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RESUMO

Cissampelos sympodialis Eichl., conhecida popularmente como “milona”, “jarrinha”,
“abuteira” e “orelha-de-onga’, é rica em alcaloides e tem uso tradicional no tratamento
de asma, bronquite, reumatismo e artrite. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi
contribuir com o conhecimento quimico e farmacol6gico da espécie, por meio de
isolamento de substancias, espectrometria de massas, estudos in silico e ensaios
bioldgicos. As partes aéreas foram coletadas no horto do Instituto de Pesquisa em
Farmacos e Medicamentos — IpeFarM da UFPB e uma exsicata encontra-se
depositada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier sob registro AGRA 1476 e no Sistema
Nacional de Gestdo de Patrimdnio Genético e Conhecimento Tradicional Associado
(SisGen) sob codigo A9B2EFC. Apds a coleta, secagem e trituragdo foi feita a
extracdo com etanol 95% e em seguida o solvente foi concentrado em rotevaporador,
sendo obtido o Extrato Etandlico Bruto (EEB). O EEB foi particionado usando hexano,
cloroférmio e acetato de etila. A fase hidrometandlica foi submetida a cromatografia
em coluna aberta usando Sephadex-LH 20, resultando na fragdo CsFHM 6-7 que foi
processada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) preparativa. Foi
realizada uma marcha para alcaloides a fim de obter a Fracdo de Alcaloides Totais
(FAT). Os compostos isolados foram identificados através de Espectrometria de
massas (EM), Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN) e comparagédo com a literatura.
Foi realizado um estudo de docking molecular de alcaloides ja isolados da milona:
laurifolina, milonina, warifteina, metilwarifteina, roraimina, des-7’-O-metilroraimina e
epi-des-7’-O-metilroraimina; para avaliar suas interacdes com a Topoisomerase lla e
com o DNA. Realizou-se um ensaio de MTT com amostras de C. sympodialis em
células cancer de mama, melanoma humano, carcinoma de célon, adenocarcinoma
cervical e em células normais de queratindcitos humanos. A CLAE preparativa
permitiu o isolamento de 4 substancias: o nucleosideo adenosina e trés flavonoides,
a vicenina-2, a quercetina-3-O-B-glicopiranosil-(1—6)-B-galactopiranosideo e o
canferol-3-O-B-glicopiranosil-(1—6)-B-galactopiranosideo. Além disso, com auxilio de
dados da literatura, foram identificados mais 10 compostos por CLAE-EM: &cido
cafeico-hexosideo, salsolinol, guanosina, acido siringico-O-hexosideo, magnoflorina,
alcool  benzilico-hexose-pentose,  aromadendrina-hexosideo,  apigenina-6-C-
glicosideo, isoquercetina e astragalina. O docking apontou que dentre os alcaloides
da milona, a roraimina é a que melhor interage com a Toposiomerase lla e com o0 DNA
e a des-7’-O-metilroraimina € melhor como ligante de DNA. O ensaio de MTT indicou
gue o EEB possui atividade inibitéria de células de cancer de célon e de mama e a
FAT foi capaz de inibir fortemente o crescimento de todas linhagens testadas, embora
tenha apresentacdo acao contra células normais. O teste também demonstrou que 0s
flavonoides glicosilados ndo possuem atividade contra as linhagens testadas. Conclui-
se que a milona tem potencial atividade antitumoral e que eventualmente pode ser
usada como complemento no tratamento do cancer, além de teoricamente possuir
compostos quimicos que podem se tornar farmacos atuantes contra neoplasias.

Palavras-chaves: Milona; Cissampelos; flavonoides; docking; topoisomerase;
citotoxicidade.
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ABSTRACT

Cissampelos sympodialis Eichl., popularly known as “milona”, “jarrinha”, “abuteira” and
“orelha-de-ong¢a’, itis a species rich in alkaloids and has traditional use in the treatment
of asthma, bronchitis, rheumatism and arthritis. Thus, the objective of this work was to
contribute to the chemical and pharmacological knowledge of the species, through the
isolation of substances, mass spectrometry, in silico studies and biological tests. The
aerial parts were collected in the garden of UFPB’s Research Institute for Drugs and
Medicines — IpeFarM and an exsiccate is deposited in the Herbarium Prof. Lauro Pires
Xavier under AGRA 1476 registration and in the National System of Management of
Genetic Heritage and Associated Traditional Knowledge (SisGen) under the code
A9B2EFC. After harvest, drying and grinding, extraction was performed with 95%
ethanol and then the solvent was concentrated in a rotary evaporator, obtaining the
Crude Ethanol Extract (CEE). The CEE was partitioned using hexane, chloroform and
ethyl acetate. The hydromethanolic phase was subjected to open column
chromatography using Sephadex-LH 20, resulting in the CsFHM 6-7 fraction that was
processed by preparative High Performance Liquid Chromatography (HPLC). An
alkaloids march was performed to obtain the Alkaloid Rich Fraction (ARF). The isolated
compounds were identified using Mass spectrometry (MS), Nuclear Magnetic
Resonance (NMR) and comparison with the literature. A molecular docking study was
carried out on alkaloids already isolated from milona: laurifolin, milonine, warifteina,
methylwarifteina, roraimina, des-7'-O-methylroraimina  and epi-des-7'-O-
methylroraimina; to evaluate their interactions with Topoisomerase lla and DNA. An
MTT assay was performed with samples of C. sympodialis in breast cancer cells,
human melanoma, colon carcinoma, cervical adenocarcinoma and in normal human
keratinocyte cells. The preparative HPLC allowed the isolation of 4 substances: the
nucleoside adenosine and three flavonoids, vicenin-2, quercetin-3-O-[3-
glycopyranosyl-(1—6)-B-galactopyranoside  and  canferol-3-O-B-glycopyranosyl-
(1—6)-B-galactopyranoside. In addition, from the literature, 10 more compounds were
identified by LC-MS: caffeic acid-hexoside, salsolinol, guanosine, syringic acid-O-
hexoside, magnoflorin, benzyl alcohol-hexose-pentose, aromadendrine-hexoside,
apigenin-6-C-glycoside, isoquercetin and astragalin. The docking pointed out that
among milona alkaloids, roraimine is the one that best interacts with Toposiomerase
lla and with DNA and des-7'-O-methylroraimine is the best as a DNA ligand. The MTT
assay indicated that CEE has inhibitory activity in colon and breast cancer cells and
ARF was able to strongly inhibit the growth of all tested strains, although it has an
action against normal cells. The test also demonstrated that the glycosylated
flavonoids have no activity against the tested cell lines. It is concluded that milona has
potential antitumor activity and that it can eventually be used as a complement in the
treatment of cancer, in addition to theoretically having chemical compounds that can
become active drugs against neoplasms.

Keywords: Milona; Cissampelos; flavonoids; docking; topoisomerase; cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais representam uma importante fonte de compostos usados
no tratamento de doencgas. A busca por novos compostos mais eficazes e com menos
efeitos colaterais as tornou foco de estudos gracas a sua diversidade quimica,
biolégica e, consequentemente, abundancia de compostos com atividades
farmacologicas promissoras (RIBEIRO et al., 2018).

O Brasil é privilegiado pois detém uma extensa biodiversidade, dividida em seis
dominios fitogeograficos: Amazodnia, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa, Pantanal e a
Caatinga. Estéo distribuidas neles, mais 45 mil espécies de plantas, compreendendo
de 20 a 22% das espécies do planeta (STEHMANN; SOBRAL, 2017; RIBEIRO et al.,
2018).

A caatinga é um bioma exclusivamente brasileiro detentor de uma grande
diversidade de espécies. E um ecossistema formado por cerca de 4.322 espécies de
plantas com sementes das quais 17,2% s&do endémicas da regiao; essa variedade
biologica € extensamente conhecida e utilizada na medicina popular, dando margem
ao incentivo a pesquisa de espécies que existem apenas nesse bioma (FORZZA et
al., 2012; CORDEIRO; FELIX, 2014; SANTOS et al., 2018).

Uma das espécies encontradas na caatinga € Cissampelos sympodialis Eichl.,
Menispermaceae, endémica do Brasil e encontrada principalmente na regiao
Nordeste, nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande
do Norte e Sergipe, embora também ocorra no Acre e Minas Gerais. E conhecida
popularmente como “milona”, “jarrinha”, “orelha-de-ong¢a” e “abuteira”, e mesmo sendo
bastante distribuida pelo Nordeste, existem poucos relatos do seu uso medicinal pela
populacdo. Um dos exemplos € o uso da infusdo das folhas como tratamento de
doencas respiratérias como asma e bronquite, e seu uso contra artrite e reumatismo
(CAVALCANTI et al., 2013; BRAGA, 2015).

Indmeros estudos ja foram realizados com o extrato, fases e compostos
isolados de C. sympodialis. Visto que é uma planta encontrada somente no territorio
brasileiro, é importante o conhecimento profundo e completo da espécie, a fim de
esclarecer ao maximo sua constituicdo quimica e suas potencialidades
farmacologicas. O presente trabalho visa dar continuidade a esses estudos e
contribuir com o conhecimento acerca da milona, por meio de isolamento de

compostos por técnicas cromatograficas, estudos in silico e ensaios biologicos.
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2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo geral

Contribuir ao conhecimento fitoquimico e farmacoldgico da espécie

Cissampelos symodialis Eichl.

2.2.0bjetivos especificos

e Fracionar, por meio de técnicas classicas (coluna aberta) e técnicas modernas
(CLAE preparativa), o extrato etandlico bruto de Cissampelos sympodialis Eichl.
para isolamento de constituintes quimicos;

e Proceder com a extragdo em meio acido do EEB para obteng&o da FAT;

e Proceder com o estudo fitoquimico de compostos da fase hidrometandlica
mediante isolamento e identificacdo por técnicas espectroscopicas (RMN de H e
13C) e espectrométricas (Espectrometria de Massas);

e Realizar um estudo in silico (docking molecular) de alcaloides previamente
isolados de C. sympodialis;

e Disponibilizar extratos, fases, fracdes e compostos isolados para estudos em

ensaios de citotoxicidade.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Consideragdes sobre a familia Menispermaceae Juss.

7

Menispermaceae é uma familia de distribuicdo pantropical, englobando
aproximadamente 500 espécies em 70 géneros. E uma familia bem difundida no
Brasil, ocorrendo em todos os estados e encontrada nos principais dominios
fitogeograficos do pais: Caatinga, Amazébnia, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e
Pantanal; no territério brasileiro sdo encontradas 108 espécies, sendo 29 endémicas,
distribuidas em 15 géneros, com dois representantes de carater endémico (BRAGA,
2015; LIMA; TEIXEIRA, 2018).

Os individuos dessa familia sdo basicamente lianas (poucas arvores, arbustos
ou ervas), lenhosas ou herbaceas, de folhas alternas, simples, inteiras ou lobadas,
cartaceas ou coriaceas. As inflorescéncias variam entre racemos, espigas, cimeiras
ou paniculas, sendo auxiliares ou muitas vezes caulifloras, possuindo menos flores as
plantas femininas. As flores sdo pequenas, unissexuais, comumente trimeras,
esverdeadas, esbranquigcadas, amareladas, marrons ou raramente rosadas, sendo as
flores masculinas e femininas de tamanhos diferentes. Os frutos sdo drupas com
mesocarpo carnoso ou fibroso, o endocarpo € lenhoso e por fora rugoso; alguns frutos
podem ser consumidos por humanos (Curarea toxicofera e Abuta grandifolia) (OTT,
1997).

Menispermaceae € quimicamente e farmacologicamente conhecida pela
presenca de compostos ativos usados para preparagao do “curare”, um veneno usado
por tribos indigenas da Amazénia. Os compostos presentes em Menispermaceae Sao
alcaloides de diversos tipos, sendo 22 diferentes classes desses compostos isoladas
da familia até 1997. Grande parte deles, sdo derivados de esqueletos
benziltetrahidroisoquinolinicos, sendo os alcaloides bisbenzilisoquinolinicos os mais
comuns encontrados, seguido dos aporfinicos e protoberberinicos (BARBOSA-
FILHO; AGRA; THOMAS, 1997; BARBOSA-FILHO; CUNHA; GRAY, 2000).
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Figura 1 — Disitribuicio geografica da familia Menispermaceae (em vermelho).

-

Fonte:<http://www.mobot.org/MOBOT/Research/APweb/orders/ranunculalesweb.htm#Menisperm

aceae> Acessado em jan. 2020.

3.2. Consideracdes sobre o género Cissampelos L.

Cissampelos L. é um dos maiores géneros da familia Menispermaceae,
compreendendo 21 espécies, tendo representantes encontrados nas Ameéricas,
Africa, Asia e ainda uma espécie, C. parreira, de distribuicdo pantropical (Figura 2)
(RHODES, 1975; SEMWAL et al., 2014). O Brasil abriga dez dessas espécies, sendo
cinco encontradas no Nordeste (Cissampelos sympodialis Eichl.,, Cissampelos
glaberrima A.St-Hil., Cissampelos ovalifolia DC., Cissampelos pareira L. e
Cissampelos andromorpha DC.). Dentre elas, C. sympodialis Eichl. € encontrada
unicamente no territério brasileiro (PORTO et al., 2011).

As plantas do género sdo geralmente trepadeiras herbaceas, apenas C.
ovalifolia DC. é a Unica espécie arbustiva; as folhas sdo alternadas com nervuras
actinodromas; o fruto € uma drupa, oboval; as flores chegam a no maximo 2 mm de
comprimento, coloridas de amarelo a verde-claro; as flores femininas apresentam uma
sépala, uma pétala e um carpelo com estigma trifido; jA as flores masculinas
apresentam quatro sépalas, uma pétala conada, quatro estames com filetes formando
um sinandro (RHODES, 1975).
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Figura 2 — Distribuicdo de algumas espécies de Cissampelos: (a) Cissampelos pareira; (b) Cissampelos

ovalifolia e Cissampelos owariensis; (c¢) Cissampelos sympodialis, Cissampelos mucronata e

Cissampelos capensis.

a
M Cissampelos pareira
M Cissampelos ovalifolia
W Cissampelos owariensis
-
N\ < W Cissampelos sympodialis
3"; S Cissampelos mucronata
\‘%c-,‘,, W Cissampelos capensis

Fonte: SEMWAL et al., 2014.
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Representantes da familia Menispermaceae, bem como do género
Cissampelos L. sdo lembrados por produzirem variados tipos de alcaloides derivados
do nudcleo isoquinolinico. Esses compostos se apresentam em sete esqueletos
diferentes: benzilisoquinolinico  (BIQ); bisbenzilisoquinolinico  (BIS-BIQ);
morfindndienénico  (MORFIN); aporfinico (APORFIN); tropoloisoquinolinico
(TROPOLI); tetrahidroprotoberberinico (PROTOB) e azafluoranténico (AZAFLU)
(BARBOSA FILHO; AGRA; THOMAS, 1997) (Figura 3). Apesar dos estudos
fitoquimicos acerca do género serem geralmente concentrados na investigacao dos
compostos alcaloidicos, outras classes de substancias ja foram isoladas no género
(Quadro 1).

Figura 3 — Principais esqueletos de alcaloides encontrados em Cissampelos L.
o
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Tropoloisoguinolinico
Azafluoranténico

Fonte: Autor.
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Quadro 1 — Substancias ndo-alcaloidicas isoladas de Cissampelos L.

Substancia Espécie Referéncia

OH

OH
OH
o o ) ] BABAJIDE;
Cissampelos capensis
MABUSELA,;
(Partes aéreas)
GREEN, 2015.
HsC OCH,
OH (o]
6-C-metilquercetina-3-éter-metil
OCH,
OH
OCH,4
HCO - ) ] BABAJIDE;
Cissampelos capensis
i MABUSELA;
(Partes aéreas)
GREEN, 2015.
HiC OCH;
OH (o]
6-C-metilquercetina-3-3’-7-8-tetrametil éter
OH
HO (o]
CH,
1y, Q
"ty _ _ BABAJIDE;
Cissampelos capensis
MABUSELA,;
OH o (Raizes)
c|) o GREEN, 2015.
CHs 0\/
5-7-8-trihidroxi-2’-5’-metoxi-3’-4’-
metilenodioxisoflavona
DEVKOTA;
Cissampelos pareira MIYAZAKI;
(Partes aéreas) YAHARA,
2017.

Amentoflavona
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(Continuacgéo) Quadro 1 — Substancias ndo-alcaloidicas isoladas de Cissampelos L.

Substancia Espécie Referéncia

OH

HO

DEVKOTA;

Cissampelos pareira MIYAZAKI;
o on (Partes aéreas) YAHARA,
° oH 2017
OH o] HO

Canferol-3-B-glicopiranosideo

OH

OH

HO

DEVKOTA;
HO

Cissampelos pareira MIYAZAKI;
o o (Partes aéreas) YAHARA,
OH
© OH 2017.
HO

Canferol-3-B-glicoronopiranosideo

OH 0

CHy

CHj \ (o]
NN
(o]
~F Cissampelos pareira RAMIREZ et
o o OH P & l., 2 .
e N |/\ (Partes aéreas) al., 2003
=
N

CH;

Cissampeloflavona

0
CHs
HSC/\/\/\/\/U\”/\K
CH,

Acido isobutilamida deca-2E,4E-dienoico Cissampelos ROSARIO;
o) . SILVA;
glaberrima
/\/\/\)J\ g (Raizes) PARENTE,
3 aizes
HaC T H/\/ 1996.
CHs

Acido isobutilamida octa-2E,4E-dienoico
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(Continuacgéo) Quadro 1 — Substancias ndo-alcaloidicas isoladas de Cissampelos L.

Substancia Espécie Referéncia
(o]
/\/\/\/\)J\ CHs
he H/\]/
. ROSARIO;
CH, Cissampelos
P I . ) SILVA,;
Acido isobutilamida decen-2-oico glaberrima
PARENTE,

(Raizes)

(o]
CH,
HyC u/\(
CH,

Acido isobutilamida decanoico

Estudos etnobotanicos demonstram que Cissampelos L. € o género de
Menispermaceae com uso tradicional mais amplo e frequente na Asia, América e
Africa. Desde os tempos antigos, espécies de Cissampelos L. sdo usadas
popularmente em diferentes paises no tratamento de diversas doencas e sintomas,
como: tosse, delirio, convulsdes, febre, desordens gastrointestinais, gonorreia,
picadas de cobra, asma, hemorragia uterina, malaria, pneumonia, tumores,
inflamagdes, infecgbes do trato urinério, sifilis, colera, cancer de pele, queimaduras,
uso contra vermes, entre outros (SEMWAL et al., 2014).

As raizes de espécies de Cissampelos sdo amplamente usadas por indigenas
na tentativa de curar doencas cardiacas, genitais e urinarias e doencas respiratorias
com resfriado e asma (CORNELIO et al., 1999). C. pareira é usada na india contra
sintomas associados a menstruacao e o balanco de horménios na mulher; na Guiana
como analgésico topico (AMRESH; SINGH; RAO, 2008); no México é usada no
tratamento de inflamac¢des musculares, picadas de cobra, reumatismo e diarreia; no
Brasil tem uso também contra sintomas menstruais, reducéo da febre, alivio da dor,
colicas, ma digestdo e constipacdo (SINGH et al., 2010). Cissampelos capensis €
usada como purificador sanguineo, contra canceres de pele e estbmago, diabetes e
tuberculose (WET; HEERDEN; WYK, 2011). C. mucronata tem uso popular em
diversas localidades na Africa no tratamento de feridas, “bicho de pé”, indigest&o febre
causada pela malaria e esquistossomose (NONDO et al.,, 2011). C. glaberrima é
utiizada no Brasil para doencas brénquicas, urinarias e picadas de animais
peconhentos (ROSARIO; SILVA; PARENTE, 1996; RODRIGUES; BARNES, 2013).
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As raizes e cascas de C. mucronata e espécies relacionadas, C. ovalifolia e C. pareira,
possuem relatos de uso na prevencao do aborto, alivio de dismenorreia, anti-
helmintico e sedativo (AKAH; NWAFOR, 1999).

3.3. Consideragdes sobre a espécie Cissampelos sympodialis Eichl.

Cissampelos sympodialis Eichler (Figura 4), popularmente conhecida como
“‘milona”, “jarrinha”, “abuteira” e “orelha-de-ong¢a”, € uma trepadeira nativa e endémica
do Brasil, com ocorréncia confirmada no Acre, Alagoas, Bahia, Ceard, Paraiba,
Pernambuco, Rio Grande do Norte, Sergipe e Minas Gerais; geralmente apresenta-se
em areas abertas e solo argiloso, tendo suas folhas de formato deltoide como uma
das principais formas de distingdo entre outras espécies do género (BARBOSA

FILHO; AGRA; THOMAS, 1997; BRAGA, 2015).

Figura 4 — Cissampelos sympodialis Eichler: Planta adulta (A); Detalhe das folhas deltoides (B).
SREER" B | s

Fonte: Autor.
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Porto e colaboradores (2008) descreveram as folhas da espécie da seguinte
forma: alternas, pecioladas; lamina 2,0-6,0 x 1,5-6,5 cm, oval a deltoide, glabra,
margens inteiras, apice obtuso a agudo, base truncada, discolor, face adaxial
brilhante, verde-escuro, face abaxial opaca, verde-claro, nervuras do tipo
actinédromo-broquidédromo, com 7-11 nervuras, proeminentes na face abaxial, e
impressas ha adaxial; peciolo reto, peltado, excéntrico, 2,0-4,0 x 0,1-0,2 cm, cilindrico,
com apice e base alargados e levemente curvados, pubérulo, tricomas simples,
pluricelulares, unisseriados. Além da forma das folhas, o peciolo espessado nas
extremidades em conjunto com a anatomia da epiderme, e a auséncia de sacos
secretores sdo caracteristicas diagndsticas para Cissampelos sympodialis.

Classificacao taxondmica de C. sympodialis pode ser vista no Quadro 2.

Quadro 2 — Classificagéo taxondmica de Cissampelos sympodialis Eichl.
Reino Plantae
Classe Equisetopsidae
Sub-classe  Magnoliidae

Superordem Ranunculanae

Ordem Ranunculales Juss.

Familia Menispermaceae Juss.
Género Cissampelos L.

Espécie Cissampelos sympodialis Eichl.

Fonte: tropicos.org

As folhas e raizes sao utilizadas amplamente na medicina popular e indigena
para o tratamento de inflamacdes, asma e outras desordens respiratérias, tosses e
bronquite (AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007; CORREA; MELO; COSTA,
2008).

Extratos e substancias isoladas de C. sympodialis j& passaram por diversos
estudos farmacoldgicos, os quais demonstraram atividades interessantes, entre elas:
atividade relaxante do muasculo liso (DE FREITAS et al., 1996), atividade anti-
inflamatoria, imunomodulatéria, atividade contra asma em modelos animais
(CAVALCANTI et al., 2013); acdo antinociceptiva (OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2011),
acao antidepressiva (ALMEIDA et al., 1998; MENDONCA-NETTO et al., 2008); efeitos
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cardiovasculares (MEDEIROS et al., 1998) e efeitos contra psoriase (FEILY; NAMAZI,
20009).

Um screening fitoquimico dirigido por Cavalcanti et al. (2014) demonstrou a
presenca, nas folhas de C. sympodialis, de esteroides, flavonoides, cumarinas e
saponinas, além de alcaloides que é classe mais relatada na literatura.

Alcaloides bisbenzilisoquinolinicos, morfinamico e aporfinico ja foram isolados
e identificados nas folhas e raizes da planta. Suas estruturas podem ser visualizadas
no Quadro 3: laurifolina, simpodialina-p-N-6xido (ALENCAR, 1994), milonina (DE
FREITAS et al., 1994), warifteina (CORTES et al., 1995), metil-warifteina (BARBOSA
FILHO; AGRA; THOMAS, 1997), coclaurina, liriodenina (LIRA, 2001), roraimina (LIRA
et al.,, 2002), des-7'-O-metilroraimina e seu epimero epi-des-7'-O-metilroraimina
(MARINHO et al., 2013), sousina (MEDEIROS, 2013) e fanostenina (CUNHA et al.,
2015).

O composto que se apresenta em maior quantidade na milona é o alcaloide
bisbenzilisoquilolinico warifteina, presente nas suas folhas e raizes, sendo 1,4% e
0,031% do peso do extrato etandlico bruto, respectivamente (BARBOSA-FILHO;
AGRA; THOMAS et al.,1997).

Quadro 3 — Alcaloides de Cissampelos sympodialis Eichl.

Alcaloide Referéncia
@]
H3C/
/CH3
N+
HO “SCH,
ALENCAR, 1994.
|
CH, OH

Laurifolina



34

(Continuacéo) Quadro 3 — Alcaloides de Cissampelos sympodialis Eichl.

Alcaloide

Metilwarifteina

Referéncia

ALENCAR, 1994.

DE FREITAS, 1994.

CORTES et al., 1995.

BARBOSA-FILHO;
AGRA; THOMAS, 1997.



(Continuacéo) Quadro 3 — Alcaloides de Cissampelos sympodialis Eichl.

Alcaloide Referéncia
(@]
Hsc/
NH
HO
DE LIRA, 2001.

HO I

Coclaurina

DE LIRA, 2001.

DE LIRA et al., 2002.

MARINHO et al., 2013.

Des-7’-O-metilroraimina
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(Continuacéo) Quadro 3 — Alcaloides de Cissampelos sympodialis Eichl.

Alcaloide Referéncia

MARINHO et al., 2013.

MEDEIROS, 2013.

CUNHA et al., 2019.

OCHj3
Fanostenina
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3.4. Consideragdes sobre flavonoides

Os flavonoides sdo uma classe de compostos fendlicos amplamente
distribuidos na natureza, biossintetizados a partir da via dos fenilpropanoides (acetato
e acido chiguimico), que passam por uma série de reacdes de condensacgéo entre o
acido hidroxicindmico e residuos de malonil-CoA, resultando numa estrutura base Ce-
Cs-Cs (Figura 5, pag. 38). De modo geral, os flavonoides possuem 15 carbonos, sendo
dois aneis benzénicos (aneis A e B) ligados a um anel pirano heterociclico (anel C).
De acordo com o grau de ciclizacdo, insaturacdo e oxidacdo desses aneis, 0S
flavonoides podem ser divididos numa variedade de grupos: flavonas, flavonois,
flavanonas, flavanonois, isoflavonas, biflavonoides, neoflavonoides, chalconas,
flavan-3-ois, auronas, antocianinas, catequinas e pterocarpanos (CUYCKENS;
CLAEYS, 2003; KUMAR; PANDEY, 2013; FAGGIO et al., 2017). Na Figura 6 (pag.
39) podem ser vistas as estruturas das principais classes de flavonoides.

O numero de flavonoides identificados vem crescendo com os passar dos anos,
passando de 10000 estruturas ja descritas. Essas diferentes moléculas
desempenham diversas fun¢fes bioldgicas para o vegetal que as produzem, como:
protecdo contra radiagdo ultravioleta (UV), protecdo contra patdgenos e insetos,
coloracdo das flores para atracdo de polinizadores, transporte de auxina (horménio
celular vegetal), entre outros (AGATI et al., 2012; FERREYRA; RIUS; CASATI, 2012).

Além disso, os flavonoides tém a funcdo de protecdo antioxidante na planta,
muitos genes que controlam a sintese de flavonoides séo induzidos sob condic¢des de
estresse, dessa forma, a quantidade dessas moléculas € aumentada durante a
exposicao a fatores bidticos e abioticos, como danos mecanicos, seca, privacao
nutricional, toxicidade provocada por metais, micro-organismos e parasitas. As plantas
gue estéo passando por estresse acumulam preferencialmente flavonoides dihidroxi
substituidos no anel B, sendo essa substituicdo efetiva na neutralizagdo de espécies
reativas de oxigénio (HERNANDEZ et al., 2009; AGATI et al., 2012).



Figura 5 — Biossintese dos flavonoides.
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Fonte: Adaptado de HIRUMA-LIMA et al., 2017; SANTOS et al., 2017.



39

Figura 6 — Esqueletos estruturais de flavonoides.

Flavonol

OH [e) Flavanona

o) Aurona Flavan-3-ol Antocianina

Fonte: Adaptado de PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016.

Os flavonoides desempenham funcbes interessantes no tratamento de
doencas. Inumeras pesquisas relatam suas atividades farmacolégicas: Lani e
colaboradores (2016) demonstraram a acao dos flavonoides baicaleina, fisetina e
guercetagetina contra o virus Chikungunya; Masuelli e colaboradores (2017)
evidenciaram a reducédo do risco de crescimento tumoral no tecido que reveste 0s
pulmbes em ratos pela apigenina; Yuan e colaboradores (2016) descreveram a
atividade antibacteriana da isoquercetina e tilirosideo. Wang e colaboradores (2018)
demonstraram a atividade anti-inflamatéria do canferol e seus glicosideos. Os
flavonoides ainda s&o relatados com detentores de efeitos antiateroscleroticos,
antitrombogénicos, antiosteoporaticos, anticolinesterasicos, antidiabéticos,
hepatoprotetores e efeitos no metabolismo de lipidios (AGRAWAL, 2011; KUMAR;
PANDEY, 2013; ROMANO et al., 2013; SANTOS; RODRIGUES, 2017).
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3.4.1. Flavonoides glicosilados

Flavonoides podem ocorrer de varias maneiras nas plantas, por meio de
reac0es de hidroxilacdo, metilacdo e mais significativamente, glicosilagcéo.
Geralmente a O-glicosilacdo é a mais frequente e pode ocorrer em um ou mais dos
grupos hidroxila da molécula, formando uma ligacdo hemiacetal glicosidica O—-C. A
principio qualquer um dos grupos hidroxila pode ser glicosilado, contudo certas
posicdes sdo mais favorecidas: a hidroxila na posicdo 7 em flavonas, flavanonas,
isoflavonas; as hidroxilas das posi¢cdes 3 e 7 em flavonois e flavanois e as posicoes 3
e 5 em antocianinas. A glicosilacéo faz com que o flavonoide se torne mais soltvel em
agua e menos reativo. Essa reacdo € uma forma essencial de protecdo das plantas
contra danos citoplasmaticos. O aclUcar mais comum encontrado associado as
agliconas é a glicose; a galactose, ramnose, xilose e arabinose ndo sdo incomuns e
mais raros, a manose, frutose e acidos glicurénico e galacturénico (CUYCKENS;
CLAEYS, 2004).

Os acucares também podem estar ligados diretamente ao carbono da aglicona,
conhecido como C-glicosideo, feita entre o carbono anomérico (C-1) do agucar e
carbono(s) do anel A (normalmente os carbonos 6 e/ou 8) (ZUANAZZI; MONTANHA,
ZUCOLOTTO, 2017). A Figura 7 ilustra as posicoes de glicosilagdo mais comumente
encontradas em flavonoides.

As UDP-glicotransferases sdo enzimas capazes de transferir o aclcar ligado a
um difosfato de uridina (UDP) a uma gama de moléculas receptoras (LE ROY et al,
2016).

As UFGTs (UDP-glicose-flavonoide-O-glicotransferases) promovem a
biossintese de compostos fendlicos glicosilados em plantas, essa glicosilagdo confere
propriedades bioquimicas e fisiolégicas especificas a essas substancias. Por
exemplo, permitindo que as plantas suportem melhor o estresse biotico e abidtico. As
glicosiltransferases vegetais utilizam doadores e receptores de agucar divergentes, 0s
doadores mais comuns reconhecidos pelas UDP-glicosiltransferases de plantas séo:
UDP-glicose, UDP-galactose, acido UDP-glucurénico, UDP-xilose, UDP-manose e
UDP-ramnose. Elas catalisam reacfes principalmente nas posicdes 3-, 5-, 7-, 3'-, 4'-

OH dos flavonoides receptores do acucar (DAl et al., 2017).
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Figura 7 — Posi¢Bes comuns de glicosilacdo em flavonoides.

Antocianina Flavanona

3 Flavona

Flavonol Isoflavona

Fonte: Adaptado de CUYCKENS; CLAEYS, 2004.

3.5. Consideragdes sobre alcaloides

Os alcaloides sdo uma classe de substancias encontrada em diferentes tipos
de organismos, como plantas, organismos marinhos, fungos e animais; sédo definidos
atualmente como compostos organicos ciclicos que contém nitrogénio em um estado
de oxidagao negativo e tem distribuicdo limitada entre os organismos vivos. Com o
intuito de organizar as estruturas de alcaloides, eles foram divididos em trés
subclasses: os alcaloides verdadeiros, os protoalcaloides e os pseudoalcaloides; os
primeiros sdo estruturas que derivam de um aminoacido e possuem atomos de
nitrogénio em um heterociclo; os segundos sédo derivados de amino&cidos porém
possuem o atomo de nitrogénio fora de um anel heterociclico; e os pseudoalcaloides
ndo sdo originados de aminoacidos, mas de outras vias biossinteticas (acetato,
mevalonato, chiquimato) (KLEIN-JUNIOR; HENRIQUES, 2017; ROY, 2017).
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Alcaloides s&o normalmente encontrados nas ordens Centrospermae
(Chenopodiaceae), Magnoliales (Lauraceae, Magnoliaceae), Ranunculales
(Berberidaceae, Menispermaceae, Ranunculaceae), Papaverales (Papaveraceae,
Fumariaceae), Rosales (Leguminosae), Rutales (Rutaceae), Gentiales (Apocynaceae,
Loganiaceae, Rubiaceae), Tubiflorae (Boraginaceae, Convolvulaceae, Solanaceae) e
Campanulales (Campanulaceae, Compositae) (EVANS, 2009).

A diversidade estrutural dos alcaloides varia de acordo com a familia/género do
organismo. Essa variedade esta relacionada a via biossintética e as unidades
precursoras utilizadas para composi¢ao do alcaloide. Por exemplo, diferentes tipos de
aminoéacidos originam esqueletos basicos diferentes; os aminoacidos mais comuns
gue participam na biossintese de alcaloides sdo a fenilalanina, tirosina e triptofano,
apesar disso, aminoacidos como lisina e ornitina também estao envolvidos (KLEIN-
JUNIOR; HENRIQUES, 2017). Dependendo desses fatores, sdo produzidos os
esqueletos basicos dos tipos: inddlicos, tropanicos, piperidinicos, imidazdlicos,
pirrolidinicos, pirrolizidinicos, quinolizidinicos e isoquinolinicos (Figura 8) (KAUR;
ARORA, 2015).

Como outras classes de metabolitos secundarios, os alcaloides desempenham
papeis importantes no crescimento e desenvolvimento das plantas. Estas funcoes
sdo: estimulantes e inibidores do crescimento vegetal, protecdo contra fungos e
bactérias, promocédo da resisténcia da planta contra virus, reserva de nitrogénio,
protecao contra predadores, entre outros (WALLER; NOWACKI, 1978).
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Figura 8 — Principais ntcleos fundamentais dos alcaloides e seus aminoacidos precursores.
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Fonte: Adaptato de KLEIN-JUNIOR; HENRIQUES, 2017.



44

3.5.1. Alcaloides isoquinolinicos

Os alcaloides com esqueleto isoquinolinico sd&o um grupo de metabdlitos
secundarios com inimeros subgrupos quimicos, sendo todos derivados da dopamina
e conhecidas pelo menos 4000 substancias dessa classe estrutural. Eles ocorrem
predominantemente nas familias Papaveraceae, Fumariaceae, Rutaceae,
Berberidaceae, Ranunculaceae e Menispermaceae, e podem ser divididos em oito
grupos: benzilisoquinolinicos, aporfinicos, protoberberinicos, benzo[c]fenantridinicos,
protopinicos, ftalidaisoquinolinicos, morfinAmicos e emetinicos (KUKULA-KOCH,;
WIDELSKI, 2017; SANTOS; REICHERT, SANTOS, 2017).

E notavel a relevancia medicinal dos alcaloides isoquinolinicos, muitas plantas
ricas desse tipo de metabdlitos foram e sdo usadas extensamente pela medicina
tradicional. Varios desses alcaloides tem emprego farmacéutico, a exemplo da morfina
e codeina (analgésicos narcoéticos), papaverina (antiespasmédico), tubocurarina
(blogueador neuromuscular), galantamina (tratamento da Doenca de Alzheimer),
berberina (sedativo e descongestionante) e da boldina (colerético e colagogo) (KHAN;
KUMAR, 2015; SANTOS; REICHERT, SANTOS, 2017).

Os é&cidos nucleicos sdo um dos alvos de interacdo dos alcaloides
isoquinolinicos, dessa forma, eles exibem potencial atividade antitumoral. Khan e
Kumar (2015) evidenciaram a importancia desse tipo de alcaloide na interagdo com
proteinas funcionais, soroalbuminas, hemoglobina e lisossomos. Os autores
concluiram que esses alcaloides tém excelentes atividades anticancer, devido a
afinidade com &cido nucleicos e interacdo das estruturas com a Topoisomerase; a
maior afinidade com os &cidos nucléicos do que as proteinas séricas, 0s tornam

candidatos adequados para distribuicdo sistémica pelas proteinas séricas.

3.6. Consideracdes sobre o cancer, Topoisomerase e DNA

O cancer é um vasto grupo de doencas que pode acometer quase todos 0s
orgaos ou tecido do organismo e se estabelece quando ocorrer um crescimento
desordenado de células, que vdo além dos seus limites usuais e invadem outras
regibes do corpo e/ou se espalham para outros 6rgdos, em um processo conhecido
como metastase. E a segunda maior causa de morte no mundo, estimando-se 9,9

milhdes de mortes em 2018. Os canceres de prostata, colorretal, estomago e figado
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sd0 0s mais comuns em homens, ja as mulheres sdo mais atingidas pelos canceres
de mama, pulmao, cervical e tireoide (World Health Organization, 2019).

No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Cancer — INCA (2020), a estimativa
de incidéncia de cancer entre homens e mulheres foi de mais de 300 mil novos casos
para cada género.

Pelo aumento de novos casos de cancer e pelas constantes descobertas de
fatores carcinogénicos, a pesquisa de novas fontes de compostos com acao
antitumoral é de grande importancia para aumentar a gama de tratamentos
guimioterapicos.

Dessa forma, os potenciais terapéuticos de plantas e produtos derivados
(alcaloides, flavonoides e terpenoides) sdo uma alternativa na pesquisa de sua acao
sobre alvos relacionados ao tratamento antineoplasico. Alguns exemplos de alvos
estudados sao as Topoisomerases (Topo), o proprio (DNA), ciclo-oxigenases (COX),
lipoxigenase, aromatase, tubulinas, xantina oxidase, receptor de estrogénio, entre
outros (SETZER; BYLER, 2018; SCOTTI et al., 2018).

3.6.1. Topoisomerases

As enzimas Topo sao fundamentais para que o processo de replicacédo ocorra
adequadamente, evitando o emaranhamento do DNA. Durante 0s processos de
replicacao e transcricao, as fitas sdo separadas em forma de Y, gerando tensao devido
a super-helicoidizacdo provocada. Essa tensao deve ser relaxada para que nao ocorra
guebra e consequente apoptose da célula (CHAMPOUX, 2001; CHEN; CHAN; HSIEH,
2013). As Topoisomerases promovem o relaxamento do DNA por meio de quebras
transitorias nas fitas de DNA usando um mecanismo de transesterificacdo, que é
altamente reversivel e diminui os riscos para estabilidade génica (POMMIER et al.,
2016).

Elas séo classificadas de acordo com a forma com que clivam as cadeias de
DNA e a localizac&o do sitio de ligacdo covalente entre a enzima e as fitas. As Topo
do tipo | quebram apenas uma das cadeias de DNA, passando-a pela fita intacta e em
seguida religando-a; elas s&o divididas em Topo la e IB. A primeira liga por uma
ligacéo covalente a porgédo 5’ do DNA e n&o necessita de cofatores, a segunda se liga
covalentemente com a porgéo fosfato 3’ usando a fita e os cofatores Mg?* ou Zn?*. As

topoisomerases I, executam o processo de forma semelhante as do tipo I, contudo,
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em vez de uma cadeia simples de DNA, os dois filamentos s&o quebrados (POMMIER
et al., 2016; SCOTTI et al., 2018). A Figura 9 mostra a estrutura 3D das
topoisomerases | e Il.

Agentes naturais, como a camptotecina, um alcaloide quinolinico, antraciclina
e podofilotoxina, tem sido largamente utilizado no tratamento de varios tipos de
cancer. A topoisomerase, como enzima alvo, continua sendo altamente ativa na
pesquisa basica e clinica, visto que alguns estudos mostraram que as topoisomerases
se encontram mais concentradas em tumores do que em tecidos com funcionamento
normal (HEVENER et al., 2018; SCOTTI et al., 2018).

Figura 9 — Toposisomerases | (esquerda) e Il (direita), com cadeia A em azul na Topo | e cadeia A

em turquesa e cadeia B em vermelho na Topo I, com DNA em amarelo.

Fonte: HEVENER et al., 2018.

A inibicdo das topoisomerases podem ocorrer por um de alguns mecanimos
gue sdo geralmente aceitos. Um deles é a inibicdo competitiva do substrato: a ligacéo
de um composto inibidor aos sitios ativos da topoisomerase impede a ligacao da
proteina com os residuos do DNA. Outro mecanismo bastante discutido € dos
chamados “venenos de topoisomerase”, que se caracterizam pelo complexo proteina-

droga-DNA que impossibilita a religacdo do DNA e bloqueia a enzima em um
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‘complexo de clivagem”, resultando no aumento do complexo citotoxico dentro da
célula. Um terceiro mecanismo € a inibicdo competitiva do local de ligacdo de ATP,

visto somente para Topo Il, que impede a acdo enzimatica (HEVENER et al., 2018).

3.6.2. DNA

Devido ao seu papel crucial para o funcionamento e sobrevivéncia da célula, o
DNA é um dos alvos de compostos que possam influenciar no seu metabolismo,
moléculas estas que se ligam ao DNA e modificam suas fun¢des fisiologicas usuais,
impedindo a transcricéo, replicacdo ou a expresséo génica, levando a interrupcao do
crescimento e/ou morte celular. Os tipos de interacdo com 0 DNA sé&o classificados
em seis categorias: atracdo eletrostatica com o anion fosfato de acucar, interacbes
com os sulcos maiores do DNA, interacdo com o0s sulcos menores, intercalacéo entre
pares de bases e intercalacdo em cadeia (ALMEIDA et al., 2017).

Os modos de ligacdo ao DNA mais comuns s&o por intercalacéo e por interacao
com os sulcos menores. A intercalacdo ocorre por uma interacdo nao-covalente onde
a molécula com um nucleo aromatico planar se posiciona entre os pares de bases do
DNA. Geralmente, a intercalacdo causa estabilizacdo, desenrolamento local,
alongamento, entre outras mudancas estruturais. Esse processo tem uma notavel
implicacdo terapéutica e os agentes intercaladores sédo geralmente usados como
agentes anticancer, e ainda em infec¢des bacterianas e parasitarias (MUKHERJEE;
SASIKALA, 2013).

A ligacdo com os sulcos do DNA é mais facilitada quando a molécula apresenta
carga positiva, sendo a maioria das moléculas ligantes dos sulcos menores, embora
existam relatos de ligacdo com os sulcos maiores; essas ligacdes sdo geralmente um
estado intermediario que leva a modos de ligacao finais, como a intercalacao. Por
exemplo, quando em baixas concentracdes, alguns medicamentos se ligam aos
sulcos menores do DNA, ja em concentracdes maiores eles sdo capazes de intercalar
as fitas. As forcas que comandam as ligagcdes aos sulcos menores sdo forcas
eletrostéaticas, de van der Waals, interagdes hidrofébicas e ligacdes de hidrogénio
(ALMAQWASHI et al., 2016). Nesse modo de ligagdo a molécula € geralmente flexivel,
contem ligaces rotativas e € capaz de se orientar ao longo do sulco maior ou menor
do DNA inibindo sua atividade regular (AL-RASHIDA; AHSEN, 2015). Exemplos de

modo ligacdo ao DNA podem vistos na Figura 10.
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Figura 10 — Modos de ligacdo ao DNA. Ligacdo ao sulco maior (A), ligacdo ao sulco menor (B),

intercalacéo (C).

Fonte: Adaptado de GATTUSO et al., 2015.

3.7. Estudos in silico

As universidades e industrias vem usando progressivamente os métodos in
silico a fim de compreender a interagcbes moleculares dos pontos de vista quantitativo
e qualitativo. Esses estudos fornecem informacfes e predicbes essenciais do
potencial bioativo das substancias estudadas. A analise computacional da estrutura
molecular de um dado sistema pode ser realizada por meio de métodos que geram e
manipulam a conformacé&o tridimensional da mesma, pelo célculo de descritores e
propriedades moleculares, constru¢cdo de modelos e inUmeras outras metodologias
na pesquisa quimioinformatica de drogas (ALVES et al., 2017).

Uma substancia quimica, isolada de uma fonte natural, é representada pela sua
estrutura quimica, que pode ser usada para calcular propriedades conhecidas na area
como descritores estruturais. Um descritor pode ser definido como um processo légico
e matematico que codifica numericamente a informacéo estrutural da molécula de
uma representacao simbdlica (descritor tedrico) ou essa conversdo pode ocorrer com
um experimento padronizado (descritor experimental); com isso o termo também inclui
a predicdo de propriedades biologicas, conformacionais, tempo de retencao,
deslocamento quimico de RMN, propriedades fisicas e farmacocinéticas
(TODESCHINI; CONSONNI, 2000; OLIVEIRA; RODRIGUES; COSTA, 2017).
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O uso de andlises tridimensionais sao Uteis para compreender a topografia dos
ligantes, o que pode ser explorado para identificar compostos de interesse pela
ancoragem do composto natural com o sitio de ligacdo. Essas analises podem se
apoiar na abordagem baseada no ligante e na abordagem baseada na estrutura do
alvo. A primeira fornece informagdes sobre o ligante usando algoritmos designados
para determinar o conjunto de interacdes estéricas e eletrostaticas que séao
necessarias para que ocorra a interacdo com o alvo, dentre diversos compostos,
possibilitando a assimilacdo de interacdes chave mais eficientes, mesmo sem o total
conhecimento da estrutura do alvo biolégico. A segunda se baseia nos sitios ativos da
macromolécula ou alvo biologico e, assim, torna possivel desenvolver e/ou selecionar
0S provaveis compostos que apresentariam melhores interacbes com seus residuos
(ROLLINGER; LANGER; STUPPNER, 2006).

3.7.1. Docking molecular

Docking molecular € uma técnica in silico que se fundamenta em analisar a
conformacdo e interacdo (posicdo) de moléculas nos sitios de ligacdo de
macromoléculas bioldgicas (Figura 11). Os softwares de docking (AutoDock,
AutoDock Vina, DockThor, GOLD, FlexX e Molegro Virtual Docker) empenham-se na
predicdo da afinidade ligante-proteina e a conformacao de ligacéo, envolvendo duas
etapas: busca e pontuacdo. No algoritmo de busca, varias conformacgdes do ligante
séo geradas, sendo guiadas por fungbes que avaliam o0 encaixe entre a proteina e o
ligante. Na etapa de pontuacéao, € avaliada a afinidade ligante-proteina, gerando uma
pontuacdo que serd usada na selecdo das conformacdes finais (TERAMOTO,;
FUKUNISHI, 2006; TORRES et al., 2019).

De acordo com Teramoto & Fukunishi (2006), existem trés grupos de funcdes
de pontuacao:

e Campo de forca: nessa funcdo, a pontuacdo € marcada por parametros de
mecanica molecular classica capazes de quantificar a energia das interacdes
ligante-receptor. A energia livre de ligacdo das interacbes € aproximada por
uma soma de interacbes de van der Waals e eletrostaticas, a distancia e
angulos moleculares também sado levados em consideracéo;

e Funcbes empiricas: essas funcdes estimam a energia livre de ligacdo por meio

de parametros estruturais ponderados. Os parametros sao determinados pelo
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ajuste da fungcdo de pontuagdo de acordo com as constantes de ligac&o
experimentais de um conjunto ensaios ligante-proteina previamente realizados;

e Baseado no conhecimento: refletem a afinidade de ligacdo como uma soma
das interacbes entre atomos de proteinas e ligantes. E basicamente uma
analise estatistica onde as potenciais ligacdes sado derivadas de complexos de
proteinas com substancias conhecidas, ou seja, comparam as interagcdes mais
provaveis a partir de dados existentes.

A ligacdo de uma molécula com seu local ativo na proteina é um processo
complicado, é preciso levar em consideracao fatores entrépicos e entalpicos que
influenciam na interacdo entres as duas estruturas. A dificuldade se d& pela
mobilidade do ligante e do receptor, o efeito do meio protéico na distribuigcdo de cargas
do ligante e a interacdo com moléculas de agua e outras substancias que rodeiam as
estruturas (ALONSO et al., 2006).

Figura 11 — Procedimento geral de docking molecular.
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Fonte: Adaptado de TORRES et al, 2019.
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Para usar o AutoDock é necessario seguir 0s passos: (1) preparar 0s arquivos
de receptor e ligante; (2) calcular os mapas de afinidade usando uma grade 3D; (3)
definir os parametros e executar a simulacédo de docking (PRIYADARSHINI, 2014).

A obtencéo da estrutura alvo, sendo geralmente proteinas, DNA ou RNA, é feita
pela pesquisa no banco de dados de proteinas (Protein Data Bank — PDB), o qual
dispde acesso as coordenadas atbmicas 3D que sao alcancadas por métodos
experimentais (difracdo de raios-X, difracdo de néutrons, RMN) (TORRES et al.,
2019).

A proteina deve ser preparada para o docking estabilizando cargas, removendo
os interferentes como moléculas de agua, preenchendo os residuos vazios e gerando
cadeias laterais, tudo de acordo com parametros disponiveis. A eficiéncia de
algoritmos de docking em predizer a posicdo em que o ligante vai se acoplar a proteina
€ medida pelo desvio da média quadratica (root-mean-square deviation — RMSD)
(geralmente valores menores que 2 A mostram um bom desempenho) entre as
posicdes dos atomos do ligante observadas experimentalmente e a posicao predita
pelos algoritmos (HERNANDEZ-SANTOYO, et al., 2013).

O AutodockTools conta com o AutoGrid e o AutoDock. A realizacdo dos mapas
de grid com o AutoGrid é necesséaria para em seguida o docking propriamente dito ser
executado pelo AutoDock. O AutoGrid calcula grades de energia de interagcdo com
base no alvo protéico, em que uma grade tridimensional é construida envolvendo as
coordenadas do alvo macromolecular, depois, um atomo de sondagem analisa cada
ponto da grade e a energia é calculada e armazenada (Figura 12). Tabelas sao
geradas ap0s a analise de cada ponto da grade para avaliacdo rapida das energias
de interacdo, para cada tipo de atomo, incluindo energias de repulsao e disperséo e
ligagéo de hidrogénio (GOODSELL; MORRIS; OLSON, 1996).

O AutoDock usa algoritmo genético Lamarckiano (LGA) para encaixar ligantes
flexiveis em locais de ligagdo a proteinas. Os algoritmos genéticos (AG) sdo usados
para explorar a energia livre entre a molécula estudada e a proteina a fim de encontrar
as melhores conformacdes. Eles funcionam gerando diversos ligantes dispostos de
forma aleatdria, em seguida, é calculado a energia de ligacao das interacdes ligante-
proteina e as melhores conformacgdes sdo selecionadas para aplicagdo do algoritmo
genético. Varias geracdes sdo apresentadas até que chegue ao limite o ndmero

maximo de geracdes (SILVA, 2017).



Figura 12 — Demonstracdo de mapa de grades.
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Fonte: Adaptado de PRIYADARSHINI, 2014.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Material vegetal

O material vegetal de Cissampelos sympodialis Eichl. foi coletado no horto do
Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos — IpeFarM da UFPB e
identificado pela Profa. Dra. Maria de Fatima Agra e uma exsicata encontra-se
depositada no Herbério Prof. Lauro Pires Xavier do Centro de Ciéncias Exatas e da
Natureza da UFPB, sob registro AGRA 1476.

A pesquisa encontra-se registrada no Sistema Nacional de Gestdo de
Patriménio Genético e Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob codigo
A9B2EFC.

4.2.Processamento do material vegetal e obtencédo do extrato etandlico

bruto

As partes aéreas frescas Cissampelos sympodialis Eichl. Foram secas em
estufa com circulacéo de ar a 40°C. Em seguida, foram trituradas e submetidas a trés
maceracfes consecutivas com etanol 96° GL com 72 h de intervalo entre cada
extracdo. Ao final do processo extrativo, a solucdo etanodlica teve o solvente
evaporado sob presséo reduzida em evaporador rotativo BUCHI a 45°C, obtendo-se

0 extrato etandlico bruto.

4.3.Fracionamento do extrato etandlico bruto

O EEB (55 g) foi solubilizado em uma solu¢cdo de metanol/agua (7:3 v/v) e
homogeneizado sob agitacdo mecéanica por 60 minutos, a fim de obter a solucdo
hidrometandlica. Subsequentemente, a solugcéo obtida foi particionada em ampola de
separacao, utilizando solventes em gradiente de polaridade: hexano, cloroformio e
acetato de etila. A solugBes provenientes da particdo passaram por um processo de
desidratacdo com sulfato de sodio anidro e em seguida foram filtradas e concentradas
em rotaevaporador BUCHI a 45°C. Ao final dos procedimentos foram obtidas a fase
hexanica (FHex), cloroférmica (FC), acetato de etila (FACOEt) e hidrometandlica
(FHM) (Esquema 1).



Esquema 1 — Fracionamento do EEB das partes aéreas de C. sympodialis.

Extrato etandlico
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(559)
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com CHCl;
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(3,79) hidrometanélica
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- Particéo liquido-liquido com
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Fase hidrometanoélica

Etila (1,59 g)

4.4.Marcha para alcaloides de Cissampelos

(14,79 g9)

sympodialis Eichl.
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Foi utilizada a metodologia classica para obtencao da fragdo de alcaloides. O

EEB foi tratado com uma solucéo de &cido cloridrico a 3% sob agitagédo até pH 2-3.
Posteriormente, a solucéo acida foi filtrada em funil de Buchner com celite. O filtrado

aquoso foi submetido a diversas extracdes com diclorometano e, em seguida, foi

basificado com hidréxido de aménio sob agitacdo até pH = 9, sendo particionado

exaustivamente com diclorometano até reacdo negativa com o0 reagente de

Dragendorff. A fase organica passou por procedimentos de lavagem com agua

destilada, desidratagcdo com Na2SOa4 anidro, filtragdo e evaporagdo do solvente em

rotaevaporador, resultando na obtencéo da FAT (2,9 g) (Esquema 2).



Esquema 2 — Extracao acido-base do EEB das partes aéreas de C. sympodialis.
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4.5.Fracionamento cromatografico da Fracdo Hidrometandlica (FHM)

A FHM (3,5 g) foi submetida a uma cromatografia em coluna utilizando

Sephadex LH-20 como fase fixa e MeOH como fase mével, rendendo 10 fragbes

(CsFHM 01 a 10) (Esquema 3). As fragBes tiveram o solvente evaporado a

temperatura ambiente e foram monitoradas por CLAE-DAD em escala analitica e

reunidas por similaridade.

Esquema 3 — Fracdes obtidas da CC Sephadex LH-20.
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-MeOH
CsFII-iM 1 CsFll—iM 2 CsFlI-IM 3 CsFII-IM 4 CsFll-lM 5 CthM 6 CsFlI-IM 7 CsFII-IM 8 CthM 9 CsFI—IiM 10
3,1 mg 27,8 mg 13,7 mg 796,1 mg 953,9 mg 123,3 mg 141,4 mg 467,9 mg 275,5 mg 15,1 mg

I

CsFHM

259,1 mg

6-7




57

4.6.Analise das fragdes por CLAE analitico

Para a analise por CLAE, utilizou-se um cromatografo analitico Shimadzu com
controlador de sistema modelo CBM-20A, equipado com uma coluna de fase reversa
C18 Kromasil 100-10-C18 (250 mm x 4,6 mm e particulas de 10 um) conectada a uma
pré-coluna C18 (4 mm x 3,0 mm e particulas de 10 um), bomba LC-20AT, injetor
automatico SIL-20A wr e detector UV-VIS SPD-M20A. Como fase movel foi utilizado
agua ultrapura acidificada (0,1% é&cido férmico) e metanol grau HPLC.

As amostras foram preparadas na concentracdo de 1 mg.mL?, sendo
solubilizadas em metanol grau HPLC. O método empregado para analise consiste em
um gradiente exploratério partindo de 5% até 100% de metanol em 95 minutos, em
um fluxo de 0,6 mL.min! e volume de inje¢édo 20 pL.

Apés as analises, as amostras CsFHM 06 e 07 (CsFHM 6-7) foram reunidas,

resultando em um peso final de 259,1 mg.

4.7.Processamento cromatografico da CsFHM 6-7 por CLAE preparativo

Para isolamento dos compostos foi utilizado um equipamento de CLAE
preparativo Shimadzu composto por controlador de sistema SLC-10A vp, duas
bombas LC-6AD, injetor manual Rheodyne e detector DAD SPD-M10A. A coluna
conectada ao equipamento foi uma YMC-Actus Triart C18 (250 mm x 20,0 mm e
particulas de 5 um).

Como fase mével foi utilizado agua milli-Q acidificada (0,1% &cido férmico) e
metanol grau HPLC. O fluxo utilizado da fase mével foi de 8,0 mL.min"t, com volume
de injecdo de 100 pL. A amostra (259,1 mg) foi solubilizada em 1 mL de metanol grau
HPLC. Em seguida, foi levada a centrifuga com 15000 rota¢c6es por minuto durante 5
minutos. O sobrenadante foi filtrado em filtro de seringa PTFE (13 mm x 0,22 um) e 0
filtrado foi usado na injecdo para isolamento dos compostos.

O método cromatografico desenvolvido para isolamento dos constituintes

encontra-se na Tabela 1.
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Tabela 1 — Método de processamento da CsFHM 6-7.

Tempo (min.) % de MeOH
(Solvente B)
0,01 2
20,00 30
23,00 30
45,00 40
50,00 45
80,00 45
85,00 100
105,00 100
115,00 2

Foram coletados 18 picos evidenciados no cromatograma (Figura 13), dos
guais, quatro amostras foram analisadas e codificadas como Cs-1, Cs-2, Cs-3 e Cs-
4.

Figura 13 — Cromatograma da fragdo CsFHM 6-7 em CLAE preparativo.
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4.8.Caracterizacgao estrutural dos compostos isolados

Técnicas espectroscopicas e espectrométricas foram utilizadas para

caracterizacdo dos compostos.
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Os espectros de RMN foram registrados no equipamento BRUKER Ascend 400
operando a 400 MHz para hidrogénio 'H e 100 MHz para carbono '°C e Varian-
System, operando a 500 MHz (*H) e 125 (*3C). Para dissolugdo das amostras foi
utilizado o solvente deuterado dimetilsulféxido (DMSO). Os deslocamentos quimicos
(8) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento J
em Hz. Para os sinais do espectro de RMN de H, as multiplicidades foram atribuidas
de acordo com as convencdes s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), ddd

(dupleto de duplo dupleto), t (tripleto) e m (multipleto).

4.9.Espectrometria de massas (EM)

4.9.1. Andlise da fracdo CsFHM 6-7 por CLAE acoplada a espectrometria de
massas (CLAE-EM)

Nas analises por CLAE-EM, foi utilizado o equipamento CLAE Shimadzu
composto por controlador de sistema CBM-20A, duas bombas LC-20AD,
desgaseificador DGU-20A3, auto-injetor SIL-20A, acoplado a um espectrometro de
massa de baixa resolugdo Bruker, modelo lon Trap-amaZonX com ionizagao por
eletrospray (ESI), operando nos modos de aquisicdo positivo e negativo. A
fragmentagdo por CID foi realizada no modo auto MS/MS utilizando o modo de
resolucdo avancada para o modo MS e MS/MS e os espectros (m/z 50 — 1.500) foram
registrados a cada 2 s. A coluna analitica empregada foi uma Kromasil 100-5-C18
(250 mm x 4,6 mm, com particulas de 5 um) conectada a uma pré-coluna C18 (4 mm
x 3,0 mm, particulas de 5 pum).

Para andlise, 1 mg da CsFHM 6-7 foi solubilizado em 1 mL de MeOH grau
HPLC, sendo a solugao obtida filtrada em filtro de seringa PVDF (13 x 0,45 pum). Para
desenvolvimento do método cromatogréfico utilizou-se como fase mével um gradiente
de metanol grau HPLC (solvente B) e agua ultrapura (Mili-Q) acidificada com acido
férmico (0,1% v/v) (solvente A), de 5 a 100% de solvente B em 95 minutos, fluxo de
0,6 mL/min e volume de injecdo da amostra de 20 pL. No espectrometro de massas

as amostras foram submetidas a uma fragmentacéo sequencial em EM3.
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4.9.2. Espectrometria de massas de alta resolugéo

A obtencdo do espectro de alta resolucdo das substancias foi feita por
espectrometros de massas Bruker, modelo microTOF I, pela técnica de IES, modo
negativo, seguindo os seguintes parametros: capilar 4,5 kV, offset da placa final 500
V, gas nebulizador 49.3 psi, gas seco (N2) com fluxo de 8,0 mL.min! e temperatura
de 300 °C.

As amostras foram analisadas por inje¢ao direta. Para isso, 1 mg de cada
amostra foi solubilizado em 1 mL de metanol grau HPLC (Solugcéo A). Logo depois,
200 pL da solucédo A foram retirados e completou-se o volume para 1000 pL, sendo
adicionados 800 pL de metanol (Solugcédo B). Foi utilizada uma terceira solugcéo para
injecao direta (Solucdo C), a qual foi preparada adicionando-se 490 pL de metanol,
490 pL de agua Milli-Q e 20 pL da solucéo B, resultando em um volume final de 1 mL.

4.10. Estudo in silico de alcaloides relatados em Cissampelos sympodialis
Eichl.

Foi realizado um estudo teérico sobre a capacidade de alcaloides ja relatados
em Cissampelos sympodialis interagirem com o DNA e a proteina Topoisomerase llq,
com isso, investigar a possibilidade de os alcaloides apresentarem atividade
antitumoral. Os alcaloides estudados foram: laurifolina, milonina, warifteina,
metilwarifteina, roraimina, des-7’-O-metilroraimina e epi-des-7’-O-metilroraimina.

Utilizando o software ChemDraw 12.0, realizou-se o desenho das moléculas
gue em seguida foram submetidos, no programa Chem3D 15.1, a analise
conformacional por meio do célculo de mecéanica molecular minima e dindmica (MM2),
a fim de obter a conformacdo com menor energia e, entdo, sendo salvas no formato
MOL2.

As estruturas tridimensionais dos alvos foram obtidas pelo RCSB Protein Data
Bank (PDB) (www.rcsb.org/), sendo elas: DNA (PDB ID: 1BNA) e Topoisomerase lla
complexado com DNA (PDB: 5GWK, R: 3,152 A). Os mesmos foram tratados por meio
do software PyMOL, isolando as cadeias das macromoléculas, retirando interferentes
como moléculas de agua e de solvente.

O docking molecular dos alcaloides em seus respectivos alvos foi desenvolvido

utilizando o programa AutoDockTools (ADT) 1.5.6. Os parametros do grid foram
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gerados pelo algoritmo Autogrid 4.2, com o espacamento de 0,375 A em cada
dimenséo. Para o DNA, o centro do grid foi configurado nas dimensdes de 96 x 96 x
126 A nos eixos X, Y e Z e para a Topoisomerase lla, as dimensées do grid consistiram
em 60 x 60 x 60 A nos eixos X, Y e Z, sendo o centro ajustado para posic¢éo do ligante
cocristalizado (Etoposideo) localizado na cadeia A. O algoritmo genético Lamarckiano
no AutoDock 4.2 foi aplicado na procura da melhor conformacédo e orientacdo dos
ligantes nas simulacdes. A otimizacdo foi iniciada com uma populacdo de 150
individuos posicionados de modo aleatério com um méaximo de 2500000 avaliagbes
de energia e um maximo de 27000 gera¢Bes. Durante cada experimento de docking,
foram realizadas 50 execucdes, gerando 50 conformac¢des para cada um dos alvos.
Os valores foram obtidos na forma de Energia Livre de Ligagao (AG) e Constante de
Inibicdo Estimada (Ki). Os resultados do ensaio foram analisados e visualizados
utilizando o programa Discovery Studio Visualizer 2017 R2 Client (SILVA FILHO et al.,
2019).

Para validacdo do método foi realizado um re-docking, em virtude da
cocristalizacéo da estrutura cristalografica da topoisomerase lla com o etoposideo. No
re-docking, o mesmo ligante cocristalizado na macromolécula, no caso o etoposideo,
€ submetido aos métodos previamente desenvolvidos, sendo entédo verificados se sédo
mantidas a conformacéo espacial e as interacdes com os residuos ativos da proteina.
Para isso sdo avaliados os valores do desvio médio da raiz quadrada (do inglés “Root
Mean Square Deviation” — RMSD) da estrutura cristalina e sua respectiva pose,
considerando o menor valor possivel, constatando a capacidade preditiva do modelo
in silico (MOURA, 2019).

4.11.Ensaio de citotoxicidade

Foi utilizado o ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazoélio) para avaliar a citotoxicidade das amostras de C. sympodialis Eichl.
(MOSMANN, 1983).

As linhagens celulares, HCT-116 (carcinoma do coélon humano) foram
cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com soro fetal bovino a 10%, 100 U.mL"
! de penicilina e 100 ug.mL* de estreptomicina a 37°C em atmosfera umidificada com
CO2 a 5%. As linhagens celulares SK-MEL (melanoma humano), MDA-MB-231

(cancer de mama humano) e HaCat (queratinécito humano) foram cultivadas em meio
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DMEM suplementado com soro fetal bovino a 10%, 100 U.mL* de penicilina e 100
ug.mL* de estreptomicina a 37°C em atmosfera umidificada com 5% de CO>. As
células foram semeadas em placas de 96 pogcos a uma densidade de 3 x 10°
células/poco. Apdés um periodo de 24 h, as células foram incubadas com as amostras
(concentragOes de teste de 200 pg/mL para o EEB e FAT e, 25 uM para Cs-2 e Cs-4)
dissolvidas em DMSO. Cada experimento foi realizado em triplicata. Os controles
negativos foram tratados com DMSO e os controles positivos com doxorrubicina. Apos
cultura por 72 h, o sobrenadante foi descartado e a solugdo de MTT (5 mg.mL™?) foi
adicionada e incubada por mais 3 h. Os cristais de formazan depositados foram
dissolvidos com dodecil sulfato de sodio (SDS) (100 uL) (MOSMANN, 1983). As
densidades o6pticas foram medidas usando um leitor de microplacas (Synergy HT,
BioTek).

Os resultados da avaliagdo do potencial citotoxico foram interpretados de
acordo com uma escala de intensidade de inibicdo, considerando: sem atividade (1 a
20% de inibicao), baixa atividade (inibicdo de crescimento entre 20 a 50%), atividade
moderada (inibicdo de crescimento celular entre 50 a 70%) e atividade alta (inibicao

de crescimento entre 70 a 100%).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Identificacdo estrutural dos compostos isolados

5.1.1. Identificagao estrutural de Cs-1

A substancia Cs-1, com tempo de retencéo 16,27 min. (Pico 1, Figura 13, pag.
58), foi isolada na forma de cristais brancos, pesando 5,4 mg. O espectro de massas
de alta resolugdo exibiu um pico de ion molecular com m/z 268,1048 [M+H]*
compativel com a formula molecular C10H13NsO4 (massa calculada m/z 268,1040 e
erro de -2,8 ppm) (Figura 15, pag. 66).

No espectro de RMN de *3C (DMSO-ds, 100 MHz), utilizando a técnica DEPTQ-
135 (Figura 16, pag. 67) foi possivel observar a presenca de 10 sinais, sendo um deles
para um carbono metilénico oxigenado (&c 61,7), seis sinais em &c 152,4, 6c 139,9, &c
87,9, dc 85,9, 6c 73,5 e &¢c 70,7 para carbonos metinicos e trés sinais em &c 156,1, &c
149,1 e dc 119,3 atribuidos a carbonos ndo hidrogenados. Os sinais em &c 156,1 (C-
6), 6c 152,4 (C-2), &c 149,1 (C-4), dc 139,9 (C-8) e dc 119,3 (C-5) sé&o relativos a
aglicona, e encontram-se na regido de carbonos sp?, porém sdo vistos valores
maiores, indicando desprotecdo e sugerindo a ligacao dos carbonos a heteroatomos
(PAVIA et al.,, 2015). Os cinco sinais entre d¢c 87,9 e dc 61,7 foram atribuidos a
presenca de uma pentose na molécula (AKHREM; MIKHAILOPULO; ABRAMOV,
1979).

O espectro de RMN de 'H (Figuras 17 — 19, pag. 67 e 68), obtido em DMSO-ds
a 400 MHz, demonstrou dois simpletos na regido de protons aromaticos em ox 8,33 e
oH 8,13, relativos aos hidrogénios H-8 e H-2, respectivamente. Em &n 7,32, € visto um
simpleto largo indicativo de amina (-NHz). Sinais de hidrogénios hidroximetinicos entre
on 4,59 — 3,55 e um sinal em &n 5,87 integrando para um hidrogénio (d, J = 6,4 Hz),
reforcam a presenca de uma unidade osidica, sendo esse ultimo referente ao
hidrogénio anomérico (LIMA, 2013). Os sinais alargados entre dn 5,42 — 5,18 foram
atribuidos aos hidrogénios das hidroxilas da pentose. Os dados de RMN
unidimensional sugerem gue Cs-1 trata-se de um nucleosideo.

No mapa de contorno heteronuclear HSQC (Figuras 20 e 21, pag. 69),
observou-se a correlagdo do hidrogénio anomeérico em &1 5,87 com &c 87,9 (C-1°), do
hidrogénio H-2’ em &x 4,59 com &c¢ 73,5 (C-2°), H-3’ em &n 4,14 com &c 70,7 (C-3’), H-
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4’ em dH 3,96 com &c 85,9 (C-4’) e os hidrogénios da posicdo 5 em on 3,65 e 3,55
com &c 61,7 (C-5’), correlacdes referentes ao fragmento de aglcar.

No mapa de contorno heteronuclear HMBC (Figuras 22 — 24, pag. 70 e 71),
correlacdes entre o hidrogénio anomérico em &1 5,87 com &c¢c 139,9 (C-8), &c 149,1
(C-4) e dc 73,5 (C-2), constatam a ligacéo da fungéo osidica na posicao 9, e ainda, é
vista a correlacdo de H-1’ com &c 73,5 (C-2’). Foram vistas trés correlagbes entre os
sinais em &n 8,33 e &n 8,13 com &¢ 119,3, &¢c 149,1 e &¢c 156,1 corroborando esses
valores para os carbonos 5, 4 e 6, respectivamente e o1 8,33 e o+ 8,13 para os H-8 e
H-2. Uma correlacao a longa distéancia entre o1 7,32 e ¢ 119,3 confirmou a presenca
do grupamento amino no C-6.

A partir das analises dos espectros e comparacao dados descritos na literatura
(Tabela 2) foi possivel identificar a substancia Cs-1 como sendo a adenosina
(CIUFFREDA; CASATI; MANZOCCHI, 2007); previamente isolada de espécies como
Allium tuberosum (Amaryllidaceae) (PARK et al.,, 1992), Oxytropis myriophylla
(Fabaceae) (LU et al., 2004), Hosta longipes (Asparagaceae) (KIM; KIM; LEE, 2014)
e Tinospora crispa da familia Menispermaceae (PRAMAN et al., 2012), este é seu
primeiro relato em Cissampelos sympodialis Eichlr.

Figura 14 — Estrutura da adenosina.
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Tabela 2 — Dados de RMN (J em Hz, & em ppm, 400 MHz para *H e 100 MHz para *3C, em DMSO-ds)
de Cs-1 comparados com os da literatura (CIUFFREDA; CASATI; MANZOCCHI, 2007).

HSQC HMBC (CIUFFREDA et al., 2007)
Posigéo 6H 5c 6H X 60 6H Bc
1 - - - - -
2 8,13 (s, 1H) 152,4 - 8,13 (s) 152,4
3 - - - - -
H-1’, H-2,
4 - 149,1 H-8 - 149,0
5 - 119,3 H-8, -NH2 - 119,3
6 - 156,1 H-2 - 156,2
7 - - - - -
8 8,33 (s, 1H) 139,9 H-1’ 8.34 (s) 139,9
9 - - - - -
1 587 (d,J=6,4Hz) 87,9 - 5,87 (d,J =6,2 Hz) 87,9
2 4,59 (m) 73,5 - 4,61 (ddd, J =5,1; 6,2; 6,3 Hz) 73,4
3 4,14 (m) 70,7 H-4’ 4,14 (ddd, J = 3,0; 4,6; 5,1 Hz) 70,6
4 3,96 (m) 85,9 - 3,96 (ddd, J = 3,0; 3,6; 3,7 Hz) 85,9
) a 3,65 (m) i a 3,67 (ddd, J = 3,6; 4,4; — 12.1 Hz)
S b 3,55 (m) 61,7 b 3,55 (ddd, J =3.7; 7.2; -12.1 Hz) 61,6
-NH> 7,32 (sl) - -
Figura 15 — Espectro de massas de alta resolu¢é@o de Cs-1.
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Figura 16 - Espectro de RMN de *C-DEPTQ (100 MHz, DMSO-ds) de Cs-1.
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Figura 18 — Expans&o do espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) de Cs-1 na regifio de 2,8 — 8,8
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Figura 20 — Mapa de contorno *H x 3C - HSQC (400x100 MHz, DMSO-ds) de Cs-1.

L

e 60

100
110
F120
[130
= [140
- [150
3 F160
170
F180

4

T
50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0
f2 (ppm)

T T
100 95 90 85 80 75 70 65 60 55

69

f1 (ppm)

Figura 21 — Expansédo do mapa de contorno *H x *3C - HSQC (400x100 MHz, DMSO-ds) de Cs-1 na

regido de 3,0 — 6,0 ppm x 45,0 — 95,0 ppm.
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Figura 22 — Mapa de contorno 'H x C - HMBC (400x100 MHz, DMSO-ds) de Cs-1.
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Figura 23 — Expans&o do mapa de contorno *H x 3C - HMBC (400x100 MHz, DMSO-ds) de Cs-1 na
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Figura 24 — Expans&o do mapa de contorno 'H x 3C - HMBC (400x100 MHz, DMSO-ds) de Cs-1 na

regido de 7,0 — 8,7 ppm x 110,0 — 160,0 ppm.
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5.1.2. Identificacdo estrutural de Cs-2

A substancia Cs-2, com tempo de retencao 48,58 min. (Pico 2, Figura 13, pag.
58), foi isolada na forma de um pd amarelado, pesando 8,64 mg. A andlise em
espectrometria de massas de alta resolugdo apresentou o ion molecular com m/z
593,1498 [M-H] compativel com a formula molecular C27H30015 (massa calculada m/z
593,1512, erro de 2,4 ppm) (Figura 25).

No espectro de RMN de 'H (Figuras 29 — 31, pag. 77 e 78), obtido em DMSO-
des @ 400 MHz, a analise inicial sugeriu que a substancia Cs-2 trataria-se de composto
com esqueleto flavonoidico. Dois dupletos vistos em &+ 7,98 (J = 8,4 Hz) e &1 6,90 (J
= 8,4 Hz) sugerem a presenga de um anel aromatico do tipo AA'BB’, que foram
atribuidos aos hidrogénios H-2’/H-6’ e H-3'/H-5’, respectivamente. Foi visto ainda, um
singleto em &+ 6,71 relativo ao hidrogénio H-3, sugerindo que o esqueleto trataria-se
de uma flavona (LIMA, 2013).

A auséncia de dois sinais entre dn 6,50 — 6,00 indica que as posi¢cdes que
seriam referentes aos hidrogénios H-6 e H-8 estariam substituidas por outro radical e
um sinal em &n 13,90 caracteristico de hidroxila quelada na posicdo 5, sugerem a
presenca de um anel hexassubstituido. Os sinais presentes entre 3,0 — 4,0 ppm séo
indicativos da existéncia de unidades de acucar na molécula; em &+ 4,81 e 4,73 séo
visualizados sinais de protons anoméricos de C-glicosideos (H-1” e H-1"7,
respectivamente) (MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970; PATEL et al., 2018). Os
dados verificados (Tabela 3, pag. 73) foram comparados com a literatura.

Dados de espectrometria de massas de baixa resolucédo contribuiram para
identificacdo da substancia Cs-2 por meio da fragmentacédo caracteristica da molécula
(Figura 26, pag. 74).

Figura 25 — Espectro de massas de alta resolucdo de Cs-2.

Intens 1 -MS, 0.1-0.1min #(6-7)|
xmj,

1 C2TH290 15
2 593.1498

826.5583
112 9874 248.9599 3629390 134752 949.6

498 9140 687
, PO SO O o o N toseee ‘ ,
200 400 600 800 1000 1200 1400 miz

Meas. m/z # Formula Score m/z err[mDa]l err[ppm] mSigma rdb e Conf N-Rule
5931498 1 C27H29015 100.00 593.1512 14 24 82 135 even ok
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Tabela 3 - Dados de RMN *H (J em Hz e 8 em ppm, 400 MHz, DMSO-ds) de Cs-2 em comparagio com

a literatura.
Cs-2 (ISLAM et al., 2014)
Posicao On On

2 - -

3 6,71 (s, 1H) 6,81 (s, 1H)

4

5

6

7

8

9

10

1’

2 7,98 (d, 1H, J = 8,4 Hz) 8,03 (d, 2H, J = 8,5 Hz)
3 6,89 (d, 1H, J = 8,4 Hz) 6,91 (d, 2H, J = 8,5 Hz)
&

5 6,89 (d, 1H, J = 8,4 Hz) 6,91 (d, 2H, J = 8,5 Hz)
6’ 7,98 (d, 1H, J = 8,4 Hz) 8,03 (d, 2H, J = 8,5 Hz)
17 4,81 (sl, 1H) 4,80 (d, 1H, J=9,8 Hz)
2” 3,16 — 3,74 (m, 1H) 3,50 — 3,86 (m, 1H)
37 3,16 — 3,74 (m, 1H) 3,50 — 3,86 (m, 1H)
4” 3,16 — 3,74 (m, 1H) 3,50 — 3,86 (m, 1H)
5” 3,16 — 3,74 (m, 1H) 3,50 — 3,86 (m, 1H)
6” 3,16 — 3,74 (m, 1H) 3,50 — 3,86 (m, 1H)
1”7 4,73 (sl, 1H) 4,75 (d, 1H, J = 9,8 Hz)
2 3,16 — 3,74 (m, 1H) 3,50 — 3,86 (m, 1H)
3 3,16 — 3,74 (m, 1H) 3,50 — 3,86 (m, 1H)
4 3,16 — 3,74 (m, 1H) 3,50 — 3,86 (m, 1H)
5 3,16 — 3,74 (m, 1H) 3,50 — 3,86 (m, 1H)
6’ 3,16 — 3,74 (m, 1H) 3,50 — 3,86 (m, 1H)

Para obter a fragmentacdo da substancia, foi preparada uma amostra na

concentracdo de 1mg.mL* da amostra CsFHM 6-7, de acordo com o tépico 4.9.1.

No estudo de Cs-2 por andlise sequencial por espectrometria de massas (EM?3)

(Figura 26, pag. 74), foi observado ion molecular 593,10 [M-H]. Em EM? foram vistos

os ions produtos: m/z 575,09 [M — H — 18] pela perda de agua por rearranjo remoto

de hidrogénio; e ions com perdas caracteristicas de C-glicosideos, de 120 Da (-

C4Hs04) e 90 Da (—C3HeO3), referentes a unidade osidica da molécula; m/z 503,04,
[M—H-90] e m/z 473,05 [M — H —120] ; m/z 455,07; m/z 413; m/z 383,03 [M—H —
90-120]; e m/z 353,03 [M — H — 120 — 120] (SILVA et al., 2014).
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O ion m/z 353,03 [M — H — 120 — 120] originou, em EM?3, os fons m/z 325,01 [M
—H-120 - 120 - 28], pela perda de monodxido de carbono (CO) e m/z 297,03 01 [M
—H-120 - 120 — 28 — 28], pela perda de duas unidades de CO (WANG et al., 2019).
Os fragmentos propostos podem ser visualizados na Figura 27 (pag. 75) e Figura 32
(pag. 79).

Figura 26 — Perfil de fragmentag&o de Cs-2 por CLAE-EM-ESI-EM3.
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Figura 27 — Proposta de fragmentacéo da vicenina-2 no modo negativo (Silva et al., 2014).
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Apods a andlise de RMN de 'H e dados de espectrometria de massas pdde-se
propor que a substancia Cs-2 trata-se da 6,8-Di-C-glicosilapigenina ou vicenina-2.

A presenca de vicenina-2 ja havia sido em plantas da familia Lamiaceae, como
Origanum majonara e na familia Asteraceae, como por exemplo, Medicago truncatula
(HUSAIN; MARKHAM, 1981; STOCHMAL et al., 2009), contudo esse é o primeiro

relato da substancia em C. sympodialis e no género Cissampelos.

Figura 28 — Estrutura da vicenina-2.
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Figura 29 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) de Cs-2.
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Figura 31 — Expans&o do espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) de Cs-2 na regifio de 2,6 — 5,6
ppm.
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Figura 32 — Proposta de fragmentacédo da vicenina-2 (593 [M-H]") no modo negativo.
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5.1.3. Identificac&o estrutural de Cs-3

A substancia Cs-3, pico 3 em 66,97 min. (Pico 3, Figura 13, pag. 58), foi isolada
na forma de um pdé amarelo, pesando 11,64 mg. O espectro de massas de alta
resolucdo exibiu um pico do ion molecular com 625,1417 [M-H] compativel com a
formula molecular C27H30017 (massa calculada m/z 625,1410 e erro de -1,1 ppm)
(Figura 33).

Figura 33 — Espectro de massas de alta resolu¢éo de Cs-3.

Intens. { -MS, 0.1-0.2min #(6-10)
x104]

C27TH29017
2] 6251417

2489576 713.4733 826.5556

] 1549711 362.0414 5209117 \ 9396453
0 A " " L ol Ll Ll v

200 400 600 800 1000 1200 1400 miz

Meas. m/z # Formula Score m/z err[mDa] err[ppm] mSigma rdb e Conf N-Rule

6251417 1 C27TH29017 100.00 6251410 07 -1.1 102 135 even ok
2 C25H17N1407 90.19 6251410 -07 -1.1 1563 245 even ok
3 C26H13N1803 7424 6251423 07 1.1 243 295 even ok

O espectro de RMN de 3C foi obtido em DMSO-ds a 125 MHz, pela técnica
3C-APT (Figuras 35 — 38, pag. 84 e 85). O espectro apresentou 25 sinais, desses, 14
referentes a uma aglicona e 11 as unidades osidicas; ainda, foram visualizados 14
sinais atribuidos a carbonos metinicos (cinco sp? e nove sp?) e outros 11 sinais (nove
sp? e dois sp®), dos quais nove foram atribuidos a carbonos ndo hidrogenados e dois
a carbonos metilénicos. Os 14 sinais sugerem um esqueleto flavonoidico, onde os
sinais em &c 148,6 e 144,9 indicam a oxigenagao nos carbonos C-4’ e C-3’ do anel B,
respectivamente, sugerindo que Cs-3 seria um derivado da quercetina. Os sinais em
0c 161,2, 98,8, 164,3 e 93,7 foram atribuidos a carbonos do anel A, respectivamente,
C-5, C-6, C-7 e C-8, evidenciando o padrao de substituicdo nos carbonos C-5 e C-7
gue se mostram mais desprotegidos (MARKHAM; TERNAI, 1976; SARASWATHI;
SARAVANAN; SANTHAKUMAR, 2017).

A presenca de sinais referentes a carbonos sp? entre &¢c 60 — 80 ppm indicam
a existéncia de unidade de agucar na molécula. Os carbonos com sinais em &c 60,9
e 67,1 foram atribuidos a carbonos metilénicos, apontando a existéncia de duas

unidades osidicas ligadas a molécula; sinais de carbonos anoméricos em ¢ 102,9 (C-
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1”’) e 101,9 (C-1”) reforcam a premissa das duas unidades de acgucar (ZHU et al.,
2013).

No espectro de 'H (Figuras 39 — 42, pag. 86 e 87), obtido em DMSO-ds a 500
MHz, foi possivel visualizar um duplo dupleto em 6+ 7,64 (J = 8,5 Hz; 2,0 Hz) e dois
dupletos em o1 7,53 (J = 2,0 Hz) e o1 6,81 (J = 8,5 Hz), respectivamente, referentes
aos hidrogénios H-6’, H-2’ e H-5’ do anel B; observando os valores de constante de
acoplamento nota-se que o sinal de H-6' acopla em orto com H-5’ e em meta com H-
2’, todos esses dados reforcam que o anel B dispde de um sistema ABX (PAVIA,
2015). No anel A foram vistos dois dupletos acoplando em meta em &+ 6,39 (J = 2,0
Hz) e d1 6,18 (J = 1,5 Hz), atribuidos aos hidrogénios H-8 e H-6, respectivamente. Um
conjunto de sinais sobrepostos entre &4 2,80 — 4 ppm foram atribuidos a presenca de
unidades acucar, dois dupletos de hidrogénios anoméricos, H-1” e H-1"" em &1 5,32
(J = 8,0 Hz) e 4,06 (J = 8,0 Hz), respectivamente, confirmam a ligacdo de duas
unidades ligadas a molécula (MABRY; KAGAN; ROSLER, 1964). As constantes de
acoplamento (J = 8,0 Hz) foram condizentes com unidades com configuracédo f
(BRITO-ARIAS, 2016).

O mapa de contornos heteronuclear HSQC (Figuras 43 — 45, pag. 88 e 89)
mostrou as correlagdes do hidrogénio &1 7,64 (H-6’) com o carbono &:122,0 (C-6’), &u
7,53 (H-2’) com o carbono &c 115,3 (C-2’) e 61 6,81 (H-5") com o carbono &c 122,0 (C-
5’), conferindo o padréao de substituicdo do anel B. As correlagdes entre o hidrogénio
H-8 em &1 6,39 com o carbono C-8 em &c 93,7 e o hidrogénio H-6 em d1 6,18 com 0
carbono C-6 em &c 98,8 evidenciaram o padrédo de substituicdo do anel A. Os
hidrogénios anoméricos mostraram correlagdo com os carbonos anomericos: H-1” em
on 5,32 com o carbono C-1” em &c 101,9 e o hidrogénio H-1"" em &n 4,06 com o
carbono C-1"" em &8¢ 102,9. Foi possivel atribuir os valores de deslocamento dos
hidrogénios metilénicos: os hidrogénios em &1 3,75 e du 3,41 correlacionam-se com o
carbono C-6” em &: 67,1 e os hidrogénios em &+ 3,57 e dn 3,37 correlacionam-se com
o carbono C-6"" em & 60,9.

No mapa de contornos heteronuclear HMBC (Figuras 46 — 48, pag. 89 e 90)
foram vistas as correlagbes do hidrogénio H-6 em &1 6,18 com o carbono C-8 em &c
93,7 e do hidrogénio H-8 em &+ 6,39 com o carbono C-6 em &¢c 98,8 do anel A. O anel
B se caracterizou pela correlagdo do hidrogénio H-2’ com os carbonos C-3’, C-4’, C-
6’ e C-2. A correlacéo do proton anomeérico H-1” em &+ 5,32 com o carbono C-3 em &c

133,5, confirmou a insercéao da unidade osidica na posi¢céao C-3; e ainda, a correlacao
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do hidrogénio anomérico H-1" em &n 4,06 com o carbono C-6” em &n 67,1 da
galactose.

Por meio da comparacéo dos dados de RMN de 'H e 3C, uni e bidimensionais,
utilizando técnicas de espectrometria de massas e dados da literatura, foi possivel
sugerir que a substancia Cs-3 tratava-se de quercetina-3-O-8-glicopiranosil(1—6)-8-
galactopiranosideo (NAWWAR; EL-MOUSALLAMY; BARAKAT, 1989).

Os dados mencionados até entdo e outras informacdes acerca dos espectros
de H e 13C, uni e bidimensionais podem ser encontrados na Tabela 4.

A substancia ja foi relatada nas espécies Solanum nigrum (Solanaceae) e
Lepidium sativum (Brassicaceae) (NAWWAR; EL-MOUSALLAMY; BARAKAT, 1989;
AGARWAL; VERMA, 2011), no entanto, é o primeiro relato no género Cissampelos.

Figura 34 — Estrutura da quercetina-3-O-B-glicopiranosil(1—6)-B-galactopiranosideo.

OH
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Tabela 4 — Dados de RMN (J em Hz e & em ppm, 500 MHz para H e 125 MHz para *C) de Cs-3
comparados com da literatura (NAWWAR; EL-MOUSALLAMY; BARAKAT, 1989).

HSQC HMBC (NAWWAR et al., 1989)
Posicéo On &¢ o1 x 8¢ on oc
2 - 156,4 H-2’, H-6’ - 156,3
3 - 133,5 H-1” - 133,5
4 - 177,4 - - 177,4
5 - 161,2 H-6 - 161,2
6 6,18 (d, 1H, J=1,5Hz) 98,8 H-8 6,20 (d, J = 2,5 Hz) 98,6
7 - 164,3 H-6, H-8 - 164,1
8 6,39 (d, 1H,J=2,0Hz) 93,7 H-6 6,40 (d, J = 2,5 Hz) 93,5
9 - 156,4 H-8 - 156,3
10 - 103,9 H-6, H-8 - 104,1
1 - 121,12 H-5’ - 121,0
2 7,53 (d, 1H,J=2,0Hz) 115,3 - 7,52 (d, J = 2,5 Hz) 115,2
3 - 1449 H-2’, H-5, H-6’ - 144.8
4 - 148,6 H-2°, H-5, H-6’ - 148,4
5 6,81 (d, 1H,J=8,5Hz) 116,0 H-6’ 6,82 (d, J=7,5Hz) 115,9
6 7,64|E|dzt;1,2%(|)—|;_|JZ)= 8,5 122.0 -2 7,68 (dd, JH:Z)Z,S Hz; 7,5 121.9
17 5,32 (d, 1H, J=8,0 Hz) 101,9 H-2" 5,32 (d, J = 8 Hz) 102,2
2”7 2,80 — 3,77 (m) 71,2 - 3,3-3,75 (m) 71,3
3” 2,80 — 3,77 (m) 73,3 - 3,3-3,75(m) 73,5
47 2,80 — 3,77 (m) 67,9 - 3,3-3,75 (m) 68,3
5” 2,80 — 3,77 (m) 73,9 - 3,3-3,75 (m) 73,9
6” 2,80 —3,77 (m) 67,1 H-1" 3,3-3,75(m) 67,3
1 4,06 (d,1H,J=8,0Hz) 102,9 - 4,08 (d,J=7,5Hz) 103,2
27 2,80 — 3,77 (m) 73,0 - 3,3-3,75 (m) 74,2
3 2,80 — 3,77 (m) 76,6 - 3,3-3,75 (m) 76,8
4” 2,80 — 3,77 (m) 69,9 - 3,3-3,75 (m) 70,0
5 2,80 — 3,77 (m) 76,6 - 3,3-3,75 (m) 76,8

6" 2,80 — 3,77 (m) 60,9 - 3,3-3,75 (m) 61,1
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Figura 35 - Espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, DMSO-ds) de Cs-3.
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Figura 36 — Expansédo do espectro de RMN de 3C-APT (125 MHz, DMSO-ds) de Cs-3 na regido de
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Figura 37 — Expanséo do espectro de RMN de 3C-APT (125 MHz, DMSO-ds) de Cs-3 na regido
95,0 — 180,0 ppm.
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Figura 39 - Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-ds) de Cs-3.
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Figura 41 — Expans&o do espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-ds) de Cs-3 na regiéo de 4,0 - 5,7
ppm.
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Figura 42 — Expans&o do espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) de Cs-3 na regi&o de 2,70 —
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Figura 43 — Mapa de contorno *H x 3C - HSQC (500x125 MHz, DMSO-ds) de Cs-3.
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Figura 45 — Expans&o do mapa de contorno *H x *3C - HSQC (500x125 MHz, DMSO-ds) de Cs-3 na
regido de 2,55 - 4,5 ppm x 50,0 — 80,0 ppm.
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Figura 47 — Expans&o do mapa de contorno *H x 3C - HMBC (500x125 MHz, DMSO-ds) de Cs-3 na
regido de 5,0 — 8,5 ppm x 90,0 — 165,0 ppm.
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5.1.4. Identificacéo estrutural de Cs-4

A substéncia Cs-4, com tempo de retencédo em 76,44 min. (Pico 4, Figura 13,
pag. 58), foi isolada na forma de um pé amarelo, pesando 11,5 mg. O espectro de
massas de alta resolucdo exibiu um pico do ion molecular com 609,1448 [M-HJ
compativel com a formula molecular C27H30016 (massa calculada m/z 609,1461 e erro
de 2,2 ppm) (Figura 49).

Figura 49 — Espectro de massas de alta resolucdo de Cs-4.
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O espectro de RMN de 3C foi obtido em DMSO-ds a 100 MHz, técnica APT
(Figuras 51 — 54, pag. 95 e 96). O espectro apresentou 24 sinais correspondentes a
27 atomos de carbono, sendo 11 sinais associados a unidades osidicas e 14 a uma
aglicona. Nesse espectro, 13 sinais foram atribuidos a carbonos metinicos, quatro
para carbonos com hibridizacéo sp? e nove sp3, e 10 sinais, sendo oito carbonos ndo
hidrogenados (sp?) e dois carbonos metilénicos (spq). Os sinais indicam um esqueleto
flavonoidico, em que os sinais em &¢ 161,2, 98,8, 164,4 e 93,8 mostram o padréo de
substituicdo do anel A dos carbonos C-5, C-6, C-7 e C-8, nos quais estao inseridas
hidroxilas, alterando o valor de deslocamento por desprotecédo (GAO et al., 2011). O
anel C demonstra uma substituicdo na posicéo C-3 ja que o valor em Cs-4 se mostra
desprotegido (6c 133,3 ppm) em relagdo a uma substancia sem substituicdo em tal
carbono (aproximadamente &c 105,0 ppm). Um sinal em &¢c 177,5 foi atribuido ao
carbono C-4 da carbonila. A falta de sinais entre &c 140 — 150 ppm e a presenca do
sinal em &c 160,0 referente ao carbono C-4’ demonstra a oxigenagdo nessa posicao,
0 deslocamento reduzido dos carbonos C-3’ e C-5 comprovam essa substituicao ja
gue as posic¢des orto ao substituinte sofrem efeito de protecdo (TERNAI; MARKHAM,
1976).
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Os carbonos com deslocamento em ¢ 76,6, 73,9, 73,3, 73,0, 71,2, 69,9, 67,9,
67,3 e 60,9 foram atribuidos a unidades osidicas da molécula. Os carbonos com sinais
referentes a carbonos metilénicos em &c 67,3 e 60,9 (C-6” e C-6", respectivamente)
e ainda os sinais em &6c 102,9 (C-1"") e 101,9 (C-1”), puderam ser atribuidos aos
carbonos anoméricos e condizem com a existéncia de duas unidades osidicas ligadas
a molécula (MORIYAMA; lIZUKA; NAGAI, 2001). A semelhanca dessa faixa do
espectro de RMN de 3C com a vista na substancia Cs-3, torna possivel sugerir que a
unidade dissacaridica também trata-se da unidade B-glicopiranosil-(1—6)-8-
galactopiranose).

O espectro de RMN de 'H (Figuras 55 — 58, pag. 97 e 98), obtido em DMSO-ds
a 400 MHz, exibiu sinais caracteristicos de um nucleo de flavonoide. Por exemplo, o
sinal caracteristico de hidroxila quelada em &1 12,57. Além disso, foram observados
dois dupletos em 616,19 (J = 1,6 Hz) e 1 6,42 (J = 2,0 Hz) com integracdo para um
hidrogénio cada e acoplando em meta, referentes aos hidrogénios H-6 e H-8,
respectivamente, do anel A. Um sistema AA’BB’, do anel B, foi revelado por dois
dubletos em &1 6,85 (J = 8,8 Hz) e &n 8,06 (J = 8,8 Hz) integrando, para dois
hidrogénios, cada, e com acoplamento em orto, conferidos aos hidrogénios H-2'/H-6’
e H-3'/H-5’. O espectro também indicou a existéncia de unidades osidicas por meio
de sinais de prétons anomeéricos em o1 5,33 (J = 7,6 Hz), atribuido a H-1” e 14,04 (J
= 8,0 Hz) atribuido a H-1"", apontando a ligacdo de duas unidades de acgUcar na
molécula (VEGA et al., 2007; LIMA, 2013; GHAVAM-HAGHI; DINANI, 2017). As
constantes de acoplamento corroboram com ligagdes com configuragéo S. A auséncia
de um singleto em aprox. dx 6,70 e a presenca de sinais de unidades de acgucar
sugerem a substituicdo no carbono C-3 (BRITO-ARIAS, 2016; VICTOR et al., 2018).
Os dados de espectros unidimensionais sugerem que a substancia Cs-4 trata-se de
um derivado do canferol.

No mapa de contorno heteronuclear HSQC (Figuras 59 — 61, pag. 99 e 100)
observaram-se correlacdes entre o hidrogénio H-8 em &1 6,42 com o carbono C-8 em
0c 93,8 e 0 hidrogénio H-6 em dn 6,19 com o carbono C-6 em &¢ 98,8 evidenciando o
padrao de substituicdo do anel A. No anel B, o sistema AA'BB’ foi destacado pela
correlagéo dos carbonos C-2'/C-6’ em & 131,1 com os hidrogénios em &u 8,06 e 0s
carbonos C-3’/C-5" em &¢ 115,2 com os hidrogénios &+ 6,85. O hidrogénio anomérico
da galactose (H-1") em &1 5,33 correlaciona com C-1” em &¢ 101,9 e o hidrogénio H-

1"’ em On 4,04 demonstra correlagcédo com o carbono anomeérico (C-1"") da glicose em
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O0c 102,9. Foi possivel atribuir os valores de deslocamento dos hidrogénios
metilénicos: os hidrogénios em dx 3,74 e &u 3,41 correlacionam-se com o carbono C-
6” em &:. 67,3 e 0s hidrogénios em dn 3,55 e 6+ 3,36 correlacionam-se com o carbono
C-6"" em d:60,9.

O mapa de contorno heteronuclear HMBC (Figuras 62 — 64, pag. 100 e 101)
revelou as correlagdes do anel A: o préton H-6 em &4 6,19 com os carbonos C-5, C-
7,C-8 e C-10 em &c 161,2, 164,4, 93,8 e 104,0, nessa ordem. E o hidrogénio H-8 em
on 6,42 com os carbonos C-6, C-7, C-9 e C-10 em dc 98,8, 164,4, 156,5 e 104,0,
respectivamente, confirmando o padréo caracteristico do anel. Os carbonos C-2’, C-
3’, C-5 e C-6’ correlacionam com sinais de seus hidrogénios vicinais que participam
do sistema AA'BB’; o carbono C-4’ correlaciona-se com os prétons desse sistema.

A correlacdo do préton anomérico H-1” em &+ 5,33 com o carbono C-3 em &c¢
133,3, confirmou a inser¢cdo da unidade osidica na posi¢cao C-3; a correlagdo do

hidrogénio anomeérico H-1"” em &1 4,04 com o carbono C-6” em dn 67,3 da galactose,
confirmou a insercéo Gli-(1 — 6)-Gal.

Apds a verificacdo dos sinais de RMN de 'H e *C, uni e bidimensionais,
técnicas de espectrométricas, e comparacdo com dados da literatura por Nawwar, El-
Mousallamy e Barakat (1989) e, Liu e colaboradores (2009), foi possivel sugerir que a
substancia Cs-4 trata-se do canferol-3-O-B-glicopiranosil(1—6)-3-galactopiranosideo
(Figura 50). Esse é o primeiro relato da estrutura em Cissampelos.

Os dados mencionados até este ponto, além de outras informacgdes acerca dos

espectros de 1H e 3C, uni e bidimensionais podem ser encontrados na Tabela 5.

Figura 50 — Estrutura da canferol-3-O-B-glicopiranosil-(1—6)-B-galactopiranosideo.
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Tabela 5 — Dados de RMN (J em Hz e & em ppm, 400 MHz para 'H e 100 MHz para *3C) de Cs-4

comparados com a literatura.

HSQC HMBC (NAWWAR et al., 1989; LIU et al., 2009)
Posicéo On &¢ 8¢ x Oy on oc

2 - 156,6 H-2, :'6” H- - 156,5
3 - 133,3 H-1” - 133,2
4 - 177,5 - - 177,4
5 - 161,2 H-6 - 161,5
6 6,19 (d, 1H,J=1,6) 988 H-8 6,19 (d, 1H, J = 2,0) 98,7
7 - 164,4  H-6, H-8 - 164,1
8 6,42 (d, 1H,J=2,00 938 H-6 6,41 (d, 1H, J = 2,0 Hz) 93,7
9 - 156,5 H-8 - 156,4
10 - 1040  H-6,H-8 - 104,0
1 - 120,9  H-3, H-5 - 120,8
2’ 8,06 (d,2H,J=8,8) 1311 H-2,H-6 8,02 (d, 2H, J = 8,8) 130,9
3 6,85(d,2H,J=8,8) 1152  H-3,H-5 6,88 (d, 1H, J = 8,8) 115,1
& . 160,0 ﬂ?, :g - 159,9
5 6,85(d,2H,J=8,8) 1152  H-3, H-5 6,88 (d, 1H, J = 8,8) 115,1
6’ 8,06 (d,2H,J=8,8)  131,1 H-2,H-6 8,02 (d, 2H, J = 8,8) 130,9
17 533(d, 1H,J=7,6)  101,9 - 5,37 (d, 1H, J = 7,3) 102,2
2” 2,80 — 3,75 (m) 71,2 - 3,19 (m, 1H) 71,3
3” 2,80 — 3,75 (m) 73,3 - 3,28 (m, 1H) 73,5
4’ 2,80 — 3,75 (m) 67,9 - 3,17 (m, 1H) 68,3
5” 2,80 — 3,75 (m) 73,9 - 2,96 (M, 1H) 73,9
6” 2,80 — 3,75 (m) 67,3 H-1" 33':? d(:,’ 113 JJ ) 1111’)6) 67,3
17 4,04 (d, 1H,J=8,0Hz) 1029 H-6" 4,03 (d,J=7,7 Hz) 103,2
2 2,80 — 3,75 (m) 73,0 - 2,84 (m, 1H) 74,2
3 2,80 - 3,75 (m) 76,6 - 3,21 (m, 1H) 76,8
4 2,80 — 3,75 (m) 69,9 - 2,96 (m, 1H) 70,0
5" 2,80 — 3,75 (m) 76,6 - 2,84 (m, 1H) 76,8
6 2,80 — 3,75 (M) 60,9 : 351(d, 1H,J = 11) 61,1

3,33 (m, 1H)
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Figura 51 - Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, DMSO-ds) de Cs-4.
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Figura 53 — Expansé&o do espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, DMSO-ds) de Cs-4 na regi&o de
97,0 — 180,0 ppm.
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Figura 54 — Expanséo do espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, DMSO-ds) de Cs-4 na regido de
56,0 — 108,0 ppm.
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Figura 55 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg) de Cs-4.
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Figura 57 — Expans&o do espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) de Cs-4 na regiio de 2,6 — 5,5
ppm.
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Figura 58 — Expans&o do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) de Cs-4 na regi&o de 2,65 —
4,00 ppm.
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Figura 59 — Mapa de contorno *H x 3C - HSQC (400x100 MHz, DMSO-ds) de Cs-4.
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Figura 60 — Expansdo do mapa de contorno *H x 3C - HSQC (400x100 MHz, DMSO-ds) de Cs-4
regido de 4,0 — 8,5 ppm x 80,0 — 140,0 ppm.
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Figura 61 — Expanséo do mapa de contorno *H x *3C - HSQC (400x100 MHz, DMSO-ds) de Cs-4 na
regido de 2,5 — 4,2 ppm x 50,0 — 85,0 ppm.
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Figura 62 — Mapa de contorno 'H x 3C - HMBC (400x100 MHz, DMSO-ds) de Cs-4.
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Figura 63 — Expans&o do mapa de contorno 'H x 3C - HMBC (400x100 MHz, DMSO-ds) de Cs-4 na

regido de 5,0 — 9,0 ppm x 90,0 — 180,0 ppm.
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Figura 64 — Expans&o do mapa de contorno 'H x 3C - HMBC (400x100 MHz, DMSO-ds) de Cs-4 na

regido de 2,5 - 9,0 ppm x 55,0 — 140,0 ppm.
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5.2.1dentificacdo de outros compostos da CsFHM 6-7 por CLAE-EM?

Desreplicacéo é um termo utilizado para um conjunto de técnicas na qual é feita
a identificacdo rapida de substancias conhecidas, dessa forma, possibilitando
construir o quimiotipo de espécies produtoras de metabdlitos especiais, como plantas,
fungos e animais marinhos. E um processo que permite a economia de tempo,
recursos e a concentracao de esforcos no isolamento e determinagdo de compostos
ainda nao relatados (inéditos) (HUBERT; NUZILLARD; RENAULT, 2017).

As estratégias de identificacdo répida se sustentam no uso de técnicas
hifenadas como: CG-EM, CLAE-EM, uHPLC-EM, CL-RMN, que podem ser utilizadas
em estudos de metabolémica, protedbmica e gendmica. A cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas é uma técnica sensivel que permite a
identificacdo de um composto através das similaridades de sua massa com a de outro
previamente reportado, porém, apenas as massas moleculares dos ions
primariamente gerados ndo sao suficientes para uma identificacdo confiavel. Dessa
forma, espectrometria de massas sequencial (EM/EM) fornece dados, onde a
estrutura, estabilidade quimica e grupos funcionais sdo fatores decisivos para
determinar os padrées de fragmentacdo gerados pela dissociacdo, desse modo,
semelhancas nesses padrbes de MS/MS podem ser comparados para identificacédo
de outras substancias quimicamente analogas (YANG et al., 2013; GAUDENCIO;
PEREIRA, 2015).

A amostra CsFHM 6-7 foi analisada por CLAE-EM/EM e demonstrou um perfil
rico em compostos aromaticos, frequéncia de substancias glicosiladas, e percebe-se
ainda, que a maior parte das estruturas evidenciadas na fracdo séo derivadas de
esqueletos flavonoidicos, como luteolina, apigenina, canferol e quercetina. A
identificacdo dos compostos de CsFHM 6-7 foi feita por comparacéo com a literatura,
nos dois modos de ionizacdo. Os cromatogramas nos modos positivo e negativo
podem ser visualizados na Figura 65 (pag. 103) e os dados de fragmentacédo das

substancias encontradas na Tabela 6 (pag. 106).
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Figura 65 — Cromatograma (BPC) da fragdo CFTS-1 no modo positivo (A) e no modo negativo (B).
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O pico 1 foi identificado como sendo o &cido cafeico-hexosideo, o ion molecular
mostrou a substancia com aduto com o cloro 377,04 [M —H + Cl];, o ion com a massa
real do composto foi visto em EM? m/z 341 [M — H — CI] e forneceu os ions fragmentos
m/z 179 [M — H — Cl — hexose] (ion base) e m/z 161 [M — H — Cl — hexose — H20]
(HOSSAIN et al., 2010; NEGRI et al., 2018).

O espectro de massas no modo positivo exibiu o pico 2, que foi identificado
como salsolinol, um alcaloide isoquinolinico. O espectro apresentou ion molecular
180,04 [M+H]*, fons fragmentos em EM? m/z 163 [M + H — NH3 |* e EM3® m/z 145 [M +
H — NHz — H20 ]* e m/z 137 (CAI; LIU, 2008). O salsolinol ja foi encontrado em
espécies como Musa paradisiaca e Theobroma cacao L. (RIGGIN et al, 1976; MELZIG
et al., 2000). O salsolinol ja foi isolado em uma espécie da familia Menispermaceae,
sendo ela Tinospora crispa (PRAMAN et al., 2012).
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O pico 3 do espectro no modo positivo foi identificado como o nucleosideo
guanosina, apresentando ion molecular 284,04 [M+H]* e ion fragmento m/z 152 [M +
H — ribose]* (LIU et al., 2008).

O pico 4 foi apontado como acido siringico-O-hexosideo, obtido no modo
negativo. Exibiu ion molecular 359,06 [M — H] e ions fragmentos m/z 197 [M — H —
hexose], m/z 182 [M — H — hexose — CHz]" e m/z 167 [M — H — hexose — 2xCHs |". Foi
isolado pela primeira vez na espécie Anodendron affine (Apocynaceae) (SHIMA;
HISADA,; INAGAKI, 1971).

O pico 5, no modo positivo, foi verificado como sendo o alcaloide magnoflorina,
com ion molecular 342 [M+H]* e ions fragmentos em EM? m/z 297 [M+H — (CHz)2NH]*
e, em MS3 m/z 282 [M+H — (CH3)2NH — CHza]*, m/z 265 [M+H — (CH3)2NH — CH3OH]*
e m/z 233 [M+H — (CH3)2NH — 2xCH3OH]*. Em alcaloides aporfinicos, € comumente
visualizada na fragmentacéo incial a perda de metilamina (dimetilamina, nesse caso)
e, em seguida, ocorre a dissociacéo de grupos ligados a estrutura (SHIM et al., 2013;
SINGH et al., 2017). E um alcaloide encontrado em diversas familias botanicas:
Magnoliaceae, Ranunculaceae, Annonaceae, Berberidaceae, Euphorbiaceae,
Menispermaceae, Papaveraceae, Rutaceae, Aristolochiaceae e Rhamnaceae
(BUCKINGHAM et al., 2010).

O pico 6 foi reconhecido como um derivado do alcool benzilico, onde encontra-
se ligado a uma hexose e a uma pentose (alcool benzilico-hexose-pentose). O
espectro no modo negativo exibiu o pico do ion molecular 437,08 [M — H + CI];, o ion
sem o aduto do cloro foi m/z 401, sendo a massa real do composto, em MS? foram
vistos os fragmentos m/z 269 [M — H — pentose], m/z 197 e m/z 161 (BYSTROM et
al., 2008).

O pico 7 e sua fragmentacéo, visualizada no modo negativo, correspondem a
aromadendrina-hexosideo com ion molecular 449,06 [M — HJ, e ion fragmento m/z
287 [M — H — hexose], esse ultimo condiz com a aglicona aromadendrina. Outros picos
de fragmentacao da aglicona sdo: m/z 269 [M — H — hexose — H20], m/z 259 [M — H
— hexose — H20 — COJ, m/z 243 e m/z 215 (CHEN et al., 2016). O composto ja foi
isolado da espécie Agrimonia pilosa da familia Rosaceae (KATO et al., 2010) e ainda
de Averrhoa carambola L. da familia Oxalidaceae (JIA et al., 2018).

O pico 8 foi verificado como sendo um C-glicosideo da apigenina (apigenina-6-
C-glicosideo) visto no modo negativo e, revelou o ion molecular [M-H] 431,05 e
fragmentos m/z 413 [M — H — H20], 341 [M — H — C3HeO3], pico base em MS? foi m/z
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311 [M — H — C4HsO4], m/z 283 [M — H — C4HsO4 — COJ,, m/z 311 [M — H — hexose]-.
O padrdo de fragmentacdo discutido é referente a fragmentacdo da unidade de
acucar, ja que em C-glicosideos a fragmentacéo nesse ultimo é mais facilitada (KANG
et al., 2016). A posicdo do acucar em 6 foi determinada pela presenca do pico base
m/z 311 [M — H — 120]' (CUYCKENS; CLAEYS, 2004; CHEN et al., 2016). Composto
ja relatado em Joannesia princeps Vell. (Euphorbiaceae) (CAMERO et al., 2017) e
Geranium molle L. (Geraniaceae) (GRACA et al., 2019).

O pico 9 foi assinalado como sendo a isoquercetina, nos dois modos de
ionizacdo: ion molecular [M+H]* 465,04 e [M-H] 463,01 , e os ions fragmentos em
EM?2 m/z 303 e 301 [- hexose]. A fragmentacdo em EM? (465—303) revelou os ions
m/z 285 [M + H — hexose — H20]*, m/z 257 [M + H — hexose — H20 — CO]* e outros
como m/z 229 e m/z 165. A fragmentagcdo em EM?® (463—301) exibiu ions m/z 271 [M
— H — hexose — COJ,, m/z 255 e m/z 179 (MARTUCCI et al., 2014; LI et al., 2016). E
um glicosideo da quercetina bastante difundido, exemplos de espécies em que foi
isolado sdo Hypericum japonicum (Hypericaceae) (XIE et al.,, 2014) e Hygrophila
salicifolia (Acanthaceae) (BHATT; NEHAL, 2019).

O pico 10 foi caracterizado como astragalina, no modo negativo. Observa-se o
pico do ion molecular [M-H]- 449,07, o ion em EM? m/z 287 [M + H — hexose]* que se
caracteriza pelo esqueleto do canferol. Em EM? foram vistos os ions m/z 258 [M + H
— hexose — COH]*, m/z 241 [M + H — hexose — COH — OH]*, m/z 213 [M + H — hexose
— COH - OH - COJ]* (MARTUCCI et al., 2014). A astragalina € um flavonoide
glicosilado amplamente distribuido em espécies vegetais, ja sendo isolado no género
Cissampelos em C. pareira (DEVKOTA; MIYAZAKI; YAHARA, 2017).

As propostas estruturais das substancias relatadas acima podem ser

visualizadas na Figura 66 (pag. 107).



106

Tabela 6 — Dados de fragmentacéo de substancias putativamente identificadas em CsFHM 6-7 por LC-

EM. A numeragéo é referente aos picos enumerados na Figura 65.

Tr. Estrutura ) Fragmentacdo Fragmentagéo
Pico . lon no no Referéncia
(min) proposta molecular  modo positivo modo negativo
Acido cafeico- HOSSAIN et
1 , 341 [M-HJ - 179, 161
hexosideo al., 2010.
) CAl; LIU et
2 6,1 Salsolinol 180 [M+H]* 163, 145, 137 -
al., 2008.
) LIU et al.,
3 22,2 Guanosina 284 [M+H]* 152 -
2008
Acido siringico- 197, 182, 167, HOFMANN
4 39,2 ) 359 [M-H] -
O-hexosideo 153 et al., 2016.
) 297,282,265, SINGHetal.,
5 55,0 Magnoflorina 342 [M+H]* -
233 2017.
Alcool benzilico- 401, 293, 269, BYSTROM
6 56,1 437 [M-HJ -
hexose-pentose 197, 161 et al., 2008.
Aromadendrina- 311, 287,269, CHENetal.,,
7 59,0 ) 449 [M-HJ -
hexosideo 259, 243, 215 2016
Apigenina-6-C- 413, 341, 311, KANG et al.,
8 82,5 o 431 [M-HJ -
glicosideo 283, 269 2016.
MARTUCCI
) 465 [M+H]*/ 303, 285, 257, 301, 271, 255, et al., 2014;
9 85,3 Isoquercetina
463 [M-HJ 229, 165 179 CHEN et al.,
2016.
] 287, 258, 241, MARTUCCI
10 91,8 Astragalina 449 [M+H]* -
213 etal., 2014.

T.r. = tempo de retengéo.
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Figura 66 — Proposta de substancias presentes na fracdo CsFHM 6-7 identificadas por CL-EM/EM.
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5.3.Docking molecular

5.3.1. Re-docking

Antes dos estudos de docking, foi realizada a validacdo de docking molecular
dos alcaloides de C. sympodialis por meio do re-docking entre o ligante, o etoposideo,
e a enzima co-cristalizada, a Topoisomerase lla. Nao foi necessario a realizagdo do
re-docking no DNA, ja que ele ndo apresenta ligante complexado. O re-docking
consiste em posicionar e prever a afinidade de ligacdo do ligante cristalografico na
regido do sitio ativo da proteina.

Os valores do re-docking da Topoisomerase lla complexada com o DNA (PDB
ID: 5GWK) podem ser visualizados na Tabela 7. Nela encontram-se os valores de
Energia Livre de Ligacdo (Kcal.mol?), constante de afinidade (Ki) (nM) e valor de
RMSD (Desvio médio quadratico do ligante antes e depois do ancoramento) da
entropia do grupamento (clustering).

O desempenho do método foi medido por meio do desvio médio da raiz
quadrada (do inglés “Root Mean Square Deviation” — RMSD), que € calculado usando
as coordenadas dos 4&tomos mais pesados da estrutura cristalografica determinada
experimentalmente e a pose acoplada, ou seja, a distancia média quadrética entre
esses atomos do ligante na estrutura cristalina e os &tomos correspondentes na pose
ancorada. Observar o valor (melhor pontuacdo) de RMSD é uma boa forma de avaliar
a capacidade de um método em encontrar o modo de ligacdo de um ligante em um
conjunto de posi¢des. Para que o docking seja considerado confiavel, é necessario
que o valor de RMSD seja igual ou inferior a 2.0 A. Portanto, 0 RMSD menor que 2,0
A é largamente aceito como discriminante na reproducdo de um modo de ligagéo
conhecido, indicando se o método obteve éxito ou fracasso (YUSUF et al., 2008;
SCHNEIDER et al., 2012).

Tabela 7 — Dados de re-docking da Topoisomerase lla (5GWK).

Ligante 5GWK
o ) Constante de )
Energia Livre de Ligacao o RMSD (clustering)
Afinidade
(Kcal.mol™) _ (A)
(ki)(nM)

Etoposideo -12,08 1,39 nM 0,14
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Os dados na Tabela 7 mostram o éxito do método e o validam, j4 que o valor
de RMSD foi 0,14 A, sendo menor que 2,0 A. Além disso, observam-se valores
notavelmente baixos de Energia Livre de Ligacdo e Constante de Afinidade, visto que
guanto menor a energia livre de ligacdo maior a afinidade do ligante a proteina (DU
et al., 2016). Nessa situagao, o etoposideo exibe forte inibicdo da Topoisomerase lla.
A Figura 67 ilustra a posicdo espacial do etoposideo redocado e o mesmo co-

cristalizado com a enzima.

Figura 67 — Sobreposicdo do etoposideo (em amarelo) redocado e co-cristalizado (em cinza).

Os dados de RMSD podem ser confirmados pela sobreposicao do ligante com
a estrutura cocristalizada, vista na figura 67. E possivel visualizar a posi¢do espacial
do etoposideo docado em relacdo ao ligante co-cristalizado e perceber uma estreita

semelhanca na posicédo dos atbmos das duas estruturas.

5.3.2. Docking molecular dos alcaloides de Cissampelos sympodialis Eichl.

para Topoisomerase lla.

Para o estudo de docking molecular, estruturas de sete alcaloides previamente
isolados e relatados na literatura foram utilizados para analise de afinidade de ligacédo
e interagcdo com o complexo Topolla/DNA (PDB ID: 5GWK) e o B-DNA (PDB ID:
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1BNA), sendo eles: laurifolina, milonina, warifteina, metilwarifteina, roraimina, des-7’-
O-metilroraimina e epi-des-7’-O-metilroraimina. Na Tabela 8 podem ser vistos o0s

resultados do docking molecular dos alcaloides.

Tabela 8 — Docking molecular dos alcaloides para Topolla/DNA (PDB ID: 5GWK) e o B-DNA (PDB ID:

1BNA)
Energia Livre de
Ligacao Interacdo com residuos da Topo lla/DNA
(Kcal.mol-1)
Ligacao ) ) ] Empilha-
. Topo ¢ Pi-alquil Pi -
Alcaloide B-DNA de . ] mento
lla/DNA Alquil sigma o
H Pi-pi
DG13, Asp-
Laurifolina -8,84 -10,31 463, Ser- - DT9 -
464
Milonina -8,77 -8,77 Asp-463 - - -
rr - DT9, DA12, DG13,
Warifteina -8,41 -8,41 - DT9
Ala-801 lle-769
lle-769, Met-
Metilwarifteina -9,27 -9,27 - 765, Met 762, - DC11
DC8
L DG13,
Roraimina -12,08 -11,49 - - DT9, DA12
DA12, Met-762
Des-7’-O- Met-768, DG7,
) o -10,12 -12,04 - DA6 -
metilroraimina DG10, DC8
. Pro-803, Met-
Epi-des-7’-O- DA12, o ¢
-8,22 -9,94 762, - -
metilroraimina DG13,
Met, 765
DG13,
. DA12, Arg- DT9,
Etoposideo -12,08 - - -
487, Asp- DC8

463
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Neste estudo, foi utilizado o programa AutoDockTools (ADT) 1.5.6 para o
docking molecular, que ranqueia os melhores resultados pelos valores de energia de
ligacdo mais negativos. Assim, quanto menor esses valores, maior a afinidade de
ligacdo entre 0 composto e a proteina em estudo. Nota-se que, ao analisar a Tabela
8, que a Roraimina apresentou o menor valor de energia livre de ligagéo (-12,08
Kcol.mol?), se equiparando ao fArmaco de uso clinico Etoposideo.

A warifteina, metilwarifteina, roraimina, des-7’-O-metilroraimina e a epi-des-7’-
O-metilroraimina sdo alcaloides estruturalmente semelhantes, com pequenas
diferencas no esqueleto da molécula. Esse fato permite sugerir que a presenca de
uma carbonila no carbono 15 e a metilacdo da hidroxila do carbono 7’ estao envolvidos
no processo de conformacao da molécula e consequentemente no favorecimento da
ligagdo com o complexo Topoisomerase |la/DNA, melhorando sua atividade e
consequente inibicdo da enzima. As estruturas que nao possuem uma metoxila na
posicao 7’ tem a energia livre de ligagcao ligeiramente menor em comparagao as que
sdo metoxiladas; a wariteina, por ndo possuir nenhuma das substituices
mencionadas, foi a estrutura que apresentou resultados menos satisfatorios quando
comparada as outras estruturas similares. Dentre os alcaloides majoritarios das partes
aéreas de C. sympodialis (warifteina, metilwariteina e milonina), a metilwariteina teve
melhor resultado.

Na figura 68 (pag. 112) é visto que a roraimina (-12,08 Kcal.mol!) apresentou
interacao Pi-alquil entre o residuo MET-762 e anel aromatico D, e ainda uma interacéo
de empilhamento Pi-Pi em T entre o anel D com a Timina-9. Uma ligacdo carbono-
hidrogénio é observada entre a hidroxila do anel F com a Timina-9. A Adenina-12
interage com o anel F por empilhamento Pi-Pi, com o oxigénio da metoxila mediante
ligacdo com um par de elétrons Pi livres e com o grupo metila por ligacdo Pi-alquil.
Outras interagdes sao com a Guanina-13 por meio de uma Pi-Alquil com o0 grupo
metila do anel F e a ligagdo carbono-hidrogénio do grupo metila do anel A com
Citosina-8. A maioria das interac6es da roraimina com a Topo lla complexada com
DNA sao com nucleotideos da fita de DNA, isso indica que a roraimina pode manter o
complexo Topo lla/DNA, impedindo a religacao da fita de DNA e, consequentemente,

o0 aumento de radicais e fragmentos de DNA, levando a um quadro apoptético.
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Figura 68 — Docking molecular do etoposideo (A) e roraimina (B) com Topo lla/DNA em 2D.
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Observou-se que a roraimina apresentou interacdes com residuos de forma
similar ao etoposideo. Por exemplo, ambas as estruturas interagem com os residuos
de DNA Timina-9, Adenina-12, Guanina-13, Citosina-8, por intermédio de ligacdes de
hidrogénio, interacdes com pares de elétrons livres, empilhamento Pi-Pi e Pi-alquil.
Como os valores de energia livre de ligacdo entre o etoposideo e a roraimina sao
equivalentes, acredita-se que as ligagdes com estruturas do DNA desempenham
papel mais significante para a atividade inibitéria do complexo Topo lla/DNA, visto que
as duas estruturas apresentaram tipos de interacoes semelhantes com os mesmos
residuos.

Outra semelhanca € que ambas exibem interagcbes com alguns residuos da
Topoisomerase, também iguais; interacdes do tipo van der Waals com os residuos
MET-766 e GLU-461 em ambas; e outros tipos de ligacdes com ARG-487, ASP-463
e MET-762, os dois primeiros interagindo com ligac6es de hidrogénio no etoposideo
e Van der Waals na roraimina, e o ultimo por ligacéo Pi-alquil na roraimina e Van der
Waals no etoposideo. Muitas interagbes de van der Waals com as estruturas da
proteina confere a roraimina mais estabilidade no local ativo, as quais, num somatario,
reduzem a energia livre total, o que pode ser uma das justificativas da similaridade
entre os valores a roraimina e o etoposideo.

Dessa forma, além das interacdes com o DNA, outras interacdes entre a
proteina e a molécula ligada séo necessérias para interromper a Topoisoamrase Il no

local de clivagem, essas interacdes proteina-droga estabilizam a clivagem de ligagédo
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sitio-especifica por meio de ligagBes de hidrogénio e interacdes de van der Waals
(ALMEIDA et al., 2017).

Na Figura 69 visualiza-se a comparacdo entre a roraimina, Des-7-O-
metilroraimina, epi-des-7’-O-metilroraimina e metilwarifteina, dado que foram as trés
estruturas com melhores resultados.

Figura 69 — Docking molecular da Des-7-O-metilroraimina (A), metilwarifteina (B), roraimina (C) e epi-

des-7’-O-metilroraimina (D) com Topo lla/DNA em 2D.
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As estruturas da des-7-O-metilroraimina e metilwarifteina exibem mais

ligacdes com estruturas da proteina do que com as do DNA, ao contrario da roraimina
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gue promoveu mais ligagdes com os nucleotideos do mesmo. Nota-se que des-7’-O-
metilroraimina ainda apresentou ligagdes com alguns residuos de nucleotideos,
porém, alguns residuos diferentes dos vistos nas ligagbes do etoposideo,
pressupondo que foi a razdo pela qual sua energia livre sofreu um pequeno aumento.

Percebe-se também a influéncia da estereoquimica na energia livre dos
compostos docados observando as estruturas A e D, que séo isbmeros. Na Figura 69,
€ visto que que a estrutura A, S-des-7’-O-metilroraimina, faz mais ligacdes que seu
isdmero R-des-7’-O-metilroraimina (B); possibilitando uma conformacgao que melhore
as interacdes totais da molécula. Logo, de acordo com a energia livre de ligacéo, o
isbmero S (des-7’-O-metilroraimina) é mais ativo do que o R (epi-des-7’-O-
metilroraimina).

De modo geral, a presenca de mdltiplos aneis aromaticos na molécula
favorecem o empilhamento com os nucleotideos, por esse motivo algumas estruturas
apresentaram maior interacdo com elementos do DNA (SILVA FILHO et al., 2019;
GOUVEIA et al., 2019).

5.3.3. Docking molecular dos alcaloides de Cissampelos sympodialis Eichl.
para DNA.

O docking também foi feito sem a estrutura proteica da topoisomerase, para
investigar a capacidade dos compostos de interagirem diretamente com o DNA e
assim promover uma acao intercalante ou interacdo com os sulcos maiores e menores
do B-DNA, promovendo uma provavel atividade anticancer. Os valores de energia livre
de ligacdo com o B-DNA podem ser vistos na Tabela 8 (pag. 110).

Ao interpretar os dados da tabela, nota-se que a des-7’-O-metilroraimina
demonstrou melhor resultado (12,04 Kcal.mol'') com menor energia livre entre os
compostos analisados; vale acrescentar que a laurifolina (10,31 Kcal.mol?) também
apresentou melhoria em relagdo aos valores com a Topoisomerase complexada. As

Figuras 70 e 71 demonstram como as estruturas interagem com o B-DNA.
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Figura 70 — Interac&o da laurifolina com o B-DNA.

A laurifolina faz ligacdes de hidrogénios com Timina-8 e Adenina-18, ligacdes
de cargas atrativas e de carbono com Timina-20 e Citosina-9. As ligacdes carga-carga
sédo realizadas entre o Nitrogénio carregado positivamente da laurifolina com os
oxigénios dos residuos de nucleotideos, a ligacdes de carbono se fazem também por
ligacbes com os oxigénios da fita de DNA. Moléculas organicas carregadas
positivamente tem tendéncia a ocupar lugares de cations como Na* e Mg?*, que
estabilizam a estrutura do DNA, além de liga¢gBes eletrostaticas entre a carga positiva
e negativa do fosfato que séo importantes para a ligacéo e intercalagao entre os sulcos
do DNA (ALMEIDA et al., 2017).

Figura 71 — Interagcédo da des-7’-O-metilroraimina com o B-DNA.
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A des-7’-O-metilroraimina faz uma ligacdo de hidrogénio Guanina-16, um
empilhamento Pi-Pi em T com Citosina-11, uma intercdo Pi-Sigma com Guanina-12 e
ligacdo com um carbono da Citosina-15. Diferentemente da laurifolina, a des-7’-O-
metilroraimina ndo possui cargas positivas na sua molécula para intergir com o0s
grupos fosfato do DNA, contudo, possui aneis aromaticos ndo ligados (nao fundidos)
ligados por ligacGes que permitem a livre tor¢cdo desses sistemas (bem como outros
derivados bisbenzilisoquinolinicos), tornando possivel adquirir uma conformacao
apropriada para se ajustar ao ambiente ativo da proteina e/ou da curva helicoidal do
sulco do DNA (STREKOWSKI; WILSON, 2007). Além disso, as principais forcas de
intercalacdo do DNA sdo as interacbes com elétrons 1 e ainda, que contribuem
fortemente, as interacdes hidrofébicas e de van der Waals (SONI et al., 2017).

Diante do exposto, infere-se que os alcaloides de Cissampelos sympodialis sao
interessantes candidatos a farmacos com agdo anticancer e ainda, antibacteriana e
antiparasita, ja que essas atividades farmacoldgicas também podem ser alcancadas
devido a acédo de compostos nas Topoisomerases (MUKHERJEE; SASIKALA, 2013).
Os alcaloides com esqueletos bisbenzilisoqunolinicos, a principio, demonstraram
melhores resultados em relacéo aos alcaloides de nucleos fundidos, e adicionalmente,
interagem mais facilmente com o DNA, indicando que seriam bons ligantes no estudo
de modo de ligacdo com as cadeias.

Os esqueletos bisbenzilisoquinolinicos quando comparados com outras
estruturas, seriam candidatos a “venenos de topoisomerase” e, consequentemente,
Gteis no tratamento antitumoral, jA que essas moléculas interagem tanto com a
interface da topoisomerase quanto do DNA. Além disso, técnicas de quimica organica
podem ser utilizadas no melhoramento dessas moléculas naturais a fim de melhoras

tanto suas caracteristicas farmacodinamicas quanto farmacocinéticas.

5.4. Teste de citotoxicidade

O extrato etandlico bruto de C. sympodialis, a fracao total de alcaloides (FAT)
e as substancias vicentina-2 (Cs-2) e canferol-3-O-B-glicopiranosil-(1—6)-3-
galactopiranosideo (Cs-4), foram avaliadas quanto a sua capacidade de induzir efeitos
citotoxicos em células de cancer de mama (MDA-MB-231), melanoma humano (SK-
MEL), carcinoma de célon (HCT-116) e adenocarcinoma cervical (HeLa) e em células

normais de queratinocitos humanos (HaCat).
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O ensaio de MTT se baseia na conversdo do MTT em cristais de formazan por
células vivas, determinando a atividade mitocondrial, dado que para maioria de células
a atividade das mitocondrias esta relacionada ao numero de células viaveis, sendo
largamente usado para mensurar os efeitos citotdxicos in vitro de drogas em linhagens
celulares ou células primarias de pacientes (VAN MEERLOO; KASPERS; CLOOS,
2011).

Os resultados do ensaio foram expressos em porcentagem de crescimento em

comparagao com 0s grupos nao tratados e podem ser vistos nas Tabelas 9 e 10.

Tabela 9 — Inibicdo do crescimento de células pelo EEB (extrato etandlico bruto), FAT (fracdo de
alcaloides totais), vicenina-2 (Cs-2) e canferol-3-O-3-glicopiranosil-(1—6)-B-galactopiranosideo (Cs-4).

Inibicdo do crescimento (%)

Amostra
MDA-MB-231 SK-MEL HCT-116 HelLa
EEB 55,81 + 2,67 9,16 + 3,48 70,69 £ 0,63 -
FAT 96,77 £ 0,18 95,96 + 0,07 99,18 £ 0,21 -
Cs-2 13,18 + 0,56 0+0,57 33,68 £ 1,35 -
Cs-4 40,11 £ 0,39 0+0,87 14,25+ 1,25 6,72 £ 0,57

MDA-MB-231 = cancer de mama; SK-MEL = melanoma humano; HCT-116 = carcinoma de célon; HeLa
= adenocarcinoma cervical.

Tabela 10 — Inibicdo do crescimento em células ndo-tumorais (HaCat).

Inibicdo do crescimento (%)

Amostra
HaCaT
EEB 47,85 + 0,59
FAT 98,64 + 0,30
Cs-2 -
Cs-4 0+4.17

O extrato etandlico bruto apresentou maior atividade em células de carcinoma
de célon, com 70,69% de inibicdo, atividade moderada contra células de cancer de
mama, inibindo 55,81% do crescimento e ndo mostrou atividade contra células de

melanoma humano e baixa atividade para queratindcitos normais.
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A FAT demonstrou forte inducdo citotoxica em todas as linhagens testadas,
inclusive células ndo-tumorais. Isso pode se justificar pela concentracdo da amostra e
pela presenca de diferentes estruturas de alcaloides encontrados na milona.

A vicenina-2 ndo demonstrou atividade citotoxica em células de cancer de
mama e melanoma humano e, baixa atividade para carcinoma de cd6lon. O canferol-
3-0O-B-glicopiranosil-(1—6)-B-galactopiranosideo mostrou-se sem acdo citotoxica
para nas células de melanoma humano, carcinoma de colon e adenocarcinoma
cervical. Dos dois flavonoides glicosilados testados, a maior inibicdo causada por eles
foi de 40,11% em células de cancer de mama pelo canferol-3-O-B-glicopiranosil-
(1—6)-B-galactopiranosideo.

Os baixos valores de atividade citotoxica podem ser justificados pela
glicosilacéo dessas substancias. De modo semelhante, Wang e colaboradores (2018)
avaliaram a citotoxicidade pelo método de MTT do canferol e trés dos seus derivados
glicosilados (canferol-7-O-glicosideo, canferol-3-O-ramnosideo e canferol-3-O-
rutinosideo) em células de carcinoma hepatocelular humano, células de cancer de
célon de ratos e melanoma de ratos; eles observaram que o canferol demonstrou forte
atividade antiproliferativa, ao contrario de seus derivados glicosilados que néo
demonstraram atividade inibitéria. Um fator que deve ser considerado é a
concentracdo, os flavonoides foram testados na concentracdo de 25 pM, uma
concentracdo muito baixa para apresentar efeito significante.

O grau de lipofilicidade é importante na atividade citotoxica, de modo que
guanto maior sua afinidade aos lipidios melhor a sua atividade. O fato da hidrofilia dos
flavonoides aumentar de acordo com o numero de radicais hidroxila e grupos osidicos
reforca a baixa atividade citotéxica dos flavonoides glicosilados testados (YANG et al.,
2014; VELEVA et al., 2016).

Em sintese, existe a possibilidade do EEB das partes aéreas de milona, ap6s
testes mais aprofundados, ser utilizado como tratamento complementar de cancer de
célon e de mama. A FAT demonstrou atividades elevadas nas trés linhagens testadas,
sendo necessarios mais estudos a fim de descobrir a concentracdo segura de uso
sem que aja repercussao em células saudaveis. E quanto aos glicosideos, alteracdes

estruturais podem ser realizadas para melhorar sua atividade citotoxica.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo fitoquimico de Cissampelos sympodialis Eichl. promoveu o isolamento
de quatro substancias glicosiladas, sendo elas: o nucleosideo adenosina, o flavonoide
C-glicosideo vicenina-2, e os O-glicosideos quercetina-3-O-B-glicopiranosil-(1—6)-3-
galactopiranosideo e canferol-3-O-B-glicopiranosil-(1—6)-B-galactopiranosideo. Visto
gue sao conduzidos estudos com a espécie desde os anos 80, se concentrando nos
seus compostos alcaloidicos, os glicosideos estdo sendo relatados pela primeira vez
na espécie.

O estudo de espectrometria de massas da fracdo em estudo levou a
identificacdo de 10 substancias presentes na amostra: acido cafeico-hexosideo,
salsolinol, guanosina, acido siringico-O-hexosideo, magnoflorina, &lcool benzilico-
hexose-pentose, aromadendrina-hexosideo, apigenina-6-C-glicosideo, isoquercetina
e astragalina.

O estudo in silico apontou que a roraimina € um bom candidato para estudos
acerca da sua capacidade antitumoral por interagdo com a Toposiomerase lla e com
0 DNA e a des-7’-O-metilroraimina como ligante de DNA. De modo geral, os alcaloides
bisbenzilisoquinolinicos demonstram interagbes com os alvos em questédo, Uteis na
atividade anticancer.

O ensaio de MTT apontou que o EEB das partes aéreas possui atividade
inibitéria de células de cancer de célon e de mama. A FAT foi capaz de inibir
fortemente as linhagens de cancer de colon, cancer de mama e melanoma humano,
embora tenha apresentado acao contra células normais. O teste também demonstrou
gue os flavonoides glicosilados ndo possuem atividade significante contra as
linhagens de células cancerosas testadas.

Conclui-se que a espécie tem potencial atividade antitumoral e que
eventualmente pode ser usada como complemento no tratamento do cancer, além de
teoricamente possuir compostos quimicos que podem vir a se tornarem farmacos

atuantes contra neoplasias.
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