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RESUMO

Embora seja uma das areas mais ameacadas na Terra, ha poucos estudos sobre
o potencial farmacologico da Caatinga. Este bioma é exclusivamente brasileiro
e as plantas encontradas na regido apresentam caracteristicas Unicas que as
tornam fontes imensuraveis de compostos ativos. O parasito Trichomonas
vaginalis € o agente etiolégico da tricomoniase, a doenca sexualmente
transmissivel ndo viral mais comum no mundo. A infeccdo estad associada a
sérias consequéncias em saude e casos de resisténcia ao farmaco de escolha,
metronidazol, estdo em constante crescimento. Desta forma, a necessidade por
alternativas para o tratamento da tricomoniase € evidente. O objetivo desta tese
foi avaliar o potencial anti-T. vaginalis de plantas oriundas da Caatinga. A planta
Manilkara rufula apresentou a mais potente atividade frente ao parasito e um
fracionamento bioguiado foi realizado. Triterpenos pentaciclicos (caproato de a-
e B-amirina, acetato de B-amirina e lupeol) foram identificados nas fracdes
apolares de M. rufula, porém com baixa atividade antiparasitaria. Derivados
triterpénicos semissintéticos, fracdes contendo flavonoides, taninos e saponinas
também foram testados. Nossos resultados demonstraram que o acido ursolico
e a fragcdo H100 apresentaram potente atividade anti-T. vaginalis e ambos
afetaram o crescimento e viabilidade dos trofozoitos. Além disso, o acido ursdlico
e a fracdo H100 induziram importantes alteragdes na ultraestrutura dos
organismos, indicando que o mecanismo de morte do parasito ocorreu por danos
na membrana. A fracdo H100 induziu a lise total de eritrdcitos e reduziu a adesao
dos parasitos as células epiteliais, sugerindo, novamente, a acdo sobre
membrana. A fracdo H100 ndo apresentou citotoxicidade as células epiteliais.
Os resultados apresentados demonstraram o potencial da planta M. rufula contra
T. vaginalis e contribuem para o entendimento das propriedades farmacologicas
das plantas da Caatinga, bem como para o desenvolvimento racional de

alternativas para o tratamento da tricomoniase.

Palavras-chave: Trichomonas vaginalis, Caatinga, acido ursolico, flavonoides,

saponinas, mecanismo de morte






ABSTRACT

Manilkara rufula anti-Trichomonas vaginalis potential: phytochemistry analysis,

semi-synthesis and mechanism of death of the parasite

Although it is one of the most endangered areas on Earth, there are few studies
on the pharmacological potential of the Caatinga. This is an exclusively Brazilian
biome and its plants present unique characteristic that make them an
immeasurable source of active compounds. The parasite Trichomonas vaginalis
is the etiologic agent of trichomoniasis, the most common non-viral sexually
transmitted disease worldwide. The infection has been associated with serious
consequences in health and cases of resistance to metronidazole are constantly
increasing. Then, the necessity of new alternatives to the treatment of
trichomoniasis is evident. The aim of this thesis was to evaluate the anti-T.
vaginalis potential of plants from Caatinga. The Manilkara rufula plant showed
the most potent activity against the parasite and bioguided fractionation was
performed. Pentacyclic triterpenes (a- and B-amyrin caproate and $-amyrin and
lupeol acetate) were identified in the nonpolar fractions of M. rufula, however, low
antiparasitic activity was observed. Triterpenic semisynthetic derivatives,
fractions containing flavonoids, tannins and saponins were also tested. Our
results showed that ursolic acid and H100 fraction exhibited potent anti-T.
vaginalis activity and both affect growth and viability of trophozoites. In addition,
ursolic acid and H100 fraction induced significant alterations in the ultrastructure
of the parasite, indicating that the mechanism of death is by membrane damage.
The H100 fraction induced complete lysis of erythrocytes and reduced the
parasites adhesion to epithelial cells, once again, suggesting that the H100 action
was on parasite membrane. The fraction H100 showed no cytotoxicity to epithelial
cells. The results demonstrated the potential of the plant M. rufula against T.
vaginalis and contributed to the understanding of the pharmacological properties
of the Caatinga plants, as well as for the rational development of alternatives for
trichomoniasis treatment.

Keywords: Trichomonas vaginalis, Caatinga, ursolic acid, flavonoids, saponins,

mechanism of death.
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INTRODUCAO






1. Introducéao

Ao longo da histéria, o homem tem utilizado uma grande variedade de recursos
naturais para sobreviver. Na medicina tradicional, o uso de plantas medicinais para o
tratamento de diversas afec¢des da saude se remonta a milhares de anos atras, com
registros que datam da antiga Babilénia, Egito, india e China. Na industria
farmacéutica moderna, apesar da grande variedade de moléculas derivadas da
qguimica combinatéria, os produtos naturais continuam desempenhando um papel
fundamental no desenvolvimento de farmacos (NGO et al., 2013). Newman e Cragg
(2012) destacam que a contribuicdo da area de produtos naturais € bastante
significativa para a obtencdo de novos farmacos durante um periodo de 30 anos
(1981-2010), sendo que cerca de 35% dos farmacos aprovados séo de origem natural
ou derivados semissintéticos. Além disso, 30% sdo moléculas sintéticas inspiradas
em produtos naturais ou apresentam um farmacéforo desenvolvido a partir de
compostos naturais. Destaca-se que 15 medicamentos antiparasitarios foram
aprovados pelas autoridades sanitarias entre janeiro de 1981 e junho de 2006, destes
65% sao produtos naturais ou derivados destes (NEWMAN & CRAGG, 2007). Desta
forma, o entendimento da diversidade quimica dos produtos naturais fornece uma
destacavel estratégia para o desenvolvimento racional de farmacos. Neste sentido, a
grande biodiversidade dentro do territrio brasileiro coloca o Brasil em uma posicao
estratégica para o desenvolvimento racional e exploracdo sustentavel de novos

metabolitos com valor terapéutico.

Os diferentes biomas do Brasil apresentam uma ampla variedade de climas,
tipos de solos e altitudes, fornecendo um conjunto Unico de varidveis ambientais para
a especializacao de diferentes espécies de plantas e desenvolvimento de defesas
quimicas. A Caatinga representa o principal bioma no Nordeste do Brasil, é
caracterizada por elevadas temperaturas, baixa umidade e poucas chuvas (AGRA et
al., 2007a). Assim, as plantas encontradas nesta regido possuem um metabolismo
especializado para garantir a sobrevivéncia nestas condicdes extremas, levando a
producdo de uma diversidade de metabodlitos secundarios com promissoras
propriedades farmacoldgicas. Atualmente, o interesse nesta regido vem aumentando

e diferentes grupos de pesquisa demonstraram a atividade biologica de plantas da
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Caatinga como antioxidante (DAVID et al., 2007), antifangica (FONTENELLE et al.,
2008), analgésica, anti-inflamatéria (MENDES et al., 2010) antibiofime e
antibacteriana (TRENTIN et al., 2011; TRENTIN et al., 2013).

Considerando a ampla gama de atividades farmacoldgicas demonstrada pelas
plantas da Caatinga, 0 nosso interesse foi despertado para avaliar a atividade destas
plantas contra o parasito Trichomonas vaginalis, agente etiolégico da tricomoniase, a
doenca sexualmente transmissivel (DST) néo viral mais comum no mundo. Em 2008,
cerca de 280 milhdes de novos casos de tricomoniase foram relatados no mundo
(WHO, 2012). Em mulheres, a infec¢éo varia desde casos assintomaticos até severa
vaginite. Em contrapartida, em homens a tricomoniase € geralmente assintomatica
(PETRIN et al., 1998; BAKARE et al., 1999). Quando néo tratada corretamente, a
tricomoniase acarreta inUmeras consequéncias, incluindo problemas na gravidez
(KLEBANOFF et al., 2001), nascimento prematuro e baixo peso de recém-nascidos
(COTCH et al., 1997), predisposi¢cdo ao cancer cervical e de prostata (VIIKKI et al.,
2000; SUTCLIFFE et al., 2012), doenca inflamatéria pélvica (CHERPES et al., 2006)
e infertilidade (GRODSTEIN et al., 1993). Além disso, o0 parasito atua como agente
facilitador para a transmisséo e aquisi¢éo do virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV)
(SORVILLO et al., 2001; VAN DER POL et al., 2008).

O tratamento da tricomoniase baseia-se no uso de 5-nitroimidazdis,
metronidazol e tinidazol, unicos aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA,
EUA). No entanto, estes farmacos apresentam limitacdes como efeitos adversos,
carcinogénicos e teratogénicos, além de crescentes casos de resisténcia, o qual pode
variar de 2,5 a 9,6% (SCHWEBKE & BARRIENTES, 2006). E importante salientar que
nao existem sistemas de vigilancia para a identificacdo de isolados resistentes, assim
estes numeros podem ser subestimados. Além disso, a tricomoniase afeta
desproporcionalmente pessoas na base da pirdmide socioeconémica e desta maneira,
recebe poucos investimentos para o desenvolvimento de novas alternativas. No
entanto, sem tratamentos adicionais para a tricomoniase, centenas de milhares de
pessoas permanecerao infectadas por T. vaginalis, e conforme ja alertado pelo CDC
(Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, USA), a tricomoniase é

considerada uma infeccao parasitaria negligenciada (SECOR et al., 2014).

24



ESTADO DA ARTE






2. Estado da arte

2.1Produtos naturais

A utilizacdo de produtos naturais na cura de doencas € tao antiga e universal
guanto a propria medicina. Algumas plantas como alcacuz (Glycyrrhiza glabra), mirra
(Commiphora sp.) e papoula (Papaver somniferum) foram mencionadas como
medicinais em escrituras da Mesopotamia e datam de 2600 a.C. Os produtos naturais
desempenham um papel fundamental na medicina tradicional em civilizagcdes como a
egipcia e chinesa e muitas destas plantas seguem em uso até os dias de hoje. Na
industria farmacéutica moderna, apesar da grande variedade de moléculas derivadas
da quimica combinatoria, os produtos naturais continuam desempenhando um papel
fundamental no desenvolvimento de farmacos (NGO et al., 2013). Conforme Newman
e Cragg (2012), os produtos naturais continuam contribuindo significativamente para
a descoberta e desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. Cerca de 40% dos
farmacos utilizados atualmente foram desenvolvidos a partir de produtos naturais. Dos
farmacos aprovados nos ultimos 30 anos, 35% correspondem a compostos de origem
natural e derivados semissintéticos e 30% s@o moléculas sintéticas inspiradas em um
farmacoforo desenvolvido a partir de compostos naturais. A ampla variedade quimica

e a biodiversidade mundial garantem o grande interesse nessa area.

O Brasil abriga a maior biodiversidade do planeta. A grande variedade de vida
encontrada, mais de 20% do numero total de espécies do planeta, eleva o Brasil como
o principal pais entre as 17 na¢Bes megadiversas (MMA, 2012). Em sua grande
extensao territorial, o Brasil possui um clima bem diferenciado, o que contribui para a
formacdo de zonas biogeogréficas distintas ou biomas: a Floresta Amazoénica, maior
floresta tropical umida do mundo; o Pantanal, maior planicie inundavel; o Cerrado de
savanas e bosques; os campos dos Pampas; a floresta tropical pluvial da Mata

Atlantica; e a Caatinga de florestas semiaridas.

27



2.2Bioma Caatinga

A Caatinga (do tupi: ka'a [mata] + tinga [branca] = mata branca) € o unico bioma
exclusivamente brasileiro, o que significa que em nenhuma outra parte da Terra pode
ser encontrado grande parte do seu patriménio biolégico. A denominacao é oriunda
da coloracéo esbranquicada apresentada pela vegetacao durante o periodo de seca.
Consiste de uma planicie semiarida que ocupa uma area de cerca de 850.000 km?,
englobando parte dos estados da Paraiba, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte,
Maranhao, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia (regido Nordeste do Brasil) e parte

norte de Minas Gerais (regido sudeste do pais) (MMA, 2012).

A Caatinga é o bioma brasileiro mais fragilizado, devido ao uso insustentavel
de seus solos e recursos naturais ao longo de centenas de anos de ocupacao. A
regido apresenta uma rica biodiversidade que desperta interesse em diversas areas
como agrosilvipastoril e industria, principalmente a farmacéutica. As plantas da
Caatinga sdo amplamente utilizadas pela populacdo para o tratamento de diversas
enfermidades do trato respiratorio, gastrointestinal, geniturinario, circulatorio, doencas
infecciosas, parasitarias e doencas venéreas (ALMEIDA et al., 2006) (AGRA et al.,
2007b). Atualmente, o uso popular destas plantas tem despertado o interesse de
varios grupos de pesquisa, 0s quais demonstraram atividades antioxidante (DAVID et
al., 2007), antifungica (FONTENELLE et al., 2008), analgésica, anti-inflamatoria
(MENDES et al., 2010), antibiofilme e antibacteriana (TRENTIN et al., 2011; TRENTIN
et al., 2013). O grande interesse nestas plantas estd na capacidade de se adaptar a
condicdes edafoclimaticas extremas. A exposicdo a pouca quantidade de agua, ao
clima seco e a elevada incidéncia de radiacao podem levar a producdo de metabdlitos
secundarios de elevada complexidade, distintos de plantas encontradas em diferentes

regides e com interesse farmacoldégico.

No entanto, apesar da importancia e ampla utilizacdo destas plantas na
medicina popular, ha pouca investigacado com rigor cientifico para comprovar, ou ao
menos elucidar, o potencial das mesmas. Neste sentido, estudos de bioprospeccgao e

avaliacdo da atividade farmacologica sdo etapas importantes para suprir esta lacuna.
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A selecdo de plantas para estudo pode basear-se em quatro estratégias
distintas: i) selecdo fitoquimica, na qual uma classe especifica de compostos é
pesquisada; ii) selecdo aleatoria de plantas ativas frente uma acdo farmacologica
predeterminada; iii) selecao seguindo relatos de atividade microbioldgica e iv) selecao
etnofarmacologica (COS et al., 2006). Neste estudo, as plantas foram selecionadas
seguindo a estratégia de selecdo aleatéria de plantas contra uma atividade
farmacoldgica definida, no caso, com atividade anti-T. vaginalis. No entanto, visando
a preservacdo ambiental, somente foram coletadas plantas com grande
disponibilidade e sem risco de extingdo. Assim, trés plantas foram selecionadas:

Croton nummularius, Manilkara rufula e Senna lechriosperma.

2.2.1 Croton nummularius

Croton nummularius Baill. (Adansonia 4: 360. 1864) ndo apresenta registro de
nomes populares, segundo dados do Banco de Dados de Plantas do Nordeste (BDPN,
2013). O género Croton é composto por cerca de 1200 espécies, € o segundo maior
género da familia Euphorbiaceae e embora possua uma distribuicdo pantropical, o
maior numero de espécies € encontrado nas Américas. No Brasil encontra-se cerca
de 350 espécies de Croton, principalmente na Caatinga, Cerrado e campos rupestres.
A espécie C. nummularius é nativa e endémica do Brasil, somente encontrada na
microrregido do Vale do Ipanema, na chapada de S&o José, Buique (SILVA et al.,
2010b).

As espécies de Croton apresentam uma variedade de usos medicinais nas
diversas regides onde sdo encontradas. As cascas, folhas, raizes e sementes sao
utilizadas para diabetes, problemas gastrointestinais, hipercolesterolemia, leucemia,
Ulcera, diarreia, reumatismo disenteria, anorexia, hepatite, obesidade, problemas
respiratorios, anti-inflamatorios, analgésico e até mesmo como adogante (SALATINO
et al., 2007), o que demonstra o potencial farmacolégico deste género. No entanto,
nenhuma atividade biolégica foi encontrada apds a pesquisa em diferentes bases de
dados (Pubmed, Scopus, ScienceDirect, SciFinder) relacionada a espécie C.

nummularius.
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2.2.2 Senna lechriosperma

Senna lechriosperma H.S.Irwin & Barneby € conhecida popularmente por
besouro (nos estados do Ceara e Piaui) e candieiro (no estado de Pernambuco). Este
género pertence a familia Fabaceae ou Leguminoseae, a qual € relatada como a
familia botanica mais representativa na Caatinga, pois apresenta 293 espécies em 77
géneros. A espécie S. lechriosperma € endémica e nativa do Brasil, sendo encontrada
somente na regido da Caatinga, principalmente na depressao sertaneja setentrional
nos estados do Piaui, Ceara e Pernambuco, penetrando ligeiramente para o sul, no
norte da Bahia, e para o oeste, no leste do Maranhdo. Possui grande potencial

forrageiro, sendo utilizada na alimentagéao de bovinos, caprinos e ovinos.

O género Senna € fonte de inidmeros compostos com grande diversidade
estrutural, garantindo assim ampla variedade de propriedades farmacoldgicas, como
laxante e purgativa, as quais sdo comparaveis ao farmaco bisacodil (Lacto-purga®).
Além disso, apresentam atividade anti-inflamatoria, antimicrobiana, analgésica,
antiparasitaria, inseticida, antitumoral e hepatoprotetora (SILVA et al.,, 2010a),
demonstrando o grande potencial farmacoldgico deste género. Nenhum relato de
atividade biologica atribuida a espécie S. lechriosperma foi encontrado apds a

pesquisa em diferentes bases de dados (Pubmed, Scopus, ScienceDirect, SciFinder).

2.2.3 Manilkara rufula

Manilkara rufula (Miqg.) H.J. Lam, Blumea 4(2): 356. 1941. [Mimusops rufula Mig.
in Martius, Fl. bras. 7:44. 1863] [sin. het. Manilkara duckei Monach.] — Typus (K):
Brasil. Piaui, Serra da Batalha, 1X.1839 (fl), Gardner 2910.

O género Manilkara pertence a familia Sapotaceae, a qual compreende cerca
de 50 géneros e 800 espécies de distribuicdo pantropical (MONTENEGRO et al.,
2006). No Brasil, sdo registradas 19 espécies do género Manilkara, as quais estédo
distribuidas na floresta Atlantica, restinga, tabuleiro costeiro, Caatinga, Cerrado e
floresta Amazoénica (ALMEIDA JR, 2010). No Nordeste, o género esta representado

por 12 espécies nativas, com representantes em diferentes ecossistemas. A espécie
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M. rufula é uma arvore com 5 a 10 metros de altura e endémica no Brasil, ocorrendo
em areas de Caatinga, Cerrado e na transicdo Caatinga-Cerrado, podendo ser
observada nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Piaui,

Sergipe, Tocantins e Bahia.

Em diferentes bases de dados (Pubmed, Scopus, ScienceDirect, SciFinder) foi
encontrado apenas um estudo relatando a atividade biolégica de M. rufula. No entanto,
varios estudos relatam a atividade de outras espécies do género Manilkara. Na
medicina tradicional indiana uma planta do mesmo género, M. laurifolia, é utilizada
como anti-helmintica e adstringente (ESKANDER et al., 2005). Atividade
antimicrobiana, antiparasitaria, antitumoral, antitlcera, hipotensiva, anti-HIV,
espasmolitica foram atribuidas a diferentes espécies de Manilkara, (AKHTAR et al.,
2010; FERNANDES et al., 2013). O extrato aquoso ou metandlico de folhas de M.
zapota possui atividade antibacteriana (Gram positivas e negativas) e antifingica
(MONDAL et al.,, 2012). Muelas-Serrano et al. (2000) demonstraram atividade
antiparasitaria de diferentes plantas incluindo dois géneros da familia Sapotaceae.
Além disso, a atividade anti-T. vaginalis de extrato metandlico e diclorometano de
folnas de M. dissecta foi demonstrada (DESRIVOT et al., 2007). As atividades
relacionadas a espécies de Manilkara indicam o grande potencial farmacolégico do
género. A grande miscelanea de atividades bioldgicas relatada para espécies de
Manilkara é atribuida a variedade de metabdlitos secundarios presente nestas
espécies como saponinas triterpénicas (SAHU et al., 1997; ESKANDER et al., 2006),
triterpenos (MISRA & MITRA, 1969; RHOURRI-FRIH et al., 2013) e compostos
fenolicos como flavonoides (MA et al., 2003) e taninos (WANG et al., 2012). No
entanto, poucos estudos relatam o tipo de compostos envolvidos na atividade
bioldgica, pois a maioria destes estudos foi realizada com extratos brutos e apenas
analises fitoquimicas qualitativas foram realizadas, demonstrando a necessidade da

realizacdo de estudos mais aprofundados nesta area.
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2.3 Artigo de revisdo publicado no periddico Parasitology Research

A parte 2.3 é constituida de artigo de revisdo publicado, conforme referéncia abaixo,
gue no texto integral da tese defendida ocupa o intervalo compreendido entre as
paginas 32 — 44,

Vieira, PB, Giordani, RB, Macedo, AJ, Tasca, T. Natural and synthetic compound anti-
Trichomonas vaginalis: an update review. Parasilology Research. 2015, 114:1249-
1261. Doi: 10.1007/s00436-015-4340-3
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3. Objetivos

Tendo em vista que i) a tricomoniase é um sério problema de saude publica; ii)
afeta desproporcionalmente a base da piramide socioeconOmica; iii) possui terapia
restrita a dois farmacos; e iv) um crescente numero de isolados de Trichomonas
vaginalis apresenta resisténcia aos farmacos utilizados no tratamento, evidenciando,
desta forma, a grande necessidade de terapias alternativas para o tratamento, o
objetivo geral deste estudo foi:

Avaliar o potencial anti-T. vaginalis de plantas oriundas da Caatinga,
contribuindo para o desenvolvimento racional de alternativas para o tratamento da

infeccéo.
Assim, os seguintes objetivos especificos foram propostos:

1. Avaliar a atividade anti-T. vaginalis de extratos brutos obtidos de diferentes
plantas oriundas da Caatinga;

2. Realizar o fracionamento e identificacdo dos extratos com atividade anti-T.
vaginalis promissora,

3. Avaliar a atividade anti-T. vaginalis dos compostos isolados e identificados
como responsaveis pela atividade antiparasitaria do extrato bruto;

4. Investigar o mecanismo de morte do parasito induzido pelos compostos
ativos;

5. Avaliar a citotoxicidade dos compostos ativos frente a células epiteliais
vaginais;

6. Avaliar o efeito dos compostos ativos na citoaderéncia dos parasitos, bem

como na producédo de espécies reativas de oxigénio.
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Abstract: Trichomonas vaginalis causes trichomoniasis, the most common but
overlooked non-viral sexually transmitted disease worldwide. The treatment is based
at 5-nitroimidazoles, however, failure are related to resistance of T. vaginalis to
chemotherapy. Caatinga is a uniquely Brazilian region and plants from this area
present diverse biological activity, however, with few studies. In this report, crude
extract of Croton nummularius, Senna lechriosperma and Manilkara rufula were tested
in vitro against T. vaginalis. Manilkara rufula presented a potent effect against the
parasite and a bioguided fractionation was performed. Four major compounds were
identified from the crude extract of M. rufula: 1b, 2a, 2b, and 3a. In addition, six
derivatives of a-amyrin (1), B-amyrin (2) and lupeol (3) were synthesized. Anti-T.
vaginalis activity of all derivatives, 1, 2, 3 and oleanolic (4) and ursolic (5) acids was
evaluated. Compound 5 demonstrated the best activity (MIC 50 uM) and about 98% of
parasite viability was reduced after 2h of incubation. Several important ultrastructural
alterations were observed by scanning electron microscopy. Moreover, 5 presented
high cytotoxicity to cancer cell lines (HMVII and HelLa) and low cytotoxicity against
Vero line (normal cell line). Compound 5 improved metronidazole effect against T.

vaginalis resistant isolate when in association.

Keywords: Trichomonas vaginalis; Caatinga plants; triterpenes; ursolic acid;

cytotoxicity.
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Abstract: Trichomonas vaginalis is the causative agent of trichomoniasis the most
common but overlooked non-viral sexually transmitted disease worldwide.
Tritrichomonas foetus infects the bovine urogenital tract, causing bovine
trichomoniasis. Significant economic losses may occur due to infertility and abortion
among cattle. Human and bovine trichomoniasis present treatment restrictions and
efforts to identify new alternatives are essential. The present study evaluated the anti-
trichomonads activities of seven fractions (M30, M50, M100, A10, A30, A50, and A70)
from Manilkara rufula. M30 and M50 fractions presented the highest anti-trichomonads
activities. Twenty known flavonoids and tannins were identified. Standard flavonoids
were evaluated and did not reduce significantly the parasite viability. Altogether, the
results demonstrated the potential of M. rufula fractions against T. vaginalis and T.
foetus and, for the first time, to our knowledge, flavonoids and tannins were identified

from leaves of M. rufula.

Key words: Trichomonas vaginalis, Tritrichomonas foetus, anti-trichomonads activity,

Caatinga, Manilkara rufula.
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Abstract: Trichomonas vaginalis infects the urogenital tract and causes
trichomoniasis, the most widespread nonviral sexually transmitted disease in humans.
This infection affects 276 million people worldwide and increases susceptibility to HIV
infection and cervical and prostate cancers. The mainstay medication for
trichomoniasis is metronidazole; however, resistance cases have increased. New
alternatives to treat trichomoniasis are vital. The H100 fraction of Manilkara rufula
(Caatinga plant) reduced 100% of parasite viability. This fraction was active against
fresh clinical isolates and presented synergic effect with metronidazole. The H100
fraction was totally hemolytic, but did not present cytotoxicity to mammalian cells. In
addition, profound alterations on parasite ultrastructure were observed. Parasites
cytoadherence to epithelial cells were significantly reduced by H100 fraction. Purified
fraction Purified fraction with saponin as major components reduced 100% of T.
vaginalis viability. Altogether, these results indicated that the H100 fraction induced
parasite death by membrane damage and the compound responsible for the activity
was a saponin. In addition, it was demonstrated the potential of a Caatinga plant as

alternative to treat trichomoniasis.

Keywords: Trichomonas vaginalis, Caatinga plants, Manilkara rufula, saponin activity
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DISCUSSAO GERAL






7. Discussao geral

Muito antes do surgimento da escrita, 0 homem ja fazia uso de plantas para fins
alimentares e medicinais. Os primeiros registros de uso de plantas medicinais foram
feitos em cuneiforme e datam de 2600 a.C. na Mesopotamia. Entre as substancias
usadas estdo 6leos de espécies de Credus e Cupressus sempervirens, Glycyrrhiza
glabra, espécies de Commiphora e Papaver somniferum, muitas das quais continuam
sendo utilizados no tratamento de gripes, resfriados e infeccbes parasitarias (GURIB-
FAKIM, 2006). Embora uma grande variedade de moléculas seja derivada da quimica
combinatéria, produtos naturais desempenham um papel chave no desenvolvimento
de novos farmacos. Cerca de 40% dos farmacos utilizados atualmente foram
desenvolvidos a partir de produtos naturais. Nos ultimos 30 anos, 35% dos farmacos
aprovados por 6rgaos competentes sao compostos de origem natural ou derivados
semissintéticos. Além disso, 30% sdo compostos sintéticos inspirados em farmacéforo
desenvolvido a partir de um produto natural. Destaca-se que dos 14 farmacos
antiparasitarios aprovados nos ultimos 30 anos, aproximadamente 70% s&o de origem
natural ou derivados semissintéticos (NEWMAN & CRAGG, 2012; NGO et al., 2013),
deixando evidente, desta forma, a grande importancia dos produtos naturais no
desenvolvimento de novos farmacos. Assim, o entendimento desta grande
biodiversidade nos fornece uma variedade de entidades quimicas para o
desenvolvimento racional de novos farmacos. O Brasil apresenta uma grande
biodiversidade, ocupando uma posi¢céao importante para o desenvolvimento racional e

sustentavel de novas entidades quimicas com propriedades terapéuticas.

Neste sentido, o objetivo desta tese visou o0 estudo quimico e farmacoldgico de
plantas oriundas da regido da Caatinga. Este bioma estd exposto a condicdes
edafocliméticas diferenciadas, como baixa umidade e elevada temperatura e
exposicao a raios UV (AGRA et al.,, 2007a). Para sobreviver a estas condi¢cdes
extremas, as plantas se adaptam, resultando em um metabolismo secundario

diferenciado com promissoras propriedades farmacologicas.

Considerando a necessidade de novas alternativas terapéuticas para o

tratamento da tricomoniase, neste estudo foi avaliado o potencial anti-T. vaginalis de
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trés plantas da Caatinga, C. nummularius, M. rufula e S. lechriosperma. Na literatura,
estudos relatando a atividade bioldgica destes géneros foram encontrados
(SALATINO et al., 2007; SILVA et al., 2010a; MONDAL et al., 2012; FERNANDES et
al., 2013). No entanto, um unico estudo foi encontrado na literatura sobre as
propriedades biolégicas de M. rufula (ARCOVERDE et al., 2014). Nenhum relato sobre
as propriedades farmacologicas de C. nummularius e S. lechriosperma foi encontrado,

deixando evidente a necessidade de novos estudos nesta area.

A tricomoniase, infeccdo causada pelo parasito T. vaginalis, € um sério
problema de saude publica. Anualmente, 276 milhdes de novos casos de infec¢cdo sdo
relatados no mundo (WHO, 2012). No entanto, como a tricomoniase ndo é uma
doenca de notificacdo compulsoéria, estes nimeros sdo subestimados. Além da
elevada incidéncia/prevaléncia da tricomoniase, a infeccdo esta associada a sérias
consequéncias como problemas na gravidez, infertilidade e predisposi¢cdo ao cancer
cervical e prostatico (POOLE & MCCLELLAND, 2013). E importante salientar que a
infeccdo aumenta em cerca de trés vezes o risco de aquisicao e transmisséao do virus
HIV (SORVILLO et al., 2001; VAN DER POL et al., 2008; KISSINGER & ADAMSKI,
2013). Assim, medidas eficazes para o tratamento e diagndéstico da tricomoniase
podem contribuir grandemente para a redugéo da transmisséao da AIDS.

As opcdes terapéuticas para o tratamento da tricomoniase se restringem aos
5-nitroimidazois, sendo o metronidazol o tratamento de escolha. No entanto, apesar
da eficacia na maioria dos casos, um crescente aumento de resisténcia vem sendo
observado, sendo estimado em cerca de 10% (SCHWEBKE & BARRIENTES, 2006).
Entretanto, ndo existe sistema de vigilancia para detectar casos de resisténcia ao
metronidazol (SECOR et al.,, 2014), assim, estes numeros podem ser mais
expressivos. Neste sentido, uma estratéga na busca de novas alternativas para o
tratamento da tricomoniase € a busca por compostos estruturalmente distintos dos 5-

nitroimidazois e, por consequéncia, com mecanismos de acao alternativos.

Sendo assim, no Capitulo | desta tese foi avaliada a atividade anti-T. vaginalis

do extrato bruto de folhas e ramos das trés plantas. Porém, apenas os extratos de
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folhas e ramos de M. rufula apresentaram promissora atividade antiparasitaria. Desta

forma, foi realizado o fracionamento com os extratos de Manilkara.

Apés a realizagcdo de sucessivas cromatografias em coluna, fracdes
enriguecidas com triterpenos pentaciclicos foram obtidas. Os compostos foram
identificados como acetato de B-amirina e acetato de lupeol, caproato de a- e [3-
amirina. Tendo em vista que estes compostos sao amplamente conhecidos na
literatura, a identificacdo dos mesmos foi baseada na comparacdo do padréo de
fragmentacao na espectroscopia de massas com bases de dados do NIST e dados
da literatura (SHAI et al., 2008; FERNANDES et al., 2013; FINGOLO et al., 2013). Os
compostos caproato de a- e B-amirina sdo de dificil separagdo devido & isomeria de
posicdo existente entre os mesmos. Desta forma, optou-se por trabalhar com frac6es
enriquecidas com estes compostos. Estas fracdes apresentaram baixa atividade anti-
T. vaginalis. Apesar de inumeras atividades biolégicas serem atribuidas a estes
compostos, as fragBes enriquecidas com triterpenos pentaciclicos apresentaram baixa
capacidade de reduzir a viabilidade do parasito (em média 40%). Estes resultados
divergem dos obtidos por Shai et al. (2008), que reportaram atividade antifingica e
antibacteriana de derivados ursano e lupano. Os acidos ursélico e betulinico
apresentam atividade antitumoral e antiviral (AIKEN & CHEN, 2005). Derivados dos
esqueletos ursano e lupano apresentam atividade antiprotozoaria in vitro contra
Leishmania, Plasmodium e Trypanosoma (TAKETA et al., 2004; INNOCENTE et al.,
2012; SILVA et al., 2013; INNOCENTE et al., 2014). Além disso, foi relatada atividade
anti-inflamatoria e antioxidante de trés triterpenos pentaciclicos isolados da resina de
Manilkara bidentada (RHOURRI-FRIH et al., 2013). Apesar da vasta diversidade de
atividades relatadas para estes compostos, os triterpenos pentaciclicos ndo foram
ativos contra T. vaginalis. Uma das hipoteses sugeridas para justificar a baixa
atividade é que estes compostos foram testados como fracbes enriquecidas, nao
como compostos isolados como relatado na literatura. Ha décadas o desenvolvimento
de derivados a partir de triterpenos naturais vem apresentando um papel de destaque
em quimica medicinal, como evidenciado na literatura (SILVA et al., 2013; HUA et al.,
2015; SILVA et al., 2015). Na tentativa de melhorar a atividade das fragdes obtidas de

M. rufula, seis derivados, com estrutura baseada nos padrbes a-amirina, 3-amirina e
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lupeol, foram semissintetizados: acetato de a-amirina, caproato de a-amirina, acetato

de B-amirina, caproato de (-amirina, acetato de lupeol e caproato de lupeol.

A atividade anti-T. vaginalis dos derivados semissintetizados foi avaliada e, de
forma inesperada, também apresentou baixa atividade antiparasitaria. Na
concentracéo de 100 uM, o composto caproato de lupeol apresentou a menor reducéo
da viabilidade de T. vaginalis, 28,6% em comparacdo com o controle. Os demais
compostos reduziram cerca de 40% da viabilidade dos trofozoitos. Estes resultados
corroboram os dados obtidos para as frac6es enriquecidas em triterpenos. Apesar de
dados da literatura relatarem que derivados a partir de diferentes esqueletos
apresentam diferentes atividades bioldgicas (LIU, 2005; GAUTHIER et al., 2009;
WANG & FANG, 2009), neste estudo, foi demonstrado que compostos obtidos a partir
de trés diferentes esqueletos (ursano, oleanano e lupano) apresentaram atividades

anti-T. vaginalis similares.

Os trés padrdes utilizados na semissintese, bem como dois acidos derivados a
partir destes (acido ursélico e oleandlico), foram testados contra T. vaginalis. Os
compostos a-amirina, B-amirina, lupeol e acido oleandlico demonstraram uma baixa
reducéo da viabilidade do parasito, cerca de 25% na concentragdo de 100 pM. No
entanto, o composto acido ursélico, na mesma concentracdo, reduziu 100% da

viabilidade dos trofozoitos.

Tendo em vista a potente atividade apresentada pelo acido ursélico, a
concentragdo inibitéria minima (MIC, do inglés minimum inhibitory concentration) foi
determinada. A determinacédo da MIC se deu através de contagens sob microscopio
de luz, um método cansativo e trabalhoso. Assim, para minimizar erros de contagens,
organismos na MIC e em uma concentracado acima foram incubados em meio TYM
fresco. A viabilidade dos parasitos foi avaliada a cada 24 h durante 144 h. Ap6s 24 h
de incubagdo, nenhum crescimento foi observado, confirmando 50 uM como CIM
verdadeira. O acido ursolico apresentou um efeito antiproliferativo e nao reversivel,
visto que o crescimento dos parasitos foi totalmente inibido apos a remocdo do
composto. Apés a confirmagdo da MIC, uma curva cinética de crescimento foi

realizada para avaliar o efeito do acido ursélico no crescimento e viabilidade dos
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parasitos. Como esperado, a condi¢do controle (trofozoitos ndo tratados com &cido
ursélico) apresentaram um classico pico de crescimento, como demonstrado em
estudos prévios (BRANDELLI et al., 2013; INNOCENTE et al., 2014). Por sua vez,
organismos tratados com acido ursélico 50 pM n&o apresentaram um pico de
crescimento. Ap6és 2 h de tratamento, o0 crescimento dos parasitos foi
significantemente reduzido, sendo totalmente abolido apos 12 h de tratamento. Depois
deste periodo ndo foi possivel visualizar organismos integros, apenas restos

celulares.

No sentido de melhorar a acurécia da curva cinética de crescimento obtida por
contagens, foram realizadas andlises por citometria de fluxo. Corantes fluorogénicos
sao bastante aceitos como indicadores sensiveis da viabilidade celular em varios tipos
celulares (HUMPHREYS et al., 1994). Neste estudo os organismos tratados ou nao
com acido ursolico foram corados simultaneamente com FDA (do inglés, fluorescein
diacetate) e PI (do inglés, propidium iodide) para aumentar a resolu¢cdo do método.
Trofozoitos com membranas intactas retém o FDA e apresentam cor verde. Ao
contrario, organismos nao funcionais incorporam o Pl e sdo considerados como ndo
viaveis. Os trofozoitos ndo tratados com acido ursélico (controle) apresentaram
apenas marcacao com FDA. Porém, organismos tratados com acido ursdlico também
marcaram com FDA e ndo coraram com Pl. Ao comparar a quantificacdo da
fluorescéncia apresentada pelo controle com o0s organismos tratados, observou-se
que, mesmo corados com FDA, o niimero de trofozoitos foi drasticamente reduzido. E
provavel que o &cido ursélico atue na membrana, causando danos na mesma de forma
a impedir a marcacdo com PIl. Além disso, apenas detritos celulares foram
encontrados nas amostras tratadas, ndo viabilizando a marcacdo com PI. Apesar da
inviabilidade da marcacéo com PI, os dados obtidos por citometria de fluxo corroboram
os resultados obtidos por contagens, demonstrando que, apesar de trabalhoso e
cansativo, contagens em hemocitdmetro sdo adequadas para a determinacdo da

viabilidade de trofozoitos de T. vaginalis.

Tendo em vista a provavel acdo do acido ursolico na membrana dos parasitos,
ferramentas de microscopia eletrénica foram importantes para o entendimento do

efeito induzido pelo &cido ursdlico em T. vaginalis. Para avaliar o efeito do acido
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ursolico na ultraestrutura de T. vaginalis, trofozoitos foram tratados ou ndo com acido
ursolico 50 uM durante 2 h. Apos o tratamento verificou-se, por microscopia eletrénica
de varredura (MEV), a perda da forma tipica apresentada pelos organismos nao
tratados. Além disso, os trofozoitos tornaram-se arredondados e, em seguida, foram
observados projecdes e orificios na membrana do parasito. Apesar das alteragdes na
membrana, foi possivel observar a membrana ondulante e flagelos. Como
mencionado anteriormente, o tratamento com acido ursolico destroi os trofozoitos e
tratamentos maiores que 2 h ndo séo possiveis. As andlises por MEV de T. vaginalis
demonstraram que o &cido ursdlico causou profundas alteracbes, tais como
trofozoitos arredondados e enrugados, além de significante danos na membrana,
como mencionado anteriormente, ocorreu a formacao de orificios e projecfes foram
observadas na membrana, além da mesma torna-se enrugada. Estas caracteristicas
indicam que o parasito esta em processo de morte, como reportado em estudos
anteriores para organismos tratados com compostos como licorina e candimina,
griseofulvina e derivado de hidroxiquinuclidina (MARIANTE et al., 2006; GIORDANI et
al., 2010; GIORDANI et al., 2012; ROCHA et al., 2014). O acido ursélico apresenta
uma atividade antitumoral vastamente conhecida (DALLA VECHIA et al., 2009; HUA
et al., 2015). No entanto, apesar do amplo estudo desenvolvido nesta area, o
mecanismo pelo qual a citotoxicidade é exercida permanece ndo esclarecido. Na
literatura encontra-se estudos acerca da atividade antiparasitaria, no entanto, pouco
se sabe a respeito do mecanismo de morte induzido pelo acido ursélico. Neste sentido,
os resultados apresentados neste estudo contribuem demonstrando que o &cido

ursolico age na membrana do parasito.

Além da grande importancia destes compostos na investigacdo do mecanismo
de morte em organismos como o T. vaginalis, este estudo, para 0 NnOSso
conhecimento, é o primeiro a avaliar a atividade biologica destes compostos frente ao
parasito T. vaginalis, bem como é a primeira vez que estes compostos foram descritos
para a espécie M. rufula, contribuindo para o conhecimento acerca das plantas

oriundas da Caatinga.

Nos Capitulos Il e Il deste estudo, avaliou-se a atividade anti-T. vaginalis de

fracBes com carater mais polar obtidas a partir do extrato bruto de folhas de M. rufula.
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Considerando que o principal objetivo desta tese era identificar compostos ativos
obtidos a partir de plantas da Caatinga contra T. vaginalis e que fracdes com carater
mais apolar apresentaram baixa atividade antiparasitaria, novas abordagens foram
seguidas na identificacdo dos compostos responsaveis pela atividade do extrato bruto
de folhas de M. rufula. Nas primeiras etapas do fracionamento dos triterpenos, foi
realizada uma extracdo visando a separacédo dos triterpenos de compostos fendlicos
e acucares (TAPONDJOU et al., 2011). A atividade destas fracdes foi avaliada e 90%
da viabilidade dos trofozoitos foi reduzida (dados ndo demonstrados), indicando que
0S compostos ativos responsaveis pela potente atividade do extrato bruto de

Manilkara eram compostos com carater mais polar.

Desta maneira, o extrato bruto foi submetido a extracdo com diferentes
proporcdes de acetona:agua, visando a extracdo de compostos fenodlicos. As quatro
fracOes obtidas foram testadas frente ao parasito T. vaginalis e todas demonstraram
uma promissora atividade antiparasitaria. No entanto, a fracdo ML-A10 foi escolhida
para estudo, pois o perfil cromatografico obtido por CCD indicava que a fracdo estava
mais limpa em relacdo as demais. Para limpeza desta fracdo foi realizada
cromatografia em coluna com a resina Sephadex® LH20, seguindo o método proposto
por Trentin et al. (2013). A partir da coluna obteve-se oito fracbes e o0s resultados
obtidos originaram os Capitulos Il e Ill.

No Capitulo Il avaliou-se a atividade de sete fragcdes (M30, M50, M100, A10,
A30, A50 e A70) frente a T. vaginalis e Tritrichomonas foetus, o agente etiolégico da
tricomoniase bovina. Frente a T. vaginalis estas frac6es reduziram cerca de 85% da
viabilidade dos parasitos, indicando que 0s compostos presentes nestas ndo séo os
responsaveis pela potente atividade apresentada pelo extrato bruto de M. rufula. No
entanto, frente a T. foetus as fracdbes M30 e M100 apresentaram uma potente
atividade, pois na concentracdo de 1,0 mg/mL reduziram 100% da viabilidade dos
trofozoitos, indicando seu potencial contra este parasito que causa inumeras perdas
econbmicas (RAE & CREWS, 2006) e ndo possui tratamentos adequados e
aprovados pelo FDA (do inglés, Food and Drug Administration) (CARVALHO &
GADELHA, 2007). As demais fracbes apresentaram moderada reducéo da viabilidade

de T. foetus.
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A diferenca observada nas atividades antiparasitarias pode ser atribuida a
composicdo de cada fracdo. Para avaliar esta hipotese, as fra¢cdes foram analisadas
por LC-DAD-MS/MS em modo negativo e positivo e compostos com massa molecular
acima de 1000 Da foram analisados por MALDI-MS e MALDI-MS/MS. Baseado nas
andlises espectroscopicas de MS, MS/MS e UV e em comparagdo com padrées de
fragmentacdo previamente publicados e com padrdes auténticos, foi possivel a
identificacdo de flavonoides como acido galico, galocatequina, epigalocatequina,
epicatequina, galocatequina 3-O-galato, epicatequina 3-O-galato, quercetina 3-O-a-
ramnopiranose, rutina, entre outros flavonoides; e de taninos condensados formados
por subunidades de procianidina e prodelfinidina nas fragcbes obtidas por
cromatografia em coluna. Como pode ser observado no perfil cromatogréfico, todas
as fracdes possuem 0s mesmos compostos com algumas excec¢des, variando apenas
a quantidade de cada composto. Assim, a diferenca na composi¢cédo de cada fracao
justifica a diferenca na atividade antiparasitéria.

Tendo em vista que as fracbes M30 e M100 apresentaram as melhores
atividades antiparasitarias e na sua constituicdo possuem flavonoides como
compostos majoritarios, a atividade anti-T. vaginalis e anti-T. foetus de padrdes
auténticos de flavonoides foi avaliada na tentativa de identificar o composto
responsavel pela atividade antiparasitaria. Nenhum dos padrdes avaliados reduziu
significativamente a viabilidade de T. vaginalis, j& que apenas 20% de reducéo foi
observada. Frente a T. foetus a reducdo foi moderada, aproximadamente 40%. A
excecao da rutina que reduziu 80% da viabilidade de T. foetus. Os resultados indicam
gue os flavonoides ndo sao os Unicos responsaveis pela atividade anti-T. vaginalis e
anti-T. foetus demonstrada pelas fragbes M30 e M100. Estes resultados contrariam
dados da literatura que demonstram inumeras atividades bioldgicas atribuidas aos
diferentes compostos identificados nas fragbes de M. rufula. Salvamani et al. (2014)
demonstraram que miricetina e rutina apresentam atividades antioxidantes,
anticarcinogénica, antiplaquetaria, hipoglicémica e citoprotetora. Catequinas
apresentam propriedades anti-inflamatérias e afetam a agregacéo plaguetaria. Além
disso, catequinas apresentam atividade antifungica, antiviral e antibacteriana
(CUSHNIE & LAMB, 2005). Provavelmente a atividade das fracdes M30 e M100 seja

devida ao efeito sinérgico entre os diferentes flavonoides, ja que 0s mesmos
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apresentaram-se pouco ativos quando testados isoladamente. E possivel também que
a atividade seja devida a presenca de saponinas na fragdo M30 e proantocianidinas
na fracdo M100, ja que ambos metabdlitos foram identificados por MALDI-EM/EM.
Tanto saponinas como proantocianidinas sdo amplamente conhecidas na literatura
por apresentarem diversas atividades biolégicas, tais como anti-inflamatoria,
anticancer, antibacteriana, antifangica, antiviral, antiparasitaria e inibicdo da
agregacao plaquetaria (AUGUSTIN et al., 2011; WANG et al., 2012; TRENTIN et al.,
2013).

No Capitulo Il avaliou-se a atividade anti-T. vaginalis da oitava fracao obtida
por cromatografia em coluna. A fragdo H100 apresentou potente atividade frente a
trofozoitos de T. vaginalis. Esta fracdo foi separada das demais, pois foi eluida da
coluna apenas com agua, enquanto as demais fracdes foram eluidas com o auxilio de
solventes organicos. Em um primeiro momento, a MIC desta fracao foi determinada
por contagens e confirmada por cultivo como discutido anteriormente. A MIC foi 0,5
mg/mL, demonstrando o potencial desta fracdo frente ao parasito T. vaginalis.
Segundo Cos et al. (2006) um extrato € considerado relevante e seletivo quando
apresenta valores de ICso abaixo de 0,1 mg/mL. No entanto, para organismos
extracelulares como T. vaginalis pontos de corte mais robustos sdo necessarios para
ensaios de atividade. Além disso, normalmente a atividade anti-T. vaginalis é expressa
como MIC (VIEIRA et al., 2015). Assim a H100 apresentou uma atividade relevante e
seletiva contra o parasito T. vaginalis, demonstrando o potencial desta fragdo para o
desenvolvimento de novas alternativas para o tratamento da tricomoniase. Em
seguida, foi avaliado o efeito da fracdo H100 na viabilidade e crescimento dos
trofozoitos através da realizagcdo de uma curva cinética de crescimento. Apés 4 h de
tratamento com a fracdo H100 foi observado uma significante redugdo no nimero de
parasitos, porém, a completa reducédo do crescimento foi observada 24 h apoés o
tratamento com a fracdo H100. Assim, os demais experimentos foram realizados apos
4 h de incubacdo, pois neste tempo alteracdes morfolégicas j& puderam ser

observadas, evitando-se a presenca exagerada de detritos celulares.

Tendo em vista 0 potencial anti-tricomonadideos demonstrado pelas fracdes
M30, M100 e H100, a citotoxicidade frente as células HMVII e HelLa foi avaliada. A
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fracdo H100 n&o apresentou citotoxicidade frente as duas linhagens celulares
avaliadas, indicando que o efeito desta é seletivo antiparasitario e ndo afeta as células
do hospedeiro. Apesar das fracdes M30 e M100 apresentarem uma elevada
citotoxicidade as células testadas, esta andlise ndo deve ser considerada o Unico
critério para exclusao ou inclusdo de um composto para a realizacado de testes em
animais. Schmidt et al. (2002) demonstraram que o composto helenalina apresentou
citotoxicidade moderada quando testada in vitro, no entanto, em ensaios in vivo,
utilizando camundongos como modelo, o composto nao foi téxico. A M30 e a M100
sao fracdes nao purificadas, desta forma, a citotoxicidade apresentada pelas mesmas
pode ser devido a compostos que ndo sdo 0s responsaveis pela atividade
antiparasitaria, sendo necessario novos fracionamentos para comprovar esta

hipoétese.

Fatores de viruléncia e patogenicidade, tais como citoaderéncia as células
epiteliais e evasdo do sistema imune, podem variar entre isolados padrées e clinicos
frescos (PETRIN et al.,, 1998) e estes fatores podem influenciar a atividade
antiparasitaria da fracdo H100. Assim, a atividade da H100 contra oito isolados
clinicos frescos foi avaliada. Na concentracéo de 0,5 mg/mL, a qual reduziu totalmente
o crescimento do isolado padréo, apenas dois isolados clinicos frescos tiveram a
viabilidade totalmente abolida, TV-LACM2 e TV-LACHA4. A viabilidade dos demais
isolados foi fortemente reduzida, entre 85 e 95%. Estes resultados corroboram com
resultados previamente publicados pelo nosso grupo de pesquisa, demonstrando que
extratos ou compostos purificados apresentam variavel atividade frente a diferentes
isolados clinicos frescos (BRANDELLI et al., 2013; INNOCENTE et al., 2014). Outro
fator variavel entre diferentes isolados é a resisténcia ao metronidazol, um problema
em constante crescimento entre isolados clinicos. Segundo Butler et al. (2010)
diferentes niveis de resisténcia podem ser atribuidos considerando a MIC anaerobica:
baixo nivel — 30-60 uM; nivel moderado — 60-120 uyM; e alto nivel — igual ou maior a
235 yM. Neste estudo, foi demonstrado que a MIC para o isolado TV-LACM2R ¢é 73
MM (nivel moderado de resisténcia). Assim, na tentativa de melhorar o efeito do
metronidazol contra o isolado TV-LACMZ2R, foi determinada a MIC da fracdo H100
frente ao isolado resistente, a qual foi 1,0 mg/mL. O efeito sinérgico entre o

metronidazol e a fragdo H100 foi observado quando MIC/2 (0,5 mg/mL) foi associada
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a uma baixa concentracdo de metronidazol (15 yM). Estes resultados demonstram
que a fracdo H100 € uma alternativa promissora contra isolados resistentes de T.

vaginalis.

Tendo em vista a potente atividade anti-T. vaginalis da fragdo H100, o
mecanismo de morte dos parasitos induzido por esta fracao foi avaliado através de
um conjunto de experimentos. Em um primeiro momento foi avaliada a atividade
hemolitica. Esta andlise simples indica a acdo de compostos na membrana dos
eritrocitos, atividade comumente atribuida as saponinas, devido ao carater anfifilico
apresentado por estas e a capacidade de complexar com esteroides, proteinas e
fosfolipideos das membranas (GAUTHIER et al., 2009). As saponinas sao
amplamente encontradas em plantas superiores como dicotiledéneas, principalmente
nas familias Sapotaceae, Polygalaceae, Caryophyllaceae e Primulaceae (PODOLAK
et al., 2010). A fracdo H100 obtida a partir da planta M. rufula, membro da familia
Sapotaceae, contém saponina e este metabdlito pode ser o responsavel pela potente
atividade da fracdo H100.

Técnicas de microscopia de fluorescéncia e eletrénica foram empregadas na
identificacdo da acdo da fracdo H100 na membrana dos parasitos. Organismos
corados com DAPI e FLUTAX-2 indicam a ac¢ao da fragcdo H100 na membrana dos
parasitos, pois como demonstrado em estudos prévios (LECKE et al., 2002; VIEIRA
et al., 2008), o FLUTAX-2, um derivado ativo do Taxol, pode ligar-se e marcar
microtubulos em trofozoitos intactos, permitindo uma acurada visualizacdo dos
microtUbulos por microscopia de fluorescéncia. Desta forma, apds o tratamento com
a fracdo H100, observou-se a marcacao dos microtibulos com FLUTAX-2, no entanto,
a morfologia classica dos trofozoitos néo foi verificada. Ao contrario, 0os organismos
nao tratados demonstraram a forma classica de trofozoitos de T. vaginalis. Em
contrapartida, organismos tratados nao apresentaram alteracdes nucleares

identificadas pela marcagédo com DAPI como demonstrado por Mariante et al. (2006).

Dando sequéncia a investigagdo do mecanismo de morte, alteracdes na
ultraestrutura de T. vaginalis foram avaliadas por MEV e MET (microscopia eletronica

de transmisséao). Como esperado, apos o tratamento com a fracdo H100 observou-se
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a perda da morfologia tipica dos trofozoitos. De uma maneira tempo-dependente,
observou-se a formacdo de pseudocistos ou formas endoflageladas, como
demonstrado apds o tratamento com griseofulvina (MARIANTE et al., 2006). ApGs 4 h
de tratamento, observou-se o inicio do processo de internalizacdo dos flagelos, o qual
completou-se apds 24 h de tratamento. Os pseudocistos sdo uma forma de defesa de
T. vaginalis que aparece em condi¢cdes ambientais desfavoraveis como em esquemas
de resfriamento e aquecimento e tratamentos com hidroxiureia (PEREIRA-NEVES et
al.,, 2003). Atravées MET verificou-se que o0s hidrogenossomos encontram-se
extravasados no meio extracelular, evidenciando o rompimento da membrana do
parasito. Estes resultados corroboram com a analise hemolitica e a microscopia de
fluorescéncia, indicando que o mecanismo de morte induzido pela fracdo H100 ocorre
através de danos na membrana do parasito. Visto que analises preliminares
demonstram a presenca de saponinas na fragcdo H100 e que estes compostos podem
se complexar com componentes da membrana, o efeito da H100 na citoaderéncia de
T. vaginalis a células mamiferas foi avaliado. Aléem disso, a ades&o do parasito a
células do hospedeiro é determinante para a patogénese da tricomoniase. A
citoaderéncia € um mecanismo complexo que envolve, principalmente, proteinas de
superficie (adesinas) e glicoconjugados (lipofosfoglicano). O nivel de adesédo esta
diretamente associado a viruléncia do isolado e € isolado-dependente (PETRIN et al.,
1998). Como demonstrado em estudo prévio (dados néo publicados), o isolado TV-
LACMG6 é fortemente aderente e o efeito da fracdo H100 foi avaliado. Como controle
positivo foi utilizado o periodato, um agente oxidante de polissacarideos, tais como o
lipofosfoglicano (GILBERT et al., 2000). A fragdo H100 reduziu significantemente a
adesdo dos parasitos as células mamiferas, indicando um possivel desequilibrio do
lipofosfoglicano, modulando a citoaderéncia. Estes resultados vao ao encontro do que
ja foi demonstrado, indicando que a fragdo H100 age na membrana dos parasitos e o
composto responsavel pela atividade, provavelmente seja uma saponina, pois estes
compostos tém a capacidade de se complexar com fosfolipideos de membrana, tais
como o lipofosfoglicano do T. vaginalis, o qual é constituido por uma ancora de

ceramida ligada a fosfoinositol e poli-N-acetillactosamina (SINGH et al., 2009).

Além do papel do lipofosfoglicano na adesdo de T. vaginalis, este

glicoconjugado desencadeia uma resposta inflamatoéria especifica e aumenta a
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expressdo da interleucina (IL) 8, a qual recruta neutréfilos para o sitio da infeccéo,
sendo a principal célula encontrada no corrimento vaginal de pacientes com
tricomoniase (KUCKNOOR et al., 2007). Nos neutrofilos, as espécies reativas de
oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species) auxiliam na eliminacdo de
microrganismos fagocitados e atuam como sinalizadoras. No entanto, neste estudo,
neutrofilos estimulados por T. vaginalis tratados com a fracdo H100 ndo aumentaram
a producdo de ROS, indicando que tanto a fracdo como o metronidazol néo
desempenham um papel imunomodulador em relacdo a producdo de ROS por
neutroéfilos. Em recente estudo, Mallo et al. (2013) demonstraram que o0 metronidazol
nao tem ag¢ao moduladora na formagao de ROS.

Todavia segue a questao: qual é o composto responsavel pela potente acéo da
fracdo H100? Na tentativa de responder esta questdo, sete fracbes analisadas
preliminarmente por MALDI-MS foram testadas contra T. vaginalis. Duas destas
fracbes continham taninos hidrolisaveis e flavonoides. Como ja mencionado
anteriormente, flavonoides ndo séo os responséaveis pela atividade anti-T. vaginalis e,
mais uma vez, as fracbes contendo flavonoides ndo apresentaram atividade
antiparasitaria. Em contrapartida, as fracdes purificadas contendo saponina reduziram
100% a viabilidade dos parasitos. Desta forma, pode-se afirmar que 0os compostos
responsaveis pela promissora atividade demonstrada pelo extrato bruto das folhas de
M. rufula sdo saponinas. No entanto, analises estdo em andamento identificar e

elucidar a estrutura destes compostos.

Porém cabe ressaltar a importancia dos resultados apresentados nesta tese.
Primeiro, apesar da Caatinga ser um bioma de caracteristicas Unicas no mundo,
poucos estudos com rigor cientifico sdo realizados acerca das propriedades biolégicas
e fitoquimicas das plantas deste bioma. Segundo, a terapia para tricomoniase humana
€ restrita aos 5-nitroimidazois e os casos de resisténcia estdo em constate
crescimento. Terceiro, ndo existem tratamentos adequados e aprovados para a
tricomoniase bovina. Desta forma, é essencial a busca por terapias alternativas tanto
para a tricomoniase humana quanto para a tricomoniase bovina. Neste sentido, 0s
resultados apresentados identificaram pela primeira vez, para o nosso conhecimento,

flavonoides, taninos e saponinas em extratos obtidos de folhas de M. rufula. Além
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disso, este é o primeiro relato da atividade anti-T. vaginalis e anti-T. foetus desta planta
bem como de compostos obtidos a partir da mesma. Além disso, foi sugerido o
mecanismo de morte dos parasitos induzidos pelos extratos e fracdes obtidos da M.
rufula.
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CONCLUSOES






8. Conclusoes

Os resultados apresentados nesta tese permitem as seguintes conclusoes:

1. Os extratos brutos das folhas e ramos de M. rufula apresentaram potente

atividade anti-T. vaginalis in vitro;

2. Andlises por CG-EM e RMN permitiram a identificacdo dos compostos
acetato de B-amirina, acetato de lupeol e caproato de a- e B-amirina. Estas

fracOes apresentaram baixa atividade anti-T. vaginalis. Entretanto, é a

primeira vez que estes compostos foram identificados na planta M. rufula;

3. Derivados semissintéticos (acetato de a-amirina, acetato de B-amirina,
acetato de lupeol, caproato de a-amirina, 3-amirina e caproato de lupeol)

apresentaram baixa atividade anti-T. vaginalis;

4. O acido ursélico causou a morte de trofozoitos de T. vaginalis pela inducao
de profundas alteragdes na ultraestrutura do parasito como formacao de
projecBes e orificios na membrana, bem como a perda da morfologia

piriforme classica,

5. Frag0es ricas em flavonoides, taninos e saponinas reduziram a viabilidade

de T. foetus, provavelmente pela acdo na membrana dos parasitos;

6. A fracdo H100, rica em saponinas, apresentou uma potente atividade anti-
T. vaginalis. A H100 induziu a morte dos parasitos através de importantes
alteracfes na ultraestrutura dos trofozoitos. Além disso, a H100 reduziu a
adesdo dos trofozoitos a células humanas, sem apresentar citotoxicidade;
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9. Perspectivas

No sentido de avancar acerca de informacdes fitoquimicas e biologicas de
plantas oriundas da Caatinga, bem como no entendimento dos mecanismos de morte

do parasito amitocondriado T. foetus, as seguintes perspectivas sao sugeridas:

1. Realizagao de fracionamento bioguiado das fragdes ricas em flavonoides
com atividade anti-T. foetus;

2. Avaliacdo do mecanismo de morte do parasito induzido pelos compostos
ativos;

3. Avaliacéo da citotoxicidade dos compostos ativos frente a células epiteliais
vaginais;

4. Elucidagdo da estrutura dos compostos responsaveis pela atividade anti-T.

vaginalis e anti-T. foetus.
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