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RESUMO

A esquistossomose afeta cerca de 207 milhdes de pessoas em todo o mundo e,
no Brasil, estima-se que o nimero de pessoas infectadas estd entre 4-6 milhdes de
pessoas sendo Minas Gerais um dos estados que tem o maior nimero de casos de
esquistossomose. O tratamento da doenca se baseia em um unico farmaco: o
Praziquantel (PZQ), entretanto, ja ha relatos de tracos de resisténcia. Neste ambito,
extratos brutos e metabolitos secundarios de plantas vém sendo testados frente ao
Schistosoma mansoni. Assim, o presente trabalho descreve o estudo fitoquimico dos
extratos brutos das raizes de Solidago microglossa (Sm-R) e Aristolochia cymbifera
(Ac) e de seus metabolitos isolados. A partir do fracionamento cromatografico de Sm-
R, foram isolados e identificados trés metabolitos: espinasterol, bauerenol e a-amirina,
sendo os dois ultimos relatado pela primeira vez nas raizes da espécie. O fracionamento
cromatografico de Ac resultou no isolamento e identificacdo do acido populifélico e da
cubebina, ambos ja isolados na espécie. No estudo esquistossomicida in vitro foi
utilizado vermes adultos de S. mansoni e os parametros avaliados foram alteragdes
tegumentares, oviposi¢do, motilidade e mortalidade. Previamente ao ensaio, a
citotoxicidade dos extratos foi avaliada em células Vero ¢ ndao houve reducdo na
viabilidade celular Os resultados deste estudo demonstraram que, na concentracao de
200 pug/mL, Sm-R foi capaz de promover redugdo da atividade motora, alteragdes
tegumentares e morte de todos os vermes adultos de S. mansoni apds 72 h de incubacio.
Ainda, alteragdes tegumentares foram verificadas, bem como significativa redu¢ao da
oviposi¢ao. Em relacdo ao extrato Ac, este foi capaz de causar reducdo da atividade
motora, alteragdes tegumentares e morte dos vermes adultos apds 24 h de incubagao na
concentragdo de 50 pg/mL, além de promover reducdo da oviposi¢do. Dentre as
substancias isoladas, a mistura de bauerenol e o-amirina, espinasterol, 4acido
populifolico e cubebina demonstraram-se pouco ativos e apenas a subfragdo Sm-R IV 5
promoveu reducao da atividade motora e morte dos parasitos em 100 pg/mL apos 48 h
de incubagdo. Desta forma, a continuidade do estudo faz-se necessaria a fim de se

identificar as substancias responsaveis pela atividade dos extratos Sm-R e Ac.

Palavras chave: Solidago microglossa, Aristolochia cymbifera; Schistosoma

mansoni, terpenos; lignanas.



ABSTRACT

Schistosomiasis affects about 207 million people in the world and, in Brazil, it is
estimated that the number of infected people is 4-6 million people with Minas Gerais
being one of the states that have the highest number of cases of schistosomiasis. The
treatment of the disease is based on a single drug: Praziquantel (PZQ), however, there
are already reports of resistance trait. In this context, extracts and secondary plant
metabolites have been tested against the Schistosoma mansoni. The present work
describes the phytochemical study of crude extracts from the roots of Solidago
microglossa (Sm-R) and Aristolochia cymbifera (Ac) and its metabolites isolated. From
the chromatographic fractionation of Sm-R, were isolated and identified three
metabolites: spinasterol, a-amyrin and bauerenol, the latter two being reported for the
first time in the roots of species. Since the chromatographic fractionation Ac culminated
in the isolation and identification of populifolic acid and cubebin, both already isolated
in species. In the in vitro schistosomicidal study, was used adult worms of S. mansoni
and the parameters evaluated were alterations tegumental surface, oviposition, motility
and mortality. Previous to the assay, cytotoxicity of the extracts was evaluated in Vero
cells and there was no reduction in cell viability. The results showed that the
concentration of 200 ug / ml Sm-R was able to decrease motor activity, alterations
tegumental surface and death of all the adult worms of S. mansoni after 72 h of
incubation, as well as significant reduction in oviposition. Already Ac extract, this was
capable of causing reduction of motor activity, alterations tegumental surface and death
of adult worms after 24 h of incubation at a concentration of 50 mg / mL, and promote
reduction of oviposition. Among the isolated compounds, the mixture of bauerenol and
a- amyrin, spinasterol, populifolic acid and cubebin showed weak activity and only the
Sm-R 5 IV promoted reduction of motor activity and death of the parasites in 100 ug /
mL after 48 h of incubation. Thus, the continuity of the study is necessary in order to

identify the substances responsible for the activity of the extracts Sm-R and Ac.

Keywords: Solidago microglossa; Aristolochia cymbifera;, Schistosoma

mansoni, terpenes; lignans



LISTA DE ABREVIATURAS

Ac -Extrato bruto das raizes de Aristolochia cymbifera

AcOEt -Acetato de Etila

ADP -Adenosina difosfato

AFA -Acido acético glacial: formaldeido: etanol: 4gua destilada (2: 9:
30:59)

ATP -Adenosina trifosfato

CC -Cromatografia em coluna cléssica

CCD -Cromatografia em Camada Delgada

CDCl3 -Cloroférmio deuterado

CF -Cromatografia em coluna flash

CG-EM i\gg(s)sr;lstograﬁa em Fase Gasosa acoplada a Espectrometria de

CLAE -Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

CLV -Cromatografia Liquida a Vacuo

CO2 -Dioxido de carbono

DAD -Detector de Fotodiodo

DCM -Diclorometano

DMSO -Dimetilsulfoxido

DTN -Doengas Tropicais Negligenciadas

Hex -Hexano

J -Constante de acoplamento

m -Multipleto

m/z -Relacdo massa/carga

MeOH -Metanol

MHz -Megahertz

mL/min -Mililitro por minuto

NIST -National Institute of Standards and Technology

nm -Nanometro

OMS -Organizagdo Mundial da Saude

ppm -Parte por milhdo



PZQ -Praziquantel

RENISUS -Relacao Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
RMN B3C -Ressonancia Magnética de Carbono

RMN 'H -Ressonancia Magnética de Hidrogénio

RPMI -Roswell Memorial Park Institute

Sm-R -Extrato bruto das raizes de Solidago microglossa
SUS -Sistema Unico de Saude

TGO -transaminase glutamico-oxalacética

TGP -transaminase glutamico-piruvica

Tr -Tempo de retengao

uv -Ultravioleta

v/v -Volume por volume

pug/mL -Microgramas por mililitro

uM -Micromolar
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1 INTRODUCAO
1.1 Esquistossomose

A Organiza¢do Mundial de Satde (OMS) elenca 17 doengas identificadas por
seu impacto sobre a populacao e que se concentram nas regides mais pobres dos paises
em desenvolvimento social e econdmico passando a denomina-las como Doengas
Tropicais Negligenciadas (DTN). Nestes paises, além da alta taxa de mortalidade, tais
doengas sdo capazes de causar efeitos deletérios como a redugdo da produtividade dos
adultos, impactando diretamente sobre a economia familiar, além de afetar o
desenvolvimento de criangas. No entanto, nao sao consideradas mercado prioritario
para a industria farmacéutica, porém estima-se que 1,4 bilhdes de pessoas possam ter a
qualidade de vida comprometida pela exposi¢ao a essas doengas (NASCIMENTO et
al., 2014; HOTEZ et al., 2016; LENK et al., 2016; HOUWELING et al., 2016).

Neste contexto, a esquistossomose mansonica, classificada como DTN, ¢ uma
parasitose causada por vermes trematdodeos do género Schistosoma, afeta,
aproximadamente, 207 milhdes de pessoas. Estima-se que 780 milhdes habitam
areas endémicas e, consequentemente, encontram-se sob o risco de infeccdo. No
Brasil, o nimero de pessoas infectadas ¢ de 4 a 6 milhdes com alta prevaléncia da
doenga no estado de Minas Gerais, com 1293 casos confirmados em 2015
(DATASUS, 2015) (LAMBERTUCCI et al., 2013; DINIZ et al., 2014; CASTRO et
al., 2015; PEREIRA et al., 2015).

As principais espécies capazes de infectar o ser humano e causar a
esquistossomose intestinal sdo representadas pelo  Schistosoma mansoni,
Schistosoma japonicum ¢ Schistosoma mekongi, enquanto a esquistossomose
urogenital provém da infeccdo pelo Schistosoma haematobium. Dentre estas, a espécie
responsavel pela transmissdo da doenca no Brasil ¢ o S. mansoni (RICHTER et al.,
2015).

O S. mansoni é um parasito trematdodeo, dioico e que apresenta acentuado
dismorfismo sexual. Os parasitos machos sao menores (cerca de 1 cm), esbranquigados
e possuem o tegumento recoberto de tubérculos, além de um sulco longitudinal ou
canal ginec6foro responsavel por abrigar e fecundar a fémea. As fémeas, por sua vez,
sdomais delgadas, mais escuras, medem aproximadamente 1,5 cm de comprimento e a
topografia de seu corpo ¢ mais simples que a do macho e com o tegumento liso (MELO

& COELHO et al., 2005).



Para seu desenvolvimento, o S. mansoni necessita de um hospedeiro
intermediario para que possa alcancar a forma infectante do hospedeiro definitivo, o
homem. Pertencente ao género Biomphalaria, trés espécies de caramujo podem ser
encontradas infectadas pelo S. mansoni, a saber: Biomphalaria glabrata,
Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria straminea. Porém, a espécie B. glabrata
¢ a mais estudada em virtude de sua maior susceptibilidade ao parasito, assim como
sua ampla distribuicdo geografica em relagdao as demais espécies (MORGAN et al.,
2001; NEGRAO-CORREA et al., 2012; ALBERTO- SILVA et al., 2015; ROCHA-
FILHO et al., 2015).

Em sintese, o ciclo de vida do S. mansoni se realiza da seguinte maneira: o
casal de parasitos, acasalados no sistema porta hepatico o hospedeiro definitivo,
produz os ovos e estes sdo liberados através das fezes da pessoa infectada. Se
depositados em ambiente aquatico, os ovos amadurecem e liberam os miracideos
que podem infectar os caramujos do género Biomphalaria. No interior dos
caramujos, os miracideos se reproduzem assexuadamente dando origem aos
esporocistos, os quais dardo origem as cercarias e estas, liberadas na agua. As cercarias
penetram ativamente através da pele do homem e transformam-se nas formas jovem
do S. mansoni, os esquistossomulos, que migram para a circulagdo hepatoportal,
onde amadurecem em vermes adultos machos e fémeas. Apds o acasalamento, os
pares de vermes adultos migram para a circulagdo mesentérica onde produzem os
ovos, responsaveis pela lesdo imunopatoldgica (KUNZ et al., 2001; DUVAL et al.,
2015) (Figura 1).



Figura 1: Ciclo de vida do S. mansoni. Fonte: Souza et al., 2011.
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Duas principais condic¢des clinicas caracterizam a esquistossomose mansonica:
fase aguda e fase cronica. A primeira envolve o quadro febril sem o aparecimento de
ovos nas fezes e, geralmente, ocorre entre 6-8 semanas apds a infecg¢do. Por sua vez,
a fase cronica, manifesta-se pela inflamagdo granulomatosa hepatica em resposta aos
ovos do parasito no tecido, além de fibrose periportal, hepatoesplenomegalia e ascite

(SCHRAMM et al., 2010; NDLOVU et al., 2014; NEGRAO-CORREA et al., 2014).

O diagndstico da enfermidade ¢ fundamental tanto para a monitorizacdo da
doenca quanto para eficacia do tratamento. Assim, o padrao ouro de diagnostico da
esquistossomose ¢ a deteccao de ovos nas fezes pelo método Kato-Katz. Todavia,
limitagdes da técnica como, por exemplo, pequena quantidade de material fecal
analisado e baixa produ¢do de ovos em pacientes de areas ndo endémicas podem
subestimar o verdadeiro niumero de pacientes infectados contribuindo, desta forma,
com o aumento na transmissdo da doenca e o adiamento no tratamento
(CARVALHO et al., 2014; LAMBERTON et al., 2014; SILVA-MORAES et al.,
2014).



O desenvolvimento de vacina para o controle da esquistossomose tem se
deparado com a complexidade dos diversos estagios de vida do parasito, bem como de
sua habilidade de evasdao ao sistema imunoldgico. Em virtude disto, a quimioterapia
ainda ¢é a unica forma mais eficaz no controle da doenca, associado a medidas de
sanitizagdo (FONSECA et al., 2015; GONCALVES DE ASSIS et al., 2015).

Desenvolvido na década de 70, o Praziquantel, PZQ, (Figura 2) ¢, até os dias
atuais, o Unico medicamento para o tratamento da esquistossomose. Aliado a
beneficios tais como eficicia, seguranga e custo, o PZQ tem-se mostrado efetivo
para este propdsito (DONG et al., 2010; DUAN et al., 2012; CIOLI et al., 2014).
Porém, a dependéncia e confianga no PZQ podem colocar em risco o tratamento
dos pacientes, uma vez que estudos apontam casos de baixa sensibilidade do farmaco
frente aos vermes, bem como a ineficacia frente as formas jovens, os esquistossdmulos

(DE MORAES et al., 2012; KASINATHAN et al., 2012).

Figura 2: Estrutura quimica do Praziquantel.
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Em vista da necessidade de novos fAirmacos com atividade esquistossomicida, a
comunidade cientifica tem se dedicado a busca por novas moléculas estimulada pelo
grande potencial oferecido pelos produtos naturais frente a diversos parasitos (DE
MELO et al., 2011; NDJONKA et al., 2013; RIAD et al., 2013; FABRI et al., 2014;
GUIMARAES et al., 2015).

1.2 Produtos naturais e agentes esquistossomicidas

Doengas infecciosas causadas por diversos microrganismos e parasitos, além de
outras doencas, tém afligido a humanidade desde os primoérdios da civilizagdo. Com o

advento da medicina moderna, nos ultimos 150 anos, o uso de farmacos tem sido



empregado com o intuito de sanar as enfermidades e melhorar a qualidade de vida.
Porém, por séculos, a utilizagdo de plantas medicinais para a cura de doengas
configurou-se como o principal suporte terapé€utico para o homem (NDJONKA et al.,
2013; WINK, et al., 2015).

O uso popular de plantas medicinais para os cuidados primarios a saide ainda
se mantém expressivo nos dias atuais com, aproximadamente, 80% da populacio
utilizando-se deste recurso natural, de acordo com dados da OMS. Isto posto, os
recursos vegetais apresentam-se como o ponto de partida para o descobrimento e
desenvolvimento de novos farmacos, algo que, ha muito, vem despertado o interesse
da comunidade cientifica quanto a elucidagdo e confirmag¢do de suas propriedades
terapéuticas. (BANERJEE et al., 2015; MARTINS et al., 2015; OLORUNNISOLA et
al., 2015; ZIAEI et al., 2015).

Dentro desta conjuntura, os paises em desenvolvimento sdo cenarios das
chamadas Doencas Tropicais Negligenciadas, as quais representam-se principalmente
pela tripanossomiase, leishmaniose, filariose linfatica, malaria e esquistossomose.
Aliado a escassez de terapias medicamentosas para o tratamento destas doengas, estdo
os casos de resisténcia aos farmacos utilizados e auséncia de vacinas para a prevengao e
cura das mesmas. Sendo assim, postula-se o desenvolvimento de novas moléculas ativas
e as fontes naturais, especialmente as plantas mediante a biossintese dos metabolitos
secundarios ou metabolitos especiais, vém fomentando as pesquisas cientificas (HAREL
etal., 2013; NDJONKA et al., 2013; THAO et al., 2015).

De posse de, aproximadamente, 20% da biodiversidade vegetal distribuida no
mundo, o Brasil destaca-se por sua expressiva utilizagdo de plantas medicinais. Ainda,
muitas destas encontram-se inseridas no Sistema Unico de Saude (SUS) brasileiro para
o tratamento de diversas enfermidades corroborando, assim, a importancia das plantas
medicinais no pais (RIBEIRO et al., 2014; ALERICO et al., 2015).

Em virtude da singular importancia dos produtos naturais quanto a descoberta
de novas substancias com potencial antiparasitario, pesquisadores t€m se empenhado
no estudo de plantas medicinais na busca por extratos vegetais ou metabolitos
secundarios isolados promissores, 0s quais possam ser utilizados como prototipos para
o desenvolvimento de novos firmacos como, por exemplo, os esquistossomicidas
(RAMALHETE et al., 2012; NDJONKA et al., 2013; DE MORAES et al., 2015).

Diversos extratos vegetais também tém mostrado potencial atividade

esquistossomicida. Por exemplo, o extrato bruto diclorometanico das folhas de



Baccharis trimera (Asteraceae) foi capaz de promover mortalidade in vitro dos
vermes adultos de S. mansoni, bem como redugdo do numero de vermes in vivo em
camundongos infectados. Vale ressaltar que estudos fitoquimicos evidenciaram, além
da presenca de compostos fenodlicos, o isolamento de diterpenos, especialmente
clerodanos e labdanos das folhas desta espécie vegetal (VERDI et al., 2005; DE
OLIVEIRA et al., 2013; GARCIA et al., 2014).

De forma semelhante, os extratos hexanico e diclorometanico da espécie
Eremanthus erythropappus (Asteraceae) foram efetivos in vitro em concentragdes de
50 e 75 pg/mL, respectivamente, frente aos vermes adultos de S. mansoni. Ainda, o
extrato dos frutos de Solanum Ilycocarpum (Solanaceae), dos quais ¢ factivel o
isolamento preponderante de alcaloides, reduziu o niimero de ovos e formacdo de
granuloma no figado em camundongos parasitados pelo S. mansoni (ALMEIDA et al.,
2012; MIRANDA et al., 2013; de OLIVEIRA et al., 2014).

No contexto pela busca de novos farmacos esquistossomicidas, a literatura
destaca trabalhos realizados com o objetivo de isolar e caracterizar compostos naturais
biologicamente ativos frente ao S. mansoni. Estdo listadas, a seguir, classes de
metabolitos secundarios (flavonoides, alcaloides, lignanas e terpenos) biossintetizadas
pelas plantas e que apresentaram atividades esquistossomicida in vitro e/ou in vivo (DE

MORAES, 2015).

1.2.1 Flavonoides
Os flavonoides pertencem ao grupo dos compostos fendlicos, os quais se
encontram extensivamente distribuidos no reino vegetal com cerca de 8000
flavonoides de diferentes subgrupos isolados e identificados. Devido a sua grande
diversidade quimica, os flavonoides sdo propostos por exercerem suas atividades em
uma grande variedade de doengas, incluindo a esquistossomose (NEVES et al., 2015;
HOSSAIN et al., 2016; MATIAS et al., 2016). Na figura 3, encontram-se flavonoides

que denotaram atividade esquistossomicida.



Figura 3: Flavonoides com atividade esquistossomicida.
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A cardamonina (1), chalcona isolada das inflorescéncias de Piper aduncum (Piperaceae),
apresentou-se potencialmente ativa ao inibir importantes parametros para atividade
esquistossomicida in vitro. Dentre os quais, encontram-se reducdo da atividade motora, alteragdes
tegumentares e reducao da oviposigao, além da mortalidade de todos os vermes adultos quando
esta foi avaliada nas concentragdes de 25, 50 e 100 pM. De forma semelhante, a licoflavona B (2),
isolada das raizes de Glycyrrhiza inflata (Fabaceae), também se demonstrou ativa, in
vitro, frente ao S. mansoni, tendo em vista os mesmos critérios de avaliacdo para a
cardamonina (ALEIXO DE CARVALHO et al., 2015; DE CASTRO et al., 2015).

Ja as isoflavonas alpinoisoflavona (3) e dimetilalpinoisoflavona (4), ambas
isoladas das sementes de Milletia thonningii (Leguminosae), mostraram-se ativas nas
concentragdes de 50 uM no estudo in vitro frente a miracidios, cercarias e vermes adultos de S.

mansoni (LYDDIARD et al., 2002).

1.2.2  Alcaloides
Os alcaloides s3o reportados na literatura como um diversificado grupo de compostos que
possuem, além de um anel em sua estrutura, um atomo de nitrogénio. Com cerca de 12.000
substancias ja identificadas, diversas atividades biologicas t€m sido atribuidas a estes compostos

como, por exemplo, atividades analgésica, antitumoral, anti-hipertensiva e antiemética (LU et al.,



2012; CUSHNIE et al., 2014; CHOWNSKI et al., 2016). Sobre a atividade antiparasitaria

frente aos vermes de S. mansoni, a figura 4 apresenta alguns destes alcaloides.

Figura 4: Alcaloides com atividade esquistossomicida.
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Solamargina (5) e solasodina (6), alcaloides isolados dos frutos de Solanum ycocarpum
(Solanaceae), demonstraram significativa atividade esquistossomicida frente a vermes adultos. Nas
concentragdes de S0 uM para solasodina e 32 ¢ 50 uM para o alcaloide solamargina houve a
separagao de todos os casais, extensiva ruptura do tegumento, além de morte dos parasitos in vitro
(MIRANDA et al., 2012).

Do mesmo modo, o alcaloide piridinico (7) isolado das raizes de Jatropha elliptica
(Euphorbiaceae) apresentou significativa atividade in vitro quando avaliado frente a
vermes adultos de S. mansoni. Na concentragao de 200 pg/mL, o alcaloide promoveu extensivos
danos ao tegumento dos parasitos, além de reducdo da atividade motora € morte dos mesmos
(DOS SANTOS etal., 2014).

Por sua vez, o alcaloide imidazolico epiisopiloturina (8), isolado das folhas de
Pilocarpus microphyllus (Rutaceae), mostrou-se ativo em ensaio in vitro frente as
formas jovens do parasito, os esquistossomulos, ao passo que o PZQ possui restrita

atividade frente a este estagio de vida do S. mansoni. Assim como os demais alcaloides



apresentados anteriormente, epiisopiloturina também promoveu consideraveis alteragdes

tegumentares, bem como morte dos parasitos adultos (VERAS et al., 2012).

123 Terpenos

Os terpenos constituem-se como uma das maiores classes de metabolitos secundarios de
produtos naturais com diversificadas estruturas quimicas. De acordo com sua estrutura tipica,
podem ser classificados como hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos
e tetraterpenos. A estes compostos t€m sido atribuido uma gama de propriedades bioldgicas tais
como: antitumoral, antimicrobiana, analgésica, anti-inflamatéria, dentre outros. Na figura 5, estao
representados terpenos que demonstraram atividade frente ao S. mansoni (GUIMARAES et al.,
2014; PATTANAIK etal., 2015)

Figura 5: Terpenos com atividade esquistossomicida.
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Nerolidol (8), um sesquiterpeno alifatico presente em 6leos essenciais de diversas plantas
foi avaliado in vitro frente a vermes adultos (machos e fémeas) de S. mansoni sendo capaz de
promover a reducdo da atividade motora e morte de todos os casais nas concentragdes 31.2 € 62.5
UM, respectivamente. Ainda, verificou-se a redugdo da atividade motora, na concentragao de 250 e
125 uM, além de ocasionar a morte dos mesmos, respectivamente, no segundo e primeiro dia de
incubacdo. J& o sesquiterpeno tapsigargina (9), isolado de diversas espécies do género
Thapsia, demonstrou-se efetivo em inibir a enzima ATP-difosfohidrolase (ATPDase)
presente no tegumento do S. mansoni, alvo de grande importancia na busca por novas
moléculas com atividade esquistossomicida (DE CASTRO et al., 2013; SILVA et al, 2014).

J& em relacdo aos diterpenos 7-ceto-sempervirol (10) e &cido pimaradienoico (11),
foi evidenciada atividade frente aos vermes adultos de S. mansoni. Em ambos os
compostos, houve expressiva alteracao na superficie do tegumento, bem como redugao
da oviposi¢cdo, parametros de fundamental importdncia para a sobrevivéncia do
parasito no seu hospedeiro definitivo (PORTO et al., 2012; EDWARDS et al., 2015).

Isolados das folhas de Momordica balsamina (Cucurbitaceae), os triterpenos
balsaminol F (12) e karavilagenina C (13), demonstraram significante atividade
esquistossomicida. Além de promoverem a separagdo dos casais apds 24 horas de
incubagdo, todos os parasitos tiveram reducao na atividade motora nas concentracdes
de 10 a 100 uM de balsaminol F e de 25 a 100 uM de karavilagenin C. A morte dos
parasitos adultos também foi verificada apds 24 horas de incubagdao com tais

substancias (RAMALHETE et al., 2012).

124 Lignanas
As lignanas sdo compostos que biossinteticamente derivam dos grupos
fenilpropanoides. Na natureza, podem se apresentar apenas como um dos enantidmeros
ou em misturas destes. As lignanas, atividades bioldgicas tém sido atribuidas, a saber:
antitumoral, hepatoprotecao, inseticida, antifungica e anti-hipertensiva (PEREIRA et
al., 2011; MARCOTULLIO e CURINI, 2014; ZHANG et al., 2014). Na figura 6, estao

representadas lignanas que demonstraram atividade esquistossomicida.
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Figura 6: Lignanas com atividade esquistossomicida.
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A lignana (—)-6,6-dinitrohinoquinina (14), obtida através sintese parcial da
lignana hinoquinina, mostrou-se potencialmente ativa no estudo in vivo frente as formas
jovens do S. mansoni, os esquistossomulos com valores de 57.4+2.3, 32.5£0.9 e
20.4£1.2 uM em 24, 48 e 72 h, respectivamente, além de ter reduzido a oviposi¢ao dos
vermes adultos em 83%. Em adi¢do, a neolignana licarina A (15), composta por uma
mistura racémica de enantidmeros, foi ativa frente vermes adultos de S. mansoni, sendo
que a maior atividade foi verificada na mistura dos enantidmeros quando comparada
com a atividade dos compostos isolados (PEREIRA et al., 2011; PEREIRA et al., 2015).

Logo, os produtos naturais de origem vegetal por meio de extratos brutos, 6leos
essenciais e compostos isolados, representam uma fonte promissora para a busca de
novos protdtipos de farmacos para a terapia da esquistossomose. Sendo assim, espécies
vegetais que possuam em sua rota biossintética a producdo de metabdlitos, tais como
terpenos e lignanas configuram-se relevantes neste cendrio, os quais se inserem as
espécies  Solidago  migroglossa  (Asteraceae) e  Aristolochia  cymbifera

(Aristolochiaceae) (PORTO et al., 2012; EDWARDS et al., 2015).

1.3 Familia Asteraceae, o género Solidago e a espécie Solidago microglossa.

A familia Asteraceae apresenta-se como uma das maiores familias de plantas
compilada em, aproximadamente, 1600 géneros e com 23.000 espécies vegetais ja
descritas. Dentro da familia predominam ervas perenes, subarbustos e arbustos, mas
também podem ser encontrados videiras, cipds e arvores. Além disso, muitas das
espécies vegetais pertencentes a esta familia sdo utilizadas com propositos medicinais

pela populacao (KENNY et al., 2014; BESSADA et al., 2015).
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Em relacdo aos estudos quimiotaxondmicos, estes demonstram que a familia
Asteraceae tem sua rota biossintética direcionada para a producdo de metabolitos
secundarios pertencentes as classes dos terpenos, poliacetilenos, flavonoides,
cumarinas e lignanas, especialmente. (CSUPOR-LOFFLER et al., 2009; SCOTTI et
al., 2012).

Inserida na familia Asteraceae, o género Solidago compreende um amplo
grupo de plantas medicinais com aplicagdes terapéuticas reconhecidas. Entre tais
aplicagdes, pode-se citar o uso popular para o tratamento de inflamagdes, além de
propriedades diurética, espasmolitica, hipotensora e analgésica. (APATI et al., 2006;
LAURENCON et al., 2013; RADUSIENE et al., 2015).

Quimicamente, determinadas classes de metabolitos secundarios ja foram
evidenciadas para o género Solidago, tais como poliacetilenos, sesquiterpenos,
diterpenos, flavondides e saponinas triterpénicas (STARKS et al, 2010;
LAURENCON et al., 2013).

Nas tabelas que se seguem, tabelas 1 e 2, estdo correlatadas os compostos
isolados e identificados de diferentes espécies do género Solidago publicados a partir

do ano de 1983 e que se encontram disponibilizados na plataforma de busca Scopus.
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Tabela 1: Compostos isolados e identificados das partes aéreas de

espécies de

Solidago.
Espécie Estrutura Composto Referéncia
OH
HO o O oH
O L. Quercetina
S. canadensis OH O LEITNER et
OH al., 2012
HO o O
O ! Kaempferol
OH
OH O
2-metoxibenzil-
2,6-
dimetoxibenzoato
S. virgaurea SUNG et al.,
L 1999
2-metoxibenzil-2-
hidroxibenzoato
Acido caurenoico
LE
S.
QUESNE et
missouriensis L 1985
;. al.,
Acido 7B-
hidroxicaurenoico
Isoquercetrina
o WU et al.,
o 2007
S. altissima o o O
O | oo Astragaline
HOOC
A OH . , JIN etal.,
Acido cafeico
2007
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Tabela 2: Compostos isolados e identificados de caules e raizes de Solidago.

Espécie Estrutura Composto Referéncia
COOH Acido ursélico
HO
3b-(3R-
Acetoxihexadecanoiloxi)-
lup-20(29)-eno
3b-(3-etohexadecanoiloxi)-
H,COCO H O lup-20(29)-eno CHATURVEDULA
et al., 2004
S. canadensis
Deoxisolidagenona
Solidagenona
SN
J X OH
Ho Diidroximetilvisanol HUANG etal.,
HaCO ) 2013
o
X
Acido solidajoico A
S 07 oH
seroting - LEE et al., 2015
XN
Kingidiol
HO OH
S rugosa Kolavenol TIANSHENG
etal., 1995
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Acido hardwickiico

Manool
S. metill 2-
altissima hidroxicleroda-3,13-dien- | TORIetal, 1999
15-oato

Inserida no género Solidago, a espécie Solidago microglossa tem angariado
destaque na pesquisa cientifica orientados pelo seu amplo uso na medicina popular
brasileira.

Solidago microglossa, conhecida popularmente por arnica-do-campo, arnica-do
Brasil e erva-lanceta (GOULART et al., 2007; da SILVA et al., 2010), encontra-
se distribuida na maior parte do territdrio brasileiro, especialmente nas regides Sul e

Sudeste. Ainda, apresenta-se como sinonimia Solidago chilensis (LORENZI,;
MATOS, 2008).

Figura 7: Foto da espécie S. microglossa. Fonte: Autora.

A espécie S. microglossa (Figura 7) possui até 1,2 m de altura, é perene e pode
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reproduzir-se por sementes e, principalmente, pelos rizomas. Suas folhas apresentam-se
sob a forma de langa e as flores sdo amarelas. Esta espécie apresenta crescimento
vigoroso e persistente, ocorrendo espontaneamente em diversos locais como terrenos,
beira de estrada e pastagens sendo, por este motivo, considerada como planta daninha
(DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

Cabe destacar o uso antigo de S. microglossa como planta medicinal. Descrita
na primeira Farmacopeia Brasileira, 1* edicdo de 1929, encontra-se, hoje, inserida na
Relagao Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS, RENISUS de 2008.
Nesta relagdo, esta elencado espécies vegetais previamente selecionadas pelo seu uso
popular tradicional e que possuem potencial para o prosseguimento de pesquisas
cientificas.

Sobre o uso popular da arnica-do-campo, este se estende as propriedades anti-
inflamatoérias sendo utilizada, também, para o tratamento de pneumonia, hipertensao,
como relaxante muscular e diurética (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2005;
BIESKI et al., 2012).

Com o intuito de investigar as propriedades anti-inflamatorias atribuidas a
espécie pelo uso popular, TAMURA e colaboradores (2009) demonstraram que o
extrato hidroalcéolico das partes aéreas de S. chilensis foi capaz de diminuir o
processo inflamatério em modelo de edema de orelha em ratos Wistar.

Em continuidade, LIZ e colaboradores (2008) verificaram que o extrato aquoso
e fracdes provenientes das raizes da espécie inibiram mediadores pro-inflamatoérios,
bem como infiltracdo de leucocitos para o sitio da inflamacdo. Além disso, fragdes
butandlicas e aquosas das raizes da arnica foram efetivas na inibi¢do dos parametros

inflamatorios no modelo de pleurisia induzida (GOULART et al., 2007).

Além disso, a propriedade de analgesia das folhas da espécie foi avaliada
em tendinite de pulso e mao, bem como tratamento de lombalgia. Nestes estudos, os
pesquisadores verificaram que o extrato fluido glicolico foi efetivo tanto no
tratamento da tendinite quanto na lombalgia quando comparados ao grupo placebo em
que o extrato glicolico das folhas de S. chilensis foi substituido por propilenoglicol
(da SILVA et al., 2010; da SILVA et al., 2015).

Substancias fendlicas, tais como flavondides, tém sido amplamente estudadas
pela comunidade cientifica e tais estudos sdo norteados, principalmente, pela grande

capacidade antioxidante que estes compostos apresentam (ALMEIDA et al., 2016;
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PANAT et al., 2016). Mediante o exposto, SABIR e colaboradores (2012) avaliaram
o potencial antioxidante das folhas de S. microglossa, assim como a atividade
hepatoprotetora pela indugao da lesao por paracetamol. Neste estudo, verificou-se que
o extrato etandlico das folhas, das quais foram isoladas rutina, quercetina e acido
gélico, possui alta capacidade de reduzir a peroxidagdo lipidica, além de reduzir os
niveis de TGO e TGP apo6s administracdo do extrato em animais pré-tratados com
paracetamol.

O efeito hipolipidémico das partes aéreas de S. chilensis ¢ do flavonoide
isolado, quercetina, foi demonstrado experimentalmente por ROMAN e
colaboradores (2015). Tanto extrato hidroalcéolico quanto a quercetina reduziram
os valores dos triglicérides nos ratos de forma semelhante ao controle positivo,
sinvastatina, apontando para a possibilidade de prevencao de hipercolesterolemia e
protecao contra aterosclerose. Além disso, MELO e colaboradores (2011)
observaram que extrato hidroalcéolico das folhas de S. chilensis possui efeitos sobre
a homeostase da glicose em camundongos obesos contribuindo para a prevencao da
resisténcia a insulina associada a obesidade.

Orientados pelo uso popular de S. chilensis para tratamento de desordens
gastricas, BUCCIARELI e colaboradores (2010) utilizaram o modelo de lesdo
gastrica em camundongos, induzida por etanol, para constatar que as inflorescéncias
foram efetivas em reduzir as lesdes nos animais. De forma semelhante, as folhas
também sao detentoras das propriedades gastroprotetoras como verificado no estudo
realizado por DE BARROS e colaboradores (2016). Ainda, neste ultimo estudo,
demonstraram que dois flavonoides isolados, quercetrina e afzelina, possuem a

mesma atividade evidenciada pelo extrato das folhas.

Em continuidade a atividade gastroprotetora, a solidagenona, diterpeno
labdano isolado das raizes de S. chilensis, tem sido amplamente avaliada. Os
resultados apresentados na literatura apontam a prote¢do da mucosa gastrica apos
inducdo de lesdes por diversos agentes, tais como etanol, Aspirina®. Ainda,
derivados semi-sintéticos da solidagenona também apresentaram a mesma atividade,
sendo esta atribuida a presenca do anel furano no esqueleto da molécula, uma vez
que os derivados que nao possuiam este anel ndo apresentaram atividade
(RODRIGUEZ et al., 2002; SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2002; RODRIGUEZ
et al., 2005; RODRIGUEZ et al., 2005b).

17



Sao poucos os estudos que descrevem a composi¢ao quimica desta espécie. Em
relacdo aos constituintes presentes nas raizes de S. microglossa, a literatura descreve a
presenca de diterpeno solidagenona (16), porém sao poucos os estudos fitoquimicos
relacionados a esta parte da planta. Das folhas, além do estudo da composicao do 6leo
essencial com o isolamento de monoterpenos como o o- pineno (17), limoneno (18) e
linalol (19); sesquiterpenos como o germacreno D (20) e a-humuleno (21) e diterpenos
como pumiloxido (22) e fitol (23). Das partes aéreas, flavonoides e outros compostos
fenolicos ja foram isolados e identificados, a saber: quercetina (24), rutina (25) e
quercetrina (26) (Figura 8). Ainda, os acidos galico (27) e clorogénico (28) também
foram metabolitos isolados das partes aéreas do vegetal. Em seu trabalho,
GASTALDO (2013) isolou e identificou a mistura de a-amirina (29) e bauerenol (30)
nas folhas da espécie. (GOULART et al., 2007; LIZ et al., 2008; SABIR et al., 2012;
GASTALDO, 2013; CATARINO et al., 2015).
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Figura 8: Substancias isoladas e identificadas de S. microglossa.
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Nao ha estudos a respeito da atividade esquistossomicida tanto do extrato bruto
quanto dos constituintes das raizes de S. microglossa confirmando, assim, o carater

inédito deste estudo.
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Outra espécie vegetal, descrita na Farmacopeia 1* edicdo (1929) e também
empregada na medicina popular brasileira para o tratamento de varias enfermidades ¢ a
espécie Aristolochia cymbifera (Aristolochiaceae). Por meio da produgdo de seus
metabolitos secundarios, especialmente terpenos e lignanas, torna-se promissora no

estudo da atividade esquistossomicida.

1.4 Familia Aristolochiaceae, o género Aristolochia e a espécie Aristolochia

cymbifera

A familia Aristolochiaceae constitui-se como uma grande familia de espécies
vegetais, compreendendo cerca de 450 a 600 espécies dentre as quais, o género
Aristolochia ¢ a maior detentora de espécies (PACHECO et al, 2009; DO
NASCIMENTO et al., 2010; HOLZBACH et al., 2010).

Neste género, compreendido por cerca de 500 espécies vegetais distribuidas em
diversas regides do planeta, verifica-se a presenca caracteristica de plantas herbaceas,
arbustos e subarbustos. Cultivadas como espécies ornamentais, tais plantas tém sido
amplamente utilizadas na medicina tradicional contra desordens estomacais,
abortifaciente, expectorantes, sedativa, tratamento de feridas e doengas de pele, além
para o tratamento de vermes intestinais (MESSIANO et al., 2008; PACHECO et al.,
2009; DHOUIOUI et al., 2016).

Estudos fitoquimicos de plantas pertencentes a familia Aristolochiaceae denotam
que a rota biossintética de metabolitos secundarios esteja direcionada para a biossintese
de lignanas e terpenos, em particular, porém outras classes também podem ser
encontradas, tais como alcaloides, flavonoides e cumarinas (LOPES et al., 1987; SHI et
al., 2004; PACHECO et al., 2009).

Nas tabelas 3 e 4, encontram-se alguns destes metabolitos secundarios isolados e
identificados de espécies do género Aristolochia das partes aéreas e caules,
respectivamente, publicados na literatura cientifica no periodo de 1988 a 2016

disponibilizados na plataforma de busca Scopus.
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Tabela 3: Compostos isolados ¢ identificados das partes aéreas de espécies de Aristolochia.

Espécie Estrutura Composto Referéncia
SO
ﬁ; Kusonokinina
Acido copélico
Aristolochia MESSIANO et
malmeana al., 2008
Fargesina
Cubebina
<Z O Acido aristoloquico
‘O I DESAI et al.,
A. indica il 2014
<chH>2 Acido aristoloquico
O II

21



Tabela 4: Compostos isolados e identificados dos caules e raizes de espécies de Aristolochia.

Espécie Estrutura Composto Referéncia
Kusonokinina
Aristolochia MESSIANO et
Hinoquinina
malmeana al., 2008
Acido kolavénico
Asarinina
- Acido LOPES e
Aristolochia galeata populifolico BOLZANL 1988
OH
H? > Kolavenol
Licarina A
O/\O
Aristolochia H%H Sesamina NASCIMENTO c
pubensces | ° LOPES, 1999
O\/O
J@j%H Eudesmina
" “ Aristolactama E
A. elegans SHI et al., 2004

Aristolactama F
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Das espécies pertencentes ao género Aristolochia, a espécie Aristolochia
cymbifera (Figura 9) conhecida na medicina popular brasileira como cip6-mil-homens e
jarrinha,e uma planta trepadeira de uso popular entre a populagdo. Ainda, encontra-se
listada na Farmacopeia Brasileira 1* edi¢do de 1929 (BRANDAO et al, 2008;
SARTORELLI et al., 2010).

Figura 9: Foto da espécie A. cymbifera. Fonte: Autora

Tanto os potenciais fitoquimico quanto bioldgico dessa espécie vegetal ainda sao
pouco explorados cientificamente com escassos trabalhos cientificos apresentados na
literatura. No trabalho realizado por ALVIANO e colaboradores (2008), demonstrou-se
que o extrato hidroalcéolico das raizes de A. cymbifera possui atividade antimicrobiana
frente a bactérias bucais Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis,
Fusobacterium nucleatum, Streptococcus mutans € Lactobacillus casei.

A fim de avaliar a atividade tripanocida dos metabolitos de A. cymbifera,
SARTORELLI e colaboradores (2010) realizaram o fracionamento cromatografico do
extrato metandlico das folhas culminando, assim, no isolamento das lignanas
epieudesmina, kusonokinina, sesamina, hinoquinina, fargesina, além do diterpeno acido
copalico. Quanto ao ensaio antiparasitario, verificou-se que o acido copalico ¢ a
kusonokinina possuem expressiva atividade frente as formas tripomastigota de
Trypanossoma cruzi com ICso de 39,57 uM e 51,51 uM, respectivamente.

Em relagdo aos metabolitos secundérios isolados desta espécie vegetal, evidencia-
se a rota biossintética para a producdo de lignanas e terpenos, em especial, como

demonstra a literatura através das publicagdes cientificas. Neste contexto, as lignanas ja
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isoladas e identificadas da espécie sdo: cubebina (31), hinoquinina (32), fargesina (33),
epieudesmina (34), sesamina (35), kusonokinina (36); diterpenos: acido populifélico
(37), acido epi-populifdlico (38), acido oxo-populifolico (39), acido copalico (40) e
kolavenol (41) e compostos nitrogenados: alantoina (42), magnoflorina (43) e &cido
aristoloquico (44) (Figura 10) (LOPES & BOLZANI, 1988; WU et al., 2005
SARTORELLI et al., 2010).
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Figura 10: Substancias isoladas e identificadas de A. cymbifera.
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Diante do exposto, pode-se afirmar que as plantas representam uma promissora
fonte para a descoberta de prototipos de farmacos para o tratamento de diversas
doencas. Desse modo, as espécies vegetais S. microglossa e A. cymbifera conhecidas
pelo uso popular na medicina popular brasileira, em especial como anti-helmintica,
através da producao de terpenos e lignanas tornam-se grandes potenciais para o estudo
da atividade esquistossomicida. Vale destacar que ndo ha estudos relacionando a
atividade frente a vermes adultos de S. mansoni, confirmando o carater inédito deste

trabalho.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo geral avaliar a atividade esquistossomicida

in vitro do extrato bruto e compostos isolados das raizes de S. microglossa e A.

cymbifera.

Para estes propdsitos, os objetivos especificos do trabalho sao:

Produzir o extrato bruto das raizes de S. microglossa e A. cymbifera;
Avaliacao da citotoxicidade dos extratos brutos
Avaliar a atividade esquistossomicida in vitro dos extratos brutos

Isolar, purificar e identificar compostos presentes nos extratos brutos
produzidos;

Avaliar a atividade esquistossomicida dos compostos isolados das

raizes de S. microglossa e A. cymbifera.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Intrumentac¢io e materiais cromatograficos.
Para a realizagdo deste trabalho, foram utilizados os seguintes equipamentos no
Nucleo de Identificagdo e Pesquisa em Principios Ativos Naturais (NIPPAN) e
CentralBio da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora

(UFJF):

- Rotaevaporador RII Buchi;

- Bomba V-700 Buchi;

- Camara U.V. SL-204 (A= 254 ¢ 366 nm);

- Estufa com circulagao de ar (Solab SL 102);

- Balanga AY220 Marte;

- Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) Waters®
- Cromatografo Gasoso Acoplado a Espectrometria de Massas (CG-EM) Shimadzu®

Para a realizagdo dos processos cromatograficos, solventes com diferentes

graus de pureza foram utilizados:

- Para a extracdo do material vegetal e demais sistemas cromatograficos utilizaram-se
solventes de grau P.A., das marcas Vetec, Cromato Produtos Quimicos LTDA,
Quemis, Isofar e Alphatec.

- Para a realizacdo do processo em CLAE e CG-EM utilizaram-se solventes
ultrafiltrados, grau HPLC, das marcas Alphatec e JTBaker.

- Para a obtencdo dos espectros de RMN 'H e '*C das substancias isoladas utilizou-se

cloroférmio deuterado (Cambridge Isotope Laboratories).

Em relagdo aos tipos de fases estacionarias empregadas durante os processos
cromatograficos, estas foram selecionadas de acordo com a separagao pretendida:
- Para a realizagdo de cromatografia em camada delgada (CCD), utilizara-se
cromatofolhas de silica gel 60 GF254 (Merck). A revelacdo das mesmas foi obtida
através de irradiacdo no UV (254 e 366 nm), bem como de reveladores quimicos,
solucdo de anisaldeido sulfurico ou vanilina sulfurica.

- Para a realizagdo de cromatografia liquida a vacuo (CLV) utilizaram-se como
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adsorventes silica gel 60H (Merck) e silica gel 60 (Merck), na propor¢ao de 1:1 (m/m),
utilizando-se coluna de vidro com 10 cm de diametro e 30 cm de altura, possuindo placa
sinterizada.

-Para cromatografia em coluna cléssica (CC) utilizou-se como adsorvente silica gel
(particulas de 40-63 pum, Aldrich) e colunas de vidro de diferentes alturas e didmetros.

- Para cromatografia em coluna flash (CF) utilizou-se como adsorvente silica gel 60
(particulas de 15-40 um, Merck) empregando-se coluna de vidro com 5 cm de didmetro
e 15 cm de altura.

- Para cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizou-se coluna analitica de
fase reversa (Sun FireTM Cis; 4,6 x 250 mm; 5 pm), na presenca de coluna guarda (Sun

FireTM C18; 4,6 x 20 mm; 5 pm).

Para a realizacdo do ensaio esquistossomicida, utilizaram-se os seguintes

equipamentos e reagentes:

- Cabine de segurancga biologica;

- Estufa incubadora com CO; Thermo Scientific;
- Vortex QL-901;

- Soro fetal bovino Vitrocell;

- Penicilina/Estreptomicina Vitrocell;

- Meio RPMI 1640 Vitrocell;

3.2 Coleta e identificacio do material vegetal

As raizes de S. microglossa e A. cymbifera foram coletadas no horto da
Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora. As exsicatas das
espécies vegetais encontram-se depositadas no Herbario Leopoldo Krieger da UFJF,

sob o numerode tombo 64488 e 50054, respectivamente.

3.3 Obtencao dos extratos brutos das raizes de S. microglossa e A. cymbifera

Apbs a coleta, as raizes de S. microglossa e A. cymbifera foram secas e
estabilizadas em estufa de ar quente e circulante a 40°C e, posteriormente, submetidas

a moagem em moinho de facas para pulverizagao das mesmas. Adiante, os p6s obtidos
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foram submetidos a extracdo por maceragdo utilizando etanol:dgua (8:2 v/v) como
solvente extrator.

As solugdes hidroalcoolicas, filtradas, foram concentradas com auxilio de
rotacvaporador e os extratos concentrados foram transferidos para frascos,
previamente pesados, para a completa evaporacao do solvente organico. Apds tais
procedimentos, foram obtidos 15 g do extrato hidroalcéolico das raizes de S.

microglossa (Sm-R) e 40 g do extrato hidroalcéolico das raizes de A. cymbifera (Ac).

3.4  Analise por Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia (CLAE)

As andlises dos perfis cromatograficos dos extratos brutos e substancias
isoladas de Sm-R e Ac foram realizadas em cromatografo analitico da Waters®. As
analises foram realizadas usando coluna analitica de fase reversa Cig (4,6 mm x 250
mm, Sum). Como eluentes da fase moével utilizou-se uma fase binaria composta de A:
agua e 0,1% de acido fosférico e B: metanol com gradiente de polaridade da fase
movel de 40-100% de B em 40 minutos. Os extratos, assim como as substancias, foram
solubilizados em metanol na concentragio de 2mg/mL, filtrados em filtro de
membrana de celulose de 0,45 um e uma aliquota de 30 pL foi injetada no
cromatografo com vazao de 1 mL/min. A deteccao do DAD realizada em varredura de

190 a 400 nm.

3.5  Analise por Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de

massas.

Com o intuito de avaliar o perfil cromatografico de algumas das fracdes
provenientes do fracionamento das raizes de Sm-R, empregou-se a cromatografia em
fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) para tal finalidade. Para
isto, foi utilizado o aparelho Shimadzu CG-MS QP2010 com autoinjetor AOC-20i
acoplado a espectrometro de massas CG-MS QP2010 Plus. Foi utilizada a coluna
capilar Rtx®-5MS (5% fenil, 95% metilpolisiloxano; 30 m x 0,25 mm x 0,25pum),
empregando-se hélio como gés de arraste em fluxo de 1 mL/min. A temperatura inicial
da coluna foi de 150°C obedecendo-se a seguinte programag¢ao de temperatura: 150°C

por 2 minutos; rampa de aquecimento de 12,5°C/min até 200°C com patamar mantido
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por 2 minutos; rampa de 20°C/min até 280°C com patamar mantido até completados 30
minutos de corrida. A razdo de split foi de 1: 20 e o volume injetado na coluna capilar
foi de 1 pL. J4 a temperatura da fonte de ionizagdao por impacto eletronico (70eV) foi

de 280°C.

3.6 Fracionamento do extrato Sm-R

Com o intuito de realizar a separacdo inicial dos constituintes quimicos
presentes no extrato bruto, 15 g do extrato Sm-R foram submetidos a CLV. Para isso,
foi realizada uma pastilha com o extrato e o mesmo foi aplicado em uma coluna de vidro de
10 cm de diametro interno e 30 cm de altura, empacotada com 300 g de silica gel,
correspondendo a 10 cm de altura de fase estacionaria. A fase movel utilizada nesse
procedimento iniciou-se com hexano (Hex) seguido pela mistura binaria de
hexano:acetato de etila (Hex:AcOEt) em gradiente de polaridade crescente e finalizada
com metanol (MeOH) como apresentado na tabela 7. Durante a realizagdo deste
método cromatografico, 9 fragdes com volume de 2000 mL foram coletadas e

numeradas (Tabela 5).

Tabela 5: Fragdes obtidas por CLV do extrato Sm-R.

Fase Movel (proporgoes v/v) Fracoes Massas (g)

Hex:AcOEt (99:1) Sm-R [ 0,217
Hex:AcOEt (95:5) Sm-R II 1,670
Hex:AcOEt (90:10) Sm-R 11 1,045
Hex:AcOEt (85:15) Sm-R IV 1,217
Hex:AcOEt (75:25) Sm-R V 1,250
Hex:AcOEt (50:50) Sm-R VI 2,167
Hex:AcOEt (25:75) Sm-R VII 0,750

AcOEt (100) Sm-R VIII 1,510

MeOH (100) Sm-R IX 3.998

Para a continuidade dos processos cromatograficos, a fracao selecionada foi a
Sm-R IV que, de acordo com as andlises em CCD, apresentava pouca complexidade
quanto aos constituintes, além de uma mancha majoritaria de facil separagdo. Ainda,
verificou-se a presen¢a de uma mancha majoritaria na fragdo Sm-R III e por isso foi

submetida a8 CG-EM e de RMN de 'H e 13C.
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3.6.1 Fracao Sm-R IV

A fracdo Sm-R IV (1.2 g) foi submetida a uma coluna cléssica (CC) empacotada
com silica gel resultando em uma altura de empacotamento de aproximadamente 18 cm.
A fase movel utilizada foi Hex:AcOEt em grau crescente de polaridade. Ao final, foram
recolhidas 10 subfra¢des que, ap6s analise em CCD, foram reagrupadas em 6 fragdes

(Tabela 6).

Tabela 6: Subfracdes obtidas por CC da fragdo Sm-R V.

Fase Movel (propor¢oes v/v) Fracoes Massas (g)
Hex:AcOEt (95:5) Sm-R 1V 1 0.11
Hex:AcOEt (93:7) Sm-R IV 2 0.02
Hex:AcOEt (85:15) Sm-R1V 3 0.01
Hex:AcOEt (70:30) Sm-R1V 4 0.20
Hex:AcOEt (50:50) Sm-RIV 5 0.43
Hex:AcOEt (30:70) Sm-R 1V 6 0.05

Em seguida, as fragdes foram analisadas em CCD e verificou-se na subfragao
Sm-R IV 6, dentro das condigdes de analises empregadas, a presenga de uma Unica
mancha. Logo, esta substancia foi submetida 8 CG-EM e RMN de 'H e *C.

O esquema simplificado dos processos cromatograficos pode ser visualizado na

figura 11.
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Figura 11: Fluxograma simplificado do isolamento das substancias de Sm-R.
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3.7 Fracionamento do extrato Ac

Objetivando-se o fracionamento inicial das substancias presentes no extrato
bruto, 40 g de Ac foram submetidos a CLV. Para isto, a coluna foi empacotada com
silica gel com altura final de empacotamento de aproximadamente 10 cm. Para a
eluigdo, inicialmente foi utilizado Hex seguido pela mistura Hex:AcOEt e, por fim,
AcOEt:MeOH, em grau de polaridade crescente. Ao final deste processo, 13 fragdes de
1000 mL foram coletadas e, posteriormente, reunidas em 8 fragdes (Tabela 7) de acordo

com a semelhancga do perfil cromatografico visualizada em CCD.
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Tabela 7: Fracdes obtidas por CLV do extrato Ac.

Fase Mdvel (propor¢oes v/v) Fracoes Massas (g)
Hex Ac 1 2,55
Hex:AcOEt (90:10) Ac?2 10,86
Hex:AcOEt (80:20) Ac3 4,67
Hex:AcOEt (70:30) Ac4 0,85
Hex:AcOEt (70:30) Ac 5 3,46
Hex:AcOEt (50:50) Ac 6 1,38
Hex:AcOEt (30:70) Ac7 1,64
AcOEt (100)

AcOEt:MeOH (50:50) Ac3 2,71

Para prosseguimento dos processos cromatograficos, as fragdes foram escolhidas

mediante analise em CCD, bem como quantidade obtida e complexidade da amostra

quanto aos constituintes quimicos.

3.7.1 Fracao Ac2

A fragdo Ac 2 (10 g) foi submetida a CLV empacotada com silica gel resultando

em uma altura de silica de aproximadamente 6 cm. Como fase movel foi utilizada Hex e

Hex:AcOEt em grau crescente de polaridade. Ao final, 9 subfragcdes de 1000 mL foram

recolhidas e, ap6s analise em CCD, reunidas em 6 subfragdes (Tabela 8).

Tabela 8: Subfracoes obtidas por CLV da fracao Ac 2.

Fase Movel (proporcoes v/v) Subfracoes Massas (g)
Hex (100)

Hex:AcOEt (98:2) Ac2-a 0,031
Hex:AcOEt (95:5) Ac 2-b 2,15
Hex:AcOEt (93:7) Ac 2-c 3,63
Hex:AcOEt (90:10) Ac2-d 1,69
Hex:AcOEt (85:15) Ac 2-¢ 1,62
Hex:AcOEt (70:30) Ac 2-f 031

AcOEt (100)

Em seguida a andlise das fragdes em CCD, verificou-se a presenca, nas
condicoes utilizadas, de uma unica mancha na subfracdo Ac 2-d. Sendo assim, tal

substancia foi submetida a analise em CLAE e RMN de 3C.
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3.7.2 Fracido Ac5

A fracdo Ac 5 (3,46 g) foi submetida a cromatografia em coluna flash (CCF)
empacotada com 180 g de silica gel, sendo a altura final da silica de aproximadamente
15 cm. A fase movel utilizada foi a mistura bindria de diclorometano (DCM) e AcOEt
em grau crescente de polaridade. Foram recolhidas 106 subfra¢des de 25 mL agrupadas

posteriormente em 5 subfragdes apos analise em CCD (Tabela 9).

Tabela 9: Subfragdes obtidas por CCF da fragcdo Ac 5.

Fase Movel (proporcoes v/v) Subfracoes Massas (g)
DCM:AcOEt (95:5) Ac 5-a 0,42
DCM:AcOEt (93:7) Ac 5-b 0,21
DCM:AcOEt (93:7) Ac 5-c 0,56
DCM:AcOEt (90:10) Ac 5-d 0,90
DCM:AcOEt (80:20) Ac 5-e 1,00

Para o prosseguimento do processo de separagdo cromatografico, a subfracao Ac
5-c, por apresentar o melhor perfil de separagdao entre as substancias em CCD, foi
submetida a CCF. Para tanto, a coluna foi empacotada com 27 g de silica gel com altura
de empacotamento de 15 cm, aproximadamente. A fase movel utilizada foi
DCM:AcOEt (97:3). Foram recolhida 21 subfracdes de 25 mL, as quais foram

agrupadas em 5 subfragdes posteriormente a analise em CCD (Tabela 10).

Tabela 10: Subfragdes obtidas por CCF da subfracao Ac 5-c.

Fase Movel (proporcoes v/v) Subfracoes Massas (g)
DCM:AcOEt (97:3) Ac 5-c 0,007
DCM:AcOEt (97:3) Ac 5-cu 0,020
DCM:AcOEt (97:3) Ac 5-cm 0,014
DCM:AcOEt (97:3) Ac 5-cv 0,385
DCM:AcOEt (97:3) AcS5-cv 0,071

Em seguida a analise das fragdes em CCD, observou-se a presenga de uma
mancha apenas na subfragao Ac 5-c 1v, dentro das condigdes cromatograficas utilizadas.
Desta forma, esta substancia foi submetida a analise em CLAE ¢ RMN de 'H e '*C.

O esquema simplificado dos processos cromatograficos pode ser visualizado na

figura 12.
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Figura 12: Fluxograma simplificado do isolamento das substancias de Ac.
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3.8 Avaliacao in vitro da atividade esquistossomicida

A atividade esquistossomicida in vitro dos extratos hidroalcoolicos das raizes
de S. microglossa e A. cymbifera foram avaliadas frente a vermes adultos de S.
mansoni.

Todos os ensaios esquistossomicidas foram realizados no Nucleo de
Enteroparasitas do Instituto Adolfo Lutz em Sao Paulo, sob a coordenacdo e

responsabilidade do Dr. Josué de Moraes.

3.8.1 Animais utilizados e manutencio do ciclo evolutivo do S. mansoni

3.8.1.1 Linhagem do S. mansoni

A linhagem de S. mansoni Sambon, 1907 utilizada neste trabalho foi a BH
(Belo Horizonte, MG), mantida no Nucleo de Enteroparasitas do Instituto Adolfo
Lutz (Sao Paulo, SP). Os parasitos foram mantidos em caramujos Biomphalaria
glabrata Say, 1818 (hospedeiro intermediario) e hamsters Mesocricetus auratus
Waterhouse, 1839 (hospedeiro definitivo).

Todos os experimentos foram autorizados pelo Comité de Etica do Instituto

Adolfo Lutz, em Sao Paulo.

3.8.1.2 Manutenciao do ciclo evolutivo de S. mansoni

A manuten¢do do ciclo evolutivo de S. mansoni foi feita de acordo com
PELLEGRINO E KATZ (1968). Os hamsters infectados foram sacrificados em
camara de CO; para a retirada dos ovos infectados do figado e posterior obtengdao dos
miracidios. Os figados foram triturados em liquidificador em solugdo salina 0,85%
(m/v), e a suspensdo dos tecidos homogeneizados foi deixada para sedimentacio
no escuro. O sedimento foi suspenso com agua declorada e exposto a luz para obtengao
dos miracidios. O numero e a viabilidade dos miracidios e cercarias foram
determinados com o auxilio de um estereomicroscépio.

Para a infeccdo do hospedeiro intermediario, B. glabrata, foram utilizados
8 miracidios por caramujo e apds 35 a 40 dias, estes foram expostos a luz artificial
para a eliminagao das cercarias.

Cerca de 150 cercarias foram inoculadas nos hamsters por via subcutanea e
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apos aproximadamente 45 dias, os vermes adultos foram recuperados do sistema

porta hepatico por perfusdo como descrito por SMITHERS & TERRY (1965).

3.8.2 Preparo das amostras para o ensaio

As amostras foram dissolvidas em dimetilsulféxido 100% (DMSO) e
posteriormente, adicionou-se meio “Roswell Memorial Park Institute” (RPMI
1640), esterilizado por filtracdo para obter concentracdo 200 pug/mL dos extratos
brutos em DMSO 0,5% (v/v). O PZQ 10 uM preparado nas mesmas condicdes, foi

utilizado como controle positivo.

3.8.3 Avaliacao da citotoxicidade

A avaliacdo da citotoxicidade dos extratos Sm-R e Ac foi realizada utilizando o
método de coloragdo por cristal violeta (CRUZ et al., 2005) em linhagem de células de

mamifero, células Vero ATCC CCL-81.

3.8.4 Ensaio esquistossomicida in vitro

Os ensaios in vitro com vermes adultos de S. mansoni foram realizados
com machos e fémeas acasalados. Na placa de Petri, os pares de vermes obtidos dos
hamsters, por perfusdo, foram lavados 2 vezes com o meio RPMI 1640 contendo
penicilina 200 U/mL, estreptomicina 200 pg/mL e anfotericina B 2 pg/mL.

Posteriormente, os parasitos acasalados foram transferidos para placas de
cultura de células com 24 pogos contendo 1 casal de verme, por poco, em 2 mL do
meio RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino e tamponado com
HEPES 25 mM (DE MORAES et al., 2013).

Diferentes concentracdes das amostras foram diluidas no meio de cultura antes
da adicdo dos parasitos, sendo que a concentracdo final de DMSO nio foi superior a
0,5%. O PZQ (10 uM) foi utilizado como controle positivo e os pogos contendo somente
meio de cultura, RPMI 1640, ¢ meio com DMSO 0,5% foram usados como
controle negativo.

As culturas foram mantidas em estufa a 37°C, em atmosfera de COz a 5%
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(Thermo Scientfic-Revco®) e foram monitoradas diariamente por 5 dias, com o
auxilio de um microscopio invertido e um estereomicroscopio (SMZ 1000, Nikon).

Para avaliar a toxicidade dos extratos e substancias isoladas sobre o S.
mansoni foram considerados os seguintes parametros: atividade motora (motilidade),
contracdo muscular, alteracdes morfologicas no tegumento e oviposicdo (MORAES,
2012b).

A reducdo da atividade motora e as alteracdes morfologicas foram
qualitativamente avaliadas como “leve” ou “significativa”. Para a andlise da atividade
motora utilizou-se um estereomicroscopio, enquanto que, para as alteragdes
morfologicas, um microscopio invertido, usando técnica de campo claro ou contraste
de interferéncia foi utilizado.

A mortalidade dos vermes foi julgada pela auséncia de movimentos durante 2
minutos. No término do periodo de incubagdo (5 dias) ou ocorréncia de morte,

os parasitos foram fixados e analisados em microscopia confocal.

3.8.5 Avaliaciao da oviposicao

Durante 120 h, os vermes adultos acasalados foram incubados em placas de 24
pogos contendo os compostos ou extratos em meio RPMI com soro fetal bovino a 10 %
a 37° C, em atmosfera de CO2 a 5%. O numero de ovos foi contado diariamente com

auxilio de um estereomicroscopio.

O esquema simplificado da avaliagdo da atividade esquistossomicida in vitro

pode ser visualizado na figura 13.
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Figura 13: Esquema simplificado do ensaio esquistossomicida in vitro dos extratos
Sm-R e Ac.
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3.8.5.1 Analise morfolégica do tegumento dos vermes adultos utilizando

microscopia confocal

O efeito dos extratos Sm-R e Ac sobre o tegumento de vermes adultos de
S. mansoni foi monitorado com microscopio confocal de varredura a laser (Laser
Scanning Microscopy, LSM 510 META, Carl Zeiss Inc, Standort Gottingen, Vertrieb,
Deutschland).

Os parasitos foram fixados em solugdo AFA e monitorados, com captura de
imagens, no microscopio usando os filtros de 488 nm (excitagcdo) e 505 nm (emissdo). A
solucdo AFA consiste em uma mistura de acido acético glacial, formaldeido, etanol (95%)
e agua destilada nas proporgoes, respectivamente (v/v): [2: 9: 30: 59].

Durante a andlise microscopica foram capturadas imagens tridimensionais
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usando o software LSM Image Browser (Zeiss) (Figura 14) DE MORAES et al., 2012;
DE MORAES et al., 2014.

Figura 14: Tegumento intacto do S. mansoni.

Imagens tridimensionais da regido dorsal de um macho de Schistosoma mansoni. Local onde ¢ avaliado o
efeito das amostras no tegumento. O parasito, mantido em meio RPMI, ¢ fixado em solugdo AFA apos
120 horas ou ocorréncia de morte. A: visdo geral da regido anterior do helminto mostrando, em vermelho,
os tubérculos. Barra = 500 um. B: imagem aumentada da regido dorsal que esta marcada em vermelho na
imagem A. A e B: imagens tridimensionais, obtidas de microscopio confocal de varredura a laser (LSM
510, META, Zeiss). Em A notar a presenga das ventosas oral (Vo) e ventral (Vv). Em B notar os
tubérculos (Tu). Fonte: DE MORAES (2012).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise em CLAE-DAD do extrato Sm-R

A andlise de substancias presentes em um extrato bruto complexo requer,
primeiramente, a separacdo efetiva destas para, em seguida, permitir a sua detec¢do.
Nos dias atuais, a CLAE tem sido reconhecida como uma das técnicas mais versateis e

eficientes para esta finalidade (WOLFENDER, 2009).

Sendo assim, o extrato bruto Sm-R foi submetido a CLAE-DAD e seu perfil
cromatografico em 240 nm pode ser verificado na figura 15, tal como o espectro de UV

(Figura 16) dos picos majoritarios e seus respectivos tempos de retencdo (7).

Figura 15: Anélise cromatografica e espectro de UV do extrato bruto Sm-R em CLAE-
DAD.
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Perfil cromatografico de Sm-R obtido em 240 nm em CLAE-DAD. Fase movel binaria consistiu em
gradiente de elui¢do composta de H>O (0,1% H3PO4) e MeOH em gradiente linear de 40 a 100% de
MeOH em 40 minutos. Utilizou-se coluna de fase reversa Cis (4,6 mm x 250 mm, Sum) e fluxo de 1
mL/min.
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Figura 16: Espectros de UV dos picos majoritarios do extrato bruto Sm-R em CLAE-
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Espectro de UV dos picos majoritarios obtidos nos tempos de retencao de 24,188; 25,330; 29,325;
29,669; 31,123; 31,564 minutos.

A andlise do perfil cromatografico de Sm-R demonstra uma composicao quimica
complexa do extrato. No cromatograma, observa-se que os picos eluiram-se em tempos
de retencao muito préoximos sugerindo, assim, uma possivel similaridade quimica entre
as substancias. Ainda, infere-se que as principais substancias possuem de média a baixa
polaridade como ¢ caracteristico dos terpenos biossintetizados pela espécie, visto que o
tempo para a elui¢do estd proximo a porcentagem maxima do solvente organico

(metanol) utilizado para realizar a eluicao.

Em adicdo, a analise dos espectros absorcao de ultravioleta dos picos
majoritarios permite relaciona-los a compostos que apresentam grupos cromoéforos, pela
presenca de bandas médias de absor¢do com Amsx acima de 200 nm, o que indica, em

geral, a presenga de um sistema aromatico (WOLFENDER, 2009; PAVIA et al., 2010).

4.1.1 Identificaciao estrutural das substiancias de Sm-R
4.1.2 Fracao Sm-R III

ApoOs a realizacdo da VLC, a fragdo Sm-R III apresentou-se como um sélido
branco e, apds andlise em CCD, foi verificada a presenca de uma mancha majoritaria
nas condi¢des cromatograficas utilizadas. Posto isto, a fragdo Sm-R III foi submetida a
técnicas de CG-EM e, posteriormente, a RMN de 'H e '3C para elucidacgdo estrutural da
substancia.

O cromatograma obtido da fracdo Sm-R IIl em CG-EM (Figura 17) demonstrou

a presenca de 1 pico principal, 2 picos minoritarios € 3 outros presentes. Os tempos de
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retengdo proximos podem indicar uma possivel similaridade entre os pesos moleculares
dos constituintes quimicos desta fracao.

De acordo com o banco de dados NIST, o espectro de massas da figura 18,
referente ao pico de 7r de 27,920 minutos, sugere a presenca de uma substancia de
formula molecular C30Hs0O com indice de similaridade de 84% para a a-amirina. Em
adi¢do, € possivel verificar no espectro a presenca do pico base em 218 m/z, além do ion
molecular em 426 m/z. H4 destaque, também, para os sinais de maiores intensidades em
m/z 189 e 203 e que, de acordo com os dados publicados na literatura, apontam o padrao
tipico de fragmentagdo para triterpenos do esqueleto de a-amirina (Figura 19)

(FERNANDES et al., 2013; FINGOLO et al., 2013, JEMMALI et al., 2016).

Figura 17: Cromatograma da fracdo Sm-R III em CG-EM.
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Perfil cromatografico de Sm-RIII obtido em CG-EM. Utilizou-se hélio como gas de arraste a uma vazao
de 34,6 mL/min. A temperatura do injetor foi de 250° C e o volume de inje¢do de 1,0 mL/min. A
temperatura do forno foi programada 150°C por 2 minutos; rampa de aquecimento de 12,5°C/min até
200°C com patamar mantido por 2 minutos; rampa de 20°C/min até 280°C com patamar mantido até
completados 30 minutos de corrida. Coluna capilar Rtx®-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25pum).

Figura 18: Espectro de massas do pico 2 da fragdo Sm-R III obtido por CG-EM.
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Espectro de massas do pico de Tz = 27,920 min. do cromatograma da fragdo Sm-R III. Espectro de
massas por impacto eletrénico 70e V.
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Figura 19: Estrutura quimica da a-amirina.

Em relacdo ao espectro de RMN de 'H (Figura 20), foi possivel observar sinais
na regido entre 6 0,7 e 1,7 ppm correspondentes aos hidrogénios metilicos, metilénicos e
metinicos. Verifica-se, também, um sinal em 6 3,2 ppm referente ao hidrogénio da
hidroxila diretamente ligada ao carbono C-3 e um conjunto de sinais entre o 5,12 ¢ 5,14

ppm referentes aos hidrogénios olefinicos do composto.

No espectro de RMN de '*C (Figura 21) foi possivel observar alguns dos sinais
caracteristicos do composto e que permitiram a identificacdo da a-amirina (Tabela 11).
Além disso, foi possivel observar um sinal em & 79,4 ppm atribuido ao carbono C-3, o
qual possui uma hidroxila ligada na posicao B e encontra-se mais desblindado devido ao
efeito eletronegativo do oxigénio. Sinais caracteristicos dos carbonos de hibridizacao
sp’ foram observados em & 124,5 ppm (C-12) e 139,5 ppm (C-13) e os demais sinais
referentes aos carbonos metilicos, metilénicos e metinicos sdo observados entre 6 13,3 a

59,2 ppm (JEFFREYS et al., 2016).
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Tabela 11: Dados de RMN de °C (500 MHz, CDCl5) da o-amirina.

o-amirina
Carbono 8 experimental O literatura*
1 38,1 38,8
5 27.8 274
3 79,4 79,4
4 39,0 39,0
5 55,0 55,5
: 18.5 18,6
7 32,5 32,8
8 413 40,0
9 483 47,8
10 37,0 37,1
1 238 23,7
2 124,5 125,3
13 139,7 139.6
14 41,6 41,9
5 28,2 28,6
16 26,3 26,3
17 33,8 33,5
18 59,2 59,9
19 38,9 39,0
20 39,8 40,0
21 314 31,3
2 41,6 41,9
23 29,0 28,3
24 15,7 15,7
25 15,8 15,8
26 16,9 17,0
27 23,5 23,9
28 28,8 28,3
29 16,9 17,0
30 21,5 21,8

* JEFFREYS etal., 2016; 6 ppm, CDCI



Figura 20: Espectro de RMN de 'H da fragio Sm-R III (500 MHz, CDCl5).
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Figura 21: Espectro de RMN de !°C referente aos sinais de o—amirina presente na fragio Sm-R III (500 MHz, CDCI3).
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Estudos anteriores j& evidenciaram o isolamento e identificagdo de a-amirina de
outras espécies vegetais. Entre estas, plantas pertencentes ao género Pouteria e
Manilkara (Sapotaceae), Vitex (Verbenaceae), Vernonia (Asteraceae) e Trichogonia
(Asteraceae). Em relagdo a espécie S. microglossa, GASTALDO (2013) isolou e
identificou a a-amirina das partes aéreas da planta. Sobre as raizes, esta ¢ a primeira vez
em que a a-amirina ¢ isolada e identificada.

Inimeras atividades biologicas ja foram descritas para o-amirina e sua forma
isomérica B-amirina, a saber: anti-inflamatoria, gastroprotetora, atifungica, antiviral e
inseticida. Em um estudo de docking, foi atribuida a a-amirina a propriedade de inibi¢ao
tumoral e da enzima COX-2. Além disso, RODRIGUES e colaboradores (2013)
atribuiram a mistura de o ¢ B-amirinas presentes no extrato de Protium spruceanum a
atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva verificadas em seu estudo (MOREIRA et
al., 2013; ROFRIGUES et al., 2013; YOUSEFBEYK et al., 2014; RANJBAR et al.,
2016).

Porém, até o momento, ndo ha estudos na literatura que relacionem o—amirina a

atividades esquistossomicida.
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Verifica-se, ainda, no cromatograma de CG-EM da fracdo Sm-R III a presenga
de um pico majoritario no 7z de 30,688 minutos. A comparacdo do espectro de massas
(Figura 22) obtido deste pico com os dados ja descritos na literatura permite inferir que
a substancia em analise ¢ o triterpeno pentaciclico bauerenol (Figura 23), visto a

presenca do ion molecular em m/z 426 e pico base em m/z 247.

Figura 22: Espectro de massas do pico 6 da fragdo Sm-R III obtido por CG-EM.
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Espectro de massas do pico de Tz = 30,688 min. do cromatograma da fragdo Sm-R III. Espectro de
massas por impacto eletrénico 70 eV.

Figura 23: Estrutura quimica do bauerenol.

Em relagdo ao espectro de RMN de 'H, este apresenta os mesmos deslocamentos
quimicos da a-amirina em razao de serem isomeros de posi¢do. A diferenciacao entre os
triterpenos ¢ evidenciada no espectro de RMN de '*C (Figura 24).

Sendo assim, observam-se os sinais em & 79,4 ppm referente ao carbono C-3
ligado diretamente a hidroxila na posi¢do 3, proporcionando maior desblindagem deste
carbono. Os sinais atribuidos aos carbonos de hibridiza¢do sp’ foram observados em §
116,5 ppm (C-7) e 145, 3 ppm (C-8). Os demais sinais atribuidos aos carbonos
metilicos, metilénicos e metinicos sdo observados entre 6 13,1 a 55,0 ppm (Tabela 12)

(RAGA et al., 2015).
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Tabela 12: Dados de RMN de *C (500 MHz, CDCl5) do bauerenol.

Carbono 0 experimental O literatura®
1 37,0 36,9
2 27,8 27,7
3 79,4 79,0
4 39,0 38,9
5 50,5 50,4
6 243 24,1
7 116,5 116,4
8 145.,4 145,2
9 48,3 48,2
10 35,3 35,3
11 16,9 16,9
12 32,5 32,4
13 37,8 37,7
14 41,3 41,5
15 28,9 28,9
16 37,8 37,7
17 32,1 32,0
18 55,0 54,9
19 35,4 35,3

20 32,1 32,0
21 29,3 29,7
045 31,6 31,5
23 27,6 27,5
24 14,8 14,7
25 13,1 13,0
26 23,5 23,7
27 22,8 22,7
28 39,7 40,0
29 25,7 25,6
30 22,7 22,5

* RAGA etal., 2015; 8 ppm, CDCI



Figura 24: Espectro de RMN de '*C referente aos sinais do bauerenol presente na fragio Sm-R I1I (500 MHz, CDCl5).
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A literatura assinala o isolamento e identificacdo do bauerenol de poucas
espécies vegetais dentre elas 2 espécies de Baccharis (Asteraceae), Cinnamomum
cebuense (Lauraceae), Hoya multiflora (Apocynaceae), Ardisia elliptica e, em relagao
aa espécies do género Solidago, OKANO e colaboradores (1983) o isolou das raizes de
S. altissima e GASTALDO (2013) isolou e identificou o bauerenol das partes aéreas de
S. microglossa. Logo, este ¢ o primeiro relato do seu isolamento e identificacdo das
raizes de S. microglossa (OKANO et al., 1983; FREITAS et al., 2009; RAGASA et al.,
2013; EBAJO et al., 2015).

Assim como s30 escassos os estudos de isolamento do bauerenol, poucos sio os
relacionados as suas atividades biologicas. Como exemplo de suas atividades bioldgicas
esta a atividade em processo inflamatorio agudo e potente efeito analgésico e
antidiarreico quando associado a mistura de a e P-amirinas. Ainda, foi verificada a
capacidade de supressdo da angiogénese quando, também, em mistura de o e f-amirinas

(FREITAS et al., 2009; RAGA et al., 2015).

4.1.3 Subfracao Sm-R1V 5

Apos andlise em CCD da subfracdo Sm-R IV 5, foi possivel observar, dentro
das condigdes cromatograficas utilizadas, a presenga de uma mancha isolada. Sendo
assim, esta subfracdo foi submetida as técnicas de CG-EM e de RMN de 'H e °C ¢

encontra-se em processo de identificagao estrutural.

4.1.4 Subfracio Sm-R1V 6

Em seguida a CC realizada, a andlise em CCD da subfragio Sm-R IV 6
apresentou uma unica mancha dentro das condigdes cromatograficas empregadas. Logo,
esta subfracdo foi submetida as técnicas de CG-EM e de RMN de 'H e °C para
elucidagao estrutural.

O cromatograma procedente da subfracdo Sm-R IV 6 (Figura 25) evidenciou a
presenca de apenas um pico de 73=25,150 minutos dentro das condi¢des
cromatograficas utilizadas. De acordo com o bando de dados NIST, foi sugerido que o
espectro de massas (Figura 26) da substincia possui formula molecular C20H4sO com

indice de similaridade de 84% para o esteroide espinasterol. Observa-se, no espectro, o
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pico base em 271 m/z, bem como o fragmento ion molecular em 412 m/z coerentes com
os dados ja publicados na literatura corroborando com a estrutura do espinasterol

(Figura 27) (KRASTEVA et al., 2008).

Figura25: Cromatograma da subfragdo Sm-R IV 6 em CG-EM.
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Figura 26: Espectro de massas da subfragao Sm-R IV 6 obtido por CG-EM.
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Figura 27: Estrutura quimica do espinasterol.

HO' 3

Em relagio ao espectro de RMN de 'H, foi possivel observar sinais entre § 0,5 e

2,0 ppm atribuidos aos hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos. Observa-se,
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também, um sinal em 6 3,6 ppm referente ao hidrogénio da hidroxila que se encontra
ligada ao carbono C-3, além de um conjunto de sinais entre 6 5,0 ¢ 5,2 ppm
correspondentes aos hidrogénios ligados aos carbonos de hibridizagdo sp’ do composto
(Figura 28).

J4 no de RMN de "*C (Figura 29), observa-se um sinal em § 71,2 ppm
correspondente ao carbono C-3 ligado diretamente a uma hidroxila na posicdo f
contribuindo, desta forma para a desblindagem do mesmo. Os sinais tipicos dos
carbonos de hibridiza¢io sp’ foram observados em & 117,6 ppm (C-7), 129,5 ppm (C-
23), 138,3 ppm (C-22) e 139,7 ppm (C-8). Os sinais referentes aos carbonos metilicos
(C-18, C-19, C-21, C-26, C-27 e C-29) sao observados entre o 12,4 e 21,5 ppm. Os
sinais referentes aos carbonos metilénicos (C-1, C-2, C-4, C-6, C-11, C-12, C-15, C-16
e C-28), observados entre 6 21,5 € 39,6 ppm e os sinais de carbonos metinicos (C-5, C-
9, C-14, C-17, C-20, C-24 e C-25) observados entre & 32,0 e 56,0 ppm (Tabela 12)
(KOJIMA et al., 1990).

Os resultados encontrados nos espectros de RMN de 'H e °C em comparagio
com os dados descritos na literatura confirmam a estrutura quimica do espinasterol

(Tabela 13).
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Tabela 13: Dados de RMN de !*C do espinasterol (500 MHz, CDCIs).

Carbono 0 experimental O literatura®
1 37,2 37,1
2 31,6 314
3 71,2 71,0
4 38,1 38,0
5 40,4 40,2
6 29,7 29,6
7 117,6 117,7
8 139,7 139,5
9 49,5 49,4
10 34,3 34,4
11 21,5 21,5
12 39,6 39,4
13 43,4 433
14 55,2 55,1
15 23,1 23,0
16 28,6 28,5
17 56,0 55,8
18 12,2 12,0
19 13,1 13,0

20 40,9 40,8
21 21,5 214
045 138,3 138,8
23 129,5 129,4
24 51,4 51,3
25 32,0 31,9
26 21,2 21,1
27 19,1 19,4
28 25,5 25,4
29 12,4 12,3

*KOJIMA et al., 1990, 5 ppm, CDCls



Figura 28: Espectro de RMN de 'H do espinasterol (500 MHz, CDCls).
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Figura 29: Espectro de RMN de '*C do espinasterol (500 MHz, CDCls).
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Espinasterol, também identificado na literatura como a-espinasterol, ¢ um
esteroide encontrado em diversas espécies vegetais, sendo comumente isolado do 6leo
de argan (Argania spinosa) e em espécies de Polygala (Poygalaceae). Outros trabalhos
também descrevem seu isolamento das sementes de Polyalhtia cerasoides
(Annonaceae), além das raizes de Conyza canadenses (Asteraceae). Ainda, ¢ descrito o
isolamento desta substancia das partes aéreas de Aster scaber (Asteraceae). Em relacao
as espécies pertencentes ao género Solidago (Asteraceae), ha relatos do seu isolamento
das partes aéreas de S. wrightii e S. altissima e, ainda, das raizes de S. microglossa
(JOLAD et al., 1989; MEOTTI et al., 2006; MOREL et al., 2006; RIBAS et al., 2008;
JANSON et al., 2009; CSUPOR-LOFFLER et al., 2011; BORGES et al., 2014).

Os chamados fitoesterois, dentre os quais se encontram o espinasterol, tém sido
estudados quanto suas propriedades benéficas em desordens do sistema nervoso central.
Neste contexto, a capacidade comprovada do espinasterol em aumentar a resisténcia de
células do hipocampo e micréglia frente a injurias oxidativas e suprimir a expressao de
enzimas ¢ mediadores pré-inflamatorios torna-o um grande potencial terapéutico para o
tratamento de doencas neurodegenerativas (JEONG et al., 2010; VANMIERLO et al.,
2015).

Além disso, outras atividades farmacoldgicas também tém sido atribuidas ao
espinasterol, tais como atividade antiulcerogénica, antihiperalgésico, anti-inflamatorio,
além da atividade seletiva frente a linhagens tumorais de células de adenocarcinoma
cervical, pele ¢ de mama. Em continuidade, ao espinasterol t€ém sido descrita a
propriedade antinociceptiva associada a sua interagdo antagonista com receptores
vaniloides e, também, pela interrup¢ao da via glutamatérgica (RIBAS et al., 2008;
CSUPOR-LOFFLER et al., 2011; KLEIN JUNIOR et al., 2012; TREVISAN et al.,
2012; BORGES et al., 2014).

Entretanto, ndo ha, até o presente momento, dados pulicados quanto o potencial

esquistossomicida do espinasterol.
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4.2 Analise em CLAE-DAD do extrato Ac

O extrato bruto Ac foi submetido a andlise em CLAE-DAD e seu perfil
cromatografico no comprimento de onda de 245 pode ser visualizado na figura 30, bem

como o espectro de UV (Figura 31) dos picos majoritarios e seus respectivos 7z

Figura 30: Perfil cromatografico do extrato Ac em CLAE-DAD.
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Figura 31: Espectros de UV dos picos majoritarios presentes no extrato bruto Ac em
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Através da andlise do perfil cromatografico de Ac, observa-se a complexidade
quimica do extrato. Nota-se que os picos majoritarios eluiram em diferentes tempos de
retencdo, indicando a presenca de substancias de natureza quimica diferentes. Além
disso, infere-se que as mesmas possuem polaridades muito distintas, visto que a
interagdo das mesmas com as fases estaciondria e méovel proporcionou grande diferenca

entre os tempos de retencao.

Ja o espectro de UV, este indica que as substincias presentes no extrato
apresentem grupos cromoforos como, por exemplo, insaturagdes € sistemas aromaticos

(WOLFENDER, 2008; PAVIA et al., 2010).

4.2.1 Identificacdo da Substancia Ac-2d

Apbs os processos cromatograficos realizados, a subfracdo Ac-2d foi analisada
em CCD e, dentro das condi¢des cromatografica utilizadas, apresentou-se,
aparentemente isolada. Sendo assim, Ac-2d foi submetida a técnica de RMN de °C. Os
dados espectroscopicos obtidos em comparacdo com os anteriormente publicados na
literatura (Tabela 14) permitiu concluir que a substancia em andlise era o diterpeno

acido populifolico (Figura 32).

Figura 32: Estrutura quimica do acido populifélico.

O 4cido populifolico possui um epimero conhecido como acido epi-populifolico
também ja isolado da espécie 4. cymbifera. Ambos podem ser diferenciados pela
técnica de RMN de '*C, uma vez que o carbono C-18 do 4cido populifélico possui &
19,9 ppm enquanto que o 4cido epi-populifolico possui 6 33,0 ppm (Figura 33)
(LEITAO et al., 1992).
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No espectro de RMN de '*C (Figura 34) foi possivel observar os sinais
caracteristicos de carbonos de hibridizagio sp’ em & 120,3 e 144,4 ppm sendo
atribuidos, respectivamente, aos carbonos C-3 e C-4. Ja o sinal em & 179,2 ppm foi
atribuido ao carbono carboxilico C-15 e que se encontra mais desblindado devido ao
efeito eletronegativo dos atomos de oxigénio adjacentes a ele.

Os sinais referentes aos carbonos metilicos foram observados entre 6 15,9 € 19,9
ppm (C-16, C17, C-18, C-19, C-20). Entre 6 18,2 e 41,4 ppm encontram-se 0s sinais
atribuidos aos carbonos metilénicos (C-1, C-2, C-6, C-7, C-11, C-12, C-14) e os demais
sinais observados entre o 36,2, 46,4 ¢ 30,8 ppm sao referentes aos carbonos metinicos

(C-8, C-10 ¢ C-13) (LEITAO et al., 1992).

Figura 33: Estrutura quimica dos diterpenos acido populifélico e do acido epi-
populifélico.
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Acido populifélico Acido epi- populifélico
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Tabela 14: Dados de RMN de *C (500 MHz, CDCl5) do 4cido populifélico.

Carbono 0 experimental O literatura®
1 18,2 18,3
2 26,8 26,8
3 120,3 120,5
4 144.,4 144,5
5 38,1 38,2
6 36,8 36,9
7 27,5 27,6
8 36,2 36,2
9 38,5 40,0
10 46,4 46,4
11 354 35,5
12 29,4 29,5
13 30,8 30,9
14 41,4 41,6
15 179,2 179,4
16 19,9 19,9
17 15,9 16,0

18 19,8 19,9
19 17,9 18,0
20 18,4 18,5

*LEITAO et al., 1992;  ppm, CDCl;
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Figura 34: Espectro de RMN de !*C do 4cido populifélico (500 MHz, CDCls
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Adicionalmente, o acido populifolico ja foi identificado em algumas espécies do
género Aristolochia como A. brasiliensis, A. galeata (LOPES et al., 1987; LOPES &
BOLZANI, 1988) e inclusive na espécie em estudo, A. cymbifera (LEITAO et al.,
1992).

A respeito das atividades biologicas relacionadas a ele, ndo ha estudos na
literatura que demonstrem seu potencial biologico. Apenas DE BARROS MACHADO
e colaboradores (2005) verificaram a atividade antimicrobiana frente a espécies de

Staphylococcos do acido 2- oxo-populifolico.

4.2.2 Identificacao da subfraciao Ac 5-c v

A andlise em CCD da subfracao Ac 5-c 1v, permitiu a visualizagdo de uma unica
mancha dentro das condigdes cromatograficas utilizadas. Assim, a mesma foi submetida
a analise em CLAE-DAD e RMN de 'H e de °C.

O cromatograma, obtido por varredura de 190 a 400 nm, demonstrou a presenca
de um pico isolado, nas condigdes cromatograficas utilizadas, no 7z de 27,654 minutos.
Ja o espectro de UV demonstra que a substancia possui grupos cromoéforos, visto que as
bandas de absor¢do acima de Amsx 200 nm indicam a presenga dos mesmos. Ademais, a
analise do extrato bruto Ac mediante as mesmas condi¢des cromatograficas do pico
isolado permite identifica-lo no extrato com o mesmo tempo de retengdo e mesmo

espectro de ultravioleta (Figura 35).
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Figura 35: Anélise cromatografica do extrato bruto Ac e subfragao Ac 5- crv em CLAE-DAD.
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Perfil cromatografico de Ac obtido em 290 nm em CLAE-DAD. Fase movel binaria consistiu em gradiente de elui¢do composta de H,O (0,1% H3PO4) e MeOH em gradiente linear
de 40 a 100% de MeOH em 40 minutos. Utilizou-se coluna de fase reversa Cis (4,6 mm x 250 mm, S5um) e fluxo de 1 mL/min.. (A) Cromatograma do extrato bruto Ac (B)
Cromatograma da subfracdo Ac 5-c 1v; (C) Espectro de UV-vis do extrato Ac; (D) Espectro de UV-vis da subfracao Ac 5-c v.5
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Com o intuito de identificar a estrutura quimica de Ac 5-c 1v, esta substancia foi
submetida a técnicas espectroscopicas de RMN de 'H e >C. Apés a comparagdo dos
dados obtidos com os ja publicados na literatura, concluiu-se que a substiancia em

analise refere-se a lignana cubebina (Figura 36).

Figura 36: Estrutura quimica da cubebina.

A comparacido dos dados de espectroscopicos de RMN de '°C e de 'H com os
descritos na literatura propde a presenca de cubebina na mistura epimérica de
8R,8’R,9S-cubebina e da 8R,8’R,9R-cubebina (Figura 37).

Em relagdo ao espectro de RMN de 'H (Figura 38), observam-se sinais na regiio
de 6 6,75 — 6,51 (m) referentes aos hidrogénios do anel aromatico (H-2, H-5, H-6 ¢ H-
2’, H-5’, H-6"). Verifica-se, ainda, o sinal em & 5,94 atribuidos aos hidrogénios ligados
ao carbono sp’ dioxigenado.

Em adi¢do, foi possivel observar sinais na regido de 6 2,43 (m) e o 2,69 (m)
atribuidos aos hidrogénios benzilicos H-7 ¢ H-7’. Observa-se, também, a presenga de
um multipleto (2H) em & 2,16 correspondentes aos hidrogénios metinicos H-8 e H-8’.
Ainda, foi observado o simpleto (2H) em 6 5,24 referente ao hidrogénio H-9, além dos
sinais atribuidos aos hidrogénios metilénicos ligados ao carbono sp’ mono-oxigenado
H-9’ em 6 4,01 (t, IH, J=8,4Hz) e 6 3,81 (t, 1H, J=8,4Hz).

Contudo, sdo observados sinais em 6 4,11 (¢, 1H, J=7,8Hz, H-9’); 6 3,59 (¢, 1H,
J = 7,8Hz, H-9%); 6 2,01 (m, 1H, H-8) e & 2,43 (m, H-8") sugerindo a presenga da
mistura de esteroisomeros da cubebina em concordancia com os dados ja publicados na
literatura (Tabela 15) (DE PASCOLI et al., 2006).

J4 no espectro de RMN de *C (Figura 39) ¢ possivel observar a ocorréncia de

sinais duplicados refor¢ando a presenga da mistura dos estereoisomeros. Os sinais em o
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147,6 (C-3), 147, 5 (C-3’), 145,7 (C-4) e 145,9 (C-4’) correspondem aos carbonos do
anel aromatico ligado diretamente ao oxigénio enquanto que os sinais em 6 133,2/133,8
(C-1) e 134,1/134,5 (C-1’) correspondem aos carbonos do anel aromatico nao
hidrogenado. Ja os sinais entre 6 121,7 e 108,0 podem ser atribuidos aos carbonos do
anel aromatico (C-2, C-5, C-6 e C-2°, C-5°, C-6"). O sinal correspondente ao carbono
metilenodioxilico foi observado em & 100,8 e os sinais correspondentes ao carbono
metinico dioxigenado (C-9) encontram-se em o 103,3/98,8. Os sinais em 6 53,0/52,0 e
45,8/42,8 podem ser atribuidos a nucleos de carbono metinico, C-8 e C8’,
respectivamente. J4 os sinais em o 72,1/72,5 (C-97), 39,2/38,8 (C-7") e 38,4 ¢ 33,6 (C-7)

podem ser atribuidos a nucleos de carbonos metilénicos (Tabela 16).

Figura 37: Mistura de estereoisomeros da cubebina.
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Tabela 15: Dados de RMN de 'H (500 MHz, CDCI5) da cubebina.

. 8R8’R9S | 8RSRIR 8R8°'R9S | SRSRIR
Hidrogénio
) experimental O literatura*
2 6,75-6,51 m 6,75-6,51 m 6,56 d (1,5) 6,45 d (1,5)
5 6,75 - 6,51 m 6,75-6,51 m 6,66 d (8,0) 6,61 d (8,5)
6 6,75-6,51 m 6,75-6,51 m 6,52 dd (8,0; 1,5) | 6,44 dd (8.5; 1,5)
- 2,43 m/ 243 m/ 2,37 m/ 2,37 m/
2,69 m 2,69 m 2,52 m 2,60 dd (13,5; 7,5)
8 2,0l m 2,16 m 1,93 m 2,07 m
9 5,24 s 5,24 s 5,15d (4,5) 5,15d(1,5)
25 6,75 -6,51 m 6,75-6,51 m 6,67 d (2,0) 6,51d(1,5)
5' 6,75 -6,51 m 6,75-6,51 m 6,66 d (8,0) 6,63 d (7,5)
6' 6,75 -6,51 m 6,75-6,51 m 6,62 dd (8,0;2,0) | 6,49dd (7,5 1,5)
2,50 m/
7' 2,43 m/ 243 m/ 2,70 dd (14,0; 2,50m/
2,69 m 2,69 m 10,0) 2,52 m
8' 2,43 m 2,16 m 2,37 m 2,07 m
3,50dd (8,5; 7,5) | 3,73 dd (8,5; 8,0)
9' 3,59t(7,8)/ 3,81t(8,4)/ / /
4,111 (7,8) 4,01t(8,4) 4,031 (8,5) 3,93 dd (8,5; 7,0)
0-CH2-0 4x 5,94 s 4x 5,94 s 4x 5,85d(1,5) 4x 5,85d(1,5)
OH 2,80 —-2,01 2,80 -2,01 2,86's 1,72's

* DE PASCOLI et al., 2006 (126 MHz, CDCls)
Tabela 16: Dados de RMN de !C (500 MHz, CDCl3) da cubebina.

8R,8’R.9S | 8R.8’RIR | 8R.8’RIS | SR,8’R,IR
Carbono
) experimental O literatura®
1 133,8 133,2 133,8 133,3
2 108,9 108,9 108,9 108.,9
3 147,6 147,6 147,7 147,6
4 145,7 145,7 145,7 145,7
5 108,2 108,2 108,2 108,0
6 121,3 121,4 121,3 121,4
7 33,6 38,4 33,6 38,4
8 52,0 53,0 51,9 53,0
9 98,8 103,3 98.8 103,3
1° 134,5 134,1 134,5 134,1
2’ 109,3 109,1 109,3 109,1
3 147,5 147,5 147,5 147,5
4’ 145,9 145,9 145,9 145,9
5’ 108,1 108,0 108,1 108,0
6’ 121,6 121,7 121,6 121,7
7’ 38,8 39,2 38,8 39,2
8’ 42,8 458 429 45,8
9’ 72,5 72,1 72,5 72,1
OCH20 2x100,8 | 2x100,8 2x100,8 2x100,8

* DE PASCOLI et al., 2006 (126 MHz, CDCls)
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Figura 38: Espectro de RMN de 'H da cubebina (500 MHz, CDCl;).
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Figura 39: Espectro de RMN de '*C da cubebina (500 MHz, CDCl5).
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A cubebina é comumente isolada das sementes de Piper cubeba, porém seu
isolamento ja foi assinalado de espécies vegetais pertencentes ao género Aristolochia, a
saber: A. cymbifera, e em espécies de A. pubescens e A. lagesiana (LOPES &
BOLZANI, 1988; SARAIVA et al., 2007; DE PASCOLI et al., 2006; PACHECO,
2013; REZENDE et al., 2013).

A cubebina diversas atividades biolégicas tém sido relatadas. Dentre elas,
podem-se destacar as atividades anti-inflamatéria, antidepressiva, antitumoral, antiviral
e inibidora do fator de agregacao plaquetaria (ESPERADIM et al., 2010;2013).

Quanto ao potencial antiparasitario da cubebina, verificou-se que a mesma
possui expressivo potencial em reduzir a parasitemia in vitro € in vivo de animais
infectados por Trypanosoma cruzi (SARAIVA et al., 2007; ESPERADIM et al., 2010).
Quanto a atividade esquistossomicida, (-)-O-metilcubebina, derivado semi-sintético da
cubebina, demonstrou expressiva atividade tanto in vitro quanto in vivo. No ensaio in
vivo realizado, houve, aproximadamente, redu¢do de 90% de vermes viaveis, apds 40
dias de infec¢do. Ainda, a (—)-O-metilcubebina foi administrada apds 7 e 21 dias de
infeccdo, fase em que os parasitos ainda se encontram na forma jovem, com expressiva
redu¢do do nimero de vermes demonstrando, desta forma, que a substancia atua de
forma eficiente tanto na forma adulta quando na intermediaria (esquistossomulo)

(SILVA et al., 2008).
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4.3 Atividade esquistossomicida in vitro dos extratos Sm-R e Ac e substancias
isoladas.

Embora inimeros estudos apontem os potenciais efeitos de extratos brutos de
espécies vegetais frente ao S. mansoni (CARRARA et al., 2014; DEJANI et al.,
2014; JATSA et al, 2015) até o presente momento ndo ha estudos cientificos
relacionados a atividade esquistossomicida do extrato bruto de S. microglossa e A.
cymbifera.

Previamente ao ensaio esquistossomicida, a citotoxicidade dos extratos de Sm-
R (Figura 40) e Ac (Figura 41) foi avaliada em células Vero (fibroblastos de rim de

macaco) em diferentes concentragdes.

Figura 40: Viabilidade celular do extrato Sm-R em células Vero.
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As células crescidas em meio DMEM, contendo DMSO 0,2%, em presenga do extrato
Sm-R (50-400 pg/mL). Apds 24 h as células foram fixadas e coradas com cristal violeta em
metanol. A viabilidade celular foi avaliada a partir da leitura das absorbancias (595 nm). Os
valores sdo média + desvio padrido de trés experimentos independentes realizados em
triplicatas.

Como apresentado na figura 40, ndo houve citotoxicidade do extrato Sm-R em células
Vero, nas concentragdes avaliadas (50 a 400 pg/mL), mantendo a viabilidade celular. Dentre as
concentracdes empregadas neste ensaio, encontram-se as concentragdes utilizadas no ensaio
esquistossomicida para o extrato Sm-R (25 a 200 pg/mL). Desta forma, o extrato Sm-R
demonstrou atividade frente aos vermes adultos de S. mansoni sem alterar a viabilidade das

células de mamiferos.
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Figura 41: Viabilidade celular do extrato de Ac em células Vero.
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As células crescidas em meio DMEM, contendo DMSO 0,2%, em presenca do extrato
Ac (50-400 pg/mL). Apds 24 h as células foram fixadas e coradas com cristal violeta em
metanol. A viabilidade celular foi avaliada a partir da leitura das absorbancias (595 nm). Os
valores sdo média + desvio padrdo de trés experimentos independentes realizados em
triplicatas.

Similarmente ao extrato Sm-R, o extrato Ac foi capaz de manter a viabilidade
celular nas concentragdes de 50-400 pg/mL. As concentragdes ensaiadas para a
avaliagdo equistossomicida foram citotoxicas apenas para os parasitos mantendo,
assim, a viabilidade das células de mamiferos.

Logo, houve o prosseguimento dos ensaios esquistossomicidas e os resultados
obtidos estdo representados nas tabelas 17 e 18 para os extratos Sm-R e Ac,

respectivamente.
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Tabela 17: Efeito do extrato Sm-R frente a vermes adultos de S. mansoni.

Reducao na

:I‘empo (~1e Mortalidade | atividade motora AU a
Grupos incubacio 0/ \a 0/ \a tegumentares (%)
(h) ) ( .A’) - - — .
Leve | Significativa | Leve | Significativa
DMSO 0,5% °
24 0 0 0 0 0
Praziquantel 24 100 0 100 0 100
10 pM
24 0 0 0 0 0
Sm-R 48 60 40 60 40 60
200 pg/mL 72 100 0 100 0 100
96 100 0 100 0 100
120 100 0 100 0 100
24 0 0 0 0 0
Sm-R 48 0 0 0 0 0
100 pg/mL 72 50 50 50 0 50
96 100 0 100 0 100
120 100 0 100 0 100
24 0 0 0 0 0
Sm-R 48 0 0 0 0 0
50 pg/mL 72 0 0 0 0 0
96 0 20 0 0 0
120 30 70 30 70 30
24 0 0 0 0 0
Sm-R 48 0 0 0 0 0
25 pg/mL 72 0 0 0 0 0
96 0 0 0 0 0
120 0 0 0 0 0

2Porcentagem em relagdo a 20 vermes.

®*DMSO em meio RPMI.
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Tabela 18: Efeito do extrato Ac frente a vermes adultos de S. mansoni.

Reducao na

:I‘empo (~ie Mortalidade | atividade motora Alteragdes a
Grupos incubacio a o/ \a tegumentares (%)
(h) (%) (%)
Leve | Significativa | Leve | Significativa
DMSO 0,5% °
24 0 0 0 0 0
Praziquantel
10 pM 24 100 0 100 0 100
24 100 0 100 0 100
Ac 48 100 0 100 0 100
200 pg/mL 72 100 0 100 0 100
96 100 0 100 0 100
120 100 0 100 0 100
24 100 0 100 0 100
Ac 48 100 0 100 0 100
100 pg/mL 72 100 0 100 0 100
96 100 0 100 0 100
120 100 0 100 0 100
24 0 0 100 100 0
Ac 48 100 0 100 0 100
50 pg/mL 72 100 0 100 0 100
96 100 0 100 0 100
120 100 0 100 0 100
24 0 100 0 0 0
Ac 48 0 0 100 100 0
25 pg/mL 72 70 0 100 30 70
96 100 0 100 0 100
120 100 0 100 0 100
24 0 0 0 0 0
Ac 48 0 0 0 0 0
10 pg/mL 72 0 40 0 0 0
96 0 100 0 0 0
120 0 0 100 0 0

2Porcentagem em relagdo a 20 vermes.

*DMSO em meio RPMI.

Destaca-se que o grupo utilizado como controle negativo em todos os

ensaios, RPMI e DMSO 0,5%, ndao apresentou quaisquer alteragdes motoras,

tegumentares e morte dos parasitos.

Conforme os resultados apresentados na tabela 15, Sm-R foi capaz de

promover, na concentracdo de 200 pg/mL, morte, reducdo na atividade motora e

alteracdes tegumentares em 100% dos vermes ap6s 72 h de incubagao.
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Ja a concentragdo de 100 pg/mL, Sm-R foi capaz de provocar morte, reducao
na atividade motora e alteragdes tegumentares em 100% dos vermes somente apos 96
h de incubagao. Porém, os resultados nas concentragdes de 25 e 50 pg/mL nao foram
considerados significativos devido ao longo periodo de incubagdo em que os vermes
foram expostos ao extrato.

Quanto ao extrato de Ac (Tabela 16), este foi capaz de promover morte,
redugdo da atividade motora e alteracdes tegumentares em 100% dos vermes adultos
em apenas 24 h de incubagdo nas concentragdes de 200 e 100 pg/mL com resultado
equiparado ao controle positivo, PZQ (10 uM). Ainda, nas concentragdes de 50 e 25
pg/mL, a mortalidade e redugdo da atividade motora foram verificadas,
respectivamente, apés 48 h de incubacao. Porém, na menor concentragdo avaliada, 10
pug/mL, a mortalidade dos parasitos nao foi verificada.

O S. mansoni faz de seu sistema muscular uma relevante ferramenta para
sua sobrevivéncia e desenvolvimento dentro do corpo do hospedeiro. Utiliza-o para
fixacdo das ventosas as paredes das vénulas mesentéricas, além de estar intimamente
relacionado ao acoplamento do casal permitindo, desta forma, a maturidade sexual da
fémea. Logo, o sistema muscular do S. mansoni ¢ um possivel alvo de farmacos
esquistossomicidas, uma vez que qualquer perturbagdo na atividade motora pode
interferir no ciclo normal de vida do parasito e contribuir para sua elimina¢ao (EL-
SHEHABI et al., 2012; DE SARAM et al., 2013; RIBEIRO ¢ PATOCKA, 2013;
PATOCKA et al., 2014).

Ainda, nota-se um maior efeito deletério frente aos vermes adultos de S.
mansoni do extrato Ac quando comparado com o extrato Sm-R. Neste contexto, a
potencial do extrato Ac pode estar relacionado como a propriedade curativa, ou seja, a
capacidade de causar a mortalidade dos parasitos (DE OLIVEIRA et al., 2012).

A literatura destaca trabalhos que evidenciam o potencial esquistossomicida de
espécies vegetais. Podemos destacar o trabalho realizado pelo nosso grupo de
pesquisa em que De CASTRO e colaboradores (2015), ao avaliarem a fragdo
cloroférmica proveniente do extrato bruto das inflorescéncias de Piper aduncum
(Piperaceae), observaram a mortalidade de 100% dos parasitos a 200 pg/mL no
periodo de 24 horas de incubagdo. Em continuidade a este trabalho, isolou-se desta
fragdo a chalcona identificada como cardamonina (25 pM), cuja expressiva atividade
esquistossomicida também foi verificada.

Ja o extrato diclorometanico das folhas de Baccharis trimera (Asteraceae)
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foi efetivo tanto em vermes adultos do S. mansoni quanto nas formas jovens, os
esquistossomulos, in vitro € in vivo, respectivamente, ocasionando, neste ultimo ensaio
maior reducdo do niimero de vermes nos animais tratados com o extrato (42,0%)
quando comparado com o grupo tratado com PZQ (12,2%). Semelhantemente, os 6leos
essenciais de B. trimera (Asteraceae) e B. dracunculifolia (Asteraceae) também se
mostraram eficazes ao serem avaliados frente aos vermes adultos com reducdo da
motilidade, alteracdes tegumentares e morte dos parasitos (PARREIRA et al., 2010; DE
OLIVEIRA et al., 2012; DE OLIVEIRA etal.,2014).

Ainda, o extrato metandlico das partes aéreas de Mitracarpus frigidus foi capaz
de promover, in vitro, a paralisia e a perda dos movimentos das ventosas, assim como
o escurecimento do tegumento. Em continuidade, o estudo in vivo demonstrou
significativa redu¢do do granuloma equiparando-se aos resultados encontrados nos
animais tratados com PZQ (FABRI et al., 2014). Ja o extrato etanolico dos frutos de
Garcinia brasiliensis foi capaz de promover a mortalidade de 100% dos parasitos
aultos na concentragdo de 100 pg/mL dentro de 24 horas. Ainda, em concentragdes
superiores a 50 pg/mL o casal de S. mansoni permaneceu separado ¢ nao foi verificada
a oviposicao (CASTRO et al., 2015).

A fim de se realizar a anélise mais pormenorizada do efeito dos extratos Sm-R
(Figura 42) e Ac (Figura 43) sobre o tegumento de S. mansoni, os parasitos foram
afixados em solucdo AFA e analisados em microscopia confocal de varredura a

laser.
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Figura 42: Alteracdes no tegumento de S. mansoni em presenca do extrato Sm-R.
-
-
Imagens realizadas ap6s 120 h de incubagdo ou ocorréncia de morte dos parasitos. A: controle negativo:

meio RPMI com 0,5% de DMSO; B: controle positivo - PZQ 2 pM; C: Sm-R -100 pg/mL; D: Sm-R -

200 pg/mL. A-D: Imagens tridimensionais

Figura 43: Alteracdes no tegumento de S. mansoni em presenga do extrato Ac.
-
-

Imagens realizadas ap6s 120 h de incubagdo ou ocorréncia de morte dos parasitos. A: controle negativo:

meio RPMI com 0,5% de DMSO; B: controle positivo - PZQ 2 uM; C: Ac - 25 pg/mL; D: Ac - 50

pg/mL. A-D: Imagens tridimensionais.
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A analise das imagens permite concluir que o extrato Sm-R ¢ capaz de promover
alteracdes tegumentares em ambas as concentragdes analisadas, 100 pug/mL e 200
pg/mL. Em relacdao ao extrato Ac, consideraveis danos no tegumento foram verificados
na concentracdo de 25 pg/mL e extensiva alteracdo tegumentar observada na
concentragdo de 50 ug/mL. Vale ressaltar que no grupo controle negativo (RPMI 1640
com 0.5% DMSO) os tubérculos permaneceram intactos. Em contraste, no grupo
controle positivo, (PZQ 10 uM) extensivos danos tegumentares foram observados.

Complementando o estudo das alteragdes tegumentares, a analise morfologica
quantitativa também foi realizada e os resultados estdo expressos nas figuras 44 e 45

para os extratos de Sm-R e Ac, respectivamente.

Figura 44: Contagem do nimero de tubérculos intactos no tegumento de S.
mansoni apos exposicao ao extrato Sm-R.
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Os pares de vermes acasalados (machos e fémeas) foram incubados em meio RPMI 1640 contendo
o extrato bruto de S. microglossa. Apos 120 h de incubacdo ou ocorréncia de morte, os parasitos
foram fixados em solu¢cdo AFA e monitorados por microscopia confocal. O niimero de tubérculos
intactos foi contado em pelo menos trés areas (20.000 um?) da superficie dorsal dos helmintos
machos utilizando o software LMS Imagens Browser (Zeiss). Os valores sdo média + desvio
padrdo de dez vermes em experimentos realizados em triplicata. Diferenca significativa entre o
controle negativo e os grupos tratados *(P<0,05), **(P<0,01), ***(P<0,001). PZQ — Praziquatel (2
uM).
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Figura 45: Contagem do nimero de tubérculos intactos no tegumento de S.
mansoni apOs exposicao ao extrato Ac.
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Os pares de vermes acasalados (machos e f€émeas) foram incubados em meio RPMI 1640 contendo
o extrato bruto de 4. cymbifera. Ap6s 120 h de incubacdo ou ocorréncia de morte, os parasitos
foram fixados em solucdo AFA e monitorados por microscopia confocal. O niimero de tubérculos
intactos foi contado em pelo menos trés areas (20.000 um?) da superficie dorsal dos helmintos
machos utilizando o software LMS Imagens Browser (Zeiss). Os valores sdo média + desvio
padrdo de dez vermes em experimentos realizados em triplicata. Diferenca significativa entre o
controle negativo e os grupos tratados *(P<0,05), **(P<0,01), ***(P<0,001). PZQ — Praziquatel (2

uM).

A analise quantitativa dos tubérculos de S. mansoni quando encubados com o
extrato Sm-R mostrou-se significativa em relagdo ao controle negativo (tubérculos
intactos) na maior concentragdo, 200 pg/mL (P<0,001). Redugdes significativas
também foram verificadas nas concentragdes 100 pg/mL (P<0,01) e 50 pg/mL
(P<0,05). Ja na menor concentragdo avaliada, ndo houve alteragdes significativas
indicando que o extrato de Sm-R atue de forma concentragao-dependente.

Através da analise dos resultados, pode-se verificar que o extrato Ac foi capaz
de reduzir o numero de tubérculos intactos também de forma dependente da
concentracdo. Quando comparado ao grupo controle negativo, apenas incubado com
meio de cultura, observa-se que a redugdo foi significativa para as concentragdes de 50
e 100 pg/mL (P<0,001), com maior efetividade que o PZQ. J& a concentracdo de 25
pg/mL (P<0,05) também se mostrou eficaz em reduzir o nimero de tubérculos
intactos. Todavia, na concentragdo de 10 pg/mL a reducao verificada ndo se mostrou
significativa em relagdo ao nimero de tubérculos intactos do controle negativo.

Neste ambito, as alteracdes tegumentares produzidas por ambos os extratos
podem estar diretamente relacionadas a morte dos parasitos, uma vez que as

concentracdoes dos extratos em que a morte foi verificada sdo similares as que
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promoveram as lesdes no tegumento.

O tegumento ¢ a superficie de interagdo entre o S. mansoni e o seu
hospedeiro. Este participa de diferentes processos fisiologicos do parasito, a saber:
nutri¢cdo, transducdo de sinais, ormorregulagdo, entre outros. Ainda, trata-se de
uma membrana que se encontra sob constante renovacio e, por isso, acredita-se que
esteja relacionada com evasdo ao sistema imunologico. Pesquisadores acreditam que
a evasao ao sistema imunoldgico relacionada ao tegumento esteja relacionada a
minimizagdo de proteinas na superficie do parasito, mascaramento antigénico com
antigenos do hospedeiro, além da propria renovagdo tegumentar que ocorre no
intervalo de horas (SEPULVEDA et al., 2010; GRENFELL et al., 2013; SOTILLO et
al., 2015).

A superficie do tegumento do S. mansoni € rico em proteinas expostas, as quais
tém sido extensivamente estudadas por serem possiveis alvos para o desenvolvimento
de novas quimioterapias. Muitas destas proteinas também estdo sendo relacionadas
como necessarias a sobrevivéncia do parasito no hospedeiro. Estudos protedmicos
identificaram proteinas constituintes do citoesqueleto, de membranas e algumas
motoras. Proteinas imunoassociadas também foram identificadas, tais como lisozima e
enolase as quais estdo, provavelmente, relacionadas a intera¢do parasita-hospedeiro.
Nesse contexto, enzima ATP-difosfohidrolase que se supde estar relacionada ao
controle dos nucleotideos de adenosina, responsaveis pela sinalizacdo do processo de
coagulagdo sanguinea ao redor do parasito e que contribuiria para sua eliminagdo do
organismo do hospedeiro tém despertado o interesse da comunidade cientifica quanto
ao seu potencial para alvo de novos farmacos (BHARDWAJ e SKELLY, 2009; HAN
et al., 2009; ALEIXO DE CARVALHO et al., 2015).

Quanto aos estudos esquistossomicidas com extratos vegetais publicaodos na
literatura, pode-se citar o extrato de G. brasiliensis que foi capaz de promover
alteracdes tegumentares significativas pela exposi¢do dos vermes adultos a
concentragdes a partir de 50 ug/mL do extrato etandlico (CASTRO et al., 2015).

No estudo in vivo realizado com o extrato aquoso de gengibre (Zingiber
officinale), pronunciadas alteragdes tegumentares, entre elas perda dos espinhos
presentes no tegumento, erosao e distor¢do morfoldgica da ventosa oral de alguns
parasitos foram observadas. Ainda, observou-se que tais alteracdes foram mais
representativas nos vermes machos como ja havia sido destacado em outros estudos

publicados na literatura (MOSTAFA et al., 2011).
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Além disso, a atividade esquistossomicida também pode ser avaliada por

sua capacidade de suprimir a oviposi¢ao das fémeas (DE OLIVEIRA et al., 2012). Desta

forma, a avaliacdo quantitativa foi realizada na presenca dos extratos de Sm-R (Figura

46) e Ac (Figura 47).

Figura 46: Efeito extrato Sm-R, em concentragdes subletais, na oviposi¢do de adultos

de S. mansoni.
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Os pares de vermes acasalados (machos e fémeas) foram incubados em meio RPMI 1640 contendo o
extrato Sm-R. As contagens de ovos foram realizadas diariamente, durante 5 dias, antes da separagdo
dos casais de vermes ou da agdo helminticida. Os valores sdo média + desvio padrio de dez casais
adultos acasalados em experimentos realizados em triplicata. Diferenca significativa entre o controle
negativo e os grupos tratados *(P<0,05).

Figura 47: Efeito extrato Ac, em concentragdes subletais, na oviposi¢ao de adultos de

S. mansoni.
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Os pares de vermes acasalados (machos e fémeas) foram incubados em meio RPMI 1640 contendo
o extrato Ac. As contagens de ovos foram realizadas diariamente, durante 5 dias, antes da
separacao dos casais de vermes ou da acdo helminticida. Os valores sdo média + desvio padrio de
dez casais adultos acasalados em experimentos realizados em triplicata. Diferenca significativa
entre o controle negativo e os grupos tratados *(P<0,05).
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Ressalta-se, nessa andlise, que as concentragdes utilizadas na avaliacdo da
oviposi¢do correspondem as concentragdes nao letais: 10 a 50pug/mL para o extrato
Sm-R e 2.5 a 10 pg/mL para o extrato Ac permitindo, desta forma, a postura de ovos
pela fémea.

Como se observa na figura 45, a maxima oviposi¢do foi observada na auséncia
do extrato Sm-R (0 pg/mL). A medida que houve a exposi¢do das fémeas ao extrato,
observa-se a diminui¢dao da postura de ovos de maneira concentracao-dependente e do
tempo de incubagdo. Quando se compara a maior concentracdo subletal com o grupo
controle, encubado com meio de cultura, verifica-se reducdo maior que 50% na
oviposicao (P<0,05). Em relagdo ao extrato Ac (Figura 46), verifica-se que a redugao
da oviposic¢ao ocorreu apenas na concentracdo de 10 ug/mL apo6s 120 h de incubagao
(P<0,05).

Salvo excecdes nas quais os vermes adultos parasitam regides do corpo
humano que ndo compreendem o sistema portal-mesentérico, os ovos de S.
mansoni podem ser encontrados nas fezes, intestino e figado. A morbidade da doenca ¢
verificada pela reagdo imunolodgica do homem aos ovos culminando na formacao do
granuloma. A inflamacdo cronica granulomatosa estd associada a resposta mediada
pelos linfocitos T CD4" juntamente com sua interagdo com macrofagos e citocinas.
Entre as principais consequéncias da formagao do granuloma estao a fibrose periportal
e obstrucdo do fluxo sanguineo para a veia portal intra-hepatica culminando na
hipertensdo portal e hepatoesplenomegalia (MEEVISSEN et al., 2012; HAGEN et al.,
2014; GOBBI et al., 2015).

Estudos anteriormente publicados na literatura demonstram a capacidade de
alguns farmacos em alterar o sistema reprodutor de machos e/ou fémeas culminando,
consequentemente, na reducdo da oviposi¢do. A exemplo disto, a sinvastatina,
comumente utilizada no tratamento da redug¢do do colesterol, promoveu altera¢des
morfoldgicas tanto no sistema reprodutor do macho quanto da fémea de S. mansoni
(ALENCAR et al., 2016). Semelhantemente, o estudo realizado por HULSTIIN e
colaboradores (2003) comprovou o potencial da estreptozotocina, empregada na
inducdo de diabetes experimental, em causar alteracdes nos ovarios e lobos testiculares
interferindo, assim, na oogénese e espermatogénese dos parasitos adultos.

Comparativamente ao extrato Ac, o extrato Sm-R mostrou maior potencial em
diminuir a oviposi¢ao. Desta forma, pode-se correlacionar o extrato Sm-R a uma

capacidade supressora, isto ¢, capaz de suprimir a oviposi¢do. No entanto, ndo foram
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realizados ensaios que comprovem as alteracdes morfologicas nos sistemas
reprodutores dos vermes adultos de S. mansoni fazendo-os necessarios para elucidar o
mecanismo pelo qual ocorre a supressao € se 0 mesmo promove danos irreversiveis
aos orgaos reprodutores (DE OLIVEIRA et al., 2012).

Neste panorama, pesquisas realizadas com o extrato aquoso e metandlico das
folhas de Clerodendrum umbellatum (Verbenaceae) evidenciaram o potencial
esquistossomicida desta espécie vegetal com a oviposi¢ao, a qual foi reduzida
significativamente. Os resultados obtidos apontaram reducao dos ovos nas fezes em
75.49% e 97,72% em camundongos tratados com o extrato aquoso e metandlico,
respectivamente, ¢ 90,53% de reducdo foi verificada no figado dos animais quando
tratados com o extrato metandlico (JATSA et al., 2009; JATSA et al., 2015).

Além disso, o extrato etanolico das raizes de Zingiber officinale
(Zingiberaceae) foi efetivo ao reduzir a producdo de ovos in vitro apds exposi¢ao
das fémeas as doses subletais. Porém, neste estudo, ndo houve consenso a respeito do
possivel mecanismo de acdo do extrato, se 0 mesmo poderia interferir na fecundidade
da fémea ou se a diminuicdo da oviposi¢do era decorrente de danos citotdxicos
(SANDERSON et al., 2002).

Considerando a atividade in vitro do extrato Sm-R, as substancias isoladas
também foram submetidas ao ensaio esquistossomicida e os resultados podem ser

visualizados na tabela 19.
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Tabelal9. Efeitos das substancias isoladas de Sm-R frente a vermes adultos de S.

mansoni.

Periodo de

Mortalidade

Reducao da atividade motora

. < : (%)"
CHiEe 1ncull)lag:ao ) Leve Significativa
(h) M F M F M F
b 24 0 0 0 0 0 0
Controle 7 0 0 0 0 0 0
o 24 0 0 0 0 0 0
0.5% DMSO 72 0 0 0 0 0 0
Praziquantel 24 100 100 | 0 0 100 | 100
2 uM
Fracao Sm-R I1I (& 24 0 0 0 0 0 0
-amirina +
bauerenol)
200 pg/mL 48 0 0 100 100 0 0
72 0 0 100 100 0 0
96 0 0 100 100 0 0
100 pg/mL 24 0 0 0 0 0 0
48 0 0 100 100 0 0
72 0 0 100 100 0 0
96 0 0 100 100 0 0
Espinasterol 24 0 0 100 100 0 0
200 pg/mL 48 0 0 100 100 0 0
72 0 0 100 100 0 0
96 0 0 100 100 0 0
100 pg/mL 24 0 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 100 100 0 0
96 0 0 100 100 0 0
Sm-R1IV S 24 100 100 0 0 100 100
200 pg/mL 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100
96 100 100 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
96 100 100 0 0 100 100
50 png/ml 24 0 0 0 0 0 0
48 0 0 0 100 100 0
72 - - - - - -
96 - - - - - -
25 ng/mL 24 0 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0 0
72 - - - - - -
96 - - - - -

aPorcentagem em relagdo a 20 vermes.” DMSO em meio RPMI.
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Conforme os resultados apresentados na tabela 19 ¢ possivel verificar que a
subfragdo contendo a mistura de a-amirina e bauerenol foi capaz de promover leve
redug¢do da atividade motora nas concentragoes de 100 e 200 pg/mL apds 48 de
incubagdo. De forma semelhante, o espinasterol apenas promoveu leves alteragdes na
redugdo da atividade motora na concentragdo de 100 e 200 pg/mL apds 72 e 24 h,
respectivamente.

Ja a subfracdo Sm-R IV 5, em processo de identificagdo, foi mais ativo que os
demais compostos testados. Apds 48 h de incubagdo, em 100 pg/mL, o composto foi
capaz de promover a morte de 100% dos parasitos e, na concentragcao de 200 pg/mL,
promoveu significativa reducdo da atividade motora e morte dos parasitos em 24 h de
incubacao.

A literatura assinala que pode haver diferengas na susceptibilidade aos
compostos analisados em machos e fémeas de S. mansoni. Como exemplo, machos
sdo, frequentemente, mais susceptiveis a acado do PZQ em relagdo as fémeas como ja
demonstrado em estudos de resisténcia. Da mesma forma, a benzofenona
tetraprenilada, 7-epiclusianona mostrou-se mais potente também em machos adultos de
S. mansoni. Em contrapartida, foi verificado que as fémeas de S. mansoni sdo mais
sensiveis ao arteméter que os vermes machos. Observa-se, porém, que 0s compostos
analisados neste estudo ndo demonstraram seletividade em relagdo a machos e fémeas
sugerindo que o mecanismo de acdo dos compostos possa ser semelhante para ambos
(DE OLIVEIRA et al., 2014; CASTRO et al., 2015).

Ainda, diante da atividade esquistossomicida do extrato Ac, as substancias
provenientes dos processos cromatograficos do extrato também tiveram seus potenciais
avaliados frente a vermes adultos de S. mansoni. Assim, os resultados verificados tanto
para o acido populifélico quanto para a cubebina estio demonstrados na tabela 20.
Vale lembrar que o grupo controle negativo, composto por meio RPMI e DMSO 0,5%,

ndo apresentou quaisquer alteracdes e morte dos parasitos.
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Tabela 20: Efeitos do acido populifolico e cubebina frente a vermes adultos de S.

mansoni.
Reducio na ~
:I‘empo (~ie Mortalidade | atividade motora Alteracoes a
Grupos incubacio a o/ \a tegumentares (%)
(h) (%) (%)
Leve | Significativa | Leve | Significativa
24 0 0 0 0 0
Controle ° 120 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0
DMSO 0,5% ° 72 0 0 0 0 0
96 0 0 0 0 0
120 0 0 0 0 0
24 100 0 100 0 100
48 100 0 100 0 100
Praziquantel 72 100 0 100 0 100
10 nM 96 100 0 100 0 100
120 100 0 100 0 100
24 0 0 0 0 0
Acido 48 0 0 0 0 0
populifélico 72 0 80 0 80 0
100 pM 96 0 100 0 100 0
120 0 100 0 100 0
24 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0
Cubebina 72 0 20 0 0 0
100 pM 96 50 0 100 50 50
120 80 0 100 20 80
* Porcentagem em relacéo a 20 vermes;
® Meio RPMI;

¢ DMSO em meio RPMI.

O acido populifolico ndo foi capaz de provocar a morte dos parasitos na
concentracdo avaliada, 100 uM. Entretanto, leve redug¢dao na atividade motora, assim
como alteracdes tegumentares foram observadas apenas 72 h depois da incubagdo dos
parasitos com os compostos. Em relacdo a cubebina, esta se demonstrou capaz de
promover reducdo da atividade motora e alteragdes tegumentares significativas a partir
de 96 h de incubacao.

A literatura ja destacou diterpenos com atividade esquistossomicida
compravadas. Como exemplo, o acido pimaradienoico, isolado da Viguiera arenaria
(Asteraceae), demonstrou atividade esquistossomicida tanto in vitro quanto in vivo
(PORTO et al., 2012). EDWARDS ¢ colaboradores (2015) descreveram a atividade

antihelmintica do diterpeno 7-ceto-sempervirol, isolado de Lycium chinense
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(Solanaceae), frente as formas jovens e vermes adultos de S. mansoni e Fasciola
hepdtica.

Em contraste com os resultados apresentados na literatura, a cubebina nao
demonstrou atividade esquistossomicida in vitro como o observado com a (—)-O-
metilcubebina, derivado semi-sintético da cubebina, apresentou expressiva atividade in
vitro e in vivo (SILVA et al., 2008).

Apesar dos extratos Sm-R e Ac terem sido ativos frente aos vermes adultos de
S. mansoni, as substancias isoladas ndo se mostraram ativas, excetuando-se a
substancia Sm-R IV 5. Diante do exposto a continuidade do estudo deve realizada no
intuito de identificar a(s) substancia (s) presente nos extratos responsavel pela
atividade esquistossomicida, bem como os provaveis mecanismos de agdo dos extratos

e substancias isoladas.
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5.0 CONCLUSOES

O estudo fitoquimico das raizes de S. microglossa resultou na identificagao dos
triterpenos bauerenol e a-amirina, além do isolamento e identificacdo do esteroide
espinasterol. Dentre os metabdlitos isolados, o presente estudo relata pela primeira vez
a presenca de bauerenol, a-amirina nas raizes nesta espécie. Ja o extrato das raizes de
A. cymbifera culminou no isolamento e identificacdo do diterpeno acido populifélico e
da lignana cubebina, ambos ja isolados e identificados nas raizes da espécie.

O extrato bruto de S. microglossa mostrou-se moderadamente ativo frente aos
vermes adultos de S. mansoni, porém os resultados mais expressivos relacionam-se a
capacidade de suprimir a oviposi¢ao das fémeas.

Em relagdo a atividade esquistossomicida in vitro das substancias isoladas das
raizes de S. microglossa, a subfragdo Sm-R IV 5 mostrou-se ativa, ao passo que a
mistura contendo o-amirina e bauerenol, bem como o esteroide espinasterol
demonstraram-se pouco ativos.

Ja o extrato bruto de A. cymbifera, por sua vez, apresentou atividade
esquistossomicida in vitro demonstrando capacidade de causar a mortalidade dos
vermes nas primeiras horas de incubagao. Todavia, as substancias isoladas do extrato,
cubebina e o acido populifolico, ndo demonstraram atividade esquistossomicida.

Por fim, considerando a atividade esquistossomicida dos extratos avaliados,
faz-se necessario a continuidade dos estudos para o isolamento e identificacdo das

substancias ativas e verificacdo dos provaveis mecanismos de acao pelos quais atuam.
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