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RESUMO

O género Xanthium (familia Asteraceae) € encontrado principalmente nas
regides Sul e Sudeste, do Brasil, sendo descritas duas espécies, X. strumarium
e X. cavanillesii, este ultimo conhecido popularmente como carrapicho de
carneiro, carrapichdo e carrapicho grande. Esta espécie bioproduz lactonas
sesquiterpénicas, diterpenos da classe dos cauranos, 6leos essenciais, acidos
fendlicos. No X. cavanillesi estudos anteriores avaliaram suas propriedades
antimicrobiana, antifingica, diurética, anti-ulcerativa e antiinflamatoria-topica.
Em outras espécies também ja foi estudada sua propriedade antimalarica. Com
o objetivo de conhecer potencial biolégico antimalarico e os metabdlitos
secundarios correspondentes foi realizado um estudo fitoquimico do X.
cavanillesii. Assim extratos das partes aéreas de X. cavanillesii foram obtidos
por maceracédo e testados frente a A. salina, quanto a toxicidade empregando
teste de mortalidade. Os extratos etandlico e aquoso foram testados in vitro
contra cepas W;, do P. falciparum. O extrato etandlico apresentou atividade
superior ao quanto comparado ao extrato agquoso, sendo em seguida
fracionado utilizando-se métodos cromatograficos usuais (CC em silica e
permeacdo em gel de Sephadex LH-20). Andlises das fracbes por CLAE, RMN
'H e 3C, EM, IV, permitiram a caracterizagéo dos &cidos ferdlico, caféico e um
diterpeno caurano, este composto foi semi-purificado. Estudos de ancoargem
molecular foram utilizados para explicar o mecanismo de acao contra o modelo
do receptor PfATPase6. Como resultado do ensaio in silico, o &cido caféico foi
0 mais ativo da série de &cidos fendlicos estudados, e o acido ferulico menos
ativo contra PfATPase6.

Palavras chaves: Xanthium cavanillesi, acido fenélico, malaria, antimalarico,
ancoragem molecular, PfATPase6.
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ABSTRACT

The genus Xanthium (Asteraceae), in Brazil, is found mainly in South and
Southeast, authors described two species, X. strumarium and X. cavanillesii,
this last one is popularly known as “carrapicho de carneiro”, “carrapichao” and
“carrapicho grande”. This genus can produce sesquiterpene lactones,
sulfonated compounds, diterpenes kauranes, essential oils, phenolic acids. In
the X. cavanillesi previous studies had evaluated its antimicrobial, antifungic,
diuretic, antiulcerative, topic antiflamatory properties. In other species also
already its antimalarial property was studied. In order to study the secondary
metabolites and the biological potential were a phytochemical studie of X.
cavanillesii. Thus crude extracts of the aerial parts of X. cavanillesii had been
gotten by maceration and bioassay front to Artemia salina (Brine Shrimp), by
the cytotoxicity using mortality testing. As a result, the ethanolic and aqueous
extracts showed biological activity and was testing antimalarial activity in vitro
using the P. falciparum W2 clone. Following, the active extracts were
fractionated using standard chromatographic methods (CC on silica gel and
permeation by Sephadex LH-20). Analyses by HPLC-DAD, 'H and *C NMR,
MS, IR were used to characterize ferulic acid, caffeic acid, and a semi-purified
diterpene kaurane. In addition, molecular docking studies were used to explain
the mechanism of action against of PfATPase6 model. The results of in silico
showed that caffeic acid is the most active of the phenolic acids extracted, while
the ferulic acid is the less active compound against PfATPase6.

Keywords: Xanthium cavanillesi, phenolic acids, malaria, antimalarial,
molecular docking, PfATPase6.
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1. Introducéo

A busca por alivio e cura de doencas pela ingestdo de ervas e folhas
talvez tenham sido uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos
naturais. A histéria do desenvolvimento das civilizacbes Oriental e Ocidental é
rica em exemplos da utilizagdo de recursos naturais na medicina, no controle
de pragas e em mecanismos de defesa, merecendo destaque a civilizacao
Egipcia, Greco-romana e Chinesa. A medicina tradicional chinesa desenvolveu-
se eficientemente que até hoje muitas espécies e preparados vegetais
medicinais sdo estudados na busca pelo entendimento de seu mecanismo de
acdo e no isolamento dos principios ativos (VIEGAS Jr.; BOLZANI;
BARREIRO, 2006)

O conhecimento do potencial fornecimento de um arsenal quimico da
natureza, pelos povos primitivos e pelos indigenas, pode ser considerado fator
fundamental para descobrimento de substancias toxicas e medicamentosas ao
longo do tempo. A convivéncia e o aprendizado com os mais diferentes grupos
étnicos trouxeram valiosas contribuicdes para o desenvolvimento da pesquisa
em produtos naturais, do conhecimento da relacdo entre a estrutura quimica de
um determinado composto e suas propriedades biologicas. Neste sentido, a
natureza forneceu metabdlitos secundarios que serviram e sevem CoOmo
modelos moleculares que fundamentaram estudos de relacdo estrutura-
atividade e inspiraram o0 desenvolvimento da sintese organica classica
(VIEGAS Jr.; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

A introducdo das novas tecnologias tornou a quimica medicinal mais
ampla em sua concepcao, ampliando seu carater interdisciplinar. Em uma visao
moderna, a quimica medicinal dedica-se a compreensdo das razdes
moleculares da acdo dos farmacos, da relacdo entre estrutura quimica e
atividade farmacoldgica dos mesmos, considerando fatores farmacodinamicos
e farmacocinéticos que se traduzam em propriedades
farmacoterapeuticamente Uteis e, portanto, represente um novo composto-
protoétipo, candidato efetivo a novo farmaco (BARREIRO; FRAGA, 2001). Desta
forma, podem se planejar, virtualmente, candidatos a novos ligantes de
determinados sitios receptores, em trés dimensdes (3D), através da construcéo

de mapas farmacoforicos. Ocorrendo também o desenvolvimento de métodos



de screening bioldgicos automatizados (YUNES; PEDROSA; CECHINEL
FILHO, 2001; BARREIRO; FRAGA, 2001, VIEGAS Jr.; BOLZANI; BARREIRO,
2006),

Apesar dos avancos tecnolégicos observados, os produtos naturais tém
sido cada vez mais utilizados como fontes para novos medicamentos.
Atualmente, os produtos encontrados na natureza continuam a representar um
papel essencial no processo de descoberta e desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos (MARINHO et al., 2008).

Varios compostos isolados da natureza vem fortalecendo a pesquisa por
otimizacdo de estruturas com atividades terapéuticas, incluindo-se nestes
estudos um numero grande de produtos naturais com atividade antimalarica.
As pesquisas para a descoberta de novos compostos para o tratamento da
malaria incluem extratos brutos, produtos bioativos marinho naturais,
compostos isolados e identificados de plantas, bactérias e fungos (SAXENA et
al., 2003)

O Brasil computa 50,6% de todos os casos de malaria das Américas,
com 60% das infec¢des causadas por Plasmodium falciparum, correspondendo
a 564.406 casos confirmados. Os estados com alto indice de infec¢cdes séo
Amazonas, Roraima (ambos com 94 casos por 100/habitantes), Mato Grosso
(213 casos por 100/habitantes), Rondénia (183 casos por 100/habitantes), Para
(116 casos por 100habitantes). Também sdo areas de risco os estados do
Amapa, Acre e Maranhdo (SNOW, 2005).

A resisténcia quimioterapica € um dos maiores problemas no controle da
atual epidemia malarica. O principio da evolucdo das espécies, onde a
presenca de farmacos serve como processo de selecdo natural dos parasitas
resistentes, faz com que a capacidade de adaptacdo dos parasitas da malaria
seja evidenciada na rapidez com que se desenvolve. O P. falciparum apresenta
resisténcia a praticamente todos os antimalaricos sintéticos desenvolvidos a
partir de 1940. (DIAS, FREITAS, 1997; CECHINEL FILHO, YUNES, 1998;
FRANCA, SANTOS, FIGUEROA-VILLAR, 2008). A precocidade do diagnostico
e tratamento sdo medidas primordiais para interromper a cadeia de tratamento
da doenca e evitar a evolucéo para as formas graves de malaria

Um novo agente antimalarico foi isolado a partir de uma triagem

realizada em drogas tradicionais chinesas, obtendo-se da Artemisia annua L.



um composto denominado artemisinina, uma lactona sesquitepénica que
possui como caracteristica estrutural principal um grupamento endoperéxido
(MESHNICK, TAYLOR, KAMCHONWONGPAISAN, 1996; KLAYMAN, 1985).
Atualmente a artemisinina € considerada o mais potente antimalarico
contra o P. falciparum e P. vivax. No entando, focos de resisténcia a este
farmaco e seus derivados comecam a ser mencionados entre 2002-2003 onde
relatos de resisténcia do P. falciparum, ao arteméter, foram descritos na
Guiana Francesa. Em regides da Asia, estudos recentes, in vitro e in vivo com

bY

o P. falciparum mostraram a reducdo da sensibilidade dos pacientes a
farmacos derivados da artemisimina, como o artesunato, como também a
terapias associadas de artesunato-mefloquina (DONDORP et al., 2009). Esta
crescente resisténcia torna a malaria o maior problema de saude publica global
causada por parasitas. Isso motiva a busca de novos farmacos com estruturas
Unicas e novos mecanismos de acao.

A busca de novos farmacos antimalaricos é necessaria para que se
tenha uma alternativa terapéutica a crescente resisténcia adquirida pelo
parasito, 0 que levou a malaria a ser um problema de saude publica global. A
resiténcia do Plasmodium aos farmacos antimalaricos continua sendo um
grande entrave para o controle da epidemia de malaria, devido ao processo de
evolucdo natural dos parasitos que sofrem mutacdes tornado-se mais
resistente aos farmacos existentes no mercado (FRANCA; SANTOS;
FIGUEROA-VILLAR, 2008).

O uso de plantas medicinais para o tratamento de doencas parasitarias é
bem conhecido e documentado ao longo dos tempos, tempo como exemplo
classico a artemisinina, composto isolado da Artemisia annua L (Asteraceae),
para o tratamento da malaria conhecido na medicina oriental chinesa ha muito
tempo e isolado pela 12 vez desde a década de 70. (FRANCA, SANTOS,
FIGUEROA-VILLAR, 2008). Hoje é o mais potente antimalarico contra o P.
falciparum e P. vivax, inclusive contra as cepas resistentes a farmacos

tradicionais como a cloroquina, quinina e mefloquina.



2. Referéncial Teorico

2.1 Familia Asteraceae

A familia Asteraceae, também conhecida como Compositae devido a
estrutura composta de suas flores. E uma familia muito numerosa,
compreendendo mais de 1.100 géneros e ,aproximadamente, entre 20.000 a
25.000 espécies. A familia Asteraceae € subdividida em duas subfamilias:
Cichorioideae (Liguliflorae) e Asteroideae (Tubiflorae), as quais se dividem em
varias subtribos, o género Xanthium esta incluso na subfamilia Asteroideae,
tribo Heliantheae (KISSMANN, GROTH, 1992)

Poucas espécies da familia sdo aproveitadas economicamente, mas um
grande namero é usada como plantas ornamentais. Entrentanto, como plantas
invasoras, tem grande importancia pela sua agressividade (KISSMANN,
GROTH, 1992)

2.2. Género Xanthium

2.2.1. Distribuicao geografica

As plantas do género Xanthium (familia Asteraceae) (Figura 1) sempre
tiveram sua origem bastante discutida, entre serem origindrias do continente
americano, europeu ou regido do mediterraneo. Sabe-se que as variantes da
espécie X. strumarium apesar de terem origens diversas, algumas, sem duvida,
sdo nativas do continente americano (KIRTIKAR, BASU, 1933; KISSMANN,
GROTH, 1992). Atualmente, o Xanthium esta disseminado e naturalizado em
regides quentes do mundo e também em muitas regides temperadas (ROING,
1988; KISSMANN, GROTH, 1992).



Planta em frutificacédo Frutos

Figura 1. Xanthium spp.

A quadro 1 apresenta a ampla distribuicdo geografica das espécies de
Xanthium, na qual podemos observar que o género esta bastante distibuido
tanto no oriente quanto no ocidente do globo terrestre. Constituem-se em
plantas que se propagam facilmente, uma vez que seus frutos s&o
disseminados pelos animais nas pastagens e seu poder germinativo

conservado por varios anos, florescendo no verdo (BURKAT, 1974).

Quadro 1. Distribuicdo geografica das espécies de Xanthium

Espécie Localizacao Referéncia
X. canadense Mill. Japao Tanaka et al, 1976
X. cavanillesii Argentina Taher, Ubiergo, Talenti, 1985; De

Riscala et al, 1994; Favier et al.,
2005; Davicino, 2007

Brasil Manfron, 1997; Driemeier et al.,
1999; Loretti et al., 1999, Mussi,
2000

X. catharticum Equador Cumanda, Marinoni; 1991




X. indicum india Bohlmann et al., 1982
X. italicum Romania Chirigiu et al., 2003
X. macrocarpum Franca Lavault et al., 2005; Pinel et al.,
2007
X. pungens Eqgito Ahmed et al., 1989; Ammar et al.,
1992
X. sibiricum Japao Sato et al.; 1997
Han et al.; 2009
X. spinosum Romania Chirigiu et al., 2003
Egito Metwally, Khafagy, EI-Naggar,
1974; Abdei-Mogib et al., 1991
Peru Piacente et al., 1995
Brasil Lorenzi, 1991; Kissmann, Groth,
1992
X. spinosum L. Argentina Salinas, Ruiz, Ruiz, 1998
Valencia Ginesta-Peris, Garcia-Breijo, Primo-
Yufera, 1994
X.spp Estados _
_ Cole et al.,1980, Witte et al. 1990
Unidos

X. strumarium

india e Jap&o

Dhindsa, 1992;
Talakal, Sharma; 1995;
McMillan et al., 1975(a0; McMillan,
1975(b)

Malik, Sangwan,

Dwivedi;

Austraria McMillan, 1975 (a)
China Ma et al., 1997; Han et al., 2007
X. strumarium L. Grécia Roussakis et al.; 1994
Cuba Nieves et al., 1999

O género Xanthium produz muitas variantes, isto porque, as opinides

dos botanicos divergem sobre quantas espécies existem. Alguns citam a




Xanthium spinosum e mais cerca de 20 espécies, como X. cavanillesii, X.
orientale, X. pensylvanicum, X. strumarium, X. italicum, X. echinatumm, X.
chinense, X. hybridus, X. americanum, X. canadense, entre outras. As espécies
X. spinosum e X. strumarium haviam sido identificadas, exceto a X. spinosum,
que tem identidade propria, todas as outras foram consideradas como
Xanthium strumarium, considerando-se 7 complexos: strumarium, cavanillesii,
oviforme, echinatum, chinense, hybridus e orientale, deste complexo o
strumarium e cavanillesii seriam subespécies (KISSMANN, GROTH 1992).

No Brasil, o Xanthium pode ser encontrado principalmente nas regioes
Sul e Sudeste, como uma planta daninha muito comum em terrenos baldios e
pastos (LORENZI, 1991; KISSMANN, GROTH, 1992). Devido aos seus frutos
serem recobertos de espinhos, 0s quais se prendem aos pélos dos animais,
originou-se o nome vulgar de “carrapicho de carneiro”, tornado o Xanthium uma

infestacdo bastante temida nos pastos.

2.2.2 Medicina tradicional

As espécies de Xanthium sdo amplamente usadas na medicina

tradicional (Quadro 2).

Quadro 2. Atividades farmacolégicas de espécies de Xanthium
Atividade

Referéncia
Tahara et al.,1980

Espécie

X. canadense Repelente

X. catharticum Antibacteriana, Cumanda; Marinoni, 1991

citotoxica e
antitumoral
X. cavanillesii Antibacteriana, Manfron 1997; Mussi,
diurética, anti- 2001; Favier et al., 2005;
ulcerativa Cerdeiras et al, 2007 (a;
b)
X. italicum. Citotoxicas e Tsankova et al. 1994;

antitumoral

Kovacs et al., 2009

X. macrocarpum

Antifangica, anti

Lavault et al., 2005; Pinel,




leischmania

et al., 2007

X. pungens Repelente Mahumoud et al., 1999
X. riparium Antiinflamatoria | Salo et al., 1973; Ammar,

Fournier, Shabana, 1992
X. sibiricum Antibacteriana Sato et al., 1997

X. spinosum L.

Ademona da

préstata, diurético

Kis et al., 1988

Bactericida,
antifangica,

antitumoral

Naidenova et al., 1982;

Ginesta-Peris, Garcia-

X. strumarium

Hipoglicémica

Breijo, Primo-Ydfera,
1994

Dhar et al, 1968,
Kupiecki et al., 1974;

Hsu, Chen, Cheng, 2000

Antifungica Davicino et al., 2007

Antitumoral Naidenova et al., 1982;
Roussakis et al.; 1994:
Ahn et al., 1995

Repelente Harada et al., 1985
Cetnsoy, Tamer,
Aydemir, 1998

Antibacteriana Jawad et al.; 1988

Scherer et al., 2009

Antitripanossomal

Talakal Dwivedi, Sharma
1995

Antimalarica

Joshi et al., 1997; Saxena
et al., 2003

Antiinflamatéria

Kim et al., 2005;
Han et al., 2007;

Antihemintica

Sharma et al., 2003




O uso de Xanthium na medicina tradicional é relatado em desordens
comuns, como pruridos até patologias mais complexas, como o cancer
(ROING, 1988; MUKHEJI, BANERJEE, MITRA, 1970). Entre as diversas
atividades terapéuticas, nas quais espécies de Xanthium tém sido empregadas,
podemos mencionar o tratamento da dor de cabeca, pruridos, urticaria, artrite,
reumatismo (PHARMACOPOEIA PR CHINA I, 2000), antiinflamatéria,
digestiva, antiemético, diurético e em enfermidades hepaticas. A folhas séo
anti-sépticas e cataplasmas sdo utilizadas para dores de cabeca (SALINAS,
RUIZ, RUIZ, 1998). Propriedades anti-febris também sao descritas: sudorifera
e antipirética (SAXENA, MONDAL, 1994; DEL VITTO, PETENATTI,
PETENATTI, 1997, SALINAS, RUIZ, RUIZ, 1998). Em enfermidades mais
graves seu uso € descrito contra doencas da prOstata e contra cancer
(MUKHEJI, BANERJEE, MITRA, 1970; TALAKAL et al., 1995; CUMANDA;
MARINONI, 1991; LAVAULT et al., 2005). Sao eficientes nas afec¢cdes renais,
que expulsam os calculos e pedras renais (ROING, 1988). Em afeccdes da vias
aéreas o Xanthium ssp. é usado contra bronquite, rinite cronica, rinite alérgica,
antiescrofuloso e sinusite (DEL VITTO, PETENATTI, PETENATTI, 1997; MA et
al., 1998; LAVAULT et al., 2005. Folhas em banhos para retiradas de manchas
faciais (MUKHEJI, BANERJEE, MITRA, 1970). As sumidades florais tem
propriedades anti-helminticas. Na medicina tradicional chinesa, os frutos do X.
strumarium sdo usados no tratamento da sinusite, dor de cabeca, reumatismo,
pruridos cutaneos (MA et al, 1998), bronquite cronica, rinite cronica, rinite
alérgica (HAN et al, 2007; KIM et al, 2005). Ainda sobre o X. strumarium foi
descrito seu uso na medicina tradicional da Argentina como laxante suave,
diurético, antiespasmadico, antifebril, antiséptico, antiinflamatério (DAVICINO et
al., 2007).

Destaca-se a espécie Xanthium strumarium L., na qual sua folhas séo
aplicadas em casos de febre malarica (NADKARNI, 1954; TALAKAL et al.,
1995). A propriedade antimalarica do X. spinosum L. também foi mencionada
(DICIONARIO DE LAS CIENCIAS AGROPECUARIA, 2006; CERDEIRAS et al.,
2007a).
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2.2.3. Atividade Biologica e Toxicidade

O Xanthium possui diversas atividades farmacoldgicas descritas, muitas
destas comprovando seu uso na medicina tradicional, como: diurética, doencas
da prostata, antitumorais, antiinflamatoria, inclusive antimalarica. Na tabela 2
(p. 6) pode-se observar a descricdo das atividades bioldgicas das espécies de
Xanthium, na qual pode-se perceber que o X. strumarium € uma espécie
bastante estudada do ponto de vista farmacolégico.

Além de propriedades farmacoldgicas, as espécies de Xanthium também
sdo estudadas do ponto de vista toxicolégico, visto que diversas espécies
possuem propriedades toxicas. As espécies que tiveram seus efeitos toxicos
estudados e relatados foram o X. pungens, X. spinosum, X. strumarium. X.
mongolium e X. cavanillesii.

Estudos mostrarm o isolamento em espécies de Xanthium o
carboxiatractilosideo (CAT), glicosideo hepatotoxico, principal agente téxico
isolado dos frutos (KUPIECKI, 1974, CRAIG et al., 1976; COLE et al. 1980;
STUART, COLE, GOSSER, 1981).

Méndez, Santos, Riete-Correa (1998) mencionaram que o efeito tdxico
do CAT se deve a inibicao do transporte de ATP e ADP através da membrana
mitocondrial, o que inibe a fosforilacdo oxidativa. Estes efeitos tém sido
demonstrados em estudos em ratos e cachorros. As principais manifestacdes
toxicas sdo produzidas no figado e rins, podendo levar a morte (DRIEMEIER et
al., 1999; LORETTI et al., 1999; COLODEL; DRIEMEIER; PILATI, 2000).

2.2.4. Constituintes quimicos isolados de espécies de Xanthium.

Estudos fitoquimicos tém mostrado que o género Xanthium é bastante
uniforme, contendo a presenca de diterpenos da classe dos cauranos,
xantanolideos sesquiterpénicos, compostos sulfurados, compostos fendlicos
derivados do acido cinamico, 6leos essenciais (COLE et al., 1980; RISCALA et
al., 1994; TAHER et al., 1995; KIM et al., 2003; HAN et al., 2009, MUSSI,
2001).

As espécies de Xanthium séo bastante estudadas do ponto de vista

fitoquimico, nos diversos estudos realizados 0s compostos fitoquimicos
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encontrados na espécie foram extraidos das diversas partes da planta. Das
partes aéreas foram o0s xantanolideos sesquiterpénicos, Oleos essencias
(ROUSSAKIS et al.,, 1994; FAVIER et al., 2005; DE RISCALA et al., 1994,
AHMED, 1989; AMMAR et al, 1992), das folhas sdo descritas a presenca de
Oleos essenciais, fenodis, xantanolideos sesquiterpénicos (MUSSI, 2001;
MANFRON, 1997; MALIK, SANGWAN, DHINDSA, 1993; PINEL et al., 2007,
GINESTA-PERIS et al., 1993). Nos frutos e brotacdo dicotiledonea
mencionaram a presenca diterpenoides cauranos, em especial o CAT
(KUPIECKI et al, 1974; GRAIG et al, 1976; HSU, CHEN, HONG, 1979, COLE
et al, 1980; CHANG & BUT 1986; WITTE et al, 1990; MENDEZ, 1998;
DRIEMEIER et al., 1999; LORETTI et al., 1999), nos frutos também foram
isolados acidos fendlicos derivados do acido cinamico (MA et al. 1998; SHEU
et al., 2003; HAN et al. 2007; HAN et al., 2009).

Além dos compostos descritos, a presenca de compostos minoritarios
também é mencionada na literatura em X. strumarium, X. spinosum, sendo
eles: alcaloides, hidroquinona (MA et al., 1998; SALINAS, RUIZ, RUIZ, 1998;
HAN et al., 2009).

O numero e a diversidade dos constituintes dos extratos brutos
conduzem as atividades farmacologicas de interesse no organismo humano.
Assim, observando-se a diversidade de compostos quimicos encontrados em
espécies de Xanthium correlaciona-se com a variada aplicagdo na medicina
tradicional e estimula o estudo farmacolégico da espécie. A quadro 3 mostra

compostos isolados de espécies de Xanthium.

Quadro 3: Principais compostos quimicos isolados de espécies de Xanthium

Composto \ Espécie | Referéncia

Diterpenos Cauranos Glicosilados

. Xanthium ssp. | Graig et al,
: CH, 1976; Hsu,
o Chen, Hong,
’ OH 1979, Cole et
0554 al, 1980;
O\ 08 coon Chang & But
co 1986; Witte et
j\ al,  1990:
Mendez,
Carboxiatractilosideo (CAT) Ruiz, Ruiz,
1998; Riete-
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Correa, 1998

X strumarium L.

Kupiecki,
1974

X .strumarium

Ma et al,
1998

CH,OH

/O
HO
COCH,CH(CH), OH
S 3

HOOC COOH
4’-disulfato-carboxiatractilosideo

X. spinosum

Piacente et
al, 1995

H,OH
0
HO 4
OH
o OH

HOOC COOH
Acido 2-O-p-D-glucopiranosil 15c-hidroxi-
caur-16-eno-18,19-dicarboxilico

X. spinosum

Piacente et
al, 1995

CH,OH

o
@)
OH
O
OH

OCOCH,CH(GK,),
HOOC COOH
3’4’-didesulfato carboxiatractilosideo

X. pungens

Macleod,
Moeller, 1990

Xantanolideos Sesquiterpénicos

OAc

Xantinina

X.spinosum L.

Metwally,
Khafagy, El-
Naggar, 1974

X .strumarium L.

McMillan,
1975(a; b);
Roussakis et
al., 1994;
Harada et al.,
1985

X. macrocarpum

Lavault et al.,
2005; Pinel,
2007

(@] OAc

Xantumina

X.spinosum L

Metwally,
Khafagy, El-
Naggar, 1974

X .strumarium

Malik,
Sangwan,
Dhindsa,
1993

X .strumarium L

McMillan,
1975(a; b)
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X. indicum

Bohlmann et
al., 1982

X. macrocarpum

Pinel et al.,
2007; Lavault
et al, 2005

Xantantina

X.spinosum L.

Metwally,
Khafagy, El-
Naggar, 1974

X .strumarium L.

McMillan,
1975(a; b);
Harada et al.,
1985

X. sibiricum

Sato et al.,
1997

X. macrocarpum

Pinel et al.,
2007; Lavault
et al, 2005

X. italicum

Kovacs et al.,
2009

Tometosina

X .strumarium

McMillan,
1975(a; b);
Malik,
Sangwan,
Dhindsa,
1993

X. indicum

Bohlmann et
al., 1982

o’
o o)
o

Deacetoxil-xantumina

X .strumarium L.

McMillan,
1975 (a; b)

OH OAc

Xantanol

X .strumarium L.

McMillan,
1975(a; b);
Hsu, Chen,
Hong. 1979;
Chang, But
1986

X .strumarium

Malik,
Sangwan,
Dhindsa,
1993
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OAcC

o

OH

Xantumanol

X .strumarium L.

McMillan,
1975 (a; b)

o
O
o

Xantinosina

X .strumarium L.

McMillan,
1975(a; b);
Yoon et al.,
2008

X. macrocarpum

Lavault et
al,2005

OAc OH

&

Isoxantanol

X .strumarium L.

Hsu, Chen,
Hong. 1979;
Chang, But
1986;

X .strumarium

Malik,
Sangwan,
Dhindsa,
1993

o
\
o
o

8-epi-xantantina epoxido

X .strumarium L.

Kin et al,
2003

o
\
o

8-epi-xantantina

X .strumarium L.

Kim et al,
2003

X. indicum

Bohlmann,
1982;

X .strumarium

Malik,
Sangwan,
Dhindsa,
1993

@)
o
T
O
@]

Hidroxitomentosina

X. macrocarpum

X. indicum

Bohlmann,
1982

X .strumarium

Malik,
Sangwan
Dhindsa,
1993

X. macrocarpum

Pinel et al.,
2007; Lavault
et al, 2005
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X. italicum Kovacs et al.,
2009
o
/(KQ(L
HO
(0]
4-epi-isoxantanol
OH X. macrocarpum | Pinel et al.,
2007; Lavault
A o et al, 2005
0~ o o
X. italicum Kovacs et al.,
2009
4-epi-xantanol
O OH X .strumarium | Malik,
Sangwan,
o) Dhindsa,
o 1993
2-hidroxitomentosina-113,5[3-epoxido
o H X .strumarium | Saxena,
> Modal, 1993
o}
/ O
HO
6[3,9p-dihidroxi-8-epi-xantantina
Ac o X. spinosum Abdei-Mogib
et al., 1991
O
o
2-0x0-4-acetil-deasacetilxantanol
X. pungens Ahmed et al.,
1989

11, 13 diidroguaianolideo
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X. indicum Bohlmann et
O al., 1982
T%o
H |
Isoalantolactona
') X. indicum Bohlmann et

j{EO al., 1982
Xantonidieno
Compostos Sulfurados
OH X. pungens Ahmed et al,
A 1995
© |
N N
HO S CH3
Xantienopirano
OH S X .strumarium L. | Quin et al.,
0 o/\@i l 2006
OH
0 N ©
o o]
o)
OH
OH
7-hidroximetil-8,8-dimetil-4,8-dihidrobenzol-
3,5-diona-(2-O-cafeioil)--D-glucopiranosideo
o X .strumarium L. | Yoon et al.,
_ 2008
OH
o)
Oximetino
O X .strumarium L. | Yoon et al.,
2008;
X. macrocarpum | Lavault et al.,
2005
COH X. indicum Bohlmann et
. _ al., 1982
Acido 4-oxo-bedfordia
Acidos Fenolicos
X .strumarium | Ma et al,

1998; Han et
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[¢] coongH::ﬁg4<::§;foH

///C OH
HO

OH

OH
COO*CH:(HZGOH

Acido 1,5—di-O-cafeoilquinico

X COOH al., 2007
X. sibiricum Sheu et al.,
HO 2003; Han et
OH al., 2009
Acido cafeico
X~ COOH X .strumarium L. | Ma et al1998;
Han et al.,
HO 2007
OMe X. sibiricum Sheu et al.,
2003; Han et
Acido ferdlico al., 2009
X .strumarium |Ma et al.
OH 1998; Han et
OOC—CH=CHOOH al., 2007
Hooc X. sibiricum Sheu et al.,
1S e 2003; Han et
H al., 2009
Acido clorogénico
OH X .strumarium |Ma et al,
0 cooECH{}OH 1998
/C OH OH
kO COO——CH=—CH OH
OH
Acido 3—O cafeoil quinato potassio
OH X .strumarium |Ma et al,
o COOC“COOH 1998: Han et
H H al. 2007
c oH OH X. sibiricum Sheu et al.,
HO/ oo cHe—cH on 2003; Han et
oH al., 2009
COOCHEGOH
Acido 1,3,5-tri-O-cafeoilquinico
X. strumarium | Ma et al,
oH 1998; Han et
al., 2007
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e

COO—CH 7C

Acido 1,5-O-dicafeoilquinico

X. sibiricum Sheu et al.,
2003; Han et
al., 2009
o] OH X strumarium Ma et al.
H .
| coo—cion—{_y-or 1998, Han e
/ o X. sibiricum Sheu et al.,
OH 2003; Han et
al., 2009
Acido 4-O-cafeoilquinico
X. sibiricum Han et al,
H OH 2009
/C OH
HO OH
OH
COO—CH:CGOH
H
Acido 1-O-cafeoilquinico
o OH X. sibiricum Han et al.,
‘ ‘ COO —CH=CH GOH 2009
/C OH
HO OH
OH
Acido 5-O-cafeoilquinico
X. sibiricum Han et al,
H \ﬁ 2009
Acido 1 3-O-d|cafe0|lqum|co
OH X. sibiricum Han et al,
COO fCH—C OH 2009
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OH X. sibiricum Han et al.,
o COO —CH=—C OH 2009

OH
/C

H
COO —CH=CH GOH
HO OH
H

Acido 4,5-O-dicafeoilquinico

2.3. Xanthium cavanillesii

As espécies vegetais se distribuem de acordo com suas exigéncias
fisioldégicas através de zonas climaticas bem definidas. No caso do Xanthium,
no Brasil, € mencionada a ocorréncia de duas espécies, a X. spinosum e a X.
cavanillesii (LORENZI, 1991; KISSMANN, GROTH, 1992), sendo que a espécie
de ocorréncia no sul do pais é a X. cavanillesii (CORREA, 1984, MANFRON,
1997, MUSSI, 2000). O Rio Grande do Sul, por apresentar clima temperado,
solos férteis e trabalhados, € uma regido favoravel ao aparecimento do X.
cavanillesii (Figura 2), que também é encontrado nos campus do Uruguai e

Argentina (LORENZI, 1991, BACKES, NARDINO, 1990)

Figura 2. Xanthium cavanillesii coletado no minicipio de Sao Lourenco do
Sul/RS.

No Brasil, estas plantas sdo conhecidas popularmente como “carrapicho

de carneiro”’, “espinho de carneiro”, “carrapicho”, “carrapicho grande” e
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‘carrapicho de carneiro grande” (GALLO, 1977; GROTH, 1980,
DRIEMEIER,1999). As plantas do género Xanthium séo infestantes de lavouras
e quando subprodutos contaminados com os frutos de Xanthium sp. séo
utilizados como alimentos para animais podem trazer prejuizos econdémicos
(COLODEL, DRIEMEIER, PILATI, 2000). Além da invasdo de culturas o X.
cavanillesii também é temido por causar intoxicacdo em animais domeésticos.

As intoxicacfGes por plantas do género Xanthium ocorrem em animais
domésticos pela ingestédo da brotacéo dicotiledénea, em condi¢cbes de caréncia
de pastagens (MENDEZ et al. 1998), ou pela ingestdo de frutos que
acidentalmente contaminam a alimentag¢éao de animais confinados (WITTE et al.
1990, DRIEMEIER et al. 1999).

Na regido sul do Brasil, ha relatos de surtos de intoxicagcdo espontanea
por Xanthium spp em bovinos. Os surtos ocorreram nos municipios de Pelotas,
Santa Maria, S&o Lourenco do Sul (RIET-CORREA et al. 1983, 1984;
DRIEMEIER et al., 1999), Casca, Cachoeira (DRIEMEIER et al. 1999) e Pinhal
Grande (LORETTI et al. 1999), todos no estado do Rio Grande do Sul.

O X. cavanillesii € uma planta que também apresenta diversos fins na
terapéutica popular. Relatos indicam que as formas de uso popular s&o
administradas internamente, por via oral e externamente através de
compressas, para assepsia de ulceracdes de pele (MANFRON, 1997).

X. cavanillesii € utilizado em forma de infusdo das folhas na medicina
tradicional pelas suas propriedades purgativas e antiespasmédicas. Sendo
também usado na lavagem de Ulceras e feridas cutaneas, os frutos e raizes
sao diuréticos (GROTH, 1980). Propriedade purgativa também foi mencionada
(NOELLI, 1996). As propriedades contra afec¢cdes pulmonares, renais e
hepéticas, depurativa e antiespasmoddica sdo mencionadas na medicina
tradicional da Argentina (DEL VITTO, PETENATTI, PETENATTI, 1997), além
do uso como anti-séptico tépico (CERDEIRAS et al., 2007b). No Brasil, a planta
inteira, em forma de infuso e decoccdo, considerada adstringente, anti-
escrofulosa. Usada, especialmente, contra enfermidade cutanea: tumores,
gangrena, inclusive cancer (LORENZI, 1991).

O X. cavanillessi, quando comparado com outras espécies de Xanthium,
como o X. strumarium e X. sibiricum, néo foi tdo estudado do ponto de vista

farmacologico, as principais atividades, investigadas sao: antimicrobiana, anti-
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ulcerativa, diurética, e estudo recente confirmou a forte acédo antiinflamatoria
topica do extrato etandlico das partes aéreas de X. cavanillessi (SCHMIDT et
al., 2009).

Manfron (1997) investigou a atividade antimicrobiana do extrato
metandlico de raizes, caules, folhas e frutos de X. cavanillessi contra cepas de
Escherichia coli, Klebisiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Saccharomyces cerevisiae e Staphylococus aureus, nos quais o0 Xanthium
apresentou atividade. O efeito diurético das raizes do X. cavanillessi,
confirmando seu uso tradicional como diurético, foi efetuado por Mussi (2001).
Em 2005, estudos de isolamento de lactonas sesquiterpénicas das partes
aéreas do X. cavanillesii mostraram a atividade anti-ulcerativa em ratos
(FAVIER et al.,, 2005). E mais recentemente, corroborou-se sua atividade
antimicrobiana contra cepas de S. aureus, atividade esta atribuida ao xantanol,
isolado do X. cavanillessi e foi avaliada atividade antifungica contra Candida
albicans (CERDEIRAS et al., 2007a;b).

Estudando a composicdo quimica de Xanthium cavanillesii foram
isolados por hidrodestilacdo, das partes aéreas, componentes de Oleos
essenciais, tendo como constituinte majoritario o limoneno na concentracdo de
43,6% e outros constituintes em menor proporgao tais como: aromadendreno,
a-pineno, a-terpineol, carvono, p-cimeno, cariofileno, B-pineno, mirceno,
cariofileno, linalol, a-tujeno, borneol, citronelal, citronelol, -cardineno, nerolidol.
Acidos carboxilicos (acido propidnico, acido isovalérico, acido salicilico), acidos
fendlicos (timol, carvacrol, p-cresol, pirocatecol e resocinol). Nesta mesma
espécie foram identificados também substancias como as lactonas,
sesquiterpenicas (TAHER et al., 1985).

Oleos essencias também foram identificados nas folhas do X. cavanillesii
(MUSSI, 2001). Das partes aéreas foram identificados, mais uma vez, 6leos
essesciais, como também lactonas sesquiterpénicas (AMMAR et al., 1992, DE
RISCALA, et al., 1994). E dos frutos e brotagcdo dicotiledénea relataram-se a
presenca de diterpendides cauranos glicosilados (LORETTI et al., 1999;
DRIEMEIER et al.1999; COLODEL, DRIEMEIER, PILATI, 2000).

De forma mais abrangente, a composi¢do quimica geral da espécie X.

cavanillesii foi estudada, mostrando resultados fortemente positivos para acidos
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organicos em geral, acidos volateis, alcal6ides, amino grupos (extrato
etandlico), esterdides e/ou triterpenos, heterosideos cardiotdnicos, nas raizes,
caules, folhas e frutos. Resultados positivos para a presenca de acidos fixos
(caules e folhas), fendis ¢/ pés. orto e meta livres (caules e frutos), fendis com
posicao para livre (folhas e frutos), gomas, mucilagem e taninos (raizes, caules
e folhas), osideos (caules e folhas) (MANFRON, 1997).

E como pode ser observado (Quadro 4) a constituicdo quimica de X.
cavanillessi, engloba as classes de constituintes quimicos das demais espécies
do género Xanthium.

Quadro 4: Principais compostos quimicos isolados de Xanthium
cavanillesii

Composto Parte Referéncia

Cauranos Diterpenos

CH,OH Brotagao Loretti et
o} dicotiledénea e | al., 1999
OSO_H
b8 OH frutos Driemeier
(@]
\
CcO

Hooc” “coom et al., 1999

j\ Colodel;

Driemeier,;
Carboxiatractilosideo (CAT) Pilati. 2000

Xantanolideos Sesquiterpénicos

O OAc Partes aéreas De Riscala
etal., 1994

Xantumina

0 - Favier et
al., 2005;
0 2006

Xantantina
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OH OAc - Cerdeiras
et al 2007
O
o) (a)
Xantanol
O OH Partes aéreas | De Riscala
et al., 1994
o}

11aH,13-dihidroxantiumina

Partes aéreas De Riscala

O:f 5 etal., 1994

l

Bis-norxanthanolideo

O OH Partes aéreas | De Riscala
et al, 1994

Hidroxitomentosina

Folhas Olivaro,
Vazquez,
2009

4/ 5a-epoxido-10-aH-xantana-1(2).11-
dieno-74, 84-olideo

Dando continuidade ao estudo quimico e bioldgico de espécies do
género Xanthium, este trabalho apresenta o estudo quimico do extrato ativo
frente a cepas de P. falciparum com o objetivo de avaliar a atividade

antimalarica descrita para algumas espécies do género.
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A seguir, serdo abordados alguns aspectos realcionados a maléaria para

melhor contextualizar a relevancia do nosso trabalho.
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3. Malaria

A malaria é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, de evolucdo
cronica, com manifestacdes episodicas de carater agudo, que aflige milhdes de
pessoas nas zonas tropicais e subtropicais do globo. E talvez a mais antiga, a
de maior distribuicdo e a mais conhecida das doencas parasitarias que afligem
o homem (VERONESI, 1991, NEVES, 1998, OMS, 2009).

Pelo menos 300 milhdes de pessoas contraem malaria por ano em todo
o mundo. Destas, cerca de 1,5 a 2 milhées morrem. Quase 3 mil criancas
morrem por dia de malaria na Africa muito mais que qualquer outra doenca
infecciosa (CAMARGO, 2003).

A maléria esta presente, também, em mais de 90 paises, embora com
prevaléncia diferente. A malaria é tipicamente uma doenca do mundo
subdesenvolvido. Os paises mais comprometidos sdo india, Afeganistdo e
paises asiaticos, além da China e Brasil (cerca de 300 mil casos/ano). Na
figura 3, observa-se a abrangéncia da malaria no mundo, onde ela se mostra
uma doenca pandémica, devendo ser uma preocupacédo de todos 0s governos,
inclusive do Brasil (LUM, 2004; LACERDA, 2004).

B Aress onde ocome renamiss&oe de malaria
1 Arsss com risco limitade
3 sem maléria

Figura 3. Areas de incidéncia da malaria no mundo.

Nos ultimos anos foi observada uma queda nos numeros de casos de
malaria no Brasil. No periodo de 2000 a 2002 houve reducéo na notificacdo de

casos. No entanto, essa queda nao foi mantida e no periodo de 2003 a 2005
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observou-se crescimento no registro da doenca. Porém, nos dois ultimos anos,
2006 e 2007, houve uma reversédo desta tendéncia de crescimento, com uma
importante reducéo de 9% em 2006, quando comparado com 2005, e de 17%
em 2007 em relacédo a 2006 (figura 4). O éxito pode ser atribuido a uma série
de fatores, dentre os quais: maior investimento de recursos pelas trés esferas
de governo; mudanca no esquema de primeira escolha para tratamento da
malaria por P. falciparum; aprimoramento do trabalho intersetorial e
interinstitucional; capacitacdo dos profissionais de saude em analise de dados
para focalizacdo do problema e tomada de decisdo e mobilizacdo do setor
politico. Com a reducédo de casos, houve impacto também nas internacdes, que
cairam 45,8% no periodo avaliado, passando de 2.910 em 2007, para 1.576
em 2008, como informou o Ministério da Saude (BRASIL, 2008)

700.000 ¢

600.000 |
500.000 ¢
400.000

300.000 ¢
200.000 -
100.000 ¢

0

Casos

1999 2000 2.001 2002 2003 2004 2005 2.006 2.007
Ano

Figura 4. Niomero de casos de malaria na Amazonia Legal, 1999 a 2007

No ano de 2007, em apenas trés estados, Amazonas, Rondbnia e Para
foram registrados cerca de 354 mil casos, o que correspondeu a 78% das
ocorréncias. A maioria dos estados da Amazonia Legal apresentou reducéao,
em 2007, na frequéncia de casos em relacdo ao ano de 2006, com excec¢ao do
Amazonas e Mato Grosso. No Brasil, had transmissdo da malaria por trés
espécieis de Plasmodium, P. vivax (76,6%), P. falciparum (19,3%) e P.
malariae (BRASIL, 2008). No entanto, as infec¢cdes causadas por P. vivax
predominam. Houve reducdo nos casos de malaria por P. falciparum em
praticamente todos os estados, na Amazonia Legal este percentual passou de
25% em 2006, para 19% em 2007. Esta reducdo pode, em parte, ser atribuida
a mudanca no tratamento de primeira escolha da malaria por P. falciparum,
passando do esquema terapéutico com quinina e doxiciclina para combinacdes
com derivados da artemisinina (BRASIL, 2008).
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3.1. Adoenca

Na sistemética zoologica, os parasitas da malaria humana estédo
classificados no filo Protozoa; classe Sporozoea; familia Plasmodiidae; género
Plamodium, ao qual pertencem quatro espécies que infectam o homem: P.
vivax; P. malarie; P. ovale e P. falciparum (figura 5) (BRAGA, FONTES, 2005;
VERONESI, 1991).

A transmissdo ao homem se da pela picada do mosquito fémea
(infectado) do género Anopheles (figura 6). Ao nascer, 0 mosquito fémea néo é
transmissor da doenca, somente torna-se um disseminador quando alimenta-se
do sangue de algum animal ou humano infectado, ingerindo, assim, formas

viaveis do parasita (gametdcitos), dando inicio ao ciclo parasitario.
[ ’ . i

. oo® ¥
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Figura 5. Visdo microscopica do Figura 6. Mosquito do género
Plasmodium falciparum. Anopheles sp.

A malaria manifesta-se por episédios de calafrios, seguidos de febre alta
que duram de 3 a 4 horas. Esses episodios sdo, em geral, acompanhados de
profundo mal-estar, nauseas, cefaléias e dores articulares. ApGs a crise, 0
paciente retorna a sua vida habitual. No entanto, depois de um ou dois dias, o
quadro calafrio/febre retorna e se repete por semanas até que o paciente, ndo
tratado, sare espontaneamente ou morra em meio a complicacdes renais e
pulmonares e coma cerebral no caso da maléaria cerebral. Tratado a tempo, s6
excepcionalmente morre-se de malaria (VERONESI, 1991, NEVES, 1998,
CAMARGO, 2003).

Dependendo das manifestacdes clinicas apresentadas a malaria pode
ser enquadrada em: A) Maléria ndo complicada, na qual os acessos malaricos
sdo acompanhados de intensa debilidade fisica, nauseas e vomitos e a febre é
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referida pela grande maioria dos pacientes, corresponde a maioria dos casos
relatados no Brasil (BRASIL, 2001; BRAGA, FONTES, 2005) e B) Malaria
grave e complicada, obsevando-se hiperparasitismo, anemia grave, ictericia,
hipertermia mantida, distarbios hidroeletroliticos e do equilibrio acido-base,
insuficiéncia respiratoria, insuficiéncia renal, alteracdo do nivel de consciéncia,
colapso circulatoério, distirbios hemorragicos e da coagulacao, hipoglicemia e
coma (BRASIL, 2001; BRAGA, FONTES, 2005).

3.1.1 Terapéutica da malaria

A inexisténcia, at¢ o momento, de um Unico tratamento igualmente
efetivo contra as espécies de plasmddio mais prevalentes no Brasil, P. vivax
(79,6%) e P. falciparum, (19,3%) (BRASIL, 2002), faz com que a quimioterapia
especifica tenha um papel fundamental no que se refere a assisténcia as
pessoas diagnosticadas como portadoras da infeccao pelo plasmodio (BRASIL,
2001).

O tratamento da maléria tem como alvo a interrupcdo da esquizogbnia
sanguinea do ciclo parasitario, a qual é responsavel pela patogenia e
manifestacbes clinicas da infeccdo. Entretanto, pela diversidade do seu ciclo
bioldgico, € também objetivo da terapéutica proporcionar a erradicacdo de
formas latentes do P. vivax no ciclo tecidual, evitando as recaidas (BRASIL
2001, 2002).

Atualmente os farmacos antimalaricos sao baseados em produtos
naturais ou compostos sintéticos produzidos a partir da década de 40. Esses
farmacos sdo especificos para cada etapa do ciclo de vida do Plasmodium.
Estes podem ser classificados de diferentes formas. A classificagcdo utilizada
com maior frequencia esta baseada na acdo do farmaco nos diferentes
estagios do ciclo biolégico do parasita. Segundo este aspecto, os farmacos
antimalaricos podem ser classificados como: agentes esquizonticidas
sanguineos, agentes esquizonticidas teciduais, agentes profilaticos, agentes
que bloqueiam a transmissdo entre o homem e o mosquito (RANG, 2004;
JEFFORD, 1997, FREDERICH et al., 2002).

Os agentes esquizonticidas sanglineos, também conhecidos como

farmacos para a cura clinica ou supressiva, sdo usados no tratamento do
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ataque agudo, sendo eficazes contra as formas eritrocitarias do parasita. Os
farmacos enquadrados nesta classe sdo o0s quinolinometandis (quinina,
mefloquina), 4-aminoquinolinicos (cloroquina), fenantreno (halofantrina),
agentes que interferem na sintese ou acdo do acido félico (sulfadoxina,
dapsona, pirimetamina). Ainda nesta classe, encontram-se os farmacos
antimalaricos mais potentes encontrados no mercado farmacéutico: os
endoperoxidos: artemisinina e seus derivados (diidroartemisinina (DQHS),
arteéter, arteméter, artemisiteno e artesunato de sddio) (Figura 7) (LUO, SHEN,
1987; BALINT, 2001).

A artemisinina, extraida da Artemisia annua L. (Asteraceae), foi isolada
pela primeira vez na década de 70, mas pesquisas com extrato de Artemisia
annua ja faziam parte de um projeto militar chinés secreto. O projeto 523,
iniciado em 1967 e que tinha como propdsito ajudar os militares viethamitas a
combater a malaria durante a guerra do Vietnam, obtendo uma vantagem
estratégica contra o0s norte-americanos (FRANCA, SANTOS, FIGUEROA-
VILLAR, 2008).

A artemisinina e seus derivados atraem grande atencdo dos
pesquisadores, pois hoje € um dos mais potentes antimalaricos contra o P.
falciparum e P. vivax, inclusive contra as cepas resistentes a farmacos
tradicionais como, por exemplo, a cloroquina, quinina, mefloquina.

Este farmaco é um composto com uma estrutura quimica peculiar: um
lactona sesquitepénica contendo uma Unica ponte endoperoxido, de alta
estabilidade térmica, baixa toxicidade e alta eficiéncia contra P. falciparum. A
estrutura aparentemente complexa da artemisinina ndo é condicao
indispensavel para a atividade antimalarica. Nos varios sistemas sintetizados
testados, o grupamento fundamental é a ligacdo perdxido, até entdo
(KLAYMAN et al, 1985)



30

O14

OEt 0COCH,CH,COONa

Arteéter Artesunato de sédio

OMe

Diidroartemisinina Arteméte

Figura 7. Artemisinina e seus derivados

Os agentes esquizonticidas teciduais séo eficazes nas formas hepéticas
do parasita e em gametas levando a cura radical. Estdo incluidos neste grupo
0s agentes 8-aminoquinolinicos (primaquina) (RANG, 2004).

Os agentes profildticos bloqueiam a passagem do estagio
exoeritrocitario para o eritrocitario, matando o parasita quando este deixa o
figado, consequentemente, impedindo os ataques de malaria. Alguns farmacos
desta classe séo cloroquina, mefloquina, proguanil, pirimetamina, dapsona e
doxiciclina (RANG, 2004).

Os farmacos que blogueiam a transmissdao do homem para 0 mosquito
sdo aqueles que tém a capacidade de destruir os gametocitos, sdo eles: a

primaquina, proguanil e pirimetamina (RANG, 2004).
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Vale ressaltar que os farmacos antimalaricos podem atuar contra mais
de uma forma do protozoario e serem efetivos contra uma espécie, mas
totalmente ineficazes contra outras (FRANCA; SANTOS; FIGUEROA-VILLAR,
2008).

O mecanismo de resisténcia do plasmédio aos farmacos esta
correlacionado tanto a fatores ligados ao parasita, ao hospedeiro e as
condi¢cdes socio-econbmicas e, geralmente, ao uso frequente, abusivo e
indiscriminado dos medicamentos antimalaricos, o que incrementa a
disseminacdo de cepas resistentes, fazendo-se necessaria a busca de
medicac0Oes alternativas mais eficazes, como a mefloquina (ALECRIM, 1986 (a)
e (b); COUTO et al., 1993). Alguns dos farmacos antimaléricos classicos séo

mostrados na figura 8
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Figura 8. Farmacos antimalaricos classicos

3.2 Novo alvo molecular: PFATP6
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A proposta do mecanismo de acdo dos endoperdxidos (artemisinina)

mais difundida foi a proposta por Meshnick et al. (1996), na qual eles propéem

que a acgdo antimalédrica da artemisinina deve ocorrer em duas etapas, na

primeira, a artemisinina é ativada pelo heme ou pelo ion ferro(ll) livre,

produzindo radicais livres e espécies citotoxicas. Na segunda etapa, estas

espécies reagiriam com uma proteina especifica associada a membrana do

parasita levando-o a morte.

Contudo, trabalhos mais recentes tem demonstrado que além da

formacado de radicais livres que alquilam varias proteinas, a artemisinina atua

inibindo irreversivelmente a enzima ATPase calcio-dependente (PfATP6)



33

localizada no reticulo endoplaméatico do Plasmodium falciparum com alta
especificidade (ECKSTEIN-LUDWING et AL., 2003).

A PfATP6 (Figura 9) vem se mostrando um potente alvo para a atividade
antimalarica da artemisinina e da tapsigargina, ambas lactonas
sesquiterpénicas, esta Ultima inibe potencialmente tanto as PfATPase6
presente no reticulo endoplamético rugoso tanto de mamiferos quanto do
parasito Plasmodium spp. Desse modo, foi hipotetizado que a artemisinina
interage com uma regido do PfATP6 que liga a tapsigargina, implicando que a
diferenca entre o padrao de ligacdo da tapsigargina nas SERCAs do parasito e
dos mamiferos sdo determinantes na suscetibilidade da artemisinina.(JUNG,
2005).

Figura 9: Estrutura tridimensional do modelo de PfATP6 (PDB ID: 1IWO). As
regides vermelhas séo as folhas p e as amarelas séo as a-hélices.

Adicionalmente, na busca de novos compostos que apresentem
alternativas no tratamento da maléaria, a curcumina e metilcurcumina, que tem
suas propriedades antiinflamatéria, antioxidante e antitumoral comprovadas, foi
testada para atividade antimalarica em ratos infectados com cepas de
Plasmodium berghei. Mostrando-se ativa, entdo surgiu a necessidade de se
explicar o mecanismo de acao da curcumina. Assim estudos por modelagem
molecular tentaram explicar a atividade antimalarica, inibindo a PfATP6 (JI,
SHEN, 2009).
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4 Métodos computacionais

4.1 Modelagem molecular

A modelagem molecular consiste na geracdo, manipulacdo e/ou
representacdo realista de estruturas moleculares e célculos das propriedades
fisico-quimicas sendo assistida por computadores. O instrumento matematico
usado é a quimica tedrica e a computacdo grafica sdo as ferramentas para
manusear os modelos biolégicos ou néo, tais como proteinas, DNA, nanotubos,
dentre outros. Atualmente, os sistemas de modelagem molecular estao
munidos de poderosas ferramentas para a construcao, visualizagdo, analise e
armazenamento de modelos de sistemas moleculares complexos que auxiliam
na interpretacéo das relacdes entre as estruturas quimicas e atividade bioldgica
associadas aos compostos investigados. A modelagem molecular possui
diversas metodologias que podem ser aplicadas ao desenvolvimento de
farmacos, dentre elas destacam-se homologia ou modelagem comparativa e
ancoragem molecular (mais conhecido como docking) (ANDREI, 2003).

O uso de modelos tedricos que permitam o manuseios de estruturas
moleculares, como também, a avaliacdo do comportamento quimico
realcionando as propriedades da matéria sdo o0s objetivos de estudo de
modelagem molecular.

A Modelagem Comparativa é uma ferramenta computacional empregada
para determinacdo estrutural de proteinas a partir de uma ancestral em comum
devido a similaridade protéica entre a funcdo e estrutura. (SANTOS-FILHO,
ALENCASTRO, 2003). A realizacdo da modelagem por homologia se processa
pela sobreposicdo de sequéncias homélogas entre si, onde pelo menos uma
possui as estruras 3D resolvida por métodos experimentais (difracdo de raio-X
ou RMN). Como resultado, um modelo é gerado tendo o arcabougo da
estrutura determinada experimentalmente com referéncia, esta € denominada
molde. O processo de modelagem molecular possui também a finalidade de
otimizar as posi¢cdes das cadeias laterais, refinar a geometria obtida e validar o
modelo construido (GOLDSMITH-FISCHMAN, HONIG, 2003; SANTOS-FILHO,
ALENCASTRO, 2003).
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De posse da estrutura molecular, ou seja, do receptor, os trabalhos de
investigacdo seguem para os estudos de ancoragem molecular, conhecido
como docking. Esta metodologia é utilizada para encaixar ligantes no sitio ativo
da enzima, com base que os grupamentos complementares do ligante e do
receptor possam ser pareados. O programa entdo move automaticamente a
molécula dentro da cavidade no sitio ativo em diferentes conformacgdes, e para
cada uma delas a energia de interacdo é gerada fornecendo como resultado a
melhor conformacdo do ligante no sitio ativo do alvo molecular (PATRICK,
2009).

Um dos primeiros farmacos desenvolvidos por modelagem molecular foi
o captopril, amplamente utilizado no tratamento da hipertensdo. O captopril é
um inibidor da enzima conversora da angiotensina (ECA). O é um analogo
sintético de peptideos isolados de veneno da serpente Bothops jararaca, os
quais sao inibidores potente da ECA (RANG, 2004).

O planejamento molecular do captopril foi fundamentado, de maneira
geral, na construcdo de unidades peptidicas simples, elaboradas a partir da
unidade terminal do substrato natural da enzima ECA, isto é a angiotensina I,
em uma estratégia de identificacdo de um protético dirigido ao sitio-ativo.
(BARREIRO, FRAGA; 2008).

Ainda com relacdo a modificacdo estrutural de um protétipo na
descoberta racional de farmacos, tem-se o aciclovir, o qual foi originarios dos
nucleotideos substratos de quinases virais que participam da biossintese de
acidos nucléicos, essenciais ao ciclo evolutivo viral. Entdo, a partir dos
nucleisideos naturais foram feitas modificacdes a unidade osidica, alterando o
heterociclo de maneira a excluir os centros estereogénicos, promovendo uma
simplificagdo molecular, permitindo, assim, a descoberta do aciclovir e outros
antivirais como o fanciclovir e indinavir (BARREIRO, FRAGA; 2008).

Ndo somente o captopril e o aciclovir sdo farmacos resultantes de
estudos de modelagem molecular, sdo indmeros exemplos como a cimetidina e
misoprostol (farmacos antitlceras), propanolol (anti-hipertensivo 3 bloqueador),
haloperidol (neuroléptico) e outros (BARREIRO, FRAGA; 2008).

Em nosso trabalho, a modelagem molecular sera aplicada para estudos

em classes de compostos quimicos isolados do extrato ativo de X. cavanillesii,
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com o objetivo de propor um mecanistmo de acdo para esta classe de

compostos.
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5. Objetivos

5.1. Objetivo geral:
e Avaliar a atividade bioldgica e investigar a composicdo quimica de

Xanthium cavanillesii.

5.2. Objetivos especificos:

¢ Avaliar a atividade biolégica de extratos X. cavanillesii contra Artemia
salina;

e Avaliar a atividade biologica de X. cavanillesii contra cepas de P.
falciparum;

e Fracionar o (s) extrato (s) ativo (s) de X. cavanillesii;

¢ Purificar e caracterizar o (s) composto (s) quimico (s) presente (s) no
(s) extrato (s) bioativo (s) de X. cavanillesii;

e Avaliar por modelagem molecular a atividade antimalarica da (s) classe

(s) de composto (s) quimico (s) encontrado (S)
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6. Materiais e métodos

6.1 Obtencao do material vegetal

Xanthium cavanillesii foi coletado no municipio de S&o Lourenco do
Sul/RS, Brasil em abril de 2009. Procurou-se coletar a planta na fase de
floracdo e maturacéo fisiologica dos frutos, que no Rio Grande do Sul ocorre
somente no outono, devido as necessidades de luz do vegetal. A identificacédo
foi feita no Departamento de Biologia da Universidade Estadual de Feira de
Santana (UEFS) e uma exsicata do material foi depositada no herbario desta
Universidade sob o nimero de registro HUEFS 139439.

6.2 Obtencao dos extratos

O X. cavanillesii foi separado em folhas, caules e frutos e, em seguida,
foram secos em estufa com ventilacdo forcada a 45-55 °C por 72 h e,
posteriormente, moidos em macromoinho de facas (Solab®). As partes
pulverizadas, 2,9 Kg de cada parte da planta, foram submetidos a maceracéo
por um periodo de 72 horas, com 0s seguintes solventes hexano, acetato de
etila, etanol e 4gua. Apdés filtracdo, os solventes foram evaporados utilizando-se
rotaevaporador para fornecer os respectivos extratos. O procedimento geral

para a obtencdo dos extratos de X. cavanillesii esta descrito na fluxograma 1.

| Xanthium cavanillesii |

| Folhas | | Frutos | | Caules |

| secagem e Moagem |

44° - 45°C

Maceracao
Hex: AcOEt; EtOH. H,O

25°C-72h

Evaporacég

Folhas Frutos Caule

Ext. Hex: 2,38%
Ext. ACOEt: 6,00%
Ext. EtOH: 2,78%
Ext. H2O : 3,86%

Ext. Hex: 5,70%
Ext. AcCOEt: 2,10%
Ext. EtOH: 1,19%
Ext. H,O : 4,45%

Ext. Hex: 0,41%
Ext. AcCOELt: 0,74%
Ext. EtOH: 0,74%

Ext. H,O : 1,5%

Fluxograma 1. Procedimento experimental empregado no preparo dos extratos
de X. cavanillesii
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6.3 Atividade biolégica

6.3.1 Ensaio de toxicidade frente Artemia salina L.

O bioensaio foi desenvolvido adaptando-se a metodologia descrita por
Meyer et al. (1982), na qual os cistos liofilizados de Artemia salina foram
colocados para eclodir em agua do mar artificial (solucdo de NaCl a 3,8%) e
deixados em temperatura ambiente por 48 horas. Para o preparo da agua
marinha, o sal marinho apropiado foi dissolvido em agua destilada, mantendo-
se 0 pH entre 8 e 9. Para eclosdo dos microcrustaceos, os cistos liofilizados
foram colocados em um recipiente contendo divisoria, de modo que apenas um
dos lados ficasse iluminado para permitir, por fototropismo, a migracdo das
larvas. O sistema montado foi mantido a temperatura ambiente, sob continua
aeracao e iluminagéo artificial (lampada de 40 W), durante 48 horas.

Os extratos hexanico, acetato de etila, etandlico e aquoso obtidos das
folhas, frutos e caules foram testados nas concentracdes de 100; 250; 500;
750; 1000 ppm.

Os extratos brutos foram pesados (50 mg), adicionou-se 1 mL de DMSO
(dimetilsuféxido) (1% do volume final, v/v) para facilitar a dissolugéo do extrato,
a seguir adicionou-se agua do mar sintética até completar volume de 20 mL de
agua marinha artificial. Desta solucdo dos extratos tomaram-se aliquotas de

modo a se obter as concentragdes a serem testadas, como mostra a tabela 1

Tabela 1: Determinacéo das concentracdes dos extratos

Concentragao (ppm) Solucéo estoque Solugéo Salina
(mL)
100 0,2 4,8
250 0,5 4,5
500 1,0 4,0
750 1,5 3,5

1000 2,0 3,0
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Apo6s o preparo das diferentes concentragdes, adicionou-se 10 larvas de
Artemia salina em cada um dos tubos de ensaio, juntamente com o extrato e
deixou-se incubar a 25 °C por 24 h, sob iluminagao artificial constante.

O resultado foi obtido contando-se o numero de larvas mortas em cada
tubo, por meio de verificacdo visual. O ensaio foi realizado em quintuplicata.
Como controle negativo utilizou-se 1% de DMSO em 5 mL de agua do mar
artificial.

Os dados obtidos foram tratados estatisticamente, utilizando o fator de
correcdo em relacdo as mortes observadas no teste controle (Férmula de
Abbot) e calculando a DLso. Para este célculo foi utilizado, o software SPSS For
Windows®, método Probitos. Os extratos foram considerados ativos quando
CLsp <1000 ppm (MEYER et al., 1982).

6.3.2 Teste antimalarico in vitro

O teste in vitro para atividade antimalarica foi realizado no Laborat6rio de
Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia (LETI), no Centro de Pesquisa
Goncgalo Moniz/Fundacdo Oswaldo Cruz/Ba, sob a supervisdo da Dr? Milena
Botelho.

Os extratos brutos liofilizados do X. cavanillesii foram testados para
atividade antimalarica usando cepa W, do P. falciparum, a qual é sensivel a
mefloquina e resistente a cloroquina. Os parasitos foram cultivados em
eritrocitos humanos (sangue grupo O*), meio de cultura RPMI com hipoxantina
e suplemento de 10% de plasma humano, adicionando-se mistura de gases
[CO2 (5%), O, (5%), N2 (gsp 100%)] de forma a mimetizar o sangue periférico
humano. As cepas foram cultivadas até atingirem uma parasitemia de 1 a 2% e
2,5 % de hematdcrito (SA et al., 2009).

O extratos etandlico e aquoso, liofilizados, (100 mg) foram solubilizados
em 1% de DMSO. Tomou-se uma aliquota de 10 pL do extrato diluido em
DMSO, que foi adicionada em 490 pL de meio de cultura RPMI sem
hipoxantina, obtendo-se, assim, uma solugdo 200 pg/mL. A esta solucdo de
concentracdo 200 pg/mL adicionou-se 100 uL do parasito de modo que obteve-

se uma solugdo de concentracdo final 100 pg/mL, correspondendo a
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concentracdo inicial do extrato a ser testado. As diluicdbes foram feitas
automaticamente em placas de cultura contendo 96 pocos.

A placa contendo as cepas de P. falciparum tratadas com os extratos foi
incubada em estufa a 24°C por um periodo de 24 hs. Apds este periodo os
pocos foram marcados com *[H] — hipoxantina (20uCi/mL) por poco, a qual é
usada como marcador para avaliagio da incorporacéo da radiagio R (SA et al.,
2009).

Com objetivo de lisar as hemacias, a placa foi submetida a
congelamento e apos congelamento, as placas ficaram prontas para a etapa de
contagem de cepas viaveis. A coleta das hemacias foi feita em coletor de
células, no qual as hemacias infectadas pelos P. falciparum foram coletadas
em placas com filtro de fibra de vidro, também com 96 pocos. Os extratos
foram descartados.

As hemacias infectadas coletadas foram marcadas com liquido cintilador
(50 uL) por poco. A placa foi deixada a temperatura ambiente por 24 h, periodo
necessario para fazer a leitura dos po¢os marcados.

No aparelho cintilado, a |leitura foi feita automaticamente.
Quantitativamente indicada pela emissédo da fluorescéncia que ocorre pela
interacdo entre a *[H] — hipoxantina com a radiacdo R emitida pelo aparelho
cintilador. A contagem das cepas viaveis foi avaliada pela comparacdo da
emissdo de fluorescéncia pela [H] — hipoxantina de cada poco (SA et al.,
2009). Todos os teste foram realizados em triplicata.

Os pocos que nao emitiram fluorescéncia indicaram o extrato ativo
contra P. falciparum, sendo este submetido a estudos da concentracdo
inibitéria minima (ICsp).

O extrato mais ativo foi submetido ao teste de ICso que foram realizados
utilizando-se a Metodologia do Teste Antimalarico in vitro, variado-se somente
a concentragdo inicial que no teste in vitro € 100 pg/mL. No teste de ICso as
cepas de P. falciparum foram submetidas as concentracdes de 100; 33,33;
11,11; 3,70; 1,234 pg/mL (SA et al., 2009), sendo também realizado em

triplicata.
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6.4 Fracionamento do extrato etandlico dos frutos de X. cavanillesii

O processo de fracionamento do extrato etandlico foi feito em coluna
aberta. Utilizou-se como fase estacionaria silica gel 200-400 mesh (60A) e
sistema de eluente na ordem crescente de polaridade: Hex, AcOEt, EtOH e
H,O. Este procedimento resultou em 15 fragbes, sendo que a fragao 10
forneceu um precipitado (XC 10).

Nos procedimentos de cromatografia em camada delgada (CCD)
comparativas foram utilizadas cromatofolhas de aluminio pré-preparadas de
silica 60 Fs4 de procedéncia Merck®.

Os métodos de revelacao utilizados nas CCD consistiram na exposicéo
das placas a radiacdo, empregando-se gabinete apropriado, lampada
ultravioleta nos comprimentos de onda 254 e 365 nm. A camara de luz
ultravioleta (A= 365 nm) e em solucéo reveladora de &cido sulfarico (10%) em

metanol, com posterior aquecimento.

6.4.1 Purificacdo dos constituientes do extrato etandlico dos frutos

de X. cavanillesii

As 16 fracOes resultantes da CC do extrato etandlico dos frutos de X.
cavanillesii foram submetidas a CCD para comparacéao do perfil cromatogréfico.
As fracbes 10 (sobrenadante); 11; 12, 13-15 por apresentaram perfis
semelhantes foram purificadas por cromatografia de filtracdo em coluna por
permeacdo em Sephapex LH-20. Utilizou-se como eluente MeOH. As fracdes

obtidas foram reunidas conforme mostram a tabela 2.



Tabela 2: Fracbes 10 a 15 purificadas em Sephapex LH-20
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Fracs Subfragbes Subfragbes Massa Analises
racao .
resultantes Unidas (9)
10 13 fracdes Frs 02-03 0,20 -
(sobrenadante) Frs 04-05 0,40 -
Frs 06-07 (X1) | 0,35 CLAE-DAD
Frs 08-09 1,30 -
Frs 10-11(X2) 1,20 CLAE-DAD,
RMN *H, IV
Frs 12-13 1,25 -
11 21 fragbes Fr Ol -
Frs 02-04 0,04 -
Fr 05 0,19 -
Fr 06 0,44 -
Frs 07-08 0,65 -
Fr 09 0,60 -
Fr 10 -
Fr-11 -
Fr12-13 -
Fr 14 (X3) 0,12 -
Fr 15 0,09 -
Fr 16 0,50 -
Fri17 0,05 -
Fr 18 (X4) 0,05 CLAE-DAD
Fr 19 (X5) CLAE-DAD,
(precipitado) RMN *H, IV
12 11 fragbes Fr 01-03 0,03
Fr 04-05 0,08
Fr 06 0,29
Fr 07 (X6) 0,63 CLAE-DAD,
RMN *H, IV
Fr 08 0,03
Fr 09 (X7) 0,49 CLAE-DAD,
RMN H, IV
Frs 10-11 1,89
13-15 Precipitado Frs 02-04 0,12 -
14 Fracgdes Fr 05 0,04
Frs 06-08 0,01 -
Frs 09 0,08 -
Frs 10-13 (X8) 2,20 CLAE-DAD
Fri14 -
Sobrenadante Frs 02-03 0,25
08 Fracoes Frs 04-06 1,11 -
Frs 07 -08 2,71 -
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6.5 Anélise por CLAE-DAD das fra¢gfes purificadas do extrato bioativo

As analises de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), foram
realizadas no Laboratério de Central de Farmacia, Departamento de Saude da
UEFS

Para a separacdo e analise qualitativa dos compostos fendlicos por
CLAE, utilizou-se o equipamento HPLC EZCHROM ELITE e bomba VRW
HITACHI L-2130. A separacdo cromatografica foi desenvolvida em coluna
Purospher Star (RP8e (25x 4 mm, 5 mm ID) da Merck®. A otimizacéo das
condicGes de separacdao em sistema de gradiente foi obtida pela aplicacdo de
uma fase movel MeOH (A) e H,O/H3PO4 0,1% (B) na condi¢éo inicial 0 minutos
10%(A) e 90% (B); 10 minutos de 20% (A) e 80% (B), 30 minutos 40% (A) e
60% (B), 60 minutos 40% (A) e 60% (B). A temperatura do forno da coluna foi
mantida constante a 25° C, fluxo de 0,8 mL/min., utilizando-se um volume de
injecdo de 10 pL.

A leitura do detector de arranjo de diodo (DAD) foi realizada na faixa de
A=220 a 400 nm. A identificacdo foi conduzida pela comparacgéo dos tempos de
retencdo e dos graficos de absorbancia no UV correspondente com padrbes de

ACQ (4cido clorogénico), acido caféico e acido ferulico.

6.6 Andlise espectroscopicas

6.6.1 Espectrometria de infravermelho

As analises de infravermelho (IV) foram realizadas no Laboratério de
Infravermelho, no Instituto de Quimica da Universidade Federal Fluminense
(UFF).

Os espectros de [V foram registrados em Espectrometro de
Infravermelho com Transformada de Fourier (IV-FT), da marca Bomem®,

modelo ABB®, na faixa de leitura 3500-1000 cm™.
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6.6.2 Espectrometria de ressonacia magneética nuclear (RMN)

As anadlises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram realizadas
no Laboratério de RMN, no Instituto de Quimica da Universidade Federal
Fluminense (UFF).

As subfracbes X2, X5 e a fracdo XC10 foram solubilizada em DMSO-dg.
Subfracbes X6 e X7, em MeOH-3,. Foram utilizados 0,6 mL de ambos
solventes e transferidas para tubos de RMN (5mm @ interno). Os espectros de
RMN foram obtidos em equipamento Varian® VnmrJ 2.2 C operando em
frequéncia de 500 MHz para *H RMN e 125 para *C RMN. O tetrametil-silano
(TMS) foi usado como padrdo interno. Os espectros foram processados

utilizando-se o software MestRe-C (versao 4.7.0.0).

6.7 Modelagem molecular

O deposito da sequéncia primaria do alvo molecular PfATPase6 no
projeto genoma do parasita da malaria (http:/plasmodb.org/plasmo/) nos
motivou a construir um modelo por modelagem comparativa. O modelo foi
construido usando SwissPdb Viewer® 3.7 (GUEX, PEITSCH; 1997) seguindo
protocolo padrdo: i) fornecimento da sequéncia da PfATPase6 para o
programa; ii) busca de modelos no Protein Data Bank®; iii) o alinhamento
estrutural entre os modelos e os moldes.

Os calculos computacionais de modelagem molecular envolvem a
minimizacdo de cada estrutura, ou seja, a determinacdo da estrutura
tridimensional dos compostos a partir do desenhp bidimensional. A
minimizacdo energética das estruturas quimicas dos compostos sintetizados €
um pré-requisito para qualquer analise estrutural, pois cada técnica proporciona
a adeuqcao espacial e termodinamica de atomos e moléculas. Assim, 0 modelo
resultante foi refinado pelo AMBER 10® (CASE et al., 2008) utilizando o campo
de forca de ff03 (LEE, DUAN; 2004), usando modelo de solvente implicito por
500 ciclos steep descent seguido de mais 500 ciclos de gradiente conjugado. A
otimizacdo da estrutura foi submetida a simulacdo dindmica molecular para o

equilibrio, aquecido de 0° K a 100° K durante 200 ps. O integrador de
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velocidade Verlet foi utilizado com uma etapa de integracdo de 2 fs.
Finalmente, a estrutura de equilibrio foi otimizada 500 ciclos steep descent
seguido de mais 500 ciclos de gradiente conjugado. O modelo refinado foi
avaliado por inspecdo visual do sitio ativo, valor do quadrado do desvio padrdo
das coordenadas atbmicas entre molde e modelo (RMSD), e através do grafico
de Ramachandran gerada pelo PROCHECK® (LASKOWSKI et al., 1993). Ap6s
a etapa de homologia, a metodologia de ancoragem foi realizada utilizando-se
o programa AutoDock Vina® (TROTT, OLSON; 2009). As estruturas isoladas
foram encaixadas contra o sitio ativo da PfATPase6 gerando a energia de

ligagédo correspondente.



47
7. Resultados e discussao

7.1 Avaliacédo da atividade biolégia dos extratos

7.1.1 Avaliacdo da toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia
salinaL

Os produtos naturais sdo constantemente referenciados como fonte de
compostos bioativos. Atualmente, existe a necessidade de novas investigagdes
cientificas que busquem novos compostos com atividade antimalarica, devido a
resisténcia que o P. falciparum vem adquirindo, inclusive contra artemisinina,
farmaco mais potente encontrado no mercado farmacéutico (FRANCA,;
SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008).

Os laboratérios de Fitoquimica tém usado este teste no intuito de
biomonitor e selecionar extratos vegetais para a busca de compostos ativos
(NICK, RALI; 1995; SIQUEIRA et al., 2001; RUIZ et al.,, 2005; LHULLIER,
HORTA, FALKENBERG; 2006; SILVA et al., 2007). A avaliagdo da bioatividade
de extratos de plantas, medida pela citoxicidade frente Artemia salina L., pode
fornecer informacdes valiosas ao trabalho de quimicos de produtos naturais e
farmacodlogos, indicando fontes vegetais com importantes atividades
biolégicas.

Neste contexto, a utilizagcdo de bioensaios para 0 monitoramento da
bioatividade de extratos, fracbes e compostos isolados de plantas vem
crescendo consideravelmente nos laboratorios de pesquisa em nivel mundial
como método alternativo para o uso de animais de laboratério. Adicionalmente,
a simplicidade do bioensaio favorece sua utilizagcdo, uma vez que consiste em
método simples, rapido e de baixo custo para determinacdo de citotoxicidade
(SIQUEIRA et al. 1998, 2001; PAYROL et al., 2001).

Artemia salina L. € um microcrustdceo de agua salgada utilizado
habitualmente como alimento vivo para peixes. E amplamente conhecido como
indicador de citoxicidade em um bioensaio que utiliza a CLso (concentracao
letal média) como parametro de avaliagdo da atividade bioldgica.

Diversos trabalhos correlacionam a citoxicicidade sobre Artemia salina L.

com atividades antifungica, viruscida, antimicrobiana, parasiticida,
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tripanossomicida, entre outras (SIQUEIRA et al., 1998 e 2001; PAYROL et al.,
2000, 2001; KANEGUSUKU et al., 2002; PRETTO, 2005).

Neste trabalho, como alternativa para delineamento do estudo da
atividade antimalarica dos extratos de X. cavanillesii, recorreu-se o ensaio de
biomonitoramento de citoxidade dos extratos brutos frente a Artemia salina
como ferramenta para a selecdo dos extratos a serem utilizados no ensaio in
vitro de atividade antimalarica contra cepas de P. falciparum.

Devido a diferente constituicdo quimica das partes do X. cavanillesii, a
planta foi segmentada em frutos, folhas e caules. Destas partes foram
preparados por maceragao extratos de polaridade crescente, hexanico, acetato
de etila, etandlico e aquoso, respectivamente. Extratos estes que foram
utilizados neste ensaio.

No biomonitoramento utilizando-se a Artemia salina foram considerados
inativos os extratos com ClLsp > 1000 ppm. Enquanto os extratos que
apresentaram ClLsp < 1000 ppm/mL foram considerados ativos, sendo o0s
mesmos submetidos ao ensaio antimalarico. Os extratos que responderam
positivamente ao ensaio foram os extratos etanolico e aguoso dos frutos. E dos
caules, os extratos hexanico e acetato de etila e das folhas, os extratos

hexénico e etandlico, os resultados estao resumidos no Quadro 5.

Quadro 5: Ensaio de citotoxicidade para A. salina dos extratos de X.
cavanillesii

Parte Utilizada Extrato CL50 (ppm/mL)
Hexanico >1000 ppm
Frutos Acetato fjfa etila >1000 ppm
Etandlico <1000 ppm
AQuoso <1000 ppm
Hexanico <1000 ppm
Caules Acetato fj? etila <1000 ppm
Etandlico >1000 ppm
AQuoso >1000 ppm
Hexanico <1000 ppm
Folhas Acetato fj? etila >1000 ppm
Etandlico <1000 ppm
AQuoso >1000 ppm

Dos extratos ativos foram determinadas a CLso (figura 10) (Quadro 6)
nos frutos, a ClLsp dos extratos etandlico e aquoso foram 310,16 ppm/mL e

358,43 ppm/mL, respectivamente. A ClLsy dos extratos acetato de etila e
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hexéanico dos caules, foram 227,90 ppm/mL e 240,84 ppm/mL. O extrato
etandlico das folhas a CLs foi ativo na concentragdo 76,95 ppm/mL, enquanto
no extrato hexanico da mesma parte do vegetal, a CLsy 709,00 ppm/mL
(Quadro 6). Entdo, percebe-se que toda a planta tem uma citotoxicidade
intrinsica e que 0s extratos que apresentaram uma maior atividade frente aos
microcrustaceos foram os extratos etandlico dos frutos e das folhas, o extrato
hexanico.

Quadro 6: CLsp dos extratos de X. cavanillesii que apresentaram atividade
frente A. salina

Intervalo de Confianga
CLso (ppm/mL) (9506)* & p**
Fruto (Ext. Etandlico) 310,16 294,65-325,66 0,963
Fruto (Ext. AQuoso0) 358,43 376,35-340,51 1,000
Caule (Ext. Hexanco) 240,84 228,80-252,39 0,937
gtﬁgl)e (Ext. Acetato de 227,90 210,50-239,66 0.995
Folha (Ext. Hexanco) 709,00 673,55-743,45 0,981
Folha (Ext. Etandlico) 76,95 80-79-73,11 0,913

* O intervalo de confiangca 95% significa que ha 95% de probabilidade de que o intervalo
calculado contenha o verdadeiro valor do pardmetro estudado

** p=0,8-1 (forte correlagéo); p= 0,5-0,8 (correlacdo moderada); p= 0,2-0,5 (correlacédo fraca);
p= 0 -0,2 (correlagéo insignificante)

Ainda analisando a CLsp dos extratos bioativos foi estabelecida a
correlagcdo (p) entre a citotoxicidade e CLso (Quadro 6), constatou-se forte
correlacdo entre a atividade dos extratos frente a A. salina e suas CLs, visto
que a correlacao foi entre 0,8-1,0, dados que fortalecem a necessidade de
investigacdo da atividade antimalarica dos extratos ativos.

Contudo, resalta-se que, neste estudo somente os extratos etandlico e
aquoso dos frutos foram testados para atividade antimalarica in vitro até o
presente momento. Os extratos dos caule e folhas estdo em fase de finalizacéo

para ensaio antimalarico.
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CLso dos Extratos do X. cavanillesii
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Etandlico Aquoso Hexénixo Acetatode Hexanixo Etandlico

Etila

Extratos Ativos

Figura 10. CLso dos extratos de X. cavanillesii que se apresentaram mais ativos frente A. salina

7.1.2 Avaliagao da atividade antimalérica

O estudo da atividade antimalarica do X. cavanillesii deu-se devido a
necessidade de comprovacdo dos relatos do uso na medicina tradicional de
Xanthium spp. como planta com atividade antimalarica (NADKARNI, 1954;
JOSHI, 1997, DICIONARIO DE LAS CIENCIAS AGROPECUARIA, 2006;
CERDEIRAS et al., 2007). E de estudos de modelagem molecular, no qual
calculos teoricos de modelagem molecular realizados com um composto
presente no género Xanthium apresentaram atividade antimalarica tedrica
similar a artemisinina (LEITE et al., 2005).

Assim, os extratos etandlico e aquoso dos frutos de X. cavanillesii foram
os utilizados no desenvolvimento do ensaio de atividade antimalarica in vitro.
Observa-se que frente a Artemia salina L. o extrato etandlico foi mais ativo
(CLsp = 310,1 ppm/mL), do que 0 aquoso (CLsp = 358,4 ppm/mL).

Dado confirmado no ensaio de atividade antimaléarica, no qual o extrato
etandlico apresentou uma forte atividade antimalérica, matando 92,41% das
cepas, enquanto o extrato aquoso apresentou atividade, inferior, matando
apenas 2,3% dos P. falciparum (Figuras 11 e 12).
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Extrato Aquoso 1204

Controle

Extratosdos frutos de X. cavanillesii
(Concentragédo = 100pg/mL;

N° de cepas de P. falciparum vidweis (cpm)

Figura 11. N° de cepas de P. falciparum que permaneceram viaveis apos
tratamento com extrato etandlico, aquoso dos frutos de X. cavanillessi em
comparacao com controle, que nao foi submetido a tratamento.

B Extrato Aquoso

B Extrato Etandlico

2,30%

92,41%

Extrato do fruto de X. cavanillesii

% de atividade antimalarica

Figura 12. Porcentagem de cepas de P. falciparum que permaneceram viaveis
apos tratamento com diferentes concentracdes do extrato etandlico, quando
comparado com cepas que nao receberam com extratos do X. cavanillesii.

Como o0 extrato etandlico apresentou atividade mais significante,
realizou-se o teste de ICsg, com diferentes concentracdes do extrato,
mostrando que, com o decréscimo das concentracdes do extrato ndo ha
atividade contra as cepas de P. falciparum. Célculos de ICsy demonstraram que
a concentracdo 65,85 pg/mL é responsavel pela atividade antimalarica do
extrato etanolico dos frutos contras cepas W2 de P. falciparum (sensivel a
mefloquina e resitente a cloroquina).

Os resultados descritos aqui levam a postular que o extrato etandlico dis
frutos de X. cavanillessi contem composto (s) ativo (s) contra malaria.

A literatura descreve que a atividade de compostos fendlicos (3 éster
acido cafeico, ACQ, estér metil acido 3-O- caffeiolquinico e acido 5-O-
cafeiolsiquimico) apresentam atividade contra cepas de P. falciparum. Estes
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compostos foram testados contra cepas K1 de P. falciparum, resistentes a
pirimetamina e estipulou-se a ICsop < 50 pg/mL, os resultados nédo foram
satisfatorios, neste estudo, para atividade antimalarica dos acidos fendlicos,
isto porque o0s compostos 3 eéster acido cafeico, ACQ, acido 5-O-
caffeiolsiquimico foram ativos com uma ICso > 50 pg/mL e a estér metil &cido 3-
O- caffeiolquinico foi ativo em ICso = 42,8 ug/mL. Neste estudo, o farmaco de
referéncia foi a artemisinina, o qual, como era de se esperar foi fortemente
ativo (ICso = 0,0022 pg/mL) (KIRMIZIBEKMEZ et al., 2004).

Contudo, estes resultados néo invalidam a atividade dos &acidos fenolicos
contra cepas de P. falciparum. Estudos com extratos brutos de diversas
espécies vegetais, inclusive o X. strumarium. Algumas espécies foram testadas
contra cepas W2 de Plasmodium, os resultados mostram atividade antimaléarica
em ICsp = 100 pg/mL (SAXENA et al.,, 2003), o que valida os resultados
apresentados neste estudo. Adicionalmente, estudos reportam que o potencial
biolégico dos compostos antimalaricos ndo esta mais tdo somente limitado
presenca dos endoperoxidos antimalaricos presente na artemisinina (PINEL et
al., 2007).

Estudos anteriores em espécies de Xanthium mostraram que os acidos
fendlicos sdo encontrados com particular abundancia nos frutos e provaram ser
constituintes bioativos (HAN et al., 2007), aos quais sao atribuidas diversas
propriedades farmacoldgicas podendo ser usada como estimulante estomacal,
imuno estimulante, antioxidante e ativos contra bactérias e fungos (JUNG et al.,
2005).

Assim, no intuito de conhecer a quimica do extrato ativo contra malaria,

o mesmo foi submetido a purificacéo utilizando métodos cromatograficos.

7.2 Fracionamento do extrato bioativo

O extrato etandlico dos frutos de X. cavanillesii foi filtrado por CC (SiO5),
resultando em 15 fragdes.
As fracdes iniciais (01 a 09) apresentaram um aspecto visual verde-

escuro oleoso, o qual em CCD revelou-se fluorescéncia alaranjada sob
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radiacdo UV (365 nm), tipico de clorofila e seus derivados. Estas fragdes foram
reunidas.

Durante a filtracdo do extrato, sob o sistema eluente MeOH:H,0O (50:50),
na fracdo 10, obteve-se um precipitado amarelado codificado como XC10.

As fracoes resultantes 10 (sobrenadante) a 15 foram analisadas por
CCD. O sobrenadate da fragdo 10 e fragbes 11 e 12 apresentaram perfis
cromatograficos distintos, enquanto as fragbes 13 a 15, por apresentarem o
mesmo perfil cromatografico, foram reunidas. Estas fracoes foram submetidas

a purificacédo por Sephadex LH20 com eluicdo em MeOH.

7.3 Purificacdo de compostos fendlicos por CLAE-DAD

O sobrenadante da fracdo 10 e as fracdes 11 a 15 foram submetidas a
purificacdo, separadamente, por permeacdo em Sephadex LH20 e eluidas com
MeOH.

Na purificacdo da fracdo 11, obteve-se também um precipitado (X5).

As subfracdes foram submetidas a CCD, reunidas ou codificadas
conforme descrito na tabela 2. Estas subfragcdes indicaram a presenca de uma
mistura de acidos fendlicos, comumente biossintetizados pela espécie, as quais
foram submetidas a anélises CLAE-DAD e espectroscépicas (IV, RMN 'H e

13C) com o objetivo de caracterizar suas estruturas quimicas.

7.4 Andlise dos constituintes quimicos do extrato bioativo
7.4.1 Caracterizacdo dos acidos fendlicos por CLAE-DAD

As subfracOes purificadas do extrato etandlico dos frutos, que foram
analisadas por CLAE-DAD, apresentaram espectros de UV caracteristicos de
acidos fendlicos, como acido clorogénico e seus derivados (acido 1,3,5-tri—O-
cafeoilquinico; acido 1,5-di-O-tricafeoilquinico; acido 1-O-cafeoilquinico; acido
5-O-cafeoilquinico; acido 4-O-cafeoilquinico; acido 1,3-O-cafeoilquinico; acido
1,5-O-cafeoilquinico; acido 4,5-O-cafeoilquinico; acido 1,3,5-O-cafeoilquinico),
acido 7-hidroximetil-8, 8-dimetil-4,8-diidrobenzo [1,4] tiazino-3,5-dione, 3-O-
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cafeoil quinato potassio, acido cafeico e cinarina. Estes compostos ja foram
descritos em Xanthium spp. (MA et al., 1998; HAN et al.,, 2007; HAN et al.
2009). Em X. cavanillesii, no qual estudos fitoquimicos mostram presenca de
fenodis com posicdo orto e meta livre nas raizes, caules, folhas e frutos, fendis
com posicdo para livre nas folhas e frutos e, ainda, fendis em geral nos frutos
(MANFRON,1997).

A andlise tanto de fendis simples quanto dos &cidos fendlicos pode ser
realizada por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), Cromatografia
Gasosa (CG) e/ou Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A CLAE é
o método de primeira escolha utilizando-se coluna de fase reversa (Cig),
sistema de eluente hidroalcodlico e acidos (féormico, acético) para impedir a
ionizacdo (BRUNETON, 1991).

Os éacidos fendlicos caracterizam-se por terem um anel benzénico, um
grupamento hidroxila e/ou metoxila na molécula, conferindo propriedades
antioxidantes aos vegetais (SIMOES et al., 2004). Por serem compostos
aromaticos, apresentam intensa absorcdo na regido do UV, sdo instaveis
principalmente quando submetidos a altas temperaturas, em meios basicos e
em valores extremos de pH (SIMOES et al., 2004). Compostos s&o facilmente
detectados por UV visto que apresentam grupos cromoforos: anel benzénico,
hidroxila e/ou metoxila (SIMOES et al., 2004).

Associando-se as informacdes da literatura, que reporta a presenca de
acidos fenolicos em Xanthium spp. e CLAE-DAD mostraram a presenca de
acidos fendlicos nas frac6es analisadas. Entdo, como forma de comprovacéo,
comparou-se 0s cromatogramas (Tr) e espectros de UV (Anax) de padrdes
isolados e devidamente identificados de acido cafeico (A), acido ferulico (B) e
acido clorogénico (ACQ) (C) (Figura 13).
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Figura 13. Estruturas dos padrdes de acidos hidroxicinamicos analisados por
CLAE-DAD. acido caféico (ACQ) (A); acido ferulico (B); Acido clorogénico (C).

As subfracdes (tabela 6) analisadas por CLAE-DAD foram submetidas

as mesmas condi¢des cromatograficas em que foram analisadas os padrdes

dos &cidos hidroxicinamicos. Os cromatogramas e espectros de UV do &cido

caféico apresentaram Tr = 26,0 min e Amax = 235; 324 nm (Figura 14), do &cido
ACQ, Rt = 35,0 min e A nax=232; 323 nm (Figura 15) e do acido ferulico (Tr =
37,3 min e Apax = 235; 322 nm) (Figura 16), os Tr e Anax destes padrbes foram

utilizados como valores de referéncia na caracterizacéo dos acidos fendlicos

presentes na fracdes avaliadas.
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Figura 14. Cromatograma obtido por CLAE-DAD (direita) e espectro de UV
(esquerda) do &cido caféico usado como padrao
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Figura 15. Cromatograma obtido por CLAE-DAD (esquerda) e espectro de UV
(direita) do &cido ferulico usado como padréo

Acido clorogénico
Rt: 35,03

Figura 16. Cromatograma obtido por CLAE-DAD (esquerda) e espectro de UV
(direita) do acido clorogénico usado como padrao

Como resultado, a analise de CLAE-DAD mostrou a presenca de dois
picos majoritarios na subfracdo X1 (Figura 17), pico 1 (Rt: 45,4 min € Apax =
237; 300, 327 nm) e pico 2 (Tr: 49,4 min e Anax = 240; 329 nm) percebe-se
claramente pelo espectro de UV a presenca de acido fendlico derivado do

acido cinamico.
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Figura 17. Cromatograma obtido por CLAﬂImE-DAD (acima) e espectros de UV
(abaixo) da subfracdo X1

A subfracdo X3 (Figura 18) também apresentou uma mistura de
compostos fendlicos derivados de acidos cinamicos como pode ser observados
pelos perfis do espectro de UV dos picos 3 (Tr: 23,0 € Amax = 244; 327 nm), 5
(Tr: 45,6 € Amax = 228 nm), 6 (Tr: 49,5 e Amax=242; 329 nm). Enquanto o pico 4
(Tr: 24,4 e Amax = 252; 343 nm) apresentou espectro de UV distinto dos demais
espectros de UV dos acidos fendlicos, contudo caracteristicos de flavondides
(YAO et al., 2004) (Figura 19), que também tiveram sua presenga mencionada
anteriomente em X. cavanillesii (MANFRON, 1997).
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Figura 18. Cromatograma obtido por CLAE-DAD (acima) e espectros de UV
(abaixo) da subfracdo X3

Figura 19. Espectro de UV obtido por CLAE-DAD do pico 4 da subfragdo X3



59

A subfracdo X4 mostrou, no cromatograma obtido por CLAE, sete picos
com espectros de UV caracteristicos de uma mistura de acidos fendlicos com
perfis semelhantes (Figura 20). Pico 7 (Tr: 23,3 min e Anax = 221; 247; 327 nm),
8 (Tr: 27,1 min € Anax= 300; 324 nm), 9 (Tr: 29,3 min € Apax= 329 nm), 10 (Tr:
38,9 min € Anax= 233; 327 nm), 11 (Tr: 43,1 min € Amax= 233; 325 nm), 12 (Tr:
46,0 min e Anax= 235; 328 nm), 13 (Tr: 49,9 min e Amax= 242; 329 nm). Todos
esses picos com espectro de UV e Anax Ccarcateristicos de compostos fendlicos
derivados do acido cinamico.
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Figura 20. Cromatograma obtido por CLAE-DAD (acima) e espectros de UV
(abaixo) da subfracdo X4
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Mais precisamente, acerca dos picos 1 (Amax = 237; 300, 327 nm),
subfracdo X1 e pico 7 (Amax = 221; 247; 327 nm), subfracdo X4 pode-se inferir
gque séo derivados do ACQ por comparacéo dos Amax dos espectro de UV com
0s Amax destes derivados descritos na literatura (WEISZ, KAMMERER, CARLE,
2009), que caracterizam derivados de ACQ com Ayax bastantes similares como
acido 4-O-cafeoilquinico (Amax = 237; 303, 326 nm), acido 5-O-cafeoilquinico
(Amax = 242; 305, 326 nm), acido 4,5-O-dicafeoilquinico (Amax = 243; 303, 327
nm), os quais foram encontrados em extrato etanodlico dos frutos do Xanthium
ssp (HAN et al., 2009).

Nas subfracdes X1 (pico 2), X3 (pico 6) e X4 (pico 13) observa-se a
presenca de um pico com dados comum as trés subfracées Tr: 49,5 € Anax=
242; 329 nm, nos quais sugere-se que possa ser um acido derivado do acido
ferdlico, como &cido 5-O-feruliolquinico (Amax = 243; 326 nm) (WEISZ,
KAMMERER, CARLE, 2009).

Ao analisar as subfragbes X2 (Figuras 21 e 22) e X5 (Figuras 23 e 24)
observou-se a presenca de dois picos majoritarios em ambas subfracdes, picos
estes com Tr e espectros de UV compativeis com os padrdes de acidos cafeico
e ferdlico utilizados neste estudo. A identificacdo dos referidos &cidos foi
conduzida por compatibilidade dos Tr dos picos 14 e 15, com os Tr dos
padrées de &cidos cafeico e ferdlico, respectivamente. Adicionalmente, a
similaridade de Anax 0S espectros UV da subfracdo X2, Anax = 235; 324 nm e
Amax = 234; 323 nm, ), 0 mesmo sendo observado na subfracdo X5, Amax = 235;
324 nm e Amax = 234; 323 nm.
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Figura 21: Cromatograma da Figura 22: Espect;rz)s de UV da
subfracdo X2; acido caféico (14) (Tr = subfracdo X2; acido caféico (14) (Amax
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Figura 23: Cromatograma da
subracao X5; acido caféico (14) (Rt =
26,7 min.) e &cido ferulico (15) (Rt =
37,5 min.)
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= 235; 324 nm) e &cido ferdlico (15)
(Amax = 234; 323 nm)
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Figura 24: Espectros de UV da
subfracdo X5; acido caféico (14) (Amax
= 235; 324 nm) e &cido ferulico (15)
(Amax = 234; 323 nm)

As subfracBes X6 (figura 25 e 26) e X7 (figura 27 e 28) apresentaram

perfis cromatogréaficos e espectrais semelhantes, mostrando mais uma vez a

presenca de &cidos fendlicos, mais precisamente o &cido caféico e um outro

derivado dos acidos cinamicos. Na subfracdo X6 tém-se os picos 16 (Tr: 25,3
Min € Amax= 234; 323 nm) e 17 (Tr 32,2 min e Anax = 330). Na subfracédo X7,
observa-se também o pico 16 (Tr: 25,3 min € Apax = 234; 323 nm) e pico 18 (Tr:

14,2 min € Amax= 323 nm)
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Figura 25: Cromatograma da

subfracdo X6; acido caféico (16)
(Rt=25,3 min.) e acido fendlico (17)
(Rt=32,2 min.)
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Figura 26: Espectros de UV da
subfracdo X6; acido caféico (16) (Amax
= 234; 323 nm) e acido fendlico (17)
(Amax =330 nm.)
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Figura 27: Cromatograma da Figura 28: Espectros de UV da
subfracdo X7; acido fendlico (18) (Tr = subfracdo X7; acido fendlico (18) (Amax
14,0 min.) e &cido caféico (16) (Tr = = 324 nm) e acido caféico (16) (Amax =
25,3 min.) 234; 323 nm)

A analise da subfracdo X8 apresentou, assim como a subfracdo X4,
Varios picos, que correlacionados com os espectros de UV, ha a confirmacao
da forte presenca de acidos fendlicos no extrato etandlico (Figura 29), foram
identificados os picos 19 (Tr: 6,5 min e Apax= 237; 326 nm), 20 (Tr: 7,6 min e
Amax= 326 nm), 21 (Tr: 8,6 Min € Apax= 323 nm), 22 (Tr: 14,2 min € Anax= 235,
326 nm), 23 (Tr: 17,5 min e Anax= 234, 324 nm) e 24 (Tr: 32,2 min € Anax= 329

nm).
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Figura 29. Cromatograma obtido por CLAE-DAD (acima) e espectros de UV
(abaixo) da subfracdo X8

Nos picos em que os Tr e espectros de UV (Aqax) que foram distintos dos
padrbes sao, possivelmente, acidos fendlicos, pois quando comparados com
dados da literatura (YAO et al., 2004; BAILEY, NURSTEN & McDOWELL,
1990) estes apresentam Anax bastante semelhantes, o que impede de afirmar,
na totalidade, quais acidos fenolicos estdo presentes nas subfracdes
analisadas, pertitindo, assim, somente inferir que os frutos de X. cavanillesi séo

ricos nesta classe de compostos. Contudo, a analise por CLAE-DAD somente
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permitiu a caracterizacdo de dois destes acidos fendlicos: o acido caféico
presentes nas subfracdes X2, X5, X6 e X7 e ferulico, nas subfracdes X2, X5. A
tabela 3 mostra a caracterizac@o os acidos fendlicos presentes nas subfracfes

em estudo por comparacao dos Tr € Amax.

Tabela 3: Comparacdo dos Tr e Anax dos padrbes dos acidos fendlicos e
subfracdes X2, X5, X6 e X7

Pico Tr (min) Amax (NM)
Padrdes de Acidos Fendlicos
Acido cafeico 26,0 235; 324
ACQ 35,0 232; 323
Acido ferulico 37,3 235; 322
Subfragéo X2
Pico 1 26,3 235; 324 nm
Pico 2 37,1 234; 323 nm
Subfracdo X5
Pico 3 26,7 min 235; 324 nm
Pico 4 37,5 min 234; 323 nm
Subfragcédo X6 e X7
Pico 16 25,3 min 234,323 nm

Os é&cidos caféicos e ferulico, além de outros derivados hidroxinamicos,
sdo importantes protetores contra herbivoros para plantas. Eles possuem
também outras atividades biologicas relevantes, tais como antioxidante e
sequestradora de radicais livres (SILVA, 2007).

Os compostos fendlicos hidroxilados como &acido caféico, tém-se
mostrado ativos contra microorganismos. O numero e a posi¢cdo dos
grupamentos OH no anel fendlico estdo relacionados com sua atividade.
Existem evidéncias que o aumento de hidroxilacbes resulta em aumento da
toxicidade para células microbiana e quanto mais oxidados os compostos,
maior € o efeito inibitério. Provavelmente, 0s mecanismos responsaveis pela
toxicidade podem atuar inibindo processos enzimaticos através de oxidacéo
(COWAN, 1999).

A busca por medicamentos de origem vegetal tem conduzido a um
renovado interesse farmacéutico em acidos fendlicos, pelo fato destas
substancias demonstrarem atividades farmacoldgicas potentes e relevantes e

serem de baixa toxicidade para mamiferos (SIMOES et al., 2004).
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7.4.2 Caracterizacdo dos acidos fenélicos por RMN *H, IV

Em complemento as analise de CLAE-DAD, as subfragbes X2 e X5
foram submetidas & andlise por espectroscopia de RMN *H, objetivando a
confirmacdo da presenca dos acidos cafeico e ferulico nas subfragcbes em
andlise.

Inicialmente foi feito o levantamento na literatura dos dados espectrais
de RMN *H caracteristicos dos &cidos fenélicos identificados por CLAE-DAD
nestas subfracdes, para posterior comparacdo desdes o0s sinais de com o0s
dados espectrais das fracdes em andlise. Os valores obtidos na literatura (LU,
FOO, 1997; TAVARES e FERREIRA, 2006; REGASINI et al., 2008; DOBHAL

et al., 1999) estdo descritos na Figura 30 e tabela 4.

A
6H; 57,02 (dd J 8,2;1,9 Hz)
l 7H; § 7,47 (d J 15,9 Hz)
5H: 56,81 (d, J 8,2 Hz) ~a Xy COOH
X
HO w_ B8M:86.22(dI159H7)
OH  2H;87,08 (d, J 1,9H2)
B
6H; 7,05 (dd J 8,0; 2,0 Hz)
7H; § 7,66 (d J 15,9 Hz)
5H; § 6,81 (d, J 8,2 Hz) "4
4 . COOH
X 8H; § 6,46 (d J 15,9 Hz)
HO

O;\{e 2H; 8 7,19 (d J 2,6 HZ)

3H; 5 3,90 (s)

Figura 30. Deslocamentos quimicos dos hidrogénios do acido caféico (A) e
ferulico (B) descritos na literatura.
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Tabela 4: Deslocamentos quimico dos hidrogénios de padrdes acidos caféico e
ferdlico descrito em literatura®.

H Acido caféico (5 ppm) Acido ferulico (5 ppm) Ab
H-2 7,08 (d, J 1,9 Hz) 7,19 (d, J 2,6 Hz) 0,11
H-3 - 3,90 (s)* -
H-5 6,81 (d, J 8,2 Hz) 6,96 (d, J 8,3 Hz) 0,15
H-6 7,02 (dd J 8,2;1,9 Hz) 7,05 (dd J 8,0;2,0 Hz) * 0,03
H-7 7,47 (d J 15,9 Hz) 7,66 (d J 15,9 Hz) 0,19
H-8 6,22 (d J 15,9 Hz) 6,46 (d J 15,9 Hz) 0,24

%LU, FOO, 1997; TAVARES, FERREIRA, 2006; REGASINI et al., 2008.
“DOBHAL et al., 1999

A andlise do espectro da subfracdo X2 (Anexo 1) e da subfracdo X5
(Anexo Il) permitiu caracterizar as subfragdes X2 e X5 como derivados do acido
cinamico. O espectro de RMN *H, mostrou uma feicdo comum caracterizada
por um par de dubletos entre as regiées (5,8- 8,5 ppm), sinais de hidrogénios
caracteristicos de anel aromatico ppm com valores de J tipicos do sistema
trans-alceno de derivados aromaticos C¢-C3 demonstram diferencas sutis nas
subfracdes X2 e X5. Quando comparados os sinais do & *H das duas fracdes
com os sinais da literatura (tabela 4), pode-se correlacionar os & *H sinais das
fracOes estudadas com os acidos caféico (A) e ferulico (B) como pode ser
observado na Tabela 4 (LU, FOO, 1997; TAVARES, FERREIRA, 2006;
REGASINI et al., 2008).

A ampliacdo do espectro de RMN de 'H da subfracdo X2 apresentou
perfil espectroscopico semelhante a subfracdo X5, revelando, também, uma
mistura de acidos fendlicos que pode ser percebida pela sutil diferenca nos &
'H. Tanto nas subfracBes X2 e X5 os dados de RMN de 'H sugerem a
presenca de anel aromatico 1,3,4 trissubistuido derivados do acido cinamico.

Os sinais dos acidos fendlicos da subfragdo X2 indicaram a presenca de
um é&cido fenélico (1) que corresponde aos sinais *H: & 7,45 (d; J 15,5 Hz)
correspondente a regido de dupla trans (H-7); & 7,02 (dd, J 8,5Hz, J 2,5 Hz)
regido de aromatico (H-2 e H-6), 6 7,02 (d; J 2,5 Hz) regido de aromatico (H-2),
d 6,75 (d; J 8,0 Hz) regido de aromatico (H-5), 8 6,18 (d; J 16,0 Hz) regido de
dupla trans (H-8). E outro &cido fendlico (ll) foi caracterizado pelos
deslocamentos *H & 7,44 (d; J 15,5 Hz) correspondente a regi&o de dupla trans

(H-7); 6 7,02 (dd, J 8,5Hz, J 2,5Hz) regido de aromético (H-2 e H-6), 6 7,02 (d; J
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2,5 Hz) regido de aromatico (H-2), & 6,97 (d; J 8,5 Hz) regido de aromatico (H-
5), 8 6,18 (d; J 16,0 Hz) regido de dupla trans (H-8), como pode ser visto na
Figura 31 e tabela 5.

Percebe-se que o espectro RMN *H da subfracdo X2 apresentou duas
regides com o mesmo perfil de sinais, exceto pela presenca do singleto em &
3,34 (H-3) atribuido a uma metoxila (OCH3) ligada ao anel aromatico. Este sinal
permitiu inferir que um dos acidos fendlicos presentes na mistura subfracéo X2
€ o acido ferulico (REGASINI et al., 2008) e o outro é acido caféico. Assim, os
dados espectrais de RMN *H, confirmam os picos do cromatograma obitido
através da andlise de CLAE-DAD, o qual apresentou um pico correspondente
ao &cido caféico (14) (Tr = 26,7 min.) e acido ferdlico (15) (Tr t=37,5 min.).

wwwww

=R == /= =}

Regido de Regido de anel Regido de
o dupla
dupla aromatico

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.50 7.00 6.50 6.00

Figura 31. Ampliacdo do espectro RMN de 'H correspondente & regigo de
duplas e de aromético caracteristicos de acidos fendlicos da subfragdo X2

Tabela 5: Dados de RMN *H (500 MHz) da subfracdo X2 correspondentes &
acidos fendlicos | e 1l

H | (6 ppm) II ( ppm) AS
H-2 7,02 (d; J 2,5 Hz) 7,02 (d; J 2,5 Hz) 0,00
H-5 6,75 (d, J 8,0 Hz) 6,97 (d, J 8,5 Hz) 0,00
H-6 7,02 (ddJ8,5;,2,5Hz) 7,02 (dd, J 8,5Hz, J 2,5Hz) 0,00
H-7 7,45 (d J 15,5 Hz) 7,44 (d 15,5 Hz) 0,04

H-8 6,18 (d J 16 Hz) 6,18 (d J 16 Hz) 0,03
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O espectro de IV da subfracdo X2 (Anexo Ill) mostrou banda larga
referente a deformacéo axial de O-H em 3411 cm™, deformacéo axial de C-H
em 2925 e 2856 cm™, e deformacdo axial de ligacdo do anel C=C, 1454 cm™.
Observou-se bandas de deformacéo angular fora do plano de O-H de acido em
1035 cm™ (SILVERSTEIN, WEBSTER, 2007).

Na ampliacdo do espectro de RMN de 'H da subfracdo X5 foram
observadas regides caracteristicas de &cidos fendlicos representados pelas
regides de ligacOes duplas e anel aromatico como pode ser visto na figura 32.
Esta expansdo indicou a presenca de dois acidos fendlicos, sendo que o0s
dados sugerem a presenca de anel aromatico 1,3,4-trissubstituido derivado do
acido cindmico.

Os sinais dos acidos fendlicos da subfracdo X5 indicaram a presenca de
um dubleto em 6 7,47 (d; J 16 Hz) correspondente a regido de hidrogénio de
dupla (7H); um dubleto (2H) em & 7,05 (d; J 2,0 Hz), um duplo dubleto em &
7,05 (dd J 9,0 2,0 Hz) aromatico (2H e 6H) e também & 6,78 (d; J 8,5 Hz) regido
de aromatico (5H), e outro dubleto em & 6,22 (d; J 14,5 Hz) regido de dupla
(8H). Juntamente com os sinais descritos anteriormente, foi verificado dubleto
em & 7,43 (d; J 16,0 Hz) correspondente a regido de hidrogénio de dupla (7H);
um dubleto (2H) em & 7,04 (d; J 0,0 Hz), um duplo dubleto em 7,02 (dd, J
8,5Hz, J 2,5Hz) aromético (2H e 6H) e também & 6,78 (d; J 8,5 Hz) regido de
aromatico (5H), e outro dubleto em & 6,19 (d; J 16 Hz) regido de dupla (8H)
correspondendo ao composto fendlico Il, presente na mistura. Como pode ser
observado na figura 21 e Tabela 6.

O espectro RMN 'H da subfragcdo X5 apresentou duas regides com o
mesmo perfil de sinais, exceto pela presenca do singleto em & 3,32 (3H)
atribuido a uma metoxila (OCHs;) ligada ao anel aromatico. Este sinal permitiu
inferir que um dos acidos fendlicos presentes na mistura da subfracdo X5 € o
acido feralico (REGASINI et al., 2008) e o outro € acido caféico. Assim dos
dados espectrais de RMN 'H, confirmam os picos do cromatograma obitido
através da analise de CLAE-DAD, o qual apresentou um pico correspondente
ao acido caféico (14) (Tr = 26,7 min.) e acido ferulico (15) ( Tr = 37,5 min.).

A comparacdo dos dados de & obtidos com espectro de RMN *H, com
dados obtidos da literatura (LU, FOO, 1997; TAVARES, FERREIRA, 2006;
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REGASINI et al., 2008; LIU; LI; SUN, 2004) permitiu a percepcao de diferencas

sutis entre os dois acidos fendlicos presentes na subfragao X5.

7.4
7.an
7267
6.230
6.210
6.178

Regido de Regido de anel Regido dg
dupla aromatico dupla

7.50 7.00 .50

Figura 32. Ampliacdo do espectro RMN de 'H correspondente a regido de
duplas e de aromatico caracteristicos de acidos fendlicos da subfracdo X5

Tabela 6: Dados de RMN *H (500 MHz) da subfracdo X5 correspondentes &
acidos fendlicos | e Il

H I (5 ppm) I (& ppm) Ab
H-2 7,05 (d, J 2 Hz) 7,04 (d, J 0 Hz) 0,01
H-5 6,78 (d, J 8,5 Hz) 6,78 (d, J 8,5 Hz) 0,00
H-6 7,05(dd J9,02,0Hz) 7,02 (dd, J 8,5Hz, J 2,5Hz) 0,03
H-7 7,47 (d J 16,0 Hz) 7,43 (d J 16,0 Hz) 0,04
H-8 6,22 (d J 14,5 Hz) 6,19 (d J 16,0 Hz) 0,03

O espectro de IV da subfragdo X5 (Anexo IV) mostrou banda larga
referente a deformacédo axial de O-H em 3412 cm™, deformac&o angular no
plano O-H, 1378 cm™. Deformac&o axial de ligacdo do anel C=C, 1454 cm™, e
estiramento de olefinas C=C em 1625 cm™ (SILVERSTEIN, WEBSTER, 2007).

As subracdes X6 e X7 quando analisadas por CLAE-DAD mostraram

uma mistura de acidos fenolicos, sendo um deles o acido caféico. Entdo, na



70

anélise de RMN H das subfracdes X6 (Anexo V) e X7 (Anexo VI) buscaram-se
os deslocamentos RMN 'H caracteristicos do &cido ferdlico, subtraindo-se os
demais sinais. Os & (ppm) encontrados nas fracdes foram comparados com
dados espectrais descritos anteriormente (LU, FOO, 1997; TAVARES e
FERREIRA, 2006;) podendo-se observar a presenca do acido ferulico também
nestas fracdes (Tabela 7).

Na subfracdo X6 os deslocamentos de RMN *H & 7,55 (d; J 13 Hz)
correspondente a regido de dupla trans (H-7); um dubleto (2H) em & 7,03 (d; J
2,5 Hz), um duplo dubleto em & 6,92 (dd J 8,5; 1,5 Hz) aromatico (2H e 6H), &
7,10 (d; J 8,5 Hz) regido de aromatico (H-5), & 6,27 (d; J 16Hz) regido de dupla
trans (H-8) (Anexo VII). A subfracdo X7 apresenta os deslocamentos
semelhantes & fracdo X6, *H & 7,55 (d; J 15,5 Hz) correspondente & regido de
dupla trans (H-7); um dubleto (2H) em 6 7,03 (d; J 2,5 Hz), um duplo dubleto
em 6 6,92 (dd J 8,5;1,5 Hz) aromatico (2H e 6H), 6 7,10 (d; J 8,5 Hz) regido de
aromatico (H-5), 6 6,26 (d; J 16Hz) regido de dupla trans (H-8) (Anexo VIII).

Tabela 7: Deslocamentos quimico dos hidrogénios do acido caféico® e
subfracdes X6 e X7

H Acido caféico (5 ppm) X6 (5 ppm) X7 (5 ppm)
H-2 7,08 (d, J 1,9 Hz) 7,03(d, J 2,5 H2) 7,03(d, J 2,0 H2)
H-5 6,81 (d, J 8,2 Hz) 87,10 (d; J 8,5 Hz) §7,10 (d; J 8,5 Hz)
H-6 7,02(ddJ8,2;1,9Hz) 6,92 (dd J8,5:1,5 Hz)
H-7 7,47 (d J 15,9 Hz) 7,55(d; J13,0Hz)  $7,55(d; J 15,5 Hz)

H-8 6,22 (d J 15,9 Hz) 86,27 (d: J 16,0 HZ)  $6,26 (d: J 16,0 Hz)

4LU, FOO, 1997; TAVARES, FERREIRA, 2006

O espectro de IV da subfracdo X6 (Anexo 1X) mostrou deformacao axial
de C-H em 3056 e 2987 cm™. Deformacao axial de anel C=C, 1422 cm™ e 1265
cm™. O espectro de IV da subfracdo X7 (Anexo X) mostrou deformacdo axial
de C-H em 3055 e 2897 cm'l. Deformacédo axial de anel C=C, 1433 cm™. E
estiramento de olefinas C=C em 1625 cm™ (SILVERSTEIN, WEBSTER, 2007).

Assim as andlises espectrais de RMN *'H confirmam a presenca dos
acidos caféico e ferulico, previamente detectados neste estudo por CLAE-DAD,
como também confirmam as informagbes da literatura que relataram a
presenca de acidos fendlicos em espécies de Xanthium, inclusive no X.

cavanillesii.
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7.4.3 Caracterizacédo parcial do diterpeno caurano glicosilado por
ESI-MS, RMN C e IV

A classe dos diterpenos cauranos glicosilados sao compostos,
frequentemente, isolados dos frutos de espécies de Xanthium. Estudos
descreveram a presenca do carboxiatractilosideo (CAT) (CRAIG et al, 1976;
HSU, CHEN, HONG, 1979, COLE et al, 1980; WITTE et al, 1990; MENDEZ,
RUIZ, RUIZ, 1998; RIETE-CORREA, 1998, KUPIECKI, 1974, MA et al., 1998),
4’-disulfato-carboxiatractilosideo, acido 2p-O-p-D-glucopiranosil 15a-hidroxi-
caur-16-eno-18,19-dicarboxilico (PIACENTE et al, 1995) e do 3'4’-didesulfato
carboxiatractilosideo (MACLEOD, MOELLER, 1990). A estrutura quimica do
acido 2p-O-p-D-glucopiranosil 15a-hidroxi-caur-16-en-18,19-dicarboxilico com

as respectivas numeracdes de carbono pode ser vista na figura 33.

HOOC %OOH

19

Figura 33. Acido 2p-O-B-D-glucopiranosil 15c-hidroxi-caur-16-eno-18,19-
dicarboxilico

A fracdo XC10 (precipitado) foi obtida por fracionamento em CC em
silica gel da frag@o 10 do extrato etandlico dos frutos de X. cavanillesii.

A andlise de espectrometria de massas por insercdo direta do
precipitado (XC10) obtido da fracdo 10 mostrou-se uma mistura complexa de
compostos contendo peso molecular entre 609 e 621 da (Figura 34). Esta faixa
de massa molecular é caracteristica da classe dos diterpenos cauranos
glicosilados. Neste sentido, o ion molecular 609 pode ser caracterizado como o
3’'4’-didesulfato  carboxiatractilosideo = (MACLEOD, MOELLER, 1990).
Adicionalmente, andlise dos espectros de RMN *C e RMN *3C utilizando a

técnica APT confirmaram a presenca de diterpenos cauranos nesta mistura
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Intens. -MS, 0.1-0.4min #(6-22)
x104 J

611.3

590 600 610 620 630 640 650 660 670 miz

Figura 34. Espectro ESI-MS fracdo XC10

A ampliacdo do espectros de RMN *C (figuras 35, 36 e 37) e APT
(Anexo Xl) da fracdo XC10 permitiu a observacdo de dezoito sinais de *C
caracteristicos de diterpeno caurano glicosilado, sendo trés sinais de carbonos
metilinicos, oito sinais de carbonos metilénicos, cinco sinais de carbonos
metinicos e dois sinais de carbonos nao hidrogenados. Assim, pelo espectro foi
possivel propor que XC10 tratava-se de um derivado diterpeno caurano
glicosilado. A caracterizacdo do esqueleto basico deu-se por comparagcdo dos
sinais RMN ** C da fragdo XC10 com dados descritos na literatura (MACLEOD,
MOELLER, 1990; BATISTA, BRAGA, OLIVEIRA, 2005). Os sinais utilizados
como referéncia foram os & ** C do nucleo diterpeno caurano glicosilado isolado
dos frutos de X. pungens e do acido caurendico, isolado de Wedwlia papulosa
D.C., sendo estes descritos na tabela 8, seguida das suas respectivas
estruturas (Figura 38).

A unidade glicosidica foi caracterizada por comparacdo dos sinais
espectrais do RMN *3C e APT (Anexo XIl) da referida fracdo com dados da
literatura (MACLEOD, MOELLER, 1990). Foram observados a presenca de

13

cinco carbonos metinicos e um carbono oximetilénico. Os sinais de ~° C que

permitiram a caracterizacdo da unidade glicosidica estado descritos na tabela 8.
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Tabela 8: Comparacdo de dados espectrais de *C do caurano diterpeno
glicosilado contido na fragdo XC10 com dados da literatura

Diterpeno Caurano b b C

C da Fracio XC10 Mod. 1 Mod. 2 Mod. 3
C-1 49,7 48,3 48,3 40,7
C-2 73,5 74,8 73,1 19,1
C-3 40,8 40,8 40,9 37,7
C-4 61,2 59,8 62,0 43,2
C-5 56,2 57,1 49,5 57,1
C-6 23,9 24,0 26,3 21,8
C-7 36,6 36,2 35,9 41,3
C-8 49,7 47,8 48,0 44,2
C-9 55,5 54,0 53,4 55,1
C-10 41,9 41,2 40,9 39,7
C-11 18,7 18,6 18,4 18,4
C-12 33,4 32,9 32,8 33,1
C-13 41,8 42,7 42,7 43,8
C-14 35,6 36,7 36,6 39,7
C-15 50,6 50,3 82,6 48,9
C-16 - 161,5 161,0 155,9
C-17 - 107,0 107,0 103,0
C-18 29,3 176,7 178,0 29,0
C-19 28,8 176,5 178,0 184,8
C-20 18,5 17,5 16,9 15,6
C-1 100,8 100,8 100,7 -
C-2 76,9 74,5 75,2 -
C-3 76,8 74,8 76,3 -
Cc-4 70,2 70,6 71,8 -
C-5 77,0 76,7 78,5 -
C-6’ 63,0 62,3 62,3 -

® MACLEOD, MOELLER, 1990; “BATISTA, BRAGA, OLIVEIRA, 2005

CH,OH

o)

o
OH
o)

0 OH
R'OCO  R"'OCO R"OCO H,C' COOH
Modelol R’: CH,CH(CH3)2, R™: H Modelo 3

Modelo 2 R’: CH,CH(Me3),, R”: Me

Figura 38: Estruturas dos modelos da literatura utilizados como referéncias na
caracterizacéo dos sinais de RMN **C presentes no espectro da fracdo XC10

Resalta-se que os carbonos do grupo carboxila, C-18 (5 176,7 ppm) e C-

19 (6 176,5 ppm) ndo foram encontrados na fracdo em estudo. Sendo sugerido
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qgue as unidades carboxilas estejam substituidas por metilas pelos sinais de
carbono metilinico em & 29,3 ppm (C-18) e 6 28,8 ppm (C-19). Nao foram
observados os sinais dos carbonos C-16 (161,5 ppm) e C-17 (107,0 ppm) neste
espectro. Os sinais de carbono RMN **C no espectro fa fracdo XC10 estdo
sinalizados na figura 39.
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Figura 35. Ampliacdo do espectro RMN de indicando sinais **C
correspondentes a regido entre 50 a 90 ppm
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Figura 36. Ampliacdo do espectro RMN de indicando sinais B¢
correspondentes a regido entre 40 a 50 ppm
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Figura 37. Ampliacdo do espectro RMN de indicando sinais
correspondentes a regido entre 10 a 30 ppm

5748 OR* 5:408 5:50,6
- 2\ 5366
H3C CH3' 5:239

!

5:29.3 5:28.8

75

13C

Figura 39. Sinais de RMN *C do diterpeno caurano glicosilado presente na

fracdo XC10.

Na andlise da ampliagdo do espectro de RMN 13C foram observados

sinais que podem sugerir que esta fracdo contém uma mistura de diterpeno

caurano glicosilado com ramificacdes no carbono C-2’. A diferenga pode ser
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sugerida com uma cadeia alifatica em um composto e um anel aromatico em
outro composto. A tabela 9 e figura 40 apresentam os deslocamentos quimicos
dos *3C da cadeia alifatica do modelo 1 (MACLEOD, MOELLER, 1990) e sinais
de carbono alifaticos que podem ser atribuidos ao composto da mistura XC10.

Tabela 9: Deslocamentos *C da cadeia lifatica do modelo 1 e sinais
de carbono alifatico da mistura XC10

C Mod. 1° XC10
C-7 172,5 -
C-8’ 41,9 -
C-9’ 32,2 31,5

c-10’ 29,5 29,3
c-11 11,5 11,7
c-12' 19,4 19,2

PMACLEOD, MOELLER, 1990;

CH,OH

o

O
OH

O

o OH

ROCO  R"'OCO R"OCO
Modelo1® R’: CH,CH(CHs),, R”: H
PMACLEOD, MOELLER, 1990

Figura 40. Estrutura do modelo da literatura utilizado como referéncia na
caracterizacdo dos sinais de RMN *3C da cadeia alifatica presente no espectro
da fracdo XC10

Adicionalmente, o espectro de espectro de RMN 3C (Anexo XIII)
também mostrou picos com & caracteristicos de anel aromético correspondente
aos & (ppm) em 138,1 (CH), 129,4 (CH), 129,3 (CH), 128,5 (CH), 128,2 (CH),
121, 3 (CH), sugere-se que o anel benzénico possa esta ligado ao esqueleto
principal, mas nao foi possivel precisar o posicionamento desta ligacéo.

O espectro de IV da fragcdo XC10 (Anexo XIV) mostrou banda larga
referente a deformac&o axial de O-H em 3406 cm™, deformacéo axial de C-H
em 2933 cm™ e a deformacdo axial de ligacdo do anel C=C em 1461 cm™
(SILVERSTEIN, WEBSTER, 2007).

Devido a complexidade estrutural e por se esta em mistura, a elucidagao
estrutural do composto sera realizada em etapa posterior por espectroscopia

de RMN *H e bidimencionais.
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7.5. Modelagem molecular

A busca por moldes para a construcédo da PfATP6 levou a obtencéo de
209J (MONCOQ, TRIEBER, YOUNG, 2007) e 3BA6 (OLESEN et al., 2007),
com 43% e 49% de identidade com a enzima PfATP6, respectivamente.
Modelos iniciais da enzima PfATP6 usaram a 1IWO (WU, KWONG,
HENDRICKSON; 1997), com 43,5% de identidade, a qual também foi incluida
na construcdo O alinhamento entre a seqiéncia e os moldes de PfATPase6
mostrou uma regido com baixa similaridade. Por este motivo, esta regido, entre
375 e 707, foi removida na sequéncia de PfATPase6. Este modelo refinado foi
avaliado pelo valor do desvio de root-mean-square (RMSD) das coordenadas
de Ca e do grafico de Ramachandran gerados pelo software de PROCHECK;
ambos os métodos de encontro a 1IWO mostrando um valor de RMSD de 1,61
A, e 87,0% dos residuos nas regides permitidas (Figura 41), enquanto a
estrutura cristalina 1IWO apresenta 77,3% dos residuos nas regides
permitidas. Este modelo é composto por trés dominios citoplasmaticos:
fosforilacdo, ligamento nucleotideo e segmentos trans membrana (M1 a M10).

Depois que a PfATPase6 foi modelada por homologia, um docking foi
realizado entre a artemisinina e a enzima no mesmo local ativo da tapsigargina
(TG), uma outra lactona sesquiterpénica com atividade antimalarica que atua
inibindo a enzima PfATP6, usando o software de AutoDock Vina.

Na validacdo do nosso sistema, a curcumina e metilcurcumina foram
encaixadas no sitio ativo da PfATPase6. Como resultado, curcumina e
metilcurcumina interagiram no mesmo sito de ligacdo, definido a partir de 4 A
do ligante, sendo formado pelos aminoacidos: ASN55, GLN56, ASP59, LEU61,
VAL62, ASN101, GLN108, GLN248, ILE251 e ASP252. Contudo,
diferentemente do local de ligacdo da TG. Essa diferenca pode ser devido a

necessidade de otimizagéo do complexo.
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Figura 41. A) Estrutura da PfAPT6 construida onde encontram-se as cores
vermelho e azul denotam as alfas hélices e folhas beta; B) Gréafico de
Ramachandran da enzima com 87% dos residuos em regifes permitidas.

Embora curcumina e metilcurcumina ndo se sobrepuseram da mesma
forma do que a TG, o AutoDock Vina foi capaz de estimar curcumina como
mais ativa do que metilcurcumina por -0,4 Kcal/mol, conforme mostra a tabela
10. A pequena diferenca em atividade € devido a formagdo de uma ligacdo
hidrogénio entre a hidroxila catecélica da curcumina com a GLN56, o que nao
ocorre com a metilcurcumina (Figura 42). Este resultado estd em conformidade
com os estudos experimentais, respeitando a atividade biol6gica destes
compostos (JI, SHEN, 2009).

Como o extrato etandlico dos frutos de X. cavanillesii apresentou
significativa atividade in vitro contra cepas de P. falciparum e as analises de
CLAE-DAD e RMN *H indicaram a presenca de &cidos fenélicos resolveu-se
estudar, por modelagem modecular, o possivel mecanismo de acédo dos acidos
fendlicos contra as cepas de P. falciparum utilizando-se a mesma metodologia
descrita para a curcumina (A) e metilcurcumina (Al) (Figura 43). (JI, SHEN,
2009) haja vista a similaridade estrutural entre estes dois compostos e 0s
acidos fendlicos (Figura 44), em especial ao acido caféico e ferdlico

encontrados no presente estudo de X. cavanillesii.



Tabela 10: Energia de Ligac&o (Kcal/mol) da curcumina,

metilcurcumina e acidos fenolicos
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Composto Energia de Ligacgéo (Kcal/mol)
Curcumina -7,8
Metilcurcumina -7,4
Acido caféico® -6,6
Acido cinamico?® -6,4
Acido p-cumarico® -6,3
Acido clorogénico® -6,2
Acido ferulico® -6,1
| COOH
/ \ CH=CH-COOH
HO —
OH 2
1
OH
HO‘@*CH:CH-COOH OOC——CHICHOOH
HOOC /4
OH
3 OH {n
4
COOH
HO
OMe

5

Figura 44. Estruturas dos acidos hidroxicinamicos
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Figura 42. Conformacéo de ligacdo e sitio ativo da PfATP6. A) curcumina; B)
metilcurcumina

A Al
CHy CH, 0
0 N = o) MeO S _ Me
H. H
O ) MeO OMe

Figura 43. A: curcumina e Al: metilcurcumina. As regides em destague se mostram
muito similares as estruturas dos os acidos fenolicos.

Os &cidos fendlicos extraidos do X. cavanillesii, possuem valores de
atividades preditos muito proximos entre si tabela 10, contudo, todos menos
ativos do que curcumina e metilcurcumina. Dentre estes, o acido caféico foi o
mais ativo da série, e o acido ferulico menos ativo. Todos 0os compostos
extraidos complexaram-se em locais distantes da curcumina, exceto o acido
clorogénico. A figura 45 mostra o local de ligacdo do acido clorogénico. Como
pode ser observado, este liga-se em local semelhante a curcumina e
metilcurcumina. O respectivo sitio de ligagdo é composto pelos aminoacidos
ASP59, LEU61, VAL62, LEU65, ASN101, ILE251, ASP252, ILE304, PRO305,
GLU306, LEU308 e PRO309. Neste sitio de ligacdo ha a formagcdo de uma
ligagéo hidrogénio entre o hidrogénio carboxilico do &acido clorogénico com a
carbonila da GLU306. Adicionalmente, também ocorrem interagfes

hidrofébicas entre o anel aromatico com as prolinas PRO305 e PRO309.
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Comparando todas as estruturas calculadas, pode-se observar que o
grupamento catecélico € o grupamento farmacoférico destes compostos.
Sugere-se entdo que o mecanismo de a¢do dos &cidos fendlicos, contra cepas
de P. falciparum, pode ser embasado nos fatos destes compostos possuirem
hidroxilas catecdlicas substituidas por grupamento metoxila ou por hidrogénio
que se ligam ao receptor, mesmo que de maneira menos efetiva. Estudos
também mostraram que as hidroxilas fendlicas sdo importantes para a ligacao
da curcumina e, consequentemente, dos acidos fendlicos a PfATPase6 (JI;
SHEN, 2009).

Estes resultados sugerem que os compostos identificados no extrato
etandlico dos frutos de X. cavanillesii, e os demais, como o acido clorogénico
sdo capazes de inibir a PfATP6, embora menos efetivamente do que a

curcumina e metilcurcumina.

Figura 45. A) Conformacdo de ligacdo do acido clorogénico. Vermelho:
curcumina; amarelo: metilcurcumina; verde: acido clorogénico. B) Sitio de
ligacdo do acido clorogéncio com PfATPG6.
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Considerac0es finais

Historicamente, compostos quimicos obtidos da natureza representam a
maior fonte de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos para as mais
variadas doencas. Tais fatos tém motivado varios grupos a explorarem extratos
brutos e compostos isolados de plantas, bactérias, fungos, e oraganismos
marinhos. Com isso, uma ampla variedade de grupos quimicos tais como
alcaldides, terpenos, quassindides, flavondides, limondides, chalconas,
peptideos, xantonas, quinonas, cumarinas, dentre outras (SAXENA et al.,
2003), vém sendo testados na terapia antimalariaca com expectativa de
retardar o desenvolvimento da resisténcia aos farmacos pelo P. falciparum.
Sendo os mais conhecidos a diidroartemisinina (DQHS), arteéter, arteméter,
artemisiteno e artesunato de sédio e do desenvolvido recentemente: dipepdil
vinil sulfona, Mu-Leu-hPhe-VSPh (CAPELA et al., 2009).

Assim, o presente estudo é uma tentativa de somar esfor¢cos para o
controle da maléaria. Este vem sendo executado de forma racional, onde
inicialmente, uma série de estudos tedricos foram executados para tentar
elucidar os mecanismos de interacdo da artemisinina com 0 seu receptor, 0
grupo heme, e os produtos obtidos desta interacdo. (TARANTO et al., 2001,
2005, 2006 (a),2006 (b), 2007, 2008, TARANTO, 2002, 2003). A nivel tedrico,
foi observado que espécies de Xantium contém uma lactona sesquiterpénica,
com grupamento endoperédxido, o 11,13-diidroguaianolido, cuja distribuicao
eletrbnica é similar a apresentada pela artemisinina. (LEITE et al., 2005). Estes
dados, acrescidos de relatos do uso popular como antimalarico (NADKARNI,
1954; TALAKAL et al, 1995, DICIONARIO DE LAS CIENCIAS
AGROPECUARIA, 2006; CERDEIRAS et al., 2007) e ensaios experimentais in
vitro contra cepas de P. falciparum (JOSHI et al., 1997; SAXENA et al., 2003)
das variadas espécies de Xanthium motivaram o estudo experimental da
atividade antimalarica desta planta.

Neste estudo foram realizados, utilizando-se o X. cavanillesii, ensaios de
citotoxidade frente ao microcrustaceo A. salina como artificio para selecdo dos
extratos bioativos. Entdo um dos extratos que se mostrou ativo, o etanolico dos
frutos, neste biomonitoramento foi submetidos a estudos fitoquimicos,

espectroscopicos, modelagem molecular e relacdo estrutura atividade (REA)
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gue mostram que os compostos extraidos, acidos fendlicos e identificados:
acidos caféico e ferulico possuem atividade antimalérica, sugerindo assim o
uso de acidos fendlicos como novos compostos protétipos, que por
modificacdes estruturais podem a vir a se tornar mais um grupo quimico
candidato a antimaléarico. Adicionalmente, este trabalho sugere, por modelagem
molecular, um possivel modo de acdo dos acidos fendlicos, através da inibicdo
da enzima PfATP6.

Este trabalho também contribui para o conhecimento do acervo natural
de vegetais, pois relata a biodiversidade estrutural de compostos organicos
naturais de uma espécie vegetal, sugerindo-a como fonte renovavel para o
surgimento e desenvolvimento de um novo farmaco. Este fato fornece uma
pequena contribuicdo para o desenvolvimento sustentavel do pais (FILHO,
2010).

A busca de novos farmacos antimalaricos é necessaria para que se
tenha uma alternativa terapéutica a crescente resisténcia adquirida pelo
parasito, o que levou a malaria a ser um problema de saude publica global. A
resiténcia do Plasmodium aos farmacos antimaléricos continua sendo um
grande entrave para o controle da epidemia de malaria, devido ao processo de
evolucdo natural dos parasitos que sofrem mutagcbes tornado-se mais
resistente aos farmacos existentes no mercado (FRANCA; SANTOS;
FIGUEROA-VILLAR, 2008). Desta forma, a busca por novos agentes
antimalaricos € de suma importancia, haja vista que a malaria mata cerca de
duas vezes mais que a AIDS (WORLD MALARIA REPORT, 2008).
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ANEXOS

ANEXO I: Espectro de RMN *H da subfracdo X2
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ao X5

Espectro de RMN *H da subfrag

ANEXO I
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ANEXO llI: Espectro de IV da subfragao X2
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ANEXO IV: Espectro de IV da subfracdo X5
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ANEXO V: Espectro de RMN *H da subfracdo X6
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ANEXO VI: Espectro de RMN *H da subfracdo X7
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ANEXO VII: Ampliacéo do espectro de RMN DE *'H da subfracio X6
correspondente a regido de duplas e aroméaticos caracteristicos de
acidos fenolicos
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ANEXO VIII: Ampliagcdo do espectro de RMN DE 'H da subfracéo
X7 correspondente a regido de duplas e aromaticos caracteristicos
de acidos fendlicos
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ANEXO IX: Espectro de IV da subfracido X6
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ANEXO X: Espectro de IV da subfragcao X7
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ANEXO XI: Ampliac&o do espectro de RMN APT dos sinais **C
correspondente ao diterpeno caurano presente na fragao XC10
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ANEXO XIlI: Ampliacdo dos espectros de RMN DE °C e APT da
fracdo XC10 correspondente a unidade glicosidica
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ANEXO XIlI: Ampliagdo do espectro de RMN de *C e APT
correspondente a regido de aromatico.
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ANEXO XIV: Espectro de IV da fragao XC10
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