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Resumo

O estudo sobre o uso de plantas e metabolitos secundarios tem sido uma das alternativas mais
estudadas nos ultimos anos como forma de controlar a parasitose em ovinos provocada
principalmente pelo nematoide Haemonchus contortus. A Piper cubeba é uma pimenta asiatica
que apresenta uma série de propriedades bioldgicas, incluindo atividade antiparasitaria, sendo
essa atividade, muitas vezes atribuida as lignanas cubebina, hinoguinina e diidrocubebina, que
estdo presentes na planta em maior concentracdo. Estudos in vitro com o extrato da Piper
cubeba e com as lignanas cubebina, dihidrocubebina e hinoquinina demonstraram que esses
compostos apresentam importante acdo contra os Varios estagios do desenvolvimento de vida
do nematoide Haemonchus contortus, sendo a hinoquinina a mais eficaz (CEso = 68 ug / mL
contra ovos, CEsp <35 pg / mL contra o estagio L1 e CEso = 0.34 pg / mL contra o estagio L3).
Devido a relevancia desses resultados foram entdo realizados estudos de docking molecular
com essas lignanas com o objetivo de avaliar a acdo desses compostos com as proteinas
fosfoetanolamina metil transferase (FMT) e a proteina tubulina do H. contortus usando o
albendazol como farmaco de referéncia. O estudo de docking consensual utilizou os softwares
Maestro 10.1, GOLD 5.3 e Autodock 4.2. Os resultados in silico quando comparados aos
resultados in vitro, demonstraram que o mecanismo de acdo da hinoquinina, que se mostrou
sejam necessarias mais pesquisas, 0s resultados indicam que a hinoquinina, ainda que ndo
seletiva para a FMT, pode ser usada como alvo promissor para o desenvolvimento de novos

anti-helminticos para o controle da infec¢do causada pelo H. contortus.

Palavras Chave: Anti-helminticos naturais, hinoquinina, albendazol, docking consensual.



Abstract

The study on the use of plants and special metabolites has been one of the most studied
alternatives in recent years as a way to control parasitosis in sheep caused mainly by the
nematode Haemonchus contortus. Piper cubeba is an Asian pepper that has a series of
biological properties, including antiparasitic activity, and this activity is often attributed to
cubebin, hinokinin and dihydrocubebin lignans, which are present in the plant in greater
concentration. In vitro studies with the Piper cubeba extract and with the lignans cubebin,
dihydrocubebina and hinokinin demonstrated that these compounds present important action
against the several stages of the development of life of the Haemonchus contortus, being the
hinokinin the most effective (ECso = 68 ug / mL against eggs, ECso <35 ug / mL against stage
L1 and ECsp = 0.34 pug / mL against stage L3). Due to the relevance of these results, molecular
docking studies were then carried out with these lignans in order to evaluate the action of these
compounds with the phosphoethanolamine methyl transferase (FMT) proteins and the H.
contortus tubulin protein using albendazole as a reference drug. The consensual docking study
used the Maestro 10.1, GOLD 5.3 and Autodock 4.2 softwares. The in silico results when
compared to the in vitro, demonstrated that the mechanism of action of hinokinin, which was
more active, may be related to the inhibition of both B-tubulin and FMT-2. Although more
research is needed, the results indicate that hinokinin, although not selective for FTM, can be
used as a promising target for the development of new anthelmintics to control infection caused

by H. contortus.

Keywords: Natural anthelmintics, hinokinin, albendazole, consensual docking.
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APRESENTACAO

Atualmente, o Brasil se encontra entre os maiores produtores de ovinos do mundo ja que
esta carne vem ganhando espaco no mercado consumidor devido as suas propriedades
nutricionais (MAGALHAES et al., 2018; NOBREGA, 2016). A maior parte da criagdo e
reproducdo de ovinos é realizada por pequenos produtores, porém um dos fatores que limitam
a producdo ¢é a infeccdo parasitaria causada por nematoides gastrointestinais. O principal
nematoide gastrointestinal € o Haemonchus contortus, um parasita hematdfago que causa séria
anemia podendo conduzir o animal ao Obito o que gera sérios prejuizos aos produtores
(MOLENTO et al., 2013).

Para o controle da infeccdo é necessario 0 manejo sanitario adequado do rebanho e a
utilizacdo de anti-helminticos, entretanto, o uso inadequado desses medicamentos sem respeitar
doses, intervalos de aplicacdo e rotatividade do produto utilizado selecionou nematoides
resistentes as principais classes de antiparasitarios como o0s benzimidazois, avermectinas,
imidazotiazois e salicilanilicidas (DUARTE et al., 2012). Ap6s a constatacdo da resisténcia
parasitaria as doses administradas aos animais passaram a ser muito maior na tentativa de obter
tratamento a infeccdo. Entretanto, essa conduta vem causando preocupacao, pois parte desses
compostos e de derivado do seu metabolismo podem contaminar produtos derivados dos ovinos
que ao serem consumidos por humanos poderiam também selecionar nematoides resistentes em
humanos, visto que alguns desses antiparasitarios também sdo utilizados em humanos no
controle de algumas verminoses (MOLENTO et al., 2013).

Desta forma, existe a necessidade de se propor alternativas ao uso dos anti-helminticos ja
utilizados no controle da parasitose em ovinos, visando maior produtividade, bem-estar e
seguranca na ingestdo de produtos provenientes do animal. Uma das alternativas que vem sendo
estudadas para o controle da parasitose é a uso de plantas com propriedades anti-helminticas e
de metabolitos secundarios extraidos destas. Assim, na tentativa de contribuir nesta area de
pesquisa varios grupos tém se empenhado em avaliar a eficicia e efeitos toxicos de plantas
usadas na medicina popular atraves de testes in vitro e in vivo com ovinos naturalmente ou
artificialmente infectados (QI et al., 2015; FEBOLI et al., 2016; KATIKI et al., 2017;
OLIVEIRA et al., 2017; ABIDIA et al., 2018).

Muitas plantas medicinais sdo usadas no controle de verminoses em pequenos rebanhos,
muitas delas embasadas pela medicina tradicional e conhecimento popular, porém, poucas tém

sua atividade comprovada cientificamente. Desse modo, as pesquisas relacionas a utilizacdo de
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plantas no controle de parasitose em ovinos tem como objetivo avaliar o potencial de novas
plantas e confirma-lo em plantas ja utilizadas na etnoveterinaria (SUROOWAN et al., 2017).

A Piper cubeba é uma planta asiatica muito estudada nas ultimas décadas por suas
propriedades bioldgicas, geralmente atribuidas as suas lignanas. Dentre elas se destacam a
cubebina, hinoquina e diidrocubebina (Figura 1) que apresentam propriedades analgésica, anti-
inflamatoria (Da SILVA et al., 2005), antimicrobiana (SILVA et al., 2007), antioxidante
(ALSAID et al., 2015) e antiparasitaria (MAGALHAES et al., 2012; ESPERANDIM et al.,
2013).

Figura 1- Estruturas quimicas das lignanas cubebina, hinoquinina e diidrocubebina

HO

\_
\/O

Cubebina ) Dihidrocubebina

Hinoquinina

Fonte: Préprio autor.

Portanto, com o intuito de contribuir com os estudos sobre plantas para o controle de
parasitoses em ovinos, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a atividade anti-helmintica
in vitro das lignanas isoladas, determinada em ensaios de inibicdo da eclodibilidade dos ovos,
inibicdo do desenvolvimento larvar e inibicdo da migracédo larvar de ovos e larvas de helmintos
obtidos de ovinos naturalmente infectados. Aliados aos estudos in vitro, também foram
realizados estudos in silico por docking molecular consensual com as lignanas isoladas a partir
da P. cubeba, utilizando os programas Gold 5.1, Autodock e Maestro. Esses estudos visaram o
entendimento do modelo de interacdo desses compostos com as proteinas B-tubulina e
fosfometiltransferase do H. contortus, vitais na sobrevivéncia do nematoide (WITOLA et al.,
2016).
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1. Ovinocultura

A ovinocultura apresenta atualmente um rebanho estimado em 18 milhdes de animais,
sendo umas das principais atividades pecuarias desenvolvidas no Brasil. Seu crescimento se
deve principalmente ao aumento da comercializagdo de carne devido ao seu menor teor de
gordura e a utilizacdo do leite para a fabricacdo de queijos finos (MAPA, 2017).

A producdo de ovinos e seus derivados é considerada uma atividade em expanséo, porém
possui restrigdes, ja que 0 manejo sanitario inadequado dos animais conduz a sérios problemas,
como a infeccdo e infestacdo parasitéria, que diminuem a produtividade do rebanho e os lucros
obtidos a partir do produto final (COLES, 2005).

O Haemonchus contortus, parasita hemat6fago que se aloja no abomaso do animal, é nos
dias atuais um dos que mais afeta 0s ovinos, ocasionando grandes prejuizos ao rebanho. O
verme na forma adulta ingere cerca de 0,05 mL de sangue por dia, desta forma, um ovino com
infeccdo moderada (2000 vermes de H. contortus) pode perder de 5 a 7% do seu volume de
sangue diariamente, 0 que acarreta anemia, hipo-proteinemia e baixo ganho de peso. Animais
com grande infestacdo desse parasita geralmente véao a ébito (SOUZA et al., 2009).

Para controle de nematoides gastrointestinais a realizacdo de um manejo adequado de
pastagem e de vermifugacdo através de anti-helminticos sintéticos, como, ivermectina,
albendazol, oxfendazol, closantel, levamisole e moxidectina, sdo itens basicos. Entretanto, por
décadas o uso indiscriminado desses vermifugos acabou por selecionar parasitas resistentes
agravando ainda mais o quadro da infeccdo (DUARTE et al., 2012).

Os primeiros relatos de resisténcia anti-helmintica surgiram na década de 70 em regides
tropicais e subtropicais da América do Sul e na década de 90 no Brasil, nos estados do Rio
Grande do Sul, Ceara, Bahia e Pernambuco (MELO et al., 1998). Relatos de resisténcia
parasitaria em varios locais do mundo evidenciaram que esse é um problema em disseminacgéo
e ndo um problema local (SCZESNY et al., 2010).

A contaminacdo dos derivados de ovinos acarretada pela utilizacdo de doses
inadequadas de anti-helminticos é um grave problema de saude publica, j& que ao serem
consumidos podem desencadear a resisténcia parasitaria de helmintos em humanos
(CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2005; SOUSA et al., 2013; VENTURINI et al., 2014).
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1.2. Haemonchus contortus

O H. contortus é um parasita pertencente a classe Nematoda, ordem Strongylida,
Superfamilia Trichostrongyloidea, Familia Trichostrongylidae, género Haemonchus (VIEIRA,
1999), que se aloja no abomaso do animal infectado. Em seu estagio adulto é possivel sua
observacgdo a olho nu (Figura 2), j& que seu tamanho varia de 1 a 2,5 cm de comprimento
(VIEIRA, 1999), sendo a principal parasita que acomete ovinos.

Seu ciclo de vida evolutivo é desenvolvido em duas fases, sendo elas, a fase parasitaria,
caracterizada pelo desenvolvimento no hospedeiro no ambiente interno do animal e fase de vida
livre, onde h& o desenvolvimento do parasita no ambiente externo. Os estdgios de
desenvolvimento acontecem em quatro fases, sendo o L1 o primeiro deles, caracterizado pela
eclosdo dos ovos. Assim, quando hd a eliminacdo dos ovos pelas fezes do animal, em
temperatura ambiente (26°C), as larvas passam do primeiro estagio L1 para o estagio L3, na
propria pastagem em aproximadamente cinco dias (Figura 2A-D). A temperatura ideal para
desenvolvimento das larvas é de 18 a 26 °C, porém, alteracGes na temperatura do ambiente
influenciam no desenvolvimento do parasita. Com reducdes na temperatura o desenvolvimento

acontece lentamente, podendo se prorrogar a semanas ou meses.

Figura 2- A-D. Diferentes fases do desenvolvimento do H. contortus. A- ovo, B-L1, C-L3, D

-verme adulto

Fonte: A e C- Hassan et al., 2013; B- Préprio autor; D- https://www.wormx.info/image-gallery

19


https://www.wormx.info/image-gallery

O inicio do ciclo parasitario ocorre quando o ruminante ingere a larva infectante (L3)
juntamente com a pastagem. A partir de entdo a larva penetra no abomaso do animal, sendo ele
um dos quatro estdmagos presente em ruminantes. Quando se desenvolve em L4, o parasita
comeca a se alimentar de sangue, ocasionando anemia, hipoproteinemia e até mesmo a morte
do ovino. Dentro de aproximadamente trés semanas, hé entdo uma evolugdo do estagio L3 para
o L5 (Figura 3) (MELO, 2005).

Figura 3- Ciclo de vida do H. contortus
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Fonte: Zacharias, 2004.

1.3. Resisténcia anti-helmintica

Ha muito tempo, a infeccao parasitaria gastrintestinal em ruminantes é campo de destaque
nas estatisticas relacionadas a problemas sanitarios da ovinocultura e caprinocultura, e a
dificuldade no seu controle tem se intensificado devido & resisténcia dos nematoides as
principais drogas utilizadas (RODRIGUES et al., 2007).

O principal problema relacionado ao uso dos anti-helminticos é o desenvolvimento de
resisténcia. Os nematoides que sobrevivem a esse tratamento apresentam caracteristicas
bioldgicas que os tornam resistentes aos efeitos toxicos das drogas (PRICHARD, 2001). Logo,
o0 desenvolvimento da resisténcia € uma consequéncia evolucionaria do tratamento com essas

drogas e a intensidade da sele¢éo determina a rapidez com que ela se desenvolve, sendo a baixa
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eficdcia dos tratamentos com anti-helminticos o primeiro sinal do aparecimento de cepas
resistentes (DEMESSIE et al., 2016). A falta de informagdes adequadas e atualizadas das
tecnologias e utilizagdo terapéutica iatrogénica das drogas antiparasitarias em ruminantes tem
contribuido para a selecdo de nematoides resistentes a praticamente todos os anti-helminticos
utilizados no Brasil e no mundo (DE JESUS et al., 2017).

O surgimento dos primeiros relatos de resisténcia a nematoides em ovinos foi descrito
inicialmente nos Estados Unidos (THEODORIDES et al., 1970, ANDERSEN et al., 1973),
Australia (HALL et al., 1981), Nova Zelandia (BADGER et al., 1990), Franca (KERBOUEF
& HUBERT 1985), Inglaterra (HUNT et al., 1994), Malasia (DORNY et al., 1994) e Tailandia
(KOCHAPAKDEE et al., 1995). No Brasil o primeiro relato de resisténcia foi ao tiabendazol
(DRUDGE et al., 1964; MELO et al., 1998) e depois a ivermectina no Sul do pais em rebanhos
de ovinos cujo nematoide predominante era o H. contortus e mais tarde em outras regifes
(ECHEVARRIA & TRINDADE, 1989; MELO et al., 1998; RODRIGUES et al., 2007).

As principais linhagens de parasitas resistentes em ovinos sdo as de Haemonchus spp.,
Trichostrongylus spp. e Ostertagia spp. A disseminacdo dessas linhagens resistentes por varias
regibes também agrava o problema e acontece pela comercializagdo de ovinos contaminado
com as essas cepas resistentes (RAMOS et al., 2002).

A resisténcia os anti-helminticos benzimidazois e pro-benzimidazois teve inicio na
década de 1980, e mais recentemente foi também constatada para o grupo de compostos
pertencentes as lactonas macrociclicas como as avermectinas e milbemicinas (FORTES et al.,
2013).

Ponderando uma nova alternativa para o controle de verminose em ovinos, surgiu o
monepantel, anti-helmintico do grupo dos derivados da aminoacetonitrila. O monepantel foi
desenvolvido e colocado no mercado recentemente, como solu¢do para o controle de
nematoides multirresistentes em ovinos. Entretanto, ap6s pouco tempo de utilizacdo, foram
relatados também casos de resisténcia a esse anti-helmintico (MEDEROS et al., 2014; VAN
DEN BROM et al., 2015).

1.4. Uso de plantas medicinais no controle da parasitose

Nas Ultimas decadas, as plantas tém sido usadas como uma fonte de moléculas bioativas
para o desenvolvimento de farmacos para uma infinidade de males que afetam humanos e

animais (CALIXTO, 2019). Vaérios grupos de pesquisa ao redor do mundo desenvolvem
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estudos avaliando o uso de plantas, extratos e metabolitos secundarios para o tratamento de
parasitas gastrointestinais de ruminantes. A grande quantidade de artigos e citagdes sobre 0
tema demonstraram a importancia da pesquisa nessa area (FEBOLI et al., 2016; KATIKI et al.,
2017; OLIVEIRA et al., 2017; ABIDIA et al., 2018; SOLDERA-SILVA et al., 2018). Estudos
in vitro e in vivo contra o H. contortus utilizando extratos de plantas ricas em taninos tem sido
foco de muitos grupos de pesquisa como aqueles desenvolvidos por QI et al. (2015), KATIKI
et al. (2017), MENGISTU et al. (2017), OLIVEIRA et al. (2017), SILVA SOARES et al.
(2018), P1ZA et al. (2019).

A maior énfase no estudo de plantas taniferas se deve a ocorréncia de taninos em
forragens ja usadas para alimentar ovinos e também pelo conhecimento, ainda que parcial, do
mecanismo de acdo desses taninos sobre as varias formas de vida dos nematoides (ALONSO-
DIAZ et al., 2008; CHAN-PEREZ et al., 2016). Entretanto, alguns estudos também tém sido
realizados com plantas néo taniferas, como a Cymbopogon citratus, onde a atividade anti-
helmintica observada foi atribuida aos componentes do dleo essencial (MACEDO et al., 2015).
A Cissus quadrangularis € uma planta usada na etnoveterindria como anti-helmintica na
Etiopia, e tem sua atividade anti-helmintica associada a presenca de flavonoides (ZENEBE et
al., 2017).

1.5. Piper cubeba e suas lignanas

A P. cubeba é uma planta ndo-tanifera da familia Piperacea e género Piper, possui origem
asiatica e seus frutos sdo usados como condimento na cozinha local e também na medicina
tradicional. As folhas e frutos da P. cubeba sdo usados para aliviar dores gastricas, enterites,
diarreias, inflamac@es e no tratamento da ictericia aguda (CHOPRA et al., 1956).

O fruto de P. cubeba contém um 6leo rico em terpenos, cujos principais constituintes sdo
0 sabineno e o eucaliptol (MAGALHAES et al., 2012) e além do 6leo possui também uma
grande variedade de lignanas (BOS et al., 2007).

As lignanas sdo metabolitos secundarios presente em algumas plantas, sendo comuns no
género Piper e sdo biossintetizadas através da dimerizagdo, por acoplamento oxidativo, de

unidades fenilpropanoidicas (Figura 4).
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Figura 4 - Conectividade de unidades fenilpropanoides para formacéo de lignanas
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Fonte: Préprio autor

Além disso, as lignanas podem ser classificadas em 5 principais classes, dependendo do

estado de oxidacdao de C9 e C9’ afetando os padroes de ciclizagdao e determinando o tipo de

lignana formada (Figura 5) (UMEZAWA, 2003).

Figura 5 - Estrutura das subclasses de lignanas oxigendas no carbonos 9 ¢ 9°.

Dibenzilbutirolactolicas Dibenzilbutirolactonas Furofuranicas

8

Aviltetralinicas Dibenzilbutanodidica

Fonte: Adaptado de Umezawa 2003.

Nos frutos da P. cubeba, as lignanas encontradas em maior quantidade sdo a cubebina,
hinoquinina e diidrocubebina que sdo lignanas com esqueletos quimicos pertencentes
respectivametne as  classes  dibenzilbutirolactolicas,  dibenzilbutirolactbnicas e

dibenzilbutanodidicas. Grande parte das atividades bioldgicas do extrato dos frutos da P.
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cubeba sdo atribuidas a essas trés lignanas (LIMA et al., 2018) com destaque para as atividade
analgésica e anti-inflamatéria (SILVA et al., 2005), antimicrobiana (SILVA et al., 2007
LAURENTIZ et al., 2015), antiparasitaria (SOUZA et al., 2005; MAGALHAES et al., 2012;
ESPERANDIM et al., 2013) e antioxidante (ALSAID et al., 2015).

As propriedades bioldgicas atribuidas ao extrato dos frutos da P. cubeba e suas lignanas,
aliada a sua baixa toxicidade, faz desse extrato e de suas lignanas interessantes alvos para a
avaliacdo da anti-helmintica contra nematoides gastrointestinais em ovinos (GRAIDIST et al.,
2015).

1.6. Modelagem Molecular

A modelagem molecular tem sido uma ferramenta util na descoberta de novos farmacos,
pois permite avaliar um grande numero de moléculas sobre o alvo molecular e dentre elas obter
moleculas com real possibildade de acao bioldgica, diminuindo assim o0 nimero e o custo das
analises in vitro e in vivo.

O docking molecular permite estudar o modelo de interacdo entre o alvo (proteina) e o
ligante, possibilitando assim prever se este ligante interage de forma a alterar a fungédo deste
alvo (BIELSKA et al., 2011). Este processo se realiza com o auxilio de algoritmos, que
apresentam dados conformacionais, e de funcdes de pontuacdo, que determinam valores
energéticos relacionados a esta interacdo. (JOSEPH-McCARTHY, 1999; GUNTHER et al.,
2003; JORGENSEN, 2010; HUNG & CHEN, 2014). Com a finalidade de prever e compreender
o comportamento das lignanas estudadas neste trabalho com os alvos, B-tubulina e FMT,
escolheu-se, desta forma, o uso da metodologia de docking consensual que foi desenvolvido
com o auxilio dos programas Gold 5.3, Maestro 10.1 e Autodock 4.2.

1.6.1. Docking Consensual

E observado que o uso de docking individual apresenta algumas falhas que prejudicam
a previsdo com maior precisdo do modelo de interagdo alvo-ligante, isto geralmente ocorre,
porgue suas fungdes de pontuacdo sdo projetadas para trabalhar com um grande conjunto de
proteinas alvo e ndo com uma proteina ou classe especifica de proteinas (por exemplo, enzimas
ou receptores de membrana). Estas limitacGes individuais, de cada software ou dos seus

respectivos algoritmos, podem ser minimizadas substituindo seu resultado final por uma média
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das multiplas fungdes de pontuacéo, isto € obtido a partir da realizagdo do método de docking
consensual (NEVES, 2015). Os programas utilizados neste trabalho, citados acima, possuem
algoritmos de amostragem especificos, o Autodock 4.2 e o Gold 5.3 utilizam algoritmo de busca
baseados na teoria da evolucdo, enquanto o Maestro 10.1 seleciona as conformacdes
energeticamente mais favordveis usando um algoritmo de amostragem baseado em Monte
Carlo.

Para este estudo de docking as proteinas alvo escolhidas foram a B-tubulina e a
fosfoetanolaminametiltransferase (FMT) presentes em todos os estdgios de vida do H.

contortus.

1.6.2. Proteina alvo.

A proteina alvo ¢ uma molécula que tem a capacidade de interagir com um ligante
especifico e a forma como eles interagem é que determina seu efeito bioldgico (SLIWOSKI et
al., 2014). Desta forma, como citado acima, o docking molecular auxilia na compreensao da
relacdo entre a proteina e o ligante, sendo de extrema importancia, pois pode ser usada para
propor novos ligantes e otimizar a interagdo com uma determinada proteina alvo que venha a
ser estudada (HUNG & CHEN, 2014).

1.6.2.1. B -tubulina

A B-tubulina é uma proteina que apresenta papel crucial na sobrevivéncia do H.
contortus por estar relacionada com a formacdo dos microttbulos, que tem como fungdes a
formacdo do fuso mitético, motilidade, secrecdo celular, absorcdo de nutrientes e transporte
celular (BRUCE, 1987; LACEY, 1988; JASMER et al., 2000). As unidades estruturais dos
microtubulos sdo os a,B-heterodimeros. Em ambas, as unidades apresentam guanosina
trifosfato (GTP). A sintese dos microtubulos se da a partir da subunidade  (Figura 6). O GTP
ao se ligar a esta subunidade é hidrolisado, levando a adi¢cdo de mais uma subunidade
heterodimérica ao protofilamento em formagdo. Esses protofilamentos se empacotam
paralelamente para formagdo dos microtdbulos. Os microtubulos sdo formados por 13
protofilamentos de dimeros aff tubulina. Os monomeros de a e B tubulina compartilham cerca
de 40 % da identidade sequencial e possuem estruturas muito similares, exceto em algumas

regides das alcas. Ambos mondmeros apresentam dominios de ligacdo a nucleotideos (N-
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terminal), de interacdo com ligantes (intermediérios) e de ligacdo as proteinas associadas com
0 processo de polimerizagdo (KESKIN et al., 2002; KERSSEMAKERS et al., 2006). Embora
apresente 0s mondmeros af3, apenas a fragao B (Figura 6) ¢ de interesse, pois ¢ nesta subunidade
que atuam os farmacos utilizados no tratamento das verminoses ocasionadas pelo H. contortus,
estes compostos ocasionam a morte do parasita pela instabilidade na polimerizagédo dos
microtubulos. Tais farmacos, os benzimidazois interagem em um local “enterrados” na fracdo
B-tubulina, dos quais fazem parte os residuos Ser 165, Phe 167, Glu 198, Phe 200, Met 233,
Val 236, Leu 250 e Leu 253 (ROBINSON et al., 2004).

Apesar da tubulina ser crucial para o desenvolvimento do H. contortus, a mesma é
encontrada em varias espécies, inclusive mamiferos. Ao contrario da FMT, que é especifica de
parasitas e ndo é encontrada em mamiferos (LEE & JEZ, 2013), fato que a torna um alvo

bastante interessante.

Figura 6- Estrutura tridimensional da  -tubulina do H. contortus.

Fonte: Préprio autor.

1.6.2.2. Fosfoetanolaminametiltranferase
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Essa enzima é essencial para sobrevivéncia do parasita, visto que é a principal via de
fornecimento de fosfatidilcolina para a biossintese de fosfolipideos em nematoides. As N-
metiltransferases de fosfoetanolamina (FMT) catalisam a metilalacdo sequencial de
fosfoetanolamina em fosfatidilcolina. Esse processo ocorre na regido da proteina formada pelos
di-dominio FMT-1 e FMT-2 (Figura 7). O dominio (FMT-1) catalisa a metilacdo de
fosfoetanolamina em fosfomonometiletanolamina, e o dominio (FMT-2) completa a sintese
para formacdo da fosfatidilcolina (LEE et al., 2013). Tais dominios sdo estruturalmente
distintos, assim permitindo uma metilacdo seletiva de substratos de fosfobases, usando dois

sitios ativos diferentes.

Figura 7- Estrutura tridimensional da FMT-1.

Fonte: Préprio autor
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Figura 8- Estrutura tridimensional da FMT-2.

Fonte: Préprio autor

A FMT-1 utiliza como co-substrato a S-adenosil homocisteina (SAH), a partir da qual a
fosfoetanolamina (pEA) é metilada através da transferéncia do grupo metil por reacdo de
substituicdo nucleofilica biomolecular SN2. Este local corresponde ao sitio ativo da FMT-1, e
é constituido pelos residuos Trp 14, Met 26, Met 27, Asp 57, lle 58, Ala 60, Arg 64, Phe 65,
Asp 80, Phe 81, lle 82, Phe 85, Asp 105, Trp 123, Leu 124 e Tyr 127. Na FMT-2 a sintese €
completada com auxilio do co-substrato S-adenosil metionina (SAM), este local é formado
pelos residuos Tyr 183 lle 200, Ser 201, lle 127, Asp 250, Leu 251, Asp 277, Ala 278, Arg 294
e His 299 (LEE & JEZ, 2013) e corresponde ao sitio ativo da FMT-2. Os fosfolipidios séo
componentes integrais e estruturais importantes das membranas celulares eucariéticas, o que
deixa claro a relevancia dessa enzima na sobrevivéncia do parasita, convertendo-a em um alvo
promissor para o desenvolvimento de novas drogas contra o H.contortus, principalmente
porque ela ndo é encontrada em humanos. A FMT fornece dois alvos inibidores antiparasitarios
dentro da mesma via metabodlica, sendo vias distintas das dos mamiferos (LEE & JEZ, 2013),
os di-dominios FMT-1 e 2.
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1.7. Composto referencia Albendazol (ABZ)

O farmaco Alendazol (ABZ) (Figura 9), da classe dos benzimidazois, € um dos anti-
helminticos mais utilizados no combate a verminose gastrointestinal devido a sua alta eficacia
sob a eclodibilidade dos ovos dos helmintos e seu baixo custo (ANDERSON et al., 1991).
Possui em sua estrutra um nucleo benzoimidazol contendo um grupo amida ligado ao anel
azoico e um grupo sulfoxido ligado ao anel benzénico. Sua agdo se da devido a atuacdo na
proteina B-tubulina do parasita, assim impedindo sua polimerizagéo e incorporacdo da glicose,
que atua no metabolismo energético (VENKATESAN, 1998). Porém, sua utilizacdo de forma
inadequada selecionou cepas de nematoides resistentes a ele. Segundo Silvestre & Cabaret
(2002) esta resisténcia estd relacionada a uma mutacdo no aminoacido 200 e 167
(Fenilalanina/Tirosina) do gene isotipo 1 B-tubulina dos nematoides resistentes, pois sdo 0s
residuos que parecem estar mais implicados no mecanismo de resisténcia aos benzimidazois
(KWA et al., 1994).

Figura 9- Albendazol

Fonte: Proprio autor
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi estudar a atividade anti-helmintica in vitro das lignanas
cubebina, hinoquinina e diidrocubebina contra ovos e larvas de nematoides gastrointestinais de
ovinos e prever o modelo de interacdo dessas lignanas através de estudos in silico utilizando o
docking molecular consensual com enzimas de importancia vital para a sobrevivéncia do

principal nematoide causador da parasitose.

2.2. Objetivos especificos

-Realizar o estudo in vitro da atividade anti-helmintica das lignanas extraidas da P. cubeba
utilizando ovos e larvas de nematoides gastrointestinais obtidos através de ovinos doadores
naturalmente infectados.

- Obter a estrutura tridimensional da B-tubulina e da fosfoetanolaminametiltransferase do H.
contortus por métodos tedricos.

- Estudar o comportamento das lignanas no sitio de ligacdo das enzimas por meio da formacéo

de complexos proteina-ligante tedricos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal e isolamento das lignanas

Os frutos secos de P. cubeba foram adquiridos de Floral Seed Companhia, Dehradun,
india. Os frutos foram pulverizados e extraidos por maceracio exaustiva por cinco dias com
etanol 70% (500 g de semente pulverizadas para 2 L de etanol). O extrato foi filtrado e
concentrado sob vacuo para fornecer o extrato hidroalcoolico bruto (EPC), que foi fracionado
pela particio hexano e metanol/agua (9:1) (LAURENTIZ et al., 2015). A fragdo bruta
hidrometanolica (50 g) foi submetida a cromatografia em coluna de silica gel. A elui¢cdo com
proporcOes crescentes de hexano, hexano/acetato de etila e acetato de etila puro produziu 16
fragcbes (200 mL), das quais seis, com perfil cromatografico semelhante, foram reunidas,
concentradas sob vacuo e novamente submetidas & cromatografia em coluna de silica gel,
utilizando um gradiente crescente da mistura de hexano/acetato de etila. Esta Ultima
cromatografia apresentou sequencialmente trés compostos como principais produtos. O
composto 1 foi eluido com hexano-EtOAc (9: 1), o composto 2 foi eluido com hexano-EtOAc
(7:3) e o composto 3 foi eluido com hexano-EtOAc (1:1). Os compostos isolados foram
mantidos congelados até o uso e depois diluidos em DMSO 0,5% para a obtencdo das

concentracdes utilizadas nos testes in vitro.

3.1.2. Caracaterizacdo das lignanas

Os compostos isolados foram comparados por cromatografia em camada delgada com
padrdes de lignanas conhecidas e submetidos & analise por RMN de *H e $3C para comprovagao
de suas estruturas.

As analises de RMN de 'H e 3C para determinagio estrutural dos compostos isolados
foram realizadas usando um espectrometro Bruker ARX 500 (Bruker-Alemanha). As amostras
para as analises foram preparadas dissolvendo 10 mg de cada composto isolado em 0,5 mL de
CDCI3 ou DMSO-ds

3.2. Ensaios in vitro

3.2.1. Recuperacéo e preparacdo de ovos
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As fezes utilizadas nos testes in vitro foram obtidas de ovinos naturalmente infectados
com nematoides gastrointestinais, sendo 95% de H. contortus e Trichostrongylus sp a 5%, as
espécies de nematoides foram determinadas de acordo com Van Wyk & Mayhew (2013). As
amostras de fezes foram obtidas diretamente do reto de um animal doador. As fezes foram
diluidas em &gua morna e os ovos foram recuperados com o uso sequencial de peneiras (1 mm
a 25 um), conforme método descrito por Coles et al. (1992), com algumas modificacbes. Os
ovos retidos na dltima peneira (25 um) foram lavados com agua destilada, transferidos para
tubos Falcon (50 mL) e centrifugados a 2054 x g por 5 min. Em seguida, o sobrenadante foi
removido e uma solucdo saturada de NaCl foi adicionada para suspender os ovos sedimentados.
Apos centrifugacdo nas mesmas condigdes, o sobrenadante foi transferido para a peneira de 25
um, os ovos foram novamente lavados com 4gua destilada e transferidos para outro tubo. A
concentracdo de ovos neste tubo foi estimada pela contagem do numero de ovos em aliquotas
de 50 puL (5 contagens) usando a técnica da lamina de McMaster. A suspensdo de ovos contida
neste tubo, apds contagem dos ovos, foi diluida com &gua para atingir uma concentracéo de 100
ovos/100 pL.

3.2.2. Teste de eclodibilidade (TE)

A suspensdao de ovos (100 ovos/100 pL) e 100 pL das lignanas em diferentes
concentragdes (75-1250 pg/mL) foram incubados por 48 h a 28 ° C em placas de 24 pogos. Os
ovos e as L1 foram contadas sob um microscopio invertido. Albendazol (12,5 pg/mL) foi
utilizado como controle positivo, enquanto 0 DMSO 0,5% foi usado como controle negativo
(COLES et al., 1992). Foram realizadas cinco repeticbes para os controles e para cada

concentracdo das lignanas.

3.2.3. Teste de desenvolvimento larval (TDL)

Este teste foi realizado de acordo com o método descrito por Lacey et al. (1998), com
algumas modificagdes. A suspensdo de ovos (100 uL/100 ovos), 90 uL. de meio nutritivo (1 g
de levedura em 90 mL de solugdo salina normal e 10 mL de sal balanceado de Earle) e 10 uL.
de anfotericina (Sigma-Aldrich) (25 pg/mL) foram adicionados a cada pogo de uma placa de
24 pocos. As placas foram incubadas por 48 h a 28 ° C, e em seguida foram adicionados a cada
pogo 200 pL da lignana a ser avaliada nas mesmas concentracdes descritas para o teste de

eclodibilidade. Ivermectina (10 pg/mL) e DMSO 0,5% foram utilizados como controle
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negativo, respectivamente. Foram realizadas cinco repeti¢des para cada concentragéo e para 0s
controles. As placas foram incubadas por mais 5 dias has mesmas condi¢Ges. O numero de

L1/L2 e L3 em cada pogo foi contado sob um microscopio invertido com ampliacao de 40x.

3.2.4. Teste de migracdo larval (TML)

As larvas infectantes L3 foram obtidas por coprocultura das fezes contendo os ovos dos
nematoides e coletadas por sedimentacéo usando os dispositivos de Baermann (VAN WYK &
MAYHEW, 2013). Este material foi lavado trés vezes com PBS e transferido para um tubo
Falcon (Epprendorf ®) utilizado como reservatorio de L3. O nimero de L3 no reservatorio foi
contado sob um microscépio invertido com ampliacdo de 40x atraves de aliquotas de 10%
(placa de 6 pocos, 6 contagens) e, em seguida, a suspensao no tubo foi diluida para atingir uma
concentracdo de 500 L3/mL. O TML foi realizado com larvas vivas do estagio L3 (1000/tubo)
que foram adicionadas a tubos Falcon (Epprendorf ®) contendo 2 mL do controle negativo
(PBS; pH 7,2), um controle anti-helmintico (levamisol a 1,25 mg/mL) ou lignanas em
concentracdes iguais as descritas para 0 TE. Apos incubacdo durante 3 h a 28 ° C, as L3 em
cada tubo foram lavadas com PBS e centrifugadas (2054 x g) trés vezes. A extremidade aberta
dos tubos foi tampada com uma malha de aco de 25 um (5cm x Scm) que foi fixada com um
elastico. O tubo entdo foi virado, com a extremidade da malha para baixo, em uma placa de
Petri contendo 2 mL de agua. Apds 3 h, o nimero de larvas que migraram atraves da malha do
tubo para a placa de Petri foi contado sob um microscopio invertido com ampliacdo de 40X,
com base em aliquotas de 10% (5 contagens) (RABEL et al., 1994).

3.3. Andlises de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das larvas do estagio L3

As larvas L3 para analise por MEV foram recuperadas dos testes de migracao larval com
o controle negativo e com as lignanas na de concnetragdo de 150 pg/mL (cinco L3 por
tratamento). As L3 foram preservadas individualmente em solucédo de glutaraldeido a 2% em
tampdo fosfato (0,1 M, pH = 7,4) e refrigeradas a 4 ° C até a analise. As larvas fixas foram
lavadas em tampao fosfato (0,1 M, pH =7,4) e desidratadas em acetona (15%, 30%, 50%, 70%,
95% e 100%). As larvas desidratadas foram secas por secagem em ponto critico Leica EM
CPD300 (Leica, Alemanha) e revestidas com ouro por 2 min a 10 A min — 1. As larvas foram
entdo observadas com um microscopio eletrénico de varredura EVO LS15 (ZEISS, Alemanha)
a uma voltagem de aceleragéo de 15 kV.
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3.4. Anélise estatistica

As concentracdes das lignanas utilizadas na andlise estatistica foram as concentragdes
iniciais divididas pela metade devido a diluicdo final realizada durante os testes in vitro. As
comparagOes das porcentagens medias de inibicdo de ecloséo, inibicdo do desenvolvimento
larval e inibicdo da migragdo larval em diferentes concentragbes com os controles foram
realizadas por ANOVA one way, seguida pelo teste de Tukey (p <0,05) usando o programa
Sisvar versao 5.6 (Universidade Federal de Lavras, MG, Brasil). Os resultados foram expressos
como médias + S.E. CEso (concentracOes efetivas para inibir 50% da eclosdo das larvas,
desenvolvimento larval e migracéo larval das L3) e CEgs (concentragdes efetivas para inibir
95% da ecloséo das larvas, desenvolvimento larval e migragéo larval de L3) foram calculados
usando uma andlise de regressao nao linear com 95% de confianca (log (agonista) vs. inclinacao

variavel da resposta), usando o Graphpad Prism versao 8.0 (software Graphpad).

3.5. Estudo in silico

Antes do docking molecular as proteinas alvo, assim como os ligantes tiveram que ser

preparados para tal.

3.5.1. Preparo dos alvos

3.5.1.1. B-tubulina

Como nao foi encontrada a estrutura cristalografica da p-tubulina do H. contortus, esta
foi construida através de modelagem por homologia. Realizou-se inicialmente a busca pela
sequéncia primaria desta proteina por meio do servidor online Universal Protein Research —
UniProtKB-BLAST (ALTSCHUL et al., 1990). A sequéncia encontrada foi a de codigo
Q25049 HAECO. Em seguida foi realizada a busca pela estrutura tridimensional
cristalografica da B-tubulina do Bos Tauros (PDB-ID 1jff) a qual foi utilizada como molde. O
processo foi realizado com o auxilio do servidor MUSCLE- Multiple Sequence Alignment, que
realizou o alinhamento da sequéncia da p-tubulina com a sequéncia da estrutura utilizada como
molde. A partir do molde e usando o servidor Swiss a estrutura tridimensional da p-tulina do H
contortus foi construida. O local de interacdo com o ligante (centroide) foi definido com o

auxilio da estrutura cristalografica Haemophilus influenzae (PDB-ID 1j00).
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3.5.1.2. FMT-1 e FMT-2

Para FMT-1 foi utilizada a estrutura cristalografica do H. contortus PDB-ID 4krg e para
a FMT-2 a estrutura de codigo PDB-ID 4krh. Ambas as estruturas foram entao preparadas no
programa Dicovery Studio Visualizer (DS), em que o seu segundo mero foi retirado e no mero
utilizado foram retiradas suas &guas e identificado o centroide do seu substrato (S-adenosil-
homocisteina- SAH). A proteina teve ainda sua carga calculada. O mesmo foi realizado para o
FMT-2 cujo substrato é a S-adenosil metionina (SAM)

3.5.1.3. Ligantes
Estes foram construidos e otimizados a partir do programa ChemDraw e suas cargas

calculadas pelo DS e salvo em arquivos PDB e MOL2.

3.5.1.4. Docking Molecular

Para a pesquisa utilizou-se a metodologia de docking consensual com os programas Gold
5.3, Autodock 4.2 e Glide-Maestro 10.1. Seus algoritmos de amostragem, embora especificos,
sdo todos considerados métodos estocasticos, onde pesquisas aleatdrias no espaco
conformacional séo realizadas para encontrar a melhor pose para os ligantes ao interagir com o
alvo (RENNER et al., 2008). Antes de relizar o docking molecular, o processo, nos trés
programas foi validado por redocking (RENNER et al., 2008), sendo que o desvio quadratico
médio (RMSD) de no méximo 2,0 A foi estabelecido como limiar (KAGAMI et al., 2017).

O programa Gold 5.3 faz uma busca por possiveis solu¢cbes (JONES, WILLETT &
GLEN, 1997) utilizando um algoritmo genético (AG) (Figura 10) para buscar solugdes de
docking, assim reproduzindo diversas cépias de um modelo flexivel do ligante no sitio ativo
(proteina) e recombinando os segmentos destas cdpias aleatoriamente até que um conjunto
convergente de estruturas seja gerado. A selecdo da pose é acompanhada pelo uso de funcéo de
pontuacgéo (scoring function), que incorpora os seguintes componentes: a energia de ligacéo de
hidrogénio do complexo, energia interna do ligante e energia torsional (BORGES, 2016). Os

calculos do docking foram gerados utilizando a fungdo CHEMPLP.
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Figura 10- Algoritmo genético Darwiniano (Gold)
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Assim como o GOLD 5.3, o programa Autodock 4.2 utiliza algoritmo genético, porém

este ultimo ndo usa o Darwiniano, mas sim o Lamarckiano (Figura 11) (Autodock version 4.2

— Use Guide). Lembrando que para Lamarck o ambiente é o principal fator que provoca as

modifica¢fes no organismo. E assim como no GOLD a selegdo da pose é acompanhada pelo

uso de uma funcdo de pontuacdo (efuncdo empirica de pontuacdo de energia livre), que

incorpora os mesmos componentes do GOLD.
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Figura 11- Algoritmo genético Lamarckiano
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O software Glide Maestro 10.1 utiliza o modelo de funcdo que combina termos
empiricos e baseados em campos de forca para realizar uma busca sistematica sobre a
conformacdo, posicdo espacial do ligante no sitio ativo da proteina e da orientagdo.
Primeiramente o ligante é adicionado no sitio ativo do receptor através do posicionamento
aproximado e ap6s é submetido a uma otimizacdo flexivel no sitio utilizando uma funcdo de
energia padrdo de mecéanica molecular. As melhores poses sdo refinadas pelo processo de
amostragem conformacional de Monte Carlo, o qual permite a correta orientagdo de grupos

periféricos e a alteracdo de angulos torcionais internos (FRIESNER et al., 2004).
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3.5.1.5. Docking consensual

Apobs finalizado o processo de docking nos trés programas as estruturas dos ligantes que
apresentaram as sobreposi¢cdes mais proxima uma da outra foram obtidas com o auxilio do
programa DS. A seguir, estas estruturas foram convertidas para 0 mesmo tipo de arquivo através
do programa Open Babel e através do programa DS, a qualidade dessa sobreposi¢éo foi avaliada
por meio dos valores do calculo de RMSD, em que valores abaixo de 2,0 foram considerados

Otimos e abaixo de 3,0 foram aceitos para analise.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Isolamento e identificacéo das lignanas

Apds a extracdo com etanol, 500 g do fruto P. cubeba pulverizado forneceram 75 g de
extrato bruto (15% de rendimento). A cromatografia sequencial em coluna de silica gel da
fracdo bruta de metanol / &gua do extrato bruto (50 g) com a mistura de solvente em polaridade
crescente (hexano / acetato de etila, diclorometano) produziu trés compostos principais com
massas de 1,04 g (composto 1), 1,15 g (composto 2) e 1,00 g (composto 3). Os resultados das
CCD comparativas com os padrdo de lignanas e as analise por RMN (Figuras 12-17)
confirmaram as estruturas dos compostos 1, 2 e 3 como sendo da hinoquinina (HNQ), cubebina
(CB) e diidrocubebina (DIC), respectivamente (Figura 1). Os dados de RMN obtidos para esses
compostos estdo de acordo com os dados publicados na literatura (SILVA et al., 2005;
LAURENTIZ et al., 2015).

Cubebina

'H RMN (CDCls, 400 MHz) & 6,80-6,05 (m, 6H, ArH); 6,60 (sl, 4H,); 5,20 (sl, 1H), 4,10 (dd,
1H, H9a epimero A, J = 14,4 Hz e J = 7,1 Hz); 4,00 (dd, H9a. epimero B, J=8,6 HzeJ=7,1
Hz); 3,80 (dd, 1H, H9pB epimero A, J=8,4 Hz e J = 7,8 Hz); 3,60 (dd, 1H, H9Bb epimero B, J
= 8,4 Hz e J=7,11Hz); 2,70-2,20 (m, 4H); 2,0 (m, 1H). 3C RMN (CDCls, 100 MHz) & 148,0;
147,9; 146,6; 146,1; 134,9; 134,5; 122,1; 121,8; 109,7; 109,5; 108,6; 108,5; 101,3; 101,2; 99,2;
72,6; 53,5 (C8); 46,2 (C8); 39,0 (C7°); 38,3 (C7).
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Figura 12- Espectro de RMN de *H da cubebina em CDCls
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Hinoquinina

'H RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & 6,8-6,5 (m, 6H arom); 5,96 (s, 4H, CH2 dos dois
metilenodioxi); 4,07 (dd, 1H,J=85Hz e J=7,6 Hz); 3,87 (t, 1H, J = 8,5 Hz); 2,84 (dd, 1H, J
=13,5HzeJ=5,5, Hz); 2,74 (dd, 1H, J=135Hz e J =7,0 Hz); 2,71-2,63 (m, 1H); 2,5-2,3
(m, 3H).

13C RMN (DMSO-ds, 100 MHz) & 178,2; 147,26; 147,18, 145,74, 145,61; 132,48; 131,84;
122,25; 121,42; 109,41; 108,83; 108,10; 108,01; 100,73; 100,71, 70,58, 45,55; 40,81, 36,96;
33,75.

Figura 14- Espectro de RMN de *H da hinoquinina em DMSO-d6
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Figura 15- Espectro de RMN de *C da hinoquinina em DMSO-d6
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Diidrocubebina

IH RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & 6,63, (d, 2H arom., J = 7,8 Hz); 6,59-6,49(m, 4H arom.);
5,84 (s, 4H, CH2 dos dois grupos metilenodioxi); 3,70 (dd, 2H, J = 11,3 Hz e 1,3 Hz); 3,42 (dd,
2H,J =113 HzeJ=4,2Hz); 3,27-3,13 (m, 2H); 2,67 (dd, 2H, J = 13,7 Hz e J = 8,7 Hz); 2,54
(dd, 2H, J = 13,7 Hz e J = 5,8 Hz); 1,82-1,77 (m, 2H).

13C RMN (DMSO-ds, 100 MHz) & 147,59; 145,73; 134,33; 121,87; 109,33; 108,13; 100,80;

60,23; 44,29; 35,92.
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Figura 16- Espectro de RMN de :H da diidrocubebina em CDCls
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Figura 17- Espectro de RMN de *C da diidrocubebina em CDCls
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4.2. Ensaios in vitro

4.2.1. Teste de eclodibilidade

Os valores de porcentagem de inibicdo obtidos nos testes eclodibilidade séo apresentados
na Tabela 1 e os de concentragéo eficaz a 50% (CEso) e concentragéo eficaz a 95% (CEgs) sdo
apresentados na Tabela 2.

A HNQ foi a lignana mais eficiente em inibir a eclosdo dos ovos, com CEso de 68,38
pg/mL (IC 95% 58,00-85,70). CB apresentou atividade mais baixa que HNQ, com CEsp =
150,0 pg/mL (IC 143,9-172,0), porém com resultado melhor do que a DIC que foi menos ativa
com CEsp = 186,7 pg / mL (IC 173,2-201,2) e o maior valor de intervalo de confianga (Tabela
2). As trés lignanas apresentaram efeito dose dependente que pode ser observado pelos dados
de inibicdo apresentados na Tabela 1.

Os valores de CEgs ndo puderam ser calculados porque as concentracGes avaliadas néo

atingiram os valores de inibi¢Ges percentuais necessarios para os calculos precisos dos CEgs.

Tabela 1- Porcentagens de inibicdo da eclodibilidade dos ovos (TE), inibicdo do
desenvolvimento larval (TDL) e inibicdo da migracdo larval (TML) (média £ DP) de
nematdides gastrointestinais de ovinos (95% Haemonchus contortus) por lignanas extraidas de

frutos de P. cubeba.

Conc.final TE TDL TML

(Mg/mL)  CB DIC HNQ CB DIC  HNQ CB DIC HNQ
1250  72,1+0,4%> 73,5+0,9%° 91,240,982 100,0+0,04% 99,7+0,54% 100,0+0,04* 82,2+0,8% 100+0%*  86,0+0,95°
620 69,7+0,85°  63,1+0,5°%  76,3+1,2% 100,0+0,0°* 98,2+1,5* 100,0+0,0* 80,5+0,6%° 95,5+0,65% 79,5+0,6°
310 60,4+0,6° 58,2+0,3°  70,1+0,8%® 100,0+0,0* 95,7+2,65° 100,0+0,04* 75,2+0,5°¢ 90,2+0,5% 77,7+0,5°
150 50,1+1,1P>  459+0,8% 59,2+1,1°% 99,2+0,9A% 82,7+1,7* 100,0+0,04* 76,5+0,9%° 94,5+0,6%% 78,0+0,6°
70 35,3+1,45  29,3+0,77¢  52,5+1,0%% 992+0,5% 78,7+3,4°° 100,0+0,04% 73,0+1,15¢ 94,5+0,6%% 76,0+0,7°°
35 20,5+1,27  18,4+0,9%°  37,2+0,77¢ 93,0+1,4%> 52 2+3 8 100,0+0,0°* 68,5+0,97° 91,7+0,5% 70,7+1,0%°
C+ 100,0£0,04 100,004  100,0+0,04 100,0+0,04 100,0+0,04 100,0+0,0* 100,0+0,0 100,0+0,04 100,0+0,0*
C- 6,32+0,7¢  6,32+0,7" 6,32+ 0,7¢ 521+0,9° 5,21+0,9F 524098  4,0+0,9° 4,0+0,9° 4,0+0,97

Letras minusculas comparam a média entre linhas e maitsculas entre colunas (p <0,05). Controles positivos: TE-

albendazol 6,25 pg/mL; TDL- ivermectina 5 pg/mL; TML- levamisol 0,625 mg/mL
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Tabela 2- Valores de CEso (IC 95%) e CEgs (IC 95%) para CB, DIC e HNQ obtidos a partir dos
resultados de inibig&o da ecloséo de ovos (TE), desenvolvimento larval (TDL) e da migracéo larval

(TML) de nematoides gastrointestinais de ovinos.

(ug /mL) TE TDL T™ML
CB DIC HNQ CB DHC HNQ CB DIC HNQ
CEso 150,0 186,7 68,38 14,89 30,75 ND 0,89 ND 0,34

IC 95% [143,9-172,0 173,2-201,2 58,00-85,70| 10,87-20,38 26,86-3520 ND 0,55-1,43 ND 0,09-1,02

CEos ND ND ND 39,48 320,0 ND ND 240,0 ND

IC 95% ND ND ND 37,48- 41,59 233,2-437,3 ND ND 145,0-384,4 ND

ND- ndo determinado

4.2.2. Teste de desenvolvimento larval

Os valores de porcentagem de inibicao obtidos nos testes de desenvolviemtno larval sao
apresentados na Tabela 1 e os de concentracdo eficaz a 50% (CEso) e concentracdo eficaz a
95% (CEgs) séo apresendos na Tabela 2. A CB apresentou valor de CEsp = 14,89 ug/mL (IC
10,87-20,38), enquanto para a DIC o valor de CEso obtido foi 30,75 pg/mL (IC 26,86-35,2). O
valor CEsg para HNQ néao pdde ser determinado, porque o composto exibiu 100% de atividade
em todas as concentracdes avaliadas. A DIC apresentou o menor efeito dose-dependente
(Tabela 1), pois somente na concentragdo de 35,00 pg/mL houve porcentagem de inibi¢ao
diferente de 100%. Entre os valores de CEgs determinados, a CB apresentou CEgs = 39,48
ug/mL (IC 37,48-41,59), enquanto para a DIC o CEgs foi de 320,00 ug / mL (IC 233,2-437,3)
(Tabela 2). As larvas foram mais sensiveis as lignanas do que os ovos e a HNQ foi a mais ativa

entre todas as substancias avaliadas (Tabela 2).

4.2.3 Teste de migracdo larval

As lignanas inibiram significativamente a migracéo larval (P <0,05). Os valores de CEsg
para CB e HNQ foram respectivamente, 0,89 pg/mL (IC 0,55-1,43) e 0,34 pg/mL (IC 0,09-
1,02). Os valores de descritos na tabela 1 indicam um menor efeito dose-dependente desses
compostos neste teste do que nos testes de eclodibilidade e desenvolvimento larval. A
porcentagem de inibi¢do para a DIC na menor concentragdo (35 pg/mL) ndo atingiu valores

abaixo de 50% para a determinacéo precisa do CEso (Tabela 1). A DIC apresentou CEgs = 240
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pg / mL (IC 145,0-384,4), para outras lignanas o CEgs ndo pdde ser determinado, porque as
concentragOes avaliadas ndo atingiram os valores percentuais de inibi¢des necessario para
calculos do CEgs (Tabela 1).

4.3. Microscopia eletronica de varredura (MEV) da L3 ap6s o TML
As alteragOes estruturais induzidas nas L3 isoladas do TML com as lignanas foram
avaliadas usando MEV (Figura 18-21).

Figura 18- Micrografias do estagio L3 recuperadas do teste de migracéao larval com o controle
negativo (0,5% DMSO)
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No tratamento com o controle negativo ndo se observam alteracdes nas L3 (Figura 18).
Porém a cuticula das L3 foi lesionada com exposicdo interna do conteudo e perda de forma
cilindrica, principalmente apés o tratamento com HNQ e DIC (Figura 20 e 21).

As principais alterac6es observadas entre o controle (Figura 18) e as L3 tratadas envolvem

principalmente a superficie do corpo (cuticula) das L3 (Figura 19-21).
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Figura 19- Micrografias do estagio L3 recuperadas do teste de migracéao larval com a cubebina

na concentragdo de 150 pg/mL

EHT = 15.00 kV' Signal A = SE1 Date :28 Jun 2018 FEIS-UNESP 2pm EHT = 15.00 kv Signal A= SE1 Date :28 Jun 2018 FEIS-UNESP
WD=18.0mm Photo No. = 5018 Time :9:39:08 Mag= 1.00KX H WD =18.0 mm Photo No. = 5019 Time :9:40:16 Mag= 500KX

Figura 20- Micrografias do estadgio L3 recuperadas do teste de migracdo larval com a

hinoquinina na concentrag¢do de 150 pg/mL

Date :28 Jun 2018 FEIS-UNESP

Time :10:02:42 Mag= 518X Wi 7 of i 36 Time :10:
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Figura 21-Micrografias do estagio L3 recuperadas do teste de migracdo larval com a

didrocubebina na concentragdo de 150 pg/mL

EHT = 15.00 kV Sigr Date :28 Jun 2018 FEIS-UNESP EHT = 15.00 kV 2l / Date :28 Jun 20 N
WD = 18.0 mm h 502 Time :9:38:05 Mag= 100KX WD =18.0mm N Time :9:44:55 Mag= 10.00 K X
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5. DISCUSSAO DOS ENSAIOS IN VITRO

A avaliacdo in vitro mostrou as lignanas CB, HNQ e DIC, quando avaliadas
separadamente, apresentaram atividade anti-helmintica in vitro significativa e superior a
apresentada pelo extrato bruto da P. cubeba, avaliado anteriormente, principalmente em relagéo
a sua acdo ovicida (CARLIS et al., 2019). Essas trés lignanas diferem entre si pelo esqueleto
base que apresentam, sendo a HNQ uma lignana butirolactdnica, a CUB uma butirolactdlica e
a DIC uma butanodidica. A diferenca entre elas mostra que a presenca do anel lactonico da
HNQ tem grande importancia em relacéo a sua atividade ovicida e larvicida em maior grau do
que as outras lignanas onde este anel lactonico foi reduzida a lactol na CUB e completamente
reduzido na DIC. Na CB e na DIC a presenca de hidroxilas pode alterar o mecanismo de acéo
dessas lignanas em relacdo ao da HNQ que € mais hidrofobica.

Estudos sobre a atividade anti-helmintica de outras plantas do género Piper foram
descritos por Gainza et al. (2016) que avaliaram os efeitos do 6leo essencial de P. Aduncun,
contra ovos e larvas de H. contortus. Os autores obtiveram resultados inferiores aos descritos
em nosso estudo, com valores de CEso de 5,72 mg/mL e 0,1 mg/mL, respectivamente, para 0
TE e TDL. O 6leo essencial de P. aduncun ndo contém lignanas e a atividade anti-helmintica
foi atribuida ao seu principal constituinte, o dillapiol, que € um composto fenilpropandico. Em
outro estudo realizado por Carvalho et al. (2012), o extrato metanolico da P. Tuberculum
também apresentou excelente atividade ovicida com DEsg de 0,031 mg / mL contra ovos de
nematoides gastrointestinais. No entanto, essa atividade foi atribuida a um conjunto de
compostos derivados de piperamida e ndo as lignanas. Exitem vérios trabalhos que relatam
propriedades anti-helminticas de outras plantas do género Piper contra varios tipos de parasitas
(ADATE et al., 2012, KOORSE et al., 2018; PAUL et al., 2018). Entretanto, nosso estudo é o
primeiro a relatar a atividade das lignnas extraidas da P. cubeba contra ovos e larvas de
nematoides gastrointestinais de ovinos. N&o hé relatos anteriores sobre a avalia¢éo in vitro de
lignanas contra essa classe de parasita. A atividade promissora que apresentamos para essas
lignanas deixa claro que esses compostos sdo capazes de atravessar e danificar a cuticula de
ovos e larvas, impedindo a eclosao, o desenvolvimento larval e a motilidade. Entretanto, esses
resultados suscitam o interesse em estudar o mecanismo pelo qual elas atuam nas diferentes
etapas do ciclo de vida do parasita. Embora eficaz contra todos os estagios do ciclo de vida do
parasita que foram avaliados, as lignanas foram mais ativas contra as larvas. Diferencas na

estrutura da membrana do ovo e na cuticula das larvas podem interferir na atividade anti-
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helmintica dos compostos avaliados e alterar seus mecanismos de agdo. A cuticula do
nematdide é um complexo proteico extracelular com pequenas quantidades de lipidios e
carboidratos que podem variar entre os estagios de desenvolvimento (MANSFIELD et al.,
1992; RIOU et al., 2005). Essas diferencas podem ter contribuido para maior eficiéncia das
lignana nas larvas do que nos ovos, mas esse ndo é o unico fator a ser considerado. Assim como
em nosso resultado, Oliveira et al. (2017) também encontraram resultados com maiores valores
de CEsp para TE do que para TDL na avaliagdo anti-helmintica in vitro de oito extratos de
plantas da savana brasileira. Entretanto, Araujo et al. (2018) encontraram valores mais altos de
CEso para o TDL do que para o TE na avaliagdo anti-helmintica in vitro do 6leo essencial da
Eucalyptus citriodora. Os resultados desses dois autores demonstram que a maior ou menor
atividade ovicida ou larvicida de um composto (extrato vegetal ou 6leo essencial) depende nédo
apenas das diferencas morfoldgicas entre ovos ou larvas, mas também de sua natureza quimica.

As lignanas causaram lesdes graves no tegumento das larvas que as levaram a morte,
como observado nos estudos de MEV, principalmente em relacdo ao tratamento com HNQ
(Figura 20) e diidrocubebina (Figura 21). Através das micrografias é possivel avaliar a interacao
dos compostos com a cuticula dos helmintos e este tipo de analise tem sido utilizado para
demonstrar efeitos diretos de compostos com potenciais efeitos anti-helminticos (MARTINEZ-
ORTIZ-DE MONTELHANO et al., 2013, ANDRE et al., 2016). O efeito das lignanas na
cuticula das larvas foi diferente do obtido por Engstrom et al. (2016) ao avaliar o efeito de
taninos obtidos de vérias fontes vegetais. Segundo os autores, o dano a cuticula das larvas
causado pelos taninos foi pequeno e isolado, enquanto nas lignanas observamos que as lesdes
estavam sobre todo o corpo do parasita. A perda de motilidade das L3 ap6s o tratamento com
as lignanas ocorreu devido a danos cutaneos e alteracdes da forma cilindrica, e ndo devido a
paralisia, como ocorre com a ivermectina (LAING et al., 2017). A cuticula fornece aos vermes
sua forma, também esta envolvida em sua motilidade e nas trocas do parasita com o ambiente,
incluindo trocas metabdlicas com o ambiente local no trato digestivo do hospedeiro. As
alteracOes estruturais da cuticula descritas no presente estudo poderiam levar a possiveis
prejuizos no movimento livre dos nematoides e prevenir a penetragdo do abomaso mucoso
necessario para evoluir para o estagio L4 (LUCIUS et al., 2017).

Nossas descobertas contribuem para a busca de moléculas cujas estruturas quimicas
podem ser usadas como alvos para o desenvolvimento de novos anti-helminticos. Estudos
recentes indicaram um aumento da resisténcia dos GINs aos anti-helminticos mais usados
(KOTZE & PRICHARD, 2016), bem como ao monepantel, pertencente a classe de derivados
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de aminoacetonitrila e recentemente comercializado (LECOVA et al., 2014; RAMOS et al.,
2018). Esse fator agravante aumenta a necessidade de pesquisa de novas alternativas para o
controle de parasitas, como a inclusdo de extratos ativos como EPC na alimentacdo de ovinos
e a identificacdo de novas moléculas bioativas para o desenvolvimento de novos anti-
helminticos. Além disso, essas lignanas também possuem inimeras propriedades bioldgicas
que podem ser benéficas para os animais, como atividade anti-inflamatdria, analgésica,
antioxidante (SILVA et al., 2005; NAHAK et al., 2011) e baixa toxicidade. Varios autores
avaliaram a toxicidade de EPC e das lignanas por diferentes protocolos. Perazzo et al. (2013)
avaliaram a toxicidade do extrato de P. cubeba em ratos machos albinos Wistar e encontraram
DLso = 2000 mg/kg (mg por Kg de peso corporal), e esse resultado foi confirmado
posteriormente por Mouid et al. (2016). Esperandim et al. (2013) avaliaram o potencial
tripanocida de CB e HNQ em camundongos infectados com T. cruzi na dose de 50 mg/ kg e
ndo observaram toxicidade, tendo os animais tratados com as lignana maior sobrevida em
relagcdo ao controle negativo. Rezende et al. (2016) avaliaram a citotoxicidade de CB e HNQ
em células de fibroblastos LLCMK2 usando o método do MTT e ndo encontraram
citotoxicidade significativa. Portanto, esses estudos indicam que essas lignanas sdo seguras para
uso nas concentragdes aqui avaliadas.

Portanto, novas pesquisas com o extrato bruto dos frutos da P. cubeba e com as lignanas
isoladas ainda devem ser realizadas, particularmente com o objetivo de verificar se a eficécia
desses compostos in vitro também ocorre in vivo em animais infectados com GINs e avaliar as
possiveis formas de administracdo e doses seguras.

O estudo sobre o mecanismo de acdo dessas lignanas sobre o H. contortus também
desperta o interesse devido a crescente busca por novas moléculas como potencias alvos para o
desenvolvimento de novos anti-helminticos e umas das ferramentas mais acessiveis para indicar
possiveis mecanismo de interacdo é o docking molecular utilizando enzimas presentes no H.

contortus como a FTM e a tubulina.
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6. RESULTADOS DOS ENSAIOS IN SiLICO

6.1. Preparo das proteinas

6.1.1. B-Tubulina

Como foi anteriormente citado, a estrutura 3-D da B-tubulina do H. contortus foi
produzida através de modelagem por homologia. Os resultados do modelo construido foram
considerados apropriados para o docking, uma vez que o valor negativo de pontuacdo do Q-
Mean (Qualitative Model Energy Analisis), - 6,62, indica a pontuacdo do modelo como inferior
a estrutura experimental (BENKERT, BIASINI & SCHWEDE, 2011). Adicionalmente, estudos
de validacdo do modelo mostraram que 97,2% dos residuos de aminoacidos da proteina
encontram-se nas regides energeticamente mais favoraveis do diagrama de Rachamandran e 2,1
% nas regides energeticamente permitidas. Somente os residuos, Leu 263, Val 286 e Val 342
(0,7%) encontram-se nas regiGes energeticamente desfavoraveis, porém ndo afetaram a

simulacdo.

6.1.2. FMT-1 e FMT-2.
Para o docking das FMT-1 e 2 foram utilizadas suas estruturas cristalograficas, PDB-1D
4krg e 4krh, respectivamente. Ambas foram preparadas no programa DS 2017 R2 Client, em

que foram retirados seus segundos dimeros, suas aguas e sua cargas foram calculadas.

6.2. Resultados do docking

A precisdo dos resultados dos programas € validada por redocking (RENNER et
al.,2017) em que o desvio quadratico médio (RMSD) de no maximo 2,0 A, foi estabelecido
como limiar (KAGAMI et al., 2017). J& para a analise das interacGes entre os ligantes e
proteinas no docking consensual, a partir dos resultados obtidos, apenas as poses consideradas
equivalentes foram escolhidas nos trés pacotes de software, (KAGAMI et al.,2017; AROOJ et
al., 2013) ou seja, aquelas que apresentam resultados equivalentes de RMSD (< 2,0 A) ou
parcialmente equivalentes (2,0 A<RMSD < 3,0 A)

6.2.1. B-tubulina
Os resultados obtidos a partir da analise de docking consensual dos complexos lignanas-
B-tubulina foram analisados e comparados com os resultados observados no complexo Abz-
tubulina, por ser este o farmaco de referéncia.
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Inicialmente o redocking foi realizado a partir do complexo ABZ-So/B-tubulina, uma vez
que o ABZ-So é o composto encontrado na estrutura cristalografica utilizado como referéncia
na construgdo da B-tubulina. Os valores de redocking (RMSD) encontrados para Autodock 4.2
e Gold 5.3, foram, respectivamente, 0,79 e 1,139, valores estes concordantes para validacdo do
processo. As poses, dos compostos, escolhidas para analise das interagdes por Docking
consensual entre os ligantes e a proteina, a partir dos resultados obtidos pelo docking nos
diferentes programas apresentarem valores de RMSD descritos na Tabela 3. Os valores
referentes ao programa Maestro nao foram considerados pois apresentaram valores acima de 3
A, portanto, para a analise das poses do complexo ligante-p-tubulina foi levado em
consideracao apenas os resultados dos programas Gold 5.3 e Autodock 4.2.

Tabela 3. Valores de RMSD do ABZ (Albendazol), CB (cubebina), HNQ (hinoquinina) e DIC
(diidrocubebina). Gold (G) e Autodock (AD).

Compostos AD/G

ABZ 0,571
CB 1,603
HNQ 0,48
DIC 1,02

A fim de compreender o modelo de interacdo das lignanas-p-tubulina foi realizada a
inicialmente a sobreposicdo das posses destes compostos com a pose do albendazol. A partir
desses resultados foi possivel observar excelente sobreposicdo entre todas as estruturas,
indicando que estas lignanas ocupam a mesma regido do sitio ativo que o farmaco de referéncia
(Figura 22).
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Figura 22- Sobreposic¢des das lignanas com o farmaco de referéncia ABZ. ABZ (cinza), CB
(azul), HNQ (amarelo) e DIC (rosa).

Fonte: Proprio autor

No modelo de interacdo obtido a partir do docking consensual do complexo ABZ-f-
tubulina (Figura 23) (Tabela 4) foram observadas interacGes hidrofobicas entre 0 composto e
os residuos Phe 167 2 Phe 200 e ligacGes de hidrogénico com os residuos Ser 165 e Glu 198, o
que é concordante com a literatura (ROBINSON et al., 2004).

Tabela 4- Interagdes entre o ligante e os residuos do sitio ativo da B-tubulina. Mostrando o tipo
de interacdo e os grupos envolvidos nas interacdes. Ligacdo de hidrogénio (LH), interacdes
hidrofobicas (HB), anel aromatico (AR), grupo metilenodioxi (MD), metil (ME), carboxilato
(CX), purina (PU) e anel lactonico (AL).

Residuo  ABZ-SO ABZ CB HNQ DIC
GLN 134 LH/CX
SER 165 LH/IN LH/CX LH/AL

PHE 167 HB/AR HB/ME  HB/MD HB/AL HB/AR

GLU 198 LH/AR LH/CX HB/CX LH/MD
PHE 200 HB/AR HB/AR HB/AL

MET 233 HB/ME  HB/AR HB/ME HB/MD
VAL 236 HB/IM LH/IM HB/AR
LEU 250 HB/ME

LEU 253 HB/ME
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De acordo com a literatura, a interagdo do ABZ com o Phe 167 e Phe 200 s&o
importantes na inibicdo da B-tubulina no H. contortus (ROBINSON et al., 2004; PICHARDT
et al., 2001). Como pode ser observado, em relacdo a hinoquinina na Figura 23 e Tabela 4, sdo
notadas interacdes hidrofobicas com os residuos Phe 167, Glu 198 e Phe 200 e uma ligacéo de
hidrogénio com a Ser 165. Para a diidrocubebina observa-se interacdo hidrofébica com o
residuo Phe 167 e ligacdo de hidrogénio com o Glu 198. Enquanto, para a cubebina foi

observado apenas a interacdo hidrofobica com o Phe 167.

Figura 23- Resultados das poses, indicando as interagdes entre os residuos de aminoacidos e
o ligante. ABZ (cinza), CB (azul), HNQ (amarelo) e DIC (rosa). LigacGes de hidrogémio

(linhas tracejadas pretas) e interacdes hidrofdbicas (linhas tracejadas lilas).

PHE200

GLU198

GLU198

’FETZBB

VAL236

GLU198
PHEZOO

GLU198 w
%,/

250
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6.2.2. FMT-1

Inicialmente foram realizados ensaios de redocking para os trés programas (RMSD-Gold
0,953 e Maestro 0,919), utilizando para isso o complexo cristalografico SAH-FMT1 (PDB ID
4krg). Como pode ser observado, os resultados para o redocking estio abaixo do limiar 2,0 A,
resultados estes que validam os processos. Para a analise, no docking consensual, das poses
resultantes das interagdes entre os ligantes e a proteinas, foram utilizadas as poses, cujos valores
de RMSD obtidos estdo descritos na Tabela 5. As analises das poses do complexo ligantes-
FMT-1 foram realizadas apenas a partir dos resultados do Gold 5.3 e Maestro 10.1, pois 0s

valores referentes ao programa Autodock 4.2 ficaram acima de 3 A.

Tabela 5-Valores de RMSD do SAH, CB, HNQ, DHC e ABZ- Gold (G) e Maestro (M).

Compostos G/M
SAH 0,673
CB 0,578
HNQ 0,762
DIC 0,690
ABZ 1,048

Para melhor compreens@o do modelo de interagcdo foram realizadas as sobreposic¢oes do
ABZ e das lignanas com o SAH. As analises das sobreposi¢des indicaram que todos 0s
compostos avalidaos ocupam a mesma regido do sitio do SAH, que é o substrato responsavel

pela ativagdo da enzima FMT-1 (Figura 24).
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Figura 24- Sobreposicdo do SAH (Roxo) e lignanas na FMT-1. SAH (roxo), ABZ (cinza), CB

(azul), HNQ (amarelo) e DIC (rosa).

No modelo de interacdo realizado por docking consensual, no complexo SAH-FMT-1

(Figura 25), foram observadas interac6es hidrofébicas com os residuos Phe 81 e Leu 124 e

ligacGes de hidrogénio com Arg 64, Asp 80, Asp 105 e Tyr 127 (Tabela 6), residuos estes

situados no sitio ativo (LEE et al., 2013). A interacdo com o residuo Tyr 127 é importante no

papel catalitico na metilacdo do substrato pela FMT-1, sendo responsavel por sua sintese (LEE

etal., 2013).

Tabela 6- Interacdes entre os ligantes e a FMT-1. Ligacdo de hidrogénio (LH), interacdes

hidrofébicas (HB), anel aromatico (AR), grupo metilenodioxi (MD), metil (ME) carboxilato

(CX), purina (PU) e anel lactonico (AL).

Residuo
TRP 14
GLY 53
ARG 64
PHE 65
ASP 80
PHE 81
ASP 105
ALA 106
ASN 122
LEU 124
TYR 127

SAH

HF/AR
LH/AR
LH/AR
LH/CX
HF/AR
LH/AR

DIC

LH/HX
HB/AR

HB/AR
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Os resultados para o0 ABZ (Figura 25) sugerem que 0 mesmo apresenta apenas interagoes
hidrofébicas com Phe 65 e Phe 81, residuos situados no sitio ativo da FMT-1, entretanto, apenas
a interacdo com a Phe 81 é concordante com as observadas no SAH.

A CB, embora também ocupe a mesma regido do sitio ativo que o SAH, ndo apresenta
interacBes com os residuos situados no sitio ativo, sugerindo que este composto ndo atua de
forma a inibir a atividade da FMT-1.

No modelo de interacdo da HNQ observa-se interacfes hidrofébicas com os residuos
Phe81 e Leul24. A DIC apresenta interacGes hidrofobica com Phe81, Leul24 e ligacdo de
hidrogénio com Asp 80. Inicialmente observa-se que nenhum dos quatro compostos interagem

com o Tyr 127, residuo importante para a atividade catalitica da FMT-1.
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Figura 25- Resultados das poses, indicando as interagcdes entre os residuos de aminoacidos e o
ligante. SAH (roxo-A), ABZ (cinza-B), CB (azul-C), DIC (rosa- D), HNQ (amarelo-E). Ligacao
de enxofre (amarelo), Ligacdo de hidrogénio (preto).

6.2.3. FMT-2
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Os mesmos ensaios de redocking para a validacdo dos processos de docking molecular
nos programas (RMSD Gold 0,87 A e Maestro 1,65 A) realizados com a FMT-1 foram também
realizados com a FMT-2 usando o complexo cristalografico SAM-FMT-2 (PDB ID 4krh). Os
resultados de RMSD para a FMT-2 foram abaixo de 2 A, o que torna os processos validos. Para
o0 docking consensual o mesmo procedimento realizado para a B-tubulina e a FMT-1 também
foram realizados para a FMT-2 e os resultados dos RMSDs sé&o apresentados na Tabela 7. Os
valores referentes ao programa Autodock 4.2 ndo foram considerados, pois apresentaram
valores acima de 3 A, portanto, para a analise das poses do complexo ligante-FMT-2 foram

utilizados somente os resultados dos programas Gold e Maestro.

Tabela 7- Valores de RMSD do SAM, cubebina, hinoquinina, diidrocubebina e ABZ- Gold (G)
e Maestro (M).

Compostos G/M
SAM 1,134
CB 2,373
HNQ 1,087
DIC 2,132
ABZ 1,103

Tal como na FMT-1, a sobreposi¢do dos ligantes presupdem que as mesmas ocupam a

mesma regido que 0 SAM na FMT-2 (Figura 26).
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Figura 26- Sobreposicdo do SAM (Roxo) e lignanas na FMT-1. SAH (roxo), ABZ (cinza), CB
(azul), HNQ (amarelo) e DIC (rosa).

Em relacdo ao modelo de interacio SAM-FMT-2 foram observadas ligacGes de
hidrogénio com o grupo purina do ligante com o residuo Leu251 e Ala278, grupo amina do
ligante e carboxilato do ligante com o residuo 277, e interacdo hidrofébica entre o residuo
Leul78 e o grupo purina do ligante (Tabela 8).
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Tabela 8- Interagdes entre os ligantes e a FMT-2. Ligacdo de hidrogénio (LH), interacfes
hidrofébicas (HB), anel aromatico (AR), grupo metilenodioxi (MD), metil (ME), hidroxila
(HX), metil (MT), carboxilato (CX), purina (PU) e anel lactonico (AL).

Residuo SAM ABZ CB HNQ DIC

Leu 178 HB/PU
HB/PU

TYR
183
ILE 200
ASP
250
LEU
251
ASP
277
ALA
2178

HB/AL

HB/AR-C7

LH/PU HB/ME

LH/PU

LH/CX

Para 0 ABZ foram observadas duas interacdes hidrofobicas com Tyrl83, uma
interagindo com a purina e a outra com o grupo metil. Com relacdo a HNQ foram observadas
interacGes hidrofdbicas entre a Tyrl183 e o grupo lactona, lle 200 e o anel aroméatico em C7, e
Leu 251 com o anel aromatico em C7’. Os resultados para a CB e DIC sugerem que estes
compostos nao interagem com a FMT-2 (Figura 27).
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Figura 27- Modelo de interagdo entre a FMT-2 e SAM (A), ABZ (B) e HNQ (C). As
linhas tracejadas em preto representam ligacGes de hidrogénio, em lilas interagdes

hidrofébicas e em amarelo as eletrostaticas

y TYRIS3




7. DISCUSSAO DOS RESULTADOS DOS ENSAIOS IN SILICO

As lignanas cubebina, hinoquinina e diidrocubebina apresentaram resultados promissores
nos ensaios in vitro contra H. contortus e, por isso 0s ensaios in silico visaram avaliar um
possivel mecanismo de agdo através de seus modelos de interagdo com as enzimas B-tubulina e
FMT que séo enzimas vitais para a sobrevivéncia do H. contortus. O docking consensual
permite uma melhor interpretacdo dos resultados indicando possiveis interacdo dos ligantes
com as proteinas alvos que sdo capazes de interferir na transformacéo do substrato natural da
enzima inviabilizando o processo que depende dessa transformacéo.

Em relacdo a B-tubulina a HNQ foi a lignana com maior semelhanga com 0 ABZ (Tabela
4 e Figura 22). A HNQ, assim como o ABZ apresenta interac6es hidrofébicas com Phe 167 e
Phe 200, Alem da ligacdo de hidrogénio com a Ser 165 que sdo de grande relevancia na
atividade do ABZ sobre essa enzima (ROBINSON et al, 2004 & PRICHARDT et al., 2001).
CB e DIC ocupam a mesma regido do sitio ativo do ABZ, sendo que, a DIC interge por ligacdo
de hidrogénio com o residuo Glu 198, tal como 0 ABZ, essa interacao é relevante na atividade
inibitéria do farmaco no nematoide (ROBISON et al., 2004), porem ambas apresentaram
modelos de interagdo com menor semelhanga ao ABZ do que a HNQ.

Os resultados sugerem que o mecanismo de acdo da HNQ é bastante semelhante ao do
ABZ, sendo que esses resultados corroboram com o que foi observado nos ensaios in vitro
(Tabelas 1 e 2). Ja os resultados apresentados pelas outras lignanas, sugerem que ambas
interagem com a tubulina, mas que essa interacdo ndo é suficiente para promover a atividade
verificada in vitro (Tabelas 1 e 2), portanto essas duas lignanas podem atuar sobre o nematoide
por outras vias metabdlicas.

Paraa FMT-1, dos quatro compostos analisados o que apresentou maior semelhanga com
0 modelo de interacdo do SAH dentro do sitio ativo foi a DIC (Figura 25 e Tabelas 6), mas sem
interacdo com a Tyr 127 (LEE et al., 2013).

Em relacdo a FMT-2, os compostos que apresentaram maior semelhanca do modelo de
interacdo com o SAM no sitio ativo foram 0 ABZ e a HNQ, devido a interagdo com Tyr 183
gue € um residuo considerado de grande relevancia para catalise (LEE et al., 2013) (Figura 27
e Tabela 8), ambos interagem por meio de uma interacdo hidrofébica. Alem disso, a HNQ,
assim como o SAM, apresenta interacdo com a Leu 251, embora para a HNQ esta interacdo

seja hidrofdbica ao invés de ligagdo de hidrogénio como no SAM.
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Os resultados sugerem que 0 ABZ inibe a FMT-2 uma vez que realiza interacdo relevante
com o residuo responsavel pela catalise, mas que também age na B-tubulina, ndo sendo seletivo
paraa FMT. A seletividade de compostos para a inibi¢cdo da FTM € de grande importancia, pois
essa enzima é especifica dos nematoides, enquanto a B-tubulina ndo é especifica e sua inibigédo
pode gerar efeitos colaterais (PESSI et al., 2004; PALAVALLI et al., 2006; BRENDZA et al.,
2007).

Os resultados in silico quando comparados aos resultados in vitro, demonstraram que o
mecanismo de acdo da HNQ, que se mostrou mais ativa, pode estar relacionado a inibicao, tanto
da B-tubulina como da FMT-2. Embora sejam necessarias mais pesquisas, 0s resultados indicam
que a HNQ, ainda que néo seletiva paraa FTM, pode ser usada como alvo promissor em estudos
para o desenvolvimento de novos anti-helminticos para o controle da infeccdo causada pelo H.

contortus.
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8. CONCLUSAO

Os resultados in vitro demonstraram atividade anti-helmintica das lignanas cubebina,
hinoquinina e diidrocubebina todas extraidas dos frutos da P. cubeba e dentre elas a hinoquinina
foi a mais ativa.

Os resultados da modelagem molecular usando essas 3 lignanas demonstraram que a
interacdo da hinoquinina com as enzimas B-tubulina e FMT foi semelhante ao modelo de
interacdo dessas enzimas com o ABZ e, portanto, sugerem que a hinoquinina atua sobre o
nematoide por mecanismo semelhante ao do ABZ. A cubebina e a diidrocubeina interagiram
em menor grau com a B-tubulina e a FTM e, que essas interacbes provavelmente ndo séo
capazes de inibir a atividade enzimatica. Portanto, é de se presumir que a cubebina e a
diidrocubebina, que mostraram promissora atividade anti-helmintica in vitro, devam atuar sobre

0 nematoide por outras vias metabdlicas.
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