxilio do software
GraphPad InStat 7.0. A analise entre grupos foi realizada pela analise de quartis, de
variancia (ANOVA) e as diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste T-

Student. Valores com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

5.4.5 Estudos de docking molecular

Os estudos de docking molecular foram realizados no Departamento da
Ciéncia da Computacdo da Universidade Federal de Juiz de Fora, sob a colaboracao
e responsabilidade da Prof. Dra. Priscila Vanessa Zabala Capriles Goliatt, conforme

descrito no item 3.6.6 deste trabalho.
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5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.5.1 Caracterizacdo quimica do extrato bruto etanolico das partes aéreas de
R. graveolens por CLUE-ESI-QTOF-EM

A identificacdo das substancias presentes no extrato de R. graveolens foi
realizada através das analises dos dados obtidos pela espectrometria de massas.
Além dos espectros de EM observados e dos dados obtidos pela andlise QTOF-EM,
as principais ferramentas para identificagcdo de compostos foram a interpretacao dos
espectros observados de QTOF-EM em comparagdo com 0s encontrados na
literatura e em varios bancos de dados online (CUTHBERTSON et al., 2013; De
CARVALHO, et al., 2019; KACEN et al., 2015; LING et al., 2016; MassBank; XU et
al., 2018; YANG et al., 2016).

Além disso, alguns compostos foram isolados e tiveram sua estrutura quimica
confirmada através das analises dos espectros de ressonancia magnética nuclear de
'H e 13C e também pela comparacdo com a literatura. Para auxiliar na identificacéo,
foi realizado um levantamento das principais classes de substancias ja identificadas
na espécie, género ou familia de R. graveolens.

A analise dos resultados obtidos em CLUE-ESI-QTOF-EM do extrato bruto de
R. graveolens (Figura 47) permitiram realizar a identificagdo de quatorze
substancias. A Tabela 12 mostra o tempo de retencdo de cada substancia
identificada, bem como informac¢des obtidas do espectro de massas. As estruturas
guimicas das substancias identificadas no extrato estéo representadas na Figura 48.

Através da analise desses dados obtidos experimentalmente foi possivel
identificar alguns alcaloides, dentre eles o0os de ndcleo arilquinolinico,
furanoquinolinico, acridonico e alquilquinolinicos.

Sabe-se que os alcaloides constituem um vasto grupo de metabdlitos
secundarios com grande diversidade estrutural, devido aos diversos caminhos
biossintéticos que podem seguir. De maneira geral e resumida, os alcaloides sao
uma classe de substancias de caracter basico encontrado principalmente em
plantas, contendo em sua formula, basicamente nitrogénio, oxigénio, hidrogénio e
carbono (YANG et al., 2016).



Figura 47 - Cromatograma em CLUE-ESI-QTOF-EM do extrato bruto de R. graveolens.
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Tabela 12 - Substéncias identificadas no extrato bruto de R. graveolens e dados de massas e fragmentos encontrados comparados com a literatura.

Pico Composto Tr (Min) m/z [M+H] Fragmentos Literatura®

1 Graveolina 4,87 280,0962 265,0717; 237,0768; 207,0654 265; 250; 237; 222; 207

2 Graveolinina 5,36 280,0962 265,0717; 250,0862; 222,0900 265; 250; 222

3 Psoraleno 5,48 187,0374 143,0544; 131,0500; 115,0515 159; 143; 131; 115

4 Xantotoxina 5,68 217,0484 202,0240; 174,0309; 161,0594; 146,0341 202; 174; 161, 146; 118

5 Skimmianina 5,75 260,0886 245,0661; 230,0430; 216,0615; 202,0472; 245; 230; 227; 216; 202; 199;
199,0583 184; 156

6 Bergapteno 6,11 217,0454 202,0211; 174,0282; 146,0316; 118,0391 202; 174, 146; 118

7 Arborinina 6,71 286,1064 271,0844; 253,0732; 244,1687; 225,0770; 271; 243; 199
197,0848; 182,0599

8 Chalepina 7,94 315,1586 273,1148; 259,0970; 255,1037; 241,0889; 273; 259; 255; 241
223,0753; 213,0903; 201,0573

9 Rutacultina 8,26 275,1223 233,0766; 219,0593; 190,0593; 175,0358; 233; 219; 191; 174, 147

147,0390




135

10

11

12

13

14

1-metil-2-nonil-
4(1H)-quinolinico
Chalepensina

1-metil-2-decil-
4(1H)-quinolinico
Rutamarina

1-metil-2-undecil-
4(1H)-quinolinico

8,77

8,86

9,23

9,42

10,06

286,2171

255,0939

300,2355

357,1557

314,2481

186,0907; 173,0827

213,0515; 199,0329; 185,0573; 171,0416;
157,0624; 141,0645
186,0907; 173,0827

315,1187; 297,1399; 255,0939; 241,0762;
223,0692; 198,0620; 178,0705

186,0907, 173,0827

261; 217, 186; 173; 144; 102

213; 199; 185; 171, 157; 155

257; 228; 186; 173; 159

315; 297; 255; 241; 223; 212

186; 173; 144, 132

# CUTHBERTSON et al., 2013; De CARVALHO, et al., 2019; KACEN et al., 2015; LING et al., 2016; MassBank; XU et al., 2018; YANG et al., 2016.

Fonte: Elaborado pela prépria autora.



Figura 48 - Estruturas quimicas dos compostos identificados no extrato bruto de R. graveolens por CLUE-ESI-QTOF-EM.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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Na familia Rutaceae ocorrem cinco tipos diferentes de alcaloides que séo
classificados segundo sua biossintese em derivados da fenilalanina/tirosina,
derivados do triptofano, derivados do acido antranilico, da histidina e derivados de
origem desconhecida. No entanto, as plantas pertencentes a familia Rutaceae
produzem, em quase sua totalidade, alcaloides derivados do &cido antranilico: 2-
quinolona, 4-quinolona, alquilquinolinicos, furanoquinolinicos e acridénicos
(SAMPAIO, 2012).

Os alcaloides arilquinolinicos identificados neste trabalho foram a graveolina e
graveolinina (compostos 1 e 2, Figura 48). A analise dos dados de massas revelam
que os picos 1 (4,87 min) e 2 (5,36 min) sédo isdbmeros, apresentando a mesma
férmula molecular (C17H13NO3), mas com diferentes padrdes de fragmentacdo no
EM/EM. Observa-se que o ion molecular (m/z 280,0962) sofre inicialmente, em
ambas moléculas, uma perda de CHjs;, produzindo fragmentos de ions com m/z de
265,0717 [M-CHz]". Em relagdo ao pico 1 é possivel observar uma perda de CO,
resultando em m/z de 237,0768 [M-CHs-CO]". E por fim, a perda de formaldeido
pode levar a formacdo do fragmento de m/z 207,0654 [M-CH,O]". Com base na
comparacdo desses dados obtidos experimentalmente com os dados de
fragmentacdo da literatura sugere-se que o composto 1 trata-se da graveolina
(composto 1, Figura 48) (De CARVALHO et al., 2019b; KACEM et al., 2015;
O’DONNELL et al., 2006). De maneira semelhante, o pico 2 mostrou uma perda de
um grupo metoxil OCHs, produzindo fragmentos de m/z de 250,0862 [M-OCHjs]",
sugerindo que o composto 2 pode ser a graveolinina (composto 2, Figura 48) (De
CARVALHO et al., 2019b; KACEM et al., 2015; O'DONNELL et al., 2006).

Outro alcaloide identificado foi a skimmianina, de nudcleo furanoquinolinico,
(composto 5, Figura 48). O composto 5 (tr = 5,75) mostrou um ion molecular m/z
260,0886 e ions fragmentos m/z 245,0661 [M-CHa]" and 230,0430 [M-CH3-CHs]" no
modo EM/EM, sugerindo perdas consecutivas de 15 u, as quais podem ser devido a
perda de grupos metilas dos grupos metoxilas. Além disso, observaram-se ions
fragmentos m/z 216,0615 [M-CHs-CO]" e 199,0583 [M-CHs-H,O-CO]*. O ion
molecular e o padrédo de fragmentacdo sao similares aos descritos na literatura
(CUTHBERTSON et al., 2013; De CARVALHO et al., 2019b; O’'DONNELL et al.,
2006).

De maneira similar, foi proposto que o pico 7 (tr = 6,71) trata-se do alcaloide

acridénico conhecido como arborinina (composto 7, Figura 48), baseado no ion
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molecular m/z 286,1064, assim como no padrdo de fragmentacdo semelhante aos
dados previamente publicados (De CARVALHO et al., 2019b; KACEM et al., 2015).

Em relacdo aos alcaloides alquilquinolinicos, verificou-se a presenca de 3
compostos, sendo eles a 1-metil-2-nonil-4(1H)-quinolinico; 1-metil-2-decil-4(1H)-
quinolinico e 1-metil-2-undecil-4(1H)-quinolinico (compostos 10, 12 e 14, Figura 48).

De acordo com a literatura, o rearranjo de McLafferty ocorre em alcaloides
quinolinicos, formando sistemas conjugados estaveis com ions fragmentos de m/z
186 e m/z 173 (ZHAO et al., 2015). Dessa forma, ions fragmentos m/z 186 e 173
foram usados para identificar os alcaloides quinolona 10, 12 e 14 (Figura 48), que
diferem apenas no numero de carbonos da cadeia lateral. Em seguida, comparando
os dados do espectro de massas com a literatura (YANG et al., 2016), os picos 10
(m/z 286,2171), 12 (m/z 300,2355) e 14 (m/z 314,2481) foram identificados,
respectivamente, como os alcaloides 1-metil-2-nonil-4(1H)-quinolinico, 1-metil-2-
decil-4(1H)-quinolinico e 1-metil-2-undecil-4(1H)-quinolinico. Todos esses alcaloides
(10, 12 e 14) foram previamente identificados em R. graveolens (KOSTOVA et al.,
1999).

Outra principal classe de metabdlitos encontrada em R. graveolens sdo as
cumarinas, sendo que varias ja foram isoladas dessa espécie, tais como:
umbeliferona, chalepensina, bergapteno, chalepina, psoraleno, xantotoxina, dentre
outras (MALIK et al., 2016). As cumarinas tém origem biossintética no acido p-
hidroxi-cinamico, o qual apés varias modificacdes pode formar as furanocumarinas,
caracterizadas por um anel furano fundido a benzopirano-2-ona (MALIK et al., 2016;
SAMPAIO, 2012).

Neste trabalho foi possivel identificar a presenca de uma cumarina e 6
furanocumarinas no extrato bruto de R. graveolens. A cumarina identificada neste
trabalho foi a rutacultina (composto 9, Figura 48) e as furanocumarinas identificadas
foram psoraleno, xantotoxina, bergapteno, chalepina, chalepensina e rutamarina,
(compostos 3, 4, 6, 8, 11, e 13, Figura 48), respectivamente.

A discussdo da identificagdo por espectrometria de massas dessas
substancias no presente trabalho se dividira no perfil de fragmentacdo observado
nas cumarinas e furacumarinas nao preniladas e preniladas.

Em relagdo as andlises de dados de massas, observou-se que o espectro de
massas do composto 3 (5,48 min) apresentou um fon m/z 187,0374 [M+H]*, com a

formula molecular C,7H13NO3, e com fragmentos principais do ion precurssor m/z
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187,0374, os ions m/z de 143,0544; 131,0500 e 115,0515, atribuidos as sucessivas
perdas de monoxido de carbono e didxido de carbono. Através da analise do perfil
de fragmentacdo do composto 3 e a comparacdo com os dados da literatura foi
possivel sugerir se tratar da substancia conhecida como psoraleno (composto 3,
Figura 48) (XU et al., 2018; YANG et al., 2017; ZHAO et al., 2016).

No modo positivo, 0s compostos 4 e 6 produziram 0 mesmo ion molecular m/z
217,0484 e 217,0454, respectivamente. Além disso, os mesmos ions fragmentos
m/z 202 [M-CHa]", 174 [M-CHs-CQOJ" e 146 [M-CO»-COJ", os quais foram gerados
pela perda inicial de um grupo metila seguido da perda de mondéxido de carbono e
diéxido de carbono. A comparacdo destes dados juntamente com os dados da
literatura, permitiu propor que 0s compostos 4 e 6 podem ser xantotoxina e
bergapteno (composto 4 e 6, Figura 48) (TANG et al., 2014; XU et al., 2018).

Ja o perfil de fragmentacéo de cumarinas e furacumarinas preniladas tem sido
descrita por alguns pesquisadores, 0s quais sugerem uma ciclizacdo da prenila com
um carbono adjacente do anel pirano e subsequente perda de CsHg ho EM/EM
(Figura 49).

Figura 49 - Fragmentacéo de furanocumarinas preniladas. A chalepensina foi utilizada como modelo.

0 o o 0”0 o -CsHe o” o o

m/z 255 m/z 213

Fonte: Adaptado de CONCANNON et al. (2000).

Dessa forma, ions fragmentos resultantes desta ciclizacdo e subsequente
perda foram usados para identificar as cumarinas e furacumarinas preniladas 8, 9,
11 e 13 (Figura 48).

A cumarina prenilada identificada como rutacultina (composto 9, Figura 48)
apresentou ion molecular m/z 275,1223 e através do experimento de fragmentacao
EM/EM foi possivel observar o ion fragmentos m/z 233,0766 (perda C3Hg) e também
o ion fragmento m/z 219,0593 resultante da perda de 2 moléculas de monédxido de

carbono.
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De maneira semelhante, o composto 8 (Figura 48) identificado como
chalepina apresentou ion molecular m/z 315,1586 e ions fragmentos m/z 273,1148
(perda C3Hg), m/z 259,0970 (perda de 2CO) e ainda o ion fragmento m/z 255,1037
[M-(CH3),COH]".

Na andlise de dados do espectro de massas do composto 11, chalepensina
(composto 11, Figura 48), observou-se o0 ion molecular m/z 255,0939 e ions
fragmentos m/z 213,0515 (perda C3Hg) € m/z 199,0329 (perda de 2CO).

E por fim, o composto 13, identificado como rutamarina (composto 13, Figura
48) apresentou ion molecular m/z 357,1557 e ions fragmentos de m/z 315,1187
resultante da ciclizacao e perda de C3Hg € de m/z 297,1399 [CH3COOH].

Com base nos padrfes de fragmentacdo dessas substancias, juntamente com
dados previamente publicados sugere-se que estes compostos sejam chalepina,
rutacultina, chalepensina e rutamarina (composto 8, 9, 11 e 13, Figura 48) (De
CARVALHO et al., 2019b; KACEM et al., 2015; QUINTANILLA-LICEA et al., 2014;
UENG et al., 2011; WAHYUNI et al., 2014).

5.5.2 Isolamento e identificacdo estrutural das substancias isoladas do extrato
de R. graveolens

Como descrito no anterior, o extrato bruto de R. graveolens apresentou, no
ensaio de UF acoplada a CLUE-EM, alguns ligantes da enzima apirase de batata.
Com o intuito de isolar um ou mais ligantes, este extrato foi submetido a
procedimentos de fracionamento. Dessa forma, ap0s a producdo do extrato bruto
etandlico das partes aéreas de R. graveolens, e sucessSivOS processos
cromatograficos, isolaram-se 4 substancias, dentre elas cumarinas e alcaloides.
Cabe destacar que a arborinina (ligante identificado por CLUE-ESI-QTOF-EM no

ensaio de ultrafiltracéo) foi uma das substancias isoladas.

5.5.2.1ldentificacédo das substancias RgF2. 30-35 e RgF2. 61-72

As furanocumarinas RgF2. 30-35 e RgF2. 61-72, apos isolamento, tiveram
suas estruturas identificadas com base na analise dos dados de RMN de *H e *C e
comparacdo com os dados encontrados na literatura. Na Figura 50 estdo

representadas suas estruturas quimicas.
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Figura 50 - Estruturas quimicas do psoraleno (RgF2. 30-35) e bergapteno (RgF2. 61-72).

OCHg3
3/44a563' 3/44a 6 3
07 "07a 7 O 0”0y 7 O
(a) Psoraleno (b) Bergapteno

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Os espectros de RMN de *H (Figura 51 e 52) apresentaram sinais tipicos do
esqueleto cumarinico, com dupletos caracteristicos de hidrogénios do anel lacténico
em 6 6,38 (J = 9,6 Hz, 1H, d, H3) e em & 7,80 (J = 9,6 Hz, 1H, d, H4) para a
substancia RgF2. 30-35; em & 6,27 (J = 9,8 Hz, 1H, d, H3) e em & 8,15 (J = 9,8 Hz,
1H, d, H4), para a substancia RgF2. 61-72. Outros sinais observados sé&o
pertencentes aos aneis furanicos dissubstituidos em 6 7,69 (J = 2,1 Hz, 1H, d, H2") e
em 6 6,83 (1H, m, H3’) para a substancia RgF2. 30-35; em & 7,59 (J = 2,4 Hz, 1H, d,
H2’) e em & 7,02 (1H, m, H3’) para a substancia RgF2. 61-72. Todos o0s sinais
referentes aos hidrogénios observados estdo na Tabela 13.

Para a substadncia RgF2. 30-35, observam-se dois simpletos com
deslocamento quimico em & 7,68 e em & 7,48, integrados para 1 hidrogénio cada,
referentes aos hidrogénios aromaticos H5 e H8, respectivamente.

Para a substancia RgF2. 61-72 o espectro de RMN de 'H apresenta apenas
um simpleto em & 7,13, integrado para 1 hidrogénio, o qual foi associado ao
hidrogénio H8. Além disso, observou-se um sinal em & 4,27 (3H, s) que é relativo a
metoxila da estrutura.

Segundo SAMPAIO (2012), nos espectros de RMN de 'H de cumarinas que
possuem substituintes oxigenados na posi¢do C5, os hidrogénios H4 apresentam-se
desblindados, com valores de deslocamento quimico em torno de & 8,00, devido ao
efeito anisotropico da ligagdo C-O na posicdo 5. Dessa forma, o sinal do H4
encontra-se mais desblindado, em torno de & 8,15 no espectro da substancia RgF2.
61-72, indicando que a posi¢cao C5 pode estar substituida (SAMPAIO, 2012).

Segundo MURRAY, JORGE (1984), um método simples para diferenciacao
entre furanocumarinas lineares e angulares é o deslocamento quimico do sinal do

grupo metoxila. Assim, 0os grupos metoxilas que apresentam sinais que absorvem
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acima de ©® 4,15 indicam furanocumarinas lineares, enquanto as que absorvem
abaixo de & 4,15 caracterizam furanocumarinas angulares. Assim, como o sinal da
metoxila se mostra mais desblindado (& 4,27), podemos sugerir que essa cumarina
seja linear (MURRAY, JORGE, 1984).

Os dados de RMN de *H associado aos dados de RMN de *C (Tabela 14),
comparados com os dados encontrados na literatura (NGADJUI et al., 1998;
MASSUDA et al., 1998; SAMPAIO, 2012), permitiram propor que a substancia RgF2.
30-35 trata-se do Psoraleno (Figura 50a) e a substancia RgF2. 61-72 trata-se do
Bergapteno (Figura 50b).

Figura 51 - Espectro de RMN de "H (CDCl;; 500 MHz) da substancia RgF2. 30-35
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Fonte: Elaborado pela propria autora.
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Figura 52 - Espectro de RMN de 'H (CDCl,; 500 MHz) da substancia RgF2. 61-72.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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Tabela 13 - Dados dos espectros de RMN de 'H (CDCl; 500 MHz) para as substancias RgF2. 30-35 e RgF2. 61-72.

Psoraleno (RgF2. 30-35) Bergapteno (RgF2. 61-72)
Hidrogénios RgF2. 30-35 (a) NGADJUI et al., 1998 (b) RgF2. 61-72 (a) MASSUDA et al., 1998 (b)
5 (ppm)
3 6,38 (1H, d, J = 9,6 Hz) 6,39 (1H, d, J =9,8 Hz) 6,27 (1H, d, J =9,8 Hz) 6,26 (1H, d, J = 9,8 Hz)
4 7,80 (1H, d, J = 9,6 Hz) 7,81 (1H, d, J = 9,8 Hz) 8,15 (1H, d, J = 9,8 Hz) 8,15 (1H, d, J = 9,8 Hz)
5 7,68 (1H, s) 7,70 (1H, s) - -
8 7,48 (1H, s) 7,49 (1H, s) 7,13 (1H, s) 7,12 (1H, s)
2 7,69 (1H, d, J =2,1 Hz) 7,70 (1H, d, J = 2,3 Hz) 7,59 (1H, d, J = 2,4 Hz) 7,59 (1H, d, J = 2,5 Hz)
3 6,83 (1H, m) 6,84 (1H, dd,J=0,8e 2,2 Hz) 7,02 (1H, m) 7,02 (1H, d, J = 2,5 Hz)
5-OMe - - 4,27 (3H, s) 4,27 (3H, s)

(a) 500 MHz, CDCls; (b) 300 MHz, CDCls
Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Tabela 14 - Dados dos espectros de RMN de B¢ (CDCl3; 125 MHZz) para as substancias RgF2. 30-35 e RgF2. 61-72.

Psoraleno (RgF2. 30-35) Bergapteno (RgF2. 61-72)
Carbono RgF2. 30-35 (a) SAMPAIO, 2012 (b) RgF2. 61-72 (a) SAMPAIO, 2012 (b)
5 (ppm)

2 161,2 161,3 161,4 161,2
3 114,8 115,0 112,6 112,6
4 144,2 1445 139,4 139,2
4a 115,6 115,7 149,7 149,6
5 120,0 120,1 106,5 106,5
6 125,0 125,2 112,8 112,8
7 156,6 156,7 158,5 158,4
8 100,0 100,2 94,0 93,9
82 152,2 152,4 152,8 152,8
2 147,1 147,2 1449 144.8
3 106,5 106,7 106,1 105,0
5-OMe - 60,2 60,1

(a) 125 MHz, CDCls; (b) 50 MHz, CDCl;
Fonte: Elaborado pela prépria autora.



145

5.5.2.2ldentificacdo da substancia RgF4 pico2

Alcaloides furanoquinolinicos apresentam caracteristicas bastante peculiares
em seus espectros de RMN de H facilitando sua caracterizacdo: um simpleto em
aproximadamente & 4,4, relativo a metoxila em C4, e dois dupletos (J = 2,8 Hz)
préximo a & 7,65 e & 7,10 referentes aos hidrogénios furanicos H2’ e H3'(SIMOTE,
2006).

O espectro de RMN de *H (Figura 53) da substancia RgF4 pico2 apresentou
um sinal com deslocamento quimico em & 4,43 (3H, s), relativo aos hidrogénios
metoxilicos em C4 e dois dupletos com deslocamento quimico em & 7,56 (J = 1,3
Hz, 1H) e em & 7,03 (J = 2,5 Hz, 1H), referentes aos hidrogénios H2' e H3’,
respectivamente.

Outros sinais observados aparecem na regiao aromatica, em & 7,47 (1H, s) e
em & 7,33 (1H, s), os quais foram atribuidos aos hidrogénios H5 e HS8,
respectivamente. Foram observados também, dois simpletos sobrepostos com
deslocamento quimico em 6 4,02 (6H, s), referentes aos grupos metoxilas C6 e C7.

No espectro de RMN de '*C, foram observados 14 sinais, sendo trés
atribuidos as metoxilas em & 59,0, d 56,2 e & 56,1. Todos os sinais referentes aos
hidrogénios e carbonos observados estdo descritos nas Tabelas 15 e 16. Estes
dados, comparados com os da literatura (PUSSET et al., 1991) permitiram propor
gque a substancia RgF4 pico2 trata-se de um alcaloide, conhecido como

Kokusaginina (Figura 54a).



Figura 53 - Espectro de RMN de 'H (CDCls; 500 MHz) da substancia RgF4 pico2.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Tabela 15 - Dados do espectro de RMN de *H (CDCl;; 500 MHz) para substancia RgF4 pico2.

Kokusaginina (RgF4 pico 2)

Hidrogénio RgF4 pico 2 (a) PUSSET, 1991 (b)
5 (ppm)

2 7,56 (1H, d, J = 1,3 Hz) 7,52 (1H, d, J = 2,7 Hz)
3 7,03 (1H, d, J = 2,5 Hz) 6,97 (1H, d, J = 2,7 Hz)
5 7,47 (1H, s) 7,41 (1H, s)

8 7,33 (1H, s) 7,31 (1H, s)

4-OMe 4,43 (3H, s) 4,37 (3H, s)

6-OMe 4,02 (3H, s) 4,00 (3H, s)

7-OMe 4,02 (3H, s) 4,02 (3H, s)

(a) 500 MHz, CDCl; (b) CDCl;

Fonte: Elaborado pela propria autora.
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Tabela 16 - Dados do espectro de RMN de **C (CDCl3; 125 MHz) para substancia RgF4 pico?2.

Kokusaginina (RgF4 pico 2)

Carbono RgF4 pico 2 (a) PUSSET, 1991 (b)
5 (ppm)

2 163,2 163,1
3 102,4 102,3
4 155,7 155,6
4a 113,1 113,1
5 100,4 100,4
6 147,9 147,9
7 152,7 152,8
8 106,9 106,7
8a 142,7 142,7
2 142,6 142,4
3 104,7 104,5
4-OMe 59,0 58,8
6-OMe 56,1 56,0
7-OMe 56,2 56,0

(a) 125 MHz, CDCls; (b) CDCl3
Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Figura 54: Estruturas quimicas da kokusaginina (RgF4 pico2) e arborinina (RgF4 pico4. 61-72).
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(a) Kokusaginina (b) Arborinina

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

5.5.2.3ldentificacdo da substancia RgF4 pico4

O espectro de RMN de 'H da substancia RgF4 pico 4 também apresentou
sinais caracteristicos na regido de hidrogénios aromaticos em: & 7,50 (J = 8,3 Hz,
1H,d); 57,72 (3 =7,5Hz, 1H,t); 57,29 (J = 7,4 Hz, 1H, t) e 5 8,43 (J = 7,9 Hz, 1H,
d). Esses sinais foram atribuidos aos hidrogénios do anel A, referentes aos
hidrogénios H5, H6, H7 e H8 (Figura 55 e 56). A partir das multiplicidades e
constantes de acoplamento observadas, pode-se concluir sobre o perfil de
substituicdo e de acoplamento do anel A. Neste, observa-se o acoplamento em orto
de H5 com H6, H6 com H7 e H7 com H8.
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Além disso, outro sinal observado na regido de hidrogénios arométicos é o
sinal com deslocamento quimico em & 6,26 (1H, s) referente ao H4. Foi possivel
observar ainda sinais com deslocamento quimicos em & 3,83 (3H, s); & 3,93 (3H, s)
e 0 4,01 (3H, s), os quais foram associados a grupos metilas ligados a heteroatomos
(N ou O) (Figura 55).

Figura 55 - Espectro de RMN de 'H (CDCl3; 500 MHz) da substancia RgF4 pico4.
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Fonte: Elaborado pela propria autora.

O espectro de RMN de *C (Figura 57) da substancia RgF4 pico 4 apresentou
16 sinais de carbono, dentre eles: o sinal em o 180,9, referente a carbonila da
posicdo C9, o sinal em & 34,3, atribuido aos hidrogénios metilicos N-Me; os sinais
em 0 60,9 e d 56,1 relativos aos hidrogénios metoxilicos O-Me nas posicoes 2 e 3,
respectivamente. Todos 0s outros sinais foram atribuidos aos demais carbonos
aromaticos. Com a anélise dos espectros de RMN de 'H e de *°C, e a comparacéo
com os dados da literatura (HAQUE et al., 2013; MAFEZOLI, 2002), foi possivel

propor que a substancia RgF4 pico4 trata-se de um alcaloide acrid6nico, conhecido
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como arborinina (Figura 54b). Todos os sinais referentes aos hidrogénios e carbonos
observados estdo na Tabela 17 e 18.

Figura 56 - Secdo expandida entre 88,6 — 7,2 do espectro de RMN de 'H (CDCly; 500 MHz) da
substancia RgF4 pico4.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Figura 57 - Espectro de RMN de 3¢ (CDCl3; 125 MHz) da substancia RgF4 pico4.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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Tabela 17 - Dados do espectro de RMN de *H (CDClz; 500 MHz) para substancia RgF4 pico4.

Arborinina (RgF4 pico 4)

Hidrogénio RgF4 pico 4 (a) HAQUE et al., 2013 (b)
5 (ppm)

1 14,7

4 6,26 (1H, s) 6,29 (1H, s)

5 7,50 (1H, d, J = 8,3 Hz) 7,51 (1H, d, J = 8,8 Hz)

6 7,72 (1H,t, J=7,5Hz) 7,72 (1H, ddd, J = 7,2 Hz)

7 7,29 (1H,t,J =7,4 Hz) 7,30 (1H,t, J=7,4 Hz)

8 8,43 (1H, d, J = 7,9 Hz) 8,47 (1H, dd, J = 6,4 HZz)

N-Me 3,83 (3H, s) 3,85 (3H, s)

3-OMe 3,93 (3H, s) 3,93 (3H, s)

2-OMe 4,01 (3H, s) 4,02 (3H, s)

(a) 500 MHz, CDClj3; (b) 400 MHz, CDCl;
Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Tabela 18 - Dados do espectro de RMN de 3¢ (CDCl3; 125 MHz) para substéncia RgF4 pico4.

Arborinina (RgF4pico 4)

Carbono RgF4 pico 4 (a) MAFEZOLI, 2002 (b)
5 (ppm)

1 156,3 155,7
2 130,3 129,9
3 159,5 159,1
4 86,8 86,7
5 114,7 114,5
6 134,1 133,7
7 121.6 121,2
8 126,8 126,0
9 180,9 180,4
42 140,7 140,1
9a 105,9 105,3
ga 120,9 120,3
5a 142,1 141,6
N-Me 34,3 33,8
2-OMe 60,9 60,6
3-OMe 56,1 55,8

(a) 125 MHz, CDCls; (b) 50 MHz, CDCl;

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

5.5.3 Avaliacao da atividade esquistossomicida in vitro do extrato de R.

graveolens e da arborinina frente a vermes adultos de S. mansoni

Como descrito anteriormente, por meio do ensaio de UF, selecionaram-se 0s
extratos vegetais que apresentaram ligantes da enzima apirase, a qual apresenta
homologia com as ATP difosfohidrolases de S. mansoni. Dessa forma, avaliou-se a

atividade in vitro desses extratos frente a vermes adultos de S. mansoni.
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Utilizou-se como controle negativo o meio RPMI 1640 e DMSO a 0,5% em
meio RPMI 1640, com a finalidade de comprovar que o meio de cultura e o solvente
utilizado para diluicdo do extrato e das substancias ndo exercem efeitos sobre os
vermes testados. De fato, nenhum efeito relacionado a morte ou a atividade motora,
foi observado para os controles negativos nos experimentos realizados. O PZQ,
controle positivo utilizado, promoveu a morte de todos os vermes em 24 h de
incubacéo, na concentracao de 2 uM (Tabela 19).

Em relacdo ao extrato de R. graveolens, este apresentou atividade
esquistossomicida in vitro. Como pode-se observar na Tabela 19, a fracdo Rg-F4
causou a morte de todos os vermes apés 24 h de incubacgdo, nas concentracdes de
100 e 50 pg/mL. Além disso, verifica-se a morte de todos os vermes machos, apos
24 h de incubacdo com a fracdo Rg-F4, (6,25 pg/mL) e, ap6s 72 h de incubacéao,
ocorre a morte das fémeas, nesta mesma concentracao. As outras fracdes, oriundas
dos processos cromatograficos do extrato de R. graveolens, também foram
avaliadas, porém ndo apresentaram atividade esquistossomicida relevante (dados
nao mostrados).

A arborinina também foi avaliada quanto a sua atividade esquistossomicida in
vitro frente a vermes adultos de S. mansoni. Na concentracdo testada (50 uM) a
arborinina ndo apresentou atividade esquistossomicida.

A atividade antiparasitaria de extratos de R. graveolens tem sido relacionada
aos alcaloides presentes nestes extratos. No trabalho de MWANGI e colaboradores
(2010), alguns alcaloides foram avaliados frente a diversos parasitos. A arborinina
apresentou atividade antiparasitaria frente ao P. falciparum, T. brucei rhodesiense, L.
donovani e T. cruzi com ICsp de 1,61 ug/mL; 23,52 pug/mL; 5,20 yg/mL e maior que
30 ug/mL, respectivamente (MWANGI et al., 2010). Outro estudo avaliou, por meio
de docking molecular, a ligacdo de varios alcaloides com alvos proteicos de
Leishmania. Neste caso, arborinina apresentou notavel acoplamento com o alvo
proteico LmajMetRS de L. donovani (OGUNGBE, NG, SETZER, 2013).

Apesar da literatura relatar a atividade antiparasitaria da arborinina, o
presente trabalho evidenciou que essa substancia ndo apresenta atividade
esquistossomicida in vitro frente & vermes adultos de S. mansoni ha concentragcdo

testada.
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Tabela 19 - Atividade esquistossomicida in vitro do extrato de R. graveolens sobre os vermes adultos
de S. mansoni.

Reducéo da atividade motora

Tempo de Mortaliqdade (%)°
Grupos incubagéo (%) Leve Significativa
(h) M F M F M F
Controle® 24 0 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0
DMSO 0,5%° 24 0 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0
PZQ 24 100 100 0 0 100 100
2 uM 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100
Rg“ 24 0 0 100 100 0 0
100 pg/mL 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100
50 pg/mL 24 0 0 100 100 0 0
48 0 0 100 100 0 0
72 100 100 0 0 100 100
25 pg/mL 24 0 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0
Rg-F4° 24 100 100 0 0 100 100
100 pg/mL 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100
50 pg/mL 24 100 100 0 0 100 100
48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100
25 pg/mL 24 100 40 0 0 100 100
48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100
12,5 pg/mL 24 100 0 0 0 100 100
48 100 60 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100
6,25 pg/mL 24 100 0 0 0 100 100
48 100 0 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100
3,125 pg/mL 24 0 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0 0
72 20 0 100 100 0 0
1,56 ug/mL 24 0 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0
Arborinina 24 0 0 0 0 0 0
50 pM 48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0

% Porcentagem em relacdo a 20 vermes. ° Meio RPMI. © DMSO em meio RPMI. ¢ Extrato bruto
etandlico das partes aéreas de R. graveolens. ® Subfracdo Rg-F4.
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5.5.4 Ensaio de inibicdo da atividade enzimética da apirase de batata pela

arborinina

Tendo em vista que a arborinina se apresentou como um ligante da apirase
no ensaio de UF, investigou-se a atividade inibitéria in vitro dessa substancia frente
a apirase de batata.

Como pode-se observar na Figura 58, a arborinina foi capaz de diminuir a
atividade enzimatica da apirase de batata, principalmente na concentracdo de 100
uM. Nas menores concentracdes testadas de arborinina (25 e 50 uM) a inibicdo da
enzima foi de 31,32 e 33,06%. J& na concentracdo de 100 uM a inibicdo chegou a
50% da atividade enzimatica.

Estudos demonstram o potencial de inibicAo enzimatica apresentado por
extratos de R. graveolens frente a diferentes enzimas. STAFFORD e colaboradores
(2007) evidenciaram  significativa habilidade de inibicho da enzima
monoaminooxidase pelos extratos aquoso, etanodlico e acetato de etila das folhas de
R. graveolens. Em outro estudo o extrato hexanico dessa planta promoveu potente
inibicdo das enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase (WSZELAKI, KUCIUN,
KISS, 2010).

Na literatura também ha relatos dos efeitos inibitérios enzimaticos promovidos
por alcaloides acridénicos. Cabe destacar a inibicdo dessa classe de substancias na
enzima DYRKIAL, enzima envolvida em doencas neurodegenerativas, e também a
inibicdo da atividade da acetilcolineserase pela arborinina (MICHAEL, 2017).

Além disso, como descrito anteriormente, a arborinina apresenta ligacdo com
outras enzimas, como alvos enzimaticos presentes em Leishmania sp (OGUNGBE,
NG, SETZER, 2013).

Para complementar essa proposta, estudos de modelagem computacional
também foram realizados com a finalidade de verificar a capacidade de ligacédo da

arborinina na apirase e também em outras enzimas.
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Figura 58 - Inibicdo da atividade enzimatica da apirase de S. tuberosum pela arborinina.
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*** Diferenca significativa quando comparado com o controle negativo (p < 0,0001).

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

5.5.5 Estudos de docking molecular

Nos estudos de docking molecular do presente trabalho utilizou-se o software
AutoDock Vina 1.1.2 (Maio 11, 2011) levando em consideragdo para analise o valor
de afinidade (Kcal/mol) e as interacbes moleculares entre os compostos submetidos
e os residuos flexiveis da proteina, conforme mostrado na Tabela 20. Nesta tabela,
estdo descritos os resultados da arborinina submetida ao docking molecular com a
proteina SmATPDasel, SmATPDase2, ambas de S. mansoni e apirase da batata.

Nestes estudos de docking molecular, a arborinina apresentou valores
negativos de energia (afinidade) com todas as proteinas avaliadas, sugerindo que as
interacdes (ponte de hidrogénio e dipolo-induzido) entre o sitio ativo e o composto
podem ocorrer de forma espontanea. Além disso, verifica-se que os valores de Ki
calculados foram 1,37 uM para SmATPDase 1; 0,25 uM para SmATPDase 2 e 0,82
uM para apirase, evidenciando assim, que a menor concentracdo dessa molécula
inibiria o sitio ativo da SmATPDase 2 (Tabela 20).

Em 2008, foram descritos dois modelos cataliticos para as NTPDases. Um
deles, utilizaram a NTPDase 2 proveniente de Rattus norvegicus para a criacdo do
modelo, o qual se baseia no ataque nucleofilico de uma molécula de 4gua no grupo

fosfato terminal (y-fosfato) de um analogo de ATP, por meio de um processo de
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hidrélise. A &agua nucleofilica responsavel pelo ataque € ativada pelo residuo
GLU165, que devido a sua proximidade com a &gua catalitica e posicionamento,
facilita a transferéncia de elétrons. Outros residuos também influenciam o
posicionamento da agua nucleofilica, como ALA123 e SER206 (ZEBISCH,
STRATER, 2008).

Outro modelo foi o proposto por KOZAKIEWICZ e colaboradores (2008).
Neste modelo utiliza-se a NTPDase 1 proveniente da apirase de batata, e sugere-se
qgue o residuo SER54 posicionado proximo aos fosfatos y do ATP, seria responsavel
pelo posicionamento do ATP no sitio ativo; e o residuo THR55 posicionado préximo
aos fosfatos p do ATP, auxilia na conversdo de ATP em AMP ativando a agua
catalitica. Outros residuos também séo citados como importantes no mecanismo de
acdo, como o THR127 e GLU170 (KOZAKIEWICZ et al., 2008).

No presente trabalho, os residuos GLU201, LYS279, SER81, THR82, LYS85,
TYR397, ASP78, THR154, SER54, THR55, THR127 e GLU170 sdo compativeis
com os dois modelos apresentados acima. Dessa forma, observa-se que a
arborinina apresentou interacbes envolvendo os residuos GLU201 e THR82,
considerados importantes para que ocorra a inibicdo da enzima (Tabela 20).

Nas analises in silico da toxicidade, a arborinina e o farmaco de escolha para
tratamento da esquistossomose, Praziquantel, foram avaliados. Conforme descrito
anteriormente, estes estudos foram realizados nos programas SwisSADME e
Molinspiration e a biodisponibilidade oral teérica dos ligantes foram determinadas
pela RO5 e pelo nrotb.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 21, a arborinina ao ser
comparada com o Praziquantel, apresenta boa disponibilidade oral e um perfil de
baixo risco de citotoxicidade, pois ndo demonstrou violagdo a nenhum dos
paramétros de RO5. Além disso, a arborinina apresentou nrotb igual a 2 e TPSA
igual a 60,70, os quais estdo de acordo com os valores esperados para que O
composto seja seguro e apresente boa disponibilidade oral quanto ao seu uso
terapéutico (BORGES, 2018; VEBER et al., 2002).

No presente trabalho evidenciamos que a arborinina é capaz de se ligar e
inibir a enzima apirase. Além disso, os estudos de docking molecular sugerem que a
arborinina se liga aos residuos dos sitios ativos da apirase, SmATPase 1 e 2, em

concentracbes bem pequenas. Dessa forma, esperava-se que esta substancia
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apresentasse atividade esquistossomicida. Porém este efeito ndo foi observado no
ensaio esquistossomicida in vitro, na concentracao avaliada.

E possivel que essa atividade esquistossomicida seja visualizada em ensaios
esquistossomicidas in vivo, ja& que h& uma relacdo importante entre as ATP

difosfohidrolases de S. mansoni e sua sobrevivéncia no organismo do hospedeiro.
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Tabela 20 - Resultados dos estudos de docking molecular da arborinina com SmATPDase 1, SmATPDase 2 e apirase.

Receptor AutoDock Vina Ki calculado Interacdes (AutoDock Vina)
(Kcal/mol) (pM)
SmATPDase 1 -8,0 1,3675 GLU201, THR82
SmATPDase 2 -9,0 0,2529 ARG51, GLU164
Apirase -8,3 0,8241 GLU145

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Tabela 21 - Resultados de predicdo de toxicidade da arborinina, utilizando os programas SwissADME (SA) e Molinspiration (Ml).

Amostra Doador de ligagdo  Aceptor de ligagéo nrotb Massa molar LogP TPSA
de hidrogénio de hidrogénio (g/mol)
MI/SA MI/SA MI/SA Ml SA Ml SA MI SA
Praziquantel 0 4 1 312,41 312,41 2,74 3,01 40,62 40,62
Arborinina 1 4 2 285,29 285,29 2,22 2,68 66,70 60,69

Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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5.6 CONCLUSAO

No presente capitulo, alcaloides e cumarinas presentes no extrato bruto
etandlico das partes aéreas de R. graveolens foram identificadas por CLUE-ESI-
QTOF-EM. O fracionamento cromatografico desse extrato resultou no isolamento de
4 substancias, dentre as quais a arborinina, alcaloide acridénico identificado como
ligante da apirase.

Em relacdo as atividades biolégicas, a arborinina apresentou inibicdo
enzimatica da atividade da apirase e os estudos de docking molecular sugerem que
esta substancia também possui capacidade de inibir outras enzimas, como
SmATPase 1 e 2, ambas de S. mansoni. Dessa forma, a atividade
esquistossomicida in vitro, tanto do extrato quanto da arborinina foram investigadas.
Apesar do extrato bruto etandlico das partes aéreas de R. graveolens apresentar
atividade esquistossomicida, corroborando com o potencial antiparasitario desta
espécie, ndo foi observado, neste mesmo ensaio, atividade esquistossomicida para
a arborinina na concentracao avaliada.

Apesar disso, torna-se importante a investigacdo da atividade
esquistossomicida in vivo da arborinina, pois a mesma apresentou potencial de
inibicdo enzimatica de enzima que se assemelha as enzimas do tegumento de S.
mansoni. Dessa forma, estudos adicionais devem ser realizados com esta
substancia a fim de conhecer suas atividades bioldgicas e os possiveis mecanismos

de acéo.
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6 CARACTERIZACAO POR CLUE-ESI-QTOF-EM DO EXTRATO BRUTO DE
Acmella oleracea (ASTERACEAE) E AVALIACAO DA SUA ATIVIDADE
ESQUISTOSSOMICIDA IN VITRO FRENTE A VERMES ADULTOS DE S.

mansoni

O presente capitulo se destina a caracterizacdo quimica por CLUE-ESI-
QTOF-EM do extrato bruto de A. oleracea, bem como o processo de fracionamento
cromatografico para isolamento e identificacdo estrutural das substancias ligantes da
enzima apirase de batata selecionados através da técnica de UF acoplada & CLUE-
EM. Além disso, investigou-se a capacidade de inibicdo enzimética da apirase de
batata pelo ligante isolado, o qual também foi submetido aos estudos de docking
molecular nas SmATPases e apirase. E ainda investigou-se a atividade
esquistossomicida in vitro frente a vermes adultos de S. mansoni do extrato bruto e

do ligante isolado.

6.1 Acmela oleracea (L.) R.K. Jansen

Acmella oleracea é uma planta herbacea nativa da Regido Norte do Brasil e
pertencente a familia Asteraceae. Popularmente conhecida como jambu, apresenta
como sindbnimos Spilanthes acmella L. var oleracea Clarke, Spilanthes oleracea (L.)
e Spilanthes acmella (L.) Murr. (RONDANELLI et al., 2020).

A familia Asteraceae, anteriormente denominada Compositae, € considerada
como uma das maiores familias de plantas, compreendendo cerca de 1.600 géneros
e 24.000 espécies, amplamente distribuidas pelo mundo, com excec¢do da Antartida,
sendo encontradas principalmente em formagdes campestres. No Brasil, existem
aproximadamente 2.000 espécies e 300 géneros, as quais abrangem regides
tropicais, subtropicais e temperadas (CHRIST, ZACHIA, 2016). Entre os géneros
presentes na familia Asteraceae, esta o género Acmella.

Acmella € um género de ervas anuais e perenes, amplamente distribuidas
nas regides tropicais e subtropicais ao redor do mundo, sendo atualmente
conhecidas cerca de 30 espécies (MONDIN et al., 2015). Mondin e colaboradores
(2015) listaram as espeécies de Acmella presentes no Brasil, reconhecendo 16

distribuidas pelo territério brasileiro. Na Amaz6nia brasileira h& cinco espécies
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pertencentes a este género, dentre elas esta a espécie A. oleracea (L.) R.K. Jansen
(MODIN et al., 2015; PINHEIRO, 2016).

A espécie A. oleracea, € uma planta nativa da Amazbnia, conhecida
popularmente como jambu, agrido bravo, ou agrido do Para, amplamente utilizada
na culinéria local, em pratos tipicos regionais, como o tacacd e o pato no tucupi
(BARBOSA et al., 2016; FAVORETO, GILBERT, 2010; NASCIMENTO et al., 2013).
E uma planta herbacea anual, perene, de 20-40 cm de altura, semi-ereta ou quase
rasteira, com inflorescéncias compostas de flores amarelas (Figura 59)
(FAVORETO, GILBERT, 2010).

Na medicina popular, € empregada para o tratamento de anemia, tuberculose,
resfriados, problemas estomacais, doencas da boca e garganta, além de ser usada
para tratar dores de dente, pois proporciona uma sensacéo anestésica local quando
suas inflorescéncias e folhas sdo mastigadas (FAVORETO, GILBERT, 2010;
NASCIMENTO et al., 2013; RONDANELLI et al., 2020).

Figura 59 - Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen.

Fonte: Adaptado de RONDANELLI et al. (2020).

Além disso, os extratos de Acmella também sado efetivos contra parasitos da
malaria. Esta espécie é uma das trés plantas do “Malarial-5®”, formulagao tradicional
utilizada no Mali para o tratamento da malaria (SILVEIRA, 2017). O Malarial-5® foi
inicialmente formulado pelo Professor Mamadou Koumaré, inspirado em uma
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formula utilizada pela sua familia e, nos dias atuais, é produzido como um
medicamento padronizado pelo Département de Médecine Traditionelle (DMT) do
Institut National de Recherche em Santé Publique (INRSP) do Mali. Esta formulag&o
€ vendida na forma de pd, em sachés de 10 g, que deve ser aquecido em agua para
a obtencao de uma decocc¢ao (WILLCOX, BODEKER, 2004).

Vérias pesquisas ja demostraram as propriedades medicinais da A. oleracea
como anestésico e antipirético (CHAKRABORTY et al., 2010; LEY et al., 2006), anti-
inflamatorio e analgésico (CHAKRABORTY et al., 2004; WU et al., 2008), diurético e
emagrecedora (DUBEY et al., 2013; EKANEM et al., 2007) e acaricida (CASTRO et
al., 2014). Essas atividades biolégicas tém sido, na sua grande maioria, atribuidas a
presenca de alquilamidas, especialmente o espilantol (BARBOSA et al.,, 2016;
NASCIMENTO et al., 2013; PRACHAYASITTIKUL et al., 2013; SINGH et al., 2012;
RONDANELLI et al., 2020).

6.2 ALQUILAMIDAS E ESPILANTOL

Estudos fitoquimicos relatam diversos compostos ja identificados nos extratos
de diferentes partes de A. oleracea, tais como cumarinas (como a escopoletina),
triterpendides, Oleos essenciais e terpenos (como o limoneno e [-cariofileno),
polissacarideos (ramnogalacturonana), fitoesterois (estigmasterol e B-sitosterol) e
compostos fendlicos (acido vanilico, acido trans-fertlico e acido trans-isoferulico).
Mas considera-se que as principais substancias ativas presentes na A. oleracea sao
as alquilamidas (NASCIMENTO et al.,, 2013; PRACHAYASITTIKUL et al., 2013;
RONDANELLI et al., 2020; SINGH et al., 2012).

As alquilamidas ou alcamidas sdo uma classe de alcaloides especiais,
constituidos pela unido de um acido graxo com oito a dezoito atomos carbonos e um
grupo amino, formando assim uma fungédo amida, como demonstrado na Figura 60
(RAHMAN, 2014).

Dependendo do tipo de ligacbes que apresentam na cadeia carbdnica
originada do acido graxo, as alcamidas sdo divididas em dois grupos principais:
alcamidas olefinicas que possuem ligacdes duplas (como por exemplo o espilantol)
e alcamidas acetilénicas com pelo menos uma ligagao tripla (como por exemplo a
(7Z)-N-isobutil-7-tridecadieno-10,12-dienamida) (RAHMAN, 2014).
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Figura 60 - Estrutura do grupo funcional das alquilamidas.

0
)J\ R,
R, N

Fonte: Adaptado de RAHMAN (2014).

No que diz respeito ao género Acmella, varios estudos ja demostraram a
presenca de alquilamidas, as quais podem conter uma por¢do isobutilamina, 2-
metilbutilamina e feniletilamina (BAE et al., 2007; BOONEN et al., 2010; SHARMA et
al., 2011). Na Figura 61 estao representadas algumas alquilamidas encontradas nas
espécies de Acmella.

Dentre estas alquilamidas, a isobutilamida (2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8-
decatrienamida, usualmente conhecida como espilantol ou afinina, é a substancia
ativa encontrada abundantemente nos capitulos florais de A. oleracea
(RONDANELLI et al., 2020).

O espilantol (Figura 61) foi obtido pela primeira vez, a partir das flores de A.
oleracea por Gerber, em 1903 (RAMSEWAK et al., 1999) e caracterizado como um
Oleo viscoso, ardente, de tonalidade amarela palida a amarela clara (BARBOSA et
al., 2016).

Devido a diversidade de suas propriedades quimicas e aplicagcdes medicinais,
o extrato de A. oleracea e o espilantol vém despertando crescente interesse
comercial por parte de industrias farmacéuticas. Varias patentes ja foram registradas
quanto a utilizacdo do espilantol, assim como o extrato bruto da planta e suas
aplicacbes. Estas patentes envolvem férmulas de produtos para industrias de
higiene, cosméticos e alimentos (BARBOSA et al., 2016; RONDANELLI et al., 2020;
SILVEIRA, SANDJO, BIAVATTI, 2018).



Figura 61 - Algumas alquilamidas descritas na literatura.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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Como exemplo, diversas formulacdes tém sido comercializadas para a
estética humana, devido ao suposto “efeito botox” ao reduzir as rugas nas areas
aplicadas e sem a necessidade de inje¢cdes. Tanto no Brasil quanto no exterior, é
possivel encontrar formulagdes que prometem reduzir em até 80% as rugas na face
(ARTARIA et al., 2011). A empresa francesa Gattefossé® (GATTEFOSSE, 2015) e a
brasileira Natura® (NATURA, 2017) comercializam produtos com este mesmo
objetivo.

Além disso, varias atividades farmacologicas ja foram atribuidas ao espilantol,
como o efeito anestésico e de formigamento sobre a lingua, sendo utilizado nas
afeccbes da boca e garganta, assim como tratamento de dores de dente
(RONDANELLI et al., 2020; SILVEIRA, SANDJO, BIAVATTI, 2018).

As atividades antifungica e bacteriostatica do espilantol também foram
avaliadas. Esta substancia inibiu 100% do crescimento dos fungos Sclerotium rolfsii,
Sclerotium cepivorum, Phytophthora infestans e Rhizoctonia solani, além das
bactérias Bacillus subtilis, Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae em
concentracdes inferiores a 25 ug/mL (MOLINA-TORRES et al., 2004).

O espilantol também se mostrou Gtil como inseticida. Ele apresentou atividade
contra larvas de Aedes aegyptii, que podem transmitir os virus causadores da
dengue, chikungunya, zika e febre amarela a uma concentracdo de 12,5 mg/mL.
Além disso, o0 espilantol também se mostrou téxico aos mosquitos Anopheles
transmissores da malaria (RAMSEWAK et al., 1999).

Adicionalmente, o espilantol mostrou-se ativo contra o parasita causador da
malaria, o Plasmodium falciparum, com ICsy de 16,5 ug/mL e 16,3 ug/mL frente as
cepas PFB e K1 (resistente a cloroquina), respectivamente (SPELMAN et al., 2011).
Em outro estudo, o extrato bruto metanolico das flores de A. oleracea e algumas
alquilamidas isoladas, também apresentaram atividade antiplasmodial (MBEUNKUI
et al., 2011).

Apesar da diversidade de aplicacbes do extrato de A. oleracea e seus
metabdlitos, em especial o espilantol, cabe ressaltar que ainda ndo ha trabalhos
publicados descrevendo a atividade esquistossomicida deste extrato e desta
alquilamida frente a vermes adultos de S. mansoni, tornando relevante essas

avaliacoes.
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6.3 OBJETIVOS

O obijetivo geral do trabalho descrito no presente capitulo foi a caracterizacao
quimica dos constituintes de A. oleracea, o isolamento dos metabdlitos e avaliacdo
da atividade esquistossomicida in vitro do extrato e substancia isolada frente a

vermes adultos de S. mansoni.

Para esses propositos, 0s objetivos especificos foram:

e Caracterizar quimicamente o extrato bruto cloroférmico das flores de A.
oleracea por meio de CLUE-ESI-QTOF-EM,;

e Realizar o isolamento, purificacdo e identificacdo do espilantol, a qual foi
anteriormente identificada como ligante da apirase de batata;

e Avaliar a atividade esquistossomicida in vitro do extrato bruto e do espilantol
frente & vermes adultos de S. mansoni;

e Avaliar a atividade enzimatica da apirase de batata frente ao espilantol;

e Realizar estudos de docking molecular do espilantol frente a apirase de batata

e as ATP difosfohidrolases de S. mansoni.



166

6.4 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos deste trabalho foram realizados nos laboratorios: NIPPAN
da Universidade Federal de Juiz de Fora, CentralBio da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Juiz de Fora, Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Juiz de Fora, NPDN - Universidade de Guarulhos, Séo Paulo, SP e no
Departamento de Ciéncia da Computacdo - Programa de Pdés-Graduacdo em
Modelagem Molecular da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Para execucdo dos métodos foram utilizados os mesmos equipamentos
descritos no item 3.6 deste trabalho.

Os solventes, a CCD, a CLUE e os espectros de RMN estédo descritos no item
54e5.4.1.

Para a realizacdo da CC foram utilizadas como adsorventes silica gel 40-63

um, alumina neutra ativa (classe 1) 63-200 um.

6.4.1 Anélise por CLUE-ESI-QTOF-EM

As condicdes cromatograficas e de ESI-EM foram as mesmas citadas no item
3.6.2.

A identificacdo das substancias presentes no extrato bruto de A. oleracea foi
realizada por EM/EM-QTOF. Os espectros de massas obtidos foram comparados
com dados disponiveis nas bases de dados MassBank of North America
(http://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/), PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), e
ChemSpider (http://www.chemspider.com/) para identificacdo das substancias, além
das literaturas BAE, 2007; BOONEN et al., 2010; HISERODT et al., 2004; SHARMA
et al., 2011; SILVEIRA et al., 2016.

6.4.2 Fracionamento cromatografico e isolamento do espilantol

Com o intuito de produzir maior quantidade de extrato das flores A. olearacea
para isolamento dos constituintes, o material vegetal foi coletado novamente em
novembro de 2017. A exsicata do vegetal foi depositada no Herbario Leopoldo
Krieger — CESJ, da UFJF, sob nimero de tombo 47480.
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Esse material vegetal passou pelos mesmos processos de secagem e
trituracdo descritos no item 3.6.1 deste trabalho. Este procedimento resultou em
33,863 g de pod, o qual foi submetido a maceracdo em cloroférmio. As solucbes
cloroférmicas obtidas foram filtradas e, em seguida, transferidas para baldes de
fundo redondo e concentradas com auxilio de rotaevaporador a temperatura de
40°C. Os extratos obtidos foram transferidos para frascos previamente pesados
fornecendo 3,641 g de extrato bruto cloroférmico das flores de A. olearacea (Ao-Fl).

Com o propésito de separacao inicial dos constituintes presentes no Ao-Fl,
3,6 g deste extrato foi submetido a CC de 4 cm de diametro por 17 cm de altura e
empacotada com 100g de silica gel (40-63 um). Utilizou-se como fase mével a
mistura de hexano:acetato de etila em grau crescente de polaridade, sendo
coletadas 42 fracdes de aproximadamente 50 mL, as quais foram reunidas em 7
subfracbes de acordo com as semelhancas cromatograficas observadas pela CCD.

A presenca da substéncia de interesse nas subfragcdes obtidas foi investigada
através da RMN de 'H. A partir dessa andlise, a subfragdo Ao-FI-9 (261,9 mg) foi
selecionada para prosseguir com o fracionamento. Dessa forma, esta subfracéo foi
submetida a CC de 2 cm de didametro e 15 cm de altura, empacotada com 60 g de
alumina neutra ativa (classe 1) 0,063-0,200 mm. A fase mével utilizada foi a mistura
de hexano:acetato de etila em grau crescente de polaridade, sendo coletadas 20
subfracdes de aproximadamente 50 mL, as quais foram reunidas em 5 subfracdes
de acordo com as semelhancas cromatograficas observadas pela CCD.

Realizou-se a CCD das subfracbes obtidas da CC da subfracdo Ao-FI-9,
utilizando como sistema eluente, hexano:acetato de etila (1:1 v/v), e revelando em
luz UV no comprimento de onda de 254nm e, posteriormente, em anisaldeido. De
acordo com a analise do perfil cromatografico das subfracdes resultantes, observou-
se que as subfracbes Ao-FI-9/2, Ao-FI-9/3 e Ao-FI-9/4 apresentavam como uma
Unica mancha na CCD. Assim, estas subfracdes foram avaliadas em RMN de 'H e
13C paraa determinacdo da estrutura quimica.

O processo de fracionamento do extrato bruto cloroférmico das flores de A.

olearacea e isolamento da substancia estdao resumidos na Figura 62.
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Figura 62 - Fluxograma do fracionamento do extrato bruto cloroférmico das flores de A. olearacea
(Ao-FI).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

6.4.3 Ensaio esquistossomicida in vitro

Os ensaios in vitro foram efetuados no Nucleo de Enteroparasitos do Instituto
Adolfo Lutz, sob a colaboracao e supervisdo do Prof. Dr. Josué de Moraes. Todos 0s
ensaios foram submetidos e aprovados pelo CEUA numero 031/2017. Os
procedimentos deste ensaio estdo descritos no item 5.4.3 deste trabalho.

As amostras foram solubilizadas e diluidas em dimetilsulféxido (DMSO,
Merck) e meio RPMI 1640 de forma a obter as concentragdes de 200, 100, 50 e 25
Mg/mL, para o extrato, 100 e 50 uM para a substancia isolada (espilantol), sendo que
a concentracao final de DMSO néo foi superior a 0,5 %. O PZQ (2 uM) foi utilizado

como controle positivo.
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6.4.4 Ensaio de inibicdo da atividade enzimética da apirase de batata pelo

espilantol

O ensaio de atividade enzimatica foi realizado no NIPPAN, de acordo com
métodos previamente descritos com modificacdes (DETONI et al., 2012; MAIA et al.,
2019; TAUSSKY, SHORR, 1953). A descricdo do método utilizado estd descrito no
item 5.4.4 deste trabalho.

As concentracfes de espilantol testadas foram: 100; 50; 25 uM.

Os tratamentos estatisticos foram realizados com auxilio do software
GraphPad InStat 7.0. A analise entre grupos foi realizada pela andlise de quartis, de
variancia (ANOVA) e as diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste T-

Student. Valores com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

6.4.5 Estudos de docking molecular

Os estudos de docking molecular foram realizados no Departamento da
Ciéncia da Computacéo da Universidade Federal de Juiz de Fora, sob a colaboracao
e responsabilidade da Prof. Dra. Priscila Vanessa Zabala Capriles Goliatt, conforme

descrito no item 3.6.6 deste trabalho.
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6.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.5.1 Caracterizacao quimica do extrato bruto cloroformico das flores de A.
oleracea por CLUE-ESI-QTOF-EM

De maneira semelhante ao descrito no capitulo anterior, as substancias
presentes no extrato de A. oleracea foram caracterizadas a partir das analises dos
dados de espectrometria de massas e perfil de fragmentacdo em comparacdo com
0s encontrados na literatura (BAE, 2007; BOONEN et al., 2010; HISERODT et al.,
2004; SHARMA et al., 2011; SILVEIRA et al., 2016).

Além disso, a alquilamida conhecida como espilantol foi isolada e teve sua
estrutura quimica confirmada através das analises dos espectros de ressonancia
magnética nuclear de 'H e °C.

Dessa forma, os resultados da andlise, no presente trabalho, em CLUE-ESI-
QTOF-EM sugerem a presenca de sete alquilamidas no extrato bruto de A. oleracea
(Tabela 22 e Figura 63), sendo cinco N-isobutilamidas, uma 2-butilmetilamida e uma
2-feniletilamida (Figura 64). A Tabela 22 mostra o tempo de retengcdo de cada
alquilamida identificada, informaces de fragmentacédo e, ainda seu ion precursor,
obtidos no modo positivo.

Em virtude dos diversos trabalhos de prospecao fitoquimica, muito se
conhece sobre a constituicdo quimica de A. oleracea. Estes estudos revelam que a
planta possui cumarinas, terpenos, compostos fenolicos e, principalmente,
alquilamidas (NASCIMENTO et al.,, 2013; PRACHAYASITTIKUL et al.,, 2013;
RONDANELLI et al., 2020; SINGH et al., 2012). Dentre as alquilamidas, o espilantol
€ o constituinte mais abundante nas flores de A. oleracea e tem sido relacionado

com diversas atividades biologicas da planta (BARBOSA et al., 2016).



Figura 63 - Cromatograma em CLUE-ESI-QTOF-EM (modo positivo) do extrato bruto de A. oleracea.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Tabela 22 - Dados cromatograficos e do espectro de massas das substancias identificadas no extrato bruto de A. oleracea.
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1: TOF MS ES+
BPI
1.67e6

10.43

10.85

10.50 11.00

Pico Substancias identificadas Tr (Min) m/z Fragmentos principais Literatura®
[M+H]
1 (2E,4Z)-N-isobutil-2,4-undecadieno-8,10-dinamida 7,23 230,1591 174,0310; 157,1050; 131,0868; 222;188; 174;
129,0730 157; 146;
131;129; 91
2 (22)-N-fenetil-2-noneno-6,8-dinamida 7,42 252,1428 147,0738; 132,0835; 105,0709; 196;173; 147,
103,0556 131; 105; 103;
79
3 (2E)-N-isobutil-2-undeceno-8,10-dinamida 7,47 232,1761 176,1116; 159,0851; 133,1041; 204; 176; 159;
131,0887 133; 131; 105;
91
4 (2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8-decatrienamida 7,86 222,1840 166,1256; 149,0968; 141,1148; 166; 149; 123;
(espilantol) 126,0919; 123,1179; 121,1025 121;81
5 (2E,7Z)-N-isobutil-2,7-tridecadieno-10,12-dinamida 8,15 258,1927 202,1277; 185,1010; 159,1200; 230; 202; 185;
157,1040; 117,0720; 115,0561; 157; 131, 117;
105,0717 105; 101; 99;
91; 73; 56
6 (7Z)-N-isobutil-7-trideceno-10,12-dinamida 8,31 260,2088 204,1442; 187,1528; 159,1206; 246; 204; 176;
105,0721 159; 133; 105;

91
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7 (2E,6Z,8E)-N-metilbutil-2,6,8-decatrienamida 8,44 236,2075 165,0913; 149,0999; 141,1169; 166; 149; 123;
126,0943; 123,1195; 121,1039 121; 81
# BAE, 2007; BOONEN et al., 2010; HISERODT et al., 2004; SHARMA et al., 2011; SILVEIRA et al., 2016.
Fonte: Elaborado pela prépria autora.
Figura 64 - Estruturas quimicas dos compostos identificados no extrato bruto de A. oleracea por CLUE-ESI-QTOF-EM.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

3. (2E)-N-isobutil-2-undeceno-8,10-dinamida

6. (7Z)-N-isobutil-7-trideceno-10,12-dinamida
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As alquilamidas ou alcamidas sado formadas a partir da reagdo de
condensacdo quimica de um acido carboxilico de cadeia média a grande (cadeia
carbbnica com 10 a 18 carbonos) com uma amina. Segundo Barbosa e
colaboradores (2016), as alquilamidas manifestam-se em poucos grupos de plantas,
dos quais os mais importantes estdo presentes nas familias Asteraceae.

A CLUE-ESI-QTOF-EM tem sido considerada uma excelente técnica para
uma ampla analise de alquilamidas em diversos extratos vegetais. A identificacdo de
substéancias dessa classe se baseia no tempo de retencdo, nos valores de m/z do
ion molecular protonado, e principalmente, na analise dos fragmentos formados a
partir da ativacdo dos ions através da dissociacao induzida por colisédo (BAE, 2007,
BOONEN et al., 2010; HISERODT et al., 2004; SHARMA et al., 2011; SILVEIRA et
al., 2016).

Segundo Hiserodt e colaboradores (2004), amidas insaturadas (2E, 6Z), sob
baixa energia de colisdo, formam dois fragmentos caracteristicos. Um deles é
formado através de uma clivagem homolitica gerando um cation radical. E o outro
ion formado é o cation ciclopropeno, o qual passa pela formacao inicial de um
biciclico intermediario seguido da perda de um alceno. Nestes dois casos, os céations
gerados sao estabilizados por ressonancia. Estes mecanismos de fragmentacao
propostos para a formacdo dos ions fragmentos de m/z 141 e m/z 126 estdo
descritos anteriormente no item 4.5.2.2 e representados na Figura 30.

Além desses dois mecanismos, as alquilamidas também apresentam outros
padrbes caracteristicos de fragmentacdo. Um deles é a formacdo de ions
fragmentos dependendo do grupamento da por¢ao amina, podendo ser resultante da
perda de um residuo isobutila (a); feniletila (b) e metilbutila (c) (Figura 65) (BOONEN
et al., 2012).

Outra fragmentacdo frequentemente observada nas alquilamidas é a
formacéo do ion acilio, sendo este resultado da quebra da ligacdo amida (Figura 66)
(BOONEN et al., 2012).

Dessa forma, através da comparacdo dos ions moleculares e padrbes de
fragmentacdo EM/EM do extrato bruto de A. oleracea, com valores da literatura, foi

possivel identificar 7 alquilamidas.
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Figura 65 - Fragmentos caracteristicos da porcao amina das alquilamidas.
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Fonte: Adaptado de BOONEN et al. (2012).

Figura 66 - Perda de fragmentos caracteristicos e formacéo do ion acilio nas alquilamidas.
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Fonte: Adaptado de BOONEN et al. (2012).

Em relacdo as alquilamidas do tipo N-isobutilamidas, foram identificadas
neste trabalho as seguintes substancias: (2E,4Z)-N-isobutil-2,4-undecadieno-8,10-
dinamida; (2E)-N-isobutil-2-undeceno-8,10-dinamida; (2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8-
decatrienamida (espilantol); (2E,7Z)-N-isobutil-2,7-tridecadieno-10,12-dinamida e
(72)-N-isobutil-7-trideceno-10,12-dinamida  (compostos 1, 3, 4, 5 e 6,
respectivamente, Figura 64).

O espectro de massas do composto 1 apresentou ion molecular com a massa
m/z 230,1591 [M+H]" e o ion fragmento m/z 174,0310 o qual sugere a perda da
porcdo isobutila (perda de m/z 56) (Figura 65), caracterizando essa alquilamida
como do tipo N-isobutilamida. Além disso, foi observado o ion fragmento m/z
157,1050, que pode ser atribuido ao ion acilio, referente ao residuo acido resultado
da clivagem da ligacdo amida. Segundo Boonen e colaboradores (2012), um
fragmento frequentemente formado nas alquilamidas do tipo N-isobutilamidas é o ion
acilio, o qual ocorre através da perda de um grupo de m/z 73 (Figura 66). E por fim,
a perda de CO do ion acilio, resulta nos ions fragmentos m/z 129,0730 e m/z

131,0868. Dessa forma, com base na comparagcdo desses dados obtidos
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experimentalmente com os dados de fragmentacdo da literatura sugere-se que 0
composto 1 pode-se tratar da (2E,4Z)-N-isobutil-2,4-undecadieno-8,10-dinamida
(composto 1, Figura 64) (BOONEN et al., 2010; HISERODT et al., 2004; SHARMA
et al., 2011).

A analise do espectro de massas do pico 3 apresentou ion molecular m/z
232,1761 [M+H]" e ion fragmento m/z 176,1116, tipico da perda do residuo isobutila
(perda de m/z 56) (Figura 65). Além disso, observa-se o ion fragmento m/z 159,0851
(ion acilio) (Figura 66), residuo acido resultado da clivagem da ligacdo amida, que
apos a perda de CO, originou os ions fragmentos m/z 131,0887 e m/z 133,1041.
Estes dados sugerem que o composto 3 trata-se da (2E)-N-isobutil-2-undeceno-
8,10-dinamida (composto 3, Figura 64) (BOONEN et al., 2010; HISERODT et al.,
2004).

O espectro de massas, realizado em modo positivo, do composto 4 (ligante
identificado no ensaio de ultrafiltracdo), mostra o pico do ion molecular em m/z =
222,1840, sugerindo a férmula molecular C14H24NO. Através do experimento de
EM/EM foi possivel identificar os fragmentos m/z 141,1148 (cation radicalar) e m/z
126,0919 (cation ciclopenteno) (Figura 30), consistentes com a fragmentacéo
proposta por Hiserodt e colaboradores (2004) para a estrutura do espilantol. Além
disso, outros fragmentos observados foram m/z 166,1256 (perda do residuo
isobutila, m/z 56) (Figura 65), m/z 149,0968 referente ao ion acilio (Figura 66), e 0s
fragmentos m/z 123,1179 e m/z 121,1025 resultantes da perda de CO da molécula
do ion acilio. Esses dados comparados com 0s presentes na literatura permitiram
propor que esta substancia trata-se da substancia (2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8-
decatrienamida, conhecida como espilantol (composto 4, Figura 64) (BOONEN et al.,
2010; HISERODT et al., 2004).

De maneira semelhante as outras isobutilamidas, os compostos 5 e 6 também
apresentaram fragmentos correspondentes a perda do residuo isobutila (perda de
m/z 56) (Figura 65), fragmentos relacionados a formacao do ion acilio (perda de m/z
73) (Figura 66) e fragmentos da perda de CO da molécula do ion acilio (perda de
m/z 99 e 101). Dessa forma, através da comparacao dos ions moleculares formados
e os padrbes de fragmentacdo EM/EM desses compostos, foi possivel propor que o
composto 5 trata-se da substancia (2E,7Z)-N-isobutil-2,7-tridecadieno-10,12-

dinamida (composto 5, Figura 64) e o composto 6 da (7Z)-N-isobutil-7-trideceno-
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10,12-dinamida (composto 6, Figura 64) (BAE, 2007; BOONEN et al., 2010;
SHARMA et al., 2011).

Outras alquilamidas encontradas no extrato bruto de A. oleracea foram as do
tipo 2-feniletilamida e 2-butilmetilamida.

Em relacdo as alquilamidas do tipo feniletlamida, alguns autores
demonstraram fragmentacdo caracteristica da perda do grupamento da porgéo
amina, neste caso a perda do grupamento feniletila (m/z 105) (Figura 65) (BOONEN
et al., 2012). O composto 2 apresentou ion molecular m/z 252,1428 e através do
experimento de fragmentacdo EM/EM foi possivel observar o ion de pico base m/z
105,0709, consistente com o grupamento feniletila. Além disso, o fragmento m/z
147,0738 é tipico da perda do residuo feniletila (perda m/z 105). E por fim, segundo
Boonen e colaboradores (2010), as alquilamidas do tipo 2-feniletilamidas também se
fragmentam formando o ion acilio, através da perda de um grupo de m/z 120 (Figura
66), o qual perde CO, resultando no ion fragmento m/z 103. O espectro de massas
do composto 2 evidencia a formacédo do fragmento de m/z 132,0835 (ion acilio) e o
fragmento m/z 103,0556. Dessa forma, sugere-se que 0 composto 2 trata-se da
substancia (22)-N-fenetil-2-noneno-6,8-dinamida (composto 2, Figura 64) (BOONEN
et al., 2010; SHARMA et al., 2011; SILVEIRA et al., 2016).

O composto 7 apresentou ion molecular m/z 236,2075 e fragmento 165,0913
resultante da perda do grupamento metilbutila (perda m/z 71), caracterizando essa
substancia como um alquilamida do tipo metilbutilamida (Figura 65) (BOONEN et al.,
2012). Observa-se ainda o fragmento m/z 149,0999 referente ao ion acilio (perda
m/z 87) (Figura 66), e os fragmentos m/z 123,1195 e m/z 121,1039, correspondentes
a perda de CO do ion acilio. Além disso, o espectro de massas evidencia 0s
fragmentos m/z 126,0943 (céation ciclopropeno) e m/z 141,1169 (cation radical),
caracteristicos das alquilamidas olefinicas, ja discutidos anteriormente como para o
espilantol (Figura 30) (HISERODT et al., 2004). As analises desses dados
juntamente com a comparacdo dos dados encontrados na literatura foi possivel
propor que 0 composto 7 trata-se da substancia (2E,6Z,8E)-N-metilbutil-2,6,8-
decatrienamida (composto 7, Figura 64) (BOONEN et al., 2010; HISERODT et al.,
2004; SHARMA et al., 2011).
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6.5.2 Isolamento e identificacao estrutural da substanciaisolada do extrato de
A. oleracea

O extrato bruto A. oleracea apresentou, no ensaio de ultrafiltracdo acoplada a
EM, descrito no item 4.5.2.2 deste trabalho, alguns ligantes da enzima apirase.
Dentre estes, o ligante identificado como espilantol foi isolado do extrato de A.
oleracea e, em seguida, identificado por meio de técnicas espectroscopicas. Para
este isolamento, o extrato bruto cloroformico das flores de A. olearacea foi
submetido ao fracionamento em CC, utilizando silica gel e alumina neutra como
fases estacionérias. Apos estes procedimentos foram obtidas 44,3 mg de espilantol.

O espilantol teve sua estrutura quimica identificada com base na analise dos
dados de RMN de *H e *C e comparacdo com os dados encontrados na literatura.

Segundo Nakatani, Nagashima (1992), no RMN de *H, alquilamidas do tipo
isobutilamida apresentam sinais caracteristicos de hidrogénios desta porcao
isobutilamida em & 3,15 (2H, dd, H1’); 8 1,78 (1H, m, H2’) e & 0,93 (6H, d, H3’ e H4’).

Pela analise do espectro de RMN de *H (Figura 67 e 68) da substancia Ao-FI-
9/4 pode-se observar a presenca de um tripleto em & 3,14 (J = 6,5 Hz, 2H), referente
aos hidrogénios metilénicos H1’; um multipleto entre & 1,83 - 1,75, atribuido ao
hidrogénio metinico H2’; e um dupleto em & 0,92 (6H) referente aos hidrogénios
metilicos H3’ e H4’. Além disso, observa-se a ocorréncia de um simpleto largo em &
5,49 (1H), atribuido ao hidrogénio do grupo amino. Esses sinais indicam, portanto, a
presenca de um grupo isobutilamida.

J& os sinais observados em & 5,79 (J = 15 Hz, 1H, d) e & 6,82 (1H, m) foram
atribuidos aos hidrogénios olefinicos o e  da ligacédo dupla conjugada com o grupo
carbonilico, H2 e H3, respectivamente. Os sinais dos outros hidrogénios olefinicos
presentes nesta molécula sdo observados no deslocamento quimicos & 5,26 (1H, m)
e 0 5,97 (J = 11 Hz, 1H, t), referentes aos hidrogénios H6 e H7, respectivamente. E
por fimem & 6,29 (J = 15 Hz, 1H, t) e 6 5,70 (1H, m) atribuidos aos hidrogénios H8 e
H9 (Figura 67 e 68). Outros sinais referentes aos hidrogénios observados estdo na
Tabela 23.

Ja o espectro de RMN de **C (Figura 69 e 70) da substancia Ao-Fl-9/4
apresentou 13 sinais de carbono. Destes, os sinais em 6 46,99 (C1’); 6 20,26 (C2’);
0 18,45 (C3’ e C4’) confirmam a presenca do grupo isobutilamida. Além disso,
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observa-se um sinal em & 166,13, o qual foi atribuido ao carbono carbonilico C1. As
atribuicées dos demais carbonos podem ser observadas na Tabela 24.

Deste modo, a andlise conjunta dos espectros de RMN de *H e de *3C, bem
como a comparacdo com os dados da literatura (BAE, 2007; NAKATANI,

NAGASHIMA, 1992), permitem propor a estrutura da substancia Ao-FI-9/4 como
sendo a N-alquilamida conhecida como espilantol.

Figura 67 - Espectro de RMN de H (CDCls; 500 MHz) da substancia Ao-FI-9/4.
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Fonte: Elaborado pela propria autora.



179

Figura 68 - Secdes expandidas entre 6 6,8 — 6,0; 5,8 - 5,2; 6 3,2-1,8 e 8 1,0 - 0,75 do espectro de
RMN de 'H (CDCl3; 500 MHz) da substancia Ao-FI-9/4.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Figura 69 - Espectro de RMN de 3¢ (CDCl3; 125 MHz) da substancia Ao-FI-9.
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Fonte: Elaborado pela propria autora.



Figura 70 - Espectro de RMN
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Tabela 23 - Dados do espectro de RMN de 'H (CDCl3; 500 MHZz) para substancia Ao-FI-9/4.
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Espilantol (Ao-FI-9)

Hidrogénio Ao-FI-9/4 (a) BAE, 2007 (b)

5 (ppm)
2 5,79 (1H, d, J=15 Hz) 5,77 (1H, d, J=15 Hz)
3 6,82 (1H, m) 6,82 (1H, dt, J=15 Hz)
4e5 2,27 (4H, m) 2,29 (4H, m)
6 5,26 (1H, m) 5,26 (1H, dt, J=11 Hz)
7 5,97 (1H, t, J=11 Hz) 5,97 (1H, dd, J=11 Hz)
8 6,29 (1H, t, J=15 Hz) 6,28 (1H, dd, J=15 Hz)
9 5,70 (1H, m) 5,69 (1H, dq, J=15 Hz)
10 1,79 (4H, m) 1,77 (3H, d)
N-H 5,49 (s) 5,45 (s)
1’ 3,14 (2H, t, J= 6,5 H2) 3,14 (2H, dd)
2 1,79 (4H, m) 1,77 (1H, m)
Jed 0,92 (6H, d) 0,92 (6H, d)

(a) 500 MHz, CDCls; (b) 500 MHz, CDCl;
Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Tabela 24 - Dados do espectro de RMN de **C (CDCls; 125 MHz) para substancia Ao-FI-9/4.

Espilantol (Ao-FI-9)

Carbono

Ao-FI-9/4 (a)

5 (ppm)

166,13
124,24
143,76
32,23
28,72

126,83 /127,81 /129,59/ 130,12

26,50
46,99
20,26
18,45

BAE, 2007 (b)

166,06

124,13

143,78

32,19

28,68

126,77 /127,79 /129,52 / 130,10
26,44

46,92

20,22

18,44

(a) 125 MHz, CDClj3; (b) 125 MHz, CDCl;
Fonte: Elaborado pela propria autora.
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6.5.3 Avaliacdo da atividade esquistossomicida in vitro do extrato de A.
oleracea e do espilantol frente a vermes adultos de S. mansoni

Como descrito anteriormente, alguns extratos vegetais foram selecionados
para investigacdo da atividade esquistossomicida. Dentre eles, o extrato de A.
oleracea e a substancia espilantol foram avaliados quanto a atividade
esquistossomicida in vitro frente a vermes adultos de S. mansoni.

Apesar dos inameros relatos na literatura do potencial esquistossomicida de
diferentes espécies de plantas, ainda ndo ha estudos desta atividade para o extrato
bruto de A. oleracea ou para a alquilamida, espilantol.

Em relac@o ao extrato de A. oleracea, como mostrado na Tabela 25, ap6s 48
h de incubacédo, 100% dos vermes adultos foram mortos na presenca do Ao-Fl (200,
100 e 50 pg/mL), bem como todos os parasitos apresentaram redugao significativa
do movimento.

Considerando a atividade esquistossomicida do extrato bruto das flores de A.
oleracea, bem como o ensaio de ultrafiltracdo realizado, no qual o espilantol foi
identificado como ligante da enzima apirase de batata, esta substancia também foi
avaliada frente a vermes adultos de S. mansoni.

Como se pode observar na Tabela 25, o espilantol (100 uM) foi capaz de
reduzir significativamente a atividade motora de todos os vermes machos e fémeas,
e, além disso, causou a morte de 100% dos vermes adultos apos 24 h de incubacéo.
Ja na concentracao de 50 yM, observa-se apenas leve reducdo da atividade motora
em 30% dos vermes apdés 24 h de incubacdo com espilantol. E nesta mesma
concentracéo, observa-se que 30% de vermes sdo mortos apés 48 h de incubacéao,
aumentando essa taxa para 60% apos 72 h de incubacao (Tabela 25).

Em relagcdo as atividades biologicas de A. oleracea e seus metabdlitos frente
a outros parasitos, Spelman e colaboradores (2011) observaram que o espilantol,
obtido desta planta, apresentou ICso de 16,5 pg/mL frente ao P. falciparum (linhagem
PFB) e ICso de 5,8 ug/mL para a cepa K1 (falciparum resistente a cloroquina). Além
disso, em concentracdes relativamente baixas, o espilantol (5 mg/kg) e o extrato
aquoso de A. oleracea (50 mg/kg) reduziram a parasitemia em 59% e 53% em
camundongos infectados com P. yoelii (SPELMAN et al., 2011).

Em outro estudo, alquilamidas isoladas de A. oleracea também apresentaram

atividade frente as cepas de P. falciparum. Dentre as substancias testadas o
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espilantol foi o mais potente, o qual apresentou ICsy de 26,43 ug/mL (MBEUNKUI et
al., 2011).

Apesar do mecanismo de acdo para a atividade antiparasitaria ainda nao ter
sido esclarecido, estes autores sugerem que esta atividade, observada nos extratos
de Acmella, pode ser devido ao efeito sinérgico das alquilamidas presentes. Além
disso, a atividade imunologica de algumas alquilamidas estruturalmente
semelhantes ao espilantol na modulacéo de citocinas, poderiam estar contribuindo
para a reducao da parasitemia (MBEUNKUI et al., 2011; SPELMAN et al., 2011).

Tabela 25 - Atividade esquistossomicida in vitro do extrato de A. oleracea (Ao-Fl) sobre os vermes
adultos de S. mansoni.

Reducéo da atividade motora

Tempo de Mortaligade (%)a
Grupos incubacéo (%) Leve Significativa
(h) M F M F M

Controle” 24 0 0 0 0 0 0

48 0 0 0 0 0 0

72 0 0 0 0 0 0

DMSO 0,5%° 24 0 0 0 0 0 0

48 0 0 0 0 0 0

72 0 0 0 0 0 0
PZQ 24 100 100 0 0 100 100
2 uM 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100

Ao-FI ¢ 24 0 0 100 100 0 0
200 pg/mL 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100

100 pg/mL 24 0 0 100 100 0 0
48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100
50 pg/mL 24 0 0 0 0 100 100
48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100

25 pg/mL 24 0 0 0 0 0 0

48 0 0 0 0 0 0

72 0 0 0 0 0 0
Espilantol 24 100 100 0 0 100 100
100 pM 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100

50 uM 24 0 0 30 30 0 0
48 30 30 0 0 30 30
72 60 60 0 0 60 100

% Porcentagem em relacdo a 20 vermes. ° Meio RPMI. © DMSO em meio RPMI. ¢ Extrato bruto
cloroférmico das flores de A. oleracea.
Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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6.5.4 Ensaio de inibicdo da atividade enzimética da apirase de batata pelo
espilantol

Tendo em vista que o espilantol se apresentou como um ligante da apirase de
batata no ensaio de UF, e também apresentou atividade esquistossomicida in vitro
frente a vermes adultos de S. mansoni, investigou-se a atividade inibitoria in vitro
dessa substancia frente a apirase de batata.

Como pode-se observar na Figura 71, o espilantol foi capaz de diminuir a
atividade enzimética da apirase de batata em todas as concentracdes testadas (25 a
100 uM). Na menor concentracdo testada de espilantol (25 uM) a inibicdo da enzima
foi em média 77,29%. Enquanto que nas maiores concentragdes a inibicdo foi em
média de 84,43 e 85,3%.

Na literatura ha relatos da inibicdo de outra enzima pelo espilantol. No estudo
conduzido por Barbosa e colaboradores (2016) avaliou-se o efeito do extrato de A.
oleracea na enzima tirosinase. Neste caso a fracdo diclorometanica de A. oleracea
(contendo aproximadamente 100% de espilantol) inibiu significativamente a atividade
enzimatica da tirosinase, com ICsp = 0,50mM (BARBOSA et al., 2016).

Para complementar essa proposta, estudos de modelagem computacional
também foram realizados com a finalidade de verificar a capacidade de ligacdo do

espilantol na apirase de batata e também em outras enzimas.

Figura 71 - Inibicdo da atividade enzimética da apirase de S. tuberosum pelo espilantol.
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*** Diferenca significativa quando comparado com o controle negativo (p < 0,0001).
Fonte: Elaborado pela propria autora.
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6.5.5 Estudos de docking molecular

Nos estudos de docking molecular do presente trabalho utilizou-se o software
AutoDock Vina 1.1.2 (Maio 11, 2011) levando em consideracéo para analise o valor
de afinidade (Kcal/mol) e as interagbes moleculares entre os compostos submetidos
e os residuos flexiveis da proteina, conforme mostrado na Tabela 26. Nesta tabela,
estdo descritos os resultados do espilantol submetido ao docking molecular com a
proteina SmATPDasel, SmATPDase2, ambas de S. mansoni e apirase da batata.

Como pode-se observar na Tabela 26, o espilantol apresentou valores
negativos de energia (afinidade) com todas as proteinas avaliadas, sugerindo que as
interacdes (ponte de hidrogénio e dipolo-induzido) entre o sitio ativo e 0 composto
podem ocorrer de forma espontanea. Além disso, o espilantol apresentou interacdes
envolvendo os residuos GLU201 e THR82, considerados importantes para que
ocorra a inibicdo da enzima.

As concentracdes estimadas de espilantol para inibicdo das enzimas sao de
66,35 uM para SmATPDase 1, 92,99 uM para SmATPDase 2 e 130,33 uM para
apirase.

Nas analises in silico da toxicidade, o espilantol apresentou boa
disponibilidade oral e um perfil de baixo risco de citotoxicidade, pois ndo demonstrou
violagdo a nenhum dos paramétros de RO5. Além disso, o espilantol apresentou
nrotb igual a 7 e TPSA igual a 29,10, os quais estdo de acordo com os valores
esperados para que o composto seja seguro e apresente boa disponibilidade oral
guanto ao seu uso terapéutico (Tabela 27) (BORGES, 2018; VEBER et al., 2002).

O perfil farmacocinético de algumas alquilamidas tém sido investigado por
diversos autores. Nestes trabalhos, apds o uso oral dessa classe de substancia,
verifica-se rapida absorcdo oral com Cmax variando entre 10 e 40 min e tempo de
eliminacdo de 1,5-5,0 h, indicando que as alquilamidas apresentam um boa
biodisponibilidade oral (GUIOTTO et al., 2008; MATTHIAS et al., 2007; WOELKART,
BAUER, 2007; WOELKART et al., 2008). Além disso, o espilantol também apresenta
bom perfil farmacocinético, atingindo a circulacdo sistémica ap0s absorcéo intestinal
e apresentando também capacidade de permeacdo da barreira hematoencefalica

com significativo efluxo da mesma (VERYSER et al., 2016).
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Apesar dos resultados apresentados nos estudos de docking molecular
sugerirem uma inibicdo enzimatica em concentracdes acima de 66 uM, verificamos
no ensaio de inibicdo enzimatica in vitro da apirase que o espilantol foi capaz de

inibi-la em concentracdes inferiores (25 uM).
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Tabela 26 - Resultados dos estudos de docking molecular do espilantol com SmATPDase 1, SmATPDase 2 e apirase.

Receptor AutoDock Vina Ki calculado Interacdes (AutoDock Vina)
(Kcal/mol) (pM)
SmATPDase 1 5,7/ 66,35 GLU201, THR82
SmATPDase 2 -5,5 92,99 -
Apirase -5,3 130,33 THR30, GLU145, SER29, ARG33

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Tabela 27 - Resultados de predicdo de toxicidade do espilantol, utilizando os programas SwissADME (SA) e Molinspiration (MI).

Amostra Doador de ligagcdo  Aceptor de ligagcéo nrotb Massa molar LogP TPSA
de hidrogénio de hidrogénio (g/mol)
MI/SA MI/SA MI/SA Ml SA Ml SA M SA
Praziquantel 0 4 1 312,41 312,41 2,74 3,01 40,62 40,62
Espilantol 1 1 7 221,34 221,34 3,49 3,55 29,10 29,10

Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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6.6 CONCLUSAO

No presente capitulo, o extrato bruto cloroférmico das flores de A. oleracea
teve algumas das suas alquilamidas identificadas por espectrometria de massas e, 0
espilantol, identificado como ligante da apirase de batata, foi isolado desse extrato
por cromatografia em coluna classica.

O extrato bruto cloroformico das flores de A. oleracea e o espilantol
apresentaram atividade esquistossomicida in vitro, corroborando com o potencial
antiparasitario desta espécie e também das substancias pertencentes a classe de
alquilamidas.

Além disso, o espilantol apresentou expressiva inibicdo enzimatica da
atividade da apirase de batata e os estudos de docking molecular sugerem que esta
substancia também tem capacidade de inibir outras enzimas, como SmATPase 1 e
2, ambas de S. mansoni.

Finalmente, a analise dos dados obtidos permitem sugerir que o espilantol
pode exercer seu efeito esquistossomicida in vitro através da inibicdo de enzimas
essenciais para o parasita, como as ATPdifosfohidrolases. No entanto, estudos
adicionais devem ser realizados com esta alquilamida, a fim de conhecer os

mecanismos de acao desta substancia sobre os vermes adultos de S. mansoni.
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7 CARACTERIZACAO POR CLUE-ESI-QTOF-EM DO EXTRATO BRUTO DE
Centela erecta (APIACEAE) E AVALIACAO DA SUA ATIVIDADE
ESQUISTOSSOMICIDA FRENTE A VERMES ADULTOS DE S. mansoni

O presente capitulo se destina a caracterizacdo quimica por CLUE-ESI-
QTOF-EM do extrato bruto de C. erecta, bem como o processo de fracionamento
cromatografico para isolamento e identificacdo estrutural das substancias ligantes da
enzima apirase de batata selecionados através da técnica de UF acoplada a CLUE-
EM. Além disso, investigou-se a capacidade de inibicdo enzimética da apirase de
batata pelo ligante isolado, o qual também foi submetido aos estudos de docking
molecular nas SmATPases e apirase. E ainda investigou-se a atividade
esquistossomicida in vitro frente a vermes adultos de S. mansoni do extrato bruto e

in vivo do ligante isolado.

7.1 Centella erecta

A familia Apiaceae é composta por plantas normalmente aromaticas e de
caule oco. E considerada uma das maiores familias de Angiospermas, incluindo
aproximadamente 400 géneros e 4000 espécies. No Brasil, ocorrem 8 géneros e
cerca de 100 espécies, sendo cultivadas como condimentares e alimenticias, como
€ 0 caso da cenoura (Daucus carota L.), o aipo (Anethum graveolens L.), o funcho
(Foeniculum vulgare Mill.), a erva doce (Pinpinella anisum L.) e a salsa (Petroselium
crispum Mill. Nylman ex A. W. Hill) (TOMCHINSKY, MING, 2019).

O género de Centella L. compreende mais de 40 espécies (ALGAHTANI et
al., 2017; RUMALLA et al., 2010). A maioria dessas espécies caracteriza-se por
plantas perenes de porte herbaceo, que crescem em lugares umidos e sombreados,
formando sobre o solo um tapete semelhante a um gramado. Sdo endémicas da
Africa do Sul e vérias espécies também sio indigenas das regides tropicais e
subtropicais da Asia, Africa, América do Norte e do Sul (ALGAHTANI et al., 2017).

Dentre as espécies desse género destaca-se a Centella asiatica (L.) Urb.e a
C. erecta (L.f.) Fern.

C. asiatica € a espécie mais conhecida deste género e tem sido amplamente
cultivada na China, Asia, india, Sri Lanka e Africa. E muito utilizada na medicina

ayurvérdica para tratamento de problemas de memodria e doencas de pele, como
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cicatrizacdo de feridas, qgueimaduras, hanseniase, lUpus (RUMALLA et al., 2010). As
principais atividades biolégicas de C. asiatica tém sido atribuidas ao seu contetudo
de saponinas triterpénicas e suas agliconas, especialmente ao asiaticosideo,
madecasosideo, &cido asiatico e &acido madecasico. Compostos fendlicos e
flavonoides encontrados nesta planta também tém demostrado potencial antitumoral,
anti-inflamatorio, efeito neuroprotetor e relacionados ao estresse oxidativo (BYLKA
et al., 2014; ORHAN, 2012).

C. erecta (Figura 72), outra espécie desse género, € geralmente encontrada
na América do Sul e em regides do Leste e Sul da América do Norte. Segundo o
Departamento de Recursos Naturais de Maryland a espécie C. erecta esta
ameacada de extincdo no estado de Maryland (HOGAN, BELTON, 2016).

Fonte: Adapatado de ALGAHTANI et al. (2017).

Em contraste com C. asiatica, que tem sido amplamente estudada, os
constituintes quimicos de C. erecta ainda sédo pouco investigados. Além disso, esta
espécie é facilmente confundida com a C. asiatica (RUMALLA et al., 2010).

Dentre os poucos estudos que ha na literatura, Rumalla e colaboradores
(2010) relataram o isolamento de 19 compostos das folhas de C. erecta, além de
elucidarem um novo glicosideo triterpénico nesta espécie.

Outros trabalhos tém identificado as saponinas triterpénicas (asiaticosideo e
madecasosideo) e suas agliconas (acido asiatico e acido madecasico) tanto em C.
asiatica quanto em C. erecta (RAFAMANTANANA et al., 2009; RUMALLA et al.,
2010). Mais recentemente, essas substancias foram quantificadas nestas duas

espécies, e verificou-se que nas amostras de C. erecta havia um menor contetdo de
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saponinas totais e sapogeninas em comparacdo com a C. asiatica (ALGAHTANI et
al., 2017).

7.2 SAPONINAS TRITERPENICAS E O ASIATICOSIDEO

As saponinas séo frequentemente subdivididas em duas classes principais,
triterpénicas e esteroidais, ambas derivadas do precursor 0xido de esqualeno, com
30 atomos de carbono (Czo). A diferenca entre estas duas classes € que as
saponinas esteroidais possuem o nucleo agliconico esteroidal com 3 grupos metila a
menos (C,7), enquanto as saponinas triterpénicas se mantém com 30 atomos de
carbono (CAVALCANTI, 2015).

As saponinas possuem uma parte com caracteristica lipofilica (triterpeno ou
esteroide) e outra hidrofilica (agUcares). Esse tipo de estrutura determina a
propriedade de reducdo da tensdo superficial da agua, sua acdo detergente e
emulsificante. Em solucdo aquosa, forma espuma persistente e abundante
(CAVALCANTE, 2015).

As saponinas esteroidais sdo encontradas nas familias Liliaceae,
Dioscoreaceae e Agavaceae. Ja as saponinas triterpénicas sdo mais abundantes na
natureza e encontram-se mais difundidas nas familias Primulaceae, Sapotaceae,
Caryophyllaceae e Apiaceae (PODOLAK et al., 2010).

Na C. erecta (Apiaceae) verifica-se a presenca de algumas saponinas
triterpénicas ativas, como o asiaticosideo, o0 madecasosideo, e suas agliconas como
0 4cido asiatico e 0 acido madecasico (RUMALLA et al., 2010) (Figura 73).

Figura 73 - Algumas saponinas triterpénicas e suas agliconas identificadas em C. erecta.

Asiaticosideo R1=H R2=Gli-Gli-Ra
Madecasosideo R1=0H R2 = GIi-Gli-Ra
Acido asiatico R1=H R2=H

Acido madecasico R1=0H R2=H

Fonte: Elaborado pela propria autora.
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Essas e outras saponinas encontradas nas espécies de Centella séo
utilizadas principalmente para a cicatrizacao de feridas e tratamento da insuficiéncia
venosa. Elas também sdo usadas pela inddstria cosmética em cremes anti-
envelhecimento e antioxidantes (AZERAD, 2016).

Dentre as moléculas ativas presentes em extratos de Centella, destaca-se o
asiaticosideo, o qual é um éster do acido asiatico com duas moléculas de glicose e
uma molécula de ramnose, e foi isolado pela primeira vez por Bontems (1941), tendo
sua elucidacao estrutural por RMN e espectrometria de massas realizada por Luo e
Chin (1981).

Em relacdo as atividades biolégicas do asiaticosideo, h& relatos na literatura
demonstrando a acdo desta substancia na cicatrizacdo de Ulcera gastrica (CHENG
et al., 2004), no tratamento da hanseniase e de certos tipos de tuberculose (NABI et
al., 2019). Além disso, essa substancia € capaz de inibir a atividade proliferativa de
queloides e cicatrizes hipertréficas, regulando a proliferacdo de fibroblastos e a
sintese de colageno (LEE et al., 2012; LU et al., 2004). E ainda, sendo usado no
combate a lipodistrofia ginoide, por exercer atividade anti-inflamatéria e de regulacéo
da microcirculacédo (BYLKA et al., 2013), justificando a sua utilizacdo em produtos
cosmeéticos.

O asiaticosideo também tem sido avaliado quanto a sua atividade
antileishmanial in vitro e in vivo. Estudo realizado demonstra que o asiaticosideo foi
capaz de inibir efetivamente a replicacao in vitro do parasito (L. donovani) dentro dos
macrofagos, sendo essa inibicdo concentracédo e tempo dependentes, atingindo 98%
de inibicdo com 25 mg/L de asiaticosideo apds 36 h de tratamento. Verificou-se
ainda que o asiaticosideo demonstrou atividade leishmanicida contra as formas
amastigotas intracelulares através inducéo da producdo de TNF-a via Oxido nitrico
(BHAUMIK et al., 2012).

Além disso, a atividade antileishmanial in vivo do asiaticosideo (1 a 10
mg/kg/dia) também foi investigada em camundongos infectados com L. donovani.
Como resultado, o tratamento com asiaticosideo (5 mg/kg/dia) resultou na quase
completa eliminacdo da carga parasitaria do figado e do baco dos animais
infectados (BHAUMIK et al., 2012). Os autores sugerem que 0 mecanismo de agao

do asiaticosideo se relaciona com uma troca de resposta Th2 para Thl
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acompanhada da inducéo de TNF-a via 6xido nitrico, sendo todos esses elementos

Importantes para uma efetiva atividade antileishmanial (BHAUMIK et al., 2012).
Apesar das diversas atividades biolégicas das espécies de Centella, bem

como as saponinas, especialmente o asiaticosideo, ndo ha relatos na literatura

investigando o potencial esquistossomicida desses extratos e da saponina pura.
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7.3 OBJETIVOS

O obijetivo geral do trabalho descrito no presente capitulo foi a caracterizacao
quimica dos constituintes de C. erecta, bem como o isolamento dos metabdlitos e a
avaliacdo da atividade esquistossomicida in vitro do extrato e substancia isolada

frente a vermes adultos de S. mansoni.

Para esses propositos, 0s objetivos especificos foram:

e Caracterizar quimicamente o extrato bruto etandlico das partes aéreas de C.
erecta por meio de CLUE-ESI-QTOF-EM;

e Realizar o isolamento, purificacao e identificagcdo do asiaticosideo, o qual foi
anteriormente identificado como ligante da apirase de batata;

e Avaliar a atividade esquistossomicida in vitro do extrato bruto e do
asiaticosideo frente a vermes adultos de S. mansoni;

e Avaliar a atividade enzimatica da apirase de batata frente ao asiaticosideo;

e Realizar estudos de docking molecular do asiaticosideo frente a apirase de
batata e as ATP difosfohidrolases de S. mansoni.

e Avaliar a atividade esquistossomicida in vivo do asiaticosideo frente ao S.

mansoni.
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7.4 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos deste trabalho foram realizados nos laboratorios: NIPPAN
da Universidade Federal de Juiz de Fora, CentralBio da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Juiz de Fora, Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Juiz de Fora, NPDN - Universidade de Guarulhos, Séo Paulo, SP e no
Departamento de Ciéncia da Computacdo - Programa de Pdés-Graduacdo em
Modelagem Molecular da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Para execucdo dos métodos foram utilizados os mesmos equipamentos
descritos no item 3.6 deste trabalho.

Os solventes, a CCD, a CLUE e os espectros de RMN estédo descritos no item
5.4 e 5.4.1. deste trabalho.

Para a realizagdo de cromatografia em coluna foi utilizado como adsorvente
sephadex LH-20.

7.4.1 Anélise por CLUE-ESI-QTOF-EM

As condi¢cfes cromatogréaficas e de ESI-EM foram as mesmas citadas no item
3.6.2.

A identificacdo das substéncias presentes no extrato bruto de C. erecta foi
realizada por EM/EM-QTOF. Os espectros de massas obtidos foram comparados
com dados disponiveis na base de dados MassBank of North America
(http://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/), para identificacdo das substancias, além das
literaturas LONG et al., 2012; ZACARIA et al., 2019.

7.4.2 Fracionamento cromatografico e isolamento do asiaticosideo

Com o mesmo objetivo descrito anteriormente para 0S outros extratos, as
partes aéreas de C. erecta foram coletadas novamente em janeiro de 2018. A
exsicata do vegetal foi depositada no Herbario Leopoldo Krieger — CESJ, da UFJF,
sob numero de tombo 65907.

Este material vegetal passou pelos mesmos processos de secagem e
trituracao descritos no item 3.6.1 deste trabalho e resultou em 580 g de po6, o qual foi
submetido a maceragdo em etanol. As solugcdes etandlicas obtidas foram filtradas e,
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em seguida, transferidas para baldes de fundo redondo e concentradas com auxilio
de rotaevaporador a temperatura de 40°C. Os extratos obtidos foram transferidos
para frascos previamente pesados fornecendo 26,5 g de extrato bruto etandlico das
partes aéreas de C. erecta (Ce).

O extrato etandlico das partes aéreas de C. erecta foi inicialmente submetido
as particbes liquido-liquido com solventes organicos de diferentes polaridades, com
a finalidade de separacao inicial dos constituintes do extrato e obtencdo de uma
fracdo rica em saponinas, por meio da diferenca de solubilidade de cada composto
nas fases, conforme descrito a seguir.

Cada 1 g do extrato foi ressuspendido em 10 mL da mistura de metanol-agua
(9:1 v/v). Assim, esta suspensdao foi transferida para funil de separacdo e extraida
com hexano por processo de particdo liquido-liquido. A particdo foi realizada até a
clarificacdo das solu¢des hexanicas finais. Apds adicdo de sulfato de sodio anidro
para eliminacdo da agua, as solucdes hexanicas foram filtradas para um baldo de
fundo redondo e concentradas em rotaevaporador, sob pressdo reduzida a 40 °C,
sendo em seguida transferidas para frasco previamente pesado e denominada
fracdo hexanica das partes aéreas de C. erecta (Ce-H) (1,2 g).

A suspensdo hidrometandlica restante foi rotaevaporada até a eliminagédo do
metanol e, em seguida, adicionada de agua destilada e particionada 3 vezes com
acetato de etila. As solucbes de acetato de etila obtidas foi adicionado sulfato de
sédio anidro para eliminacdo da agua e, estas solucdes foram filtradas para um
baldo de fundo redondo e concentradas em rotaevaporador sob pressao reduzida a
40 °C, sendo em seguida transferidas para frasco previamente pesado e
denominada fracdo em acetato de etila das partes aéreas de C. erecta (Ce-A) (5,5
9).

A solucédo aquosa remanescente foi particionada em butanol. Apos adicao de
sulfato de sodio anidro e filtracdo, estas solucbes em butanol foram transferidas,
progressivamente, para um baldo de fundo redondo, sendo concentradas em
rotaevaporador sob pressdo reduzida a 40 °C. Apés transferéncia para frasco
previamente pesado, foi denominada fragdo butandlica das partes aéreas de C.
erecta (Ce-B) (4,2 g). A fragdo aquosa restante foi descartada.

O processo de fracionamento por particdo liquido-liquido do extrato bruto e as
massas obtidas estdo resumidos na Figura 74.
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No intuito de isolar o constituinte de interesse, 1,0 g da fragdo Ce-B foi
submetida a cromatografia em coluna utilizando uma coluna de vidro de 2 cm de
diametro preenchida com sephadex LH-20, resultado em 35 cm de comprimento da
fase estacionaria. Utilizou-se como fase moével metanol puro, sendo coletadas 80
fracOes de aproximadamente 10 mL, as quais foram reunidas em 7 subfracdes de
acordo com as semelhancas cromatograficas observadas pela CCD.

A subfracdo Ce-B40 apresentou um precipitado, o qual foi lavado com
metanol e o sobrenadante transferido para outro frasco. De acordo com a analise do
perfil cromatogréfico desta subfracdo, apds este procedimento, observou-se que a
mesma apresentava como uma Unica mancha na CCD. Assim, esta subfrac@o foi

avaliada em RMN de 'H e 3C para a determinacéo da estrutura quimica.

Figura 74 - Fluxograma geral do procedimento de particdo liquido-liquido do extrato bruto etandlico
das partes aéreas de C. erecta (Ce).

Ce
26¢g

12 Suspensdo em metanol:dgua (9:1 v/v)
22 Particdo com hexano

l l

Ce-H Fracao

1,2g hidrometandlica

12 Evaporagdo do metanol
22 Adigdo de 4gua destilada
32 Particdo com acetato de etila

l l

Ce-A Fracdao Aquosa
55¢g

Particdo com butanol

l l

Ce-B Fragcdao Aquosa
4,28

Fonte: Elaborado pela propria autora.
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Este mesmo processo de fracionamento foi aplicado ao restante da fracao
Ce-B, resultando no isolamento de uma massa total de 84 mg da substancia,
posteriormente identificada. O processo de fracionamento do extrato bruto etandlico
das partes aéreas de C. erecta e isolamento da substancia estdo resumidos na
Figura 75.

Figura 75 - Fluxograma do fracionamento da fracdo butandlica do extrato bruto etandlico das partes
aéreas de C. erecta (Ce-B).

Ce-B
10g

CcC
Metanol

v

Ce-B-1 Ce-B-17 Ce-B-27 Ce-B-32 Ce-B-40 Ce-B-57 Ce-B-67
2,1 mg 76,2 mg 34,7 mg 63,5mg 20,6 mg 268,4 mg 150,4mg

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

7.4.3 Ensaio esquistossomicida in vitro

Os ensaios in vitro foram efetuados no Nucleo de Enteroparasitos do Instituto
Adolfo Lutz, sob a colaboracéo e supervisédo do Prof. Dr. Josué de Moraes. Todos 0s
ensaios foram submetidos e aprovados pelo CEUA numero 031/2017. Os
procedimentos deste ensaio estdo descritos no item 5.4.3 deste trabalho.

As amostras foram solubilizadas e diluidas em dimetilsulfoxido (DMSO,
Merck) e meio RPMI 1640 de forma a obter as concentragbes de 100, 50 e 25
Mg/mL, para o extrato, 50 uM para a substancia isolada, sendo que a concentracao
final de DMSO nao foi superior a 0,5 %. O PZQ (2 uM) foi utilizado como controle

positivo.
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7.4.4 Ensaio de inibicdo da atividade enzimética da apirase de batata pelo
asiaticosideo

O ensaio de atividade enzimatica foi realizado no NIPPAN, de acordo com
métodos previamente descritos com modificacdes (DETONI et al., 2012; MAIA et al.,
2019; TAUSSKY, SHORR, 1953). A descricdo do método utilizado estd descrito no
item 5.4.4 deste trabalho.

As concentragfes de asiaticosideo testadas foram: 100; 50; 25 uM.

Os tratamentos estatisticos foram realizados com auxilio do software
GraphPad InStat 7.0. A analise entre grupos foi realizada pela andlise de quartis, de
variancia (ANOVA) e as diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste T-

Student. Valores com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

7.4.5 Estudos de docking molecular

Os estudos de docking molecular foram realizados no Departamento da
Ciéncia da Computacéo da Universidade Federal de Juiz de Fora, sob a colaboracao
e responsabilidade da Prof. Dra. Priscila Vanessa Zabala Capriles Goliatt, conforme
descrito no item 3.6.6 deste trabalho.

7.4.6 Ensaio esquistossomicida in vivo

O ensaio esquistossomicida in vivo foi realizado no Nuacleo de Doencas
Negligenciadas da Universidade de Guarulhos, sob a colaboracdo e
responsabilidade do Prof. Dr. Josué de Moraes, utilizando como base metodologias
previamente publicadas (MORAES et al., 2014; PEREIRA et al., 2018; SILVA et al.,
2017). Os animais foram liberados através da comisséo de ética de uso de animais,
CEUA namero 031/2017.

A linhagem de S. mansoni e a manutencgéo do ciclo evolutivo de S. mansoni
estdo descritos nos item 3.6.7.1 deste trabalho.

O asiaticosideo foi solubilizado em etanol e diluido em PBS na concentracao
final de 100 mg/mL e os animais foram tratados com asiaticosideo na dose Unica de
400 mg/kg de animal.
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Para a realizagdo dos tratamentos, os camundongos fémeas da linhagem
Swiss, pesando em média 20 g, foram infectados (injecdo subcutanea) com 100
cercéarias/animal. Os animais foram divididos em 2 grupos distintos (Tabela 28)
contendo 5 animais cada. Como controle negativo, foi utilizado um grupo de animais
nao tratados (somente PBS e etanol). O outro grupo de animais foi tratado com
asiaticosideo na dose de 400 mg/kg de animal. O inicio do tratamento ocorreu 49
dias apos a infecgdo e todos os grupos foram tratados em dose Unica de 100 uL por
via oral através de gavagem. Duas semanas ap0s o tratamento os animais foram

eutanasiados.

Tabela 28 - Disposicdo dos animais nos grupos experimentais e respectivos tratamentos via oral.

Grupo Tratamento Dose Namero de
doses
1 Controle - 1
2 Asiaticosideo 400,0 mg/kg 1

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Analises do nimero de vermes adultos de S. mansoni recuperados, contagem
do numero de ovos maduros, imaturos, mortos e contagem de ovos por grama de
fezes, peso hepatico e esplénico foram realizados conforme descritos nos itens
3.6.7.4; 3.6.7.5 e 3.6.7.6 deste trabalho.

7.4.6.1Analises estatisticas

Os tratamentos estatisticos foram realizados com auxilio do software
GraphPad InStat 7.0. A analise entre grupos foi realizada pela analise de quartis, de
variancia (ANOVA) e as diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste T-
Student. Valores com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Os dados foram expressos em média + desvio padréo.
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7.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.5.1 Caracterizacao quimica do extrato bruto etandlico das partes aéreas de
C. erecta por CLUE-ESI-QTOF-EM

A identificacdo estrutural das substancias presentes nos extratos de C. erecta
foi realizada a partir dos dados de espectrometria de massas e comparacdo com 0sS
dados encontrados na literatura e em bancos de dados online (LONG et al., 2012;
MassBank; ZACARIA et al.,, 2019). Além disso, o asiaticosideo foi isolado e sua
estrutura quimica confirmada através das analises dos espectros de ressonéancia
magnética nuclear de *H e *3C e também pela comparacgéo com a literatura.

Ha relatos na literatura que as saponinas triterpénicas (asiaticosideo e
madecassosideo) e suas agliconas (&cido asiatico e acido madecassico) sdo 0s
constituintes mais abundantes encontrados na C. erecta (GRAY et al., 2018;
ZACARIA et al., 2019).

No presente trabalho, os resultados da andlise dos dados obtidos em CLUE-
ESI-QTOF-EM sugerem a presenca da saponina triterpénica asiaticosideo e das
agliconas, &acido asiatico e acido madecassico (Tabela 29 e Figura 76). A Tabela 29
mostra o tempo de retencdo de cada substancia identificada, informacdes de
fragmentacao e, ainda seu ion precursor, obtidos no modo negativo.

Como descrito anteriormente, a estrutura do asiaticosideo (Figura 77) foi
atribuida ao pico de tempo de retencéo igual a 4,98 min, no qual observa-se um ion
m/z 993,4827, correspondente a formagdo de aducto com o ion cloreto e m/z
957,5045 [M-H], correspondente a massa do asiaticosideo. Além disso, verificam-se
como principais fragmentos os ions m/z 487,3400 [M-H-2Glc-Rha] e 469,1537 [M-H-
2Glc-Rha-H;0] °, os quais estdo de acordo com a literatura (LONG et al., 2012;
ZACARIA et al., 2019).

As agliconas, &acido madecassico e acido asiatico (Figura 77), foram
detectadas nos tempos de retencdo, 6,87 e 7,52 min, respectivamente. O &cido
madecdssico apresentou ion m/z 503,3387[M-H], e o acido asiatico apresentou um
ion m/z 487,3445[M-H]’, os quais também estdo de acordo com a literatura (LONG et
al., 2012; ZACARIA et al., 2019).
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Figura 76 - Cromatograma em CLUE-ESI-QTOF-EM (modo negativo) do extrato bruto de C. erecta.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Tabela 29 - Dados cromatogréficos e do espectro de massas das substancias identificadas no extrato bruto de C. erecta.

Pico  Substancias identificadas Tr (Min) m/z Fragmentos principais Literatura®
[M-H]
1 Asiaticosideo 4,98 993,4827 957,5045; 487,3400; 469,1537; 957; 487; 469;
: 162,8393; 160,8240; 116,9285 367
2 Acido Madecésico 6,87 503,3387 325,1851,; 178,8417; 162,8393; 503

160,8420; 116,9285

3 Acido Asiatico 7,52 487,3445 441,2468; 325,1851,; 178,8417, 487
162,8419; 160,8420; 116,9285

% LONG et al., 2012: MassBank.; ZACARIA et al., 2019

Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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Figura 77 - Estruturas quimicas dos compostos identificados no extrato bruto de C. erecta por CLUE-
ESI-QTOF-EM.

1. Asiaticosideo

2. Acido madecasico 3. Acido asiatico

Fonte: Elaborado pela propria autora.

7.5.2 Isolamento e identificacdo estrutural da substancia isolada do extrato de

C. erecta

Como descrito anteriormente, o extrato bruto C. erecta apresentou, no ensaio
de UF acoplada a EM, alguns ligantes da enzima apirase de batata. Dentre estes, 0
ligante identificado como asiaticosideo foi isolado do extrato de C. erecta e, em
seguida, identificado por meio de técnicas espectroscopicas. Para este isolamento, 0

extrato bruto C. erecta foi submetido ao processo de particdo liquido-liquido e em
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seguida ao processo de fracionamento em cromatografia coluna, utilizando
sephadex LH-20. Como resultado, obteve-se 0 84 mg de asiaticosideo.

O asiaticosideo teve sua estrutura quimica identificada com base na analise
dos dados de RMN de 'H e *C e comparacdo com os dados encontrados na
literatura.

A anélise do espectro de RMN de 'H (Figura 78) mostrou sinais para dois
esqueletos glucopiranosila, observados devido a presenca de dois dupletos em &
531 (J=8,1Hz 1H) eem 0 4,39 (J = 7,9 Hz, 1H), referentes aos hidrogénios H1’ e
H1”, respectivamente, e sinal referente ao esqueleto raminopiranosila, com um

dupleto em & 1,27 (J = 6,2 Hz, 3H), correspondente aos hidrogénios H6™”. Esses
dados estdo de acordo com a literatura (LEAL, 2006).

Além disso, outros sinais observados e compativeis com a literatura para a
estrutura do asiaticosideo estdo na Tabela 30 (LEAL, 2006).

Ja o espectro de RMN de *C (Figura 79) da substancia Ce-B40 apresentou
45 sinais de carbono, sendo 7 metilicos,11 metilénicos, 21 metinicos e 3 carbonos
nao hidrogenados. Os 2 outros sinais de carbonos tiveram o mesmo deslocamento
quimico do solvente utilizado na analise.

Destes, os sinais em 6 178,0 (C28) e 6 139,3 (C13) confirmam a presenca do
carbono do éster carbonilico e do carbono olefinico, respectivamente. As atribuicdes
dos demais carbonos podem ser observadas na Tabela 31.

Deste modo, a analise conjunta dos espectros de RMN de *H e de *3C, bem
como a comparacao com os dados da literatura (LEAL, 2006), permitem propor a
estrutura da substancia Ce-B40 como sendo a saponina triterpénica conhecida como
asiaticosideo.

Apés isolamento do asiaticosideo e identificagdo estrutural do mesmo por
RMN, a analise complementar de espectrometria de massas foi realizada para
confirmacédo da sua estrutura.

Neste caso, o0 composto isolado foi submetido as mesmas condigbes de
analise do extrato bruto, descrito anteriormente. Os resultados obtidos confirmaram
se tratar do asiaticosideo, uma vez que esses dados demonstraram a mesma massa
molecular e perfil de fragmentacdo condizentes com os dados encontrados na

literatura para essa substancia (dados ndo mostrados).



Figura 78 - Espectro de RMN de 'H (D;COD; 500 M
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Hz) para substancia Ce-B40.
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Fonte: Elaborado pela propria autora.

Figura 79 - Espectro de RMN de *C (D;COD; 125 MHZz) para substancia Ce-B40.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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Tabela 30 - Dados do espectro de RMN de 'H (D;COD; 500 MHz) para substancia Ce-B40.

Asiaticosideo (Ce-B40)

Hidrogénio Ce-B40 (a) LEAL, 2006 (b)
5 (ppm)
3 3,57 (1H, d, J=9 Hz) 3,57 (1H, d, J=11,3 Hz)
6 - 4,86 (2H, m)
12 5,26 (1H, t, J=3,4 Hz) 5,24 (1H, dd, J=3,4 e 3,7 Hz)
18 2,25 (1H, d, J=10,9 Hz) 2,23 (1H, d, J=11,3 Hz)
23,24, 25,26 e 27 1,30; 0,71; 1,07; 0,85; 1,14 (s) 1,28; 0,69; 1,05; 0,83; 1,12 (s)
29 0,92 (3H, d, J=6,5 Hz) 0,89 (3H, d, J=6,2 Hz)
30 0,99 (3H, s) 0,97 (3H, d, J=6,9 Hz)
1 5,31 (1H, d, J=8,1 Hz) 5,29 (1H, d, J=8,1 Hz)
17 4,39 (1H, d, J=7,9 H2) 4,37 (1H, d, J=7,9 Hz)
6’ 1,27 (3H, d, J=6,2 Hz) 1,27 (3H, d, J=6,3 Hz)

(a) 500 MHz, D;COD; (b) 400 MHz, D;COD
Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Tabela 31 - Dados do espectro de RMN de 3¢ (D3COD; 125 MHz) para substancia Ce-B40.

Asiaticosideo (Ce-B40)

Carbono Ce-B40 (a) LEAL, 2006 (b)
5 (ppm)
1 48,1 46,5
2 66,3 68,9
3 79,5 80,5
4 44,2 42,7
5 - 49,2
6 19,1 18,5
7 33,6 32,8
8 40,9 39,7
9 48,2 47,6
10 38,9 38,3
11 24,0 23,3
12 126,9 125,4
13 139,3 138,4
14 43,4 42,3
15 29,3 28,2
16 25,2 24,4
17 - 48,2
18 54,1 53,0
19 40,4 39,2
20 40,2 39,0
21 31,7 30,8
22 37,6 36,8
23 69,7 70,4
24 13,9 13,0
25 17,6 17,1
26 17,8 17,2
27 24,5 23,9
28 178,0 178,2
29 17,9 17,3
30 21,6 21,3
Glucose’
1’ 96,8 95,8

2’ 73,7 73,7
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3 77,9 77,9

4 70,6 70,6

5 78,2 78,1

6’ 69,7 69,6

Glucose”

1” 104,5 104,5
27 76,7 76,7

3” 76,9 76,9

4 72,4 72,3

5” 75,3 75,3

6” 61,9 61,9

Ramnose

1°” 102,9 102,9
2’7 79,5

3 72,2 72,2

4’ 73,8 73,8

5 71,0 70,9

6’ 18,0 17,9

(a) 125 MHz, D;COD; (b) 100 MHz, D;COD
Fonte: Elaborado pela prépria autora.

7.5.3 Avaliagao da atividade esquistossomicida in vitro do extrato de C. erecta

e do asiaticosideo frente a vermes adultos de S. mansoni

O extrato de C. erecta e a substancia asiaticosideo foram avaliados quanto a
atividade esquistossomicida in vitro frente a vermes adultos de S. mansoni.

Em relacdo ao extrato de C. erecta, como mostrado na Tabela 32, na maior
concentracdo testada (100 ug/mL) observa-se, nas primeiras 24 h de incubacéo,
uma diferenca de acdo desse extrato em vermes machos e fémeas, sendo que
somente os vermes machos foram mortos, enquanto as fémeas tiveram apenas uma
pequena reducdo da atividade motora. J& apds 48 h de incubacao, todos os vermes
adultos (machos e fémeas) foram mortos na presenca do extrato (100 pg/mL), bem
como todos os parasitos apresentaram reducao significativa do movimento.

Em concentragbes menores (50 e 25 pg/mL) a morte de todos os vermes foi
observada apos 72 h de incubacéo, sendo observada uma leve reducéo da atividade
motora apés 24 h, quando incubado com 50 ug/mL do extrato, e apdés 48 h com 25
Mg/mL do mesmo extrato.

Considerando a atividade esquistossomicida do extrato bruto das partes
aéreas de C. erecta, bem como o ensaio de ultrafiltracdo realizado, no qual o

asiaticosideo foi identificado como ligante da enzima apirase, esta substancia
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também foi avaliada frente a vermes adultos de S. mansoni. Porém, o asiaticosideo,

na concentracdo avaliada (50 uM) ndo apresentou atividade esquistossomicida.

Tabela 32 - Atividade esquistossomicida in vitro do extrato de C. erecta (Ce) e do asiaticosideo sobre
0s vermes adultos de S. mansoni.

Reducéo da atividade motora

Tempo de Mortalic;llade (%)
Grupos incubagéo (%) Leve Significativa
(h) M F M F M
Controle” 24 0 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0
DMSO 0,5%° 24 0 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0
PZQ 24 100 100 0 0 100 100
2 uM 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100
Ce® 24 100 0 0 100 100 0
100 pg/mL 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100
50 pg/mL 24 0 0 100 100 0 0
48 0 0 100 100 0 0
72 100 100 0 0 100 100
25 pg/mL 24 0 0 0 0 0 0
48 0 0 100 100 0 0
72 100 100 0 0 100 100
Asiaticosideo 24 0 0 0 0 0 0
50 uM 48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0

% Porcentagem em relacdo a 20 vermes. ° Meio RPMI. © DMSO em meio RPMI. ¢ Extrato bruto
etandlico das partes aéreas de C. erecta.

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Na literatura ha poucos relatos sobre as atividades antiparasitarias de extratos
de Centella e dentre os existentes, a espécie mais estudada € a C. asiatica. Alguns
desses trabalhos demonstram a atividade antiparasitaria dos extratos de C. asiatica
frente a P. falciparum e L. donovani (BHAUMIK et al., 2012; CLARKSON et al., 2004;
COCK, SELESHO, VUUREN, 2019).

No estudo de CLARKSON e colaboradores (2004), investigou-se a atividade
antiplasmodial de 134 espécies vegetais e as amostras que apresentaram ICsg

menor que 10 ug/mL foram classificadas como extratos promissores. Dentre as
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amostras avaliadas o extrato hidrometanolico das folhas de C. asiatica apresentaram
ICs0 = 8,3 ng/mL (CLARKSON et al., 2004; COCK, SELESHO, VUUREN, 2019).

Além disso, como descrito anteriormente, o asiaticosideo apresentou
atividade antileishmanial frente a L. donovani. Neste estudo, os efeitos do
asiaticosideo foram investigados nas formas amastigotas de L. donovani, e esta
substancia apresentou ICso = 0,109 nM para as cepas de macréfagos peritoneais
AG83, GE1F8R e ICsy = 0,104 nM para as cepas de macréfagos peritoneais K39
(BHAUMIK et al., 2012).

Apesar desses relatos, ndo ha estudos investigando o potencial

esquistossomicida da espécie de C. erecta e nem do asiaticosideo.

7.5.4 Ensaio de inibicdo da atividade enzimética da apirase de batata pelo

asiaticosideo

Tendo em vista que o asiaticosideo se apresentou como um ligante da
apirase no ensaio de ultrafiltracédo, investigou-se a atividade inibitéria in vitro dessa
substéancia frente a apirase de batata.

Como pode-se observar na Figura 80, ocorreu uma inibicdo da atividade
enzimatica da apirase de batata em todas as concentracdes testadas de
asiaticosideo (25, 50 e 100 uM), sendo que na menor concentracdo testada de
asiaticosideo (25 uM) a inibicdo da enzima foi em média 33,23%. Enquanto que nas
maiores concentracdes a inibicdo foi em média de 43,14 e 40,61%.

Apesar da literatura ndo descrever a atividade inibitoria do asiaticosideo frente
a enzima apirase e ATP difosfohidrolases de S. mansoni, estudos tém mostrado que
0 extrato de C. asiatica e o asiaticosideo inibem outras enzimas. No trabalho de
Nema e colaboradores (2013), o extrato de C. asiatica e o asiaticosideo inibiram as
enzimas hialuronidase (IC50=27,00+0,43 e 18,63+0,33ug/mL) e elastase
(1C50=29,15+0,31 e 19,45+0,25ug/mL), respectivamente, e também a enzima
metaloproteinase de matriz (MMP-1). Todas essas enzimas se relacionam com o
envelhecimento da pele, sendo que a inibicdo destas pode ser uma terapia eficaz no

tratamento de rugas e danos celulares (NEMA et al., 2013).
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Outro estudo relaciona a reducdo do conteudo de melanina dentro dos
melandcitos, ocasionado por extrato de C. asiatica, a acdo inibitéria da enzima
tirosinase pelo asiaticosideo (KWON et al., 2014).

Por fim, o asiaticosideo também inibiu a isoformas da enzima fosfolipase A
(PLA), a qual esta relacionada com diversas doeng¢as neurodegenerativas e psicose.
Neste trabalho, o asiaticosideo inibiu de maneira dose-dependente a atividade das
PLA em amostras cerebelares de ratos (SILVA, 2008).

Para complementar essa proposta, estudos de modelagem computacional
também foram realizados com a finalidade de verificar a capacidade de ligacdo do

asiaticosideo na apirase e também em outras enzimas.

Figura 80 - Inibig&o da atividade enzimética da apirase de S. tuberosum pelo asiaticosideo.
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*** Diferenca significativa quando comparado com o controle negativo (p < 0,0001).

Fonte: Elaborado pela propria autora.

7.5.5 Estudos de docking molecular

Conforme mostrado na Tabela 33, o asiaticosideo se liga aos sitios ativos de
todas as enzimas avaliadas, SmATPDasel, SmATPDase2 e apirase, com valores
negativos de energia (afinidade), sugerindo que estas ligacbes ocorrem de maneira
espontanea. Além disso, 0 asiaticosideo apresentou interagdes envolvendo o0s
residuos GLU201, SER81 e THR82, considerados importantes para que ocorra a

inibicdo da enzima.
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As concentracfes estimadas de asiaticosideo para inibicdo das enzimas séo
de 0,05 uM para SmATPDase 1 e apirase, e 0,005 uM para SmATPDase 2.

Nas analises in silico da toxicidade, o asiaticosideo ultrapassou o nimero de
violagbes permitidas pela regra dos 5 de Lipinski, com violagbes nos parametros de
TPSA, numero de aceptores/receptores de ligacdo de hidrogénio e massa molecular,
demonstrando problemas quanto a biodisponibilidade do farmaco no organismo e
sua citotoxicidade oral (Tabela 34).

Segundo o Verber e colaboradores (2002), quanto maior o nrotb presentes na
estrutura quimica de uma substancia, maior sera sua flexibilidade e, portanto, maior
sera sua interacdo com o sitio ativo da enzima avaliada. No caso do asiaticosideo, 0
nrotb apresentado € igual a 10, demonstrando uma grande interacdo com as
enzimas.

Apesar dos resultados apresentados nos estudos in silico da toxicidade
sugerirem que o0 asiaticosideo apresenta citotoxicidade oral e baixa
biodisponibilidade, os resultados obtidos no docking molecular sugerem que esta
substancia apresenta um alto potencial de inibicdo, uma vez que a inibicdo
enzimatica ocorreria em concentracdes bem baixas, a partir de 0,05 uM, com fortes
interacOes entre o sitio ativo das enzimas e a substancia, especialmente com os
residuos importantes para tal inibicao.

De acordo com os usos tradicionais, extratos de Centella sédo utilizados para
diversas atividades terapéuticas com toxicidade minima (JAMIL et al., 2007). Além
disso, alguns trabalhos tém sido realizados investigando o perfil farmacocinético de
algumas dessas preparacdes (ANUKUNWITHAYA et al., 2017; HENGJUMRUT et
al., 2018; KHEMAWOOT et al., 2018).

No estudo, recentemente publicado, Khemawoot e colaboradores (2018)
avaliaram o perfil farmacocinético de um extrato de C. asiatica padronizado em
comparacdo com uma mistura de asiaticosideo e madecasosideo. Como resultado
observou-se que todos o0s animais apresentaram boa tolerabilidade apos
administragdo via oral e intravenosa das amostras. Além disso, n&o foram
observadas alteracfes significativas na aparéncia fisica ou nos marcadores de rim e
figado, indicando um bom perfil de seguranca tanto do extrato quanto da mistura de
asiaticosideo e madecasosideo (KHEMAWOOT et al., 2018).
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Dessa forma, considerando os trabalhos ja publicados, os quais demonstram
que o asiaticosideo apresenta boa biodisponibilidade oral e baixa toxicidade, e os
resultados apresentados no presente trabalho, os quais sugerem uma possivel
inibicdo enzimética das ATPs difosfohidrolases de S. mansoni, nés investigamos a
atividade esquistossomicida in vivo do asiaticosideo.

O asiaticosideo também foi escolhido para essa investigacdo, ao invés das
outras substancias apresentadas como potenciais neste trabalho, como arborinina e
espilantol, em virtude da sua maior obtencdo em quantidade de massa, a qual seria

necessaria para o0 ensaio esquistossomicida in vivo.
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Tabela 33 - Resultados dos estudos de docking molecular do asiaticosideo com SmATPDase 1, SmATPDase 2 e apirase.

Receptor AutoDock Vina Ki calculado Interacdes (AutoDock Vina)
(Kcal/mol) (pM)
SmATPDase 1 -10,0 0,05 TYR397, LYS279, GLU201, THR82, SER81
SmATPDase 2 -11,3 0,005 GLU164, THR48
Apirase 9,9 0,05 GLU145, THR30

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Tabela 34 - Resultados de predi¢éo de toxicidade do asiaticosideo, utilizando os programas SwissADME (SA) e Molinspiration (Ml).

Amostra Doador de ligacdo  Aceptor de ligagcéo nrotb Massa molar LogP TPSA
de hidrogénio de hidrogénio (g/mol)
MI/SA MI/SA MI/SA Ml SA Ml SA M SA
Praziquantel 0 4 1 312,41 31241 2,74 3,01 40,62 40,62
Asiaticosideo 12 19 10 959,12 959,12 0,37 2,50 315,21 315,21

Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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7.5.6 Ensaio esquistossomicida in vivo

Os grupos experimentais formados nesse trabalho, assim como a dose e o
esquema de tratamento utilizados nesse trabalho foram elaborados com base em
trabalhos recentemente publicados pelo nosso grupo de pesquisa (PEREIRA et al.,
2018).

7.5.6.1Recuperacao de vermes

Neste estudo, observou-se que o total de vermes recuperados no sistema
porta-hepatico foi alterado no grupo tratado com asiaticosideo em comparag¢do com
0 grupo nao tratado. A analise dos resultados mostrou diferenca significativa na
recuperagdo de vermes acasalados e no total de vermes recuperados (p<0,0001).
Observa-se que no grupo nao tratado o numero de vermes acasalados (machos +
fémeas) foi de 31,6 + 4,18, enquanto no grupo tratado com asiaticosideo este
namero foi de 10,2 + 2,93 (Figura 81, Tabela 35). Em relacdo a recuperacéo total de
vermes, 0 grupo sem tratamento apresentou ndmero total de vermes de 37,6 + 5,75,
enquanto o numero total de vermes recuperados dos animais que receberam o
tratamento com asiaticosideo (400 mg/kg) foi de 13,0 + 2,83 (Tabela 35), tendo este
grupo uma reducéo de 65,43% da carga total de vermes (Figura 81, Tabela 35).

Portanto, pode-se observar na Tabela 35 que a maioria dos vermes
recuperados estavam acasalados, e apesar de ndo haver significancia estatistica na
recuperacdo de vermes machos e fémeas separadamente entre o0 grupo tratado e
ndo tratado, verifica-se o efeito do asiaticosideo na separacdo dos vermes,
evidenciada na diminuicdo da recuperacdo dos vermes machos (1,4 + 0,8) e
aumento do numero de vermes fémeas (1,4 £ 1,5) comparado com o controle
negativo (5,8 + 3,31; 0,2 +0,4, respectivamente). Esses dados foram semelhantes
aos obtidos com o tratamento com cardamonina (resultados apresentados no item
3.7.5.1 deste trabalho).

Em comparacdo com os proprios resultados obtidos neste mesmo trabalho
em relacdo aos estudos esquistossomicidas in vivo, observa-se que o asiaticosideo
apresentou uma maior reducdo no numero total de vermes, sendo a redugdo de

65,43%, enquanto outra substancia avaliada, a cardamonina, reduziu 46,81%.
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Dessa forma, nossos resultados indicam uma boa atividade esquistossomicida para
0 asiaticosideo.

Figura 81 - Recuperagédo de vermes apos tratamento com asiaticosideo por via oral.
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*** Diferenca significativa quando comparado com grupo controle sem tratamento (p < 0,0001).

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Tabela 35 - Efeitos do tratamento por via oral com asiaticosideo na recuperacao dos parasitos dos
animais infectados com S. mansoni.

Sem Asiaticosideo
tratamento (400 mg/kg)
Média de vermes machos + desvio padrao 58+ 3,31 1,4+0,8
Média de vermes fémeas + desvio padréo 0,2+0,4 14+15
Média de vermes machos e fémeas + desvio padréo 31,6 £4,18 10,2 + 2,93
Média de vermes + desvio padrao 37,6 +5,75 13,0+ 2,83
% de reducéo de vermes - 65,43

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Existem poucos relatos na literatura em relacdo a atividade esquistossomicida
in vitro e in vivo de saponinas. Porém pode-se citar o trabalho de Melek e

colaboradores (2012), no qual o fracionamento bioguiado de extratos obtidos de
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organismos marinhos, Actinopyga echinites e Holothuria polii, levou ao isolamento
de duas saponinas que apresentaram altos niveis de atividade esquistossomicida in
vitro (MELEK et al., 2012). Além disso, em um estudo zoofarmacologico em
chimpanzés, saponinas esteroidais e suas agliconas, isoladas de Vernonia
amygdalina (Asteraceae) foram avaliadas quanto a sua atividade in vitro e in vivo
contra S. japonicum (JISAKA et al., 1992).

Nossos resultados demonstram que o tratamento com asiaticosideo reduziu a
recuperacdo do numero de vermes machos, sugerindo que os machos de S.
mansoni foram mais sensiveis a este tratamento em comparacdo com as fémeas. E
também apresentou uma reducdo significativa na recuperacdo dos vermes
acasalados.

Como descrito anteriormente, o tegumento € a interface entre o meio e o
parasito, e desempenha funcdes vitais para o verme, como a absorcdo de
nutrientes, excre¢ao, protecao contra o sistema imunolégico do hospedeiro. Como a
fémea se aloja no canal ginecoférico do macho, o tegumento do macho é a parte
gque esta exposta e em contato com 0 meio. Além disso, no tegumento,
principalmente do macho, encontra-se algumas proteinas, como as ATP
difosfohidrolases, as quais sdo importantes para a sobrevivéncia desses vermes
dentro do hospedeiro (DA'DARA, BHARDWAJ, SKELLY, 2014; FARIA-PINTO et al.,
2004).

Dessa maneira, tal estrutura € considerada importante alvo farmacolégico
para novas drogas esquistossomicidas (BERTAO et al., 2012; SILVA et al., 2017). E
com base nos resultados apresentados neste trabalho, em que o asiaticosideo inibe
a apirase, a qual apresenta similaridade com as ATPases de S. mansoni, e possuli
potencial inibitorio das SmATPase 1 e 2, nos estudos de docking molecular, pode-se
sugerir que a atividade esquistossmicida in vivo pode estar relacionada a inibicdo

destas enzimas pela substancia avaliada.
7.5.6.2Anélise de oograma
Aléem da quantificacdo de vermes recuperados, o presente trabalho também

levou em consideracdo alguns critérios sugeridos por Pellegrino e Katz (1968), como

0 numero de ovos retidos no tecido intestinal (oograma) e o volume médio do figado
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e baco. Segundo esses autores, tais critérios sao fundamentais para avaliacdo da
atividade esquistossomicida de um novo farmaco.

Em relacdo ao oograma, autores descrevem que este parametro é um dos
quais pode-se utilizar para demonstrar a eficacia de uma droga esquistossomicida,
ou para sugerir o surgimento de um novo farmaco esquistossomicida (DE MORAES,
et al., 2014; PEREIRA et al., 2018). Pois a oviposicdo esta diretamente relacionada
com o acasalamento dos parasitos ou com a incapacidade da fémea em realiza-la.
Além disso, as principais lesdes causadas pelo S. mansoni ao organismo parasitado
sao decorrentes da presenca dos ovos nos tecidos do hospedeiro, desencadeando
reacOes inflamatérias e a formacdo dos granulomas (GRYSEELS et al.,, 2006;
KLAVER et al., 2015).

Dessa forma, no presente trabalho, uma analise quantitativa dos ovos foi
realizada (Figuras 82), levando-se em consideragdo o numero de OPG de fezes e
presenca de ovos maduros, imaturos e mortos.

Observa-se, na Figura 82b e Tabela 36, que o asiaticosideo foi capaz de
reduzir em 67,86% o numero de OPG de fezes. Além disso, foram observadas
alteracdes no oograma dos animais tratados, havendo uma diminuicdo no nimero
de ovos maduros e imaturos (Figura 82a, Tabela 36).

Em relacdo aos ovos maduros, o asiaticosideo causou reducao significativa
em comparacado com o controle negativo (p<0,001). Além disso, o numero de ovos
imaturos apresentou 71,53% de reducédo significativa quando comparado com o
controle negativo (p<0,001) (Figura 82a, Tabela 36). Resultados semelhantes foram
encontrados no trabalho de Pereira e colaboradores (2018), no qual uma aurona
diminuiu em 87,7% o numero de ovos imaturos e reduziu significativamente o
namero de ovos maduros.

Considerando o paramétro de ovos imaturos como de grande interesse, pois
a reducdo desses significa que ndo houve oviposicdo recente por parte dos
parasitos (DE MORAES, 2011), e os achados sobre a produgé&o de ovos no presente
trabalho, é possivel que a diminuicdo na carga de ovos tenha sido uma
consequéncia da reducéo da carga de vermes. Além disso, a reducéo da oviposi¢cao
e a alteracdo no padrdo do oograma também podem ser devido a um possivel efeito
do asiaticosideo no sistema reprodutivo dos parasitos fémeas. Portanto, essa
hipétese deve ser avaliada posteriormente, considerando principalmente possiveis

danos nos ovarios dos parasitos fémeas e nas glandulas vitelinas.
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Figura 82 - Efeitos nos estagios de desenvolvimento dos ovos (a) e na quantidade de ovos por grama
de fezes (b) apos tratamento com asiaticosideo por via oral.
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** Diferenca significativa quando comparado com grupo controle sem tratamento (p < 0,001).
*** Diferenca significativa quando comparado com grupo controle sem tratamento (p < 0,0001).

Fonte: Elaborado pela propria autora.

Tabela 36 - Efeitos do tratamento por via oral com asiaticosideo na oviposi¢do dos animais infectados

com S. mansoni.

Grupo Tratamento % de reducao % de reducéo
Ovos Imaturos OPG
Asiaticosideo 400 mg/Kg 71,53 67,87

Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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7.5.6.3Anélise do peso médio dos figados e bagcos dos animais apos tratamento

No presente trabalho, apds eutanasia, os figados e bacos dos animais
tratados e nédo tratados foram retirados e pesados imediatamente. A média dos
pesos foi entdo avaliada com o intuito de investigar o potencial de reducdo deste
quadro pelo asiaticosideo. Como demonstrado na Figura 83, ndo se observa uma
reducdo estatisticamente significativa nas massas desses Orgados entre o grupo

tratado e o controle negativo.

Figura 83 - Efeito do tratamento por via oral com asiaticosideo sobre o peso relativo de figados e

bacos dos animais com esquistossomose.
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Os pontos e triangulos representam os dados de animais individuais, barras na horizontal
representam a média de cada grupo.

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Diante do exposto, os resultados aqui apresentados demonstraram eficacia
no tratamento realizado com asiaticosideo, na concentracdo de 400 mg/kg,
reduzindo consideravelmente a carga parasitaria dos grupos tratados conforme
mostrado na Figura 81, além de evidenciar uma maior susceptibilidade dos vermes
machos de S. mansoni e diminuir consideravelmente o numero de ovos maduros e

imaturos.
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Destaca-se ainda que ndo ha relatos na literatura investigando a atividade
esquistossomicida do asiaticosideo, apenas demonstrando sua atividade
antiparasitaria frente a espécies de Leishmania (BHAUMIK et al., 2012).

No trabalho de Bhaumik e colaboradores (2012), o asiaticosideo apresentou
atividade antileishmanial in vitro e in vivo. Nos estudos in vivo, o asiaticosideo foi
administrado oralmente, nas concentragdes de 1 a 10 mg/kg/dia, em camundongos
infectados com L. donovani, apresentando expressiva reducdo da carga parasitaria
do figado e do baco dos animais infectados (tratados com 5 mg/kg/dia de
asiaticosideo) (BHAUMIK et al., 2012). Esses autores sugerem que o mecanismo de
acdo do asiaticosideo se relaciona com seus efeitos imunomodulatérios. Ainda,
segundo esses autores, a presenca da ramnose como agucar terminal na estrutura
do asiaticosideo é capaz de ativar macrofagos, levando a inducao de TNF-a,
citocina importante para o controle da infegdo com L. donovani (BHAUMIK et al.,
2012).

Assim, considerando a atividade antiparasitaria frente a L. donovani e a
inibicdo de varias enzimas, como hialuronidase, elastase, MMP-1 e tirosinase, pelo
asiaticosideo, esperava-se que essa substadncia apresentasse atividade
esquistossomicida e inibicdo enzimatica de enzimas importantes para o
Schistosoma. De fato, a atividade esquistossomicida in vivo foi evidenciada para o
asiaticosideo, e também sugerimos, pelos estudos de docking molecular, que o
mesmo pode inibir as SmATPAses de Schistosoma, sendo que a atividade
esquistossomicida possa ocorrer também por meio da inibicdo enzimatica das ATP

difosfohidrolases de S. mansoni.
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7.6 CONCLUSAO

No presente capitulo, o extrato bruto etandlico das partes aéreas de C. erecta
foi submetido a processos cromatograficos resultando no isolamento do
asiaticosideo, identificado como ligante da apirase.

O extrato bruto de Centella apresentou atividade esquistossomicida in vitro
frente & vermes adultos de S. mansoni, porém o mesmo nao foi observado para o
asiaticosideo.

Em relacdo a atividade enzimética do asiaticosideo, este apresentou inibicao
enzimatica da atividade da apirase e os estudos de docking molecular sugerem que
esta substancia também possua capacidade de inibir outras enzimas, como
SmATPase 1 e 2, ambas de S. mansoni. Dessa forma, investigou-se sua atividade
esquistossomicida in vivo, sendo o primeiro relato da investigacdo dessa atividade
para o asiaticosideo.

O asiaticosideo, no ensaio esquistossomicida in vivo, demonstrou ser capaz
de reduzir o namero de vermes recuperados e reduzir o nimero de ovos e o0 OPG
nos animais tratados. A andlise dos resultados apresentados neste capitulo sugere
gue o asiaticosideo possa exercer seu efeito esquistossomicida in vivo por meio da
inibicAo das ATP difosfohidrolases. No entanto, estudos adicionais devem ser
realizados com esta saponina, a fim de conhecer melhor os mecanismos de acao
desta substancia sobre os vermes adultos de S. mansoni.

Aléem disso, os resultados obtidos no presente trabalho, aliados aos ja
alcancados pelo nosso grupo de pesquisa, sugerem que a apirase pode ser utilizada
como molécula alvo em estudos de triagem para encontrar ligantes e possiveis
inibidores das ATP difosfohidrolases de S. mansoni, a partir de amostras complexas,

COmo 0s extratos vegetais.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho visou identificar por da UF acoplada a CLUE-EM ligantes
enzimaticos da apirase de batata a partir de fontes naturais e também avaliar a
atividade esquistossomicida in vitro e in vivo de extratos vegetais e substancias
isoladas.

Inicialmente, considerando a importancia das ATP difosfohidrolases de S.
mansoni e sua homologia com a apirase de batata, investigou-se a possibilidade de
uma substéancia com evidenciada atividade inibitoria das ATP difosfohidrolases de S.
mansoni também apresentar inibicdo enzimatica da apirase de batata. Além disso,
verificou-se a relacdo desses potenciais inibitorios para tais enzimas com a atividade
esquistossomicida in vivo. Portanto, a cardamonina, com evidenciada atividade
enzimatica inibitéria das ATP difosfohidrolases de S. mansoni e atividade
esquistossomicida in vitro, foi instrumento de estudo no presente trabalho. Assim,
neste estudo relata pela primeira vez a atividade esquistossomicida in vivo da
cardamonina e sua atividade inibitéria da apirase de batata. Além disso, sugere que
a apirase de batata possa ser utilizada em estudos de triagem para a identificacéo
de ligantes enzimaticos com potencial de inibicado frente as ATP difosfohidrolases de
S. mansoni.

Tendo em vista estes resultados iniciais obtidos, utilizou-se, pela primeira vez,
a técnica de UF acoplada a CLUE-EM para selecdo de ligantes enzimaticos de
apirase de batata a partir de extratos brutos vegetais. Como resultado selecionou-se
3 extratos promissores (R. graveolens, A. olerarcea, C. erecta) e alguns dos ligantes
identificados foram isolados, como o espilantol, a arborinina e o asiaticosideo. A
atividade enzimatica e esquistossomicida in vitro dessas substancias foram
investigadas.

Todas as 3 substancias apresentaram inibicdo enzimatica da atividade da
apirase de batata e estudos de docking molecular sugerem que elas tambéem
possuem capacidade de inibir outras enzimas, como SmATPase 1 e 2, ambas de S.
mansoni. O espilantol apresentou atividade esqustossomicida in vitro, porém o
mesmo nao foi observado para a arborinina e o0 asiaticosideo, 0s quais nao

demonstraram atividade esquistossomicida in vitro na concentracgédo testada (50 uM).
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Adicionalmente, investigou-se, pela primeira vez, a atividade
esquistossomicida in vivo do asiaticosideo e sugere-se que essa substancia possa
exercer seu efeito esquistossomicida in vivo por meio da inibicdo das ATP
difosfohidrolases. Estudos adicionais devem ser realizados com esta saponina, a fim
de conhecer melhor seus mecanismos de acdo sobre os vermes adultos de S.
mansoni. A investigacdo da atividade esquistossomicida in vivo da arborinina e do
espilantol também devem ser realizadas, ja que pode existir uma relacdo entre o
efeito esquistossomicida in vivo e a inibicdo das ATP difosfohidrolases. Além disso,
torna-se importante a investigacdo da atividade enzimatica inibitéria, dessas
substancias, frente as ATP difosfohidrolase de S. mansoni, assim como em outros
apirases com aplicabilidade terapéutica.

Por fim, o presente trabalho sugere que a apirase de batata possa ser
utilizada como molécula alvo na selecao de ligantes e possiveis inibidores das ATP
difosfohidrolases de S. mansoni, possibilitando a identificacdo de potenciais
substancias esquistossomicidas a partir de extratos vegetais. E ainda que essa
selecdo de ligantes enzimaticos possa ser por meio da técnica de UF acoplada a
CLUE-ESI-QTOF-EM.

Em relacdo a producdo bibliografica diretamente relacionada ao trabalho,
foram publicados, até o0 momento, um artigo completo em periédico internacional (De
CARVALHO et al., 2019b), um capitulo de livro (De CARVALHO et al., 2017), um
artigo de revisdo (De CARVALHO et al., 2019a). Além disso, um capitulo de livro (A
review of recent patents and natural products in clinical trial to treat Schistosomiasis)

foi submetido e aguardamos parecer dos revisores.
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