UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS E TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA PARA
RECURSOS AMAZONICOS

RAFAELA ROLIM DA SILVA

IDENTIFICACAO DE POTENCIAIS ANTIMALARICOS A PARTIR DE
COMPOSTOS DE COORDENACAO COM LIGANTES DE PRODUTOS
NATURAIS

ITACOATIARA-AM
2024



RAFAELA ROLIM DA SILVA

IDENTIFICACAO DE POTENCIAIS ANTIMALARICOS A PARTIR DE
COMPOSTOS DE COORDENACAO COM LIGANTES DE PRODUTOS

NATURAIS

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia para
da Universidade
Federal do Amazonas, como requisito parcial

Recursos Amazonicos

para a obtencdo do titulo de mestre em

Ciéncia e Tecnologia para Recursos

Amazonicos.

Orientador: Dominique Fernandes de Moura do Carmo

Coorientador: Paulo José de Sousa Maia

ITACOATIARA-AM

2024



Ficha Catalogréfica

Elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

S586i

Silva, Rafaela Rolim da

I dentificacdo de potenciais antimalaricos a partir de compostos de
coordenagdo com ligantes de produtos naturais / Rafagla Rolim da Silva. -
2024.

74f1.:il., color. ; 31 cm.

Orientador(a): Dominique Fernandes de Moura do Carmo.

Coorientador(a): Paulo José de Sousa Maia.

Dissertacéo (mestrado) - Universidade Federal do Amazonas, Programa
de Pés-Graduacéo em Ciéncia e Tecnologia para Recursos Amazonicos,
Itacoatiara, 2024.

1. Vismiaspp.. 2. Maaria. 3. Catequina. 4. Quercetina. 5. Complexos
Metdlicos. |. Carmo, Dominique Fernandes de Moura do. I1. Maia, Paulo
José de Sousa. I11. Universidade Federal do Amazonas. Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia para Recursos Amazénicos. V. Titulo




AGRADECIMENTOS

A Deus por conceder toda fortaleza durante todos os momentos, principalmente
nos momentos mais dificeis.

A minha mae Raimunda Rolim da Silva, por ser a pessoa que mais acredita em
mim durante toda minha trajetéria académica, por me fortalecer com suas palavras de
apoio e me passar seguranga, sem seu carinho jamais conseguiria.

A minha orientadora professora Dra. Dominique Fernandes de Moura Do Carmo,
por ter acreditado no meu potencial para executar este trabalho e ter me passado todo
conhecimento possivel para desenvolver esta pesquisa.

Ao professor Dr. Paulo José de Sousa Maia, por ser meu coorientador, sua
colaboragdo foi fundamental para execucao de parte desse trabalho.

A minha amiga fvina Thayna Miranda Trindade, por ter me acompanhado em toda
essa jornada, pelos ensinamentos na pesquisa, sua disciplina e entrega como pesquisadora
foi um exemplo para mim e aprendi bastante com voceé.

A minha amiga e dupla nos trabalhos das disciplinas do Mestrado, Josiele Viana,
sua inteligéncia e determinagdo serviram de espelho para mim e demais colegas do
laboratdrio.

Aos meus colegas de laboratorio, Aniele Neves, Douglas Feitosa, Vitor Hugo,
Celine Menezes por toda colaboracdo, nossas conversas deixaram os dias de trabalho bem
mais felizes.

A professora Jaqueline Bezerra por nos receber na Central de Quimica do IFAM
€ nos ensinar novas técnicas e ensaios que posteriormente passamos a realizar no ICET.

Ao professor Dr. Felipe de Souza Aratjo pela disponibilidade de nos receber na
Central analitica e nos ajudar nas analises espectrométricas.

A laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear — UFAM por possibilitar e
facilitar as analises de RMN das amostras isoladas.

A Universidade Federal do Amazonas por ser meu segundo lar desde a graduacao,
esse ambiente me proporcionou a realizacdo de muitos sonhos.

A FAPEAM e CAPES por todo financiamento empregado na ciéncia e possibilitar

o desenvolvimento de pesquisa.



RESUMO

As espécies de Vismia spp. sao frequentes na regido Amazonica e utilizadas popularmente
pelos povos tradicionais no tratamento da maldria. Considerando a ocorréncia dessa
doenca na regido, este estudo buscou realizar identificacao e caracterizagao de compostos
quimicos, presentes em extratos organicos dos frutos de Vismia cayennensis e Vismia
guianensis ¢ avaliar o potencial antioxidante frente aos radicais ABTS+ ¢ DPPH-, bem
como quantificar o teor fendlico dos extratos dos frutos dessas espécies e analisar o
potencial antimalarico frente a cepas D10 e W2 do Plasmodium falciparum. No perfil
quimico das espécies, foi possivel identificar a presenga dos flavonoides quercetina e
catequina, obteve-se entdoas substancias padroes destes que foram utilizadas como
ligantes na complexag@o com cobre foram posteriormente avaliados biologicamente. As
substancias isoladas dos extratos brutos, foram identificadas através de técnicas de
espectrometria de massas (APCI-MS, modo positivo e negativo) e Ressonancia
Magnética Nuclear de H!. As atividades biolégicas foram determinadas a partir da
avaliagdo do potencial antioxidante utilizando o Trolox como padrido, e através da
avaliagdo do potencial antimalarico foram utilizadas as cepas D10 (resistente a
cloroquina) e W2 (sensivel a cloroquina). Dos resultados da avaliagdo quimica, foi
possivel isolar a antraquinona Ferruginina A e o flavonoide glicosilado Vitexina. Dos
ensaios bioldgicos, observou-se um expressivo potencial antioxidante frente ao radical
DPPH- dos extratos hidroalcoolico de ambas espécies e diclorometano de V. guianensis.
Frente ao radical ABTS+ os extratos hidroalcdolicos de V. cayennensis e V. guianensis
espécies apresentaram-se muito maior a concentracao inibitoria para este radical em
especifico quando comparada com os demais extratos organicos. Todos extratos, na
concentragdo de 20pug/ml, foram ativos contra as cepas de P. falciparum, sendo o extrato
hexanico de V. guianensis mais expressivo para cepa D10 (106,62 %) e o hidroetandlico
de V. cayennensis maior percentual para cepa W2 (98,55%). Os complexos metalicos
também demonstraram alta atividade antimalérica, sendo a amostra cobre-quercetina
(100,29%) bem mais efetiva que a quercetina em sua forma livre (60,91%). Os resultados
sugerem que a utilizacdo de compostos de origem natural na coordenacao a metais, como
o cobre, podem ser uma boa alternativa para tratamento da doenga.

Palavras-chaves: Vismia spp.; Malaria; Catequina; Quercetina; Complexos Metalicos.



ABSTRACT

The species of Vismia spp. They are common in the Amazon region and popularly used
by traditional people to treat malaria, as well as many diseases that affect the skin.
Considering the occurrence of pathology in pathology, this study sought to identify and
characterize chemical compounds from hydroethanolic extracts and of different
polarities, from the fruits of species from the region of Vismia cayennensis and Vismia
guianensis, in addition to evaluating the antioxidant potential against ABTS+ and DPPHe,
quantify the phenolic content of extracts from the fruits of these species and analyze
against plasmodial strains. From identified flavonoids, standards were acquired that were
used as ligands in copper coordination compounds, which were also evaluated for
antioxidant and antimalarial activity. Chemical identification was carried out using mass
spectrometry and Nuclear Magnetic Resonance techniques, and the determination of
antioxidant activity was carried out using Trolox as a standard. In the antimalarial
analysis, strains D10 (resistant to chloroquine) and W2 (sensitive to chloroquine) were
used. The study made it possible to identify anthraquinones such as Ferruginin C and
flavonoids such as Catechin and Quercetin, these compounds with phenolic
characteristics were used as ligands to coordinate copper. The extracts showed good
effectiveness against the tested free radicals DPPH and ABTS. The hydroalcoholic
extracts of both species showed significant scavenging capacity against the two free
radicals. The extract from V. guianensis (1412.1£7.7 uM ET) was more effective against
DPPH than the extract from the species of V. cayennensis (916.6+29.5uM ET). The same
observation in determining the restriction of the ABTS radical (EVC: 3001.5 + 74.24
S5uM ET; EVG: 3129 + 7.075uM ET), with the inhibitory concentration for this specific
radical being much more expressive when compared to the other extracts organic. All
extracts, at a concentration of 20pg/ml, were active against strains of P. falciparum, with
the hexane extract of V. guianensis being more expressive for strain D10 (106.62%) and
the hydroethanolic extract of Vismia cayenensis being the highest percentage for strain
W2 (98.55. The metal complexes also demonstrated high antimalarial effectiveness, with
the copper-quercetin sample (100.29%) being much more effective than quercetin in its
free form (60.91%). Metals, such as copper, can be a good alternative for treating the
disease.

Keywords: Vismia spp.; Malaria; Catechin; Quercetin; Metallic Complexes.
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INTRODUCAO

Desde os primordios, o homem depende da natureza para sobreviver e suprir
suas necessidades basicas como alimentagdo, vestimenta e tratamento de enfermidades.
No tratamento de doengas, a origem do conhecimento esta no uso de plantas medicinais,
estes conhecimentos populares sdo repassados através das geracdes e auxiliam no
direcionamento para estudos medicinais, que podem inclusive contribuir na descoberta e
desenvolvimento de novos medicamentos (Almeida, 2011).

Grande parte da populacdo brasileira utiliza as plantas como unica ou principal
fonte terap€utica. Dentre os fatores que influenciam essa pratica estdao o elevado custo de
medicamentos, bem como a caréncia econdmica de diversas familias brasileiras, isso
contribui para a utilizacdo das informagdes sobre a terapéutica dessas plantas que sdo
acumuladas por séculos (Argenta, et al 2011).

Nesse contexto, as espécies dessas plantas utilizadas como fonte de tratamento
para diversas enfermidades, tem se tornado objetos de estudo em varios paises e vem se
destacando na capacidade de se tornarem fontes para desenvolvimento de novos
medicamentos. A a¢do farmacologica das plantas ¢ compreendida pela existéncia de
metabolitos que sdo capazes de desempenhar inimeras atividades bioldgicas e exercem
funcdo fundamental frente ao processo de saude-doenca (Filho & Yunes, 1998;
Phillipson, 2001).

Sabe-se que as plantas produzem metabolitos primarios e secundarios, sendo
estes secundarios classificados como especializados e diferente dos primarios sdo
altamente especificos e desenvolvem fun¢do importante na evolucdo dos vegetais € na
interacdo com o0s seres vivos. Frequentemente sdo pertencentes a uma das principais
classes que podem ser, nitrogenados, compostos fenolicos ou fenois e terpenos. Esses
compostos em geral estdo atribuidos a prote¢ao dos vegetais a estresses bidticos e também
abioticos além de serem utilizados a nivel comercial por indlstrias de areas farmacéuticas,
bem como no emprego de corantes e aromas (Delbone & Lando, 2010; Raskin ef al,
2002).

Dentre as doencas tratadas popularmente com uso de plantas medicinais,
encontram-se as parasitarias. Uma das patologias ocasionadas por parasita, comum no
Brasil, ¢ a malaria onde aproximadamente 99% dos casos ocorrem na Amazonia, as

condi¢des socioecondmicas e ambientais sdo consideradas fatores cruciais para

8



contaminag¢do. Uma vez que esses locais podem ser favoraveis a proliferagdo do mosquito
transmissor do género Anopheles, vetor da doenga (Reiners, et a/ 2010) causada,
principalmente, pelo Plasmodium vivax, em cerca de 90% dos casos, (Silva, et al 2022) e
pelo Plasmodium falciparum, que é considerado a espécie com maior indice de letalidade
(Pujo, et al. 2021).

Além dos problemas ja enfrentados para combater a doenca, outra situacdo vem
se destacando, que ¢ a resisténcia aos farmacos disponiveis, tornando urgente a busca e
descoberta de novas moléculas antimalaricas. Uma saida para esse problema, embora seja
um grande desafio para os pesquisadores, ¢ o estudo de plantas medicinais que mostra-se
como uma estratégia promissora, pois fornece moléculas com potencial farmacologico
(De Rycker et al., 2018).

Dentre as inimeras plantas estudadas, espécies do género Vismia comprovaram
em alguns estudos uma expressiva atividade antimalarica de seus constituintes quimicos,
visto que a caracteristica da estrutura dos antimaldricos ja existentes se assemelham aos
metabolitos predominantes encontrados nas plantas desse género (Ménan, 2006).

Diante do exposto, se faz necessario aprofundar nas pesquisas para avaliar o
perfil quimico dos exsudatos de espécies de Vismia com o intuito de isolar e identificar
os constituintes majoritarios, sendo esse um dos objetivos desse trabalho, além de avaliar
o potencial antimalarico frente a cepas do Plasmodium falciparum. Em vista da
necessidade de novas alternativas para combate de cepas resistentes, nessa pesquisa,
foram sintetizados compostos de coordenacdo a partir das substancias identificadas em
Vismia spp. e com isso, foi possivel avaliar o efeito sinérgico do centro metélico e das

substancias utilizadas como ligantes frente a atividade antimalarica.



FUNDAMENTACAO TEORICA
Familia Hypericaceae

As plantas da familia Hypericaceae foram por muito tempo incluidas na familia
Clusiaceae, no entanto através de estudos filogenéticos foi comprovado que estas faziam
parte de uma familia independente e de um grupo monofilético (Gustafsson et
al. 2002; Ruhfel et al. 2011, 2016; APG IV 2016).

Essa familia possui vasta distribuicdo, e inicialmente nove géneros foram
atribuidos sendo eles, Cratoxylum Blume, Eliea Cambess, Harungana Lamarck,
Hypericum L., Lianthus N. Robson, Santomasia N.Robson, Thornea Breedlove &
McClintock, Triadenum Rafinesque e Vismia Vand.. No entanto, posteriormente 0s
géneros Lianthus, Santomasia, Thornea e Triadenum passaram a ser enquadrados no
género Hypericum (Robson, 2016; Robson 1977, 1981).

Em territorio brasileiro dois géneros sdo frequentes, Hypericum L, com 24
espécies e tendo maior distribui¢cdo na regido Sul do pais, e Vismia Vand. com 30 espécies
que ocorrem em maior frequéncia na Regido Amazonica (Vogel Ely ef al., 2020; Martins
etal., 2018).

Género Vismia

As plantas da familia Hypericaceae, da qual o género Vismia € pertencente, sao
muito conhecidas na medicina popular com ampla variedade de uso. As espécies desse
género tém sido utilizadas no tratamento de inimeras condigdes patologicas, como em
feridas, ulceracdes, afecgoes de pele, herpes, purgante, dentre outras. As partes utilizadas
pelos populares geralmente sdo as folhas e o caule (Alvarez, ef al 2008).

As arvores ou arvoretas das espécies desse género apresentam-se com base do
tronco reta, folhas com pilosidade ferruginea que apresentam coloracdo verde na regido
superior diferentemente da regido inferior, que € caracterizada pela coloragdo marrom,
possuem também latex alaranjado, e normalmente ocorrem em vegetagdes tipicas de
capoeira e também nas bordas de matas (Ribeiro ef al., 1999).

Dos metabdlitos presentes em espécies do género Vismia, sdo enfatizados as
quinonas e terpenos sendo apontados como marcadores quimicos para esse género (Tala
et al., 2013; Vizcaya et al., 2012), outras classes também podem ainda ser destacadas,
como os antranoides prenilados, biantraquinonas, benzofenonas, xantonas, flavonoides,

flavondis, lignanas e substancias volateis (Pedroza, 2019).
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Para estes metabolitos diversas atividades biologicas ja foram comprovadas,
dentre estes vale ressaltar o estudo realizado por Frangois, et al (1999) em que foi
observado o potencial antimalarico de uma antraquinona isolada do extrato éter de
petroleo das folhas da espécie V. guineenses, o metabolito foi identificado como sendo a
vismiona H e apresentou ser potente antimaldrico frente ao Plasmodium falciparum. Em
um outro estudo, realizado por Noungoue, et a/ (2008) foi observada a atividade

antimalarica das lanrentiquinonas isoladas da espécie V. laurentii, as quais foram

denominadas Laurentiquinona A, B e C (Figura 1).

Figura 1: Estrutura das laurenquinonas. A) Laurentiquinona A. B) Laurentiquinona B.
Laurentiquinona C.

Vismia guianensis

Conhecida popularmente como “lacre” ou “pau-de-lacre”, Vismia guianensis
(Figura 2) € uma espécie de caracteristica lenhosa, que pode atingir de 2 a 5 metros, nativa
da América do Sul e muito comum na regido Amazonica (Reichard, 1878; Ewan, 1962).
Essa planta apresenta na casca do caule uma resina de cor laranja, que ¢ utilizado
popularmente no tratamento de doengas de pele. Das folhas e caule sdo preparadas
infusdes para o tratamento de reumatismos, podendo também ser utilizados como

febrifugo (Albuquerque, 1980; Almeida, 1993).
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Figura 2: Vismia guianensis

Nesta espécie também foram encontrados metabolitos caracteristicos do género,
sendo alguns dos identificados catequina e procianidinas, também foram isoladas
quinonas, xantonas, benzofenonas, antronas, diantronas, e flavonoides gerais (Lins et a/,
2016). Seo e colaboradores (2000) isolaram cinco benzofenonas do extrato cloroférmico
das raizes da espécie, estas benzofenonas foram sendo identificadas como:
vismiaguianonas A — E, além destas substincias também foram identificadas duas
benzocumarinas, as vismiaguianinas A e B, as vismiaguianonas exibiram atividade de

cisdo de fita do DNA e as vismiaguininas foram significativamente citotdxicas.
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Figura 3: Estrutura das benzofenonas e benzocumarinas isoladas por Seo e colaboradores
(2000) do extrato cloroformico de V. guianensis. A)-E) vismiaguianonas. F) — G)
vismiaguininas.

Em outros trabalhos foi possivel identificar o isolamento de metabolitos da
espécie com expressivas atividades bioldgicas, Pasqua e colaboradores (1995), por
exemplo, isolaram a vismiona e neste mesmo trabalho os autores comprovaram o
potencial citotoxico da substancia contra as linhagens celulares de carcinoma de ovério e
melanocarcinoma.

Dentre as atividades expressivas e de grande interesse para drea médica, cabe
ressaltar a atividade do extrato aquoso da V. guianensis contra a linhagem celular de
cancer de colon, que apresentou 100% de letalidade na concentracdo de 100 pg/mL
(Suffredini et al, 2007).

Em estudo de Oliveira, et al (2017) que objetivou investigar a atividade
antifingica do extrato etandlico de folhas e casca de V. guianensis contra Sporothrix
schenckii ATCC 16345 e suas atividades antiinflamatoérias, foram detectados dois O-

glucosil-flavondides e 16 derivados prenilados de benzofenona, nesse estudo foi
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apresentado significativa atividade contra S. schenckii ressaltando o beneficio do uso

desses extratos para o tratamento alternativo da esporotricose.

Vismia cayennensis

Vismia cayennesis (Figura 4) ¢ uma espécie de caracteristica arbustivo-arboreo,
com cerca de 2 m de altura j4 frutificando, podendo atingir até cerca de 6 metros de altura.
Sua ocorréncia se da em areas abertas, chamadas capoeiras, como clareiras e beira de

mata, ao longo de trilhas e estradas (Marinho & Vasconcellos, 1994).

Figura 4: Vismia cayennensis

Esta planta apresenta uma grande variedade de substancias bioativas, muitas com
comprovada acdo farmacologica (Marin, ef al 2017). Dentre os estudos ja realizados sobre
a espécie nesse sentido, pode ser citado por exemplo, o trabalho realizado por Fuller, et
al (1999), que foi realizado o isolamento de quatro novas benzofenonas preniladas dos
extratos das folhas de V. cayeannensis, estas substancias identificadas como
vismiafenonas D — G, foram avaliadas quanto a seu potencial anti-HIV, sendo possivel

comprovar a atividade inibidora do HIV da vismiafenona D.
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A espécie também apresentou potente atividade antibacteriana, nos estudos
realizados por Bauer e colaboradores (1966) com o extrato da casca, em que foi observada
significativa inibicdo dos microorganismos Escherichia coli, Shigella sp e
Staphylococcus aureus, no mesmo estudo as fracdes cloroférmio, acetona e aquosa
apresentaram moderadamente atividade contra a cepa de Shigella sp. Em outro trabalho
realizado por Choi e colaboradores (2004) foi observada a atividade anti-inflamatoria do
extrato hidroalcodlico e da fragdo cloroformica.

Diel, et al (2024) isolaram a fisciona do extrato hexanico dos frutos de V.
cayennensis e avaliaram frente a cepas do L. amazonensis, apresentando boa atividade
inibitoria. Sendo atribuida essa a atividade aos metabolitos identificados na espécie.

Como descrito, esta ¢ uma espécie com comprovadas agdes bioldgicas. Dos
estudos realizados com espécies do género Vismia, j4 foram observadas a atividade
antiplasmodica de substincias isoladas de espécies do género, porém nenhum estudo
sobre a atividade antimalarica de compostos isolados de V. cayennensis e V. guianensis
foi realizado até o momento.

Malaria

A malaria ¢ uma doenca infecciosa, ndo contagiosa podendo apresentar evolucao
cronica, com manifestagdes de carater agudo, que acomete milhdes de pessoas no mundo,
sendo considerada uma doenga grave e muito complexa (Silva, 2014; Silva, 2019). E
causada por protozodrios, que sdo transmitidos pela fémea infectada do mosquito
Anopholes. Dentre as espécies associadas a malaria humana ressalta-se Plasmodium vivax
e Plasmodium falciparum (Santos, 2019).

A infecgdo se inicia com a inoculagdo dos esporozoitos, que em seguida podem
entrar em células hospedeiras e ndo se desenvolverem a principio, até que estes infectem
um hepatocito. Apos essa infec¢do do hepatdcito, ocorre a diferenciagdo dos esporozoitos
em trofozoitos pré-eritrociticos. Seguidamente acontece a multiplicagdo assexuada que
origina os esquizontes teciduais e posteriormente merozoitos. Estes podem ocupar os
eritrocitos se iniciando o ciclo eritrocitico. A multiplicagdo do merozoito se da por
esquizogonia promovendo novos merozoitos infectantes. Estes podem ainda se
diferenciar em gametocitos (David, 2009; Brasil, 2009).

Em um estudo epidemiolégico realizado por Santa Rosa e colaboradores (2020),

entre os anos de 2010 e 2019, foi verificado o registro de 7136 casos nesse periodo,
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relatando o predominio da infec¢do por Plasmodium vivax, seguida pelo P. falciparum,
nesse mesmo estudo foi descrito a tendéncia decrescente de casos entre 2010 € 2017, com
pico em 2018 e decréscimo em 2019. Ressaltando que embora durante esse periodo tenha
ocorrido progressos quanto ao controle, observa-se ainda o grande nimero de casos, que
demonstram a necessidade de melhoria no controle da doenga no Brasil (Santa Rosa,
2020).

De acordo com o boletim epidemioldgico do Ministério da Saude (2024), em
2022 foram notificados no Brasil 131.224 casos da doenga no Brasil, sendo que desse
numero, 1,7% foram importados de outros paises vizinhos como Peru, Venezuela, Bolivia
e Guiana. Neste boletim, ressalta-se ainda que a espécie Plasmodium vivax foi mais
requente, sendo responsavel por 84,2% (108.594) dos casos autdctones (locais provaveis
de contaminacdo). Em dados E-SUS-VS atualizados Agosto em 2023, ¢ possivel observar
o histdrico de casos distribuidos no pais entre 2003 e 2022 (Figura 5).

Figura S: Panorama do niimero de casos autoctones de Maléria entre os anos de 2003 e
2022.

700.000
600.000
500.000
400.000

300000

Numero de casos

200000

100.000 /\

0

ot D=3 O o o M T W 9 ™~ m O 0O

Q 8 8 8 (=] 8 8 S @ 4 83 5 4 8 5 8 89 5 H N
O o o ] o] o =] o o o

8 g % g g g % 8 L I N Y ! N N VI S B Y B oY g &l %

Ano

= MNao folciparum == falciparum +mista  ==Total de casos

Fonte: Sivep-Malaria/SVSA/MS, Sinan/SVSA/MS e E-SUS-VS.

O controle tem se tornado cada vez mais complexo dada a dispersao de cepas
multi-resistentes de Plasmodium spp., visto que nos ultimos anos a resisténcia do P.
falciparum aos derivados da artemisinina ja tem sido detectada com frequéncia em paises
da Asia (Franga, 2008). Quanto ao Plasmodium vivax, espécie mais frequente no Brasil,
ja tem sido registrado falhas terapéuticas apds tratamentos com Cloroquina e Primaquina,

que sdo as drogas usadas como esquema terap€utico recomendado, fator preocupante
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visto que a Primaquina ¢ a tinica droga comercialmente disponivel para atuar contra
hipnozoitos prevenindo recaidas (Rodrigues, 2020).

O efeito hipnozoiticida e a eficacia da Primaquina dependem da ativagao
metabolica pela enzima do complexo citocromo P450 2D6 (CYP2D6). Estudos recentes
sugerem que a funcdo reduzida de CYP2D6, causada por polimorfismos na enzima, leva
a falha terapéutica da Primaquina (Silvino, 2019).

Diante desse cenario de registros de resisténcia a drogas do Plasmodium,
impacta a necessidade da busca de novas alternativas para o tratamento, principalmente
no desenvolvimento de novas substancias que sejam eficazes na cura dessa patologia que
¢ muito recorrente, principalmente na regido amazonica.

Compostos De Coordenacio Com Ligantes De Produtos Naturais

Certos compostos organicos originados da natureza sdo de grande interesse para
aplicagdo na area médica, devido suas inimeras atividades bioldgicas, como antioxidante,
antiviral, antimicrobiana, antitumoral, entre outras. Devido a suas atividades podem se
destacar possibilitando a agdo como ligantes em compostos de coordenagdo
(MORALLES, 2017).

Os compostos de coordenagdo ou complexos metalicos referem-se a um atomo
ou ion metalico rodeado por um conjunto de ligantes. Apds descoberta das aplicagdes
como agente antitumoral da cisplatina, tem se reconhecido que esses compostos possuem
propriedades quimicas singulares e que a reatividade dos centros metalicos frente a
biomoléculas alvo pode ser direcionada através da escolha adequada dos ligantes, como
também que os efeitos toxicos que muitos metais exibem podem ser contornados com o
uso de estratégias especificas (Beraldo & Gambino, 2004).

Virias estratégias tém sido utilizadas para se aplicar compostos metéalicos no
tratamento de doencas parasitarias. Dentre estas, a complexacdo de moléculas (ligantes)
com atividade antiparasitaria conhecida a um metal para modular a atividade,
considerando que uma consideravel mudanca nas propriedades farmacodinamicas e
farmacocinéticas ¢ observada entre o ligante e o seu complexo metalico, outra alternativa
¢ o desenvolvimento de novos ligantes contendo grupos farmacoforicos antiparasitarios
conhecidos e posterior complexagdo a centros metalicos farmacologicamente ativos. A

ferroquina, um antimalarico, foi sintetizada utilizando a estratégia de modificar
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estruturalmente a molécula de cloroquina mas de uma forma que que ndo alterasse a
estrutura basica da molécula, utilizando como fragmento o ferroceno (Gongalves, 2016).

Li e colaboradores (2007) mostraram que complexos metalicos de Cu(II), Ni(II)
e Zn(II) contendo os ligantes Hesperetina ¢ Naringenina exibiram melhores atividades
antioxidantes e anticAncer melhores que os flavonoides livres. Ainda nesse trabalho, o
complexo de Cu(Il)-Naringenina possuiu atividade antioxidante melhor do que os
antioxidantes padrao como vitamina C e manitol. O complexo de La(IIl) e Naringenina
apresentou atividade cancerigena contra a linha celular A-549 melhor quando comparado

com o farmaco (WANG et al, 2006; Li et al, 2008).
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OBJETIVO GERAL

Sintese e caracterizacdo de compostos coordenacdo de Cu (II) contendo

compostos isolados dos frutos de Vismia guianensis e Vismia cayennesis ¢ a avaliagao

destes quanto a capacidade antioxidante pelos métodos do radical livre DPPH+ ¢ ABTS"

bem como quantificar o teor de compostos fendlicos totais, além de avaliar a atividade

antimalarica in vitro.

Objetivos Especificos

Capitulo 1

Isolar os constituintes majoritarios nos extratos de Vismia guianensis ¢ Vismia
cayennesis através das técnicas de cromatografia.

Elucidar as substancias isoladas através das técnicas de MS/MS e RMN de 'H,
Avaliar a atividade antioxidante dos extratos organicos pelos métodos do radical
livre DPPH: ¢ ABTS".

Quantificar o teor de compostos fendlicos totais nos extratos brutos;

Avaliar o potencial Antimalarico frente a cepas de Plasmodium falciparum

sensiveis e resistentes a cloroquina.

Capitulo 2

Utilizar os padrdes dos flavonoides catequina e quercetina para sintetizar e
caracterizar os complexos metalicos de cobre (I1);
Avaliar a atividade antioxidante dos complexos pelos métodos do radical livre

DPPH- e ABTS+.

Avaliar o potencial Antimalarico frente a cepas de Plasmodium falciparum

sensiveis e resistentes a cloroquina.
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CAPITULO 1: AVALIACAO QUIMICA E BIOLOGICA DOS EXTRATOS

Caracterizacao quimica de extratos de Vismia spp. e avaliacao do potencial
antioxidante e antimalarico.

Rafaela Rolim da Silva!, Ivina Thayn4 Miranda Trindade', Josiele Viana Gomes',
Diogo Rodrigo de Magalhies Moreira?, Paulo José de Sousa Maia®, Dominique
Fernandes de Moura Do Carmo!

1Universidade Federal do Amazonas, *Instituto Gon¢alo Moniz (F iocruZ/Bahia);3
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Departamento de Quimica, Macaé, RJ, Brasil.

Resumo

As plantas do género Vismia, sdo muito conhecidas na medicina popular pela ampla
aplicagdo farmacologica entre as comunidades ribeiras e indigenas da regido amazodnica.
Nesta regido, sdo frequentemente encontradas as espécies Vismia cayennensis (Jacq.)
Pers. e Vismia guianensis (Albl.) Choisy. Dessa forma o presente estudo realizou analises
quimicas para o isolamento e identificagdo quimica dos constituintes presentes nos frutos
das espécies supracitadas, bem como avaliar o potencial antioxidante dos extratos brutos
e o teor de fendis totais, além de testar a capacidade de inibir cepas plasmodiais sensiveis
a cloroquina (D10) e resistente(W2). Nas analises quimicas foram utilizadas técnicas de
cromatografia em coluna e os constituintes isolados foram identificados através da
espectrometria de massas por ionizagdo de APCI(APCI-MS), no modo positivo e
negativo, e RMN H!. A atividade antioxidante foi testada frente aos radicais DPPH- e
ABTS+ utilizando o Trolox como padrdo. O teor de fenois totais foi determinado por
meio de técnica espectrométrica utilizando reagente de Folin-Ciocalteu e a curva padrao
foi descrita, utilizando 4cido géalico como padrdo e a quantificacdo de fendis foi dada em
Equivalentes de acido gélico (EAG). Para a avaliacdo da atividade antimalarica, foi
realizado o ensaio de citotoxidade, utilizando células de murinos e¢ a atividade
antiplasmodial foi determinada utilizando a cloroquina como padrdo. Dos resultados
obtidos, foram isolados e identificados a Antraquinona Ferruginina A e o flavonoide
glicosilado Vitexina, encontrado pela primeira vez nas espécies estudadas. Além dos
flavonoides Catequina e Quercetina. Em relacdo as atividades antioxidantes, todos os
extratos apresentaram atividade sequestrante frente aos radicais testados, sendo que os
hidroetanolicos foram os mais eficientes, resultado que foi corroborado pela alta presenca
de fenodis totais determinados pelo método de Folin-Ciocalteu. Na avaliacdo
antiparasitaria, todos extratos foram ativos, sendo o hexanico de Vismia guianensis o mais
expressivo para ambas cepas, frente a D10 obteve-se 106,62% de inibigao (ICso 7,02 +
1,259 ng/ml) e para a W2 observou-se 99,56% de inibigao (ICso 4,90 £+ 0,247 ng/ml),
excelente resultado uma vez que este extrato apresentou Concentragao Citotdxica (CCso)
22.2 + 0.63 ng/ml, ou seja, o ICso foi muito abaixo da concentracdo toxica. Esses
resultados reforgam que as espécies possuem constituintes capazes de inibir o
crescimento plasmodial, por meio das reagdes oxidativas contra o parasita, o que
classifica estas espécies como sendo possiveis fontes de novas substancias antimaldricas,
sendo necessario aprofundar estudos.

Palavras chaves: Maldaria; Vismia cayennensis; Vismia guianensis.
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Abstract

Plants of the genus Vismia are well known in popular medicine with a wide variety of
uses. In the Amazon region, the species Vismia cayennensis (Jacq.) Pers. and Vismia
guianensis (Albl.) Choisy. Therefore, the present study sought the isolation and chemical
identification of compounds from these species, as well as evaluating the antioxidant
potential of the crude extracts and the total phenol content, in addition to testing the ability
to inhibit plasmodial strains sensitive to chloroquine (D10) and resistant( W2). The
isolation of the constituents occurred using chromatography techniques and identification
through mass spectrometry and HI NMR. The antioxidant activity was tested against
DPPH and ABTS radicals using Trolox as a standard, the total phenol content was
determined using a spectrometric technique using Folin-Ciocalteu reagent and The
standard curve was described, using gallic acid as a standard, and the Quantification of
phenols was given in Gallic acid equivalents (GAE). The cytotoxicity assay was
performed using murine cells and antiplasmodial activity was determined using
chloroquine as a standard. Anthraquinones such as Isovismiophenone D, Hanrunganol B,
Vismiafenone D and Ferruginin A were identified, in addition to the flavonoids Catechin
and Quercetin and quinic acid. All extracts showed scavenging activity against the
radicals tested, with the hydroethanol extracts being the most efficient, a result that was
corroborated by the high presence of total phenols determined by the Folin-Ciocalteu
method. In the antiparasitic evaluation, all extracts were active, with hexane from Vismia
guianensis being the most significant for both strains D10: 106.62% (IC50 7.02 + 1.259
ng/ml) and W2: 99.56% (IC50 4.90 + 0.247 ng/ml), an excellent result since this extract
presented a CC50 of 22.2 £ 0.63 ng/ml, that is, the IC50 was well below the toxic
concentration. These results reinforce that the species have constituents capable of
inhibiting plasmodial growth, through oxidative reactions against the parasite, which
classifies these species as possible sources of new antimalarial substances, requiring
further studies.

Keywords: Malaria; Vismia cayennensis, Vismia guianensis.

INTRODUCAO

Doencas que atingem em grande propor¢do populagdes em situagdo de
vulnerabilidade sdo chamadas de doencas negligenciadas. Essas patologias sdo
caracterizadas por apresentarem muitas falhas no diagnodstico e em seus tratamentos
terapéuticos, € um dos motivos ¢ pela falta de investimento em estudos que busquem a
melhoria dessas deficiéncias existentes (Neto, 2022). A malaria, embora nao seja
classificada nesse grupo pela Organizacdo Mundial da Satde, ¢ uma doenga que causa
bastante problemas de satde publica por apresentar essas lacunas no tratamento (Ashley,
et al 2018).

No Brasil, a Regido Amazonica ¢ a que apresenta maior incidéncia de casos.

Sendo causada, principalmente, pelo Plasmodium vivax, em cerca de 90% dos casos,

21



(Silva, et al 2022) e pelo Plasmodium falciparum, que é considerado a espécie com maior
indice de letalidade (Pujo, et al. 2021).

Além dos problemas ja enfrentados para combater a doencga, outra situagdo vem
se destacando, que ¢ a resisténcia aos farmacos disponiveis, tornando urgente a busca e
descoberta de novas moléculas antimaléricas. Uma saida para esse problema, embora seja
um grande desafio para os pesquisadores, ¢ o estudo de plantas medicinais, que se
mostram como uma estratégia promissora, pois fornece moléculas com potencial
farmacologico (De Rycker et al., 2018).

Newmann & Cragg (2020) descrevem que cerca de um pouco mais de 20% de
medicamentos sdo originados indiretamente de produtos naturais, ¢ ainda nos ultimos
anos mais de 33% sdo originados diretamente de produtos naturais, ou seja, a ideia de
investir em pesquisas dessa natureza podem ser uma saida para desenvolvimento de novos
compostos com finalidade de combater a resisténcia desses parasitas responsaveis pelos
agravos da doenga.

Dentre as inumeras plantas estudadas, as espécies do género Vismia
comprovaram uma expressiva atividade antimalarica de seus constituintes quimicos, visto
que a caracteristica da estrutura dos antimaldricos ja existentes se assemelham aos
metabolitos predominantes encontrados nas plantas desse género (Ménan, 2006).

Dessa forma o presente estudo buscou o isolamento e identificagdo quimica de
compostos de espécies de V. cayennensis e V. guianensis, bem como avaliar o potencial
antioxidante dos extratos brutos e o teor de fendis totais, além de testar a capacidade de
inibir as cepas de P. falciparum sensiveis a cloroquina (D10) e resistente (W2). Sendo
possivel a identificagdo quimica de antraquinonas e flavonoides, e na avaliagdo bioldgica
foi observado excelente atividade antioxidante de todos os extratos de ambas as espécies

e na avaliag¢@o antiplasmodial os extratos de ambas espécies foram ativos.

METODOLOGIA
Coleta Do Material Botanico e Frutos para preparaciao dos Extratos

As espécies V. cayennensis e V. guianensis foram coletadas em area de capoeira
em terra-firme no campus II da UFAM-ICET em Itacoatiara-AM, sob as coordenadas

03°05'39.8"S 058°27'44.7"W € 03°05'39.8"S 058°27'43.8"W, respectivamente. Os ramos
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férteis foram herborizados e as exsicatas depositadas no Herbario da UEA-CESIT com

as numeragoes 4384 para V. cayennensis e 4385 da V. guianensis (Figura 6).

Figura 6: exsicatas A) V. cayennensis. B) V. guianensis

Os frutos (Figura 7) para preparacdo dos extratos organicos e hidroetanolicos
foram coletados também no municipio de Itacoatiara-AM, em regides de capoeira do

Bairro Novo Horizonte (-3.1251305 “S, -58.4396931” W)
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Figura 7: Frutos de A) Vismia cayennensis. B) Vismia guianensis.

Preparacio Do Extrato Hidroetanoélico a 70%

Os extratos brutos hidroetandlicos foram obtidos a partir dos frutos por maceragao
em etanol a 70% por sete dias, segundo a metodologia proposta por Oliveira, (2015), com

adaptacdes. A preparagdo incluiu 64,228 g de frutos de V. cayennensis e 282,408 g de V.
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guianensis em 500 mL de etanol a 70%, depositados em Erlenmeyer tampado com filme
PVC. Apds 48 horas, o material foi filtrado em coador de papel e posteriormente
concentrado em evaporador rotatorio (801 FISATOM) regulado para 40 RPM em 60°C,
para extracdo do solvente. As solu¢des foram submetidas a liofilizagao.

Os extratos hidroalcoolicos de V. cayennensis (EVC: 4,0568 g) e V. guianensis
(EVG: 11,2600 g) obtidos, foram acondicionados em frascos ambar estéreis e congelados
até o momento do uso.

Esta metodologia foi realizada com o objetivo de extrair compostos com carater
mais polar, considerando que as espécies apresentam alta concentragdo de compostos

fenolicos e muitos destes sdo polares.

Preparacio dos Extratos Organicos de diferentes polaridades

Para obten¢ao dos extratos de diferentes polaridades, os frutos de V. cayennensis
(78,78 g) e V. guianensis (196,78 g) foram submetidos ao processo de extracdo por
maceracao em Hexano (2x) e remaceracao em Diclorometano (2x), Acetato de Etila (2x)
e Metanol (2x) fornecendo solugdes de cada solvente. A filtracdo foi realizada com
algodao e as solugdes extrativas foram concentradas em rotaevaporador, sendo obtidos os
extratos brutos, que foram codificados considerando o nome da espécie e do solvente de
extracdo: hexanico ( Vg-Hex; Vc-Hex), Diclorometano (Vg-Dic; Ve-Dic), Acetato de
etila (Vg-Act; Vc-Act), Metanol ( Vg-Met; Vc-Met).

Condicoes para Analises Quimicas
Separagoes cromatogrdficas

As separacOes cromatograficas foram realizadas em Silica-gel 60 (Merck) para
cromatografia em coluna (CC). Nas andlises por cromatografia em camada delgada
(CCD), foram utilizadas cromatofolhas de silica gel Merck com espessura de 0,2 mm. No
processo de revelagdo das placas cromatograficas foi utilizada camara UV (ACS GOLD
AG - DC - 02) em comprimento de onda variando de 250 a 366 nm. Recorreu-se também
a revelacdo com NP-PEG (difenilboriloxietilamina/polietilenoglicol).

Os extratos hidroetanélicos de V. cayennensis (2,1301 g) e V. guianensis (2,0021
g) foram fracionados por cromatografia em coluna (40x40 MM Vidrolabor) utilizando
135,62 g e 154, 9009 g de silica gel 60, respectivamente. Foram adicionados eluentes em

24



ordem crescente de polaridade, hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, sendo
obtidos 180 fragdes para amostra hidroalcoolica de V. cayennensis e 160 fragdes para o

extrato da espécie V. guianensis.

Refracionamento e Isolamento

Das fragdes do extrato hidroetandlico de V. cayennensis, a fragdo codificada como
FRI1-EVC 73-77 quando avaliada por CCD e apds revelacio com NP-PEG, apresentou
spots com absor¢des intensas no UV (comprimento de onda longo — 365 nm) de
coloragdes amareladas e esverdeadas, por apresentar este perfil e bom rendimento (15,9
mg) foi submetida para purificagdo. O refracionamento desta fragdo, utilizando pipeta
Pasteur (250 mm x 230 mm), 500 mg de silica gel 60 como fase estacionaria e os eluentes
Hexano/Acetato de Etila/Metanol/Agua nas proporg¢des 2:3:2:3, originou trés fragdes,
sendo possivel isolar a fragdo codificada como FR2-EVC 73-76 (6,6 mg).

Do fracionamento inicial do extrato hidroalcoolico de V. guianensis a fragao FR1-
EVG 49-52 com massa de 6,78 mg, quando submetida a analise por CCD no UV (365
nm) demonstrou colora¢ao amarelo-esverdeada que ficou mais evidente quando reveladas
com NP-PEG. A amostra foi entdo refracionada utilizando pipeta Pasteur (250 mm x 230
mm), 400 mg de silica gel 60 como fase estaciondria e os eluentes Hexano/Acetato de
Etila/Metanol/Agua nas proporgdes 2:3:2:3. Esse processamento originou duas fragdes e
possibilitou o isolamento da FR2-EVG 1 (3,0mg).

Ambas amostras foram analisadas por espectrometria de massas e Ressonancia

Magnética Nuclear para elucidacdo estrutural.

Espectrometria de massas (APCI/MS — ESI/MS) nos modos positivo e negativo

A anélise foi realizada na Central Analitica da UFAM-Manaus, e os espectros de
massa foram obtidos a partir da injecdo direta em espectrometro de massa com ionizagao
APCI ou ESI e analisador ion trap (modelo LCQ Fleet, Thermo Scientific), operando
nos modos positivo e negativo usando coluna Luna 5 um C18 (100 A, 150 x 4,6 pm) com
pré-coluna da mesma fase. A aquisi¢do de dados foi realizada pelo software XCalibur®

2.0.7.

Avaliacao da atividade antioxidante frente aos radicais de DPPH- e ABTS+
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A determinacdo do potencial antioxidante foi dada a partir do contato dos extratos
brutos com os radicais 1,1-difenil-2- picrilhidrazil (DPPH<) e 2,2°- azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS+). O ensaio com o radical livie DPPHe
iniciou com a solubilizagdo de 3,9 mg do radical em 100 mL de metanol, e as solugdes
dos extratos foram preparadas na concentracdao 0,1 mg /1 mL de metanol. Das amostras
foram retirados 100uL (Img/mL) e adicionados a 3,9 mL de solu¢cdo de DPPHe, essa
mistura foi deixada 30 minutos no escuro ¢ a leitura foi realizada em espectrofotometro
(Medtherm) em 515 nm. A curva padrao foi obtida utilizando Trolox® como amostra
padrdo, em concentragdes de 100, 500, 1000, 1500 ¢ 2000 puM.

A avaliagdo frente ao radical ABTS+ se deu com a obtencdo inicial de uma
mistura com 19,2 mg do radical em 5 ml de 4gua e 9,46 mg de persulfato de potassio
(K2S208) em 250uL de 4gua. Para preparagdo da solucdo estoque, foi realizada uma
mistura de 2,5 mL da solugdo de ABTS+ e 44 L da solugdo de K»S,0g, que permaneceu
em repouso 16 horas no escuro. Para leitura das absorbancias foi utilizado 30 pL de
amostra ( lmg/ml) em 3000 pL de solugdo de ABTS+, deixando 6 minutos no escuro e a
leitura foi realizada em espectrofotometro (Medtherm) em 734 nm. O padrdo utilizado

também foi utilizado Trolox® nas mesmas concentragdes do ensaio de DPPH-.
Determinacio do teor de fenoélicos totais (Folin-Ciocalteu)

A quantificagdio de fenolicos totais foi realizada por meio de técnica
espectrométrica utilizando reagente de Folin-Ciocalteu. Para esse ensaio foi adicionado 5
mL deste reagente em 45 mL de 4gua. Dessa solucdo foi retirado 1,5 mL e acrescentados
200 pL de amostra (1mg/mL), solubilizadas anteriormente em metanol. Apds 5 minutos,
1,5 mL de solugdo de bicarbonato de s6dio (NaHCO3) foi adicionado e entdo foram
aguardados 90 minutos no escuro para a obtencdo das absorbancias, em leitora de
Microplaca (KASUAKI) a 725 nm. A curva padrao foi descrita utilizando 4cido gélico,

como padrao, e a quantificagdo de fendis foi dada em Equivalentes de 4cido galico (EAG).

Ensaio de citotoxidade em células de mamifero
Os compostos foram testados quanto a citotoxicidade in vitro contra os
macrofagos murinos das linhagens J774, e a viabilidade celular foi determinada por

bioluminescéncia usando o CellTiter-Glokit (Promega, Madison, EUA).
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A cultura foi mantida em DMEM contendo 10% de soro fetal bovino e
suplementado com L-glutamina, vitaminas e aminoacidos em frascos de 75 cm? a 37°C,
com o meio trocado duas vezes por semana. Células de 60 a 80% de culturas confluentes
foram tripsinizadas, lavadas em meio completo e plaqueadas em 4x10* células por pogo
em 100 pL de meio completo em placas brancas de fundo plano de 96 pogos por 24 horas
a 37° C antes da adigdo dos compostos. Aliquotas triplicadas de compostos e
medicamentos de referéncia (solucao estoque em DMSO) cobrindo sete concentragdes
diferentes (100-1,56 uM) em dilui¢des duplas foram adicionadas aos pogos, ¢ as placas
foram incubadas por mais 72 horas. DMSO (veiculo) como controles positivos e células.
Apoés a incubacdo por 72 horas a 37°C, as placas foram mantidas em temperatura
ambiente, o meio de cultura foi removido e 100 pL do CellTiter-Glokit foram adicionados
a cada poco. 50 dados foram obtidos de pelo menos dois experimentos independentes e
analisados usando o GraphPad Prism (versao 5.01. SI) foi calculado usando o CC50 de
células de mamiferos dividido pelo IC50 obtido em relagdo ao estdgio sanguineo
assexuado do P. falciparum 3D7.

Ensaio da Atividade antimalarica frente a cepas de Plasmodium falciparum

As amostras dos extratos foram dissolvidas em DMSO e depois diluidos com meio
RPMI-1640 para atingir as concentragdes necessarias (concentragao final de DMSO <1%,
que ndo ¢ toxica para o parasita). As amostras foram colocadas em microplacas de fundo
plano de 96 pocos em duplicata e sete diluigdes seriadas 1:2 foram realizadas diretamente
na placa em um volume de 100 pL. Além disso, 100 puL de culturas assincronas D10 (cepa
sensivel a cloroquina) ou W2 (cepa resistente a cloroquina) com parasitemia de 1-1,5%
e 2% de hematdcrito (1% final) foram adicionadas nas placas e incubadas por 72 h. A
Cloroquina foi usada como referéncia. O crescimento do parasita foi determinado
medindo a atividade da lactato desidrogenase do parasita (pLDH), de acordo com uma
versao modificada do método de Makler et al., (1993).

Ao final da incubacao, as culturas foram cuidadosamente ressuspensas e aliquotas
de 20 pL foram retiradas e adicionadas a 100 pL do reagente Malstat em uma microplaca
de 96 pogos. O reagente Malstat ¢ composto de TritonX-100 a 0,125%, L-lactato 130
mM, tampao Tris 30 mM e APAD 0,62 uM. Apds isso, 20 uL a 1,9 uM NBT (Nitro
BlueTetrazolium) e 0,24 uM PES (fenazina etil sulfato) foram adicionados ao reagente

Malstat. O NBT ¢ reduzido a formazan azul e foi lido espectrofotometricamente (OD650),
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como uma medida da atividade do pLDH, ou seja, da viabilidade do parasita. Os
resultados foram expressos como a porcentagem de viabilidade em comparacdo com os
controles nao tratados, calculado com a seguinte férmula: 100x ([Leitura da amostra
tratada — branco]/[Leitura da amostra ndo tratada — branco]); A leitura foi dado por
densidade oOptica. Como branco, foram utilizados eritrécitos ndo infectados. A
porcentagem de viabilidade foi plotada em funcdo das concentragdes do farmaco e o
ajuste da curva foi obtido por andlise de regressao nao linear utilizando um método
logistico de quatro parametros (software Gen5 1.10 fornecido com o leitor Synergy4plate
[Biotek]). A ICso, que ¢ a dose capaz de induzir 50% de inibi¢do da viabilidade do

parasita, foi obtida por extrapolagdo.

RESULTADOS E DISCUSSOES
Rendimento dos extratos dos frutos das espécies

O percentual de rendimento dos extratos da espécie Vismia guianensis teve
variagdo de 1,15% a 1,58%, sendo a extracao por diclorometano a que apresentou maior
rendimento e metanol o menor (tabela 1).

Os extratos obtidos da espécie V. cayennensis apresentaram menor rendimento nas
extracdes por hexano (0,74%) e Acetato de etila (0,78%), em contrapartida, com metanol,

solvente de maior polaridade utilizado, obteve maior percentual de extrativo (1,89%).

Tabela 1: Rendimento dos extratos brutos

Espécie Solvente Codigo Massa (g) Rendimento (%)
Hexano Vg-Hex 21,4124 1,23
V. Diclorometano Vg-Dic 9,1792 1,58
guianensis
Acetato de Etila  Vg-Act 2,6202 1,33
Metanol Vg- Met 2,2807 1,15
Hexano Vc-Hex 0,5847 0,74
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V. Diclorometano Vc-Dic 1,2486 1,58

cayennensis
Acetato de Etila  Vc-Act 0,6122 0,78

Metanol Vc- Met 1,4878 1,89

Analise Quimica
Caracterizacdo estrutural FR2-EVC 73-77

O composto isolado, codificado como FR2-EVC 73-77, se apresentou em forma
de um solido de coloracdo alaranjada, o seu perfil quimico por CCD revelou a presenca
de um unico spot de coloragdo verde intensa, quando observado no maior comprimento
de onda (365 nm) e utilizando NP-PEG como revelador. No espectro de massas, modo
negativo, ESI [M-H]", foi observado um pico em m/z 459 (m.e 460,06), compativel com
a formula molecular C30H3604, € as fragmentagdes m/z 441, 413, 402, 390.

Na avaliagio do espectro de RMN-H! (Tabela 2), foi observada a presenca de
simpletos nas regides 6 9,92 e 9,64, indicando a presenca de grupos hidroxila quelado a
carbonila, o sinal em 6 16,03 (s, 1H) sugere a presenca de uma terceira hidroxila na
estrutura. Na regido de aromaticos, foi identificado cinco simpletos, sendo o sinal em 6
6.99 (d, J = 1.1 Hz) indicativo de substituintes na posi¢ao orto, sendo corroborado com o
valor da constante de acoplamento. A presenca do duplo dubleto em 6 4,74 indica que
uma metila est4 ligada ao anel aromatico. O simpleto em & 3,50 refere-se a CH> na forma
dicetona. Foi identificado a presenca de grupos prenil em C4 e C7 na molécula através
do multipleto em o 2.48 — 2.41. Estes sinais, em comparacao com dados da literatura,
permitiram identificar o composto 3,8,9-trihidroxi-4-(4-hidroxi-3-(hidroximetil)but-2-
en-1-il)-6-metil-4,7-bis(3-metilbut-2-en-1 il)antracen-1(4H)-one) ou Ferruginina A
(Figura 8), ja isolado em espécie Vismia cayennennsis e outras espécies do género (Delle,

et al, 1979; Delle, et al 1980; Alvaréz et al, 2008; Neves, et al 2023).
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Figura 8: Ferruginina A

Tabela 2: Dados de RMN de H! (500 MHZ, Cloroférmio-d) para fragdo FR2-EVC 73-
77, comparados com valores descritos na literatura para Ferruginina A.

FR2-EVC 73-77

Ferruginina A

o H o H* o H**
1 _ _ _
2 5.82 5,77 _
3 3,50 3,60 _
4 _ _ _
5 6.99(d, J=1.1 7,02 7,01
Hz)
6 4.74 (dd,J=17.9, 4,65 4,73
6.6 Hz)
7 _ _ _
8 9.92 10,35 9,90; 9,63
9 16,03 17,75 16,65; 16,02
10 7,10 7,75 7,19
11 3.01-290M 3.14¢2.50
(4H, m, H-11
e H-11")
12 4.64 4,63
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-Ce- 248-241M 24 2.45 (3H, s,

CH; C6-CH3, H-
5)

-CH; 2.06-1.99 M ~ 2.04 (3H, 5)

-CH; 1.69 - 1.58 M 1,8

-CH; 1.53 1,67 1,49

-CH; 1.48 1,43 1,47

-CH; 1.26

* Delle, et al, 1979; ** Lopes, et al 2023.
Caracterizacdo Estrutural FRI-EVG 1

A fracdo codificada como FRI-EVG 1 apresentou-se na forma de cristais
amarelados. O espectro de massas, obtido no modo positivo, detectou o ion molecular m/z
433 (m.e 432) que sugere ser correspondente com a formula molecular C21H20010. No
padrao de fragmentagdo se teve os picos m/z 401, 391, 389, 331, 264 e 143.

Analisando o espectro de Hidrogénio foram observados sinais entre § 3 e 4,
deslocamentos caracteristicos de unidades osidicas. Os simpletos nas regides 6 7,16 ¢ o
6,53 sdo caracteristicos de hidrogénios aromaéticos, sendo que este Ultimo ¢ sugestivo de
hidrogénio localizado em anel A de flavonoides. Os dubletos 6 7.56 (d,/J=8.5 Hz) e 7.14
(d, J=8.2 Hz) indicam a presenga de simetria na molécula, podendo ser atribuido ao anel
C do nucleo flavonoidico, além disso as constantes de acoplamento apontam posic¢ao orto
para esses sinais (Costa, 2018; Paula, 2008; Tanaka, et al 2005).

Os dados de RMN H! (tabela 3) comparados com a literatura sio caracteristicos
de um flavonoide C- glicosilado, denominado 4H-1-Benzopiran-4-ona, 8-beta-D-
glucopiranosil-5,7-di-hidroxi-2-(4-hidroxifenil) ou Vitexina (Figura 9), sendo a primeira
vez relatado no género Vismia. Esse composto foi isolado pela primeira vez por Zhou, et
al. (2005) na espécie Trollius ledebouri pertencente a familia Asparagaceae. Na literatura
ha relatos da identificagdo desse flavonoide glicosidico na familia Clusiaceae (antes
atribuido o género Vismia), por Ferreira et al (2016) na espécie Clusia lanceolata e por

Lins, et al (2016) em Clusia paralicola.
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Figura 9: Vitexina

Tabela 3: Dados de RMN de H'! (500 MHZ, Cloroférmio-d) para fragdo FR2-EVG 1,
comparados com valores descritos na literatura para Vitexina.

FR2-EVG 1 Vitexina
oH o H* o H**
1 _ _ —
2 _ _ _
3 7.16 (S) 6,66 6,94 (1H, s)
4 _ _ _
S _ _ _
6 6.53 (s) 6,18 6,44 (1H, s)
7 _ _ _
8 _ _ -
9 _ _ _
10 _ _ _
r 431(d,J=7.6 - 4,94 (1H, d,
Hz) J = 9,8 Hz)
2 756 (d,J=85 7,94 (2H;d;J] 8,26 (2H,d,
Hz) =38,5) J = 8,7 Hz)
3 7.14(d,J=82 6,88 (2H;d;J 7,05 (2H,
Hz) =38,5) d,J= 8,7 Hz,
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4 10,35 (1H, s)

5 7.14(d,J=82 6,88 (2H;d;]J 7,05 (2H,
Hz) =8.5) d,J= 8,7 Hz,
6’ 7.56 (d,J=8.5 7,94 (2H;d;]J 8,26 (2H, d,
Hz) =8.5) J = 8,7 Hz)
17 435(d,J=6.7 4,69 (1H:d;]J= -
Hz) 10,0)
27 3.67(d,J=53 3,86 (1H;dd;J -
Hz) =9;9)
3” 2.81-2.77(m) 3,28 (2H; m) -
4» 237(d,J=7.6 3,37 (1H;dd;J -
Hz =38,7;8,7)
5” 2.81—-2.77 (m) 3,28 (2H; m) -
6” 3.67(d,J=53 3,76 (1H; d;J -
Hz) =11)e 3,53
(1H; dd; J =
5,7; 11,7)

*PAULA, 2008. ** ZHOU, Xin et al. 2005.
Identificagdao quimica por APCI-MS/MS e ESI-MS/MS

As andlises por espectrometria de massas com ionizagdo por APCI (MS-MS)
foram realizadas em full scan no modo positivo e negativo. Na tabela 4 encontram-se
dispostos os resultados obtidos por APCI (+)-MS. O composto representado como 1
apresentou pico do ion molecular com m/z 291 e através dos experimentos de MS/MS
foram obtidos os fragmentos em m/z 139, 237, 207, 165, 123, 165. Este perfil de
fragmentacdo corresponde a catequina, em que o fragmento m/z 139 refere-se a uma
clivagem retro Diels-Alder do anel C. A perda de 18 u, resulta no fragmento m/z 273, que
indica perca de uma molécula de 4gua (H>0) e a partir desta saida ocorre uma reacao de
fissdo heterociclica do anel C. A clivagem do anel A, resulta na saida da molécula C4H4O»
que possui massa 184, por isso identifica-se no espectro o pico m/z 207. O ion m/z 165 se
forma a partir de uma reagao de fissdo heterociclica no anel C, e deste ion se forma uma

quinona pela perca da molécula C2Hz (Cren-Olivé et al. 2000; Santana, 2017).
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O composto 2 apresentou um pico em [ M+H]" 365, destaca-se que os ions
observados por ESI (+)-MS s3o compativeis com a estrutura Isovismiafenona B, esta
benzofenona ja foi identificada em estudos anteriores nas espécies V. dicipiens e V.
gracilis. Através dos ions positivos em m/z 309 e 231 foram identificadas as perdas
neutras de 56 u e 134 u, referente aos fragmentos C4Hg e CioHi3, respectivamente (Delle,
et al 1980; Magalhaes, et al 2022).

O ion em m/z 459, referente ao composto 3, quando submetido ao ESI-MS/MS
originou fragmentos em m/z 415, 403, 347 e 317, sendo consistentes com a estrutura
harunganol B, substancia ja isolada dos frutos de Vismia cayennensis por Lopes (2023) e
Do Carmo (2014). O fragmento em m/z 415 ¢ referente a perda de 44 u, correspondente
a saida de C3Hs. A partir deste fragmento a molécula sofreu perdas de 56 u, por trés vezes
consecutivas originando os ions m/z 403, 347 e 317.

Também foi observado o ion positivo em m/z 381 (composto 4), apds analise por
ESI-MS/MS foi possivel identificar o ion positivo em m/z 363 referentes a perda de uma
molécula de dgua e um ion em m/z 309 referente a saida do fragmento C4HsO. Através
destas informagdes foi possivel identificar a benzofenona denominada Derivado de
Clusiafenona, ja relatada em espécies da familia Clusiaceae (Magalhaes, 2021).

Outra antraquinona identificada na espécie de V. cayennensis foi Vismiafenona D
(composto 6) por meio do ion m/z 397 no modo positivo, que apresentou o pico 121
quando fragmentado, compativel com a fragmentagdo descrita por Fuller, et a/ (1997),
primeiro autor a identificar esse composto.

Ainda na espécie de V. cayennensis foi identificado a presenca do acido quinico
devido a obten¢do do pico m/z 191 no modo negativo, o que corresponde a féormula
molecular C7H 1206 (192,17 g/mol), na fragmentacdo o ion m/z 173 foi demonstrado,
assim como nos dados espectrais observados por Motta, (2020) quando estudou o extrato
hidroalcoolico das folhas de Vismia guianensis.

Foi possivel ainda identificagdo do composto 6 através da presenca dos ions
moleculares m/z 301 no modo negativo e m/z 303 no modo positivo. Quando fragmentado
observou-se o pico m/z 151 referente a perca de 150 unidades, compativel com o
flavonoide quercetina, ja identificado por Rainha et al,. (2012) e Kelebek, et al, (2019)
com esse mesmo padrdo de fragmentacdo, em Hypericum undulatum e Hypericum

perforatum L, respectivamente, que sdo espécies da familia Clusiaceae.
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Tabela 4: Dados das substancias identificadas no espectro de massas.

Amostra M-H MS Nimero Composto Referéncia
(m/z) fragmentos
139;273;207; ) Santana,
291 (+) 1 Catequina
165; 123. 2017
EVC o Magalhaes,
365 (+) 309; 231 2 Isovismiofenona B
2020.
415;403
459 (-) 3 Harunganol B Neves, 2023
347,317
Derivado de Magalhaes,
381 (+) 363; 309 4
Ve-Met Clusiafenona 2020
191 (-) 173 5 Acido Quinico Motta, 2020
Fuller et al,
397(+) 121 6 Vismiafenona D
1999
303 (+) Rainha et al,
Vg-Hex 151 7 Quercetina
301 (-) 2012

Fonte: autora
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Figura 10: Estrutura dos constituintes quimicos identificados por ESI-MS. (A)
Catequina. (B) Isovismiafenona B. (C) Harunganol B. (D) Derivado de Clusiafenona. (E)
Quercetina. (F) Acido quinico. (G) Vismiafenona D.

Atividade Antioxidante
Os extratos hidroetandlicos de ambas as espécies apresentaram expressiva

capacidade sequestrante frente aos dois radicais livres. Sendo que o extrato de EVG

(1412,1£7,7 uM ET) foi mais efetivo frente ao DPPH: do que o extrato EVC
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(916,6+29,5uM ET). O mesmo ocorreu na determinagdo da inibi¢do do radical ABTS+
(EVC:3001,5+ 74,24 SuM ET; EVG: 3129 £ 7,075uM ET), sendo muito mais expressiva
a concentracdo inibitéria para este radical em especifico quando comparada com os
demais extratos organicos (Tabela 5). Os extratos hidroalcoolicos também apresentaram
maior teor de fendlicos (EVC: 533,96 + 3,61 mg EAG/g e EVG: 308,85 + 14,14 mg
EAG/g), fator que corrobora para o alto potencial antioxidante, uma vez que esses
compostos sdo apontados como os maiores responsaveis por tal atividade. E evidente que
a solugdo etandlica 70% teve maior capacidade de extracdo de substancias fenolicas,
provavelmente pela afinidade de polaridade, demonstrando que a composi¢ao dos frutos

¢ em grande parte hidrossoluvel.

Tabela 5: Quantificacdo da atividade antioxidante métodos de DPPH- e ABTS+ e fenotis
totais

Amostras Teor de FT DPPH ABTS
(mg EAG/g) (MM ET) (MM ET)
EVC 533,96 + 3,61 916,6429,5 3001,5 + 74,24
EVG 308,85 + 14,14 1412,1+7,7 1897,5 + 7,07
Ve-Hex 4323 +0 916,0+35,6 1624 + 56,56
Ve-Dic 226,51 + 4,36 1322,743,3 680,09+ 44,39
Ve-Act 86,29 £ 0,15 374,9+36,5 944 + 42,42
Ve-Met 37,36 + 0,60 314,9+11,8 426,5 + 3,53
Vg-Hex 168,21 + 12,94 1366,6+1,2 1674,2425,93
Vg-Dic 229,80 + 6,32 1381,0+1,7 1938,667+11,79
Vg-Act 342,14+ 3,16 1223,8+17,8 1138,667+61,29
Vg-Met 86,72 + 4,81 906,6+13,0 844 + 28,28

mg EAG/g: miligramas de equivalente de 4cido gélico por grama.
pM ET: micromolar de equivalentes trolox.

Apesar de todos extratos com diferentes polaridades apresentarem atividade
sequestrante frente aos dois radicais, a fracado de Vg-Dic foi a mais expressiva (DPPH":
1381,0+1,7 uM ET e ABTS+: 1938,667+11,79 uM ET), e a menos efetiva frente ao
DPPH?- foi a fragdo Vc-Met (314,9+11,8 uM ET). O extrato Vg-Act foi o que demonstrou
maior composicao fendlica (342,14 + 3,16 mg EAG/g) e também boa inibi¢ao dos radicais

testados (DPPH-: 1223,8+17,8 ¢ ABTS+: 1138,667+61,29).
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Em estudo de Neves, et al (2023) com extrato dos frutos de V. cayennensis, foi
demonstrado que o extrato hexanico apresentou maior conteudo fendlico (202,9 + 0,5 mg
EAG/g) e atividade frente ao radical DPPH" (1540,9+5,2 uM ET) do que o extrato de
acetato de etila (81,7+0,7 mg EAG/g e 870,1£5,2 uM ET) e metandlico (85,4+0,3 mg
EAG/g e 790,9+5,2 uM ET).

A atividade antioxidante de extratos organico dos frutos de V. cayennensis e V.
guianensis também foi relatada por Trindade et al., (2023), pelo método de DPPH-. Neste
estudo todos os extratos organicos foram ativos, com énfase para as fragdes de hexano e
diclorometano de V. cayennensis, que apresentou indice inibitério de 1540,9 + 5,2 uM
ETe 1167,5+3,9 uM ET, respectivamente. Da espécie V. guianensis, a solugao hexanica
(1491,7 £ 4,3 3,9 uM ET) também foi mais ativa que as demais. No entanto a fracao
metanolica (1066,7 + 4,3 uM ET) foi mais efetiva que a de acetato de atila (974,2 + 2,5
uM ET).

A atividade antioxidante nos métodos utilizando os radicais DPPHe ¢ ABTSe+ ¢
dada pela capacidade que os compostos possuem em neutralizar o radical através da
doacdo de um proton (Azevedo et al., 2018). Geralmente os metabdlitos com essa
propriedade possuem em sua estrutura compostos de origem fenolica, que caracterizam-
se pela estrutura benzénica e possuem grupamentos com hidroxilas (-OH), o que
possibilita reacdes quimicas de oxidacdo e reducdo com os radicais livres (silva, et al.,
2010; Hernandez & Prieto Gonzales, 1999). Dentro das classes com essa caracteristica
encontram-se os flavonoides e seus derivados, metabdlitos que sdo encontrados em
grande quantidade nas espécies de Vismia.

Nesse contexto, teor fendlico geralmente esta ligado diretamente a capacidade
sequestrante dos radicais, e as substancias fenolicas possuem maior afinidade por
solventes polares. No entanto na avaliagdo quimica dos extratos foram identificadas uma
série de substancias com sitios possiveis de reacdes de oxidagado e redugdo, mas que em
contrapartida possuem uma cadeia de hidrocarbonetos, o que pode favorecer a afinidade
por solventes de carater apolar como hexano e diclorometano. Pelo fato das extragdes
ocorrerem em ordem crescente de polaridade e o ultimo solvente de extragdo a ser
utilizado ser o metanol estas fragdes apresentaram menor teor fenodlico e
consequentemente menores indice de inibicao frente aos radicais testados (Gémez-Ruiz,

Leake Ames, 2007; Monteiro, 2005).
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Ensaio de Citotoxidade

Na avalia¢do citotoxica o padrio utilizado Violeta Genciana apresentou CCso: 4.4
+ 0.0lpg/mL. Os extratos apresentaram variacdo na concentracdo citotoxica entre
13,0+£0,79 pg/mL e >200ug/mL (tabela 6). A amostra de Vg-Dic (CCso 13.0 +
0.79png/mL) apresentou o menor valor de concentragdo citotoxica, ja o que apresentou
maior valor foi o extrato hidroalcéolico de Vismia guianensis (CCs0>200 pg/mL), que
ndo foi detectado toxicidade nas concentragdes testadas. E importante ressaltar que os
extratos oriundos dos solventes Hexano, Acetato de Etila e Metanol da espécie de Vismia
cayennensis, apresentaram excelente janela de citotoxicidade, com valores de CCso >100
pg/mL.

Tabela 6: valores determinados da concentragdo citotdxica dos extratos de Vismia spp.

Amostras  Citotoxicidade (CCso = S.E.M., ug/mL)

GV* 4.4 +0.01

EVG >200

EVC 475%273
Vg-Dic 87.0+1.18
Vc-Dic 13.0+£0.79
Vg-Act 42.8 +2.50
Ve-Act 133.1+£1.10
Vg-Met 109.3 £ 0.63
Vc-Met 25.9+2.29
Vg-Hex 22.2+0.63
Ve-Hex 110.9+2.19

CCso: Concentracéo citotdxica para 50%; pg/mL: microgramas por mililitros. *Violeta

genciana (padréo).

Atividade Antimalarica

Na analise dos resultados frente as cepas plasmodiais, todos extratos apresentaram
potencial inibitorio (Tabela 7). Na triagem inicial na concentracdo de 20ug/ml, todos
extratos apresentaram percentual inibitorio acima de 90% frente ambas as cepas. A

amostra que demonstrou maior percentual inibitdrio frente a cepa D10, sensivel a
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cloroquina, foi Vg-Hex (106,62 %). Em contrapartida, o extrato que inibiu em maior
percentual a cepa W2, resistente a cloroquina, foi o extrato EVC (98,55 %). O extrato
hidroalcoolico da espécie Vismia guianensis também obteve bom indice de inibi¢ao
101,93% e 97,38% frente as cepas D10 e W2, respectivamente. Outras amostras que
tiveram bom desempenho na elimina¢do dos parasitas foram Vc-Met (D10: 100,91%;
W2:96,6%) e Vg-Act ( D10: 100,7% e W2: 97,59%).

Na determinacio do Indice de concentragio inibitoria de 50% (ICso) em ng/mL
houve uma variagao de 0,62+ 0,048 ng/mL a 7,56 + 0,33 ng/mL para a cepa D10 ¢ 0,47
+ 0,064 ng/mL a 6,31 £ 0,11 ng/mL para W2. Nessa avaliacdo o extrato Vc-Hex (D10:

0,62 + 0,048 ng/mL e W2:0,47 £+ 0,064 ng/mL) teve menor concentragdo inibitoria para

as duas cepas testadas quando comparado aos demais. A amostra que obteve maior
concentragdo inibitoria de 50% foi EVG (D10: 7,56 + 0,33 ng/mL e W2:6,31 + 0,11
ng/mL). Amostras que apresentam menor ICso sdo mais potentes, uma vez que em baixas
concentragdes provocam eliminagdo do parasita. No entanto, vale ressaltar que o extrato
hidroetanolico de Vismia guianensis nao foi toxico nas concentragdes testadas (>200
png/mL), o que leva a considerar essa ser uma amostra promissora por demonstrar uma

larga janela de toxicidade.

Tabela 7: Atividade antiparasitaria dos extratos de Vismia spp. frente as cepas D10
(sensivel a cloroquina) e W2 (sensivel a cloroquina) dos ensaios de triagem inicial
(20pg/ml) e determinacao do ICso (ng/ml).

Triagem inicial para concentracio ICs0 ng/ml (média e S.D.)
Compostos 20ug/ml
(% i]zilb(zg:ﬁo) (% ir\::]tfig:ﬁo) D10 w2

EVG 101,93 97,38 7,56 £0,33 6,31 £0,11

EVC 99,59 98,55 3,51 +1,31 2,28 £0.30
Vg-Dic 93,89 94,71 0,91+0,19 0,68 £ 0,04
Vc-Dic 90,07 90,98 1,71 £ 0,05 1,83 +£0,11
Vg-Act 100,7 97,59 5,48 £ 0,55 4,14+£0,35
Ve-Act 97,19 95,37 6,80 + 0,23 4,90 +0,57
Vg-Met 90,32 95,73 2,39+ 1,188 1,58 £ 0,202
Vc-Met 100,91 96,6 4,50 +0,926 4,13 +1,054
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Vg-Hex 106,62 99,56 7,02 £ 1,259 4,90 + 0,247
Ve-Hex 95,49 91,02 0,62 £ 0,048 0,47 £ 0,064

ICso: Concentragdo inibitoria de 50%; pg/ml: Microgramas por mililitro; ng/ml: Nanogramas por mililitro;
S.D.: Desvio Padrao

O mecanismo da patogenicidade da maldria, no ser humano, se da apos a
inoculagdo dos esporozoitos pelo mosquito apos a picada, estas formas migram pela
corrente sanguinea e infectam os hepatdcitos que com isso liberam os merozoitos que
infeccionam as hemadcias, iniciando o ciclo eritrocitario. Nessa etapa o protozoario se
multiplica liberando merozoitos que invadem novas células. Nesse processo infeccioso a
producdo de radicais hidroxila (OH) ¢ apontada como principal fator que leva ao stress
oxidativo e que induz as complicagdes ocasionadas pela malaria (Riganti, et al 1990).

O P. falciparum sobrevive no interior das hemécias polimerizando a hemoglobina
em heme, substancia que em concentragdes elevadas pode ser toxica as células e ao
proprio parasita, como mecanismo de defesa o parasita as degrada unidades de heme em
hemozoina. Dessa forma a inibi¢do da forma¢do de hemozoina, leva ao aumento de
toxicidade pela alta concentragdo de heme livre (Dhangadamajhi et al., 2010, Choi, &
Mukherjee, 2008).

A atividade observada dos extratos organicos de Vismia spp. esta relacionada a
presenca dos constituintes quimicos presentes nas espécies, como diversos estudos ja
relataram. Francois, ef al (1999) descreveu a atividade antimaléarica da Vismiona H
(ICs0 0,088 pg/ml), uma benzofenona isolada da Vismia guianensis. Marston, et al (1986)
também relatam o potencial antiplasmodial de outras substancias antracénicas, ja
identificadas no género Vismia, vismione D (ICso = 0.095ug/ml), acetilvismiona D (
[Cs0:0.383 pg/ml) e Vismiona F ( ICso = 0.996 pg/ml).

As quinonas que sdo considerados marcadores quimicos do género Vismia, sdo
apontados em diversos estudos farmacologicos como inibidores e reparadores de
processos em sistemas celulares, atuando de diferentes formas. Podendo ser destacado as

reagdes que provocam o estresse oxidativo devido a inducdo endogena de espécies
reativas oriundas do oxigénio, OH, O?- e H0,. Essa classe apresenta um nicleo
quinonoidinico, podendo ser benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas (Figura 11),

e em muitos estudos revelam que esse nucleo se trata do grupamento farmacoforico para
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agir sobre enzimas e na formacgao das espécies reativas que levam a apoptose (Silva, et al

2002).

o) 0 o)
A) | B) | C) |
I I |

o o) o)

Figura 11: nucleo basico das subclasses das quinonas. A) Antraquinona; B)
Benzoquinona; C) Naftoquinona

Silva, et al, (2002), descreve o ciclo redox induzido pelas quinonas, que se inicia
com a formac¢ao do anion semioquinona que se da a partir da agdo de enzimas flavinas
NADPH citocromo P-450 redutase sobre o substrato quinonoidico ocasionando sua
redu¢@o. O anion uma vez formado tem a capacidade de reduzir o oxigénio molecular ao
radical superoxido que sofre acdo enzimdtica da superdxido dismutase formando
peréxido de hidrogénio o que leva a lesdo de componentes celulares que protegem o
parasita. Levando em consideragdo o mecanismo descrito do Plasmodium, pode-se
afirmar que esses componentes quimicos, que estdo em grande quantidade nas espécies
de Vismia inibem o parasita por provocar o estresse oxidativo.

Esses resultados corroboram na afirmagdo que estas espécies possuem
constituintes que podem ser de interesse para o desenvolvimento de novas substancias
que possam combater a infec¢do causada pela maléria. Dessa forma, se faz importante a

continuagao de estudos nessa vertente, para avaliar o potencial desses extratos in vivo.

CONCLUSAO

As espécies de Vismia spp. estudadas no presente trabalho apresentaram
constituintes quimicos, condizentes com dados ja descritos na literatura, com a
identificacao de metabolitos que sdo considerados marcadores quimicos do género, como:
catequina e quercetina que sdo flavonoides e as antraquinonas Isovismiofenona B,
Derivado de Clusiafenona, Vismiafenona D e Ferruginina A e do flavonoide glicosilado
Vitexina pela primeira vez identificado na espécie. A presenca dessas substincias explica
a capacidade antioxidante dos constituintes dos frutos das duas espécies estudadas frente
aos radicais de DPPH: e ABTS+, seus constituintes quimicos sdo compostos fenolicos

que possuem a capacidade de sequestrar radicais livres. A atividade antimalarica
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observada pelos extratos na triagem inicial, na concentracdo de 20upg/ml, todos
apresentaram percentual inibitorio acima de 90%, frente as cepas testadas, e com valores
de ICso de 0,62+ 0,048 ng/mL a 7,56 = 0,33 ng/mL para a cepa D10 e 0,47 + 0,064 ng/mL
a 6,31 = 0,11 ng/mL para W2. Provavelmente esta atividade esta relacionada ao teor
fendlico, uma vez que substancias com essa caracteristica podem desenvolver o estresse
oxidativo e danificar a membrana que recobre o parasita, levando a sua morte. Diante dos
resultados, pode-se sugerir que as espécies estudadas demonstram potencial na descoberta

de novos ativos para a malaria.
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Capitulo 2: COMPLEXOS METALICOS
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RESUMO

A malaria ¢ uma doenga endémica na regido amazonica causada por protozoarios do
género Plasmodium spp. sendo a espécie P. falciparum a causadora da forma mais
agressiva da doenca. Diante disto, este trabalho buscou sintetizar e caracterizar compostos
coordenacdo de Cu (II), utilizando como ligantes os flavonoides catequina (Cobre-Q) e
quercetina (Cobre-Q) e avaliar o potencial antimalarico dos metabolitos em sua forma
livre e coordenados, frente as cepas D10 (sensivel a cloroquina) e W2 (resistente a
cloroquina) de P. falciparum, além de verificar o potencial antioxidante das amostras
frente aos radicais de DPPH® e ABTS". Os complexos metalicos foram tdo efetivos frente
aos radicais quanto suas formas livres, sendo que o cobre-Q (3911,03+0,0 uM ET) foi
mais expressivo que sua forma livre (3161,73+6,9 uM ET) sobre o radical ABTS". Na
avaliacdo antimalarica, a Catequina apresentou 6,72% de inibi¢do frente a cepa D10 e
39,71% para a W2, a forma complexada Cobre-C apresentou maior indice de inibigao,
sendo 88,5% para D10 e 62,48% em W2. A Quercetina na forma livre eliminou 60,91%
de D10 e 71,72% de W2, a forma coordenada Cobre-Q foi bem mais promissora nesta
avaliagdo, apresentando inibicao de 100,29% frente a D10 e 91,11% frente W2. Portanto,
os complexos apresentaram maiores porcentagens de inibigdo frente as cepas testadas. Os
dados obtidos demonstram que os complexos sintetizados apresentaram potencial
antioxidante e sdo bons candidatos a novos compostos antimaldricos, uma vez que esses
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compostos coordenados podem favorecer mecanismos oxidativos, gerando danos ao
DNA do parasita, ocasionando a morte.

Palavras-chaves: Catequina; Quercetina; Maldria; cobre; estresse oxidativo.

Synthesis, characterization and study of the biological activity of metal complexes
with phenolic ligands

ABSTRACT

Malaria is an endemic disease in the Amazon region caused by protozoa of the genus
Plasmodium spp. with the species P. falciparum being the cause of the most aggressive
form of the disease. In view of this, this work sought to synthesize and characterize Cu
(IT) coordination compounds, using the flavonoids catechin (Copper-Q) and quercetin
(Copper-Q) as ligands and evaluate the antimalarial potential of the metabolites in their
free and coordinated, against strains D10 (sensitive to chloroquine) and W2 (resistant to
chloroquine) of P. falciparum, in addition to verifying the antioxidant potential of the
samples against DPPHe and ABTS+ radicals. The metal complexes were as effective
against radicals as their free forms, with copper-Q (3911.03+0.0 uM ET) being more
significant than its free form (3161.73£6.9 uM ET) on the radical ABTS+ . In the
antimalarial evaluation, Catechin showed 6.72% inhibition against the D10 strain and
39.71% for W2, the Copper-C complexed form showed a higher inhibition rate, 88.5%
for D10 and 62.48% in W2. Quercetin in free form eliminated 60.91% of D10 and 71.72%
of W2, the coordinated form Copper-Q was much more promising in this evaluation,
showing inhibition of 100.29% against D10 and 91.11% against W2 . Therefore, the
complexes showed higher percentages of inhibition compared to the strains tested. The
data obtained demonstrate that the synthesized complexes have antioxidant potential and
are good candidates for new antimalarial compounds, since these coordinated compounds
can favor oxidative mechanisms, generating damage to the parasite's DNA, causing death.

KeyWords: Catechin; Quercetin; Malaria; Copper; oxidative estress.

INTRODUCAO

A malaria ¢ uma patologia infecciosa causada por protozoarios do género
Plasmodium spp., seus principais sintomas sdo febre alta, dores de cabeca, tremores,
enjoos, entre outras manifestagdes clinicas. Dentre os fatores determinantes para o
desenvolvimento de casos dessa doenca, encontram-se a vulnerabilidade social, além da
sazonalidade que determina o desenvolvimento das populagdes de mosquito transmissor.
O Programa Nacional de Prevengdo e Controle da Maldria — PNCM/MS classificou os

garimpos, assentamentos, areas indigenas, areas urbanas e 4reas rurais como em
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localidades especiais, que necessitam de maior controle, sendo fundamental para o maior
esclarecimento dos pontos criticos e para o desenvolvimento de a¢des para o controle e
elimina¢do da doenca (Wolfarth-Couto, 2020; Brasil, 2020).

De acordo com o Ministério da Saude no ano de 2017 foi registrado uma elevagao
de 52,7% nos casos autoctones de Malaria, quando comparado ao ano anterior. No ano
seguinte, houve reducdo de quase 1% e a partir de 2019 houve uma redugdo mais
expressiva de 18,4%, sendo notificados 153.269 casos autdctones. Em 2020, foram
registrados 143.403 casos autdctones de malaria no pais, uma reducdo de 6,4% em
comparagdo ao ano anterior € em 2021 foram 139.112 casos autdctones, representando
uma reduc¢do de quase 3% em relagdo a 2020. Em contrapartida, em areas de garimpo ¢
observado um aumento expressivo por estado brasileiro da infec¢ao no ano de 2022 em
relagdo a 2021, sendo de 91,5% em Roraima, de 28,0% no Amapa e de 6,4% em Rondonia
(Brasil, 2021; Brasil, 2024). Cerca de 99% dos casos estdo concentrados na regido
Amazonica, sendo considerada area endémica da doenca. Sendo o Amazonas o estado
mais afetado principalmente nas areas indigenas, com registo de quase 22 mil casos em
2021 (Laporta, et al., 2015, Wolfarth-Couto, et al, 2019; Brasil, 2019). Dentre as espécies
de maior frequéncia no Brasil encontram-se P. vivax e P. falciparum, sendo esta, a
causadora da forma mais agressiva da doenca, que pode levar a obito se ndo houver
diagndstico e tratamento rapidamente (Brasil, 2019; Alves, 2007). Embora a Organizagao
Mundial de Saude tenha aprovado uma nova vacina para combate dos casos, o imunizante
¢ eficaz apenas contra os parasitas mais comuns do continente africano. No Brasil ¢
adotado o esquema terapéutico em que pode se utilizar, Artemeter + Lumefantrina ou
Artesunato + Mefloquinafalta e a Pimaquina para eliminacdo de gametocitos (Brasil,
2022).

A farmacoterapia para o tratamento de pacientes com malaria nem sempre € eficaz
e possui certa complexidade, além de apresentar muitos efeitos colaterais como,
alteragdes no aparelho intestinal, tontura e efeitos psicologicos, além disso os casos de
resisténcia de cepas plasmodiais a farmacos utilizados no tratamento, torna emergente a
busca por novos farmacos (Leite ef al., 2014; Franga et al. 2008)

Dentre a busca de novas alternativas para o tratamento, tem se observado a
implementa¢do de complexos metalicos no tratamento de doencas parasitdrias. Silva

(2019), testou trés complexos de ruténio e um complexo de ouro conjugados a
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amodiaquina, esses complexos apresentaram atividade potente contra as formas sexuadas,
os gametocitos, do P. falciparum, quando comparados com a amodiaquina. Também ja
foi observado que complexos metalicos de Cobre (Cu - II), Niquel (Ni - II) e Zinco (Zn -
IT), com ligantes da classe dos flavonoides, Hesperetina ¢ Naringenina, apresentaram
melhores atividades antioxidantes e anticAncer, em comparagao com esses flavonoides na
forma livre. Nesse mesmo trabalho, o complexo de cobre-Naringenina apresentou
atividade antioxidante maior do que os antioxidantes utilizados como padrao no ensaio in
vitro, a vitamina C e manitol, reforcando que compostos de coordenacao com ligantes
naturais podem ser uma boa estratégia para novas fontes de tratamento (L1, et al, 2007).
Dessa forma o presente estudo buscou sintetizar e caracterizar compostos
coordenacdo de Cu (II) utilizando como ligantes os flavonoides catequina e quercetina,
além de avaliar a atividade antioxidante frente aos radicais de DPPH® ¢ ABTS" ¢
atividade antiplasmodial em cultura de P. falciparum, D10 ¢ W2. Os compostos
complexados com cobre apresentaram atividade biologica frente as cepas sensiveis e
resistentes ao P. falciparum e os resultados demonstraram que os mesmos tem atividade
promissora contra o parasita causador da malaria, com destaque ao complexo cobre-
quercetina que demonstrou 91,11% com IC50 9,21 + 1,12, o que levara a continuagao dos

estudos in vivo da atividade antimalarica.

METODOLOGIA
Obtenc¢ao Dos Compostos De Coordenacio

Os padroes de flavonoides [3,5,7,3°,4’-pentahidroxiflavona (quercetina -
CisH1007) e 2-(3,4-dihidroxifenil)-4H-cromona-3,5,7-triol (catequina - CisH140e)],
foram adquiridos da Sigma Aldrich para a sintese dos complexos metalicos de cobre (II).
Para obtencao do complexo de cobre (II) e quercetina (Cobre-Q), utilizou-se um baldo de
fundo redondo de 50 mL, onde adicionou-se quercetina (0,17 g, 0,01 mol) em 20 mL de
Metanol, a solu¢dao foi mantida sob agitacdo e aquecimento até a total dissolu¢ao do
composto. Apos 15 minutos, a cor da solugdo tornou-se amarelo claro e entdao foi
adicionado, lentamente, a solu¢do metandlica de sulfato de cobre (CuSO4-5H>0), apos
este processo observou-se uma mudancga na coloragdo para verde. A solugdo permaneceu
sob agitacdo a temperatura ambiente por um periodo de 01h30 minutos. Apos agitacao, a

mistura de reagdo foi filtrada e este foi evaporado lentamente a temperatura ambiente. O
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produto verde claro resultante, complexo Cobre-Q, foi lavado com t-butanol e seco em
um dessecador a vacuo, obtendo rendimento de 77%.

O complexo de cobre (II) e catequina (Cobre-C) foi obtido a partir da mesma
metodologia descrita acima. Porém, foi adicionado catequina (0,0029 g, 0,01 mol) em
20mL de Metanol, permanecendo em contato até total dissolucdo do flavonoide. A
solucdo apresentou uma coloragdo amarelo claro e posteriormente adquiriu uma
coloragao vermelho acastanhado. O produto resultante foi lavado com t-butanol e seco

em dessecador a vacuo, ¢ o material seco obtido teve rendimento de 60%.

Ultravioleta-visivel
A faixa de varredura do comprimento de onda foi de 200 a 800 nm e as amostras
foram preparadas em uma concentragio de 1,0 x 10 mol L' em DMSO na temperatura

de 25 °C.

Avalia¢do da atividade antioxidante frente aos radicais de DPPH® e ABTS"

A atividade antioxidante foi avaliada por ensaios com os radicais 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH®) e 2,2 - azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS™).
O ensaio com o radical livie DPPH® se deu com a solubilizagao de 3,9 mg do radical em
100 mL de metanol, e as solugdes das amostras foram preparadas adicionando 0,1 mg do
padrao e dos complexos em 1 mL de metanol. Para o teste retirou-se 100uL. de amostra
(1Img/mL) e 3,9 mL de solugdo de DPPH®, deixando a mistura 30 minutos no escuro ¢ a
leitura foi realizada em espectrofotdmetro (Medtherm) em 515 nm. A curva padrao foi
obtida utilizando Trolox® como amostra padrdo, em concentracdes de 100, 500, 1000,
1500 e 2000 pM.

O ensaio com o radical ABTS" iniciou com a preparagdo paralela da mistura
contendo 19,2 mg do radical em 5 ml de 4gua e 9,46 mg de persulfato de potéssio
(K2S208) em 250uL de 4gua. Para obtencao da solucgdo estoque, foi realizada uma mistura
de 2,5 mL da solugdo de ABTS" e 44 uL da solugdo de K»S>0s, que permaneceu em
repouso 16 horas no escuro. Para leitura das absorbéncias foi utilizado 30 pLL. de amostra
(Img/ml) em 3000 pL de solugdo de ABTS", deixando 6 minutos no escuro ¢ a leitura foi
realizada em espectrofotometro (Medtherm) em 734 nm. O padrao utilizado também foi

utilizado Trolox® nas mesmas concentragdes do ensaio de DPPH®.
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Ensaio da Atividade antimalarica frente a cepas de Plasmodium falciparum

As amostras dos flavonoides e dos complexos foram dissolvidas em DMSO e
depois diluidos com meio RPMI-1640 para atingir as concentracdes necessarias
(concentracdo final de DMSO <1%, que ndo ¢ tdxica para o parasita). As amostras foram
colocadas em microplacas de fundo plano de 96 pogos em duplicata e sete dilui¢des
seriadas 1:2 foram realizadas diretamente na placa em um volume de 100 pL. Além disso,
100 pL de culturas assincronas D10 (cepa sensivel a cloroquina) ou W2 (cepa resistente
a cloroquina) com parasitemia de 1-1,5% e 2% de hematocrito (1% final) foram
adicionadas nas placas e incubadas por 72 h. A Cloroquina foi usada como referéncia. O
crescimento do parasita foi determinado medindo a atividade da lactato desidrogenase do
parasita (pLDH), de acordo com uma versdao modificada do método de Makler et al.,
(1993). Ao final da incubagao, as culturas foram cuidadosamente ressuspensas ¢ aliquotas
de 20 pL foram retiradas e adicionadas a 100 pL do reagente Malstat em uma microplaca
de 96 pogos. O reagente Malstat ¢ composto de TritonX-100 a 0,125%, L-lactato 130
mM, tampao Tris 30 mM e APAD 0,62 uM. Ap6s isso, 20 uL a 1,9 uM NBT (Nitro
BlueTetrazolium) e 0,24 uM PES (fenazina etil sulfato) foram adicionados ao reagente
Malstat. O NBT ¢ reduzido a formazan azul e foi lido espectrofotometricamente (OD650),
como uma medida da atividade do pLDH, ou seja, da viabilidade do parasita. Os
resultados foram expressos como a porcentagem de viabilidade em comparagdo com os
controles ndo tratados, calculado com a seguinte formula: 100x ([Leitura da amostra
tratada — branco]/[Leitura da amostra ndo tratada — branco]); A leitura foi dado por
densidade oOptica. Como branco, foram utilizados eritrécitos nao infectados. A
porcentagem de viabilidade foi plotada em funcdo das concentragcdes do farmaco e o
ajuste da curva foi obtido por analise de regressdo ndo linear utilizando um método
logistico de quatro pardmetros (software Gen5 1.10 fornecido com o leitor Synergy4plate
[Biotek]). A ICso, que € a dose capaz de induzir 50% de inibi¢do da viabilidade do

parasita, foi obtida por extrapolacao.

Ensaio de citotoxidade em células de mamifero
Os compostos foram testados quanto a citotoxicidade in vitro contra os
macrofagos murinos das linhagens J774, e a viabilidade celular foi determinada por

bioluminescéncia usando o CellTiter-Glokit (Promega, Madison, EUA). A cultura foi

51



mantida em DMEM contendo 10% de soro fetal bovino e suplementado com L-
glutamina, vitaminas e amino4cidos em frascos de 75 cm? a 37°C, com o meio trocado
duas vezes por semana. Células de 60 a 80% de culturas confluentes foram tripsinizadas,
lavadas em meio completo e plaqueadas em 4 x 10* células por pogo em 100 pL de meio
completo em placas brancas de fundo plano de 96 pocos por 24 horas a 37° C antes da
adi¢ao dos compostos. Aliquotas triplicadas de compostos e medicamentos de referéncia
(solugao estoque em DMSO) cobrindo sete concentracdes diferentes (100-1,56 uM) em
diluicdes duplas foram adicionadas aos pocos, e as placas foram incubadas por mais 72
horas. DMSO (veiculo) como controles positivos e células. Apds a incubagdo por 72 horas
a 37°C, as placas foram mantidas em temperatura ambiente, o meio de cultura foi
removido e 100 pL do CellTiter-Glokit foram adicionados a cada pogo. 50 dados foram
obtidos de pelo menos dois experimentos independentes e analisados usando o GraphPad
Prism (versao 5.01. SI) foi calculado usando o CC50 de células de mamiferos dividido

pelo IC50 obtido em relagdo ao estagio sanguineo assexuado do P. falciparum 3D7.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Caracterizacio dos compostos de Coordenacgio

O espectro UV-vis da quercetina livre e complexo Cobre-Q em DMSO ¢ descrito
no grafico 1. A quercetina, como a maioria das flavonas e flavonois, exibe duas grandes
bandas de absor¢do na regido UV-vis, a 380 nm (banda I) representando a absor¢do do

anel B (sistema cinamoil), e 300 nm (banda II) relativo ao sistema benzoila do anel A.

52



280 —— Quercetina
380 Cobre-Q

L o o =
£ (-] [e-] o
1 1 1 1

Abs nomalizado (u.a.)
o
N

300 400 500 600 700 800
A(nm)

o
o
1

Grifico 1: Espectro eletronico da quercetina livre e complexada em DMSO

Os espectros estdo relacionados com as transi¢des m— * dentro do anel aromatico
das moléculas do flavonoide. Em comparagdo com os espectros de absor¢ao dos
flavonoides, a banda do complexo ¢ deslocada para a regido de menor comprimento de
onda, caracteristica da formacdo de um complexo. Tal mudanca hipsocromica pode ser
explicada pela extensdo do sistema conjugado com a complexacdo e a interagdo com o
solvente DMSO.

Os espectros UV-vis fornecem informagdes significativas sobre os locais de
coordenacdo de flavonoide, por exemplo, como o grupo 3-hidroxi apresenta um proton
com carater mais acido, os grupos 3-OH e 4-0xo0 sdo os primeiros sitios estarem envolvido
no processo de complexacdo. O 3,4-di-hidroxi grupos se ligam a um segundo ion
metalico. O grupo 5-OH ndo estd envolvido devido a menor acidez de prétons e ao
impedimento estérico causado pela primeira complexacdo (Figura 12) (Souza e Giovani,

2004).
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Figura 12: Esquema reacional de sintese e estrutura proposta do complexo Cobre-Q.

O espectro UV-vis da catequina livre e complexo Cobre-C em DMSO ¢ descrito
no grafico 2. A andlise do espectro eletronico da catequina indicou um pico maior em 279
nm, que pode ser atribuido as transi¢cdes m-n* dos grupos hidroxila fendlicos. Apds a
complexagdo, essa banda deslocou para maiores comprimentos de onda, possivelmente,
devido ao aumento da conjugagdo do sistema. Além disso, no complexo, hd o
aparecimento de uma banda larga por volta de 400 nm atribuida a transi¢do de carga. O
esquema reacional de sintese e estrutura proposta do complexo Cobre-C ¢ descrito na

figura 13.
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Grifico 2: Espectro eletronico da catequina livre e apds a complexagdo com ions Cu?*
no solvente DMSO
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Figura 13: Esquema reacional de sintese e estrutura proposta do complexo Cobre-C.

Atividade Antioxidante

Na avaliagio da atividade inibitoria frente aos radicais testados, DPPH® ¢ ABTS",
ndo foram observadas diferencas tdo significativas entre os resultados obtidos para os
flavonoides na forma livre e para os complexos (tabela 8).

Tabela 8: Valor TEAC (Capacidade Antioxidante Total Equivalente ao TROLOX) pelo
método DPPH® ¢ ABTS " para os flavonoides Quercetina e Catequina nas formas livres
e complexadas com Cobre (II)

Amostras DPPH (uM ET) ABTS (uM ET)

Quercetina 1501,70 = 0,0 3161,73+6,9
Catequina 1409,44 +1,18 3123,19+0,0
Cobre-Q 1308,89+ 5,85 3911,03+0,0
Cobre-C 1426,67+ 4,41 3171,79+0,0

uM ET: Micromolar de Equivalentes Trolox.

Os flavonoides na forma complexada foram tao efetivos frente ao DPPHe quanto
na forma livre, com destaque para a quercetina na sua forma livre que apresentou
efetividade superior as demais amostras (1501,70 = 0,0 uM ET). Com relagao a atividade
frente ao radical ABTS+ o complexo cobre-Q (3911,0340,0 uM ET) foi bem mais efetivo
que as demais amostras, inclusive a sua forma livre (3161,73+6,9 uM ET).

O potencial da atividade antioxidante dos flavonoides testados neste trabalho, ja ¢
relatado por outros autores. Em um estudo conduzido por Souza e Giovani (2004), foi
observado que a catequina e quercetina apresentaram maior atividade antioxidante frente
ao radical DPPHe na forma complexada com cobre quando comparado com os
flavonoides na forma livre de cobre. Na mesma pesquisa foi comprovado que os

flavonoides rutina e galangina, em coordenagdo com cobre, também foram mais ativos
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frente ao radical de DPPHe+. Em outro estudo, realizado por Afanas’eva, et al., (2001), foi
comprovado que o complexo do ligante biflavonoide rutina com metal de cobre, duplicou
a captura de radicais livre.

Em estudo de Alper, ef al (2019) o complexo de quercetina e cobre foi testado
frente ao radical ABTS+ e apresentou (0.720 £ 0.001 mg TE/kg) atividade muito superior
que o complexo de narigenina com cobre (0,030 = 0,001 mg TE/kg) também sintetizado
no mesmo trabalho, e os autores atribuiram esse resultado ao contetido fenolico da
quercetina ser superior ao outro flavonoide.

A atividade antioxidante no método utilizando o radical DPPHe ¢ dada pela
capacidade que os compostos possuem em neutralizar o radical através da doagdo de um
préoton. E no método ABTS+ estd baseado na habilidade dos antioxidantes em capturar o
cation o que leva um decréscimo na absorbancia (Azevedo et.al., 2018; Pérez-Jiménez &
Saura-Calixto, 2006). Geralmente os metabolitos com essa propriedade possuem em sua
estrutura compostos de origem fenolica, que se caracterizam pela estrutura benzénica e
possuem grupamentos com hidroxilas (-OH), o que possibilita reacdes quimicas de
oxidagdo e reducdo com os radicais livres (Silva, et al.,2010; Hernandez & Prieto
Gonzales, 1999). Flavonoides que possuem maior numero de grupamentos dessa
natureza, possuem maior capacidade antioxidante como € o caso da Quercetina e

Catequina (Souza e Giovani, 2004).

Ensaio de Citotoxidade

Foi1 observado que os padroes de flavonoides foram menos toxicos que o padrao
Violeta Genciana (CC50: 4.4 +0.01 pg/mL), utilizado como controle positivo. De acordo
com os resultados obtidos, observou-se que a catequina reduziu a viabilidade das células
na concentragdo de 25.4 = 0.02 pg/mL quando comparado com a quercetina (11.2 + 1.14
pug/mL), apontando que a catequina apresenta menor toxicidade, e ambos flavonoides
possuem menor toxicidade que o padrao testado (Tabela 9).

Tabela 9: citotoxicidade frente a J774 cell line.

Amostra Violeta Genciana Catequina Quercetina
Citotoxicidade 4.4+0.01 25.4+£0.02 11.2+1.14
(CC50 += S.E.M.,

ng/mL)
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Atividade Antimalarica

O efeito antiplasmodial foi mais evidente para a amostra Cobre-Q frente a cepa
D10, inibindo em cerca de 100,29%, com ICs¢ 4,23 + 2,45 ng/mL. Para a cepa W2,
resistente a cloroquina, o mesmo complexo apresentou efeito inibitério de 91,11 %, com
ICs0 de 9,21 £ 1,12 ng/mL, sendo superior para ambas as cepas quando comparada com
o flavonoide em sua forma livre que apresentou indice inibitério de 60,91% e 71,72%
para D10 e W2, respectivamente. A catequina por sua vez, em forma livre, apresentou
maior eficiéncia frente a W2, com inibi¢do de 39,71%, ja na forma complexada com cobre
praticamente duplicou esse valor (62,48%), todavia esses indices s6 foram atingidos na
concentragdo 20 ug/mL, os valores estdo expostos na tabela 10.

Tabela 10: Atividade inibitdria frente cepas de P. falciparum, D10 (sensivel a CQ) e
W2 (resistente a CQ)

Triagem inicial concentragao ICso determinacdo em ng/mL

Compostos para 20p/ml (S.D.)

D10 w2 D10 variacao W2 variacao

(% inibicao) (% inibicao)

Quercetina 60,91 71,72 0,59 + 0,025 0,53 + 0,035
Catequina 6,72 39,71 >20 >20
Cobre-Q 100,29 91,11 4,23 £2.45 9,21 +1,12
Cobre-C 88,5 62,48 >20 >20

Estudos descrevem que as complicagdes clinicas da malaria em grande parte estao
associadas as espécies reativas de oxigénio que tem como consequéncia o estresse
oxidativo, sdo considerados um dos fatores que causam alteracdes na membrana da
hemadcia. A geragdo de espécies reativas de oxigénio no periodo infeccioso da maldria
pode ocorrer por dois mecanismos distintos. Em um desses acontece através da
degradagdo da hemoglobina pelo protozoario com o intuito de originar novos
bioprodutos. O ferro ferroso (Fe**) é oxidado a ferro férrico (Fe*"), o grupo heme é
dissociado da globina e os elétrons que se originam nesse mecanismo reagem com o

oxigénio molecular, formando H>O> e Oy'. Para combater essas moléculas radicalares, os
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parasitas ativam enzimas antioxidantes, das quais podem ser citadas: glutationa
peroxidase, glutationa redutase e tioredoxina redutase. O outro mecanismo necessita de
ativacdo da resposta imune do organismo infectado, em que linfocitos T (Th1) produzem
citocinas como TNF-a e IFN-y e os patdgenos sdo fagocitados por macrofagos que
quando ativados liberam 6xido nitrico e espécies reativas de oxigénio (Erel et al., 1997,
Pabon et al., 2003; Kawazu et al., 2008; Ifoue et al., 2009; Kapoor & Banyal, 2009).

Levando em consideracdo o mecanismo patogénico da malaria, os resultados
positivos da inibicdo frente as cepas testadas, podem estar relacionados ao potencial
antioxidante dos flavonoides, comprovado neste trabalho quando testados frente aos
radicais DPPH® ¢ ABTS'. De acordo com Griffithis et al., (2001) a capacidade
antioxidante dos flavonoides é um dos fatores cruciais no tratamento da malaria,
considerando que estes metabolitos protegem as células dos danos causados pelos
mecanismos oxidativos, doando atomos de hidrogénio para radicais do tipo peroxil e
formando flavanol.

E evidente que as formas complexadas se tornaram bem mais eficientes na
eliminagdo do protozoario. Munnik et al (2022), descreve que complexos
organometalicos dos metais Rh, Ir e Ru conjugados com derivados de 2-
fenilbenzimidazol potencializaram a atividade do derivado de benzimidazol e isso ¢
explicado pela disrupc¢ao da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), elevando a
quantidade espécies reativas de oxigénio e levando ao stress oxidativo ocasionando a
morte do Plasmodium.

Além do potencial antioxidante dos flavonoides registrados neste trabalho, outros
mecanismos relacionados ao metal podem colaborar para esse resultado. Dentre os fatores
que relacionam ao aumento da atividade de compostos coordenados ao cobre podem ser
citados, inibicdo da atividade do proteassoma e da enzima telomerase, degradacdao de
DNA e intercalacdo e também formacdo de espécies reativas. Vilarreal, et al (2022),
complexaram o cobre com a cloroquina (CQ) e avaliaram frente a cepas suscetiveis a CQ
(3D7) e resistentes a CQ (W2), o composto coordenado mostrou-se mais efetivo que a
cloroquina na eliminagao dessas cepas, e isso foi explicado pela maior interagdo com o
DNA atuando como intercalador e também pelo aumento do potencial quelante a

ferriprotoporfirina [X.
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Santos (2010), descreve que algumas substancias com atividade farmacoldgica,
quando associadas a cations metalicos intensificam sua biodisponibilidade, uma vez que
aumentam a lipofilicidade do composto. A elevacdo dessa propriedade, proporciona
maior absor¢ao, distribui¢ao, poténcia e eliminacao do ativo. Isso pode ser associado ao
que ocorre na coordenacdo dos flavonoides ao cobre, além disso, ¢ relatado que metais
podem agir com atividades semelhantes a enzimas que atuam nos processos
inflamatoérios, aumentando a toxicidade da substancia sobre o parasita (Narciso & Nunes,

2010).

CONCLUSAO

No presente trabalho foi possivel observar que o desenvolvimento de complexos
metalicos contendo flavonoides como ligantes pode resultar em agentes antiparasitarios
com amplo espectro de agdo. Neste estudo, a incorporagdo de quercetina e catequina em
compostos de cobre (II) produziu agentes antimalaricos com as propriedades
antimaldricas frente as cepas D10 e W2, sugerindo que a modificagdo quimica de
metabolitos fortalece o desenvolvimento de medicamentos contra a malaria, portanto, os
dados aqui apresentados sdo de extrema relevancia na compreensdao de compostos
inorgénicos, em especial complexos metalicos, como candidatos a agentes antimalaricos.
Nos resultados da avaliacdo da atividade antioxidante, foi observado que os compostos
coordenados foram efetivos tanto quanto os flavonoides em sua forma livre, isso contribui
para a explicagdo da eficiéncia desses compostos frente as cepas plasmodiais, uma vez
que o mecanismo patoldgico da malaria esta associado ao estresse oxidativo. A expressiva
atividade antiplasmodica observada nos testes, principalmente do complexo Cobre-Q
sobre a cepa W2, que ¢ resistente a Cloroquina, reafirma a importancia de aprofundar
pesquisas futuras nesta area, com objetivo de elucidar esses mecanismos e inserir demais

testes a outras cepas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nesse trabalho contribuem para o estudo quimico e
biologico das espécies, além de contextualizar a importancia do estudo biofarmacologico
das plantas medicinais que sdo utilizadas popularmente para tratamento de doengas. A
insercdo de metabolitos, identificados em espécies de plantas amazonicas, em novas
técnicas utilizando principios da quimica inorganica, podem se tornar alternativas para o

desenvolvimento de novos farmacos antimalaricos.
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ANEXOS
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Figura 18: espectro de fragmentacdo MS-Ms do ion molecular 291(+)

Ivina_amostra53_Dominique_06_03_22 #38 RT: 0,55 AV:1 NL: 7,02E2
F: ITMS + ¢ APClI corona Full ms2 365,00@cid2!

1004

309

90

N w N I3y o ~ ©
=] =} I=) =} =} o =}
cer b b beren b b bera g g |

=
S}

231

283 305(310 322 365

T T T T T latasaains: T L e A e ifasiaans Lhaats ans B s s e e A Mas e

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
miz

o

Figura 19: espectro de fragmentagdo MS-MS do ion molecular 365 (+)
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Figura 24: espectro de fragmentacdo MS-MS do ion molecular 301 (+)
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