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RESUMO

DIAS, M. M. Avaliagdo da Atividade Esquistossomicida in vitro do Extrato
Bruto e Metabdlitos Secundarios dos Frutos de Arctium lappa L.
(Asteraceae). 2013. 108 p. Dissertagéo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas)
— Faculdade de Farméacia, Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora,
MG, 2013.

7

A esquistossomiase, causada por parasitos do género Schistosoma, € uma
doenca que afeta cerca de 240 milhdes de pessoas no mundo. O Praziquantel
€ o farmaco de escolha para o tratamento desta parasitose e, devido
principalmente aos casos de resisténcia do parasito a esta medicamento, se
faz necessaria a busca de novas moléculas e/ou prot6tipos com potencial
atividade esquistossomicida. Neste contexto, a pesquisa com produtos naturais
desponta como uma alternativa para o descobrimento de novos farmacos para
o tratamento da esquistossomiase. Entre as espécies vegetais de interesse
para a producdo de substancias esquistossomicidas, destaca-se a Arctium
lappa L. (Asteraceae), a qual é reconhecida por biossintetizar lignoides, classe
de metabdlitos que tem demonstrado grande potencial esquistossomicida. O
presente trabalho descreve o estudo fitoquimico do extrato hidroalcodlico dos
frutos de A. lappa, bem como a avaliagdo da atividade esquistossomicida in
vitro, frente aos vermes adultos de S. mansoni, do extrato e de seus
metabdlitos majoritarios. O estudo fitoquimico de A. lappa L. resultou no
isolamento de duas lignanas dibenzilbutirolacténicas, a arctiina e arctigenina. A
andlise dos resultados de avaliacdo esquistossomicida obtidos demonstrou que
o extrato hidroalcodlico bruto na concentracdo de 200 mg/mL apresentou
expressiva atividade esquistossomicida in vitro, sendo capaz de provocar a
morte de 100% dos parasitos em até 24 horas de incubagdo. A arctiina,
metabdlito majoritario purificado do extrato, foi capaz de matar e provocar
lesbes tegumentares em 100% dos vermes adultos. Os resultados obtidos
sugerem que a atividade esquistossomicida in vitro demonstrada pelo extrato
hidroalcodlico pode estar relacionada a presenca da arctiina, corroborando com
0 potencial esquistossomicida in vitro das lignanas dibenzilbutirolactbnicas,
frente aos vermes adultos de S. mansoni.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni; Arctium lappa L.; lignanas; arctiina,;

arctigenina.
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ABSTRACT

DIAS, M. M. Schistosomicidal Activity Evaluation in vitro of the crude
extract and Secondary Metabolites of the Arctium lappa L. (Asteraceae)
fruit 2013. 108 p. Master Thesis (Master in Pharmaceutical Sciences) —
Pharmacy College, Juiz de Fora Federal University, Juiz de Fora, MG, 2013.

Schistosomiasis caused by the Schistosoma parasite is a disease that affects
about 240 million people around the world. Praziquantel is the chosen drug for
the treatment of this parasitosis. It is imperative to search for new molecules
and / or prototypes with potential schistosomicidal activity. This requirement is
due to the tough performance of the parasite against this medicine. In this
context, the research with natural products has been recognized as an
alternative to discover new pharmacos for Schistosoma treatment. Arctium
lappa L. (Asteraceae) stands out among vegetal plants of interest for the
production of schistosomicidal substances. This is recognized for being able to
biosynthesize lignoid, a kind of metabolite that has performed great
schistosomicidal potential. This master thesis describes the phytochemical
study of the hydroalcoholic extract from A. lappa L. fruit, as well the evaluation
of the schistosomicidal activity evaluation in vitro, facing the adult worms of S.
mansoni from the extract and from its majority metabolite.

The phytochemical study of A. lappa L. resulted in the isolation of two dibenzyl
butyrolactone lignan, a arctin e arctigenin. The results obtained
schistosomicidal evaluation showed that hydroalcoholic extract crude in
concentration of 200 mg/mL showed significant antischistosomal activity in vitro
and is capable of causing the death of the 100% of the parasites within 24
hours of incubation. The arctiin a major purified metabolite from the extract,
was capable of killing by causing tegumentary lesions en 100% of the adult
worms. The obtained results suggest that the schistosomicidal activity in vitro
showed by the hydroalcoholic extract can be related to arctiin presence,
supporting the potencial schistosomicidal in vitro of dibenzyl butyrolactone

lignan, against the adult worms of S. mansoni.

Key words: Schistosoma mansoni; Arctium lappa L.; lignans; arctiin; arctigenin.
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1. INTRODUCAO:
1.1. Consideragdes gerais:

A utlizacdo de plantas medicinais para tratamento, cura e prevencgédo de
doengas é uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade
(PASA, 2011). As plantas medicinais e seus extratos tém sido utilizados por muitos
séculos para o tratamento de diversas patologias, de dores de cabeca a infeccdes
parasitarias. No Brasil, o uso de plantas medicinais pela populagdo com a finalidade
de se tratar enfermidades sempre foi expressivo, principalmente devido a extensa e
diversificada flora (ANTHONY et al., 2005, HOTEZ et al., 2007).

Ainda hoje, é inegavel que a maioria da populacdo de baixa renda recorra as
plantas medicinais como Unico lenitivo para seus males, visto que o comércio de
medicamentos no Brasil atende apenas a faixa economicamente ativa (cerca de
30% da populagdo), supondo-se que o restante encontra nos produtos de origens
naturais, especialmente nas plantas medicinais, a Unica fonte de recursos
terapéuticos. Dentro deste contexto social e econdmico, as plantas medicinais e 0s
fitoterapicos adquirem enorme importancia no tratamento e cura das doencas e por
isso, devem ser prioritariamente analisados segundo métodos modernos disponiveis
(ALI, 2011; FREZZA, 2012; LAPA et al., citado em SIMOES, 2003).

Grande numero de medicamentos sintéticos foi obtido a partir de precursores
naturais (ELISABETSKY et al., 1995), sendo que estes representam uma valiosa
alternativa para o desenvolvimento de novos farmacos. Exemplos de farmacos
obtidos de plantas sdo a digoxina (Digitalis sp.- Plantaginaceae), utilizada em
insuficiéncia cardiaca; o taxol (Taxus brevifolia- Taxaceae), usado como antitumoral
e a morfina (Papaver somniferum - Papaveraceae), um potente analgésico (MISHRA
e TIWARI, 2011). A descoberta de produtos naturais ativos é constituida ndo apenas
pela necessidade de caracterizagcdo das propriedades quimicas das moléculas, mas
também pela descoberta de novas substancias que podem servir de modelos
(protétipos) para o desenvolvimento de novos farmacos (BARBOSA DE CASTRO et
al.; 2013). Assim, as plantas continuam mantendo a sua histérica significancia como

importante fonte de novos farmacos, produzindo compostos ativos ou substancias
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que também podem ser modificadas estruturalmente. Atualmente, 25% dos
compostos ativos prescritos nos Estados Unidos e Reino Unido foram isolados de
plantas medicinais (ANTHONY et al., 2005; NEWMAN e CRAGG, 2012).

Nos ultimos 30 anos varias pesquisas tém sido realizadas para se determinar
quais os efeitos e os mecanismos de acdo de diversos metabdlitos secundarios
vegetais. No entanto, menos de 10% das espécies de plantas floridas do mundo
(aproximadamente 250.000 espécies) tém sido investigadas cientificamente quanto
as suas propriedades quimicas e farmacolégicas. Contudo, a diversidade do reino
vegetal representa uma extraordinaria reserva de novas moléculas, uma vez que
apenas uma pequena porcentagem das espécies vegetais existentes no mundo tem
sido investigadas quimicamente, sendo a triagem bioldgica e farmacoldgica de seus
constituintes € ainda menor (CORDELL, 2000; HOSTETTMAN e WOLFENDER,
1997).

Considerando a enorme riqueza da flora do Brasil, que possui a maior
biodiversidade genética vegetal do mundo e em torno de 22% das espécies de
plantas existentes no planeta, ainda h4 uma enorme e inexplorada fonte natural de
metabdlitos secundarios vegetais com inUmeras propriedades quimicas e medicinais
ainda néo reveladas (CALIXTO e SIQUEIRA-JR., 2008; KATZ e COELHO 2008;
ROKNI et al., 2012; SIMOES e SCHENKEL, 2002).

Inicialmente, muitos pesquisadores da é&rea de produtos naturais
preocupavam-se principalmente em elucidar as estruturas e propriedades quimicas
dos metabdlitos vegetais purificados. Recentemente, grande ndmero de estudos
tém-se concentrado na investigacdo das propriedades bioldgicas desempenhadas
por tais substdncias. Como consequéncia, diversas classes de metabolitos
secundarios vegetais, incluindo os ligndides estdo sendo “redescobertas”, ja que
suas potencialidades biolégicas estdo sendo investigadas empregando-se grande
variedade de novos ensaios e metodologias bioldgicas (DA SILVA FILHO et al.,
2004, 2008; VUORELLA et al., 2004).

Dentre as vérias patologias pelas quais as substéncias quimicas especiais,

produzidas pelas plantas, possuem potencial para o desenvolvimento de novos
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medicamentos, destacam-se, as doengas tropicais negligenciadas, especialmente a
esquistossomiase. Esta parasitose devido & sua complexa epidemiologia, grande
prevaléncia mundial e a existéncia de poucos medicamentos atualmente eficazes
para o seu tratamento vém adquirindo destaque, na pesquisa de novos farmacos de
origem natural para o controle e tratamento dos individuos infectados (BARBOSA
DE CASTRO et al., 2013).

A epidemiologia da esquistossomiase no Brasil encontra-se bem descrita no
estudo realizado por Coura Amaral (2004), no periodo compreendido entre 0os anos
de 1977 e 2002. Onde os autores concluiram que nenhum método isolado € capaz
de controlar a esquistossomiase e que todos os programas de controle devem
considerar a necessidade de uma aplicagdo multidisciplinar dos métodos existentes.
No longo prazo, devem ser desenvolvidas medidas de saneamento bésico,
abastecimento de agua potavel, bem como a educacao sanitaria e a participacdo
efetiva da comunidade para controlar a infeccdo. Em curto prazo, o tratamento dos
individuos doentes associado com o controle dos focos de infestacdo dos
hospedeiros intermediarios sdo relevantes para o controle da morbidade da doenga,

embora nao seja o suficiente para interromper a transmissao da doenca.
1.2. Esquistossomiase:

A esquistossomiase é uma doenga tipica de paises em desenvolvimento, que
contam com recursos reduzidos para investimento em saulde publica. Causada por
varios trematdides pertencentes ao género Schistosoma, atualmente a
esquistossomiase ou esquistossomose afeta mais de 240 milhdes de pessoas,
sendo que aproximadamente 20 milhdes tém consequéncias severas da doenca (DE
MELO et al., 2011). Esta parasitose estd distribuida em 76 paises (Fig. 1) dos
continentes africano, asiatico e americano e cerca de 780 milhdes de pessoas estédo
expostas ao risco de contrair uma das esquistossomoses (BARBOSA DE CASTRO
et al. 2013; MAGALHAES et al, 2009, 2010; OMS, 2006, 201la, 2011b;
STEINMAMM et al., 2006).

No Brasil, a &rea abrange 19 estados sendo endémica em 9 destes

(especialmente o Estado de Minas Gerais), com aproximadamente 42 milhdes de

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

22

Introducéo

habitantes expostos ao risco e cerca de 7 milhdes de individuos infectados, os quais
em muitos casos apresentam severas deficiéncias organicas, comprometendo o
desenvolvimento de jovens e a produtividade de adultos e fazendo desta doenga um
dos mais sérios problemas de saude (KING, 2009; MELO e COELHO, 2005; OMS
2011a, 2011b).

S mansoni
S haematobwm
Il Sintercalatum

xed S hadernat obiumy/'S manson: ~
1 Great rivers and lakes = 3 L | o

Figura 1. Distribuicdo global da esquistossomiase. Fonte: GRYSEELS et al., 2006.

De acordo com Organizagdo Mundial de Salude (OMS) a esquistossomiase
humana é uma das doencas tropicais negligenciadas que continua avancando em
novas areas, sendo impulsionada por fatores sociais, econdmicos e a ma
organizacdo nos projetos de irrigacdo e ocupacdo de terras nos paises em
desenvolvimento (CHITSULO et al., 2000; OMS, 2006, 2011a).

Entre as espécies de Schistosoma que podem infectar o ser humano somente
a espécie S. mansoni se adaptou no Brasil, provavelmente devido a presenca de
moluscos do género Biomphalaria, os quais atuam como hospedeiros intermediarios
(MELO e COELHO, 2005). O S. mansoni é um trematddeo cuja principal
caracteristica € o seu acentuado dimorfismo sexual quando adulto. A infec¢éo por

este parasito determina uma patologia denominada esquistossomiase intestinal,
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popularmente conhecida como "Xistose", "Bilharziose" ou "Barriga d'4gua”
(GRYSEELS et al., 2006; RIBEIRO-DOS-SANTOS et al., 2006).

Como podemos observadar na figura 2, apo6s a liberacdo dos ovos de
Schistosoma pela urina (esquistossomiase urinaria por S. haematobium) ou fezes
(esquistossomiase intestinal por S. mansoni, S. japonicum, S. intercalatum e S.
mekongi) da pessoa infectada, estes entram em contato com a agua e liberam as
larvas (miracidio), as quais penetram nos caramujos de agua doce (hospedeiros
intermediérios). Depois de varias semanas, estes moluscos eliminam as cercérias
que sao as formas infectantes. Apds a entrada no hospedeiro definitivo (geralmente
o0 homem), as cercérias perdem a cauda diferenciando-se em esquistossémulos, o0s
quais alcancam a corrente sanguinea e passam pelo pulmao, figado e veias
mesentéricas inferiores, onde ocorre nova maturacao e tornam-se vermes adultos.
Os vermes adultos sdo dibdicos e pareados por toda a vida. As fémeas liberam os
0ovOosS nas pequenas Vvénulas intestinais alcangcando a luz intestinal, onde sé&o
liberados, juntamente com as fezes, para 0 meio, reiniciando o ciclo (OMS, 2006,
2011a).

Figura 2. Ciclo de transmissdo do Schistosoma mansoni. Fonte: GRYSEELS et al., 2006. A:

vermes adultos emparelhados (masculino resistente alojando o feminino delgado). B: ovos (da esquerda para direita, S.
haematobium, S. mansoni, S. japonicum). C: miracidio ciliado. D: caramujos hospedeiros intermediarios (da esquerda

para a direita, Oncomelania, Biomphalaria, Bulinus). E: cercarias.
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Com relagéo ao tratamento da esquistossomiase, estdo incluidos na lista da
OMS, o Praziquantel (PZQ, estrutura 1, Fig. 3) e a Oxamniquina (OXA, estrutura 2,
Fig. 3). O PzZQ, um derivado de pirazino-isoquinolinico, ¢ um composto
comercializado na forma racémica, contendo partes iguais de seus isdbmeros opticos,
muito embora o isbmero ativo seja o levogiro (OMS, 2011a, 2011c; XIAO et al.,
1989). Este farmaco é ativo contra todas as espécies de Schistosoma humano,
demonstrando atividade também sobre as cercarias e vermes adultos (GONNERT et
al., 1977; UTZINGER et al., 2003). Embora seja considerado um farmaco de baixa
toxicidade e apresentar elevada eficicia terapéutica contra todas as espécies de
Schistosoma, o praziquantel possui baixa efetividade sobre os esquistossémulos e,
portanto, ndo é utilizado como farmaco profilatico (CIOLI e PICA-MATTOCCIA, 2003;
UTIZINGER et al., 2003). Além disso, o PZQ nédo previne a re-infec¢ao, necessita
de tratamentos repetidos em areas endémicas e j& h& inumeros relatos
demonstrando o crescente surgimento de linhagens resistentes a este medicamento
(ARAUJO, 2011; COUTO et al., 2011; FALLON et al., 1998; ISMAIL et al., 1999;
OMS, 2006, 2011c).

Desta forma, a pesquisa de novos fairmacos para a terapéutica experimental
da esquistossomose deve ser uma prioridade e poderéa também ser direcionada para
a obtencdo de compostos profilaticos, os quais irdo prevenir a infec¢cdo por agirem

nas formas jovens do Schistosoma sp. (COUTO et al., 2011).

A Oxamniquina (OXA, estrutura 2, Fig. 3), um derivado de tetraidroquinolinico,
€ ativa somente contra o0 S. mansoni e tem efeito esquistossomicida principalmente
contra machos adultos. O medicamento € de baixo custo, mas causa efeitos
colaterais severos. Em pacientes ndo curados ocorre redugdo de ovos nas fezes da
ordem de 80 a 90% (COUTO et al., 2011; DELGADO et al., 1992; GRYSEELS et al.,
2006).

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

25

Introducéo
0]
: “5> m
N _ [
N N
N+
O/\ K’(N N X T
O
Praziquantel (1) Oxamniquina (2)

Figura 3. Estrutura quimica do Praziquantel (PZQ — 1) e Oxamniquina (OXA — 2).

Portanto, considerando a situagdo atual da farmacoterapia da
esquistossomose, 0 investimento em pesquisa para a obtencdo de novos farmacos
esquistossomicidas se faz necessario (ANTHONY et al., 2005, OMS, 2011c). Dentro
deste contexto, os produtos naturais e, especialmente as plantas medicinais,
possuem grande importdncia para o desenvolvimento de novos farmacos

empregados na medicina humana.
1.3. Produtos naturais com atividade esquistossomicida:

Produtos naturais sdo definidos como substéncias produzidas por sistemas
vivos (FISCHBACH et al.,, 2007; KAYSER et al., 2003; VERPOORTE, 1998),
incluindo também os extratos (por exemplo, extrato bruto de plantas) e os
compostos isolados (como os metabdlitos secundarios) obtidos a partir de plantas,

amimais ou microorganismos (SARKER et al., 2005).

De acordo com a literatura, atualmente mais de 70% dos novos farmacos
guardam alguma relacdo com produtos naturais. Estudos realizados no periodo de
1981 a 2010 mostram que foram desenvolvidos, por exemplo, 14 novos farmacos
antiparasitarios, sendo que somente 4 destes possuem origem puramente sintética,
e todos os demais possuem sua origem ou sao derivados diretos de produtos
naturais (NEWMAN e CRAGG, 2012).

Muitas plantas tém sido pesquisadas tanto quimica quanto biologicamente na
tentativa de se detectar preparagOes brutas ou constituintes ativos que possam ser
utiizados como modelos para o desenvolvimento de novos farmacos
esquistossomicidas (FERREIRA et al., 2011; KAYSER et al., 2003; KONE et al.,
2011; KRON et al., 2007; MIRANDA et al., 2012; YOUSIF et al., 2007). Uma vez
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conhecida a atividade biologica do extrato bruto, € possivel encontrar o0s
componentes mais ativos por fracionamento e, assim, isolar as substancias ativas
principais (CHITWOOD, 2002).

Com relagdo a metabdlitos secundéarios antiparasitarios, temos o exemplo da
artemisinina (estrutura 3, Fig. 4), uma lactona sesquiterpénica obtida das folhas de
Artemisia annua (Asteraceae) e utilizada no tratamento da malaria que se mostrou
eficaz contra o0 S. japonicum, S. haematobium e S. mansoni (LESCANO et al., 2004;
NDJONKA et.al., 2013; UTZINGER et al., 2001; XIAO et al., 2000a e 2000b).

o o
P
H
Hi ©
Artemisinina (3) Artemeter (4)

Figura 4. Estrutura quimica da artemisinina (3) e seu derivado artemeter (4).

Além disso, Aratjo e Colaboradores (1991, 1999) verificaram uma discreta
reducdo do numero de vermes em hamsters infectados com S. mansoni, apos o
tratamento com artemeter (estrutura 4, Fig. 4), um derivado da artemisinina (ABDIN
et al., 2003).

Da mesma forma, a quinina (estrutura 5, Fig. 5) e a licochalcona A (estrutura

6, Fig. 5) sdo exemplos de metabdlitos secundarios vegetais antiparasitarios.

%
Ho, AN
1,CO N % >~
/ e
HO HaCO o)

Quinina (5) Licochalcona A (6)

Figura 5. Metabdlitos secundarios antiparasitarios: quinina (5) e licochalcona A (6).
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Jé a anfotericina B (estrutura 7, Fig. 6) e a ivermectina (estrutura 8, Fig. 6) séo
importantes antiparasitarios isolados de microrganismos, como os do género
Streptomyces (FERREIRA et al., 2011; KAYSER et al., 2003; PONTIN et al., 2008).

Anfotericina B (7)

Ivermectina (8)

Figura 6. Substancias com atividade antiparasitaria: anfotericina B (7) e ivermectina (8)

Recentemente, varias pesquisas tém sido realizadas com produtos naturais
com o objetivo de se encontrar compostos que possam ser utilizados como
prototipos para o desenvolvimento de farmacos esquistossomicidas (BRAGUINE et
al., 2010; FREZZA, 2012; MAGALHAES et al., 2009, 2010; PARREIRA et al., 2010;
SAYED et al., 2008). Dentre as classes de substancias quimicas especiais,

produzidas pelas plantas, com potencial esquistossomicida estédo os ligndides.
1.4. Ligndides:

O termo lignéide € uma designagdo genérica que caracteriza um grupo de
metabdlitos secundarios cujo esqueleto é formado exclusivamente pelo grupo

fenilpropanico (Cs-C3)n, Sendo n restrito a poucas unidades (WARD, 1999). Devido a
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grande diversidade de ocorréncia, ao amplo espectro de atividades bioldgicas e ao
importante papel que exercem no desenvolvimento do vegetal, os ligndides tém sido
objeto de estudo em vérias pesquisas, especialmente aquelas focadas na busca de
novos farmacos antiparasitarios (DA SILVA FILHO et al.,, 2008; MACRAE e
TOWERS, 1984; SOUZA e LORENZI, 2005). Dentre os lignoides, destacam-se as

lignanas e as neolignanas.
1.4.1. Lignanas e Neolignanas: Definicdo, Nomenclatura e Diversidades Estruturais.

As lignanas séo dimeros derivados da condensacgédo por acoplamento oxidativo
de alcoois cinamilicos entre si ou destes com acidos cinamicos, cujo carbono y (C3)
da cadeia lateral encontra-se oxidado (WARD, 1999). Assim, as lignanas sao
biossintetizadas por meio da dimerizagdo, por acoplamento oxidativo, de unidades
fenilpropanoidicas (Ce¢Cs), formando uma variedade de subclasses estruturalmente

bem distintas.

O termo lignana foi introduzido primeiramente por Haworth em 1936, em sua
revisdo sobre resinas naturais para designar e agrupar uma entdo rapida e
crescente classe de produtos naturais. Definicho esta que vigorou por
aproximadamente trés décadas, até que um grande ndmero de novas substancias
foi sendo descoberto, juntamente com 0s avangos nas técnicas espectroscopicas de
elucidacao estrutural que criaram uma nova e mais complexa diversidade estrutural
de lignanas (TRAZZI, 2008).

Com o objetivo de padronizar a terminologia empregada para nomeé-las, em
2000, a IUPAC prop6s uma definicdo que visou formalizar as principais tendéncias
da literatura, recomendando uma definicdo similar a inicialmente proposta por
Haworth, na qual se denomina como lignana toda substéncia originaria do
acoplamento entre duas unidades CgCsz (propilbenzeno), particularmente
caracterizada por uma ligacdo carbono-carbono nas posicoes 8 e 8 (Fig. 7)
(TRAZZI, 2008).
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Figura 7. Padréo de ligagcao e numeracao das lignanas, segundo a IUPAC.

Considerando que a grande maioria das lignanas de origem natural, até hoje
conhecidas, apresenta oxidadas as posicoes 9 e 9’, estas podem ser divididas em 5
principais grandes subclasses estruturais (WHITING, 1985), como demonstrado na

figura 8 abaixo:
OH
9 OH °
- S

Dibenzilbutanodiois Furofuranicas

Aritetralinicas

Dibenzociclooctadiénicas
Figura 8. Principais subclasses estruturais das lignanas.

Jé as neolighanas sdo dimeros, derivados da condensacao por acoplamento
oxidativo de alil e/ou propenil fendis e, ao contrario das lignanas, séo isentas de

oxidagdo no carbono y. A nomenclatura sistematica € um pouco mais complexa
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(Fig. 9), que apesar da diversidade de esqueletos e fungdes, formam um grupo de

compostos naturais, singularmente homogéneo (LOPES et al., 2004).

H3COI>\/L AN
HaC : O/@N
H OCH
OH 3
Virolina (9)

Figura 9. Estrutura quimica da virolina (9), neolignana do tipo 8.0.4".

1.4.2. Atividades biologicas das lignanas e neolignanas

Desde que o homem introduziu os vegetais em sua dieta, ele tem consumido,
sem conhecimento, diversas plantas ricas em lignanas e neolignanas. Muitas destas
plantas tém sido largamente utilizadas, ha milénios pela tradicional medicinal
oriental, como a planta japonesa Fraxinus japOnica (Oleaceae), utilizada como:
diurético, analgésico e antireumatico, que possui majoritariamente a lignana:
pinoresinol (TRAZZI, 2008).

A atividade antiviral destas classes de metabdlitos tem sido muito pesquisada.
Desde 1942, quando do extrato alcodlico da Podophyllum peltatum (Berberidaceae)
foi identificada a podofilotoxina (estrutura 10, Fig. 10), a qual foi relatada como
agente antiviral no tratamento do virus HPV — Condiloma acuminata, causador de
verrugas venéreas, estendendo-se depois a outros tipos de verrugas viréticas. Ha
mais de uma década, de acordo com estimativas modestas, ja existiam mais de 200
novas substancias naturais e semi-sintéticas conhecidas, estruturalmente derivadas
da podofilotoxina (10). Com efeito, podemos destacar o etoposideo e o teniposideo
(Sandoz®), ambos em pleno uso clinico no tratamento de vérios tipos de tumores
(BARBOSA DE CASTRO et al., 2013; DAVID et al., 2001).
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HsC OCH3
OCHj,
Podofilotoxina (10)

Figura 10. Estrutura quimica da podofilotoxina (10)

Entre as diferentes atividades biologicas atribuidas a estas classes de
substancia, tem-se ressaltado a acdo antiparasitaria das lignanas e neolignanas
frente ao Trypanosoma cruzi e a Leishmania sp (DA SILVA et al., 2005; DA SILVA
FILHO et al.,, 2004, 2008; SOUZA et al., 2004, 2005). Em relatos de Schmidt e
Colaboradores (2012), cita-se a acéo tripanocida e leishmanicida da neolignana
tetraidrofuranica: veraguensina (estrutura 11, Fig.11). E a potente acéo tripanocida

da lignana ariltetralinica: justicidina B (estrutura 12, Fig.11).

:/\:\/
/ y
/
/

HaC OCH;

OCH;, OCHj
Veraguensina (11) Justicidina B (12)

Figura 11. Estrutura quimica da neolignana veraguensina (11) e lignana justicidina B (12) com

atividade antiparasitaria.

O destaque especial tem sido dado principalmente & atividade
esquistossomicida das lignanas e neolignanas. Estudos recentes demonstraram que
algumas lignanas dibenzilbutirolactdnicas e dibenzilbutirolactélica, bem como as
neolignanas tetraidrofuranicas e diidrobenzofuranicas, produzidas sinteticamente ou
oriundas do metabolismo secundéario de plantas, possuem expressiva atividade
esquistossomicida in vitro e in vivo contra o Schistosoma mansoni, sendo capazes

de promover tanto a separacdo quanto a morte dos parasitos adultos (BARBOSA DE
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CASTRO et al., 2013; DA SILVA et al., 2005; DA SILVA FILHO et al., 2004, 2008;
SOUZA et al., 2004, 2005; Patente PI 0503951-7).

Dados da literatura reportam a agédo in vitro da neolignana

diidrobenzofuranica: licarina A (estrutura 13, Fig.12) contra os vermes adultos de S.
mansoni.

Licarina A (13)

Figura 12. Estrutura quimica da neolignana: licarina A (13).

Como se pode observar na figura 13, esta molécula possui elevada atividade
esquistossomicida, sendo capaz de matar os parasitos provocando lesdes
tegumentares nos mesmos (BARBOSA DE CASTRO et al.,, 2013; Patente PI
0503951-7).

Figura 13. Alteracdo tegumentar e morte do S. mansoni induzido por adicdo in vitro da
neolignana diidrobenzofuréanica licarina A. A — Vermes adultos mantidos em meio RPMI, B —
Vermes adultos em meio RPMI com DMSO 10%, C-D Vermes adultos em meio RPMI tratado

com 100 pyM da neolignana durante 120 h. A-C aumento.
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Em estudos realizados com a cubebina (estrutura 14, Fig. 15), lignana
dibenzilbutirolactdlica, presente nas sementes de Piper cubeba (Piperaceae), além
de provocar a morte de 100% dos parasitos adultos apés 24 h de incubacao, foi
capaz de provocar alteragcdes significativas no tegumento de S. mansoni (Fig. 14)
(Patente Pl 0503951-7, DA SILVA et al., 2005; DE SOUZA et al., 2005), conforme

apresentado na figura 14.

Figura 14. Verme adulto de S. mansoni incubado em controle negativo (meio RPMI 1640) e com
adicdo in vitro da lignana dibenzilbutirolactélica metilcubebina. (A) Verme adulto de S. mansoni
incubado em meio RPMI 1640, sob atmosfera em 5% de CO, a 37 °C por 24 horas, na auséncia da
substancia. (B), Verme adulto de S. mansoni incubado em meio RPMI 1640, sob atmosfera em 5% de

CO,a 37 °C por 24 h, na presenca de metilcubebina (10 uM) (Patente Pl 0503951-7).

DA SILVA FILHO e Colaboradores (2004; 2005) reportam a potente acdo
esquistossomicida in vitro e in vivo contra os vermes adultos de S. mansoni das
lignanas dizenzilbutirolactonicas: metilpluviatolideo (estrutura 15, Fig. 15),
hinoquinina (estrutura 16, Fig. 15) e seu derivado semi-sintético, 6-6'-
Dinitrohinoquinina (estrutura 17, Fig. 15) (BARBOSA DE CASTRO et al., 2013;
Patente Pl 0503951-7).
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Figura 15. Lignanas dibenzilbutirolactélica: cubebina (14) e dibenzilbutirolactdnicas: metilpluviatolideo

(15), hinoquinina (16), 6-6’-dinitrohinoquinina (17), com atividade esquistossomicida.

Conforme os dados apresentados vém se tornando crescente o interesse pela
pesquisa das lignanas como prototipos de novas substancias com potencial

esquistossomicida.

Dentre as espécies vegetais de interesse medicinal que biossintetizam

lignanas, destaca-se a Arctium lappa L. (Asteraceae).

1.5. A familia Asteraceae, o género Arctium e a espécie Arctium lappaL.:

z

A familia Asteraceae é a maior familia do reino vegetal (BERETTA et al.,
2008), possuindo cerca de 1.600 géneros e aproximadamente 23.000 espécies,
agrupadas em trés subfamilias e 17 tribos (BREMER, 1994; FERREIRA et al., 2009).
De ampla distribuicdo, esta familia é encontrada em diferentes localidades,
destacando as regibes tropicais, subtropicais e temperadas (BARROSO et al,
1991).

As plantas desta familia possuem grande importancia econdmica, pois sdo

cultivadas como plantas ornamentais (como a margarida), medicinais (como a
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arnica, bardana, carqueja e guaco), apicolas (como o alecrim-do-campo),
oleaginosas (girassol), aromaticas (camomila), inseticidas (crisantemo) e
comestiveis (alface, almeirdo, chicdria e estévia). Além disso, muitas espécies sao
invasoras de lavouras e toxicas ou potencialmente tOxicas para animais e para o
homem (BERETTA et al., 2008)

No Brasil, a familia é representada por 300 géneros e 2.000 espécies
(SOUZA e LORENZI, 2005). Muitas plantas dessa familia sdo conhecidas pelas suas
propriedades medicinais e diversas espécies possuem atividade analgésica,
antiinflamatoria e antimicrobiana (LORENZI e MATOS, 2002).

Quimicamente esta familia se destaca pela enorme diversidade de
metabdlitos secundarios, sendo caracterizada pela presenca de terpenoides,
flavonoides e poliacetilenos (ZDERO e BOHLMANN, 1990).

O género botanico Arctium pertence a familia Asteraceae. E como
representantes deste género, podemos citar as espécies: Arctium lappa L., Arctium
minus (Hill) Bernhardi, Arctium minus nemorosum (Lej.) Syme, Arctium pubens B,
Arctium leosperum, Arctium tomentosum. Das quais se destaca a Arctium lappa L.
também conhecida como bardana devido ao seu uso na culindria e suas
propriedades medicinais como antitumoral e antiviral (CORREA, 1894; SANTOS,
2007).

A Arctium lappa L. (Asteraceae), originaria da Europa e Sibéria e encontrada
em paises como Portugal, Franca, Espanha, Alemanha, Italia, chegou ao Brasil por
meio de imigrantes japoneses devido ao seu valor terapéutico e alimentar
(MORGAN, 2003; MUNARIN et al., 2010). E conhecida por varias denominagdes de
acordo com o pais onde é encontrada: no Japdo é conhecida como “Gobo”
(KARDOSOVA et al., 2003); “Lampazo” é a sua denominag&do nos paises de lingua
espanhola; “Bardane” na Franca e “Burdock” nos paises de lingua inglesa
(CORREA, 1984; MORGAN, 1997). No Brasil é chamada de “Bardana”, “Orelha-de-

gigante”, “Bardana-maior”, “Pegamasso” e “Erva-dos-tinhosos” (CUNHA, 2003).
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A. lappa L. € uma planta herbacea bienal, de fécil cultivo, capaz de se
desenvolver em ambientes Umidos e sombreados. Pode alcancar até 1,5 m de altura
(FONT QUER, 1988) e possui folhas grandes, que atingem cercade 40 cm de
comprimento (CASTRO, 1981; FONT QUER, 1988; MOTA DA SILVA, 2010). As
flores sdo rosadas ou purpuras e a floragdo ocorre no verdo (CORREA, 1984),
sendo que suas flores (e os frutos também) sdo formadas apés o segundo ano de
cultivo (Fig. 16) (MORGAN, 1997; MOTA DA SILVA, 2010).

Os frutos possuem papilos de pélos muito caducos. As raizes, que podem
chegar a 1,2 m de profundidade, sdo carnosas, brancas internamente e pardas
externamente (FONT QUER, 1988). Preferencialmente, devem ser coletadas antes
da floracio (CORREA, 1984), pois as raizes maduras apresentam suas

propriedades terapéuticas reduzidas com o passar do tempo (MORGAN, 1997).

Figura 16. Folhas e frutos da A. lappa L. (Asteraceae). Fonte: Horto da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Juiz de Fora. Foto: Autora (2012).

As indicacdes populares dos usos terapéuticos da Bardana sdo diversas,
como antihipertensivo, no tratamento da gota, arteriosclerose, hepatite e como
antiinflamatéria (FERRACANE et al.,, 2010). Também utilizada pelas suas
propriedades hipoglicemiantes (KARDOSOVA et al., 2003), desintoxicante
sanguinea e nos tratamentos de afec¢fes cutaneas, como os eczemas (CHAN et al.,
2011). Sua toxicidade ainda néo é totalmente conhecida, mas potencialmente pode
causar reacdes de sensibilizacdo cutanea por contato. Seu consumo também néo é
recomendado para gestantes, devido ao estimulo da atividade uterina (CUNHA,
2003; RODRIGUEZ et al., 1995).
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Varios estudos ja foram realizados sobre as atividades bioldgicas da Bardana
dentre os quais citamos: os efeitos antitussigenos e imunomoduladores produzidos
pelos polissacarideos presentes no extrato das raizes desta planta (KARDOSOVA et
al., 2003). Estudos demonstraram que a fracdo hexéanica das folhas da Bardana
apresenta atividade antimicrobiana frente a microrganismos orais, tais como: Bacillus
sutilis, Candida albicans, Lactobacillus acidophilus e Pseudomonas aeruginosa
(PEREIRA et at., 2005; SOUZA, 2004). Por outro lado, os constituintes fendlicos
presentes na Bardana tais como o acido cafeico (estrutura 18, Fig. 17) e o é&cido
clorogénico (estrutura 19, Fig. 17) possuem forte efeito inibitério sobre herpesvirus
(HSV-1, HSV-2) e adenovirus (ADV-3, ADV-11) (CHAN et al., 2011). A arctigenina
(estrutura 29, Fig. 19), um das lignanas presentes na bardana, demonstrou
atividades in vivo e in vivo contra o virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1)
(EICH et al., 1996; SCHRODER et al., 1990).

O efeito antialérgico da Bardana foi atribuido, em estudos realizados por
Knipping e Colaboradores (2008), aos seus efeitos de inibicdo da liberagcdo de
mediadores quimicos, bem como sobre a inibicdo da biossintese de leucotrienos
pelos baséfilos. Os mesmos pesquisadores, em outro estudo realizado em 2008,
mostraram que a acao anti-inflamatéria do extrato da bardana ocorre principalmente

pela sua capacidade de inibir a produgé@o de enzima Oxido nitrico sintase (INOS).

A Bardana também apresenta muitos relatos sobre a sua atividade
antioxidante. Estudos in vitro demonstraram que a acdo antioxidante da Bardana é
resultado da reducéo das espécies reativas ao oxigénio (ROS) e dos danos ao DNA
celular (LEONARD et al., 2006). Esta acdo antioxidante foi considerada como o
mecanismo responsavel pela hepatoprotecdo observada ap6s a hepatotoxicidade
induzida pelo acetaminofeno e pelo tetracloreto de carbono (CCl,) (LIN et al., 2000),
e apos a hepatotoxicidade induzida pelo etanol e potencializada pelo CCl, (LIN et al.,
2002). Esta acao, que vem sendo atribuida devido & presenca dos acidos fendlicos
como: 4cido cafeico (estrutura 18, Fig. 17), acido clorogénico (estrutura 19, Fig. 17)

e &cido dicafeoilquinico (estrutura 20, Fig. 17).
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Figura 17. Estruturas quimicas de alguns acidos fendlicos presentes na A. lappa L.: acido cafeico
(18), acido clorogénico (19) e acido dicafeoilquinico (20).

E também dos flavondides: luteolina (estrutura 21, Fig. 18), quercetina
(estrutura 22, Fig. 18), quercitrina (estrutura 23, Fig. 18) e rutina (estrutura 24, Fig.
18) presentes nesta espécie.

Quercetina (22)

OH

OH
H 0]
CH30H O | o OH oH
0 \p# o \A\QOH
OH OH HaC 0
HON
O OH

Quercitrina (23) Rutina (24)

Figura 18. Estruturas quimicas de alguns flavonoides encontrados em A. lappa L.: luteolina (21),
guercetina (22), quercitrina (23) e rutina (24).
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Estudos fitoquimicos demonstram que as lignanas e neolignanas sdo os
principais metabdlitos presentes nos frutos e sementes da A. lappa L. (Asteraceae).
Dentre estas, se destacam a presenga das lignanas dibenzilbutirolactonicas:
trachelogenina (estrutura 25, Fig. 19), Lappaol F (estrutura 26, Fig. 19), diarctigenina
(estrutura 27, Fig.19), arctiina (estrutura 28, Fig.19) e arctigenina (estrutura 29,
Fig.19) (CHAN et al., 2011; WU, et al., 2009).
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Figura 19. Estruturas quimicas de algumas lignanas dibenzilbutirolacténicas presentes nos frutos e
sementes da Arctium lappa L.: trachelogenina (25), Lappaol F (26), diarctigenina (27), arctiina (28) e

arctigenina (29)

A arctigenina (29) € uma das principais lignanas encontrada nas sementes,
frutos e folhas da Bardana. Estudos mostram que esta substancia apresenta grande
potencial para o tratamento de algumas doengas antiinflamatdérias, ja que € capaz de
inibir a producédo de Oxido nitrico pela enzima o6xido nitrico sintase (INOS) em
macrofagos (CHAN et al.,, 2011; WANG et al.,, 2007). Além disso, trabalhos tém
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demonstrado que a arctigenina (29) tem a propriedade de privar as células
cancerosas de nutrientes essenciais, como a glicose, levando-as a morte (AWALE et
al., 2006; CHAN et al., 2011). Ainda, sao descritas outras propriedades biol6gicas
para esta lignana, como atividade in vivo e in vitro em inibir a replicacdo do virus
HIV-1 (CHAN et al., 2011; CHO et al., 2004; EICH et al., 1996; VLIETINCK et al.,
1998).

Jé para a arctiina (28), o heterosideo da arctigenina (29), foi descrita a agédo
anticancerigena, confirmada pelo teste de inducao de tumores cutaneos induzidos

pelo 7,2 di-metil-benzatraceno em ratos (WANG et al., 2005).
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Tabela 1. Principais classes de metabdlitos especiais e substancias quimicas presentes na A. lappa L. e suas atividades biolégicas reportadas pela

literatura.
Classe de Substéancia Partes da Planta Atividade Bioldgica
Metabolito Especial
Arctigenina Folhas, frutos, sementes e raizes. Supressor do choque térmico, antitumoral e antivirus
H o influenza.
H;CO z
H
OCH3
OCH3
'''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''' Folhas, frutos e raizes.  Atividade antitumoral, atividade quimiopreventiva, atividade

antiproliferativa frente a células de hibridoma B e células MH

HsC
60.

(@)

H
, HO %0, ©
Lignanas H

oH H

______________________________________________________________________________________________________________________________________________ z propriedades anti- h

. Frutos Atividade antagonista dos canais de Ca“",
Trachelogenina
HIV.

OH
= 0O
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Lappaol F

HOH,C H o
. Inibicdo da producéo de

Frutos, raizes e sementes

~ Continuagéo da Tabela 1. Principais classes de metabdlitos especiais e substancias quimicas presentes na A. lappa L. e suas ativ
pela literatura.
Frutos e sementes

Antibacteriano e anti-an

Lignanas

Frutos

Beta-eudesmol

Terpendides
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Continuacdo da Tabela 1. Principais classes de metabdlitos especiais e substancias quimicas presentes na A. lappa L. e suas ativ

pela literatura.

Acido cafeico Estemas, folhas e pele das raizes.

CO,H
Vi

Acido clorogénico Folhas e pele das raizes

Polifendis H mcozH
HO 0" OH on

Taninos Raizes

H
T T T  Madlina. Raizes T
HO-2HC o]
o)
Frutoses s o
H CH,
HO
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Continuacdo da Tabela 1. Principais classes de metabdlitos especiais e substancias quimicas presentes na A. lappa L. e suas ativ

pela literatura.

Sitosterol-beta-D-glucopiranosideo Raizes Efeito na alfa-DNA polinr

Esterdides

OH
o L
RS

H

Fonte: CHAN et al., 2011.
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Tendo em vista a importancia da descoberta de prot6tipos naturais ativos
frente a S. mansoni, ensaios iniciais de triagem e bioprospecc¢ao para descoberta de
extratos brutos vegetais ativos, recentemente realizados, demonstraram atividade
esquistossomicida para o extrato hidroalcodlico dos frutos de Arctium lappa L.
(Asteraceae). Esta amostra foi capaz de promover, em baixas concentragdes (300
pMg/mL), a separagdo e/ou a morte de casais adultos (machos e fémeas) de S.

mansoni.

Desta forma, considerando a atividade inicial apresentada pelo extrato
hidroalcodlico dos frutos da Bardana, bem como o potencial esquistossomicida
demonstrado pelas lignanas dibenzilbutirolacténicas, o prosseguimento dos
trabalhos tornou-se imprescindivel com a realizagdo do isolamento e identificac&o
do(s) metabolito(s) secundario(s) ativo(s) presente(s) no extrato hidroalcodlico dos
frutos da A. lappa L. e a avaliacdo esquistossomicida in vitro deste extrato e dos

seus constituintes principais.
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2. OBJETIVOS:
2.1. Objetivo geral:

O presente trabalho tem como objetivo geral avaliar as atividades
esquistossomicidas in vitro do extrato hidroalcodlico bruto e de substancias
majoritarias isoladas dos frutos de A. lappa L., visando encontrar moléculas e/ou

prototipos naturais com potencial esquistossomicida.
Para esses propdsitos, os objetivos especificos do trabalho foram:

e Obter o extrato hidroalcodlico bruto dos frutos de Arctium lappa L.;

e Realizar o estudo fitoquimico dos frutos da Arctium lappa L. visando o
isolamento, a purificacdo e a identificacdo das principais substancias
presentes no extrato hidroalcodlico, principalmente os lignoides;

e Avaliar a atividade esquistossomicida in vitro do extrato hidroalcodlico bruto
dos frutos de Arctium lappa L. em diferentes concentragdes, uma vez que sua
atividade esquistossomicida ja foi identificada em triagem preliminar realizada
por este grupo de pesquisa.

e E realizar também o ensaio esquistossomicida in vitro de seus principais

metabdlitos secundarios isolados e identificados.
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3. MATERIAIS E METODOS:
3.1. Instrumentacdo e materiais cromatogréficos:

O Nudcleo de Identificacdo e Pesquisa em Principios Ativos Naturais
(NIPPAN), da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora,

disp6s dos seguintes equipamentos para a realizagdo deste trabalho:

- Rotaevaporador Fisaton®, modelo 558); bomba a vécuo Prismatec®,
p

modelo 121) e Banho Ultratermostatico (Cientec®, modelo CT-281-28)
- Aparelho de Soxhlet com manta aquecedora Marconi®.
- Bomba Bunchi V-700.
- Camara de Ultravioleta 254e 366 nm (U.V. SL-204, Solab Cientifica®).
- Balanga semi-analitica (BL 320, Marte®).
- Balanca analitica (AY 220, Marte®).

O Departamento de Quimica, do Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade
Federal de Juiz de Fora, disponibilizou a utilizagdo do espectrometro BRUKER
AVANCE DRX/300 que opera em campo magnético de 300 MHz (RMN H) e 75
MHz (RMN *3C).

Para a realizagdo do ensaio esquistossomicida, foram utilizados:
- Agitador de tubo, tipo Vortex (modelo AP 56, Phenix®, Ltda.)

- Estufa de CO; (Revco®, Thermo Electron Corporation)

- Estereomicroscépio (SMZ 1000, Nikon®).

- Microscépio Confocal de Varredura a laser (Laser Scanning Microscopy,
LSM 510 META, Carl Zeiss Inc.)
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Nos processos cromatograficos, o tipo de fase estacionéaria utilizada variou

conforme a separacao desejada:

- para cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas
cromatofolhas de silica gel GF,s4, com espessura de 25 mm(TLC Silicagel 60 Fs4,
20x20 cm, Merck®).

- para cromatografia em coluna classica (CC) utilizou-se como adsorvente
silica gel (porosidade de 60 A, 40-63 pm, Aldrich®) e colunas de vidro de diferentes

alturas e diametros.

- para cromatografia em coluna cléassica (CC) no preparo das preparo das
amostras utilizou-se como adsorvente silica gel (porosidade de 60 A, 70-230 mesh,
Aldrich®).

- para cromatografia em coluna flash (CF) utilizou-se como adsorvente silica

gel (40-60 pm, Silicycle®) e colunas de vidro de diferentes alturas e diametros.
3.1.1. Materiais e Reagentes:

O grau de pureza dos solventes, reagentes e meios de cultura utilizados

variou de acordo com a finalidade:

- para as extracdes, particbes e sistemas cromatograficos, utilizaram-se
solventes de grau P.A., das marcas Vetec, Cromato Produtos Quimicos LTDA,
Quemis, Isofar e Alphatec e grau técnico previamente submetido a destilacdo

fracionada;

- para a realizacdo dos ensaios biolégicos in vitro, utilizou-se meios de
culturas e reagentes de pureza adequada, dos seguintes fornecedores, Merck,
Cultilab, Sigma-Aldrich).

- Para as revelagbes dos cromatogramas obtidos em placas comparativas
utilizaram-se vapores de iodo, solucdo de anisaldeido sulfdrico, solugdo de vanilina

em acido sulfdrico e/ou irradiagdo no UV (254 e 366 nm).
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- Nas andlises espectroscopicas utilizou-se cloroférmio deuterado:
CHOLOFORM-D (D, 99,8%), Cambridg Isotope Laboratories, Inc.

3.2. Coleta e identificagdo do material vegetal:

O material vegetal foi coletado no Horto de Plantas Medicinais da Faculdade
de Farméacia - UFJF, no municipio de Juiz de Fora — MG (21°46’39.48" S;
43°22°00.10” O). A coleta do material foi realizada no més de fevereiro de 2011.

A exsicata do vegetal foi depositada no Herbario da Universidade Federal de
Vigosa sob o numero de tombo 37.197, sigla VIC e identificada por Fernanda Souza,
farmacéutica do Herbario da Universidade Federal de Vigosa.

3.3. Obtencéo do extrato hidroalcodlico bruto dos frutos de Arctium lappalL.:

Apos a separacdo dos frutos, este material vegetal foi submetido a secagem

por 15 dias em temperatura ambiente. Foram obtidos 243,0 g de frutos secos.

A pulverizagdo dos frutos foi realizada em moinho de facas e o pé obtido
(236,0 g) foi submetido a maceragdo, por periodo de 72 horas, em solucdo
hidroalcodlica (etanol: 4gua 96:4 v/v), seguido de filtracdo. Este processo foi repetido
até esgotamento do material vegetal verificado pela clarificacdo do macerado. Foram

obtidos 2 L de extrato hidroalcodlico bruto dos frutos de A. lappa L.

As solugdes hidroalcodlicas obtidas foram filtradas e transferidas
progressivamente para baldes de fundo redondo e, entédo, concentradas com auxilio
de rotaevaporador. O extrato obtido foi transferido para frasco previamente pesado,
resultando em 20,27 g de extrato hidroalcodlico bruto dos frutos de Arctium lappa L.
(AL).

3.4. Fracionamento do extrato hidroalcodlico bruto utilizando processo de

parti¢cdo liquido-liquido:

Com a finalidade de separacdo inicial de seus constituintes, o extrato

hidroalcodlico bruto foi submetido a particdes com solventes organicos (Fig. 20).
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Assim, o extrato foi ressuspendido em mistura de metanol e agua (90:10 v/v). Cada
1 g do extrato foi ressuspendido em cerca de 10 mL da mistura metanol-agua. Apdés
ressuspensao, este foi transferido para funil de separacdo e extraido com hexano
por processo de particdo liquido-liquido. A particdo foi realizada até a clarificacdo da
solugdo hexanica. A solucdo hexéanica obtida foi adicionada sulfato de sédio anidro
para eliminacdo da 4gua e, em seguida, estas foram filtradas para baldo de fundo
redondo e foram concentradas em rotaevaporador sob presséo reduzida a 40 °C,
sendo em seguida transferidas para frascos previamente pesados e denominados

de fragdo hexanica (AL-H).

A solucdo hidrometandlica restante foi inicialmente concentrada em
rotaevaporador para eliminacédo de parte do metanol e, em seguida, particionada
com diclorometano (totalizando 2 L). As solucdes diclorometanicas obtidas foi
adicionado sulfato de sodio anidro para eliminacdo da &gua. Em seguida, as
solugcbes foram filtradas para baldo de fundo redondo e concentradas em
rotaevaporador sob pressao reduzida a 40° C, sendo em seguida transferidas para

frascos previamente pesados e denominados de fragéo diclorometéanica (AL-D).

As solugbes aquosas remanescentes foram particionadas com acetato de
etila (2 L). As fases organicas em acetato de etila foram concentradas até a
eliminacdo do solvente. O concentrado foi transferido para frascos previamente
pesados e denominados de fragdo acetato de etila (AL-A). A solugdo aquosa

restante foi acondicionada sob refrigeragéo.

O processo de fracionamento do extrato hidroalcodlico bruto esta resumido na

figura 20.
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Extrato Bruto - AL
(20,37 g)

1° Suspensdo em metanol: agua (9:1 v/v)
2° Particdo com Hexano

l l

Fracdo Hexanica Frac&o Hidrometanolica
AL-H (3,44 g)

3° Rotaevaporacao
4° Particdo com Diclorometano

l l

Fragdo Diclorometanica Fragdo aquosa
AL-D (7,87 g)

5° Particdo com Acetato de etila

l l

Fracéo Acetato de etila Fracdo aquosa
AL-A (1,23 g)

Figura 20. Esquema geral do procedimento de particao liquido-liquido do extrato hidroalcodlico bruto

dos frutos da A. lappa L.

As fragOes obtidas por meio de particdo com solventes organicos foram
analisadas por CCD, utilizando-se diversos sistemas de eluentes e diferentes tipos
de reveladores (vanilina sulftrica, anisaldeido sulfarico e vapores de iodo), com a
finalidade de se obter o perfil cromatografico das substancias presentes em cada
fracdo. De acordo com a andlise cromatografica das fragcdes obtidas no processo de
particdo liquido-liquido, a fracdo diclorometanica (AL-D) revelou a presenca de
compostos fluorescentes em UV (254 e 366 nm) e coloragdo com os diferentes tipos

de reveladores sugerindo a presenca de substancias aromaticas.

Sendo assim, a fragdo AL-D foi selecionada para o estudo fitoquimico para a

separacéo e isolamento de seus constituintes (Fig. 22).
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3.5. Estudo dafracéo diclorometanica - AL- D:

Parte desta fracéo (1,0 g) foi destinada a realizacdo de ensaios bioldgicos e o
restante (6,87 g), submetida a cromatografia em coluna (CC), com o intuito de se

isolar os principais constituintes.

Assim, a fragéo AL-D (6,87 g) foi solubilizada em diclorometano e aplicada em
coluna cromatografica de 4 cm de diametro por 36 cm de altura e empacotada com

190 g de silica gel até a de altura de 14,5 cm, conforme figura 21.

Utilizou-se como fase modével misturas de diclorometano: metanol

(CH.Cl,:MeOH) em gradiente crescente de polaridade.

Figura 21. Cromatografia em Coluna da Fracao AL-D. Fonte: Nlcleo de Investigacdo e Pesquisa de

Produtos e Ativos Naturais (NIPPAN) - Faculdade de Farmacia/UFJF. Foto: Autora (2012).

Foram coletadas 11 fracdes de 500 mL cada e, apdés analise por CCD das
mesmas, foi possivel agrupa-las em cinco novas fragfes, conforme a tabela 2 a

seqguir.

Tabela 2. Fracdes obtidas por CC da fracdo AL-D.

Eluentes Fracdes Massa (g)
CH,CI, 100%— CH,Cl,:MeOH (99,8:0,2) AL-D) (1.3) 0,090
CH,CI,:MeOH (99,7:0,3) —(99,5:0,5) AL-Dy 4 5 1,082
CH,Cl,:MeOH (90:10) —(80:20) AL-Dy 6,7 4,233
CH,CI;:MeOH (70:30) —(30:70) AL-Dyy 8-10) 0,625
MeOH 100% AL-Dy a1y 0,112

Fonte: Autora.
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[ 243,0 g Frutos secos ]

Maceracdo em solugdo
hidroalcodlica
(EtOH: H,O 96:4 v/v)

Extrato Hidroalcodlico Bruto (AL)
(20,27 Q)

Particdo com Hexano,
Diclorometano e Acetato de Etila

AL-H AL-D AL-A
(3,44 g) (7,87 g) (1,23 g)

l

AL-D 10g
(6,87 9) Armazenada

12CC
CH,Cl, 100%—> CH,Cl;:MeOH CH,Cl,:MeOH CH,Cly:MeOH MeC‘))H
CH,Cl:MeOH (99,7:0,3)> (90:10) - (70:30) >  100%
(99,8:0,2) (99,5:0,5) (80:20) (30:70)
AL-D, AL-D, AL-Dy AL-Dy
(0,090g) (1,0829g) (0,6259) (0,112g)
CHCl;:MeOH CHCl;:MeOH CHCl3:MeOH CHCl3:MeOH CHCl;:MeOH
(99,8:0,2)—(99,5:0,5) (99:1)—(97:3) (95:5) (85:15)—(30:70) (90:10)

AL-Dy 1 AL-Dy, 2 AL-D;; 3 AL-D, 4 AL-D;, 5% AL-D,, 6*
(0,027g) (0,029¢g) (0,1399g) (1,2529) (2,3489) (0,905g)

Figura 22. Fluxograma do isolamento e purificagdo dos principais metabdlitos dos frutos da A. lappa

L.
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3.5.1. Estudo da fragdo diclorometanica - AL- Dy;:

De acordo com o perfil cromatografico obtido em CCD e, com o objetivo de se
isolarem os compostos de interesse, a fragdo AL-Dy, foi submetida & cromatografia
em coluna classica. Assim, a fracdo AL-Dy, (4,233 g) foi solubilizada em mistura de
CHCI3:MeOH (99,8:0,2 v/v) e aplicada em coluna de 4 cm de diametro por 12,5 cm
de altura de silica, empacotada com 130 g de silica gel. Foram coletadas 38 fracdes
de 200 mL cada, utilizando-se como eluentes misturas de solventes com polaridades

crescentes, conforme tabela 3.

As fracbes obtidas foram agrupadas conforme a semelhanga do perfil
cromatogréafico apresentado em CCD (Tabela 3). Sendo que duas destas fracdes
codificadas como AL-Dy; 5* e AL-Dy; 6*, por apresentarem apenas uma Unica mancha
para cada fracdo na analise por CCD foram novamente agrupadas em AL-D; 5*
(3,253 g) e enviadas para identificagdo de sua estrutura quimica por espectroscopia
de RMN de 'H e RMN de *°C.

Tabela 3. Frac6es obtidas por CC de AL-Dy,.

Eluentes Subfracdes Massa (g)
CHCl3:MeOH (99,8:0,2) —(99,5:0,5) AL-Dyl (aqy 0,027
CHCl3:MeOH (99:1) —(97:3) AL-Dyi2 (eg7) 0,029
CHCl3:MeCOH (95:5) AL-Dyi3 (hh) 0,139
CHCI3:MeOH (85:15) —(30:70) AL-Di4 .q) 1,252
CHCI3:MeOH (90:10) AL-Dy5* i 3,253

Fonte: Autora.
3.5.1.1. Hidrélise da substancia isolada AL-Dy, 5*:

A substéncia majoritaria isolada do extrato hidroalcodlico dos frutos de
Arctium lappa L., denominada arctiina, € uma lignana dibenzilbutirolacténica que se
caracteriza como o glicosideo da arctigenina (ZHAO et al., 2009). Com o objetivo de
se obter a aglicona deste heterosideo foi realizada uma hidrélise acida na substancia
AL-Dy, 5* obtida e identificada anteriormente, conforme método descrito por
(CHATURVEDULA e PRAKASH., 2011), com algumas modificac¢des.
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Cerca de 3 g da amostra foram solubilizadas em 250 mL de metanol 100%. A
solugdo foi transferida para um baldo de fundo redondo e adicionada de igual
volume de acido sulfdrico a 5%. Esta mistura foi submetida a refluxo por 6 horas a
temperatura de 35°C (Fig. 23).

Figura 23. Hidrdlise sob refluxo da substancia AL-Dy, 5*. Fonte: Nicleo de Investigacdo e Pesquisa
de Produtos e Ativos Naturais (NIPPAN) - Faculdade de Farmacia/UFJF. Foto: Autora (2013).

Apoés refluxo e arrefecimento da solugdo, adicionou-se 20 g de carbonato de
sédio e solucédo de hidréxido de sddio a 2M, suficiente para neutralizar a solugéo

hidrolisada.

A solucdo neutralizada foi filtrada em papel de filtro e particionada com
cloroférmio. A fragdo cloroférmica obtida foi concentrada em rotaevaporador
obtendo-se 1,803 g de hidrolisado.

3.5.1.2. Purificacdo da aglicona obtida a partir da hidrélise:

A fracdo hidrolisada (3,0 g) foi submetida & cromatografia flash, utilizando
coluna de vidro (4 cm de didametro por 60 cm de altura) previamente empacotada
com 90 g de silica gel e como fase mével a mistura de CH,Cl,:EtOH em gradiente
crescente de polaridade, sendo recolhidas fragbes de 50 mL cada. Os dados estéo

resumidos na tabela a seguir. Foram:
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Tabela 4. Fracdes obtidas por CF do hidrolisado de AL-D,, 5*

Eluentes Fracdes Massa (g)
CH,CI,:EtOH (98:2) AL-HA (1.9) 0,011
CH,CI,:EtOH (98:2) AL- H B (10-20) 0,945
CH,CI,:EtOH (97:3) AL- H C (2123 0,923
CH,CI,:EtOH (95:5) AL- H D (24.30) 0,021
CH,CI,:EtOH (90:10) AL- H E (31-33) 0,062

CH,CI,:EtOH (9:1) — CHCI; 100% AL- H F (32.36) 0,008

Fonte: Autora.

A fragdo hidrolisada e purificada cromatograficamente foi reunida conforme
perfil em CCD. Uma das fra¢des purificadas, denominada, AL- H B foi escolhida para
ser submetida & andlise espectroscépica de RMN de 'H e de **C para a confirmagéo

de sua identidade quimica.
3.5.2. Estudo da Fracgao Diclorometéanica - AL-Dy;:

Dando prosseguimento ao isolamento de outras substancias a fracdo AL-Dy
(1,082 g) foi submetida & cromatografia em coluna classica. A amostra foi
solubilizada em CHCI; e incorporada em 3g silica gel utilizada como adsorvente.
Esta mistura foi homogeneizada vigorosamente até a secura com a eliminacdo do
solvente. E assim, depositada no topo da coluna cromatogréfica de vidro de 4 cm de

didmetro, empacotada com 180 g de silica gel em 16 cm de altura.

Foram coletadas 85 fracdes de 100 mL cada, utilizando-se como eluentes

misturas de solventes com polaridades crescentes, conforme Tabela 5.

Apés analise por CCD, reuniram-se as fragcdes que apresentavam perfis

cromatogréaficos semelhantes (Tabela 5).
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Tabela 5. Fracdes obtidas por CC de AL-D,,.

Eluentes Subfracdes Massa (g)
Hex:AcOEt (80:20) AL-Dy1 (124 0,020
Hex:AcOEt (80:20) AL-D; 2 3 0,009
Hex:AcOEt (80:20) AL-Dy; 3 59 0,007

Hex:AcOEt (80:20) —(75:25) AL-Dy 4 (g.19) 0,032
Hex:AcOEt (7,5:2,5) —(6,5:3,5) AL-Dyi 5 (0.5 0,126
Hex:AcOEt (65:35) —(50:50) AL-D)6 (4658 0,138
Hex:AcOEt (40:60) —(20:80) AL-Dy; 7 (59-69) 0,151
AcOEt 100% AL-Dyi8 (70-73) 0,234

AcOEt 100% AL-Dy 9 (74-50) 0,162
AcOEt:MeOH (90:10) AL-Dy; 10 (s1-85) 0,066

Fonte: Autora.

De acordo com perfil em CCD sob luz UV a fragdo AL-D, 6 foi seleciona para

dar continuidade aos procedimentos de isolamento.
3.5.2.1. Estudo da fracdo diclorometanica - AL-Dy, 6:

A fragdo AL-D; 6 (0,138 g) foi solubilizada em CHCIl3:Me,CO (9,5:0,5 v/v),

mistura esta também utilizada como fase moével inicial da CF.

Em seguida, aplicou-se a amostra solubilizada na FM, diretamente numa
coluna flash de vidro (2 cm de diametro por 60 cm de altura), anteriormente
empacotada com 47 g de silica gel flash que atingiram 15 cm de altura na dentro da

coluna de vidro.

Foram coletadas 117 fracdes de 10 mL cada, utilizando-se como eluentes

misturas de solventes com polaridades crescentes, conforme Tabela 6.

Apés analise por CCD, reuniram-se as fragcdes que apresentavam perfis

cromatogréaficos semelhantes (Tabela 6).

A substancia isolada codificada como AL-D;, 6-2 foi submetida a andlise
espectroscépica de RMN de *H e RMN de **C para a identificacdo de sua estrutura

quimica.
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Tabela 6. Fracdes obtidas por CF de AL-D, 6.

Eluentes Subfracdes Massa (g)
CHCI3:Me,CO (95:5) AL-D; 6-1 1.5 0,001
CHCI3:Me,CO (95:5) AL-Dy;6-2 (9.15) 0,046
CHCI3:Me,CO (95:5) AL-Dy 6-3 (16.19) 0,004

CHCl3:Me,CO (95:5) —(93:7) AL-Dy; 6-4 (30.76) 0,023
CHCl3:Me,CO (93:7) —» Me,CO 100% AL-Dy 6-5 (77117 0,001

Fonte: Autora.

3.6. Avaliagdo in vitro da atividade esquistossomicida do extrato

hidroalcodlico bruto e das substancias isoladas dos frutos de A. lappalL.:

O extrato hidroalcodlico bruto dos frutos de Arctium lappa L. (AL) e as
substancias isoladas AL-Dy 5* (arctiina), AL-Dy 6-2 e a hidrolisada, AL- H B
(arctigenina) foram avaliadas quanto a atividade esquistossomicida in vitro a frente

dos vermes adultos de S. mansoni.

O ensaio esquistossomicida foi realizado pelo Nucleo de Enteroparasitas do
Instituto Adolfo Lutz em S&o Paulo sob a coordenagéo e responsabilidade do Dr.

Josué de Moraes e do Dr. Pedro Silva Pinto.
3.6.1 Animais Utilizados e Manutencéo do Ciclo Evolutivo do Schistosoma mansoni:
3.6.1.1 Linhagem de Origem do Parasito:

A linhagem de Schistosoma mansoni Sambon, 1907 utilizada neste trabalho
foi a BH (Belo Horizonte, MG), mantida no Ndcleo de Enteroparasitas do Instituto
Adolfo Lutz (S&o Paulo, SP) como previamente descrito por Moraes (2012). Os
parasitos foram mantidos em caramujos Biomphalaria glabrata Say, 1818
(hospedeiro intermediério) e hamsters Mesocricetus auratus Waterhouse, 1839

(hospedeiro definitivo).
3.6.1.2 Animais Hospedeiros:

Os caramujos (hospedeiros intermediarios) foram mantidos em aquarios de

polietileno (55 x 22 x 17 cm) com cerca de 20 litros de &gua declorada, em
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temperatura de 24 °C, e alimentados com alface fresca; os aquarios eram arejados
com bombas de 1,5 W (MORAES et al., 2009).

Os hamsters (hospedeiros definitivos) foram fornecidos pelo Biotério do
Instituto Adolfo Lutz. Eles foram mantidos em caixas de polipropileno (40 x 34 x 16
cm) com tampa metdlica, alimentados com racdo e agua ad libitum. Esses roedores
eram recém-desmamados, de um Unico sexo, com massa de aproximadamente 20 g
aos 21 dias de idade. Os animais foram acomodados em maravalha com duas

trocas semanais.
3.6.1.3 Manutencgéo do Ciclo Evolutivo de Schistosoma mansoni:

A manutencdo do ciclo evolutivo de S. mansoni foi feita de acordo com
Pellegrino e Katz (1968). Os hamsters foram infectados subcutaneamente (com
seringa de 1 ml) com cerca de 150 cercéarias. Apos 49 dias, os roedores foram
sacrificados em camara de CO; para a retirada dos ovos presentes no figado e,
posteriormente obtermos os miracidios. Os figados foram triturados em liquidificador
em solucdo salina 0,85% (m/v), e a suspensdo dos tecidos homogeneizados foi

deixada para sedimenta¢ao no escuro.

ApoOs lavagens dos ovos por decantacfes sucessivas, o sedimento foi
suspenso com agua declorada e exposto a luz para obtengdo dos miracidios. O
ndmero e a viabilidade dos miracidios e cercérias foram determinados com o auxilio

de um estereomicrocopio.

Para a infeccdo do hospedeiro intermediério utilizou-se 8 miracidios por
caramujo. Os moluscos sexualmente maduros foram colocados, individualmente, em
placas de cultura de células de 24 pocgos contendo agua filtrada. A exposi¢cédo do
molusco aos miracidios foi realizada sob a luz artificial (lAmpada incandescente de
60 W) a uma distancia de aproximadamente 30 cm, durante 3 a 4 horas. Tal

procedimento promove aumento da temperatura para cerca de 30 °C.

Apo6s 35 a 40 dias, os caramujos foram examinados, colocando-os
individualmente em placas de 24 pogos e expostos a luz artificial para a eliminagdo

das cercérias, durante 2 a 3 horas. Os exemplares infectados foram protegidos da
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luz com a colocacdo de papel escuro em torno do aquério para evitar a liberagéo de
cercarias (PELLEGRINO e KATZ, 1968).

Para infecgcdo do hospedeiro definitivo, cerca de 30 caramujos infectados
foram transferidos para um recipiente de vidro tipo Becker contendo dgua declorada
e expostos a luz artificial para liberag@o de cercarias. Para concentragdo cercariana,
os parasitas foram transferidos para tubos de ensaio em vidro com capacidade de
40 ml parcialmente protegidos da luz com papel aluminio, de modo que a entrada de
luz era somente no apice. As cercérias foram utilizadas na infecgcdo dos hamsters
(PELLEGRINO e KATZ, 1968).

3.6.1.4. Recuperagao dos Vermes Adultos de S. mansoni:

Os vermes adultos de S. mansoni, com 49 dias de idade, foram recuperados
por perfusdo do sistema porta hepéatico como descrito por Smithers e Terry (1965). A
perfuséo foi realizada com meio RPMI 1640 contendo L-glutamina e vermelho de
fenol (p6 para preparo de 1 L) e heparina sddica 5 Ul/mL. Os hamsters foram
sacrificados por inalacdo de CO, e, posteriormente, foi realizada uma secgao
longitudinal na regido ventral, expondo-se os 6rgdos internos. A veia porta foi
seccionada e, com o auxilio de uma agulha acoplada a uma bomba peristaltica, foi
injetado meio de cultura diretamente no coragéo do animal para coleta dos vermes
adultos (SMITHERS e TERRY, 1965).

3.6.2. Preparo das Amostras e Materiais Utilizados no Ensaio Esquistossomicida:

As amostras testadas no ensaio esquistossomicida in vitro foram: o AL (100,9
mg) e a substancia isolada AL-Dy, 5* (arctiina), AL-D, 6-2 e AL- H B (arctigenina - 1,5
mg), todas inicialmente foram solubilizadas em dimetilsulféxido 100% (DMSO).
Posteriormente adicionou-se DMSO 5% (v/v) em meio RPMI até a concentragédo de
5 mg/mL do AL e 5 uM para a arctiina e arctigenina. A solubilizagdo das amostras foi
feita em agitador de tubo, tipo Vortex®.

Durante o preparo do meio “Roswell Memorial Park Institute* (RPMI 1640), 20
g de dextrose foram dissolvidos em 500 mL de agua deionizada esterilizada. Em

seguida, adicionada ao mesmo sob agitacdo constante, completando-se o volume
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com &gua para 1000 mL. Como agente tamponante acrescentou-se 2 g de
bicarbonato de sddio para ajustar o pH em 7,4. O meio RPMI 1640 contém L-

glutamina e vermelho de fenol (p6 para preparo de 1L).

Para a esterilizacdo, o meio foi submetido a filtracdo, sob vacuo, em

membrana de 0,22 pm.

O filtrado foi recolhido em frascos de vidro estéreis, que foram vedados com
filme plastico e envolvidos em papel aluminio. O meio foi entdo armazenado a 4 °C

até a sua utilizacao.
3.6.3. Ensaios in vitro com Vermes Adultos de Schistosoma mansoni:

Os ensaios in vitro com os vermes adultos de S. mansoni foram realizados
com machos e fémeas acasalados. Os pares de vermes obtidos dos hamsters por
perfuséo foram lavados 2 vezes com o meio RPMI 1640, esterilizado por filtragéo,
contendo penicilina 200 Ul/mL, estreptomicina 200 pg/L e anfotericina B 2 pg/mL;

procedimento este feito em placa de Petri de polietileno estéril (90 mm x 15 mm).

Posteriormente, os parasitas acasalados foram transferidos para placa de
cultura de células com 24 pocgos, cada qual contendo um casal de verme em 2 ml de
meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e tamponado com
HEPES 25 pM. (DE MORAES et al., 2011; 2013a, 2013b, 2013c, MORAES et al.,
2011; MORAES, 2012).

O AL foi diluido nas concentra¢des de 10, 25, 50, 100 e 200 pg/mL, em meio
RPMI 1640 contendo 5% de DMSO (v/v), sendo que a concentragéo final de DMSO
nao foi superior a 0,5%. Da mesma forma, a substancia isolada AL-Dy, 5* foi diluida
nas concentracbes de 25, 50, 100 e 200 uM, também em meio de RPMI 1640
contendo 5% de DMSO (v/v) e a concentragcdo final de DMSO também né&o foi

superior a 0,5%.

O Praziquantel 10 yM foi utilizado como controle positivo e pogos contendo
somente meio de cultura ou meio com DMSO 0,5% foram usados como controle

negativo. As culturas foram mantidas em estufa a 37 °C, sob atmosfera de CO, a 5%
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e foram monitoradas diariamente por 5 dias, com o auxilio de um microscopio
invertido e um estereomicroscépio (DE MORAES et al., 2011; 2013a, 2013b, 2013c,
MORAES et al., 2011; MORAES, 2012).

3.6.4. Avaliagéo do Ensaio Esquistossomicida:

As culturas de vermes adultos foram continuamente monitoradas por
microscopia ou lupa. Para avaliar a toxicidade do extrato e das substancias testadas
sobre o S. mansoni foram considerados os seguintes parametros: mortalidade,
atividade motora (motilidade) e alteracdes morfoldégicas no tegumento (MORAES,
2012).

A mortalidade dos vermes foi julgada pela auséncia de movimentos durante 2
minutos (MORAES, 2012). No término do periodo de incubacéo (5 dias) ou
ocorréncia de morte, os parasitas foram fixados e analisados em microscopia

confocal.

A reducdo da atividade motora e as alteragbes morfoldgicas foram
qualitativamente avaliadas como “leve” ou “significativa”. No primeiro caso utilizou-se
um estereomicroscopio, enquanto que, no segundo, um microscopio invertido,
usando técnica de campo claro ou contraste de interferéncia (DE MORAES et al.,
2011; MORAES et al., 2011, MORAES, 2012).

O efeito das amostras testadas sobre o tegumento de adultos de S. mansoni
foi monitorado com microscopio confocal de varredura a laser. Os parasitos foram
fixados em solucdo AFA e monitorados, com captura de imagens, no microscopio
usando os filtros de 488 nm (excitagdo) e 505 nm (emissdo) como descrito por
Moraes et al. (2009, 2011). A solucdo AFA consiste em uma mistura de acido
aceético glacial, formaldeido, etanol (95%) e &agua destilada nas proporcoes,
respectivamente (2: 9: 30: 59 v/iv) (MORAES, 2012).

Durante a andlise microscépica foram capturadas imagens tridimensionais
usando o software LSM Image Browser (Zeiss). Pelo menos trés areas distintas do

mesmo parasita foram analisadas, conforme ilustrado na figura 24.
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Figura 24. Regiao dorsal de um macho de Schistosoma mansoni, onde é avaliado o efeito de
compostos no tegumento. O parasito mantido em meio RPMI é fixado em solugcdo AFA apés 120
horas ou ocorréncia de morte. A: visao geral da regido anterior do helminto mostrando, em vermelho,
o local que é feita a contagem dos tubérculos. Barra = 500 ym. B: imagem aumentada da regido
dorsal que estd 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 presenca das

ventosas oral (Vo) e ventral (Vv). Em B: notar os tubérculos (Tu). Fonte: Moraes (2012).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO:
4.1. Isolamento e purificacdo dos metabdlitos de interesse:

Apos producéo do extrato hidroalcodlico bruto dos frutos de A. lappa L.
(AL), foi realizada particdo liquido-liquido deste extrato para obtencdo de suas
fracdes organicas. Dando prosseguimento ao processo de isolamento e
purificacdo dos metabdlitos de interesse, a fracdo diclorometanica selecionada
foi submetida a véarios processos cromatogréficos, resultando no isolamento das
substancias AL-Dy-5* (3,253 g) e AL- D;; 6-2 (0,046 g). Uma parte da substancia
isolada AL-Dy-5* foi submetida & hidrolise, obtendo-se a aglicona, a qual foi
codificada como AL- H B.

As substancias: AL-Dy-5*, AL- D, 6-2 e AL- H B foram submetidas as

analises espectroscoépicas e identificadas, conforme descrito a seguir.
4.2. Determinagdo e identificagdo estrutural das substéncias isoladas:

A identificacdo estrutural das substancias anteriormente descritas foi
realizada mediante a analise dos dados espectroscopicos obtidos e comparagéo

com os dados publicados na literatura.

4.2.1. Substancia isolada AL- Dy-5*:

OCH;

Figura 25. Estrutura quimica da substancia isolada AL-D,-5* e identificada como a lignana

dibenzilbutirolactdnica: arctiina (arctigenina 4’-O-glicosideo).

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

66
Resultados e Discussao

Esta substancia, isolada a partir da fragéo diclorometanica do AL, teve
sua identidade determinada a partir da anélise espectroscépica de RMN de 'H,
(300 MHz, CDCls) e *3C (75 MHz, CDCls) e confirmada por meio da comparag&o
com dados de referéncia obtidos na literatura (RAHMAN et al., 1990).

A andlise do espectro de RMN de 'H da AL- DIy-5* (Fig. 26) permitiu
observar um multipleto centrado em 6 2,5 ppm, integrado para 4 H, sendo
atribuido aos hidrogénios metilénicos H-7 e metinicos H-8 e H-8' (Tabela 7). Ja
os hidrogénios metilénicos H-7’ ocorrem como um simpleto largo em 6 2,81 ppm.
Esta atribuicdo esta de acordo com os dados previamente publicados, os quais
descrevem os deslocamentos quimicos para esta substancia (CSAPI et al.,
2010; WANG et al., 2009). O sinal presente em 6 4,09 (1H, t) foi atribuido ao
hidrogénio metilénico H-9a, enquanto H-9b ocorre ao redor de 6 3,7 ppm. No
entanto, este sinal no espectro parece estar sobreposto aos sinais dos
hidrogénios da glicose (CSAPI et al., 2010; WANG et al., 2009; WEBER, 2005).
De acordo com a literatura, o deslocamento quimico distinto para os hidrogénios
H-9 indica a orientacdo trans assumida pelas posicbes 8-8 do anel lactdnico
(ZHAO et al.,, 1999). Pode-se observar também a ocorréncia de trés simpletos,
com integracgéo para trés hidrogénios cada, em ¢ 3,64; 3,76 e 3,82, os quais sao
caracteristicos de grupos metoxilas ligados a anéis aromaticos. Ja o dupleto em
o 4,79 ppm (Glc-1, 1H, J= 7,1) foi atribuido ao hidrogénio da ligagdo o-
glicosidica. Os demais hidrogénios da molécula de glicose (Glc-2 a Glc-6)
encontram-se com 0s sinais sobrepostos aos das metoxilas, entre 6 3,80 e 3,60
ppm (CSAPI et al., 2010; RAHMAN et al., 1990; WANG et al., 2009).

Ainda, pode-se observar a presenca de sinais na regiéo de ¢ 6,90 - 6,50
ppm, os quais foram atribuidos aos hidrogénios arométicos. Pode-se observar a
ocorréncia de dois dupletos, integrados para 1H cada, em ¢ 6,89 (J= 8,00 Hz) e
em 66,74 (J= 8,29 Hz), os quais foram atribuidos aos hidrogénios aromaticos H-
5" e H-5, respectivamente. J& os hidrogénios H-6 e H-6' ocorrem como um
dupleto em 6 6,55 ppm (2H, J= 10,72 Hz), enquanto os hidrogénios H-2' e H-2
aparecem como dois simpletos em ¢ 6,52 e 6 6,48, respectivamente. (RAHMAN
et al., 1990).
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Figura 26. Espectro de RMN de "H da substancia AL- Dy, 5* (300 MHz, CDCls).
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Tabela 7. Dados do espectro de RMN de 'H, da substancia AL- DI,,-5*, a 300 MHz em
CDCl; (6 em ppm, multiplicidade), J em Hz.

AL- DIy-5* Arctiina ®
Hidrogénios
(arctigenina 4'-O-glicosideo)

2 6,48 (s, 1H) 6,48 (s, 1H)
2 6,52 (s, 1H) 6,59 (s, 1H)
5 6,74 (d, 1H; J=8,3) 6,74 (d, 1H; J=8,1)
5 6,89 (d, 1H; J=8,0) 6,90 (d, 1H; J=8,1)
6,54 (d, 1H; J= 8,2; H-6);
6,6 6,55 (d, 2H; J=10,7)
6,57 (d, 1H; J=8,2; H-6)
7 2,52 (m, 2H) 2,48 (m, 2H)
7 2,81 (s, 2H) 2,81 (m, 2H)
8,8 2,52 (m, 2H) 2,52 (m, 2H)
%a 4,09 (t, 1H; J=7,9) 4,10 (t, 1H; J=7,9)
9b - 3,69 (1H, dd, J;= 8,9 e J,=2,0)
O-CH,q 3,82; 3,76; 3,64 (s; 3H) 3,80; 3,77; 3,65 (s, 3H)
Glc-1 4,79 (d, 1H; J=7,1) 4,82 (d, 1H; J=6,3)

2CSAPI et al., 2010. Fonte: Autora.

A anélise do espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCls) desta substancia
(Fig. 27), permitiu observar vinte e cinco sinais na regiao entre 6 34,5 e 178,8
ppm (Tabela 8). Destes, doze sinais pertencem a carbonos aromaticos,
indicando a ocorréncia de dois anéis arométicos distintos. Outros seis sinais
foram atribuidos aos carbonos da glicose presentes nesta substancia. Além
disso, o espectro de RMN de **C demonstrou a presenca de um sinal em § 71,3
ppm, o qual foi atribuido ao C-9, bem como um sinal em 6 178,8 ppm, o qual €
caracteristico do carbono carbonilico C-9° do anel butirolactdénico. J& os
carbonos metinicos C-8 e C-8 apresentam-se com deslocamentos quimicos de
0 41,3 e 6 46,5 ppm, respectivamente, enquanto os carbonos metilénicos C-7 e
C-7' ocorrem em 6 38,0 e 6 34,5 ppm, respectivamente. Os sinais referentes aos

grupos metoxilicos ocorrem ao redor de 6 56,0 ppm.

Destacamos ainda o carbono Glc-1, que faz parte da ligagcdo o-glicosidica
ocorre em 6 101,8. Devido a ligacdo com o oxigénio, &tomo eletronegativo, que

promove a desblindagem dos elétrons do nucleo, este carbono apresenta valor

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

69
Resultados e Discussao

de deslocamento quimico mais alto do que os demais carbonos da glicose (6

61,5 e 6 76,2 ppm) (CSAPI et al., 2010; RAHMAN et al., 1990; WANG et al.,
2009).
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Figura 27. Espectro de RMN de **C da substancia AL- D;;-5* (75 MHz, CDCls).
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Tabela 8. Dados do espectro de RMN de C, da substancia AL- DI,-5*, a 75 MHz em
CDCl; (6 em ppm).

AL- DI,-5* Arctiina ®
Carbono
(arctigenina 4’-O-glicosideo)

1 130,5 130,4

1T 133,0 133,1

2 112,12 112,1

2 113,4 113,3

3 149,3 149,3

3 149,1 149,1

4 147,9 147,9

4 145,2 145,2

5 111,6 111,6

5 117,0 113,3

6 120,8 120,7

6’ 122,0 121,8

7 38,0 37,9

7 34,5 34,4

8 41,3 41,1

8 46,5 46,4

9 71,3 71,2

9 178,8 178,6
O-CHj3 56,0 55,3; 55,3; 55,5
Glc-1 101,8 101,9
Glc-2 73,3 73,2
Glc-3 76,0 76,7
Glc-4 69,4 69,4
Glc-5 76,2 76,9
Glc-6 61,5 61,5

2WANG et al., 2009. Fonte: Autora.

De posse desde dados e comparagbes com agueles previamente
publicados na literatura, podemos inferir que a substancia isolada AL- DI-5*
se trata da lignana dibenzilbutirolactdnica arctiina (arctigenina 4'-O-

glicosideo).
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4.2.2. Substancia isolada AL- D, 6-2:

OCH;

Figura 28: Estrutura quimica da substancia isolada AL-D, 6-2 e identificada como a lignana

dibenzilbutirolactonica: arctigenina.

A substéncia AL-D; 6-2 teve sua estrutura determinada a partir da analise
espectroscopica dos dados de RMN de *H (300 MHz, CDCls) e **C (75 MHz,
CDCl3), bem como comparagéo com dados previamente publicados na literatura
(RAHMAN et al., 1990).

O espectro de RMN de 'H de AL-Dy 6-2 (Fig. 29) (Tabela 9) evidencia a
presenca de um multipleto, integrado para 4H, centrado em 6 2,5, o qual foi
atribuido aos hidrogénios metilénicos H-7 e aos hidrogénios metinicos H-8 e H-
8'. J& os hidrogénios H-7" ocorrem com um duplodupleto em 6 2,92 ppm (2H, J=
10,71 e 5,2 Hz) (CSAPI et al.,, 2010; WANG et al., 2009). Similarmente, os
hidrogénios H-9a e H-9b ocorrem, como duplodupletos, com deslocamentos

quimicos em 64,14 e 6 3,90 ppm, respectivamente.

De acordo com a literatura, esta diferenga no deslocamento quimico entre
os hidrogénios H-9 indica a orientacédo trans assumida nas posi¢oes 8-8’ do anel
lactonico (WEBER, 2005, ZHAO et al., 1999). Ja os dois simpletos, ao redor de &
3,8 ppm, foram atribuidos aos trés grupos metoxilas presentes na estrutura
(RAHMAN et al., 1990).

Os hidrogénios aromaticos H-5 e H-5 podem ser observados como
dupletos em 6 6,80 ppm (1H, J= 7,9 Hz) e 6 6,73 ppm (1H, J= 8,2 H2z),
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respectivamente, enquanto os hidrogénios H-2 e H-2' ocorrem como dupletos
em 6 6,62 ppm (H-2’, J=1,9 Hz) e 6,45 ppm (H-2, J= 2,0 Hz). J& os hidrogénios
H-6 e H-6' ocorrem como duplodubletos em 6 6,55 ppm (1H,J=8,2e19Hz) e §
6,59 (1H, J= 8,1 e J= 1,9 Hz), respectivamente. Estas atribuicdes estdo de
acordo com os dados espectroscopicos previamente publicados para esta
substancia (KOUBAA et al., 1999; RHAMAN et al, 1990; ZHAO et al., 1999;
WANG et al., 2009).
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Figura 29: Espectro de RMN de 'H da substancia AL- Dy 6-2 (300 MHz, CDCl5).
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Tabela 9. Dados do espectro de RMN de 'H, das substancias AL- D, 6-2, a 300 MHz em CDCly
(6 em ppm, multiplicidade), J em Hz.

Hidrogénio AL- D, 6-2 Arctigenina ®
2 6,45 (d, 1H, J= 2,0) 6,46 (d, 1H, J=2,0)
2 6,62 (d, 1H, J=1,9) 6,64 (d, 1H, J=2,0)
5 6,73 (d, 1H; J=8,2) 6,74 (d, 1H; J=8,2)
5 6,80 (d, 1H; J=7,9) 6,82 (d, 1H; J=7,9)
6 6,55 (dd, 1H; J;= 8,2 e J,= 1,9) 6,54 (dd, 1H; J:= 8,2 e J,= 2,0)
6 6,59 (dd, 1H; J;= 8,1 e J,= 1,9) 6,61 (dd, 1H; J:= 7,9 e Jo= 2,0)
7 2,53 (m, 2H) 2,55 (m, 2H)
7 2,92 (dd, 2H; J;= 10,71 e J,= 5,2) 2,94 (dd, 1H; J:= 9,3 e J,= 6,7)
8,8 2,53 (m, 2H) 2,55 (m, 2H)
9a 4,14 (dd, 1H; J;= 9,0 e J,= 6,8) 4,15 (dd, 1H; J;= 9,3 e J,= 6,7)
9b 3,90 (dd, 1H; J1= 9,2 e Jo= 7,1) 3,89 (dd, 1H; J1= 9,3 e J,= 7,1)
O-CH; 3,85 (s; 3H); 3,81(s; 6H) 3,85 (s; 3H); 3,81(s; 6H)

2KOUBAA et al., 1999. Fonte: Autora.

Pela anélise do espectro de RMN de **C (Fig. 30) pode-se observar a
presenca de dezenove sinais na regido entre 6 34,2 — 178,5 ppm (Tabela 10),
sendo que doze destes sinais foram atribuidos a carbonos aroméaticos, indicando
a ocorréncia de dois anéis aromaticos distintos na molécula. O sinal em 6 71,0
ppm foi atribuido a C-9, enquanto o carbono carbonilico C-9' ocorre em §178,5
ppm. Ja os carbonos metinicos C-8 e C-8' ocorrem, respectivamente, em ¢ 40,7
e 6 46,3 ppm, enquanto os carbonos metilicos dos grupamentos metoxila
aparecem em torno de 6 55,6 ppm. Ja& os deslocamentos atribuidos aos
carbonos metilénicos C-7 e C-7’ apresentam-se mais proximos, com valores de 6§

37,9 e 6 34,2 ppm, respectivamente.

A partir destas consideragfes e comparagdo com os dados j& descritos na
literatura (KOUBAA et al., 1999; RHAMAN et al, 1990; ZHAO et al., 1999; WANG
et al., 2009) podemos inferir que a substancia isolada AL- DIl 6-2 seja a lignana

dibenzilbutirolactonica arctigenina.
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Figura 30: Espectro de RMN de "*C da substancia AL- Dy 6-2 (75 MHz, CDCls)
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Tabela 10. Dados do espectro de RMN de 13C, das substancias AL- D, 6-2 a 75 MHz em CDCl;

(6em ppm).

Carbono AL- D, 6-2 Arctigenina ®
1 130,2 129,5
1 129,2 130,5
2 111,0 111,8
2 1115 111,6
3 148,8 147,8
3 147,6 149,0
4 146,4 146,7
4 144,3 144,6
5 111,3 111,3
5 113,8 114,1
6 120,3 120,6
6’ 121,8 122,1
7 37,9 38,2
7 34,2 34,5
8 40,6 40,9
g’ 46,3 46,6
9 71,0 71,3
9 178,4 178,9

O-CHs; 55,6 55,8; 55,9; 55,9

2KOUBAA et al., 1999. Fonte: Autora.

4.2.3. Substancia isolada AL- H B:

OCHs

Figura 31. Estrutura quimica da substancia isolada AL- H B e identificada como a lignana

dibenzilbutirolactonica: arctigenina.
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A substancia AL- H B foi obtida a partir da hidrélise da AL- Dly-5*
(arctiina) apresentando-se na forma um sélido branco, conforme figura 32 (LIU et
al., 2010). Apés purificacdo, a estrutura quimica desta substancia foi confirmada
pela analise dos dados espectroscépicos de RMN de *H (300 MHz, CDCls) e **C
(75 MHz, CDCIs) e comparagdo com dados de referéncia obtidos na literatura
(RAHMAN et al., 1990).

Figura 32. AL- H B: Sdlido branco. Fonte: Nucleo de Investigacdo e Pesquisa de Produtos e
Ativos Naturais (NIPPAN) - Faculdade de Farmacia/UFJF. Foto: Autora (2013).

A andlise dos espectros de RMN de *H (Fig. 33) e *C (Fig. 34) obtidos
para AL-H B, demonstrou que estes espectros sdo semelhantes aqueles obtidos
para a substéncia AL-D, 6-2, anteriormente discutida no item 4.2.2. Sendo

assim, a estrutura quimica de AL-H B foi identificada como a lignana arctigenina.

Desta forma, como esperado, foi alcancado éxito na hidrélise da arctiina
(arctigenina 4’-O-glicosideo) com a formacgao da aglicona desejada, a artigenina,
a qual foi utilizada, posteriormente, em ensaios esquistossomicidas in vitro
(KOUBAA et al., 1999; RHAMAN et al, 1990; ZHAO et al., 1999; WANG et al.,
2009).
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Figura 33: Espectro de RMN de "H da substancia AL- H B (300 MHz, CDCls)
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Figura 34: Espectro de RMN de **C da substancia AL- H B (75 MHz, CDCl; §em ppm).
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4.3. Atividade esquistossomicida in vitro do extrato hidroalcodlico bruto dos

frutos de A. lappa L. (AL) frente a vermes adultos de S. mansoni.

Diversos estudos ja foram realizados sobre as atividades esquistossomicida
de extratos brutos de plantas medicinais. Por exemplo, YOUSIF e Colaboradores
(2007) testaram 346 extratos metandlicos, de diferentes espécies vegetais, contra
vermes adultos de S. mansoni. Algumas das espécies avaliadas demonstraram
promissora atividade esquistossomicida in vitro, entre elas os extratos metandlicos
dos frutos do Pinus canariensis (Pinaceae) e da Verbascum sinuatum
(Scrophulariaceae) que se demonstraram ativos frente aos vermes adultos de S.
mansoni com LCso= 12,80 ppm e LCso= 12,80 ppm, respectivamente. Em 2011,
KONE e Colaboradores realizaram a triagem da atividade bioldgica in vitro dos
extratos de diversas plantas medicinais frente a esquistossdmulos e vermes adultos
de S. mansoni. Varios extratos testados demonstraram potencial esquistossomicida,
em especial o extrato hidroalcodlico das folhas de Flabellaria paniculata
(Malpighiaceae), o qual foi capaz de causar a morte de 100% dos parasitos na

concentragao de 20 pg/mL.

No entanto, a atividade esquistossomicida in vitro do extrato hidroalcodlico
bruto e de metabdlitos isolados de A. lappa L. ainda ndo foram relatados na literatura
até o presente momento. Considerando o potencial esquistossomicida demonstrado
pelas lignanas dibenzilbutirolactonicas, as quais estdo presentes no extrato
hidroalcodlico dos frutos da Bardana, este extrato foi avaliado in vitro, nas
concentragdes de 200, 100, 50, 25 e 10 pg/mL, frente aos vermes adultos de S.

mansoni (Tabela 11).
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Tabela 11. Efeito in vitro do extrato hidroalcodlico bruto dos frutos de A. lappa L. frente aos vermes

adultos de S. mansoni

Reducédo na atividade

Grupos inzji)na%%g?h) Mort(?/:)i)gade — motorsz? (%)-a - Alteracdes tegumejnt(til-‘es -(%)a
gnificativa Leve Significativa
Controle® 24 0 0 0 0 0
120 0 0 0 0 0
DMSO 0,5% ° 24 0 0 0 0 0
120 0 0 0 0 0
Praziquantel 24 100 0 100 0 100
10 yM 120 100 0 100 0 100
AL 24 0 0 100 100 0
200 pg/mL 48 100 0 100 0 100
120 100 0 100 0 100
AL 24 0 0 0 0 0
100 pg/mL 48 0 0 100 100 0
72 20 0 100 80 20
96 100 0 100 0 100
120 100 0 100 0 100
AL 24 0 0 0 0
50 pg/mL 96 0 50 0 0 0
120 100 100 0 100 0
AL 24 0 0 0 0 0
25 pg/mL 120 0 0 0 0 0
AL 24 0 0 0 0 0
10 pg/mL 120 0 0 0 0 0

* Porcentagem em relacéo a 10 casais de vermes. ° Meio RPMI. © DMSO em meio RPMI.

Os parametros mais comumente analisados durante um teste in vitro para
helmintos s&o: desenvolvimento das lavas nos vermes adultos e a viabilidade dos
adultos, em que sdo observadas a atividade motora, ovoposi¢céo, alteragdes
tegumentares e em 6rgéos internos, acasalamento e morte dos parasitos (FREZZA,
2012). Neste ensaio foram observados os parametros de mortalidade, motilidade e

alteracdes na morfologia do tegumento (MORAES, 2012).

O grupo controle negativo (meio RPMI 1640) e o DMSO 0,5 % néo
apresentaram qualquer alteragéo na atividade motora e no tegumento dos vermes
adultos, conforme figura 35, comprovando que o meio e o veiculo ndo exercem

efeitos sobre os parasitos avaliados (DE MELO et al., 2011).
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AN

Figura 35: Controle negativo (meio RPMI 1640) e DMSO 0,5%: Em (A), casal de vermes adultos

ainda acasalados. Em (A) marca as ventosas da porcao oral e ventral. Em (B) a seta marca o

tegumento de macho e fémea, ainda translicido. Aumento de 100x.

Com relagdo ao parametro de viabilidade, quando avaliado na concentragao
de 200 pg/mL, o extrato hidroalcodlico bruto de A. lappa L. (AL) foi capaz de causar
a morte de 100% dos vermes adultos apds 48 horas de incubag&o, com significativa
alteracdo em seu tegumento. O mecanismo de acdo do PZQ (1) ndo esta
completamente elucidado, mas provavelmente sua acéo anti-helmintica se deva a
inibicdo da bomba de Na'/K" do Schistosoma sp., aumentando a permeabilidade da
membrana do parasito aos cations, principalmente ao célcio, levando ao aumento da
atividade muscular seguida de contracdo e paralisia. Tendo como consequéncia a
separacdo dos vermes do tecido do hospedeiro. O praziquantel também causa a
despolarizacdo da membrana tegumentar do Schistosoma sp., redugéo do nivel de
ATP e da captura da glicose. No S. mansoni o PZQ (1) causa mudancgas estruturais
no tegumento, seguida pela vacuolizacao e destruicdo da superficie do mesmo o
que resulta na exposicdo dos antigenos que sendo entdo, reconhecidos pelo
sistema imunolégico do hospedeiro causa a morte do parasito (ANDREWS, 1985;
FREZZA, 2012).

Cabe ressaltar que o efeito apresentado pelo AL sobre a mortalidade dos
vermes adultos de S. mansoni foi semelhante ao observado pelo PZQ (1) a 10 pM,
utilizado como controle positivo. No entanto, nas concentragdes de 100 e 50 pg/mL,

0 AL apresentou leve atividade, promovendo a morte total dos parasitos somente
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apdés 96 e 120 horas de incubacéo, respectivamente. Ja na concentragdo de 10
pg/mL, o AL foi inativo. Resultado comparavel ao obtido pela fragdo organica do
extrato etandlico de Cordia verbenacea (Boraginaceae), que nas concentracdes
mais altas de 400 e 200 ug/mL foram capazes de matar até 100% dos vermes
adultos, enquanto que as concentragdes menores de 100 e 50 ug/mL promoveram a
morte de até 80% dos vermes adultos de S. mansoni, apés 72 horas de incubacao
(FREZZA, 2012). Assim como em outros estudos in vitro realizados com extratos
brutos de plantas brasileiras tais como: as pimentas (Piper crassinerviun e Piper
gaudichaudianum - Piperaceae), na concentragédo inicial de 100 pg/mL e com
Potomorphe umbellata (Piperaceae) conhecida como agaricoba e das pimentas:
Piper fuligineum, Piper diospyrifolium e Piper crassinerviun na concentragao de 50
pg/mL frente a vermes adultos de S. mansoni apresentaram mortalidade total dos
vermes adultos apdés 120 horas de incubacdo. (MORAES, 2011; MORAES et al.,
2010; MAGALHAES et al., 2010).

A literatura tem relatado efeitos semelhantes de outros extratos sobre a
viabilidade dos vermes adultos de S. mansoni. De forma semelhante, por exemplo,
0s extratos alcodlicos brutos de Artemisia annua e Artemisia absinthium
(Asteraceae) foram capazes de causar a morte de todos os vermes adultos de S.
mansoni na mesma concentracdo do AL, a 200pg/mL (FERREIRA et al., 2011),
sendo a atividade esquistossomicida destes extratos relacionada a presenca de

lactonas sesquiterpénicas, especialmente a artemisinina (3).

No Unico estudo encontrado com relagdo a atividade antiparasitaria de A.
lappa L., demonstrou que o extrato dos seus frutos, na concentracdo de 240,0
pug/mL, possui atividade anti-helmintica frente ao Dactylogyrus intermedius
(Monogenea), um ectoparasita que compromete a criagdo de peixes em cativeiro
(WANG et al., 2009).

Considerando o parametro de avaliagéo - redugcdo da atividade motora dos
vermes adultos foi avaliada, sendo classificada como leve ou significativa.
Considerou-se reducgéo leve quando a diminuicdo da movimentagcdo dos vermes
pouco diferiu dos movimentos analisados nos grupos controles negativos. E como

reducao significativa da atividade motora quando os movimentos dos vermes foram
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raros, assemelhando-se a espasmos involuntarios. Apesar de subjetivo esse critério
€ empregado por varios autores para analisar os testes in vitro (DE MORAES et al.,
2011; MAGALHAES et al., 2010; MORAES et al., 2011, 2012; PARREIRA et al.,
2010).

A motilidade € um importante pardmetro a ser avaliado, pois sua inibicdo
in vitro pode ser um indicativo da presenca de efeito esquistossomicida in
vivo. Sabe-se que, particularmente nos vermes machos de S. mansoni, entre o
tegumento e as células tegumentares, encontra-se uma regido de musculatura lisa,
tipicamente organizada em camadas circulares e longitudinais. Esta musculatura
longitudinal sendo importante para a motilidade do parasito, enquanto a musculatura
circular teria como funcéo primordial & manuteng&o do canal ginecoforo e, portanto

do pareamento do casal de vermes do S. mansoni (NOEL, 2008).

A contragcdo muscular normal também é um fator essencial para que o S.
mansoni se mantenha afixado, pelas ventosas, a parede das vénulas mesentéricas
terminas. Desta forma, quando a paralisia da musculatura € induzida, os casais de
vermes adultos se desprendem das vénulas e séo transportados passivamente até o
figado, onde permanecerem por tempo suficiente até serem eliminados pela
resposta imune do hospedeiro (ANDREWS, 1985; CIOLI et al., 1995; WOOLHOUSE,
1979). A fim de que os parasitos permanecam o tempo suficiente nos sinusoides
hepaticos, a paralisia induzida pela droga deve ser duradoura. Concluindo, as
substancias que atuam por este mecanismo devem agir prolongadamente, ja que 0s
parasitos rapidamente se recuperam e retornam ao sitio original antes de sofrerem o
ataque das células de defesa (WOOLHOUSE, 1979).

Contudo, outros estudos tém revelado que a atividade motora do S. mansoni
esta associada também com importantes neurotransmissores ou neuromoduladores,
pertencentes ao grupo de mediadores do tipo amina tais como: serotonina,
dopamina, acetilcollina, epinefrina e aos do tipo aminoéacido: glutamato, y-acido
aminobutirico (GABA) e aos neuropeptidios da familia FMRF-amidas (FREZZA,
2012; OLIVEIRA et al., 2012).
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Cada um desses neurotransmissores/neuromoduladores que atuam de
formas diferentes na motilidade aumentando-a (serotonina), diminuindo-a
(acetilcolina) ou mantendo-a constante (dopamina, noradrenalina, adrenalina,
glutamato, GABA e FMRF-amidas). Assim, a partir da movimentacao que o parasito
adquire apo6s a adicdo de uma amostra (extrato ou substancia isolada) a ser testada,
ocorrem evidéncias farmacoldgicas da presenca desses neurotransmissores no
meio de incubac&o (NOEL, 2008).

O AL avaliado nas concentragdes de 100 e 200 pg/mL foi capaz de reduzir,
significativamente, a atividade motora em 100% dos vermes adultos de S. mansoni,
em 48 e 24 horas de incubacéo, respectivamente (Tabela 11). Assim, considerando
a atividade apresentada por AL, € possivel que a reducdo da atividade e morte dos
parasitos esteja associada a alteracdes nos neurotransmissores ou nos sistemas
neuromoduladores dos parasitos adultos causada pelo AL. Em estudos in vitro
realizados com extratos brutos das espécies de pimentas (Piper crassinerviun e
Piper gaudichaudianum - Piperaceae), na concentracédo inicial de 100 pg/mL e com
Potomorphe umbellata (Piperaceae) conhecida como agarigoba, na concentragao
inicial de 50 pg/mL frente a vermes adultos de S. mansoni demonstraram a
diminuicdo da atividade motora com o aumento da concentragao de extrato testado
(MORAES, 2011; MORAES et al., 2010; MAGALHAES et al., 2010).

Por outro lado, embora o PZQ (1) a 10 pM também tenha diminuido a
atividade motora dos parasitos, 0 mesmo nao promoveu a separagao dos casais dos
vermes adultos na concentragdo avaliada, causando a morte dos casais antes dos

mesmaos se separarem.

Com relacdo as alteragbes no tegumento, o AL avaliado nas concentracdes
de 200 e 100 pg/mL causou alteragbes tegumentares significativas nos vermes
adultos de S. mansoni em 48 horas de incubacédo (DOENHOFF et al.,, 2008).
Atividade semelhante foi observada para o extrato alcaloidico dos frutos da Solanum
lycocarpum (Solanaceae), nas concentragfes de 20, 32 e 50 pg/mL e pelo extrato
metandlico das folhas de Baccharis trimera (Less) DC (Asteraceae) na concentracao

de 130 pg/mL, os quais foram também foram capazes de provocar extensas
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alteragdes tegumentares nos parasitos adultos (DE OLIVEIRA et al., 2012;
MIRANDA et al., 2012; NDJONKA et al., 2013).

A superficie do S. mansoni é constituida por um complexo sincicial que
representa a principal rota de absorcdo de nutrientes, excre¢cdo de metabdlitos e
protecdo ao ataque do sistema imunologico do hospedeiro. Assim, o tegumento
representa um alvo crucial de agédo dos farmacos esquistossomicidas Este dado €
de grande relevancia, uma vez que, o dano tegumentar pode comprometer a
nutricdo, evasao imune, excrecdo, osmorregulacéo, recepcéo sensorial e transdugao
de sinais nos vermes. Assim a longevidade dos esquistossomos no sistema

circulatorio é conferida pelo tegumento (FREZZA, 2012).

Para melhor observacéo das alteracdes tegumentares causados pelo AL nos
parasitos, foi realizada a fixagdo dos mesmos em solucdo de AFA e analisados

detalhadamente pela técnica de microscopia confocal de varredura a laser (Fig. 36).

Figura 36. Efeito do AL no tegumento dos machos de S. mansoni. Os pares de vermes acasalados

incubados em meio RPMI contendo o extrato em diferentes concentragdes. Apos 120 horas ou
ocorréncia de morte, os parasitas foram fixados em solucdo AFA e analisados com microscépio
confocal de varredura a laser. A: controle negativo (sem adi¢cdo do extrato). B: controle positivo
(Praziquantel 10 uM). C: 50 ug/mL. D: 100 ug/mL. A-D: Imagens tridimensionais. Barras = 50 ym.

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

88

Resultados e Discussao

A partir destas imagens, conclui-se que os danos tegumentares dos helmintos
sdo diretamente dependentes da concentracdo, uma vez que, na maior
concentragao ilustrada (100 ug/mL, Fig. 36 - imagem D) o dano aos tubérculos foi
mais evidente do que na menor concentracao (50 pyg/mL, Fig. 36 — imagem C).

Devido & importdncia do tegumento para o parasito, pesquisadores tém
dedicado ao estudo proteébmico da superficie tegumentar dos vermes. Neste
contexto, pesquisadores purificaram e caracterizaram a enzima ATP-difosfohidrolase
presente na superficie externa do tegumento do S. mansoni. Esta enzima por clivar
o ATP ou ADP, liberado mediante os danos causados pelos vermes no hospedeiro,
possivelmente esta relacionado ao mecanismo de escape do parasito a resposta
imunolégica (FARIA-PINTO et al, 2004, 2008; VASCONCELOS et al.; 2008). Assim
a descoberta de inibidores desta enzima pode constituir um dos possiveis

mecanismos de agdo de substancias esquistossomicidas.

Embora neste estudo ndo tenha sido avaliada a citotoxicidade do extrato
hidroalcodlico bruto obtido dos frutos da A. lappa L., dados da literatura revelam que
os extratos hidrometandlicos brutos dos frutos da bardana demonstram atividade
antiproliferativa potente frente as células de hibridoma B (MH60). Os autores
sugerem que esta acao esteja relacionada a presenca da arctigenina (29) no extrato
(MATSUMOTO et al., 2006). Além disso, o extrato diclorometénico de A. lappa L.,
apresentou efeito citotoxico significativo sobre algumas células humanas
cancerosas, como as de hepatoma humano (HepG2) e de pulméo (A549) (PREDES
et al., 2011; RYU, 1995).

Assim, de acordo com os resultados experimentais obtidos pelo extrato
hidroalcodlico bruto dos frutos da A. lappa L. no ensaio esquistossomicida, o AL foi
particionado em solventes organicos de diferentes polaridades e, tendo em vista o
isolamento das lignanas dibenzilbutirolactonicas, a fragcéo diclorometéanica (AL-D) foi

selecionada para o prosseguimento aos estudos fitoquimicos.
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4.4. Atividade esquistossomicida in vitro das substéncias isoladas dos

frutos de A. lappa L. frente a vermes adultos de S. mansoni.

Em estudos recentes tém-se explorado as atividades antiparasitarias de
alguns ligndides, como a acédo tripanocida, frente as formas tripomastigota do
Trypanosoma cruzi, das lignanas tetraidrofuranicas veraguensina e grandisina,
isoladas da  Virola  surinamensis  (Myristicaceae) e das lignanas
dibenzilbutirolactdnicas hinoquinina e kusunoquinina, isoladas da Aristolochia
cymbifera  (Aristolochiaceae). Da mesma forma que algumas lignanas
tetraidrofuranicas isoladas da Nectandra megapotamica (Lauraceae) que ja
demonstravam atividade tripanocida também exibem atividade in vitro antimalérica e
leishmanicida (DA SILVA et al.,, 2005; DA SILVA FILHO et al.,, 2004, 2008; DE
SOUZA, 2005; Patente Pl 0503951-7; SCHMIDT et al., 2012).

Apos o isolamento das lignanas a partir da frag@o diclorometénica do extrato
hidroalcodlico bruto dos frutos de A. lappa L., codificadas como AL- Dy-5*, AL- Dy, 6-
2 e AL- H B, identificadas respectivamente, como arctiina (28) e arctigenina (29),
estas foram submetidas ao ensaio in vitro frente a vermes adultos de S. mansoni. Os

resultados obtidos encontram-se na tabela 12.
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Tabela 12. Atividade in vitro das lignanas arctiina e arctigenina frente aos vermes adultos de S.

mansoni.
Reducdo na atividade .
Tempo de Alteracdes tegumentares
) ) . motora (%)* R
Grupos incubacédo Mortalidade (%) (%)
(h) — —
Leve Significativa Leve Significativa
Controle® 24 0 0 0 0 0
120 0 0 0 0 0
DMSO 0,5% ° 24
120
Praziquantel 24 100 0 100 0 100
10 yM 120 100 0 100 0 100
Arctiina - 25 yM 24
(13,36 pg/mL) 120
Arctiina - 50 yM 24
(26,73 pg/mL) 120
Arctiina - 100 yM 24 0 0 60
(53,45 pg/mL) 48 50 0 60
120 50 0 60
Arctiina - 200 yM 24 100 0 100 0 100
(106,91 pg/mL) 120 100 0 100 0 100
Arctigenina - 100 ypM 24 0 0 0 0
(37,24 pg/mL) 120 0 0 0 0

% Porcentagem em relacdo a 10 casais de vermes.” Meio RPMI. ©* DMSO em meio RPMI.
Fonte: Autora.

A arctiina (28), na concentragao de 100 yM (equivalente a 53,45 pg/mL), foi
capaz de causar a morte em 50% dos parasitos em 48 horas de incubagdo, com
reducgéo significativa de 60% na atividade motora em 24 de incubagé&o, mas sem
demonstrar alteragdo tegumentar. De forma semelhante, relatos literatura descrevem
a acao da neolignana diidrobenzofuranica licarina A (19), que em mistura racémica,
na concentracdo de 100 uM, apresentou efeito significativo sobre os parasitos
adultos, sendo capaz de provocar a morte dos mesmos, além de reduzir a atividade
motora e causar alteracfes tegumentares nos vermes adultos de S. mansoni
(PEREIRA et al., 2011).
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Devido a atividade esquistossomicida in vitro apresentada pela arctiina (28)
na concentragdo de 100 uM, a mesma foi avaliada em outras concentragdes. A partir
dos dados descritos na tabela acima, observa-se que a arctiina (28), avaliada nas
concentracdes de 25 pM (equivalente a 13,36 pg/mL) e 50 uM (correspondente a
26,73 pg/mL), ndo foi capaz de causar morte, reducdo significativa na atividade
motora ou alteracdes tegumentares nos vermes adultos, mesmo apés as 120 horas

de incubacgéo.

A arctiina (28) inicia seu efeito sobre os parasitos adultos a partir da
concentracao de 100 uM. Este efeito pode ser ainda observado na figura 37. Como
observado nesta figura (em A e B) os vermes adultos machos de S. mansoni, apés a
incubacéo da arctiina (28), na concentragdo de 100 pM, os parasitos apresentam
tegumento integro com ventosa ventral translicida, sem observagdo de danos
aparentes, apesar de observada reducéo na motilidade destes vermes na andlise de
microscopia. De forma semelhante, como observado nas imagens em (C) e (D), as
fémeas do parasito ndo apresentarem alterac6es morfolégicas significativas quando
expostas a agao da arctiina (100 yM).

L

Figura 37. Vermes adultos de S. mansoni incubado com adicdo in vitro da substancia AL- Dy-5*
(arctiina) a 100 yM. Em (A) e (B), machos tratados com 100 uM de arctiina. A seta marca a porgao
gue contém a ventosa ventral ainda translicida, mas os vermes apresentaram reducao da atividade
motora sem aparente lesdo do tegumento. Em (C) e (D), as fotos mostram fémea incubadas com 100

UM de AL- Dy-5*. O tegumento se apresenta translicido, houve reducéo da atividade motora (D).
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Somente com os dados do ensaio esquistossomicida in vitro torna-se inviavel
a elucidacdo do possivel mecanismo da reducdo da atividade motora causa pela

arctiina (28) aos parasitos sem que estudos adicionais sejam realizados.

Conforme observado na tabela 12, a arctiina (100 uM) foi capaz de promover
a morte de 50% dos parasitos adultos em 48 horas de incubacéo, afetando de forma
significativa a atividade motora, sem, contudo, causar alteracbes tegumentares

significativas.

Quando avaliada na concentragdo de 200 uM (equivalente a 106,91 pg/mL), a
arctiina (28) causou reducdo total da atividade motora e extensivas alteragbes
tegumentares, além de provocar a morte de 100% dos vermes adultos de S.
mansoni em 24 de incubacdo. Efeitos estes podem ser comparados aqueles

provocados pelo AL na concentragao de 200 ug/mL.

Em estudos similares da atividade esquistossomicida in vitro, anteriormente
realizados com lignanas e neolignanas, efeito semelhante foi observado para a
neolignana diidrobenzofuranica licarina A (19), que em mistura racémica, na
concentracao de 100 uM foi capaz de levar a morte 100% dos vermes adultos de S.
mansoni provocando extensivas lesdes tegumentares do mesmo. Outras lignanas,
como a cubebina (14), presente nas sementes da Piper cubeba (Piperaceae),
também foram capazes de causar a morte de 100% dos parasitos adultos apés 24
de incubacdo (BARBOSA DE CASTRO et al., 2013; DA SILVA et al., 2005; DA
SILVA FILHO et al., 2008; DE SOUZA, 2005; Patente Pl 0503951-7).

Além de apresentar atividade esquistossomicida, algumas lignanas
dibenzilbutirolactdénicas também apresentam atividade in vivo e in vitro frente a
outros parasitos. O metilpluviatolideo (15), por exemplo, demonstrou ser efetivo
frente &s formas tripomastigotas de T. cruzi na concentragdo de 25 pg/mL. Ja a
hinoquinina (16), demonstrou promissora atividade in vitro frente as formas
amastigotas livres do T. cruzi, exibindo valores de ICso préoximos a 0,7 uM
(SCHMIDT et al., 2012).
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Em relacdo as atividades biolégicas, ndo hé relatos na literatura descrevendo
a atividade antiparasitaria do extrato bruto de A. lappa L. ou das lignanas arctigenina
(29) e arctiina (28). Por outro lado, foram publicados varios trabalhos relatando a
atividade antiviral e antimicrobiana para o extrato e metabdlitos secundarios desta
espécie (CHAN et al., 2011; EICH et al., 1996; SCHRODER et al., 1990).

Tendo em vista a o efeito esquistossomicida da arctiina (28) outros estudos
estdo sendo realizados com esta substancia. Como por exemplo, o experimento que
avalia a porcentagem de inibicdo da atividade enzimatica da ATP-difosfohidrolase
frente & arctiina (28), no intuito de esclarecer os possiveis mecanismos de acéo
desta substancia (FARIA-PINTO et al, 2004, 2008; VASCONCELOS et al.; 2008).

Ja a arctigenina (29) ndo apresentou atividade esquistossomicida in vitro na
concentracdo de 100 uyM avaliada neste ensaio. Apesar de ndo possuir atividade
esquistossomicida, esta substancia apresenta atividade antiparasitaria contra o
Dactylogyrus intermedius (Monogenea), um ectoparasita frequente em piscicultura,

sendo até mais efetiva do que o mebendazol (WANG et al., 2009).
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5. CONCLUSOES

o Neste trabalho, foi obtido o extrato hidroalcodlico bruto dos frutos de A.
lappa L. (AL), o qual foi avaliado in vitro frente aos vermes adultos de S. mansoni,
demonstrando ser ativo e capaz de matar 100% dos vermes adultos na
concentracao de 200 pg/mL em 48 horas de incubacao, além de causar significativa
reducédo da atividade motora e lesbes tegumentares no parasito.

o Considerando sua atividade esquistossomicida apresentada pelo
extrato hidroalcodlico dos frutos de A. lappa L., o mesmo foi submetido ao
fracionamento cromatogréfico, resultando no isolamento e identificacdo das lignanas
dibenzilbutirolactdnicas artigenina e arctiina, sendo esta o metabdlito majoritario
deste extrato.

o Entre as substancias isoladas, a arctigenina ndo demonstrou atividade
esquistossomicida in vitro quando avaliada na concentragcéo de 100 pM.

o J& a arctiina evidenciou atividade esquistossomicida in vitro nas
concentracbes de 100 e 200 pM, sendo nesta capaz de causar extensivas
alteracdes tegumentares e 100% de morte dos parasitos em 24 horas de incubagéo.

o Considerando os resultados obtidos, a atividade esquistossomicida in
vitro demonstrada pelo extrato hidroalcodlico dos frutos de A. lappa L. pode estar
relacionada a presenca da arctiina.

. Contudo, estudos adicionais se fazem necessarios para se conhecer os
mecanismos de acdo da arctiina frente aos vermes adultos de S. mansoni. Os
resultados obtidos neste estudo, aliados aos ja alcangados pelo nosso grupo de
pesquisa corroboram com o grande potencial das lignanas como protétipos para o

desenvolvimento de novos farmacos esquistossomicidas.
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