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RESUMO

A leishmaniose € uma infeccdo protozodria responsdvel por mortalidades em diversos paises.
E uma doenca negligenciada por atingir principalmente a populagio de baixa renda nos paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento. Atualmente o tratamento é realizado com a
anfotericina B e os antimoniais pentavalentes, entretanto estes apresentam alta toxicidade,
baixa eficdcia e alto custo que dificultam o tratamento. Assim, existe uma forte necessidade
de tratamentos mais seguros e eficazes contra a leishmaniose. Nessa perspectiva o presente
estudo avaliou o potencial leishmanicida in vitro e in vivo de flavonoides raros isolados da
fase diclorometanica das raizes da Fridericia platyphylla. As substancias isoladas foram
denominadas de braquidinas-1, 2 e 3 e identificadas por UV, RMN e HPLC-PDA-ESI-IT/MS.
Os resultados dos testes biologicos indicaram que as braquidinas-2 e 3 foram ativas para as
formas amastigotas e promastigotas do parasita, sendo que a braquidina-2 mostrou-se mais
potente para a forma amastigota (ICsp 2.20 uM). Além disso as braquidinas 2 e 3
demonstraram baixa citotoxicidade CLsy de 15,6 ¢ 17,3 uM quando comparada com o grupo
controle violeta de genciana LCsj 0,48 uM. Realizou-se também um estudo eletroquimico das
braquidinas, afim de correlacionar a capacidade leishmanicida com o potencial eletroquimico,
tendo em vista que as propriedades fisico-quimicas dos canditados a farmacos desempenham
papel importante no desenvolvimento e viabilidade destes. As técnicas voltametricas, de pulso
diferencial e ciclica, foram utilizadas para determinar os potencias redox das braquidinas-1, 2
e 3, sendo estes 0,39 V, 0,60 V e 0,57 V respectivamente. Verificou-se a influéncia do pH e
observou-se que pHs mais alcalinos facilitam a oxidacdo das braquidinas e que o processo
eletrédico de transporte das moléculas do analito até a superficie do eletrodo € controlado por
difusdo. Foi possivel perceber uma relacdo direta entre os potencias de oxidacdo e atividade
leishmanicida das braquidinas, acredita-se que as substincias que apresentam potenciais de
oxidacdo mais positivos favorecem a atividade leishmanicida, uma vez que potenciais de
oxidag@o menos positivos levam a oxidacao mais ficil dos compostos, e como resultado desse
processo pode ocasionar a biotransformacdo da substincia, diminuindo sua atividade ou até
mesmo inativi-las.

Palavras-chave: Leishmaniose. Fridericia platyphylla. Braquidinas. Potencial de Oxidacao.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a protozoan infection responsible for mortality in several countries. It is a
disease neglected because it reaches mainly the low-income population in underdeveloped
and developing countries. Currently the treatment is carried out with amphotericin B and
pentavalent antimonials, however these have high toxicity, low efficacy and high cost that
make treatment difficult. Thus, there is a strong need for safer and more effective treatments
against leishmaniasis. In this perspective the present study evaluated the leishmanicidal
potential in vitro and in vivo of rare flavonoids isolated from the dichloromeric phase of the
roots of Fridericia platyphylla. The isolated substances were named brachydins 1, 2 and 3 and
identified by UV, NMR and HPLC-PDA-ESI-IT/MS. The results of the biological tests
indicated that brachydins-2 and 3 were active for the amastigote and promastigote forms of
the parasite, and brachydin-2 was shown to be more potent for the amastigote form (IC 50
2.20 uM). In addition brachidines 2 and 3 demonstrated low LC50 cytotoxicity of 15.6 and
17.3 uM as compared to the violet control group of gentian LC50 0.48 puM. An
electrochemical study of brachydin was carried out in order to correlate the leishmanicidal
capacity with the electrochemical potential, considering that the physicochemical properties
of drug candidates play an important role in the development and viability of these drugs. The
differential pulse and cyclic pulse techniques were used to determine the redox potencies of
brachidines-1, 2 and 3, being 0.39 V, 0.60 V and 0.57 V respectively. The pH influence was
verified and it was observed that more alkaline pHs facilitate the oxidation of the brachidines
and that the electrotransport process of the analyte molecules to the surface of the electrode is
controlled by diffusion. It was possible to observe a direct relationship between the oxidation
potencies and the leishmanicidal activity of the brachydins, it is believed that the substances
that present more positive oxidation potentials favor the leishmanicidal activity, since less
positive oxidation potentials lead to the easier oxidation of the compounds, and as a result of
this process can cause the biotransformation of the substance, reducing its activity or even.

Key-words: Leishmania. Fridericia platyphylla. Brachydins. Potential Oxidation.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose humana € uma doenca transmitida por vetores, causada por mais de
20 espécies de Leishmania em 98 paises nos cinco continentes (ALVAR, 2012). E
considerada como doenca negligenciada por atingir principalmente a populacdo de baixa
renda nos paises em desenvolvimento, com poucos investimentos em pesquisa e tecnologia
para avancar no controle, na prevencao e tratamento (SANTOS, 2017).

O Brasil € o primeiro dos 12 paises da América Latina com maior nimero de casos
de leishmaniose tegumentar se destacando, principalmente, na forma cutdnea com cerca de
20% evoluindo na forma mucosa (BRASIL, 2015). A busca por novos fiarmacos para o
tratamento da leishmaniose é cada vez maior em virtude da toxicidade dos existentes e do
aumento da resisténcia do parasita, o que representa uma ameaca ao controle da doenca
(MENEGUETTI, 2015).

Mesmo com a elevada incidéncia no Brasil e no mundo, poucas sio as alternativas
para o seu tratamento e os agentes terapéuticos atualmente disponiveis sdo pouco eficientes.
Fica, portanto, evidente a necessidade urgente de novos candidatos a farmacos para o
tratamento desta enfermidade (SANTOS et al., 2013). Ainda hoje a primeira escolha para o
tratamento de leishmaniose tem sido o antimdnio pentavalente (Sb>*), sendo também
utilizados amidinas, aminoglicosideos e hexadecilfosfocolina (miltefosina), porém, alguns
desses apresentam alta toxicidade para o paciente (FIGUEREDO et al., 2014).

A alta incidéncia da leishmaniose aliada as intimeras limitagdes do tratamento tais
como: efeitos téxicos, baixa eficdcia, alto custo, dificil administragdo, tempo prolongado do
tratamento e resisténcia parasitdria sdo os principais motivos que dificultam seu tratamento
(BOAS, 2013). Diante desse cendrio, tornam-se necessarios estudos que visam o isolamento
de compostos ativos mais eficientes e menos toxicos, para ndo fragilizar e acometer os
pacientes que por vezes interrompem o tratamento em decorréncia desses efeitos.

As plantas sdo uma fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos,
muitos dos quais derivam diversos farmacos comercializados no mundo inteiro. O estudo
quimico e farmacoldgico das plantas medicinais possibilitou a obten¢ao de novos compostos
com propriedades relevantes, como o taxol (anticancerigeno), a artemisinina (antimaldrico), a
morfina (analgésico), a emetina (antiprotozodrio), a galangina (antibacteriano), e a

colchichina (anti-inflamatério) (NEWMAN e CRAGG, 2012).
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O Brasil possui a maior diversidade vegetal do planeta, contando com
aproximadamente 55 mil espécies de plantas, distribuidas nos diferentes tipos de biomas:
Floresta Amazonica, Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal, Caatinga e Manguezal (ALBERNAZ,
2010; VIEIRA et al., 2010). Dentre as vdrias plantas brasileiras com potencial farmacolégico,
encontra-se Fridericia platyphylla cuja sinonimia Arrabidaea brachypoda, uma importante
representante da familia Bignoniaceae, com 56 gé€neros e cerca de 340 espécies. Esta familia
apresenta diversas atividades como adstringentes, antitérmicos, antivirais, citotéxicos, anti-
inflamatdrios, antibacterianos, antifiingicos, antiparasitdrios, antimaldricos, antirreumadticos e
anticarcinogénico (BRANDAO et al., 2010).

Estudos realizados por ROCHA e colaboradores (2011) demostraram que os extratos
das raizes da Fridericia platyphylla possuem atividade analgésica efetiva e uma pronunciada
atividade anti-inflamatéria em modelos animais in vivo. Em 2015, Rocha confirmou a acado
anti-inflamatéria do extrato da raiz e evidenciou a presenga triterpenos na espécie. No ano
seguinte ROCHA (2016) apresentou os efeitos gastroprotetores do extrato da raiz da
Fridericia platyphylla através de evidencias da citoprotecdo ao mostrar uma série de
compostos flavonoides diméricos incomuns responsdveis pelo efeito anti-tlceras registrados
in vivo.

Estudos ainda realizados por ROCHA et al (2012) indicaram que o extrato
hidroetandlico das raizes de Fridericia platyphylla apresentaram atividade leishmanicida in
vitro. Com base na evidencia de que a espécie € um arbusto o que lhe confere a possibilidade
de cultivo e que esta apresenta grande potencial para o desenvolvimento de um novo farmaco
para o tratamento alternativo da leishmaniose, o presente estudo realizou a avaliacdo
leishmanicida e o comportamento eletroquimicos de substancias majoritdrias de esqueletos
raros obtidos do extrato das raizes de Fridericia platyphylla, visando estabelecer uma

correlagdo entre os resultados obtidos.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial leishmanicida de flavonoides incomuns isolados das raizes de
Fridericia platyphylla e investigar o comportamento eletroquimico destes flavonoides por

métodos eletroquimicos e correlaciond-los com o potencial farmacoldgico.

2.2 Objetivos Especificos

e [solar 3 (trés) flavonoides diméricos majoritarios do extrato hidroetandlico de raizes
de Fridericia platyphylla;

e Avaliar a capacidade desses compostos em inibir a invasdo e multiplicacdo de
promastigotas e amastigotas de Leishmania em macrofagos in vitro e in vivo;

e Avaliar a atividade citotéxica dos compostos nas formas promastigotas de
Leishmania amazonensis;

e Realizar estudos eletroquimicos dos 3 (trés) flavonoides diméricos e sua correlacio

com a atividade farmacoldgica proposta.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Leishmanioses

As leishmanioses representam um complexo de doengas causadas por protozodrios
do género Leishmania com importante espectro clinico e diversidade epidemiolédgica, sendo
uma das causas significativas de morbidade e mortalidade em 22 paises do Novo Mundo e 66
paises do Velho Mundo (ASSCHE et al., 2011).

De acordo com as manifestacdes clinicas, as leishmanioses podem ser classificadas
em dois grandes grupos: tegumentar e visceral. A leishmaniose tegumentar, a forma mais
comum, pode ainda ser subdividida em leishmaniose cutanea, mucocutinea e difusa, com
manifestacdes clinicas variando desde pequenos nddulos a uma extensa destrui¢do dos tecidos
na pele. Ja a leishmaniose visceral € considerada a forma mais severa, na qual os parasitos
migram para diversos Orgdos vitais causando febre prolongada, esplenomegalia,
hipergamaglobulinemia e pancitopenia. Em poucos meses, o0s pacientes tornam-se
gradualmente doentes e, se ndo tratados, vao a 6bito (TITUMAN et al, 2011). Essa doenca
causa considerdvel morbidade e graves lesdes nas pessoas afetadas.

A leishmaniose ¢ uma doenca causada pelos protozodrios da espécie Leishmania
amazonensis, transmitida pela picada do mosquito fémea da espécie flebotomineos. Durante o
repasto sanguineo, flebotomineos infectados injetam as promastigotas no hospedeiro humano,
que entdo sdo fagocitadas por macrofagos e transformadas em amastigotas (MITROPOULOS
et al., 2010).

Estes se multiplicam nas células infectadas e afetam diferentes tecidos e, dependendo
da espécie de Leishmania, causam a manifestacdo clinica correspondente da doenga. Os
vetores da Leishmania Tegumentar Americana sdo insetos denominados flebotomineos,
pertencentes a Ordem Diptera, Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae, Género
Lutzomyia. Sao conhecidos popularmente como mosquito palha, tatuquira, birigui, entre

outros, dependendo da localizagdo geografica (MITROPOULOS et al., 2010).

3.2 Tratamento

A anfotericina B € um antibidtico poli€nico que tem uma excelente atividade in vitro
na destruicdo de leishmania intra e extracelular, através de uma interferéncia no episterol
precursor do ergosterol da membrana do parasito (DUARTE, 2009). E insoldvel em meio

aquoso e, em sua formulacdo tradicional, é apresentada como uma mistura com o desoxicolato
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que atua como surfactante. A infusdo intravenosa da mistura coloidal causa severos efeitos
colaterais toxicos (MICHELETTI, 2012).

O nome anfotericina deriva da caracteristica anfotérica de sua estrutura molecular,
formando sais soldveis tanto em meio 4cido como em bdsico. A anfotericina B é pouco
solivel na maioria dos solventes. A solubilidade pode ser aumentada em dgua por adi¢do de
lauril sulfato de s6dio ou desoxicolato de sédio, também pode ser dissolvida em vesiculas de
lectina e colesterol e em esteroides constituintes de membranas naturais (GONCALVES,

2011).

Figura 1- Estrutura da Anfotericina B

Fonte: Ganis et al (1971)

A anfotericina B apresenta em sua estrutura quimica 47 4tomos de carbono, 17
atomos de oxigénios e uma amina, formando uma por¢ao micosamina ligada a uma cadeia de
duplas ligacdes e na posicdo oposta uma cadeia poli-hidroxilada, conferindo-lhe caréter
anfipéatico (FILIPPIN, 2006).

O farmaco interage, preferencialmente, com os esterdis substituidos na posi¢ao 24
(ergosterol e episterol), comum na membrana dos parasitas. Entretanto, pode ligar-se também
ao colesterol presente na membrana plasmaética das células do hospedeiro, causando boa parte
dos efeitos toxicos. O intervalo de dose do desoxicolato de anfotericina B € de 0,5 a 1 mg/kg
por dia, via intravenosa por 20 dias continuos ou alternados com dose total entre 15 a 20
mg/kg. Os efeitos colaterais mais frequentes sdo: febre, cefaleia, nduseas, vomitos, hiporexia,
tremores, calafrios, flebite, cianose, hipotensdo, hipopotassemia, hipomagnesemia e alteracao
da funcdo renal (BRASIL, 2011).

Apesar dos avangos no tratamento da leishmaniose, ainda € necessdria a busca por
medicamentos menos toxicos, mais eficazes e mais acessiveis economicamente. As plantas,
especialmente aquelas do cerrado, sdo potencial fonte de moléculas lideres para esses

tratamentos (TIUMAN et al., 2011; SAHA et al., 2011).
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33 Cerrado

O Cerrado brasileiro é reconhecido como a savana mais rica do mundo, abrigando
11.627 espécies de plantas nativas ja catalogadas. Existe uma grande diversidade de habitats,
que determinam uma notdvel alternancia de espécies entre diferentes fitofisionomias. O
cerrado € o segundo maior bioma da América do Sul, ocupando uma érea de 2.036.448 kmz,
cerca de 22% do territério nacional. A sua drea continua incide sobre os estados de Goids,
Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Bahia, Maranhdo, Piaui,
Rond6nia, Parand, Sao Paulo e Distrito Federal, além dos encraves no Amapd, Roraima e
Amazonas (BRASIL, 2018).

A riqueza dos metabdlitos no bioma Cerrado tem sido reportada na literatura, em
diversos relatos de atividade em modelos bioldgicos, a Figura 2 mostra as substancias isoladas
em espécies nativas do Cerrado.

O extrato hexanico da casca da raiz de Simarouba versicolor levou ao isolamento da
glaucarubinona Fig. 2(a), substancia bastante ativa sobre as células de cancer, apresentando
resultados inéditos sobre as células HL-60 (leucemia), SF-295 (gliobastoma) e HCT-8 (c6lon)
(MESQUITA, 2009). Rodrigues et al., (2005) isolaram uma quinona natural, o lapachol Fig.
2(b), a partir do extrato bruto da madeira do caule de Cybistax antisyphilitica que apresentou
atividade potente contra larvas de Aedes aegypti. O extrato da casca da raiz de Casearia
sylvestris levou ao isolamento de um novo diterpeno clerodano Fig. 2(c), este composto
mostrou atividade pronunciada no Trypanosoma cruzi, com concentra¢do inibitéria minima
(CIM) em 0,59 pg/mL (ESPINDOLA et al., 2004).

Sé et al.,(2018) avaliaram a atividade antifiingica do dcido galico Fig. 2(d) e 4cido
valonico Fig. 2(e) isolados da fase aquosa do extrato das folhas da Campomanesia
adamantium (Cambess.) ambos demonstraram significativa atividade antifungica. Lido et
al.,(2008) relataram a atividade tripanocida de triterpenoides, o tingenone Fig. 2(f) e o
tingenol Fig. 2(g) isolados da raiz da Cheiloclinium cognatum.

Cunha et al.,, (2012) relataram o potencial esquistossomicida de flavonoides e
terpenos isolados das plantas Miconia langsdorffii Cogn. (Melastomataceae), Roupala
montana Aubl. (Proteaceae), Struthanthus syringifolius (Mart.) (Loranthaceae) e Schefflera
vinosa (Cham. & Schltdl.) Frodin (Araliaceae). A betulina Fig. 2(h) e a quercetina 3-O-B-D-
ramnosideo Fig. 2(i) foram capazes de causar grande percentual de mortalidade parasitaria, no

quinto dia de tratamento a uma concentracdo de 100 pg/mL. Além disso a quercetina 3-O-3-
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D-glucosideo Fig. 2(j) e quercetina 3-O-B-D-ramnosideo a 100 pg/mL apresentaram reducao

significativa na atividade motora dos parasitas de 75% e 87,5% respectivamente.

Figura 2- Substancias isoladas de plantas do cerrado com potencial biofarmacolégico.

(a) Glaucarubinona gy (b) Lapachol
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Figura 2- Continuagao

(i) Quercetina 3-0-B-D-ramnosideo (j) Quercetina 3-O-B-D-glucosideo

OH OH

Fonte: Mesquita, 2009; Rodrigues et al 2005; Espindola et al 2004; Sa et al 2018; Lido et al 2008; Cunha et al
2012.

Essas substincias apresentam profundo impacto em vdrias 4reas, como
agropecudrias, indudstrias farmacéuticas e de cosméticos. Embora com uma rica diversidade
vegetal, o cerrado ainda é pouco explorado e estudado. E o interesse da comunidade cientifica
¢ ainda maior diante do cendrio de desmatamento e da perda de biodiversidade do bioma.

Dentre varias espécies com potencial quimico e bioldgico daremos destaque a Fridericia

platyphylla.
3.3.1 Fridericia platyphylla (Familia Bignoniaceae)

Fridericia platyphylla é um arbusto nativo do Cerrado brasileiro, possui entre 1,0 e
2,0 m de altura, abundantemente ramificado, com folhas simples e flores rdseo-roxas em
inflorescéncias terminais (Figura 3). E popularmente conhecida como “cipd-una”, “tintureiro”
ou “cervejinha do campo”, suas raizes sao tradicionalmente usadas para o tratamento de
pedras nos rins e dor nas articulagdes (artrite) (ALCERITO et al 2002; RODRIGUES et al

2006).

Figura 3- Fridericia platyphylla (Cham.) L. G. Lohmann
£ \* vs z P,

Fonte: Salles (2007)
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Alguns estudos realizados com folhas de Fridericia platyphylla (sin. A. brachypoda)
identificaram flavonoides como apigenina e luteolina (BLATT et al., 1998). Alcerito et al.,
2002 isolaram quatro flavonoides a partir das folhas: cirsimaritina, hispidulina, cirsiliol e 3,4-
dihidroxi-5,6,7-trimetoxiflavona. H4 também relatos da presenca de saponinas, glicosideos
cardiotOnicos, compostos fenodlicos, taninos, esteroides, triterpenos pentaciclicos, acido
betulinico, 4cido ursdlico, dcido oleandlico e flavonoides diméricos incomuns glicosilados e
suas agliconas (ALCERITO et al., 2002; ROCHA et al., 2011; ROCHA, 2014; ROCHA,
2015; ROCHA, 2016).

Nao héd informacOes na literatura sobre estudos envolvendo propriedade
leishmanicida com compostos isolados das raizes de Fridericia platyphylla, bem como as
propriedades eletroquimicas dos mesmos. O estudo aqui realizado visa compreender essas

possiveis propriedades e estabelecer uma correlagdo entre as mesmas.

3.4  Potencial eletroquimico de compostos fenélicos

Metodologias eletroquimicas tém sido utilizadas com sucesso para estabelecer
correlagdes entre estrutura, potencial de oxidagdo e atividade bioldgica de espécies
eletroativas. Sua simplicidade operacional, maior sensibilidade, menor tempo de anilise,
menor consumo de reagentes e menores custos sdo algumas de suas vantagens (TEIXEIRA,
2009; BOZAL, 2010). As propriedades redox das drogas podem fornecer informagdes sobre
seu destino metabdlico ou seus processos redox in vivo ou atividade farmacéutica (KUMAR,
2008; DICULESCU, 2006). Um grande nimero de artigos empregando eletroanélise para
determinagdo e/ou correlacionando atividade bioldgica ao comportamento redox de
compostos fendlicos nos ultimos anos tem sido publicado.

Pliuta et al (2018) desenvolveram um sensor eletroquimico constituido de eletrodo de
pasta de carbono com uma grande capacidade de determinacdo da quercetina em produtos
farmacéuticos e extratos de chd verde e preto com DPR de 3,5%. Ribeiro et al (2018)
realizaram a determinagdo da catequina em chéd verde, utilizando andlise por inje¢cdo em
batelada com deteccdo amperométrica de multiplos pulsos, empregando um eletrodo de
carbono vitreo. O método desenvolvido apresentou resultados concordantes em nivel de
confianca de 95% quando comparado com a técnica de HPLC, além de repetibilidade DPR
igual a 3,5%, limite de detec¢do 1,6 x 10 - uM e limite de quantificagdo 5,2 x 10 - puM.

A determinacdo da quercetina em um eletrodo de carbono vitreo foi realizada por
Brett (2003), usando voltametria ciclica, pulso diferencial e onda quadrada em diferentes pHs,

os dois picos de oxidacdo foram atribuidos aos dois grupos hidroxila do anel B (Fig. 4).
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Figura 4- Estrutura da quercetina

OH

HO
OH

OH
OH O
Fonte: Brett (2003)

As propriedades nutracéuticas podem estar relacionadas a atividade eletroquimica
dos flavondides. Para aumentar a compreensdo das relagdes de atividade, eletroquimica e os
efeitos indutivos que os substituintes OH tém no potencial redox dos flavondides, Arroyo-
Currés et al (2016) realizaram experimentos de voltametria de onda quadrada e célculos ab
initio de flavonodis e antocianidinas. As medi¢Oes revelaram que a atividade redox surge
principalmente dos substituintes hidroxilas presentes no esqueleto flavan, e nas
antocianidinas a presenca da ligacdo éter bloqueou a reatividade da delfinidina na posicdo
3-OH, presumivelmente devido a redistribuicdo da densidade eletronica da molécula
neutra.

Fernandes (2012) desenvolveu biossensores para determinacdo de hidroquinona em
creme dermatoldgico e dcido cafeico em erva-mate empregando a técnica de voltametria de
onda quadrada, os biossensores apresentaram excelentes resultados para a repetibilidade,
reprodutibilidade, seletividade e estabilidade. Os resultados obtidos na determinacdo de
hidroquinona em produtos dermatolégicos com este biossensor estdo de acordo com aqueles
obtidos com o método espectrofotométrico em um nivel de 95% de confianca com valores de
recuperacdo entre 98,3 a 104,5% e 92,8 a 103,1% para a recuperacdo de dcido cafeico nas

amostras de erva-mate.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.1 Procedimento Fitoquimicos

4.1.1 Coleta e preparo do extrato

As raizes de Fridericia platyphylla foram coletadas em abril de 2017 na fazenda
Sant'Ana da Serra em Jodo Pinheiro, Minas Gerais, Brasil. A planta foi identificada no
Herbéario José Badine da Universidade Federal de Ouro Preto pela botinica Dra. Maria
Cristina Teixeira Braga Messias. Um voucher (n ° 17.935) foi depositado no Herbdrio da

Universidade Federal de Ouro Preto em Ouro Preto, Minas Gerais, Brasil.

As raizes foram secas a 50 °C em estufa por 72 h e trituradas em moinho de facas. O
p6 obtido foi extraido com etanol/dgua (7:3) por meio de percolacdo exaustiva. Apds a
extracdo, o liquido extrator foi evaporado sob pressao reduzida, em temperatura inferior a 40
°C. O extrato foi transferido para frascos de vidros e, posteriormente, liofilizado para

completa remogdo do solvente.

4.1.2 Particao Liquido/Liquido

O extrato hidroetandlico 70% foi dissolvido em dgua/metanol (7:3) e particionado
com diclorometano, em seguida as fases aquosa e diclorometinica foram concentrada em

evaporador rotativo e liofilizada para remoc¢ao de solventes.

4.1.3 Fracionamento da fase diclorometinica

A fase diclorometanica (3,5 g) foi fracionada em uma coluna de vidro, preenchida
com um adsorvente, silica gel 60 (0,063- 0,200 mm). O empacotamento da coluna foi
realizado com hexano e em seguida ocorreu a injecdo da amostra no topo da coluna. Um
gradiente de polaridade crescente de solventes foi usado como fase mével hexano/acetato de
etila e acetato de etila/metanol. No total foram obtidas 19 fracdes que em seguidas foram
analisadas por cromatografia em camada delgada e agrupadas de acordo com a semelhancga do
perfil. O grau de pureza das substancias foi analisado por HPLC-UV/vis. Este procedimento
permitiu o isolamento das trés substancias diméricas incomuns pertencentes as fracdes 14, 15

e 16.
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4.1.4 Identificacao das substancias

4.14.1 Espectrometria de Massas

Os experimentos de espectrometria de massa foram realizados em LCQ Equipamento
de frota (Thermo Scientific) equipado com um dispositivo de insercdo direta da amostra via
andlise por injecio em fluxo (FIA). A matriz estudada foi analisada por ionizacdo por
eletrospray (ESI), a fragmentagdo em multiplos estdgios (MS?, MS® e MS") foi realizada em
uma interface de prisdao de ion (IT). O modo positivo foi selecionado para a geracdo e andlise
dos espectros de massa para primeira ordem (MS) e para os demais experimentos multe
estdgios nas seguintes condi¢des: tensao capilar, 25 V; Voltagem spray, 5 kV; e temperatura
capilar, 275 °C. Um gés de arraste (N,) com um fluxo de 8 unidades arbitrarias (A.U.), e o gés
de colisao foi o hélio (He). A aquisi¢do da faixa foi m/z 100-2000. O software Xcalibur versao

1.3 (Thermo Finnigan, Waltham, MA) foi usado para adquirir e processar os dados.

4.1.4.2 Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear de 'H e de *C

Os dados espectroscépicos de RMN foram registados num espectrometro Varian
Inova 500 MHz (Varian, Palo Alto, CA, EUA). Os deslocamentos quimicos sdo referidos em
partes por milhdo (8) usando o sinal residual do tetrametilsilano (TMS), CD3;0OD sinais (dg
3.34; oc 49,86) como padrdes internos para RMN de 'H e de C, e as constantes de

acoplamento (J) sao relatados em Hz.

4.14.3 Cromatografia Liquida (HPLC-UV/Vis)

A fase diclorometanica (5 mg) foi diluida em MeOH grau HPLC. Aliquotas de 20 pL
foram injetadas diretamente na HPLC-UV com detec¢do a 254 nm. Utilizou-se um sistema
(Shimadzu Corp. Quioto, Japao), constituido por um médulo de bombas bindrio, detector UV-
Vis (SPA-10A). A coluna utilizada foi Luna 5um C18 100 A (150 um x 4,6 um). A fase
movel foi constituida por dgua deionizada e MeOH acidificados com 0,01% de 4cido férmico,

em sistema gradiente: 10-100% de MeOH em 70 min, fluxo de 1 mL/min.
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4.2 Atividade Antileishmanial in vitro

4.2.1 Ensaios in vitro: citotoxicidade pelo método de reduciao do MTT

4.2.1.1 Promastigotas

Formas promastigotas de Leishmania amazonensis, foram obtidas durante a fase
logaritmica de crescimento (3-4 dias), e reunidas por centrifuga¢cdo, suspensas em meio RPMI
completo (5x107 parasitos/mL), para posterior distribui¢io em uma placa de cultura de 96
pocos. Em seguida, foram incubadas a 26 °C por 24 h na presenca das braquidinas (0,2 a 20
uM). Os controles consistiram de: suspensdo de promastigotas e meio de cultura e suspensao
de promastigotas e anfotericina B (Sigma, EUA). Apés incubacdo, MTT (Brometo de 3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetrazélio) (Sigma, EUA) (5 mg/mL) foi adicionado na cultura,
sucedendo-se nova incubagdo 3 h a 26° C. A viabilidade das formas promastigotas foi
avaliada com base no metabolismo do MTT, sendo a mesma proporcional ao valor da
absorbancia gerada em espectrofotometro, sob comprimento de onda a 570 nm. A
porcentagem de parasitos vidveis foi determinada pelo indice de inibicdo do crescimento de
promastigota (IP), dado pela quantidade de absorbancia dos parasitos tratados com as

braquidinas, em comparag¢do ao controle negativo (Rocha et al 2018).

4.2.1.2 Amastigotas

Células peritoniais (1x10° macréfago/poco) foram adicionadas em tubos Eppendorfs
e incubadas em atmosfera imida a 37 °C por 3h (5% CO, e 95% ar) juntamente com formas
promastigotas de Leishmania Amazonensis (5x10° parasitos/po¢o) em uma propor¢do de 5:1
(macrofago/promastigota). Apos a infeccdo dos macrofagos, estes foram incubados (37 °C
por 24 h, 5% CO e 95% ar) em presenca das braquidinas. Apds incubacdo, um volume de
100uL foi retirado da cultura e adicionado em laminas para centrifugacio em Citospin
(Fanem, Sa@o Paulo) por 5 min a 500 rpm. Essas laminas foram, entdo, fixadas com metanol
absoluto (Cromato Produtos Quimicos Ltda.) para coloracdo com corante Giemsa e posterior
andlise microscépica. O nimero de amastigota intracelular foi determinado pela contagem de
amastigotas em 100 macréfagos infectados por amostra e os resultados foram expressos como
porcentagem de inibi¢cdo em relagdo ao controle negativo, po¢o contendo apenas células e

meio RPMI (Rocha et al 2018).
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4.2.2 Citotoxicidade para células de mamiferos

Macréfagos de exsudato peritoneal obtidos de camundongos BALB/c foram
semeados em placas de 96 pocos a 1x10° células por poco em meio RPMI-1640 sem
vermelho de fenol e suplementado com 10% de soro bovino fetal e 50 pg / mL de
gentamicina, e as células foram incubadas por 24 h a 37 °C e 5% de CO,. Em seguida, cada
composto foi adicionado em concentragdes de 0,24 a 20 uM em duplicado antes de ser
incubado por 72 horas. Um total de 20 ul/poco de AlamarBlue (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA) foi adicionado as placas e incubado durante 10h. As leituras colorimétricas foram
realizadas a 570 e 600 nm. Os valores de LCs, foram calculados usando os pontos de dados
coletados de trés experimentos independentes. Violeta genciana foi usada como controle

positivo em concentragdes variando de 0,04 a 10 uM (Rocha et al, 2018).

4.3  Estudos Eletroquimicos

4.3.1 Preparo das amostras

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de pureza analitica e preparados
com agua deionizada (resistividade < 18 MQ cm) obtida a partir de um sistema de purificagdo
de 4gua Milli-Q® Direct 8 (Millipore, Bedford, EUA).

A solugdo tampao Britton-Robinson 0,04 mol.L"! foi constituida de 4cido acético
glacial, acido fosforico, acido borico e cloreto de potassio (Merck, pureza >98%) preparada
de acordo com os procedimentos descritos por Ensafi et al. (2004).

Foi preparada uma solucdo estoque padrdo de cada composto a 300 uM em
metanol e armazenada em geladeira em frasco ambar (a solucdo foi estdvel durante pelo
menos 1 més). Antes da utilizagdo, as solucdes estoque foram diluidas na concentracdo
desejada com o eletrdlito suporte. As substancias testadas A, B e C apresentaram sob a forma
de um solido amorfo e possuem baixa solubilidade em 4gua, dessa forma utilizou-se 20% de

metanol no eletrdlito suporte para garantir a solubilidade da mesma.

4.3.2 Medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando um Autolab PGSTAT
302N (Eco Chemie B. V., Utrecht, Holanda), acoplado a um computador dotado de um
software GPES (Figura 5) para controle de potencial, aquisi¢do e tratamento de dados. As
técnicas eletroquimicas utilizadas foram: voltametria ciclica e voltametria de pulso

diferencial.
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O sistema utilizado foi constituido de uma célula eletroquimica, confeccionada
em vidro Pyrex com capacidade de 5 mL, com uma tampa de teflon e entradas para o eletrodo
de trabalho (carbono vitreo 0,5 cm® de drea geométrica), o eletrodo de referéncia
(prata/cloreto de prata (Ag/AgCl (3 mol.LL! KCl)) e o eletrodo auxiliar (um fio de platina),

como mostrada na Figura 5.

Figura 5- Sistema de detec¢do potenciostato/galvanostato utilizado para as medidas

eletroquimicas

Fonte: Autor (2019)

Antes de cada medida experimental, o eletrodo de carbono vitreo foi polido em
feltro contendo suspensdo aquosa de alumina de granulometria 0,05 um (Micropolishing
Material, Buehler Ltda). Antes do polimento, o eletrodo foi imerso em dlcool metilico por 2
minutos em banho ultrassom (Unique, USC-1400), lavado com &4gua deionizada em
abundancia, polido e levado ao banho ultrassom, para remocdo de possiveis particulas
provenientes do processo de polimento com alumina que ficam impregnadas na superficie do
eletrodo de carbono vitreo.

Os estudos do pH do meio foram realizados com o ajuste do pH das solucdes para o
valor desejado através da adicdo de aliquotas da solucdo de hidréxido de sédio 3 mol L™
(Merck) utilizando pHmetro (Metrohm, 827 pH Lab).

Os voltamogramas ciclicos das solugdes das substancias testadas foram obtidos em

velocidades de varredura que variaram desde 10 a 100 mV s .
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo das substancias isoladas da fase DCM do extrato EtOH 70% das
raizes de Fridericia platyphylla

Para a obtenc¢do das informacdes sobre a composicao quimica da fase DCM e melhor
identificacdo dos constituintes da Fridericia platyphylla, uma analise por HPLC-UV/Vis foi
realizada. O perfil cromatogréfico da fase diclorometinica (Fig. 6) apresenta trés picos nos

tempos de retencdo 42, 53 e 55 minutos, correspondentes as trés substancias majoritarias da

fase, cujos espectros no UV correspondem os flavonoides diméricos incomuns.

Figura 6- Perfil cromatografico da fase DCM (254 nm)

L

m/z525 [MH ]* m/2539 [M+H ] m/z509 [M+H]*
200y - g

0 & E) = ] w0 & ET) 3 o a 2 E) E) iem

2500 -

2000 - 3

mV

1500
1000

500
L
0
0 10 20 30 40 5 60 70
Tempo (min)

Fonte: Autor (2019)

Foram isoladas as 3 substincias majoritarias da fase DCM. Os espectros no UV-
DAD revelaram a presenca de trés substincias fendlica com o mesmo espectro de UV,
sugerindo a presenca de andlogos semelhantes com o mesmo croméforo. A substdncia
braquidina-1 (50 mg) foi isolada como um soélido, assim como braquidina-2 (73 mg), e
braquidina-3 (150 mg). A partir das técnicas espectroscopicas convencionais foi possivel
elucidar as estruturas das trés braquidinas, cujos dados estdo descritos a seguir.

O espectro de massas HPLC-ESI/MS para braquidina-1 (Fig. 7) mostrou um ion
[M+H]" m/z 524,66 o que estd de acordo com a férmula molecular C3;H,g0O57. Para braquidina-
2 (Fig. 8) mostrou um fon [M+H]" m/z 538,78 em conformidade com a férmula molecular
C33H3007 e para braquidina-3 (Fig. 9) um fon [M+H]" m/z 508,99 e férmula molecular
C52H2506.
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Figura 7- Espectro de massa de fragmentagdo da braquidina 1
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No espectro de massa de ionizagdo por eletrospray (ESI-MS), modo positivo,

verificou-se o aparecimento de um pico com m/z 524,66 correspondente A espécie [M+H]",

tendo permitido obter informacdo relativamente a massa molecular da braquidina 1 (524 Da).

O pico com m/z 271, correspondente a um fragmento resultante do mecanismo de

fragmentacdo que envolve a clivagem RDA das ligacoes Cl12a e C6a do pirano acoplado ao

anel B.
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Figura 8- Espectro de massa de fragmentagao da braquidina 2
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Fonte: Autor (2019)

Figura 9- Espectro de massa de fragmentagdo da braquidina 3
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As braquidinas podem ser oriundas da dimerizacdo de chalconas (figura 10), a
fragmentacao caracteristica dos flavonoides ocorre a partir da clivagem no anel C pela reagcdo
retro Diels-Alder (MARKHAM, 1989). Observa-se repetidamente a fragmentacdo da retro
Diels-Alder através da clivagem nas ligacOes entre as posicdes C-6a e C-12a no pirano
acoplado ao anel B para as trés braquidinas, resultando na perda de m/z 253 Da produzindo os
fragmentos de m/z 271, 285 e 255 Da com valor de m/z dependentes dos substituintes no anel

C conforme demonstrado nas Figuras 7, 8 € 9.

Figura 10- Biogénese das braquidinas

HO OH

Fonte: Autor (2019)
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Acredita-se que as braquidinas podem ser formadas através de duas rotas: a partir da
chalcona (2’,4’-dihidroxi-6’-metoxichalcona) que geraria a metil quinona por meio da
reducdo e consequente perda de dgua, a cicloadi¢do entre a quinona e a chalcona produziria
um derivado de uvarina que seria transformada em braquidina via formacao hemicetal seguida
de reducdo. Outra via seria a cicloadicdo intramolecular da metil quinona para gerar o
intermedidrio flaveno, apds uma segunda cicloadi¢do com outra molécula de quinona daria
origem as braquidinas.

O sistema de anéis heterociclico das braquidinas é bastante singular. A estrutura
policiclica contém dois sistemas de anel de benzopirano fundidos, quatro estereocentros e
uma ligag¢do dupla trans. As trés substancias majoritdrias de esqueletos raros obtidos da fase
apolar do extrato da Fridericia platyphylla, apresentaram semelhanca com a substancia
dependensin, um produto natural isolado a partir da planta da familia Annonaceae, a Uvaria
dependens (NKUNYA; WAIBEL; ACHENBACH, 1993).

O espectro de RMN de 'H da substincia braquidina-1 revelou a presenca de 13
hidrogénios arométicos, 2 etilénicos, 2 metinicos alifaticos e dois grupos metoxi que também
foram confirmadas por HSQC. Os diferentes sinais aromadticos encontrados pertencem a
quatro anéis independentes, denominados A, B, C e D. Os dados de RMN de 'H e de °C das

braquidinas e do dependensin estdo apresentados na Tabela 1.



Tabela 1- Dados de RMN de 'H e "C (500 e 125 MHz, CDOD em ppm) das braquidinas e dependensin

Bosfishic Braquidina 1 Braquidina 2 Braquidina 3 Dependensin
du () dc oy () dc oy () dc oy (1) 8¢

1 161.1,C 160.9, C 161.1,C 154.7

2 6.08d (2.2) 92.8, CH 6.08d (2.1) 92.7,CH 6.08d (2.2) 92.8, CH 6.18 s 89.2

3 161.1,C 161.1,C 161.1,C 154.1

4 5,94d (2.2) 96.4, CH 5.94d(2.1) 96.3, CH 5.95d(2.2) 96.4, CH 131.3

4a 157.8,C 157.7,C 157.8,C 149.4

6 4.78d (11.2) 78.2, CH 4.77d(11.3) 78.1,CH 4.79d (11.3) 78.2, CH 4.97d(11.0) 77.2

6a 222dt(11.2,1.9) | 42.4,CH 2.19dt(11.3, 42.3,CH 2.24dt(11.3, 42.2,CH 2.31ddd (11.0, | 41.0

1.9) 1.9) 2.5,1.5)
7 3.17 ddd (55, 1.9, 34.0,CH 3.17 ddd (5.6, 34.0, CH 3.21ddd (5.7, 342, CH 3.35ddd (6.0, 33.0
1.6) 1.9, 1.6) 1.9,1.7) 1.5,1.5)

Ta 101.8,C 101.6, C 101.5,C 103.0

8 160.2, C 160.2, C 160.2, C 153.5

9 6.05d (2.1) 93.0, CH 6.05d (2.1) 93.0,CH 6.05d(2.3) 93.0, CH 6.16 s 89.5

10 159.1,C 159.2,C 159.2,C 152.0

11 5.98d (2.1) 96.5, CH 598d(2.1) 96.5, CH 5.99d(2.3) 96.6, CH 131.5

1la 155.4,C 155.3,C 155.4,C 147.2

12a 5.28d (2.3) 63.5, CH 527d(2.3) 63.4, CH 5.28d (2.4) 63.5, CH 5.40d (2.5) 62.5

12b 103.8,C 103.7,C 103.8,C 104.5
1 140.4, C 1404, C 140.4, C 138.8
2'.6' 7.24d (7.6) 128.5, CH 7.23d (7.0) 128.5, CH 7.24d (7.6) 128.5, CH 7.1-7.4 127.3
3.5 7.38 m 129.5, CH 7.38 m 129.5, CH 7.38 m 129, CH 7.1-74 128.4°
4’ 7,38 m 129.6, CH 7.38 m 129.5, CH 7.38 m 129.6, CH 7.1-74 128.5"
A 5.95dd (15.9, 130.7, CH 5.99 dd (15.8, 131.5,CH 6.15dd (15.7, 133.8, CH 6.18 dd (15.5, 132.5
5.5) 5.6) 5.7) 6.0)
B 5.81dd (15.9, 131.7, CH 5.83dd (15.8, 131.7, CH 5.91dd (15.7, 132.0, CH 5.99dd (15.5, 130.5
1.6) 1.6) 1.7) 1.5)

1" 1304, C 131.1,C 138.6, C 137.3
2", 6" 7,05 d (8.6) 128.4, CH 7.11d (8.8) 128.2, CH 7.18 m 127.2, CH 7.1-74 126.2
3", 5" 6.64 d (8.6) 116.2, CH 6.75d (8.8) 114.8, CH 7.18 m 129.4, CH 7.1-74 128.4°

4" 157.7,C 160.2, C 7.10 m 128.0, C 7.1-74 127.0°
OMe-1 3.81s 56.1, CH; 3.79s 56.1, CH; 3.79s 56.1, CH; 3.86s 56.0
OMe-8 3.62s 55.9, CH; 3.62s 55.9, CH; 3.6ls 55.9, CH; 3.68s 55.9
OMe-4 3.73s 55.6, CH; 3.75s 61.0

Fonte: Autor, 2019; NKUNYA; ROCHA et al, 2014, WAIBEL; ACHENBACH, 1993
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Um par de prétons acoplado em meta em oy 6,08 € 5,94 (J = 2,2 Hz) foi atribuido aos
hidrogénios H-2 e H-4 no anel A. As correlagcbes HMBC também mostraram que este anel, é
constituido por trés carbonos quaterndrios oxigenados (C-1, C-3 e C-4a 9d¢ 161,1, 161,1,
157,8) e um atomo de carbono adicional com hibridacdo sp2 em C-12b a §¢ 103,8. Este
carbono estd ligado a uma metoxila (oy 5,28, H-12a), como mostrado pelas correlagdes
heteronucleares entre H-12a e C-1, C-4a e C-12b (ROCHA et al, 2014).

Da mesma forma que o anel A, o anel B apresenta um par de hidrogénios acoplados
em meta a oy 6,05 e 5,98 (J = 2,1 Hz) atribuidos aos H-9 e H-11, e também foi substituido por
trés residuos oxigenados e outro dtomo de carbono quaterndrio (C-8, C-10, C-11a e C-7a em
oc 160,2, 159,1, 155,4 e 101,8). As correlagdes gHMBC entre H-7 e C-8, Clla e C-7a
indicaram que este carbono foi ligado, neste caso ao H-7 (g 3,17). O experimento gCOSY
indicou ainda que o H-7 ainda estd relacionado com um outro grupo metino H-6a (8y 2,22)
ligado a metoxila H-6 (6y 7,78) e H-12a (ligado ao anel A). Isto indicou a presenca de dois
anéis fundidos de benzopirano, que também foi confirmado pelas varias correlagdbes gHMBC
observadas (ROCHA et al, 2014).

Dois pares de prétons acoplados em orto em oy 7,24 (H-2' e H-6") e 7,38 (H-3' e H-
5") foram designados para o anel C ao passo que os cinco prétons aromadticos restantes
correspondem ao anel aromdtico D ndo substituido em dy 6,64 (H-3" e H-5"), 7,05 (H-2" e
H6"). Anel C foi substituido em C-4" por um grupo hidroxila (6. 157,7) e em C-1" por uma
ligacdo dupla trans (0y 5,95 e 5,81, J = 15,9 Hz), que foi encontrado ligado ao hidrogénio
metinico H-7 (gCOSY entre H-7 e H-a). Por outro lado, o anel C esta diretamente ligado ao
carbono C-6 (gHMBC entre H-2'/ H-6' e C-6). A posicdo dos dois grupos metoxilas a oy 3,81
e 3,62 foram designados por gHMBC, NOESY e correlacdes em C-1 (anel B) e C-8 (anel A).

As andlises de RMN de braquidina-2 sdo semelhantes a de braquidina-1, mas diferem
pela presenca de um grupo metoxila adicional. A posicdo do grupo metoxila adicional foi

localizada em C-4" com base nos experimentos NOESY e gHMBC (ROCHA et al, 2014).

Os dados de RMN da braquidina-3 foram semelhantes ao de braquidina-1 e
braquidina-2. A diferenca estd na auséncia de um grupo hidroxilo livre em C-4", o espectro de
RMN de 'H apresentou um sinal a oy 7,10 correlacionando com um carbono oc 128,0 no

experimento gHSQC atribuido a um préton aromético em C-4".
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5.2 Atividade leishmanicida das braquidinas em ensaios in vitro contra formas

Promastigotas e Amastigotas da L. amazonensis

Durante um procedimento de triagem preliminar para atividade contra Leishmania
amazonensis, realizado por Rocha et al (2012) o extrato hidroetandlico 70% das raizes da
Fridericia platyphylla exibiu um valor de ICsy de 35,5 pg/mL contra formas promastigotas do
parasita; um valor considerado bastante significativo para um extrato, ji que a literatura
classifica um extrato com atividade promissora aquele que apresenta valores de ICsy abaixo
de 100 pg/mL (Cos, 2006; Butterweck, 2012). A atividade antiparasitdria foi identificada na
fase DCM (diclorometano) com ICsy 10,83 pg/mL, enquanto a fase aquosa foi inativa,
possivelmente devido a alta polaridade dos compostos presentes, tendo em vista que a
membrana destes microrganismos apresenta uma barreira natural apolar, o que dificultaria a
permeacdo de seus constituintes ativos, sobretudo dos mais polares (PEREIRA, 2012).

A fase DCM apresentou excelente resultado quanto a atividade leishmanicida, o
fracionamento do extrato bruto melhorou a atividade, evidenciando que a fase € alvo
promissor de investigacao, demostrando a importincia do estudo bioguiado de isolamento de
metabolitos secunddrios os quais respondem individualmente pela atividade leishmanicida.

O isolamento dos constituintes ativos de plantas e a administracdo dos compostos
puros ¢ um modo pelo qual constituintes muito potentes podem ser transformados em
produtos medicinais seguros de composi¢do uniforme e consistente (FROHLICH, 2010).
Ap6s a investigagdo quimica dos constituintes da fase DCM que levou ao isolamento de trés
compostos diméricos incomuns, a atividade leishmanicida foi realizada para revelar os
constituintes ativos contra a Leishmania amazonensis.

A atividade leishmanicida foi avaliado através da medida da viabilidade das
Leishmanias pelo metabolismo do AlamarBlue apdés o periodo de tratamento com os
compostos em concentracoes de 0,2 a 20 uM contra a proliferacdo de promastigotas e
amastigotas de Leishmania amazonensis. De acordo com os dados obtidos (Tabela 2) no teste
in vitro os resultados indicaram que dois compostos sdo ativos, as braquidina-2 e 3
apresentaram capacidade de inibicdo do parasita, sendo que a braquidina 2 mostrou-se mais

ativa para a forma amastigota do parasita.
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Tabela 2- ICs, (uM) das braquidinas contra Leishmania amazonensis.

Leishmania amazonensis

Compostos Promastigotas Amastigotas
Braquidina-1 >20 N.A.
Braquidina-2 9.16 + 1 2.20+0.09
Braquidina-3 10 £ 0.80 6.25 £1.28

Anfotericina B 0.14 £0.01 0.10£0.02

'N.A: nio ativa

Fonte: Rocha et al 2018

A forma amastigota da leishmania, parasita seu hospedeiro vertebrado, onde os
flagelados inoculados sdo fagocitados por macréfagos teciduais do hospedeiro formando,
assim, o vacuolo parasit6foro. Dentro do vacuolo parasitéforo, os amastigotas se replicam e
apos algum tempo, a célula hospedeira se rompe liberando esses amastigotas, que infectam
outras células. No caso de espécies dermotrdpicas os amastigotas se restringem a derme,
porém quando se tratar de espécies visceralizantes, os amastigotas se disseminam invadindo
6rgios como bago, figado e medula 6ssea (BEATTIE; KAYE, 2011). E exatamente esta
forma do parasita a mais severa que acomete o individuo, e a braquidina 2 apresentou alto
poder de acdo sobre a forma amastigota, inativando sua capacidade de infec¢do, comprovando
seu potencial leishmanicida.

Os resultados do ensaio in vitro das braquidinas apresentaram diferenca significativa
em relacdo a estrutura atividade. Weniger (2006) verificou a influencia dos grupos
substituintes na atividade leishmanicida de biflavondides, nos ensaios in vitro contra as
formas amastigotas de Leishmania donovani, os flavonoides diméricos bilobetina, ginkgetina
e isoginkgetina com a presenca de grupos metoxilicos nas moléculas, mostraram-se mais
ativos enquanto que os compostos 8-8’’-biapigenina e amentoflavona sem grupos metoxilicos
foram inativos.

A atividade leishmanicida também € potencializada pela presenca das chalconas.
Mello (2014) avaliou a atividade inibitéria in vitro contra promastigotas e parasitas
intracelulares apds a infeccdo de L. (V.) braziliensis, de chalconas sintéticas com apenas
substituintes metoxila acoplados ao anel aromético. Todas as chalconas testadas apresentaram

efeito inibitério contra promastigotas de L. (V.) braziliensis apés 24 h de incubacdo, com
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concentracdoes que inibiram (IC sp) variando de 1,38 + 1,09 uM para 6,36 + 2,04 uM,
valores proximo ao composto de referéncia a anfotericina B (4,25 + 0,91 uM).

A presenca do cromeno na estrutura das braquidinas € de grande relevancia, uma vez
que este grupo proporciona um cardter lipofilico as moléculas. Nicolaou (2000) ressalta que a
caracteristica mais importante das moléculas derivadas de benzopirano € o cardter lipofilico
responsavel por facilita sua liberagdo nas membranas bioldgicas.

Os resultados sugerem ainda que além do cromeno, provavelmente os substituintes
no anel C desempenham papel fundamental para o aumento na lipofilicidade e
consequentemente a penetracdo do composto através da membrana celular do protozodrio,
uma vez que ambas as braquidinas possuem cromenos em suas estruturas, diferindo apenas
nos grupo substituinte. A braquidina 2 mostrou-se mais ativa, possivelmente porque a
presenca do grupo metoxila € necessdrio para melhorar a penetracdo da membrana e inativar a
arginase.

Silva (2012) sugere que, para que os novos farmacos sejam eficazes no combater da
leishmaniose estes devem fazer um percurso para inibir a arginase, enzima da via metabdlica
da leishmania, necessdria para proliferacio do parasita e atenuacdo da infec¢do, que
normalmente € encontrada no glicossoma do parasita na forma amastigota, do fagolissomo
(lisossomo que realiza fagocitose) e dentro do macréfago. Desta forma € de fundamental
importancia a natureza lipofilica do novo farmaco uma vez, que este deverd atravessar
diversas barreiras para conseguir inativar a arginase e assim comprometer a sobrevivéncia do
parasita no hospedeiro.

Um importante critério na procura por compostos ativos com atividade leishmanicida
¢ a avaliacdo da citotoxicidade em células do hospedeiro (SANTOS 2013). A citotoxicidade
das braquidinas foi avaliada usando macro6fagos, a braquidina-1 foi inativa em concentragdes
de at¢ 20 puM, e as braquidinas-2 e 3 exibiam valores de CLsy de 15,6 e 17,3 uM,
respectivamente. Demostrando ser menos citotéxicas que a violeta de genciana (LCsy 0,48
uM) utilizada como referéncia. A partir da urgente necessidade de novos tratamentos mais
eficazes, seguros e com menos efeitos colaterais as braquidinas surgem nessa perspectiva da
substiuicdo nos tratamentos convencionais, uma vez que apresentam a grande vantagem de

serem menos toxicas.
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A atividade leishmanicida, foi avaliada através da eficacia do tratamento de murinos

infectados pela Leishmania.

Figura 11- Efeito das braquidinas-2 e 3 contra amastigotas de L. amazonensis. (A) Porcentagem de

células infectadas foi avaliada pela contagem de 100 células como ntiimero de parasitas. (B) Valor de p

medido pelo teste T ndo pareado comparado ao grupo controle.
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Fonte: Rocha et al 2019

Observa-se uma redugcdo no indice de infeccdo de macréfagos tratados com as
braquidinas, ambas inibem o parasita intracelularmente, sendo que a braquidina-2 reduziu
significativa o parasitismo em macréfagos, em relacdo ao grupo controle, houve também uma
reducdo de 100% nos valores médios da contagem de parasitas nos macréfagos tratados com a
braquidina-2, enfatizando que essa substdncia apresenta grande potencial para
desenvolvimento de um novo farmaco para o tratamento da leishmaniose, uma vez que

apresentou bons resultados em ambos os testes.

5.3  Estudo eletroquimico e Relacio estrutura Atividade (SAR)
5.3.1 Estudo voltamétrico das braquidinas

O voltamograma ciclico obtido para a solu¢do de braquidina 1 em tampao Briton
Robson pH 7, Figura 12 (A), mostrou dois picos de oxidacdo em torno de 0,39 V e 0,66 V, o
que caracteriza pelo menos dois processos de oxidagdo. Os voltamogramas das braquidinas 2
e 3 Fig. 12 (B) e (C) apresentaram apenas um pico € portanto apenas um processo de oxidagao
nos potenciais 0,60 V e 0,57 V respectivamente. Durante a varredura inversa ndo se observa
picos de reducdo para ambas as braquidinas, demonstrando que o processo de oxidagdo

destas, € irreversivel para a faixa de varredura estudada.
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Figura 12-Voltamogramas de voltametria ciclica obtidos com o eletrodo de carbono vitreo em solu¢éo
tampéo Britton Robinson (0,04mol L™") contendo BRA 1(A), BRA 2 (B) e BRA 3 (C) a 0,3 mmol L™
nopH 7. Ei=-0,1 V;Ef=1,1V Velocidade de varredura =50 mV s~
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A braquidina 1 apresentou menor potencial de pico I (0,39 V) em relacdo as
braquidinas 2 e 3 (0,60 e 0,57 V respectivamente), o que indica que a braquidina 1 &
facilmente oxidada em relag@o as braquidinas que apresentam metoxila e hidrogénio como
substituinte no anel C.

No geral os compostos fendlicos que contém varios grupos hidroxila sdo mais
facilmente oxidados, devido sua habilidade de doar prétons. Esses resultados sdo consistentes
com o estudo apresentado por Gomes et al (2008), em que o comportamento eletroquimico
das flavonas e 2-estirilcromonas, indicaram que o aumento do nimero de grupos hidroxila

resultava na diminui¢do no potencial de pico anddico desses compostos.

5.3.2 Estudo dos processos oxidativos do par Fem(CN)63_/F eH(CN)64_ por voltametria
ciclica sobre eletrodo de carbono vitreo

O voltamograma tipicos do sistema Fe(Ill)/Fe(Il) ¢ apresentado na Figura 13.
Verifica-se que o ferricianeto € considerado um sistema reversivel, apresentando dois picos

nos sentidos de varredura direta e inversa.

Figura 13- (A) Voltamogramas ciclicos do eletrodo de carbono vitreo em KCI 0,1 mol L' contendo
K,4Fe(CN)¢/K;Fe(CN)s 0,001 mol L™ para diferentes velocidades de varredura de 10 a 100 mV s
(B) Relacdo entre a corrente pico anddica (Ipa) e a catddica (Ipc) em funcdo da raiz quadrada das

velocidades de varreduras. Ei =-0,1 V; E;= 0,8 V.
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Fonte: Autor (2019)

Ip, = 5,02883 x 10~ +1,52567 x 10~ v (R = 0,999) (1)
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Ip. = - 4,6684 x 107°-1,01305 x 10~ v'* (R =-0,999) )

A area ativa efetiva do eletrodo foi calculada pela equagao de Randless-Sevcik
I,/V"? = (2,69x10°).A.D"* n**C 3)

Onde o numero de elétrons envolvidos (n) equivale a 1, a concentracdo das
espécies eletroativas (C) igual a 0,001 mol L~ e o coeficiente de difusdo (D) igual a 7,35
x107° cm”s™" (PLIUTAA, 2018). Substituindo estes valores na eq. 3 o valor da &rea ativa
encontrada corresponde a 6,617 x 1072 cm?. O diametro do eletrodo corresponde a 0,3 cm e a

area real corresponde a 7,065 x 10~ cm?.

5.3.3 Influéncia da velocidade de varredura

Para obter maiores informacdes sobre a influéncia da velocidade de varredura foi
utilizada a voltametria de ciclica das braquidinas na faixa de 20 a 100 mV s- ! (Fig. 14 A, B

e C).

Figura 12- Voltamogramas ciclicos do eletrodo de carbono vitreo em solugdo tamp@o Britton
Robinson (0,04 mol L™") contendo BRA 1(A), BRA 2 (B) e BRA 3 (C) (0,3 mmol L™) para diferentes
velocidades de varredura de 20 a 100 mV s, Bi = -0,1 V; Ef = 1,1 V no pH 10. Relacdo entre a
corrente pico anddica (Ipa) em fun¢do da raiz quadrada das velocidades de varreduras de 20 a 100 mV
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Figura 14-Continuagdo
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Analisando a Figura 14 (Apéndice P), nota-se que existe uma dependéncia linear

entre corrente de pico anddica (ip,) € raiz quadrada da velocidade de varredura "

) para
ambos os picos anddicos, ou seja, essa dependéncia linear nos sugere que O processo
eletrédico ocorre através do transporte das moléculas do analito até a superficie do eletrodo

por difusdo (WANG et al., 2007; XIAO et al., 2007).



45

A linearidade das correntes de pico de oxidagdo com a raiz quadrada da velocidade

de varredura (V. s '), para as BRA 1, 2 e 3 sdo descrita pelas seguintes equacdes,

respectivamente:

Ip, = -1,9058 x 1075+ 7,25823 x 1077 v (R = 0,994) 4)
Ip. = -1,2845 x 1077 + 3,89474 x 10¢ v'? (R = 0,990) (5)
Ip. = -1,87916 x 10° + 1,85902 x 10° v'* (R =0,994) (6)

5.3.4 Influéncia do pH

O estudo de pH das braquidinas foi realizado por voltametria de pulso diferencial na
faixa de pH 2 a 12 representado pelas Figuras 15 (A, B, C, D, E, F). Observa-se que os
potenciais de picos anddicos para as braquidinas 1, 2 e 3 deslocaram para valores menos
positivos com o aumento de pH, percebe-se que em meio alcalino, as braquidinas sdo
facilmente oxidadas, de forma que a oxidacdo é dependente do pH. O deslocamento dos
potenciais de pico anddico para valores menos positivos € resultado do aumento da
concentracio de OH’, e por consequéncia a remocio de H' torna-se favorecida permitindo a

ionizacao das moléculas (BARBOSA, 2011).
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Figura 13-Voltamogramas de pulso diferencial (corre¢do de linha de base) obtidos com o eletrodo de
carbono vitreo em solugio tampao Britton Robinson (0,04 mol L™") contendo Bra 1(A), Bra 2 (C) Bra
3 (E) (0,3 mmol L") em diferentes pHs (2,4,6,7,8,10e 12). Ei=0 V; Ef = 1,1 V e velocidade de
varredura = 50 mV s~'; Gréfico do Ep (e), Ip (®) do pico vs. pH (B) Bra 1, (D) Bra 2 e (F) Bra 3.
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As equagOes da reta que relacionam FE, versus pH para as braquidinas estdo

apresentadas abaixo:

Ep1 Bra 1 (V) =0,75 - 0,050 pH 7)
Ep2 Bra 1 (V) =1,09 - 0,058 pH 8)
Ep Bra 2 (V) =1,00- 0,056 pH 9)
Ep Bra 3 (V) =0,98 — 0,058 pH (10)

As inclinagdes das retas foram de aproximadamente S0 mV e 58 mV para os pico 1 e
2 daBra 1, 56 mV para Bra 2 e 58 mV para Bra 3 na faixa de pH 2-8 com excecdo do pico 2
da Bra 2 em que a inclinacdo calculada foi correspondente a faixa de pH 4-12. Os valores das
inclinacdes das retas mencionadas acima sugerem que o mecanismo de oxidag@o envolve a
troca do mesmo nimero de préotons e elétrons (SMITH, 2006).

Os numeros de elétrons (n) envolvidos foi determinado por meio da Equagdo 11.
Para esse processo foi encontrado valor de n muito préximo de 1 para as Bra 2 e 3, o que
indica que o processo de oxidacdo dessas braquidinas envolve a transferéncia de um elétron, e
consequentemente, um préton. Enquanto para a Bra 1, um elétron foi calculado para cada

pico, resultando em n igual a 2, ou seja dois elétrons e dois prétons.

Win=3,52RT/nF (1)

A partir das informagdes obtidas sobre a oxidacdo das braquidinas, o mecanismo de
oxidagao foi proposto (Fig. 16). Acredita-se que a oxidacdo das Bra 2 e 3 ocorre na hidroxila
do anel B, esse efeito pode ser atribuido a presencga da por¢do olefina que aumenta o poder de
elétrons doador do substituinte ligado a este anel, possibilitando a ressonincia no anel B apds
a oxidagdo. Desta forma o hidrogénio da hidroxila é liberado como préton e depois um elétron

é retirado, formando um radical fenoxi.
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Figura 14- Esquema de oxidagdo das braquidinas.

-le' H+

-2e” 2H*

OH

Fonte: Autor (2019)

Para a Bra 1 (Fig. 16B), acredita-se que a primeira oxida¢do ocorre na hidroxila do
anel C, provavelmente o grupo hidroxila presente neste anel encontra-se mais suscetivel a
oxidag¢do, devido a presenca da porcao olefina, que facilita a deslocalizacdo eletronica do anel
C contribuindo para sua estabilizacdo. E a segunda oxidag¢do ocorre na hidroxila do C-10 do
anel B, assim como as outras braquidinas. A primeira etapa da reacdo de oxidacdo da
braquidina 1 esta de acordo com o estudo realizado por Gomes (2008) em a por¢do estirilo
desempenha importante fun¢do na estabilizacdo das 2-estirilcromonas apds a oxidagdo,
possibilitando a esta familia de compostos heterociclicos menores potenciais de oxidagdo e

consequentemente melhores atividades antioxidantes, quando comparadas com as flavonas.
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A eficdcia da terapia medicamentosa resulta da complexa interacdo de multiplos
processos que regulam a disposicdo do farmaco e resposta (WILKINSON, 2001; ROSS,
2001). As propriedades fisico-quimicas de um farmaco afetam a extensdo da absorcido do
farmaco e o acesso aos compartimentos alvo (RICHARD, 2005).

Os potenciais de pico e os valores da avaliacdo da atividade leishmanicida estdao

resumidos na Tabela 3.

Tabela 3- Relacido em potenciais anddicos das braquidinas e atividade leishmanicida.

Compostos IC 50 (nM) Ep,1 (V) Ep,2 (V)
Braquidina-1 N.A. 0,39 0,66
Braquidina-2 2.20+0.09 0,60 -
Braquidina-3 6.25 +£1.28 0,57 -

N.A: ndo ativa

Fonte: Autor (2019)

Acredita-se que a capacidade de inibicdo da forma amastigota da Leishmania
amazonensis pode estar relacionada com potenciais de oxidacdo mais positivos, corroborado
pela braquidina 2. Os farmacos em sua maioria sdo modificados no organismo, por uma
grande variedade de transformagdes bioldgicas, tornando-os inativos e/ou téxicos. Os
potenciais de oxidacao menos positivos facilitam o processo de oxidagdo e durante o processo
de oxidagdo, as moléculas podem resultar em compostos estruturalmente modificados
(biotransformacao), apresentando profundo impacto sobre o efeito farmacolédgico, resultando
baixa biodisponibilidade e alterando o mecanismo de acdo.

A biotransformacdo de farmacos pode ser dividida em duas fases. A fase I consiste
nas reagdes de oxidacdo, e hidrdlise, ocasionando sempre uma modificacdo estrutural do
farmaco, o que na maioria das vezes pode levar a sua inativacdo. Na fase II, conhecida como
fase de conjugacdo, ocorrem reacdes de conjugacdo do farmaco com substancias endégenas,
visando facilitar sua excre¢do (COSTA, 1999).

Todos os medicamentos se alteram e essas modificacdes dever-se a fatores externos
(pH, temperatura, luz, umidade, oxidacdo) e/ou a fatores internos (interagdes entre farmacos e
os solventes e ou adjuvantes, compostos dos recipientes, presenca de impurezas, entre outros).
As alteracOes podem levar a perda parcial ou total da atividade do medicamento ou a
formacdo de produtos que possuem maior toxicidade do que o farmaco que lhes deu origem

(Prista et al., 1990; Fernandez et al., 2001).
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De acordo com Papanikos et al. (2002), quanto maior o valor de Ep, menor € o seu
poder de elétron doador e desta forma, teoricamente, maior a sua estabilidade quimica. Os
processos oxidativos s@o umas das principais causas de instabilidade dos farmacos (Gennaro
et al., 2000; Lachman et al., 2001), nessa perspectiva a estabilidade oxidativa, apresenta-se
como fator importante para o desenvolvimento de novos farmacos, uma vez que como
perspectiva de trabalhos futuros pretende-se desenvolver uma formulagdo com os compostos
obtidos de Fridericia platyphylla para tratamento da leishmaniose, sendo portanto a
estabilidade oxidativa de extrema relevincia para o planejamento do tipo de formulacdo que

sera desenvolvida.

6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir da fase diclorometanica do extrato hidroetandlico das raizes da Fridericia
platyphylla foi possivel reisolar trés flavonoides diméricos raros por cromatografia em coluna
aberta pela primeira vez. Estas substancias foram identificadas como compostos polifendlicos,
constituidos por quatro anéis aromaticos (A, B, C e D) e dois grupamentos pironas. As
braquidinas apresentam um nucleo base comum, flavonoides dimerizados, diferindo apenas
no substituinte do anel C. As braquidinas 2 e 3 mostraram potente atividade contra a
Leishmania Amazonensis, nas formas promastigotas e amastigotas. Observou-se que a
braquidina-2 apresentou mais ativa contra a amastigota, a forma mais severa do parasita,
provavelmente por apresentar uma estrutura mais lipofilica, e por consequéncia ter mais
facilidade em romper a parede da membrana do protozodrio e assim inativar a enzima que
mantem o parasita.

Observou-se atividade da braquidina-2 na reducdo do parasitismo nos macrofagos, esta se
mostrou mais ativa, provavelmente por apresentar uma estrutura mais lipofilica, e por
consequéncia ter mais facilidade em romper a parede da membrana do protozodrio e assim
inativar possivelmente a arginase. Com base nos resultados dos testes in vitro e a baixa
citotoxicidade fica evidente que a braquidina 2 mostra-se bastante promissora para o
desenvolvimento de um novo farmaco para o tratamento da leishmaniose.

O estudo das propriedades eletroquimicas das braquidinas foi realizado por voltametria
ciclica e de pulso diferencial, na qual foi observada uma resposta de um unico pico de
oxidacdo para as braquidinas 2 e 3 (0,60 e 0,57 respectivamente), com exce¢do da braquidina
1 que apresentou dois picos de oxidagdo irreversivel no potencial 0,39 V e 0,66 V. Observou-

se uma dependéncia do potencial de pico em fun¢cdo do aumento do pH, demonstrando que



51

em pHs mais alcalinos as braquidinas tendem a oxidar com mais facilidade. A influéncia da
velocidade de varredura também foi avaliada, observando uma dependéncia linear entre
corrente de pico anddico e raiz quadrada da velocidade de varredura, evidenciando que o
processo eletrodico de transporte das moléculas do analito até a superficie do eletrodo €
controlado por difusdo. Tendo em vista que as propriedades fisico-quimicas de um farmaco
afetam a extensdo da absorcdo do farmaco e o acesso aos sitios alvo, relacionou-se a
capacidade de inibi¢do da Leishmania com os potenciais de pico, observou-se que potenciais
mais positivos favorece a atividade leishmanicida. Vale ressaltar que potenciais de oxidacdo
menos positivos levam a processos oxidativos mais faceis, e esses processos de oxidagdo
podem resultar na biotransformacdo da substancia, tornando-a ineficientes ou prejudiciais. O
presente estudo € de grande relevancia para o cendrio tecnolégico nacional, uma vez que
representa um incentivo para a exploracdo e valorizacdo do Cerrado brasileiro, de forma que o

produto intelectual aqui gerado podera proporcionar um produto biotecnolédgico.

PERSPECTIVA DE TRABALHOS FUTUROS

e Desenvolver formulacdes nanoestruturada contendo substancias isoladas das raizes de

Fridericia platyphylla com atividade antiparasitaria.

e Avaliar o efeito das nanoestruturas com os compostos encapsulados em ensaios de

avaliagdo in vitro.
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APENDICE P — ESTUDO DE VELOCIDADE

(E/V)"? vs. Ag/AgCI[KClyy] Bral Bra 2 Bra 3
VA VA VA

0,14142 7,902E-8 4,633E-7 8,7245E-7
0,1732 1,085E-7 5.439E-7 1,2905E-6

0,2 1,318E-7 6,213E-7 1,766E-6
0,22361 1,409E-7 7,187E-7 2,244E-6
0,24495 1,619E-7 8,092E-7 2,594E-6
0,26458 1,698E-7 8,976E-7 3,128E-6
0,28284 1,906E-7 9,678E-7 3,317E-6

0.3 1,971E-7 1,06E-6 3,733E-6
0,31623 2,075E-7 1,1235E-6 4,0525E-6
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