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RESUMO

A esquistossomose € uma doenca que afeta cerca de 240 milhdes de pessoas no mundo e
mais de 700 milhGes estdo expostas ao risco de contrai-la, sendo que no Brasil, o Estado de
Minas Gerais € um dos mais afetados com esta parasitose. Atualmente, o Unico farmaco
disponivel para o tratamento desta doenca é o praziquantel (PZQ). No entanto, este
medicamento ja esta no mercado ha décadas e tem demonstrado relatos de ineficacia. Neste
contexto, extratos e metabolitos secundarios obtidos de espécie do género Piper (Piperaceae)
tém demonstrado expressiva atividade esquistossomicida. Assim, o presente trabalho descreve
0 estudo fitoquimico do extrato diclorometanico das inflorescéncias de Piper aduncum L.
(Pal), bem como a avaliacdo da atividade esquistossomicida in vitro do extrato, fracoes e dos
metabolitos obtidos. No estudo fitoquimico, a fracdo cloroférmica, obtida do Pal, foi
submetida ao fracionamento cromatogréfico por meio de colunas de silica gel, o que culminou
no isolamento e identificacdo de quatro metabdlitos: uma diidrochalcona, uma chalcona e
duas flavanonas, sendo relatada pela primeira vez a presenca da diidrochalcona uvangoletina e
da chalcona cardamonina nesta espécie de Piper. No estudo esquistossomicida in vitro foi
utilizado vermes adultos de S. mansoni da linhagem BH e os pardmetros avaliados foram
mortalidade, motilidade e alteraces tegumentares. Os resultados deste estudo demonstraram
que o extrato diclorometanico bruto (Pal), na concentracdo de 200 pg/mL, possui expressiva
atividade esquistossomicida in vitro ao ser capaz de causar a morte de 100% dos parasitos
apos 24 h de incubacdo. Em relacdo a atividade esquistossomicida das fracbes obtidas deste
extrato, a cloroférmica (200 pg/mL) foi a mais ativa ao provocar a morte de todos 0s vermes
apos 48 h, enquanto a fracdo hexanica, na mesma concentracdo, sé foi capaz de provocar tal
efeito apds 72 h de incubacdo. Em contrapartida, a fracdo em acetato de etila demonstrou-se
inativa frente aos parasitos. Dentre as substancias isoladas da fracdo cloroférmica, a
cardamonia foi a mais ativa ao provocar, na concentracdo de 25 UM, a morte e lesoes
tegumentares em 100% dos vermes adultos de S. mansoni em apenas 24 h de incubacédo. Ja
uvangoletina demonstrou pouco ativa e a flavanona pinocembrina inativa, ambas testadas na
concentracdo de 100 uM. Os resultados obtidos neste estudo, aliados aos ja alcancados pelo
nosso grupo de pesquisa, demonstram o grande potencial de chalconas como prototipos para o

desenvolvimento de novos farmacos esquistossomicidas.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni; Piper aduncum L.; esquistossomicida; chalconas.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a disease that affects more than 240 million individuals in the world
and 700 million people in the world remain under risk of infection. In Brazil, the Minas
Gerais state is one of the most affected by this disease. Nowadays, the only drug available for
treatment of disease is praziquantel (PZQ). However, this drug is already on market for
decades and has shown ineffectiveness. In this context, extract and secondary metabolites of
the genus Piper (Piperaceae) have shown an expressive schistosomicidal activity. Thus, the
present work describes the phytochemical study of the dichloromethane extract of Piper
aduncum L. (Pal) inflorescences, as well as its in vitro schistosomicidal evaluation and its
fractions and metabolites. The phytochemical study, the chloroform fraction, obtained by Pal,
was subjected to fractionation using chromatographic on silica gel columns that allowed the
isolation and identification of four metabolites: one diidrochalcone, one chalcone and two
flavanones, from which the diidrochalcone uvangoletin and the chalcone cardamonin were
reported for the first time in this species of Piper. In the in vitro schistosomicidal study, was
used adult worms of the S. mansoni BH strain and the parameters evaluated were mortality,
motility and alterations tegumental surface. The results this study showed that the crude
dichloromethane extract (Pal), at 200 pg/mL, show has expressive schistosomicidal activity
being able to cause 100% of death in parasites after 24 h of incubation. Relative
schistosomicidal activity of the fractions, chloroform fractions (200 pg/mL) was the most
active being able to death of all worms after 48 h , while hexane fractions, at the same
concentration, also being able to cause this effect after 72h of incubation. On the other hand,
ethyl acetate fractions show inactive. Among pure compounds obtained from chloroform
fraction, cardamonin was the most active, being able, at 25 UM, to both kill and cause
tegumental alterations in 100% of adult worms of S. mansoni in the first 24 h of incubation.
On the other hand, uvangoletin showed weak activity, while flavanone pinocembrin was
inactive, both at concentration of 100 uM. The results obtained in this study, combined with
those already achieved by our research group, demonstrate the great potential of chalcones as

prototypes for the development of new antischistosomal drugs.

Keywords: Schistosoma mansoni; Piper aduncum L.; schistosomicidal; chalcone
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Introdugado

1 INTRODUCAO

1.1 ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose ou bilharziase, uma doenca cronica causada pelo trematddeo
digenético do género Schistosoma (Schistosomatidae), € considerada uma das doencas
negligenciadas tropicais mais prevalentes no mundo gerando consequéncias significativas
tanto para a economia quanto para saude publica (GRYSEELS et al. 2006, HOTEZ et al.,
2007; VANDERSTRAETE et al., 2013).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a esquistossomose afeta, em todo o
mundo, cerca de 240 milhdes de pessoas, sendo que mais de 700 milhdes estdo expostas ao
risco de contrai-la. A ocorréncia desta doenca € tipica de paises pobres ou em
desenvolvimento, onde a populagéo carece de educacgdo sanitaria, 0 acesso a agua potavel e ao
saneamento basico é restrito ou inexistente e, além disso, 0s recursos para investimento em
salde publica sdo escassos (HOTEZ et al., 2007; STEINMANN et al., 2006; SILVA et al.,
2012).

Nesses paises, a doenca acarreta graves consequéncias representadas pelos altos
indices de mortalidade, reducdo da produtividade dos adultos, comprometimento do
desenvolvimento e capacidade de aprendizado das criancas (LINDOSO & LINDOSO, 2009;
UTZINGER et al., 2011). De fato, criangas em idade escolar sdo as mais vulneraveis a
esquistossomose, sofrendo, muitas vezes, sério comprometimento fisico e cognitivo, o que
leva a uma geracdo de adultos desfavorecidos pelas sequelas irreversiveis e incapacitantes da
infeccdo (FENWICK et al., 2003).

Ha varias espécies de Schistosoma causadoras da esquistossomose humana, a saber: S.
mansoni; S. japonicum; S. mekongi; S. haematobium; e S. intercalatum. Dentre estas, apenas
0 S. mansoni estd presente no Brasil, onde determina uma infeccdo denominada
esquistossomose mansénica (CHITSULO et al., 2000; GRYSEELS et al. 2006).

No Brasil, a esquistossomose mansonica € uma doenca de notificagdo compulsoria que
atinge aproximadamente 6 milhdes de individuos, sendo que 25 milhdes de pessoas vivem sob
o risco de contrai-la (AMARAL et al., 2006; BRASIL, 2010). As regifes Nordeste, Sudeste e
Centro-Oeste sdo as mais afetadas pela doenga, com &reas focais e endémicas abrangendo 19

unidades federativas. Dentre estas, Minas Gerais se destaca devido as elevadas taxas de
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prevaléncia, principalmente no norte e no nordeste do Estado (FERRARI et al., 2003;
BRASIL, 2010).

A esquistossomose mansonica é transmitida principalmente pelo caramujo da espécie
Biomphalaria glabrata (Planorbidae), a mais estudada devido sua ampla distribuicdo
geogréfica e suscetibilidade pelo parasito (MORGAN et al., 2001).

O S. mansoni adulto ¢ um helminto delgado e longo, que possui como caracteristica
primordial o marcado dimorfismo sexual. Os machos sdo menores (cerca de 1 cm),
esbranquicados e apresentam tegumento recoberto por minudsculos espinhos e tubérculos.
Enquanto as fémeas s&o maiores (1,5 cm), mais escuras e com tegumento liso. No sentido
longitudinal dos corpos dos machos existem duas dobras laterais que formam uma cavidade
central chamada de canal ginecoforo, cuja finalidade é albergar e fecundar as fémeas
(MACHADO-SILVA et al., 2008; MELO & COELHO, 2005).

Este parasito possui um ciclo de vida complexo, diferenciando-se de acordo com 0s
estagios em que se encontra devido a sua grande capacidade de adaptagdo, multiplicagdo e
resisténcia (IBIKOUNLE et al., 2012; SIMOES, 2005).

Em sintese, os ovos produzidos por vermes adultos sdo liberados pelas fezes na agua,
onde amadurecem e liberam os miracidios, os quais infectam os caramujos. No interior dos
caramujos, os miracidios sao transformados em esporocistos por reproducdo assexuada, dando
origem as cercarias, que sdo liberadas na agua. Estas por sua vez, penetram, através da pele,
no hospedeiro definitivo e, ao se transformarem em esquistossdmulos, migram para a
circulagdo hepatoportal, onde amadurecem em vermes adultos machos e fémeas. Apos 0
acasalamento, os pares de vermes adultos se movem contra a corrente sanguinea e ao
atingirem os capilares das paredes intestinais depositam seus ovos, 0s quais Sdo responsaveis
pela lesdo imunopatologica (KUNZ, 2001; SOUZA et al., 2011) (Figura 1).
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5- Cercérias formadas na
intimidade do molusco sao
liberadas na agua, onde
4- Esporocistos & nadam ativamente
no molusco :

7- As cercérias perdem a cauda
durante a penetracao,
transformando-se esquistossémulos

€
6- Penetracdo (€
na pele

8- Circulacao

l

9- Migracdo até o
sistema porto
hepético, onde se
formam adultos

3- Miracidios penetram
no molusco

2- Miracidios
liberados
dos ovos

1- Ovos nas fezes

10- Helmintos adultos migram
para as veias mesentéricas (intestino e reto),
nas quais depositam os ovos; estes
alcancam a circulacdo hepética até o
intestino, sendo eliminados pelas fezes.

Figura 1. Ciclo de vida do Schistosoma mansoni. Fonte: SOUZA et al., 2011.

Assim, 0s machos precisam ser robustos e possuir musculatura desenvolvida para
vencer a forca da corrente sanguinea e as fémeas constituicdo delgada para atingir 0s vasos
capilares e otimizar a oviposi¢do (PLATT & BROOKS, 1997).

Outra caracteristica marcante dos vermes adultos de S. mansoni € o tegumento que Ihe
serve de revestimento, nutricdo, evasdo imune, modulacdo, excrecdo, osmorregulacéo,
recepcdo sensorial e transducgéo de sinais (HOCKLEY, 1973; MORAES, 2012a).

Devido a importancia do tegumento, pesquisadores tem se dedicado ao estudo
protedmico da superficie tegumentar dos parasitos adultos. Neste contexto, estudos
culminaram na purificacdo e caracterizacdo da enzima ATP-difosfohidrolase, presente na
superficie externa do tegumento de S. mansoni. Tendo em vista a importancia do ADP no
processo de ativacdo plaquetaria, foi proposto que esta enzima, a ATP-difosfohidrolase,
poderia participar do mecanismo de escape do parasito a resposta do hospedeiro clivando

ATP ou ADP, os quais poderiam ser liberados por plaquetas ativadas ou linfécitos T
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citotoxicos (FARIA-PINTO et al., 2004, 2008; VASCONCELOS et al., 2008). Assim, a
descoberta de inibidores desta enzima pode constituir um dos possiveis mecanismos de acao
de substancias esquistossomicidas.

Em relacdo ao tratamento da esquistossomose, a quimioterapia associada ao
saneamento basico e a educacdo sanitaria constituem as formas mais eficazes no controle
desta helmintose, devido ao fato de ainda ndo haver vacina (ABDUL-GHANIET al., 2009).
Com relacdo a quimioterapia, atualmente o Unico medicamento recomendado para o
tratamento regular da doenca é o Praziquantel (PZQ, Figura 2), o qual atende aos requisitos
estabelecidos pela OMS, estando incluido na lista de medicamentos esséncias eleitos por essa
entidade (OMS, 2013).

O PZQ, derivado pirazinoisoquinoleinico, foi o primeiro farmaco a apresentar
acentuada atividade, por via oral ou intramuscular, contra todas as espécies de Schistosoma
que acometem o ser humano (CIOLI et al., 1995; GONNERT & ANDREWS, 1977).
Entretanto, este medicamento possui baixa eficicia frente as formas imaturas do parasito e,
além disso, ja ha relatos de resisténcia a0 PZQ (ARAUJO, 2010; FALLON et al., 1995;
ISMAIL et al., 1994, 1996; PICQUET et al., 1998).

=z

o

Figura 2. Estrutura quimica do Praziquantel

A confirmacdo, por meio de evidéncias cientificas, da existéncia de linhagens de
Schistosoma resistentes ao agente esquistossomicida supracitado, aliado ao baixo interesse
das industrias farmacéuticas no desenvolvimento de farmacos para tratamento desta doenca
negligenciada, reforca a necessidade de pesquisas para a descoberta de novos farmacos para a
prevencdo e a cura da esquistossomose (MORAES et al., 2012a; PICCA-MATTOCIA et al.,
1993).
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1.2 PRODUTOS NATURAIS COMO AGENTES ESQUISTOSSOMICIDAS

Diversas pesquisas tém sido realizadas com produtos naturais com o objetivo de
encontrar substancias que possam ser utilizadas como prot6tipos para o desenvolvimento de
farmacos antiparasitarios (DA SILVA FILHO et al., 2009; DE CASTRO et al., 2013;
KAISER et al., 2003; NEWMAN & CRAGG., 2012). Como exemplo de farmacos
antiparasitarios, oriundos de fontes naturais, temos a artemisinina, uma lactona
sesquiterpénica obtida das folhas de Artemisia annua (Asteraceae), e a quinina, um alcaldide
quinolinico, obtida das cascas da Quina (Cinchona sp, Rubiaceae) (Figura 3), ambas
utilizadas no tratamento da malaria (ACHAN et al., 2011; MAKANGA & KRUDSOOD,
2009).

Jé& a licochalcona A (Figura 3), uma chalcona obtida das raizes de Glycyrrhiza inflata
(Fabaceae), demonstrou expressiva atividade leishmanicida in vitro frente as formas

promastigotas e amastigotas de Leishmania major (ZHAI et al., 1995).

O
H;CO AN
NS HO HsCO OH

Artemisinina Quinina Licochalcona A

Figura 3. Substancias, obtidas de plantas, com atividade antiparasitaria.

Em decorréncia da grande importancia dos produtos naturais no processo de
descoberta de novas substancias antiparasitarias, pesquisadores tém se dedicado as pesquisas
com plantas medicinais na busca de extratos vegetais ou metabolitos ativos promissores, 0s
quais possam ser utilizados como modelos para o desenvolvimento de novos farmacos
esquistossomicidas (DE CASTRO et al., 2013; KAISER et al., 2003; RAMALHETE et al.,
2012).

Neste contexto, estudos demonstraram a atividade cercaricida de 6leos essenciais,
como por exemplo, de Piper cubeba (Piperaceae), Piper marginatum (Piperaceae), Capsicum

annuum (Solanaceae) e Apium graveolens (Apiaceae) (FRISCHKORN et al.,, 1978;
5
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MAGALHAES et al., 2012; SALEH. et al., 1985). Além disso, alguns 6leos essenciais
também demonstraram atividade in vitro frente a vermes adultos de S. mansoni, como 0s
Oleos essenciais de Baccharis dracunculifolia (Asteraceae), Bidens sulphurea (Asteraceae),
Tagetes erecta (Asteraceae), Piper cubeba (Piperaceae) e Ageratum conyzoides (Asteraceae)
(AGUIAR et al., 2012; MAGALHAES et al., 2012; DE MELO et al., 2011; PARREIRA et
al., 2010; TONUCI et al., 2012;).

Diversos extratos brutos vegetais, de diferentes espécies de plantas, também tém sido
avaliados a partir de estudos de triagem, in vitro, frente a vermes adultos de S. mansoni com o
intuito de descobrir espécies vegetais com potenciais atividades esquistossomicidas (DE
CASTRO, et al., 2013). Como exemplo desta busca, temos o estudo realizado por YOUSIF e
colaboradores (2007) que identificaram, dentre 346 extratos metandlicos de diferentes
espécies, promissora atividade esquistossomicida in vitro para os extratos de Pinus
canariensis (Pinaceae), Agave lophanta (Agavaceae), Furcrae selloa (Agavaceae) e Solanum
elaeagnifolium (Solanaceae).

Em 2011, KONE e colaboradores também realizaram uma triagem, in vitro, dos
extratos de diversas plantas medicinais frente aos esquistossdbmulos e vermes adultos de S.
mansoni. Varios extratos avaliados demonstraram potencial atividade esquistossomicida, em
especial o extrato hidroalcodlico das folhas de Flabellaria paniculata, o qual foi capaz de
causar a morte de 100% dos parasitos na concentracdo de 20 pg/mL.

Ja em 2013, CARRARA e colaboradores avaliaram a atividade esquistossomicida in
vitro dos extratos aquosos e diclorometénicos das folhas e galhos de 7 espécies de Piper.
Dentre estes, os extratos diclorometanicos das folhas de P. aduncum e P. amalago, na
concentracdo de 100 pg/mL, apresentaram expressiva atividade esquistossomicida apos 24 h
de incubacdo.

Assim, o0s extratos brutos com boa atividade esquistossomicida podem ser submetidos
ao fracionamento e isolamento de seus constituintes, com o intuito de identificar substancias
ativas promissoras (CHITWOQOD, 2002; DE CASTRO et al., 2013).

Neste contexto, alguns estudos foram direcionados para a avaliacdo da atividade de
metabolitos secundarios frente ao S. mansoni. Por exemplo, a piplartina, piperamida isolada
de Piper tuberculatum (Piperaceae), demonstrou elevada atividade esquistossomicida in vitro,
sendo capaz de, em baixas concentragdes (15,8 uM), provocar a morte de todos 0s vermes
adultos de S. mansoni (MORAES et al., 2011a).
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Igualmente & piplartina, a metilcubebina, também isolada de uma espécie de Piper (P.
cubeba) apresentou expressiva atividade esquistossomicida, sendo capaz de matar 100% dos
parasitos ap0s 24 h de incubacdo na concentracao de 10 uM (Patente Pl 0503951-7).

Da mesma forma, MAGALHAES e colaboradores (2010) avaliaram a atividade de
alguns derivados de floroglucindis, obtidos de espécies de Dryopteris (Dryopteridaceae),
frente a vermes adultos de S. mansoni e observaram que todos os vermes foram mortos apds
24 horas de incubacao.

J& PEREIRA e colaboradores (2011) avaliaram a atividade esquistossomicida dos
enantiébmeros (-) e (+) de licarina-A, uma neolignana diidrobenzofurénica, obtida de espécies
de Licaria sp. A mistura racémica e o enantibmero (-) da licarina-A demonstraram
significativa atividade esquistossomicida in vitro, enquanto o enantibmero (+)-licarina-A foi
pouco ativo.

Assim, tendo em vista a atividade esquistossomicida in vitro de dleos essenciais,
extratos brutos e substancias isoladas provenientes de espécies de Piper (CARRARA et al.,
2013; MORAES et al., 2011b; MAGALHAES et al., 2012; Patente Pl 0503951-7), estas
espécies podem ser consideradas de grande importancia para a obtencdo de extratos ou
substancias ativas frente ao Schistosoma. Sendo assim, estudos fitoquimicos, associados a
ensaios esquistossomicidas, com extratos brutos e metabolitos isolados de espécies de Piper
podem ser promissores no intuito de encontrar novas moléculas ativas frente ao S. mansoni
(DE CASTRO et al., 2013).

1.3  FAMILIA PIPERACEAE

A familia Piperaceae, pertence a ordem Piperales, constitui uma das mais primitivas
familias entre as Angiospermas (WANKE et al., 2007). E uma familia predominantemente
tropical que compreende atualmente quatro géneros: Piper, Piperomia, Sarchorhachis e
Ottonia, sendo os dois primeiros 0s mais representativos com aproximadamente 2000 e 1700
espécies, respectivamente (MABBERLEY 1997; SOUZA 2005).

Esta familia é comumente encontrada nas formacOes florestais brasileiras,
principalmente na Mata Atlantica, onde as espécies de Piper sdo detectadas com mais
frequéncia. No Brasil, ha cerca de 450 espécies da familia Piperaceae, sendo 265 espécies de
Piper e 166 de Peperomia (REIGADA, 2009).
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1.4  GENERO Piper

As espécies do género Piper, amplamente distribuidas nas regides tropicais e
subtropicais, sdo usadas na medicina popular como anti-inflamatério, antipirético, inseticida e
no tratamento da asma e de dores de estdmago, entre outros usos (PARMAR et al., 1997).

A composi¢do quimica das espécies de Piper tem sido investigada, culminando na
identificacdo de diferentes classes de metabolitos secundéarios, tais como: alcaloides,
chalconas (PARMAR et al., 1997; ORJALA et al., 1994), fenilpropanoides (BENEVIDES et
al., 1999), lignanas e neolignanas (CHAURET et al., 1996; MARTINS et al., 2003), acidos
benzdicos prenilados, cromenos (BALDOQUI et al., 1999; DIAZ et al., 1987; LAGO et al.,
2009; MOREIRA et al., 1998; ORJALA et al., 1993), e terpenos (PARMAR et al., 1997).

Entretanto, de acordo com DYER & PALMER (2004), apenas 10% das espécies de
Piper foram investigadas. Entre as espécies de grande interesse medicinal do género Piper,
esta a P. aduncum L.

1.5  Piper aduncum L.

Piper aduncum L., popularmente conhecida como “pimenta-de-macaco” e “aperta-
rudo”, ¢ uma planta de ampla distribuigdo tropical, com ocorréncia em solos areno-argilosos
(SOUSA et al.,, 2008). Esta espécie, de elevada resisténcia as mudancas climaticas, é
considerada oportunista por invadir areas desflorestadas (RALI et al., 2007; SOUSA et al.,
2008).

Esta espécie € um arbusto (Figura 4) que possui em toda sua extensdo odor e sabor
picante, podendo crescer até uma altura de cerca de 6 m, com ramos pubescentes e folhas com
peciolo de 0,2 a 0,4 cm de comprimento, sem bainha. Possui folhas elipticas ou lanceoladas,
com aproximadamente 20 cm de comprimento e 7 cm de largura. As espigas sdo regularmente
curvadas, de tamanho semelhante ao das folhas com peddnculos curtos, bractéolas
pedicelado-peltadas, com pelta provida de pelos, quatro estames e trés estigmas sésseis (LEPS
etal., 2002; RALI et al., 2007)
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Figura 4. Foto das partes aéreas de Piper aduncum L. Fonte: autora

As partes aéreas de P. aduncum L. sdo usadas popularmente como diurético,
carminativo, cicatrizante, anti-hemorragico, inseticida, antisséptico, e anti-inflamatorio. Além
disso, sdo usadas para o tratamento de doencas ginecoldgicas, Ulceras cronicas, erisipelas,
desordens intestinais e hepaticas (NAVICKIENE et al., 2006; ORJALA et al., 1994; RALI et
al., 2007; SOUSA et al., 2008).

O dleo essencial de P. aduncum L. é constituido por monoterpenos (como: limoneno,
piperitona, pineno e linalol), sesquiterpenos (como: cariofileno, nerolidol e aromadrendreno) e
fenilpropanoides (principalmente o dilapiol e o safrol), sendo que a porcentagem de cada
constituinte no 6leo pode variar de acordo com as condi¢6es edafoclimaticas de cada regido e
época do ano (FAZOLIN et al.,, 2005; MAIA et al., 1998; MESQUITA et al., 2005;
NAVICKIENE et al., 2006; RALI et al., 2007; VILA et al., 2005).

Estudos cientificos tém revelado potenciais usos bioldgicos do 6leo essencial extraido
de P. aduncum L., como por exemplo, no combate do Aedes aegypti, vetor transmissor da
dengue (MISNI et al., 2011; RAFAEL et al., 2008), e de vérias pragas agricolas, como
Colletotricum musae e Cladosporium cladosporioides (ARAUJO et al., 2012; BASTOS &
ALBUQUERQUE, 2004; FAZOLIN et al., 2005, 2007, NAVICKIENE et al., 2006; SILVA
etal., 2007, 2009).

Além da atividade bioldgica do dleo essencial de P. aduncum L., os extratos brutos
desta espécie também tém despertado grande interesse dos pesquisadores. Como exemplo,

temos o trabalho de POHLIT e colaboradores (2004) que demonstraram a atividade inseticida
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do extrato metanolico das folhas e raizes de P. aduncum L. sobre larvas de Aedes aegypti. J& 0
estudo realizado por MULLER (2011) evidenciou a atividade antibacteriana dos extratos
metanolicos das folhas e caules de P. aduncum L. frente as bactérias Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogens, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus epidermides e
Bacillus subitilis.

Em continuidade, RAPADO e colaboradores (2011) observaram que 0 extrato bruto
das partes aéreas de P. aduncum L., possui atividade moluscicida frente ao B. glabrata, o
hospedeiro intermediario do S. mansoni.

Diante a necessidade de se buscar preparagOes vegetais com potencial atividade
esquistossomicida, CARRARA e colaboradores (2013) demonstraram que o0 extrato
diclorometanico das folhas de P. aduncum, na concentracdo de 100 pg/mL, foi capaz de matar
75% dos vermes adultos de S. mansoni apds 24 h de incubacdo. Entretanto, o extrato
diclorometanico dos galhos e os extratos aquosos, tanto das folhas quanto dos galhos, néo
foram capazes de causar qualquer tipo de alteragdo nos parasitos.

Com relacdo ao isolamento e a identificacdo de metabolitos secundarios com
potenciais atividades bioldgicas (Tabela 1), TORRES-SANTOS e colaboradores (1999)
isolaram e purificaram do extrato diclorometanico das inflorescéncias de P. aduncum L. a
chalcona 1 (Tabela 1), conhecida como pinostrobina chalcona, a qual possui significativa
atividade in vitro sobre as formas promastigotas e amastigotas de Leishmania amazonensis.

Ja a diidrochalcona, (substéncia 5, Tabela 1), isolada do extrato etandlico das folhas de
P. aduncum L., possui atividade anticancerigena, com seletividade pelas células tumorais de
melanoma (TOMIO, 2011).

Além disso, a partir de um estudo bioguiado, realizado com o extrato diclorometanico
bruto das folhas de P. aduncum L., ORJALA e colaboradores (1994), isolaram e identificaram
algumas diidrochalconas (5 a 9) (Tabela 1). Os resultados das atividades biolégicas para estes
metabolitos evidenciaram moderado efeito citotoxico das diidrochalconas 7 e 8 sobre as
células de carcinoma de nasofaringe, além de expressiva atividade moluscicida da
diidrochalcona 6 frente ao B. glabrata e atividade antibacteriana de todas as diidrochalconas
identificadas (5-9) frente ao Bacillus subtilis e ao Micrococcus luteus.

Semelhantemente, LAGO e colaboradores (2009) também realizaram um estudo

bioguiado, utilizando os fungos Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum, que
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culminou no isolamento da substancia ativa 5,7-dihidroxi-flavanona (10, Tabela 1), conhecida
como pinocembrina.

Outra importante classe de metabolito secundario encontrado nas partes aéreas de P.
aduncum L. sdo os cromenos (substancias: 13-19, Tabela 1) (BALDOQUI et al., 1999;
BATISTA Jr. et al., 2008; ORJALA et al., 1993). O cromeno 19 demonstrou atividade frente
as formas epimastigotas de Tripanossoma cruzi (BATISTA Jr. et al., 2008), enquanto 0s
cromenos 14 e 15 apresentam atividade moluscicida sobre o B. glabrata (ORJALA et al.,
1993).

Da mesma forma, derivados do &cido benzoico também j& foram isolados de P.
aduncum L. sendo que, os derivados 22 e 23 (Tabela 1) apresentam atividade antiparasitaria
(FLORES et al., 2009), enquanto 20 e 21 apresentaram atividade antimicrobiana (ORJALA et
al., 2003).

Tabela 1. Metabolitos secundarios fixos isolados de P. aduncum L.

Estrutura Parte da Atividade in vitro Referéncias
Planta
CHALCONAS
H.CO oH MOREIRA et al., 1998
’ O O . . . TORRES-SANTOS et
N Inflorescéncias Leishmanicida al. 1999
OH O
1
DIIDROCHALCONAS
H3CO
OH O
2
OCH,
H,CO. OCH, OH
O O Inflorescéncias | ------ MOREIRA et al., 1998
OH O
3
H3COOH
OH O
4
. BURKE & NAIR, 1986
10O O on O Inflorescéncias MOREIRA et al., 1998
. ORJALA et al., 1994
’H;(V‘ Aﬁ?itt;turtncr’irar: MORANDI et al., 1998
© 5° Folhas acteriana BALDOQUI et al., 1999
TOMIO, 2010
MULLER, 2011
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Antibacteriana

Moluscicida do
composto 6 frente
ao Biomphalaria

Folhas glabrata ORJALA etal., 1994
Citotéxicados
compostos 7 e 8
frente as células
KB
FLAVANONAS
HO o O
O Folhas Antiflngica LAGO et al., 2009
OH O
10
o ° O BURKE & NAIR, 1986
O Inflorescéncias |  ----—--- ’
OH O
11
HO o O
O Inflorescéncias | MOREIRA et al., 1998
OMe O
12
CROMENOS
(o]
R.00C N Antibacteriana e
! Folhas Moluscicida frente
! © ao Biomphalaria ORJALA etal., 1993
2

13: R]_: CH3, R2: H,

glabrata,

substancias 14 e 15
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14: Ry= H, R,= CH,-CH=C(CH,),
15: R;= CH3, R,= OH
(0]
RO X )
o Antitumoral frente
Re Folhas linhagens mutantes | g | 550 et al., 1999
de Saccharomyces
13: R;=CHs3;, R,=H cerevisiae
14: R;= CH3, R,= OH
15: Ri=H,R,=H
16: R1: CH3, R2: CHZ CH:C(CHg)z
(o]
1° Folhas Tripanocida BATISTA Jr. et al., 2008
2
16: R;=H, R,=H,
17: R;=CHs;, R,=H
18: R1:CH3, RZZOH
(@]
Caules . . MOREIRA et al., 1998
O ]
R, Folhas Tripanocida BATISTA Jr. et al., 2008
19: R1:CH3, R2: /\)\
DERIVADOS DO ACIDO BENZOICO
COOCH;,
OH
X
OCH;,
- Folhas Antimicrobiana ORJALA et al., 1993
COOCH,
%
OH
21
CO,H
Antitumoral contra
linhagens mutantes
N X Folhas de Saccharomyces BALDOQUI et al., 1999
OCHs cerevisiae
22
co,
Folhas Leishmanicida FLORES et al., 2009

H
%
OR;

Tripanocida
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22: R;=CHjs; 23: Ri=H

CO,H

(0] OH
24

COOCH,

OH O Lo
25 Caules Antimicrobiana Muller, 2011
Folhas (inativas)

COOCH,4

OMe O
26

Considerando a necessidade de se encontrar moléculas naturais com promissora
atividade esquistossomicida, evidéncias cientificas demonstram a atividade in vitro, frente aos
vermes adultos de S. mansoni, para os extratos brutos de P. tuberculatum e de P. amalago, 0s
quais, apds fracionamento cromatogréafico, resultaram no isolamento de duas amidas (Figura
5), ambas com expressiva atividade esquistossomicida (MORAES et al., 2011a; CARRARA
etal., 2013).

o O O
MeO —
MeO O
OMe
Figura 5. Amidas isoladas de espécies de Piper.

Considerando a espécie P. aduncum, estudo de avaliagdo da atividade
esquistossomicida in vitro de extratos aquosos e diclorometanicos das folhas e galhos de sete
espécies de Piper, realizado por nosso grupo de pesquisas, evidenciou que o extrato
diclorometénico bruto das folhas de P. aduncum possui elevada atividade (CARRARA et al.,

2013), 0 que despertou grande interesse nesta especie.
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Tendo em vista o potencial esquistossomicida de P. aduncum, esta espécie foi
selecionada para producdo de extratos e avaliacdo da atividade esquistossomicida destes.
Triagem esquistossomicida inicial, realizada por nosso grupo de pesquisa, demonstrou que o
extrato diclorometanico bruto das inflorescéncias de P. aduncum, na concentragédo de 200
pg/mL, foi capaz de matar 100% dos vermes adultos de S. mansoni ap6s 24 h de incubagéo
(dados néao publicados).

Assim, este extrato ativo foi escolhido para a realizacdo deste estudo, ja que além do
carater inédito da avaliacdo da atividade esquistossomicida in vitro, tanto do extrato bruto,
quanto de substancias isoladas das inflorescéncias de P. aduncum, h& ainda uma caréncia de
estudos fitoquimicos e bioldgicos sobre as inflorescéncias de P. aduncum em detrimento aos

estudos relacionados com as folhas desta espécie.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a atividade esquistossomicida in
vitro do extrato diclorometénico bruto, das fragcOes organicas e das substancias isoladas das
inflorescéncias de P. aduncum L., visando encontrar moléculas e/ou protétipos naturais com

potencial esquistossomicida.

Para estes prop0sitos, os objetivos especificos do estudo foram:

e Obter o extrato diclorometanico bruto das inflorescéncias de P. aduncum L.;

e Realizar o estudo fitogquimico do extrato diclorometanico bruto das inflorescéncias de
P. aduncum L., por meio do isolamento, purificagdo e identificacdo das principais
substancias presentes neste extrato;

e Auvaliar a atividade esquistossomicida in vitro do extrato diclorometanico bruto,
fracdes e metabdlitos majoritarios isolados e identificados das inflorescéncias de P.

aduncum L.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 INSTRUMENTACAO E MATERIAIS CROMATOGRAFICOS

O Ndcleo de Identificacdo e Pesquisa em Principios Ativos Naturais (NIPPAN) da
Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) dispds dos seguintes
equipamentos para o desenvolvimento deste trabalho:

e Aparelho de Soxhlet com manta aquecedora Marconi

e Rotaevaporador RII Buchi

e Bomba V-700 Buchi

e Balanca AY220 Marte

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

As analises espectroscopicas foram realizadas no Departamento de Quimica, do
Instituto de Ciéncias Exatas da UFJF, o qual disponibilizou o espectrometro BRUKER
AVANCE DRX/300, operado em 300 MHz (RMN *H) e 75 MHz (RMN *C).

Nos processos cromatograficos, o tipo de fase estacionaria utilizada variou de acordo
com a separacao desejada:

- para cromatografia em camada delgada (CCD), utilizaram-se cromatofolhas de silica
gel 60 GF,s54 (Merck).

- para cromatografia liquida a vacuo (CLV) utilizaram-se como adsorventes silica gel
60H (particulas menores que 55 pm, Merck) e silica gel 60 (particulas de 15-40 um, Merck),
na proporgéo de 1:1 (m/m), empregando-se coluna de vidro com 10 cm de diametro e 30 cm
de altura, contendo placa sinterizada.

- para cromatografia em coluna (CC) utilizou-se como adsorvente silica gel (particulas
de 40-63 um, Aldrich) e colunas de vidro de diferentes alturas e diametros.

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

- para o preparo das placas utilizadas na cromatografia em camada delgada preparativa
(CCDP) utilizou-se como adsorvente silica gel 60 GF,s4 (5-40 pum, Vetec), placas de vidro 20

x 20 cm, suporte das placas de vidro e disseminador.
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- para as revelacOes dos cromatogramas obtidos em placas comparativas utilizaram-se
vapores de iodo, solucdo de anisaldeido sulfarico, solucdo de vanilina em acido sulfurico e/ou
irradiacdo no UV (254 e 366 nm).

- para a extracgdo, particdes, fracionamentos e sistemas cromatogréaficos utilizaram-se
solventes de grau P.A., das marcas Vetec, Cromato Produtos Quimicos LTDA, Quemis, Isofar
e Alphatec.

- para a obtencéo dos espectros de RMN *H e *3C das substancias isoladas utilizou-se

metanol deuterado (MeOD, Cambridge Isotope Laboratories).

32 COLETAE IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi coletado em 14 de fevereiro de 2012, no horto da Faculdade de
Farmécia da Universidade Federal de Juiz de Fora - UFJF (21°46°39.48>" S; 43°22°00.10”’
0). A exsicata do vegetal foi depositada no Herbario Leopoldo Krieger — CESJ, da UFJF, sob
nimero de tombo 59018, identificada por Daniele Monteiro Ferreira, especialista em

Piperaceae e doutoranda em Botanica pela Escola Nacional de Botanica Tropical.

33 OBTENCAO DO EXTRATO DICLOROMETANICO BRUTO DAS
INFLORESCENCIAS DE P. aduncum L.

Apo6s a selecdo das inflorescéncias, o material vegetal foi seco em temperatura
ambiente, durante 10 dias. Apds secagem, as inflorescéncias foram submetidas a moagem
para obtencdo do pd. O po6 assim obtido (160 g) foi submetido a extracdo por Soxhlet, em
diclorometano, por um periodo de 5 h.

A solucédo diclometénica foi filtrada e, em seguida, transferida progressivamente para
baldo de fundo redondo e concentrada com auxilio de rotaevaporador a temperatura de 45 + 5
°C. O extrato obtido foi transferido para um frasco de boca larga, previamente pesado, e
mantido aberto para a completa evaporacdo do solvente organico até a obtencdo de peso
constante. Apoés estes procedimentos, foram obtidos 24 g do extrato diclorometanico bruto das

inflorescéncias de P. aduncum L. (Pal).
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34 FRACIONAMENTO DO EXTRATO DICLOROMETANICO BRUTO DAS
INFLORESCENCIAS UTILIZANDO PROCESSO DE PARTICAO LIQUIDO-
LIQUIDO

O extrato diclorometanico bruto das inflorescéncias de P. aduncum L. foi inicialmente
submetido as parti¢bes liquido-liquido com solventes organicos de diferentes polaridades,
com a finalidade de separacéo inicial dos constituintes do extrato, por meio da diferenca de
solubilidade de cada componente nas fases, conforme descrito a seguir.

Cada 1 g do extrato foi ressuspendido em 10 mL da mistura de metanol-agua (9:1 v/v).
Assim, esta suspensdo foi transferida para funil de separacdo e extraida com hexano por
processo de parti¢do liquido-liquido. A particdo foi realizada até a clarificacdo das solucbes
hexanicas finais. Apos adicao de sulfato de sodio anidro para eliminacdo da agua, as solucdes
hexéanicas foram filtradas para um bal&o de fundo redondo e concentradas em rotaevaporador,
sob pressao reduzida a 40 °C, sendo em seguida transferidas para frasco previamente pesado e
denominada fracdo hexanica das inflorescéncias de P. aduncum L. (Pal-Fh) (8 g).

A suspensdo hidrometandlica restante foi rotaevaporada até a eliminacdo do metanol e,

em seguida, adicionada de agua destilada e particionada com cloroférmio. As solugdes
cloroférmicas obtidas foi adicionado sulfato de sédio anidro para eliminacdo da agua e, estas
solucdes foram filtradass para um baldo de fundo redondo e concentradas em rotaevaporador
sob pressédo reduzida a 40 °C, sendo em seguida transferidas para frasco previamente pesado e
denominada fracdo cloroférmica das inflorescéncias de P. aduncum L. (Pal-Fc) (5 g).
A solucdo aquosa remanescente foi particionada em acetato de etila. Apds adicdo de sulfato
de sodio anidro e filtracdo, estas solucbes em acetato de etila foram transferidas,
progressivamente, para um baldo de fundo redondo, sendo concentradas em rotaevaporador
sob pressdo reduzida a 40 °C. Apoés transferéncia para frasco previamente pesado, foi
denominada fragdo em acetato de etila das inflorescéncias de P. aduncum L. (Pal-Fa) (7 g). A
fragéo aquosa restante foi congelada.

O processo de fracionamento do extrato bruto e as massas obtidas estdo resumidos na

Figura 6.
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Pal: 24,09

1° Suspenséo em metanol: agua (9:1v/v)
2° Particdo com hexano

l l

Pal-Fh: 8,0 g Fracdo Hidrometanolica

1° Evaporagédo do metanol
2° Adic8o de agua destilada
3° Particdo com cloroférmio

l l

Pal-Fc: 5,0 g Fracdo Aquosa

Parti¢do em acetato de etila

l l

Pal-Fa: 7,0 ¢ Fracdo Aquosa: 4 g

Figura 6. Diagrama geral do procedimento de parti¢éo liquido/liquido do extrato diclorometénico
bruto das inflorescéncias de P. aduncum L.

No intuito de selecionar uma das fracGes para dar continuidade ao processo
fitoquimico, estas foram avaliadas quanto a atividade esquistossomicida in vitro frente aos
vermes adultos de S. mansoni.

De acordo com os resultados descritos no item 4.2.1, a fracdo cloroférmica (Pal-Fc),
por apresentar melhor atividade esquistossomicida in vitro, foi selecionada para dar

prosseguimento ao estudo fitoquimico.

35 ISOLAMENTO DOS METABOLITOS DE P. aduncum L.

3.5.1 Estudo da Pal-Fc

No intuito de isolar seus constituintes, 5 g da fracdo Pal-Fc foi submetida & CLV de

10 cm de didmetro por 7,5 cm de altura, empacotada com 300 g de silica gel, utilizando-se
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como eluentes solventes e misturas de solventes com polaridades crescentes, sendo coletadas
14 fracdes de 1500 mL cada. Apos analise das fracdes, por meio de CCD, foi possivel agrupa-

las em 12, como mostra a Tabela 2.

Tabela 2. FracGes obtidas por CLV da fracdo Pal-Fc.

Eluentes Fracoes Massas (g)
Hex 100% Pal-Fc-C1 0,015
Hex:AcOEt 5% e 10% Pal-Fc-C2e 3 0,041
Hex:AcOEt 15% Pal-Fc-C4 0,043
Hex:AcOEt 20% Pal-Fc-C5 0,150
Hex:AcOEt 30% Pal-Fc-C6 0,341
Hex:AcOEt 45% e 70% Pal-Fc-C7 e 8 1,468
AcOEt 100% Pal-Fc-C9 0,395
AcOEt:MeOH 10% Pal-Fc-C10 0,784
AcOEt:MeOH 30% Pal-Fc-C11 0,339
AcOEt:MeOH 50% Pal-Fc-C12 0,406
AcOEt:MeOH 70% Pal-Fc-C13 0,153
MeOH 100% Pal-Fc-C14 0,100
TOTAL 4,235
35.1.1 Fracgdo Pal-Fc-C5

Dando prosseguimento ao processo de purificacdo, a fracdo Pal-Fc-C5 (0,150 g) foi
submetida & CC de 2,5 cm de didmetro e 27 cm de altura, empacotada com 60 g de silica gel.
A eluicdo foi realizada com mistura de cloroférmio: acetona com polaridades crescentes,
obtendo-se 41 sub-fracbes de 50 mL cada, as quais foram reagrupadas em 9 subfracdes apos
analise por CCD, conforme descrito na Tabela 3. Ap6s analise cromatografica, observou-se
que uma subfracdo apresentou uma unica mancha, nas condi¢des cromatograficas analisadas.
Esta subfracdo isolada, codificada como Pal-Fc-C5 (10.14y foi submetida a analise

espectroscopica para a identificagdo de sua estrutura quimica.
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Tabela 3. FracGes obtidas por CC da fra¢do Pal-Fc-C5.

Eluentes Fracoes Massas (g)
CHC|3:M92CO 3% Pal-Fc-C5 (1e2) 0,020
CHClI;:Me,CO 3% Pal-Fc-C5 (3 0,010
CHClI5:Me,CO 3% Pal-Fc-C5 (4 0,015
CHClI5:Me,CO 3% Pal-Fc-C5 (5 0,010
CHClI5:Me,CO 3% Pal-Fc-C5 0,015
CHC'gZMQzCO 3% Pal-Fc-C5 (7-9) 0,020
CHCI;3:Me,CO 3% Pal-Fc-C5 (10.14) 0,030
CHClIs: Me,CO 3% Pal-Fc-C5 (15.21) 0,010
CHCl3: Me,CO 5% ->100% Pal-Fc-C5 (25.41) 0,015
TOTAL 0,145

35.1.2 Fracao Pal-Fc-C6

Em continuidade ao estudo fitoquimico, a fracdo Pal-Fc-C6 (0,341 g), foi submetida a

CC, utilizando coluna de vidro de 4 cm de didametro por 26 cm de altura empacotada com 137

g de silica gel. Foram coletadas 48 fracdes de 50 ml cada, utilizando-se como eluentes

cloroférmio: acetona: metanol em diferentes concentracdes. Apos analise em CCD as fracGes

foram reunidas em 10 subfracGes (Tabela 4). Apds analise cromatografica, observou-se que

das 10 subfracbes 2 apresentaram uma Unica mancha, nas condi¢bes cromatograficas

analisadas. Estas subfragdes isoladas, codificadas como Pal-Fc-C6 (x6.29) € Pal-Fc-C6 (30-35),

foram submetidas a analise espectroscépica para a identificacdo de suas estruturas quimicas.

Tabela 4. Fragdes obtidas por CC da fracdo Pal-Fc-C6

Eluentes Fracoes Massas (g)
CHCl;:Me,CO 3% Pal-Fc-C6 (1.3 0,015
CHCl3:Me,CO 3% Pal-Fc-C6 (1.6 0,030
CHCl3:Me,CO 3% Pal-Fc-C6 (75 0,015
CHCl3:Me,CO 3% Pal-Fc-C6 (515 0,045
CHCl3:Me,CO 3% 5% Pal-Fc-C6 (16.25) 0,040
CHCl3:Me,CO 5% Pal-Fc-C6 (26.29) 0,015
CHCl;3:Me,CO 5 210% Pal-Fc-Cb6 (30.35) 0,016
CHCl3:Me,CO 10>50% Pal-Fc-C6 (3.41) 0,080
AcOEt 100% Pal-Fc-C6 (444 0,050
AcOEt:MeOH 70% Pal-Fc-C6 (45.45 0,025
TOTAL 0,331
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35.1.3 Fracgédo Pal-Fc-C7 e C8

Ainda, a fracdo Pal-Fc-C7 e C8 (1,468 g) foi aplicada em coluna flash de vidro de 5 cm
de didmetro e 15 cm de altura empacotada com 180 g de silica gel, da qual foram coletadas
107 fracBes de 50 mL cada, utilizando os eluentes cloroférmio: acetona e acetato de etila:
metanol em gradiente de polaridade. Apds analise da CCD as fragbes foram reunidas em 19

subfracdes (Tabela 5).

Tabela 5. Subfragdes obtidas por meio de coluna flash da fracdo Pal-Fc-C7 e C8

Eluentes Fracoes Massas (g)
CHCI;:Me,CO 5% Pal-Fc-C7 e C8 (3 0,015
CHCl;:Me,CO 5% Pal-Fc-C7 e C8 (5 0,010
CHCl;:Me,CO 5% Pal-Fc-C7 e C8 (3 0,010
CHCI5:Me,CO 5% Pal-Fc-C7 e C8 (4 0,002
CHCl;:Me,CO 5% Pal-Fc-C7 e C8 (5 0,003
CHCI5:Me,CO 5% Pal-Fc-C7 e C8 5 0,009
CHCI5:Me,CO 5% Pal-Fc-C7 e C8 () 0,004
CHCl;:Me,CO 5% Pal-Fc-C7 e C8 0,009
CHCl3:Me,CO 5% Pal-Fc-C7 e C8 (o) 0,009
CHCI;:Me,CO 5% Pal-Fc-C7 e C8 (19 0,005
CHCI;:Me,CO 7% Pal-Fc-C7 e C8 (11 0,020
CHCI3:Me,CO 7% Pal-Fc-C7 e C8 (1) 0,050
CHCI;:Me,CO 7% Pal-Fc-C7 e C8 (13 0,020
CHCI3:Me,CO 7% Pal-Fc-C7 e C8 (1) 0,080
CHCl3:Me,CO 10% Pal-Fc-C7 e C8 15 0,090
CHCI;:Me,CO 10% Pal-Fc-C7 e C8 (4 0,080
CHCl3:Me,CO 10% - 50% Pal-Fc-C7 e C8 (17 0,730
ACOEt:MeOH 50% Pal-Fc-C7 e C8 (15 0,100
MeOH 100% Pal-Fc-C7 e C8 (19 0,206
TOTAL 1,452

Apos a analise das subfracdes por meio da CCD, a Pal-Fc-C7 e C8 (16) (80 mg) foi

selecionada para dar continuidade ao processo de isolamento.

35131 Fracgéo Pal-Fc-C7 e C8 (1)

Dando continuidade, a Pal-Fc-C7 e C8 () foi submetida a CCDP utilizando placas

cromatograficas fabricadas. Em cada placa cromatografica, no total de quatro, foi aplicada
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aproximadamente 20 mg da amostra solubilizada em MeOH e posteriormente, estas placas
foram eluidas no sistema solvente DCM: Me,CO (85:15) acrescido de 1% de acido acético
glacial.

Apos este procedimento, foram destacados, com auxilio de uma espatula metalica, os
limites de cada mancha visualizada sob luz ultravioleta a 254 nm. Neste processo, foram
obtidas cinco faixas, que apds raspadas, foram inseridas, separadamente, em coluna
cromatografica com placa contendo placa sinterizada e lavadas com MeOH e CHCI3 no
intuito de promover a dessor¢do das substancias. Em seguida, o solvente foi evaporado, por
meio de um rotaevaporador.

Destas cinco fragdes obtidas, somente a faixa codificada como Pal-Fc-C7 e C8 (1) 11
(5 mg) apresentou, nas condi¢des cromatogréaficas analisadas, uma Unica mancha. Assim, esta
substancia isolada foi submetida a andlise espectroscopica para a identificacdo de sua
estrutura quimica.

Os procedimentos empregados para o isolamento dos metabdlitos majoritarios das

inflorescéncias de P. aduncum L. estdo apresentados, resumidamente, na Figura 7.
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Pal-Fc
CLV
Pal-Fc-C5: Pal-Fc-C6: Pal-Fc-C7 e C8:
ccC cC Flash
CHCl3: Me,CO CHCl;: Me,CO e CHClI3: Me,CO AcOEt:MeOH
AcOEt:MeOH e MeOH
9 subfracdes 10 subfragdes 19 subfracdes
CHCl5: Me,CO 3% CHCls: Me,CO CHCl5: Me,CO 10%
Pal-Fc-Cbe-20: 15 Mg Pal-Fc-C7 e C8 e,
Pal-FC-C5(10_14): 30 mg .
Pal-Fc-C630.35: 16 mg 80 mg
CCDP

RMN

RMN

Pal-Fc-C7 e C8 11
5mg

RMN

Figura 7. Fluxograma do isolamento dos metabdlitos majoritarios da fragdo cloroférmica das
inflorescéncias de P. aducum L (Pal-Fc).
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36 AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA

O extrato diclorometanico bruto das inflorescéncias de P. aduncum (Pal), suas fracdes
organicas (Pal-Fc, Pal-Fh e Pal-Fa) e substancias isoladas (Pal-Fc-C5 (10.14), Pal-Fc-C6 (2.
29) € Pal-Fc-C6 (30.35)) foram avaliadas quanto a atividade esquistossomicida in vitro a frente a
vermes adultos de S. mansoni.

Os ensaios esquistossomicidas preliminares foram realizados pela Prof.? Dra. Priscila
de Faria-Pinto e os demais ensaios esquistossomicidas foram realizados no Nucleo de
Enteroparasitas do Instituto Adolfo Lutz em Séo Paulo, sob a coordenacéo e responsabilidade

do Dr. Josué de Moraes e do Dr. Pedro Silva Pinto.

3.6.1 Animais utilizados e manutencéo do ciclo evolutivo do S. mansoni

36.11 Linhagem do S. mansoni

A linhagem de S. mansoni Sambon, 1907 utilizada neste trabalho foi a BH (Belo
Horizonte, MG), mantida no Ndcleo de Enteroparasitas do Instituto Adolfo Lutz (Sdo Paulo,
SP) como previamente descrito por MORAES (2012 b). Os parasitos foram mantidos em
caramujos Biomphalaria glabrata Say, 1818 (hospedeiro intermediario) e hamsters

Mesocricetus auratus Waterhouse, 1839 (hospedeiro definitivo).

3.6.1.2 Manutencéo do ciclo evolutivo de S. mansoni

A manutencdo do ciclo evolutivo de S. mansoni foi feita de acordo com
PELLEGRINO E KATZ (1968). Os hamsters infectados foram sacrificados em camara de
CO, para a retirada dos ovos infectados do figado e posterior obtencdo dos miracidios. Os
figados foram triturados em liquidificador em solug&o salina 0,85% (m/v), e a suspensdo dos
tecidos homogeneizados foi deixada para sedimentacdo no escuro. O sedimento foi suspenso
com agua declorada e exposto a luz para obtencdo dos miracidios. O nimero e a viabilidade

dos miracidios e cercarias foram determinados com o auxilio de um estereomicroscopio.
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Para a infeccdo do hospedeiro intermediario, B. glabrata, foram utilizados 8
miracidios por caramujo e apds 35 a 40 dias, estes foram expostos a luz artificial para a
eliminacdo das cercarias.

Cerca de 150 cercérias foram inoculadas nos camundongos por via subcuténea e apos
aproximadamente 45 dias, os vermes adultos foram recuperados do sistema porta hepatico por
perfusdo como descrito por SMITHERS & TERRY (1965).

3.6.2 Preparo das amostras para o ensaio

As amostras foram dissolvidas em dimetilsulfoxido 100% (DMSO, Merck) e
posteriormente, adicionou-se meio “Roswell Memorial Park Institute (RPMI 1640),
esterilizado por filtragdo, para obter concentracdo de 100 M, no caso de substancias puras, e
200 pg/mL, no caso do extrato bruto e fracGes organicas, em DMSO 0,5% (v/v). O
praziquantel 10 uM (Merck), preparado nas mesmas condigGes, foi utilizado como controle

positivo.

3.6.3 Ensaios in vitro

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

Posteriormente, os parasitos acasalados foram transferidos para placas de cultura de
células com 24 pocos contendo 1 casal de verme, por pogo, em 2 mL do meio RPMI 1640,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab) e tamponado com HEPES 25 mM
(Sigma-Aldrich) (MORAES et al., 2011a; 2011b; 2012b; 2013a; 2013b).

Diferentes concentragdes das amostras foram diluidas no meio de cultura antes da
adicédo dos parasitos, sendo que a concentracdo final de DMSO né&o foi superior a 0,5%. O
praziquantel (10 uM) foi utilizado como controle positivo e 0s pogos contendo somente meio
de cultura, RPMI 1640, e meio com DMSO 0,5% foram usados como controle negativo.
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As culturas foram mantidas em estufa a 37 °C, em atmosfera de CO, a 5% (Thermo Scientfic-
Revco®) e foram monitoradas diariamente por 5 dias, com o auxilio de um microscpio

invertido e um estereomicroscopio (SMZ 1000, Nikon).

3.6.3.1 Avaliacao da atividade esquistossomicida in vitro das amostras

Para avaliar a toxicidade das amostras sobre o S. mansoni foram considerados 0s
seguintes parametros: atividade motora (motilidade), contracdo muscular e alteracGes
morfoldgicas no tegumento (MORAES, 2012b).

A reducdo da atividade motora e as alteracbes morfologicas 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.

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

fixados e analisados em microscopia confocal.

3.6.3.2 Anélise morfolégica do tegumento de vermes adultos utilizando

microscopia confocal

O efeito da substancia, com maior potencial esquistossomicida, sobre o tegumento de
vermes adultos de S. mansoni foi monitorado com microscépio confocal de varredura a laser
(Laser Scanning Microscopy, LSM 510 META, Carl Zeiss Inc, Standort Gottingen, Vertrieb,
Deutschland).

Os parasitos foram fixados em solugdo AFA e monitorados, com captura de imagens,
no microscopio usando os filtros de 488 nm (excitacdo) e 505 nm (emissdo) como descrito
por MORAES et al. (2009, 2011b). A solugdo AFA consiste em uma mistura de acido acético
glacial, formaldeido, etanol (95%) e agua destilada nas proporcées, respectivamente (v/v): [2:
9: 30: 59] (MORAES, 2012b).

Durante a analise microscopica foram capturadas imagens tridimensionais usando o

software LSM Image Browser (Zeiss) (Figura 8).
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Figura 8. Imagens tridimensionais da regido dorsal de um
macho de Schistosoma mansoni. Local onde é avaliado o
efeito das amostras no tegumento. O parasito, mantido em
meio RPMI, é fixado em solucdo AFA ap6s 120 horas ou
ocorréncia de morte. A: visdo geral da regido anterior do
helminto mostrando, em vermelho, os tubérculos. Barra =
500 um. B: imagem aumentada da regido dorsal que esta
marcada em vermelho na imagem A. A e B: imagens
tridimensionais, obtidas de microscopio confocal de
varredura a laser (LSM 510, META, Zeiss). Em A notar a
presenca das ventosas oral (Vo) e ventral (Vv). Em B notar
0s tubérculos (Tu). Fonte: DE MORAES (2012b).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo fitoquimico do extrato diclorometanico das inflorescéncias de P. aduncum L.
resultou no isolamento de quatro substancias, codificadas como: Pal-Fc-C5 (10.14) Pal-Fc-C6
(26-29) Pal-Fc-C6 (30-35) Pal-Fc-C7e C8 (16) 1.

4.1 IDENTIFICAQAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS
4.1.1 Substancia Pal-Fc-C5 (10.14)

O espectro de RMN de 'H (Tabela 6; Figura 12) evidencia a presenca de trés duplo-
dupletos, integrados para 1 hidrogénio cada, nas regides de 6 2,75, 3,04 ¢ 5,41 ppm (Figura

9), os quais sdo caracteristicos dos hidrogénios H-3eq., H-3ax. e H-2, respectivamente, do
anel C de flavanonas (KRISHNA & CHAGANTY, 1972; DA SILVA FILHO, 2006).
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Figura 9. Espectro de RMN de 'H da Pal-Fc-C5 @o-12. Expansdo dos sinais dos
hidrogénios H-3eq. (6= 2,75 ppm)., H-3ax. (6= 3,04 ppm) ¢ H-2 (6= 5,41 ppm).

Além disso, de acordo com a literatura (TEIXEIRA, 2003), os hidrogénios do anel A
das flavanonas ocorrem préximos a regido de 6 ppm e os hidrogénios do anel B ao redor de

7,4 ppm.
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Assim, os dois simpletos largos, em & 5,93 ¢ 6 5,91 ppm, ambos integrados para 1
hidrogénio cada (Figura 10), foram atribuidos aos hidrogénios aromaticos H-6 e H-8 do anel
A, sugerindo a presenga de um anel tetrassubstituido. J& o multipleto ao redor de 7,4 ppm,
integrado para 5 hidrogénios, foram atribuidos aos hidrogénios arométicos do anel B, ficando

este ausente de grupos substituintes oxigenados.
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Figura 10. Espectro de RMN de 'H da Pal-Fc-C5 10-14)- EXpanséo dos sinais dos
hidrogénios aromaticos do anel B (6= 7,40 ppm), e dos hidrogénios aromaticos do

anel A, H-6 e H-8 (6= 5,91 e 5,93 ppm).

Assim, tendo em vista o0 padrdo de substituicdo do anel aromético A, tetrassubstituido,
e a auséncia de sinais de grupos metoxilios no espectro, propdem-se como grupos
substituintes deste anel duas hidroxilas, sendo uma na posi¢do C-5 e a outra na posi¢do C-7.
Esta proposicdo pode ser justificada também pela biossintese das flavanonas, uma vez que o
anel A, oriundo da via do acetato-malonato, possui um padrdo meta de oxida¢do (DEWICK,
2009; IBRAHIM, 2001).

Em relacdo ao espectro de RMN de *C (Tabelas 7; Figuras 13) observa-se um sinal
em 0 42,7 ppm correspondente ao carbono metilénico C-3 e em o 78,9 ppm, atribuido ao
carbono C-2, o qual encontra-se mais desblindado devido ao efeito eletronegativo do oxigénio

adjacente ao carbono C-2. J& o carbono carbonilico do anel C pode ser observado em & 195,8

ppm.
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Em continuacdo a analise do espectro de RMN de *C observa-se a presenca de trés
sinais entre 126,2 a 138,9 ppm, 0s quais ao serem comparados com os dados da literatura
(TEIXEIRA, 2003), mostram-se compativeis com os carbonos C-1°, C-2°, C-6’ ¢ C-3’, C-4’,
C-5.

Ja com relacdo aos carbonos do anel A, ha a presenca de trés sinais entre 163,2 a 166,9
ppm, tipicos de carbonos oxigenados, os quais foram atribuidos aos carbonos C-5, C-7 e C-9.

Ainda, observam-se dois sinais em & 94,9 e 95,8 que, quando comparados com dados
espectroscopicos da literatura (TEIXEIRA, 2003), mostram-se compativeis aos carbonos C-6
e C-8.

Assim, a comparagdo dos dados espectroscopicos obtidos dos espectros de RMN de
'H e de '*C da substancia Pal-Fc-C5 (19.14) com os dados oriundos da literatura (POSSO et al.,
1994; TEIXEIRA, 2003; MAGALHAES, 2012), permite concluir que a Pal-Fc-C5 (1014 S€ja
a flavanona 5,7-dihidroxi-flavanona, conhecida como pinocembrina, representada a seguir
(Figura 11).

3'
2 4

6!

OH o

Figura 11. Estrutura quimica da (S)-
5,7-dihidroxi-flavanona.

Nesta molécula, hd um centro de quiralidade em C-2 e, portanto, sdo possiveis duas
formas enantioméricas, (R)-5,7-dihidroxi-flavanona e (S)-5,7- dihidroxi-flavanona
(SOLOMONS & FRYHLE, 2012).

No entanto, de acordo com a literatura a rota biossintética para as flavanonas, ja
estabelecida, preconiza que as flavanonas séo obtidas a partir das chalconas por meio de uma
reacdo de Michael estereoespecifica, catalizada pela chalcona isomerase. Esta enzima
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converte as chalconas em suas respectivas flavanonas com configuracéo (S) (DEWICK, 2009;
IBRAHIM, 2001). Assim, considerando a rota biossintética estereoespecifica descrita, sugere-
se uma configuracdo (S) para a 5,7-dihidroxi-flavanona identificada nas inflorescéncias de P.
aduncum.

Tabela 6. Dados de RMN de 'H (300 MHz, MeOD) da Pal-Fc-C5 (10-14) € dados da 5,7-
dihidroxi-flavanona (pinocembrina) descritos na literatura.

Dados Obtidos
Literatura”
Hidrogénios | pesjocamento quimico Constante de —onm: =
(6 =ppm) acoplamento (8 =ppm; J=Hz)
PP (I=H2)
3eq 2,75 (1H, dd) 25¢e142 2.8 (1H: dd; J=3,0 e 17,3)
3 ax 3,04 (1H: dd) 107e142 | 30 (1H: dd: = 12,8 € 17,3)
2 5,41 (1H: dd) 2,5€107 5,4 (1H; dd; J= 3,0 e 12,8)
0 5,91 % (1H; 5)
3 6,07 (2H; d; J=3,0)
5,93 %(1H; s)
Anel B 7,40 (5H; m) 7,40 (5H; m)

*Teixeira, 2003; RMN de "H (300 MHz); & ppm, CDClj
# Os valores podem estar trocados;
* Sinais sobrepostos, de acordo com a literatura (TEIXEIRA, 2003)
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Tabela 7. Dados de RMN de *C (75MHz, MeOD) da Pal-Fc-C51.14) € dados da

5,7-dihidroxi-flavanona (pinocembrina) descritos na literatura.

Carbonos Dados Obtidos Literatura*

(Ppm) (Ppm)

2 78,9 78.4

3 42,7 42,2

4 195,8 195,8

S 164,0 163,6

6 95,8 96.4

7 166,9 166.6

8 94,9 95,2

9 163,2 162,8
10 102,1 102.1
r 138,9 1382
2’6 126,2 126 8
345 128,3 1285

*Teixeira, 2003; RMN de ®C (75 MHz); 6 ppm, CDCl3,
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Figura 13. Espectro de RMN de Bc da (S)-5,7-dihidroxi-flavanona (75 MHz, MeOD).
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A 5,7-dihidroxi-flavanona, conhecida como Pinocembrina, esta presente em diferentes
espéecies do género Piper, a saber: Piper sarmentosum (LI PAN et al., 2011), P. hispidum
(RUIZ et al., 2011), P. hostmannianum (DIAZ et al., 1987; LAGO et al., 2004), P.
lanceaefolium (LOPEZ et al., 2001; RUDDOCK et al., 2011), P. chimonantifolium (LAGO et
al., 2012), P. gaudichaudianum (TEIXEIRA, 2003; LAGO et al., 2004), P. porphyrophyllum
(RAJUDIN et al., 2010), P. steerni (POSSO et al., 1994) e P. aduncum (LAGO et al., 2004).

Até o presente momento, este € o primeiro estudo que demonstra a presencga da 5,7-
dihidroxi-flavanona nas inflorescéncias de P. aduncum, uma vez que, LAGO e colaboradores
(2009) isolaram-na a partir das folhas desta espécie.

4.1.2 Substancia Pal-Fc-C6 (26.29)

Na analise do espectro de RMN de 'H (Tabela 8 e Figura 17) observa-se a presenca de
dois tripletos em 6 3,21 ppm (J= 8,1 Hz, 2H) e 2,88 (J= 8,1 Hz, 2H) (Figura 14), compativeis
aos hidrogénios o e [ carbonilicos respectivamente, caracteristicos do nticleo de uma
diidrochalcona (HUFFORD & OGUNTIMEIN, 1980; ORJALA et al., 1994; REIGADA,
2009).
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Figura 14. Espectro de RMN de 'H da Pal-Fc-C6 (.56 Expansio dos sinais dos
hidrogénios a (6= 3,21 ppm) e B (6= 2,88 ppm) carbonilicos.
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Em continuidade, observa-se um multipleto em & 7,19 ppm, integrado para 5
hidrogénios, referentes aos hidrogénios do anel B da diidrochalcona (Figura 15).

No anel aroméatico A, observa-se a presenga dois dupletos, visualizados em 6 5,85
(1H; J= 2,1 Hz) e em 5,91 ppm (1H; J=2,1 Hz) (Figura 15), que, devido a magnitude da
constante de acoplamento (Js;-.s»= 2,1 Hz) observada, suge acoplamento meta entre eles.
Podemos inferir ainda que este anel aromatico é tetrassubstituido ja que, além destes
hidrogénios, ndo se observam outros sinais referentes a hidrogénios arométicos deste anel.

Além disso, a presenca de um simpleto em 6 3,78 ppm, integrado para 3 hidrogénios,

indica a presenca de uma metoxila na molécula (Figura 15).

7.19
—591
—585

3.78

591
585
w
5}

S S ris

T T T T T T T
6.00 595 590 5.85 580 575 5.70 Lie
f1 (ppm)

I | L

—

1027
1001
2861

N

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6
f1 (ppm)

Figura 15. Espectro de RMN de 'H da Pal-Fc-C6 (.4 Expansio dos sinais dos
hidrogénios: H-3’ ¢ H-5" (6= 5,85 ¢ 5,91 ppm) do anel A; H-aromaticos do anel B (6=
7,19 ppm) e H-metilicos (6= 3,78 ppm).

Tendo em vista 0 padrdo de substituicdo do anel aromatico A, tetrassubstituido, e a
presenca de apenas um grupo substituinte metoxilico sugere-se, portanto, a presenca de duas
hidroxilas como adicionais deste anel.

Em relacdo ao espectro de RMN de 3C (Tabela 9, Figura 18), pode-se observar os
sinais em & 45,5 ¢ em & 30,6, os quais foram atribuidos aos carbonos metilénicos C, e Cg
carbonilicos, respectivamente. Ja o sinal em & 204,2 foi atribuido ao carbono carbonilico desta

diidrochalcona.
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Observa-se ainda a presenca dos sinais em 6 95,5 e 6 90,7 ppm compativeis com 0s
carbonos C-3” e C-5°, pertencentes ao anel A. Ja os sinais entre & 125 a 145 ppm foram
atribuidos aos carbonos do anel B, estando de acordo com a literatura (AVILA, et al., 2011).

Assim, a anélise dos dados obtidos a partir dos espectros de RMN de *H e de *C da
substéancia Pal-Fc-C6 (x6.29) € comparagéo com os dados oriundos da literatura (HUFFORD &
OGUNTIMEIN, 1980; AVILA et al., 2011), permitem concluir que esta substancia seja a

2’,4’-dihidroxi-6’-metoxi-diidrochalcona, representada a seguir (Figura 16).

OH O

Figura 16. Estrutura quimica da 2’,4°-
dihidroxi-6’-metoxi-diidrochalcona.
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Tabela 8. Dados de RMN de *H (300 MHz, MeOD) da Pal-Fc-C6 (26-20) © dados da 2°,6’-
dihidroxi-4’-metoxi-diidrochalcona (uvangoletina) descritos na literatura.

Dados Obtidos
Literatura”
Hidrogénios | pesjocamento quimico Constante de _I -u _
(6 =ppm) acoplamento (8 =ppm; J=Hz)
PP (3=H2)
a 3,21 (2H; 1) 81
o1 3,47- 2,77 (4H; m)
B 2,88 (2H; 1) !
-MeO 3, 78 (3H; s) 3,87 (3H; s)
3 5,912 (LH: d) 2,1 5,97 2 (1H: d; J=2)
5 5, 85 2 (1H; d) 2,1 5,912 (1H: d; J=2)
2,3,4,5,6 7,19 (5H; m) -—- 7,20 (5H; m)

* HUFFORD & OGUNTIMEIN, 1980; RMN de ‘H (60 MHz); CDCl;,
# Os valores podem estar trocados
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Figura 17. Espectro de RMN de 'H
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Tabela 9. Dados de RMN de "*C (75 MHz, MeOD) da Pal-Fc-C6 (.2 € dados da
2’,6’-dihidroxi-4’-metoxi-diidrochalcona (uvangoletina) descritos na literatura.

Carbonos Dados Obtidos Literatura*
(6= ppm) (8= ppm)
a 45,5 46,2
B 30,7 31,4
C=0 204,2 205,0
-MeO 54,7 56,1
1’ 104,6 105,7
2’ 163,52 164,52
4 164,92 165,42
6’ 166,9 168,3
3 95,6 96,9
5° 90,7 91,9
1 141,6 142,7
2,6 128,0 129,1°
4 125,8 126,5
3,5 128,0 129,2°

* HUFFORD & OGUNTIMEIN, 1980; RMN de *C (15 MHz); CDCl;
b Os valores podem estar trocados
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Figura 18. Espectro de RMN de *C da  2’4’-dihidroxi-6’-metoxi-diidrochalcona (75 MHz,  MeOD).
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A 2’ 4’-dihidroxi-6’-metoxi-diidrochalcona, conhecida como uvangoletina, apesar de
ser uma substancia ja isolada em identificada de diferentes espécies vegetais, como
Cedrelopsis grevei (Ptaeroxylaceae) (KOORBANALLY et al.,, 2003), Uvaria acuminata
(Annonaceae) (ICHIMARU et al.,, 2004), Boesenbergia pandurata (Zingiberaceae)
(CHEENPRACHA et al., 2006), Pothomorphe umbellata (Piperaceae) (ISOBE et al., 2002) e
Piper septuplinervium (Piperaceae) (AVILA et al., 2011), este é primeiro relato do isolamento
e identificacdo desta substancia na espécie P. aduncum.

Entretanto, a substancia 2’,6’-dihidroxi-4’-metoxi-diidrochalcona (Tabela 10, B),
isbmero constitucional da uvangoletina, ja foi isolada de diferentes espécies de Piper como
exemplo, P. mollicomum (LAGO et al., 2007; REIGADA, 2009), P. longicaudatum (JOSHI
et al., 2001), P. carpunya (QUILEZ et al., 2010), P. hostmannianum (PORTET et al., 2008),
P. elongatum (HERMOSO et al., 2003) e inclusive P. aduncum (BURKE & NAIR, 1986;
ORJALA et al., 1994; MOREIRA et al., 1998; BALDOQUI et al., 1999; MORANDI et al.,
2009; TOMIO, 2011).

A uvangoletina (2’°,4’-dihidroxi-6’-metoxi-diidrochalcona) (Tabela 10, A) foi
diferenciada da 2’,6’-diidroxi-4’-metoxi-diidrochalcona, substancia ja isolada de P. aduncum,
por meio dos sinais dos hidrogénios e carbonos das posi¢des 3’ e 5’ (Tabela 10) em seus
respectivos espectros.

Os hidrogénios e carbonos das posi¢cdes 3’ e 5’ pertencentes a 2°,6’-dihidroxi-4’-
metoxi-diidrochalcona sdo quimicamente e magneticamente equivalentes, por haver um plano
de simetria no anel A, o que faz com que os sinais de hidrogénios e carbonos sejam
equivalentes (ORJALA et al., 1994; HERMOSO et al., 2003; LAGO et al., 2007; REIGADA
etal., 2009).

Ja os hidrogénios e carbonos das posi¢des 3’ e 5°, pertencentes a 2’,4’-dihidroxi-6’-
metoxi-diidrochalcona (uvangoletina), por ndo serem quimica e magneticamente equivalentes,
apresentam-se em deslocamentos quimicos distintos, como observado na tabela 10
(HUFFORD & OGUNTIMEIN, 1980; AVILA et al., 2011).

44



Resultados e Discussdo

Tabela 10. Comparacdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos das
posicdes 3’ e 5° de ambas as diidrochalconas.

* **
HO. 3 OMe MeO. 2 OH
A: 2°,4’-dihidroxi-6’-metoxi diidrochalcona | B: 2°,6’-dihidroxi-4’-metoxi-diidrochalcona
RMN *H RMN “C RMN ‘H RMN “C
3 5,912 (d; 1H
(d: 1H) 9,9 5,91 (s: 2H) 937
5 5,97 2(d; 1H) 91,9

0Os valores podem estar trocados ; = ppm
"HUFFORD & OGUNTIMEIN, 1979
" HERMOSO, 2003

4.1.3 Substancia Pal-Fc-C6 (30-35)

Na analise do espectro de RMN de 'H desta substancia, observou-se que a mesma
estava contaminada com a 2’,4’-dihidroxi-6’-metoxi-diidrochalcona (uvangoletina; item
4.1.2). Tal fato pode ser justificado devido a semelhanca estrutural e a proximidade dos
valores dos Rf’s (fator de retengdo) de ambas as substancias, ndo sendo possivel separa-las
com as técnicas cromatograficas disponiveis.

Apesar disso, ao se conhecer a estrutura quimica do contaminante, uvangoletina, e
seus respectivos sinais no espectro de RMN de *H, foi possivel propor a estrutura da Pal-Fc-
C6 (30-35, cOMo descrito a seguir.

Na analise do espectro de RMN de ‘H (Tabela 11), observa-se a presenca de dois
dupletos em & 7,71 e 7,94, integrados para 1 hidrogénio cada (Figura 19). Os sinais sdo
compativeis com os hidrogénios olefinicos H, e Hg carbonilicos, caracteristicos da estrutura
das chalconas (KRISHNA & CHAGANTY, 1972; SHIMOMURA et al., 1988; XIAO et al., 2011).
Além disso, por meio do valor da constante de acoplamento, J ,, s = 15,6 Hz, entre estes
hidrogénios, pode-se inferir que esta chalcona possui configuracdo trans (PAVIA et al.,
2010).

Em continuidade, foram observados dois multipletos em & 7,64 e em 6 7,45 ppm,
integrados para 2 e 3 hidrogénios, respectivamente (Figura 19), os quais sdo pertencentes ao

anel aromaético B, sugerindo ainda que este seja monossubstituido.
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Figura 19. Espectro de RMN de 'H da Pal-Fc-C6 (335 Expansio
dos hidrogénios a, B carbonilicos (6= 7,94 e 7,71 ppm) e dos
hidrogénios do anel aromatico B (6= 7,64 e 7,45 ppm).

Além disso, pode-se observar a presenca de dois dupletos em 6 5,97 € em & 6,03 ppm,
integrados para 1 hidrogénio cada (Figura 20), os quais foram atribuidos aos hidrogénios H-5’
e H-3’. Considerando que estes hidrogénios, H-5’ e H-3°, apresentam constante de
acoplamento de J;-.5 = 2,1 Hz, sugere-se que 0s mesmos estdo em posicdo meta. Ainda pela
analise do espectro de RMN de 'H, podemos inferir que o anel aromatico A é
tetrassubstituido, devido a presenca de apenas 2 hidrogénios (KRISHNA & CHAGANTY,
1972; PAVIA et al., 2010).

46



Resultados e Discussdo

3 > i
O N
— 100
— 80
— 60
L 40
— 20
& N 0
o o =
— T T T T T T T T T T T
6.05 6.04 6.03 6.02 6.01 6.00 5.99 5,98 5.97

f1 (ppm)

Figura 20. Espectro de RMN de 'H da Pal-Fc-C6 0-35)- EXpanséo da
regido dos hidrogénios aromaticos H-3 e H-5" do anel aromatico A.

Finalmente, a presen¢a de um simpleto em 6 3,95 ppm, integrado para 3 hidrogénios,
evidencia a presenca de uma metoxila na molécula.

Tendo em vista o padrdo de substituicdo do anel aromatico A, tetrassubstituido, e a
presenca de apenas um grupo metoxilico nesta molécula, sugere-se, portanto, a presenca de
duas hidroxilas como os demais grupos substituintes.

Assim, a comparacdo dos dados de RMN de 'H obtidos com aqueles previamente
publicados na literatura (KRISHNA & CHAGANTY, 1972), sugere gque esta substancia seja a

2’,4’-dihidroxi-6’-metoxi-chalcona, representada a seguir (Figura 21).
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OH O

Figura 21. Estrutura quimica da 2’,4’-dihidroxi-
6’-metoxi-chalcona.

Tabela 11. Dados de RMN de *H (300 MHz, MeOD) da Pal-Fc-C6 30-35) € dados da 2°,4°-
dihidroxi-6’-metoxi-chlacona (cardamonina) descritos na literatura.

Dados Obtidos )
rogios | osscamensqumis | SR | (o Loy
(J=Hz)
0 7,71 (d; 1H) 15,6 7,72 (d, 1H, J=155)
B 7,94 (d; 1H) 15,6 7,87 (d, 1H, J=155)
-MeO 3,95 (s; 3H) 3,87 (s, 3H)
3 5,97 (d; 1H) 2,1 5,94 (d, 1H, J=2)
5 6,03 (d; 1H) 2,1 6,02 (d, 1H, J=2)
Anel B 7,64 e 7,45 (m; 5H) 7,37 € 7,32 (m; 5H)

" KRISHNA & CHAGANTY, 1972; RMN de "H (500 MHz); CDCl;,

A 2’,4’-dihidroxi-6’-metoxi-chlacona, conhecida como cardamonina, apesar de ja ter
sido isolada de espécies de Piper, como P. dilatatum (TERREAUX et al., 1998) e P.
hispidum (RUIZ et al., 2011), este é primeiro relato do isolamento e identificacdo desta
substancia na espécie P. aduncum.

Entretanto, j& ha relatos na literatura que evidenciam a presenca de um isdmero da
cardamonina nas inflorescéncias de P. aduncum, a substincia 2’,6’- dihidroxi-4’-metoxi-
chalcona, conhecida como pinostrobina chalcona (TORRES-SANTOS et al., 1999). Estas
chalconas se diferenciam nos espectros de RMN de *H e **C por meio dos deslocamentos
quimicos gerados pelos hidrogénios e carbonos das posi¢des 3’ e 5°.

48



Resultados e Discussdo

Na cardamonina, os hidrogénios e 0s carbonos das posi¢des 3’ e 5” sdo evidenciados
em deslocamentos quimicos distintos e, quando ha o acoplamento entre os hidrogénios, estes
apresentam-se como dois dupletos (KRISHNA & CHAGANTY, 1972).

J& na pinostrobina chalcona, os respectivos hidrogénios e carbonos das posi¢oes 3’ ¢
5’, sd@o observados um mesmo deslocamento quimico (KRISHNA & CHAGANTY, 1972;
SHIMOMURA et al., 1988; XIAO, et al., 2011) .

4.1.4 Substancia Pal-Fc-C7 e C8 (1) Il

O espectro de RMN de *H desta substancia (Tabela 12; Figura 23) apresenta em & 2,75
(J= 2,7 Hz e J= 14,2 Hz; 1H), 3,0 (J=10,7 Hz e J=14,2 Hz; 1H) e 5,41 ppm (J=2,7 Hz e
J=10,7 Hz; 1H) trés duplo-dupletos, integrados para 1 hidrogénio cada, atribuidos aos
hidrogénios H-3eq., H-3ax. e H-2, respectivamente, 0s quais séo tipicos dos hidrogénios do
anel C das flavanonas, conforme descrito anteriormente.

Além disso, a analise do espectro de RMN de 'H, evidencia a presenca de um
multipleto na regido de 7,40 ppm, integrado para 5 hidrogénios, compativel com os sinais de
hidrogénios aromaticos do anel B. J& os hidrogénios do anel A ocorrem como simpletos
largos em em & 6,04 ¢ & 6,09 ppm, sinais atribuidos, respectivamente, aos hidrogénios H-6 e
H-8.

Nota-se ainda que estes sinais sdo semelhantes aqueles discutidos anteriormente para a
flavanona pinocembrina (item 4.1.1). Entretanto, o espectro de RMN de *H da substancia Pal-
Fc-C7 e C8 (16 I11 mostra ainda a presenga de um simpleto, integrado para 3 hidrogénios , em
0 3,84 ppm, evidenciando a ocorréncia de uma metoxila nesta molécula..

Tendo em vista o padrdo de substituicdo do anel aromatico A, tetrassubstituido, e a
presenca de apenas uma metoxila, sugere-se, portanto, a ocorréncia de uma hidroxila como
outro grupo substituinte adicional no anel A.

Assim, a comparagdo dos dados obtidos com os da literatura (POSSO et al., 1994;
XIAO et al., 2011; MAGALHAES, 2012), sugere duas possiveis estruturas: a 5-hidroxi-7-
metoxi-flavanona (A), conhecida como pinostrobina ou 5-metoxi-7-hidroxi-flavanona,

conhecida como alpinetina (B) (Figura 22).
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Figura 22. Estrutura quimica das possiveis flavanonas. A: 5-hidroxi-7-metoxi-
flavanona (pinostrobina); B: 5-metoxi-7-hidroxi-flavanona (alpinetina).

Tabela 12. Dados de RMN de 'H (300 MHz, MeOD) da Pal-Fc-C7e C8 () i € dados da 5-hidroxi-7-
metoxi-flavanona (pinostrobina) e da 5-metoxi-7-hidroxi-flavanona (alpinetina) descritos na literatura.

Hidroagnios Dados Obtidos Pinostrobina” Alpinetina™
g (6 =ppm; J=Hz) (6 =ppm; J=H2z) (6 =ppm; J=H2z)
2 5,41 (dd; 1H; J=2,7e10,7) | 5,42 (dd; 1H; J=2,8 ¢ 12,8) | 5,51 (dd; 1H; J=3,2 e 12,6)

3eq 2,75 (dd; 1H; J=2,7 e 14,2) | 2,82(dd; 1H;J=2,8 16,9) | 2,72 (dd; 1H; J=3,2 € 16,6)

3 ax 3,00 (dd; 1H; J= 10,7 e 14,2) | 3,07 (dd; 1H; J=13,2 ¢ 16,9) | 2,98 (dd; 1H; J=12,6 e 16,6)

-OMe 3,84 (s; 3H) 3,81 (s; 3H) 3,81 (s; 3H)
6 6,04 (s; 1H) 6,07 (d; 1H; J=2,4) 6,03 (m; 1H)
8 6,09 (s; 1H) 6,08 (d; 1H; J=2,4) 6,08 (m; 1H)
Anel B 7,42 (m; 5H) 7,42 (m; 5H) 7,3 (m; 5H)

"MAGALHAES, 2012; RMN de 'H (400 MHz); CDCl;4
“XIAO et al., 2011; RMN de *H (300 MHz); MeOD
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Figura 23. Espectro de RMN de 'H da pinostrobina ou alpinetina (300 MHz, MeOD).
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A pinostrobina (5-hidroxi-7-metoxi-flavanona) esta presente em diferentes espécies de
Piper, como P. methysticum (DI WU et al., 2002), P. guanacastensis (PEREDA-MIRANDA,
1997), P. aduncum (BURKE e NAIR, 1986), P. fadyenni, P. hispidum e P.steerni (ALVES,
2008). Igualmente & pinostrobina, a alpinetina (5-metoxi-7-hidroxi-flavanona) também ja foi
isolada de P. methysticum (SANTOS et al., 2009) e inclusive de P. aduncum (MOREIRA et
al., 1998).

Considerando os dados de RMN de 'H obtidos e que ambas as substancias ja foram
isoladas de P. aduncum, dados espectroscopicos adicionais serdo obtidos no intuito de se
confirmar qual das duas estruturas propostas € a correta para esta substancia.

4.2  ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA IN VITRO DO EXTRATO, FRACOES E
SUBSTANCIAS ISOLADAS DAS INFLORESCENCIAS DE P. aduncum FRENTE A
VERMES ADULTOS DE S. mansoni

4.2.1 Atividade esquistossomicida in vitro do extrato diclorometanico bruto das
inflorescéncias de P. aduncum (Pal) e suas fracdes organicas obtidas (Pal-Fc, Pal-Fh,
Pal-Fa)

Apesar de varios estudos apresentarem os potenciais efeitos de extratos e parti¢bes de
preparacdes vegetais frente aos parasitos da espécie S. mansoni (BRAGUINE et al., 2010;
CAIXETA et al., 2011; KONE et al., 2011; YOUSIF et al., 2007), até o presente momento
ndo ha relatos na literatura quanto a atividade esquistossomicida de extratos das
inflorescéncias de P. aduncum.

Além disso, estudos tém demonstrado potencial atividade esquistossomicida in vitro
de extratos brutos de espécies de Piper, como por exemplo, P. tuberculatum e P. amalago
(CARRARA et al., 2013; MORAES et al., 2011a).

Assim, considerando seu potencial, o extrato diclorometanico bruto das
inflorescéncias de P. aduncum L. (Pal) foi avaliado in vitro frente aos vermes adultos de S.

mansoni, sendo o0s resultados apresentados na tabela 13.
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Tabela 13. Efeito do extrato diclorometanico bruto das inflorescéncias de P. aduncum L. frente
a vermes adultos de S. mansoni.

Tempo de .R_edugéo da AlteracGes
Grupos incubago Mortalidade atividade r;notora tegumenatares
) (%)° o) (1) —
Leve Significativa Leve  Significativa
Controle” 24 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0
96 0 0 0 0 0
120 0 0 0 0 0
DMSO 0,5% °© 24 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0
96 0 0 0 0 0
120 0 0 0 0 0
Praziquantel 24 100 0 100 0 100
10 uM 48 100 0 100 0 100
72 100 0 100 0 100
96 100 0 100 0 100
120 100 0 100 0 100
Pal 24 100 0 100 0 0
200 pg/mL 48 100 0 100 0 0
72 100 0 100 0 0
96 100 0 100 0 0
120 100 0 100 0 0

2 porcentagem em relacdo a 20 vermes; ° Meio RPMI; © DMSO em meio RPMI.

Ressalta-se que em todos 0s ensaios, o grupo controle, meio RPMI e DMSO 0,5% néo
apresentaram qualquer alteracdo na mortalidade, atividade motora e tegumento dos vermes
adultos, comprovando que o meio e o0 veiculo ndo exerceram efeitos sobre os parasitos
avaliados, conforme preconiza a literatura (DE MELO et al., 2011).

Avaliado na concentragdo de 200 pg/mL, o extrato diclorometanico das
inflorescéncias de P. aduncum L. (Pal) causou morte e reducgdo da atividade motora em 100%
dos vermes adultos apds 24 h de incubacdo, semelhante ao observado pelo PZQ (10 uM),
entretanto, o extrato nao foi capaz de causar alteracdes tegumentares nos parasitos.

Segundo FLORES e colaboradores (2009), o extrato diclorometanico das
inflorescéncias de P. aduncum L. também possui atividade leishmanicida e tripanocida, frente

a Leishmania brasiliensis e ao Tripanossoma cruzi, respectivamente.
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Ja com relacdo ao extrato diclorometanico das folhas P. aduncum L, CARRARA e
colaboradores (2013) demonstraram este extrato, na concentracdo de 100 pg/mL, também
possui atividade esquistossomicida moderada, ja que foi capaz de provocar a morte de 75%
dos parasitos e reducdo de 50% da atividade motora em 24 horas de incubacdo. Ainda,
TOMIO (2011), demonstrou que os extratos etandlicos brutos das folhas e caules de P.
aduncum L., nas concentragdes de 100 ug/mL, ndo apresentam efeitos citotoxicos frente a
alguns tipos de células humanas normais.

Em contrapartida ao efeito esquistossomicida do extrato diclorometanico das folhas e
inflorescéncias de P. aduncum L., o extrato diclorometanico dos caules e 0s extratos aquosos,
tanto dos galhos quanto das folhas, de P. aduncum L. ndo foram capazes de provocarem
qualquer tipo de alteracdo nos vermes adultos quando avaliados na concentracdo de 100
pg/mL (CARRARA et al.,, 2013). Neste mesmo estudo, foi observado que 0s extratos
diclorometanicos e aquosos das folhas e dos galhos de P. arboreum, P. crassinervium, P.
diospyrifolium, P. xylosteoides, P. hispidum ndo apresentaram atividade esquistossomicida in
vitro.

Considerando a atividade esquistossomicida do extrato diclorometénico das
inflorescéncias de P. aduncum L. na concentracdo de 200 ug/mL, ¢ a auséncia de trabalhos
gue exploram o potencial esquistossomicida do extrato diclorometanico das inflorescéncias de
P. adumcum L, este extrato foi submetido a parti¢do liquido-liquido, obtendo-se as fracbes
hexanica (Pal-Fh), cloroférmica (Pal-Fc) e em acetato de etila (Pal-Fa). Estas fragdes foram
entdo avaliadas in vitro frente aos vermes adultos de S. mansoni, no intuito de identificar a
fracdo com melhor atividade. Os resultados quanto a atividade esquistossomicida in vitro das

fracdes estdo apresentados na tabela 14.
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Tabela 14. Atividade esquistossomicida in vitro das fracdes cloroférmica (Pal-Fc), hexanica (Pal-
Fh), e em acetato de etila (Pal-Fa) do extrato diclorometanico bruto das inflorescéncias de P.
aduncum L. frente a vermes adultos de S. mansoni.

Tempo de _R_edugéo na AlteracOes
Grupos incubacao Mortalidade atividade motora tegumentares
h) (%)° (%0)° (%)°
( Leve Significativa Leve  Significativa
Controle° 24 0 0 0 0 0
c 24
DMSO 0,5% 0 0 0 0 0
Pal-Fc 24 0 0 50 0 50
200 pg/mL 48 100 0 100 0 100
72 100 0 100 0 100
96 100 0 100 0 100
120 100 0 100 0 100
Pal-Fh 24 0 0 20 0 20
200 pg/mL 48 0 0 50 0 50
72 100 0 100 0 100
96 100 0 100 0 100
120 100 0 100 0 100
Pal-Fa 24 0 0 0 0 0
200 pg/mL 48 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0
96 0 0 0 0 0
120 0 0 0 0 0

2 porcentagem em relacdo a 20 vermes; ® Meio RPMI; © DMSO em meio RPMI.

Tendo em vista os resultados obtidos, observa-se que a fracdo Pal-Fc (fracdo
cloroférmica), na concentracdo de 200 pg/mL, foi capaz de provocar morte, alteracGes
tegumentares e reducdo da atividade motora em 100% dos vermes adultos, apés 48 h de
incubacéo.

Ja a fracdo Pal-Fh ocasionou morte, alteracfes tegumentares e reducdo da atividade
motora em 100% dos parasitos somente ap0s 72 h de incubacdo. Em contraste a atividade
esquistossomicida das frages Pal-Fc e Pal-Fh, a fracdo Pal-Fa, na mesma concentragéo,
n&o foi capaz de causar qualquer tipo de alteracdo nos vermes adultos de S. mansoni.

O estudo bioguiado de extratos e fracGes organicas € de grande valia, uma vez que
direciona o trabalho fitoquimico para a identificacdo de substancias bioativas. Neste contexto,
estudos fitoquimicos bioguiados tém sido realizados no intuito de isolar substancias com

atividade esquistossomicida. Como exemplo, temos o trabalho realizado por LYDDIARD e
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colaboradores (2002), o qual demonstra o isolamento de alguns isoflavonoides
(alpinumisoflavona, dimetilalpinumisoflavona e é&cido robustico), com atividade
esquistossomicida in vitro.

Além deste, podemos ressaltar ainda o trabalho realizado por MALEK e colaboradores
(2011) que, por meio de fracionamento cromatografico biomonitorado, resultou no isolamento
das saponinas equinosideos A e B com expressiva atividade esquistossomicida in vitro,

Diante ao exposto, a fracdo Pal-Fc ativa foi a selecionada para dar prosseguimento ao
estudo fitoquimico, no intuito de isolar substdncias com potencial atividade

esquistossomicida.

4.2.2 Atividade esquistossomicida in vitro das substancias isoladas da fracdo Pal-Fc das

inflorescéncias de P. aduncum

As substancias isoladas da fracdo Pal-Fc, pinocembrina (Pal-Fc-C5o.14)),
uvangoletina (Pal-Fc-C6p6.29) € cardamonina (Pal-Fc-C6o-35)), inicialmente na
concentracdo de 100 uM, foram avaliadas quanto & atividade in vitro frente a vermes adultos
de S. mansoni. Os resultados séo expressos a seguir, na tabela 15.
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Tabela 15. Atividade esquistossomicida in vitro, frente a vermes adultos de S. mansoni, das
substancias isoladas da fracdo cloroférmica (pinocembrina, uvangoletina e cardamonina) obtida
a partir do extrato diclorometéanico bruto das inflorescéncias de P. aduncum L.

Reducéo na AlteracOes
GruUDoS LECTES gf) Mortalidade atividade motora tegumentares
P 0 (%)° (%)° (%)°
Leve Significativa Leve Significativa
Controle® 24 0 0 0 0 0
DMSO 0,5% ¢ 24 0 0 0 0 0
Pinocembrina 24 0 0 0 0 0
100 uM 48 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0
96 0 0 0 0 0
120 0 0 0 0 0
Uvangoletina 24 0 0 0 0 0
100 uM 48 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0
96 10 60 40 100 0
120 40 0 100 60 40
Cardamonina 24 100 0 100 0 100
100 uM 48 100 0 100 0 100
72 100 0 100 0 100
96 100 0 100 0 100
120 100 0 100 0 100

2 porcentagem em relacdo a 20 vermes; ® Meio RPMI; © DMSO 0,5% em meio RPMI.

Conforme observado na tabela 15, a pinocembrina, 5,7-dihidroxi-flavanona, na
concentragdo de 100 pM, ndo foi capaz de promover qualquer tipo de alteracdo na
mortalidade, atividade motora e tegumento dos parasitos. Com relacdo a atividade
antiparasitaria da pinocembrina, RUIZ e colaboradores (2011) observaram que esta substancia
também ndo possui atividade leishmanicida quando avaliadas frente as formas amastigotas de
Leishmania amazonensis (ICsp> 40 uM).

Apesar da pinocembrina ndo possuir atividade esquistossomicida in vitro, esta
substancia apresenta atividade antibacteriana frente as cepas resistentes de Neisseria
gonorrhoeae (RUDDOCK et al., 2011) e expressiva atividade antifungica frente a
Cladosporium cladosporioides e a C. sphaerospermum (LAGO et al., 2009).

Ja a uvangoletina (2’,4’-dihidroxi-6’-metoxi-diidrochalcona), na concentracdo 100

MM, foi capaz de provocar morte e alteragdes tegumentares em 40% dos vermes adultos
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somente ap6s 120 h de incubacdo. Além disso, esta substancia reduziu a atividade motora de
forma significativa em 100% dos parasitos apos 120 h de incubacéo.

A motilidade é um importante pardmetro a ser avaliado, pois sua inibicéo in vitro pode
ser um indicativo da presenca de efeito esquistossomicida in vivo. Isto porque a contratilidade
muscular normal é um fator essencial para que os vermes adultos de S. mansoni se
mantenham afixados, pelas ventosas, as paredes das vénulas mesentéricas. Desta forma,
quando a paralisia é induzida, os casais de vermes se desprendem das vénulas e sdo carreados
passivamente até o figado, onde, se permanecerem por tempo suficiente, sdo eliminados pela
resposta imune do hospedeiro (ANDREWS, 1985; CIOLI et al., 1995; WOOLHOUSE, 1979).

Ha poucos estudos que avaliam as atividades bioldgicas da uvangoletina, dentre eles
podemos resaltar a atividade antifungica frente a duas linhagens de fungos patogénicos,
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (MIC= 2 pg) e Botrytis cinerea (MIC= 100 pg) (AVILA
etal., 2011).

Dentre as atividades bioldgicas ja realizadas com uvangoletina, observa-se a auséncia
de trabalhos que exploram seu potencial antiparasitario, uma vez que ja ha estudos que
evidenciam a atividade leishmanicida e antimaléarica de diidrochalconas (HERMOSO et al.,
2003; PORTET et al., 2007).

Ja a cardamonina evidenciou expressiva atividade esquistossomicida in vitro, sendo
capaz de matar, reduzir a atividade motora e provocar alteracdes tegumentares significativas
em 100% dos vermes em apenas 24 horas de incubacéo, quando avaliada na concentracéo de
100 pM.

Considerando os estudos ja realizados com chalconas, sugere-se que a melhor
atividade esquistossomicida in vitro da cardamonina, em relacdo a uvangoletina, seja atribuida
a presenca da insaturagao a, B carbonilica, a qual promove conjugacao entre os grupos arilas,
a qual parece ser responsavel por uma serie de atividades bioldgicas destes compostos, como
a atividade leishmanicida, antimalarica, antiviral, antifingica e antibacteriana (SANTOS,
2008; SAHU et al., 2012).

Corroborando com o potencial antiparasitario da cardamonina, RUIZ e colaboradores
(2011) demonstraram que esta substancia também possui significativa atividade in vitro frente
as formas amastigotas de Leishmania amazonensis, apresentando 1Cso de 8 pg/mL.

Ainda, podemos ressaltar que a cardamonina possui propriedades anti-inflamatorias

por inibir a producdo TNFa (fator de necrose tumoral alfa) e a expressdo da iNOS (isoforma
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induzivel da 6xido nitrico sintase), induzida por LPS (lipopolissacarideo) (HATZIIEREMIA
et al., 2006).

Evidéncias cientificas revelam que outras substancias isoladas de espécies do género
Piper também possuem atividade significativa esquistossomicida. Neste contexto, MORAES
e colaboradores (2012b) observaram que a piplartina (na concentracdo de 15,8 uM), uma
amida encontrada em P. tuberculatum, foi capaz de provocar a morte de todos 0s vermes
adultos de S. mansoni, além de induzir alteracGes tegumentares nos parasitos.

Podemos ressaltar ainda o trabalho que culminou em patente, no qual se detectou
atividade esquistossomicida, tanto in vitro quanto em in vivo, para a metilcubebina, uma
lignana dibenzilbutirolactona isolada de P. cubeba (Patente Pl 0503951-7).

4.2.3 Avaliagdo do efeito esquistossomicida in vitro da 2’,4’- dihidroxi-6’-metoxi-

chalcona (cardamonina) em diferentes concentragoes
Devido a atividade esquistossomicida apresentada pela cardamonina, na concentracao

de 100 uM, esta foi avaliada em outras diferentes concentracfes (5, 10, 25 e 50 uM). Os
resultados estdo expressos a seguir, na tabela 16.
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Tabela 16. Atividade esquistossomicida da cardamonina em diferentes concentragbes frente a
vermes adultos de S. mansoni.

Tempo de Mortalidade Reducéo na atividade AlteracGes
Grupos incubacéo (%)° motora (%0)? tegumentares (%)*
() Leve Significativa Leve  Significativa
Controle 24 0 0 0 0 0
DMSO 0,5% © 24 0 0 0 0 0
Cardamonina 24 100 0 100 0 100
100 uM 48 100 0 100 0 100
72 100 0 100 0 100
96 100 0 100 0 100
120 100 0 100 0 100
Cardamonina 24 100 0 100 0 100
50 uM 48 100 0 100 0 100
72 100 0 100 0 100
96 100 0 100 0 100
120 100 0 100 0 100
Cardamonina 24 100 0 100 0 100
25 uM 48 100 0 100 0 100
72 100 0 100 0 100
96 100 0 100 0 100
120 100 0 100 0 100
Cardamonina 24 0 0 0 0 0
10 uM 48 0 0 0 0 0
72 0 70 0 0 0
96 0 100 0 100 0
120 100 0 100 0 100
Cardamonina 24 0 0 0 0 0
5uM 48 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0
96 0 0 0 0 0
120 0 0 0 0 0

2 Porcentagem em relacdo a 20 vermes; ° Meio RPMI; © DMSO em meio RPMI

A partir dos dados descritos na tabela anterior, observa-se que a cardamonina mesmo
na concentracdo quatro vezes menor (25 pM) que a utilizada na triagem inicial (100 uM) foi
capaz de causar reducdo significativa da atividade motora e alteragbes tegumentares
significativas, além de provocar a morte de 100% dos vermes adultos ap6s 24 horas de

incubacéo.
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No entanto, a cardamonina (25 uM) foi capaz de provocar a morte de 100% dos
parasitos somente apos 120 horas de incubacéo. Por outro lado, na concentracdo de 5 UM, esta
substancia ndo provocou qualquer alteracdo nos vermes adultos.

Estudos anteriormente realizados demonstraram que outras substancias isoladas de
extratos vegetais também possuem expressiva atividade esquistossomicida in vitro. Como, por
exemplo, os triterpenos balsaminol F e karavilagenina C, 0s quais promoveram a morte de
100% dos vermes adultos na concentracdo de 100 uM (RAMALHETE et al., 2012).

Além destes, outro estudo mostra a atividade esquistossomicida in vitro da curcumina,
um diarilheptanoide, que também foi capaz de matar todos os vermes adultos, mesmo na
concentracdo de 50 uM (EL-SHERBINY et al., 2006).

Assim, os resultados experimentais obtidos quando comparados aos da literatura (EL-
SHERBINY et al., 2006; PEREIRA et al., 2011; RAMALHETE et al., 2012) reforcam o
grande potencial esquistossomicida da cardamonina, 0 que corrobora ainda mais com o
ineditismo neste estudo.

No intuito de se realizar uma analise detalhada sobre o efeito da cardamonina sobre o
tegumento do S. mansoni, os parasitos foram fixados em solucdo AFA e analisados em
microscopia confocal de varredura a laser (Figura 24).
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Figura 24. Efeito da cardamonina no tegumento de vermes adultos machos de S.

mansoni. Os pares de vermes acasalados (machos e fémeas) foram incubados em meio
RPMI contendo a substancia em diferentes concentra¢fes. Ap6s 120 horas ou ocorréncia
de morte, os parasitos foram fixados em solu¢cdo AFA e analisados com microscopio
confocal de varredura a laser. A: controle negativo (sem adi¢do da substancia). B:
controle positivo (praziquantel 10 uM). C: 10 uM. D: 25 pM. E: 50 uM da cardamonina.
A-E: Imagens tridimensionais. Barras = 50 pm.
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A analise dos dados da figura 24 permite concluir que os danos tegumentares
provocados pela cardamonina sdo diretamente dependentes da concentracdo avaliada, uma
vez que na concentracdo de 50 UM (Imagem E) os danos aos tubérculos foram mais evidentes
do que aqueles observados na menor concentragédo (10 uM, imagem C).

A superficie do S. mansoni € constituida por um complexo sincicial que representa a
principal rota de absorcdo de nutrientes, excrecdo de metabdlitos e protecdo ao ataque do
sistema imunoldgico do hospedeiro. Assim, o tegumento representa um alvo crucial de acéo
dos farmacos esquistossomicidas (FREZZA, 2012; RIBEIRO, 2011).

Neste contexto, diversos trabalhos tém avaliado o efeito de substancias
esquistossomicidas sobre o tegumento de S. mansoni. Dentre estes, podemos destacar as
alteracdes tegumentares causadas pela piplartina, metilcubebina e pela mistura racémica de
(x)-licarina A (MORAES et al., 2011a, 2012b; MAGALHAES et al., 2009; PEREIRA et al.,
2011).

Por outro lado, além da acdo sobre o tegumento, a expressiva atividade
esquistossomicida in vitro da cardamonina pode estar associada a uma possivel citotoxicidade
desta substancia, ja que ADEROGBA e colaboradores (2011) observaram efeito citotoxico
desta chalcona (LCso= 1,97 pg/mL) frente a células Vero (linhagem de células de rim de
macaco verde africano). Entretanto, faz-se necessario, estudos adicionais comparativos
confrontando sua possivel citotoxicidade com a sua atividade esquistossomicida frente aos
vermes adultos de S. mansoni.

Sendo assim, outros estudos estéo sendo realizados, incluindo o de citotoxicidade, bem
como o experimento que avalia a porcentagem de inibicdo da atividade enzimatica da ATP-
difosfohidrolase frente a cardamonina, no intuito de esclarecer os possiveis mecanismos de

acao desta substancia.
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5 CONCLUSOES

O estudo fitoquimico do extrato diclorometénico bruto das inflorescéncias de P.
aduncum L. (Pal) resultou no isolamento e identificagdo da pinocembrina, uvangoletina,
cardamonina e pinostrobina ou alpinetina. Dentre os metabdlitos isolados, o presente estudo
relata pela primeira vez a presenga da diidrochalcona uvangoletina (Pal-Fc-C6 (2-29)) € da
chalcona cardamonina (Pal-Fc-C6 (30-35)) nesta espécie.

O extrato diclorometanico bruto das inflorescéncias de P. aduncum apresentou
atividade esquistossomicida in vitro, corroborando com o potencial esquistossomicida de
extratos vegetais de espécies do género Piper.

Ja as fracdes clorformica (Pal-Fc) e hexanica (Pal-Fh), provenientes do extrato bruto,
demonstraram atividade esquistossomicida in vitro, enquanto a fracdo em acetato de etila
(Pal-Fa), na concentracdo avaliada, ndo foi ativa frente aos vermes adultos de S. mansoni.

Em relacdo a atividade esquistossomicida in vitro das substancias isoladas das
inflorescéncias de P. aduncum L., a cardamonia foi a mais ativa, enquanto a uvangoletina
demonstrou-se pouco ativa e a pinocembrina inativa nas concentracdes avaliadas.

Assim, associado ao estudo fitoquimico, a triagem do extrato e fracdo ativa, utilizando
0 parametro de mortalidade no ensaio in vitro frente aos vermes adultos de S. mansoni,
mostrou-se eficiente no sentido de direcionar o estudo fitoquimico para o isolamento de
substancias ativas frente a este parasito.

Além disso, a atividade esquistossomicida in vitro do extrato bruto, bem como da
fracdo cloroférmica esta relacionada, pelo menos em parte, com a atividade esquistossomicida
demonstrada pela cardamonina.

Finalmente, a analise dos dados obtidos sugere que a cardamonina exerce seu efeito
esquistossomicida in vitro principalmente sobre o tegumento dos vermes adultos de S.
mansoni. No entanto, estudos adicionais devem ser realizados com esta chalcona, a fim de
conhecer 0s mecanismos de acdo desta substancia sobre os vermes adultos de S. mansoni. Os
resultados obtidos neste estudo, aliados aos ja alcancados pelo nosso grupo de pesquisa,
mostram o grande potencial de chalconas como prototipos para o desenvolvimento de novos

farmacos esquistossomicidas.
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