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RESUMO

Cissampelos sympodialis (Menispermaceae) ¢ uma espécie popularmente conhecida como
milona usada na medicina popular para o tratamento de varias condic¢des, especialmente aquelas
relacionadas a doencas respiratdrias. Varios alcaloides bisbenzilisoquinolinicos ja foram
anteriormente isolados desta espécie. Neste trabalho, foi utilizado um método de Cromatografia
liquida de Alta Eficiéncia preparativa para obter subfra¢des da Fragdo de Alcaloides Terciarios
Totais (FATTrz) preparada a partir dos rizomas da espécie e para isolar warifteina a partir da
FAT. Seis subfracdes e a warifteina isolada foram testadas frente ao sorotipo II do Virus da
Dengue (DENV-2) e frente a cepa do virus da Zika (ZIKV) circulante no Brasil. Foi utilizada
uma linhagem de células epiteliais (Vero) para avaliar a citotoxicidade e selecionar
concentragdes a serem testadas das amostras contra DENV-2 e ZIKV. O efeito antiviral das
amostras foi comparado ao do ribosideo da 6-metilmercaptopurina (6MMPr), um anélogo
nucleosideo com atividade antiviral recentemente caracterizada. Todas as subfracdes da FAT
demonstraram um efeito antiviral contra DENV-2 e ZIKV, mas o pico cromatografico 6 em
particular demonstrou uma atividade antiviral promissora frente a DENV-2 com concentragdo
inibitdria (ICso) de 3,3 uM e concentracdo citotdoxica média (CCso) de 35,44 uM, apresentando
indice de seletividade (IS) de 10,74, enquanto a warifteina demonstrou potente efeito antiviral
frente ao ZIKV, com uma ICso de 2,2 uM e CCso de 150,3 puM, com um IS de 68,3. O pico 6

foi posteriormente identificado como metilwarifteina.

Palavras-chave: Cissampelos sympodialis; Virus da Dengue; Virus Zika; Atividade antiviral;

Alcaloides Bisbenzilisoquinolinicos.



ABSTRACT

Cissampelos sympodialis (Menispermaceae) is popularly known as milona and is used in Brazil
for the treatment of several diseases, mainly related to respiratory conditions. A number of
bisbenzyilisoquinoline alkaloids have been previously isolated from the species. In this work,
preparative High Performance Liquid Chromatography (HPLC) was used to obtain subfractions
of the tertiary alkaloid fraction (TAF) prepared from the rhizomes, and to isolate warifteine
from TAF. Six TAF subfractions in addition to warifteine were tested against serotype I Dengue
virus (DENV-2) and against the epidemic Zika virus (ZIKV) strain circulating in Brazil. We
used an epithelial (Vero) cell line to evaluate the cytotoxicity and select concentrations to be
tested of the samples against DENV and ZIKV. The antiviral effect of samples was compared
to that of 6-methylmercaptopurine riboside (6MMPr), a nucleoside analog with recently
characterized antiviral activity. All TAF subfractions were active against DENV and ZIKYV, but
peak 6 in particular showed a promising antiviral effect against DENV with inhibitory
concentration (ICso) of 3.3 uM and a 50% cytotoxic concentration (CCso) of 35.44 uM, with a
selectivity index (IS) of 10.74, while warifteine showed a marked antiviral effect against ZIKV,
with an ICso of 2.2 uM and CCso of 150.3 uM, with a IS of 68.3. Peak 6 was later identified as

methylwarifteine.

Keywords: Cissampelos sympodialis; Dengue virus; Zika virus; Antiviral activity;

Bisbenzylisoquinoline alkaloids.
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1. INTRODUCAO

Cissampelos sympodialis Eichl é uma angiosperma eudicotiledonea da familia
Menispermaceae endémica no Brasil, presente nas regides nordeste e sudeste, desde o estado
de Ceara até o estado de Minas Gerais, conhecida popularmente como “milona”, “jarrinha”,
“orelha de onga” e “abuteira”. Possui seu habitat em areas abertas de solo argiloso. Suas folhas
e raizes sdo utilizadas na medicina popular para o tratamento de doengas do trato respiratorio,
reumatismos e artrite (Barbosa-Filho et al., 1997; Agra et al., 2007).

Do ponto de vista quimico, a Cissampelos sympodialis possui varios alcaloides
isoquinolinicos ja isolados, dentre eles, destacam-se a milonina (De Freitas et al., 1995),
warifteina (De F. Cortes et al., 1995), metilwarifteina e laurifolina (Barbosa-Filho et al., 1997),
liriodenina e roraimina (De Lira et al., 2002). Alguns destes alcaloides possuem importantes
atividades farmacoldgicas, com varios estudos realizados, como a¢do espasmolitica e efeito
citotoxico, atribuidas a warifteina e a milonina (De Freitas et al., 1996; Melo et al., 2003), anti-
anafilatica (Thomas et al., 1997), anti-inflamatéria (Lima et al., 2001). Esta tltima relacionada
a diminui¢do da func¢do de macrofagos (Alexandre-Moreira et al., 2003) e na inibicdo da
migracdo de neutréfilos (Lima et al., 2014). Apesar destas variadas atividades farmacoldgicas
o grande foco no estudo desta espécie tem sido a sua a¢cdo no tratamento de asma em varios
modelos experimentais desta patologia (Alexandre-Moreira et al., 2003; Cerqueira-Lima et al.,
2010; Bezerra-Santos et al., 2012; Vieira et al., 2013).

Apesar do foco das pesquisas terem at¢ o momento se concentrado no efeito
imunomodulador e anti-asma da espécie e de seus constituintes, varios alcaloides
isoquinolinicos e, especialmente, bisbenzilisoquinolinicos tém demonstrado importante efeito
antimicrobiano e efeito antiviral. Podemos destacar o efeito sobre o virus HIV-1 da
fangchinolina (Wan et al., 2012), o efeito sobre o virus herpes simplex (HSV-1) de 13 alcaloides
bisbenzilisoquinolinicos isolados de Staphania sepharantha (Nawawi et al., 1999), o efeito
sobre o virus Influenza do alcaloide bisbenzilisoquinolinico isotetrandrina isolado da Mahonia
bealei (Zeng et al., 20006).

Mais recentemente, espécies do género Cissampelos com atividade antiviral foram
identificadas, incluindo a Cissampelos pareira, com atividade para os quatro sorotipos da
dengue (Sood et al., 2015) e a propria Cissampelos sympodialis, cujo extrato aquoso das folhas

apresentou atividade contra Dengue tipo 2 (Leite et al., 2016).
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Essa variedade de atividades biologicas e, principalmente, o potencial antiviral dos
alcaloides bisbenzilisoquinolinicos ressalta a importancia de se investigar e buscar substancias
com atividade antiviral na fragao de alcaloides das raizes da espécie Cissampelos sympodialis.
Desta forma, neste trabalho a fracao de alcaloides terciarios totais dos rizomas (FATTrz) desta
espécie foi isolada e separada em subfragdes por meio da técnica Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia Preparativa (CLAE-prep) e as mesmas foram submetidas a testes de atividade
antiviral frente aos virus dengue subtipo 2 (DENV-2) e Zika virus (ZKV).

A escolha dos virus da Dengue e Zika se justifica pela relevancia destas arboviroses
para a saide humana, ambas transmitidas pelo mesmo vetor, Aedes aegypti que possui sua
ocorréncia em paises de climas tropicais e subtropicais, além de serem doencas negligenciadas
e graves. O virus DENV possui quatro sorotipos e representa um grande problema de satde
publica, com um efeito social € econdmico substancial, especialmente em um pais da extensao
geografica do Brasil, com elevado numero de casos e elevada morbimortalidade (Guzman e
Harris, 2015). Ja as infecgdes por ZKV tém sido associadas ao aborto espontaneo, microcefalia
congénita via transmissdo materno-fetal, uma condi¢cdo congénita cerebral potencialmente fatal
e a disturbios neuroldgicos, como a sindrome de Guillain-Barre (Aziz et al., 2017). Nenhuma
destas condi¢des possui tratamento antiviral definitivo eficaz até o presente momento.

Portanto, a execugdo do estudo estd inserida dentro da necessidade de se buscar
alternativas ou futuras possibilidades de tratamento para essas doengas ditas negligenciadas,
visto que ocorrem em regides de clima tropical e subtropical, locais mais propicios a adaptagdo
do vetor e, comumente em paises ditos em desenvolvimento, os quais sdo desprovidos do
interesse de investimento por parte das industrias farmacéuticas devido ao reduzido potencial

de retorno lucrativo para as mesmas (Decit, 2010).

19



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Cissampelos sympodialis

A C. sympodialis ¢ uma planta que apresenta seu habitat nas regides Nordeste e Sudeste
do Brasil, do Ceara a Minas Gerais. E uma trepadeira frequentemente encontrada em areas
abertas como subarbustos em solo argiloso, mede de 80 — 100 cm de comprimento, apresenta
seus frutos na cor vermelho alaranjado quando maduro (Figura 1) e medindo cerca de 1,0 — 1,5

cm de didmetro (Eichler, 1887).

Figura 1. Fotos dos frutos e folhas de Cissampelos sympodialis Eichl., no horto do Centro de
Biotecnologia (UFPB).

A espécie apresenta folhas alternas, pecioladas, peltadas, com lamina medindo
aproximadamente 2,0 — 6,0 x 1,5 — 6,5 cm (Figura 2), possuindo a forma oval ou deltoide, com
suas faces adaxial e abaxial entre verde brilhante escuro e verde claro opaco, apresentando entre

7 — 11 nervuras (Agra et al., 2008).
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Figura 2. Face adaxial da folha (1) e face abaxial (2).(Agra et al., 2008)

O género Cissampelos esta compreendido entre 19 espécies, das quais 9 sdo recorrentes
no Brasil, sendo trés espécies predominantes na Paraiba: C. sympodialis, C. glaberrima e C.
ovalifolia e, segundo Barbosa-Filho e colaboradores (1997), as duas primeiras sdo as mais
estudadas devido a maior disponibilidade (Barbosa-Filho et al, 1997). A espécie C.

sympodialis apresenta a seguinte organizacao taxondmica (Tabela 1):

Tabela 1. Classifica¢do taxonomica da Cissampelos sympodialis.

REINO Plantae

DIVISAO Magnoliophyta
CLASSE Magnoliopsida

SUB - CLASSE Magnoliidae
ORDEM Ranunculales
FAMILIA Menispermaceae
GENERO Cissampelos
ESPECIE Cissampelos sympodialis Eichl

2.1.1. Alcaléides de C. sympodialis e atividades biolégicas

Dentre os estudos ja realizados com a C. sympodialis, vérios alcaloides foram isolados,
principalmente dos rizomas e das folhas. Destes, merecem destaque aqueles derivados do
nucleo isoquinolinico, entre eles os bisbenzilisoquinolinicos, warifteina (WAR) e metil-

warifteina (m-WAR) (Alencar, 1994; Cortes et al., 1995; De Freitas et al., 1996; Barbosa-Filho
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et al., 1997). Nas folhas encontramos um alcaloide de nucleo incomum para Menispermaceae,
o morfindmico milonina (De Freitas et al., 1996), o benzilisoquinolinico, coclaurina (De Lira
et al., 2002), e nos rizomas, os bisbenzilisoquinolinicos simpodialina B-N-6xido (Alencar,
1994), roraimina (De Lira et al., 2002) e os epimeros des-7 -metilroraimina e epi-des-7"-O-
metilroraimina (Marinho et al., 2013), além dos aporfinicos, laurifolina (Alencar, 1994) e
liriodenina (De Lira et al., 2002). Destes alcaloides o que ocorre em maior concentracao (cerca
de 1% do peso do extrato etandlico bruto dos rizomas) ¢ a WAR (Barbosa-Filho ef al., 1997).
Na Tabela 2 esta descrito um resumo das principais atividades biologicas relacionadas aos
alcaloides j4 isolados da espécie, suas estruturas e as referéncias bibliogréaficas relacionadas

mais importantes.
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Tabela 2. Principais alcaloides isolados de Cissampelos sympodialis Eichl com atividades biologicas relatadas.

Alcaloide/Estrutura quimica Atividade bioldgica Parte da planta
Pode atuar como agente antiretroviral | Presente nas folhas de Cissampelos
OMe promissor  uma vez que inibiu | sympodialis Eichl.
consideravelmente o virus da transcriptase
HO reversa de mieloblastose em aves (Juca, 1998)
MeO
+
HO

N
7N\

Laurifolina (Alencar, 1994)

MeO

Simpodialina-B-N-6xido (Alencar, 1994)

N3do relatada

Presente nos rizomas da Cissampelos
sympodialis Eichl
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Milonina (De Freitas et al., 1995)

. Efeito hipotensor e vasorelaxante em ratos
normotensos (Cavalcante et al., 2011).

. Efeito espasmolitico (De Freitas et al., 1996;
Melo et al., 2003).

. Efeito citotoxico em cultura de hepatocitos e
fibroblastos V79 (Melo et al., 2003)

. Pode contribuir para os efeitos antialérgicos
do extrato de Cissampelos sympodialis Eichl.
(Bezerra-Santos et al., 2012)

Presente nas folhas de
sympodialis Eichl.

Cissampelos

< A

H
0]
MeO OMe

Metil-warifteina (Barbosa-Filho et al., 1997)

Mostrou atividade inibitéria significante e
reprodutivel contra células de carcinoma em
cultura de células da nasofaringe (Kupchan e
Fujita, 1965; Cortes et al., 1995)

Presente nas folhas e rizomas
Cissampelos sympodialis Eichl

de
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MeO OH
Warifteina (Barbosa-Filho ef al., 1997)

. Mostrou atividade espasmolitica, efeito
relaxante tanto tecido de musculo liso
vascular quanto no nao vascular (Cortes et al.,
1995; De Freitas et al., 1996; Melo et al.,
2003).

. Apresentou citotoxicidade em linhagem de
fibroblastos (V79); inibi¢ao da degranulagdo
de mastocitos e da liberacdo de histamina
(Melo et al., 2003).

. Aglo anti-alérgica (Bezerra-Santos et al.,
20006)

. Inibe seletivamente a atividade de AMPc
fosfodiesterase (Thomas et al., 1997).

. Induz o relaxamento muscular pela inibi¢ao
de canais de calcio e modificacdo dos
estoques intracelulares de calcio sensiveis a
noradrenalina (De Freitas, 1994; Cortes et al.,
1995).

Presentes nas folhas e rizomas

Cissampelos sympodialis Eichl

de

Liriodenina (De Lira et al., 2002)

. Virias atividades farmacologicas, como
antitumoral, antibacteriana, antiflingica e
trypanocida, bem como anti-Alzheimer (Liu
etal.,2010).

. Atividade larvicida contra larvas de Aedes
aegypti (Feitosa, 2009).

Presente nas folhas de Cissampelos

sympodialis Eichl
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(0]
\
N
MeO OMe

Roraimina (De Lira et al., 2002)

Pode contribuir para os efeitos anti-alérgicos
do extrato de Cissampelos sympodialis Eichl
(Bezerra-Santos et al., 2012).

Pressente nos rizomas de Cissampelos
sympodialis Eichl
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2.2. Virus da Dengue e Zika

Os virus da Dengue e Zika s3o virus da familia flaviviridae e possuem o RNA como
acido nucleico. Sao ambos exemplos de arbovirus, que ¢ um termo usado para os virus que se
transmitem aos homens através de insetos (mosquito) infectados. Apresentam muitas barreiras
para acumular mutacdes como consequéncia da dupla replicacdo, tanto em hospedeiros
mamiferos como invertebrados, conduzindo assim a uma fixagdo relativamente lenta de
mutacoes (Ribeiro et al., 2017).

A preferéncia de infecgdo por parte dos flavivirus € por tropismo tecidual, tendo sua
forma de contagio preferencialmente em células ou tecidos especificos, assim categorizando o
seu padrao de infecgdo (Boldescu et al., 2017). Para o virus da Zika, por exemplo, ha um
tropismo relativo para células do tecido neural, ocular, testicular e placentario (Shaily e
Upadhya, 2019). Desta forma, este virus pode causar numerosas patologias neuroldgicas,
podendo ocasionar convulsdes, mielite, encefalite ¢ em casos mais graves dano cerebral
permanente e paralisia (Selvey et al., 2016; Boldescu ef al., 2017). Por outro lado, a DENV nao
se enquadra como uma infec¢ao neurotropica, pois a sua viabilidade se da devido a interagao
com receptores de superficie celular (Acosta et al., 2009).

A prolifera¢do viral na célula hospedeira ocorre com processamento do genoma em
proteinas estruturais: a proteina do capsideo (Proteina C); a proteina de membrana (Proteina M)
que se origina a partir de uma proteina pré-membrana (prM); a glicoproteina do envelope
(Proteina E) e sete proteinas ndo estruturais (Rice et al., 1985). O ciclo de replicagdo viral ocorre
inicialmente com a formacao de particulas virais imaturas, formadas pelo complexo de proteina
pré-membrana e da proteina do envelope e nesse complexo ocorrem alteracdes que permitem
que as particulas amaduregam, ou seja, que levem a montagem completa do virion conferindo-
lhe entdo a capacidade infectiva.

E os virus DENV e ZKV apresentando homologia proteica entre 45 ¢ 55% com
caracteristicas estruturais essenciais incluindo o envelope (E) ate o proprio capsidio (C) bem
como também o precursor de membrana (prM). Contudo as infec¢des causadas por esses virus
induz anticorpos contra essas proteinas bem como também contra proteinas ndo estruturais
NSI, NS3 e NS5, consequentemente sendo observado reatividade imunoldgica consideravel
entre esses virus, portanto existindo sim técnica sorologica para diagnostico como por exemplo

a ELISA (Zaidi et al., 2019)
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Figura 3. Estrutura viral madura (A-C) e imatura (D-E), caracteristica dos flavivirus. FONTE
(Sirohi e Kuhn, 2017)

A estrutura da particula viral dos flavivirus € exemplificada pelo esquema mostrado na
Figura 3, a qual apresenta particulas virais imaturas (D-F) e particulas virais maduras (A-C),
conforme evidenciado por estudos de cristalografia de raios-X (Sirohi e Kuhn, 2017). A
particula viral madura do virus Zika possui 50 nm de didmetro e 180 copias das proteinas E e
M inseridas na membrana viral. A Figura 3 apresenta também as particulas virais em sessao
transversal (B e E). Nas apresentacdes C e F destacam-se a geometria icosaédrica da particula
viral e as cores representam diferentes proteinas do capsideo e envelopes virais.

A entrada do flavivirus no meio intracelular (Figura 4) ocorre através de endocitose
intermediada pela proteina clatrina que ¢ produzida pela célula eucarionte como mecanismo de
defesa através do processo digestivo exercido pelos lisossomos. Nesse processo ocorre uma
mudanca de pH que ir4 favorecer o rearranjo entre o envelope viral e a membrana endossomica,
promovendo a liberagao do genoma viral RNA no citoplasma, que ira a partir dai, completar o

seu ciclo através do dominio metabolico da célula eucarionte, utilizando de seu maquinario
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energético e material para montagem de suas copias, completando assim seu ciclo lisogénico

ou litico (Botting e Kuhn, 2012; Hu e Sun, 2019).

Liberag3o do
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gy A Virus imaturo & g
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poliproteinas o o

Replicacso do
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Figura 4. Representacdo esquematica do ciclo de replicacdo dos flavivirus. A. Os virions se
ligam as moléculas e receptores de superficie celular e sdo internalizados por endocitose. B. A
acidifica¢do do endossoma, permite a desmontagem do virus, liberando o RNA no citoplasma.
C. O RNA viral ¢ traduzido em uma poliproteina que é processada por proteases virais e
celulares. D. As proteinas ndo estruturais replicam o RNA do genoma. E. A montagem do virus
ocorre na membrana do reticulo endoplasmaético (ER), sendo a proteina do capsideo e 0o RNA
viral envolvidos pela membrana do ER e glicoproteinas para formar particulas imaturas do
virus. F. As particulas virais imaturas sdo transportadas para o aparelho de Golgi. No pH baixo
do trans-Golgi, ocorre a maturagdo do virus, através da clivagem mediada por furina da prM a

M. G. O virus ¢ liberado do citoplasma. FONTE ADAPTADA: (Hu e Sun, 2019)
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2.2.1. Virus da Dengue

O Virus da Dengue foi isolado pela primeira vez no Havai em 1944 (Sukhralia et al.,
2019) e no final do século 20 e inicio do século 21 ocorreu uma rapida difusdo espacial com
um aumento geografico de seus vetores pertencentes ao género Aedes. Isso devido ao fato do
Aedes aegypti e Aedes albopictus nao terem passado por métodos efetivos de controle e também
pela falta de vacinas ou tratamentos antivirais (Barrrows et al., 2018).

O DENV atualmente circula em regides tropicais e subtropicais em todo mundo (Figura
5), tendo como seu principal vetor o 4. aegypty e como vetor secundario, o A. albopictus. E
relatada a existéncia de quatro sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 ¢ DENV-4 com
manifestagdes clinicas semelhantes e presentes em paises tropicais e subtropicais da Terra

(Acosta et al., 2008).
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Figura 5. Prevaléncia do virus da Dengue no mundo. FONTE ADAPTADA: (Guzman e Harris,
2015).

Dos seus quatro sorotipos, 0 DENV-2 ¢ considerado o sorotipo mais virulento. Além da
forma de transmissdao mais comum atraveés do inseto vetor, o virus pode também ser transmitido
verticalmente na gravidez e via transfusio sanguinea (Patterson ef al., 2016b). E uma das
doencas mais infecciosas e mais frequentes do Brasil e um dos principais problemas de satde
publica do mundo. Segundo estimativa da OMS, cerca de 80 milhdes de pessoas sdo infectadas

anualmente, com cerca de 550 mil hospitalizagdes e 20 mil 6bitos (Costa et al., 2011).
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Individuos infectados pela DENV apresentam disponibilidade de transmissao por volta de 4 a
5 dias chegando num tempo maximo de 12 dias, enquanto que no caso dos pacientes acometidos
pelo Zika virus, a transmissdo ocorre no maximo por 5 dias (Prevention., 2018).

A Organizagdo Mundial de Satde (OMS) classifica a gama de desfechos clinicos
causados pela infecgdo por DENV em: casos assintomaticos (dengue sem sinais de alarme) e
casos sintomaticos, com alguns sinais de alarme. Os sinais de alarme incluem petéquias,
sangramento gengival, dor abdominal intensa e continua e hipotermia. A dengue com sinais de
alarme pode evoluir para uma doenga com distirbios hemodindmicos importantes resultando
em febre hemorragica, choque hipovolémico e morte. Recentemente, uma vacina atenuada
nomeada Dengvaxia—Sanofi Pasteur foi licenciada para preven¢do da doenga, porém a mesma
ainda ndo estd amplamente distribuida para a populacdo (Coudeville et al., 2016). A vacina
desenvolvida confere prote¢do cruzada aos quatro sorotipos da DENV (Garcia et al., 2017).

A Figura 6 ilustra um teste diagnostico simples e muito utilizado para identificar o
subgrupo de pacientes com diagnostico clinico de Dengue que possuem maior risco de evolugao
para a forma hemorragica grave da doenga. O teste consiste em insuflar o manguito do
esfigmomandmetro no brago do paciente, manter uma pressao sustentada como um torniquete,
enquanto observa-se a formagio de petéquias em uma area de 2,5 cm? no antebrago do paciente.
O teste do lago ¢ considerado positivo quando mais de 20 petéquias sdo assim observadas

(Patterson et al., 2016b).

Figura 6. Prova do laco para determinacao de fragilidade capilar. Fonte: (Patterson et al.,
2016b).

31



Embora o teste do lago ndo possua sensibilidade e especificidade para diferenciar a
Dengue de outras condi¢des, 0 mesmo serve para se implementar tratamento e monitoramento
mais cuidadoso.

Por enquanto, o combate mais eficaz na prevencdo dessa e outras arbovirores ¢ o
combate ao mosquito transmissor. Porém, o controle e erradicacdo da Dengue através do
combate ao vetor tem se tornado cada vez mais dificil devido ao seu crescimento nas areas
urbanas e também ao grande aumento nas viagens domésticas e internacionais, dentre outros

fatores (Gould et al., 2017).

2.2.2. Virus da Zika

O virus da Zika ¢ um flavivirus que esta intimamente relacionado estruturalmente com
o da Dengue, tendo o seu primeiro isolamento em um macaco na floresta Kiika, na Uganda, em
1947. O virus foi, durante muito tempo, reconhecido por causar apenas uma infec¢do
assintomatica ou uma febre leve em humanos. Por esta razao e por causar pouca preocupagao
a medicina, foi esquecido por décadas. Antes de se emergir para o hemisfério ocidental, em
marco de 2015, a Zika era relativamente desconhecida, fora em pequenos surtos na Africa e
sudeste da Asia, quando ocorreu um grande surto, no qual cerca de 73% da populag¢io de uma
pequena ilha do pacifico Yape foi acometida pelo Zika, de acordo com dados soroldgicos
(Patterson et al., 2016b). Entretanto, entre 2007-2016 o virus se espalhou do oriente para o
ocidente, cruzando o Pacifico, resultando na epidemia de 2015-2016 nas Américas. Durante
esta epidemia, a correlagdo entre exposicdo ao virus Zika e casos de microcefalia congénita
recebeu significativa aten¢do da midia e, entdo, a partir de fevereiro de 2016, a infec¢do por
este virus foi declarada oficialmente pela OMS, como uma preocupacdo emergente de grande
importancia para a saide publica internacional (Aziz et al., 2017).

O virus da Zika ¢ transmitido pela picada do mesmo vetor da Dengue, o Aedes aegypti,
embora alguns estudos realizados no Brasil indicam que o Zika também pode ser transmitido
pelo mosquito Culex quinquefasciatus (Guedes et al., 2017). Apesar do mecanismo primario de
transmissdo ser através do mosquito infectado, ha casos no Brasil de transmissao entre parceiros
possivelmente durante o estagio de viremia e infec¢des relacionadas a transfusdo. O virus

também foi isolada na urina, saliva e leite materno de individuos infectados, embora nenhuma
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dessas fontes tenham sido relatadas como meios transmissores potenciais até a data (Patterson
et al.,2016b).

O processo de viremia pode se desenvolver como uma doencga rapida com sintomas de
febre, conjuntivite ndo purulenta, erup¢do cutanea maculopapular que se caracteriza por
pequenas manchas projetadas na pele (Figura 7), artrite, cefaleia e vomitos (Patterson et al.,

2016b).

Figura 7. Erup¢ao cutdnea em um paciente com infeccdo por Zika. FONTE: (Patterson ef al.,

2016a)

O desenvolvimento de terapias antivirais e a criagdo de vacinas contra o Zika sdo pontos
importantes para o controle da infecgdo, principalmente entre os grupos de maior risco como
mulheres gravidas (Fernandez e Diamond, 2017). A forma mais comum de tratamento
acompanha a forma atual indicada para a Dengue a qual consiste em repouso prolongado,
ingestdo de muito liquido (soro reidratante) e o uso de anti-inflamatorios nao esteroidais
(AINESs) para alivio da dor e febre, exceto o acido acetilsalicilico e outros com efeito sobre a

agregacao plaquetaria, sendo o mais indicado o paracetamol (Aziz et al., 2017).
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2.3. Atividade antiviral de alcaloides bisbenzilisoquinolinicos e extratos da familia

Menispermaceae e das espécies do género Cissampelos

Devido a necessidade por tratamentos alternativos ou de formas para atenuar o
sofrimento diante de doencgas negligenciadas, paises em desenvolvimento t€ém buscado
substancias bioativas a partir de plantas medicinais. E o que se observa na medicina tradicional
Indiana e Chinesa, as quais possuem um rico repertorio de espécies que sao usadas, muitas
vezes, para o tratamento de doencas com sintomas e manifestacdes clinicas semelhantes aos da
infeccdo por DENV. Para isso, uma abordagem de triagem guiada por bioensaio para explorar
o bio-recurso fitoterapico e identificar plantas com atividade inibitdria frentre aos quatro
sorotipos do DENYV foi realizada utilizando linhagens de células Vero de rim de macaco e de
hepatoma humano como meio de cultura. Dentre as espécies avaliadas, uma das que apresentou
maior atividade foi a Cissampelos pareira, com uma ICso < 100 pg/mL O extrato metandlico
desta espécie inibiu a replicacdo viral em culturas de células e protegeu camundongos contra a
infec¢do, sem apresentar efeitos toxicos em ratos (Sood et al., 2015).

Além de Dengue e Zika, substancias derivadas de plantas possuem importancia frente a
outras doengas virais. O HIV, Virus da Imunodeficiéncia Humana Adquirida ¢ responsavel por
uma epidemia global e de acordo com as tltimas estatisticas fornecidas pelo programa Conjunto
das Nag¢des Unidas sobre HIV, estima se que 33,3 milhdes de pessoas vivem com o HIV e que
este tenha causado 1,8 milhdes de 6bitos em 2009. Desde o surgimento deste retrovirus, terapias
vém sendo desenvolvidas para o controle da replicacdo viral e a consequente progressdo da
doenca. Tendo em vista que o envelope viral ¢ de fundamental importancia para fixa¢do na
membrana celular do hospedeiro e posterior infec¢dao por parte do virus, o processamento de
proteinas envolvidas em sua sintese como a poliproteina inativa (gp160) dentre outras podem
ser um alvo atraente para suprimir uma infec¢ao pelo HIV-1. Nesse contexto, as plantas entram
com fundamental importancia como fonte de novos medicamentos pelo fato de oferecerem uma
variedade de compostos, dentre os quais alguns ja foram identificados como inibidores de
diferentes estagios do ciclo de replicacdo do HIV e encontram-se em diferentes estagios de
testes clinicos.

Em um estudo realizado por Wan e colaboradores (2012), foi descrito um alcaloide
bisbenzilisoquinolinico, a fangchinolina, que ¢ derivada de uma planta herbacea pertencente a

familia Menispermaceae originaria da China e de Taiwan, a Stephania tetrandra. Esta
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substancia demonstrou a propriedade de inibir a propagac¢ao do HIV-1 ao atingir o envelope em
um estagio tardio do ciclo de replicagdo viral, sendo assim identificada como um novo agente
anti-HIV por uma triagem baseada em células de compostos derivados de fitoterapicos
Chineses. Porém, a fangchinolina exibiu um indice terap€utico relativamente baixo no ensaio
in vitro anti-HIV, indicando uma utilidade terapéutica relativamente limitada. No entanto,
estudos mais aprofundados de relacdo estrutura/atividade podem ajudar a resolver esse
problema, visto que a fangchinolina possui muitos andlogos que ocorrem naturalmente. A
tetrandrina, um analogo estreitamente relacionado, exerceu um perfil anti-HIV-1 similar e tais
analogos podem servir como protdtipos para o desenvolvimento de novos fairmacos antivirais
(Wan et al., 2012).

Em 1960 foi autorizado a utilizagao do primeiro antiviral, a idoxuridina, para tratamento
de herpes, com o avango na eficicia e seguranca. Apos 20 anos foi descoberto o aciclovir, que
foi aprovado como inibidor especifico da replicacdo do virus Herpes simples tipo 1 (HSV-1),
Herpes simples tipo 2 (HSV-2) e da varicela zostervirus (VZV). Recentemente, foram
desenvolvidos varios andlogos nucleosideos como agentes anti-herpéticos, mas a limita¢ao
terapéutica desses analogos de nucleosideos inclui o desenvolvimento de resisténcia por parte
de algumas cepas através da mutagdo de genes virais, portanto sendo necessario a busca por
novos tipos de agentes antivirais que tenham uma eficacia em uma gama mais ampla de cepas
virais. A atividade para Herpes simples HSV-1 da espécie Stephania cepharantha, uma planta
medicinal Chinesa, foi encontrada por meio de uma triagem de 30 plantas. Tendo em vista essa
propriedade biologica, o extrato de seus tubérculos (raizes), foi submetido ao isolamento no
qual foram obtidos um total de 49 alcaloides, dos quais 17 foram ativos para HSV-1, incluindo
13 bisbenzilisoquinolinicos (Nawawi et al., 1999).

O Instituto Botanico do Sul da China tem em registro mais de 50 espécies do género
Mahonia (Berberidaceae), no qual as folhas, raizes e caules tem sido, hd muito tempo, utilizadas
na medicina popular por possuirem capacidade desintoxicante. Algumas espécies do género
Mahonia possuem alguns alcaloides que foram extraidos, incluindo oxiacantina, berbamina,
columbamina, isotertrandrina, jatrorrizina, palmatina e berberina, que apresentam propriedades
farmacoldgicas. Nos experimentos in vitro realizados pelos pesquisadores, demonstrou-se a
propriedade anti-influenza das raizes de M.bealei, que esta intimamente relacionada com os
alcaloides. Posteriormente, identificaram a 1sotetrandrina, um alcaloide

bisbenzylisoquinolinico, como o responsavel pela atividade anti-influenza (Zeng et al., 2006).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Realizar fracionamento biomonitorado da fracao de alcaloides totais de Cissampelos
sympodialis Eichl com vistas no isolamento de substancias com atividade antiviral para DENV

e ZKV.

3.2. Objetivos Especificos

v' Preparar o extrato etandlico bruto, a FAT e as subfracdes da FAT dos rizomas da espécie
Cissampelos sympodialis Eichl,

v' purificar os alcaléides via CLAE-prep;

v’ caracterizacdo dos alcaloides purificados relacionados como subfragdo 5 € 6 por meio
de técnica espectroscopica;

v submeter as fragdes isoladas a testes de atividade antiviral frente a DENV e ZKV.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Substancias e reagentes

Para realizacdo da marcha de isolamento de alcaloides para Cissampelos sympodialis
Eichl foram utilizados como solventes: etanol 96° (Toscano); etanol (Merck); agua destilada;
agua purificada (Direct-Q® 5UV); &cido cloridrico, HCI a 3%; (Merck); hidréxido de amdnio,
NH4OH, (Merck); cloroférmio, (Vetec); metanol grau HPLC (JTBaker); sulfato de sodio
anidro, NaSOs4, (Merck).

4.2. Material Vegetal

4.2.1. Obtencao dos alcaloides bisbenzilisoquinolinicos das raizes de Cissampelos

sympodialis Eichl

Os rizomas de Cissampelos sympodialis Eichl (Menispermaceae) utilizadas neste
trabalho foram coletadas no horto das dependéncias do Programa Pds-Graduagdo em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), em Jodo Pessoa,
em maio de 2015. A escolha das raizes para uso deu- se em func¢ao da maior quantidade dos
componentes desejados estarem presentes nessa parte da planta (Barbosa-Filho et al., 1997). A
identificacdo botanica foi realizada pela botanica Prof. Dra. Maria de Fatima Agra e uma
amostra encontra-se depositada no herbario Lauro Pires Xavier da UFPB com o codigo Agra

1456.

4.2.2. Obtencgdo do extrato etanolico bruto das raizes da planta

As raizes frescas de Cissampelos sympodialis Eichl foram secas em estufa com ar
circulante a 40 °C e trituradas. Em seguida, submeteu-se o p6 seco (1668 g) a uma série de
maceracdes sucessivas, com um intervalo de 72 h entre cada uma das maceracdes, perfazendo
um total de dez. O solvente de extragado utilizado foi o etanol 70% com adi¢ao de hidréxido de
amoOnio para alcalinizagdo do meio, procedendo-se a primeira extragdo adicionando-se

inicialmente a amonia (cerca de 250 mL) ao pd seco, passando-se 24 h para entdo adicionar o
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etanol (1750 mL). Aguardou-se por mais 48 h para retirada do liquido extraido. Esse processo
foi repetido por nove vezes, de acordo com a observagdo de teste de Dragendorff fracamente
positivo. Uma ultima extracdo foi realizada procedendo-se a agitacdo da massa da planta
juntamente com os solventes em sonicador (Ultra Cleaner® 1400), por um periodo de 30
minutos, porém esse procedimento nao contribui para melhora do processo extrativo, visto ndo
ter ocorrido alteragdo na coloragdo do liquido extraido. Dessa forma, considerou-se finalizada
a etapa de obtencao do extrato etanolico (EEtOH) de Cissampelos sympodialis Eichl. A solugao
de EEtOH obtida foi evaporada a pressao reduzida em rotaevaporador (Fisatom, 801) a 60 °C
resultando em um extrato etandlico bruto das raizes (EEBrz) concentrado de coloragdo castanha
(111,1 g, 6,7% m/m em ralacdo ao peso das raizes secas), odor levemente adocicado e
consisténcia de uma massa firme. O mesmo foi submetido a uma marcha para isolamento da

fracdo de alcaloides terciarios totais (FATT-rz).

4.2.3. Marcha sistematica para isolamento de alcaloides de Cissampelos sympodialis Eichl

O isolamento da FATT-rz de Cissampelos sympodialis Eichl a partir do EEBrz (111,1
g) consistiu em adicionar a massa do mesmo, uma solu¢do de 4cido cloridrico a 3% (400 mL)
sob agitacdo mecanica até a obtencao de faixa de pH 2,0-3,0. Seguiu-se a filtracdo da solugdo
acida em funil de Buchner com celite, a qual foi submetida a varias extragcdes com cloroférmio
(cerca de 100 mL a cada extragdo) por 5 vezes, objetivando remover principalmente as graxas
e outras impurezas apolares. A fase cloroférmica foi reservada. Com a fase aquosa 4cida,
realizou-se a basificagdo da mesma com hidroxido de amonio sob agitacdo mecanica (agitador
mecanico IKA T25 digital ultra Turrax) até obtencao de pH 9,0, quando procedeu-se a extracao
exaustiva com cloroférmio até que a reacao para alcaloides com reagente de Dragendorff nao
mais fosse positiva. Descartou-se a fase aquosa basica e realizou-se a lavagem da fase
cloroférmica com agua, secando-se com sulfato de sddio anidro e, em seguida, filtrou-se e
evaporou-se a mesma em rota evaporador a 60 °C, obtendo-se, assim, a FATT-rz de

Cissampelos sympodialis Eichl (15,84 g, 14,26 % em relacao ao peso do EEBrz).

4.2.4. Isolamento de alcaloides bisbenzilisoquinolinicos de C. sympodialis Eichl. por

Cromatografia a Liquida de Alta Eficiéncia Preparativa (CLAE-prep)

38



Para isolar os alcaloides bisbenzilisoquinolinicos, foram realizadas corridas
cromatograficas em equipamento de Cromatografia a Liquida de alta Eficiéncia com as
seguintes especificagdes: CBM-20A Prominence Communications Bus Module UFLC
Shimadzu, DGU-20A5 Prominence Degasser Shimadzu, bombas LC-6AD, SPD-M20A
Prominense Diod Array Detector Shimadzu, CTO-20* Prominense Column Ovem Shimadzu,
utilizando uma coluna preparativa de fase reversa PREP-ODS(H)KIT Cis, (250 x 20 mm D,
Shim-pack). As condi¢des cromatograficas consistiram no gradiente de 0-7 min (65 %), 8-15
min (70%), 16-28 min (80%) de fase mével composta por metanol e d4gua, ambos basificados
com solugdo de hidréxido de amoénio para pH 8,0; comprimento de onda de deteccdo de 278
nm; fluxo de 12,0 mL/min e o tempo total de corrida de 28 minutos. O isolamento foi realizado
injetando-se 2 mL da FATT-rz de Cissampelos sympodialis Eichl., na concentracdo de 10
mg/mL, preparada em uma mistura de metanol e d4gua na propor¢do de 65:35. Os picos obtidos

foram, entdo, coletados separadamente.

4.2.5. Concentracao em fase Sélida

O solvente das subfragdes coletadas através de CLAE-prep foi removido usando um
método de extracdo em fase so6lida (SPE), com cartuchos de SPE Supelclean (1g/6mL da
Supelco, Sigma-Aldrich, Brazil). Antes da aplicacio da amostra, os cartuchos foram
condicionados com 20 mL de metanol (4x5mL), seguido de 20 mL de agua (4x5mL), usando
para isso uma estacdo de extracdo a vacuo (vacum manifold). Cada subfragdo coletada foi
previamente diluida com dgua até a concentracdo de metanol ter sido reduzida a 10% (v/v) ou
menos de forma a prevenir a eluicdo prematura dos alcaloides (sample breakthrough). Os
cartuchos foram entdo purgados até estarem secos através da aplicacao do vacuo. Finalmente,
as amostras foram eluidas em frascos Falcon usando 4x5 mL de metanol. As amostras foram
transferidas para baldo de fundo redondo e o metanol foi evaporado até secura usando um

evaporador rotatdrio sob pressao reduzida.

4.2.6. Andlise das amostras coletadas do isolamento CLAE-prep

Para analisar as seis amostras coletadas por meio da CLAE-prep, foram utilizadas

corridas no mesmo equipamento da etapa anterior, porém no modo analitico, utilizando uma
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coluna analitica de fase reversa da marca PHENOMENEX® (CL Coluna Luna 5 uM C18, 250
x 4,5 mm). As condi¢des cromatograficas consistiram em eluicdo isocratica: (65%), (67%),
(70%), (75%), (78%) e (80%) de fase moével de metanol e 4gua (ambos basificados, pH 8,0);
deteccao por UV em 278 nm; fluxo de 1,0 mL/min e o tempo total de corrida de 28 minutos. A
analise foi realizada a partir da injecao de 20 pL de cada uma das seis amostras em uma dilui¢ao

de 1:10 em metanol e 4gua (65:35) a partir da concentracdo estoque de 2 mg/mL.

4.2.7. Repurificagdo das amostras analisadas

Para repurificacao, caso necessaria, foram utilizadas corridas no mesmo equipamento
CLAE, utilizando uma coluna semi-preparativa de fase reversa da marca PHENOMENEX®
(Coluna Luna 5 p C18, 250x10 mm). As condi¢des cromatograficas para a repurificacdo
consistiram em elui¢do isocratica: (20%) de fase mdvel composta por metanol e agua (pH 8,0);
detec¢do por UV em 278 nm; fluxo de 5,0 mL/min e o tempo total de corrida de 28 minutos. A
analise foi realizada a partir da injecao de 1 mL das amostras (5 mg/mL) que ndo se apresentou

pura.

4.2.8. Caracterizagao das amostras

O alcaloide referente ao pico cromatografico 5 e 6 foi caracterizado por Ressonéancia
Magnética Nuclear (RMN) de 'H em espectrometro da marca BRUKER FOURIER ® 300
MHz, em cloroféormio deuterado. Os espectros foram obtidos no LABVALE desta
universidade. Os deslocamentos quimicos foram referenciados ao sinal do TMS

(tetrametilsilano) com escala em ppm.

4.3 Ensaio de Citotoxicidade e Ensaios Antivirais

4.3.1 Células e Virus

Os estudos de atividade antiviral foram conduzidos em parceria com o grupo de
Pesquisa do Prof. Dr. Lindomar Pena, do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPqAM),

Fiocruz, PE, em Recife. As células Vero, linhagem de rim de macaco verde africano, foram
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cultivadas em meio DMEM, contendo 10% de SFB, penicilina, estreptomicina e anfotericina B
nas concentracdes de 100 U/mL, 100 e 2,5 pg/mL, respectivamente. As cepas do virus
representando os quatro sorotipos do DENV e ZKV encontram-se disponiveis no Departamento
de Virologia da Fiocruz/PE. A cepa do ZKV utilizada foi isolada a partir do sangue de um
paciente com doenca exantematica no Estado de Pernambuco e ¢ denominada ZKV/H.
sapiens/Brazil/PE243/2015 (GenBank: KX197192.1). O virus ja foi titulado e possui o titulo
de 3,4 x10” unidades formadoras de placa por mililitro de sobrenadante celular (pfu/mL). Os
estoques virais dos quatro sorotipos do DENV e do ZKV foram produzidos em células Vero.
Para isso, 1 mL da suspensdo viral foi inoculado em garrafas de cultura (75 cm?) contendo
células confluentes. Apo6s 1 hora de adsor¢ao do virus, com leve agitagdo, foram adicionados
as garrafas 10 mL de meio DMEM (suplementado com 5% de SFB) e incubadas a 37 °C por
até 72 horas. Apo6s 3 dias a suspensdo viral foi retirada e centrifugada a 2000-2500 rpm por 10
minutos a 4 °C ¢ o sobrenadante foi armazenado em freezer a -80°C até a sua utilizagao.

Os estoques virais dos quatro sorotipos do DENV foram titulados pelo método TCID50
descrito por (Reed e Muench, 1938), o qual indica a dilui¢dao do virus que resulta na infecgao
de 50% das replicatas de inoculacdo, expressando o titulo viral como a dose 50% infectiva
(IC50). Para isso, aproximadamente 1x10* células Vero foram crescidas em placas de 96 pogos
e apos a adi¢do de diluigdes seriadas das aliquotas virais, as placas foram incubadas por 72
horas a 37 °C e 5% de COxz. O resultado foi obtido pela analise do efeito citopatico (ECP) em
microscopio optico invertido. O sorotipo DENV-2 ja foi titulado e o estoque atualmente

utilizado possui titulo de 1,9 x 10 ® pfu/mL.

4.3.2. Ensaios de Citotoxicidade

Este teste ¢ usado para determinagdo da concentracao méaxima nao toxica (CMNT) dos
compostos para as células. O objetivo € que as substancias e extratos testados ndo causem danos
significativos para a cultura de célula infectada. Além disso, foram calculados 0 CCsp e 0 CCro,
ou seja, a concentragdo do composto relacionada a 50% e 20%, respectivamente, da viabilidade
celular.

A viabilidade celular foi analisada através do método colorimétrico quantitativo baseado
na reducdo do sal de MTT, que ¢ o brometo de [3-(4,5-dimetilazol, 2-il)-2,5-difenil- tetrazolio.

O sal de tetrazolio ¢ utilizado para indicar a sobrevivéncia e proliferacdo de células. O ensaio

41



detecta apenas células vivas, e o sinal gerado depende do grau de ativagdo das células
(Mosmann, 1983). O resultado ¢ lido em um espectrofotometro, o qual gera uma densidade
optica (DO) referente ao nimero de células viaveis.

Para os testes de citotoxicidade, os picos de 1 a 6 foram solubilizados em DMSO e
inoculados por 5 dias nas concentracdes (6, 3, 1,5 ¢ 0,75 ug/mL) em monocamadas de Vero
semeadas em uma concentragio de 1.10* células/pogo em microplacas de poliestireno com 96
cavidades. As células foram incubadas por 24 horas a 37 °C antes do uso. Os ensaios de
viabilidade celular foram realizados usando o método colorimétrico do MTT utilizando Kit
MTT Cell Proliferation Assay Kit (ATCC, USA), de acordo as instrugdes do fabricante e com
o protocolo ja validado (De Carvalho et al., 2017). Aliquotas de 100 pL, contendo as
concentragdes 6, 3, 1,5 e 0,75 pg/mL das substancias a serem testadas foram dispensadas
sequencialmente nas placas de microtitulacdo. Controles celulares e do veiculo de solubilizagdo
(DMSO) foram incluidos. Apos 5 dias de incubagdo, os meios de cultivo foram removidos e 50
uL da solugdao de MTT de 5 mg/mL (preparado imediatamente antes do uso) foram adicionados
em cada pocinho, posteriormente a microplaca foi incubada durante quatro horas a 37 °C. Apos
este periodo, a solugdo de MTT foi removida e 50 pL. de DMSO foi adicionado a cada pocinho
para induzir o aumento da permeabilidade das membranas celulares permitindo, entdo, a rea¢ao
enzimatica provocada pela solubilizacdo dos sais de formaza. Em sequéncia, realizou-se a
analise da densidade otica por leitura em espectrofotometro com 560 nm para obtengdo da DO
de cada tratamento e da concentracdo de cada composto que seria utilizado para célculo da
toxicidade (CCso), a qual foi determinada através de uma curva dose resposta calculada pelo

programa GraphPad Prism e a viabilidade celular pela seguinte formula:

, S, . médiadotratamento
% de células viaveis = — adocontrols 100
4

Cada experimento foi repetido independentemente trés vezes.

4.3.3. Screening Antiviral

Para investigar a atividade antiviral das substincias foi realizado um teste baseado na
avaliacdo da reducao do efeito citopatico causado pelo virus nas células. A concentragdo
maxima ndo toxica dos extratos e substancias em testes foi adicionada e as placas foram

incubadas a 37 °C em atmosfera de 5% de COa, por até 72 horas. Além dos tratamentos com os
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diferentes picos em teste, também foi incluido aos controles o tratamento com um composto
que possui atividade virucida ja comprovada, o ribosideo da 6-metilmercaptopurina (6MMPr)
(De Carvalho et al., 2017). Este controle foi denominado como positivo. O controle mock
(apenas células) também foi incluido em todos os ensaios. As células Vero foram cultivadas em
microplacas de 48 pogos e incubadas por 24 horas, ap0os esse periodo o meio foi aspirado e o
DENV-2 diluido a sua multiplicidade de infec¢ao (MOI) de 0,1 foi inoculado nos pogos. Em
seguida, as placas foram incubadas por 2 horas, periodo de adsor¢ao viral. Posteriormente, o
meio foi novamente aspirado € a monocamada foi lavada com PBS (tampao fosfato-salino, pH
3.0) para retirada das particulas virais que nao foram adsorvidas. A concentragdo méaxima nao
toxica (CC20) dos compostos em testes foi adicionada seguida das concentragdes referentes a
1/2,1/4 ¢1/8 do CC20. (estimativa do CC50 ¢ CC20 das frag¢des alcaloides isolados a partir
da milona em células Vero). Por fim, as placas foram incubadas a 37 °C em atmosfera de 5%
de COa, por até 72 horas. O efeito citopatico foi observado ao decorrer das 72 horas de
incubacao.

Os compostos com porcentagem de inibicdo acima de 50% seguirdo para a

avaliagdo através da titulagcdo por TCIDso.

4.3.4. Avaliacdo da Atividade Antiviral

Para a avaliagdo da atividade antiviral dos os extratos e substancias, um protocolo
jé& validado (De Carvalho et al., 2017) foi utilizado. A redugdo do titulo viral foi medida como
redugdo do logioTCIDso/mL, ou seja, uma reducdo da concentracao tecidual infectiva média.
Para isto, foi escolhido um ensaio de pos tratamento. Neste ensaio, as células foram infectadas
e ap0Os a inoculagdo viral, o sobrenadante contendo o virus foi aspirado e a monocamada foi
tratada com PBS a pH 3 por 1 min para inativar os virus que ndo penetraram a célula. Em
seguida as células foram tratadas ou ndo com dilui¢des seriadas dos extratos e substancias em
teste e incubadas por 72 h a 37 °C com 5% de COa.

Em todos os tratamentos, foram utilizadas concentra¢des decrescentes de cada
substancia teste a partir do CCz de cada uma delas conforme determinado acima no ensaio de
citotoxicidade. Apos trés dias de incubacdao, os meios de cultivo foram removidos e a
viabilidade das células determinadas através da observagao do efeito citopatico. Dessa maneira,

foi determinada a concentragdo efetiva a 50% (CEso), que representa a concentragdo da
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substancia capaz de inibir o efeito citopatico induzido pelo virus em 50%. De posse desses
valores, torna-se possivel determinar o indice terapéutico ou indice de seletividade (IS = CCso/
CEso), que reflete a eficacia relativa da substancia experimental em inibir a replicagdo viral
comparada a sua capacidade de induzir citotoxicidade e morte celular. E desejavel ter um
elevado indice de seletividade que produz maxima atividade méxima e minima toxicidade

celular (Fda, 2006).

4.4. Analise Estatistica

Os dados obtidos em cada experimento serdo testados quanto a normalidade e
comparados utilizando o teste “t—Student” (2 tratamentos) ou ANOVA (mais de 2 tratamentos)
usando o programa GraphPadPrism 5.0. Apenas os valores de p < 0.05 serdo considerados

significativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Cissampelos sympodialis processo de obtencio da FATTrz

A escolha desta planta para o presente estudo se deve ao fato de que héd estudos
importantes sobre uma gama de efeitos bioldgicos como atividade anti-anafilatica, anti-
inflamatoria por inibi¢do da migracdo de neutréfilos e sua agao no tratamento de asma em varios
modelos experimentais. Além disso, ¢ uma espécie que estd distribuida por toda América
tropical, Africa e Asia, sendo nativa também no Brasil com uma ampla distribui¢io geografica.
Cissampelos sympodialis possui uma grande importancia devido ao seu uso popular como
planta medicinal no tratamento de doengas como asma, influenza, bronquite e reumatismo,
sendo que suas propriedades bioldgicas estdo relacionadas a alguns alcaloides ja isolados
(Tabela 2, item 2.1.1) (Agra et al., 2008) (Alencar, 1994).

Neste trabalho foi realizado uma marcha de alcaloides que teve como objetivo preparar
a FATTrz. O processo esté ilustrado no fluxograma da Figura 8.

Com essa marcha para obtengao de alcaloides, foi possivel obter a quantidade 15,84 g
da FATTrz, o que corresponde a um rendimento de 14,26% em relagdo ao peso do extrato
etanolico bruto dos rizomas EEBr-rz. Tal rendimento foi menor que o obtido por (Medeiros,
2013) no mesmo processo (21,76%), o que pode ser explicado por tempos diferentes de coleta.
A época de coleta ¢ um fator determinante, tendo em vista que, a quantidade dos constituintes
ativos nao ¢ uma constante durante o ano. A sazonalidade possui uma influéncia direta no teor

de praticamente todas as classes de metabolitos secundarios (Lopes e Neto, 2007).
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| Rizomas de Cissampelos sympodialis seca e pulverizada

Torta

Extracio exaustiva (dragendorff) com etanol 70% e

(descartada)

hidréxido de aména, evaporacio do solvente

| Extrato Etanolico Bruto do rizoma (EEBr-rz) |

Solugdo de HCl a 3% 400 mL pH

Filtracao

Solucgio acida |

I Extracdo com clorofdrmio 100 mL 5x |

Fase cloroférmica, extracio
de graxas

1 Fase acida |

Alcalinizacdo com hidrdxido de amdnio
até pH=9 (agitador mecdnico) e extragdo
exaustiva com
clorofarmic (dragendorff)

| Fase aguosa

I

Fase cloroformica

Sulfato de sodie amdro
Filtragao
Evaporagdo em rota evaporader 60 °C

Fragdo de alcaloides Terciarios totais
(FATTrz 15,34g , 14,26% )

Figura 8. Fluxograma representativo da obtencdo da FATTrz

5.2. Separaciao da FATTrz via CLAE-prep

Ap6s a obtencdo da FATTrz foi realizado o processo de separacdo, utilizando a técnica

CLAE-prep para coleta das subfracdes isoladas. Com esta técnica € possivel a separagdo de

misturas complexas de moléculas com propriedades fisico-quimicas semelhantes como um

extrato de planta, mas que diferem na sua hidrofobicidade e, consequentemente, em seus

coeficientes de parti¢do entre a fase mével e estacionaria.

A FATTrz, na concentragdo de 10 mg/mL, foi injetada no volume de 2 mlL,

representando a introdugdo de 20 mg da mesma na coluna. Nas condigdes cromatograficas

utilizadas, em modo preparativo, foi obtido o perfil cromatografico apresentado na Figura 9.

Seis picos foram visualizados e coletados.
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Figura 9. Cromatograma representativo da separacdo por CLAE preparativa da FATTrz.
Condigdes cromatograficas: Cis (250 x 20 mm); gradiente de 0-7 min (65 %), 8-15 min (70%),
16-28 min (80%) de fase movel composta por metanol e agua (pH 8,0); detecgdo em 278 nm;

fluxo de 12,0 mL/min.

5.3. Concentraciao em Fase Solida

A extragdo em fase solida (EFS) ¢ uma técnica que teve suas aplicagcdes experimentais
ha algumas décadas, mais precisamente ha 50 anos, surgindo como alternativa a extracao
liquido-liquido, oferecendo importantes beneficios na obtencdo de analitos em amostras
bioldgicas, contribuindo para uma reducao do uso de solventes e, consequentemente, reduzindo
a exposicdo aos mesmos, além de diminuir os custos e tempo de extragdo (Hennion, 1999;
Queiroz et al., 2001).

Em se tratando de andlise de produtos naturais, a EFS de fase reversa € frequentemente
utilizada para o pré-tratamento de amostras e para a recupera¢do de um grande niimero de
metabolitos secundarios como flavonoides, alcaloides, saponinas e sesquiterpenos (Felgines et
al.,2003).

Os cartuchos utilizados na EFS apresentam-se em varios formatos, sendo um dos mais
comuns o formato de cartuchos com o mecanismo de retengdo idénticos aos da cromatografia
liquida em coluna, sdo caracteristicos em apresentarem em estrutura de polipropileno contendo
de 50 a 500 mg de material adsorvente, com o tamanho variando entre 40 e 60 pm fixados ao
tubo. As etapas que compreendem o processo de extragdo sdo: 1) inicialmente ¢ realizado o
condicionamento que consiste em ativar o material adsorvente com solvente adequado para

ajustar as forgas do solvente de eluicdo com o solvente da amostra, 2) posteriormente a
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aplicag¢do da amostra no cartucho e por fim, 3) elui¢do e coleta do analito (Lingeman e Hoekstra-
Oussoren, 1997).

O processo de condicionamento realizado experimentalmente no trabalho com os
alcaloides, foi de 20 mL de metanol e 20 mL de dgua Mili-Q que foram adicionados nas etapas
de 5 em 5 mL, inicialmente com o metanol por quatro vezes com uma micropipeta e,
posteriormente, o mesmo processo sendo repetido com a dgua, simplesmente para manter o
cartucho em condig¢oes ideais de reter a amostra.

Na pratica laboratorial essa técnica nos proporciona tanto a concentragdo como a
purificacdo do analito, ou seja a EFS consiste basicamente em passar uma amostra liquida em
uma coluna, cartucho ou disco que contém adsorventes que reterdo o analito, portanto apos a
passagem de todo esse solvente o analito retido serd recuperado através da eluicdo com um
solvente organico apropriado. Estas etapas sdo geralmente realizadas aplicando-se vacuo ao
cartucho para promover o fluxo de solvente. Isto pode ser feito de varias formas, mas uma muito
utilizada ¢ através de uma estagdo de EFS a vacuo (vacum manifold). A estagdo de extragao
que foi utilizada neste trabalho esta ilustrada na Figura 10.

A Figura 11 ¢ o resultado da amostra que passou pela etapa de elui¢do finalizada durante
o processo de EFS, que consiste de um analito com 100% do solvente organico que foi utilizado
como eluente, portanto sem agua, fato este que durante a sequéncia experimental facilita o
processo de secagem, visto que ndo ocorre fenomenos relacionados a misturas eutéticas ou

azeotropicas.

Figura 10. Foto da estagdo de extracdo em fase solida de fase reversa utilizada neste trabalho.
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Figura 11. Amostras, recuperadas por meio de EFS, referentes aos picos cromatograficos,

subfracdo 1 a 6. Esquerda — direita.

5.4. Secagem das amostras

Com as amostras ja concentradas, o proéximo passo foi a secagem, conduzida em

rotaevaporador (Figura 12). As amostras secas foram, entdo, transferidas para tubos eppendorff

e deixadas em um dessecador sob vacuo, até analise posterior.

Figura 12. Imagem ilustrativa do rotaevaporador utilizado neste trabalho.
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Um total de 112 injecdes da FATTrz foram realizadas e os picos coletados e secos. Com
cada injecdo resultando em 20 mg da FATTrz sendo introduzidas na coluna cromatografica, a
massa total que foi submetida ao processo de separagdo foi de 2,24 g. A massa combinada das
subfragdes secas e recuperadas foi de 899,3 mg (rendimento de 40,14%), sendo esta massa
assim distribuida: 22,8 mg - pico cromatografico 01, 75 mg - pico 02, 98,5 mg - pico 03, 76,5
mg - pico 04, 547,2 m g- pico 05 e 79,6 mg - pico 06 (Figura 13) e (figura 9).

Figura 13. Amostras secas referente aos 6 picos (subfragdes) cromatograficos.

5.5. Analise das amostras via CLAE

A CLAE ¢ uma importante ferramenta para identificacdo de alguns possiveis
interferentes em amostras, que em algumas situagdes podem co-eluir com o analito de interesse,
prejudicando a andlise quantitativa. Uma forma de verificar se esta ocorrendo co-elui¢do de
compostos ¢ a determinagdo da pureza dos picos cromatograficos, a qual pode ser realizada
pelo detector de arranjo de fotodiodos (DAD). Portanto, a utilizacdo deste detector possibilita
a varredura em diferentes comprimentos de onda simultaneamente para um pico cromatografico
dividindo-o em vdrias subfragdes de tempo de retencdo e, consequentemente, verificar se os
espectros obtidos em diferentes tempos coincidem, indicando, assim a pureza do pico (Snyder;
Kirkland; GlaJeh, 1997). A pureza referente aos alcaloides foi determinada por CLAE
utilizando detector DAD na faixa de 253 a 303 nm e o software LABSolutio (Shimadzu) para

a analise.
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As Figuras 14 a 19 apresentam os cromatogramas, obtidos no modo analitico, referentes

aos picos cromatograficos 1 ao 6 previamente isolados por CLAE-prep.

200-]180nm anm Time 1,707 inten. 2,318

0,0 05 1,0 15 2,0 25 30 35 40 45 50 55 60 65 7.0 min

Figura 14. Cromatograma referente ao pico 1 previamente isolado por CLAE-prep. Condigdes
cromatograficas, modo analitico: Eluicdo isocratica de fase movel metanol e dgua (65:35), e

injecdo 20 pL na dilui¢do de 1:10 a partir da concentragdo estoque de 2 mg/mL.
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Figura 15. Cromatograma referente ao pico 2 previamente isolado por CLAE-prep.
Condicdes cromatograficas do modo analitico, Elui¢cdo isocratica de fase movel metanol e agua

(67:23), e injecao de 20 pL na dilui¢do de 1:10 a partir da concentragdo estoque de 2 mg/mL.

Como ja foi mencionado no trabalho, caso um pico cromatografico ndo apresentasse
pureza adequada apds essa analise no modo analitico utilizando detector DAD, a amostra

passaria por um processo de repurificacdo. Desse modo, a amostra referente ao pico 02 (Figura
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15) se enquadrou nessa situagdo, portanto sendo recromatografada e apresentando o

cromatograma apresentado na Figura 15.1
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Figura 15.1. Cromatograma referente a repurificagdo do pico 02. recromatografia pico 02.
Elui¢do isocratica com fase mével metanol e agua (20:80) e inje¢do de 1 mL na concentragdo

de 5 mg/mL.

Bt pico3
70
60
0

40

T
pE) 50 TS 100 125 150 175 200 k) =50 min

Figura 16. Cromatograma referente ao pico 3 previamente isolado por CLAE-prep. Condicdes
cromatograficas: modo analitico, eluicdo isocratica de fase mével metanol e agua (70:30), e

injecdo de 20 pL na diluicao de 1:10 a partir da concentragao estoque de 2 mg/mL.
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Figura 17. Cromatograma referente ao pico 4 previamente isolado por CLAE-prep. Condigdes
cromatograficas: modo analitico, eluicdo isocratica de fase movel metanol e agua (75:25), e
injecdo de 20 uL na dilui¢ao de 1:10 a partir da concentragao estoque de 2 mg/mL.
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Figura 18. Cromatograma referente ao pico 5 previamente isolado por CLAE-prep. Condicdes
cromatograficas: modo analitico, eluicdo isocratica de fase movel metanol e dgua (78:22) e
inje¢do de 20 puL na dilui¢do de 1:10 a partir da concentragdo estoque de 2 mg/mL.
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Figura 19. Cromatograma referente ao pico 6 previamente isolado por CLAE-prep. Condi¢des
cromatograficas: modo analitico, elui¢do isocratica de fase mével metanol e agua (80:20), e

injecdo 20 pL na diluigdo de 1:10 a partir da concentracao estoque de 2 mg/mL.
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5.6. Caracterizacao via RMN

Com a finalidade de disponibilizar amostras para os ensaios farmacoldgicos que
tivessem sua identidade confirmada por técnicas de elucidagao estrutural, e devido a urgéncia
de realizag¢do dos ensaios antivirais dentro do prazo de execuc¢do do projeto, comecamos pela
substancia majoritaria da amostra, o pico 5, que foi submetido entdo a analise espectroscopica
de ressonancia Magnética Nuclear de 'H. Os dados espectroscopicos foram comparados com
aqueles disponiveis na literatura (Mukherjee e Keifer, 2003), sendo possivel a confirmagao da
identidade do pico 5 como warifteina (Tabela 3, Figura 20). Os demais picos estao em processo
de elucidagdo estrutural, bem como os demais espectros da warifteina estdo sendo obtidos
(espectro de massas de alta resolucio, espectro de Infravermelho, e espectro de RMN de '*C).
A Figura 22 e a Tabela 4 se referem ao espectro de RMN de 1H da Fragdo 6 e comparagdo dos
dados espectrais com aqueles da literatura para a metilwarifteina, o que nos permite determinar

a identidade do pico 6, como metilwarifteina.

Figura 20. Espectro de RMN de 'H da subfracio 5.
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Tabela 3. Comparagio entre os dados de RMN de 'H da warifteina obtidos da literatura com

aqueles da subfracdo 5 (Solvente: CDCl3).

Préton H (8, ppm) “Multiplicidade  #H" TH (8, ppm)
Valor de referéncia / (Hz) Valor da
(Mukherjee e amostra
Keifer, 2003) (subfracio 5)

1,3 3.18 td 2H 291

3,15 2.73 m 3H 2.82

4,4,4°, 15 2.45 br m 4H 2.51

5 6.16 S 1H 6.20

10, 14 6.72 br d 2H 6.65

11,13 6.60 ds8.2 2H 6.50

4’ 2.89 m 2H 291

5 6.45 S 1H 6.52

107, 14’ 7.01 d 2H 7.00

117,137 6.88 d 2H 6.95

16 5.07 br m 2H 5.12

6-OMe 3.88 S 3H 3.91

6'-OMe 3.81 S 3H 3.80

2’-NMe 1.93 br s 3H 2.02
Sinal 4.01 br 1H -

desconhecido
Sinal 3.50 br 1H -
desconhecido

%s, singleto; d, dubleto; t, tripleto; m, multipleto; br: largo.
b Ntimero integrado de protons por ressonancia

Figura 21. Estrutura quimica da Warifteina.(Mukherjee e Keifer, 2003)
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Figura 22. Espectro de RMN da subfragao 6.
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Tabela 4. Comparagio entre os dados de RMN de 'H da metilwarifteina obtidos da literatura

com aqueles da subfracdo 6 (Solvente: CDCls).

Préton H (8, ppm)  “Multiplicidade #HP TH (8, ppm)
Valor de Valor da
referéncia / (Hz) amostra
(Mukherjee e (subfracao 6)
Keifer, 2003)

1,3 3.19 m 2H 1H at 45°C 3.29
3,15 2.75 m 3H 2.82
4,4,4, 15 2.50 br m 4H 2.58
5 6.16 S IH 6.24
10, 14 6.84 brd 2H 6.71
11,13 6.64 d 2H 6.56
4 291 br s 4H 2H at 45°C 2.95
5 6.51 S IH 6.48
10°, 14° 7.02 d 2H 7.14
11°,13° 6.90 d 2H 6.97
16° 5.18 br d IH 5.24
16° 5.08 br d IH 5.12
6-OMe 3.90 S 3H 3.98
6'-OMe 3.82 S 3H 3.90
7°-OMe 3.68 S 3H 3.75
2°-NMe 1.97 br s 3H 2.00

%s, singleto; d, dubleto; t, tripleto; m, multipleto; br: largo;
b Ntimero integrado de protons por ressonancia

Figura 23. Estrutura quimica da metilwarifteina.(Mukherjee e Keifer, 2003)
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6. Ensaios Bioldgicos

6.1. Ensaios de citotoxicidade

O extrato, FTTrz e substancias isoladas picos (subfragdes 1-6) apresentaram um nivel
aceitavel de citotoxicidade, ja que nenhuma amostra testada apresentou valores de CC2o muito
baixos (<. Durante o teste e para o posterior ensaio antiviral do extrato, FATTrz e substancias
isoladas (subfragdes 1-6), foram solubilizadas em DMSO (dimetilsulfoxido). De acordo com o
grupo de pesquisa, para os ensaios de citotoxicidade executados, a porcentagem de 0,6%, de
DMSO num volume total, corresponderia como a maxima ndo toxica, para as células Vero,
sendo assim, ndo apresentando influéncia na viabilidade celular.

Portanto, a concentragdo maxima utilizada no veiculo de solubilizagdo é a de 0,6% de
DMSO, o que corresponde ao limiar de concentragao desta substancia.

Os extratos, fragoes, subfracdes e warifteina foram ensaiados na faixa de concentracao
de 6 2 0,75 pg/mL (6, 3, 1,75 € 0,75 pg/mL), e os valores de viabilidade de trés experimentos
independentes submetidos a analise de regressao linear para determinagdo da CCso e CCao. Esta
informacao ¢ importante para o prosseguimento dos testes de atividade antiviral, ja que ¢
necessario utilizar nos testes de atividade antiviral uma concentracdo das amostras que nao
promova uma citotoxicidade elevada (CCaz). Os resultados do teste de citotoxicidade estdo
mostrados na Tabela 4. Pode-se observar que de todas as amostras testadas, a warifteina (Pico
5) foi o que demonstrou a menor toxicidade para as células Vero, e o extrato bruto, a maior
toxicidade. Isto mostra que a purificagdo do extrato bruto levou a eliminagdo de algumas
substancias mais toxicas para as cé€lulas e permitiu assim selecionar a dose (CCz) das
subfracdes que seriam usadas nos testes subsequentes de atividade antiviral. Além disso, pode-
se observar que quando os valores do controle positivo (6MMPr) sdo transformados de uM para
ug/mL, a citotoxicidade da warifteina nao difere deste de forma significativa, embora o pico 6,
que foi o que demonstrou a melhor atividade antiviral frente ao virus DENV-2 seja cerca de 2,3

vezes mais toxico que o controle positivo se levarmos em conta os valores calculados de CCao.
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Tabela 5. Dados de citotoxicidade do extrato bruto, FATTrz e subfragdes, relacionado a 50%
e 20% de viabilidade celular, conforme determinado pelo ensaio do MTT em células Vero.

Citotoxicidade

Composto CCso (ng/mL) CC20 (ng/mL)
Extrato bruto 13,35 5,73
FATTrz 24,58 9,82
Pico 01 19,2 7,12
Pico 02 14,10 5,24
Pico 03 23,24 9,58
Pico 04 14,77 2,86
Metilwarifteina 21,49 7,89

Warifteina 150,3 uM 10,49 uM

Controle positivo (6MMPr) 291,00 uM (86 ng/mL) 60,50 uM (17,88 ug/mL)

6.2. Analise da Atividade Antiviral (Reducao do Titulo Viral)

6.2.1. Analise da Redugdo do Titulo Viral Frente ao DENV-2

A concentracdo correspondente a CCy de cada uma das substancias isoladas da
Cissampelos sympodialis, da metilwarifteina e warifteina (Tabela 5) foi utilizada para avaliacao
da capacidade das substancias em reduzir o titulo viral, tanto frente a exposi¢ao ao DENV-2
quanto ao ZKV em testes de pds tratamento, ou seja, nos quais as substancias sao adicionadas
apos a infecgdo viral ter se estabelecido. As Figuras 24 e 25 mostram o efeito de reducdo do
titulo viral do extrato etandlico bruto dos rizomas, da FATTrz e das subfragdes isoladas a partir
da FATTrz em reduzir o titulo viral frente ao DENV-2. Pode-se observar que todas as
substancias apresentaram a capacidade de reduzir de forma significativa o titulo viral, mas a
subfracdo 6 em particular demonstrou uma capacidade de reducao tdo acentuada que o titulo
viral foi reduzido para além do limite de deteccdo do método, reducdo esta que foi maior
inclusive que aquela promovida pelo controle positivo (6MMPr). Este resultado estd em
conformidade com aquele obtido por Sood e colaboradores (Sood et al., 2015), que demonstram
que extratos de Cissampelos parreira apresentaram capacidade antiviral contra os quatro

sorotipos de virus da Dengue.
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Figura 24. Analise da reducao do titulo viral da DENV-2 apds o tratamento com 0s compostos
isolados de Cissampelos sympodialis: extrato bruto, Fragao de Alcaloides Tercidrios Totais
(FATTrz). Linhagem de células Vero foi infectada com a MOI de 0,1 do DENV 2 por 1 hora.
Em seguida, a monocamada de células foi tratada com concentragdes correspondentes ao CCao
de cada composto (6MMPr: 60,50 uM (17,8 pg/mL); Extrato bruto: 5,73 FAT: 9,82 pg/mL) e
incubadas por 72 horas, e entdo o sobrenadante foi coletado e titulado por TCIDso. O controle
negativo corresponde a células infectadas com DENV-2 e ndo tratadas, enquanto que o controle
positivo corresponde a células infectadas com DENV-2 e tratadas com 0 6MMPr. Os resultados
mostrados sdo a média = desvio padrdo do titulo viral em TCIDso de 3 réplicas biologicas.
*p<0,05. ANOVA unidirecional seguido do teste de Dunnett.
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Figura 25. Analise da redugdo do titulo viral da DENV-2 ap6s o tratamento com as subfracdes
1-6 isoladas da FATTrz. Linhagem de células Vero foi infectada com a MOI de 0,1 do DENV
2 por 1 hora. Em seguida, a monocamada de células foi tratada com concentragdes
correspondentes ao CCyo de cada composto (6MMPr: 60,50 uM (17,8 pg/mL); Pico 1: 5,73
Pico 2: 9,82 Pico 3: 9,58 Pico 4: 2,86 Pico 5: 18,11 Pico 6: 7,89 ng/mL.) e incubadas por 72
horas, e entdo o sobrenadante foi coletado e titulado por TCIDso. O controle negativo
corresponde a células infectadas com DENV 2 e ndo tratadas, enquanto que o controle positivo
corresponde a células infectadas com DENV 2 e tratadas com o 6MMPr. Os resultados
mostrados sdo a média = desvio padrdo do titulo viral em TCIDso de 3 réplicas biologicas.
*»<0,05. ANOVA unidirecional seguido do teste Dunnett.
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Figura 26. Analise da redugao do titulo viral da DENV-2 apds o tratamento com o alcaloide
warifteina, isolado da FATTrz. Linhagem de células Vero foi infectada com a MOI de 0,1 do
DENYV por 1 hora. Em seguida, a monocamada de células foi tratada com concentracdes
correspondentes ao CCzo de cada composto (6MMPr: 60,5 uM (17,8 pg/mL) e Warifteina:
10,49 uM) e incubadas por 72 horas, e entdo o sobrenadante foi coletado e titulado por TCIDso.
O controle negativo corresponde a células infectadas com DENV e nao tratadas, enquanto que
o controle positivo corresponde a células infectadas com DENV e tratadas com o 6MMPr. Os
resultados mostrados sdo a média + desvio padrao do titulo viral em TCIDso de 3 réplicas
biologicas. *p<0,05. ANOVA unidirecional seguido do teste Dunnett.

A Figura 26 mostra o resultado de inibicao do titulo viral da warifteina, que demonstrou
uma atividade antiviral maior que o controle positivo em uma concentragdo molar 5,7 vezes
menor. Este efeito antiviral significativo da warifteina contra DENV-2 de certa forma nos
surpreendeu frente ao resultado negativo obtido por Leite e colaboradores (Leite ef al., 2016),
que recentemente relataram auséncia de efeito antiviral frente ao virus da Dengue para este
alcaloide. Entretanto, uma possivel explicagdo pode estar relacionada a forma de preparagdo da
amostra. No nosso caso as amostras foram solubilizadas em DMSO, um solvente que atua como
carreador celular, enquanto que no trabalho de Leite e colaboradores o alcaloide foi solubilizado
em acido cloridrico 0,1N, formando assim um sal cloridrato desta base terciaria, o que pode ter
dificultado o transporte do alcaloide para o meio intracelular.

Como o efeito do pico 6 ( metilwarifteina ) na redugdo do titulo viral frente ao DENV-
2 (Figura 25) foi o mais potente entre as subfracdes testadas e considerando que este efeito
atingiu o limite de deteccdo do método, foi necessario testar concentracdoes mais baixas desta
subfrag¢do para que fosse possivel a estimativa posterior da Clso desta subfragdao. A Figura 27
mostra os resultados para concentragdes iguais a CCao, 2 da CCno, ¥4 da CCzo e 1/8 da CCxo
desta subfragdo. A metilwarifteina mostrou um efeito antiviral potente e dependente da

concentracdo, atingindo cerca de 84% de inibicao do titulo viral em uma concentragao de 7,8
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png/mL, enquanto o controle positivo (6MMPr) atingiu apenas cerca de 40% de inibi¢do com
uma concentra¢ao 2,3 vezes maior. Por esta razdo, a metilwarifteina ¢ a warifteina foram

escolhidas para avaliagao do efeito citopatico em células Vero na etapa seguinte.
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Figura 27. Analise do titulo viral da DENV-2 apds o tratamento com diferentes concentragdes
da subfra¢do 6 (metilwarifteina ) isolada da FATTrz. Linhagem de células Vero foi infectada
com a MOI de 0,1 do DENV 2 por | hora. Em seguida, a monocamada de células foi tratada
com concentragdes correspondentes ao CCzo do 6MMPr: 60,5 uM (17,8 pg/mL); CCoo: 7,8
pg/mL; 1/2: 3,9 pg/mL; 1/4: 1,9 ug/mL e 1/8: 0,8 pg/mL do pico 6 por 120 horas. O DENV-2
corresponde ao controle negativo enquanto que o 6MMPr corresponde ao controle positivo. Os
resultados mostrados sdo a média + desvio padrao do titulo viral em TCIDso (Limite de
deteccao: 0,824 TCIDso) e réplicas bioldgicas. *p<0,05 Anova undirecional seguido do teste
Dunnett.

Com os resultados obtidos nos testes acima, foi possivel calcular o valor de ICso para a
(metilwarifteina) e para a warifteina frente ao virus DENV-2, conforme mostrado na Tabela 6

abaixo, e também o indice de seletividade (IS).
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Tabela 6. Valores de ICso e IS para warifteina e para a metilwarifteina frente a infeccao de
células Vero com DENV-2

CCaz (ug/mL) CCso (ng/mL) ICso (ng/mL) IS
Metilwarifteina 7,89 21,49 2,0 10,74
Warifteina 10,49 (uM) 150,3 (uM) 1,3 (uM) 115,6

6.2.2. Andlise da Reducdo do Titulo Viral Frente ao ZKV

Extratos, subfracdes, metilwarifteina e a warifteina obtidas da C. sympodialis também
apresentaram atividade frente ao ZKV. A Figura 28 mostra o efeito do extrato etandlico bruto
dos rizomas, ¢ da Fracao de Alcaloides Terciarios Totais dos rizomas (FATTrz) sobre o titulo
viral apos infeccao de células Vero com ZKV. Ambos mostraram ser capazes de reduzir de

forma significativa o titulo viral.
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Figura 28. Andlise da reducdo do titulo viral do ZKV apés o tratamento com as amostras
obtidas da Cissampelos sympodialis: extrato bruto, Fracdo de Alcaloides Terciarios Totais
(FATTrz). Linhagem de células Vero foi infectada com a MOI de 0,1 do ZKV por 1 hora. Em
seguida, a monocamada de células foi tratada com concentracdes correspondentes ao CCao de
cada composto (6MMPr: 60,5 uM (17,8 ng/mL); Extrato bruto: 5,730 pg/mL e FAT: 9,820
pg/mL) e incubadas por 72 horas, e entdo o sobrenadante foi coletado e titulado por TCIDso. O
controle negativo corresponde a células infectadas com ZKV e nio tratadas, enquanto que o
controle positivo corresponde a células infectadas com ZKV e tratadas com o 6MMPr. Os
resultados mostrados sdo a média + desvio padrdo do titulo viral em TCIDso de 3 réplicas
biologicas. *p<0,05. ANOVA unidirecional seguido do teste Dunnett.
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A Figura 29 abaixo mostra o efeito das subfragdes sobre o titulo viral na infec¢io de
células Vero por ZKV. Podemos observar que a subfragdo 5 foi a mais ativa entre as testadas,
atingindo um efeito de reducdo compardvel ao controle positivo. Esta subfragdo ¢ rica em
warifteina, que também foi testada (Figura 30) e demonstrou uma atividade significante frente
ao ZKV, com uma inibi¢do de cerca de 22% a uma concentragdo molar 5,7x menor que o
controle positivo. Até onde pudemos verificar na literatura, a warifteina ndo havia ainda sido
testada frente ao ZKV. Dado o efeito potente deste alcaloide frente ao ZKV relatado aqui,
estudos adicionais devem ser conduzidos para avaliar o potencial deste composto ou de seus
andlogos estruturais como potencial tratamento antiviral para o ZKV. O indice de seletividade
para a warifteina frente ao ZKV (Tabela 7) foi menor do que aquele determinado para a infec¢ao
com DENV-2. Esperamos que outras moléculas de nucleo isoquinolinico possam ser testadas

na busca de prototipos com melhor seletividade.
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Figura 29. Andlise da redugdo do titulo viral do ZKV apés o tratamento com o0s picos
(subfragdes) 1-6 isolados da milona. Linhagem de células Vero foi infectada com a MOI de 0,1
do ZKV por 1 hora. Em seguida, a monocamada de células foi tratada com concentragdes
correspondentes ao CCpo de cada composto (6MMPr: 60,5 uM (17,8 pg/mL); Pico 1: 5,730
pg/mL e Pico 2: 9,820 pug/mL Pico 3: 9,580 pg/mL; Pico 4: 2,865 ng/mL; Pico 5: 18,11 pg/mL;
Pico 6: 7,894 png/mL.) e incubadas por 72 horas, e entdo o sobrenadante foi coletado e titulado
por TCIDso. O controle negativo corresponde a células infectadas com ZKV e ndo tratadas,
enquanto que o controle positivo corresponde a células infectadas com ZKV e tratadas com o
6MMPr. Os resultados mostrados sao a média + desvio padrao do titulo viral em TCIDso de 3
réplicas bioldgicas. *p<0,05. ANOVA unidirecional seguido do teste Dunnett.
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Figura 30. Andlise da reducdo do titulo viral do ZKV apds o tratamento com o alcaloide
warifteina, isolado da FATTrz. Linhagem de células Vero foi infectada com a MOI de 0,1 do
ZKVpor 1 hora. Em seguida, a monocamada de células foi tratada com concentracdes
correspondentes ao CCzo de cada composto (6MMPr: 60,5 uM (17,8 pg/mL) e Warifteina:
10,49 uM) e incubadas por 72 horas, e entdo o sobrenadante foi coletado e titulado por TCIDso.
O controle negativo corresponde a células infectadas com ZKV e ndo tratadas, enquanto que o
controle positivo corresponde a células infectadas com ZKV e tratadas com o 6MMPr. Os
resultados mostrados sdo a média = desvio padrao do titulo viral em TCIDso de 3 réplicas
biologicas. *p<0,05. ANOVA unidirecional seguido do teste Dunnett.

Tabela 7. Valores de ICso e IS para warifteina frente a infec¢do de células Vero com ZKV

CC2 (uM) CCso (uM) ICso (uM) IS
Warifteina 10,49 150,3 2,2 68,3

6.3. Analise de Reducio do Efeito Citopatico

6.3.1. Analise de Reducao do Efeito Citopatico Promovido por DENV-2

Ap6s os ensaios de reducdo do titulo antiviral, as amostras mais promissoras (subfracao
5 e 6), warifteina e metilwarifteina frente a infecgdo por DENV-2 e warifteina frente a infecgdo
por ZKV) foram selecionadas para avaliacdo da inibicdo do efeito citopatico. Neste ensaio, a
cultura de células ¢ avaliada de forma visual para verificar se as amostras sdo capazes de inibir
o efeito citopatico dos virus sobre a cultura de células Vero, prevenindo a lise celular e

preservando o tapete de células. Para isso, concentragdo correspondente a CCzo de cada uma
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das substancias isoladas da Cissampelos sympodialis, e a warifteina foram utilizadas. Nestes
ensaios, células Vero confluentes foram inoculadas com 0,1 MOI (MOI=Multiplicidade de
Infecgdo, que ¢ a proporcao entre o numero de particulas virais para o nimero células) de
DENV-2 | tratadas com as diferentes subtracdes da FATTrz e o 6MMPr, e incubadas por 72
horas a 37 °C em atmosfera umida com 5% de COz. O efeito antiviral neste caso pode ser
evidenciado pela reducdo do numero de células mortas por citélise, e pela preservagdo da
morfologia normal do tapete celular (Li ef al., 2012; Sherman et al., 2019). A coloragdo do
meio também ¢ de fundamental importancia, além desses outros indicadores, pois indica o nivel
de acidez resultante do consumo de nutrientes, que esta diretamente relacionado com atividade
metabolica em um maior ou menor nivel (Sherman et al., 2019). Neste caso, a sobrevivéncia e
proliferagdao celular ¢ indicada pela redugdao do sal tetrazélico MTT, que ocorre com a
participacao de uma enzima mitocondrial redutase e o cofator NADPH, e nesse processo ha a
mudan¢a de uma coloragdo amarela para violeta purpura, indicando um grau de ativagdo e
deteccao de células viaveis.

A Figura 31 mostra a inibi¢do do efeito citopatico do DENV-2 sobre células Vero
promovido pela metilwarifteina, que foi avaliada na sua CCy. Pode-se observar que ela foi
capaz de inibir o efeito citopatico do virus promovendo uma redugdo do efeito citopatico
comparavel ao controle, € com uma preservagdo do tapete de células inclusive maior que o
6MMPr.

A Figura 32 mostra a inibi¢do do efeito citopatico do DENV-2 sobre células Vero
promovido pela warifteina, isolada a partir da FATTrz. Este efeito foi maior que aquele
promovido pelo controle positivo como pode ser observado pela maior redugao do MTT com a
cultura de células com coloracdo violeta purpura mais intensa, efeito este obtido em uma
concentragdo molar 5,7 vezes menor que o controle positivo, mostrando assim um potente efeito

antiviral.
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Mock Metilwarifteina

Controle Positivo (6MMPr) DENV-2

Figura 31. Redugao do efeito citopatico caracteristico do virus DENV-2 apo6s tratamento com
a subfracdo 6 ( metilwarifteina ), isolada da FATTrz. Linhagem de células Vero foi infectada
com a MOI de 0,1 com DENV 2 por 1 hora. Em seguida, as células foram tratadas com
concentragdes correspondentes ao CCzo de cada amostra (6MMPr: 60,5 uM (17,8 pg/mL) e
metilwarifteina: 7,894 pug/mL.) e incubadas por 72 horas. O controle mock corresponde a
células cultivadas apenas com o meio DMEM, enquanto que o controle positivo corresponde a
células infectadas com DENV-2 e tratadas com o 6MMPr. Controle DENV-2 corresponde a

celulas cultivadas em meio DMEM e infectadas com DENV-2.
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Mock Warifteina

Controle Positivo (6MMPr) DENYV-2

Figura 32. Redugao do efeito citopatico caracteristico do virus DENV-2 apo6s tratamento com
a warifteina, isolada da FATTrz. Linhagem de células Vero foi infectada com a MOI de 0,1
com DENV 2 por 1 hora. Em seguida, as células foram tratadas com concentragdes
correspondentes ao CCyo de cada amostra (6MMPr: 60,5 uM e Warifteina: 10,49 uM) e
incubadas por 72 horas. O controle mock corresponde a células cultivadas apenas com o meio
DMEM, enquanto que o controle positivo corresponde a células infectadas com DENV-2 e
tratadas com o 6MMPr.

6.3.2. Andlise de Reducao do Efeito Citopatico Promovido por ZKV

Assim como para o DENV-2, a warifteina foi capaz de inibir também o efeito citopatico
promovido pelo ZKV (Figura 33). Esta redugdo do efeito citopatico se mostrou mais
significativa que o controle 6-MMPr, que foi recentemente caracterizado pelo grupo liderado

pelo prof. Lindomar Pena , da Fiocruz-PE como a primeira molécula com atividade antiviral
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comprovada frente ao ZKV (De Carvalho et al., 2017). Os efeitos de reducao do titulo viral e
de reducdo do efeito citopatico demonstrados até o momento, mostram que a warifteina ¢ uma
molécula promissora para ensaios adicionais e, embora nao possua um indice de seletividade
compardvel aos antivirais de uso corrente (geralmente com IS entre 500-1000), pode servir de
prototipo para modificagdo estrutural em buscas de moléculas com perfil de seletividade
melhores e ainda, como ferramenta farmacolodgica para se estudar o mecanismo de agdo
antiviral e potencial descoberta de novos alvos moleculares para o tratamento desta importante

arbovirose.

Mock

Controle Positivo (6MMPr)

Figura 33. Redugdo do efeito citopatico caracteristico do virus ZKV apo6s tratamento com a
warifteina, isolada da FATTrz. Linhagem de células Vero foi infectada com a MOI de 0,1 com
ZKYV por 1 hora. Em seguida, as células foram tratadas com concentragdes correspondentes ao
CCyo de cada amostra (6MMPr: 60,5 uM e Warifteina: 10,49 uM) e incubadas por 72 horas. O

controle mock corresponde a células cultivadas apenas com o meio DMEM, enquanto que o
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controle positivo corresponde a células infectadas com ZKV e tratadas com o 6MMPr. O

controle ZKV corresponde as células infectadas com ZKV que ndo receberam tratamento..
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7. CONCLUSAO

O referido trabalho atingiu seus objetivos, visto que foi obtida a FATT das raizes da
Cissampelos sympodialis, que posteriormente foram separadas por CLAE-prep, o que permitiu
o isolamento de seis possiveis alcaloides.

Houve a caracterizagdo de duas das seis substancias isoladas por RMN, que foi
identificada através de comparacdo com os dados da literatura como o alcaloide
bisbenzilisoquinolinico warifteina. e metilwarifteina.

Os testes de atividade antiviral mostraram que a warifteina e a metilwarifteina foram
capazes de reduzir, de forma significativa e dependente da concentracdo, os titulos virais da
infeccao de células Vero com DENV-2, sendo ambas mais potente do que o controle positivo,
o ribosideo da 6-metilmercaptopurina (6-MMPr).

De forma analoga, a warifteina foi capaz de provocar redugdo, significativa e
dependente da concentragao do titulo viral, da infec¢ao de células Vero com ZKV, de forma
mais potente do que o controle positivo, o ribosideo da 6-metilmercaptopurina (6-MMPr).

A warifteina e a metilwarifteina foram capazes de inibir o efeito citopatico promovido
pelo DENV-2 sob células Vero, de forma comparavel ao controle positivo em concentragdes
molares menores.

A warifteina foi capaz de inibir o efeito citopatico promovido pelo ZKV sob células
Vero, de forma comparavel ao controle positivo em concentragdes molares menores.

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que a warifteina e outras
substancias que estdo em processo de identificagdo, obtidas da FATTrz de C. sympodialis sdo
moléculas com promissora atividade antiviral contra DENV-2 e ZKV e podem servir para o
desenvolvimento de andlogos estruturais com melhor perfil de seletividade ou servir de

ferramentas farmacoldgicas para estudo da infecgdo viral destes importantes arbovirus.
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