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Esta inven¢éo descreve o uso de compostos
obtidos a partir do extrato de rai-zes, caules,
cascas e folhas de espécies vegetais do género
Arrabidaea, em especial a Arrabidaea
brachypoda, também conhecida como cipé-una
ou cervejinha do campo, no tratamento de
doencgas parasitarias como a malaria, doenca de

Chagas e leishmaniose.
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USO DE COMPOSTOS OBTIDOS A PARTIR DE EXTRATOS DA ARRABIDAEA
BRACHYPODA COMO ANTIPARASITARIO

Campo da invencgdo:

Esta invencdo descreve o uso de compostos obtidos a
partir do extrato de raizes, caules, cascas e folhas de
espécies vegetais do género Arrabidaea, em especial a
Arrabidaea brachypoda, também conhecida como c¢ipd-una ou
cervejinha do campo, no ftratamento de doencas parasitérias
como a maladria, doenca de Chagas e leishmaniose.

Fundamentos da invencdo:

Protozodrios sdo seres eucariontes unicelulares, os
quais apresentam capacidade de deslocamento, heterotrdficos
ou nao.

Divididos em mais de 15 filos, podem ser encontrados
no solo, em ambientes aquaticos ou associados a outros
seres vivos. Neste ultimo caso, podem parasitar a espécie
humana, provocando doengas como a malaria, a doenga de
Chagas e a leishmaniose, as quais sdo transmitidas por meio
de insetos.

Essas doencas foram denominadas doencas tropicais ou
doencas dos trdpicos, uma vez gue s&80 mals comuns em paises
nos quais os fatores climéticos e de umidade favorecem a
proliferacdo dos insetos transmissores dessas doencgas.

Atualmente, elas estdo bastante correlacionadas com
fatores socioecondmicos, pois se manifestam mais nos paises
pobres gque, em sua maioria, se localizam nas regides
tropicais e ndo tém condicdes de implantar medidas efetivas
de controle, prevencdo e tratamento.

A maldria é uma doenga que, apesar dos significativos

avangos nas estratégias de controle, continua sendo um
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problema para a humanidade, uma vez gue & a quinta doenca
que mais mata no mundo.

Causada por protozoarios do género Plasmodium, em
especial as espécies P. falciparum, P. vivax, P. ovale e P.
malariae, e transmitidos ao homem por fémeas de mosguitos
do género Anopheles infectadas, a doencga se caracteriza por
causar febres intermitentes, dores de cabeca, dores no
corpo, anemia, ictericia e inchaco do figado e Dbacgo.
Causada pelo P. falciparum, a malédria cerebral ainda
compromete progressivamente o sistema nervoso central.

O tratamento da maldria ¢é complexo, longo e, muitas
vezes, ineficaz, uma vez que a reinfeccdo do paciente &
comum, principalmente em locais endémicos.

Estratégias sabidamente eficazes para o combate séo
pouco acessiveis nos paises endémicos, como a educacdo da
populacdo de risco, a quimioterapia eficiente, o controle
do vetor por meio de inseticidas e o uso de mosgquiteiros
impregnados com inseticidas para evitar a infeccédo.

Somando-se a isso, tem-se, ainda, o rédpido surgimento
de cepas de P. falciparum resistentes aos antimaldricos
atualmente disponiveis, a 1ineficécia das wvacinas e o
desinteresse das industrias farmacéuticas em desenvolver
farmacos baratos e acessivels contra a doenca.

O tratamento da malédria é feito por meio dos derivados
da artemisinina (como artesunato e artemeter), um diterpeno
extraido da planta Artemisia annua, originada na China.

O artesunato é de wuso intravenoso, intramuscular e
retal e o artemeter apresenta-se disponivel apenas para uso
intramuscular.

Do ponto de vista farmacoldgico, esses medicamentos
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sdo esquizonticidas rapidos, que atuam sobre os gametdcitos
de P. vivax. Estes medicamentos sdo indicados no tratamento
da malaria grave, principalmente a malaria cerebral, devido
a sua rapidez na reducdo da parasitemia. Sd0 bem tolerados
pelos pacientes, com poucos efeitos adversos, sendo os mais
relevantes: diarreia, dor abdominal e néuseas.

A guinina e os derivados cloroquina e mefloguina atuam
como um esquizonticidas eritrocitdrios de acdo répida, com
atividades também sobre gametdcitos de P. vivax, P. ovale e
P. malariae. Seus ©principais efeitos adversos sdo o
cinchonismo (tinido, déficit auditivo transitdrio, tremores
e disturbios visuais), a epigastralgia, nauseas e vdmitos,
além de hipoglicemia guando em doses altas, sendo gue todas
as alteracgdes revertem com a interrupg¢do do medicamento. A
infusdo 1intravenosa pode ocasionar trombose, hipotensédo
arterial sistémica e alteracdes de ritmo cardiaco, devendo-
se diluir o farmaco e administra-lo lentamente.

As dosagens dos medicamentos sdo ajustadas conforme
faixa etédria e peso do paciente, de modo a garantir gque o
tratamento tenha o maximo possivel de eficédcia com © minimo
de toxicidade. Ainda, a avaliacdo da parasitemia apéds 24
horas do inicio da terapéutica é importante para observacgéo
da existéncia de falhas, sobretudo em enfermos que venham
mantendo quadro clinico inalterado ou com piora.

A doencga de Chagas, também denominada tripanossomiase
americana, ¢ causada pelo protozodrio flagelado Trypanosoma
cruzi. A doenca é transmitida por insetos conhecidos como
barbeiros, da familia Reduviidae e pertencentes aos géneros
Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus.

Os sintomas da doenca de Chagas podem variar durante o
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curso da infeccdo. Nos primeiros anos, na fase aguda, o0s
sintomas sdo geralmente lentos, pouco mais do que inchacgo
nos locais de infeccdo. A medida que a doenca progride,
durante até cinguenta anos, 0s sintomas tornam-se crdénicos
e graves, tais como insuficiéncia cardiaca e desordens do
sistema digestivo.

Na fase inicial aguda, a administracdo de farmacos,
tais como nifurtimox, alopurinol e Dbenznidazol, curam
completamente ou diminuem a probabilidade de cronicidade em
mais de 80% dos casos.

Se ndo tratada, a doenca crdnica é muitas vezes fatal,
uma vez que os tratamentos medicamentosos atuais para esta
doenca sdo pouco satisfatdrios. Os medicamentos tém efeitos
colaterais significativos e sdo, muitas vezes, ineficazes,
em especial na fase crdnica da doenca. A fase crdnica é
incuravel, ja que os danos em O6rgdos como coracdo e sistema
nervoso sdo irreversiveils, sendo feito um tratamento apenas
paliativo.

A doenca de Chagas, Jjuntamente com a doenca do sono e
a leishmaniose, estd entre as doencas “extremamente
negligenciadas” pela industria farmacéutica, em razdo da
extrema pobreza dos pacientes.

A leishmaniose ¢é uma doenca crdnica, de manifestacdo
cutanea ou visceral, causada por protozoadrios flagelados do
género Leishmania, da familia dos Trypanosomatidae. Existem
diferentes formas da doenga como, por exemplo, © calazar
(leishmaniose visceral) e a ulcera de Bauru (leishmaniose
tegumentar americana).

A leishmaniose é uma zoonose comum ao Ccdo e ao homem.

A doencga ¢ transmitida ao homem pela picada de mosquitos
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flebotomineos, que compreendem ©0s géneros Lutzomyia e
Phlebotomus.

No Brasil, existem atualmente 6 espécies de Leishmania
responsaveis pela doenga humana e mais de 200 espécies de
flebotomineos implicados em sua transmisséo.

O diagndstico ¢é dado pela observacdo microscdpica
direta dos parasitas em amostras de linfa ou sangue ou
bidpsias de baco, apds cultura, detecgdo do DNA ou testes
imunoldgicos. O tratamento humano é feito por administracédo
de compostos de antimdénio, pentamidina, marbofloxacino
anfotericina ou miltefosina.

A prevencdo se faz por redes ou repelentes de insetos,
pela construcdo de moradias humanas a distdncia superior a
500 metros da mata silvestre e pela erradicacgdo dos
Phlebotomus/Lutzomyia.

Por mais de 60 anos, o tratamento das leishmanioses é
realizado com antimoniais pentavalentes antimoniato de N-
metil glucamina e estibogluconato de sdédio. Estas drogas
sdo toéxicas, nem sempre efetivas, e, na LV, sdo usadas em
esquemas prolongados.

O principal efeito colateral do antimoniato de N-metil
glucamina é sua ac¢do sobre o aparelho cardiovascular, sendo
seu uso desaconselhdvel durante os 2 primeiros trimestres
de gravidez.

Tratamentos alternativos sdo feitos com anfotericina B
e suas formulacgdes lipossomais, as pentamidinas (sulfato e
mesilato) e os imunomoduladores {(interferon gama e GM-CSF).

A anfotericina B encapsulada em lipossomas tem
mostrado bons resultados, com cura de 90 a 95%, engquanto o

miltefosine mostrou 95% de cura efetiva. Esta Gltima tem a
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vantagem de ser de uso oral e bem tolerada, no entanto, por
ser potencialmente teratogénica, seu uso ¢é limitado para
gravidas e nutrizes.

Fm vista das dificuldades acima apontadas, tanto na
prevencgdo quanto no tratamento das doengas, esta invencgédo
propde o uso de compostos obtidos a partir da Arrabidaea
brachypoda no tratamento de doencas parasitarias como a
maldria, doenca de chagas e leishmaniose.

Estado da técnica:

Documentos disponiveis no estado da técnica descrevem
diferentes compostos obtidos a partir da Arrabidaea, bem
como a incorporacdo destes em composicdes farmacéuticas.

O documento brasileiro PI 0600943-3 AZ descreve 0 uUsoO
de extratos fitoterapicos a base de Arrabidaea chica como
antifuingico e antibacteriano. Os extratos podem ser
utilizados como farmaco ou aditivo a cosméticos, podendo
ser aplicados diretamente ou incorporados a um veiculo
farmacoldégico ou cosmético.

No documento WO 2013/091056 s&o descritas composicdes
farmacéuticas estaveis compreendendo o extrato de Arrabidae
chica em sistemas de liberacdo controlada, na forma de
lipossomas, microparticulas ou nanoparticulas.

No WO 0152809 sdo descritas preparac¢des cosméticas ou
farmacéuticas contendo uma quantidade ativa de extrato de
Arrabidae chica, enquanto que em JP 2001/122763, descreve-
se uma composicdo para uso externo compreendendo plantas,
tais como aquelas do género Arrabidaea, bem como seus
extratos.

Nenhum dos documentos do estado da técnica descreve o

uso de compostos obtidos a partir da Arrabidaea brachypoda
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para o tratamento de doencas parasitarias.

Sumdrio da invencdo:

A  presente 1invencgdo descreve o uso de compostos
obtidos a partir de extratos da Arrabidaea brachypoda no
tratamento de doencas parasitéarias, tais como a maléaria,
doenca de chagas e leishmaniose.

Breve descrig¢do das figuras:

A Figura 1 é um grafico que representa a inibicgdo da
invasdo celular, demostrada por meio da porcentagem de
macrdéfagos infectados, em que (A) é o controle, (B) & uma
cultura tratada com benznidazol, (C) €& uma cultura tratada
com anfotericina B, (D) é uma cultura tratada com RAB-02 e
(E) é uma cultura tratada com RAB-03.

A Figura 2A representa graficamente a contagem do
nuamero de tripomastigotas em  camundongos infectados
tratados com o composto RAB-02, em que (A) é o wveiculo
(controle), (B) é benznidazol e (C) é o composto RAB-02

A Figura 2B representa graficamente a porcentagem de
sobrevivéncia de camundongos infectados tratados com o
composto RAB-02, em qgue (A) é o veliculo (controle), (B) é
benznidazol e (C) é o composto RAB-02.

Descricdo detalhada da invencdo:

A invencdo consiste no uso de compostos obtidos a
partir de extratos de raizes, caules, cascas e folhas de
espécies do género Arrabidaea, em especial, a partir de
raizes de Arrabidaea brachypoda, conhecida como cervejinha
do campo ou cipd-una, cujo extrato compreende fracgdes
enriquecidas em compostos que apresentam uma atividade de
inibicdo in vitro em varios microrganismos causadores de

doencas parasitéarias.
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Método de obtencdo dos compostos:

Os compostos da presente invencdo sdo obtidos a partir
de extratos padronizados de espécies do género Arrabidaea,
em especial a Arrabidaea brachypoda.

Para a obtencdo do extrato, a biomassa compreendendo
raizes, caules, cascas, e folhas, bem como misturas destes,
¢ extraida por meio de percolagdo, maceracdo soxhlet ou por
meio de gases em estado supercritico, bem como uma mistura
dessas técnicas.

A biomassa pode estar verde e/ou seca, pulverizada,
moida, em pedacos e/ou esfarelada. De forma opcional, a
biomassa é congelada antes de ser processada.

O congelamento prévio do material vegetal evita a
degradacdo térmica provocada pelo aquecimento ao passar
pelo moinho elétrico.

A extracdo ¢é feita wutilizando meio béasico ou meio
acido, em meio aquoso ou utilizando solventes orgdnicos,
isolado ou em combinacdes.

Os &cidos podem ser acidos fortes ou fracos, diluidos
ou concentrados, isolados ou em misturas.

Em modalidades especificas da invengdo, o acido é
selecionado dentre Aacido acético, &acido cloridrico e éacido
férmico.

As bases, por sua vez, podem estar concentradas ou
diluidas, isoladas ou em misturas.

EFm modalidades especificas da invencdo, a base &
selecionada dentre hidréxido de ambnia (NH4OH) e carbonato
de sdédio (Na,COs) .

O solvente organico é selecionado dentre aqueles que

compreendem compostos  halogenados, alcoois, aldeidos,
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éteres, ésteres, cetonas, alcanos, cicloalcanos, compostos
fendélicos, benzenos e derivados, i1solados ou suas misturas.

0O extrato obtido pode ser seco com a tecnologia de
secagem por pulverizagdo (spray-drying), a pressaco reduzida
ou a temperatura ambiente.

Para a secagem por pulverizacdo, as temperaturas de
entrada e saida variam entre 150 e 190 °C e 80 e 90 °¢C,
respectivamente. J& na secagem a pressdo reduzida, a mesma
varia entre 25 e 100 °C.

Os diferentes compostos sdo separados e purificados
por meio de técnicas cromatograficas com ou sem pressdo,
como cromatografia a pressdo atmosférica ou cromatografia a
baixa, média ou alta presséao.

Para execugdo da técnica, pode-se utilizar uma fase
estacionaria normal, tal como a silica gel, ou uma fase
inversa, tal como a C-8 ou C-18.

Ainda, pode-se utilizar a particdo liquido/liquido,
tal como a cromatografia contra corrente, ou a partigdo
centrifuga, utilizando resinas de troca idnica ou membranas
de filtracéo.

A fim de identificar as moléculas responsaveis pela
atividade farmacoldgica, o extrato de raizes de Arrabidaea
brachypoda ¢ submetido a um fracionamento guiado.

O extrato é fracionado por cromatografia a pressdo
média (MPLC) em fase reversa, com um sistema de solventes
apresentando gradiente por passos de metanol-agua a partir
de 10:90, com aumento gradual até 100%.

A pressdo maxima é de 20 bar (2x10° kPa) e as amostras
sdo colocadas em um cartucho de introducdo apds sua mistura

com a fase estacionaria (silica) em uma pProporg¢do em peso
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de 1:3.

As fracgdes sdo testadas no teste antiparasitario e
agquelas qgque apresentaram o0s melhores resultados frente aos
protozoarios sdo analisadas por HPLC-UV.

A partir destas fracdes, sdo obtidos o0s compostos
isolados RAB-01, RAB-02 e RAB-03, cujas estruturas séo
elucidadas através de métodos espectroscodpicos (tal como
ultravioleta - UV, ressonancia magnética nuclear - RMN 1D e
2D, espectrometria de massa a baixa e alta resolugdo - MS e
HRMS), além de reacdes quimicas e enzimaticas.

Os compostos 1isolados foram identificados como sendo

flavonoides diméricos de férmula I abaixo:

em que, para RAB-01, R é hidroxila; para RAB-02, R &
metoxila e para RAB-03, R & hidrogénio.

A estrutura dos mesmos ¢é identificada por técnicas
cléssicas de elucidacdo estrutural, incluindo ultravioleta,
ressonadncia magnética nuclear (RMN) e espectrometria de
massa (MS).

Os dados referentes a ressonadncia magnética nuclear de
hidrogénio (MeOD, 500 MHz), ressonédncia magnética nuclear
de carbono (MeOD, 125 MHz) e espectrometria de massas para
cada um dos componentes RAB~-01, RAB-02 e RAB-03 estéo

descritos abaixo e nas tabelas 1, 2 e 3:
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RAB-01 -~ Sé6lido amorfo vermelho; [oc]DZO’l -108,43° (¢
0.1 MeOH); UV Apax (log e) 266 nm (5.02); "H-RMN (CDs0D, 500
MHz) e *'3C-RMN (CD3;0D, 125 MHz): Tabela 1; ESI-MS (modo
positivo): m/z 525.1 [M+H]'; HRMS: m/z 525.1926 [M+H]"'
(calculado para CspHps0O;, 525.1913, A ppm = 1.3).

RAB-02 - Sélido amorfo laranja; [o]p?®® -118,80° (c
0.1 MeOH); UV Amx (log e) 254 nm (4.82); 'H-RMN (CDsOD,
500 MHz) e *3C-RMN (CD;OD, 125 MHz): Tabela 1; ESI-MS (Modo
positivo) m/z 539.1 [M+H]'; HRMS (modo positivo) m/z 539.
2095 [M+H]' 1" (calculado para CssH3007, 539. 2070, A ppm =
4.0).

RAB-03 - S6lido amorfo laranijia; [a] 2%t -82,86 (¢ 0.1
MeOH); UV Amx (log e) 266 nm (5.78); H-RMN (CDsOD, 500
MHz) e *3C-RMN (MeOD, 125 MHz): tabela 1; ESI-MS (modo
positivo) m/z 509.1 [M+H]'; HRMS (Pos. Mod): 509.1974[M+H]"
1" (calculado para CipHz¢04, 509.1964, Appm = 2.0).

Tabela 1. Dados de RMN de 'H e RMN de '’C (500 e 125 MHz,

CD;0D, & em ppm) do composto RAB-01.

N° 'H 13C
1 161.1
2 6.08 d, J= 2.2 92.8
3 161.1
4 5.94 d, J= 2.2 96.4
4a 157.8
6 4.78 d, J= 11.2 78.2
6a 2.22 dt, J=11.2, 1.9 Hz 42 .4
3.17 ddd, J = 5.5, 1.9,
7 34
1.6 Hz

Ta 101.8
8 160.2
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9 6.05 d, J= 2.1 Hz 93
10 159.1
11 5.98 d, J = 2.1 Hz 96.5
lla 155.4
12a 5.28 d, J = 2.3 Hz 63.5
12b 103.8
1 140.4
2',6' 7.24 d, J= 7.6 Hz 128.5
3',5' 7.38 m 129.5
4’ 7.38 m 129.6
A 5.95 dd, J = 15.9, 5.5 Hz 130.7
5.81 dd, J = 15.9, 1.6 Hz 131.7
1" 130.4
2'', 6"’ 7.05 d, J= 8.6 Hz 128.4
3'', 5" 6.64 d, J= 8.6 Hz 116.2
4 157.7
1-OMe 3.81 s 560.1
8-OMe 3.62 s 55.9
4''-OMe - -

Tabela 2. Dados de RMN de 'H e RMN de °C (500 e 125 MHz,

CD3;0D, & em ppm) do composto RAB-0Z.

N° 'H 13C
1 160.9
2 6.08 d, J= 2.1 Hz 92.7
3 lel,1
4 5.94 d, J= 2.1 Hz 96.3
4a 157.7
6 4.77 d, J=11.3 Hz 78.1
6a 2.1%9 dt, J=11.3, 1.9 Hz 42.3
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3.17 ddd, J = 5.6, 1.9,
7 34
1.6 Hz

Ta 101.6
8 160.2

9 6.05d, J = 2.1 Hz 93
10 159.2
11 5.98 d, J= 2.1 Hz 96.5
1lla 155.3
12a 5.27 d, J= 2.3 Hz 63.4
12b 103.7
1 140.4
2',6’ 7.23 d, J= 7.0 Hz 128.5
3',5 7.38 m 129.5
4’ 7.38 m 129.5
A 5.99 dd, J = 15.8, 5.6 Hz 131.5
5.83 dd, J = 15.8, 1.6 Hz 131.3
i 131.1
2'', 6" 7.11 d, J = 8.8 Hz 128.2
3'*, 5" 6.75 d, J = 8.8 Hz 114.8
4 160.2
1-OMe 3.79 s 56.1
8-OMe 3.62 s 55.9
4''-OMe 3.73 s 55.6

Tabela 3. Dados de RMN de 'H e RMN de °’C (500 e 125 MHz,

CD;0D, & em ppm) do composto RAB-03.

N° ig 130
1 lel.1
2 6.08 d, J= 2.2 Hz 92.8
3 lel.1
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4 5.95d, J= 2.2 Hz 96.4
4a 157.8
6 4.79 d, J = 11.3 Hz 78.2
ba 2.24 dt, J = 11.3, 1.9 Hz 42.2
3.21 ddd, J= 5.7, 1.9,
7 34.2
1.7 Hz
Ta 101.5
8 160.2
9 6.05 d, J = 2.3 Hz 93
10 159.2
11 5.99 d, J= 2.3 Hz 96.6
lla 155.4
12a 5.28 d, J= 2.4 Hz 63.5
12b 103.8
1! 140.4
2',6'" 7.24 d, J= 7.6 Hz 128.5
3',5" 7.38 m 129.5
4 7.38 m 129.6
A 6.15 dd, J = 15.7, 5.7 Hz 133.8
B 5.91 dd, J = 15.7, 1.7 Hz 132
i 138.6
2'', 6" 7.18 m 127.2
3*', 5" 7.18 m 129.4
4t 7.10 m 128
1-OMe 3.79 s 56.1
8-OMe 3.61 s 55.9
4''-OMe - -

Incorporacdo dos compostos RAB-01, RAB-0Z e RAB-03 em

composi¢bes farmacéuticas:
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As composigdes farmacéuticas obtidas de acordo com a
presente invencdo compreendem os compostos RAB-01, RAB-02 e
RAB-03 em gquantidades padronizadas, em sua forma isolada ou
em associlacgado com outros produtos naturais ou sintéticos,
em diferentes proporcgdes.

Preferencialmente, as composi¢des farmacéuticas desta
invencdo compreendem os compostos RAB-01, RAB-02 e RAB-03
em uma faixa de concentracgdo que varia de 0,001 a 50 % de
pelo menos um dos compostos em sua forma livre ou na forma
de sal (como cloratos, sulfatos ou boratos), associados a
excipientes farmaceuticamente aceitédveis.

As composicles farmacéuticas podem ainda compreender
farmacos, vitaminas, sails e/ou acucares.

As composigdes ora descritas sdo apresentadas na forma
de comprimidos, capsulas gelatinosas (duras ou moles),
microcéapsulas, nanoparticulas, tinturas, =xaropes, emulsdes
do tipo O/A e A/O, lipossomas, liquidos injetéaveis,
aerossdis, pds, liofilizados e similares, para serem
administradas por via oral, tdépica, injetdvel ou inaléavel.

As referidas composicgdes sdo uteis no tratamento de
doencas parasitarias como a maladria, doenca de chagas e
leishmaniose, pela administracdo de doses gque variam de
0,001 a 5000 mg/kg/dia, preferencialmente de 200 a cerca de
400 mg/kg/dia, divididas em uma ou mais vezes ao dia.

Exemplos da invencgdo:

A seguir, sdo apresentados exemplos expositivos de
realizacdes particulares da presente invencdo, sem criar
quaisquer limitacdes ao seu escopo.

1 - Obtencdo do extrato hidroalcodlico de Arrabidaea

brachypoda:
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Numa cuba de um extrator dotado de agitacdo mecénica,
adiciona-se 1,5 kg de raizes, caules ou folhas de plantas
do género Arrabidaea, talis como a Arrabidaea brachypoda,
secas em estufas com temperatura controlada a 60 °C.

O material ¢é pulverizado e congelado em nitrogénio
liquido e, posteriormente, triturado em moinho elétrico.

Em seguida, adiciona-se 9,0 L de etanol 70% (v/v), com
agitacdo frequente, pelo periodo de 150 horas.

A dorna de extragdo é aquecida gradativamente, em uma
velocidade de aquecimento de 10 °C por minuto, até que se
atinja uma temperatura entre 45 e 50 °C. Em seguida, o
extrato é filtrado a quente, em uma temperatura gque varia
de 35 a 40 °C a véacuo, através de filtros de 100 a 150 mm.

Apds evaporacdo do solvente em evaporador rotativo com
pressdo reduzida e temperatura méxima de 40 °C, obtém-se
cerca de 20 g de um extrato hidrcalcodlico concentrado.

2 - Obtencdo da partigcdo diclorometano de Arrabidaea

brachypoda:

Cerca de 8,0 g do extrato hidroalcodlico é dissolvido
em 500 mL de solucdo de éagua/metanol 8:2 e 250 mL de
diclorometano a uma temperatura que varia de 20 a 25 °C.

A solucdo é adicionada a um baldo de separacdo e, apds
a agitacao, aguarda-se a separacdo das fases ao abrigo da
luz. A fase diclorometédnica é retirada e adiciona-se mais
250 mL de diclorometano, repetindo-se as etapas de agitacdo
e separacdo de fases ao abrigo da luz.

O processo é repetido até a exaustdo, ou seja, até que
a fase diclorometanica ndo apresente mais coloracdo ao ser
misturada com a fase aquosa. A fase diclorometénica é

rotaevaporada, apresentando um rendimento de 31,2%.
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3 =~ Obteng¢do dos compostos ativos a partir da

purificacdo do extrato de Arrabidaea brachypoda:

Apds obtencdo do extrato hidroalcodlico (conforme
exemplificado em 1) e obtencdo da particdo diclorometano
(conforme exemplificado em 2), uma fase diclorometénica
apresentando um rendimento de 33,7% é obtida.

O extrato diclorometdnico assim obtide é purificado
por cromatografia liquida a média pressdo (CLMP) utilizando
sistema eluente composto por uma mistura de metanol e agua
em modo gradiente (5 % a 100 % em 72 horas) e uma fase
estacionaria a fase inversa (C-18 e 15-25 um) em uma coluna
de 460 mm de largura por 70 mm de diémetro.

Os compostos foram detectados por ultravioleta a 254
nm. As frac¢des obtidas sdo submetidas a diversas técnicas
cromatograficas, de modo a isolar os compostos RAB-01, RAB-
02 e RAB-03.

Avaliacdo da atividade farmacoldgica:

Os extratos e compostos foram avaliados quanto a sua
atividade farmacoldgica frente microrganismos causadores da
malaria (P. falciparum), doenca de Chagas (T. cruzi) e
leishmaniose (L. amazonensis).

O extrato das folhas foi testado nas concentracdes de
100 pg/mL e 10 pg/mL, sendo capaz de inibir 100% dos
parasitas analisados.

Entre os compostos testados, destacamos a atividade
dos compostos RAB-02 e RAB-03.

Tabela 4 -~ Resultados dos ensaios bioldgicos de avaliagdo
da atividade anti-protozodrio realizados com os extratos de
folhas e raizes de A. brachypoda, bem como os compostos

isolados RAB-(01, RAB-0Z e RAB-03,.
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T T
Parte da P. L.
Tipo cruzi cruzi
planta falciparum | amazonensis
(Try) (Epi)
Extrato
Folhas 88, 65 100 100 52,17
bruto
Fracao
Folhas 33,51 n.a. 20 0
agquosa
Fracao
Folhas 90,50 100 100 100
DCM
Extrato
Raizes 80,21 100 100 34,78
bruto
Fracao
Raizes 19,85 n.a. 12 0
agquosa
Fracao
Raizes 86,15 100 100 100
DCM
Composto | Rab-01 26,38 n.a. 32 0
Composto | Rab~02 85,75 100 100 45, 65
Composto | Rab-03 98,71 100 100 30,93

% de inibicdo (100 pg/mL e 10 ug/mL).

- Avaliacdo da atividade anti - T.cruzi:

Para avaliar a atividade dos compostos obtidos frente
ao agente causador da doenca de Chagas, foram realizados os
testes descritos a seguir.

- Avaliacdo da citotoxicidade em células de mamiferos:

Macrdfagos de exsudado peritoneal obtidos a partir de
camundongos BALB / ¢ foram colocados em placas de 96 pocos
a uma densidade celular de 1 x 10° células por poco, emn
meio RPMI-1640 sem vermelho de fenol suplementado com 10%
de FBS e 50 ng / mL de gentamicina e incubadas durante 24

horas a 37° C e 5% CO,.
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Apds esse tempo, adicionou-se cada composto em cinco
concentracdes diferentes, variando de 0,24 uM a 20 pM, em
triplicata, incubando-os durante 72 horas. Ainda, 20 pL /
poco de indicador colorimétrico redox foi adicionado as
rlacas durante 10 horas.

Leituras colorimétricas foram realizadas a 570 e 600
nm. Os valores Clsy foram calculados utilizando dados
colhidos a partir de trés experimentos independentes. A
violeta de genciana foil utilizada como controle positivo,
em concentracdes que variam 0,04 uM a 10 uM.

- Toxicidade para tripomastigotas:

Tripomastigotas recolhidas a partir dos sobrenadantes
de células LLC-MK2 foram colocadas em placas de 96 pogos a
uma densidade celular de 4 x 10° células por poco. Extratos
das raizes de Arrabidaea brachypoda foram testados em cinco
concentracdes, variando de 1,23 pM / mL a 100 pg / ml.

Os compostos foram testados em cinco concentragdes
diferentes, wvariando de 0,24 uM a 20 uM. A placa foi
incubada durante 24 horas a 37 °C e 5% de CO».

Aliquotas de cada poco foram recolhidas e o numero de
parasitas vivos fol contado em uma camara de Neubauer e
comparados com cultura parasitaria ndo tratada. Este
experimento foil realizado em triplicata e foram realizados
prelo menos trés experimentos independentes.

- Inibic¢do de cruzaina:

Cruzaina recombinante foi ativada em tampdo de acetato
(0,1 M, pH 5,5) contendo 5,5 mM de ditiotreitol e a
concentracdo de proteina foi ajustada a uma concentracgdo
final de 0,1 uM.

A proteina fol incubada em tampdo de fosfato contendo
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0,01% de detergente ndo idnico e transferida para uma placa
de 96 pogos. Apds adigdo do complexo, a placa foi incubada
durante 10 min a 35 °C.

Uma solucgdo contendo o substrato de protease foi entdo
adicionada e incubada durante 10 min. A percentagem de
inibicdo de cruzaina foi calculada utilizando a equacédo:

100 - (AL / A x 100)

Em que Al representa a unidade de fluorescéncia
relativa de cruzaina na presenca do inibidor de teste e A
refere-se ao controlo de RFU (cruzaina e substrato).

As concentracdes dos compostos foram medidos em
triplicata. (2S, 3S)-trans-L-epoxisuccinil leucilamido-3~
metilbutano (E~64c) foi utilizado como o inibidor cruzaina
padrao.

- Ensaio de infecgdo por 7. cruzi in vitro:

Macrdofagos de exsudado peritoneal foram colocados a
uma densidade celular de 2 x 10° células por pogo em uma
placa de 24 pocgos com lamelas redondas sobre a parte
inferior em RPMI suplementado com 10% de FBS e incubadas
por 24 h.

As células foram infectadas com tripomastigotas a uma
razdo de 10 parasitas por macrédéfago. Apds 2 h de interacgédo,
0s parasitas ndo internalizados foram removidos por
lavagens sucessivas com solucdo salina.

As culturas foram incubadas em meio completo por si sb
ou com os compostos de cinco concentragdes de 0,12 a 10 uM,
em triplicata, durante 6 horas. O meio foi substituido por
um meio fresco e a placa foi incubada durante 4 dias.

As lamelas foram recolhidas, lavadas em solucao

salina, fixada em &alcool absoluto e o numero de parasitas
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intracelulares foi determinada por contagem manual. O ICsg
foi calculado como a concentracdo que reduziu o numero de
amastigotas por 100 macrdéfagos por 50%.

- Ensaio de invasdao:

Macrdfagos de exsudado peritoneal foram cultivados a
uma densidade celular de 1 x 10° células por poco em uma
placa de 24 cavidades com lamelas arredondadas na parte
inferior, em meio RPMI suplementado com 10% FBS e incubadas
durante 24 horas.

As células foram infectadas com tripomastigotas a uma
razdo de 100 parasitas por macrdéfagos durante 2 horas, com
a adicdo de compostos RAB-02 e RAB-03 (a 10 pM).

A anfotericina B (10 uM) foi utilizada como inibidor
de referéncia. A placa foil incubada durante 2 horas a 37°C
e 5% de CO;, seguido por lavagens sucessivas com solucgdo
salina para remover 0s parasitas ndo interiorizados.

As placas foram mantidas em meio RPMI suplementado com

X

10% de FBS a 37°C durante 2 horas. As células foram fixadas
em adlcool absoluto e a percentagem de macrdéfagos infectados
fol determinada por contagem manual.

- Infeccdo em camundongos:

Camundongos fémeas do tipo BALB / ¢, de 6 a 8 semanas
de idade, foram inoculados por via intraperitoneal com 104
de corrente sanguinea estirpe Y e, em seguida, o©s animais
foram divididos em trés grupos (seis animais por grupo) .

Apbs o dia 5 de infeccgdo, o tratamento com 100 mg / kg
de peso do RAB-02 foi administrado por wvia oral durante
cinco dias consecutivos.

Para o grupo de controle, administrou-se benznidazol

por via oral, na dose de 100 mg.kg-1 de peso. Utilizou-se
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de DMSO como veiculo.

O processo de infecg¢do foi monitorado por contagem do

numero de parasitas de motilidade em 5 mL de amostra de

sangue

sobrevivéncia fol monitorada todos os dias até o 30°

fresco

apds a infeccdo.

tiradas

das

veias

laterails da

- Determinacédo da concentracdo letal:

A concentracdo letal de 50%

macrdéfagos

das formas tripomastigota e amastigota de T.

(CLso)

cauda. A

dia

de camundongos BALB / ¢

e a concentracdo inibitéria de 50%

determinadas e estdo expostas na Tabela 5 abaixo.

(ICso)

cruzi foram

Tabela 5 - Avalicdo da atividade em cruzaina,

citotoxicidade em macroéfagos e atividade anti - T.

dos compostos RAB-(01, RAB-(02 e RAB-03.

cruzi

ICs0 da cepa Y de T. Cruzi
% de LCso de
inibics (M)
inibicdo células
Compostos da hospedeiras
cruzaina
(nM) Tripomastigotas | Amastigostas
a 250 M
RAB-01 0 > 20 > 20 > 20
RAB-02 0 5,31 (£ 1,15)
17,32 (£ 6,84 (%
RAB-03 0 6,63 (£ 0,39)
0,84) 0,41)
13,99 (£
Benznidazol - > 20 11,30 (£ 1,84)
0,39)
Violeta
. - 0,48 + 0,05 - -
Genciana
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E-64 100 = = =

Os valores de IC50 e CL50 correspondem aos valores
médios (+ SD) de trés experimentos independentes realizados
em triplicata.

O composto RABR-01 mostrou-se inativo, enguanto gque o©s
compostos RAB-02 e RAB-03 exibiram uma potente atividade,
com valores de IC50 de 5,31 puM e 6,63 uM, respectivamente.

Neste mesmo ensaio, o medicamento de referéncia
benznidazol exibiu um valor de IC50 de 11,30 uM. Apds isso,
a citotoxicidade do composto foi determinada em macrdfagos.

O composto RAB-01 foi atdxico em concentracgdes até 20
uM. Os compostos RAB-02 e RAB-03 apresentaram valores de
CL50 iguais a 15,65 uM e 17,32 uM, respectivamente,
mostrando-se menos tdéxicos em comparagdo com violeta de
genciana (CL50 = 0,48 | iM), a droga de referéncia neste
ensaio.

Depois de observar gque o0s compostos RAB-02 e RAB-03
tém atividade anti - T. cruzi, foi testada a capacidade dos
compostos na inibicdo da atividade catalitica de cruzaina,
a principal protease tripanossoma.

Nenhum dos flavonoides, na concentracdo de 25 uM,
exibiram propriedade inibidora contra cruzaina.

Ainda, foi avaliada a atividade dos compostos RAB-01,
RAB-02 e RAB-03 em amastigotas intracelulares. Os compostos
RAB~02 e RAB-03 apresentaram valores de IC50 de 5,9 uM e
6,84 uM, respectivamente, engquanto que um IC50 de 13,99 uM
foili observado para benznidazol.

Tendo em vista que o0s compostos RAB-02 e RAB-03 séo
capazes de 1inibir o parasita intracelular, examinou-se a

capacidade destes em 1inibir a invasdo do parasita em
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células hospedeiras.

A anfotericina B foi wusada como controle positivo
nesta experiéncia. Como é possivel observar na Figura 1, os
flavonoides RABR-02 (4) e RAB-03 (5) inibiram a invasé&o do
parasita de forma significativa, em comparacdo com células
ndo tratadas (p < 0,001).

Possivelmente devido aos efeitos celulares lentos, o
benznidazol (2) ndo mostrou atividade significativa.

A porcentagem de macrdéfagos infectados é maior nos
controles infectados e ndo tratados do que em culturas
tratadas com os compostos 2 e 3 a 10 uM.

Como o composto 2 mostrou-se o mais potente in vitro,
foli avaliada sua eficadcia na reducdo da infeccgdo de T.
cruzi de camundongos infectados.

Para este fim, ratos BALB / ¢ foram infectados com
tripomastigotas, e cinco dias apds a infeccdo, o composto
RAB-02 foi administrado uma vez por dia a 100 mg.kg-1,
durante cinco dias consecutivos.

Neste experimento, foil incluido um grupo infectado néo
tratado, bem como ratos dque receberam 100 mg.kg-1 de
benznidazol.

O curso da infecgdo foi monitorado pela contagem de
parasitas no sangue e a sobrevivéncia animal foi avaliada
durante um més.

Como ¢é possivel wverificar nas Figuras 2A e 2B, o
tratamento com o composto RAB-02 reduziu significativamente
a parasitemia sanguinea, bem como diminuiu a mortalidade
quando comparados ao grupo infectado ndo tratado.

Ndo foi observada toxicidade evidente durante o

tratamento de composto RAB-02.
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Em comparacao com os camundongos nado tratados, a
administracdo do composto RAB-02 causou uma percentagem de
reducdo de 92% no pico da parasitemia, enquanto gque a
reducdo observada para benznidazol foi de 99%. Isso mostra

que o composto RAB-02 &, claramente, um anti - T. cruzi.
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REIVINDICACOES

1. Uso de compostos obtidos a partir de extratos da

Arrabidaea brachypoda caracterizado pelo fato de ser no

preparo de uma composic¢do farmacéutica para tratar doengas
parasitarias.

2. Uso, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato de que as doencas parasitadrias sdo selecionadas
do grupo que consiste em malaria, doenca de Chagas e

leishmaniose.
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Resumo
USO DE COMPOSTOS OBTIDOS A PARTIR DE EXTRATOS DA ARRABIDAEA
BRACHYPODA COMO ANTIPARASITARIO
Esta invencdo descreve o uso de compostos obtidos a
partir do extrato de raizes, caules, cascas e folhas de
espécies vegetais do género Arrabidaea, em especial a
Arrabidaea brachypoda, também conhecida como c¢ipd-una ou
cervejinha do campo, no tratamento de doencas parasitérias

como a maladria, doenca de Chagas e leishmaniose.
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