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RESUMO

MELO, P. R. S. Estudo fitoquimico, in silico e avaliacdo da atividade
antileishmania de Dysphania ambrosioides L. Mosyakin & Clemants. Dissertagéo
(Mestrado) - Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade
Federal do Para, Belém, 2023.

Dysphania ambrosioides (mastruz) € amplamente utilizado na medicina tradicional
como cicatrizante, anti-inflamatério e antiparasitario. Desta forma, o presente estudo
avaliou os aspectos fitoquimicos e o potencial antileishmania de D. ambrosioides. Os
extratos das folhas e galhos (EEFo e EEGa) foram obtidos por maceragao com etanol.
Estes foram submetidos a fracionamento sob refluxo, obtendo-se as fracdes hexano
(FHFo e FHGa), diclorometano (FDFo e FDGa), acetato de etila (FAEFo e FAEGA) e
metanol (FMeFo e FMeGa). Os extratos e fracBes, foram submetidos estudos
guimicos através de analises cromatograficas e espectrométricas (CCD, HPLC, FT-IR
e RMN) e a estudos da atividade antileishmania frente a cepa promastigota de
Leishmania amazonensis. Para os estudos in silicos, selecionou-se na literatura os
principais isolados da classe dos flavondides e terpenos, estes foram submetidos a
predicdes das caracteristicas farmacocinéticas, toxicoldgicas e a docagem molecular
em enzimas alvos de Leishmania. Nos estudos quimicos foram detectados diferentes
metabolitos secundarios nos extratos e fracbes das folhas e galhos de D.
ambrosioides, dentre estes os majoritarios foram as classes de terpenos e
flavondides. Sendo a presenca de flavonoides predominante nos extratos e nas
fracbes de maior polaridade FAEFo, FAEGA, FMeFo e FMeGa. Ja os terpenos
encontram-se presentes em todos os extratos e fracdes. A espécie demostrou
potencial antileishmania, os extratos foram classificados como moderadamente ativo
EEGa (CI50= 189,2 ug/mL) e EEFo (CI50= 145,9 ug/mL), e o fracionamento contribuiu
para melhoramento da atividade frente a formas promastigotas, sendo as fracbes mais
promissoras a FDFo (CI50 = 88,3 ug/mL) e (FDGa CI50 = 97,6 ug/mL), que foram
classificadas com ativo. Em relacdo as predicfes in silico, os compostos da classe
dos flavonoides foram os que mais violaram a regra de Lipinski, enquanto que
terpenos ndo violaram esta regra, apresentando melhores caracteristicas
farmacocinéticas, como alta absorcao intestinal, melhor distribuicdo e permeabilidade
a BHE. Todas as moléculas apresentaram toxicidade, sendo o terpeno (23) o0 menos
toxico. Com base na regra de Lipinski e toxicidade as moléculas mais promissoras
foram os flavonoides (4) afzelina e (6) kaempferol-7-O-a-L-1-C4—ramnopiranosideo e
os terpenos (13) 1,4-Dihidroxip-mento-2-eno, (20) 1,2,3,4-tetradroxi-p-metano, (23)
(1S,2S,3R,4S)-1-metil-4-(propan-2-il)ciclohexano-1,2,3,4-tetrol e (24) (1R,2S)-3-p-
meten-1,2-diol. A docagem molecular demonstrou que tanto os terpenos como 0sS
flavondides ligam-se as enzimas GP63 e TR em sitios semelhantes a molécula
inibidora, demonstrando potencial para inibicdo dessas vias. Em sintese, a espécie D.
ambrosioides mostrou-se promissora frente as formas promastigotas de L.
amazonensis e com potencial para ligar-se a alvos especificos de Leishmania.

Palavras chaves: Dysphania ambrosioides; Leishmania, Flavondides; Terpenos.



ABSTRATCT

MELO, P. R. S. Phytochemical, in silicon study and evaluation of the
antileishmania activity of Dysphania ambrosioides L. Mosyakin & Clemants.
Dissertation (Master's) - Graduate Program in Pharmaceutical Sciences — Federal
University of Para, Belém, 2023.

Dysphania ambrosioides (mastruz) is widely used in traditional medicine as a wound
healing, anti-inflammatory, and antiparasitic. Thus, the present study evaluated the
phytochemical aspects and antileishmania potential of D. ambrosioides. The extracts
of the leaves and twigs (EEFo and EEGa) were obtained by maceration with ethanol.
These were subjected to fractionation under reflux, obtaining the fractions hexane
(FHFo and FHGa), dichloromethane (FDFo and FDGa), ethyl acetate (FAEFo and
FAEGA) and methanol (FMeFo and FMeGa). The extracts and fractions were
submitted to chemical studies through chromatographic and spectrometric analysis
(CCD, HPLC, FT-IR and NMR) and to studies of the antileishmania activity against the
promastigote strain of Leishmania amazonensis. For the silicon studies, the main
isolates of the class of flavonoids and terpenes were selected in the literature, which
were submitted to predictions of pharmacokinetic and toxicological characteristics and
molecular docking in Leishmania target enzymes. In the chemical studies, different
secondary metabolites were detected in the extracts and fractions of the leaves and
twigs of D. ambrosioides, among which the major ones were the classes of terpenes
and flavonoids. The presence of flavonoids is predominant in the extracts and fractions
of higher polarity FAEFo, FAEGA, FMeFo and FMeGa. Terpenes, on the other hand,
are present in all extracts and fractions. The species showed antileishmania potential,
the extracts were classified as moderately active aEEGa (IC50 = 189.2 ug/mL) and
eFo (IC50 = 145.9 pg/mL), and the fractionation contributed to the improvement of the
activity against promastigote forms, with the most promising fractions being FDFo
(IC50 = 88.3 pg/mL) and (FDGa alC50 = 97.6 ug/mL), which were classified as active.
Regarding the in silicon predictions, the compounds of the flavonoid class were the
ones that most violated the Lipinski rule, while terpenes did not violate this rule,
presenting better pharmacokinetic characteristics, such as high intestinal absorption,
better distribution and permeability to BBB. All molecules showed toxicity, with terpene
(23) being the least toxic. Based on Lipinski's rule and toxicity, the most promising
molecules were the flavonoids (4) afzelin and (6) kaempferol-7-O-a-L-1-C4—
rhamnopyranoside and the terpenes (13) 1,4-Dihydroxyp-ment-2-ene, (20) 1,2,3,4-
tetradoxy-p-methane, (23) (1S,2S,3R,4S)-1-methyl-4-(propan-2-yl)cyclohexane-
1,2,3,4-tetrol and (24) (1R,2S)-3-p-meten-1,2-diol. Molecular docking demonstrated
that both terpenes and flavonoids bind to GP63 and TR enzymes at sites similar to the
inhibitory molecule, demonstrating potential for inhibition of these pathways. In
summary, the species D. ambrosioides showed promise against the promastigote
forms of L. amazonensis and with the potential to bind to specific targets of Leishmania

Keywords: Dysphania ambrosioides; Leishmania, Flavonoids; Terpenes.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas parasitarias causadas por protozoarios de
vérias espécies do género Leishmania, essas doencas possuem maior ocorréncia em
paises da América Latina, Norte e Leste da Africa, Sudeste e Oeste da Asia, ocorrendo
em cerca de 97 paises (Calixto, 2018; WHO, 2020). As leishmanioses séo
classificadas como doencgas tropicais negligenciadas pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), e estdo comumente associadas a condigfes de desnutricdo, sistema
imunologico deprimido e falta de recursos financeiros, afetando principalmente regiées
pobres ou em desenvolvimento, a doenca pode ser classificada em trés principais
formas clinicas: cutanea, mucosa e visceral (Calixto, 2018; WHO, 2020; OPAS/OMS,
2021).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a leishmaniose
tegumentar (LT) esta presente em cerca de 89 paises, 0s sintomas da LT manifestam-
se por meio de lesbes na pele e/ou mucosas, que podem se apresentar de formas
variadas, tais como Uunicas, mdultiplas, disseminadas ou difusas. Essas lesdes
cutaneas frequentemente se apresentam como Ulceras, caracterizadas por bordas
elevadas e um fundo granuloso, geralmente sem causar desconforto e podem causar
desfiguracdo e mutilacdo do paciente, quanto as lesdes mucosas, estas sdo mais
comumente observadas no nariz, boca e garganta (Silveira et al., 2005; WHO, 2021).

De acordo com a Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPAS/OMS, 2021),
nos ultimos 20 anos, 17 paises foram considerados endémicos nas Américas, sendo
notificados 1.067.759 casos de Leishmaniose cutanea (LC) e mucosa (LM), com
média anual de 53.387 casos. Do total de 39.705 casos notificados em 2020, 81%
destes ocorreram no Brasil (16.432), Coldémbia (6.161), Peru (4.178), Nicaragua
(3.443) e Bolivia (2.059; OPAS/OMS, 2021).

A leishmaniose visceral (LV) € a forma mais grave das leishmanioses,
podendo ser fatal em casos néo diagnosticados oportunamente e tratados
adequadamente. E endémica em 13 paises das Américas, onde foram registrados
65.934 casos novos de 2001 a 2019, com uma média de 3.470 casos por ano. Do total
de 1.988 casos notificados em 2019, destes 97% foram reportados no Brasil (1.933),
e os demais casos na Argentina, Bolivia, Colombia, Guatemala, Honduras, México,
Paraguai, Venezuela e Uruguai (OPAS/OMS, 2020).
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Atualmente, mais de 1 bilhdo de pessoas vivem em areas endémicas para
leishmaniose e correm risco de infeccdo. Estima-se que ocorram anualmente 30.000
novos casos de LV e cerca de 1 milh&o de novos casos de LC, ocorrendo entre 20 e
30 mil 6bitos (WHO, 2020). Nesse sentido, esta doenga merece atengdo no cenario
mundial, devido a sua alta incidéncia e ao risco de causar deformidades e possiveis
Obitos. Além disso, existem inUmeras limitacfes no tratamento da doenca, tais como
efeitos téxicos dos farmacos e baixa eficacia dos tratamentos alternativos (Skraba et
al., 2014; Chakravarty e Sundar, 2019).

O tratamento das leishmanioses, no Brasil, € realizado principalmente por
guimioterapia com antimoniais pentavalentes, ou como alternativa a anfotericina B.
No entanto, os farmacos utilizados em geral possuem alta toxicidade e provocam
varios efeitos adversos, além de requerem administracao por via parenteral e tempo
prolongado de tratamento (Rath et al., 2003; Rocha, 2009; Sundar et al., 2018). Tais
fatores contribuem para uma baixa adesdo, abandono da terapia e para o surgimento
de parasitos resistentes (Frézard, et al., 2005; Lindoso et al., 2022).

Nesse contexto, torna-se necessario estudos que visem a busca de novas
substancias para o tratamento de leishmaniose, substancia que sejam mais eficazes
e com menos efeitos toxicos em relacdo aos farmacos convencionais (Bezerra, 2006;
Cragg e Newman, 2013; Volpedo et al., 2021).

Nesse sentido, tem-se adotado algumas estratégias para o desenvolvimento
de novos farmacos leishmanicida, uma das alternativas é o estudo das proteases de
protozoarios, visto que estas estdo envolvidas no metabolismo celular ou na interacéo
com o hospedeiro, comportando-se nesse caso como fatores de viruléncia. Nesse
contexto, um inibidor seletivo de proteases vitais para o parasito € uma das estratégias
mais promissoras para o desenvolvimento de farmacos no combate de protozoarios
(Zucca; Savoia, 2011; Almeida, 2013). Assim, estudos in silico de docking molecular
€ uma alternativa a ser explorada, pois consiste na exploracdo de conformacdes
bioativas, utilizado para predizer interagdes entre compostos quimicos (micromolécula
ou ligante) a um alvo molecular ou macromoélecula (proteinas, enzimas e receptores)
de parasitos (Pandey et al., 2017).

Outra estratégia a ser utilizada, é a pesquisa com plantas medicinais, devido
serem fonte de substancias bioativas promissoras para tratamento de parasitoses
(Barros et al., 2013; WHO, 2011). Dentre as plantas utilizadas na medicina tradicional

como cicatrizante e tratamento de feridas (Patricio, 2008), destaca-se a espécie
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Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clements. Conhecida popularmente como
erva de santa maria ou mastruz, € uma espécie nativa da América Central e do Sul,
endémica em todo Brasil e com ampla distribuicdo geogréfica no mundo,
principalmente em regides de clima tropical, subtropical e temperado (Lorenzi e Matos,
2002; Senna, 2015).

Estudos etnobotanicos demonstram que a espécie € utilizada popularmente
nas formas de chas, batidas, xaropes ou infusdes para tratamento de verminose,
tosse, pneumonia e inflamacdes (Moraes et al., 2005; Barbosa et al., 2011), infec¢des
parasitarias (Calzada et al., 2010), no alivio de dores musculares (Garcia; Domingues;
Rodrigues, 2010), como antifangico (Fenner et al., 2006) e inflamacdes em geral
(Cartaxo et al., 2010; Ramos et al., 2011). Em regides endémicas para leishmaniose,
a populacdo utiliza as folhas de D. ambrosioides no tratamento tépico de Ulceras
provocadas pela doenca (Franca; Lago; Marsden, 1996).

Estudo avaliou a atividade antileishmania do 6leo essencial das partes aéreas
de D. ambrosioides, onde verificou o efeito inibitério contra as formas promastigotas e
amastigotas de Leishmania (L.) amazonensis (Clso de 3,7 e 4,6 pg/mL,
respectivamente). A combinacdo entre o 6leo essencial e pentamidina promoveu
atividade sinérgica na inibicdo de formas promastigotas de L. (L.) amazonensis
(Monzote et al., 2006). Outro estudo, demonstrou que extrato hidroalcodlico de D.
ambrosioides apresentou atividade moderada in vitro sobre formas promastigotas de
L. (L.) amazonensis (Clso = 151,9 pyg/mL; Bezerra et al., 2006). Este mesmo extrato foi
avaliado in vivo (5 mg/kg) induzindo uma diminuicao significativa da carga parasitaria
nas patas, baco e linfonodos de camundongos infectados com L. (L.) amazonensis
(Patricio et al., 2008).

Até o presente, foram avaliadas amostras de D. ambrosioides que devem
conter compostos de menor polaridade (6leo), sendo muito promissora esta amostra,
e de maior polaridade com menor potencial leishmanicida. Entretanto, quando o
objetivo terapéutico é a obtencdo de uma amostra ativa que possa ser administrada
por via oral € importante avaliar o potencial de fragcdes que possam conter compostos
de média polaridade, isto é, capazes de solubilizar em dgua e atravessar as barreiras
do trato gastrointestinais. Diante do exposto, ainda existe uma lacuna no
conhecimento relacionado a atividade leishmanicida da espécie e do(s) possivel(is)
compostos e alvos terapéuticos envolvidos nesta atividade, justificando a realizacao

deste estudo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1Leishmania

A leishmaniose € uma doenca infecto-parasitaria causada por protozodrios do
género Leishmania. A doenca esta comumente associada a pobreza, condicdes
precarias de habitacdo e falta de recursos, sendo predominantes em regides
emergentes como Africa, Asia e América Latina (PAHO, 2020; WHO, 2020).

As manifestacbes clinicas das leishmanioses podem variar desde
assintoméaticas a letais, e sao relacionadas a fatores como: a espécie do parasito,
vetor, estado imunoldgico, carga genética e parasitaria (Kevric; Cappel; Keeling, 2015;
Calixto, 2018). As principais formas clinicas das leishmanioses sdo: a leishmaniose
visceral e a leishmaniose tegumentar americana (LTA), que pode se apresentar nas
seguintes formas clinicas: Leishmaniose cutanea (LC), mucosa (LM), mucocutanea
(LMC; Oryan, et al., 2015; BRASIL, 2017; WHO,2021).

A leishmaniose visceral, conhecida como doenca de calazar, é a forma mais
grave da doenca, é uma infeccao cronica que pode ser fatal dentro de 2 anos se néo
tratada, nesta forma clinica os parasitos promovem infeccdo em &rgdos viscerais
como figado, baco e medula 6ssea, € caracterizada por crises irregulares de febre,
perda de peso, anemia, palidez, fraqueza aumento do baco e do figado, é causada
principalmente pelas espécies L. (L.) infantum e L. (L.) donovani na Europa e Asia, e
L. (L.) chagasi e L. (L.) amazonensis (Barral et al., 1995; BRASIL, 2014; Feijo et al.,
2016; WHO, 2021).

A leishmaniose cuténea, é a forma mais comum da doenca, causa lesdes na
pele bem demarcadas no local da picada do inseto, produzindo lesées nodulares e
indolores que aumentam, sofrem ulceragéo no centro e podem persistir por meses a
anos (BRASIL, 2017; Feij6 et al., 2016, WHO, 2021). Estas les6es podem cicatrizar
de forma espontanea, deixando uma cicatriz semelhante a uma queimadura e a
evolugcdo da doenca depende da espécie e do estado imune do paciente, sendo a
leishmaniose cutanea difusa ou leishmaniose cutanea anérgica difusa (LCAD) uma
forma rara da doenca que esta relacionada a anergia mediada por células ao
microrganismo, esta & caracterizada pela a intensa proliferacdo do parasito e pela
presenca disseminada de nodulos multiplos ndo ulcerativos e ao grande numero de
parasitos na leséo, essas lesdes tendem a se espalhar pelo corpo todo (Barral et al.,
1995; Mansueto et al., 2014; BRASIL, 2014).
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A leishmaniose de mucosa é outra forma progressiva da LC apresentando-se
como lesao crbnica, que se caracteriza por acometer mucosas com lesdes destrutivas,
principalmente nas vias aéreas superiores, podendo levar a destrui¢cdo parcial ou total
das mucosas do nariz, boca e garganta (BRASIL, 2014; WHO, 2021). Além disso, a
leishmaniose mucocutanea LMC, é resultante da disseminacdo hematogénica do
parasito de lesdo cutanea, que que pode ocorrer simultaneamente com a LM, esta
associada geralmente a auséncia ou insuficiéncia do tratamento da infeccéo primaria,
€ caracterizada por infeccdo da mucosa nasal e orofaringe, ocorrendo eritema e
edema da mucosa, acompanhado de ulceracdo mucopurulento, esta forma nédo possui
cura espontanea e pode causar complicacdes permanentes, como destruicdo ou
deformacdo ulcerativa do nariz, boca, laringe, palato, labios superiores (BRASIL,
2014; Mansueto et al., 2014).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2020 foram registrados
208.357 novos casos de Leishmaniose cutanea, de todos os casos de LC, o Brasil e
mais seis paises, representam cerca de 85% dos casos globais (WHO, 2021). Cerca
de 95% dos casos de LC ocorrem nas Ameéricas, bacia do Mediterraneo, Oriente
Médio e Asia Central. Em 2020, mais de 85% dos novos casos de LC ocorreram em
10 paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Iraque, Libia, Paquistdo, Peru,
Republica Arabe da Siria e Tunisia (Figura 1). Estima-se que entre 600.000 a 1 milh&o

de novos casos ocorram anualmente em todo o mundo (WHO, 2021).

Number of new CL cases, 2020
Bl O coses repored
<100
B r00-990 NO auiocHhonous cases reported
B 1000-4200 B Nodata
. asoo0 [ Not appricable

Figura 1- Incidéncia mundial de casos de leishmaniose cutdnea em 2020.
Fonte: WHO, 2021.
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Em relacdo a Leishmaniose visceral, em 2020 foram registrados 12.838 novos
casos de LV no mundo. Desses, mais de 90% dos novos casos de LV notificados a
OMS ocorreram em 10 paises: Brasil, China, Etiopia, Eritreia, india, Quénia, Somalia,
Sudéo do Sul, Sudao e Iémen. Estima-se que 50.000 a 90.000 novos casos de LV
ocorram anualmente em todo o mundo, a maioria dos casos ocorrem no Brasil, na
Africa Oriental e na india e continua a ser uma das principais doencas parasitarias

com potencial de surto e mortalidade (Figura 2).

Figura 2- Incidéncia mundial de casos de leishmaniose visceral em 2020.
Fonte: WHO, 2021.

O Brasil € um dos paises que mais notificam casos leishmaniose por ano,
sendo notificados em 2020, 16.560 casos de LC, destes a maioria dos casos foram
registrados na regiao Norte (7.468), seguido da regido Nordeste (4.110), Sudeste
(2.616), Sul (2.119) e Centro-oeste (247), dos casos notificados na regidao norte 2.585
casos foram notificados pelo estado do Para, sendo o estado que mais notifica casos
de LC por ano no Brasil (SVSA/MS, 2020). Em relacdo a LV, em 2020 foram
notificados no Brasil 2.202 casos de LV, destes a maioria dos casos foram notificados
pela regidao Nordeste (1.246), regidao Sudeste (383), Norte (366), Sul (15) e Centro-
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oeste (192), dos estados que mais notificaram casos de LV, destaca-se os estados do
Maranhéao (361), Minas Gerais (257), Ceara (227) e Paréa (222; SVSA/MS, 2020).

As principais espécies de parasito responsaveis pela doenca sédo: L. major e
L. tropica no sul da Europa, Asia e Africa; L. mexicana no México e nas Américas
Central e do Sul; L. (V.) braziliensis nas Américas Central e do Sul (BRASIL, 2017;
Frézard; Demicheli, 2010). No entanto, no Brasil, a leishmaniose cutanea (LC) € a
mais incidente, existindo cerca de sete espécies envolvidas na sua ocorréncia, as de
maior relevancia sdo: Leishmania (L.) amazonensis, Leishmania (V.) guyanensis e
Leishmania (V.) braziliensis (BRASIL, 2017), sendo a Leishmania (L.) amazonensis a
maior causadora de Leishmaniose cutanea difusa, estando associada a outras
manifesta¢des clinicas da doenca, incluindo a leishmaniose muco-cutanea e visceral
(Barral et al., 1991; Aleixo et al., 2006; BRASIL, 2006). Classificagdo taxonémica do

género Leishmania segundo Lainson et al., (1986):

e Reino: Protista Haeckel;

e Filo: Sarcomastigophora;

e Subfilo: Mastigophora;

e Classe: Zoomastigophorea;
e Ordem: Kinetoplastida;

e Familia: Trypanosomatida;

e Género: Leishmania.

As espécies que causam leishmaniose sdo agrupadas em dois subgéneros: Viannia
e Leishmania. Essa classificacdo se da de acordo com o desenvolvimento e
proliferacdo dos parasitos no trato digestivo do inseto vetor (flebotomineos). O
subgénero Viannia relne espécies que causam leishmaniose cutanea como: L. (V.)
braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis e L. (V.) peruviana (Lainson e
Shaw, 1987). O subgénero Leishmania abrange espécies que causam leishmaniose
cutanea e/ou visceral, algumas delas sédo: L. (L.) major, L. (L.) tropica, L. (L.) mexicana,
L. (L.) amazonensis, L. (L.) pifanoi, L. (L.) venezuelensis, L. (L.) donovani e L. (L.)
chagasi (Lainson e Shaw, 1987; Grimaldi Junior et al., 1989). Neste ultimo subgénero,
encontra-se a espécie L. (L.) amazonensis, uma das principais causadoras de LC e
leishmaniose cutanea difusa no Brasil (BRASIL, 2006; BRASIL, 2017; Figura 3).
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Figura 3: Taxonomia do género Leishmania.
Fonte: Adaptada de Mishra et al., 2009.

Durante o ciclo de vida, os parasitos do género Leishmania apresentam-se em
duas formas evolutivas: formas promastigota e amastigota (Figura 4). As formas
promastigotas sdo extracelulares e moveis, possuem morfologia mais alongada e
contém um flagelo livre na regido anterior, no citoplasma sé@o observados vacuolos e
0 nucleo é semelhante ao da forma amastigota, o cinetoplasto é situado na regido
anterior ao nucleo. A forma amastigota sdo parasitas intracelulares e sdo geralmente
ovbide ou esférico, sem flagelo livre, contém vacuolos no citoplasma, nudcleo
arredondado e cinetoplasto adjacente ao nucleo (Rogers et al., 2002; Freitas, 2016;
Figura 4).

As duas formas evolutivas apresentam estruturas comuns aos demais
eucariotos, como reticulos endoplasmaticos, complexo de golgi e mitocéndria, além
disso, o corpo do protozoario é revestido por membrana plasmaticas constituidas de
lipidios, ergosterol, carboidratos e proteinas, algumas proteinas de superficie como
lipofosfoglica (LPG) e a glicoproteina (GP63) conferem protec&o ao parasita contra a

resposta imune do hospedeiro (Rogers et al., 2002; Moraes, 2014).
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Figura 4 — Formas evolutivas dos protozodrios do Leishmania.
Legenda: Representacéo das formas promastigotas (A, C e E) e amastigotas (B, D e F).
Fonte: Adaptada de Teixeira, et al., 2013 e Centers for disease control and prevention

O vetor da Leishmania, sédo as fémeas dos mosquitos flebotomineos, conhecido
popularmente como mosquito-palha, sdo dipteros da familia Psychodidae e género
Lutzomya. O ciclo biolégico da doenca inicia-se quando o mosquito (hospedeiro
invertebrado) ingere formas amastigotas durante o repasto sanguineo de um individuo
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infectado (hospedeiro vertebrado), e posteriormente, ao realizar hematofagia em
vertebrados néo infectados, como por exemplo cdes e humanos, o vetor realizar a
ingestao de sangue e regurgita as formas infectantes do parasita contaminando-os
(Rogers et al., 2002; Pinto; Vargas, 2017; Maurer et al., 2009).

O ciclo de vida da Leishmania é heteroxénico ou digenéticos (Figura 5), desta
forma, os parasitas vivem alternadamente em insetos vetores (hospedeiros
invertebrados) e hospedeiros vertebrados (Gontijo e Carvalho, 2003). O ciclo evolutivo
inicia-se quando os hospedeiros vertebrados séo infectados por formas promastigotas
metaciclicas, transmitidas por fémeas de insetos vetores, durante o repasto
sanguineo. O vetor utiliza suas pecas bucais curtas e rigidas para dilacerar os tecidos
e vasos sanguineos do hospedeiro, durante o repasto sanguineo o vetor realiza a
ingestdo de sangue e regurgita as formas promastigotas metaciclicas no local da
picada, ao entrarem na circulacdo sanguinea, sdo fagocitadas por macrofagos e
neutroéfilos do hospedeiro (Ribeiro, 1987; Bates, et al., 2004; Kaye; scott, 2011).

No processo de fagocitose do parasito pela célula hospedeira, duas moléculas
de superficie da Leishmania sao implicadas na ligacdo e captacédo de promastigotas:
a protease de superficie GP63 e o lipofosfoglicano (LPG), que fazem com que esta
forma seja resistente a acao de lise do sistema complemento e, dessa forma, seja
fagocitada por células do sistema mononuclear sendo internalizadas em vacuolos
parasitoforos (Desjardins e Descoteaux, 1997; Kaye; Scott, 2011). Dentro do
macrofago ocorre a diferenciacdo para a forma amastigota e multiplicacédo intensa,
por divisdo binaria, até o rompimento da célula hospedeira e liberacao destas formas
na corrente sanguinea, que serdo fagocitadas por novos macréfagos dando
continuidade ao processo de proliferagédo do parasito (Cunningham, 2002; Singh et
al., 2014).

ApsGs um novo repasto sanguineo, flebotomineos fémeas ingerem macréfagos
infectados com amastigotas. Durante o trajeto pelo trato digestivo, os macréfagos se
rompem, liberando as formas amastigotas, que irdo se multiplicar por divisado binaria
no trato digestivo dos flebotomineos, onde sofrerdo a metaciclogénese, processo
onde ocorre a diferenciacdo da forma promastigotas prociclicos ndo infectivo em
promastigotas metaciclicos que sao altamente infectivo, essas podem ser transmitidas
para o hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo, reiniciando o ciclo (Figura
5; Rogers et al., 2002; Singh et al., 2014; Freitas, 2016).
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Figura 5 - Ciclo de vida da Leishmania spp.
Fonte: adaptado de CDC

O tratamento da leishmaniose é feito com o objetivo de acelerar a cura clinica,
reduzir as cicatrizes, evitar recidivas e evolucdo das formas clinicas da doenca,
cutdneas para mucosas e muco-cutaneas, prevenindo assim o aparecimento de
lesbes mutilantes, nesse sentido, a abordagem terapéutica consiste em diminuir a
carga parasitaria e reduzir lesbes por meio da quimioterapia antileishmania (Gontijo;
Melo, 2004; PAHO, 2020). Os farmacos de primeira escolha utilizadas na terapia para
leishmaniose sdo os antimoniais pentavalentes (Sb5+), que existem em duas
formulacbes diferentes, o estibogluconato de sodio (Pentostan®) e antimoniato de
meglumina (Glucantime®) que séo utilizados para todas as formas clinicas de
leishmaniose. Além desses farmacos, a anfotericina B e as pentamidinas sdo
consideradas alternativas terapéuticas para leishmaniose (Gontijo e Melo, 2003;
BRASIL, 2017; PAHO, 2020; Figura 6).
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Figura 6: Estrutura quimica dos principais farmacos usados para tratamento de leishmaniose.
Fonte: Adaptada de Brigido, (2016).

No Brasil, o medicamento de primeira escolha a base de antiménio
pentavalente é o antimoniato de meglumina (Glucantime®), visto que o0
estibogluconato de sdédio (Pentostan®) ndo é comercializado no pais. Ambos séo
eficazes para tratamento de diversas formas de leishmaniose, ndo existindo
diferencas significativas quanto a eficacia terapéutica entres as formulacdes (Rath et
al., 2003; Oryan, et al., 2015; BRASIL, 2017). O mecanismo de acdo dos antimoniais
ainda nao foi totalmente elucidado, embora alguns autores sugiram que a molécula
pentavalente (Sb+5) atue como pré-farmaco que, ao ser convertida em antimonial
trivalente (Sb+3) no inteiror dos macréfagos, passa a ser ativa e adquire maior
toxicidade contra o parasito, interferindo na atividade bioenergética, sendo capazes
de atuar no metabolismo de &cidos graxos e glicose de formas amastigotas de
Leishmania (Silva, 2017; Mcgwire; Satoskar, 2013).

Embora sejam eficazes, esses farmacos apresentam fatores que limitam sua
utilizagéo e consequentemente sua eficacia, como: altas doses, administragéo por via
parenteral (intramuscular ou endovenosa) por periodo de tratamento prolongado,
causa dores e desconforto, necessidade de internacdo, efeitos toxicos e colaterais
frequentes e problemas relacionados a cardiotoxicidade, nefrotoxicidade e

hepatotoxicidade, além disso é contraindica o0 uso em mulheres gravidas e em
pacientes com HIV (Rath et al., 2003; Demicheli e Frézard, 2005; BRASIL, 2017). Tais
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fatores contribuem para a descontinuidade e interrupcdo do tratamento, iSso
associado a doses baixas ou inadequadas podem causar surgimento de parasitas
resistentes as terapias convencionais (Rath et al., 2003; Haldar et al., 2011).

Além disso, a eficicia dos antimoniais pode ser variar de acordo com a regido
geografica devido aos fatores citados anteriormente, visto que estes tem contribuido
para o desenvolvimento de resisténcia parasitaria em regides endémicas, como na
india e na Africa (Haldar; Sen; Roy, 2011). Outro fator que dificulta a terapia da
leishmaniose com antimoniais, € a coinfeccéo Leishmania-HIV, esta j& foi registrada
em cerca de 42 paises, e tem tornado a leishmaniose ainda mais onerosa, devido a
dificuldade no manejo clinico e terapéutico (Haldar; Sen; Roy, 2011; Mcgwire;
Satoskar, 2014; OMS/OPAS, 2021).

As pentamidinas e as anfotericina B (desoxicolato e suas formulagbes
lipossomais) tem sido medicamentos de segunda escolha quando ndo se obtém
resposta ao tratamento com o antimonial pentavalente ou na impossibilidade de seu
uso (Demicheli e Frézard, 2005; Goto e Lindoso, 2010; Mcgwire; Satoskar, 2013).

A anfotericina B tem sido eficaz, no tratamento das les6es de mucosas e LV, é
a droga de escolha para o tratamento de pacientes gravidas ou portadores do virus
do HIV. Contudo, apresenta efeitos como cardiotoxicidade e nefrotoxicidade, limitando
a utilizacdo no ambiente hospitalar, devido a sua administracdo endovenosa (Gontijo
et al., 2003; Mcgwire; Satoskar, 2013; BRASIL, 2014). Além disso, a anfotericina B
pode ocasionar varias reacdes adversas relacionadas as infusdes do medicamento,
causando constantemente febre, calafrios, vOmitos e cefaleia, hipocalemia e
hiperpotassemia (Gonijito et al., 2003; Filippin e Souza, 2006).

O tratamento de leishmaniose com isotionato de pentamidina, tem sido
relacionado as seguintes reacfes adversas: diabetes mellitus, hipoglicemia grave,
choque, miocardite e toxicidade renal (Mishra et al., 2009; WHO, 2010), e assim como
as anfotericinas, necessitam de acompanhamento hospitalar para administracao
parenteral, e requerem um tempo tratamento prolongado, e apresentam elevado
indice de toxicidade e efeitos adversos, como alteracdes cardiacas (miocardite) e
comprometimento renal (nefrotoxicidade), dificultando assim, o seu uso. (Rath et al.,
2003; BRASIL, 2017; Wyrepkowski, 2020).

De modo geral, os farmacos disponiveis para o tratamento da leishmaniose

apresentam muitas limitacdes, possuem efeitos toxicos, graves reacdes adversas,
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tempo de tratamento prolongado e na maioria dos casos € administrado por via
parenteral (endovenoso ou intramuscular), ocasionando dor e incémodo,
necessitando em alguns casos de internagdo. Além de ser um tratamento de custo
elevado, as limitagbes mencionadas dificultam a utilizacdo e contribuem para o
abandono e ineficacia do tratamento, possibilitando o surgimento de parasitas
resistentes aos farmacos preconizados (Rath et al., 2003; Oryan et al., 2016; BRASIL,
2017).

Mediante o exposto, a busca pelo desenvolvimento de farmacos leishmanicida
assume um carater de urgéncia, sendo assim, devem ser consideradas alternativas
terapéuticas que sejam mais eficazes, de baixo custo e menor toxicidade. Nesse
sentido, deve-se priorizar biomoléculas que atue em enzimas especificas do
protozoario, afim de evitar possiveis efeitos adversos e toxicidade para células
humanas. Para isso, € preciso levar em consideracdo os alvos proteicos e vias
metabdlicas e bioguimicas que sdo essenciais para a sobrevivéncia do parasita
(Chawla; Madhubala, 2010; Figuereido et al., 2018). Nesse contexto, uma alternativa
a ser adotada para o desenvolvimento de novos medicamentos, se baseia na busca
de moléculas bioativas em plantas medicinais e produtos naturais, aliado a estudos in
silico que investiguem interacdes com alvos especificos de Leishmania (WHO; 2011;
Cragg e Newman, 2013).

Nesse sentido, para a selecdo das espécies vegetais que serdo estudadas,
pode-se adotar algumas estratégias, sendo comum a utilizacdo de estudos
etnobotéanicos para nortear esta selecdo. No caso da leishmaniose tegumentar, um
inquérito realizado numa faixa litoranea da Bahia, perguntou a 100 pacientes se
utilizavam alguma espécie vegetal para o tratamento da doenca. Para o tratamento
da ulceracdo ocasionada pelo parasito foram utilizadas 49 espécies diferentes, sendo
que 31% alegaram utilizar a espécie Dysphania ambrosioides (Franca; Lago;
Marsden, 1996).

2.2 Dysphania ambrosioides

A familia Amaranthaceae, a qual pertence a espécie Dysphania ambrosioides
(L.) Mosyakin & Clements, é uma das maiores familias da ordem Caryophyllales, é
uma angiosperma, conhecida também como sub-familia Chenopodiaceae, é

composta por cerca de 169 géneros e aproximadamente 2360 espécies.
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No Brasil ocorrem cerca de 20 géneros e 150 espécies da familia
Amaranthaceae, anteriormente a espécie Dysphania ambrosioides pertencia ao
género Chenopodium (Chenopodiaceae), contudo, estudos morfolégicos e
filogenéticos recentes, promoveram mudanca na classificagdo boténica e incluiram
representantes da familia Chenopodiaceae na familia Amaranthaceae. Sendo assim,
algumas espécies do género Chenopodium foram transferidas para o género
Dysphania, como o Chenopodium ambrosioides, que atualmente é conhecido como
Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants (Mosyakin e Clemants, 2008;

Fuentes-bazan et al., 2012).

Classificacao botanica da Dysphania ambrosioides de acordo com Mosyakin &

Clemants (2008):

e Reino: Plantae

e Filo: Tracheophyta

e Classe: Magnoliopsida

e Ordem: Caryophyllales

e Familia: Amaranthaceae

e Subfamilia: Chenopodiaceae

e Geénero: Dysphania

e Espécie: Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants

Esta espécie possui distribuicio cosmopolita, as quais podem ser
encontradas principalmente em zonas tropicais e regifes temperadas (Santos et al.,
2010; S4&, 2013). Esta é nativa da América Central e do Sul, com ampla distribuicéo
no Brasil e no mundo, sendo considerada pela Organizacdo mundial da salde como
uma das espécies mais utilizadas na medicina tradicional (LORENZI e MATOS, 2002;
SENNA, 2015).

As espécies da familia possuem caracteristicas variadas, no entanto, em sua
maioria sao arbustos, subarbustos e trepadeiras, anuais ou perenes (Lorenzi e Matos,
2002; Van Den Berg, 2010; Valério, 2014). Entretanto, a caracterizacao botanica D.
ambrosioides apresenta-se como uma planta herbacea, anual ou perene, que pode
atingir até 1 metro de altura, possui caule ereto e com muitas ramificacdes na base
(Figura 7). Possui numerosas folhas, simples, alongadas, pecioladas, alternas e de

variados tamanhos, de cor verde claro a verde escura. Na parte superior sao
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encontradas as folhas menores, lanceoladas e de margens inteiras. As inferiores
geralmente sdo maiores, lanceoladas e com bordas irregulares, com relacéo as flores
estas sdo pequenas com coloracédo verde, dispostas em espigas axilares densas.
Produz numerosos frutos esféricos, pretos e ricos em 0Oleo. Toda planta tem cheiro

forte e caracteristico (Lorenzi e Matos, 2002; Sa, 2016).

Figura 7 - Dysphania ambrosioides.
Fonte: Horto didatico de plantas medicinais HU/CCS -UFSC.

A D. ambrosioides € conhecida popularmente como erva de santa maria,
mastru¢co ou mastruz (Lorenzi e Matos, 2002; Sa, 2016). Estudos etnobotanicos,
demonstram que a espécie é amplamente utilizada na medicina tradicional sob
diversas formas, como xaropes, infusdes, decoctos, macerados, sucos e emplastros,
para tratar diversos problemas de saude, como: verminoses (Ribeiro et al., 2014),
dores musculares e lesdes (Garcia et al., 2010), anemia, diarreia, gastrite, resfriado e
tosse (Beltreschi et al., 2018), além disso, € usado como antiparasitario, analgésico,
para inflamacgao, dores em geral como cicatrizante e tratamento de feridas (Tene et
al., 2007; Patricio, 2009; Heredia-diaz et al., 2018), além de outras alegacdes

descritas no quadro 1 abaixo.
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Partes usadas

Usos tradicionais

Modo de preparo e uso

Referéncias

Folha

Ferimentos

Maceracdaol/via transdérmica

Yazbek et al., (2019)

Folha e semente

Doencas infecciosas, doencas do sistema gastrointestinal e doencas do
sistema respiratoério

Infuséo, decoccao.

Bolson et al., (2015)

Parte aérea

Vermifugo e calmante

Decoccéo e suco/oral

Albertasse et al., (2010)

Folha

Vermifugo, inflamacéo e feridas

Suco/atadura

Cavalheiro et al., (2018)

Partes aéreas,
planta inteira e
raizes

Infecgbes em geral, resfriado, vermes, depurativo, tranquilizante, insénia,
gripe, sinusite, dor de estdbmago, gastrite, dor no braco, inflamacéao,
cicatrizacéo de feridas, fratura 6ssea e lesao

Decoccao, infusdo, maceracéo, fresco,
cataplasma e suco

Ribeiro et al., (2017)

Planta inteira

Malaria

Infus@o e maceracao/oral

Frausin et al., (2015)

Planta inteira

Como vermifugo, dor estomacal e expectorante

Suco/oral

Agra et al., (2008)

Folha, talos, galho e

Expectorante, tosse, lesdo musculoesquelética, gripe, tuberculose e

Maceragédo, decocc¢ao, suco e infusdo/oral

Magalhé&es et al., (2019)

e célicas

cataplasma, maceracéo e
infusdo/aplicacéo oral e topica

raiz doenca respiratdria
Folha Febre, tosse, tosse com secre¢des e pneumonia Infuséo Lemos et al., (2016)
Folha Vermes, baque, pneumonia, pulmao e dor de estbmago Oral Pedrollo et al., (2016)
Folha Inflamacéo, constipacéo e gripe Infusdo Penido et al., (2016)
Folha Mal-estar e vermes Infuséo Caetano et al., (2015)
Folha Verme, gripe, tosse e dor de estdbmago Suco, xarope e infusao/oral Vasquez et al., (2014)
Folha Cicatrizacéo de feridas, anti-inflamatério e diarreia Suco e gesso (emplasto) Monteiro et al., (2011)

Folha, semente e Gastrite, fraturas, Ulcera, verme, problemas intestinais, estémago, Decoccéo, deixar de molho, suco, Cartaxo et al., (2010)
raiz problemas na vesicula biliar, hematoma, Ulcera, expectorante, inflamagéo

Folha ou galho

Vermes, gastrite, gripe, tosse, congestao, tuberculose, dor de estdmago,
lesBes ulcerosas, erisipela e qualquer inchacgo

Mistura, xarope, infusdo, cataplasma e
compressa

Coelho-ferreira, (2009)

Folha

Ulceras de leishmaniose

Decocgdo e pé/banho

Franca et al., (1996)

Parte aérea

Dores musculares, lesdes nos 0ssos, bronquite e vermes

Decoccéo, xarope e infusdo/massagem,
emplasto e oral

Garcia et al., (2010)

Folha

Vermes e hematomas

Maceracgao/aplicacdo topica

Da Costa et al., (2017)

Fonte: Adaptado de Kasali et al, 2021.
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Devido a ampla utilizacdo e potencial terapéutico da espécie, em 2009, o
Ministério da Saude incluiu a espécie D. ambrosioides na Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse do Sistema Unico de SalGde (RENISUS), na qual, foi
destacada como planta de grande interesse a pesquisa cientifica (BRASIL, 2009).

Nesse sentido, estudos demonstraram que, algumas alegacfes de uso,
realmente devem ocorrer, tais como: acdo tripanocida (Borges et al.,, 2012),
esquistossomicida (Soares et al., 2017), anti-helmintica (Guimarades et al., 2001,
Quinlan et al.,, 2002), antitumoral (Nascimento et al., 2006; Cruz et al., 2007),
antioxidante e antibacteriana (Jaramillo et al., 2012; Jesus et al., 2018), antifiUngica
(Kumar et al., 2007; Jardim, 2008), analgésica (Ibironke e Ajiboye, 2007), anti-
inflamatoria e cicatrizante (Trivellato-grassi et al., 2013; Godinho, 2019).

O Oleo essencial de D. ambrosioides foi ativo contra Plasmodium falciparum
(Clso = 0,2 pg/mL), sendo sua eficacia similar a cloroquina (Clso = 0,3 pg/mL; Monzote
et al., 2014). Outro estudo avaliou a atividade antimalarica do extrato hidroalcoolico in
vitro em P. falciparum, sendo observado um efeito inibitorio (Clso= 25,4 ug/mL). Estudo
in vivo deste extrato (5mg/kg do peso do animal) demonstrou que houve um aumento
na sobrevida dos animais infectados com Plasmodium berghei, havendo uma reducao
na parasitemia (Cysne et al., 2016).

A acdo tripanocida do 6leo essencial de D. ambrosioides foi demonstrada
contra forma epimastigota (Cls0=21,3 ug/mL) e tripomastigota (Clso= 28,1 ug/mL) de
Trypanosoma cruzi (Borges et al., 2012). Outro estudo também avaliou esta atividade
em formas tripomastigota de T.cruzi (Clso= 1,9 pg/mL) e de T. brucei (Cls0=0,2 pg/mL;
Monzote et al., 2014). Os extratos diclorometano e metandlico obtidos das partes
aéreas de D. ambrosioides foram ativos contra a T. brucei (Clso= 17,1 ug/mL e de 38,5
pg/mL, respectivamente; Nibret e Wink, 2011).

Aléem disso, foi avaliada a atividade do extrato hidroalcoolico de D.
ambrosioides contra trofozoitos de Giardia lamblia, sendo obtida uma Clso= 198,18
pg/mL (Neiva et al., 2014). A atividade do 6leo essencial desta espécie, contra
trofozoitas de Entamoeba histolytica, foi avaliada, sendo obtida uma Clso= 0,75 pg/mL.
A administracéo oral deste Oleo (8 e 80mg/kg) em hamster infectado com E. histolytica
demonstrou um efeito amebicida eficaz (Avila-blanco et al., 2014).

Visando avaliar o potencial leishmanicida desta espécie, foi avaliado o 6leo
essencial contra forma promastigota de L. infantum (Clso=6,4pg/mL) e L. donovani
(Clso= 4,5 pg/mL) e forma amastigota de L. donovani (Clso=5,1ug/mL), sendo
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considerado ativo nas duas formas e espécies (Monzote et al., 2007; Monzote et al.,
2014). Camundongos infectados com L. (L.) amazonensis foram tratados com o 6leo
essencial (30mg/kg), sendo observada uma reducdo na lesdo ocasionada pelo
parasito, bem como da carga parasitéria (Fidalgo, 2007).

Além disso, o extrato hidroalcodlico apresentou, contra forma promastigota de
L. (L.) amazonensis, uma Clso de 250 yg/mL (Godinho, 2019). Outro estudo, avaliou
0 extrato aquoso das partes aéreas de D. ambrosioides, contra as formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis, inibindo o crescimento em 87,4% a 100 uyg /mL
(Queiroz et al., 2014). Além disso, o extrato hidroalcoolico de D. ambrosioides foi
testado contra formas amastigotas de L. (L.) amazonensis, sendo observado uma
reducdo na infec¢cdo dos macrofagos em 64% (concentracdo=250 pg/mL), também
houve efeito profilatico para a infeccdo quando os macréfagos foram tratados com 125
pg/mL e 250 pg/mL do extrato (Lima Junior et al., 2014).

Em relacéo as atividades antiparasitarias, a maioria dos estudos avaliaram o
potencial do 6leo essencial de D. ambrosioides, sendo ativos em P. falciparum, T.
cruzi, T. brucei (Monzote et al., 2014), E. histolytica (Avila-blanco et al., 2014) e L.
amazonensis (Monzote et al., 2007; Lima Junior et al., 2014; Monzonte et al., 2014).
Poucos estudos avaliaram a atividade de extratos obtidos da espécie, nos casos da
malaria e leishmaniose os resultados foram contraditérios e precisam ser melhor

investigados (Quadro 2).
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Quadro 2: Atividade antiparasitaria de D. ambrosioides

Parasito | Amostra | Resultado | Referéncia
Maléria
P. falciparum Oleo essencial Ativo 1
P. falciparum EH Moderadamente ativo 2
P. berghei EH Aumenta a sobrevida e reduz 2
parasitemia
Trypanosoma cruzi e T.brucei
T. cruzi Oleo essencial epimastigota e tripomastigota 3
moderada
T. cruzi Oleo essencial tripomastigota ativo 1
T. brucei Oleo essencial tripomastigota ativo 1
T. brucei Extrato Moderada atividade 4
Parasitos intestinais
trofozoitas de Oleo essencial Inativo 5
Entamoeba histolytica
hamster infectado com Oleo essencial Ativo 5
E. histolytica
trofozoitas de Giardia EHDA Inativo 6
lambia
Leishmania
Promastigota Oleo essencial L. infantum e L. donovani ativo 1,7
In vivo, L.amazonensis Oleo essencial Reduz infeccdo dos macréfagos e 8
cicatrizacéo
In vivo, L.amazonensis EHDA Reducéo da infeccéo e efeito profilatico 9
L. amazonenses EH Inativo 10
L. amazonenses Extrato aquoso 100mg/mL= 87,4% de inibi¢&o 11

In vitro: Ativo: Clso < 10 pg/mL), moderada atividade Clso entre 11 a 50 pg/mL; inativo Clso > 50 pg/mL
Referéncias: 1-Monzote et al., 2014; 2-Cysne et al., 2016; 3- Borges et al., 2014, 4-Nibeet e Wink, 2011,
5- Avala-Blanco et al., 2014; 6- Neiva et al., 2014; 7- Monzote et al., 2007; 8- Fidalgo, 2007; 9- Lima-
Junior et al., 2014; 10- Godinho, 2019; 11- Queiroz et al., 2014.

O extrato hidroalcodlico da folha D. ambrosioides demonstrou propriedades
anti-inflamatorias e antinociceptivas na osteoartrite. Apés o décimo dia de tratamento
com extrato (doses= 0,5 mg/kg, 5 mg/kg e 50 mg/kg), observou-se a diminuicdo do
edema do joelho, inflamacéo sinovial e outros sintomas relacionados a dor (Calado et
al., 2015). Outro estudo avaliou o efeito anti-inflamatorio e cicatrizante do extrato
etandlico de folhas e caules (doses = 150, 300 e 500 mg/kg) que inibiu
significativamente o edema de pata induzido por carragenina (56%), interferindo nos
niveis de prostaglandina-E2 (55%) e bradicinina (62%). Além disso, o tratamento
topico com o extrato etandlico das folhas e caules aumentou a cicatrizacao de feridas
cutdneas causadas por feridas induzidas em camundongos (Trivellato grassi et al.,
2013). Ademais foi avaliado a atividade anti-inflamatéria e cicatrizante de uma pomada

contendo o extrato hidroalcodlico de D. ambrosioides, sendo observado efeito anti-
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inflamatorio e cicatrizante em lesfes induzidas por infecgdo de L. amazonensis, em
camundongos, reduzindo a leséo e carga parasitaria (Godinho, 2019).

Estudos quimicos da espécie D. ambrosioides tém identificado uma grande
variedade de compostos quimicos de interesse biologico, sendo eles: terpenos,
esterdides, saponinas, flavonoides, cumarinas, polifendis e alcaloides. Dessas as
classes, os flavonoides e terpenos tém sido descritos como sendo 0s principais
constituintes da espécie D. ambrosioides (Jain et al., 1990; Kiuchl et al., 2002; Hallala
et al., 2010; Jardim et al., 2010; Okhale et al., 2012; Barros et al., 2013).

A partir de extratos das folhas, caules e partes aéreas ja foram isolados, os
seguintes terpenos: Ascaridol (Paré et al.,1993; Kiuchi et al., 2002; Trivellato Grassi et
al., 2013; Hou et al., 2017), Chenopanona (Ahmed, 2000); (1R,2S,3S,4S)-1,2,3,4-
tetrahidroxi-p-mentano (Ahmed, 2000; Trivellato Grassi et al., 2013; Hou et al., 2017),
1,4-di-hidroxi- p-ment-2-eno ( Ahmed, 2000; Hou et al., 2017), (1R, 4S) e (1S, 4S)-p-
Mentha-2,8-dien-1-hidroperéxido, (1R, 4S) e (1S, 4S)-p-mentha-2,8-dien-1-
hidroperoxido (KIUCHI et al., 2002), 4-hidroxi-4(aouf)-isopropil-2-metil-2-ciclohexen-
1-ona, 1-metil-4B-isopropil-1-ciclohexeno-4a,5a,6a-triol, (1S,2S, 3R, 4S)-1-metil-4-
(propan-2-il)ciclohexano-1,2,3,4-tetrol, (1R,2S)-3-p-menton-1,2-diol, (1R,4S)-p-
mento-2-en-1-ol (Hou et al., 2017), Cis-p-Menthadieno-1(7),80l-2 (Paré et al., 1993;
Figura 8).
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Figura 8: Terpenos isolados da espécie Dysphania ambrosiodies

Legenda: 1) 1,4-Didroxi-p-ment-2-eno; 2) (-)-(2S. 4S)-p-Mentha-1(7),8-dien-2-hidroperoxido; 3) (-)-(2R. 4R)-p-Mentha-1(7),8-dien-2-hidroperéxido; 4) Cis-p-
Menta-1(7),8-dien-2-ol; 5) (-1R, 4S)-p-Mentha-1(7),8-dien-2-hidroperoxido; 6) (-1S, 4S)-p-Mentha-1(7),8-dien-2-hidroperdxido; 7) Ascaridol; 8) 1,2,3,4-
Tetrahidroxi-p-mentano; 9) 4-Hidroxi-4-alfa-isopropil-2-metil-2-ciclo-hexen-1-ona; 10) 1-Metil-4-beta-isopropil-ciclohexano-4-alfa,5-alfa,6-alfa-triol; 11)

(1S,2S,3R,4S)-1Metil-4-(propano-2-il)ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; 12) (1R, 2S,3S,4S)-1,2,3,4-Tetrahidroxi-p-mentano; 13) (1R, 2S)-3-p-menton-1,2-diol; 14) (1R,
4S)-p-mento-2-em-1-ol; 15) 1,4-di-hidroxi-p-ment-2-eno; 16) Chenopanona.
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Da classe dos flavondides foram isolados as seguintes substancia (Figura
9): Kaempferol (Jain et al., 1990; Ghareeb et al., 2016), Quercetina, Kaempferol-3-
rhamnoside-4'-xyloside, Kaempferol-3-rhamnoside-7'-xyloside, Isorhamnetina (Jain
et al, 1990), Kaempferol 3-O-a-1-1C4-ramnosil-( 1 " —2")-f -D-4C1-
xilopiranosideo, kaempferol 3- O -a- L - 1 C 4 -ramnopiranosideo, Kaempferol 7-O-
a-L-1C4—-rhamnopyranoside (Ghareeb et al., 2016) e Kaempferol 7-rhamnoside
(Arisawa et al., 1971).

Figura 9: Flavonoides isolados da espécie Dysphania ambrosioides.

Legenda: 1) Quercetina; 2) Isorhamnetina; 3) Kaempferol; 4) kaempferol-3-O-a-L-ramnosideos; 5)
Kaempferol-3-O-a-1-1C4-ramnosil-(1"—2")-B-D-4C1-xilopiranosideo); 6) Kaempferol 3-
ramnosideo-4'-xilosideos; 7) Kaempferol 3-ramnosideo 7-xilosideos; 8) kaempferol-7-O-a-L-
ramnopiranosides; 9) Raempferol-7-ramnosideo; 10) Escutelarina-7-O-a-ramnopiranosil-(102)-a-
ramnopiranosil-(1—2)-a- ramnopiranosides; 11) Scutellarein-7-O-a-ramnopiranosil-(1—2)-a-
ramnopiranosides.

Além de terpenos e flavonoides foram isolados compostos de outras classes,
como as cumarinas: 1,2-benzopirona (Ghareeb et al., 2016) e escopoletina (Shan

& Khan, 2017), o alcaloide: 1-piperoilpiperidina (Shan & Khan, 2017), os esterdides:
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B-sitosterol e Estigmasterol, o acido graxo: Acido octadecanoico (Shan & Khan,

2017) e o composto fendlico acido cafeico (Ghareeb et al., 2016; Figura 10).

Figura 10: Outros metabdlitos isolados da espécie D. ambrosioides

0
HO =
WOH @El
NS
07" o
HO 5
1

Legenda: 1) Acido Cafeico; 2) 1,2-Benzopirona; 3) Stigmasterol; 4) B-Sitosterol; 5) Escopoletina; 6)
Acido Octadecanoico; 7) 1-Piperolpiperidina.

Além da atividade biolégica do Oleo essencial e/ou extratos de D.
ambrosioides, alguns estudos avaliaram a atividade de compostos isolados da
espécie. O composto com maior nimero de estudos para a atividade antiparasitaria
€ o0 ascaridol, que parece muito promissor como leishmanicida (Quadro 3; Monzote
et al., 2014). Além disso, o ascaridol apresentou efeito analgésico, sedativo
(Okuyama et al., 1993), antitumoral (Efferth et al., 2002) e antifungico (Paré et
al.,1993).

Em relacdo aos flavondides isolados da espécie, em geral os estudos
avaliaram apenas a atividade antioxidante das substancias, onde os glicosideos
flavonicos  kaempferol e  seus  derivados, kaempferol-3-O-a-L-1C4—
ramnopiranosideo  (afzelin), kaempferol-7-O-a-L-1C4—ramnopiranosideo e
Kaempferol-3-O -a-1-1C*ramnosil-(1"—2")-B-D-*Ct.xilopiranosideo, apresentaram
atividade antioxidante in vitro (Ghareeb et al., 2016). No entanto, estudos feitos com
flavondides derivados do kaempferol e quercetina isolados de outras espécies,
demonstraram ser promissores contra parasitas de Leishmania (Schinor et al.,
2007; Araudjo et al., 2019; Abdeyazdan et al., 2022).
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Quadro 3: Atividades antiparasitarias de compostos isolados de D. ambrosioides

Parasito Composto CI50 (ng/mL  ou | Resultado Referéncia
pM)
T. cruzi
Epimastigota Ascaridol 23uM Inativo 1
Epimastigota (2S,4S)-p-mentha-1(7),8-dien- 1,2 yM Ativo 1
2-hidroperoxido
Epimastigota (2R,4S)-p-mentha-1(7),8-dien- 1,6 pM Ativo 1
2-hidroperoxido
Epimastigota (1R,4S)-p-mentha-2,8-dien-1- 3,1uM Moderada 1
hidroperoéxido
Epimastigota (1S,4S)-p-mentha-2,8-dien-1- 0,8 uM Ativo 1
hidroperoxido
Malaria
P. falciparum | Ascaridol | 0,1 uM | Atvo | 2
Leishmanioses
Promastigota, L. Ascaridol 0,1 pg/mL Ativo 3
amazonensis
Amastigota L. Ascaridol 0,3 ug/mL Ativo 3
amazonensis

In vitro: Ativo: Clso < 10 pg/mL ou < 2uM, moderada atividade Clso entre 11 a 50 pg/mL ou 2-5uM;
inativo Clso > 50 pg/mL ou > 5uM
Referéncias: 1- Kiuchi et al., 2002; 2- Pollack; Segal e Golenser, 1990; 3- Monzote et al., 2014

Diante do exposto, observou-se que a espécie tem um grande potencial
bioldgico, principalmente contra doencas parasitarias, como leishmaniose. No
entanto, até o presente, a maioria dos estudos estdo relacionados principalmente
com composto de alta polaridade, como 6leo essencial. Logo, € importante
investigar o potencial leishmanicida de amostras de diferentes polaridades e partes
da planta, bem como avaliar as interacfes entre as substancias isoladas da espécie

e as proteinas alvos dos parasitos de Leishmania (docking molecular).
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivos Geral

e Realizar estudo fitoquimico, in silico e avaliar a atividade antileishmania de

Dysphania ambrosioides.

3.2 Objetivos Especificos
e Realizar estudos fitoquimicos de D. ambrosioides;
e Realizar a predicao fisico-quimica, farmacocinética e toxicolégica de
compostos presentes na D. ambrosioides;
e Realizar estudos de docagem molecular para prever a interacdo dos
compostos com alvos moleculares relevantes para Leishmania,
e Avaliar a atividade antipromastigota de D. ambrosioides frente a espécie

Leishmania (L.) amazonensis.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material

4.1.1 EQUIPAMENTOS

e Agitador magnético mini com aquecimento - Quimis;

e Autoclave - Phoenix;

e Banho Maria - SOLAB Cientifica, modelo SL150;

e Balanca analitica Bel Engineering M214Ai

e Banho-maria — SOLAB Cientifica, modelo SL 150;

e Banho de Ultrassom — Tecnal Equipamentos para laboratério, modelo 2210
Branson,;

e Bomba de vacuo TECNAL TE-0581;

e Capela de exaustdo SP Labor;

e Cabine de fluxo laminar vertical - Pachane, modelo PA 310;

e Camara de contagem Neubauer espelhada - Improved,;

e Centrifuga para tubos - Quimis;

e Chapa aquecedora;

e Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia - Shimadzu® Prominence LC20AT;

e Dessecador de vidro;

e Destilador de 4gua

e Espectrofotdmetro de infravermelho - Shimadzu® IRPrestige-21;

e Espectrofotdmetro de varredura de multiplos pocos

e Estufa de esterilizacdo e secagem SolidSteel;

e Estufa ventilada para secagem de material vegetal,

e Estufa BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio) - Byosistens Com.
Importadora e Exportadora de Equipamentos para Laboratorio LTDA,
modelo HF212UV

e Evaporador rotatorio fisaton, modelo R 803, com banho-maria modelo 558

e Micropipetas - volume ajustavel 10uL - 100 pL, 100 pL - 1000 pL;

e Leitora de Microplacas - Biotek, modelo ELX 808

e Microscopio optico

e Microscopio invertido - Zeizz, modelo Axiovert 25;
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Notebook

4.1.2 SOLVENTES, REAGENTES E OUTROS

Agua destilada;

Acetato de etila P.A - Isofar®;

Acido Cloridrico - Isofar®;

Acido sulfurico - Isofar®;

Alcool Metilico (Metanol) — CAQ;

Alcool grau 96°GL (Alcool Etilico hidratado) — Santa Cruz®;
Diclorometano P.A — Isofar®;

Dimetil-sulféxido (DMSO) — Sigma-Aldrich;

Hexano P.A — CAQ (CASA da Quimica Ind. E Com. LTDA);
Silica gel 60 para cromatografia de camada delgada Flash - Merck®;
Anisaldeido;

Cloreto de aluminio;

Cloreto férrico;

Ferrocianeto de potassio;

lodeto de potassio;

Hidroxido de potéssio;

Hidroxido de sodio;

Subnitrato de bismuto.

4.1.3 FARMACOS, MEIOS DE CULTURA E OUTROS

Anfotericina B 50 mg sol. Inj — Cristélia produtos farmacéuticos;
Bicarbonato de sddio — Sigma-Aldrich;

Fosfato de so6dio monobéasico anidro P.A - Labsynth produtos para
laboratorio;

Fosfato de sédio dibasico anidro P.A - Labsynth produtos para laboratorio;
Infusdo de Agar base para Agar sangue - Becton Dickinson Ltda;

Meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute);

MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium - Sigma;
Penicilina G 10.000 units/mL + estrepyomicina 10.000 ug/mL — Gibco;



e Soro bovino fetal — Gibco.

4.1.4 MATERIAL PLASTICO E METAL

e Cuba cromatogréfica;

e Espatulas de metal;

e Estantes plasticas;

e Garrafas para cultura de células - TPP-Switzerland;

e Laminula 13 mm circular G13C - Glasscyto;

e Papel aluminio comercial,

e Pipetas Pasteur de plastico;

e Placas de cultura de células de 96 pocos, fundo chato com tampa;
e Ponteira 200 pl amarela, tipo universal - Labware Manufacturing CO;
e Ponteira 100-1000 pl, azul, tipo universal - Kartell SPA,

e Tubo conico graduado 15 mL néo estéril (Tipo Falcon);

e Tubos de microcentrifuga (Tubos eppendorf) de 1,5 e 2,0 mL — Alfa;

4.1.5 VIDRARIAS

e Baldo volumétrico de 100 mL, 250 mL, 500 mL — Laborquimi;

e Bastao de vidro;

e Becker de 600, 1000 mL — Sateli;

e Condensador;

e Cuba cromatogréfica;

e Erlenmeyer;

e Pipetas de vidro graduadas de 1 mL, 5 mL, 10 mL — Vidrolabor;
e Proveta de 50 mL, 200 mL, 500 mL, 100 mL — Vidrolex;

4.1.6 Reveladores utilizados na prospeccédo fitoquimica por cromatografia
camada delgada (CCD)

4.1.6.1 Anisaldeido sulfarico
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Para esta solucao foi utilizado 0.5 mL de solu¢cdo-mée de anisaldeido em
10 mL de acido acético glacial. Em outro frasco, se adicionou 85 mL de metanol e
5 mL de acido sulfarico (H2SO4) concentrado. Estas solugdes foram misturadas e
acondicionadas em fraco ambar (100 mL) e conservadas sob refrigeracao
(WAGNER et al., 1984).

4.1.6.2 Cloreto de aluminio a 2% em metanol

Para esta foi solubilizado 1g de cloreto de aluminio (AICIs) em 50 mL de
alcool etilico absoluto, esta solucéo foi armazenada em fraco ambar (100 mL) sob
refrigeracdo (WAGNER et al., 1984).

4.1.6.3 Dragendorff

Solugédo A — 0,850g de subnitrato de bismuto (BiONO3.H20) em 10 mL de
acido acético glacial e 40 mL de agua destilada;

Solucéo B - 8g de iodeto de potassio (KI) em 20 mL de agua destilada.

ApoOs a preparacdo de cada uma das solucdes, se adiciona, aos poucos, a
solucéao A em B, resultando em uma solucao estoque. Para a pulverizagdo em CCD
se diluiu 2,0 mL de solugéo estoque em 4 mL de acido acético glacial e 20 mL de
agua destilada, esta acondicionada em frasco ambar (100 mL; WAGNER et al.,
1984).

4.1.6.4 Hidréxido de potassio a 5% em metanol

Para este reagente, foi solubilizado 2,5g de hidréxido de potassio (KOH) em
50 mL de metanol, esta solu¢do foi armazenada em fraco ambar (100 mL) sob
refrigeracdo (WAGNER et al., 1984).

4.1.6.5 Solucéo de ferrocianeto de potassio a 1% e Cloreto férrico a 2%

Para o ferrocianeto de potassio (CeFeKaNs) a 1%, foi solubilizada 0,259
deste soluto em 25 mL de agua destilada. Para a o cloreto férrico (FeCls) a 2%, foi

solubilizado 1g do soluto em 25 mL de agua destilada. Ambas as solu¢des foram
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armazenas em frasco ambar (100 mL) e sob refrigeracédo e somente no momento
do uso séo misturadas (WAGNER et al., 1984).

4.1.7 PREPARO DOS MEIOS DE CULTIVO
4.1.7.1 Meio Novy-Nicolle-Mcneal (NNN)

Para o preparo deste meio foram dissolvidos 14 g de Agar base e 6 g de
cloreto de sédio em 1000 mL de agua destilada. Em seguida, a mistura foi
submetida a aquecimento até a sua total dissolucdo, sendo autoclavada a
temperatura de 121° C por 30 minutos e reservada a 55° C em banho Maria para
nao solidificar, sendo em seguida adicionado o sangue de coelho desfibrinado (10
—15%) que foi adicionado a mistura estéril. O meio foi homogeneizado e distribuido
em tubos (5 mL/tubo), sendo estes inclinados até solidificacdo, apds solidificados
os tubos foram mantidos em posicao vertical a uma temperatura de até 30° C por
24 horas para exsudacéo completa do meio dentro do tubo. O preparo deste meio
segue o Protocolo Experimental do Instituto Evandro Chagas (IEC/SVS/MS).

4.1.7.2 Meio RPMI 1640 para Leishmania

No preparo do meio, utilizou-se recipiente de Erlenmeyer, onde se
acrescentou 200 mL de agua autoclavada e 10,4 g de meio RPMI 1640 (pd),
realizando uma dissolugcéo. Em seguida foi acrescentado 2 g de bicarbonato de
sédio e 5g de tampédo HEPES, completando um volume de 1000 mL com agua
autoclavada. O pH do meio foi verificado e ajustado sempre quando ndo se
encontrava em pH neutro (pH= 7,2). Logo apdés, usou-se membrana de 0,22 pm
para fitrar e esterilizar o meio, que foi mantido em recipientes estéreis a uma
temperatura de 4°C.Para confeccdo do meio suplementado para uso, utilizou-se 1
% de uma solucéo de penicilina G 10.000 Ul/mL e de estreptomicina 10.000 pg/mL
e 10% de soro fetal bovino desnaturado (56°C/20 min.), ou seja, para a confeccao
de 40 mL do meio RPMI suplementado foram adicionados 4 mL de soro fetal bovino
desnaturado (56°C/20 min.) e 0,4 mL de uma solugao de penicilina G 10.000 Ul/mL
e de estreptomicina 10.000 pug/mL. (IEC/SVS/MS; VEIGA, 2013).
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4.1.8.1 Espécie de Leishmania e cultivo

48

Neste estudo foram utilizadas cepas de formas promastigotas da espécie

Leishmania (L.) amazonensis (cedido pelo IEC/SVS/MS), isolado de caso humano

procedente do municipio do Estado do Para (Quadro 4).

Quadro 4: Desighacao da cepa de Leishmania utilizada no estudo.

. L Forma clinica de Origem
Registro Especie ; e
isolamento geogréfica
MHOM/BR/2012/M29719 Leishmania (L.) | Leishmaniose cuténea | Tomeé-Acu-Para.
amazonenses anérgica difusa (LCAD)

4.1.9 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

No presente estudo utilizou-se partes aéreas da espécie D. ambrosioides,
coletadas no municipio de Santa lIzabel do Para,localizado através da
geolocalizacdo a uma latitude 01°17'55" sul e a uma longitude 48°09'38" oeste. O
material foi coletado e encaminhado para o Herbario da Embrapa Amazoénia
Oriental (IAN), onde foi realizado a identificacdo da espécie e o depésito da exsicata
no acervo do herbario sob o registro: IAN 200.838. Além disso, realizou-se o
registro do uso da espécie para atividade em pesquisa no sistema nacional de
gestdo do patriménio genético e do conhecimento tradicional associado (SisGen),
sob o nimero de cadastro n° A598628.

4.2 Métodos
4.2.1 PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas e galhos da espécie D. ambrosioides foram higienizados em agua
corrente e em alcool 70%, para retirada de impurezas, posteriormente, foram secas
em estufa de ar circulante a 37°C por 7 dias. Em seguida, as folhas e galhos foram
pulverizados, separadamente, em moinho de facas até obtencédo dos pods, estes

foram acondicionados em frascos de vidro ao abrigo de luz e umidade.
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4.2.2 ESTUDOS QUIMICOS

Os pos da folha e do galho foram submetidos, separadamente, a
macerag¢ao com etanol 96 °G por 7 dias, na proporcao de 1:10 de (p/v). ApoOs esse
periodo, as solugbes extrativas foram filtradas e concentradas em evaporador
rotatério sob pressao reduzida até residuo, obtendo-se assim o extrato etandlico da
folha (EEF0) e extrato etandlico do galho (EEGa) de D. ambrosioides.

O extrato etandlico da folha e, posteriormente, do galho de D. ambrosioides
(EEFo; EEGa) foram submetidos separadamente a fracionamento pelo método de
extracdo em sistema de refluxo com solventes de polaridades crescentes (hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol). Para tal, 10 g do extrato etandlico foi
colocado em baléo de fundo redondo, adicionando 100 mL de cada solvente (100
mL) e aquecendo (40°C) por 20 minutos sob refluxo (Vale et al., 2015; Figura 11).

EEFo

EEGa
T Re-extragdo sob refluxo durante 20 min com hexano por 3 vezes, seguido de filtracdo.

FHFo | Residuo |

FHGa

Re-extracdo sob refluxo durante 20 min com diclorometano por 3 vezes, seguido
de filtragdo.

FDFo | Residuo |

FDGa Re-extragdo sob refluxo durante 20 min com acetato de etila por 3 vezes, seguido
de filtragdo.

FAEFo | Residuo |

de filtragdo.

FMeFo
FMeGa

Figura 11: Obtencao das fracdes de Dysphania ambrosioides por extracéo sob refluxo.

Legenda: Extrato etandlico folha (EEFo0); Fracdo de hexano folha (FHFo); Fracdo diclorometano
folha (FDFo); Fracdo acetato de Etila folha (FAEFo0); Fracdo metanol folha (FMeFo); Extrato
Etandlico galho (EEGa); Fracdo de hexano galho (FHGa); Fracédo diclorometano galho (FDGa);
Fracdo acetato de Etila galho (FAEGa); Fracdo metanol galho (FMeGa). O procedimento foi
realizado para o p6 de folhas e galhos,separadamente.

Fonte: Proprio autor.

FAEGa Re-extragdo sob refluxo durante 20 min com metanol por 3 vezes, seguido
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4.2.2.1 Caracterizacao de extrato e fracOes

Os extratos etandlicos e fragdes da folha e do galho de D. ambrosioides
foram submetidos a prospec¢do fitoquimica, onde foram analisados em
cromatografia de camada delgada (CCD). Pesou-se uma aliquota de cada amostra
cerca de 5 mg e solubilizou-se em 500 pL de metanol, armazenadas em tubos do
tipo eppendorf (2,0 mL). As classes de metabdlitos pesquisadas foram: triterpenos
heterosideos flavonicos, heterosideos antracénicos,

e esteroides, taninos,

cumarinas, saponinas, alcalbéides, polifenéis, geninas naftoquindnicas e

antraquinénicas. Utilizou-se silica gel como fase estacionaria, além de fases moveis

e reveladores especificos para cada classe de metabdlito a ser pesquisada,

conforme descrito no Quadro 5 (Wagner et al., 1984).

Quadro 5 - Condicbes utilizadas nas avaliagbes em cromatografia em camada delgada.

Revelador: Solucdes de ferrocianeto
de potassio a 1% e cloreto férrico a
2%.

Metabolito Condicdes Observactes
Fase mével: Cloroférmio: Metanol: Manchas de cor marrom ou alaranjada
Alcaldides Hidréxido de Aménio (85:15:0,2). (visivel)
Revelador: Dragendorff.
Observar em luz UV 365 antes e apods
Fase movel: Tolueno: Eter (1:1) | revelacdo, sendo observada intensificacdo da
. saturado com Acido acético (5 gotas). | fluorescéncia verde-azulada. Cumarina n&do
Cumarinas i Ay S ~
Revelador: Hidroxido de potassio a | substituida: fluorescéncia amarela-
5% em metanol. esverdeada apenas apOs tratamento com
hidréxido de potassio
Fase movel: Acetato de etila: Acido
Formico: Acido acético: Agua
. L. (100:11:11:27). Manchas de cor negro-azulada ou negro-
Polifendis ) o . s
Revelador: Solucdes de ferricianeto | esverdeada (visivel).
de potassio a 1% e cloreto férrico a
2%.
Fase movel: Acetato de etila: Acido
formico: Acido acético:Agua
Taninos (100:11:11:27). Manchas de cor negro-azulada ou negro-

esverdeada (visivel).

Heterosideos
flavonicos

Fase movel: Acetato de etila: Acido
formico: Acido acético:Agua
(100:11:11:27).

Revelador: Cloreto de aluminio a 2%
em metanol.

Observar em luz UV 365 antes e apés
revelagdo com cloreto de aluminio a 2%,
sendo observada intensificacédo da
fluorescéncia amarela. Flavonéides: observar
manchas de cor amarela (visivel) e
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fluorescéncia amarelo-esverdeada (UV 365 e
UV 254).

Heterosideos
antracénicos

Fase mével: acetato de etila: metano:
agua (81:11:8);

Revelador: hidréxido de potassio 5%
em metanol.

Antraguinonas: manchas de cor laranja ao
vermelho (visivel) e flourescéncia alaranjado
ao vermelho (UV365 e UV254); antronas e
antrandis: manchas amarelas (visivel) e
flourescéncia alaranjada (UV365 e UV254).

Geninas
naftoquinonas e
antraquinonas

Fase movel: tolueno: acetona:
cloroférmio (6:4);
Revelador: hidroxido de potassio 5%

em metanol.

manchas da cor laranja ao vermelho (visivel)
e flourescéncia de cor alaranjado ao vermelho
(UV365 e UV254); Antronas e antranais:
manchas amarelas (visivel) e flourescéncia
alaranjada (UV365 e UV254).

Saponinas

Fase moével: Cloroférmio: Metanol
(95:5).

Revelador: Anisaldeido.

Manchas de cor azul ou azul-violeta e zonas
amarelas (visivel).

Triterpenos e
Esteroides

Fase moével: Hexano: Acetato de etila
(8:2).

Revelador: Reagente de
Lieberbanm-Burchard.

Manchas marrons, roxas ou acinzentadas
(vis) e fluorescéncia do alaranjado ao
vermelho (UV 365 ).

Fonte: adaptado de Wagner et al., 1984.
Os extratos etanolicos das folhas e galhos foram analisados em

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), o desenvolvimento do método
cromatografico para analise dos extratos etandlicos, foi realizado Cromatografo
Liquido de Alta Eficiéncia da Shimadzu® (modelo Prominence LC20AT) acoplado
a DAD 254 a 355 nm. Uma aliquota de 13 mg do extrato foi solubilizada em 1 mL
de H20: metanol (2:8 v/v) e transferiu-se para o cartucho SPE C18. Posteriormente
filtrou-se com auxilio de filtro de seringa 0,45 um (hidrofilico), e transferiu-se para
frasco de HPLC (vial) em concentracédo de 5 mg/mL. A analise por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia procedeu-se com inje¢do automatica de 20 L, tendo
coluna C18- 25um (Phenomenex®) como fase estacionaria e agua/acetonitrila
como fase mével, utilizou-se o modo de eluicédo gradiente linear de 5-100% por 30
minutos.

Além disso, os extratos e fracdes das folhas e galhos foram submetidos a
uma segunda condicdo de analise em HPLC, sendo realizado Cromatografo
Liquido de Alta Eficiéncia da Alliance® 2695 (Waters) acoplado com detector de
arranjo fotodiodo (DAD) 210 a 600 nm. Uma aliquota de 10 mg da amostra foi
solubilizada em 1 mL de H20: metanol (2:8 v/v) e transferiu-se para o cartucho SPE
C18. Posteriormente filtrou-se com auxilio de filtro de seringa 0,45 pum (hidrofilico),
e transferiu-se para frasco de HPLC (vial) em concentragdo de 1mg/mL (1:1). A
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analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia procedeu-se com injecdo
automatica de 20 L, tendo coluna de fase reversa SunFireTM C18- 5um
(4.6x150mm; Waters) como fase estacionaria e H2.O/MeoH como fase movel, a
temperatura da coluna foi mantida a 40°C, utilizou-se o modo de elui¢ao gradiente
linear de 5-100% por 60 minutos.

Ademais, os extratos e fracbes foram submetidos a analises de
espectrometria de infravermelho (FTIR - Fourier Transform Infrared
Spectrophotometer), pela técnica ATR (Total Reflection and internal reflection). As
leituras foram realizadas na faixa de 400 cm-1 a 4000 cm-1 em ATR, usando um
espectrofotometro de infravermelho modelo (Shimadzu® IRPrestige-21).

Por fim, as amostras de extratos e fracdes foram analisadas em
espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio *H. Os
espectros de RMN de 'H foram obtidos em espectrometro BRUKER AVANCE DRX
400 MHz. O solvente utilizado na solubilizacdo das amostras foi o cloroférmio
deuterado. Os deslocamentos quimicos (&) foram medidos em ppm e as constantes
de acoplamento (J) em Hertz (Hz). Para processar os espectros utilizou-se o
programa TOPSPIN 3.0 - Bruker.

4.3.1 ATIVIDADE ANTILEISHMANIA

4.3.1.1 Cultivo e manutencao das formas promastigotas de Leishmania

As formas promastigotas da espécie L. (L.) amazonensis foram
primeiramente cultivas em meio NNN e posteriormente transferidas para o meio de
crescimento RPMI, sendo mantidas através de passagens semanais. Foram
transferidos 0,5 mL de suspensao de formas promastigotas para garrafas de cultura
de células, cada uma contendo 5 mL de meio RPMI completo. Em seguida,
observou-se o cultivo em microscopio invertido para verificacdo da viabilidade das
formas em meio RPMI. O cultivo do parasita em meio RPMI completo foi feito a
25°C £ 1°C (IEC/SVS/MS; VEIGA, 2013).
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4.3.1.2 Atividade antipromastigota

Para realizacdo do teste, o cultivo de formas promastigotas em fase
logaritmica de crescimento, foram reunidas por centrifugacdo em meio RPMI
completo a 3500 rpm por 10 minutos. O precipitado foi resuspendido em meio RPMI
completo (1,0 mL), e em seguida as promastigotas foram quantificadas em camara
de Neubauer e ajustadas em uma suspensao na concentragao correspondente a 4
x 108 parasitas/100 pL do cultivo (Veiga et al., 2017). A suspenséo de parasitos foi
distribuida em placas de 96 pocos de fundo chato previamente dosificados com as
amostras de extratos e fracbes, nas seguintes concentracfes: 200; 100; 50; 25;
12,5; 6,25 e 3,125 pg/mL (Figura 12). Como controle negativo utilizou-se uma
solucéo de meio de cultura e suspensao de parasito (suspenséao de promastigotas
e RPMI 1640), controle do solvente (MeOH volatilizado, suspensédo de promastigota
e RPMI 1640). Como controle positivo usou-se a anfotericina B, em diferentes
concentracdes (suspensao de promastigotas e Anfotericina B, nas concentragdes
de 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,5625; 0,78125 e 0,3906 pug/mL; Veiga et al., 2017). Em

seguida as placas foram incubadas (25 °C/24 h).
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Figura 12 - Desenho esquemaético das placas de 96 pocos e da distribuicdo das sustancias testadas
Legenda: qgn Controle negativo o Controle solvente % Branco
(- Controle positivo (] Exirato etandlico 5 > Fragdes

Apéds o periodo de incubacdo foram adicionados em cada poco, 10uL de
MTT (Brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium) (5mg/ml) em cada
poco, sendo a placa protegida da luz e incubada novamente por 4h (25°C) para
metabolizacdo do MTT e, formagdo dos cristais de formazam. Decorrido este

tempo, realizou-se aplicacdo de 10uL de Dimetilsulféxido (DMSO), seguido de
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agitacdo manual até completa solubilizacdo dos cristais de formazam.
Posteriormente, realizou-se a leitura da densidade Optica das amostras em leitor de
multiplacas sob o comprimento de onda de 490 nm. A viabilidade das formas
promastigotas foram avaliadas com base no metabolismo do MTT, sendo a mesma
proporcional ao valor da absorbancia gerada. A porcentagem de parasitos foi

calculada pela seguinte formula, adaptada de Ngure et al., (2009):

%viabilidade = abs. dos pocos com amostra — abs. do reagente (branco) x 100

abs. dos pocos sem amostra — abs. do reagente (branco)
abs = absorbancia
A concentracgdo Inibitoria 50% (Clso), € a concentra¢do que causa a reducao
de 50% das células em crescimento (viaveis) e foi determinada pelo programa
GraphPad Prism versédo 6.0 através da leitura realizada em leitor de placas de
ELISA, adotando-se os seguintes critérios Mota et al., (2015): A classificacdo

encontra-se no quadro 6.

Quadro 6. Interpretacdo dos resultados baseado na concentracgéo inibitoria a 50%.

Concentragao Inibitoria Clso pg/mL Resultados
Menor ou igual a 100 Ativo
Entre 101-200 Moderadamente ativo
Acima de 200 Inativo

Fonte: Mota et al., 2015.

4.4.1 ESTUDO IN SILICO E DOCAGEM MOLECULAR
Para a selecdo das moléculas submetidas aos estudos in silico foram
adotados alguns critérios:
1- Os estudos quimicos devem ter detectados a classe de metabdlito
secundario;
2- Os compostos devem ter sido isolados, anteriormente, desta espécie;
3- Possuir sua estrutura quimica ja elucidada e disponibilizada na literatura
4- Deve ter sido descrito atividade antileishmania para outras moléculas

pertencentes a esta classe e/ou para algum dos compostos isolados.
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Com base nos critérios estabelecidos realizou-se um levantamento
bibliografico, selecionando os principais flavonoides e terpenos isolados da espécie
D. ambrosioides, as informagfes bibliograficas foram consultadas através de
buscas utilizando as bases de dados Peridédicos CAPES, PubMed, Science Direct
e Pubchem, sendo empregado, por meio de buscas avancadas, as seguintes
palavras-chave: “Dysphania ambrosioides”, “metabolitos secundarios” e
“isolados”. Foram selecionadas 25 moléculas da classe de glicosideos flavénicos
e monoterpenos que foram submetidas ao estudo in silico por serem as maiores
classes isoladas em prospeccao fitoquimica da espécie.

Para que diferentes analises fossem realizadas in silico, as 25 estruturas
quimicas localizadas no banco de dados Pubchem foram redesenhadas em
modelos estruturais 2D (bidimensional) por meio do programa MarvinSketch
(versdo 2017.5.), sendo gerados arquivos no formato SMILES, MDL Molfile e PNG,
para que fossem submetidas nos programas de previsao para avaliar semelhanca
7com medicamentos e a seguranca dos flavonoides e terpenos selecionados, com
base nas caracteristicas fisico-quimicas, perfil farmacocinético e toxicidade.

Para previsdes de propriedades fisico-quimica utilizou-se o servidor pkCSM
(http://structure.bioc.cam.ac.uk/pkcsm) para avaliar os parametros da regra dos
cinco de Lipinski, que permite predizer aspectos relacionados a absorcédo e
permeabilidade de membranas celulares (coeficiente de particdo, lipofilicidade e
hidrofilicidade).

Para que a molécula tenha um bom perfil fisico-quimico, ela precisa seguir
0s seguintes parametros: massa molecular (MM) seja igual ou inferior (<) a 500
kDa; o coeficiente de particdo (Log P) seja <5; numero de Aceitadores de Ligagao
de Hidrogénio (ALH) <10; e Doadores de Ligagdo de Hidrogénio (DLH) <5. A
solubilidade da substdncia em meio aquoso quando menor que 10 pg/mL e
classificada como baixa; entre 10 e 60 pg/mL se classifica como uma molécula de
solubilidade moderada; e quando maior que 60 ug/mL: alta solubilidade (Silva,
2015). Para uma boa avaliacdo, os compostos devem possuir poucas ou henhuma
violagédo da RO5, para garantir absorgcéo ou permeabilidade adequada (Lipinski et
al., 1997).

Para a predicdo dos parametros de absorcao, distribuicdo, metabolismo e
toxicidade utilizou-se os servidores online PreADMET e o ADMETIlab. A previséo
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de absorcdo por meio de modelos de células Caco-2 (diferenciadas de
adenocarcinoma de célon humano) e células MDCK (Madin-Darby canine kidney),
obtidas de células renais, possuem notavel correlacdo de semelhanca na absorcao
de drogas como modelo de barreira celular para avaliar o transporte epitelial
intestinal de drogas (Irvine et al.,, 1999; Avdeef & Tam, 2010). Os programas
também avaliam a permeabilidade cutdnea em modelos de células intestinais
humanas (AIH).

Em relacdo a interpretacdo, os programas oferecem valores de referéncia
baseados em estudos in vitro para avaliacdo da farmacocinética, sendo
considerados 0s seguintes critérios: Absorcao Intestinal Humana (AIH): 0-20%
baixa absorgcédo, 20-70% moderada absorcdo, > 70% elevada absorcao (Yee,
1997); Permeabilidade em células Caco2 e MDCK: baixa permeabilidade < 4
nm/sec, média permeabilidade 4-70 nm/sec e alta permeabilidade > 70 nm/sec
(Yaszdanin et al., 1998); Ligacdo as proteinas plasmaticas: >90% ligada
fortemente, entre 30 e 90% ligacdo moderada e <30% fracamente ligadas;
Permeabilidade cutédnea se classifica como alta quando menor que 0,1 e baixa
permeabilidade quando maior que 0,1 (PreADMET, 2021).

Para avaliacdo dos aspectos de toxicidade das moléculas isoladas foram
utilizados os softwares: PreADMET e Protox. Para as predicdes no software
PreADMET, foram avaliadas a mutagenicidade por teste ames com as seguintes
cepas de Samonella: TA100-10RLI, TA100-NA; TA1535-10RLI e TA1535-NA e
carcinogenicidade em ratos e camundongos, sendo indicado se positivo (+) ou
negativo (-) para cada um dos efeitos. Para as predi¢cdes no software PROTOX
foram avaliadas a dose téxica em roedores (DLso) € a classificacdo de toxicidade
(Drwal et al., 2014), e efeitos toxicos como: hepatotoxicidade, carcinogenicidade e
mutagenicidade (Hansen et al., 2009; Bento et al., 2014; Schrey et al., 2017,
Banerjee; Dehnbostele; Preissner, 2018), sendo indicado se positivo (+) ou
negativo (-) para cada um dos efeitos. Quanto a predicéo de toxicidade via oral em

roedores segue a seguinte classificacao, tabela 1:
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Table 1: Parametros adotados para classificacdo da toxicidade oral aguda (DLsg oral)

Classificacao DLso (mg/kg) Interpretacédo
I 0<DLso< 5 Fatal se ingerido
Il 5 < DLso <50 Fatal se ingerido
1] 50 < DLso < 300 Toéxico se ingerido
v 300 < DLsp <2000 Nocivo se ingerido
\V 2 000 < DLsp < 5000 Pode ser prejudicial se ingerido
\ DLso >5000 Nao téxico

DLso= Dose letal

Para selecdo de moléculas promissoras para estudos de docagem utilizou-
se 0s seguintes critérios:

1. Fisico-quimico: Nao violar mais de uma a regra de Lipinski;
2. Toxicologico: apresentar baixa toxicidade, ndo ser hepatoxico e mutagénico
para mais de um modelo testado.

Para docagem as moléculas selecionadas foram preparadas a partir de
arquivos SMILES, baixados dos bancos de dados ZINC e eMolecules® (Irwin et al.,
2012). Na selecédo do alvo levou-se em consideragao as principais vias metabdlicas
e enzimas estudadas como alvo para desenvolvimento de novos farmacos
antileishmania, sendo estes, alvos proteicos estratégicos importantes para
sobrevivéncia dos parasitas de Leishmania, envolvidos no mecanismo do equilibrio
redox e mecanismo de viruléncia (De Melos, 2012; Figueiredo et al., 2018).

Baseado nessas informacdes, foram selecionadas as principais proteinas
envolvidas no mecanismo de sobrevivéncia do parasito, em seguida foi feito a
pesquisa para ver quais proteinas alvos ja foram cristalografadas. Selecionou-se
assim, as estruturas cristalinas das enzimas apresentados na tabela 2, que foram
obtidas do banco de dados PDB (Protein Data Bank) (Berman, 2000).

O Docking Molecular foi utilizado para explorar as possiveis conformacdes
do ligante com o receptor de ligacdo, estimando a forca de interagdo proteina-
ligante, as moléculas foram desenhadas e preparadas a partir das estruturas
obtidas na literatura sendo desenhadas do programa ChemSketch ®, e preparadas
para a docagem no programa BIOVIA ®, os alvos foram obtidos da base de dados
Protein Data Bank (PBD).

As simulacgbes de docagem molecular foram realizadas usando o programa
GOLD 2020.1 (Cambridge Crystallographic Data Centre - CCDC, Cambridge, UK),

que utiliza um algoritmo genético para gerar e selecionar conformacgbes de
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compostos flexiveis que se ligam ao local do receptor de uma proteina (Jones et
al., 1995). E foram acoplados aplicando a funcédo de pontuacdo GoldScore, com
pesquisa 100% eficiente, sendo que aquelas com maior pontuacdo na funcgéo
GoldScore, foram realizadas as andlises das interagcbes com o0s aminoacidos
utilizando o programa BIOVIA ®. Como método de validagcdo do Docking, foi
realizado o redocking, que consiste em reacoplar o ligante cristalografado no sitio
ativo, prevendo sua conformacéo, sendo considerado como valido, aqueles que
possuiam RMSD (Root Mean Square Deviation) menor que 2 Angstrons.

Tabela 2- C4digo PDB das enzimas com suas respectivas resolucoes.

Enzima Cdédigo Via metabdlica / Resolugio (A) Coordenadas de
PDB Funcao grid (A)
GP63 1LML® Mecanismo de 1,86 09,92 x 22,18 x
viruléncia 07,99
Tripanotiona 2WOH® Metabolismo redox 3,00 29,13 x 20,93 x
redutase 45,14

Referéncias: 1-Schlagenhauf et al., 1998, 2- Baiocco et al., 2009.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDOS FITOQUIMICOS

Os extratos etandlicos obtidos das folha D. ambrosioides (EEFo,
rendimento= 8,3) e dos galhos (EEGa, rendimento= 5,35%) foram submetidos ao
fracionamento sob refluxo que resultou em 4 fracGes para cada extrato: fracado de
hexano (FHFo- rendimento de 28%; FHGa- 12,6%), fracdo diclorometano (FDFo-
8,32%; FDGa- 2,73%); fracdo acetato de etila (FAEFo= 8,08%; FAEGa=1,78%) e
fracdo de metanol (FMeFo- 32%; FMeGa- 37,4%; Tabela 3).

Em relacéo ao procedimento extrativo utilizado para a obtencao dos extratos
foram satisfatorios, visto que, em outro estudo os percentuais de rendimentos foram
menores (2,18% das folhas e 1,97% para os galhos) do que os obtidos no presente
estudo (Grassi, 2011). Observou-se que para os dois extratos que a fracéo
majoritaria foi de metanol, seguido da fracdo hexano (Tabela 3). De D.
ambrosioides ja foram isolados flavondides que sdo compostos glicosilados, com
maior polaridade (Ghareeb et al., 2016) e isto pode estar relacionado ao maior

rendimento das fracdes de metanol.

Tabela 3. Rendimento dos extratos e fragcdes de D. ambrosioides.

RENDIMENTO (%)

EXTRATO OU FRACAO

FOLHA GALHO
Etanol 8,3% 5,35%
Hexano 28% 12,6%
Diclorometano 8,32% 2,73%
Acetato de etila 8,08% 1,78%
Metanol 32% 37,4%

Fonte: Proprio autor.

Os extratos etandlicos e fracdes, da folha e do galho, de D. ambrosioides
foram submetidos a prospeccao fitoquimica, utlizando-se o meétodo de
cromatografia em camada delgada (Wagner et al., 1984). Os resultados da
prospeccdo para os extratos e fracdes detectaram a presenca de metabdlitos

pertencentes a classe dos terpenos e esteroides, heterosideos flavonicos,
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cumarinas e saponinas (tabela 4). Todos os extratos e fracfes analisados foram
positivos para a presenca de terpenos e esteroides, com excec¢ao das fracdes de
metanol, esta classe é facilmente retido em solvente de baixa e média polaridade
(Soares et al., 2016), desta forma é provavel uma maior concentracao desta classe
na fracdo de hexano e diclorometano.

Para os heterosideos flavénicos, os extratos (EEFo e EEGa) e as fracfes
(FAEFo, FMeFo, FAEGa e FMeGa) foram positivos para a presenca deste
metabdlito. Esta classe tem afinidade por solventes de maior polaridade como
acetato de etila e metanol (Soares et al., 2016), desta forma, é possivel que os
compostos flavonicos sejam encontrados em maior quantidade nas fracGes
correspondentes a estes solventes, isso pode estar relacionado ao maior
rendimento nas fracées de metanol.

Além disso, observou-se a presenca de saponinas para os extratos (EEFo
e EEGa) e as fracdes (FDFo, FAEFo, FMeFo, FAEGa e FMeGa) e a presenca de
cumarinas somente nas amostras do galho, no extrato (EEGa) e nas fragbes
(FDGa, FAEGa e FMeGa,; Tabela 4). Achados semelhantes foram observados em
prospeccao fitoquimica, pelo método de CCD, que utilizou o extrato etandlico das
partes aéreas de D. ambrosioides e detectou a presenca de triterpenoides,
compostos flavonicos e saponinas, além de taninos, alcaloides e 6leo volateis que
foram ausentes nas anadlises reportadas neste estudo (Okhale et al., 2012). O
extrato hidroalcodlico de D. ambrosioides foi submetido a prospeccéao fitoquimica
pelo método de reagentes de precipitacdo, detectou-se a presenca de triterpenos
e esteroides, cumarinas, fendis e taninos (Valério, 2014). Da mesma forma, foi
reportado em outro estudo, a presenca de flavondides e terpenos, e a auséncia de
alcaldides, polifendis e taninos para o extrato etandlico das partes aéreas da
espécie (Nascimento et al., 2020).

As divergéncias em relagdo a composi¢cdo quimica desse para os demais
estudos podem estar relacionadas as metodologias empregadas e as diferentes
partes da planta utilizadas nos estudos. Ademais diferengas nos locais de origens
das espécies como sazonalidade, disponibilidade hidrica, exposicdo a luz e
temperatura, sdo fatores que expde as plantas a mudancas metabodlicas e
fisiologicas periodicas, devido aos ajustes as condicdes locais (Magalhaes et al.,
2005).
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Tabela 4 - Resultados da prospeccéo fitoquimica de D. ambrosioides.

Extratos
Metabo!lt_os FOLHA GALHO
secundarios
EE FH FD FA FM EE FH FD FA FM

Alcaloides - - - - - - - - - .
Cumarinas - - - - - + - + + +
Heterosideos + i i N N . ] ) N N
Flavénicos
Polifenodis - - - - - - - - - R
Taninos - - - - - - - - - R
Saponinas + - + + + + - - + +
Triterpenos e + + + + i} + + + + -

Esteroides

Legenda: (+) presenca; (-) auséncia; EE — Extrato Etandlico; FH — Fracdo Hexano; FD — Fracéo
Diclorometano; FA — Fracdo Acetato de Etila; FM — Fracdo Metanol.
Fonte: Préprio autor.

Os extratos etandlicos (EEFo e EEGa) foram submetidos a andlises
exploratérias por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e por métodos de
espectrometria. Na primeira condicdo cromatografica, as analises por HPLC foram
realizadas em comprimento de onda de 254 nm e 355 nm para verificacdo dos
metabdlitos secundarios presentes nos extratos, as analises dos espectros de UV
foi realizada através da comparacao com os dados disponiveis na literatura.

O espectro de UV-VIS caracteristico de flavonoides inclui duas bandas de
absorcao (Figura 13), sendo, a banda I, caracteristica do grupo cinamoil do anel B
gue se encontra na regiao de comprimento de onda (A) que varia de 310 a 350 nm
para as flavonas, enquanto nos flavondis é encontrada entre 350 a 385 nm
(Harborne et al., 1977; Tsimogiannis et al., 2007). A banda II, caracteristica do
grupo benzoil do anel A, que é encontrada na faixa de 240 a 280 nm, sendo
semelhante entre os diversos subgrupos de flavonoides (Harborne et al., 1977,

Tsimogiannis et al., 2007).
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Figura 13: Estrutura quimica geral de um flavonéide com bandas de absor¢cao em UV
Fonte: Brigido, (2016).

Os cromatogramas obtidos dos extratos EEFo e EEGa (Figura 14; Tabela
5), apresentaram picos com tempo de retencdo semelhantes, que variaram entre
1,69 min a 13,20 min, sugerindo a presenca de compostos de média e alta
polaridade, como derivados de flavonoides.

No cromatograma do EEFo observou-se picos majoritarios com tempo
médio de retencéo em (Tr 9,46 min) e espectro de UV com absorbancia de A = 255
nm e 349 nm, em (Tr 10,06 min) com A =263 nma 341 nm, e em (Tr 11,8 min) com
absorbancia A = 264 nm e 344 nm. Os espectros de UV com picos observados
entre 255 nm a 264 nm sdo sugestivos da banda Il (anel A, porcdo benzoil),
enquanto que os picos detectados entre 341 nm a 349 nm pode estar relacionados
com a banda | (anel B, porgéo cinamoil), sendo sugestivos para flavonéides.

Para o EEGa, observou-se sinais de maior intensidade com tempo médio
de retencdo em Tr 1,69 min com absor¢éao em UV A= 255 nm e 352 nm, em Tr 10,13
min com A= 265 nm e 343 nm, e com menor intensidade em Tr 9,96 min com A de
264 nm e 344 nm. Esses picos no ultravioleta sdo caracteristicos de bandas de
flavonodides. De acordo com Fossen e Andersen (2006), os picos dos
cromatogramas obtidos por HPLC-DAD com bandas em UV entre 240-285 nm séo
referentes a banda A, por¢ao benzoil, e 300-550 nm a banda B, porc¢éo cinamoail,
estéo relacionados a presenca de derivados de flavonoides.

Nesse sentido, através das analises de HPLC, verificou-se que os extratos

etandlicos da folha e do galho apresentam perfil fitoquimico similar, sendo
observado a presenca de compostos flavonicos em sua composi¢do, sendo esse

possivelmente um dos componentes majoritarios da planta. Ademais, os resultados
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encontrados nessas analises corroboram com a literatura da espécie que
descrevem a presenca desta classe.

O extrato hidroalcodlico das folhas de D. ambrosioides e suas fracdes
(cloroférmio, acetato de etila e butanol), foi analisado por HPLC-DAD e observou-
se que o extrato e as fracOes, apresentaram os compostos flavénicos rutina,
quercetina e crisina com absorgdo Amax entre 313 nm a 365 nm (Jesus et al., 2017).
Outro estudo analisou o extrato metanodlico das sementes de D. ambrosioides por
HPLC, onde foram identificados os compostos rutina, quercetina e kaempferol
(Bano et al., 2022).

Barros e colaboradores (2013), avaliaram o extrato metandlico das partes
aéreas da espécie por HPLC-DAD-MS e observaram espectros no UV
correspondente a flavonas e derivados de flavondis, sendo a maioria deles
derivados da quercetina com absor¢gao Amax de 354 nm e kaempferol com Amax
de 346 nm. Ademais, a partir de extratos da espécie D. ambrosioides ja foram
isolados alguns flavonoides, como a quercetina, o Kaempferol e derivados de
kaempferol (Jain et al., 1990; Ghareeb et al., 2016).
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Figura 14: Cromatogramas e espectros de UV dos extratos de D. ambrosioide.
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tempo de varredura de 30 min. em gradiente linear de 5 a 100 %, empregando-se agua deionizada
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(eluente A) e acetonitrila (eluente B), fluxo de 0,5 mL/min., temperatura 40°C, injetando-se 20 uL e
deteccdo em UV com comprimento de ondas: 254 nm e 355nm.
Legenda: A- Extrato etandlico folha (EEFo0); B- extrato etandlico galho (EEGa).

Tabela 5: comparacdo dos resultados obtidos nas analises em cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a arranjos de diodos (HPLC-DAD)

Extrato Tempo de Retencéo (min) Absorbéancia UV Classe Literatura
(nm) detectada
9,47 255 - 349 Flavondides
EEFo 10,06 263 — 341 Flavondides = Composto flavonicos
11,85 264 — 344 Flavondides derivados de
1,69 255 — 352 Flavondides ~ kaempferol (1) (2) e
EEGa 9,96 264 — 344 Flavondides quercetina (3)
10,13 265 - 343 Flavonéides

Legenda: A- Extrato etandlico folha (EEF0); B- extrato etandlico galho (EEGa).
Referéncia: 1- ZOHRA et al., 2018; 2- ZAGO et al., 2019; 3- KANDSI et al., 2021.

Na condi¢cdo cromatogréfica 2, os extratos e as fracdes das folhas e galhos
foram submetidos a analise exploratoria por HPLC-DAD, visando identificar demais
compostos, sendo feitas analises em UV em comprimento de onda entre 210 a
600nm. Dentre os picos com maior intensidade selecionados em cada uma das
amostras, foi possivel notar que o extrato EEFo, fracdo FAEFo e fracdo FMFo
apresentam compostos de média e alta polaridade, com tempos de retencdo
semelhantes, o EEFo apresentou bandas em 26.38 min. (Amax = 265.4 nm e 346.0
nm) e em 29.94 min. (Amax = 265.4 mm e 348.4 nm; Figura 15), a FAEFo evidenciou
bandas em tempo de retencdo em 26.42 min. (A= 265.4 nm e 347 nm) e em 30.0
min. (A= 266.6 mm e 367 nm) e a FMeFo exibiu bandas com tempo de retencédo em
28.75 min. (265.4 nm e 346.0 nm) e em 32.51 min. com maximos de absorbancia
em 265.4 nm e 348.0 nm. Os sinais encontrados no extrato EEFo e nas fracdes
FAEFo e FMeFo sdo sugestivos para presenca de metabdlitos pertencentes a
classe dos flavondides, visto que os derivados desta classe tém padrées espectrais
de absorcdo no UV/VIS com maximos de absorcao entre 254,8 e 256 nm que sao
caracteristicas do anel A — porcdo benzoil, e as absorcées em 300 e 400 nm
caracteristicos do anel B — porcao cinamoil da estrutura base dos flavonoides
(Arapitsas, 2008; Simdes et al., 2013)

No entanto, a fracdo FHFo e FDFo, evidenciaram tempo de retencdo em
52.61 minutos e em 52.01 minutos, respectivamente (Figura 15), onde n&o foi
possivel detectar nenhuma classe de metabdlitos secundarios, visto que o0s

espectros nao apresentaram padrdao de absorbancia em UV. Entretanto, tais
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solventes possuem afinidades por compostos de baixa polaridade, como os
terpenos e triterpenos que foram detectados anteriormente em CDD e que ja foram
isolados da espécie, nesse sentido, é possivel que a classe esteja presente nas
fracbes FHFo e FDFo. O ndo aparecimento da classe em HPLC pode ser
justificado, pois a classe dos terpenos ndo possui grupo cromoéforo com
absorbancia em UV, devido a baixa absorcdo em UV néo é indicado o emprego do

detector de ultravioleta para terpenos (Silva, 2017).
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Figura 15: Cromatogramas e espectros de UV dos extratos e fragdes das folhas de D. ambrosioide.

Condi¢8es cromatograficas: coluna de fase reversa SunFire C18-5um (4.8x150mm; Waters): eluicdo em gradiente: H20/Met (proporc¢ao 5-100%);
deteccédo: 210-600 000; temperatura: 40°C, vazdo: 5 L/min.

Legenda: A- Extrato de etanol folha (EEFo0); B- Fracdo hexano folha (FHF0); C- Fracdo diclorometano folha (FDFo); D- Fracdo acetato de etila folha
(FAEFO0) e E- fracdo metanol folha (FMeFo).
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Nas analises cromatograficas do extrato e fragcdes do galho, observou-se os
picos de maior intensidade que foram selecionados em cada uma das amostras,
sendo possivel notar banda no extrato EEGa com tempo de retengdo em 26.63 min.
(Amax = 363.0 nm), ja a fracdo FAEGa registrou banda com tempo de retencdo em
29.13 min. (Amax = 266.6 nm e 321 nm; Figura 16) e 33.15 min. (A= 265.4 e 347
mm), a fracdo FMeGa exibiu banda com tempo de retencdo em 26.51 min. (Amax
=255 nm e 348 nm) e 29.94 min. (Amax= 265 mm e 336 nm). As similaridades entre
0s tempos de retengao e caracteristicas de absor¢cdo em UV indicam que tratar-se
de compostos de média e alta polaridade presente no extrato EEGa e nas fracdes
FAEGa e FMeGa, sendo sugestivo para flavondides, visto que esta classe tem
caracteristicas espectrais no UV/VIS com maximos de absor¢éo entre 340 e 370
nm que pode estar relacionado com a banda | (anel B, por¢ao cinamoil), enquanto
gue os picos na faixa em 255 e 270 é sugestivo da banda Il (anel A, porcéo benzoil)
(Simdes et al., 2013; Manach et al., 2004; Arapitsas, 2008).

Os cromatogramas das fracoes FHGa e FDGa, nao apresentaram padroes
de absorbancia em UV, ndo sendo possivel a deteccdo de classes de metabdlitos
secundarios, no entanto, € provavel a presenca de terpenos nessas amostras
devido a afinidade dessa classe por solventes de baixa polaridade.

Os padrdes cromatograficos foram semelhantes entre as amostras das
folhas e galhos, assim como aos resultados encontrados na primeira analise
cromatografica dos extratos, sugerindo a presenca de compostos flavénicos, sendo
estes provavelmente uma das classes majoritarias da espécie. Ademais, nota-se
que os resultados deste estudo corroboram com os presentes na literatura, visto
que em andlises em HPLC-DAD dos extratos hidroalcoolico, acetato de etila e
metanol das partes aéreas de D. ambrosioides detectaram a presenca de
flavonoides, e dos derivados de kaempferol e quercetina (Jesus, et al., 2017,
Assaide et al., 2019).
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Figura 16: Cromatogramas e espectros de UV dos extratos e fracdes dos galhos de D. ambrosioide.

Condigdes cromatograficas: coluna de fase reversa SunFire C18-5um (4.8x150mm; Waters): eluigdo em gradiente: H.O/Met (propor¢éo 5-100%);
detecgéo: 210-600 000; temperatura: 40°C, vaz&o: 5 L/min.

Legenda: A- Extrato de etanol galho (EEGa); B- Fracdo de Hexano galho (FHGa); C- Frac&o diclorometano galho (FDGa); D- Fracéo acetato de etila
galho (FAEGa) e E- Fracéo de metanol galho (FMeGa)
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Os espectros na regido do infravermelho dos extratos EEFo e EEGa
apresentaram bandas semelhantes (figura 17), onde observou-se sinais na faixa de
3195 cm a 3352 cm?, que indicam a presenca do grupo —OH, —-NH- e C—H, visto
que bandas na regidao de 3600—-3200 cm-1 de estiramento axial, indicam a presenca
desses grupos. Além disso, observou-se banda forte e intensa em 2922 cm
referente a vibracdo do estiramento (C-H), em 1614 cm™ e 1627 cm™ as vibracdes
sugerem a presenca de ligacdo dupla entre Carbono e Oxigénio (C=0), que
absorve em torno da regido 1600 cmt. Também é sugestivo a presenca de anéis
aromaticos, ja que esses sdo absorvidos na faixa de 1600-1500 cm™ (Silverstein e
Webster, 2000; Pavia, 2010).

As bandas identificadas na faixa de 1456 cm™* e 1450 cm™? sugerem a
presenca de dupla ligacdo de carbonos no anel aromatico (C = C), visto que,
absorcdes de intensidade média a forte na regido de 1600 cm™ a 1450 cm,
implicam normalmente em anel aromatico (Silverstein e Webster, 2000; Pavia,
2010). Observou-se que bandas na faixa de 1396 cm™ e 1376 cm™ podem ser
referentes a dobramento do grupo -C-H em alcanos, visto que estes absorvem na
faixa de 1450 a 1375 cm* (Pavia, 2010). Verificou-se também formacéo de bandas
na faixa de 1041 cm™? e 1013 cm, que correspondem a ligacdo —C-O e houve
registro de bandas nas faixas de 828, 895, 714 e 696 cm-1 essas vibracOes
sugerem ligacbes de C—H do anel benzénico (Figura 17; Tabela 5; Silverstein e
Webster, 2000; Pavia, 2010).
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Os espectros de infravermelho das fracdes obtidas do extrato etandlico das
folhas (Figura 18; Tabela 6), registraram bandas em comum na faixa de 3216 cm
a 3359 cm, que indica a presenca de grupos —OH e —NH—, apresentaram bandas
fortes na faixa de 2915 cm a 2851 cm?, sendo essas vibracdes caracteristica do
estiramento C-H em alcanos ou aldeidos (Silverstein e Webster, 2000; Pavia,
2010). As fracdes evidenciaram bandas leves na faixa de 2340 cm?, indicam a
presenca da ligacéo -C=C e C=N de alcinos e nitrilas, visto que essas vibram em
2300-2000 cm™ (Silverstein e Webster, 2000; Pavia, 2010). Observou-se sinais na
faixa de 1710-1600 cm?, que sugerem a presenca de ligag6es duplas entre carbono
e oxigénio (—C=0), caracteristicas do grupo funcional carboxila, visto que esses
apresentam bandas na faixa de 1720-1670 cm?' (Pavia, 2010). Ademais,
evidenciou-se bandas na faixa de 1400 a 1332 cm, que séo referentes a
dobramento do grupo —CH e sugerem dupla ligacdo, as mesmas, registraram
bandas fortes na faixa de 1059 a 1013 cm™, e sugerem a presenca da ligagdo (—
C-0-) de alcool, éteres e fendis, visto que esses produzem uma banda forte no
intervalo de 1261-1016 cm™ (Silverstein e Webster, 2000; Pavia, 2010).

As andlises de infravermelho das fracdes do galho (Figura 18; Tabela 5),
apresentaram bandas em comum entre si, observou-se sinais na faixa de 3341 a
3352 cm?, que indica a presenca de grupos —OH e —NH-, e bandas na faixa de
3032 a 2992 cm, indicando a presenca de ligagcbes de —C—H em alcanos ou
aldeidos. Observou-se bandas leves na regido de 2353 cm, que indica a presenca
de ligacbes —C=C ou C=N. Além destas, evidenciou-se sinais na faixa de 1710 a
1610 cm™, indicando a presenca de ligagbes —C=0, caracteristicas do grupo
carboxila. As fragGes evidenciaram bandas na faixa de 1300 a 1127 cm™, indicando
a presenca de ligacdes —C—-O-— presentes alcoois, éteres, ésteres, acidos
carboxilicos e anidridos. Além disso, observou-se bandas na faixa de 1376 a 1390
cm? e de 899 a 649 cm-1, que indicam a presenca de ligacdes do tipo —CH
(Silverstein e Webster, 2000; Pavia, 2010).

Os espectros de infravermelho das amostras das folhas e dos galhos foram
semelhantes e sugerem a presenca dos mesmos grupos funcionais e compostos
quimicos (Tabela 6). Sendo observados a presenca de compostos hidroxilados,
carbonilados e anéis aromaticos, entre 0s seus grupos funcionais. A presenca de

aneis aromaticos e compostos hidroxilados, sdo comuns em compostos fendlicos
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como flavondides e cumarinas bem como terpenos e esteroides, o que em
conjuntos com as analises de prospeccédo por CCD sugere a presenca desses
compostos nas amostras das folhas e galhos.

Desta espécie j4 foram isolados os monoterpenos, 4-hidroxi-4(aouf)-
isopropil-2-metil-2-ciclohexen-1-ona e  1-metil-4B-  isopropil-1-ciclohexeno-
4a,5a,6a-triol dos galhos de D. ambrosioides, e observou no espectro infravermelho
dessas substancia a presenca de hidroxilas (3340, 3442 e 3379 cm—1) e carbonilas
(1648, 1676 e 1441 cm-1; HOU et al., 2017), que foram semelhantes ao encontrado
neste trabalho.

Outro estudo isolou alguns glicosideos flavonicos, como o kaempferol e seus
derivados Kaempferol 3-a-ramnopiranosideo-4'-p-xilopiranosideo e Kaempferol 3-
a-ramnopiranosideo-7-p-xilopiranosideo, onde os espectros de infravermelho dos
compostos apresentaram hidroxilas (3425 — 3350 cm?), carbonilas (1695 - 1456
cm?), além de bandas que sugerem dupla ligagdo aromatica (1658 — 1308 cm,;
GHAREEB et al., 2016).Tais registros corroboram com os achados deste estudo,
sugerindo assim que os extratos e fracdes das folhas e dos galhos possuem
compostos da classe dos terpenos e flavonoides, sendo estes provavelmente as

classes predominantes da espécie.
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Figura 18: Espectro de absor¢éo no infravermelho das fragfes obtidas do extrato etandlico.
Legenda: (A) fracBes da folha e (B) fragbes do galho

Tabela 6: Regifes de absorcdo de ligacdo das moléculas dos extratos e suas fracdes

Bandas de absor¢é&o (cm-1)
Tipos de ligacédo
EE FH FD FAE FMe
Folhas
3352 3349 3356 3359 3216 —OH; —-NH-
2922 2922 2915 2915 2851 -H-C-

- 2340 2340 2340 2354 —-C=C; C=N
1627 1710 1640 1660 1600 —C=0-
1450 1372 1376 1365 1400 —C-H—; -C=C-
1013 1013 1034 1027 1059 —-C-O-
828 719 696 664 714 —C—H-

Galhos
3195 3341 3341 3352 3352 —OH; —NH-
2922 2922 2925 2925 3032 -H-C-

- 2353 2353 2353 2353 —C=C; C=N
1614 1710 1703 1660 1614 —C=0-
1456 1372 1376 1376 1390 —C-H-; -C=C-
1041 1169 1127 1201 1031 -C-0O-
895 718 649 661 899 —C—H-

Legenda: Extrato etandlico (EE), fracdo de hexano (FH), fracdo de diclorometano (FD), fracdo de

acetato de etila (FAE), fragcdo de metanol (FMe).
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Os extratos e fracbes da folha e do galho foram submetidas a analises de
espectrometria de ressonancia magnética nuclear. Nos espectros de RMN de H
das amostras da folha, os deslocamentos que aparecem na ampla faixa entre 0.5
e 4.0 ppm sendo caracteristicos para a presenca de hidrogénios do grupo amina
(R-N-H), sendo possivel notar sinais de deslocamento quimico entre 6 0,58 — 2,80
ppm no extrato EEFo, & 0,81 — 2,76 ppm na fragcdo FHFo, & 0,56 — 1,67 ppm na
fragcdo FDFo, & 0,09 — 1,74 ppm na fragdo FAEFo e 6 0,87 — 1,62 ppm na fracao
FMeFo (Figura 19), ambos sugerem a presenca que de hidrogénios metinicos e
metilénicos, presentes em estruturas quimica de terpenos (Pavia, 2010;
Nascimento et al., 2020).

Além disso, nos espectros de RMN do extrato e fragcdes, observou-se sinais
de deslocamento quimico entre & 3,50 — 5,59 ppm no extrato EEFo, 6 3,50 — 5,58
ppm na fracdo FHFo, & 3,23 — 5,78 ppm na fracdo FDFo e & 2,80 — 3,5 ppm na
fracdo FAEFo, ambos apresentaram sinais na faixa entre 3,23 e 4,30 ppm
sugestivos de hidrogénios de grupos metilicos e oximetinicos ligados a carbonos
oxigenados e hidroxilas de unidades glicosidicas, sugerindo a presenca compostos
glicosilados na espécie, como heterosideos de flavonicos e glicosideos flavénicos
(Figura 19), os espectros de RMN 1H de compostos glicosilados sao caracterizados
por sinais entre & 3,00 - 4,50 ppm referentes aos hidrogénios carbindlicos dos
compostos, o intervalo para os hidrogénios da hidroxila dos alcoois (-C-O-H)
presentes em compostos glicosilados é variavel e pode prolongar- se de 6 2,5 a
5,0.

Ademais, os sinais entre & 5,0 a 5,59 ppm podem estar relacionados aos
hidrogénios olefinicos e os ésteres (R-O-CH-) que sédo geralmente encontrados no
mesmo sinais de deslocamentos que a maioria dos alcoois de 3,5 a 4,5 ppm, ambos
foram detectados nas amostras analisadas, esses grupos funcionais sao
comumente encontrados em estruturas de compostos flavonicos e terpenos
(Mcmurry, 1996; Kehlbeck et al. 2014; Silverstein et al., 2000).
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Figura 19: Espectro de ressonancia de magnética nuclear de hidrogénio de extratos e fra¢des da folha

Legenda: A- Extrato de etanol folha (EEF0); B- Fracdo hexano folha (FHFo); C- Fracéo diclorometano folha (FDFo); D- Fracdo acetato de etila folha (FAEFO0)

e E- fragdo metanol folha (FMeFo).
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As andlises de RMN de 'H das amostras do galho foram semelhantes ao
encontrados nas folhas, com pequenas variacbes nos deslocamentos quimicos,
sugerindo a presenca de terpenos e flavondides. Sendo possivel notar sinais de
deslocamento quimico entre & 0,02 — 2,80 ppm no extrato EEGa, 6 0,83 — 2,38 ppm
na fracdo FHGa, & 0,80 — 2,79 ppm na fracdo FDGa, & 0,83 — 2,95 ppm na fracao
FAEGa e 6 0,89 — 1,63 ppm na fracdo FMeGa (figura 20), ambos sugerem a
presenca que de hidrogénios metinicos e metilénicos, presentes na estrutura
quimica dos terpenos (Pavia, 2010; Nascimento et al., 2020).

Além disso, nos espectros de RMN do extrato e fracGes, observou-se sinais
de deslocamento quimico entre & 3,00 — 4,78 ppm no extrato EEGa, 6 3,22 — 5,41
ppm na fracdo FHGa, 6 3,01 — 4,18 ppm na fracdo FDGa, & 3,01 — 3,88 ppm na
fracdo FAEGa e © 3,15 e 4,90 ppm na fracdo FMeGa (figura 20), ambos
apresentaram sinais sugestivos de hidrogénios de grupos metilicos e hidroxilas de
unidades glicosidicas, sugerindo a presenca compostos glicosilados na espécie,
que podem ser atribuido aos heterosideos e glicosideos flavénicos. Ademais, é
possivel detectar sinais de hidrogénios de hidroxila dos alcoois (-C-O-H) presentes
em compostos glicosilados que varia de 6 2,5 a 5,0 e de ésteres (R-O-CH-) que sao
geralmente encontrados em sinais de deslocamentos de 3,5 a 4,5 ppm (Silverstein
e Webster, 2000; Pavia, 2010).

Observa-se que a composi¢cdo quimica para as amostras derivadas das
folhas e galhos sdo semelhantes, no entanto, pode ocorrer variagdo nos teores de
metabodlitos presentes em cada uma das amostras. Desta forma, quando
comparado os espectros obtidos das amostras das folhas e galhos, nota-se que os
sinais quimicos sdo mais evidentes nas amostras da folha, sendo possivel que os

compostos quimicos estejam maiores teores nesta parte da planta.
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Legenda: A- Extrato de etanol galho (EEGa); B- Fragdo hexano galho (FHGa); C- Fracao diclorometano galho (FDGa); D- Fracao acetato de etila galho
(FAEGa) e E- fracao metanol folha (FMeGa).




77

A Tabela 7, mostra os valores de deslocamentos quimicos (8) obtidos dos
extratos, comparados com terpenos isolados da espécie, desta forma observou-se
que os extratos demonstram sinais e valores de deslocamento semelhantes as
substancias isoladas, desta forma sugere que composto desta classe estejam
presentes nas amostras estudadas, ademais na D. ambrosioides, a classe dos
terpenos é considerada como majoritaria na espécie (Gille et al., 2010; Hallal et al.,
2010).

Tabela 7: Deslocamento quimicos obtidos de extratos D. ambrosioides e dados da literatura de
terpenos isolados da especie.

Picos 8 H (ppm)- RMN *H
EEFo EEGa 1* EEFo EEGa 2%
2 3,68 3,64 3,77 5,74 5,64 6,50
3 3,52 3,21 3,56 5,77 5,04 6,40
5 1,27 1,27 1,20 1,41 1,44 1,49
6 2,06 2,04 2,00 2,06 2,04 1,99
7 1,41 1,44 1,37 1,35 1,27 1,36
8 1,78 2,03 1,98 2,00 1,70 1,91
9 0,98 0,90 0,99 0,98 0,91 0,99
10 0,96 0,93 0,96 0,98 0,90 0,99

Referéncia: 1- 1,2,3,4-Tetrahidroxi-p-mentano; 2- Ascaridol *trivellato Grassi, 2011.
Legenda: EEFo — extrato etandlico folha e EEGa — extrato etandlico galho

5.2. ATIVIDADE ANTILEISHMANIA
5.2.1 Atividade antipromastigota

Os extratos e fracOes obtidos da folha e do galho foram submetidos a
avaliacao da atividade antileishmania contra cepas de formas promastigotas de L.
amazonensis. Os extratos etanodlicos (EEFo e EEGa) nas concentracdes testadas
mostraram-se moderadamente ativos contra promastigota de L. amazonensis com
concentragdes inibitorias 50% (Clso) de Clso= 145,9 pg/mL e Clso= 189,2,
respectivamente.

No entanto, quando se compara as Clso, observa-se que o EEGa (Clso=

189,2 + 0,27 pg/mL) apresentou uma atividade antipromastigota inferior ao EEFo
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(Clso= 145,9 pg/mL + 0,09 pg/mL; tabela 8), ambos possuem perfil quimico
semelhante, logo a distincdo nas atividades pode estar relacionada as diferencas
nos teores dos constituintes quimicos dos extratos. Outro estudo, avaliou o extrato
hidroalcodlico de D. ambrosioides, e apresentou atividade moderada in vitro sobre
formas promastigotas de L. (L.) amazonensis (Clso = 151,9 yg/mL; Bezerra et al.,
2006), semelhante ao encontrado neste estudo.

Com a hipétese que o fracionamento talvez contribuisse para a atividade
antipromastigota, os extratos brutos obtidos das folhas e galhos de D. ambrosioides
foram submetidos ao fracionamento com solventes de diferentes polarides (hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol). A polaridade do solvente utilizado no
processo de fracionamento permite obter fracbes com composi¢cdes quimicas
diferentes, e isso pode interferir na resposta biolégica e pode se obter frages ativas
ou inativas.

Observou-se que o fracionamento do extrato bruto obtido das folhas
contribuiu para a atividade antipromastigota, obtendo resultados melhores que do
extrato (FHFo Clso= 133,8 pg/mL; FDFo Clso= 88,3 pg/mL e FAEFo Clso= 118,7
pg/mL; tabela 8). Da mesma forma, no extrato bruto obtido da galhos, observou-se
que o fracionamento contribuiu para atividade, sendo observadas respostas
similares as fragbes das folhas (FHGa Clso= 172,9 pg/mL; FDFo Clso= 97,6 pg/mL
e FAEFo Clso= 163,2 pg/mL; tabela 8)

No presente estudo, foram obtidas fragdes inativas contra promastigota de
L. amazonensis como as fracbes de metanol (FMeFo e FMeGa, ambas com Clso=
>200 pg/mL), moderadamente ativas (FHFo, FHGa, FAEFo e FAEGa) e ativas
(FDFo e FDGa, tabela 8). Quando se relaciona estes resultados aos estudos
quimicos, a fracdo diclorometano foi a mais promissora e parece conter terpenos e
estes serem 0s responsaveis pela atividade, ou pode resultar do sinergismo entre
0s terpenos e demais constituintes de média polaridade.

Outro estudo, avaliou a atividade antileishmania em formas promastigota de
L. amazonensis do extrato hidroalcoolico obtido das folhas de D. ambrosioides
(EHDA), bem como de suas fragbes (hexano-FHDA, acetato de etila-FAEDA e
cloroformio-FCDA), sendo obtidas Clso superiores a 100ug/mL (EHDA= 151,9
pg/mL; FHDA= 177 ug/mL; FCDA= 220 ug /mL; FAEDA= >500 ug /mL; Reis et al.,
2012). No entanto, observou-se que o fracionamento n&o contribui para atividade
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antileishmania, resultado diferente ao obtidos neste trabalho, cujo os resultados
foram mais promissores, tais diferenca pode estar relacionados ao método de
extracdo e fracionamento que pode interferir diretamente nos compostos quimicos
presentes nas amostras de extratos e fragoes.

Em sintese quando se relaciona os dados da atividade biolégica observa-se
que o fracionamento contribuiu para a obtencdo de fragcbes mais ativas sobre
promastigota de L. amazonensis, sendo as amostras derivadas das folhas mais
promissoras que as derivados do galho. Além disso, as amostras possuem
atividade antileishmania semelhantes, provavel que a composicdo quimica
responsavel pelo efeito inibitdrio se encontra em concentracdes préximas em todas
as fracOes, esta atividade pode estar relacionado a presenca de terpenos, pois de
acordo com os estudos quimicos, é a classe que estd presente em todas as
amostras, com excecdo das fracbes de metanol. As fracdes mais promissoras
foram as de diclorometano apresentando menor concentracao inibitoria (FDFo Clso
= 88,3 uyg/mL e FDGa Clso = 97,6 ug/mL; Tabela 8), podendo estar relacionado ao
sinergismo dos terpenos e demais compostos presentes nas fracoes.

Da classe dos terpenos, o ascaridol ja foi isolado da espécie D.
ambrosioides, e obteve atividade frente as formas promastigota e amastigota de L.
amazonensis (Clso= 0,1 pg/mL e Clso= 0,3 pg/mL, respectivamente; Monzote et al.,
2014). Outro estudo avaliou o efeito dos principais componentes terpénicos
isolados de D. ambrosioides contra L. amazonensis e verificou-se o efeito inibitério
contra formas promastigotas (ascaridol Clso= 0,1 pg/mL, carvacrol Clso= 0,15 pg/mL
e cariofileno Clso= 4,9 pg/m), além disso observou um efeito sinérgico da
combinacdo de ascaridol e carvacrol contra promastigotas de L. amazonensis
(Pastor et al., 2015). Desta forma € provavel que a atividade antileishamia da
espécie, assim como das fra¢des diclorometano contra a forma promastigota deve
estar relacionada aos terpenos, principalmente.

O mecanismo de acdo dos monoterpenos pode estar relacionado a varios
alvos, estudos recentes sugerem que estes compostos devem atuar promovendo
perturbacdes na integridade e permeabilidade de membranas dos parasitos, bem
como na alteragcdo na morfologia das formas promastigotas, interferindo nas
funcdes basicas dos parasitos, além disso o0 mecanismo de acao pode envolver o

acumulo nos niveis de espécie reativas de oxigénio (ROS), uma das vias que
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envolve o aumento nos niveis de radicais superoxidos pode ser decorrente da
inibicdo da via da tripanotiona redutase (TR), desencadeando uma diminuicdo no
potencial de membrana mitocondrial e subsequente diminui¢cdo nos niveis de ATP
intracelular, levando a morte do parasito (Ribeira, 2011; Monzote et al., 2018;

Chacodn-vargas et al., 2022)

Tabela 8 — Atividade antipromastigota de Dysphania ambrosioides em Leishmania amazonensis

AMOSTRAS Clso £ SD (ng/mL) INTERPRETAGAO
EEFo 145,9 + 0,09 Moderadamente ativo
FHFo 133,8+0,12 Moderadamente ativo
FDFo 88,3 + 0,06 Ativo
FAEFo 118,7 £ 0,16 Moderadamente ativo

FMeFo >200 Inativo

EEGa 189,2 + 0,27 Moderadamente ativo

FHGa 172,9+ 1,09 Moderadamente ativo

FDGa 97,6 £ 0,33 Ativo

FAEGa 163,2+0,91 Moderadamente ativo

FMeGa >200 Inativo
Anfotericina B 0,069 + 0,004 Ativo

Legenda: Clso — Concentracéo inibitoria 50%; Extrato etandlico folha (EEF0); Fracdo de hexano
folha (FHFo); Fracdo diclorometano folha (FDFo); Fracdo acetato de Etila folha (FAEFO0); Fracdo
metanol folha (FMeFo); Extrato Etandlico galho (EEGa); Fracdo de hexano galho (FHGa); Fracédo
diclorometano galho (FDGa); Fracdo acetato de Etila galho (FAEGa); Fracdo metanol galho
(FMeGa). O procedimento foi realizado para o p6 de folhas e galhos,separadamente.

Fonte: Préprio autor
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5.3 ESTUDO IN SILICO E DOCAGEM MOLECULAR

5.3.1 Predicdo dos aspectos fisico-quimicos, farmacocinéticos e toxicologicos
(ADMET)

De acordo com a literatura cientifica (Vital et al., 2023; Zohra et al., 2019; Sa
et al., 2013), evidencia-se a presenca de flavonoides e terpenos na espécie D.
ambrosioides que podem ser promissores para atividade bioldgica, nesse sentido,
visando avaliar os parametros fisico-quimicos, farmacocinéticos e toxicologicos
desses compostos, foram selecionados os flavonoides: (1) Quercetina; (2)
Isorhamnetina; (3) Kaempferol; (4) kaempferol 3-O-a- L -1 C 4-ramnopiranosideo
(afzelina); (5) Kaempferol 3-O-a-1-1C4-ramnosil-( 1 " —2")-B -D-4C1-
xilopiranosideo; (6) kaempferol-7-O-a-L-1-C4—ramnopiranosideo; (7) Kaempferol-
3-ramnoside-4'-xilosideo; (8) Kaempferol  3-ramnosideo-7-xilosideo;  (9)
Kaempferol-7-ramnoside; (10) Scutellarein-7-O-ramnosyl-(1—2)-ramnosyl (1—2)-
ramnosideo; (11) Scutellarein-7-O-ramnosyl-(1—2)-ramnosideo e (12) Quercetina-
7-O-alfa-L-ramnopiranosideo (Figura 21). Também selecionou-se os terpenos: (13)
1,4-Dihidroxip-mento-2-eno; 14) (-)-(2S,4S)-p-Mentha-1(7),8-dien-2-hidroperoxido;
(15) (2R,4S)-p-Mentha-1(7),8-dien-2-hidroperoxido; (16) Cis-p-Ment quarenta 1(7),
8ol-2; (17) (1R,4S)-p-met-2-en-1-ol; (18) (-1S,4S)-p-Mentha-1(7),8-dien-2-
hidroperoxido; (19) Ascaridol; (20) 1,2,3,4-tetradroxi-p-metano; (21) 4-hidroxi-4(a
ou B)-isopropil-2-metil-2-ciclohexeno-1-ona; (22) 1-metil-43-isopropil-1-
ciclohexeno4a,5a,6a-triol; (23) (1S, 2S, 3R, 4S)-1-metil-4-(propan-2-il)ciclohexano-
1,2,3,4-tetrol; (24) (1R,2S)-3-p-meten-1,2-diol; (25) chenopanona; (Figura 21).
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Figura 21: Estruturas dos compostos isolados selecionados de D. ambrosioides

Legenda: 1 — Quercetina; 2 — Isorhamnetina; 3 — Kaempferol; 4 — Kaempferol 3-O-a-L1 C4-ramnopiranosideo (afzelina); 5 kaempferol 3-O-a-L-1 C4 -
ramnosil-(1"—2")-B-D-4 C1 -xilopiranosideo; 6 - : kaempferol 7-O-a-L-1 C4 —ramnopiranosideo; 7 - Kaempferol 3-ramnosideo-4'-xilosideo; 8 - Kaempferol
3-ramnosideo-7-xilosideo; 9 - Kaempferol 7-ramnosideo; 10 - Scutellarein-7-O-ramnosyl-(1—2) ramnosyl (1—2) ramnosideo; 11 - Scutellarein-7-O-
ramnosyl-(1—2) ramnosideo; 12 - Quercetina-7-O-alfa-L-ramnopiranosideo 13) 1,4-Dihidroxip-mento-2-eno; 14°)(-)-(2S,4S)-p-Mentha-1(7),8-dien-2-
hidroperoxido; 15) (-)-(2R,4S)-p-Mentha-1(7),8-dien-2-hidroperdxido; 16) Cis-p-Menthadiene-I(7),80l-2; 17) (1R,4S)-p-met-2-en-1-ol; 18) (-1S,4S)-p-
Mentha-1(7),8-dien-2-hidroperoxido; 19) Ascaridole; 20) 1,2,3,4-tetraidroxi-p-metano; 21) 4-Hidroxi-4(a ou B)-isopropil-2-metil-2-ciclohexeno-1-ona; 22) 1-
metil-43- isopropil-1-ciclohexeno4a,5a,6a-triol; 23) (1S,2S,3R,4S)-1-metil-4-(propan-2-il)ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; 24) (1R,2S)-3-p-meten-1,2-diol; 25)
chenopanona.
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Inicialmente, foi realizada uma avaliacado das caracteristicas fisico-quimicas
das moléculas para verificar se atendiam a regra de Lipinski (RO5). Ao seguir esta
regra, existe elevada possibilidade do composto quimico ter uma adequada
biodisponibilidade por via oral, pois isso atribui maior solubilidade e permeabilidade,
especialmente, daguelas moléculas absorvidas por difusdo passiva ou facilitada
(Chen et al., 2020; Mignani, 2018).

Em relacdo ao perfil fisico-quimico, observou-se que os compostos que
violaram a regra de Lipinski foram, majoritariamente, da classe dos flavonoides e,
destes todos possuem uma ou mais molécula de glicose em sua estrutura (Tabela
9 e figura 21). As violacdes ocorreram para os flavonoides glicosilados (5), (7), (8),
(10), (11) e (12) devido as caracteristicas de maior polaridade e elevada massa
molecular desses metabolitos, 0 que resulta diretamente em um processo de
absorcdo prejudicado (Abegdo, 2016). A maioria dos monoterpenos analisados
apresentam baixo peso molecular, estando na faixa estabelecida por Lipinski,
indicando que estes compostos terdo maior facilidade em atravessar as
membranas por serem moléculas pequenas e lipossoluveis. Um ponto bastante
positivo dos flavonoides € a elevada solubilidade em meio aquoso, bem como para
os terpenos, com excecdo do composto 17. Além disso, 0s terpenos apresentam
um bom perfil de lipossolubilidade (Tabela 9, pagina 85).

As moléculas (5), (7), (8), (10), (11) e (12) violaram mais de um parametro
da regra de Lipinski, sendo estes: massa molecular (MM), coeficiente de
solubilidade (Log P); niumero de aceptores de hidrogénio (nADH) e numero de
doadores de hidrogénio (nDLH) (tabela 8). A elevada MM das moléculas é um dos
principais limitantes da permeacéo pelas barreiras fisioldgicas, o que inclui baixa
distribuicdo pela BHE. Violacdes do nALH e nDLH, implicam em baixa
biodisponibilidade oral (Veber et al., 2002). Um nimero excessivo de DLH prejudica
a permeabilidade ao passar do meio hidrofilico para o hidrofébico, devido ao
excesso de quebra nas ligacbes (Mendes, 2019). Um maior numero de ALH
também parece estar relacionado a formacdo de pontes de hidrogénio no sitio
alostérico das CYP influenciando na biodisponibilidade (Ferreira et al., 2017).

O LogP (coeficiente de particdo octanol-agua ou lipofilicidade), permite
determinar o grau de hidrofobicidade das moléculas, este influencia diretamente na

absorcdo do farmaco e na biodisponibilidade, substancias que apresentam logP
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maior que 1 sdo mais soluveis em meio organico e com valores menores que 1
apresentam maior solubilidade em meio aquoso (Testa et al., 2000). Desta forma,
Lipinski et al., (1997) descrevem que o valor ideal de logP deve estar na faixa de
0,4 a +5,6. Neste estudo, quase todas as moléculas apresentam logP dentro do
parametro estabelecido, a considerar (5), (6), (7), (8), (12) e (21), que apresentaram
valores abaixo do esperado para o coeficiente de particdo, indicando que estas sédo
mais solUveis em meio aquoso e possivelmente apresentam dificuldade de serem
absorvidos pelas membranas plasméticas. Em sua maioria, 0s glicosideos
flavénicos apresentam logP mais baixo do que os monoterpenos, indicando que a
classe monoterpénica € mais lipossoluvel.

A figura 22, mostra o esquema boiled-egg que prevé a absorcao intestinal e
a permeacao cerebral de moléculas de baixo peso molecular a partir dos céalculos
de lipofilicidade e polaridade (Daina; Zonete, 2016). Os programas previram que
para as moléculas (5), (7), (8), (10) e (11) tiveram mais de 2 violacbes na RO5 e
ndo foram detectados no gréafico boiled-egg, pois teoricamente ndo ocorreria
solubilizag&o e consequente absorcéo intestinal (tabela 8 e figura 21), que refletem
diretamente na absorc¢éo e biodisponibilidade de farmacos (Karalis et al., 2008). O
programa mostrou que o flavonoide (12) e o terpeno (23) atravessam as barreiras
fisiol6gicas e que, teoricamente, serdo eluidos pela glicoproteina P (GpP), enquanto
os demais terdo sua permeacao por difusao passiva ou facilitada. A GpP pode atuar
no transporte dos farmacos do intestino para o sangue, mas também pode facilitar
o efluxo dessas substancias no TGI, impedindo sua absor¢éo (Araujo, 2015).

Em relacdo ao perfil farmacocinético, todas os compostos da classe dos
terpenos, bem como os flavonoides (1), (2) e (3), atenderam a esse critério,
parecendo possuir boa absorcdo cutanea e intestinal (tabela 9). Compostos
glicosilados possuem menor capacidade de atravessar as barreiras fisioldgicas e
as agliconas dos flavonoides sédo cinco vezes mais absorvidas que 0s seus
compostos glicosilados através das células Caco-2 (Liu; Hu, 2002). Nesse caso, as
agliconas poderdo demonstrar uma absor¢do maior, na medida em que s&o
metabolizadas em moléculas com menor peso molecular e menor polares que a
sua forma glicosilada (Abegédo, 2016). O peso molecular destes compostos
influencia na absorcao pelas membranas bioldgicas, desta forma, quanto maior o

peso molecular maior serd o grau de dificuldade para o composto permear
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membranas, indicando que possivelmente tem menos possibilidade de ser
disponivel por via oral (Lipinskl et al., 1997).

As moléculas que chegam a corrente sanguinea poderdo ser distribuidas
para diferentes 6rgdos e tecidos, podendo chegar a barreira hematoencefalica
(BHE), atravessa-la e exercer efeitos sobre o SNC, dependendo do seu grau de
lipofilicidade e peso molecular (Bentes, 2016). Quando se deseja farmacos que
atuem no SNC esses precisam atravessar a BHE de forma ampla, como previsto
para os terpenos (13), (14), (15), (16), (17), (18), (19) e (24), que sao mais
lipossoluveis. No entanto, moléculas que conseguem se difundir pela BHE podem
desencadear, além de acdo farmacolégica, efeitos adversos como toxicidade
(Martins et al., 2021). Os terpenos (20) e (25) atravessam de forma moderada, e as
moléculas da classe de flavonoides e os terpenos (21), (22) e (23) parecem nao
atravessar a BHE, provavelmente devido a caracteristica mais hidrossollvel dessas

moléculas e ao peso molecular (Silverthorn, 2017).

Figura 22 - Esquema Boiled-Egg para absorcdo/permeacdo de moléculas pelas barreiras
fisiolégicas
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5 moléculas fora do alcance!

Legenda: 1) Quercetina; 2) Is’o'rhamhe'tina;h?,) Kaempferol; 4) Kaempferol 3-O-a-L1 C4-—
ramnopiranosideo (afzelina); 9) Kaempferol 7-ramnosideo; 12°) Quercetina-7-O-alfa-L-
ramnopiranosideo  13)  1,4-Dihidroxip-mento-2-eno;  14°)(-)-(2S,4S)-p-Mentha-1(7),8-dien-2-
hidroperoxido; 15) (-)-(2R,4S)-p-Mentha-1(7),8-dien-2-hidroperéxido; 16) Cis-p-Menthadiene-
I(7),801-2; 17) (1R,4S)-p-met-2-en-1-ol; 18) (-1S,4S)-p-Mentha-1(7),8-dien-2-hidroperoxido; 19)
Ascaridole; 20) 1,2,3,4-tetraidroxi-p-metano; 21) 4-Hidroxi-4(a ou B)-isopropil-2-metil-2-
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ciclohexeno-1-ona; 22) 1-metil-43- isopropil-1-ciclohexeno4a,5a,6a-triol; 23) (1S,2S,3R,4S)-1-metil-
4-(propan-2-il)ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; 24) (1R,2S)-3-p-meten-1,2-diol; 25) Chenopanona.
Parametros avaliados: Barreira Hematoencefalica (BBB); Absorgdo pelo Trato Gastrointestinal
(AIS); Eluicdo pela Glicproteina P (PGP+); Eluicdo ndo ocorre pela Glicoproteina P (PGP-). os
pontos localizados na gema do ovo cozido sdo moléculas que permeiam a barreira
hematoencefélica (BBB), os pontos localizados na clara do ovo cozido referem-se as moléculas que
sdo absorvidas passivamente pelo trato gastrointestinal (AlS), os pontos azuis sdo moléculas que
podem ser efluidas do SNC pela Glicoproteina P (PGP+) e os vermelhos séo as moléculas que néo
séo efluidas do SNC pela Glicoproteina P (PGP-). Moléculas fora do alcance indica absor¢ao ruim.

ApoGs a solubilizacdo e passagem através das barreiras do TGI para o
sangue, as moléculas tendem a se ligar as proteinas plasmaticas (PP) e/ou aos
componentes do sangue, como a albumina e a glicoproteina P (Franco et al., 2007).
Somente a fracdo ndo-ligada se liga ao sitio de acdo, procedendo do efeito
terapéutico (Yang et al., 2006). Em relagéo a ligacao a proteina plasmatica (LPP) a
maioria dos flavonoides e os terpenos (17) e (25) parecem ligar-se fortemente a PP
(>75%). No geral os terpenos, se ligam de forma moderada (>30% e <75%) e a
molécula (21) (4-Hidroxi-4(a ou [)-isopropil-2-metil-2-ciclohexeno-1-ona) se liga
fracamente as proteinas plasméticas (<30%), tendo melhor distribuicdo e seguindo
o grau de ligacdo a proteinas plasmaticas de alguns medicamentos (tabela 9)
(Parfitt, 1999).

Em relacdo ao efeito de primeira passagem, com excecédo das moléculas (5),
(7) e (8), todas as demais estruturas sofrem reacfes oxidativas catalisadas pelas
enzimas microssomais hepaticas citocromo P450. Quanto maior o numero de
isoformas inibidas, maior sera a interacao desses compostos com outros farmacos,
0 que pode gerar a presenca de reacfes adversas (Habenschus, 2017).

Em relacéo ao tempo de meia-vida de eliminagdo (T¥2) em horas, previu-se
que tanto os flavonoides quanto os terpenos possuem um T2 alto (>3h) em sua
maioria, mas os compostos (7), (8), (11), (15) e (17) possuem uma meia vida curta
(<3h), podendo ser eliminados mais rapidamente, o que levaria a necessidade de
maior frequéncia de doses durante o dia. Em relacdo a taxa de excrecao (TE), em
teoria, a maioria dos terpenos e os flavonoides (1), (2), (6), (12), apresentam baixa
TE o que sugere que outras vias estdo envolvidas no processo de eliminagéo
desses compostos que esta relacionado com o maior T2 atribuido a esses

compostos.
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Tabela 9: Predicéo de propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas de isolados de D. ambrosioides

FISICO-QUIMICA ABSORCAO DISTRIBUICAO BIOTRANSFORMACAO EXCRECAO
MM  LogP nALH nLDLH LogS Cutdnea MDCK Caco2 AlH LPP BHE Inibicéo Substrato TY% TE
1 302,24 1,98 7 5 Alta Alta Media Media Media Alta Baixa 1A2e 3A4 Nao Ruim Media
2 316,26 2,29 7 4 Alta Alta Media  Media Alta Alta Baixa 1A2e 3A4 2C9 Ruim Media
3 286,05 2,65 6 4 Alta Alta Media  Media Alta Alta Baixa 1A2 2C9 Ruim Baixa
4 432,11 0,78 10 6 Alta Alta Baixa Media Media Alta Baixa 3A4 2C9 Médio Baixa
5 740,66 -2,89 19 11 Alta Alta Baixa Media Baixa Media Baixa Nao Nao Ruim Baixa
6 434,44 0,22 9 6 Alta Alta Baixa Media Media Alta Baixa Né&o GpP Médio  Media
7 564,59 -0,74 14 8 Alta Alta Baixa Media Baixa Alta Baixa 2C9e2C19 3A4 Excelente  Baixa
8 564,49 -1,10 14 8 Alta Alta Baixa Media Baixa Alta Baixa Néo Néo Excelente Baixa
9 432,38 0,72 10 6 Alta Alta Baixa Media Media Alta Baixa Néo Nao Médio Baixa
10 726,68 -158 18 10 Alta Alta Baixa Baixa Media Media Baixa Nao GpP Ruim Baixa
11 578,52 -0,36 14 8 Alta Alta Baixa Media Media Alta Baixa Naéo GpP Excelente Baixa
12 448,38 0,48 11 7 Alta Alta Baixa Media Media Alta Baixa 2C9e 2C19 Nao Ruim Media
13 170,25 1,47 2 2 Alta Alta Media  Media Alta Media Alta 2C9 2C19 Médio Media
14 168,23 2,77 2 1 Alta Alta Alta Media Alta Media Alta 2C19e2C9 3A4 Médio Media
15 168,23 2,77 2 1 Alta Alta Alta Media Alta Media Alta 2C19e2C9 3A4 Excelente Media
16 152,23 2,28 1 1 Alta Alta Alta Baixa Alta Media Alta Nao 3A4 Médio Media
17 138,25 3,24 0 0 Baixa Alta Alta Media Alta Alta Alta 2C9e 2C19 2C1§AiA2’ Excelente Media
18 168,23 2,22 2 1 Alta Alta Media  Media Alta Media Alta 2C19e2C9 1A2; Médio Baixa
19 168,23 2,45 2 0 Alta Alta Media  Media Alta Media Alta 2C9 2C19 e 2D6 Médio Media
20 202,29 0,91 3 3 Alta Alta Alta Baixa Media Media Media 2C9 CYP2C19 Médio Media
21 172,18 -0,66 4 3 Alta Alta Baixa Media Media Baixa Baixa Nao GpP Médio Baixa
22 186,25 0,44 3 3 Alta Alta Media Media Media Media Baixa 2C9 CYP2C19 Médio Media
23 204,26 -0,36 4 4 Alta Alta Baixa Media Media Media Baixa 2C19 Nao Médio Baixa
24 170,25 1,47 2 2 Alta Alta Alta Media Alta Media Alta 2C9 2C19 Médio Media
25 18221 147 3 0 Alta Alta Media Media Alta  Alta  Media  2C9 20 % Ruim Media

Legenda: 1) Quercetina; 2) Isorhamnetina; 3) Kaempferol; 4) Kaempferol 3-O-a-L1 C4-ramnopiranosideo (afzelina); 5) kaempferol 3-0-a-L-1 C4 -ramnosil-(1"—2")-B-D-4 C1 -xilopiranosideo(1); 6) kaempferol 7-O-a-L-
1 C4 —ramnopiranosideo(3); 7) Kaempferol 3-ramnosideo-4'-xilosideo; 8) Kaempferol 3-ramnosideo-7-xilosideo; 9) Kaempferol 7-ramnosideo; 10) Scutellarein-7-O-ramnosyl-(1—2) ramnosil (1—2) ramnosideo; 11)
Scutellarein-7-O-ramnosyl-(1—2) ramnosideo; 12) Quercetina-7-O-alfa-L-ramnopiranosideo 13) 1,4-Dihidroxip-mento-2-eno; 14°)(-)-(2S,4S)-p-Mentha-1(7),8-dien-2-hidroperdxido; 15) (-)-(2R,4S)-p-Mentha-1(7),8-dien-
2-hidroperéxido; 16) Cis-p-Menthadiene-I(7),80l-2; 17) (1R,4S)-p-met-2-en-1-ol; 18) (-1S,4S)-p-Mentha-1(7),8-dien-2-hidroperoxido; 19) Ascaridole; 20) 1,2,3,4-tetraidroxi-p-metano; 21) 4-Hidroxi-4(a ou 3)-isopropil-2-
metil-2-ciclohexeno-1-ona; 22) 1-metil-4B- isopropil-1-ciclohexeno4a,5a,6a-triol; 23) (1S,2S,3R,4S)-1-metil-4-(propan-2-il)ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; 24) (1R,2S)-3-p-meten-1,2-diol; 25) Chenopanona. Parametros
avaliados: massa molecular (MM) <500 (g/mol); Log P <5; niumero de Aceitadores de Ligagao de Hidrogénio (nALH) £10; nimero de Doadores de Ligacéo de Hidrogénio (nDLH) <5; Solubilidade em Meio Aquoso (LogS):
<10 pg/mL: Baixa solubilidade; 10-60 pg/mL: Solubilidade moderada; >60 pg/mL: alta solubilidade. Permeablilidade cutéanea — alta permeabilidade: <0,1, Baixa permeabilidade: > 0,1. Permeabilidade em células Caco2
e MDCK - Alta permeabilidade: >70 nm/sec, Média permeabilidade: 4-70 nm/sec, Baixa permeabilidade <4 nm/sec. Absorcéo Intestinal Humana — Alta absorg¢éo: 70-100%, Absorcdo moderada: 20-70%, Mal absorvida:
0-20%. Ligacdo as proteinas plasmaticas — Fortemente >75%, moderadamente >30 e <75, Fracamente <30%. Distribui¢do na Barreira hematoencefélica — Alta distribuicdo > 2,0, Média distribui¢cdo 2,0-1,0, Baixa
distribuicdo >1,0. *Biotransformac&o via Citocromo P450 - Substrato Glicoproteina P (gpP). Tempo de meia vida (T %2): 0-0,3: excelente; 0,3-0,7: médio; 0,7-1,0: ruim. Taxa de Excregdo (TE): >15 ml/min/kg: depuragao
alta; 5-15 ml/min/kg: depurag&o moderada; <5 ml/min/kg: depurag&o baixa.
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Em relacdo aos parametros de toxicidade, todos flavonoides e os
terpenos, avaliados no teste in silico apresentaram resultado positivo para um ou
mais dos parametros avaliados, seja de toxicidade aguda, cardiotoxicidade,
hepatotoxicidade, mutagenicidade e/ou carcinogenicidade (Tabela 10).

Os resultados de dose letal oral capaz de matar 50% da populacéo
testada (DL50) sugere que grande parte dos flavonoides foram classificados
como nocivos (classificacdo V), as moléculas (7) e (8) aparentemente sao as
mais toxicas (classificacao Ill). O flavonoide 12 e a maioria dos terpenos foram
apontados pelo programa como atoxicos (classe VI) e a molécula 14 como
prejudicial (classe V).

Em relagédo ao teste AMES de mutagenicidade, somente os flavonoides
(4), (5), (6), (8), (9), (10) e (11) apontaram resultado positivo frente as cepas
mutantes de S. typhimurium, em relacdo aos terpenos, as estruturas (13), (16) e
(23) ndo reverteram a mutacdo em nenhuma das cepas bacterianas, ndo
apontando potencial mutagénico. Dos compostos avaliados quanto ao potencial
carcinogénico em roedores, somente os flavonoides (1), (2), (3), (5) e (13) foram
carcinogénicos frente a ratos e camundongos, ja 0s terpenos apresentaram
maior potencial para essa avaliagdo. Tanto os compostos da classe dos
flavonoides quanto dos terpenos, as moléculas que apresentaram potencial
carcinogénico também foram mutagénicas, portanto, provavelmente, tais
substancias possuem o potencial de desencadear alteracdes genica.

Na tabela 9 observa-se que o flavonoide (11) possui maior potencial de
desencadear cardiotoxicidade, pois parece inibir Herg | e Il, sendo teoricamente
mais nocivo. Em relagcédo a hepatotoxicidade, os flavonoides foram amplamente
positivos para esse teste, sendo mais hepatotdxicos que 0s terpenos, com
excecdo dos terpenos (15), (16) e (25) que demonstram ser hepatotoxicos nos
modelos in silico.

De forma geral, os flavonoides (1), (2), (3) e (9), bem como os terpenos
guase todos os terpenos possuem melhores caracteristicas fisico-quimicas, o
que reflete também em melhores -caracteristicas farmacocinéticas. Os
flavonoides possuem menor capacidade de atravessar a BHE, o que n&do ocorre
com os terpenos em sua maioria, que possuem facilidade em atravessar a BHE.
O terpeno 23 (1S,2S,3R,4S)-1-metil-4-(propan-2-il)ciclohexano-1,2,3,4-tetrol)
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nao apresentou nenhum resultado positivo referente aos parametros avaliados
de toxicidade, além disso os flavonoides (4), (6), (10) e (12) assim como 0s
terpenos (20), (23) e (24) parecem possuir baixa toxicidade se comparado aos
demais compostos.

Portanto, as moléculas mais promissoras para estudos de atividade
biolégica foram os terpenos 20, 23 e 24 que demonstraram, in silico, possuir
melhor capacidade de solubilizagédo, permeacédo pelas barreiras fisioldgicas, boa
taxa de LPP para serem transportadas, assim, estarem disponiveis nos alvos
farmacoldgicos. Além disso, teoricamente, os flavonoides 4 e 6 e os terpenos 20,
23 e 24, apresentam baixa toxicidade frente aos diversos sistemas analisados,
no entanto estes resultados devem ser confirmados por meio de testes in vitro
e/ou in vivo de toxicidade. Os flavonoides que fugiram a regra RO5 podem ainda
ser melhorados em relacdo aos aspectos farmacocinéticos via modelagem

molecular.
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Tabela 10- Predigcdo de toxicidade de isolados de D. ambrosioides

DL50 TESTE AMES DE MUTAGENICIDADE CARCINOGENICIDADE  CARDIOTOXICIDADE  HEPATOTOXICIDADE
Classe TA100 10RLI TA100 NA TA1535 10RLI TA1535 NA Camundongos Ratos Herg | Herg Il. DIL] Humana
1 v - + - - - + B - + N
2 v - + - - - + B - + +
3 v - + - - - + B - + +
4 v - - - - - - - + - -
5 v - - - - + - - + + -
6 v - - - - - - - - - -
7 I - + - - - R N ¥ + .
8 I - - - - - - - + - +
9 v - - - - - - - + + -
10 v - - - - - - - - + -
1 v - - - - - - - - - -
12 VI - - + - - - - - - -
13 v - - - - - + + + _ +
14 V + - + + - + - - - +
15 VI + - + + - + - - - +
16 VI - - + - - + - - B +
17 VI + - - + + - - - -
18 VI - - + + - - - - - -
19 VI - - + + + - - - - -
20 VI - - + - - - - - - -
21 VI - + + + + - - - - -
22 VI - - + + - - - - -
23 VI - - - - - - - - - -
24 VI - - + - - - - - - -
25 VI - - + + - + - R R +

Legenda: 1°) Quercetina; 2) Isorhamnetina; 3) Kaempferol; 4) Kaempferol 3-O-a-L1 C4—ramnopiranosideo (afzelina); 5) kaempferol 3-O-a-L-1 C4 -ramnosil-(1"—2")-3-D-4
C1 -xilopiranosideo(1); 6) kaempferol 7-O-a-L-1 C4 —ramnopiranosideo(3); 7) Kaempferol 3-ramnosideo-4'-xilosideo; 8) Kaempferol 3-ramnosideo-7-xilosideo; 9) Kaempferol
7-ramnosideo; 10) Scutellarein-7-O-ramnosyl-(1—2) ramnosil (1—2) ramnosideo; 11) Scutellarein-7-O-ramnosyl-(1—2) ramnosideo; 12) Quercetina-7-O-alfa-L-
ramnopiranosideo 13) 1,4-Dihidroxip-mento-2-eno; 14°)(-)-(2S,4S)-p-Mentha-1(7),8-dien-2-hidroperéxido; 15) (-)-(2R,4S)-p-Mentha-1(7),8-dien-2-hidroperoxido; 16) Cis-p-
Menthadiene-1(7),80l-2; 17) (1R,4S)-p-met-2-en-1-ol; 18) (-1S,4S)-p-Mentha-1(7),8-dien-2-hidroperoxido; 19) Ascaridole; 20) 1,2,3,4-tetraidréxi-p-metano; 21) 4-Hidroxi-4(a
ou B)-isopropil-2-metil-2-ciclohexeno-1-ona; 22) 1-metil-43- isopropil-1-ciclohexeno4a,5a,6a-triol; 23) (1S,2S,3R,4S)-1-metil-4-(propan-2-il)ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; 24)
(1R,2S)-3-p-meten-1,2-diol; 25) Chenopanona Parametros avaliados: A dose letal mediana (DL50): Classe I: fatal se ingerido (DL50 < 5); classe llI: tdxico se ingerido (50
< DL50 = 300); classe IV: nocivo se ingerido (300 < DL50 < 2000); classe V: pode ser nocivo se ingerido (20000 < DL50 < 5000); classe VI: ndo toxico (DL50>5000)). (+)
carcinogénico, (-) ndo carcinogénico, (+) mutagénico, (-) ndo mutagénico, (+) hepatoxico, (-) ndo hepatoxico
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5.3.2 Docagem molecular

As analises por docking molecular foi realizado com alvos proteicos
essenciais envolvidos em mecanismo de sobrevivéncia dos parasitos. Neste
contexto, dois alvos atrativos de protozoarios de Leishmania, séo a tripanotiona
redutase (TR) e a glicoproteina 63 (GP63), que estdo envolvidas na defesa contra
oxidantes e no transporte e sobrevivéncia do parasita, respectivamente (Figueiredo
et al., 2018).

A Leishmanolisina ou glicoproteina 63 (GP63) é uma metaloprotease
dependente de zinco, e o principal componente proteico da superficie de formas
promastigota de protozoarios Leishmania, tem um papel fundamental durante a
infeccdo, essa enzima torna as formas promastigotas resistentes a acdo mediada
pelo sistema complemento, pois clivam a formacao de ataque e sdo responsaveis
por maximiza a ligacdo das promastigotas para internalizar os macréfagos,
facilitando assim sua entrada nessas células e aumentando a fagocitose e a
sobrevivéncia do parasita, contribuindo assim para a infectividade
da Leishmania. (Lieke et al., 2008; Hallé et al., 2009; Schirmann et al., 2023)

Ademais, o dano oxidativo em protozoarios de Leishmania pode ser evitado
devido a presenca de tripanotiona redutase (TR), a via tripanotiona € responsavel
pelo contr,ole oxidativo das células do parasito, e possui multiplas fun¢gdes para o
parasita, como a defesa contra agentes oxidantes e a homeostase proteica, esta
enzima promove a ativacdo de uma cascata de eventos que neutralizam as
espécies reativas de oxigénio (ROS) geradas através da reducdo catalitica do
dissulfeto de tripanotiona a tripanotiona ditiol, neutralizando assim os efeitos
prejudiciais produzido pelos macréfagos durante a infeccdo. (Baiocco, 2009;
Saccoliti et al., 2017).

Todos esses fatores consolidam as enzimas TR e o Gp63 como alvos
atrativos no desenvolvimento de medicamentos antileishmania, sendo assim, foram
os escolhidos para este estudo. A figura 23, mostra as enzimas cristalografadas de
tripanotiona redutase (2WOH) e glicoproteina GP53 (1LML).
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(2WOH) (1LML)

Figura 23: Enzima crostalografada de tripanotiona redutase (2WOH) e glicoproteina GP53 (1LML).

Baseado nos critérios de selecdo das moléculas para a docagem
molecular, considerou-se principalmente os parametros da regra de Lipinski e
toxicidade, foram selecionados 0s seis compostos mais promissores, ou seja,
aqueles que ndo violaram a regra de Lipinski e que foram menos toxicos (tabela 8
e 9). Sendo estes, as moléculas (04), (06), (13), (20), (23) e (24) (Figura 24).

d) (20) e) (23) f) (24)

Figura 24: Conformag8es dos compostos selecionados para docagem

Legenda: a) (4) kaempferol 3-O-a-L1 C4—-ramnopiranosideo (afzelina); b) (6) kaempferol 7-O-a-L-
1-C4-ramnopiranosideo; c) (13) 1,4-Dihidroxip-mento-2-eno; d) (20) 1,2,3,4-tetraidroxi-p-metano; e)
(23) 1S,2S,3R,4S-1metil-4-(propano-2-il)-ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; f) (24) (1R,2S)-3-p-meten-1,2-
diol.

O processo de re-docking €& descrito como a retirada do ligante

7

cristalografado no complexo enzima-substrato que € submetido novamente ao

docking (Schneider et al., 2012). Este procedimento é realizado para validar o
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sistema de estudo, neste trabalho foram obtidos os valores de desvio quadratico
médio (RMSD) abaixo de 2 A para o sito da glicoproteina GP53 (1LML) e de
tripanotiona redutase (2WOH), estando de acordo com a literatura que prevé valores
de referéncia para RMSD de até 2 A para estruturas rigidas e de até 2,5 A para
estruturas flexiveis (Xiao et al., 2018; Santos et al., 2020; Alté, Glorister et al., 2022).
Portanto, estes resultados mostram que os modelos foram adequados para prever
o perfil de acoplamento entres as moléculas ligante e os sitios dos alvos
selecionados, sendo assim, observou-se que 0s complexos conservam as ligacoes
interatbmicas com os principais residuos de aminoacidos dos receptores.

Foram analisadas as ligac6es dos compostos selecionados (04), (06), (13),
(19), (23) e (24) ao sitio da tripanotiona redutase (2WOH), as ligagfes ocorridas no
sitio ativo da enzima TR foram analisadas levando em consideracéo as interacdes
realizadas com os residuos Cys52, Cys57, His461 e Glu466, que estdo envolvidos
no metabolismo redox de Leishmania (Baiocco, 2009).

Foram selecionadas as ligagdes com posi¢cdes mais favoraveis, isto €, com
a maior funcdo de pontuagcdo Goldscore e menor energia de ligacéo (AG) (tabela
11). Ao selecionar estas posi¢cdes, acredita-se que a ligacéo ao sitio receptor seja
mais favoravel e estavel (Tavares et al., 2015). Pelos valores dos scores obtidos no
programa GOLD, observa-se que o composto (6) apresentou o maior valor de
pontuacao (31.95), seguido do (4), (23), (20), (13) e (24), que apresentaram
Goldsocre de 28.78, 21.96, 21.53, 20.83 e 15.96, respectivamente (tabela 11).

Em relacéo a energia de ligacdo dos compostos ao alvo, observamos que o
composto (4) obteve menor energia de ligacdo (-36.41 kcal/mol), seguido do
composto (6) com energia de -28.95 kcal/mol, estes devem possuir maior ligacéo e
estabilidade com o alvo, se comparados aos compostos 20, 23, 13 e 24 que
apresentaram maior energia de ligacdo (-23.81, -23.52, -21.92 e -19.37 kcal/mol,
respectivamente). A atividade de uma molécula esta relacionada a energia que ela
emite para se ligar a um alvo, nessa relacdo, um complexo mais estavel requer
menos energia para que a interagdo ocorra (Silva, 2022). Assim, os valores
negativos encontrados neste estudo demonstram que a compostos selecionados,
teoricamente, se liga efetivamente ao complexo da TR (2WOH).

Em termos de interacdo entre os compostos e o sitio de TR (2WOH),

observa-se principalmente, que todos 0os compostos tiveram interacdes de van der
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Waals (Figura 25), sendo estas interacdes favoraveis pois contribuem para a
estabilizacdo do sistema. Além disso, observou-se que os compostos 4, 6 e 24
estabelecem ligagBes hidrofébicas do tipo alquil e pi-alquil (Figura 25), essas
ligacBes tende a realizar interacdo nucleofilica que favorece a interagdo entre a
molécula e o receptor, possibilitando melhor acoplamento e estabilidade.

Na figura 25 e na tabela 11, encontram-se todos os tipos de interacdes
quimicas estabelecidas entre os compostos e o sitio TR (2WO0OH). Baseado nos tipos
ligacOes, pode-se sugerir que 0 composto 4 apesar de possuir menor energia de
ligacdo com alvo parece nédo ser favoravel, visto que possui ligacdes de doacbes
nao favoraveis com os residuos Thr35 e Cys A52 (Figura 25; Tabela 11). Os
residuos que sdo determinantes no sitio catalitico da tripanotiona sédo: Cys52,
Cys57, His461 e Glu466, observa-se que todos 0os compostos realizam interacoes
de van der Waals com pelo menos um desses residuos. O composto 6 (b) realiza
mais interacdes favoraveis com residuos do sitio da TR, principalmente com os
residuos Cys52 e Cys57, e possui melhor acoplamento devido realizar interagcfes
hidrofébicas com demais residuos que promovem estabilidade, tendo assim melhor

acoplamento e menor energia de ligacéo ao sitio redox da TR (Tabela 11).
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Figura 25: Representacao 2D das interagdes entre o sitio de ligagao da tripanotiona redutase 2WO0OH

€ 0S compostos.

Legenda: a) (4) kaempferol 3-O-a-L1 C4-ramnopiranosideo (afzelina); b) (6) kaempferol 7-O-a-L-
1-C4-ramnopiranosideo; c) (13) 1,4-Dihidroxip-mento-2-eno; d) (20) 1,2,3,4-tetraidroxi-p-metano; e)
(23) 1S,2S,3R,4S-1metil-4-(propano-2-il)-ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; f) (24) (1R,2S)-3-p-meten-1,2-

diol.
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Tabela 11 — Valores de pontuacdo Goldscore e interacdo entre a tripanotiona redutase e os

compostos selecionados.

Composto

AG
(kcal/mol)

GoldScore

Aminoacidos

Interacdes

Distancia (A)

Interacdes
de van der
Waals

a) 4

-36.41

28.78

Ala A: 227
Ala A: 225
Ala A: 225
Val A: 223
Val A: 223
Ala A: 136
Thr A: 335
Cys A52

AspA: 134

m-alquil
m-alquil
m-alquil
m-alquil
m-alquil
m-alquil
LD - D-D
LD - D-D
LH

4,31
5,34
6,48
4,90
7,18
7,54
5,10
4,67
4,71

lle A: 190

Thr A: 228
Thr A: 229
His A: 268
His A: 334
Gly A: 329
His A: 264
Glu A: 265
Gly A: 222
Leu A: 224
Ser A: 219
Glu A: 220

b) 6

-28.95

31,71

Ala A: 365
LeuA: 334
MetA: 333

m-alquil
m-alquil
m-alquil

4,50
6,33
6,37

Asp A: 327
Arg A: 287
Cys A: 52

Cys A: 57

Cys A: 364
Gly A: 56

Glu A: 202
Glu A: 436
Ser A: 14

Ser A: 162
Pro A: 336
Pro A: 435
Phe A: 367
Thr A: 51

Thr A: 335
Tyr A: 198
Val A: 366

c) 12

-21.84

20,83

Tyr A: 198

T-sigma

4,50

Ala A: 365
Arg A: 287
Met A: 333
lle A: 199
Glu A: 202
Lys A: 60
Cys A: 57
Leu A: 334

d) 19

-23.37

21.53

Cys A: 57
Thr A: 335
Pro A: 336
Leu A: 334
Cys A: 364
Ala A: 365
Phe A: 367
Val A: 366
Glu A: 202
Thy A: 198
Lys A: 60
lle A:99

e) 23

-23.67

21.96

Pys A: 198
Leu A: 334
Met A: 333
Arg A: 287
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Ser A: 162
Asp A: 327
Thr A: 51
Thr A: 335
Cys A: 52
Cys A: 57
Gly A: 56

f)

24

-19.37

15.97

MetA: 333  Alquil
ArgA: 287  Alquil

5,17 € 6,48
4,41

Leu A: 334
Thr A: 335
Cys A: 57

Asp A: 327
Ser A: 162
Tyr A: 198
lle A: 199

Legenda: tripanotiona redutase 20WH; LH- ligacdo de hidrogénio; LD — ligacdo desfavoravel; D-D
Des. — Doador-doador desfavoravel; ligagdes hidrofébicas (Alquil e m-alquil); a) (4) kaempferol 3-
O-a-L1 C4-ramnopiranosideo (afzelina); b) (6) kaempferol 7-O-a-L-1-C4-ramnopiranosideo; c) (13)
1,4-Dihidroxip-mento-2-eno; d) (20) 1,2,3,4-tetraidréxi-p-metano; e) (23) 1S,2S,3R,4S-1metil-4-
(propano-2-il)-ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; f) (24) (1R,2S)-3-p-meten-1,2-diol.

Em outra analise, avaliou-se as ligagdes dos compostos selecionados (4, 6,
13, 20, 23 e 24) ao sitio 1LML (glicoproteina GP63), sendo selecionadas as
posicdes mais favoraveis, isto €, com melhor funcdo de pontuacdo no Goldscore e
energia de ligacdo. Observa-se que o composto (4) apresentou o maior valor de
pontuacdo GoldScore (40.65), seguido dos compostos (20), (23), (6), (24) e (12),
que apresentaram valores de escore de 30.13, 23.30,17.14, 17.10 e 14.18
respectivamente (tabela 12). As moléculas (4) e (19) apresentaram as funcdes de
pontuacdes mais proxima do ligante cristalografado (49.58), sendo provavelmente
as que possuem afinidade semelhante ao do ligante base com o sitio GP53.

A avaliacdo da energia de ligacdo dos compostos ao alvo, mostrou que o
composto (6) obteve menor energia de ligacdo (-26.04 kcal/mol; tabela 12), seguido
do composto (4) com energia de -24.04 kcal/mol, os compostos 23, 13, 19 e 24
apresentaram maior energia de ligacao de -23.81, -23.52, -21.92, -19.24 e -19.37
kcal/mol (tabela 12), respectivamente. Logo, as moléculas com menor energia,
devem se ligar com mais estabilidade com o sitio ativo, além disso, os valores de
energia de ligagdo negativos encontrados para os compostos deste estudo, foram
semelhantes a energia de ligacdo do ligante cristalografado (-29.89 kcal/mol),
demonstrando que os compostos avaliados se ligam efetivamente ao complexo da
GP63.

Em termos de interacdo entre os compostos e o sitio da GP63, observa-se

principalmente, que todos os compostos apresentaram interagdes de van der Waals
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(Figura 26), sendo essas interacfes favoraveis e responsaveis pelo acoplamento e
estabilizacdo no sitio. No entanto, nota-se que 0os compostos 4 e 6 estabelece
ligacdes hidrofébicas do tipo alquil e pi-alquil (Figura 26), essas séo ligacdes fortes
e tendem a favorecer o acoplamento entre a molécula e o receptor, desta forma
esses compostos necessitam de menor energia de ligacdo com o sitio devido sua
afinidade.

Na figura 26 e na tabela 12 encontram-se todos os tipos de interacdes
quimicas estabelecidas entre os compostos e o sitio GP63. Nota-se que 0
composto 20 (d) apresentou ligacBes desfavoraveis de doacdo de hidrogénio
(Figura 26), enquanto as demais moléculas apresentaram um melhor perfil nas
interacdes com o sitio GP63, logo o composto 20 necessita de maior energia de
ligacdo para se ligar ao sitio, devido possuir interagdo desfavoravel com o residuo
Ala227, se tornando mais instavel.

Os residuos determinantes no sitio de interacdo da GP53 sao: His264,
His268, His332 e Glu265 (Schlagenhauf et al., 1998), nota-se que todos 0 composto
realiza interacdes de van der Waals com pelo menos um desses residuos, sendo
os residuos Glu265 e His264 os principais envolvidos nas interacdes. As moléculas
04 e 06 sao as que formam mais interacdes com estes residuos, devido possuir
interacbes de van der Waals em conjunto com as ligacdes hidrofébicas do tipo
alquil, que contribuem para o melhor acoplamento ao sitio, logo necessitam de uma

menor energia de ligagao para se estabilizarem ao sitio (Tabela 12).



s Gy
A3l A9
™
#229 =
o) oA
a) @
™R % 43 A265
a2n R
4
1 534
- 7.8
e Fam Fers
VAL LY
S0, A A2
o
51 Sl
ALA
AllE
o - =
- e
VAL
A:261 LEU
A:224
) @
ALA _é' A:225
A:349
2
ALA GLU
A:348 A:265
PRO
A:347
e) O
o 5
Q ? TRP
o} A:226
9 AA
LEU A:225
A: L
GLY A:223 GLU
A:222 A:265
VAL
A:261
Aore) Ferd aas  aam
g) & - @
o . Aan (et
P! [T £ AA::I w3 1790
g A
aasy N,
,J( e
d
Av 38 aw o
e aur o Tk
A oy A2 ‘a
Ay s
A e - ay
ATM Adn

99

GLU HiS
A:265 A33a ALA
A48
TP 227 Gy and
b) w226 A329 = i
A A347 Aasy
v S e
o o
q )14
[ /
2§
ILE
A190
o - b
GLY SER
HIS A:329 A:333
A:334
SER
A:273
W b HIS
A ! A:268
GLU ‘361
A:265 L e
ot
ALA THR
A:225 A:228
TRP
A:226
@i -
?
?
f) O
0 ?
Q TRP
o] A:226
?
ALA
A2/
GLY A:223 GLU
1222 A:265
VAL
A:261
N
Aznn Interactions
[] vender wasis Bl U fovoratle Donor Donor
\ Bl nfovorable Bumo B ~some
7 B corventonaiHydropenBond [ Amwde  Stacked
o [] carbon Hydrogen Bond ] »asen
\ A - PrCason Pi-Donar Hydrogen Bond
[ msuts B setordoe
- P41 T-shaped B Arvactve Charge
] Ao B ssarx

Figura 26: Representacdo 2D das interagBes entre o sitio de ligacdo da glicoproteina GP63 e os

compostos.

Legenda: a) (4) kaempferol 3-O-a-L1 C4—ramnopiranosideo (afzelina); b) (6) kaempferol 7-O-a-L-
1-C4-ramnopiranosideo; c¢) (13) 1,4-Dihidroxip-mento-2-eno; d) (20) 1,2,3,4-tetraidroxi-p-metano; e)
(23) 1S,2S,3R,4S-1metil-4-(propano-2-il)-ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; f) (24) (1R,2S)-3-p-meten-1,2-

diol
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Tabela 12 — Valores de pontuacdo Goldscore, energia e interacdo entre a GP53 e 0s compostos

selecionados.

Composto

a) 4

Energia
kcal/mol

-24.86

Goldscor
e

40,65

Aminoéacido
S

Ala A: 227
Trp A: 226
Val A: 223
Ala A: 225
Asp A: 134

Interacdes

m-alquil
m-alquil
Alquil
m-alquil
LH

Distancia

A)

4,31
4.67
5,42
6,48
4.78

Interacdes
de van der
Waals
Thr A: 229
Thr A: 228
lle A: 190
His A: 334
Glu A: 265
His A: 268
His A: 264
Glu A: 220
Ser A: 219
Gly A: 222
Leu A: 224

b) 6

-26.04

17.14

Ala A: 227
Trp A: 226

m-alquil
Alquil

6,46
5,34

Thr A: 228
Glu A: 265
Gly A: 329
Hys A: 334
Ser A: 330
Pro A: 347
Ala A: 348
Phe A: 541

c) 12

-18.38

14.18

Ala A: 349
Ala A: 348
Pro A: 347
Glu A: 265
Ala A: 225
Leu A: 224
Val A: 261

d) 20

-19.24

30.13

Ala A: 227
Ala A: 227
Ala A: 227

LD
LD
LD

3,61
1,97
2,64

His A: 334
Gly A: 329
Ser A: 333
Ser A: 273
His A: 268
Thr A: 228
Trp A: 226
Glu A: 265
Ala A: 225

e) 23

-21.84

23.30

Gly A: 222
Leu A: 224
Val A: 223
Ala A: 225
Trp A: 226
Glu A: 265
Val A: 261

f) 24

-17.33

17.10

Gly A: 222
Leu A: 224
Val A: 223
Ala A: 225
Trp A: 226
Glu A: 265
Val A: 261
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g) RD -29.89 49.58 Ala A: 348 m-alquil 6,59 Thr A: 232
Ala A: 349 m-alquil 4,83 Thr A: 228
Ala A: 225 m-alquil 5,26 Thr A: 229
Ala A: 227 m-alquil 5,03 GIn A: 231
Ala A: 227 m-alquil 6,96 Cys A: 230
Pro A: 275 alquil 3,70 Ser A: 273
Phe A: 276 alquil 5,58 Ser A: 333
Phe A: 276 alquil 5,88 Ser A: 330
His A: 268 alquil 4,35 Ser A: 462
His A: 268 alquil 4,96 Gly A: 274
His A: 334 alquil 7,75 Gly A: 222
His A: 334 alquil 8,49 Gly A: 329
His A: 264 alquil 7,45 Glu A:265

Trp A: 226
Pro A: 347
Pro A: 460
Val A: 459

Legenda: Glicoproteina GP63 (1LML); LH- ligac&o de hidrogénio; LD — ligacdo desfavoravel; D-D
Des. — Doador-doador desfavoravel; ligagées hidrofébicas (Alquil e m-alquil); a) (4) kaempferol 3-
O-a-L1 C4-ramnopiranosideo (afzelina); b) (6) kaempferol 7-O-a-L-1-C4-ramnopiranosideo; c) (13)
1,4-Dihidroxip-mento-2-eno; d) (20) 1,2,3,4-tetraidréxi-p-metano; e) (23) 1S,2S,3R,4S-1metil-4-
(propano-2-il)-ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; f) (24) (1R,2S)-3-p-meten-1,2-diol.; g) RD- redocking
(ligante cristalografado).

De modo geral, os compostos da espécie D. ambrosioides avaliados
possuem capacidade de se acoplar aos alvos estudados necessitando de baixa
energia de ligacdo, além disso parecem preservar as interacdes com os residuos
de aminoécidos do sitio catalitico através de interacfes van der Waals, ademais os
compostos que realizam ligac6es hidrofébicas possuem melhor acoplamento e
estabilidade, sendo este principalmente o composto (6) para tripanotiona redutase
e 0 composto (4) para glicoproteina GP63. Sugere-se que esses Compostos
possam inibir essas enzimas e consequentemente influenciar no mecanismo de

sobrevivéncia e viruléncia da Leishmania.
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6 CONCLUSAO

Observou-se neste estudo que o0s principais metabdlitos detectados nos
extratos e fragbes de D. ambrosioides, foram as classes dos flavonoides e terpenos.
Além disso a espécie demonstrou potencial antileishmania para formas
promastigotas de L. amazonensis. Ressalta-se que o fracionamento dos extratos
contribuiu para atividade antipromastigota, sendo as fracfes de diclorometano as
mais promissoras. Nas predic¢des in silico, a classe de terpenos demonstra melhor
perfil farmacocinético. Além disso, tanto os terpenos como os flavondides ligam-se
as enzimas GP63 e TR em sitios semelhantes a molécula inibidora, demonstrando
potencial para inibicdo dessas vias, desta forma sugere-se que 0S compostos

podem influenciar nos mecanismos de sobrevivéncia da Leishmania.
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