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“ Ignorance more frequently begets confidence than does knowledge: it is
those who know little, and not those who know much, who so positively assert

that this or that problem will never be solved by science.”
Charles Darwin
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RESUMO

A esquistossomose, parasitose causada pelo Schistosoma mansoni, atinge mais de 200
milhdes de pessoas em todo o mundo, estimando-se que este numero chegue a 6
milhées no Brasil. O farmaco de escolha em todo o mundo e para todas as espécies de
Schistosoma é o praziquantel que, embora ainda se mostre eficiente, ndo possui boas
alternativas para os crescentes casos de resisténcia que tem surgido nos ultimos anos. O
grande numero de substancias farmacologicamente ativas dentre os produtos naturais
mostra grande potencial para a descoberta de alternativas para o praziquantel. O
Phyllanthus amarus conhecido no Brasil como Quebra-Pedra € notério pelas diversas
aplicagbes na medicina natural, apresentando, dentre outras substancias ativas, grande
variedade de lignanas, classe quimica com diversas a¢bes farmacolégicas comprovadas
como, por exemplo, acdo anti-inflamatoria, antiviral, bactericida e esquistossomicida.
Este estudo teve como objetivo o isolamento e identificagdo das substancias ativas
presentes nas folhas de P. amarus, através de ensaios de atividade esquistossomicida in
vitro. Para estes testes foi desenvolvido um procedimento para incorporacéo das
amostras em polivinilpirrolidona (PVP) para garantir a solubilizagédo das mesmas no meio
aquoso de manutencdo dos vermes. O extrato etandlico foi inicialmente fracionado por
particdo liquido-liquido com hexano-acetonitrila. A fragcdo acetonitrila, mais ativa, foi
fracionada por cromatografia em coluna classica, com Florisil®. As substancias
identificadas nas fragdes mais ativas (nirantina, 5-demetoxinirantina e acido linolénico)
foram testadas em concentragdes de 25 ug'mL™" a 200 pg'mL™". A 5-demetoxinirantina
provocou a morte de 60% dos vermes machos e 40% das fémeas na dosagem de 100
ug'mL™ apés 72 horas; a nirantina matou 40% dos vermes machos na dosagem de 25
ug'mL™ apos 24 horas; o acido linolénico foi fatal para 100% dos vermes machos e
fémeas na dosagem de 25 ug'mL™ em 24 horas. O controle de oviposicdo foi total para
todas as fragcbes e substancias testadas, mesmo no caso da filantina e hipofilantina que
ndo demonstraram qualquer efeito sobre a mortalidade. Estes resultados sugerem a
potencial eficacia destas substancias para uma formulagéo a ser testada in vivo.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni, Phyllanthus amarus, Lignanas, acido linolénico.
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ABSTRACT

The schistosomiasis due to Schistosoma mansoni parasitosis, reaches over 200 million
people worldwide, it is estimated that this number will reach 6 million in Brazil. The drug of
choice around the world for all the species of Schistosoma is praziquantel that of though
proven effective does not have good alternatives for increasing resistance cases it has
appeared. The large number of pharmacologically active substances from the natural
products shows great potential for the discovery of an option for praziquantel. The
Phyllanthus amarus known in Brazil as “Quebra-Pedra” is notorious for various
applications in natural medicine, featuring, among other active ingredients, a variety of
lignans, chemical class with proven pharmacological activities, eg, anti-inflammatory,
antiviral, and bactericidal and antischistosomal. This study aimed to the extraction of the
active substances, followed by fractionation guided by in vitro bioassays. For these tests
has been developed a procedure for incorporation of samples into polyvinylpyrrolidone to
ensure solubilization thereof in the Schistosoma aqueous medium. The ethanolic extract
was initially fractionated by liquid-liquid partition with hexane-acetonitrile. The acetonitrile
fraction, the most active, was fractionated by classical column chromatography with
Florisil ® as stationary phase and solvent mixtures with increasing polarity as mobile
phase. The substances identified in the most active fractions (niranthin, 5-
demethoxyniranthin and linolenic acid) were tested at concentrations of 25 pg-mL'1
to 200 ug-mL™. A 5-demethoxyniranthin caused the death of 60% of males and 40%
females in the dosage of 100 pg-mL™" after 72 hours, the niranthin killed 40% of males at
doses of 25 ug-mL™" after 24 hours; linolenic acid was fatal to 100% of males and females
at a dose of 25 ug-mL™" in 24 hours. The control of oviposition was complete for all tested
fractions and substances, even in the case of phyllanthin and hipophyllanthin that showed
no effect on mortality. These results suggest the potential efficacy of these substances for
a formulation to be tested in vivo.

Keywords: Schistosoma mansoni, Phyllanthus amarus, Lignans, linolenic acid.
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1. INTRODUGAO

1.1.Definigdo e prevaléncia da esquistossomose

A esquistossomose € uma parasitose causada pelo helminto trematédeo do
género Schistosoma e é considerada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
como doenga negligenciada, ou seja, doenga grave que afeta a populagdo mais
pobre e que n&o tem prioridade nos investimentos de pesquisa e desenvolvimento.
Ha registros de humanos acometidos pela esquistossomose a milhares de anos,
como mumias egipcias nas quais foram encontrados ovos calcificados de
Schistosoma haematobium em seus rins (Barakat, 2012). Hoje, segundo a OMS
(WHO, 2013), o numero estimado de pessoas afetadas pela esquistossomose € de
cerca de 237 milhdes em todo o mundo, com 779 milhdes vivendo em areas de risco
com o numero de mortes ultrapassando os 200.000. No Brasil a esquistossomose
mansoénica atinge entre 2,5 a 6 milhdes de individuos sendo que 25 milhbdes de
pessoas vivem em area de risco (Brasil, 2010). O agente etiolégico € o trematddeo
digenético do género Schistosoma no qual seis espécies sdo as responsaveis pelo
maior numero de casos de esquistossomose, cuja distribuicdo geografica é
mostrada na Figura 1. O S. haematobium, existe na Africa, Australia, Asia e Sul da
Europa; o S. japonicum é encontrado na China, Japao, Filipinas e Formosa; o S.
mekong é encontrado no Camboja e Laos; o S. guineensis e S. intercalatum s&o
encontrados nas areas de floresta tropical das regides centro-africanas e finalmente
o S. mansoni é encontrado na Africa, América Central, india, Antilhas e Brasil
(Gryseels, 2012).



Figura 1 Distribuicdo mundial dos diversos tipos de esquistossomose, mostrando grande

prevaléncia desta doenca na Africa e boa parte do Brasil (Gryseels, 2012)

S.mansonl
I S.haematobium
I s.intercalatum
I s.japonicum
I sS.mekong | _ - _ _ _ _ _
77 s.h./s.m. infections
[] Great rivers and lakes

Grande parte da populagédo afetada reside em areas endémicas, relacionadas
com precarias condicbes de higiene e pouco ou nenhum saneamento basico,
estando essa endemia associada a pobreza e ao baixo desenvolvimento econémico.
Essas areas situam-se principalmente em comunidades rurais; porém, as areas
acometidas encontram-se em processo de expanséo, passando a envolver cada vez

mais os centros urbanos, assim como areas litordneas (Barbosa et al., 2010).

1.2.Ciclo do Schistosoma mansoni

O ciclo do S. mansoni esta representado na Figura 2.



Figura 2 — Ciclo do Schistosoma mansoni (adaptado de PVRI, 2012)
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Neste ciclo, dois hospedeiros estdo envolvidos: um definitivo (vertebrado) e
um intermediario (invertebrado). O homem & um importante hospedeiro definitivo que
se reproduz sexuadamente. Os ovos do S. mansoni sdo eliminados no ambiente
pelas fezes do hospedeiro definitivo, ocasionando a contaminagcdo de mananciais
hidricos. Quando as larvas eclodem, liberam os miracidios que infectam os
caramujos de onde, apds algumas semanas, retornam a agua na forma de cercarias.

As pessoas se tornam infectadas quando as cercarias penetram sua pele.

Durante a penetracdo na pele as cercarias perdem a cauda e se transformam
em esquistossdmulos que entram na corrente sanguinea e linfatica, até atingir o
coragdo e em seguida os pulmdes, cerca de 7 dias apdés a penetragao.
Posteriormente, migram para o sistema porta hepatico, onde amadurecem,
aproximadamente 45 dias ap6s a infecg¢ao, alojando-se no plexo mesentérico, onde
as fémeas liberam os ovos, cerca de 300 ovos por dia por individuo, podendo viver

até 40 anos no hospedeiro definitivo. Alguns desses ovos sao eliminados nas fezes
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para continuar o ciclo de vida do parasita. Outros ficam retidos nos tecidos do corpo,
causando uma reacgdo granulomatosa e danos progressivos aos 6rgaos (Alisson et
al, 1974)

A esquistossomose intestinal pode resultar em dor abdominal, diarreia e
sangue nas fezes. O aumento do figado € comum em casos avancados, e é
frequentemente associada com ascite (barriga d’agua) e hipertenséo portal. Em tais
casos, pode também haver aumento do bago caracterizando um quadro de

hepatoesplenomegalia.

Os individuos infectados com o S. mansoni desenvolvem
hepatoesplenomegalia devido aos granulomas formados ao redor dos ovos com
produgdo de anticorpos em reagdo ao esquistossoma no intestino e figado. O
granuloma é seguido por fibrose e inflamagdo crénica no figado, levando a
hipertensdo portal, causando doencas do figado, ascites e hemorragia
esofagogastrica (Harrison, 2005). Falhas renais devidas ao complexo antigeno-
anticorpo e a exposicdo a uma infecgdo bacteriana ou viral secundaria foram

observados em alguns individuos infectados cronicamente (Brunet, 1998).

1.3.Farmacos utilizados

Varios farmacos ja foram utilizados para o tratamento contra a
esquistossomose (Shuhua et al., 2002; Fenwick et al., 2003; Caffrey, 2007). No
Brasil o tratamento recomendado pelo Ministério da Saude indica o praziquantel
(PZQ, Figura 3) administrado por via oral em dose Unica de 50 mg/kg de peso para
adultos e 60 mg/kg de peso para criangas e, alternativamente, a oxamniquina, cuja
dose recomendada é de 20 mg/kg para criangas e 15 mg/kg para adultos (Brasil,
2010).

Entretanto, no Brasil e em outros paises, o tratamento é feito quase que
exclusivamente pela administracao oral de praziquantel (PZQ, Figura 3) sintetizado

pela Bayer e Merck na Alemanha em 1972, cujo mecanismo de agédo, embora ainda
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nao totalmente elucidado, envolve a ruptura do tegumento do verme, com a
consequente exposicdo de antigenos que permite o reconhecimento pelo sistema
imunoldgico do hospedeiro (Brindley and Sher, 1987; Doenhoff et al., 1988).

Figura 3 — Praziquantel — estrutura quimica

Observou-se também que o PZQ depleta a glutationa de vermes, o que pode
estar relacionado com efeito de estresse oxidativo (Ribeiro et al., 1998). A inibi¢cdo
dos canais de calcio é outro efeito observado (Greenberg, 2005 e Picca-Mattocia et
al., 2007). Foi também demonstrado que o PZQ inibe o sistema excretor de vermes
(Oliveira et al., 2006 e Kusel et al., 2006). Embora o PZQ seja eficiente no
tratamento, € menos eficiente contra as formas juvenis do Schistosoma, e vem
apresentando episddios de resisténcia (Caffrey, 2007; Doenhoff et al.,2008; Wang et
al., 2012). Uma possivel disseminacao de cepas resistentes, aliada a falta de drogas
sintéticas alternativas gera grande preocupagdo quanto a um eventual

desenvolvimento de resisténcia em maior escala.

No entanto, a pesquisa de novas moléculas sintéticas para o tratamento da
esquistossomose esbarra em algumas dificuldades como o desconhecimento sobre
0 mecanismo de acdo do PZQ (Aragon et al., 2009) e o desinteresse das grandes

corporagbes em investir em doencgas negligenciadas (dos Santos et al., 2012), o
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que foca a atencdo nas fontes naturais, algumas delas mostrando resultados
promissores in vitro ( Aimeida et al., 2012; de Oliveira et al., 2012; Yousif, 2012) e in
vivo (Soliman, 2012; Kamel et al., 2011; Mostafa et al.,2011).

1.4. Alternativas naturais

O artemeter (Figura 4), derivado da artemisinina extraida da Artemisia annua
€ especialmente ativo contra as formas imaturas do S. haematobium, S. japonicum e
S. mansoni, (Xiao et al., 1995; Shuhua et al.,2002) muito importante porque neste
estagio o parasita ainda ndo ovipde. E aprovado como medicamento preventivo na
China desde 1990 ndo sendo adequado para o tratamento curativo devido a sua

menor eficacia contra os vermes adultos (Wang, 2000).

Figura 4 — Artemeter — estrutura quimica

Algumas classes de substancias quimicas encontradas em produtos naturais
tém notaveis propriedades antiparasitarias como os compostos fenélicos, terpénicos,
alcaldides, flavondides, alcaldides isoquinolinicos e poliacetilienos. (Sen &
Chatterjee, 2011; Wink, 2012).

1.5.Lignanas

Além deles ha também as lignanas que sdo um grupo de produtos naturais

farmacologicamente muito ativos (Figura 5), ao qual pertencem os derivados de
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podofilotoxina como o antineoplasico etoposido. Quimicamente as lignanas
pertencem a uma classe de metabdlitos secundarios de plantas produzidas pela
dimerizagdo oxidativa de duas unidades de fenilpropandide com uma enorme
diversidade de estruturas. O termo lignana é aplicado aos dimeros opticamente

ativos de fenilpropandides ligados por seus atomos de carbono (3, .

Figura 5 — Lignanas com ac¢ao farmacolégica comprovada.
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Na Figura 6 vemos um exemplo de rota biossintética da lignana podofilotoxina
(Gordaliza et al., 2004) com as unidades fenilpropandides destacadas em vermelho.
As lignanas estdo na sua maioria presentes na natureza sob a forma livre, enquanto
seus derivados glicosideos sdo mais raros, sendo amplamente distribuidas no reino

vegetal e encontradas em espécies que pertencem a mais de 70 familias.



Figura 6 — Rota biossintética da lignana podofilotoxina, com as estruturas fenilpropandides

ligadas pelo carbono [, (adaptado de Gordaliza et al., 2004).
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As lignanas s&do encontrados nas raizes, rizomas, caules, folhas, sementes e
frutos. Com algumas excecbes, essas fontes n&o fornecem quantidades
comercialmente uteis. Como exemplo de excecdes temos as resinas exudadas de
arvores, onde as lignanas ocorrem em misturas simples com outros produtos

naturais, e sao facilmente isoladas (Ayres & Loike, 1990).

Apesar de suas conhecidas atividades biologicas, as lignanas foram pouco
testadas contra protozoarios parasitas (Kayser et al., 2003). Em um dos poucos
trabalhos publicados, Lopes e colaboradores demonstraram in vitro o potencial das
lignanas tetrahidrofuranicas grandisina e veraguensina (Figura 5) para impedir a
transmissdo da doenca de Chagas por transfusdo de sangue onde a atividade
destas lignanas, na concentracdo de 2,5 ug/mL, inibiu o crescimento do T. cruzi em
62% e 87% respectivamente. Em outro estudo, as lignanas isoladas a partir do
extrato hexanico das folhas de Zanthoxyllum naranijillo foram testadas tanto in vitro
como in vivo contra duas cepas de Trypanosoma cruzi (Bastos et al., 1999), sendo a
lignana (-) -metilpluviatolido (Figura 5) a mais eficaz. Uma pimenta oriunda da india,

Piper cubeba, contém a lignana cubebina (Figura 5) que, sinteticamente modificada,



gerou derivados com declarada eficacia contra o S. mansoni e T. cruzi (Silva, M. L. A
et al., WO/2007/009201).

As lignanas estdo presentes no género Phyllanthus com grande diversidade

de estruturas quimicas e muitas delas séo farmacologicamente ativas (Tabela 1).

Tabela 1 — Lignanas isoladas e identificadas em diversas espécies de Phyllanthus (Nahar et

al., 2011).
Espécie Porgao Lignanas
p , Hipofilantina; Nirantina; Nirtetralina;
. amarus Partes aéreas PP .

Filantina; Filtetralina

P. anisobulos Partes aéreas Justicidina B; Filantostatina A

P. discoideus Partes aéras Filantina

P. myrtifolius Planta inteira Jl_JstigiQina ,A; Filamiricina A, B C D E, F,
Filamiricosideo A, B, C; Retrojuscidina B
Cubebina, ester metilico, 2,3-Demetoxi-
seco-isolintetralina; 2,3-Demetoxiseco-
isolintetralina; Demetilenedioxinirantina;

P niruri Planta inteira e cultura Hinoquinina; Hidroxinirantina; Nirfilina;

. niruri . ) o L .
de células Isolintetralina; Linantina;Lintetralina;

Neonirtetralina; Filnirurina;Seco-4-
hidroxilintetralina;Seco-isolariciresinol
trimetil eter

P. polyphyllus Planta inteira Difilina
Seco-isolariciresinol

P. oxyphyllus Raizes
Pinoresinol

P. reticulates Caule Pinoresinol
Cleistantina A; Cleistanthin A, ester

P. taxodiifolius Partes aéras metilico; Cleistantosideo A;

Taxodiifolosideo

. urinaria

Planta inteira

5-Demetoxinirantina;  Dextrobursehernina
Heliobuftalmina lactona; Urinalignana

Urinatetralina; Virgatusin

. virgatus

Partes aéras

Virgatina

1.6. Phyllanthus amarus

Por conta desta diversidade de moléculas bioativas, as espécies do género

Phyllanthus vém despertando grande interesse pois sinalizam um bom potencial de

opgdes terapéuticas. O género Phyllanthus tem larga distribuicdo em regides

tropicais e sub-tropicais, apresentam um grande numero de espécies, sé&o
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tradicionalmente utilizadas para diversos fins terapéuticos e mostram grande

diversidade de metabdlitos secundarios (Calixto et al., 1998).

Phyllanthus amarus Schum and Thonn (Euphorbiaceae) (Figura 7) é uma
planta nativa das regides tropicais e subtropicais ao redor do mundo (Silva & Sales,
2007). Popularmente é conhecida no Brasil como "quebra-pedra" e usada na
medicina tradicional de diversos paises para o tratamento de problemas de
estbmago, sistema genito-urinario, rins, figado e baco, diurético, febrifugo e anti-
séptico. A planta é usada em gonorréia, menorragia e outras afecgées genitais. E Util
na gastropatia, diarréia, febres intermitentes, oftalmopatia, sarna, ulceras e feridas
(Patel et al., 2011).

Figura 7 - Phyllanthus amarus cultivado no campo experimental do CPQBA-UNICAMP.
X 1 - Fvw( r; x v %, 1Y ]
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As diversas ag¢des farmacologicas podem ser atribuidas aos diversos grupos
de substéncias quimicas presentes em P amarus destacando-se as lignanas,

flavondides, taninos hidrolisaveis (elagitaninos), polifendis, triterpenos, esterois,
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alcaldides e dleos volateis (Patel et al., 2011; Calixto et al., 1998; Dhooghe et al.,
2011).

Quanto ao efeito anti-litico, pelo qual a planta é popularmente conhecida, os
estudos apontam uma agao preventiva na deposi¢ao de cristais de oxalato de calcio
(Barros et al.,2003; Nishiura et al., 2004). Os extratos alcodlico e aquoso das folhas
de P. amarus apresentam efeito antioxidante in vitro e in vivo (Ujwala et al., 2012;
Wannannond et al., 2012; Krithika et al., 2011). Os extratos hidroetanélico e hexanico
apresentam acgéo anti-inflamatoria in vitro e in vivo provavelmente devido a presencga
das lignanas nirantina e nirtetralina (Kassuya et al., 2003; Kassuya et al., 2005;
Kassuya et al., 2006).

Ha estudos comprovando outras atividades de interesse farmacol6gico como
a acao anti-HIV (Notka et al., 2004) anti-HBV (Liu et al., 2001; Wang et al., 2001),
bactericida contra Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa, (Sen et al., 2012; Eldeen et al., 2011; Akinjogunla et al.,
2010) contra Plasmodium falciparum (Kamaraj et al., 2012; Inbaneson et al., 2012;
Appiah-Opong et al., 2011), Leishmania donovani (Chowdhury et al., 2012) e
recentemente ficou demonstrada a acédo contra o Schistosoma mansoni (Oliveira,
2008; Oliveira, 2012).

Quanto a toxicidade, os resultados até agora publicados com testes em
animais mostram que os extratos foram isentos de efeitos tdxicos em estudos de
toxicidade aguda (Sirajudeen et al., 2006; Lawson-Evi et al.,2008; Pingale et al.,
2011) embora dois estudos de toxicidade crénica evidenciem alteracdes histoldgicas
nos rins de ratos (Adjene, 2010; Eweka et al., 2011).

Baseado nos resultados promissores obtidos anteriormente por nosso grupo
de pesquisa nos ensaios in vitro do extrato etandlico de P. amarus, o objetivo deste
estudo foi testar as fragdes obtidas por particdo liquido-liquido e cromatografia em
coluna classica contra S. mansoni linhagem BH, quanto a viabilidade e oviposicao

dos vermes in vitro.
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2. OBJETIVOS

2. 1. Objetivo geral

O presente estudo objetiva avaliar a atividade do extrato etandlico das folhas
de P amarus, suas fragdes e substancias isoladas quanto a mortalidade e
oviposicéo in vitro de casais de S. mansoni.

2. 2. Objetivos especificos

- Identificar as substancias presentes nos extratos e fragdes com atividade
esquistossomicida.

-Avaliar o efeito solubilizante Da polivinilpirrolidona (PVP) sobre os extratos e
fragcbes com atividade esquistossomicida.

- Avaliar solventes na partigdo liquido-liquido para otimizar a segregacéo das
lignanas de substancias graxas a partir do extrato etandlico.

- Avaliar fases estacionarias e fases moveis para o fracionamento das
lignanas obtidas do processo de particio.

- Avaliar o extrato etandlico das folhas de P. amarus e suas fragbes com
atividade esquistossomicida quanto a citotoxicidade em células humanas.
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3.  MATERIAIS E METODOS
3.1.Estudos Fitoquimicos

3.1.1. Reagentes

Etanol técnico 95%; Hexano P.A. (Synth®); Acetato de etila P.A. (Synth®);
Acetonitrila P.A. (Nuclear®); Cloreto de metileno P.A. (Synth®); Metanol P.A.
(Synth®); Acido acético P.A. (Synth®); Acido sulfurico 98% P.A.(Synth®);
Anisaldeido P.A. (Vetec®); Florisil (0.150-0.250 mm) (Merck®); Silica Gel (0.063-
0.200 mm) (Merck®); Diazald 99% (Aldrich®); Placas cromatograficas Silicagel 60
(Merck®); Polivinilpirrolidona (PVP K-30 Synth®); 5-Demetoxinirantina, Nirantina,
Filantina e Hipofilantina, isoladas e identificadas pela DQOF, CPQBA-UNICAMP.

3.1.2. Equipamentos
-Dispersor Ultra-Turrax ® T-50.
-Evaporador rotativo Quimis.

-Cromatografo Hewlett-Packard 5890 série I, equipado com um detector
seletivo de massas Hewlett-Packard 5971, injetor split/splitless, utilizando-se
uma Coluna capilar: HP-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um).

3.1.3. Material vegetal

Folhas de Phyllanthus amarus Schum. & Thonn foram coletadas em fevereiro
de 2011 no campo experimental do CPQBA/UNICAMP (S 22° 47’ 58", W 47° 6’ 44”).
A planta foi identificada pelo Prof. Dr. Grady L. Webster (University of Califérnia
Davis, USA). Sua exsicata esta depositada no Herbario do Departamento de
Botanica do Instituto de Biologia da UNICAMP, sob nimero UEC 127.411.

3.1.4. Obtencao dos extratos etanolicos

O extrato etandlico (EE1) foi preparado a partir de 300 g de folhas secas e

moidas de P. amarus (acesso 14/11-bordadura 22 coleta) com auxilio de um

13



dispersor Ultra-Turrax ® T-50 a 8000 rpm a temperatura ambiente. A extracdo em
dispersor foi realizada por 10 minutos, utilizando na primeira extragcéo 3,0 L de etanol
95% seguido de filtragcdo a vacuo. Depois da filtragdo o residuo da planta foi lavado
com 100 mL do mesmo solvente, retornando-se o residuo em um béquer e
realizando-se assim mais uma extragdo de modo analogo a primeira, porém
utilizando na segunda extragdo 2,0 L de solvente. Para a lavagem do residuo foram

utilizados 0,5 L de etanol 95%. Todos os filtrados foram combinados.

Uma amostra do extrato EE1 (56 mL - 1% do volume total) foi evaporada até
secura para determinacéo do rendimento do processo de extragdo. O restante do
extrato foi parcialmente evaporado com auxilio de um evaporador rotativo a vacuo
em banho a 45°C, obtendo-se 2,0 L do extrato concentrado. Este extrato foi utilizado
para o fracionamento por particdo liquido-liquido utilizando-se hexano e etanol 85%

como solventes.

Uma segunda extracdo foi realizada a partir de mais 300 g da mesma
amostra, com o mesmo solvente e equipamento de extragdo, utilizando-se menor
quantidade de solvente, e maior numero de extragbes com menos tempo. Assim, a
extracdo em dispersor foi realizada por 5 minutos, utilizando-se na primeira extracéo
2,0 L de etanol 95% seguido de filtracdo a vacuo. Depois da filtragdo, o residuo da
planta foi lavado com 100 mL do mesmo solvente, retornando-se o residuo em um
béquer e realizando-se assim mais uma extracdo de modo analogo a primeira,
porém utilizando na segunda extracdo 1,0 L. Para a lavagem do residuo foram
utilizados 100 mL de etanol 95%. Finalmente realizou-se a terceira extracao com 0,5
L de Etanol 96% e 100 mL para a lavagem do residuo, reunindo-se todos os
filtrados, fornecendo o EE2. O volume final do EE2 foi determinado e uma aliquota
de 36 mL (1% do volume total) foi evaporada até secura para determinagéo do
rendimento do processo de extracdo. O restante do extrato foi parcialmente
evaporado com auxilio de um evaporador rotativo a vacuo em banho de 45°C,
obtendo-se 2,0 L do extrato concentrado. Este extrato foi utilizado para o
fracionamento por particdo liquido-liquido utilizando-se hexano e acetonitrila como

solventes.
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Os extratos foram analisados por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

e Cromatografia a Gas com Espectrometro de Massas (CG-EM).

O extrato EE1 foi submetido aos ensaios de atividade in vitro contra S.

mansoni.

3.1.5. Particao liquido-liquido do extrato EE1 com hexano-etanol-agua

O extrato etandlico (EE1 - 2,0 L) foi submetido a parti¢cdo liquido-liquido com
2,0 L de n-Hexano e 200 mL de agua em um funil de separacéo. A fracdo etandlica
resultante (FE) foi extraida com trés por¢cdes de 300 mL de n-hexano. As fragdes
hexanicas foram reagrupadas (FH1) e extraidas com duas porcdes de 100 mL de

etanol:agua (9:1 v/v) e estas foram reagrupadas com a primeira fracao etandlica.

As fragdes FE e FH1 foram evaporadas a vacuo fornecendo as fragcdes secas
que foram pesadas, analisadas por CCD utilizando como eluente hexano: acetato de
etila (6:4 v/v), analisadas por CG-EM e enviadas para teste in vitro contra S.

mansoni.
3.1.6. Particao liquido-liquido do extrato EE2 com hexano-acetonitrila

Uma porgédo do EE2 seco (36 g) foi solubilizada em 200 mL de acetonitrila
com auxilio de banho de ultrassom, a temperatura ambiente, transferindo-se a
porcdo soluvel para um funil de separacdo de 500 mL. Ao residuo, foram
adicionados 200 mL de n-Hexano para solubilizar o material insolUvel em acetonitrila
com auxilio de banho de ultrassom a temperatura ambiente. A por¢cao soluvel foi
transferida para o funil de separagéo contendo a porgéo de acetonitrila. O residuo
insolavel (RI) foi seco a vacuo e sua massa determinada, analisado por CG-EM e

enviado para teste in vitro contra S. mansoni.

A mistura das fases de hexano e acetonitrila foi agitada vigorosamente,
separando-se a fragdo de acetonitrila (FA). A fragdo hexanica (FH2) foi extraida com

2 porcbes de 50 mL de acetonitrila. As respectivas fracbes FA e FH2 foram
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agrupadas e evaporadas a vacuo fornecendo as fragbes secas que foram pesadas,

analisadas por CCD e CG-EM e enviadas para teste in vitro contra S. mansoni.
3.1.7. Fracionamento da fragao FA por cromatografia em coluna

A fracao FA (4,0 g) foi solubilizada em 200 mL de n-hexano com auxilio de
banho de ultrassom e adicionada sobre 40 g de Florisil® (silicato de magnésio)
previamente acondicionada em coluna de vidro de 2 cm x 40 cm em n-hexano. Apds
eluicdo, o solvente foi evaporado a vacuo, analisado por CCD e esta fracdo foi
descartada. Em seguida, a coluna foi eluida com um gradiente de polaridade
crescente de solventes sendo recolhidas 2 fracdes de 50 mL de cada mistura de

solventes, conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 — Composigdo de solventes das fragdes recolhidas na eluicdo da FA em coluna de
Florisil®

Fase moével Fase movel
Fracbes [Hexano (I:))|c|orometan Fracbes ([))|c|orometan AcOEt MeOH
1a;1b 100% 0% 6a;6b 95% 5% 0%
2a;2b 80% 20% 7a;7b 95% 5% 0%
3a;3b 60% 40% 8a;8b 90% 10% 0%
4a;4b 40% 60% 9a;9b 0% 100% 0%
5a;5b 0% 100% 10a;10b 0% 0% 100%

As vinte fragcbes obtidas (1a a 10b) foram analisadas por CCD utilizando como
fase moével hexano: acetato de etila (70:30 v/v), agrupadas de acordo com sua
semelhanca, gerando seis fragdes (fracbes I-VI), secas, pesadas e posteriormente

analisadas por CG-EM.

As amostras, depois de agrupadas e secas, foram encaminhadas para os

ensaios de atividade in vitro contra S. mansoni.
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3.1.8. Derivatizagao dos acidos carboxilicos da fragao VI com solugao de

diazometano

A fracao VI (10 mg) foi solubilizada em 2 mL de etanol absoluto e adicionadas
a 2 mL de solugéo de diazometano, sendo os solventes posteriormente evaporados
sob nitrogénio a temperatura ambiente. A amostra foi entdo dissolvida em 2 mL de

acetato de etila e enviada para anélise por CG-EM.

3.1.9. Métodos de analise

3.1.9.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Os extratos, as fragdes e os substancias isoladas foram analisados por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD), utilizando-se cromatoplacas de silica gel
60 F254 — Merck. O eluente utilizado foi uma mistura de hexano-acetato de etila
70:30 (v/v). A detecgédo das substancias foi realizada por irradiagcdo sob lampada
Ultravioleta (UV) a 254 e 366 nm, seguida de pulverizacdo com solugdo de
anisaldeido (acido acético: acido sulfurico: anisaldeido (10:5:0,5 v/v) e aquecimento
em estufa a 100°C por 5 minutos. (Wagner & Bladt, 1996).

3.1.9.2. Cromatografia a Gas com Detector de Massas (CG-EM)

As analises por CG-EM foram realizadas num cromatografo Hewlett-Packard
5890 série Il, equipado com um detector seletivo de massas Hewlett-Packard 5971,
injetor split/splitless, utilizando-se uma Coluna capilar: HP-5 MS (30 m x 0,25 mm x
0,25 um). A temperatura do injetor foi de 280°C; detector, 300°C; o gradiente de
temperatura da coluna foi 150°C / 2 min, 5°C.min"" até 240°C, entdo 10°C. min™' até
300°C por 34 min. O volume de injecao foi de 1,0 uL com vazédo de gas de arraste
(He) de 1,0 mL min™.
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3.2.Estudo de dispersao em polivinilpirrolidona (PVP)

Preliminarmente foram testadas quatro propor¢des do extrato EE1 e PVP (1:1,
1:2, 1:3 e 1:4 m/m) a fim de determinar a melhor proporcéo para solubilizagdo dos

extratos a serem testados in vitro, conforme descrito abaixo.

Pesaram-se quatro aliquotas de 10 mg do extrato EE1 em quatro tubos de
ensaios de 15 mL seguido da adigdo de 10, 20, 30 e 40 mg de polivinilpirrolidona
(PVP-K30) e de 3 mL de etanol 96%. As amostras foram solubilizadas a temperatura
ambiente com auxilio de um banho de ultrassom e secas sob nitrogénio a
temperatura ambiente. As dispersées solidas entdo formadas foram adicionados 2
mL de agua, e as solugdes resultantes foram analisadas quanto ao aspecto, filtradas

em filtro 0,45 ym, sendo as lignanas quantificadas por cromatografia gasosa.

A excecgdo das amostras EE 2005, EE 2011 e PZQ, que foram testadas in vitro

com e sem PVP, todas as demais foram testadas dispersas em PVP.

3.3.Testes in vitro

3.3.1. Atividade esquistossomicida

Os testes in vitro da atividade esquistossomicida foram realizados pela Dra.
C. N.F. Nascimento no Laboratorio de Helmintologia do Depto. de Biologia Animal do
Instituto de Biologia da UNICAMP, sob orientagéo da Profa. Dra. Silmara Allegretti.
Neste estudo foi utilizada a linhagem BH de S. mansoni, oriunda de Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil. A linhagem foi mantida em caramujos Biomphalaria glabrata do
Departamento de Biologia Animal. Camundongos Swiss-SPF fémeas, com trinta dias

de idade, pesando cerca de 20 g, foram infectados com cerca de 70 cercarias.

Oito semanas apds a infecgdo, os vermes adultos de S. mansoni foram
recuperados por perfusdo do sistema porta hepatico e veias mesentérica. Estes
foram lavados em meio RPMI-1640 (Nutricell) complementado com 200 ug-mL™" de

estreptomicina, 100 IU / mL de penicilina (Invitrogen), e 25 mM de HEPES. Depois,
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com o auxilio de lupa, um casal de vermes foi transferido para cada poco de uma
placa de cultura de 24 pocgos (Figura 8) contendo 2 mL de meio RPMI-1640 e foram
incubados em estufa de CO;, a 5% e 37 ° C (Xiao et al., 1995). A solucédo de PBS a
2% (solugéo salina tamponada com fosfato, pH 7,0) foi utilizada como solvente para

todas as amostras. Todos os testes foram realizados em cinco repeticoes.

Figura 8 — Placa com 24 pocos para a observagédo dos casais de S. mansoni, com

distribuicdo aleatéria das amostras*

1 2 3 4 5 6
B 25 50 50 50

*valores expressos em ug-mL™".

Foram avaliadas as concentragdes de 25 pg-mL”, 50 ug-mL™", 100 yg-mL" e
200 pg'mL". O grupo controle positivo foi tratado com uma concentragéo letal de
PZQ (10 ug-mL™"), enquanto que o grupo de controle negativo foi mantido apenas em
meio RPMI-1640 sob as mesmas condi¢des. Neste estudo avaliou-se a oviposigao e
a susceptibilidade dos vermes na presenca de diferentes concentragbes dos
extratos, fracbes e substancias isoladas em intervalos regulares de 24, 48 e 72 h,
utilizando-se de um microscépio invertido Leica DM500. Durante todo o periodo de
observacéo as placas de cultura foram mantidas em estufa a 37°C e 5% CO;. Os
ensaios foram aprovados pela Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA /
Unicamp, protocolo. 2984-1, Anexo 2), por estarem em acordo com os principios

éticos de experimentagédo animal adotado pela CEUA.
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Foram avaliadas nestes experimentos as seguintes amostras: EE (s/PVP),
EE, FH1, FE, FH2 FA, RI, fragcbes I-VI, nirantina, filantina, hipofilantina, 5-
demetoxinirantina, acido linolénico (AL), AL+filantina, AL+nirantina, AL+5-

demetoxinirantina, estas com PVP, além do PZQ e do PVP.
3.3.2. Atividade citotoxica

Os testes de citotoxicidade in vitro foram realizados na Divisdo de
Farmacologia e Toxicologia do CPQBA — UNICAMP sob orientacdo do Dr. Jodo

Ernesto de Carvalho.

A linhagem celular de queratinécitos humanos (HaCaT) usada neste estudo
foi obtida na Faculdade de Odontologia de Piracicaba, Universidade de Campinas-
UNICAMP. Foi cultivada em meio RPMI com 5% de SFB e penicilina:estreptomicina
(100UI/mL:100 pg-mL™), de acordo com sua densidade de inoculagdo. Foram
inoculados 100 pL por compartimento de suspensdo celular em placas de 96
compartimentos, que foram incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera de 5% de
CO, e ambiente umido. Da mesma forma, preparou-se uma placa controle (placa
T0), que continha a mesma linhagem celular utilizada no experimento. As amostras
foram diluidas em solugdo estoque de dimetilsulfoxido (DMSO, Merck®) na
concentracéo de O,1g-mL'1. Para a adicao a cultura de células, estas solug¢des foram
diluidas pelo menos 400 vezes em meio de cultura RPMI com 5% de SFB e
penicilina:estreptomicina (100UI-mL'1:1OOpg-mL'1), 0 que evita a toxicidade do
DMSO. As amostras foram adicionadas nas concentra¢des de 0,25; 2,5; 25 e 250
pg-mL'1, (100 pL /compartimento) em triplicata e, a seguir, foram incubadas por 48
horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO; e ambiente iUmido No momento de adigéo
das amostras, as células inoculadas em uma placa controle TO foram fixadas pela
adigdo de 50 pL por compartimento de acido tricloroacético (TCA) a 50% (Sigma®)
para determinagdo da quantidade de células presentes no momento em que as
amostras foram aplicadas, sendo este o valor basal TO. Apés 48 horas de
tratamento, as células das placas T (tratadas) e C (controle) foram fixadas com 50 L
por compartimento de acido tricloroacético a 50% (TCA) e incubadas por 1 hora, a

4°C. Em seguida, as placas foram submetidas a quatro lavagens consecutivas com
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agua corrente para a remocgado dos residuos de TCA, meio, SFB e metabdlitos

secundarios, sendo mantidas a temperatura ambiente até a secagem completa.

ApoOs a secagem, foram adicionados 50uL por compartimento do corante
protéico sulforrodamina B (SRB, Sigma®) a 0,4 % (massa/volume) dissolvido em
acido acético a 1 % e, a seguir, as placas foram mantidas em temperatura ambiente,
por 30 minutos. As placas foram entdo lavadas por 4 vezes consecutivas com
solucao de acido acético 1% e, apdés secagem completa a temperatura ambiente, o
corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com 150uL por compartimento
de Trizma Base (10uM, pH 10,5) (Sigma®). A leitura espectrofotométrica da
absorbancia foi realizada em leitor de microplacas a 540 nm (Molecular Devices®,

modelo VersaMax).

As médias das absorbancias foram calculadas descontando o valor de seus
respectivos brancos e foi determinada a porcentagem de crescimento de cada
amostra testada. Sendo T a média da absorbancia da célula tratada, C o controle de
célula e TO o controle das células no dia da adigdo das amostras, o resultado obtido

foi subtraido de 100%, obtendo-se entdo a porcentagem de crescimento. .

Para estas condigbes, o calculo do crescimento celular (%) é realizado pela
férmula 100 x [(T - TO) / (C— TO)]. Se T < TO, a amostra-teste induziu morte celular,
ou seja, efeito citocida e pode ser calculada por 100 x [(T - TO) / TO] (Monks et al.,
1991). Se T > C a amostra-teste estimulou o crescimento celular. Se T=2TO0e <C, a
amostra-teste inibiu o crescimento celular, ou seja, houve um efeito citostatico.
Esses resultados foram expressos em curva de crescimento celular em fungéo da
concentracdo da amostra e, a partir deles, foi calculada a concentracéo efetiva GI50
(concentragdo necessaria para inibicdo de 50% da proliferacao celular), através de
regressao néo linear, tipo sigmoidal, empregando-se software ORIGIN 8.0 (OriginLab
Corporation) (Denny et al, 2008; Shoemaker, 2006)

As amostras avaliadas neste ensaio foram: EE, FH2 FA, Rl e PVP.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A espécie Phyllanthus amarus € uma importante planta medicinal,
amplamente utilizada na medicina tradicional por possuir uma grande variedade de
propriedades benéficas ao homem. Uma triagem de compostos obtidos das partes
aéreas desta planta identificou inUmeras atividades farmacol6gicas como atividade
hepatoprotetora, anti-diabética, analgésica, anti-inflamatéria, diurética, além de
outras (Joseph et al., 2011). Estudos realizados por nosso grupo de pesquisas
(Fapesp- Processo n ° 2002/03498-5) demonstraram atividade anti-inflamatéria de
fracbes ricas em lignanas e lignanas isoladas das folhas de P. amarus (Kassuya et
al., 2005).

Estudos in vivo utilizando os extratos hexanico e etandlico contra o S.
mansoni linhagem BH, mostraram atividades promissoras dessa planta contra essa
helmintiase (Oliveira, 2008). Para os dois extratos foram testadas as concentracbes
de 100, 150 e 250 mg-kg”' em camundongos em dose Unica, via oral, com redugo
em até 63% do numero de vermes recuperados do sistema porta hepatico na maior
dosagem. Houve 100% de supressao da oviposi¢do nos tratamentos realizados com
o extrato etandlicos (100 mg-kg™) e fracéo rica em lignanas (50 mg-kg™). O figado e
0 bago dos camundongos tratados com o extrato etandlico, extrato hexanico e fragcao
rica em lignanas apresentaram-se livres de granulomas ou menos comprometidos do
que os respectivos 6rgdos do grupo controle. Estudos de fracbes e substancias
isoladas do extrato etandlico desta planta (Oliveira, 2012) confirmaram a atividade
esquistomicida in vitro, com 100% de mortalidade para vermes machos e fémeas
para as fraces ricas em lignanas (25ug-mL™") e in vivo, com a nirantina na dosagem
de 100 mg-kg'1, diminuindo a carga parasitaria em camundongos em até 57% e a
oviposicdo em até 95%. Esses resultados demonstram potencial atividade anti-
inflamatoria e esquistomicida de P. amarus, principalmente para o extrato etandlico,

e suas fragdes contendo lignanas.

O estudo fitoquimico do P. amarus realizado neste projeto envolveu a
preparacdo de extratos etandlicos das folhas secas e moidas de P. amarus e foram

guiados pelos resultados de atividade antiparasitaria, visando a identificacdo das
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substancias responsaveis pela atividade. Devido a grande dificuldade de
solubilizacédo das amostras em meio aquoso para realizagédo dos ensaios in vitro, o
presente trabalho envolveu também o estudo de incorporagdo destas amostras em
matrizes hidrossoluveis visando garantir sua total solubilizagdo no meio de cultura
dos vermes de S. mansoni e assim comprovar sua atividade e monitorar o
isolamento das substancias ativas. O processo de extragdo e fracionamento estao

esquematizados no fluxograma da Figura 9.

Figura 9 — Fluxograma resumido das extra¢des e fracionamentos das folhas de P. amarus

Folhas de Pamarus
(2 x 300 g)

Extracdo com etanol

EE1 EE2
(28,8 g) (40,0 g)
i Particao etanol:hexano i (25,0 9) (36,0 9) EL Partic&o acetonitrila:hexano i

l v v \ 4 \ 4

FE | FH1 | | FA | FH2 | RI

(18,59) (7.5 9) (14,0 9)

—~
R
o
«Q
-

FA fracionada com Florisil®

A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4

| I i
(568 mg) (778 mg) (564 mg) (220 mg) (905 mg) (594 mg)

Na Figura 10 estdo apresentadas as estruturas das substancias identificadas

nos extratos e fragcbes de P. amarus.
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Figura 10 - Substancias identificadas nos extratos e fracées de Phyllanthus amarus.

Acidos carboxilicos

1 /\/W\/\)'LOH

OCH;g OCH3

OCH,

OCHg

OCH,

1-ac.palmitico; 2-ac.linoleico; 3-ac.linolénico; 4-5-demetoxinirantina; 5-filantina;
6-filtetralina; 7-nirtetralina; 8-hipofilantina; 9-nirantina.

Das lignanas identificadas por seus tempos de retengcéo e espectros de massa e

(CG-EM), a 5-demetoxinirantina 4, a filantina 5 e a nirantina 9 pertencem a
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classe das diarilbutanas; a filtetralina 6, a nirtetralina 7 e a hipofilantina 8,

pertencem a classe das ariltetralinas. (Kassuya et al., 2005).
4.1. Extratos etandlicos (EE)
4.1.1.Estudos Fitoquimicos dos extratos EE
41.1.1. CCD dos extratos EE

Os extratos etanodlicos (EE1 e EE2) foram obtidos a partir das folhas secas e
moidas de P. amarus com rendimento de 9,6% e 13,3 %, respectivamente. O maior
rendimento observado no EE2 deve-se a maior eficiéncia de extracdo que foi
realizada em trés etapas enquanto o EE1 em duas. A analise por CCD dos extratos
revelou a presenca de substancias nirantina e filantina bem como pigmentos e
outras substancias reativas com anisaldeido, possivelmente terpenos e esteroides
(Figura 11).

Figura 11 — CCD dos extratos EE1 e EE2; fase movel hexano:acetato de etila (7:3 v/v);

revelador anisaldeido sulfurico (Pd: nirantina (9); filantina (5)).

- -
EE1 EE2 Pd
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4.1.1.2. GC-EM dos extratos EE

Na comparacdo das andlises dos extratos etandlicos por CG-EM (Figura 12)
vé-se uma grande semelhanga em seus cromatogramas, com 0 mesmo conjunto de
picos entre os tempos de retenc&o de 25 e 30 min, sendo estes picos caracteristicos

das lignanas presentes em P. amarus.

Figura 12 - Cromatogramas dos extratos EE1 e EE2 das folhas de P. amarus. Nos

detalhes segue a identificagdo das lignanas conforme disposto na Tabela 1.
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A derivatizacdo do extrato EE por metilacdo com diazometano mostrou a
presenca de acidos carboxilicos. O extrato EE derivatizado apresenta, em seu
cromatograma (Figura 13), os picos com tempo de retengéo de 12,5 min, 15,6 min e
15,7 min correspondentes ao éster metilico do acido palmitico 1, ao éster metilico do

acido linoleico 2 e ao éster metilico do acido linolénico 3.

Figura 13 — Cromatograma do EE1 metilado, destacando-se os picos referentes aos ésteres

metilicos dos acidos palmitico 1, linoleico 2 e linolénico 3.
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As substéncias detectadas e identificadas por CG-EM neste trabalho
encontram-se listadas na Tabela 3 sendo que a numeracgao que as identifica sera
utilizada nos cromatogramas subsequentes. Para cada substancia, o fragmento

referente ao ion molecular esta grafado em negrito e o pico base sublinhado.
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Tabela 3 - Principais fragmentos observados nos espectros de massas das substancias
presentes em P. amarus.

Substancia Fragmentagdo m/z (%)
Palmitato de metila (1) 270 (10) 143 (19) 37 (70) 74 (100)
(12,80) * 75  (18) 55 (22) 43 (27) 41 (19)
Linoleato de metila (2) 294 (11) 9 (63) 32 (48) 31 (90)
(15,85) * 68 (44) 67 (100) 55 (60) 41 (50)
Linolenato de metila (3) 292 (4) 95 (52) 93 (49) 31 (40)
(16,01) * 79 (100) 67 (60) 55 (43) 41 (43)
Lignana 10 386 (7) 218 (11) 187 (26) 173  (11)
(25,85) 136 (28) 135  (100) 77 (16) 45 (12)
5-Demetoxinirantina (4) 402 (23) 203 (19) 187 (14) 177 (14)
(26,20) 152 (35) 151  (100) 136  (14) 135  (60)
Filantina (5) 418 (15) 203 (19) 189 (7) 177 (13)
(26,44) 152 (32) 151  (100) 107 (9) 45 ®8)
Hgnana 11 400 (69) 324 (22) 323 (100) 308  (17)
(26,50) 296 (37) 201 (20) 135  (49) 45 (36)
(26,50) 312 (32) 201 (31) 151  (95) 45 (41)
Hgnana 12 400 (58) 337 (61) 323  (100) 308  (53)
(26,60) 307 (61) 185  (50) 151  (51) 45 (58)
Nirtetralina (7) 430 (100) 367 (32) 353 (78) 222  (44)
(27,05) 215 (81) 208  (81) 151  (66) 45 (65)
Hipofilantina (8) 430 (66) 367 (40) 353  (56) 215  (45)
(27,77) 208  (48) 207 (79) 151  (100) 45 (10)
Nirantina (9) 432 (31) 430 (23) 203 (26) 166  (90)
(27,85) 165  (65) 152 (34) 151  (100) 45 (20)
Lignana 13 432 (36) 166 (100) 151  (93) 165  (69)
(27.95) 152 (34) 203 (28) 217 (17) 45  (14)
Lignana 14 370 (37) 371 (8) 152 (15) 151  (100)
(28,35) 136 (8) 135 (26) 107 (7) 77 (11)

*ap6s metilagdo do extrato EE.
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Nas figuras 14 a 17 estdo apresentados os espectros de massas das

substancias observadas no extrato EE de P. amarus e testadas in vitro. Os espectros de

massas das demais substancias encontram-se no anexo.

Figura 14 - Espectro de massas da substancia de tempo de retencéo 26,1 minutos —
5-demetoxinirantina (4) (MM 402).
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Figura 15 - Espectro de massas da substancia de tempo de retengéo 26,4 minutos —
filantina (5) (MM 418).
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Figura 16 - Espectro de massas da substancia de tempo de retencéo 27,7 minutos —
hipofilantina (8) (MM 430).
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Figura 17 - Espectro de massas da substancia de tempo de retengéo 27,8 minutos —
nirantina (9) (MM 432).
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O espectro de massas da filantina (5, Figura 15) apresentou os fragmentos
M* 418 (18%); 386 (6%), 353; 203 (27%); 151 (100%) e 107 (10%) m/z. O pico
base em m/z 151 é obtido por fragmentacgéo da ligagdo C7-C8, como na nirantina
(9), (caminho a, Figura 18), que origina um cation benzilico estabilizado pelos

elétrons do anel aromatico.

Figura 18 - Principais fragmentos observados na fragmentacgdo da nirantina (9)
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m/z 432 ] b

_OCH,

A hipofilantina (8) (MM 430), uma lignana da classe das ariltetralinas,
apresenta fragmentacdo semelhante a da nirantina (9), exibindo entretanto, além do
fragmento m/z 151 e m/z 165, o fragmento m/z 353, indicativo da classe das
ariltetralinas (Figura 19). As fragmentacdes da hipofilantina (8) e nirantina (9) foram

estudadas anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa.
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Figura 19 - Principais fragmentos observados para hipofilantina (8)

Além dessas lignanas, observou-se a presenca de outras substancias com
tempo de retencdo de 25,86 min e m/z 386, lignana 10, com padrédo de
fragmentagéo muito semelhante ao dimetil éter da cubebina (Elfahimi et al., 2006);
tempo de retencéo de 26,50 min e m/z 400, lignana 11, com perfil de fragmentacéo
semelhante ao da lintetralina (Enders et al., 2003); tempo de retencao de 26,60 min
e m/z 400, lignana 12, com perfil de fragmentagdo semelhante ao da isolintetralina
(Huang et al., 1992); tempo de retencao 28,35 min e m/z 370, lignana 14, com perfil
de fragmentacdo semelhante a da dextrobursehernina (Satyanarayana &

Venkateswarlu, 1991), ilustradas na Figura 20.
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Figura 20 — Lignanas com padrbes de fragmentacdo semelhantes as lignanas 10, 11, 12 e

14 detectadas nos extratos e fragdes de P. amarus.
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A lignana 13 elui quase ao mesmo tempo que a nirantina (9) e apresenta
padrdo de fragmentagcdo muito semelhante, a exceg¢do do fragmento m/z 416
(39,7%). Estas substancias requerem andlises adicionais para a correta

determinacao de suas estruturas.

As porcentagens relativas das lignanas presentes nos extratos etandlicos
(Tabela 4) mostram perfis muito semelhantes mas diferem significativamente dos
extratos obtidos em 2005 que apresentavam teores menores de filantina e teores
maiores de nirtetralina e hipofilantina e auséncia da 5-demetoxinirantina e outras
lignanas (Oliveira, 2012). Esta grande diferenca entre os teores pode estar
associada a fatores sazonais e climaticos, entre outros que interferem na biossintese
dessas substancias.
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A analise por CG-EM (Tabela 4) de ambos os extratos etandlicos mostra o
mesmo perfil e confirma a presenca das lignanas 5-demetoxinirantina (4) ( tempo de
retencdo 26,1 min; m/z 402), filantina (5) ( tempo de retencdo 26,4 min; m/z 418),
filtetralina (6) tempo de retencédo 26,5 min; m/z 416), nirtetralina (7) ( tempo de
retencdo 27,0 min; m/z 430), hipofilantina (8) ( tempo de retengéo 27,7 min; m/z 430)
e nirantina (9) ( tempo de retencao 27,8 min; m/z 432), ja isoladas e identificadas por

Nosso grupo de pesquisas

Tabela 4 - Porcentagem relativa das lignanas nos extratos EE1 e EE2.

Lignana EE1 (%) EE2 (%) EE2005 (%)
Lignana 10 2,4 4,0 -—-
5-Demetoxinirantina 4 20,0 249 -
Filantina 5 30,0 27,0 9,7
Filtetralina 6 /Lignana 11 7,2 7,5 11,4
Lignana 12 8,1 10,6 -
Nirtetralina 7 2,7 2,7 25,6
Hipofilantina 8 1,8 1,5 28,2
Nirantina 9/Lignana 13 21,2 17,6 25,0
Lignana 14 5,5 41 -—-

4.1.2. Testes in vitro do extrato EE

Para realizacdo dos ensaios de atividade esquistossomicida e citotoxicidade
in vitro, as amostras foram avaliadas inicialmente comparando-se a solubilidade dos
extratos com e sem polivinilpirrolidona (PVP), conhecido excipiente para
solubilizacdo de substancias pouco sollveis em agua (Vasconcelos et al., 2007),
avaliando-se os seguintes parametros: mortalidade dos vermes machos e fémeas de

S. mansoni e oviposi¢cdo em fung¢do da concentragéo e tempo de exposigéo.
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4.1.2.1. Dispersao soélida com PVP do extrato EE

Devido a baixa solubilidade em agua do extrato EE e fragbes obtidas de P.
amarus, optou-se pelo uso do PVP, que facilita a dissolugdo de substancias pouco
soluveis em agua pelo fendbmeno da dispersao sélida, onde um ou mais ingredientes
ativos sao dispersos num veiculo ou matriz inerte hidrossoluvel no estado sdlido.
Dispersbes solidas representam uma util técnica farmacéutica para aumentar a
dissolugéo, absorgéo e eficacia terapéutica de farmacos pouco soluveis em meio
aquoso. Varios pesquisadores relatam resultados encorajadores com diferentes
farmacos usando a técnica de dispersdo sélida (Kaur et al., 2012). Sendo assim,
com objetivo de avaliar a eficacia da dispersao das amostras em PVP, os testes in
vitro foram realizados inicialmente com o extrato etandlico disperso e néo disperso
em PVP.

Com efeito, a dispersdo solida do extrato EE com PVP apresentou mistura
hidrossoluvel e propiciou uma melhor atividade in vitro (Tabela 5). A partir desse

resultado, todas as amostras avaliadas foram dispersas em PVP, a excec¢ao do PZQ.

4.1.2.2. Atividade esquistossomicida do extrato EE

Num primeiro ensaio ficou clara a eficiéncia da dispersdo do extrato etandlico
em PVP, sendo que o PVP mostrou-se inerte (Tabela 5). A dispersédo sélida com o
PVP melhorou drasticamente a atividade esquistossomicida do extrato etandlico,
provavelmente devido a melhor disponibilidade das moléculas bioativas por efeito de

sua solubilizagdo no meio aquoso.

Na menor concentracéo (25 pg-mL'1) temos 80% de mortalidade para machos
e fémeas para o EE em PVP, contra nenhuma ocorréncia para o extrato EE1 sem
PVP.

O praziquantel, testado sem adicao de PVP, mostrou-se ativo em todas as

concentracbes, enquanto que o PVP ndo mostrou nenhuma atividade
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esquistossomicida, com resultados semelhantes ao do grupo controle negativo
(PBS).

Tabela 5 - Mortalidade acumulada de S. mansoni machos e fémeas com extrato EE1 de

folhas de P. amarus formulado com PVP.

Mortalidade acumulada (%)

EE1 EE1 ¢/ PVP PZQ PVP
Concentragao Tempo d ? d ? d ? d ?
6h 0 0 100 100 0 0
§ 24h 0 0 100 100 © 0
25 Hgmt 48h 0 0 80 60 100 100 O 0
72h 0 0 80 80 100 100 0 0
6h 0 0 0 100 100 0 0
50 g mL 24h 0 0 0 0 100 100 O 0
48h 0 0 100 80 100 100 0 0
72h 20 0 100 100 100 100 0 0
6h 0 0 0 0 100 100 0 0
p 24h 0O 100 100 100 100 O 0
100 pgrml 48h 20 20 100 100 100 100 0 0
72h 100 100 100 100 100 100 0 0
6h 0 0 0 0 100 100 0 0
200 pgrmL” 24h 0 0O 100 100 100 100 O 0
48h 100 100 100 100 100 100 0 0
72h 100 100 100 100 100 100 0 0
6h 0 0 0 0 0 0 0 0
Controle (PBS) 24h 0 0 0 X 0 0 0 0
48h 0 0 0 0 0 0 0 0
72h 0 0 0 0 0 0 0 0

O efeito na oviposicéo (Figura 21) é marcante em ambos os casos, embora
no EE sem PVP observa-se ainda alguma presenca de ovos (<10) nas
concentracdes de 100, 50 e 25 pg-mL™. A contagem para os grupos controle com
PBS ficaram entre 249 e 461 ovos.
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Figura 21 — Efeito do extrato EE1 com e sem PVP, PZQ e PVP sobre a oviposigédo de

S.mansoni.
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4.2. Partigao liquido-liquido
4.2.1. Estudos Fitoquimicos das parti¢goes liquido-liquido

4.21.1. CCD da particao hexano-etanol-agua e hexano-acetonitrila

O fracionamento de uma porgéo do extrato EE1 por particédo liquido-liquido foi
executado inicialmente com n-hexano e etanol 86%. Esta particdo resultou na
presenca de lignanas nas duas fases. Por outro lado, o uso de particdo com
hexano:acetonitrila permitiu a melhor separacdo das lignanas das substancias

graxas, embora este procedimento gere uma quantidade maior de residuo insoluvel.

Para analise por CCD das fases particionadas nos dois sistemas, foram
utilizados padrdes das lignanas filantina (5), nirantina (9) e 5-demetoxinirantina (4),
isoladas previamente por nosso grupo de pesquisas. Nesta analise identificam-se,

pelo Rf, sob luz ultra-violeta (254 nm) e revelagdo com anisaldeido, as lignanas 5-

37



demetoxinirantina, nirantina e filantina no extrato EE e fragbes FE, FH1 e FA. Na
FH2 e no RI essas substancias estdo ausentes (Figura 22). A analise do Rl por CCD

indica a presenca de substancias mais polares.

Figura 22 — Analise por CCD de extrato etandlico (EE2); fragcdo etandlica (FE) e fragcdo
hexanica 1 (FH1) da particdo hexano:etanol (FE e FH1); fracdo em acetonitrila (FA) e fracédo
hexanica 2 (FH2) da particdo hexano:acetonitrila; padrées de lignanas (4, 5 e 9) e residuo

insoluvel (RI) obtidas de folhas de P. amarus.

disi : : -. i

EE2 FE FH, FA ‘FH; Pd RI
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4.21.2. CG-EM da particao hexano-etanol-agua e hexano-acetonitrila

A analise por CG-EM das fragbes obtidas a partir do extrato EE2 (Figura 23)
permite comparar mais precisamente a eficiéncia dos dois sistemas de partigéo,
evidenciando o melhor resultado para o processo de particdo com

hexano:acetonitrila.

Figura 23 - Cromatogramas das substancias volateis das partigdes hexano:etanol (FH1 e
FE) e hexano:acetonitrila (FH2 e FA).
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Na Tabela 6 sdo mostradas as porcentagens relativas das lignanas em cada
etapa do fracionamento normalizadas pela area total das lignanas presentes antes
da particdo (EE2).

Tabela 6 — Lignanas presentes nas diferentes fragdes e suas porcentagens relativas apos

particdo do EE em hexano:acetonitrila, obtidos por CG-EM e normalizados.

. EE2 FE FH1 FA FH2 RI
Lignanas *
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Lignana 10 3,7 3,0 0,7 3,0 0,4
5-Demetoxinirantina (4) 18,6 10,1 9,1 20,7 1,2 0,3
Filantina (5) 33,9 3,0 16,5 26,3 0,7 0,4
Filtetralina(6)/Lignana 11 6.9 22 34 6,3 0,4 0,1
Lignana 12 6,4 4,3 3,1 8,2 0,7 0,1
Nirtetralina (7) 2,8 0,8 1,4 2,8 0,1 ---
Hipofilantina (8) 2,1 --- 1,0 1,8 --- 0,2
Nirantina (9)/Lignana 13 21,6 4,3 10,5 18,4 0,3 0,1
Lignana 14 6,5 — 3,2 5,1 --- 0,2

* valores estimados pela area relativa.

Fica evidente pela analise destes resultados que a extracdo com acetonitrila
foi seletiva para as lignanas, ficando estas concentradas na acetonitrila e a
respectiva fase hexanica com teores menores que 2 %, enquanto que na particao
hexano:etanol, as lignanas distribuem-se de forma semelhante entre as fases.
Tentativas feitas com outros sistemas binarios, ternarios e quaternarios nao

permitiram a mesma separagao.

4.2.2. Atividade esquistossomicida das fragoes FE, FH1, FA, FH2 e RI

As fragbes FE, FH1, FA, FH2 e RI foram dispersas em PVP e avaliadas quanto a

atividade esquistossomicida para mortalidade (Tabela 7).
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Tabela 7 - Mortalidade acumulada de S. mansoni machos e fémeas com fragdes obtidas das

particdes liquido-liquido do extrato etandlico das folhas de P. amarus dispersas em PVP

Mortalidade acumulada (%)
FE FH1 FA FH2 RI

Concentragao Tempo Q d Q d Q d Q d Q
6h 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24h 40 40 20 O 8 8 O 0 0 0
25 pgmL” 48h 80 100 20 O 100 100 O O O O
72h 100 100 60 O 100 100 O 0 0 0
6h 0 0 0 0 20 O 0 0 0 0
24h 60 100 20 O 100 100 O 0 0 0
50 ugmL” 48h 80 100 40 0 100 100 O O O O
72h 100 100 60 O 100 100 O 0 20 0
6h 20 20 O 0 100 80 O 0 0 0
24h 100 100 20 O 100 100 O 0 0
100 pgmL-1 48h 100 100 60 40 100 100 O O 20
72h 100 100 80 100 100 100 O 0 60 100
6h 0 40 O 0 100 100 O 0 0
p 2gh 100 100 60 0 100 100 0 O 0
200 pg-mL
48h 100 100 80 40 100 100 O 0 20 40
72h 100 100 100 100 100 100 O 0O 80 80
6h 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Controle (PBS) 24h 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48h 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
72h 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

A fracéo FE foi mais ativa que a fracdo FH1, pois exibe atividade mesmo na
concentracdo de 25 ug-mL 'para machos e fémeas, enquanto a fragdo FH1 mostrou
atividade contra ambos os sexos nas concentra¢gdes maiores de 100 pg-mL'1. Por
outro lado, as fragcbes provenientes da particdo hexano:acetonitrila apresentam
resultados diferentes, ou seja, a atividade se concentrou exclusivamente na fragcao
FA, o que sugere a participacdo das lignanas, que estdo concentradas nesta fragao.
A FH2 mostrou-se inativa quanto a mortalidade dos vermes e pouco ativa quanto a
oviposicdo. Na figura 24 pode-se ver a extensdo dos danos ao tegumento dos

vermes machos e fémeas onde, em A, vemos macho e fémea com tegumento
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integro e em B macho e porgéo dorsal de fémea apresentando extensa descamacao

com total perda dos tubérculos e espinhos.

Figura 24 - Microscopia eletrénica de varredura dos vermes sem tratamento
(A e C) e tratados com 25 pg-mL'1de FA apds 24 h (B e D). Em A vermes
macho e fémea; em B verme macho; em C tegumento integro mostrando os

tubérculos; em D tegumento descamado com total auséncia dos tubérculos.

— -
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Em C vemos em detalhe o tegumento dos vermes do grupo controle, com o
tegumento integro; em D vemos em detalhe o tegumento dos vermes que receberam

25 pug-mL™" de FA, com destruicio completa do tegumento apos 24 horas.

A fracdo RI, isenta de lignanas e contendo substéncias mais polares,
apresenta atividade esquistossomicida apenas nas concentragbes e tempo de
contato mais elevados, embora ainda mostre algum controle sobre a oviposigéo. Os
resultados obtidos nas particdes realizadas evidenciaram que a FA foi mais ativa na

concentracdo de 25 ug-mL™" do que as demais fragdes e extratos.
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As fracbes provenientes das particbes hexano:etano:agua e
hexano:acetonitrila foram também testadas sobre a oviposicdo do S. mansoni
(Figura 25).

Figura 25 — Efeito das fragbes FE, FH1, FA, FH2 e RI sobre a oviposi¢céo de S.mansoni.
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O efeito sobre a oviposicdo mostra que ambas as fragbes provenientes da
particdo hexano:etanol:agua (fragcbes FE e FH1) exercem forte supresséo sobre a
oviposicdo. Na particdo hexano:acetonitrila quase todo o efeito de supressédo da
oviposi¢cdo concentra-se na fragdo FA n&o se contando um sé ovo mesmo na menor
concentracdo. Para o residuo insoluvel (fracdo RI), € possivel contar uma pequena
quantidade de ovos (20-50) nas menores concentragdes. A fragdo FH2 mostra ligeiro
efeito supressivo nas concentragbes mais elevadas. A contagem para os grupos

controle com PBS ficaram entre 236 e 485 ovos.

4.3.Fracionamento cromatografico da fragao FA

4.3.1. Estudos Fitoquimicos da fragao FA

4.3.1.1. CCD do fracionamento cromatografico da fragao FA
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Uma amostra da fracdo FA, enriquecida em lignanas, foi fracionada por
cromatografia em colunas classicas utilizando Florisil® (silicato de magnésio) e outra
amostra da fragdo FA utilizando silica gel a fim de comparar a eficiéncia das fases
estacionarias. Na Figura 26 estdo apresentadas as CCDs das fragdes contendo

lignanas, assinaladas pela linha tracejada.

Figura 26 - Comparacéo dos fracionamentos obtidos em coluna cromatografica de silica e
Florisil®.
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As manchas verdes, azuis, amarelas e cinzas, sob luz visivel, indicam a presenca de
substancias indesejadas (fracdes 9 a 14 em Florisi® e 8 a 14 em silica). Fase
estacionaria: silica; fase movel hexano:acetato de etila 60:40 (v/v); revelador solugéo
de anisaldeido. *Acido graxo livre

O uso de Florisil® mostrou melhor desempenho para se obter a maior parte
das lignanas sem substancias coloridas, excecéo feita a filantina nas fragbes 9 e 10
(Figura 26). Todas as fragbes contendo lignanas obtidas por cromatografia em silica,

contém substancias coloridas (fracdes 7 a 14).
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As manchas sinalizadas com asterisco apresentam-se, imediatamente apds
revelagdo com anisaldeido, com cor cinza esverdeada, tipica de acidos graxos de
cadeia longa. Estas substancias ficam isoladas das lignanas quando se faz o
fracionamento com o Florisil® (fragdes 13 e 14) e permaneceram misturadas as
lignanas no fracionamento por silica (fragbes 10-13). Por causa da melhor separacao
cromatografica, o fracionamento da fragdo FA (4,0 g) foi realizado utilizando-se o
Florisil® como fase estacionaria e como fase moével as dez misturas de solventes
descritas na Tabela 2. Na figura 27 pode-se observar a analise por CCD destas

fracoes.

Figura 27 — Analise por CCD das fragdes obtidas da fragdo FA por cromatografia
em Florisil. A-UV-visivel; B-Anisaldeido sulfurico; a numeragdo das manchas

refere-se as lignanas na Tabela 1. Fase mével Hexano:Acetato de etila 60:40

(v/v).
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A placa A, observada sob luz visivel, mostra a pigmentacéo escura na fracao
V, que também apresenta filantina. As fragdes | a V apresentam manchas que
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absorvem sob luz UV a 254 nm, o que é uma caracteristica das lignanas. A placa
revelada com solugcdo de anisaldeido sulfurico (B) desenvolve as cores
caracteristicas das lignanas estudadas, ou seja, nas fragdes I-ll ficaram visiveis as
manchas correspondentes a 5-demetoxinirantina (4) e a nirantina (9); na fragéo Il
observou-se a nirantina (9) com forte intensidade e a nirtetralina (6); a fragéo IV
mostrou a presenca de nirantina (9), nirtetralina (6) e filantina (5); a fragédo V mostrou
a presenca da filantina (5); a fragdo VI contém uma substancia (3) que nao absorve
luz visivel e nem fluoresce sob luz UV a 254 nm ou a 366 nm, identificada em

analise posterior (CG-EM) predominantemente como acido linolénico.

4.3.1.2. GC-EM do fracionamento cromatografico da fragao FA

Os dados da CCD confirmam boa separagéo das principais lignanas (Tabela
8), ja observada na analise por CCD, sendo possivel avaliar o efeito de cada uma

delas na atividade esquistosomicida in vitro
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Tabela 8 — Porcentagem relativa das substancias identificadas nas fragdes obtidas por

coluna cromatografica em Florisil® e analisadas por CG-EM.

Substancia Fri(%) Frll(%) Frill(%) FriV(%) FrV (%) FrVi(%)
Palmitato de metila 1 21,7
Linoleato de metila 2 8,9
Linolenato de metila 3 69,4
Lignana 10 18,6 o6

5-Demetoxinirantina 4 43.9 58.2 74

Filantina 5 538,1 94,9
Filtetralina 6 276 159 0,7 B
Lignana11 78 ............... 9 4 29 15,6 5,1
Nirtetralina 7 1,2 6,1 4,6

Hipofilantina 8 0,9

Nirantina 9/Lignana 13 8,9 330 ------------- 266 .....

Lignana 13 436 8,9

Lignana 14 78 ---------------- 109 ....

* Apds metilagdo com solugéo de diazometano

A composicao de acidos graxos presentes na fragdo VI foi confirmada pela
metilagdo da amostra com solugdo de diazometano, demonstrando predominancia
do &cido linolénico (18:3 w-3) e em menor concentracao o acido palmitico (12:0) e o

acido linoleico (18:2 w-6).
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4.3.2. Atividade esquistossomicida do fracionamento cromatografico da
fragcao FA

As fragdes obtidas no fracionamento da FA por cromatografia em coluna com
Florisil® foram testadas contra S. mansoni in vitro e os resultados estdo descritos na
Tabela 9.

Tabela 9 - Mortalidade acumulada de S. mansoni machos e fémeas com fragdes obtidas da

cromatografia da fracdo FA em coluna de Florisil®.

Mortalidade (%)

Fri Fri Frill Fr IV Frv Fr Vi
Conc. Tempo
g @ 4 @ g 2 o 2 o 2?2 g @9
- 6h 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7,_5' 24h 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 60 0
g 48h 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 60 0
< 72h 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 80 0
- 6h 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T_s' 24h 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0
2 48h 0 0 0 0 20 0 0 0 0 0 80 80
3 72h 0 0 60 0 40 20 0 0 0 0 80 80
<, 6h 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
€ 24h 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 100
5 48h 20 0 0 0 60 0 0 0 0 0 100 100
= 72h 60 0 80 0 100 0 40 40 0 0 100 100
7 6h 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 80 80
€ 24h 20 0 4 20 0 0 40 2 0 0 100 100
5 48h 60 0 60 60 100 20 100 80 O 0 100 100
& 72h 100 0 100 100 100 60 100 100 O 0 100 100
6h 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
é g,‘ 24h 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sa 48h 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
© 72h 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Os resultados descritos na Tabela 9 mostram que apds 72 horas a fragéo |
(43% 5-demetoxinirantina) apresenta letalidade a partir de 100 ug-mL™, com 100%
de mortalidade na dosagem de 200 pg-mL'1 para os machos, sem afetar as fémeas;
a fracéo Il (58% de 5-demetoxinirantina) comeca a matar 40% dos machos com a
dosagem de 25 ug-:mL™, sendo 100% fatal com 100 pg-mL™" para os machos e 200
ug-mL™" para machos e fémeas. A maior concentragdo de 5-demetoxinirantina nesta
fracdo pode ser a responsavel por esta melhoria na atividade esquistossomicida em
relacéo a fracéo I. A fracédo lll, rica em nirantina (33%), mostra atividade semelhante
a fragcéo I, porém mais ativa sobre os machos (100% de mortalidade com 100

ug'mL™") e menos intensa sobre as fémeas (60% de mortalidade com 100 pg-mL™).

A fragdo IV, que contém predominantemente filantina (37%) e nirantina (26%)
elimina os vermes machos e fémeas a partir de 100 pg-mL'1, ambos na dosagem de
200 pg-mL™" (os machos em 48h), no entanto a fragdo V, contendo 93% de filantina,
nao provoca nenhuma morte entre os vermes mesmo na mais alta concentragéo,
indicando que atividade se deve a nirantina. J& a fragdo VI, contendo 70% de AL,
mostrou a maior atividade dentre as fracdes, eliminando 80% dos vermes machos
com 25 pg'mL™" e, na dosagem de 100 pg:mL™, todos os vermes machos e fémeas
em 24 h. A atividade esquistossomicida dos acidos graxos poliinsaturados (PUFA) ja
havia sido publicada por El Ridi e colaboradores (2003) que testaram in vitro a
influéncia de 6leos ricos em PUFA na antigenicidade de esquistossOmulos
pulmonares, demonstrando que estes &cidos interferem na estabilidade da
membrana externa do verme, expondo moléculas antigénicas. Tallima (2005)
demonstrou que uma dieta rica em PUFA ministrada a camundongos infectados com
S. mansoni diminui significativamente a contagem de vermes quando comparado a
dieta padrao e sugere que o0 mecanismo de acao dos PUFA pode ser pela sua acao

ativadora da esfingomielinase neutra (nSMase), representado na Figura 28.
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Figura 28 — Esquema de produgdo de ceramida por ativagdo da esfingomielinase neutra

(nSM) na membrana celular (adaptado de Gunawardena et al.,2004)
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A esfingomielinase é ativada hidrolisando a esfingomielina, componente da
membrana do S. mansoni, desencadeando pelo menos dois importantes fendbmenos:
desestabilizagdo da membrana que, tendo aumentada sua fluidez, propicia a ja
citada exposicédo de moléculas antigénicas e producdo de ceramida, substéncia que

atua como mediadora no processo de morte celular programada por apoptose.

Esse grupo de pesquisa publicou varios trabalhos testando especificamente o
acido araquidénico (AA, C20:4, n-3) como potencial auxiliar no tratamento da
esquistossomose (El Ridi et al., 2010, 2012). Nestes estudos a menor concentragéo
efetiva de AA testada foi de 5 mM (1500 pg'mL™, 60 x maior do que a menor

concentracédo efetiva de AL avaliada em nossos ensaios in vitro).

Com relagdo a oviposigéo, os resultados obtidos foram promissores visto que
as fragdes testadas foram 100% eficazes na menor concentracdo (25 ug-mL™),
mesmo para as fragdes contendo filantina e hipofilantina que foram 100% ineficazes
quanto a mortalidade dos vermes. A inibi¢cao total da oviposi¢ao tem sido relatada em
varias pesquisas com produtos naturais como a curcumina extraida da Curcuma
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longa (Magalhaes et al., 2009) e a piplartina isolada da Piper tuberculatum (Moraes

et al., 2011). Na tese de Oliveira (2012) a filantina ndo mostrou inibicdo para a

oviposicgéo, talvez devido a baixa solubilidade dos extratos e fragcdes testados sem o

auxilio de um adjuvante que propiciasse esta solubilizagao.

44,

isolado e associado a lignanas filantina, nirantina e 5-demetoxinirantina, sendo todas

Atividade esquistossomicida das lignanas e acido linolénico

as amostras previamente dispersadas em PVP (Figura 29).

Como decorréncia destes resultados, optamos por testar o acido linolénico

Figura 29 — Graficos de mortalidade acumulada das lignanas e &cido linolénico isolados e

em associacao*.
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Na Figura 29 pode-se comparar os resultados obtidos nos testes in vitro do
acido linolénico e das lignanas filantina, nirantina e 5-demetoxinirantina
isoladamente, na concentragdo de 25 pg-mL'1, e em associacdo, quando se fez
misturas binarias de 12,5 pgmL-1 de acido linolénico com 12,5 pg-mL'de cada
lignana. O praziquantel foi testado sem adicdo de PVP na concentracdo de 25

pg-mL™,

O grafico A da Figura 29 mostra que a filantina ndo produz nenhum efeito letal
sobre os vermes, enquanto que associada ao acido linolénico elimina todos os
vermes machos em 24 horas e todos os vermes fémeas em 72 horas. Como o acido
linolénico na concentracdo de 25 pg-mL'1 (grafico D) é letal para vermes machos e
fémeas em 24 horas, o resultado da associagdo com a filantina pode ser devido aos
12,5 ug-mL™" do &cido linolénico nesta associagdo. A 5-demetoxinirantina (grafico C)
nao mata os vermes na dosagem de 25 pg-mL'1, mas apresenta boa atividade a
partir de uma concentragao de 100 pg-mL'1 no periodo de 72 horas. Por conta disto,
a associagao da 5-demetoxinirantina com o acido linolénico mostra melhor resultado
que o da associagdo com a filantina, eliminando a totalidade dos vermes em 24
horas. Ja a nirantina (grafico B) na dosagem de 25 pg-mL™" mostra atividade
moderada (40% de mortalidade) no periodo testado e quando associada ao &cido
linolénico elimina todos os vermes em 24 horas. Chowdhury et al (2012) reportam
que a nirantina possui atividade contra Leishmania donovani em concentragéo de
2,16 pg'mL™" e sugere que o mecanismo de agao seja por inibigdo da topoisomerase
I, enzima determinante na duplicacdo do DNA. O resultado do praziquantel (grafico
D) na dosagem de 25 pg-mL” é o mesmo do acido linolénico, com 100% de

letalidade para os vermes machos e fémeas em 24 horas.

Esta atividade marcante do acido linolénico confirma as observagbes de El
Ridi et al (2010) e Tallima et al (2005) sobre a acdo dos acidos poli-insaturados
sobre o S. mansoni, mas quando se compara a concentragéo utilizada por Tallima
em seus experimentos in vitro (1500 pg:mL™" de acido araquidénico), fica claro que o
acido linolénico (25 ug-mL'1) € muito mais ativo nas condi¢cdes usadas neste
trabalho. Para a oviposigdo o controle foi total em todos os testes com as

substancias puras ou mistura binaria e em todas as concentragoes.
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4.5, Atividade citotoxica

Para avaliagcao da toxicidade das amostras EE, FA, FH e RI foram realizados
testes in vitro da atividade antiproliferativa citotéxica frente a linhagem HaCaT de

queratinécitos cujos graficos sdo mostrados na Figura 30.

Figura 30 — Avaliagao da citotoxicidade do extrato etanolico e fragdes da partigdo liquido -

liguido em acetonitrila:hexano contra a linhagem de queratinécito humano HaCat.
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Estes graficos relacionam a porcentagem de crescimento e a concentragéo
das amostras testadas, evidenciando a a¢do das amostras EE, FA, FH2, Rl e PVP

contra a cultura de células, tendo a Doxorrubicina como controle positivo.

Os valores entre 100% e 0% representam inibicdo de crescimento enquanto
os valores negativos representam morte celular, pois a quantidade de células nesse

caso é menor do que aquela no inicio do experimento.

A fragao FA apresenta valor de Glso de 25 pg-mL™ o que indica a possibilidade
de efeito inibidor do crescimento de células saudaveis in vivo, com potencial
toxicidade. O extrato EE apresenta Glsy entre 25 ug-mL'1 e 250 ug-mL'1 indicando,
como a fragdo FA, um potencial de toxicidade in vivo para concentragbes teciduais
mais elevadas. A fracdo RI apresenta alguma acgé&o inibitéria em concentracéo de

250 pg'mL™". O PVP e a fragdo FH2 mostram-se inativos.
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5. Conclusdes

» O extrato EE apresentou atividade esquistossomicida na menor concentracao
testada (25 pg'mL") matando 80% dos vermes machos e fémeas em 72

horas.

> Afracéo FA eliminou 80% dos vermes machos e fémeas em 24 horas e 100%

em 48 horas na menor concentragao testada ( 25 pg-mL™").

» Adispersao do extrato etandlico — EE, fragbes e substancias isoladas em PVP
possibilitou a solubilizacdo das amostras no meio utilizado nos ensaios de
atividade esquistossomicida in vitro e potencializou a atividade tanto na

mortalidade de vermes machos e fémeas quanto no controle da oviposigéo.

» A particéo liquido-liquido do EE em acetonitrila e hexano permitiu a separacao
das lignanas para a fase de acetonitrila (FA) e a maior parte das substancias

graxas para a fase hexanica (FH).

» O Florisil® apresentou melhor resultado que a silica-gel para fracionamento
das lignanas possibilitando a remogao de substancias coloridas e isolamento

das lignanas e dos acidos carboxilicos

> As fragdes obtidas por cromatografia em Florisil® enriquecida nas lignanas

nirantina e 5-demetoxinirantina e nirantina apresentaram um resultado
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modesto quanto a mortalidade do S. mansoni, pois em média eliminaram

100% dos vermes na maior concentragao testada (200 ug-mL™") em 72 horas.

A fragédo VI, obtida por cromatografia em Florisil® e contendo a mistura de
acidos carboxilicos (palmitico, linolénico e linoleico), apresentou bom
resultado para a mortalidade dos vermes, eliminando 80% dos machos na
menor concentracdo (25 ug-mL™") em 72 horas e 100% de machos e fémeas
na dosagem de 100 pg-mL™" em 24 horas.

As lignanas filantina e 5-demetoxinirantina ndo mostraram atividade para

mortalidade dos vermes na dosagem de 25 pg-mL™".

O acido linolénico eliminou 100% dos vermes machos e fémeas na

concentragao de 25 pg-mL™ em 24 horas.

Todos os extratos e fragdes contendo lignanas e/ou acido linolénico

suprimiram a oviposi¢cao em 100% em todas as concentragoes.
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7. ANEXOS
7.1. Anexo 1
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7.1.1. — Espectro de massas do Acido palmitico (1).
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7.2. Anexo 2

A Q.
¥ !\*

CEUA/Unicamp

Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "Obtencao e formulacio de compostos

ativos isolados do extrato etandlico de Phyllanthus amarus Schum. & Thonn

contra o Schistosoma mansoni linhagem BH" (protocolo n° 2984-1), sob a

responsabilidade de Dra. Vera Lucia Garcia Rehder / Paulo Euzébio Rubbo

dos Santos, estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentacgio
Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério (SBCAL) e com a legislagao vigente, LEI N° 11.794, DE 8 DE
OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de
animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 04 de fevereiro de
2013.

Campinas, 04 de fevereiro de 2013.
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LJProfa. Dra. Ana Mayia A. duaraldo Fatima-Afonso

Presidente Secretaria Executiva
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