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RESUMO

Os diterpenos acido caurendico (KA) e grandiflorénico (GFA), metabolitos secundarios
isolados da Sphagneticola trilobata (Asteraceae), sdo descritos na literatura como
antiparasitarios, antimicrobianos e antioxidantes, além de possuirem estruturas
favoraveis para o processo de biotransformagdo por fungos filamentosos. A
leishmaniose, doenga causada por protozoarios parasitos do género Leishmania, s&o
transmitidos ao homem por meio da picada do inseto flebotomineo. Apresentam
diversas manifestagdes clinicas que vai desde a forma cutanea até a visceral e séo
dependentes da resposta imune do hospedeiro e da espécie do parasito. A Doencga
de Chagas é causada por protozoarios parasitos do género Trypanosoma cruzi, 0s
quais sao transmitidos ao mamifero pela via vetorial através das fezes de triatomineos
infectados. O curso clinico esta dividido em duas principais fases, a aguda e a crénica.
O tratamento para ambas as enfermidades apesar de apresentarem eficiéncia
terapéutica relatada, apresentam alta toxicidade ao paciente, causando diversos
efeitos colaterais, além de resisténcia parasitologica resultando muitas vezes na
descontinuagédo do tratamento. Deste modo, tem sido cada vez mais investigado a
busca por compostos que possuam abordagem terapéutica para o tratamento dessas
doencas. No capitulo Il foi realizado o processo de biotransformacgao do KA pelo fungo
filamentoso Cunninghamella elegans e foram obtidos dois analogos cauranos, o acido
7-hidroxicaurendico (7OHKA) e o acido 7,9-diidroxicaurendico (7,90HKA). A partir do
estudo in silico, os compostos apresentaram caracteristicas favoraveis segundo as
regras propostas analisadas. No ensaio de citotoxicidade, por MTT, sobre macréfagos
murinos J774A.1, o tratamento com KA (10 a 200 yM) reduziu a viabilidade celular a
partir de 50 uM em 72 h e 96 h, enquanto 70HKA e 7,90HKA nao diferiram do grupo
controle (p>0,05), exceto nas maiores concentragdes testadas (150 e 200 puM). No
ensaio de cinética de proliferacdo das formas promastigotas de L. amazonensis,
70HKA, nos tempos de 72 e 96 h, reduziu a viabilidade em 70 %, e para 7,90HKA,
essa reducao foi observada apds 96 h de tratamento. Assim, os analogos obtidos
demonstraram caracteristicas favoraveis para o estudo como candidatos em potencial
na busca por novos farmacos antiprotozoario. No capitulo Ill, foi determinado o efeito
do GFA sobre formas tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi. Os resultados
mostraram que o tratamento com GFA reduziu a viabilidade das formas
tripomastigotas, com alteragdes morfoldgicas e ultraestruturais nos parasitos tratados,
observou-se aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO),
despolarizacdo mitocondrial, acumulo de corpos lipidicos, presenca de vacuolos
autofagicos, exposicao de fosfatidilserina e danos a membrana plasmatica. Além
disso, GFA reduziu o numero de formas amastigotas por macrofago (J774A.1), sem
exibir toxicidade em linhagens de mamiferos (J774A.1, LLCMK2, THP-1 e AMJ2-C11).
Por conseguinte, GFA aumentou os niveis de TNF-a e reduziu os niveis de IL-6 em
macrofagos infectados. Assim, o tratamento com GFA atuou nas formas
tripomastigotas por meio de mecanismo semelhante a apoptose e eliminagcado de
parasitos intracelulares pela via do TNF-o/ERO. Ambos os capitulos (Il e Ill)



mostraram a importancia dos estudos envolvendo os compostos isolados de fontes
naturais, além de estruturalmente favoraveis para o processo de biotransformacao
fungica, permitindo a obtencéo de compostos biologicamente mais ativos.

Palavras-chave: citocromo P450; fungos filamentosos; hidroxilagao; apoptose.
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ABSTRACT

The diterpenes kaurenoic acid (KA) and grandiflorenic acid (GFA), secondary
metabolites isolated from Sphagneticola trilobata (Asteraceae), are described in the
literature as antiparasitic, antimicrobial and antioxidant, in addition to having favorable
structures for the biotransformation process by filamentous fungi. Leishmaniasis, a
disease caused by parasitic protozoa of the Leishmania genus, is transmitted to
humans through the bite of the sand fly insect. They present several clinical
manifestations, ranging from the cutaneous to the visceral form, and are dependent on
the host's immune response and the parasite species. Chagas disease is caused by
parasitic protozoa of the genus Trypanosoma cruzi, which are transmitted to the
mammal via the vector via the feces of infected triatomines. The clinical course is
divided into two main phases, acute and chronic. Treatment for both diseases, despite
having reported therapeutic efficiency, have high toxicity to the patient, causing several
side effects, in addition to parasitological resistance, often resulting in treatment
discontinuation. Thus, the search for compounds that have a therapeutic approach for
the treatment of these diseases has been increasingly investigated. In chapter I, the
KA Dbiotransformation process was performed by the filamentous fungus
Cunninghamella elegans and two kauran analogues were obtained, 7-
hydroxykaurenoic acid (7OHKA) and 7,9-dihydroxykaurenoic acid (7,90HKA). From
the in silico study, the compounds showed favorable characteristics according to the
proposed rules analyzed. In the MTT cytotoxicity assay on J774A.1 murine
macrophages, treatment with KA (10 to 200 uM) reduced cell viability from 50 uM in
72 h and 96 h, while 7OHKA and 7.90HKA did not differ from the group control (p>
0.05), except at the highest concentrations tested (150 and 200 pM). In the assay of
proliferation kinetics of promastigote forms of L. amazonensis, TOHKA, at 72 and 96 h
times, it reduced viability by 70 %, and for 7.90HKA, this reduction was observed after
96 h of treatment. Thus, the analogues obtained showed favorable characteristics for
the study as potential candidates in the search for new antiprotozoan drugs. In chapter
lll, the effect of GFA on trypomastigote and amastigote forms of T. cruzi was
determined. The results showed that GFA treatment reduced the viability of
trypomastigote forms, with morphological and ultrastructural changes in the treated
parasites, an increase in the levels of reactive oxygen species (ROS), mitochondrial
depolarization, accumulation of lipid bodies, presence of vacuoles was observed
autophagic, phosphatidylserine exposure and plasma membrane damage.
Furthermore, GFA reduced the number of amastigote forms per macrophage
(J774A.1), without exhibiting toxicity in mammalian strains (J774A.1, LLCMK2, THP-1
and AMJ2-C11). Therefore, GFA increased TNF-a levels and reduced IL-6 levels in
infected macrophages. Thus, treatment with GFA acted on trypomastigote forms
through a mechanism similar to apoptosis and elimination of intracellular parasites via
the TNF-a/ROS pathway. Both chapters (Il and Ill) showed the importance of studies
involving compounds isolated from natural sources, in addition to being structurally
favorable for the fungal biotransformation process, allowing the obtainment of more



biologically active compounds.

Key words: cytochrome P450, filamentous fungi, hydroxylation, apoptosis.
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1 INTRODUGAO

1.1 PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais sdo metabdlitos secundarios presentes nas raizes,
caules, folhas, frutos, sementes, vegetais e outras partes das plantas com uma ampla
variedade estrutural que medeia as interagdes entre as plantas e seu ambiente
(GERVAZONI et al., 2020). A utilizagdo de plantas na medicina popular esta enraizada
nas culturas de todo o mundo, sendo comprovada historicamente a fim de promover
a manutencao da saude humana, seja para aliviar ou tratar diversas doengas (ZANK
et al., 2015). Em muitos paises, sua utilizagdo constitui como método alternativo a
medicina convencional, principalmente em regides mais pobres ou onde n&o ha
acesso ao servico de saude (CADENA-GONZALEZ; SORENSEN; THEILADE, 2013).

A denominagao planta medicinal pode ser dada a qualquer planta que
exerca funcgao terapéutica, ao ser administrada por qualquer via ou forma, ao homem
ou animal. O inicio da utilizagao através de infusdes, unguentos, compressas e logdes
com potencial curativo pelo homem foi de forma intuitiva e experimental, visto que
eram inexistentes as informagdes sobre as doencas (PETROVSKA, 2012; RIBEIRO
NETO et al., 2020).

De acordo com a literatura, mais de 300.000 espécies de plantas sao
relatadas como plantas medicinais, porém apenas 15 % foram exploradas a fim de
obter seus componentes bioativos isolados. Sabe-se que uma caracteristica
importante das plantas é a alta capacidade em gerar uma série de metabdlitos durante
seu crescimento e vida, ressaltanto sua extrema importancia na descoberta de novos
compostos quimicos biologicamente ativos (LOWE et al., 2021). Deve-se ressaltar
ainda que os produtos naturais, além de atuarem como tratamento e como fonte de
novos farmacos, também podem levar a descobertas e melhorias na compreensao de
alvos terapéuticos ou até mesmo de vias envolvidas na patogénese de doencgas
(BRAHMACHARI, 2011).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a partir de 1978, reconheceu os
beneficios das plantas medicinais para a humanidade, classificando-as como a melhor
e mais completa fonte de medicamentos (RIBEIRO NETO et al., 2020). Em 2004, o
Brasil passou a avaliar os fitoterapicos utilizando os mesmos padrdes de segurancga

que os medicamentos convencionais. Em 2006, o Ministério da Saude implementou a
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Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (BRASIL, 2006), e em 2009
publicaram a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico
de Saude (Renisus), relatando 71 plantas com diferentes propriedades terapéuticas
utilizadas como medicamentos fitoterapicos disponiveis na assisténcia farmacéutica
basica em todo o pais. (BRASIL, 2009). No entanto, nehuma das especies relatadas
apresentam indicagdo como antiparasitario em especial antileishmania e
antitripanossoma. As doencas parasitarias sdo a principal fonte de doencas tanto em
humanos quanto em animais e resultam em perdas econémicas significativas. Para
novos e eficazes tratamentos para combater a parasitose, muitos grupos de pesquisa
tém procurado utilizar produtos naturais de plantas com potencial como compostos
terapéuticos.

Considerada a maior familia de angiosperma, as Asteraceae tém sido
comumente utilizadas no tratamento de diversas doencgas antiparasitarias desde a
antiguidade, conforme atesta a literatura classica (revisado em PANDA; LUYTEN,
2018)). Essa familia representa cerca de 10 % da flora mundial, possuem cerca de
1.700 géneros com mais de 35.000 espécies catalogadas, sendo classificadas em 13
subfamilias apresentando 44 tribos (MANDEL et al., 2019).

As Asteraceae sao cosmopolitas, podendo ser encontradas em todos os
continentes com excegao da Antartica. Sdo consideradas importantes constituintes da
flora local, pois a maioria das espécies possuem distribuigdo restrita (FUNK et al.,
2009; ROQUE; BAUTISTA, 2008). Classificadas como monofiléticas, sendo
facilmente reconhecidas pela inflorescéncia do tipo capitulo, possuem maturagao
centripeta, anteras fundidas por seus bordos laterais formando um tubo envolvendo o
estilete e o estigma (sinanteria); um calice altamente modificado em papus e o fruto
do tipo cipsela (FUNK et al., 2009; ROQUE; BAUTISTA, 2008). A Sphagneticola
trilobata anteriormente classificada como Wedelia paludosa e Acmella brasiliensis, é
um dos principais exemplos de plantas pertencentes a familia Asteraceae, podendo
ser encontrada em diversas regides brasileiras assim como em outros paises (SOUSA
etal.,, 2018).

1.2 SPHAGNETICOLA TRILOBATA

A S. trilobata (L.) Pruski (sin. W. trilobata, W. paludosa, Acmella

brasiliensis), popularmente conhecida como margaridédo e pseudo-arnica, € uma
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planta herbacea, estolonifera e perene. Possui folhas simples, trilobadas, opostas
cruzadas e inflorescéncia do tipo capitulo isolado de coloragdo amarela. Seu caule é
prostado com enraizamento ao longo dos nds, com ramos ascendentes de coloragéo
verde ou avermelhada, revestidos por pilosidade capazes de formar densas
populagdes (FERNANDES; RITTER, 2009) (Figura 1).

A floragao desta Asteraceae ocorre durante todo ano, porém nos meses de
maio e novembro acontecem com maior intensidade no Brasil (SOUSA et al., 2018).
Nativa de regides tropicais, no Brasil ela pode ser encontrada em todas as regides,
principalmente em estados como, Bahia, Pernambuco, Minas Gerais, Santa Catarina
e Sao Paulo (LANG et al., 2017). Estudos mostram que a S. trilobata apresenta um
potencial alelopatico significativo, sendo capaz de influenciar na inibicdo do
crescimento de plantas vizinhas (ZHANG; HU; HU, 2013). Abaixo a tabela 1

apresenta a classificagcao cientifica desta planta.

Tabela 1: A classificagdo taxonémica da Sphagneticola trilobata

Classificagao cientifica

Reino Plantae

Filo Tracheophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Asterales
Familia | Asteraceae
Tribo Heliantheae

Género | Sphagneticola

Espécies | Sphagneticola trilobata
Fonte: (SIBBR, 2020)
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Figura 1: A) Flor da Sphagneticola trilobata (L.) Prusk B) Planta inteira
A)

Fonte: (SCHWIRKOWSKI, 2011)

O emprego dessa planta com finalidade ornamental ocorre devido ao seu
alto indice de enfolhamento, sendo utilizada principalmente em paisagismo devido sua
alta tolerabilidade a umidade excessiva, alagamentos ou seca, contudo n&o se limita
a essa utilizacdo (SOUSA et al., 2018).

Estudos etnofarmacoldégicos demostraram que a utilizagdo dessa planta
esta relacionada ao tratamento de processos inflamatérios em geral, e na medicina
popular ela é considerada um remédio para tratamento de feridas infecciosas, ulceras,
caibras musculares, inchagos e doengas reumaticas (DAl et al., 2013; LI et al., 2007;
MALDINI et al., 2009b)  Algumas fracbes do extrato bruto da S. frilobata
demonstraram agao antibacteriana (BLOCK et al., 1998), hepatoprotetora (MA et al.,
2013; MALDINI et al., 2009b) cicatrizagdo de feridas (BALEKAR et al., 2012b), anti-
inflamatdria (MALDINI et al., 2009), tripanocida (BATISTA; CHIARI; DE OLIVEIRA,
1999), antifungica (SARTORI et al., 2003) e hipoglicemiante (TROJAN-RODRIGUES
et al., 2012).

De acordo com a literatura, os estudos fitoquimicos realizados demonstram
que essa planta possui altas concentracdes de compostos terpénicos, flavonodides e
esteroides além da auséncia de alcaldides. Diferentes partes da S. trilobata, apesar

de apresentarem similaridade entre seus compostos, apresentam diferencas na sua
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constituicdo quimica (BACCARIN et al., 2009).

Dentre os principais constituintes desta planta, destacam-se os diterpenos
cauranos, sendo o acido caurendico (KA) (do inglés ent-kaur-16-en-19-oic acid) e
acido grandiflorénico (GFA) (do inglés ent-kaur-9(11),16-dien-19-oic acid) os
compostos majoritarios (BACCARIN et al., 2009; BATISTA et al., 2009). Apesar da
similaridade entre as estruturas quimicas destes compostos, elas se diferem por uma
dupla ligacéo de hidrogénio (BATISTA et al., 2009, 2013).

1.3 METABOLITOS SECUNDARIOS DE PLANTAS

Os processos metabdlicos das plantas sdo definidos como um conjunto de
reacdes quimicas essenciais, importantes no desenvolvimento das plantas, podendo
ser divididos em metabdlitos primarios, relacionados ao crescimento e
desenvolvimento da espécie, e metabdlitos secundarios, que aumentam a
probabilidade de sobrevivéncia do organismo. Os metabdlitos secundarios
desempenham fungdes protetoras contra fungos, bactérias e virus, contra o ataque
de herbivoros e a alta exposicdo a luz ultravioleta (DEWICK, 2015; WINK, 2003).
Atualmente foram relatados mais de 200.000 metabdlitos secundarios de plantas em
geral na literatura (HARTMANN, 2007). Fatores como sazonalidade, temperatura,
distribuicdo hidrica, ritmo circadiano, altitude, poluicdo atmosférica e radiacao
ultravioleta sédo capazes de influenciar na sintese de metabditos secundarios,
influenciando na producéao de compostos (DEWICK, 2015).

As diversas funcbes associadas aos metabdlitos secundarios no
desenvolvimento e protecdo das plantas esta diretamente relacionado com seu
potencial efeito biolégico em mamiferos. Por exemplo, metabdlitos secundarios
relacionados ao processo de defesa das plantas através de citotoxicidade para
patdogenos microbianos podem apresentar atividade sem causar toxicidade celular,
sendo uteis no desenvolvimento de medicamentos antimicrobianos em
humanos(PUSZTAHELY!; HOLB; POCSI, 2015). Estudos mostram que compostos
relacionados a estes metabdlitos podem ter acdo no sistema nervoso central,
contribuindo no desenvolvimento de antidepressivos, sedativos, relaxantes
musculares ou até mesmo anestésicos, uma vez que apresentem atividade
neurotdxica em animais herbivoros (AHARONI; GALILI, 2011; HARTMANN, 2007).

Os metabdlitos secundarios sdo originados a partir do metabolismo da
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glicose, precursor proveniente do metabolismo primario da planta, através da via de
dois metabdlitos principais, o acido chiquimico e a via do Acetil CoA (Figura 2)
(DEWICK, 2015).

De acordo com sua composi¢cdo quimica, os metabdlitos secundarios
podem ser divididos em trés grandes grupos: terpenos, fendis e alcaloides (WINK,
2003). A partir das vias do acetato-mevalonato (ou acido mevalénico) e do metileritriol
fosfato sdo produzidas as substancias terpénicas que sdo formadas pela jungéo de
unidades isoprénicas pentacarbonadas formando cadeias lineares ou anéis. As
cadeias podem ser formadas por 5 atomos de carbono (hemiterpénica), 10 atomos de
carbono (monoterpenos), 15 atomos de carbono (sesquiterpenos), 20 atomos de
carbono (diterpeno), 30 atomos de carbono (triterpeno), 40 atomos de carbono

(carotenos) e até unidades maiores (politerpenos) (DEWICK, 2015).

Figura 2: Esquema das vias do metabolismo secundario de plantas

GLICOSE
~_Polissacarideos
Heterosideos

Acetil CoA

Acido Chiquimico

s
f

Fonte: Adaptado de (SANTOS, 2007)

1.4 DITERPENOS

Formados por uma extensa classe de compostos estruturalmente
diversificados, os diterpenos (derivados de 4 unidades de isopreno para formar uma
espinha dorsal de 20 carbonos), podem apresentar-se de forma aciclica ou ciclica. Os
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diterpenos aciclicos de cadeia aberta sdo bastante raros, como por exemplo, o fitol,
enquanto os diterpenos ciclicos podem ser constituidos de um ou mais anéis, divididos

principalmente em bi e triciclicos (Figura 3) (LIN et al., 2016).

Figura 3: Exemplos de diterpenos aciclico e ciclicos

Legenda: a) fitol; diterpenos biciclicos, b) labdano; e diterpenos triciclicos, ¢) podocarpanos.
Fonte: Adaptado de (LIN et al., 2016).

Os diterpenos compreendem um grande grupo de compostos geralmente
nao volateis, com alto grau de ciclizacdo e diversas atividades bioldgicas relatadas
como propriedades citotdxicas, antimicrobianas e anti-inflamatdrias, além de serem
identificados como principio ativo em alguns medicamentos tradicionais (VASAS;
HOHMANN, 2014). (HANSON, 2001; ZANK et al., 2015). Os diterpenos de ocorréncia
natural sdo encontrados na forma polioxigenada, ou seja, podem apresentar 1) grupos
hidroxila, geralmente esterificado por acidos alifaticos/aromaticos ou por alcoois; 2)
grupos formil e carbonil, que frequentemente reagem com grupos hidroxil a fim de
formar porgdes hemiacetais ou acetais; ou 3) com grupos carboxila, que podem formar
ésteres ou lactonas a partir das reacdo com alcoois. Além disso, podem ser
encontrados diterpenoides com estruturas em anel abertos e reorganizados. Essa
classe de terpenos é sintetizada exclusivamente através da rota via mevalonato
(HANSON, 2015; LIN et al., 2016)

Essa classe de compostos sdo geralmente encontrados em plantas e
fungos, no entanto, alguns foram descritos em insetos (Nasutitermes exitiosus)
(BLUM; BRAND, 1972) e organismos marinhos (Heterobranch molluscs) (AVILA,
2020). Sua classificagado ocorre de acordo com o numero e os padrdes de ciclizagédo
de suas estruturas (DEWICK, 2015). Esses metabdlitos sao divididos em subclasses,

que se diferenciam de acordo com seu esqueleto principal, sendo os diterpenos
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ciclicos mais comuns os labdanos, clerodanos, abietanos, pimaranos, cauranos, e
beiranos (Figura 4) (MACIEL et al., 2006). A partir da diversidade estrutural
apresentada pelos diterpenos, assim como a ampla gama de atividades bioldgicas, as
pesquisas resultando na identificagdo de novos compostos que apresentam eficacia
bioldgica, vem aumentando (GONZALEZ, 2015; VASAS; HOHMANN, 2014)

Figura 4: Principais subclasses de diterpenos

CHj
CH CH;
CHy CHs 3 CH,
CHj
H3C CH3 H3C CH3
Labdano Clerodano Abietano
CH,
CH

CH, CH, >  CH, CH;  CHy
HsC™ CH; HC en, H,C  CHj
Pimarano Caurano Beirano

Fonte: Proprio Autor

De acordo com a literatura, os diterpenos do tipo caurano sdo compostos
considerados biologicamente ativos, onde destacam-se o acido caurendico (KA, acido
ent-caur-16-en-19-oico) e o acido grandiflorénico (GFA, acido ent-caur-9(11),16-dien-
19-oico) (Figura 5), que possuem atividades descritas na literatura como
antiparasitaria (BORTOLETI et al., 2018; KIAN et al., 2018; MIRANDA et al., 2015),
antimicrobiana (MARTINS et al.,, 2018; PFEIFER BARBOSA et al.,, 2019) e
antioxidante (KUNDU; DEY; BANDYOPADHYAY, 2014; VILLA-RUANO; LOZOYA-
GLORIA; PACHECO-HERNANDEZ, 2016), elevando o interesse pelo estudo dessas

moléculas.
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Figura 5: Representacao estrutural A) KA e B) GFA
A) B)
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Fonte: Proprio Autor

KA e GFA sao diterpenos cauranos que possuem estruturas consideradas
menos funcionalizadas, no entanto podem ser encontrados em quantidade
significativa na S. trilobata quando comparados a outros cauranos de estrutura mais
complexa. Apesar da atividade bioldgica ja descrita, esses compostos possuem
estruturas favoraveis ao processo de biotransformacdao com a finalidade de obter

derivados mais funcionalizados e até mesmo biologicamente mais ativos.

1.5 BIOTRANSFORMACAO

Reacdes de biotransformacao sao modificacdes estruturais em compostos
naturais e sintéticos catalisadas a partir de sistemas biolégicos como fungos,
bactérias, leveduras ou enzimas isoladas a partir desses modelos (PERVAIZ et al.,
2013). As vantagens na utilizagao destes catalisadores biolégicos estao relacionadas
ao seu rapido crescimento, sistema multienzimatico de facil formacao, oxidacao de
sitios C-H remotos e inativos em uma molécula complexa, além de realizar a catalise
de novas reagdes regio e estereoseletivas (BASTOS et al., 2007). As modificagbes
quimicas a partir desse sistema geralmente acarretam na formagdo de novas
estruturas e compostos, podendo resultar em compostos quimicamente estaveis com
atividade farmacoldgica desejada, uma vez que ocorre a possibilidade de prever as
reacOes metabdlicas mais favorecidas (SMITHA; SINGH; SINGH, 2017).

Outras vantagens da biotransformagéo estéo relacionadas a versatilidade,

condigdes e velocidade das reagdes. O tempo de reagao é variavel de acordo com o
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fungo utilizado, no entanto, ocorrem em condigbes brandas (pH entre 5 e 8,
temperatura entre 20 e 40 °C) e sao frequentemente utilizados solvente aquosos
(SOUSA et al., 2017).

A utilizagc&do de fungos no processo de biotransformacgao é mais frequente,
visto que o cultivo realizado em meio apropriado de células integras de
microrganismos vivos, apresenta um custo reduzido além da possibilidade da
resolucdo de misturas racémicas (obtendo um composto em maior quantidade) e
também a formacdo de uma mistura de produtos biotransformados, obtendo
compostos com variedade estrutural (DO NASCIMENTO; CONCEICAO; DE
OLIVEIRA SILVA, 2018).

Por serem mediadas por sistemas biolégicos, as reagbes de
biotransformacado sdo consideradas sensiveis as condi¢gdes experimentais. Assim,
variagdbes na composicdo do meio, temperatura, pH, condicbes de incubacgao,
agitacdo/aeragao das culturas, fase de desenvolvimento do organismo que atuara
como biocatalisador, entre outros fatores, devem ser considerados. A padronizagao
dos aspectos experimentais devem ser realizados a fim de se obter os melhores
resultados (LECH; BEND, 1980).

1.5.1 Biotransformacao Fungica

Existem diversas aplicabilidades para a biotransformacdo, desde
biodegradacéo de poluentes (JAEN-GIL et al., 2019; XIAO; KONDO, 2020) a estudo
direcionado ao metabolismo envolvendo compostos bioativos, a fim de descobrir
novas estruturas candidatas a farmacos, e o desenvolvimento da seguranca desses
novos compostos (AMADIO; GORDON; MURPHY, 2010; ARAKAWA et al., 2013). A
partir do século XX houve um maior direcionamento das pesquisas para os estudos
de biotranformacao fungica devido a necessidade de obtengdo de novas estruturas
quimicas de interesse farmacéutico, além de reduzir os custos na sintese dessas
estruturas. Até hoje a biotransformacgao € considerada uma estratégia biotecnolégica
economicamente acessivel (LIMA et al., 2019).

Alguns modelos microbianos s&o classicamente utilizados em estudos de
metabolismo, destacando-se os fungos filamentosos endofiticos, que podem ser
encontrados no solo ou associados a vegetais saudaveis em uma relagao simbidtica
(KATOCH; SALGOTRA; SINGH, 2014).
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A biotransformacgdo a partir de fungos filamentosos contam com um
complexo sistema enzimatico, capaz de catalisar uma série de reagbes como,
hidroxilagdo, desidroxilagdo, reducdo, O-metilacdo, O-demetilagdo, glicosilacao,
acetilacéo e conjugagao (CAO et al., 2015). A utilizagdo de microrganismos inteiros
nesse processo acarreta vantagens frente a sintese convencional, desde a obtengao
de compostos em condi¢cdes otimas de operagdo a um sistema simples e de baixo
custo, gerando menos impacto ambiental (BOAVENTURA; LOPES; TAKAHASHI,
2004). Além disso, pode ser empregado para o estudo do metabolismo de compostos,
e isto ocorre devido a metabolizagao de xenobidticos baseadas no principio de que
sdo organismos eucariotos com aparato enzimatico semelhante aos mamiferos,
capazes de reproduzir com facilidade as enzimas do complexo citocromo P450
encontrada principalmente no figado e no epitélio do intestino (ABOURASHED;
CLARK; HUFFORD, 1999; LAKE; PRICE, 2013).

Com isso, a biotransformacao fungica tornou-se utii como modelo de
estudos farmacoldgicos, avaliagdo de toxicidade de novos compostos e dos
metabdlitos produzidos. A vantagem em relagdo ao modelo animal esta relacionada
com a facilidade de manipulagdo, maior diversidade de producao de metabdlitos,
produgao em escala industrial de estruturas de interesse, além da resolugdo quanto a
enantiosseletividade durante as reacdes de biotransformacao (BORGES; BONATO;
PUPO, 2011).

Entre os fungos filamentosos, as espécies do género Cunninghamella sao
conhecidos por serem modelos capazes de metabolizar uma ampla variedade de
xenobidticos de maneira regio e estereosseletiva, mimetizando os sistemas
enzimaticos de mamiferos, considerado importante em processos de
biotransformacdao (ASHA; VIDYAVATHI, 2009) Sao saprébias encontradas
geralmente no solo e em outros substratos orgéanicos, provenientes de areas
mediterrdneas e subtropicais sendo raramente isolados em regides menos
temperadas (DUBE; KUMAR, 2017). Sua caracterizagdo morfolégica apresenta
micélio cenocitico ramificado, com esporangio, contendo um esporo unico, sobre
vesiculas que podem ou nao ser diferenciadas em apicais e laterais, possuindo
crescimento rapido (em torno de 4 dias), com coloragdo algodoada branca a
acizentada (ASHA; VIDYAVATHI, 2009; NGUYEN; CHOI; LEE, 2017; WEITZMAN;
CRIST, 1980). Também sao caracterizadas pela sua alta sensibilidade, onde

variagbes relacionadas a fonte de carbono e nitrogénio no meio de cultura ou
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diferentes condi¢cdes de temperatura e umidade podem interferir no seu fenétipo
(POTHULURI et al., 1992).

Algumas espécies de Cunninghamella, possuem sistemas de
monooxigenase do citocromo P450, analogos aos de mamiferos e enzimas do
metabolismo de drogas de fase Il, capazes de metabolizar uma ampla variedade de
xenobidticos usando mecanismos de biotransformacéao de fase | (oxidativos) e de fase
Il (conjugativos). A atividade do citocromo P450 desse fungo também é responsavel
pela hidroxilagado, N-oxidagao e N-desmetilagdo de diversos antidepressivos triciclicos
(PISKA et al., 2016).

Desta forma, sdo amplamente utilizados no processo de biotransformacao,
incluindo de diterpenos, que sdo compostos que apresentam diversas atividades
bioldgicas, sendo promissores como material de partida na obtencédo de novos
compostos (VENISETTY; CIDDI, 2005).

1.5.2 Biotransformagéo Fungica de Diterpenos Cauranos

A literatura mostra que os analogos obtidos através do processo de
biotransformagcao em diterpenos cauranos menos funcionalizados isolados de fontes
vegetais, apresentaram resultados biolégicos promissores quando comparados ao
material de partida . Dentre as reacdes envolvidas no processo de transformacdes por
microrganismos em cauranos, a de hidroxilagdo € a mais comum. Takahashi et al.,
(2014) mostraram que a presenca de hidroxilas adicionais no esqueleto podem
aumentar a atividade biolégica quando comparados aos seus precursores apolares.

Fraga e colaboradores (2012), apresentaram a biotransformagao do 7f3-
acetoxi-ent-caur-16-eno por Gibberella fujikuroi levando a obtengcdo do acido 7[B-
acetoxi-ent-caur-16-en-19-6ico além de outros derivados, mostrando a eficiéncia do
fungo no processo de obtencao de analogos, auxiliando no estudo sobre o processo

metabdlico deste fungo (Figura 6).
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Figura 6: Biotransformacgdes do diterpeno caurano 7(-acetoxi-ent-caur-16-eno pelo

fungo Gibberella fujikuroi
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Fonte: Adaptado de (FRAGA et al., 2012)

Em um estudo anterior, os autores mostraram a capacidade do fungo
Mucor plumbeus em hidroxilar diversas posicdes do caurano ent-15B-18-dihidroxi-
caur-16-eno conhecido por candidiol, formando os metabdlitos ent-3a,1583,18-
trihidroxi-caur-16-eno (a), ent-13[,158,18-trihidroxi-caur-16-eno (b), ent-683,1583,18-
trihidroxi-caur-16-eno (c) e ent-11a,158,18-trihidroxi-caur-16-eno (d) representados

na figura 7 (FRAGA et al., 2010).
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Figura 7: Principais biotransformag¢des do diterpeno caurano ent-15p-18-dihidroxi-

caur-16-eno pelo fungo Mucor plumbeus

~ !

ent-153-18-dihidroxi-caur-16-eno

Fonte: Adaptado de (FRAGA et al., 2010).

A biotransformacao por Aspergillus niger do diterpeno acido ent-caur-16-
en-19-oico um dos principais constituintes das raizes de Viguiera hypargyrea, uma
planta medicinal mexicana, mostrou a capacidade do fungo em realizar dihidroxilagoes
regio e estereoseletivas nas posi¢des 1a, 78 e 11a desse composto (MARQUINA et
al. 2009).

As hidroxilagdes frequentemente observadas em diterpenos cauranos
ocorre principalmente nos carbonos 7 e 11 nas posi¢cdes a ou 3, uma caracteristica
comum das biotransformag¢des microbianas. C. echinulata e A. phoenicis foram
capazes de introduzir grupos hidroxila na estrutura quimica do acido ent-caurendico
nas posigbes C-7 e C-11 (Tabela 2), apresentando rendimentos significativos na
hidroxilacao estereosseletiva em 7a. No modelo de esquistossomose experimental ,
0s analogos obtidos através do processo de biotransformacgao, o acido 7a-acetoxi-ent-
caur-16-en-19-6ico foi os mais ativo, reduzindo o numero de ovos e causando
mortalidade in vitro de 100 % dos vermes adultos de Schistosoma mansoni dentro de
24 horas de tratamento quando comparado a xxxxx mostrando uma melhor resposta
do composto biotransformado(OLIVEIRA et al., 2020).
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Tabela 2: Principais hidroxilagdes observadas a partir da biotransformacao do KA

utilizando os fungos C. echinulata e A. phoenicis

Material de partida Fungo Analogos obtidos pelo processo de
biotransformagao
R=COOH; R1=0H; R2=H

Acido Ent-7a-hidroxi-caur-16-en-19-dico

C. echinulata R =COOH; R1=0H; R2 =0OH
e Acido 7aq,1 1B-dihidroxi-ent-caur-16-en-19-
R=COOH:R1=H;R2=H | A. phoenicis | dico
Acido caurendico R=COOH: R1=H:R2=H
(KA) Acido ent-caur-9 (11), 16-dien-19-6ico

R = COOH; R1 OCOCHs3; R2=H
Acido 7a-acetoxi-ent-caur-16-en-19-6ico
Fonte: Adaptado de (OLIVEIRA et al., 2020)

1.56.2.1 Biotransformacgéo a partir de Cunninghamella elegans

Os estudos utilizando C. elegans (Figura 6) no processo de
biotransformacdo tem sido investigado por sua capacidade em produzir uma
diversificada gama de metabdlitos por mimetizar o metabolismo humano, além de
degradar um amplo espectro de xenobidticos, atuando principalmente na oxidagéo de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, tornando-os em metabdlitos mais soluveis em
agua para alcangar uma melhor eliminagao do corpo humano (SULTAN et al., 2013;
WATANABE; KUZHIUMPARAMBIL; FU, 2018; ZAWADZKA et al., 2015).

O metabolismo de farmacos em humanos pode ocorrer nos pulmdoes, rins,
intestino, coracao, sangue e principalmente no figado, com o envolvimento de muitas
enzimas hepéticas, especialmente da familia do citocromo P450 (CYP) (ZHU et al.,
2016). As enzimas metabolizadoras produzidas por esse fungo sao capazes de
realizar biotransformacgao de fase | e de fase Il.

C. elegans possui pelo menos um gene que codifica uma enzima CYP
intimamente relacionada com a familia CYP51 denominado CYP509A1, auxiliando na
compreensao do seu mecanismo de biotransformacao e reag¢des de desintoxicacao

catidnica (WANG et al., 2000). A morfologia e classificagao taxonémica de C. elegans
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esta representado a seguir (Figura 8, Tabela 3).

Figura 8: Morfologia de C. elegans

Legenda: A) Colonias em agar; B e C) Esporangioforos com esporangiola (microscépio 6ptico); D)
Esporangiéforos com vesiculas; E) Esporangiola jovem formada em uma vesicula de esporangiéforo
(Microscopia eletrénica de varredura [MEV]); F e G) Esporangiola com espinhos (MEV) (escala: B) 200
pm, C) 100 ym, D) 50 ym, E-G) 10 ym).

Fonte: (NGUYEN; CHOI; LEE, 2017)

Tabela 3: Classificagado taxonémica de C. elegans

Classificagao cientifica

Reino Fungi

Filo Zygomycota

Ordem | Mucorales

Género | Cunninghamella

Espécie | Cunninghamella elegans
Fonte: (SIBBR, 2020)

Nascimento e colaboradores (2019) mostraram a biotransformagéao de nove
cumarinas usando C. elegans ATCC 10028b e A. brasiliensis ATCC 16404

destacando a obtengdo de analogos quimicos com alta seletividade, a partir da
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utilizacdo de condigdes amenas (pH neutro, temperatura ambiente e pressao
atmosférica), apresentando uma hidroxilagédo seletiva em um carbono néao ativado.

Outro estudo mostrou que C. elegans foi capaz de degradar a quinolina
com alta eficiéncia transformando em dois novos derivados hidroxilados, a 2-
hidroxiquinolina e 3-hidroxiquinolina. O fungo também foi capaz de modular a
composi¢ao de acidos graxos e o perfil fosfolipidico devido a ruptura na estabilidade
da membrana (FELCZAK et al., 2016).

Chen e colaboradores (2017) realizaram a transformac&o microbiana do
acido ciperendico, um dos principais sesquiterpenos isolados da Croton crassifolius,
a partir do C.elegans AS 3.2028. Nesse estudo obtiveram 5 novos produtos
hidroxilados que foram capazes de reduzir significativamente a expressao do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) in vitro em células HepG2 e MCF-7.

Acidos triterpenos pentaciclicos isolados da Boswellia serrata apesar de
apresentarem atividades bioldgicas significativas, dados farmacocinéticos mostraram
que possuem baixa absorcdo, além de rapido metabolismo, o que limita sua
biodisponibilidade. Assim, Xin et al., (2013) realizaram a biotransformacao dos acidos
11-ceto-bosweélico e acetil-11-ceto-bosweélico utilizando C. elegans a fim de melhorar
os dados farmacocinéticos previamente estudados, obtendo 4 novos compostos,
caracterizados como acido 7B-hidroxi-11-ceto-boswélico, 7, acido 30-dihidroxi-11-
ceto-boswellico (2), 78, 16a-dihidroxi-3-acetil-11-ceto-boswélico e acido 783, 15a, 21[3-
trinidroxi-3-acetil-11-ceto-boswélico.

A biotrasformacdao do sesquiterpeno (+)-esclareolideo com C. elegans
(NRRL 1392) resultou na formacao de novos metabdlitos 2a-hidroxisclareolideo,
2a,3B-diidroxisclareolideo e B-hidroxi-8-episclareolideo além de outros metabdlitos
conhecidos. Os autores realizaram a elucidagao estrutural desses metabdlitos com
base em dados espectrais e estudos espectroscopicos comparativos com material de
partida (CHOUDHARY et al., 2004).

Ma e colaboradores (2007) realizaram a biotransformag¢do do metropolol
utilizando cinco espécies de Cunninghamella sp. (C. elegans AS 3.156, C. elegans AS
3.2028, C. echinulata AS 3.2004, C. blakesleeana AS 3.153 e AS 3.910), onde
observaram a similaridade dos metabdlitos obtidos com os biotransformados em
mamiferos, além da obtencgao de dois novos compostos de reacdo de N-desalquilacao
do metoprolol e um conjugado glicosideo de O-desmetil-metoprolol, destacando o alto

rendimento na obtencédo desses compostos.
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Assim, o uso de sistemas microbiolégicos como C. elegans, permite a
produgao de metabdlitos a partir de uma via economicamente interessante, além de
farmacologicamente promissora. No entanto, mais estudos sdo necessarios com o
intuito de melhorar estruturalmente os compostos ja estudados, aumentando suas

caracteristicas farmacocinéticas e respostas biolédgicas.

1.6 DOENCAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS

As doencgas tropicais negligenciadas estdo diretamente relacionadas a
pobreza e afetam mais de um bilhdo de pessoas nos paises em desenvolvimento. As
necessidades de tratamento nao atendidas causam alta mortalidade e incapacidade,
causando graves consequéncias sociais e econdmicas. Embora coordenado pela
Organizagao Mundial da Saude (OMS), varias organizacdes filantropicas, governos
nacionais e a industria farmacéutica tém feito esforcos para melhorar a situagéo, o
controle dessas doencas ainda € inadequado e extremamente dificil nos dias de
hoje. A falta de medicamentos seguros, eficazes e acessiveis € um fator-chave de
contribuicdo (WENG; CHEN; WANG, 2018).

De acordo com a OMS atualmente 20 doencgas sdo consideradas como
negligenciadas: ulcera de Buruli; dengue e chikungunya; cromoblastomicose e outras
micoses profundas; dracunculiase (doenca do verme da
Guiné); equinococose; trematodiases de origem alimentar; tripanossomiase humana
africana (doenga do sono); lepra (doenca de Hansen); filariose
linfatica; micetoma; oncocercose (cegueira dos rios); raiva, sarna e outros
ectoparasitos; esquistossomose; envenenamento por picada de cobra; helmintiases
transmitidas com sujeira; teniase/cisticercose; tracoma; bouba e outras
treponematoses endémicas além da leishmaniose e a Doenga de Chagas (WHO,
2021a)

1.6.1 Leishmaniose

Caracterizada como uma doenca antropozoonética, a leishmaniose é
causada por protozoarios unicelulares pertencentes ao reino Protista, sub-reino
Protozoa, filo Sarcomastigophora, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e

género Leishmania, sua transmissdo aos hospedeiros mamiferos ocorre através do
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repasto sanguineo de diferentes espécies de insetos vetores flebotomineos (BURZA,;
CROFT; BOELAERT, 2018). Considerada uma doencga infecciosa, a leishmaniose
integra a lista das 20 doengas tropicais negligenciadas e o segundo lugar entre as seis
doencas infecto-parasitarias mais frequentes no mundo, sendo endémica em 100
paises e afetando mais de 12 milhdes de pessoas em todo o mundo. De acordo com
a OMS, mais de 1 bilhdo de pessoas vivem em areas endémicas sob o risco de
infeccdo (WHO, 2020).

As manifestagdes clinicas que caracterizam a doenga constituem a forma
visceral, cutdnea, mucocutanea, difusa e disseminada, nas quais o aspecto clinico e
a evolucado da doenca sao dependentes principalmente da espécie e viruléncia do
parasito envolvido, e do sistema imunolégico do hospedeiro (resposta imune,
susceptibilidade, estado nutricional, genetica e idade). Nas Américas, o0 acometimento
cutaneo é conhecido como leishmaniose tegumentar amerciana (LTA) (DESJEUX,
2004). (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; DATASUS; BRASIL. MINISTERIO DA
SAUDE., 2017).

A Leishmaniose Visceral (LV), também conhecida como calazar, é a forma
mais grave da doenca, com acometimento sistémico. As manifestagcdes clinicas da
doencga sao caracterizadas principalmente por febres irregulares, perda de peso,
anemia, hepatoesplenomegalia e pancitopenia. Apds a recuperagao, os pacientes
podem desenvolver a forma cutadnea, que requer um longo e oneroso tratamento
(DESJEUX, 2004). Quando nao tratada apds o aparecimento dos sintomas, pode ser
fatal em até 90 % dos casos (BALANA-FOUCE et al., 2019).

A forma clinica mais frequente na LTA é a leishmaniose cutanea localizada
(LC), caracterizada pela formacéao de ulcera unica ou multiplas na pele, que se iniciam
no local de inoculacido da picada do vetor. As caracteristicas iniciais da lesdo séo o
aparecimento de eritema, edema e apdés um periodo variavel de incubagao
desenvolve-se uma ulcera tipica apresentando bordas elevadas, contornos regulares
e fundo granuloso, podendo ou nédo apresentar exsudato purulento (ANVERSA et al.,
2018; GONZALEZ et al., 2008; MAGILL, 2005).

A foma clinica mucosa (LM) é caracterizada pela capacidade do parasito
de se disseminar via hematogénica e/ou linfatica para mucosa nasal e/ou oral do
paciente. Esta forma estda associada a espécie de L. braziliensis. As lesdes
apresentam carater destrutivo atingindo mucosas, labios, palato e cartilagens do septo

nasal. Essas lesbes na mucosa podem surgir imediatamente apos a forma cutanea
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ou até mesmo anos apos sua cicatrizagao, provenientes de uma terapia inadequada
(BERBERT et al., 2018). Uma caracteristica que difere a LM, € que além de n&o evoluir
para uma cura espontanea, os riscos de deformidade permanente no paciente séo
altos (BERBERT et al., 2018; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

A leishmaniose cuténea difusa é uma variante rara da LC, acomete
pacientes que apresentam deficiéncia na resposta imune celular aos antigenos do
parasitos do genero Leishmania. Os pacientes apresentam lesdes nao cicatrizantes,
desenvolvimento de papulas e nédulos n&o ulcerados com multiplicacdo parasitaria
descontrolada. A doenca pode se disseminar por migragao de macréfagos ou via
linfatica, ou seja, assumir um carater cronico, persistindo por toda vida do paciente.
S&o causadas pelas espécies: L. amazonensis, L. aethiopica ou L. mexicana (BURZA,
CROFT; BOELAERT, 2018).

O Brasil, se apresenta como um pais que requer atencdo nas medidas de
tratamento e controle da doenga, uma vez que possui alta incidéncia das trés formas
clinicas da leishmaniose tegumentar americana (LTA) (DATASUS; MINISTERIO DA
SAUDE, 2017). A LTA apresenta ampla distribuicdo geografica no pais, sendo o pais
considerado como a maior area endémica devido a sua maior extensao territorial, com
registros em todos os Estados brasileiros, enquanto a leishmaniose visceral (LV) é

mais frequente nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste (WHO, 2019).

1.6.1.1  Ciclo bioldgico

Leishmania spp. possui um ciclo biolégico heteroxénico, ou seja, envolve
um hospedeiro mamifero e um vetor, apresentando morfologia variavel durante seu
ciclo bioldgico (Figura 9) (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). O inicio da infecgdo em
mamiferos ocorre durante o repasto sanguineo de flebotomineos fémeas infectados
com o protozoario. Apds a flebotomia, as formas promastigotas metaciclicas séo
liberadas entrando na derme do hospedeiro, juntamente coma saliva do inseto a qual
€ capaz de induzir uma rapida infiltracdo de neutrdfilos, além do recrutamento
substancial de macréfagos residentes na pele (PETERS et al., 2008). Os neutrdfilos
sdo as primeiras células infectadas apds a entrada dos parasitos na pele do
hospedeiro. Essas células desempenham um papel importante no desenvolvimento
da doenga e podem servir como um “cavalo de tréia”, enquanto os macréfagos séo

essenciais para o estabelecimento e amplificagdo da infeccdo (HANDMAN; BULLEN,
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2002).

Uma vez fagocitadas por macrofagos, as formas promastigotas
metaciclicas sao internalizadas em vacuolos parasitéforos diferenciando-se em
formas amastigotas, onde se proliferam por divisdo binaria até o rompimento da
membrana macrofagica, liberando essas amastigotas que podem infectar novos
macrofagos ou ser ingerida por uma nova fémea de flebotomineo durante o repasto
sanguineo (TEIXEIRA et al., 2013).

Figura 9: Ciclo biolégico do protozoario transmissor da leishmaniose tegumentar

americana

‘ Q Q Picada do inseto

Legenda: 1) Durante o repasto sanguineo, mosquitos flebotomineos fémeas inoculam formas
promastigotas metaciclicas na pele do hospedeiro; 2) na derme do hospedeiro vertebrado, os parasitos
sdo fagocitados por macréfagos; 3) no interior dos macrofagos, as formas promastigotas vao se
diferenciar em formas amastigotas, multiplicando por diviséo binaria; 4) apos a multiplicagéo, as formas
amastigotas sao liberadas apds a lise celular; 5) o ciclo se completa quando outro flebotomineo ingere
fagdcitos infectados durante o repasto sanguineo; 6) no interior de seu intestino, as formas amastigotas
se diferenciam em formas promastigotas; 7) os parasitos se multiplicam e diferenciam-se em formas

promastigotas metaciclicas, migrando para a probéscide do inseto.

Fonte: Adaptado de (BORGHI et al., 2016)
1.6.1.2 Tratamento convencional

Os farmacos N-metil-glucamina (Glucantime da Sanofi-Aventis
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Farmacéutica), o estibogluconato de sodio (Pentostan da GlaxoSmithKline e
Solustibosan da Bayer) e a miltefosina (Milteforan, da Virbac) sao utilizados como
tratamento de primeira escolha para a maioria das formas clinicas de leishmaniose
por mais de sete décadas (PASSERO et al., 2018).

Nas ultimas décadas, surgiram compostos genéricos aos medicamentos de
primeira escolha, apresentando resultados equivalentes além de serem
economicamente mais acessiveis, difundindo o uso de antimoniais pentavalentes. A
taxa de cura clinica desses farmacos pode chegar a 80-100 %, promovendo uma
rapida regressao do numero de parasitos presentes nos tecidos e no sangue, sendo
diretamente relacionada com as espécies infectantes de Leishmania, assim como o
estado imunolégico do paciente (PASSERO et al., 2018). O mecanismo de agéo
desses compostos ainda sao pouco conhecidos, porém acredita-se que o antiménio
pentavalente atue como uma pro-droga, sendo convertido em trivalente, sua forma
ativa, no figado, interferindo na -oxidagao tanto de acidos graxos como glicélise do
parasito, induzindo uma deplecdo de ATP intracelular (BALANA-FOUCE et al., 1998).

Em contrapartida a eficiéncia terapéutica relatada, apresentam alta
toxicidade ao paciente, causando diferentes efeitos adversos incluindo mialgia,
artralgia, inapeténcia, nauseas, vomitos, sensacgao de plenitude gastrica, pirose, dor
abdominal, prurido, febre, fraqueza, cefaléia, tontura, insénia, edema, aumento sérico
das enzimas hepaticas, insuficiéncia renal aguda, pancreatite e cardiotoxicidade. Na
maioria dos casos, a cura clinica ndo € acompanhada pela cura parasitologica, isso
ocorre devido a resisténcia aos farmacos de primeira escolha, ou pelo abandono do
tratamento pelos pacientes, uma vez que esses farmacos apresentam dificuldade na
administracao, que deve ser realizada em ambiente hospitalar por via endovenosa ou
intramuscular. Outro fator que devemos salientar € o alto custo do tratamento
(CROFT; BARRETT; URBINA, 2005; RATH et al., 2003).

Quando ocorre resisténcia parasitaria ou contraindicagbes aos
medicamentos de primeira escolha, farmacos como anfotericina B (AmB),
paramomicina e pentamidina sdo recomendados. No entanto, também apresentam
reacdes adversas ao paciente além de um indice terapéutico menor quando
comparados aos antimoniais (DA SILVA-LOPEZ, 2010).

AmB é um farmaco antifungico, que atua na morte do parasito a partir da
ligagdo com o ergosterol de sua membrana formando poros e alterando sua
permeabilidade, permitindo a saida de ions de Na*, K* e Mg?* (MESA-ARANGO;
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SCORZONI; ZARAGOZA, 2012). Os efeitos colaterais relacionados a esse
medicamento est&o relacionados a sua baixa seletividade, o que permite a ligagao ao
colesterol presente na membrana celular dos mamiferos (CZUB; BOROWSKI,
BAGINSKI, 2007).

O primeiro e unico farmaco de administragdo oral para o tratamento da
leishmaniose é a miltelfosina. Atua como inibidores da biossintese lipidica em
cinetoplastideos, e em Trypanosoma cruzi estudos mostraram a redugdo na
concentracado de fosfatidilcolina além de apresentar alta seletividade para o parasito
(LIRA et al., 2001). No entanto além de apresentar alto custo, apresentam elevada
incidéncia de toxicidade gastrointestinal, ocasionalmente toxicidade hepatica,
nefrotoxicidade e teratogenia (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015).

Paramomicina € um antibiético aminoglicosideo-aminociclitol, para LV é
utilizado na forma parenteral, enquanto na LC seu uso é realizado de forma topica
(SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015). Seu mecanismo pode ser descrito pela sua
ligacdo a subunidade ribossémica 30s, agindo através da interferéncia da sintese
protéica de protozoarios, podendo também levar a leitura incorreta do RNA
mensageiro (RNAm). No entanto, ndo apresentou segurancga devido sua necessidade
de monitoramento das transaminases séricas, além de nao apresentar informagoes
necessarias sobre seu uso por gestantes (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015).

Utilizada no inicio dos anos 80 para o tratamento da LV, a pentamidina
desenvolvida como um analogo sintético da insulina € uma diamina aromatica (BRAY
et al.,, 2003). Seu mecanismo esta relacionado com a sua competicdo com as
poliaminas atraves de ligagao aos acidos nucléicos, ou até mesmo ligando-se ao DNA
do cinetoplasto (SANDS; KRON; BROWN, 1985). De acordo com a literatura, esse
farmaco pode causar alteragbes morfolégicas como a ruptura mitocondrial,
fragmentacdo de membrana e inibigdo da conversdo de amastigotas em
promastigotas em L. mexicana (SANDS; KRON; BROWN, 1985). A descontinuagao
do uso desse farmaco ocorreu por apresentar eficacia menor quando comparados aos
efeitos adversos apresentados nos pacientes, como pancreatite, hipoglicemia,
hipotensédo, prolongamento do intervalo QT (duragao da sistole elétrica ventricular) e
hipercalemia (CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2019).

Pode-se observar que o tratamento para leishmaniose baseia-se em
farmacos que sao altamente toxicos, apresentam graves efeitos adversos, dificuldade

de administracdo além de apresentar elevado custo, dificultando o tratamento,
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principalmente em paises onde a leishmaniose € endémica (RODRIGUES et al.,
2015). Diante dessas dificuldades, fica evidente a necessidade de desenvolvimento
de novos compostos que apresentem atividade leishmanicida e imunomoduladora
mais eficaz e menor efeito colateral ao paciente. As estruturas dos farmacos utilizados

no tratamento da leishmaniose foram representadas abaixo.

Figura 10: Estrutura dos farmacos utilizados no tratamento da leishmaniose
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Fonte: Adaptado de (RATH et al., 2003)

1.6.1.3 Atividade leishmanicida dos diterpenos cauranos

Diterpenos cauranos podem apresentar atividades bioldgicas promissoras,
como atividade anti-inflamatéria (XING et al., 2020), antimicrobiana (PFEIFER
BARBOSA et al., 2019), antitumoral (PAGLIARA et al., 2020) e antiprotozoaria
(BATISTA; CHIARI; DE OLIVEIRA, 1999; SESSA et al., 2020).

Com relacédo a leishmaniose, dos Santos et al., (2013) investigaram a
atividade leishmanicida in vitro dos acidos diterpénicos presentes na oleoresina de
Copaifera officinales, além de pesquisarem possiveis alvos de sua acao contra L.
amazonensis. Neste trabalho os autores verificaram que o KA (Figura 5A) apresentou

maior atividade contra amastigotas axénicas, além de causar aumentos significativos
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na permeabilidade da membrana plasmatica e despolarizagdo mitocondrial do
protozoario. Miranda et al., (2015) demonstraram o efeito antiprotozoario in vitro e os
mecanismos do KA isolado da S. trilobata contra L. amazonensis. De acordo com os
autores, o composto além de apresentar efeito antileishmania direto sobre as formas
promastigotas, foi capaz de reduzir o numero intracelular de formas amastigotas e a
porcentagem de macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados. O
tratamento com KA restabeleceu a produgdo de oxido nitrico (NO) de maneira
constitutiva dependente de NO sintase” (cNOS), subvertendo o mecanismo de escape
deplecédo de NO de L. amazonensis. Além disso, o KA também induziu aumento na
producao de IL-1B e expressao do componente ativador de inflamassoma NLRP12.

Bortoleti et al., (2018) avaliaram o efeito in vitro do GFA (Figura 5B), um
diterpeno caurano isolado das raizes de S. trilobata, em promastigotas e amastigotas
de L. amazonensis. De acordo com os resultados, os autores verificaram que esse
diterpeno atua nas formas promastigotas por meio de um mecanismo semelhante a
apoptose e nas formas amastigotas intracelulares, a acédo foi dependente da
imunomodulagdo com aumento nos niveis da interleucina (IL)-10 e do ferro total ligado
a transferrina.

O diterpeno ent-caurano ent-3a-hidroxi-caur-16-en-18-ol (Figura 11)
isolado do extrato diclorometano das folhas de Aldama discolor foram testados in vitro
contra T. brucei rhodesiense, T. cruzi, L. donovani e Plasmodium falciparum e também
a citotoxicidade contra células de mamiferos (linhagem L6). O composto apresentou
atividade in vitro significativa contra L. donovani, além de nao apresentar
citotoxicidade em células L6 (NOGUEIRA et al., 2016a).

Figura 11: Estrutura do ent-3a-hidroxi-caur-16-en-18-ol

Fonte: Adaptado de (NOGUEIRA et al., 2016a)



49

Como relatado acima, o estudo da atividade leishmanicida de compostos
ent-cauranos sao promissores porém ainda nao foram totalmente explorados de
acordo com seu potencial. Esses compostos se tornam muito interessentes para o
processo de biotransformacdo, uma vez que suas atividades podem ser

potencializadas por esse processo.

1.6.2 Doencga de Chagas

Considerada como uma doenca tropical negligenciada, a doenca de
Chagas (DC) é caracterizada como uma das zoonoses de maior impacto relacionada
a saude publica das Américas (WILLIAMS et al., 2020) causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi. Estima-se que 6 a 7 milhdes de pessoas em todo o mundo,
principalmente na América Latina, estejam infectadas pelo protozoario, no entanto,
durante a ultima década, novos casos da DC foram identificados em areas nao
endémicas, devido a migracédo de individuos infectados ou até mesmo a infecgéo
relacionada a viagens para areas endémicas (FRANCO-PAREDES et al., 2020; WHO,
2021b). Estima-se que haja no Brasil, atualmente, pelo menos um milhdo de pessoas
infectadas por T. cruzi, mesmo com 0s avangos para a prevencao e controle da
doencga, ainda é considerada a quarta principal causa de morte entre as doencgas
infecciosas e parasitarias, totalizando mais de 70 % das mortes entre 2000 e 2014.
Em 2020, foram confirmados 146 casos da forma aguda da doenga com uma
letalidade de 2 % no pais (MINISTERIO DA SAUDE; 2021).

1.6.2.1  Ciclo bioldgico

Trypanosoma cruzi € uma espécie de protozoario flagelado heteroxenica
com alta diversidade genética e fenotipica, pertencente ao reino Protista, sub-reino
Protozoa, filo Euglenozoa, ordem Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae e
género Trypanosoma (HAMILTON; STEVENS, 2010). No hospedeiro mamifero pode
ser encontrados dois principais estagios do T. cruzi, a forma tripomastigota
extracelular, e a forma amastigota intracelular, enquanto no intestino médio do inseto
triatomineo, encontram-se as formas epimastigotas, que no momento da infecgéo
migram para o reto do inseto vetor diferenciando-se em tripomastigotas metaciclicas
infecciosas (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010).
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Por apresentar varios estagios de desenvolvimento tanto em insetos
vetores quanto em hospedeiros mamiferos, T. cruzi apresenta um ciclo de vida
complexo (Figura 12) (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). As formas tripomastigotas
sao flageladas, ndo possuem capacidade de realizar divisdo celular, no entanto sédo
extremamente infectantes, explicando sua capacidade de invadir qualquer célula
nucleada. Apés a invasao, os parasitos diferenciam-se em formas amastigotas com
flagelo interiorizado (COURA, 2015). As formas amastigotas, multiplicam-se por
divisbes binarias dentro de diferentes tipos de célula, preferencialmente em células
mesenquimais, assim apos essa divisdo, se diferenciam em formas tripomastigotas
causando o rompimento da célula hospedeira alcangando a corrente sanguinea, o que
permite a disseminacdo da infeccdo em outras células e tecidos (PEREZ-MOLINA;
MOLINA, 2018).

O curso clinico da DC em humanos, esta dividida em duas principais fases:
aguda e crénica. A infecgcdo aguda pode ocorrer em pacientes de qualquer idade,
sendo assintomatica na maioria dos casos, quando ocorre nos primeiros anos de vida.
Os sintomas que caracterizam essa fase sio: febre, inflamacéo no local de inoculacéao,
edema palpebral unilateral (quando o portal de entrada do parasito € a conjuntiva,
denominado sinal de Romafa), linfodenopatia e hepatoesplenomegalia (PEREZ-
MOLINA; MOLINA, 2018; RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

Neste estagio, todos os tipos de células nucleadas sao alvos potenciais
para a infeccdo desenvolvendo a resposta imune, onde ocorre a redugao da
parasitemia, além da diminuicdo do numero de parasitos nos tecidos, indicando o fim
da fase aguda, que geralmente ocorre entre 4-8 semanas, porém diminui
consideravelmente a partir dos 90 dias (JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2018). No
entanto, ndo ocorre a completa eliminagdo parasitaria, e a infecgao de tecidos
especificos, como os ganglios entéricos ou musculares, persistem indefinidamente
durante a vida do hospedeiro (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010). A doenga na sua
forma mais grave (fase crénica) ocorre em menos de 1 a 5 % dos pacientes, e as
manifestagbes presentes sdo miocardite aguda, derrame pericardico e
meningoencefalite (ORTIZ et al., 2019).

O elevado grau de variabilidade genética intra-especifica do T. cruzi, esta
relacionada a distribuicdo geografica, patogénese, caracteristicas clinicas e resposta
a terapia (WHO, 2016; YAMAGATA; NAKAGAWA, 2006).

A transmissido da doenca em areas endémicas pode acontecer por meio
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de trés principais géneros de insetos triatomineos, popularmente conhecidos como
barbeiros (Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius) (RASSI; RASSI; MARIN-NETO,
2010).

A transmissao nao vetorial € denominada como rota alternativa de infeccao,
possuindo um papel importante tanto nos paises ndao endémicos como também em
areas endémicas. A parasitemia materna € um determinante biologico de transmissao
congénita, podendo chegar a 31 %, sendo detectavel por PCR, porém esse valor pode
ser ainda maior, uma vez que ha a possibilidade de falso negativo (PEREZ-MOLINA,;
NORMAN; LOPEZ-VELEZ, 2012). Entre 2 a 8 % das gestantes com DC podem passa-
la para seus bebés e aproximadamente 8 mil recém-nascidos sao infectados durante
a gravidez a cada ano (OPAS, 2021).

De acorco com o boletim epidemiogico emitido pelo Ministério da Saude,
no Brasil a forma de transmissdo mais frequente registrada em 2020 foi a oral (75,34
%) pela ingestdo de alimentos contaminados, principalmente na regido amazdnica,
enquanto a transmissao vetorial ocupou menos indices com 6,81 %. A DC é quase
100 % curavel se tratada na fase aguda inicial, no entanto, apenas 1 % dos infectados
sao tratados a cada ano decorrente a presenca clinica silenciosa ou expressao
sintoméatica ambigua da doenca (MINISTERIO DA SAUDE; 2021).

Figura 12: Ciclo biolégico do protozoario transmissor da DC
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Legenda: 1) Ao se alimentar de sangue, o inseto vetor Triatominae infectado, libera formas
tripomastigotas em suas feses perto do local da picada; 2) As formas tripomastigotas penetram no
hospedeiro pela ferida ou pelas mucosas integras (por exemplo conjuntiva). No hospedeiro, as formas
tripomastigotas infectantes invadem as células préximas ao local da inoculagédo, onde se diferenciam
em formas amastigotas intracelulares; 3) As formas amastigotas se multiplicam por fissdo binaria; 4) A
sequir, se diferenciam em formas tripomastigotas sanguineas, e saem da célula apds lise celular e
entram na corrente sanguinea, podendo infectar outras células em varios tecidos, nos quais se
diferenciam em formas amastigotas intracelulares e as manifestacdes clinicas resultam desse ciclo
infectivo. A multiplicagédo é retomada quando os parasitos entram em outra célula ou sao ingeridos por
outro vetor; 5) O inseto vetor é infectado ao se alimentar de sangue dos hospedeiros contendo parasitos
na circulagdo; 6) As formas tripomastigotas sanguineas ingeridas se diferenciam em epimastigotas no
intestino médio do vetor; 7) Os parasitos se multiplicam no intestino médio; 8) No intestino distal, se
diferenciam em formas tripomastigotas metaciclicas infecciosas que sao eliminadas junto com as fezes

do vetor.

Fonte: Adaptado de (SOUZA; CARVALHO; BARRIAS; 2010).

1.6.2.2 Tratamento convencional

O tratamento da DC baseia-se em dois principais compostos nitro-
heterociclicos; o benznidazol (BZ; N-benzil-2-nitroimidazol acetamida) e o nifurtimox
(NFX; 3-metil-4- [5"-nitrofurfurilideneamina] tetra-hidro-4H-1,4-tiazina-1,1-diéxido)
(Figura 13). Sdo medicamentos desenvolvidos ha mais de quatro décadas e
apresentam alta eficacia na fase aguda, congénita e crbénica (pediatrica) precoce.
Porém, os perfis de seguranca desses farmacos estdo longe de ser ideais
(ZINGALES, 2018).

O NFX foi o primeiro medicamento a ser utilizado no tratamento da DC,
possui administragao via oral, e o tratamento deve prosseguir entre 60 e 90 dias com
3 a 4 doses diarias, atua aumentando a produgao de radicais superoxido promovendo
alteragbes no metabolismo do parasito, no entanto, algumas cepas sao resistentes a
ele, levando a menor eficacia do medicamento entre pacientes infectados com
diferentes cepas de T. cruzi (MENEZES et al., 2011; SALES et al., 2017). Entre os
efeitos adversos causados nos pacientes por esse medicamento, esta a anorexia,
perda de peso, disturbios neuroldgicos (incluindo irritabilidade, insénia, alteragao de
humor, parestesias e neuropatia periférica), nauseas, vémito, febre e em alguns casos
erupcao cutadnea, de modo que cerca de 75 % dos casos o tratamento era
interrompido. Na década de 80, devido a ocorréncia dos numerosos efeitos adversos,
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o uso do NFX foi proibido no Brasil, desde entdo, o BZ é o unico farmaco de atividade
tripanocida disponivel no mercado (COURA; DE CASTRO, 2002; JACKSON et al.,
2010).

As vantagens apresentadas pelo BZ em relacdo ao NFX estdo relacionadas
ao seu perfil de tolerabilidade, penetragao tecidual e maior eficacia. Também possui
administracao oral (2 a 3 doses diarias) por um periodo de 60 dias. Atua por meio da
formacgao de radicais livres e metabdlitos eletrofilicos que sdo gerados quando seu
grupo nitro é reduzido a um grupo amino pela acéo das nitroredutases. Dessa forma,
o efeito tripanocida do BZ, pode ser causado pela ligacdo covalente de seus
metabdlitos reduzidos as macromoléculas do parasito, incluindo o DNA e também pela
inducéo de estresse oxidativo dentro do parasito, promovendo a sua morte (RAJAO
et al., 2014; SALES et al., 2017).

Os efeitos adversos relacionados ao tratamento com BZ envolvem a
hipersensibilidade na forma de erupgéo cuténea (29 a 50 %), intolerancia digestiva (5
a 15 %), anorexia, astenia, dor de cabecga e disturbios do sono (40 %). Outro efeito
acarretado pelo uso do medicamento em casos mais raros esta a neuropatia e
depressao da medula éssea. A descontinuidade proveniente dos efeitos adversos do
tratamento ocorre em 29 % dos casos (MOLINA et al., 2015; PINAZO et al., 2010).

Neste contexto, tem sido cada vez mais estudada a utilizagcdo de
compostos provenientes de fontes naturais que possam atuar como agentes
terapéuticos sobre a DC, devido a alta letalidade da doenga, as graves complicagbes
e o alto custo do tratamento. Assim, se faz necessario a busca por compostos isolados
de fontes naturais com atividade antiprotozoaria, sendo uma alternativa promissora,
com maiores efeitos sobre o parasito acompanhado por menor toxicidade as células
infectadas. Além disso, compostos de origem natural podem ser uma alternativa
economicamente favoravel principalmente quando comparados aos farmacos de

referéncia.
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Figura 13: Estrutura dos farmacos de referéncia utilizados para o tratamento da DC

Benznidazol Nifurtimox

Fonte: Adaptado de (SOUZA; CARVALHO; BARRIAS; 2010)

1.6.2.3 Atividade tripanocida de diterpenos cauranos

Na medicina popular, existe uma contribuigdo significativa dos produtos
naturais no tratamento da DC (DA SILVA FERREIRA et al., 2013). Estudos
relacionados a utilizagao de extratos ou compostos isolados obtidos a partir de fontes
naturais para o tratamento de doencgas parasitarias nas ultimas décadas, tem sido
considerado uma abordagem alternativa (TEIXEIRA et al., 2014).

Batista; Chiari; de Oliveira, (1999) isolaram do extrato etandlico de partes
aéreas de Wedelia paludosa, os diterpenos acido ent-caur-16-en-19-6ico (Figura 5A),
acido ent-caur-9(11),16(17)-dien-19-6ico (Figura 5B) e o acido 3-angeloiloxi-ent-caur-
16-en-19-6ico (Figura 14). Esses compostos apresentaram atividade in vitro contra
formas tripomastigotas de T. cruzi até mesmo na menor concentragdo testada de 0.68
mg/mL. Foi o primeiro relato da atividade tripanocida dos acidos ent-caur-

9(11),16(17)-dien-19-6ico e 3a-angeloiloxi-ent-caur-16-en-19-dico.

Figura 14: Estrutura do acido 3-angeloiloxi-ent-caur-16-en-19-6ico

Fonte: Adaptado de (BATISTA; CHIARI; DE OLIVEIRA, 1999)
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A Asteraceae Baccharis retusa, € uma planta medicinal brasileira descrita
na literatura para o tratamento de diversas doencas incluindo a DC. O fracionamento
guiado por bioatividade do extrato de n-hexano das partes aéreas de B. retusa resultou
no isolamento e caracterizagao de trés diterpenos cauranos biologicamente ativos: 1)
acido ent-15B-senecioil-oxi-caur-16-en-19-6ico (Figura 15A); 2) acido ent-caur-16-en-
19-6ico (Figura 5A) e 3) ent-16-oxo-17-nor-cauran-19-6ico (Figura 15B). Apds a
identificacdo quimica desses compostos, foram avaliados a atividade tripanocida pelo
ensaio colorimétrico de resazurina. De acordo com os autores, os compostos isolados
apresentaram toxicidade reduzida contra linhagem celular de fibroblastos murinos
(NCTC) e foram eficazes contra as formas tripomastigotas de T. cruzi (ICso de 3,8 uM
(1), 75,3 uM (2) e 44,2 uyM (3)). Além disso, o composto 3 também apresentou
atividade contra formas amastigotas de T. cruzi (ICso de 83,2 uM), enquanto o
composto 1 apresentou o maior indice de seletividade (Sl), causando permeabilizagéo
na membrana plasmatica do parasito (57 %) quando comparada as formas

tripomastigotas néo tratadas (UENO et al., 2018)

Figura 15: A) Acido ent-15B-senecioil-oxi-caur-16-en-19-6ico e B) ent-16-0xo-17-nor-
cauran-19-06ico
A)

Fonte: Adaptado de (UENO et al., 2018)

Kian e colaboradores, (2018) mostraram a capacidade do 6leo de copaiba
e do KA (Figura 5A) em eliminar T. cruzi em macrofagos infectados principalmente
pelos mecanismos do oOxido nitrico (NO), espécies reativas de oxigénio (ERO),
metabolismo do ferro e defesa antioxidante. De acordo com o estudo, ambos os
compostos induziram uma resposta anti-inflamatéria com aumento de IL-10 e TGF-j3,
bem como diminuigdo da produgado de IL-12. Apesar de ser capaz de modular a

resposta imune nas células do hospedeiro, a atividade antimicrobiana do dleo de
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copaiba e do KA parece ser uma agao direta dos compostos sobre os parasitos,
causando sua morte.

Apesar dos resultados promissores envolvendo os diterpenos cauranos, 0s
estudos ainda s&o muito escassos quando comparados com a gama de compostos
biologicamente ativos, mostrando a necessidade de aprofundamento nas pesquisas
desses compostos.

Considerando o aumento da resisténcia desses parasitos aos agentes
terapéuticos disponiveis fica evidente a necessidade de maior atengdo para as
doencgas parasitarias, uma vez que no atual cenario farmacolégico ha evidente
necessidade da busca de compostos mais eficazes e com menos efeitos adversos.

Dentro deste contexto, os diterpenos cauranos tém despertado grande
interesse na comunidade cientifica, podendo representar expressivo potencial

terapéutico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter analogos estruturais do KA a partir da biotransformagédo com C.

elegans e avaliar a atividade leishmanicida desses compostos, além de avaliar a agao

tripanocida do GFA e determinar os principais mecanismos envolvidos na morte do

parasito.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

CAPITULO Il

Isolamento e identificacdo do KA do extrato bruto diclorometanico das partes
aéreas de S. trilobata;

Submeter o KA ao processo de biotransformagao microbiana a partir do fungo
C. elegans;

Isolamento, purificacdo e identificagdo dos principais compostos
biotransformados;

Elucidagao estrutural dos analogos biotransformados;

Estudo in silico dos compostos biotransformados;

Avaliacdo da citotoxicidade dos compostos biotransformados em linhagem
celular J774.A1;

Avaliagcdo do efeito leishmanicida dos compostos sobre a cinética de

proliferacao de formas promastigotas de L. amazonensis;

CAPITULO IlI

Avaliacao da atividade tripanocida direta do GFA

Verificagao das alteragdes ultraestruturais causadas pelo GFA sobre as formas
tripomastigotas de T. cruzi;

Determinagao dos principais mecanismos de morte envolvidos durante a agao

direta do GFA sobre as formas tripomastigotas de T. cruzi;



58

Verificagdo da atividade anti-amastigota do GFA em J774.A1 infectados com
T. cruzi, bem como a elucidacdo dos possiveis mecanismos microbicidas
envolvidos;

Investigagdo do efeito imunomodulador do GFA sobre J774.A1 infectados ou
ndo com T. cruzi, através de dosagem de citocinas (TNF-q, IL-6, IL-10 e IL-12);
Avaliagao da producdo de NO e ERO em macrofagos infectados e tratados com
GFA.
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CAPITULOII

Atividade leishmanicida de diterpenos cauranos obtidos

por meio da biotransformagao fungica do acido caurendico
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Resumo

A leishmaniose € uma doenga tropical negligenciada causada pelo protozoario do
género Leishmania. O tratamento convencional apresenta eficacia limitada, alta
toxicidade, além de exigir um longo tempo. Assim, € necessario o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas para a obtengdo de novos compostos que possuam
alta eficiéncia e menor toxicidade. Dentre os compostos naturais provenientes de
plantas, destaca-se o acido caurendico (KA), composto com potencial para o
tratamento da leishmaniose, além de apresentar caracteristicas estruturais favoraveis
para o processo de biotransformacgdo. Sendo assim, neste estudo foi realizada a
biotransformacao fungica por Cunninghamella elegans do acido caurendico (KA)
isolados das partes aéreas da planta Sphagneticola trilobata e os compostos
biotransformados foram avaliados quanto a atividade leishmanicida sobre formas
promastigotas de L. amazonensis, bem como os efeitos citotoxicos sobre macrofagos
murinos J774A.1. Inicialmente dois diterpenos cauranos foram obtidos pelo processo
de biotransformagao fungica, os acidos 7-hidroxidocaurendico (7OHKA) e 7,9-
diidroxidocaurendico (7,90HKA). Em seguida, foi realizado o ensaio de cinética de
proliferagdo de formas promastigotas de L. amazonensis no periodo de 24, 48, 72 e
96 h apds o tratamento. Os compostos foram capazes de reduzir a proliferacdo das
formas promastigotas em todos os tempos de tratamento e em todas as
concentracgdes testadas (10 a 110 uM) apresentando um efeito tardio. Os valores de
ICs0 de 7OHKA e 7,90HKA foram calculados em 72 h (1,58 + 0,36 yM e 110,2 + 0,05
pMM) e 96 h (5,62 + 0,18 pM e 0,58 £ 0,05 uM). Além disso, quando testados sobre
macrofagos, ambos compostos apresentaram citotoxicidade seletiva, reduzindo de
forma tardia a viabilidade destas células somente nas maiores concentracoes testadas
(150 e 200 pM), e CCso nos periodos de 72 h (7TOHKA 232,5 + 0,02 uM e 7,90HKA
618,2 + 0,1 uM) e 96 h (7OHKA 279,6 + 0,07 uM e 7,90HKA 380 + 0,07 uM). Desta
forma, pode-se inferir que o processo de biotransformagao utilizando C. elegans para
KA foi promissor na obtengdo de compostos estruturalmente e biologicamente mais
ativos que o material de partida. Assim, 7OHKA e 7,90HKA apresentaram atividade
leishmanicida, além de baixa citotoxicidade, podendo ser consideradas moléculas

potenciais no estudo de medicamentos antiparasitarios.

Palavras-chave: Compostos naturais, Transformacéo fungica, Leishmaniose.
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Abstract

Leishmaniasis is a neglected tropical disease caused by the protozoan of the genus
Leishmania. Conventional treatment has limited efficacy, high toxicity, in addition to
requiring a long time. Thus, it is necessary to develop new therapeutic strategies to
obtain new compounds that have high efficiency and lower toxicity. Among the natural
compounds from plants, kaurenoic acid (KA) stands out, a compound with potential for
the treatment of leishmaniasis, in addition to presenting favorable structural
characteristics for the biotransformation process. Thus, in this study, fungal
biotransformation by Cunninghamella elegans of kaurenoic acid (KA) isolated from
aerial parts of the plant Sphagneticola trilobata was performed and the biotransformed
compounds were evaluated for leishmanicidal activity on promastigote forms of L.
amazonensis, as well as cytotoxic effects. on murine macrophages J774A.1. Initially,
two kauran diterpenes were obtained by the fungal biotransformation process, the 7-
hydroxycaurenoic acid (7OHKA) and 7,9-dihydroxydokaurenoic acid (7,90HKA).
Then, the assay of proliferation kinetics of promastigote forms of L. amazonensis was
carried out in the period of 24, 48, 72 and 96 h after treatment. The compounds were
able to reduce the proliferation of promastigote forms at all times of treatment and at
all concentrations tested (10 to 110 uM) with a delayed effect. The ICso values of
70HKA and 7.90HKA were calculated at 72 h (1.58 + 0.36 uM and 110.2 £ 0.05 pM)
and 96 h (5.62 £ 0.18 uyM and 0.58 + 0.05 pM). Furthermore, when tested on
macrophages, both compounds showed selective cytotoxicity, later reducing the
viability of these cells only at the highest concentrations tested (150 and 200 uM), and
CCso0 in 72 h periods (7TOHKA 232.5 £ 0.02 yM and 7.90HKA 618.2 + 0.1 uM) and 96
h (7OHKA 279.6 £ 0.07 uM and 7.90HKA 380 £+ 0.07 uM). Thus, it can be inferred that
the biotransformation process using C. elegans for KA was promising in obtaining
structurally and biologically more active compounds than the starting material. Thus,
70HKA and 7.90HKA showed leishmanicidal activity, in addition to low cytotoxicity,

and can be considered potential molecules in the study of antiparasitic drugs.

Keywords: Natural compound, Fungal transformation, Leishmaniasis, Kaurenoic acid.
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1 INTRODUGAO

Nativa de regides tropicais, Sphagneticola trilobata (L.) Pruski (Asteraceae)
€ uma planta herbacea popularmente conhecida como pseudo-arnica, margaridéo ou
pingo de ouro. Na etnofarmacologia seu uso esta amplamente relacionado ao poder
medicinal para o tratamento de diversas patologias relacionadas a processos
inflamatorios em geral, principalmente no tratamento de feridas persistentes, ulceras
e edema (MALDINI et al., 2009a). Além de compostos como esteroides e flavonoides,
diterpenos do tipo caurano sao majoritariamente encontrados em diferentes partes de
S. trilobata, como acido caurendico (acido ent-caur-16-en-19-oico, KA) e acido
grandiflorénico (acido ent-caur-9(11),16-dien-19-oico, GFA) (BATISTA et al., 2009;
BLOCK et al.,, 1998; BORTOLETI et al., 2018; DE CARVALHO et al., 2001;
MARCONDES-ALVES et al., 2017).

De acordo com a literatura, KA possui importantes atividades biologicas,
como acao anti-inflamataria (PAIVA et al., 2002); analgésica (MIZOKAMI et al., 2012),
antimicrobiana (ABRAO; et al., 2015), e antiparasitaria (KIAN et al., 2018; MIRANDA
et al., 2015). Em relacdo a atividade leishmanicida, foi demonstrado que
concentracbes de KA entre 50-90uM apresentam efeito direto sobre formas
promastigotas de L. amazonensis, reduz a porcentagem de macrofagos peritoneais
de camundongos BALB/c infectados e o numero intracelular de formas amastigotas,
através do aumento nos niveis de NO, IL-1B e inflamassoma (NLRP12), culminando
na ativacdo dos macréfagos e eliminacado do parasito intracelular (MIRANDA et al.,
2015). Apesar dos resultados biolégicos promissores relatados e principalmente dos
mecanismos desencadeados pelo KA, os resultados obtidos na eliminagcdo dos
parasitos ainda estao longe do ideal proposto pela DNDi (CARIDHA et al., 2019; DON;
IOSET, 2014; FIELD et al., 2017) assim, o processo de biotransformagéao fungica de
KA é uma proposta de otimizagao, a fim de aumentar a diversidade estrutural, bem
como suas potencialidades bioldgicas.

O processo de biotransformacgao por fungos filamentosos é uma estratégia
promissora na obtencdo de novos farmacos naturais, uma vez que os sistemas
enzimaticos destes organismos podem realizar reagdes altamente regio- e
estereosseletivas sobre carbonos desativados, ou seja, carbonos que nao sao
eletrofilicos e nem nucleofilicos, além de ser considerada uma metodologia "verde" na

producdo de compostos que podem apresentar maior atividade biolégica quando
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comparada aos seus precursores (OLIVEIRA et al., 2020). Fungos filamentosos, como
Cunninghamella elegans, sao biocatalisadores uteis neste processo, cujo
metabolismo é capaz de realizar alteragbes em grupos funcionais, incluindo
hidroxilagdo de anel aromatico, reducdo de grupamentos cetbnico, oxidacdo e
desmetilagéo (KEUM; LEE; JEONG-HAN, 2009; PARSHIKOV; SUTHERLAND, 2012;
WILLIAMS et al., 2007). Fungos do género Cunninghamella também podem
naturalmente metabolizar uma grande variedade de xenobibticos por meio de reagdes
de fase | e fase Il, muitas vezes resultando em novos compostos (ASHA;
VIDYAVATHI, 2009; PEARCE; LUSHNIKOVA, 2006). Considerada uma doenca
tropical negligenciada, a leishmaniose € uma doencga infecciosa parasitaria causada
por protozoarios parasitas intracelulares obrigatorios do género Leishmania, sendo
endémica em 100 paises e afetando mais de 12 milhdes de pessoas em todo o mundo
(WHO, 2021c). As manifestagdes clinicas desta doenga sdo dependentes das
caracteristicas intrinsecas do hospedeiro e da espécie infectante, e as lesbes
resultantes podem variar entre Ulceras cutadneas, mucocutaneas, até mesmo a forma
visceral grave e potencialmente fatal (SILVEIRA et al., 2009).

O tratamento baseia-se no uso de farmacos de primeira escolha como
antimoniais pentavalentes como antimoniato de n-metilgucamina (Glucantime) e o
estibogluconato de sddio (Pentostam). Em casos de resisténcia parasitaria, efeitos
adversos ou contraindicagdes aos antimoniais, outros farmacos podem ser utilizados
como pentamidina e a anfotericina B (AmB), no entanto, esses farmacos nao
apresentam indice terapéutico favoravel. Além disso, os farmacos disponiveis no pais,
requerem longo tempo de tratamento, administracdo parenteral, além de
apresentarem varias contraindicagdes e ocorréncia de efeitos adversos ao paciente
(SINGH et al., 2016; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015).

Sendo assim, a busca por novas substancias que possam ser utilizadas
como alternativa no tratamento da leishmaniose se faz necessaria. Portanto, no
presente estudo, realizamos a obtencado diterpenos do tipo caurano obtidos pelo
processo de biotransformacdo por C. elegans e investigamos sua atividade
leishmanicida em formas promastigotas, bem como sua citotoxicidade em

macrofagos.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 PREPARO DO MATERIAL VEGETAL E OBTENGAO DO EXTRATO BRUTO DICLOROMETANICO

A espécie S. trilobata foi coletada no horto de plantas medicinais do Centro
de Ciéncias Agrarias (CCA) (23°32’64” N/51°20'63” W), localizada no campus da
Universidade Estadual de Londrina (Londrina — PR). O material testemunho foi
identificado pela Prof?. Dr. Ana Odete Santos Vieira e depositado no Herbario da
Universidade Estadual de Londrina (FUEL 49306).

As folhas foram previamente separadas e secas em estufa de ar circulante,
submetidas em seguida ao processo de maceragao com diclorometano por 48 h em
frascos ambar. Apds esse periodo, foi realizado a filtragem e a extracao repetida até
o total esgotamento do material vegetal, posteriormente foi submetida a secagem do
solvente através de rotaevaporador a 45 °C (RE-301-BM-500 Yamato®).

2.2 PARTICAO E FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO DICLOROMETANICO

Incialmente, o extrato bruto foi submetido ao fracionamento por meio de
cromatografia liquida a vacuo (CLV). Para realizagdo da CLV, utilizou-se uma coluna
de vidro com placa porosa sinterizada e como fase estacionaria uma mistura de silica
gel 60 H (Merck, cod. 7736) e silica gel 60 (Merck, 230 — 400 mesh, cod 9385). A
coluna cromatografica foi previamente preenchida com a fase estacionaria e saturada
com a fase maével inicial (Hexano 100 %). Posteriormente amostra foi solubilizada em
uma quantidade minima de diclorometano e incorporada em quantidade suficiente de
silica gel 60 H, em seguida, foi inserida dentro da coluna para a realizacdo do
fracionamento em gradiente crescente de polaridade (Hexano: Acetato de Etila:
Metanol). Cada fase mével utilizada foi submetida a secagem por rotaevaporacao. As
fracbes obtidas foram analisadas através da cromatografia em camada delgada
comparativa (CCDC) e a que apresentou melhor perfil cromatografico, foi submetida
a outro processo de CLV.

O mesmo procedimento foi realizado para a segunda CLV, no entanto
foram utilizados como fase estacionaria silica gel (Acros Organics —[0,035-0,070] mm
60A). fracdo escolhida, foi fracionada através da CLV (Tabela 1), em gradiente
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crescente de polaridade. As fragdes obtidas foram concentradas por rotaevaporagao

e monitorados por CCDC em diferentes polaridades de fase movel.

Tabela 1: Esquema do fracionamento para a 2° CLV da fracdo 9:1 em gradiente

crescente de polaridade e volume de solvente utilizado

Fracdes Solventes e Proporgcao Volume

(%) (mL)
1 Hexano 100 1000
2 Hexano:Acetato de etila 98:2 1000
3 Hexano:Acetato de etila 96:4 1000
4 Hexano:Acetato de etila 94:6 1000
5 Hexano:Acetato de etila 92:8 1000
6 Hexano:Acetato de etila 90:10 1000
7 Hexano:Acetato de etila 80:20 1000
8 Hexano:Acetato de etila 70:30 1000
9 Hexano:Acetato de etila 50:50 500
10 Acetato de etila 100 500
11 Metanol 100 1000

A fragao a ser trabalhada foi escolhida a partir da analise da CCDC e da
formacgao de precipitados e cristais, a respectiva fracédo (F6) foi submetida ao processo
de lavagem por solvente com metanol em baixa temperatura, mantendo por 24 horas
sob refrigeracao (-20 °C), este procedimento foi realizado até a lavagem de todos os
cristais formados. Dentre as fragdes resultantes da segunda CLV, a observagao da
CCDC, indicou que a fragdo n° 7 (80:20) possibilitou a realizagdo de uma terceira CLV
nas mesmas condicdes de preparo anteriormente especificadas, e 0 seu esquema de

fracionamento foi descrito na Tabela 2.
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Tabela 2: Esquema do fracionamento para a 3° CLV da fragédo 7 (80:20) em gradiente

crescente de polaridade e volume de solvente utilizado

Fracdes Solventes e Proporg¢éao (%) Volume (mL)
F1 Hexano 100 1000
F2 Hexano:Acetato de etila 94:6 1000
F3 Hexano:Acetato de etila 90:1 1000
F4 Acetato de etila 100 1000
F5 Metanol 100 1000

Foi observado nas fragbes da 3° CLV (Tabela 2), se houve a presenga de
formacao de precipitado, além da formagao de cristais, sendo esses os parametros
que levou a escolha da fragdo a ser trabalhada. Deste modo a fracdo (F3) foi
submetida ao processo de lavagem por solvente com metanol gelado, mantendo por
24 h sob refrigeragéo (-20 °C), este procedimento foi realizado até que o metanol e os

cristais se tornassem totalmente limpidos.

2.3 PROCESSO DE RECRISTALIZACAO

O precipitado foi solubilizado em banho-maria com acetona PA e,
posteriormente foi adicionado hexano até observar a turvagao. O frasco foi fechado e
mantido sob refrigeragdo (-20 °C) por dois dias para a recristalizagdo. Apds esse
periodo, o sobrenadante foi retirado e o frasco com os cristais colocado em
dessecador. Obteve-se cristais brancos que foram monitorados por analise em CCDC

e revelada em anisaldeido sulfurico com posterior aquecimento a 120 °C.

2.4 IDENTIFICACAO DO COMPOSTO MAJORITARIO

Ap0bs o processo de recristalizagao, os cristais foram submetidos a analise
de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) no espectrometro Bruker Avance Modelo
11, utilizando experimentos de 1D a 400,13 MHz para 'H e a 100,61 MHz para '3C
utilizando uma sonda de banda larga de 5 mm, foram registrados utilizando CDCls

como solvente e tetrametilsilano (TMS) como padréo interno e os resultados foram
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comparados com base nos dados da literatura. Apds a caracterizacdo, o KA foi

submetido ao processo de biotransformacéo.

2.5 BIOTRANSFORMAGCAO FUNGICA

2.5.1 Micro-Organismo e Manutengéao

A cepa de C. elegans (ATCC 10028b) utilizadas nos processos de
biotransformacao foram gentilmente fornecidas a partir da cole¢ao de cepas Prof. Dr.
Sérgio Ricardo Ambrésio do Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Exatas e Tecnologicas
da Universidade de Franca de Sao Paulo, Brasil.

A manutencdo do fungo assim como a preparagao e extracéo dos fluidos
das culturas foram realizados de acordo com Freitas e colaboradores (2002) com
modificagdes. A cepa foi armazenada em estufa microprocessada para cultura
bacteriologica (Sterilifer, Sdo Paulo, BR), sob a temperatura de 28 °C. O cultivo para
o preparo do indculo foi realizado a partir da cepa de manuteng¢ao em tubos de ensaio
contendo meio batata dextrose agar (BDA) (Neogen CM) inclinado, seguidos por
incubacao em estufa bacterioldgica nas mesmas condigdes durante 72 h, para induzir

a formacao de conidios e esporangiosporos.

2.5.2 Inéculo

Apos 72 h de cultivo da cepa em tubos de ensaio com meio BDA inclinado,
foi realizado o preparo do indculo a partir da transferéncia de uma pequena quantidade
de esporos e conidios presentes no tubo de ensaio para o centro das placas de Petri
previamente preparadas em meio estéril contendo 25 mL de meio BDA e mantidas a
4 °C. As placas foram mantidas em estufa bacteriologica a 28 °C, por 5 dias para o

desenvolvimento dos esporos.
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2.5.3 Biotransformacao em Escala Semipreparativa

Apo6s o periodo de producédo, os esporos foram ressuspendidos em agua
destilada previamente autoclavada, seguidos por raspagem com bastdo de vidro. A
suspensao de esporos fungicos foi mantida por 30 min no banho de ultrassom (Eco-
sonics — Ultronique® Indaiatuba, BR), seguidos por contagem em camara de Neubauer
a fim de se obter 3x10* esporos/mL para o processo de biotransformagédo que
inicialmente foi realizado em pequena escala para validacido do método experimental.

Foi realizado o processo de biotransformagao microbiana em duas etapas
utilizando C. elegans em cultura liquida submersa agitada. Um indculo de 3x104
esporos/mL foram adicionados assepticamente a 10 frascos Erlenmeyer de boca larga
(250 mL) contendo 50 mL de meio Czapeck (Tabela 3) previamente estéril conforme
descrito na literatura (ALVIANO et al., 1992). As culturas foram incubadas a 28 °C
usando uma incubadora refrigerada shaker de piso (CT-713 - LUCADEMA) operando
a 150 rpm. Apds 72 h de incubagéao, os micélios resultantes foram colhidos utilizando
processo de filtragem a vacuo, lavados com agua destilada esterilizada e transferidos
assepticamente para 10 novos frascos Erlenmeyer de boca larga (250 mL)
autoclavados contendo 50 mL de meio Czapeck com restricdo de sacarose (Tabela 3)
previamente estéril.

Dois frascos foram mantidos somente com o fungo e meio Czapeck com
restricdo de sacarose (controle), 4 frascos com 0,3 % de dimetilsulfoxido (DMSO)
(controle DMSO) e 4 frascos com 0,2 mg/mL de KA diluidos a 0,5 % de DMSO. A
incubacao foi interrompida apds cinco dias sendo monitoradas diariamente por CCDC,
a partir da particdo do meio de cultura com 2x o volume de acetato de etila (C4HsO2)
em relagdo ao meio, até total desaparecimento do KA, ou seja, até que indicasse a
total bioconversao deste composto, de acordo com as condi¢des experimentais
descritas na literatura (DE OLIVEIRA; SANTOS; ESPINDOLA, 2002).
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Tabela 3: Composicdo do meio Czapeck utilizado no processo de biotransformacéao

fungica por C. elegans

Composicao

Czapeck com restrigao

do meio Czapeck de Sacarose

Sacarose 3,0 % 0,3 %
NaNO3 0,2 % 0,2 %
K2HPO4 0,05 % 0,05 %
MgSOa4-7H20 0,05 % 0,05 %
KCI 0,05 % 0,05 %

FeS04.7H20 0,001 % 0,001 %

H20 1000 mL 1000 mL

2.5.4 Filtracao e Extracao

Apos 5 dias de incubagdo, os conteudos de cada um dos grupos

experimentais foram reunidos (Controle, DMSO e KA Biotransformado) e a separagéo

da biomassa foi realizada através da filtragdo em funil de Blichner com gaze sob

vacuo. O filtrado foi particionado 20 x com porgdes de 1 mL de C4HsO2, obtendo-se

duas fragbes: fracdo aquosa extraida (descartada) e fragdo acetato de etila.

Adicionou-se sulfato de sédio anidro (Na2S04) (Synth®) a fragdo acetato de etila e

procedeu-se a filtragcdo com papel filtro. O filtrado foi submetido ao rotaevaporador

(RE-301-BM-500 Yamato®), resultando em um extrato bruto seco para posterior

purificacdo. O resumo do processo de biotransformagao foi representado na Figura 1.
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Figura 1: Processo de biotransformagao esquematizado
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C. elegans em BDA C. elegans em placas de Petri mantidos em shaker a 150 rpm, 28°C por 72 hrs
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estufa a 28°C por 5 dias Filtragem a vacuo dos
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Fonte: Proprio autor

2.5.5 Procedimento de Biotransformagao em Escala Preparativa

Para a realizagdo do processo de biotransformagao em escala ampliada, o
mesmo procedimento experimental foi realizado com algumas modificagées. Apds o
periodo de crescimento dos esporos, os mesmos, foram ressuspendidos em agua
destilada previamente autoclavada, seguidos por raspagem com bastao de vidro. A
suspensao fungica foi mantida por 30 min no banho de ultrassom (Eco-sonics —
Ultronique® Indaiatuba, BR), seguidos por contagem em camara de Neubauer a fim
de se obter 3x10* esporos/mL para o processo de biotransformacgéo, realizado em
duas etapas utilizando cultura liquida submersa agitada, denominadas pre-
fermentativa e fermentativa.

Para a etapa pré-fermentativa um indculo de 3x10* esporos/mL foram
adicionados assepticamente a 7 frascos Erlenmeyer (2000 mL) contendo 400 mL de
meio Czapeck (Tabela 3) previamente estéril conforme descrito na literatura
(ALVIANO et al., 1992). As culturas foram incubadas a 28 °C usando uma incubadora
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refrigerada shaker de piso (CT-713 - LUCADEMA) operando a 150 rpm. Apds 72 h de
incubacao, a massa micelial formada foram colhidos utilizando processo de filtragem
a vacuo, lavados com agua destilada esterilizada e transferidos assepticamente para
sete novos frascos Erlenmeyer (2000 mL) autoclavados contendo 400 mL de meio
Czapeck com restricao de sacarose (Tabela 3). Dois frascos foram mantidos somente
com o fungo e meio Czapeck com restricao de sacarose (controle), 2 frascos com 0,3
% de dimetilsulféxido (DMSO) (controle DMSO) e 3 frascos com 0,2 mg/mL de KA
diluidos a 0,5 % de DMSO. O processo de biotransformacéao foi interrompido apés
cinco dias, sendo monitoradas diariamente por CCDC, a partir da particdo do meio de
cultura com 2x o volume de C4HsO2 em relagédo ao meio, até total desaparecimento
do KA, ou seja, até que indicasse a total bioconversdo deste composto, de acordo
com as condigdes experimentais descritas na literatura (DE OLIVEIRA; SANTOS;
ESPINDOLA, 2002).

2.5.6 Filtracao e Extracao

Apos 5 dias de incubacado o conteudo dos 7 Erlenmeyer foram reunidos
(Divididos entre Controle, DMSO e KA Biotransformado) e a biomassa foi filtrada em
funil de Blchner com gaze sob vacuo. A fracdo aquosa foi transferida para um funil
de separacao, onde foi particionado na proporcao de 1:10 realizados em 5 etapas de
C4HsO2 onde foram obtidas duas fragdes: fracdo aquosa extraida (descartada) e
fragdo acetato de etila. Adicionou-se Na2SO4 (Synth®) a fragdo acetato de etila e
seguidos pelo processo de filtracdo com papel filtro com o auxilio de um funil. O filtrado
foi evaporado em rotaevaporador (RE-301-BM-500 Yamato®), resultando em um
extrato bruto seco identificado com CeE (extrato de C. elegans; 0,505 g) para posterior

purificacao.

2.6 ISOLAMENTO, PURIFICACAO E ELUCIDACAO ESTRUTURAL DO DITERPENO CAURANO

BIOTRANSFORMADO

O extrato CeE foi submetido a cromatografia classica. Em uma bureta de
100 mL, foram adicionados 48 g de silica gel 60 (Merck, 230 — 400 mesh, cod 9385)
como fase estacionaria e como fase mével foram utilizados um sistema de eluentes

com hexano, acetato de etila e diclorometano na propor¢ao de 7:2:1. Inicialmente a
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coluna cromatografica foi previamente preenchida com a fase estacionaria,
promovendo a saturacdo da coluna. Cada fragao foi composta por 10 mL recolhidos
da coluna, para isso foram utilizados frascos de vidro (aproximadamente 30 mL)
previamente lavados e identificados. O processo de monitoramento das fragcdes foi
realizado por CCDC, seguidos por agrupamento das fragdes semelhantes.

A identificacdo da estrutura quimica das substancias isoladas a partir do
agrupamento das fragdes foram identificadas por espectroscopia de ressonéancia
magneética nuclear (RMN) obtidos em um espectrémetro Bruker Modelo Avance I,
operando a 400 mHz 'H e 100 MHz para '3C, equipados com sondas multinucleares
de 5 mm. Os compostos isolados foram solubilizados em metanol deuterado (CD30D)
para obtencédo dos espectros de RMN 1D (hidrogénio, carbono, DEPT 135 e DEPT
90) e 2D HSQC (do inglés Heteronuclear Single Quantum Coherence) a fim de
verificar os 'H diretamente acoplados aos '3C; HMBC (do inglés Heteronuclear
Multiple Bond Coherence) para verificar os 'H acoplados a outros '3C, COSY (do
inglés Correlation Spectroscopy) para verificar o acoplamento entre diferentes 'H e
NOESY (do inglés Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy) apresenta as
correlagdes entre hidrogénios que interagem espacialmente. Os espectros de RMN
de '3C e "H foram calibrados utilizando os sinais do solvente, sendo 49,00 ppm e 4,87
ppm respectivamente e as areas dos sinais foram obtidas por integracao eletrénica e
suas multiplicidades foram descritas como: singleto (s), dupleto (d), duplo dupleto (dd)
e multipleto (m). As analises descritas foram realizadas no LABSPEC — UEL (CCE —
Professor responsavel Dr. Fernando César de Macedo Junior). Os resultados foram

analisados e comparados com base nos dados da literatura.

2.7 EsTtupo IN siLico bo 7TOHKA E Do 7,90HKA.

Foi realizado o estudo in silico dos compostos biotransformados 7OHKA e
7,90HKA com o objetivo de avaliar teoricamente os parametros de similaridade dos
farmacos, como propriedades de disponibilidade oral, absorcdo, distribuicao,
metabolismo, excregao e toxicidade (ADMET). O software utilizado para o calculo das
propriedades de biodisponibilidade oral foi o Molinspiration (www.molinspiration.com)
de acordo com a “regra dos cinco” (R5) proposta por Lipinski (LIPINSKI, 2004) seguida
pela regra proposta por Veber e colaboradores (VEBER et al., 2002). De acordo com

R5, os parametros avaliados foram peso molecular (<500), lipofilicidade (Log P) (<5),
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aceptores de ligacdo de hidrogénio (<10) e doadores de ligacdo de hidrogénio (<5).
De acordo com Veber, foram analisados o numero de ligagdes rotativas (<10), a area
de superficie polar molecular (TPSA) (140 A) além da soma de aceptores e doadores
de hidrogénio. As previsbes das propriedades ADMET (do inglés absorption,
distribution, metabolism, excretion and toxicity) foram calculadas usando o banco de
dados online admetSAR (http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar1/) (CHENG et al., 2012).
Os paréametros previstos foram carcinogenicidade (LAGUNIN et al.,, 2009),
mutagenicidade AMES (HANSEN et al., 2009), permeacdo da barreira
hematoencefalica, absorcao intestinal (SHEN et al., 2010), permeabilidade Caco-2
(PHAM THE et al., 2011), inibigao de hERG (MARCHESE ROBINSON; GLEN;
MITCHELL, 2011), solubilidade aquosa (WANG et al., 2007) e inibicdo das principais
isoformas do citocromo P450, bem como sua promiscuidade de inibicdo (CHENG et
al., 2011b).

2.8 ANALISES BIOLOGICAS DOS COMPOSTOS BIOTRANSFORMADOS

2.8.1 Manutencao das Formas Promastigotas de L. amazonensis

As formas promastigotas de L. (L.) amazonensis
(MHOM/BR/1989/166MJQO) provenientes da Universidade Estadual de Maringa foram
mantidas em meio de cultura 199 (GIBCO, Invitrogen, New York, USA) suplementado
com 10 % SBF (GIBCO), Hepes 10 mM, 1 % urina humana, 1 % L-glutamina,
estreptomicina com penicilina (10 U/mlI-10 ug/mL) (GIBCO) e 10 % bicabornato de
sodio. O cultivo celular foi realizado em estufa do tipo D.B.O a 25 °C, em frasco de
cultura 25 cm?. Em todos os experimentos foram utilizadas as formas promastigotas
no quinto dia de cultura, como descrito por (GONCALVES et al., 2018).

2.8.2 Cultivo Celular

A linhagem celular J774A.1 (do inglés mus musculus ascites reticulum cell)
(TIB-67™; ATCC®, Manassas, VA, EUA) foi cultivada em meio RPMI 1640 contendo
1 % L-glutamina, 10 % bicarbonato de sédio, 10 % SBF, estreptomicina e penicilina
(GIBCO). As células foram mantidas em incubadora (37 °C, 5 % COz2) em frascos de
cultura de 25 cm?.
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2.8.3 Cinética de Proliferacdo do 70HKA e do 7,90HKA

Formas promastigotas de L. amazonensis (108 células/mL) foram tratadas
com diferentes concentragdes dos compostos 7OHKA e do 7,90HKA (10, 30, 50, 70,
90, 110 pM) essas concentragdes foram pré-determinadas de acordo com dados da
literatura (MIRANDA et al., 2015). As formas promastigotas foram contadas em
céamara de Neubauer apos 24, 48, 72 e 96 h de tratamento. Como controle negativo
foi utilizado formas promastigotas mantidas em meio de cultura 199, como veiculo,
formas promastigotas tratadas com DMSO (0,01 %) e como controle positivo, formas

promastigotas foram tratadas com anfotericina B (AmB - 1 uM).

2.8.4 Viabilidade de Macrofagos Murinos

Para avaliar se KA, 70HKA e 7,90HKA afetariam a viabilidade de células
da linhagem J774A.1 (macréfago murino), foi realizado o ensaio de viabilidade com
base na oxidagdo mitocondrial por MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) (Sigma, St. Louis, MO, EUA) conforme descrito na literatura
(BORTOLETI et al., 2021). As células J774A.1 (3x10* células/mL) foram cultivadas
em placas de 96 pogos com 200 puL de meio DMEM suplementado com 10 % SBF por
24 h (37 °C, 5 % de CO2). Apds esse periodo, as células aderentes foram incubadas
com KA e com os compostos biotransformados (7OHKA e 7,90HKA) em diferentes
concentragdes (10-200 uyM) por 24 e 48 h nas mesmas condigdes. As células foram
lavadas com PBS e adicionado MTT (0,33 mg/mL) aos pogos por um periodo de 4 h.
O produto MTT (cristais de formazan) foi diluido com 100 yL de DMSO (Sigma-Aldrich)
e analisado em espectrofotdmetro (Thermo Fisher Scientific, Multiskan GO, Waltham,
MA, EUA) a 550 nm. Como controle positivo foi usado H202. Os resultados foram
expressos como porcentagem de viabilidade em comparagéo com o grupo de controle
calculado com a seguinte férmula: % (macrofagos viaveis) = (amostras dos tratados
com KA, 70HKA ou 7,90HKA / amostra OD n&o tratada) x 100. A concentragao
citotdxica para 50 % das células (CCso) foi calculada por regressao nao linear para a
curva de dose-resposta usando o software Graph Pad Prism 8.0.
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2.8.5 indice de Seletividade dos Compostos Biotransformados

O indice de seletividade (IS) € a relagdo entre a citotoxicidade do composto
na linhagem celular e atividade leishmanicida. O calculo foi realizado a partir da razdo
entre a concentragao inibitéria para metade da formas promastigotas de L.
amazonensis (ICso) e concentracdo citotoxica para metade das células J774A.1 (CCso)
(DON; IOSET, 2014)

2.9 ANALISES ESTATISTICAS

Trés experimentos independentes foram realizados, cada um com
conjuntos de dados em triplicata. Os dados foram expressos como média £ erro
padrdao da média (SEM). Os dados foram analisados usando o software estatistico
GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., EUA, 500,288). Diferencas significativas
entre os tratamentos foram determinadas por ANOVA, seguido pelo teste de Tukey
para comparacdes multiplas. p-valor < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DO AcIDO CAURENOICO ISOLADO DAS PARTES AEREAS
DE SPHAGNETICOLA TRILOBATA POR RMN DE 'H E 13C.

A S. trilobata foi selecionada visando o isolamento de um de seus principais
constituintes: o diterpeno caurano KA. Desta forma, 16,88 g de 50,66 g do extrato
bruto diclorometanico seco foram submetidos a CLV e apds a realizagao deste
processo, foi selecionada a fracéo 9:1 (5,855 g) para uma nova CLV por apresentar
melhor perfil cromatografico.

A partir da segunda CLV realizada com a fragdo 9:1, a nova fragdo 90:10
(F6) (0,4961 g) apresentou a formagao de um precipitado, que apds o procedimento
de lavagens sucessivas com metanol em baixa temperatura, o sobrenadante foi
separado dos precipitados e submetido as analises de RMN 'H e 3C seguidos de
comparagao com os dados da literatura (OKOYE et al., 2013; RUAN et al., 2014;
SILVA et al., 1999; TAVEEPANICH et al., 2010). A Fragdo 3 (F3 — 90:10) (13 mg)
proveniente ao ultimo processo de CLV, apdés o procedimento de lavagem com
metanol em baixa temperatura para a limpeza dos cristais também foi submetida as
analises de RMN 'H e 3C (Figura 3 e 4) seguidos de comparagédo com os dados ja
relatados na literatura conforme tabela abaixo (Tabela 4) (OKOYE et al., 2013; RUAN
et al., 2014; SILVA et al., 1999). Ambos os compostos codificados como (WPFO06 e
WPF13), referiam-se ao mesmo composto. Foram obtidas na forma de um pé amorfo
branco, soluvel em cloroférmio as fragdes foram identificadas como o KA representado

abaixo na figura 2.

Figura 2: Estrutura do KA isolado da S. trilobata

Fonte: (MIZOKAMI et al., 2012)
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Tabela 4: Dados de RMN de '3C (100 MHz; & em ppm) e 'H (400 MHz,  em ppm) do

KA (1) comparado com dados da literatura em CDCls.

Posicao OKOYE et al. (2013) 1
oc OH oc OH
1 41,48 H-1a2 0,82 m 40,67 H-1a2 0,81 m
H-1b 1,54 m H-1b 1,50 m
2 19,29 1,42 m (2H) 19,06 H-2a 1,42 m
H-2b 1,45 m
3 37,97 H-3a 1,01 m 37,77 H-3a 1,01 m
H-3b 2,17 m H-3b 2,17 m
43,95 - 43,71 -
57,26 1,07 m 57,02 1,06 m
28,03 H-6a 1,62 m 21,80 H-6a 1,64 m
H-6b 1,84 m H-6b 1,83 m
7 40,90 H-7a 1,44 m 41,25 H-7a 1,47 m
H-7b 1,54 m H-7b 1,54 m
44,05 - 44,20 -
55,29 1,05 m 55,07 1,05 s
10 39,85 - 39,64 -
11 18,64 H-11a1,60 m 18,40 H-11a 1,59 s
H-11b 1,88 m H-11b 1,87 m
12 33,97 H-12a1,46 m 33,08 H-12a 1,46 m
H-12b 1,62 m H-12b 1,61 m
13 43,95 2,61 sl 43,82 263 m
14 39,90 H-14a 1,16 39,67 H-14a 1,14 m
H-14b 2,02 H-14b 2,00 s
15 48,48 2,06 s/ 48,93 205m
16 156,12 - 155,89 -
17 103,21 H-17a4,72 s 102,97 H-17a 4,73 s
H-17b 4,78 s H-17b 4,79 s
18 29,18 1,22 s (3 H) 28,94 1,24 s (3 H)
19 184,94 - 184,24 -
20 15,79 0,93 s (3 H) 15,57 0,95 s (3 H)
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Legenda: (8) deslocamento quimico em ppm; (s) singleto, (sl) singleto largo e (m) multipleto;

Com base nos dados de RMN '3C e 'H (Figura 3 e 4) e no padrao
espectroscopico de diterpenos isolados da S. trilobata, o composto 1 foi predito como
um diterpeno ent-caurano. Em particular, os dados de RMN sugerem que 1 é o
composto KA (MARCONDES-ALVES et al., 2017; OKOYE et al., 2013).

O espectro de RMN '3C (Figura 3), apresentou os sinais correspondentes
a vinte atomos de carbonos. Destes, 5 sinais foram atribuidos a carbonos nao
hidrogenados, 3 carbonos metinicos, 10 carbonos metilénicos e 2 carbonos metilicos.
Os sinais dos carbonos metinicos (6c 57,02; 55,07 e 43,82 ppm) comparados com 0s
dados da literatura (OKOYE et al.,, 2013) sugerem um esqueleto carbdnico para
diterpenos tetraciclico do tipo caurano. Destacam-se também os sinais
correspondentes ao carbono referente ao acido carboxilico (6c 184,24 ppm) e a
presenga do carbono insaturado C16 (&c 155,89 ppm). A ocorréncia do maior valor de
deslocamento quimico no C16, ocorre devido a desblindagem presente quando
comparado ao outro carbono insaturado C17 (6¢ 102,97 ppm). Por ser um carbono
quaternario, C16 é capaz de realizar uma hiperconjugag¢ao com os carbonos vizinhos,
permitindo o compartiihamento de elétrons, resultando na diminuicdo de sua

blindagem.

Figura 3: Espectro de RMN '3C do KA (1) (100 MHz, CDCl3, § em ppm) apresentando

a amplificagao da regido de 0 a 60 ppm
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No espectro de RMN 'H observou-se a presenga de 2 singletos em d+ 0,95
e 1,24 ppm (Figura 4) correspondentes as 2 metilas da molécula (H-20 e H-18
respectivamente). Também foram identificados no espectro de RMN 'H a presencga de
dois singletos em 0+ 4,73 e 4,79 ppm referente aos hidrogénios insaturados (17a e
17b). As demais multiplicidades e deslocamentos quimicos estdo compilados na
tabela acima (Tabela 4) e demonstrados no espectro na figura 4, apresentando a

amplificagdo da regido de 0 a 2,8 ppm.

Figura 4: Espectro de RMN 'H do KA (1) (400 MHz, CDCls, 8 em ppm) apresentando

a amplificagao da regido de 0 a 2,8 ppm
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3.2 CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL POR RMN DE 1D E 2D DOS ANALOGOS OBTIDOS A

PARTIR DA BIOTRANSFORMACAO DO KA POR C. ELEGANS

De acordo com a literatura, o KA pode ser considerado um promissor
material de partida para o processo de biotransformagao microbiana, devido sua
disponibilidade em diferentes fontes naturais como nas raizes e partes aéreas das
plantas S. ftrilobata (BATISTA et al., 2009; MARCONDES-ALVES et al., 2017),
Copaifera spp (DOS SANTOS et al., 2013; KIAN et al., 2018; VARGAS et al., 2015),
Viguiera spp (AMBROSIO et al., 2006). Outro fator importante sdo suas atividades
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biolégicas previamente relatadas, como atividade leishmanicida (MIRANDA et al.,
2015), tripanocida (KIAN et al.,, 2018), antimicrobiana (OKOYE et al., 2012),
antinociceptiva (BLOCK et al., 1998; MIZOKAMI et al., 2012), antibacteriana
(MARTINS et al., 2018), antioxidante e imunomoduladora (MACRI et al., 2014).

A modificagao por fungos filamentosos dessa molécula, pode gerar novos
compostos ou até mesmo com atividades bioldgicas superiores (PECHWANG et al.,
2010).

O processo de biotransformacao fungica do KA (320 mg inicial) utilizando
o fungo C. elegans, foi monitorado diariamente por CCDC (Fase movel 7:2:1 —
Hexano/Acetato de etila/Diclorometano). Apdés 5 dias do inicio do processo
fermentativo (Fase Il), foi possivel verificar o total desaparecimento da mancha
referente ao KA pela CCDC, indicando total biotransformag¢ao do composto inicial.
Devido a essa analise inicial, o processo fermentativo foi encerrado seguido por
filtracdo e separacdo do meio fermentativo da massa micelial, onde o caldo
fermentativo foi submetido a particdo com acetato de etila (repetida por 20 x com 1000
mL do solvente) até total esgotamento do material. Foi adicionado Na2SO4 a fase
organica para a remoc¢ao da agua restante, seguidos por filtragem com o auxilio de
papel filtro.

Com o auxilio de um rotaevaporador, todo solvente presente no extrato do
KA biotransformado foi seco (275 mg), e apds esse procedimento esse material foi
submetido a cromatografia classica (CC - 48 g silica) utilizando como fase moével 600
mL dos solventes na seguinte proporgcédo: 7:2:1 (Hexano: Acetato de etila:
Diclorometano — com 1 % de acido acético).

Os frascos provenientes da CC (130 frascos) foram monitorados por CCDC
(utilizando fase mével 7:3 — Hexano: acetato de etila — com 1 % de acido acético),
seguidos pela juncao dos frascos que apresentaram perfil cromatografico semelhante,
conforme apresentados abaixo na Tabela 5.
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Tabela 5: Juncgao dos frascos obtidos da CC do extrato biotransformado de KA.

Frascos Nova Rendimento
Unidos Identificagao (9)
1-6 A 0,003
7-12 B 0,019
13-17 C -
18-22 D 0,001
23 E -
24-26 F 0,007
27-30 G 0,008
31-38 H 0,036
39-53 I 0,010
54-70 J 0,030
71-79 K 0,010
80-92 L 0,012
93-113 M 0,002
114-130 N 0,019

De acordo com a tabela acima as fragcbes H e J apresentaram melhor
rendimento apds a evaporagao do solvente (13,09 e 10,9 % respectivamente) quando
comparado com a quantidade inicial do KA. As amostras apresentaram a formacéao de
um solido amorfo, de coloragéo branca. Em seguida, os metabdlitos foram submetidos
a analise de 1D-RMN ('H e '3C [DEPT 90 e DEPT 135]) e 2D (COSY, HMBC, HSQC,
NOESY) e foram comparados com os dados da literatura (OLIVEIRA et al., 2020;
SILVA et al., 1999; TAVEEPANICH et al., 2010).

Ap0s cinco dias de incubagao do KA com C. elegans dois compostos foram

formados (2 e 3).

3.2.1 Caracterizagao Estrutural por RMN de 1D e 2D do Analogo 2 (7OHKA) Obtido

pela Biotransformagao do KA por C. elegans

De acordo com o espectro de RMN de '3C e 'H para o composto 2, foi
possivel observar sinais caracteristicos do esqueleto caurano, entretanto os valores
de deslocamentos quimicos obtidos, foram diferentes do material de partida, indicando
a modificagao estrutural. Foi possivel identificar a presenca dos 20 atomos de carbono
(Figura 5), estando presentes principalmente os sinais correspondentes ao carbono
pertencente ao acido carboxilico em C19 (6¢ 181,94 ppm), além da presencga da dupla
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ligagdo do carbono quaternario em C16 (d¢c 156,7 ppm) caracteristicos do material de
partida, KA.

Figura 5: Espectro de RMN '3C e ampliagdo da regido de 0 a 60 ppm do composto
biotransformado 7OHKA (2) (100 MHz, CD3OD, & em ppm,).
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De acordo com o espectro de RMN de 'H, foram determinados os o para
cada hidrogénio presente, assim como suas respectivas multiplicidades (Figura 6).

Apos a analise dos espectros de DEPT 90 e 135, foram atribuidos a
presencga de 2 metilas (-CHs), 9 carbonos metilénicos (-CH2), 4 carbonos metinicos (-
CH) e cinco carbonos quaternarios, os resultados foram descritos na Tabela 6 e
comparados com Taveepanich et al (2010), indicando que o composto 2 corresponde
ao acido 7-hidroxi caurendico (7OHKA) (Figura 7).
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Figura 6: Espectro de RMN 'H do composto biotransformado 7OHKA (2) (400 MHz,

CDsOD, & em ppm)
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Tabela 6: Dados dos espectros 1D de RMN de '3C (100 MHz; & em ppm) e 'H (400
MHz, & em ppm, J em Hz), Dept 135 (+,- e Ausente) e Dept 90 (+ e Ausente) do

70HKA (2) comparando com os dados da literatura em CDsOD.

Posicao  TAVEEPANICH et al 2
(2010)
oc OH (J em Hz) oc Dept Dept OH (J em Hz)
135 20
1 40,4 H-1a 0,95 dt 41,80 - Ausente H-1a 0,94 m
(J=3,7;13,2)
H-1b 1,89 s/ H-1b 1,90 m
(J=13,2)
2 19,1 H-2a 1,46 m 20,35 - Ausente H-2 1,87 m
H-2b 1,46 m H-21,40 m
3 37,8 H-3a 1,09 dt 39,2 - Ausente H-3a 1,05 m
(J=4,2,13,2)
H-3b 2,17 s/ H-3b 2,17 m
(J=13,2)
43,2 - 44,21 Ausente Ausente -
491 1,50 d (J=3,4) 50,43 + + H-51,46 m
29,7 H-6a 2,02 m 30,34 - Ausente H-6a 1,98 m
J=2.66
H-6b 2,15 d H-6b 2,07 m
(J=12,2)
7 77,1 H-7a 3,34 m 77,95 + + H-7 3,53 ¢
(J=2,66)
48,3 - 49,63 Ausente Ausente -
47 2 1,77 dd 48,21 + + H-91,73m
(J=2,0,12,9)
10 394 - 40,43 Ausente Ausente -
11 17,9 H-11a 1,63 m 19,0 - Ausente H-11 1,59 m
H-11b 1,63 m
12 33,5 H-12a 1,50 m 34,64 - Ausente H-12a 1,40 m
H-12b 1,68 d H-12b 1,67 m
(J=2,0)
13 43,7 2,67 sl 4515 + + 2,64 m
14 38,7 H-14a 1,21 m 39,94 - Ausente H-14a1,14 m
H-14b 1,91 m H-14b 1,86 m
15 45,3 H-15a 2,27 s/ 46,60 - Ausente H-152,23 m
H-15b 2,27 sl
16 155,1 - 156,7 Ausente Ausente -
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17 103,7 H-17a4,79s 103,8 - Ausente H-17a4,79 s
H-17b 4,83 s H-17b 4,76 s

18 28,7 1,21s 29,3 + Ausente 1,17 s

19 180,0 - 181,94 Ausente Ausente -

20 15,5 1,02 s 16,24 + Ausente 0,98 s

Legenda: (+) sinal no espectro positivo; (-) sinal no espectro negativo; (8) deslocamento quimico
em ppm; (J) constante de acoplamento em Hz, (s) singleto, (sl) singleto largo, (m) multipleto; (d)
dupleto; (dd) duplo dupleto, (dt) duplo tripleto e () tripleto

Quando comparados os sinais correspondentes do espectro de RMN de
13C do 70HKA e do KA, pode-se observar que a partir da introdugédo do grupamento
hidroxila no C7, ocorre o deslocamento da absor¢ao dos carbonos C6 (6c 21,8 para
30,34 ppm) e C8 (6c 44,2 para 49,63 ppm), deixando-os mais desblindados devido ao
efeito indutivo. Também foi possivel observar o deslocamento da absorgdao em C5 (é¢
57,02 para 50,43 ppm), C9 (6c 55,07 para 48,21 ppm) e C15 (6c 48,93 para 46,60
ppm), tornando esses carbonos mais blindados devido ao efeito y-gauche
(TAVEEPANICH et al., 2010).

KA possui uma estrutura tetraciclica, ou seja, uma molécula
estruturalmente rigida, o que leva a pouca liberdade conformacional. A distancia entre
o oxigénio da hidroxila e os carbonos y (C5, C9 e C15) da molécula, séo de 3 ligagdes,
formando um angulo diedro, favorecido pela rigidez da estrutura. A observagao da
blindagem desses carbonos pode ser explicada justamente pela introdugdo do
grupamento hidroxila, onde os carbonos no perimetro do raio de van der Waals sofrem
influéncia dos elétrons ndo compartilhados do oxigénio (LAMBERT; VAGENAS,
1981). Essa mudanca no deslocamento quimico na posicdo da hidroxilagdo em
relagdo ao composto de partida ndao mostram diretamente a estereoquimica (pequena
diferenga entre os epimeros). No entanto, a hidroxilagdo axial em C-7 pode ser
identificada pelo efeito y-gauche, uma vez que esse tipo de interacédo entre
substituintes hidroxi e carbono, ocorre uma blindagem substancial pelos protons em
carbonos y, onde as interagdes y-trans favorecem blindagem menores (HASAN;
HEALEY; WATERMAN, 1982; HUTCHISON; LEWER; MACMILLAN, 1984).
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FIGURA 8: Efeito y-gauche observado em 70HKA
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Fonte: Proprio autor

Os sinais de RMN 'H e 3C em dn 3,52 ppm e &c 77,95 ppm
respectivamente, indicam a monohidroxilagdo no carbono 7. De acordo com a
ampliacao do espectro de HSQC, foi possivel identificar principalmente o sinal de &
3,53 ppm atribuido ao H-7 (onde houve a hidroxilagdo pelo processo de
biotransformacao por C. elegans) acoplado ao C7 (6c 77,95 ppm) e o H9 (6w 1,73
ppm) acoplado ao carbono terciario C9 (éc 48,21 ppm). Além disso, os sinais de ox
1,17 e 0,98 ppm foram atribuidos aos H-18 e H-20, acoplados aos seus respectivos
carbonos metilénicos C18 e C20 (6c¢ 29,3 e 16,24 ppm). No espectro também foram
correlacionados os sinais de 6 4,79 e 4,83 ppm atribuidos aos H-17 (a e b) acoplados
ao C17 (6c 103,8 ppm) (Figura 9).
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Figura 9: Ampliagdo do espectro 2D HSQC demonstrando os principais acoplamentos
do 70OHKA obtido pela biotransformacao do KA isolado da S. trilobata em CD30OD.

H18

’\ H17a e H17b H7 Ho H20
IL_A A ppm

R 20

Cc20

I
!
§

F 30

c18
d
!
9
[}

R - 40

11

E 60

E 70

¢l
|

- 80

=100

ci7

110
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 ppm

No espectro de HMBC do 70HKA, os principais acoplamentos que podem
ser destacados, sdo os hidrogénios referentes a dupla ligagao em 61 4,79 ppm (s) e
4,76 ppm (s) atribuidos ao carbono 17 (6¢ 103,8 ppm), correlacionam-se aos C15 e
C16 com &c 46,6 e 103,8 ppm respectivamente. O hidrogénio em éx 3,53 ppm (¢, J=
2,66 Hz), referente ao carbono hidroxilado (6c 77,95 ppm), correlaciona-se aos C5 e
C8 com &c¢ 50,43 e 49,63 ppm respectivamente, apesar da proximidade dos sinais,
fica nitido os dois sinais distintos. Também pode-se observar que o sinal de hidrogénio
em On 2,23 ppm (m) atribuido ao C15 (6c 46,60 ppm), esta correlacionado com uma
sequéncia de carbonos C7 (6¢ 77,95 ppm), C9 (6c 48,21 ppm), C14 (6c 39,94 ppm),
C16 (6c 156,7 ppm) e C17 (6¢ 103,8 ppm).

O hidrogénio 6+ 1,17 ppm (s) atribuido ao C18 (6¢ 29,3 ppm) apresenta
correlagdo com C3 (6c¢c 39,2 ppm), C4 (6¢c 44,21 ppm) e C19 (6c 181,94 ppm).
Enquanto 6+0,98 ppm (s) atribuido C20 (6c¢ 16,24 ppm), apresenta correlagdo com os
carbonos C5 (6c¢ 50,43 ppm), C9 (6¢ 48,21 ppm) e C10 (6c 40,43 ppm) (Figura 10).
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Figura 10: Ampliagao do espectro 2D HMBC do 7OHKA obtido pela biotransformacao
do KA isolado da S. trilobata em CD3OD.
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O conjunto de sinais obtidos pelo espectro COSY (Figura 11) permitem
confirmar principalmente os acoplamentos do hidrogénio em 64 3,53 ppm (t, J= 2,66
Hz) do carbono hidroxilado, com os hidrogénios em 64 1,98 ppm (m, J=2,66 Hz) e 2,07
ppm (d, J= 2,66 Hz) referentes ao C6 (6c 30,34 ppm). A identificagdo de todos os
dados espectrais do 7OHKA a partir dos RMN 2D (HMBC, COSY e NOESY) foram

apresentados na Tabela 7 e o espectro NOESY foi apresentado no apéndice (Figura

A1).
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Figura 11: Ampliagao do espectro 2D COSY do 7OHKA obtido pela biotransformacao

do KA isolado da S. trilobata em CD30D.
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Tabela 7: Dados dos espectros de 2D correlacionados com os dados dos espectros
RMN 1D de '3C (100 MHz; & em ppm) e 'H (400 MHz, 5 em ppm, J em Hz), do 7OHKA

obtido pela biotransformacgao do KA isolado da S. trilobata em CD3OD.

Posicao OH oc HMBC COSsY NOESY
(J em Hz)
1 H-12a0,94m 41,80 Cc18 H-2,
H-1b 1,90 m - H-1a; H-2b,
2 H-2a1,87m 20,35 C3 H-2b
H-2b 1,40 m - H2a
3 H-3a 1,05 m 39,2 C2;C4 H-18
H-3b 2,17 m - - -
4 - 44,21 - - -
5 H-51,46 m 50,43 - - H-1a
6 H-6a 1,98 m 30,34 - H-7
(J=2,66)
H-6b 2,07 d - - H-7, H-9
(J=2,66)
7 H-7 3,53 ¢ 77,95 C5; C8 H-6a, H-6b H-18,
(J=2,66) H-6; H-15
8 - 49,63 - - -
9 H-91,73 m 48,21 Ce; C7; -
C10; C20
10 - 40,43 - - -
11 H-11 1,59 m 19,0 C10; C9
12 H-12a1,40m 34,64 - H-14b
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13
14

15

16

17

18

19
20

H-12b 1,67 m
2,63 m
H-14a 1,14 m
H-14b 1,86 m

H-15 2,23 m

H-17a 4,79 s
H-17b 4,76 s
1,17 s

0,98 s

45,15
39,94

46,60
156,7
103,8
29,3

181,94
16,24

C16

C7,C15
C12,
C15, C16
C7; C9;
C16;
C14; C17

C15; C16
C15; C16
C3; C4;
C19
C5; C9;
C10

H-14a, H-18
H-13
H-12a

H-17a
H-17b

H-15
H-15

H13, H-2a

Os dados sdo compativeis aos apresentados anteriormente na literatura,

onde 70HKA foi obtido da biotransformacao do KA pelos fungos Rhizopus oligosporus
(TAVEEPANICH et al., 2010) e R. stolonifer (SILVA et al., 1999). Na imagem abaixo

(Figura 12) esta esquematizado os principais sinais observados pelos RMN de 2D do

7TOHKA.

Figura 12: Mapa de correlagées dos RMN 2D (HMBC, COSY e NOESY) do 70OHKA

Fonte: Proprio autor

¥~ A NOESY
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3.2.2 Caracterizacéo Estrutural por RMN de 1D e 2D do Anélogo 3 (7,90HKA) Obtido

pela Biotransformagao do KA por C. elegans

Os espectros de RMN de 'H e '3C para o composto 3, foi possivel identificar
os sinais caracteristicos do esqueleto caurano, apresentando diferenca nos valores
de deslocamentos quimicos quando comparados ao material de partida, indicando a
modificag&o estrutural. No espectro de RMN de '3C foi possivel identificar a presencga
dos 20 atomos de carbono, estando presentes os sinais caracteristicos do material de
partida, principalmente ao sinal correspondente ao acido carboxilico (6¢c 182,1 ppm)
do C19, além da presenca da dupla ligagao do carbono quaternario em C16 (6¢c 156,35
ppm). Também foi possivel observar a presenga de dois novos sinais em 6c 79,54

ppm e oc 80,47 ppm, regido caracteristica de hidroxilagao (Figura 13).

Figura 13: Espectro de RMN '3C do composto biotransformado 7,90HKA (3) (100
MHz, CD30D, & em ppm) apresentando a amplificagdo da regido de 0 a 60 ppm.
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Legenda: Em vermelho estdo destacados os sinais dos carbonos hidroxilados: C7 (6c 79,54 ppm) e
C9 (6¢ 80,47 ppm)

De acordo com o espectro de RMN de 'H, foram determinados os & para
cada hidrogénio presente, assim como suas respectivas multiplicidades (Figura 14).
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Além disso, foi possivel observar no experimento DEPT-135 a presenca de
quatro grupos CH/CHs e oito CH2 indicando que houve a hidroxilagéo pelo fungo em

um grupo metileno (C7) e em um carbono metino (C9). Os dados espectroscopicos

foram descritos na Tabela 8 e comparados com a literatura, corroborando com os

estudos apresentados por Taveepanich et al., (2010). Assim, o composto 3 foi

designado como acido 7,9-diidroxicaurendico (7,90HKA) (Figura 15).

Figura 14: Espectro de RMN 'H do composto biotransformado 7,90HKA (3) (400

MHz, CD3OD, & em ppm) apresentando a amplificagcao da regido de 0 a 2,5 ppm.
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Figura 15: Estrutura do 7,90HKA obtido pelo processo de biotransformacgéao

R

Fonte: Adaptado de (TAVEEPANICH et al., 2010)
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Tabela 8: Dados dos espectros 1D de RMN de '*C (100 MHz; 5 em ppm) e 'H (400
MHz, 8 em ppm), Dept 135 (+,- e Ausente) e Dept 90 (+ e Ausente) do 7,90HKA (3)

comparando com os dados da literatura em CD3OD.

TAVEEPANICH et al 3
(2010)
Posicao Dept Dept
oc OH (J em Hz) oc 135 920 OH (J em Hz)
1 38,4 H-1a 1,31 m 39,96 - Ausente H-1a 1,32 m
H-1b 2,05 m H-1b 2,04 m
2 18,8 H-2a 1,49 m 20,42 - Ausente H-2a 1,48 m
H-2b 1,49 m H-2b 1,95 m
3 37,7 H-3a 1,08 m 39,26 - Ausente H-3a 1,08 m
H-3b 2,18 d H-3b 2,18 m
(J=9,5)
431 - 44 63 Ausente Ausente -
420 2,05m 43,63 + + 2,06 m
29.0 H-6a 2,06 m 30,60 - Ausente H-6a 2,09 m
H-6b 2,22 m H-6b 2,21 m
78,0 H-7a 3,63 s 79,54 + + H-7a 3,63 m
51,2 - 52,77 Ausente Ausente -
78,9 - 80,47 Ausente Ausente -
10 438 - 4537 Ausente Ausente -
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11 31,9 H-11a1,51m 33,49 - Ausente H-11a 1,53 m

H-11b 1,94 m H-11b 1,93 m
12 33,2 H-12a1,58m 34,77 - Ausente H-12a 1,56 m
H-12b 1,71 H-12b 1,71 m
ddt
13 42,4 2,69 s/ 43,99 + + 2,68 m
14 274 H-14a1,34m 29,02 - Ausente H-14a 1,33 m
H-14b 1,96 m H-14b 1,96 m
15 41,2 H-15a2,06 m 42,76 - Ausente H-15a 2,06 m
H-15b 3,08 d H-15b 3,08 d
(J=17,4) (J=17,28)
16 154,8 - 156,35 Ausente Ausente -
17 1024 H-17a4,82s 104,01 - Ausente H-17a4,82 s
H-17b 4,85 s H-17b 4,84 s
18 28,1 1,24 s 29,72 + Ausente 1,23 s
19 180,6 - 182,10 Ausente Ausente -
20 17,1 1,14 s 18,71 + Ausente 1,13 s

Legenda: (+) sinal no espectro positivo; (-) sinal no espectro negativo; (8) deslocamento quimico em
ppm; (J) constante de acoplamento em Hz, (s) singleto; (sl) singleto largo; (m) multipleto; (d) dupleto;

(ddt) duplo duplo tripleto

A partir da hidroxilagdo em C7 (6c 79,54 ppm), foi possivel observar a
desblindagem dos carbonos adjacentes, onde em C6 houve uma mudanca de
deslocamento de &c 21,8 ppm para 6¢ 30,6 ppm, e C8 foi de éc 44,2 ppm para &c
52,77 ppm), além da blindagem observada no C5 (6c¢ 57,02 ppm para éc 43,63 ppm).
A presencga da segunda hidroxila foi confirmada pela observagao de um novo sinal de
carbono quaternario hidroxilado em &6c 80,47 ppm, além da auséncia do sinal do
carbono metino atribuido ao C9. Foi possivel observar o deslocamento dos sinais dos
seguintes carbonos quando comparados ao material de partida: C11 (6c 11,4 ppm
para 6c 33,49 ppm), C10 (6c 39,64 ppm para 6c 43,8 ppm) e C8 (6c 44,2 ppm para éc
52,77 ppm). Observamos uma desblindagem dos sinais, devido a proximidade destes
carbonos com o novo grupamento hidroxila em C9, foi possivel observar o efeito y-
gauche para C5 (6 57,02 para 6 43,63 ppm) e C15 (5 48,93 para 6 42,76 ppm).

Conforme a ampliagao do espectro de RMN 2D HSQC apresentado abaixo
(Figura 16) foi possivel identificar principalmente o sinal de o 3,63 ppm atribuido ao

H7 (indicando a hidroxilagdo pelo processo de biotransformagao por C. elegans)
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acoplado ao C7 (6¢c 79,54 ppm). Assim como os sinais de 6y 1,23 e 1,13 ppm
atribuidos aos H18 e H20, acoplados aos seus respectivos carbonos metilénicos C18
e C20 (6c 29,72 e 18,71 ppm). Neste segundo composto biotransformado foi
identificado uma nova hidroxilagdo no carbono 9, corroborando com o espectro HSQC,
onde o sinal referente a correlagdo do C9 com o hidrogénio foi perdida, tornando-se

um carbono quaternario.

Figura 16: Ampliagdo do espectro 2D HSQC demonstrando os principais
acoplamentos do 7,90HKA obtido pela biotransformag¢ao do KA isolado da S. trilobata
em CDsOD.
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Legenda: Em vermelho esta destacado o sinal de C9 (6c¢ 80,47 ppm), indicando a perda da correlagéo

com o hidrogénio devido a hidroxilagao

De acordo com os principais acoplamentos no espectro de HMBC do
7,90HKA destacam-se o singleto em 64 3,63 atribuido ao carbono hidroxilado (éc¢
79,54 ppm), correlaciona aos C5 e C9 com 6&c 43,63 e 80,47 ppm respectivamente.
Também foi possivel observar outras correlagdes ao carbono hidroxilado C9 (6c 80,47
ppm): H1a e H1b (6 1,32 € 2,04 ppm), H14a (6x 1,33 ppm), H11b (&~ 1,93 ppm), além
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da correlagdo com o hidrogénio é+ 1,13 ppm (s) atribuido ao C20 (6¢c 18,71 ppm)

também apresentou correlagao com C9 (Figura 17)

Figura 17: Ampliacdo do espectro 2D HMBC demonstrando os principais

acoplamentos do 7,90HKA obtido pela biotransformacgao do KA isolado da S. trilobata
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A identificacao de todos os dados espectrais do 7,90HKA a partir dos RMN
2D (HMBC, COSY e NOESY) foram apresentados na Tabela 9 e os espectros COSY
e NOESY foram apresentados nos apéndices (Figura A2 e A3).

Tabela 9: Dados dos espectros de 2D correlacionados com os dados dos espectros
RMN 1D de "®C (100 MHz; 6 em ppm) e 'H (400 MHz, 6 em ppm, J em Hz), do
7,90HKA obtido pela biotransformacao do KA isolado da S. trilobata em CD3OD.

Posicao OH oc HMBC COSY NOESY
(J em Hz)
1 H-12a1,32m 39,96 C10, C8, C9 H-1b H-7, H-15b
H-1b 2,04 m C20
2 H-2a 1,48 m 20,42 C3,C4
H-2b 1,95 m C4
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3 H-3a1,08m 39,26  C2,C18
H-3b 2,18 m c4 H-7
4 ] 44,63 -
5 2,06 m 4363 C18,C19, H-15b, H-7
C6, C4
6 H-6a2,09m 30,6  C8, C19
H-6b 2,21 m C5
7 H-73,63s 7954  C5C9  H-15a H-5, H-1a
8 - 52,77 -
9 - 80,47 -
10 - 45,37 -
11 H-11a 1,53 s/ 33,49 C1
H-11b 1,93 m C8, C9
12 H-12a 1,56 m 34,77 -
H-12b 1,71 m C16
13 2,68 sl 43,99 - H-14a H-1a,
H-12a
14 H-14a1,33m 29,02 C12
H-14b 1,96 m C8, C9
15 H-15a2,06 m 42,76 C8,C7,C16  H-15b,
H-17, H-7
H-15b 3,08 d C8;C15,C16  H-15a  H-5,H-1a
(J=17,28)
16 - 156,3 -
5
17 H-17a4,82s 1040 C13;C16 H-15a
1
H-17b 4,84 s C13; C16 H-13
18 1,23 s 29,72 C2, C3, C4, H-5
C19
19 - 182,1 -
20 1,13 s 18,71 C9, C10, C11 H-3b

O processo de introducao de grupos hidroxila na estrutura do KA (Figura
18) pela sintese classica apresenta maiores dificuldades, especialmente em carbonos
desativados, quando comparados ao processo de biotransformagédo fungica
(PECHWANG et al., 2010).
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Figura 18: Representacdo estrutural dos analogos obtidos a partir da

biotransformacao do KA
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Fonte: Proprio autor

3.3 ANALISE IN SiLIcO DOS COMPOSTOS BIOTRANSFORMADOS

Os compostos biotransformados (7OHKA e 7,90HKA) foram submetidos a
uma analise tedrica por meio do estudo in silico, a fim de prever a segurancga e eficacia
de sua acgao por administracao via oral. De acordo com os dados observados, 7OHKA
e 7,90HKA n&o violaram as regras propostas por Veber e Lipinski, apresentando alta
probabilidade de absorcao intestinal humana, biodisponibilidade oral e estabilidade
metabdlica similar a de um farmaco comercialmente aprovado (Tabela 10). A “R5”,
tem por objetivo estimar parametros farmacocinéticos (lipofilicidade [log P], massa
molecular [PM], grupos aceptores de ligagao de hidrogénio [H-Acc/nON], numero de
grupos doadores de hidrogénio [H-Don/nOHNH] e area da superficie polar molecular
[tPSA)] predizendo a influéncia da estrutura quimica na absorgao de um composto via
oral (KELLER; PICHOTA; YIN, 2006; LIPINSKI, 2004; VEBER et al., 2002). De acordo
com Gilbert (2014), os farmacos glucantime e AmB, principais farmacos para o
tratamento da leishmaniose, n&do obedecem a todos os parametros determinados pelo

estudo in silico.
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Tabela 10: Dados in silico para o tratamento com KA (1), 7OHKA (2) e 7,90HKA (3)

Regras de Veber Regras de Lipinski
Compostos H-Acc + Total de
H-Don RB tPSA PM LogP nON nOH Violacées
(£12) (£10) (2140°A2) (g.mol') (£5) (£10) NH
(<500): (<5)
3 1 37,30 302,46 4,67 2 1 0
5 1 57,53 318,45 3,44 3 2 0
7 1 77,75 334,46 2,81 4 3 0

d Zoon (3)

Legenda: PM: Peso Molecular; Log P: log do coeficiente de particdo; H-Acc/nON: nimero de aceptores
de ligagao de hidrogénio; H-Don/nOHNH: numero de doadores de ligagado de hidrogénio; RB: numero

de ligacdes rotacionais e tPSA: area de superficie polar molecular.

A verificacdo das propriedades do ADMET (absorgéo, distribuicao,
metabolizagdo, excrecao e toxicidade) para candidatos a farmacos, € amplamente
aceita no processo inicial de desenvolvimento, auxiliando na triagem e otimizagao de
moléculas (SHEN et al., 2010). De acordo com as propriedades do ADMET realizadas
por meio do admetSAR (Tabela 11), ambos os compostos (7OHKA e 7,90HKA)
apresentaram caracteristicas similares: ndo sao carcinogénicos, nao sao
mutagénicos, fracos bloqueadores hERG, possuem alta solubilidade aquosa, alta
absorcao intestinal humana, alta permeabilidade celular de Caco-2, penetragcdo na
barreira hematoencefalica além de nao inibir as principais isoformas do citocromo
P450 (CYP450) (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4) e apresentar

baixa promiscuidade inibitéria do CYP.
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Tabela 11: ADME/TOX e avaliagdo de parametro farmacolégico previstos dos
compostos KA, 7O0HKA e 7,90HKA utilizando a ferramenta admetSAR

Propriedades ADMET KA 7TOHKA 7,90HKA Referéncia
Absorgao
Permeacao da barreira (SHEN et al.,
hematoencefalica Sim Sim Sim 2010)
Absorc¢ao Intestinal (SHEN et al.,
Humana Alta Alta Alta 2010)
Permeabilidade (PHAM THE et
Caco-2 Alta Alta Alta al., 2011)
Solubilidade aquosa (WANG et al.,
prevista Sim Sim Sim 2007)
Distribuicao
Localizagao subcelular MitocOndria Mitocondria Mitocondria
Metabolismo
(CARBON-
CYP450 2C9 N&o Inibidor N&o Inibidor N&o Inibidor MANGELS;
HUTTER, 2011)
(CARBON-
CYP450 2D6 N&o Inibidor N&o Inibidor N&o Inibidor MANGELS;
HUTTER, 2011)
CYP450 1A2 N&o Inibidor a6 1nibidor N Inibidor (CHggﬁg al.,
CYP450 2C19 N&o Inibidor  Nag Inibidor N Inibidor (CHggﬁg al.,
o (CHENG et al.,
CYP450 3A4 N&o Inibidor N&o Inibidor N&o Inibidor 2011a)
Promiscuidade (CHENG et al.,
inibitéria de CYP Baixa Baixa Baixa 2011b)
Toxicidade
(MARCHESE
Inibigo de ROBINSON;
hERG Fraco Fraco Fraco GLEN;
inibidor inibidor inibidor MITCHELL,
2011)
Carcinogenicidade Nao Nao Nao (LAGUNIN et
g Carcinogénico  Carcinogénico  Carcinogénico al., 2009)
. Nao Nao Nao (HANSEN et al.,
Toxicidade AMES mutagénico mutagénico Mutagénico 2009)

Legenda: ADMET: Absorgéo, Distribuicdo, Metabolizagdo, Excregdo e Toxicidade; hERG: do
human Ether-a-go-go-Related Gene; CYP do inglés Cytochrome; AMES: ensaio de mutagao reversa

bacteriana; Caco-2: células de adenocarcinoma de célon humano

Um dos principais objetivos no desenvolvimento de um novo farmaco é
conseguir unir a alta seletividade de um alvo terapéutico, com menores efeitos
colaterais ou reagdes adversas. O grau de promiscuidade de uma molécula refere-se

ao nivel de violagéo da especificidade, ou seja, quéo diversa é a atividade promiscua
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de uma determinada enzima e quao diferente sdo as fungdes nativas e promiscuas
(CHENG et al., 2011b). O metabolismo de farmacos pelas enzimas do CYP450 (que
sdo responsaveis por cerca de 90 % das reagdes metabdlicas oxidativas), e a
promiscuidade de drogas com as diferentes isoformas de CYP450 tem efeitos
importantes na ocorréncia de interagcdbes medicamentosas (NATH et al., 2010). Além
disso, quanto mais isoformas de CYP uma molécula é capaz de inibir, maior a
probabilidade de estar envolvida com a “interagdo farmaco-farmaco” com muitos
outros medicamentos (HOPKINS, 2008). Assim, os resultados mostram que 7OHKA
e 7,90HKA apresentaram baixa promiscuidade inibitéria de CYP.

De acordo com a literatura aproximadamente 90 % de todos os
medicamentos comercializados s&o administrados via oral, desses medicamentos, 10
% falham no desenvolvimento devido a erros nas propriedades farmacocinéticas
(CALDWELL et al., 2009). O ensaio de células de adenocarcinoma de célon humano
(Caco-2) é considerado o padrao ouro para testes de permeabilidade de compostos,
amplamente utilizado na descoberta de drogas para a previsdo de permeabilidade
intestinal humana. Assim, as previsdes in silico para a permeabilidade Caco-2 pode
ser util no entendimento das caracteristicas farmacocinéticas de uma molécula (PHAM
THE et al., 2011). Os resultados mostraram que 7O0HKA e 7,90HKA apresentaram
alta permeabilidade de Caco-2.

Outro parametro importante, predito por ADMET é referente ao bloqueio
medicamentoso do gene de hERG (do inglés human Ether-a-go-go-Related Gene),
devido suas implicagbes para a cardiotoxicidade, geralmente relacionados a arritmias
ocasionadas pela interagdo dos farmacos com o canal de potassio cardiaco
denominado hERG (MARCHESE ROBINSON; GLEN; MITCHELL, 2011). Ambos
compostos biotransformados apresentaram menor probabilidade de bloqueio do canal
de hERG.

A maioria dos farmacos nao sao absorvidos pela membrana cerebral
devido ao impedimento causado pela barreira hematoencefalica. Alguns
medicamentos s&o capazes de cruzar essa barreira por meio de difusao livre mediada
por lipidios, desde que o medicamento tenha peso molecular <400 Da e alta
lipossolubilidade, ou seja, baixa ligagcdo de hidrogénio (<8). No entanto, essas
caracteristicas ndo sdo comuns na grande maioria dos medicamentos compostos por
moléculas pequenas (PARDRIDGE, 2012). Apesar de fundamentais para a

homeostase do sistema nervoso central, a presenca dessa barreira € um fator limitante
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no desenvolvimento de farmacos efetivos para o tratamento de doengas como
Parkinson, Alzheimer, esquizofrenia, tumores cerebrais, entre outras (PARDRIDGE,
2012). Compostos que possuam uma boa penetragdo pela barreira cerebral,
alcancando concentragdes terapéuticas no sistema nervoso central sdo fundamentais
para o entendimento dos mecanismos que envolvem o influxo e o efluxo através da
barreira hematoencefalica (RAMOS-CABRER; CAMPQOS, 2013). 7OHKA e 7,90HKA
sdo compostos estruturalmente favoraveis para a delivery cerebral, uma vez que
apresentam capacidade in silico de permear a barreira hematoencefalica.

A importancia da mitocdndria na fisiologia celular decorre de suas fungdes
essenciais na bioenergética, metabolismo e biossintese apresentando diferentes
alvos promissores, como por exemplo, os complexos da cadeia de transporte de
elétrons mitocondrial, potencial de membrana mitocondrial, enzimas associadas a
cadeia respiratoria e atividades metabdlicas na mitocéndria. Sdo exemplos de alvos
bastante explorados no estudo de desenvolvimento de compostos antiparasitario
(MONZOTE; GILLE, 2010)

De acordo com os resultados apresentados na tabela 11, ambos

compostos biotransformados apresentam caracteristicas in silico favoraveis.

3.4 COMPOSTOS BIOTRANSFORMADOS EXERCEM BAIXA CITOTOXICIDADE EM J774A.1

Os macrofagos, embora sejam células hospedeiras de parasitos do género
Leishmania, também sao as principais responsaveis pela eliminagao destes parasitos
(TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018b). Por isso, avaliar o potencial de moléculas
candidatas ao tratamento da leishmaniose sobre macréfagos é um dos passos
fundamentais no processo de drug discovery (DON; IOSET, 2014). Neste contexto, foi
realizada a avaliagdo da atividade citotoxica sobre linhagem de macréfagos murinos
J774A.1 utilizando além do KA seus analogos obtidos através do processo de
biotransformacao, 70HKA e 7,90HKA.

As células tratadas com KA apresentaram redugao superior a 25 % na
viabilidade a partir de 50 yM em ambos os periodos testados de 72 h (p< 0,001)
(Figura 19A) e 96 h (p< 0,0001) (Figura 19B). Ja o tratamento com 70HKA e 7,90HKA
nas concentragdes de 10-110 yM néo diferiram do grupo sem tratamento (p>0,05),

exceto nas maiores concentracgdes testadas (150 e 200 uM), as quais comprometeram
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a viabilidade dessas células em ambos periodos testados de 72 (Figura 19C e E) e 96
h (Figura 19D e F) (p< 0,0001).

O CCso dos compostos KA, 70HKA e 7,90HKA em macrofagos murinos
foram de 271,9 (£ 0,1), 232,5 (+ 0,02) e 618,2 (x 0,1) uM, em 72 h e de 256,1 (+ 0,03),
279,6 (£ 0,07) e 380 (£ 0,07) uM, em 96 h, respectivamente.

Figura 19: Viabilidade de células J774A.1 tratadas com KA, 7OHKA e 7,90HKA.
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Legenda: J774A.1 foram tratados com A) KA, C) 7OHKA e E) 7,90HKA por 72h, B) KA, D) 70HKA e
F) 7,90HKA por 96 h nas concentragdes de 10, 30, 50, 70, 90, 110, 150 e 200 pM e a viabilidade celular
foi determinada por ensaio de MTT. Controle negativo (meio RPMI), DMSO 0,01 % (veiculo) e H202
(controle positivo). Os valores representam a média + SEM de trés experimentos independentes

realizadas em ftriplicata. Diferenca significativa em relagéo ao controle ** (p<0,01) **** (p <0,0001).
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3.5 CINETICA DE PROLIFERACAO DE FORMAS PROMASTIGOTAS DE L. AMAZONENSIS
TRATADAS coM 7TOHKA E 790HKA

No presente estudo foi avaliado o potencial leishmanicida do tratamento
com os compostos biotransformados. Foi possivel verificar que ambos compostos
inibiram diretamente a proliferagcdo das formas promastigotas de L. amazonensis
(Figura 19). De acordo com os resultados, 7OHKA (Figura 20A), reduziu a proliferagao
das formas promastigotas em todas as concentragodes (10, 30, 50, 70,90 e 110 uM) e
em todos os tempos testados (24, 48, 72 e 96 h). Nos tempos de 72 e 96 h foram
encontradas as maiores redugdes absolutas de viabilidade, com eliminagdo de mais
de 70 % dos parasitos. Detalhadamente, apds 72 h de tratamento, as concentragdes
de 30, 50, 70, 90 e 110 uM reduziram a proliferacdo das formas promastigotas em
87,6; 94,9; 95,5 € 91,7 % (p=< 0,0001), enquanto apds 96 h de tratamento, os valores
de redugdo nas mesmas concentragbes foram 75; 75; 75 e 73 % (p< 0,0001),
respectivamente.

Da mesma forma, o composto 7,90HKA (Figura 20B) também promoveu
efeitos semelhantes na eliminacao parasitaria em todas as concentragées (10, 30, 50,
70, 90 e 110 uM) e tempos (24, 48, 72 e 96 h) testados. Apds 72 h de tratamento com
7,90HKA, foi observado uma redugcdo de 34,8; 33,9; 47; 50,4; 50,4 e 52,7%
respectivamente (p< 0,0001) e, apos 96 h de tratamento de 76; 76,7; 81; 73,7; 83,6 e
78,4 % (p< 0,0001).

Figura 20: Efeito do tratamento com os compostos biotransformados 7OHKA e

7,90HKA na viabilidade de L. amazonensis
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Legenda: Formas promastigotas de L. amazonensis foram tratadas com diferentes concentragdes (10,
30, 50, 70, 90 e 110 pM) de A) 7OHKA e B) 7,90HKA e a proliferacdo das promastigotas foi avaliada
apos 24, 48, 72 e 96 h. Controle (meio M199), DMSO (veiculo) 0,01 %, Amb 1 uyM (controle positivo).
Os valores representam a média £ SEM de trés experimentos independentes realizadas em duplicata.

**** Diferencga significativa em relagdo ao grupo controle (p < 0,0001).

Os derivados cauranos hidroxilados sao de interesse nesses estudos, uma
vez que esses compostos apresentam atividade leishmanicida superiores quando
comparados ao material de partida. De acordo com a literatura foi verificado que KA
possui atividade antiprotozoaria (KIAN et al., 2018; MACRI et al., 2014; MIRANDA et
al., 2015). dos Santos et al., (2013), mostraram que KA isolado de oleoresinas de
Copaifera officinales, apresentou atividade contra formas promastigotas em 24 h de
tratamento (ICs0 28 £ 1,5 ug/mL) e amastigotas axénicas (ICso 3,5 + 0,5 yg/mL) de L.
amazonensis, além de causar aumentos significativos na permeabilidade da
membrana plasmatica e despolarizagdo da membrana mitocondrial do protozoario. No
entanto, o composto também apresentou toxicidade consideravel para eritrécitos de
mamiferos (CCso 140 £ 17,0 pg/mL).

Em outro trabalho realizado com KA também isolado da oleoresina de
Copaifera spp., Vargas e colaboradores (2015) verificaram a atividade citotéxica
desse diterpeno sobre diferentes células normais e tumorais. Os resultados
mostraram que KA apresentou atividade hemolitica de 61.7 % sobre eritrécitos
murinos (CCso de 86.7 £ 4.1 uM), no entanto, neste estudo o composto nao foi toxico
para fibroblastos murinos 3T3-L1, linfécitos humanos e macréfagos murinos J774A.1
apos 24 h de tratamento (7,8 - 500 uM) apresentando CCsp inferior a 100 pM. Além
disso, de acordo com os autores, 0 composto ndo apresentou mudangas significativas
na viabilidade das células de linhagem tumoral ([AGP-01 (gastrica)]; [HCT116
(colorretal)], [MCFO7 (cancer de mama)], [NIHOVCAR (ovario)], [SKAMELL-4
(melanoma)] e [SF295 (glioblastoma humano)]) apos 72 h de tratamento com 20 yM
de KA.

Miranda et al., (2015), investigaram o efeito antiprotozoario in vitro, assim
como 0s mecanismos envolvidos na morte do parasito L. amazonensis tratados com
KA isolados das raizes de S. trilobata. De acordo com os autores, o composto exibiu
atividade leishmanicida direta sobre formas promastigotas de L. amazonensis, apos
120 h com 24 h de pré-tratamento, sendo capaz de reduzir em 28,2; 45,8 e 51,5 % a
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proliferagdo das formas promastigotas nas concentragdes de 50, 70 e 90 uM. KA
também reduziu a porcentagem de macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c
infectados e o numero intracelular de formas amastigotas, através do aumento nos
niveis de NO, IL-1B e receptor tipo NOD (NLRP12), culminando na ativagdo dos
macrofagos e eliminagdo do parasito intracelular. Os autores ndo determinaram os
valores de ICso e CCso neste estudo.

Na tabela 12 estao representados os valores obtidos de CCso, ICso € IS dos
compostos biotransformados 7OHKA e 7,90HKA apds 72 e 96 h, além dos valores de
CCs0 em 72 e 96 h do KA no intuito de comparar os resultados de citotoxicidade do

material de partida e seus analogos.

Tabela 12: CCso (72 € 96 h), ICs0 (72 € 96 h) e IS do KA, 7OHKA e 7,90HKA.
CCs072h CCs096h ICs72h  IC596 h IS IS
(UM) (UM) (UM) (UM) 72h 96h

KA 271,9 +0,10 256,1 +0,03 - - - -
7TOHKA 232,5+0,02 279,6 +0,07 1,58 +0,36 5,62 +0,18 147,1 49,2
7,90HKA 618,2+0,10 380+0,07 110,2+0,05 0,58+0,46 5,6 6558

Legenda: CCso: Concentragao citotoxica do composto capaz de inibir 50 % da viabilidade celular; 1Cso:

Concentragdo do composto capaz de inibir 50 % do crescimento das formas promastigotas de L.

amazonensis; IS: indice de seletividade (razdo entre CCso e I1Cso)

De acordo com a literatura, o calculo referente ao indice de seletividade (1S)
pode ser uma analise complementar na obtencao de resultados mais completos sobre
a citotoxicidade de um composto, ou seja, que apresente atividade contra protozoario
sem causar danos celulares. De acordo com os critérios de selegéo definidos pela
DNDi (do inglés Drugs for Neglected Diseases initiative) em relagao ao tratamento da
Leishmaniose visceral, para um composto ser considerado efetivo e progrida para a
proxima fase de desenvolvimento de um medicamento, o valor de IS deve ser >10,
indicando sua maior atividade contra o parasito em comparagcdo aos seus efeitos
sobre as células hospedeiras (DON; IOSET, 2014). Dessa forma, 7OHKA e 7,90HKA
apresentaram valores consideraveis de acordo com a tabela 12, onde 7OHKA
apresentou melhor resultado de IS (147,1) em 72 h de tratamento, enquanto 7,90HKA
foi melhor apds 96 h de tratamento (IS 655,8).
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Os compostos 70HKA e 7,90HKA obtidos pela biotransformagéo com C.
elegans ja foram previamente relatados na literatura a partir deste mesmo processo
utilizando diferentes espécies fungicas (OLIVEIRA et al., 2020; SILVA et al., 1999;
TAVEEPANICH et al., 2010), no entanto as investigagdes referentes as suas
atividades bioldégicas foram pouco exploradas. No estudo realizado por Da Costa et
al., (2018), realizaram a biotransformagcdao de KA por A. terreus, e avaliaram a
citotoxicidade de 7OHKA sobre linhagem tumoral de cancer de mama (MCF-7),
seguidos por uma analise multivariada de estrutura atividade. De acordo com os
resultados, o 7OHKA apresentou valores de 1Cso (141 uM/L) e plCso (3,85 mol/L), além
de inferir que a atividade contra MCF-7 esta relacionada as energias logP e HOMO e
HOMO™, de modo que quanto mais alta essas energias, maior a atividade do
composto, indicando que a interagdo com o alvo ocorre principalmente pelo
deslocamento de carga dos derivados do KA para a célula alvo.

Com relagao a atividade antimicrobiana, o composto 7OHKA isolado das
partes aéreas de Senecio erechtitoides foi relatado por apresentar atividade sobre as
espécies bacterianas Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e espécie de fungo Candida
albicans (NDOM et al., 2010).

Em conjunto, os resultados obtidos neste trabalho mostraram que 7OHKA
e 7,90HKA foram mais promissores sobre formas promastigotas de L. amazonensis
quando comparados ao seu material de partida KA, sem gerar efeitos citotdxicos em
macrofagos murinos em baixas concentragdes, sugerindo que esses diterpenos
cauranos podem ser considerados candidatos importantes para futuras investigagdes

para o desenvolvimento de farmacos para o tratamento da leishmaniose.
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4 CONCLUSAO

De acordo com os resultados, a utilizagdo do fungo C. elegans para o
processo de biotransformacao foi eficaz na obtengcdo de compostos hidroxilados em
carbonos considerados desativados. 70HKA e 7,90HKA, nao apresentaram violagao
aos parametros determinados no estudo in silico, além de apresentaram potencial
efeito anti-Leishmania in vitro sobre formas promastigotas, e citotoxicidade seletiva
em macréfagos murinos. Além disso, outros estudos devem ser realizados a fim de
elucidar os principais mecanismos de morte envolvidos no tratamento in vitro de
70HKA e 7,90HKA contra L. amazonensis, bem como seu efeito nas formas

amastigotas intracelulares.
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APENDICE |

Figura A1: Ampliagdo do espectro 2D NOESY do 7OHKA obtido pela

biotransformacao do KA isolado da S. trilobata em CD30D.
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APENDICE II

Figura A2: Ampliacdo do espectro 2D COSY demonstrando os principais
acoplamentos do 7,90HKA obtido pela biotransformacao do KA isolado da S. trilobata
em CDsOD.
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APENDICE Ill

Figura A3: Ampliagdo do espectro 2D NOESY demonstrando os principais
acoplamentos do 7,90HKA obtido pela biotransformacgao do KA isolado da S. trilobata
em CDsOD.
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CAPITULO Il

(Artigo submetido na revista Toxicology in vitro)

ACIDO GRANDIFLORENICO ISOLADO DE SPHAGNETICOLA TRILOBATA
CONTRA TRYPANOSOMA CRUZI: TOXICIDADE, MECANISMOS DE AGCAO E

IMUNOMODULAGAO.

Formas tripomastigotas de T. cruzi Macroéfagos infectados com

T. cruzi
GFA

Danos nucleares
e a membrana
plasmatica

TVachlolos
autofagicos

TCorpos
lipidicos Exposigdo
de FS

Figura 1: Resumo gréfico

Legenda: Nas formas tripomastigotas de T. cruzi, GFA foi capaz de aumentar a produgéo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), induzir a despolarizagdo mitocondrial (AWm), aumentar a formacéo de
corpos lipidicos e vacuolos autofagicos. Além disso foi capaz de causar danos nucleares e na
membrana plasmatica, observados através da exposicéo de fosfatidilserina (FS) e pela marcagéo de
iodeto de propidio (PI). Nos macroéfagos infectados com T. cruzi, GFA induziu aumento de ERO, TNF-

a e redugao de IL-6, levando a morte parasitaria.
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Resumo

O &cido grandiflorénico (GFA) é um dos principais diterpenos caurano encontrados
em diferentes partes de Sphagneticola trilobata. Possui diversas atividades bioldgicas,
destacando-se a agéo antiprotozoaria. A doenca de Chagas € uma doencga sistémica
complexa causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, em que os medicamentos
disponiveis apresentam efeitos adversos significativos. Assim, a busca por
alternativas terapéuticas € necessaria e urgente. Este trabalho teve como objetivo
determinar o efeito do GFA sobre formas tripomastigotas e amastigotas intracelulares
de T. cruzi. Os resultados mostraram que o tratamento com GFA reduziu
significativamente a viabilidade das formas tripomastigotas, com alteragdes
morfoldgicas e ultraestruturais nos parasitos tratados com ICso (24,60 nM) de GFA,
bem como aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO),
despolarizacdo mitocondrial, acumulo de corpos lipidicos, presenca de vacuolos
autofagicos, exposicao de fosfatidilserina e danos a membrana plasmatica. Além
disso, o tratamento com GFA reduziu o percentual de células infectadas e o numero
de formas amastigotas por macréfago (J774A.1), sem apresentar citotoxicidade nas
células J774A.1, LLCMKz2, THP-1 e AMJ2-C11. GFA aumentou os niveis de TNF-a e
reduziu os niveis de IL-6 em macréfagos infectados. Em conclusao, o tratamento com
GFA atuou nas formas tripomastigotas por meio de mecanismo semelhante a
apoptose e eliminacdo dos parasitos intracelulares pela via do TNF-a / ERO, sem

apresentar citotoxicidade celular.

Palavras-chave: Diterpeno Caurano; Wedelia paludosa; Atividade tripanocida; Morte

celular.
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Abstract

Grandiflorenic acid (GFA) is one of the main kaurane diterpenes found in different parts
of Sphagneticola trilobata. It has several biological activities, especially antiprotozoal
action. Chagas disease is a complex systemic disease caused by the protozoan
Trypanosoma cruzi, in which the drugs available have significant side effects. Thus,
the search for therapeutic alternatives is necessary and urgent. This work aimed to
determine the effect of GFA on trypomastigote and intracellular amastigote forms. Our
results showed that GFA treatment significantly reduced the viability of trypomastigote
forms, with morphological and ultrastructural changes in the parasites treated with 1Cso0
of GFA (24.60 nM), as well as an increase in the reactive oxygen species (ROS) levels,
mitochondrial depolarization, lipid droplets accumulation, presence of autophagic
vacuoles, phosphatidylserine exposure, and plasma membrane damage. In addition,
GFA treatment caused a reduction in the percentage of infected cells and the number
of amastigotes per macrophage (J774A.1), without showing cytotoxicity in J774A.1,
LLCMK2, THP-1, and AMJ2-C11. GFA increased TNF-a and reduced IL-6 levels in
infected macrophages. In conclusion, GFA treatment acted in trypomastigote forms
through a mechanism like apoptosis and the elimination of intracellular parasites

through the TNF-a/ROS pathway, without presenting cellular cytotoxicity.

Keywords: Kaurane diterpene; Wedelia paludosa; Tripanocidal activity; cell death.
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1 INTRODUGAO

Sphagneticola trilobata (L.) Pruski (Asteraceae) € uma planta herbacea,
nativa de regides tropicais e, no Brasil, pode ser encontrada em todos os Estados.
Seu uso popular esta relacionado a processos inflamatérios em geral, incluindo dores
nas articulagdes, doengas reumaticas, artrites, além de tratar feridas persistentes,
ulceras e edemas (MALDINI et al., 2009a).

Estudos fitoquimicos mostraram extratos de S. trilobata apresenta em sua
composi¢cdo principalmente compostos esteroidais, flavonoides e compostos
terpénicos (BLOCK et al., 1998; DE CARVALHO et al.,, 2001). Em relacdo aos
compostos terpénicos, o acido caurendico (do inglés ent-kaur-16-en-19-oic acid, KA)
e o acido grandiflorénico (do inglés ent-kaur-9(11),16-dien-19-oic acid, GFA) sao os
principais diterpenos cauranos presentes na S. trilobata, encontrados em diferentes
partes da planta, como folhas, caules e raizes (BORTOLETI et al., 2018;
MARCONDES-ALVES et al., 2017). GFA possui atividade antimicrobiana contra S.
aureus, S. epidermidis (BALEKAR et al., 2012a), atividade anti-inflamatéria in vivo em
camundongos (NURBY; et al., 2017) e especialmente agdo antiprotozoaria contra
formas amastigotas e promastigotas de Leishmania amazonensis (BORTOLETI et al.,
2018), e formas tripomastigotas de Trypanosoma. cruzi (BATISTA; CHIARI; DE
OLIVEIRA, 1999).

Com relagao ao protozoario T. cruzi, este é agente etiolégico da doenga de
chagas (tripanossomiase americana), a qual é considerada pela Organizagdo Mundial
da Saude como doenga tropical negligenciada, sendo uma parasitose crénica
transmitida principalmente por insetos hemipteros triatomineos, e que apresenta
dificuldades e limitagdes no seu diagnéstico e tratamento etiolégico (WHO, 2021b).
30—40% dos individuos afetados desenvolvem uma infecgdo cronica sintomatica,
sendo a cardiomiopatia a condigdo mais prevalente (HISSA et al., 2012).

Apesar da doenga ser endémica nas Américas, atualmente atinge milhdes
de pessoas em todo o mundo devido a migracdo de populacdes infectadas
ultrapassando a marca de 6 milhdes de pacientes com a doenga (WHO, 2021b).

Embora a doenca de Chagas seja descrita ha mais de um século, a
quimioterapia ainda se limita a medicamentos nitro-heterociclicos, o benznidazol e
nifurtimox, apesar de sua eficacia na fase aguda da infecgado (entre 60-80 %),

apresentam efeitos adversos significativos para os pacientes, destacando-se, por
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exemplo, toxicidade do sistema nervoso central e leucopenia, o que limita sua utilidade
e leva a descontinuagao do tratamento (CROFT; BARRETT; URBINA, 2005). Além
disso, foi demonstrado que esses medicamentos, embora eficazes contra a forma
sanguinea do parasito, ndo sdo capazes de reduzir significativamente os danos aos
tecidos encontrados no estagio crénico (MORILLO et al., 2015).

De acordo com as restricobes apresentadas pelos medicamentos
convencionais, faz-se necessario a busca por novas substancias que possam ser
utilizadas como alternativa no tratamento desta doencga. Portanto, no presente estudo,
investigamos a atividade tripanocida do GFA isolado das raizes de Sphagneticola

trilobata e os mecanismos de morte envolvidos na eliminagao do T. cruzi.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL

As raizes secas ao ar de Sphagneticola trilobata foram coletadas no Horto
de Plantas Medicinais (23° 32'64" N/51° 20'63" W) do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Estadual de Londrina (UEL). A exsicata foi depositada no Herbario da
Universidade Estadual de Londrina (FUEL) (n°. 49306), coletado por um dos autores
(N.S.A.). A amostra foi identificada pela Prof.2. Dr®. Ana Odete Santos Vieira, do

Departamento de Biologia Animal e Vegetal (Centro de Ciéncias Biologicas, UEL).

2.2 EXTRAGAO E ISOLAMENTO DO ACIDO GRANDIFLORENICO (GFA)

Apos o processo de coleta e limpeza, a secagem das raizes ocorreu em
trés dias a temperatura ambiente. Em seguida, este material foi pulverizado seguido
de extragao exaustiva com diclorometano (900 mL) e secagem em evaporador rotativo
sob pressao reduzida. O extrato bruto obtido foi ressuspendido em 300 mL de metanol:
agua (9:1) e filtrado. A fragao soluvel foi particionada em n-hexano, e as subfragdes
obtidas também foram secas por pressao reduzida. A fragao hexanica foi sumetida a
cromatografia liquida a vacuo utilizando silica gel 60 (0,063-0,2 mm) como fase
estacionaria e como fase mdvel hexano: acetato de etila: metanol em gradiente
crescente de polaridade. A segunda fracdo apresentou a formagao de um composto
amorfo (200 mg), que foi submetido a lavagem com metanol em baixa temperatura (4°
C). A identificacdo do composto foi realizada por ressonancia magnética nuclear
(NMR) de 'H e '3C (Bruker Avance Model Ill, 400 MHz para 'H e 100 MHz para '3C)
utilizando CDCIs como solvente e os resultados foram comparados com dados da
literatura (DA COSTA; ALBUQUERQUE; VICHNEWSKI, 1996). O ponto de fusao (p.f.)
foi determinado em um aparelho de placa quente (MQAPF 302 Microchemistry). Os
dados de identificagdo do composto foram apresentados em nosso estudo anterior e
o mesmo GFA foi usado e relatado anteriormente (BORTOLETI et al., 2018).
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2.3 ANALISE IN VITRO DA ATIVIDADE TRIPANOCIDA EM FORMAS TRIPOMASTIGOTAS DE T.
CRUZI.

2.3.1 Parasitos Trypanosoma cruzi

A cepa Y de T. cruzi, da linhagem T. cruzi (ZINGALES et al., 2009), foi
mantida por inoculacgéo intraperitoneal semanal de formas tripomastigotas sanguineas
em camundongos BALB/c (Comité de ética para uso de animais da Universidade
Estadual de Londrina n°® 21717.2018.36). Quando necessario para analise, o sangue
rico em parasitos foi coletado desses camundongos BALB/c, inoculados e transferidos
para uma cultura de células epiteliais de rim de macaco rhesus [Macaca mulatta)
(células LLCMK2, ATCC® CCL-7™), cultivadas em meio DMEM (Life Technologies)
suplementado com 5 % de soro bovino fetal (SBF; Life Technologies) a 37 °C em uma
incubadora umidificada com 5 % de COz2. As culturas celulares foram infectadas com
as formas tripomastigotas (5%10°) e apds 24 h os parasitos ndo internalizados foram
removidos e as culturas mantidas em meio DMEM com 5 % de SBF a 37 °C em uma
atmosfera de 5 % de CO2. Sete dias pés-infecgéo, resultou na coleta de formas

tripomastigotas dos sobrenadantes celulares.

2.3.2 Atividade Anti-Tripomastigotas

Formas tripomastigotas de T. cruzi obtidas dos sobrenadantes de células
LLCMK:2 foram plaqueadas a 10 parasitos/mL em placas de 24 pogos e foram
tratadas com diferentes concentragées de GFA (3,12; 6,25; 12,50; 25; 50; 75 e 100
nM) (BORTOLETI et al., 2018), mantidas em D.B.O a 25 °C. Apds 24 h de tratamento,
os parasitos viaveis foram contados em camara de Neubauer. Formas tripomastigotas
de T. cruzi mantidos em meio de cultura DMEM sem tratamento ou com DMSO 0,01
% (veiculo) foram utilizados como controle negativo. A concentragao capaz de eliminar
50 % (ICs0) dos parasitos foi calculada por regressao nao linear para a curva de dose-

resposta usando o software Graph Pad Prism 6.01.
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2.3.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A MEV das formas tripomastigotas foi realizada de acordo com a literatura
(GONCALVES et al., 2018). Resumidamente, os parasitos (10® parasito/mL) foram
tratados com ICso (24,6 nM) e 2x ICs0 (49,2 nM) de GFA e DMSO 0,01 % por 24 h.
Apos este procedimento, foram coletados e submetidos a fixagcdo com glutaraldeido
2,5 % em 0,1 M de tampé&o cacodilato de sodio contendo CaCl2 a 1 mM, em seguida
foram colocados em laminulas de poli-L-lisina previamente tratadas e desidratadas
em concentragbes crescentes de etanol, ponto seco de COg2, ouro-revestido e
analisadas em microscopio eletrénico de varredura FEI QUANTA 200. O comprimento
das formas tripomastigotas foi analisado no software Image-Pro Plus, a partir das
imagens obtidas pelo aumento de 10.000 x. Pelo menos trés imagens de cada

condicao foram submetidas a medicao.

2.3.4 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Para avaliacdo das alteragdes ultraestruturais por MET, formas
tripomastigotas (10° parasito/mL) foram tratados com ICso (24,6 nM) e 2x ICso (49,2
nM) de GFA e DMSO 0,01 % por 24 h. Apos esse procedimento, os parasitos foram
coletados por centrifugacao, lavados com PBS 0,01 M (pH 7,2) e fixados por imersao
em glutaraldeido (2,5 %) e em tampao cacodilato de sddio (0,1 M). Os parasitos foram
pos-fixados em uma solugao de tetroxido de 6smio (1 %), ferrocianeto de potassio (0,8
%) e CaClz (10,0 mM) em tampao cacodilato de sédio (0,1 M) a temperatura ambiente,
protegidos da luz. Em seguida, as amostras foram lavadas com tampao cacodilato de
sédio (0,1 M), desidratadas em concentragdes crescentes de acetona (50 — 100 %),
incluidas em resina EPON e polimerizadas a 60 °C por 72 h. Cortes ultrafinos foram
confeccionados em um ultramicrétomo, depositados em grade de cobre, contrastados
com acetato de uranila e citrato de chumbo, por 20 e 10 min, respectivamente. A
analise foi realizada em microscépio eletrénico de transmissao JEOL JEM 1400.
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2.3.5 Produgéao de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) em Formas Tripomastigotas

A producdo de ERO foi avaliada pela conversdo de H2DCFDA néo
fluorescente em altamente fluorescente 2'7’-diclorofluoresceina (DCF) em formas
tripomastigotas de T. cruzi (108 parasito/mL) tratadas com ICso (24,6 nM) e 2x ICso
(49,2 nM) de GFA por 24 h conforme descrito na literatura (TOMIOTTO-PELLISSIER
et al., 2018a). Foram usados parasitos ndo tratados como controle negativo e H202
como controle positivo. As ERO produzidas foram analisadas fluorimetricamente em
um comprimento de onda de 488 nm (excitagédo) e de 530 nm (emissao) em um leitor

de microplaca de fluorescéncia (Perkin-Elmer, Victor X3, MA, EUA).

2.3.6 Determinacao do Potencial de Membrana Mitocondrial (A¥m)

Formas tripomastigotas (10° células/mL) foram tratadas com ICso (24,6 nM)
e 2x I1Cso (49,2 nM) durante 24 horas a 25 °C. Em seguida, os parasitos foram lavados
com PBS e incubados com 25 nM de éster etilico de tetrametilrodamina (TMRE;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por 30 min a 25 °C. A fluorescéncia foi medida em
um espectrofluorbmetro Victor X3 (PerkinElmer, Victor X3, MA, EUA) em um
comprimento de onda de excitagdo de 480 nm e um comprimento de onda de emissao
de 580 nm. Para comparar os diferentes tratamentos, os valores fluorescentes obtidos
foram normalizados para o respectivo numero de células. Carbonilcianeto m-

clorofenilhidrazona (CCCP) foi usado como um controle positivo

2.3.7 Deteccao de Acumulo de Corpos Lipidios

Formas tripomastigotas (10° parasito/mL) foram tratadas com GFA ICso (24,6 nM) e
2x ICs0 (49,2 nM) por 24 h. Em seguida, os parasitos foram marcados com 10 ug/mL
de vermelho do nilo (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por 30 minutos (STROPPA
et al., 2017), a fluorescéncia foi determinada em um comprimento de onda de 530 nm
(excitacdo) e de 635 nm (emissdo), em um leitor de microplaca de fluorescéncia

(Perkin-Elmer, Victor X3, MA, EUA). PBS foi utilizado como controle positivo.
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2.3.8 Quantificagdo de Vacuolos Autofagicos

A verificacdo da formacdo de vacuolos autofagicos nas formas
tripomastigotas de T. cruzi foi realizada de acordo com Machado et al., (2017) com
modificagbes. Resumidamente, as formas tripomastigotas (108 parasito/mL) foram
tratadas com GFA ICso0 (24,6 nM) e 2x ICso (49,2 nM) por 24 h a 25 °C, em seguida
foram marcadas com 50 uyM de monodansilcadaverina (MDC; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) por 1 h (mantidas no escuro) a 24 °C. Apés a lavagem com PBS, os
parasitos foram centrifugados a 3.000 RPM por 5 min e plagueados em uma placa de
96 pocgos. A fluorescéncia foi medida em um espectrofluorbmetro Victor X3
(PerkinElmer, Victor X3, MA, EUA) nos comprimentos de onda de 380 e 525 nm para

excitagao e emissao respectivamente. PBS foi usado como controle positivo.

2.3.9 Determinacao da Exposicao a Fosfatidilserina

A exposicao a fosfatidilserina foi detectada usando Anexina-V FITC
(Invitrogen, New York, EUA), uma proteina de ligacdo a fosfolipidios usada como
marcador de apoptose. Formas tripomastigotas (108 células / mL) foram tratados com
GFA-ICs0 (24,60 nM) e 2x o 1Cs0 (49,20 nM) durante 24 h a 37 °C. Posteriormente, os
parasitas foram lavados e ressuspendidos em um tampéao de ligagéo de 100 uL (NaCl
140 mM, CaCl2 5 mM e HEPES-Na 10 mM, pH 7,4) seguido pela adigdo de 5 uL de
anexina-V FITC por 15 min em temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado o
tampao de incubacgao (400 uL). A aquisicdo de dados foi realizada usando um leitor
de microplaca de fluorescéncia (Victor X3, PerkinElmer, Finlandia) em um
comprimento de onda de excitagdo de 488 nm e de emissdo de 520 nm. Para
comparacao dos diferentes tratamentos, os valores de fluorescéncia obtidos foram

normalizados para o respectivo numero de células.

2.3.10 Determinagéao da Integridade da Membrana Celular

Formas tripomastigotas (108 células/mL) submetidos a um tratamento de
24 h com GFA-ICs0 (24,60 nM) e 2x o ICs0 (49,20 nM) a 37 °C foram colhidos, lavados
com PBS e seguidos diretamente para uma incubagao de 5 min com iodeto de propidio
(PI) (Sigma, St. Louis, MO, EUA) (0,50 pg/mL) de acordo com (BORTOLETI et al.,
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2018). Imediatamente depois, os parasitos foram analisados usando um leitor de
microplaca de fluorescéncia (Victor X3, PerkinElmer, Finlandia) com um comprimento
de onda de excitacdo de 480 nm e de emissao de 580 nm. Os valores fluorescentes
obtidos foram normalizados para o numero total de células por tratamento. Parasitos

nao tratados foram usados como controle negativo.

2.4 ANALISE IN VITRO DA ATIVIDADE TRIPANOCIDA E IMUNOMODULADORA EM MACROFAGOS
INFECTADOS

2.4 1 Cultura Celular

Foram utilizadas linhagens celulares: J774A.1 (monécitos/macréfagos de
tecido ascitico de Mus musculus - TIB-67; American Type Culture Collection,
Manassas, VA, EUA); LLCMK:2 (células epiteliais de rim de macaco Rhesus — ATCC
CCL-7), AMJ2-C11 (macrdéfagos alveolares gerados a partir de camundongos C57BL6
-ATCC® CRL-2456 ™); e THP-1 (mondcitos humanos derivados de um paciente com
leucemia monocitica aguda - ATCC® TIB-202TM). As células foram cultivadas em
RPMI 1640 (J774A.1, AMJ2-C11 e THP-1) ou meio DMEM (LLCMK?), (contendo 1 %
de L-glutamina, 10 % de bicarbonato de sédio, 5 % SBF, 10 U/mL de penicilina e 10
ug/mL de estreptomicina (GIBCO). Foram mantidas em garrafa de cultura de 25 cm?,
em incubadora (37 °C, 5 % COz2).

2.4.2 Ensaio de Citotoxicidade

Foi avaliado os efeitos da citotoxicidade do tratamento com GFA em
linhagens celulares (J774A.1, LLCMK2, AMJ2-C11 e THP-1), pelo ensaio de MTT
realizado conforme descrito anteriormente em BORTOLETI et al., (2021). As células
(3x10* células/pogo) foram cultivadas em uma placa de 96 pogos (Techno Plastic
Products, Trasadingen, Suiga) e incubadas com diferentes concentragbes de GFA
(3,12; 6,25; 12,5; 25; 50; 75 e 100 nM) ou meio de cultura sem tratamento, como
controle de crescimento celular, por 24 h a 37 °C em 5 % de COz2. As células foram
lavadas e adicionado MTT (0,33 mg/mL) durante 4 h. O produto MTT (cristais de
formazan) foi solubilizado em 100 yL de DMSO (Sigma, ST. Louis, MO, EUA) e a
absorbancia lida em espectrofotdmetro (Thermo Scientific, Multiskan GO) a 5§50 nm.
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H202 foi usado como controle positivo. Os resultados foram expressos como a
porcentagem de viabilidade em comparagdo com o grupo de controle calculado com
a seguinte férmula: % (macrofagos viaveis) = (amostras do GFA tratado / amostra D.O
nao tratada) x 100. A concentragao citotoxica para 50 % das células (CCso) em cada
linhagem celular foi calculada por regressao nao linear para a curva de dose-resposta

usando o software Graph Pad Prism 6.01.

2.4.3 Ensaio Anti-Amastigota

O ensaio anti-amastigota foi realizado conforme descrito anteriormente na
literatura (GONCALVES et al., 2018; KIAN et al., 2018; TOMIOTTO-PELLISSIER et
al., 2018a). Resumidamente, o J774A.1 (5 x 10° células/pogo) foram aderidos a
laminulas de vidro redondas de 13 mm e infectados com formas tripomastigotas na
proporcao de 10:1 (parasitos/célula) por 2 h em um meio FBS-RPMl a 5 % a 37 °C em
5 % de COz2. Apds serem submetidas a infeccéo, as células foram lavadas com PBS
e incubadas com GFA (nas concentragdes de 6,25, 12,5, 25 e 50 nM), meio RPMI
(controle negativo) ou DMSO 0,1 % (veiculo) por 24 h (37 °C, 5 % de CO2). As células
foram coradas com Giemsa e o indice de sobrevivéncia a infeccado foi calculado
multiplicando a porcentagem de células infectadas pelo numero médio de parasitos
por célula infectada. As experiéncias foram realizadas em triplicado em trés
experimentos independentes. A quantificacido foi realizada em microscopia de luz em

que 200 células foram contadas aleatoriamente.

2.4.4 Producgao de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) por Macréfagos

Para avaliar a produgdo de ERO, macréfagos (108 células/mL) infectados
com T. cruzi foram tratados com 6,25; 12,5; 25 e 50 nM de GFA conforme descrito
Tomiotto-Pellissier (2018). Os parasitos ndo tratados e células infectadas foram

usados como controle negativo, como controle positivo foi utilizado H202.
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2.4.5 Producéo de Citocinas

Os sobrenadantes do ensaio anti-amastigota foram usados para medir o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), os niveis de interleucina (IL) -6, IL-10 e IL-12
por ensaio imunoenzimatico (ELISA), de acordo com as instrugbes do fabricante
(eBiosciences®, EUA). As absorbancias foram lidas a 450 nm usando um leitor de
placas ELISA (Thermo Scientific, Multiskan GO).

2.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram avaliados a partir de trés experimentos independentes,
cada um realizado em triplicata e foram expressos como média + erro padrdo da média
(SEM). Os dados foram analisados no software estatistico GraphPad Prism
(GraphPad Software, Inc., USA, 6.00). Diferengas significativas entre os grupos foram
determinadas por ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey para multiplas
comparagdes. As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas

quando p< 0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 GFA INIBE A VIABILIDADE DE FORMAS TRIPOMASTIGOTAS DE T. CRUZI

A identificagcao dos GFA e sua caracterizagao quimica foram realizadas por
ressonancia magnética nuclear (RMN) e ponto de fusdo (mp). Apenas a menor
concentragao testada (3,12 nM) de GFA ndo demonstrou efeito direto sobre as formas
tripomastigotas apds 24 h de tratamento, enquanto 6,25; 12,5 e 25 nM foram capazes
de reduzir a viabilidade em 28,87 % + 2,53; 25,36 % + 2,81 e em 45,07 % * 2,44
respectivamente, em relagado ao controle negativo (p< 0,0001). GFA a 50 e 100 nM
causou reducdo de mais de 70 % na viabilidade das formas tripomastigotas em
comparagao com o controle negativo (p< 0,00001). O valor de ICso obtido (24,6 + 0,15
nM) (Figura 2A) e o dobro desse valor (2x I1Cso, 49,2 nM), foram selecionadas para os

experimentos posteriores sobre as formas tripomastigotas.

Figura 2: GFA inibe a viabilidade de tripomastigotas de T. cruzi e induz alteragdes
morfoldgicas
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Legenda: A) Formas tripomastigotas de T. cruzi foram tratadas com diferentes concentracées de GFA
(3,12; 6,25; 12,50; 25; 50 e 100 nM), meio de cultura DMEM (controle), DMSO 0,01 % (veiculo) e
avaliadas em 24 h. B) Os comprimentos das formas tripomastigotas foram medidos através das

imagens de MEV pelo software Image-Pro Plus. Pelo menos trés imagens de cada condigdo foram
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submetidas a medi¢cdo. C) Formas tripomastigotas sem tratamento (controle). D) Imagens de MEV
mostrando alteragdes morfolégicas nas formas tripomastigotas de T. cruzi apos 24 h de tratamento com
ICs0 ou E) 2x ICs0 de GFA. Os valores representam a média £+ SEM de trés experimentos independentes
realizadas em duplicata. * Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (p< 0,05), ** (p< 0,01).
*** (p< 0,001), **** (p< 0,0001).

3.2 GFA INDUz ALTERACOES MORFOLOGICAS E ULTRAESTRUTURAIS NAS FORMAS
TRIPOMASTIGOTAS DE T. CRUZI

Apos 24 h de tratamento com ICso € 2x ICs0 de GFA, uma analise da
morfologia dos parasitos, através de MEV, revelou que ambas as concentragdes
induziram uma diminuicdo no comprimento do parasito (Figura 2B, D e E), extensa
formacdao de bolhas e severos danos a membrana plasmatica. Além disso, os
tratamentos apresentaram extravasamento de conteudo intracelular (Figura 2D e E).
Em contrapartida, os parasitos do grupo controle, apresentaram caracteristicas de
tripomastigotas viaveis, com corpo alongado, sem danos a membrana e morfologia
intacta (Figura 2C). Por meio da microscopia eletrénica de transmissao (MET), foi
observado alteragdes ultraestruturais significativas nas formas tripomastigotas de T.
cruzi apés 24 h de tratamento com ICso e 2x ICsode GFA, incluindo a presencga de
vacuolos autofagicos, edema mitocondrial, corpos lipidicos e desconexdo da
membrana perinuclear (Figura 3C-1). Em contraste, os parasitos nao tratados exibiram

caracteristicas normais, com estruturas bem preservadas (Figura 3A-B).



165

Figura 3: GFA induz alteragdes ultraestruturais em tripomastigotas de T. cruzi.

Legenda: Alteragdes ultraestruturais em formas tripomastigotas de T. cruzi tratadas com ICso e 2x ICso
de GFA por 24 h. A-B) formas tripomastigotas ndo tratadas. C-F) formas tripomastigotas tratados com
ICs0 de GFA. G-l) formas tripomastigotas tratados com 2x ICso de GFA. f, flagelo; k, cinetoplasto; m,
mitocOndria; n, nucleo; », vacuolo autofagico; A, inchaco mitocondrial; *, corpos lipidicos; —,

desconexdo da membrana perinuclear. Barras de escala = 0,5 ym.
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3.3 GFA INDUZ A PRODUGCAO DE ERO, DESPOLARIZAGAO MITOCONDRIAL E FORMACAO DE
CORPOS LIPIDICOS EM TRIPOMASTIGOTAS DE T. CRUZI

Para comprovar o0s mecanismos envolvidos na morte de formas
tripomastigotas tratadas com GFA, avaliamos a produg¢do de ERO, potencial de
membrana mitocondrial (A¥m) e a formagao de corpos lipidicos nos parasitos apds o
tratamento com 1Cs0 (24,6 nM) e 2x ICso (49,2 nM) por 24 h. Os resultados mostraram
um aumento significativo (p< 0,0001) na producédo de ERO totais nos parasitos em
comparagao com o grupo controle (Figura 4A). Considerando que a produgao de ERO
esta relacionada a disturbios de organelas, avaliamos o A¥Ym, e os resultados
mostraram que, apos 24 h, o tratamento com GFA foi capaz de promover a reducao
do A¥Ym nos parasitos (p< 0,0001) (Figura 4B), indicando perda da integridade
mitocondrial. A formacao de corpos lipidicos € induzida durante o estresse metabdlico,
incluindo estresse oxidativo, como producdo de ERO, formacédo de vacuolos
autofagicos, dano mitocondrial e morte celular apoptética (CONCATO et al., 2020).
Assim, apoés o tratamento com GFA (ICso e 2x 1Cs0), foi possivel observar o aumento
da intensidade da fluorescéncia do vermelho do nilo, indicando acumulo de corpos

lipidicos, em relagéo ao grupo controle (p< 0,0001) (Figura 4C).

Figura 4: Avaliacdo dos niveis de ERO totais, potencial de membrana mitocondrial e
corpos lipidicos em tripomastigotas de T. cruzi apés tratamento com GFA ICs0 e 2x
ICs0 por 24 h.
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Legenda: A intensidade da fluorescéncia foi quantificada em formas tripomastigotas para determinar
A) ERO totais; B) potencial de membrana mitocondrial (AWm) e C) corpos lipidios apds o tratamento
com GFA. Os dados representam a média £ SEM de trés experimentos independentes realizadas em

duplicata. **** Diferenga significativa em relagao ao controle (p< 0,0001).
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3.4. GFA INDUzZ A FORMACAO DE VACUOLOS AUTOFAGICOS, EXPOSICAO A
FOSFATIDILSERINA E PERDA DA INTEGRIDADE DA MEMBRANA PLASMATICA EM

TRIPOMASTIGOTAS DE T.CRUZI

Sabendo que o tratamento com GFA foi capaz de promover um efeito
tripanocida, alterar a morfologia e os processos metabdlicos dos parasitos,
investigamos os principais tipos de morte celular. Inicialmente, avaliamos a formagéao
de vacuolos autofagicos nas formas tripomastigotas, apds tratamento com ICso e 2x
ICs0 de GFA, e observamos o aumento significativo da intensidade de fluorescéncia
de MDC em relagao ao grupo controle (Figura 5A). Posteriormente, para confirmacéao
da morte dos parasitos, foi realizada marcagao com anexina V (Figura 5B) e PI (Figura
5C), que revelou aumento significativo da fluorescéncia para ambos os marcadores
em relagao ao controle (p< 0,0001), indicando exposicao a fosfatidilserina e danos a

membrana plasmatica, respectivamente.

Figura 5: GFA induz a formagéo de vacuolos autofagicos, exposicao a fosfatidilserina

e perda da integridade da membrana plasmatica em tripomastigotas de T. cruzi
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Legenda: A intensidade da fluorescéncia foi quantificada em formas tripomastigotas para determinar
vacuolos autofagicos por marcacdo com MDC A), exposi¢cdo a fosfatidilserina por marcagdo com
anexina V B) e analise da integridade da membrana plasmatica por coloragado com iodeto de propidio
C). Os dados representam a média + SEM de trés experimentos independentes realizados em

duplicata. ** Diferencga significativa em relagdo ao controle (p< 0,01), *** (p< 0,001), **** (p< 0,0001).

3.5. GFA NAO ALTERA A VIABILIDADE DAS LINHAGENS CELULARES

Para verificar se GFA seria toxico para células de mamiferos, a citotoxicidade
das linhagens celulares J774A.1, LLCMK2, AMJ2-C11 e THP-1 foram avaliadas por
meio de ensaio de MTT apds 24 h de tratamento com GFA (6,25; 12,5; 25; 50; 75;
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100; 250 e 500 nM). Apds esse periodo, constatamos que GFA nas concentragdes de
6,25 a 100 nM nao alteraram a viabilidade das diferentes células em comparagao ao
grupo controle (Tabela 1). Apds esses resultados, calculamos o CCso das linhagens
celulares (J774A.1, LLCMK2, AMJ2-C11 e THP-1) e obtivemos os valores de 210,8 +
0,29, 175,6 + 1,04, 135,07 £ 0,28 e 357,1 + 1,47 nM, respectivamente, apos 24 horas

de tratamento (Tabela 1).

3.6. GFA INDUZ A ELIMINACAO DE AMASTIGOTA INTRAMACROFAGICA DE T. CRUZI

Para avaliar o efeito do GFA contra amastigotas intramacrofagicas de T. cruzi,
realizamos o ensaio anti-amastigota, que analisa a porcentagem de macrofagos
infectados e o numero de amastigotas apos 24 h de tratamento. Nossos resultados
mostraram uma reducgdo significativa na porcentagem de macréfagos infectados
(65,45; 72,2 e 72,2 %) para todas as concentragdes testadas (6,25; 12,5 e 25 nM,
respectivamente) (Figura 6A), bem como o numero médio de amastigotas por
macrofago (p< 0,0001) (Figura 6B) em comparagdo com o grupo controle. Com base
nisso, o valor estimado de ICs0 de GFA em formas amastigotas foi de 0,86 + 0,18 nM
e o indice seletividade (IS) foi de 245,1 nM (Tabela 1).

Figura 6: Efeito de GFA em J774A.1 infectado com T. cruzi
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Legenda: J774A.1 infectado com T. cruzi foram tratados por 24 h com GFA em 6,25, 12,50 e 25 nM, e
A) a porcentagem de células infectadas e B) o numero de amastigotas por célula. Os dados
representam a média £ SEM de trés experimentos independentes realizadas em duplicata. ** Diferenga

significativa em relagdo ao controle (p< 0,01), **** (p< 0,0001).



169

Tabela 1: ICs0, CCsoe IS do GFA

Forma Forma AMJ2-
Tripomastigota Amastigota LLCMK; THP-1 C11 J774.A1
CCso CCso CCso
|C50 (nM) |C50 (nM) (nM) (nM) CC50 (nM) (I‘IM) IS
24.6 0.86 175.6 357.1 135.07 210.8 245 1
(x0.1) (0.2) (x1.0) (x1.4) (x0.3) (£ 0.3) )

Legenda: Experimentos realizados em 24 h. CCso: Concentragao citotoxica para 50 % das células.
ICso: Concentragao inibitéria para 50 % dos parasitos. IS: indice de seletividade, onde é determinado
pela razdo entre CCso J774.A1/ICs0 amastigota intracelular. GFA: acido grandiflorénico. LLCMKa:
células epiteliais renais de macaco Rhesus. J774A.1: macréfagos/mondcitos extraido de ascite de
sarcoma de células reticulares de Mus musculus. AMJ2-C11: linhagem celular de macrofagos
alveolares geradas a partir de camundongos C57BL6. THP-1: linhagem celular monocitica humana

derivada de um paciente com leucemia monocitica aguda.

3.7 GFA MobuLA 0s Nivels DE CITOCINAS E ERO EM MACROFAGOS INFECTADOS CoOM T.
CRUZI

Para determinar se o tratamento com GFA tem acdo tripanocida
desencadeada pela imunomodulagdo de macréfagos, avaliamos o perfil de citocinas
dessas células infectadas pelo T. cruzi, apos 24 h de tratamento. Os dados mostraram
aumento nos niveis de TNF-a e reducdo dos niveis de IL-6, nas concentracbes
testadas (6,25; 12,5 e 25 nM) (Figura 7A e 6B). Os niveis de citocinas IL-10 e IL-12p70
nao diferiram do grupo controle (dados nédo mostrados). Ao avaliar os niveis de ERO
de macrofagos infectados com T. cruzi e tratados com GFA (6,25; 12,5 e 25 nM) por
24 h, observamos que o tratamento foi capaz de aumentar a produgdao de ERO em
todas as concentragdes; 6,25 nM (p< 0,01), 12,5 nM (p< 0,05) e 25 nM (p< 0,001)

(Figura 7C) em relagao ao grupo de controle.

Figura 7: GFA modula os niveis de citocinas e ERO em macréfagos infectados com

T. cruzi.
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Legenda: Os seguintes métodos foram usados para avaliar a células de linhagem J774A.1 infectadas
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com T. cruzi, submetidas ao tratamento com GFA (6,25; 12,50 e 25 nM) por 24 h. Niveis de A) TNF-a
e B) IL-6 produzidos (barras para cima) determinados por ELISA. C) ERO totais foram medidos pelo
aumento na fluorescéncia causada pela conversdo do corante nao fluorescente, H.DCFDA, em
fluorescente, DCF. * Diferenca significativa em comparagao com o controle (p< 0,05), ** (p< 0,01), ***
(p= 0,001), **** (p< 0,0001).
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4 DISCUSSAO

A busca por novos compostos que auxiliem na melhora clinica de pacientes
com a doenga de Chagas crénica ou que sejam capazes de promover a cura dessa
parasitose ainda € uma questao urgente por representar um grande problema de
saude mundial (RIBEIRO et al., 2020). Os diterpenos sdo uma das principais classes
de compostos presentes nas plantas para as quais a literatura mostra uma série de
atividades farmacoldgicas (GARCIA; DE OLIVEIRA; BATISTA, 2007).

Em nosso estudo prévio, de acordo com os parametros in silico, apresentou
caracteristicas favoraveis para possivel desenvolvimento de farmacos (BORTOLETI
et al., 2018). Além disso, a literatura tras estudos in vitro que complementam essa
predicdo de GFA como uma molécula lider. Batista et al., (2013) mostraram que o
GFA nao apresenta citotoxicidade para uma linhagem celular de hepatoblastoma
humano (HepG2), e nosso estudo anterior mostrou que GFA nao causou hemolise em
sangue de ovino ou alterou a viabilidade dos macréfagos peritoneais de camundongos
BALB/c (BORTOLETI et al., 2018). Corroborando com esses dados, observamos
neste estudo que na faixa de concentracbes de GFA de 6,25 a 100 nM nao houve
citotoxicidade nas quatro diferentes linhagens celulares testadas (J774A.1, LLCMKz,
AMJ2-C11 e THP-1).

Batista e colaboradores, (1999) mostraram o efeito tripanocida do GFA,
isolado da Wedelia paludosa, nas formas tripomastigotas de T. cruzi a partir da menor
concentracdo testada (0,68 mg/mL). O nosso trabalho teve como objetivo
complementar esse estudo, fornecendo novos dados sobre os principais mecanismos
envolvidos na morte desses parasitos, além de verificar se o composto também seria
capaz de induzir a eliminagdo das formas amastigotas intracelulares sem causar
danos as células hospedeiras. Os resultados mostraram que o GFA atua sobre formas
tripomastigotas, apresentando um ICso de 24,60 + 0,15 nM, dados semelhantes aos
obtidos por Bortoleti et al., (2018) contra as formas promastigotas de L. amazonensis
(25 £ 1,48 nM).

Os resultados corroboram com estudos anteriores realizados com este
composto (BORTOLETI et al., 2018) e outros diterpenos/terpenos, como &acido
diidroabiético (GONCALVES et al., 2018), os diterpenos presentes no 6leo de copaiba
(NAKAMURA et al., 2012) contra L. amazonensis, bem como terpenos isolados do

extrato bruto de Croton cajucara (CAMPOS et al., 2010) contra T. cruzi, mostrando
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que esses compostos naturais sao capazes de causar danos direto aos respectivos
parasitos.

Portanto, como nossos resultados mostraram que o GFA tem efeito anti-
tripomastigota, investigamos os principais mecanismos possivelmente envolvidos na
eliminacao desse parasito. Sabe-se que diversos produtos naturais apresentam
atividade tripanocida por interferir no equilibrio redox dos parasitos, induzindo a
sintese de moléculas microbicidas como as ERO (ATAWODI et al., 2003). Altos niveis
de ERO podem afetar a integridade das organelas do parasito e a homeostase do
metabolismo lipidico intracelular, resultando em disturbios nos processos de sintese
e decomposicao lipidica (JIN et al., 2018).

Uma organela fundamental para tripanossomatideos, incluindo T. cruzi, € a
sua mitocdndria unica, que esta associada as defesas antioxidantes rudimentares do
parasito, e a sintese de ATP essencial para sua sobrevivéncia (MENNA-BARRETO;
DE CASTRO, 2014; SMIRLIS et al., 2010). Na presenca de ERO, a fungao
mitocondrial das formas tripomastigotas pode ser afetada, causando uma redugao do
AWm. Além disso, tanto ERO quanto disfungéo mitocondrial sdo indutores do acumulo
de corpos lipidios, uma marca registrada do estresse celular (LEE et al., 2013;
TIRINATO et al., 2019). Assim, podemos inferir que o tratamento com GFA em formas
tripomastigotas induziu a producdo de ERO, causando dano mitocondrial e acumulo
de corpos lipidicos, que culmina em estresse celular e morte.

Posteriormente, foi investigado que tipo de morte celular foi induzida pelo
tratamento com GFA. A autofagia € uma via biolégica associada a reciclagem celular
por meio da remogao de componentes celulares danificados, que podem ser ativados
na presencga de estresse celular, formando vacuolos autofagicos (BOMBACA et al.,
2018; MENNA-BARRETO et al., 2009; MENNA-BARRETO; DE CASTRO, 2015). A
ocorréncia de indugao continua de autofagia pode levar a perda do equilibrio
autofagico e morte celular progressiva dos parasitos (MENNA-BARRETO, 2019).

Essa progressao pode culminar em apoptose, também conhecida como
processo de morte celular programada, promovendo a autodestruigdo celular de forma
controlada a partir de diversos eventos bioquimicos (FAN; ZONG, 2013). Os principais
fenodtipos apoptoticos presentes nos tripanossomatideos sao a exposicdo a
fosfatidilserina, a perda do potencial da membrana mitocondrial, o encolhimento
celular e a formacdo de bolhas e corpos apoptéticos na membrana plasmatica
(MENNA-BARRETO, 2019). Em estagios tardios, as células apoptdticas né&o
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removidas podem evoluir para ruptura da membrana plasmatica, caracterizando um
processo apoptotico tardio (BORTOLETI et al., 2018; GONCALVES et al., 2018;
TOMIOTTO-PELLISSIER et al.,, 2018a). Todas essas caracteristicas foram
encontradas nos parasitos tratados com GFA. Assim, esses dados permitem concluir
que o tratamento com GFA causou um estresse celular exacerbado as formas
tripomastigotas, o que levou os parasitos a eventos apoptéticos (DOLAI; ADAK, 2014).

As alteragbes morfologicas e ultraestruturais observadas por MET e MEV
respectivamente, como diminuicdo do comprimento do corpo do parasito,
extravasamento aparente do conteudo citoplasmatico, danos severos a membrana
celular, além da presenca de vacuolos autofagicos e edema mitocondrial, confirmam
que o GFA induz efeitos que culminam em processo semelhante a apoptose, conforme
descrito na literatura (MENNA-BARRETO, 2019)

Sabe-se que a multiplicagdo do T. cruzi ocorre no interior das células
hospedeiras, necessitando fortemente de um composto capaz de eliminar as formas
amastigotas e/ou inibir seu crescimento e divisdo sem causar danos ao hospedeiro
(VILLALTA; RACHAKONDA, 2019). Apos comprovar que o GFA n&o induziu
citotoxicidade em diferentes linhagens celulares, foi avaliada sua acao anti-amastigota
em macroéfagos J774A.1 infectados com T. cruzi.

Os resultados obtidos mostraram que o GFA também foi eficaz na
eliminacdo das formas amastigotas, atuando tanto na redugdo do percentual de
células infectadas quanto no numero de parasitos intracelulares. Desse modo, o GFA
se mostrou um composto candidato a farmaco, uma vez que apresentou
caracteristicas importantes, como ser atoxico e ter efeito contra parasitos
intracelulares com ICs0 < 10 yM e IS > 10 (KATSUNO et al., 2015). O GFA tem se
mostrado eficiente na eliminagdo de formas amastigotas de L. amazonensis de
macrofagos peritoneais murinos, apresentando anteriormente IS de 284,7
(BORTOLETI et al., 2018). Por sua vez, Miranda e colaboradores (2015) mostraram
que o KA, outro diterpeno caurano, também exibiu atividade anti-amastigota nas
mesmas condicdes. Outros estudos realizados com essa classe de compostos
mostraram resultados significativos contra T. brucei, T. cruzi e L. donovani, com IS
elevado (> 10) (NOGUEIRA et al., 2016b). De acordo com nossos resultados, o GFA
tem uma chance promissora de se tornar uma molécula lider no estudo de

medicamento antiparasitario.
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Apods avaliar o efeito anti-amastigota exercido pelo GFA, o objetivo deste
trabalho foi determinar os principais mecanismos envolvidos na eliminagao intracelular
desse parasito, para os quais avaliamos os niveis de citocinas. A IL-6 € uma citocina
pleiotrépica cuja fungdo no curso da doenca de Chagas é contraditéria. Se, por um
lado, alguns autores mostraram sua importancia no controle do numero de parasitos
(GAO; PEREIRA, 2002), por outro lado, outros demonstraram um papel prejudicial no
desfecho da doenca, aumentando o dano tecidual e interferindo nos parametros
hematologicos (MARINI et al., 2011). Os niveis de IL-6 estavam baixos em macréfagos
infectados tratados com GFA, sugerindo que essa citocina ndo estava envolvida no
efeito anti-amastigota do tratamento, portanto, tal reducdo poderia exercer fungcéo
protetora de seus efeitos patogénicos.

Os niveis de TNF-a, uma citocina pro-inflamatéria intrinsecamente
relacionada a defesa antimicrobiana contra T. cruzi, que desempenha um papel
importante na ativagao de macréfagos, e consequente efeito microbicida (LIMA et al.,
1997; ROGGERO et al., 2004; TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018a) foi maior nos
macrofagos infectados e tratados. Sabe-se que ERO séo os principais mediadores a
jusante do TNF-a responsaveis pelo efeito antimicrobiano contra diversos patégenos
(BLASER et al., 2016). Embora alguns autores sugerem que a agao das ERO favorece
a proliferacdao de formas amastigotas de T. cruzi (PAIVA; MEDEI; BOZZA, 2018),
muitos estudos mostram o papel fundamental das ERO na ac¢ao anti-T. cruzi de
diversos compostos naturais (BOMBACA et al., 2019). Em conjunto, esses resultados
mostraram que o GFA foi capaz de reduzir a infeccdo por meio do TNF-a e do

mecanismo dependente de ERO.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho, mostramos que o tratamento in vifro com baixas
concentracdes de GFA, um composto isolado da S. trilobata, possui potente atividade
contra as formas tripomastigotas de T. cruzi, aumentando os niveis de ERO, disfungéo
mitocondrial, formagao de corpos lipidicos e vacuolos autofagicos, induzindo morte
semelhante a apoptose. Além disso, promoveu a eliminacdo de parasitos
intracelulares pela via do TNF-a /ERO, sem apresentar citotoxicidade celular. Nossos
resultados enfatizam o potencial do GFA em se tornar um candidato promissor a um

medicamento para o tratamento de infec¢des parasitarias como a doenga de Chagas.
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CONCLUSAO GERAL

De acordo com os trabalhos realizados podemos concluir que os compostos
isolados da Sphagneticola trilobata, destacando-se os diterpenos cauranos sao
compostos favoraveis para o processo de biotransformacgéo fungica pelo fungo C.
elegans, uma vez que foi possivel obter novos compostos com atividade superior ao
material de partida. Podemos inferir que o processo de biotransformacgao poderia ser
uma alternativa promissora na modificagdo estrutural do GFA, podendo melhorar

ainda mais sua atividade contra L. amazonensis e T. cruzi.
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