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RESUMO

PEREIRA, P. R. R.. Estudo do metabolismo in vitro da caramboxina. 2018. 43p.
Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto 2018.

A carambola (Avehrroa carambola L.) € uma rica fonte de vitaminas, sais minerais e
antioxidantes. Seu formato de estrela, quando seccionada transversalmente, torna
essa fruta muito valorizada na culinaria. Contudo, nos ultimos anos tém sido
relatados alguns casos de intoxicacdo apds ingestdo desta fruta, relacionados,
principalmente, a pacientes nefropatas. Sintomas como solucos intrataveis, agitacao,
confusao mental, vomito, convulsdo e morte, decorrentes do status epilepticus (SE),
foram descritos na maioria dos casos de intoxicagdo. Este quadro pode estar
associado a presenga de uma neurotoxina, caramboxina (CBX), que tem a
capacidade de inibir o sistema de conducdo GABAérgico, além de atuar sobre os
principais receptores glutamatérgicos, levando a ativagdo do mecanismo de
excitotoxicidade neuronal. Ha diversos modelos experimentais que buscam estudar
0s mecanismos ligados ao aparecimento do SE. Uma vez que a caramboxina pode
estar relacionada com a inducdo do SE, estudos para melhor compreender seu
metabolismo podem contribuir para sua possivel aplicagio em modelos
experimentais de epilepsia. Portanto, este trabalho teve como objetivo estudar o
metabolismo in vitro da caramboxina, utilizando microssomas hepaticos e modelo de
oxidacdo biomimética. Um extrato metandlico foi preparado na proporcdo de 1:1
(m/v) e em seguida fracionado em coluna contendo sephadex LH-20. A fracéo
contendo CBX foi submetida a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para
seu isolamento. Essa metodologia permitiu um rendimento superior ao descrito na
literatura, permitindo que esta neurotoxina possa ser futuramente avaliada em
modelos experimentais in vivo de epilepsia. Parte da CBX isolada foi avaliada em
ensaios de metabolismo in vitro com microssomas hepaticos de ratos, no entanto,
nao foi observado formacao de produtos de oxidacdo nas condicbes empregadas, 0
gue pode sugerir gue ndo ocorra metabolismo de fase | da CBX, corroborando com
a proposta de rapida eliminacdo pela urina por pessoas saudaveis que ingerem
carambola. A avaliacdo da oxidacdo da CBX por modelo biomimético, utilizando
catalizador de Jacobsen e oxidante e iodosilbenzeno (PhlO), apresentou a formacao
de um metabdlito, o qual poderd ser posteriormente utilizado nos estudos de
mecanismo de acao da CBX.

Palavras-chave: Carambola. Caramboxina. Espectrometria de massas. Metabolismo
in vitro. Microssomas hepaticos de ratos. Oxidacdo biomimética.



ABSTRACT

PEREIRA, P. R. R.. In vitro metabolism study of caramboxin. 2018. 43p.
Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto 2018.

The Star fruit (Averrhoa carambola L.) is a good source of vitamins, minerals and
antioxidants. Its star shape, when cross-sectioned, makes this fruit highly prized in
cooking. However, in the last years some cases of intoxication after ingestion of this
fruit, mainly related to nephropathy patients, have been reported. Symptoms such as
intractable hiccups, agitation, mental confusion, vomiting, convulsion, and death, due
to status epilepticus (SE), have been described in most cases of intoxication. These
clinical conditions may be associated with the presence of a neurotoxin, caramboxine
(CBX), which has the capacity to inhibit the GABAergic conduction system, in
addition to acting on the main glutamatergic receptors, leading to activation of the
mechanism of neuronal excitotoxicity. Several experimental models aim to study the
mechanisms related to the appearance of the SE. Since caramboxin may be related
to the induction of ES, studies to better understand its metabolism may contribute to
its possible application in experimental models of epilepsy. Therefore, this work
aimed to study the in vitro metabolism of caramboxin, using hepatic microsomes and
biomimetic oxidation model. A methanolic extract was prepared in the ratio of 1: 1 (m
/ v) and then fractionated on a column containing LH-20 sephadex. The fraction
containing CBX was submitted to high performance liquid chromatography (HPLC)
for its isolation. This methodology allowed a higher yield than described in the
literature, allowing this neurotoxin to be evaluated in vivo in experimental models of
epilepsy. Part of the isolated CBX was evaluated in in vitro metabolism assays with
hepatic microsomes of rats, however, no oxidation product formation was observed
under the conditions employed, which may suggest that CBX phase | metabolism
does not occur, corroborating with a proposal for rapid urinary elimination by healthy
people who eat carambola. The evaluation of CBX oxidation by biomimetic model,
using Jacobsen's catalyst and oxidant and iodosilbenzene (PhlO), presented the
formation of a metabolite, which could be used in future CBX action mechanism
studies.

Keywords: Biomimetic oxidation. Caramboxin. In vitro metabolism. Mass
spectrometry. Rat liver microsomes. Star fruit.
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1 INTRODUCAO

A caramboleira (Averrhoa carambola L.), pertence a familia Oxalidaceae, é
originaria do sudeste asiatico e tem ampla distribuicdo mundial, especialmente em
paises tropicais como india, Malasia, Indonésia, Filipinas, Estados Unidos, Australia
e Brasil. A caramboleira pertence ao género Averrhoa, o qual contém 5 espécies —
A. bilimbi, A dolichocarpa, A. lucopetala, A. microphylla e A. carambola. Entretanto,
entre elas, apenas A. carambola é cultivada em escala comercial, possuindo 27
variedades registradas e comercializadas. Seus frutos sdo bastante valorizados por
seu formato e aparéncia pouco usuais, em geral apresentam cinco saliéncias
longitudinais e quando fatiados transversalmente apresentam o formato de estrela,
podendo ser amarelados ou esverdeados, com sabor variando do azedo ao doce
(ARAUJO; MINAMI, 2001; MUTHU et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2011; PRATI et al.,
2002).

A carambola é uma rica fonte de minerais e vitaminas, como magneésio,
potassio, fosforo, calcio, vitamina C e vitaminas B1 e B2. As carambolas sao
também uma rica fonte natural de antioxidantes como acido galico, B-caroteno,
minerais antioxidantes (ferro, zinco e manganés) e flavonoides [(+)-catequina e (-)-
epicatequina] (MUTHU et al., 2016; SHUI; LEONG, 2004). Apesar de ser utilizada na
medicina popular como antitérmico, ténico digestivo, antiescorbutico, antioxidante e
adstringente, assim como para o aumento da secrecdo salivar e para o alivio de
problemas oculares, (THOMAS et al., 2008), a carambola é cultivada principalmente
para fins alimenticios (MUTHU et al., 2016; PRATI et al., 2002) e, apesar de seu uso
consagrado, existem relatos de intoxicacdo ligados ao seu consumo (CHUA et al,

2017), como apresentados a seguir.
1.1 HISTORICO DE INTOXICACOES POR CARAMBOLA

Os efeitos téxicos da carambola foram descritos pela primeira vez em 1980,
em um trabalho experimental realizado por Muir e Lam, no qual demonstraram que a
administracao intraperitoneal do extrato de carambola em ratos, em doses acima de
8 g/kg, causou convulsbes seguidas de morte, alguns minutos apos a administracao
nos animais. A partir disso, sugeriu-se a presenga de uma neurotoxina excitatoria,
mas de natureza ainda desconhecida. Em 1993, foi descrito o primeiro surto de

neurotoxicidade por carambola em pacientes com doenca renal crénica (DRC),



guando, apdés a ingestdo de carambola, oito pacientes desenvolveram solugos
(MARTIN et al! apud OLIVEIRA; AGUIAR, 2015). Em 1998, Moyses-Neto, Robl e
Coutinho-Netto descreveram seis casos de intoxicagdo por carambola como
manifestacdes clinicas como insbnia, solucos, agitacdo psicomotora e morte. Entre
2002 e 2014, foram publicados trabalhos mostrando que tanto pacientes com DRC
submetidos a hemodidlise quanto pacientes sem necessidade de dialise
apresentaram sintomas de intoxicacdo apés ingestdo de carambola (OLIVEIRA,;
AGUIAR, 2015). H& ainda, o relato de pessoas com funcdo renal anteriormente
normal, que ap6s o consumo de carambola apresentaram sintomas de intoxicacao,
além de apresentarem insuficiéncia renal aguda (IRA). Estudos posteriores
mostraram que a IRA foi provocada pela formacéo de cristais de oxalato, devido a
alta concentracdo de acido oxalico presente na carambola (ABEYSEKERA et al.,
2015; FANG et al., 2008; MOYSES-NETO et al., 2009; SCARANELLO et al., 2014).

Dentre os sintomas apresentados na intoxicagcdo por carambola, o mais
comumente relatado foi o solu¢co, que em geral ndo respondia as medicacdes
convencionais. Outros sintomas como agitacdo, confusdo mental, vomito, convulsao
e morte, decorrentes do status epilepticus (SE), também foram descritos. Sendo as
crises convulsivas relacionadas com o mau prognéstico do paciente (GARCIA-
CAIRASCO et al., 2013; MOYSES NETO et al., 1998; MOYSES NETO et al., 2003
OLIVEIRA; AGUIAR, 2015).

Em decorréncia dos relatos acerca da intoxicacdo por carambola, buscou-se
uma correlacdo entre a ingestdo de carambola, neurotoxicidade e leséo renal. Para
tal, utilizaram-se modelos experimentais com administracdo do extrato bruto ou de
solucdo de oxalato por gavagem em ratos, demonstrando a importante contribuicao
do oxalato no desenvolvimento de lesdo renal aguda, chegando a ser sugerido que o
acido oxalico fosse o responsavel pela toxicidade da fruta (FANG et al., 2001; FANG
et al., 2008; OLIVEIRA; AGUIAR, 2015). Contudo, Carolino e colaboradores (2005),
apos o isolamento de uma fracdo ativa do extrato de carambola e sua comparacéo
com um padrdo do acido oxalico excluiram essa possibilidade. Somente em 2013,
Garcia-Cairasco e colaboradores isolaram da carambola e caracterizaram a

neurotoxina capaz de causar distirbios neurolégicos em pacientes com problemas

! Martin LC, Caramori JST, Barretti P, Soares VA. Soluco intratavel desencadeado por ingestdo de
carambola ("Averrhoa carambola") em portadores de insuficiéncia renal crénica. J Bras Nefrol, v. 15,
p. 92-94, 1993.



renais. A substancia, que apresenta similaridades com o aminoécido fenilalanina, foi
chamada pelos pesquisadores de caramboxina — CBX (Figura 1). Essa molécula
apresenta potentes propriedades excitatéria, convulsivante e neurodegenerativa,
como foi observado no mesmo estudo. Contudo, se por um lado a substancia
apresenta alta toxicidade, por outro sua concentracdo nos frutos é extremamente
reduzida, o que permite pacientes sem DRC utilizarem seus frutos na dieta de

maneira segura.

Figura 1 - Estrutura quimica da caramboxina (CBX)
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Fonte: GARCIA-CAIRASCO et al., 2013.

Recentemente, houve o relato de um caso de intoxicacdo por bilimbi
(Averrhoa bilimbi) em um paciente com DRC em hemodidlise com sintomatologia
semelhante a apresentada nas intoxicacfes por carambola. O bilimbi pertence ao
mesmo género que a carambola, este fato indica que a CBX ou algum analogo pode

estar presente em outras espécies do género Averroha (CAETANO et al., 2017).
1.2 NEUROTOXICIDADE DA CARAMBOXINA

Neurotransmissores, tanto inibitérios quanto excitatorios, sdo capazes de
regular diversos processos do comportamento, incluindo aprendizagem, memoria,
sono e sensacdo de dor. Alguns aminoacidos estdo presentes em altas
concentragcfes no sistema nervoso central (SNC), principalmente glutamato e acido
y-aminobutirico (GABA), e podem alterar a descarga neuronal. Os aminoéacidos
dicarboxilicos, como glutamato e aspartato, produzem excitacdo, ao passo que 0S
aminoacidos monocarboxilicos, como GABA e glicina, causam inibicdo (Figura 2).
Processos patoldgicos como a epilepsia e a neurotoxicidade podem ter como causa

alteracbes de neurotransmissores excitatorios e inibitorios. A base molecular desses



processos € constituida pelas interacdes, no SNC, entre 0s canais ibnicos, 0S
receptores que regulam esses canais e 0s neurotransmissores de aminoacidos
(FORMAN et al., 2009; HILAL-DANDAN; BRUNTON, 2015) .

Figura 2 — Principais aminoacidos neurotransmissores excitatorios e inibitorios
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Fonte: HILAL-DANDAN; BRUNTON, 2015.

Estudos apontam que a CBX atua inibindo discretamente a captacdo de
glutamato pelos transportadores presentes nos astrocitos adjacentes a sinapse,
além de alterar a ligacdo de GABA aos seus receptores, inibindo especificamente o
sistema de condugdo GABAérgico. A CBX também atua sobre o &cido a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénico (AMPA) e o N-metil-D-aspartato (NMDA),
principais receptores glutamatérgicos do mecanismo da excitotoxicidade neuronal,
sendo capaz de ativa-los (CAROLINO et al.,, 2005; GARCIA-CAIRASCO et al.,
2013). A ativacdo do receptor AMPA facilita a despolarizacdo neuronal, o que
favorece a entrada de ions calcio no neurénio pés-sinéptico tanto pela atuacdo do
glutamato no receptor NMDA como por canais especificos. O excesso de glutamato
na fenda sinaptica ocasiona uma superestimulacdo de seus receptores e a

consequente entrada excessiva de ions calcio no terminal pds-sinaptico, a qual ativa



0Ss mecanismos intracelulares de excitotoxicidade, que levam a morte celular (HILAL-
DANDAN; BRUNTON, 2015; OLIVEIRA; AGUIAR, 2015).

Quando o ion célcio estd presente em elevadas concentracdes no espaco
intracelular promove a ativacdo de uma série de enzimas, como fosfolipases,
endonucleases, proteases e Oxido-nitrico sintetase, que no decorrer de uma
atividade epiléptica prolongada determinam o desacoplamento da fosforilacdo
oxidativa — leséo direta ao esqueleto celular —, somado a formacé&o de radicais livres,
0S quais aceleram esse processo. Com a lesao do neurbnio ha a liberacdo de mais
glutamato para o espaco extracelular, levando a lesdao dos neurbnios vizinhos
(HILAL-DANDAN; BRUNTON, 2015; OLIVEIRA; AGUIAR, 2015). Estes mecanismos
podem explicar a relevancia da CBX no desenvolvimento e evolucdo dos quadros de
intoxicacdo pela ingestdo de carambola.

1.3 ESTUDOS DE METABOLISMO IN VITRO

Apés o processo de absorcdo, substancias tidas como exdégenas ao
organismo — farmacos, toxinas, contaminantes ambientais e outras substancias —
passam por biotransformacdes, levando a formacdo de metabolitos de maior
polaridade, e visando sua eliminacéo através da urina ou outros fluidos bioldgicos.
Este mecanismo tem papel importante na cinética de compostos quimicos
absorvidos pelo organismo, seja para sua excrecdo ou para sua ativacao
(MOHUTSKY et al., 2008).

O metabolismo compreende processos catalisados por enzimas, podendo ser
dividido em duas fases, responsaveis por diferentes reacoes: reacdes de fase | —
oxidacao, reducéo e hidrélise — e reacfes de fase Il — conjugacao de grupos polares
diretamente ao composto absorvido ou a um produto de reacdes de fase |. Estudos
de metabolismo in vitro podem fornecer dados sobre as vias metabdlicas de fase | e
fase Il, os sitios moleculares mais vulneraveis a metabolizacdo, os metabdlitos que
poderao ser formados in vivo, a toxicidade dos metabdlitos formados e os efeitos da
inibicdo e/ou inducdo enzimatica no metabolismo (COLEMAN?, 2010 apud
FERNANDES, 2013; NASSAR; TALAAT, 2004; MOREIRA et al., 2017).

A oxidacdo é uma relevante rota da fase | do metabolismo de xenobiéticos e

moléculas enddgenas, catalisada geralmente por enzimas da superfamilia citocromo

> COLEMAN, M. Human drug metabolism: an introduction. [S.L.]: John Wiley & Sons, 2010.



P450 (CYP). As CYP séo classificadas como monooxigenases por transferir apenas
um atomo do oxigénio elementar para um substrato enquanto outro atomo de
oxigénio é reduzido a agua. O centro ativo das CYP contém um residuo de
ferroprotoporfirina IX com um residuo de cisteina presente no quinto ligante e o
sexto ligante livre, o qual servirh como sitio para o oxigénio molecular (Figura 3)
(LOHMANN; KARST, 2008).

Figura 3 - Protoporfirina 1X, o sitio ativo do citocromo P450.

Fonte: LOHMANN; KARST, 2008

A partir do conhecimento disponivel acerca da familia de enzimas CYP, foram
desenvolvidos modelos com a intencdo de reproduzir in vitro as reacfes de
biotransformacdo ocorridas no organismo. A utilizacdo de metaloporfirinas como
métodos biomiméticos se justifica pela presenca do grupo heme em sua estrutura,
gue também é encontrado nas enzimas CYP e atua como grupo prostético na
catélise das reac6es. Como no centro ativo das CYP é observada a presenca de
ferro, para o desenvolvimento de um modelo biomimético utilizando metaloporfirinas
também é necessario a presenca de um catalisador porfirinico que contenha um
metal, podendo ser ferro, manganés ou ruténio. Outro componente que sera
necessario ao modelo é um doador de oxigénio, como o hipoclorito de sddio
(NaOCl), o iodosilbenzeno (PhlO), o peréxido de hidrogénio (H»0,), o terc-butil
hidroperéxido (t-BuOOH) e acido m-cloroperbenzoico (mMCPBA) (FERNANDES,
2013; LOHMANN; KARST, 2008).

Uma alternativa para o estudo in vitro do perfil metabdlico de xenobiéticos séao
0S microssomas hepaticos, utilizados para determinar de forma qualitativa a

identidade do metabdlito e obter informagfes sobre a estabilidade metabdlica. Este



modelo é o mais empregado para avaliacdo de reacdes de oxidacdo na fase | e de
conjugacgdes na fase Il (enzimas do CYP e do sistema UGT - uridina-difosfato-
glucoronil transferase —, respectivamente). O modelo microssomal possibilita
observar a influéncia de isoenzimas especificas frente a inibidores especificos.
Microssomas hepéticos sdo uma fracao sub-celular do reticulo endoplasmatico liso e
podem ser obtidos através de centrifugacdo diferencial. Para suprir a demanda
energética do CYP, faz-se necesséario o emprego do sistema NADPH (Fosfato de
dinucleotideo de nicotina e adenina). Este modelo tem como vantagens o baixo
custo e a simplicidade de uso, sendo um dos modelos mais bem caracterizados e
gue possibilita a avaliacdo da variacao interindividual, além de manter a atividade
enzimatica quando armazenada em temperaturas inferiores a -70 °C por longo
periodo (BRANDON et al., 2003; MARQUES, 2013; PIGATTO, 2011).

Neste contexto, diversos modelos experimentais de epilepsia utilizam-se da
injecdo de substancias neuroativas, seja de forma sistémica ou local, para produzir
status epilepticus (SE) (DIVINEY et al., 2015; IVANOVA et al., 2015; JAGIRDAR et
al., 2015; Turski et al., 1986). Esses modelos buscam estudar os mecanismos
ligados ao aparecimento do SE. Uma vez que a caramboxina foi descrita como uma
substancia capaz de induzir o SE, estudos mais detalhados sobre sua
farmacocinética e metabolismo podem contribuir para sua possivel utilizacdo em
modelos experimentais de epilepsia e entender qual a contribuicdo de seus
possiveis metabdlitos na neurotoxidade. Além disso, mesmo com a caracterizacao
estrutural da caramboxina e o apontamento da acdo de antagonismo em receptores
ionotropicos GABAérgico e glutamatérgico com propriedades excitatéria,
convulsivante e neurodegenerativa (GARCIA-CAIRASCO et al., 2013), ainda merece
ser investigado com maiores detalhes, uma vez que existe uma lacuna relacionada a
estudos que indiquem o possivel metabolismo desta neurotoxina para uma melhor

compressado do seu comportamento no organismo.



2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Estudar o metabolismo in vitro da caramboxina, utilizando microssomas

hepéticos e modelo de oxidag&do biomimética.
2.2 ESPECIFICOS

e Desenvolver uma metodologia de isolamento em maior escala da
caramboxina, a partir do fruto da Averrhoa carambola, visando alcangar
guantidade suficiente para o estudo de metabolismo;

e Analisar o metabolismo in vitro da caramboxina aplicando modelo com
microssomas hepaticos de ratos;

e Analisar o metabolismo in vitro da caramboxina aplicando modelo de

oxidacao biomimética.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 ISOLAMENTO DA CARAMBOXINA

Para o preparo do extrato metandlico, as carambolas foram adquiridas
comercialmente na Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sao Paulo
(CEAGSP) da cidade Ribeirdo Preto — SP. As carambolas foram lavadas e pesadas,
o extrato metandlico foi preparado numa proporcédo de 1:1 (m/v). Nesta etapa foram
realizadas quatro extragdes sucessivas utilizando em cada uma delas ¥ do volume
total do solvente extrator. A clarificagdo do extrato foi realizada em algumas etapas,
sendo que, na primeira foi utilizada uma peneira fina para retirada da maior parte
das fibras, presentes em grande quantidade na carambola; logo apdés seguiram-se
duas etapas de filtracdo, uma em algodao e outra em papel de filtro. O extrato foi
levado ao evaporador rotativo para reducédo do seu volume e posteriormente foi
adicionado metanol (MeOH), numa propor¢cdo minima de 6:1 (MeOH/extrato). Essa
solucéo foi levada ao freezer, onde permaneceu pelo tempo minimo de 8 horas, até
a formacdo de um precipitado. Apds, a solucéo foi filtrada em filtro de papel e
novamente levada ao evaporador rotativo.

Outras metodologias de separacdo como analise direta em coluna aberta de
silica e isolamento do extrato bruto em cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) foram testadas, mas em nenhuma dessas foi possivel um aumento de
escala. Portanto, apés a secagem, que forneceu um extrato fluido com
aproximadamente 42% de residuo seco, optou-se por aplicar o extrato em
cromatografia em coluna de filtracdo em gel de Sephadex LH-20 (3,5 x 41 cm) eluida
com metanol. As fracbes nas quais a caramboxina (CBX) estava presente foram
reunidas e secas.

A fracdo enriquecida, obtida a partir do fracionamento com sephadex LH-20,
foi purificada em um sistema de HPLC da Shimadzu (Quioto, Japdo) modelo LC-
20AD, degaseificador DGU-20A, autoinjetor SIL-20AHT, detector de arranjo diodo
SPD-M20A, forno de coluna CTO-20A e modulo de comunicacdo CBM-20A,
utilizando coluna C18 analitica (Phenomenex, Luna; 4,6 x 250 mm, 5 um). A fase
movel foi composta por solugdo aquosa de acido trifluoracético (TFA) 0,01% e
acetonitrila (ACN) com eluicdo por gradiente, variando a porcentagem de acetonitrila

de 5% a 15% no periodo de 18 minutos, seguida de uma variacdo de 15% a 100%
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no periodo de 18 a 20 minutos, mantendo-se em 100% até 25 minutos e em seguida
voltando a 5% em 27 minutos. A vazdo da fase mével foi de 1,0 mL min™, com
temperatura da coluna de 35 °C e volume de injecédo de 50 pL. O detector de arranjo
de diodo (DAD) foi operado em modo fullscan nos comprimentos de onda de 190 a
400 nm. O pico cromatografico com méaximos de absorcdo de 212, 256 e 297,
correspondente a CBX, foi coletado e aplicado em um cartucho com Sephadex LH-
20 (0,8 x 2,7 cm), em seguida foi eluido uma vez com H,O — para retirar 0 excesso
de TFA da fase mével — e depois com MeOH. As frac6es metandlicas foram secas e
armazenadas em freezer. Esse procedimento foi repetido até a obtencédo de CBX em
guantidade suficiente para realizagdo dos ensaios de caracterizagcdo e de
metabolismo in vitro.

Para o monitoramento da caramboxina no extrato e nas frac6es purificadas
foram realizadas analises em um sistema de LC-MS/MS da Shimadzu (Quioto,
Japao) modelo LC-20AD, degaseificador DGU-20A, autoinjetor SIL-20AHT, detector
de arranjo diodo SPD-M20A, forno de coluna CTO-20A e moédulo de comunicacgao
CBM-20A, acoplado a um espectrometro de massas com ionizacao por electrospray
(ESI), operado no modo positivo de ionizacdo, e analisador do tipo quadrupolo-
tempo de voo microTOF Il (ESI-QTOF-MS) Bruker Daltonics (Massachusetts, EUA).
Foi utilizada coluna C18 analitica (Phenomenex, Luna; 4,6 x 250 mm, 5 um) e a fase
movel foi composta por solugcéo aquosa de TFA 0,01% e acetonitrila com eluicdo por
gradiente, variando a porcentagem de acetonitrila de 5% a 30% no periodo de 30
minutos, seguida de uma variacado de 30% a 100% no periodo de 30 a 37 minutos,
mantendo-se em 100% até 42 minutos e em seguida voltando a 5% em 45 minutos.
A vazdo da fase mével foi de 1,0 mL min™, com temperatura da coluna de 35 °C e
volume de injecdo de 30 pL. Nitrogénio foi empregado como gas de nebulizacéo
com temperatura de secagem de 220 °C, vazdo de 10 L min™ e pressdo de 5,5 bar.
A tensao do capilar foi de 3,5 kV. Para calibracéo interna foi utilizado solucédo de
acido trifluoracético sodiado (Na-TFA), na concentracdo de 10 mg/mL. Para a
aquisicdo dados foi empregado o software Bruker Daltonics otofControl e para
analise dos dados o software Bruker Compass DataAnalysis 4.3 (Bremen,
Alemanha).

As andlises por infusdo direta (ESI-MS/MS) foram realizadas em um
espectrébmetro de massas com ionizacdo por electrospray (ESI), operado no modo

positivo de ionizacdo, e analisador do tipo quadrupolo-tempo de voo microTOF I
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(ESI-QTOF-MS) Bruker Daltonics (Massachusetts, EUA). Nitrogénio foi empregado
como gas de nebulizacdo com temperatura de secagem de 180 °C, vazéo de 4 L
min™ e pressdo de 0,4 bar. A tensdo do capilar foi de 3,5 kV. Para a fragmentacéo
de ions foi usado nitrogénio como gas de colisdo. Para calibracdo interna foi
utilizado solucédo de &cido trifluoracético sodiado (Na-TFA), na concentracdo de 10
mg/mL.

Conforme descrito por Garcia-Cairasco e colaboradores (2013) a
caramboxina (CBX) em sua forma protonada [M+H]" corresponde ao ion m/z 256 a
partir do qual podem ser formados os ions m/z 238 — eliminacao de H,O — e m/z 212
— eliminacdo de CO,, além do ion m/z 192 resultante da eliminagdo de CH,0, a
partir do fragmento m/z 238 e do ion m/z 166 resultante da eliminacdo de CH,0; a
partir do fragmento m/z 212. Este perfil de fragmentacéo foi o principal critério para
confirmacdo da presenca da CBX no extrato e para a selecdo das fracbes que

seguiriam para a etapa seguinte de purificagdo em HPLC.
3.2 ESTUDO DE METABOLISMO EMPREGANDO MODELO BIOMIMETICO

Foram testados dois tipos de agentes oxidantes: o iodosilbenzeno (PhlO)
previamente sintetizado e o acido metacloroperbenzéico (mMCPBA), empregando o
catalizador de Jacobsen [cloreto de (S,S)-(+)-N,N’-bis(3,5-di-tert-butilsalicilideno)-
1,2-ciclohexanodiaminomanganés(lll)]. Foi utilizado MeOH grau HPLC como meio
reacional.

As reacdes foram realizadas em microtubo coénico do tipo eppendorf de 1,5
mL. O catalisador de Jacobsen (0,05 pmol) foi dissolvido em MeOH para um volume
total de 200 pL, e o agente oxidante PhlIO ou mCPBA (1,5 umol) foi adicionado em
seguida. Por fim, o substrato CBX (1,5 pumol) foi adicionado ao meio. Tanto a CBX
guanto os agentes oxidantes foram previamente dissolvidos em MeOH numa
concentracdo de 1 mg/mL. A mistura foi mantida em temperatura ambiente na
auséncia de luz por diferentes periodos (Tabela 1). Amostras controles na auséncia
de agente oxidante ou de substrato foram submetidas as mesmas condicbes e

analisadas.
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Tabela 1 — Tempos de reacdo do modelo biomimético

Tempo de reagcdo Duracao (minutos)

To 0

T1 50
T2 150
T3 250
Ts 350
Ts 450

3.3 ESTUDO DE METABOLISMO EMPREGANDO MODELO O MICROSSOMAL
HEPATICO DE RATOS

As reacoes de metabolismo em modelo microssomal hepatico de ratos foram
realizadas em colaboracdo com o Professor Dr. Anderson Rodrigo Moraes de
Oliveira, no Laboratorio de Metabolismo e Técnicas de Separacdo (LAB-METS), da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (FFCLRP).

Para a observacdo da formacdo de metabdlitos da CBX com microssomas
hepatico de ratos utilizou-se a concentracdo de 200 ug mL™ do substrato no meio de
incubacédo. Duas aliquotas de 40 pL da solucdo padrdao de CBX solubilizada em
MeOH foram transferidas para microtubo coénico do tipo eppendorf de 1,5 mL, logo
apo6s o MeOH foi evaporado sob fluxo de nitrogénio. A seguir, foram adicionados 110
uL de solucdo tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,4 e 50 uL do sistema de regeneracéo
de NADPH (fosfato de dinucleotideo de B-nicotinamida e adenina), contendo NADP™
0,25 mM, glicose-6-fosfato 5 mM e glicose-6-fosfato desidrogenase. Apds 5 minutos
de incubacao a 37 °C foram adicionados 40 pL da fragdo microssomal (concentracao
proteica de 1 mg mL%). Transcorrido 30 e 60 minutos de incubacéo,
respectivamente, 200 uL de MeOH foram adicionados para interromper a reagao
enzimatica e extrair a CBX do meio microssomal. Em paralelo, foi preparado um
controle sem a presenca do cofator NADPH e 200 uL de meio microssomal na
auséncia de CBX, processado sob as mesmas condi¢cfes, para verificar a presenca
de interferentes da matriz.

As amostras foram submetidas ao procedimento de extragédo, no qual foram
agitadas utilizando agitador para tubos durante 1 min e depois centrifugadas a

10000 rpm, durante 10 min a 4 °C, para separar as proteinas microssomais. O
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sobrenadante foi coletado e transferido para microtubo cénico do tipo eppendorf de
1,5 mL, que foi prontamente evaporado sob fluxo de nitrogénio. Os residuos foram
solubilizados em 100 pL de MeOH e analisado por LC-MS/MS.

3.4 ANALISE DAS AMOSTRAS DE REACOES DE METABOLISMO IN VITRO

As analises das amostras provindas de reacdes tanto do modelo biomimético
guanto do modelo microssomal hepatico foram realizadas em um sistema de LC—
MS/MS da Shimadzu (Quioto, Japao) modelo LC-20AD, degaseificador DGU-20A,
autoinjetor SIL-20AHT, detector de arranjo diodo SPD-M20A, forno de coluna CTO-
20A e médulo de comunicacdo CBM-20A, acoplado a um espectrémetro de massas
com ionizacgao por electrospray (ESI) e analisador do tipo quadrupolo-tempo de voo
microTOF 1l (ESI-QTOF-MS) Bruker Daltonics (Massachusetts, EUA). Foi utilizada
coluna C18 analitica (Phenomenex, Luna; 4,6 x 250 mm, 5 pm) e a fase movel foi
composta por solucdo aquosa de TFA 0,01% e acetonitrila com eluicdo por
gradiente, variando a porcentagem de acetonitrila de 5% a 30% no periodo de 30
minutos, seguida de uma variacdo de 30% a 100% no periodo de 30 a 37 minutos,
mantendo-se em 100% até 42 minutos e em seguida voltando a 5% em 45 minutos.
A vazdo da fase mével foi de 1,0 mL min™, com temperatura da coluna de 35 °C e
volume de injecdo de 30 pL. Nitrogénio foi empregado como gas de nebulizacao
com temperatura de secagem de 220 °C, vazdo de 10 L min™ e pressdo de 5,5 bar.
A tensao do capilar de 3,5 kV. Para calibracdo interna foi utilizado solucéo de acido
trifluoracético sodiado (Na-TFA), na concentracdo de 10 mg/mL. Para a aquisicédo
dados foi empregado o software Bruker Daltonics otofControl e para analise dos

dados o software Bruker Compass DataAnalysis 4.3 (Bremen, Alemanha).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ISOLAMENTO DA CARAMBOXINA

Alguns trabalhos presentes na literatura apresentaram métodos que
resultaram em fracdes enriquecidas (CAROLINO et al., 2005), ou até mesmo no
isolamento da CBX (GARCIA-CAIRASCO et al., 2013), utilizando animais para o
monitoramento da fragdo ativa — técnica conhecida como isolamento bioguiado.
Entretanto, até entdo ndo se conhecia a substancia responsavel pela toxicidade da
carambola. Uma vez que a substancia — CBX — foi descrita, ndo se existe mais a
necessidade de fazer isolamento bioguiado e outras possibilidades de trabalho
devem apresentadas. Sendo assim, como alternativa, neste estudo, utilizou-se a
espectrometria de massas — acoplada ou ndo a um sistema de cromatografia liquida
de alta eficiéncia — para o monitoramento da presenca da CBX, tanto para o
isolamento quanto para os estudos de metabolismo in vitro. Essa abordagem além
de atender de forma mais completa as exigéncias do uso racional de animais,
também permite a otimizacdo de escala e um maior rendimento das fracfes, pois
utiliza quantidades reduzidas de material para o monitoramento e soluciona a
auséncia de padrdes de referéncia da CBX .

Cabe ainda destacar que o grande desafio da etapa de isolamento foi obter a
caramboxina em quantidade suficiente para realizacdo dos ensaios, uma vez que
trata-se de um metabdlito secundario que ocorre em baixas concentracdes em sua
fonte natural. Em geral, o isolamento de metabdlitos secundarios minoritarios
demanda um longo periodo de trabalho, dependo de fatores como a complexidade
do material vegetal, as classes quimicas dos compostos presentes, as
caracteristicas fisico-quimicas da molécula de interesse e dos demais componentes,
além dos efeitos sazonais e circadianos que podem afetar significativamente a sua
concentracdo (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Como é possivel observar na Figura 4, a CBX é uma molécula que esta
presente em baixa concentracdo no extrato de carambola, além de apresentar uma
baixa estabilidade podendo se converter facilmente ao analogo lactamico que é
inativo. Estes fatores foram pontos criticos para o desenvolvimento de um novo
protocolo de isolamento em maior escala permitindo o desenvolvimento do estudo

de metabolismo in vitro.
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Figura 4 — Cromatograma LC-MS e espectros ESI-MS do extrato bruto de
carambola. A) Cromatograma de pico base (BPC) com destaque para o sinal
referente a CBX; B) Espectro ESI-MS fullscan com destaque em regido onde a CBX
esta presente; C) Ampliacdo de B com destaque para o sinal referente a CBX.
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Cromatograma (A): Coluna C18 analitica (Phenomenex, Luna; 4,6 x 250 mm, 5 um) e a fase
movel composta por solugdo aquosa de TFA 0,01% e ACN com eluigdo por gradiente, variando
a porcentagem de ACN de 5% a 30% em 30 minutos, seguida de uma variacdo de 30% a 100%
de 30 a 37 minutos, mantendo-se em 100% até 42 minutos e em seguida voltando a 5% em 45
minutos. A vazdo da fase mével foi de 1,0 mL min™, com temperatura da coluna de 35 °C e

volume de injecao de 30 pL.
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Garcia-Cairasco e colaboradores (2013) foram os primeiros a apresentar um
método para o isolamento da CBX, pelo qual obtiveram 2,5 mg de CBX a partir de
10 Kg de carambola, o que pode ser considerado um rendimento muito baixo para a
utilizacdo da substancia isolada em outros ensaios além da caracterizagao.
Pensando nisso, as diversas etapas do método utilizado por Garcia-Cairasco e
colaboradores (2013) foram reavaliadas, buscando aumentar o rendimento do
processo. Desta forma, apdés uma série de testes com variacdes das técnicas, foi
desenvolvido um novo método de isolamento, o qual resultou num rendimento maior

gue o método descrito na literatura (Figura 5).

Figura 5 - Fluxograma do rendimento em massa por etapa do isolamento da CBX
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Inicialmente, foi realizada uma analise do extrato em espectrometro de
massas de alta resolucdo por infusdo direta visando confirmar a presenca da
caramboxina, uma vez que alguns cultivares ndo produzem a toxina. Além disso,
fatores bidticos e abidticos podem influenciar na biossintese de metabdlitos
secundarios (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; PAVARINI et al., 2012; GOBBO-NETO
et al., 2017), podendo haver caramboleiras que nédo produzem CBX em quantidade
suficiente para viabilizar o isolamento. Desta forma, por espectrometria de massas,
buscou-se a presenca do ion de m/z 256,0816 no espectro total. Sendo observada a
formula molecular correspondente a [C11H13NOg + H]" com erro de 1,4 ppm. Soma-
se a essa observacdo o perfil de fragmentacédo apos a ativacdo colisional (critérios
descritos no item 3.1), indicando a presenca da CBX neste extrato.

Uma das principais mudancas realizadas, em relacdo ao método
anteriormente utilizado, foi a mudanca do solvente extrator e da propor¢cado em que
este foi utilizado. Apesar da agua ser um bom extrator da CBX, esta molécula
degrada quando mantida em solucdo aquosa em temperatura ambiente, formando
um analogo de anel fechado do tipo lactama (Figura 6) e torna-se inativa. Ademais,
aumentamos tanto o volume quanto a quantidade de extracdes, pois percebemos
gue apenas uma extracdo, como descrito na literatura, ndo seria suficiente para
extrair toda a CBX presente na carambola (GARCIA-CAIRASCO et al., 2013).
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Figura 6 - Estrutura da lactama, produto da degradacgéo da caramboxina (inativo).
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Fonte: GARCIA-CAIRASCO et al.,

Para uma melhor compreenséo da composi¢cédo do extrato de carambola, este
foi analisado por LC-DAD-MS, obtendo-se com isso um perfil cromatografico (Figura
7). Esta analise mostrou a complexidade do extrato bruto e destacou a necessidade
de etapas adicionais de purificacéo.

Figura 7 - Cromatogramas do extrato de carambola. A) Cromatograma de pico base
(BPC); B) Cromatograma com deteccao UV-Vis (Ultravioleta-Visivel).
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Coluna C18 analitica (Phenomenex, Luna; 4,6 x 250 mm, 5 um) e a fase moével composta por
solugdo aquosa de TFA 0,01% e ACN com eluicdo por gradiente, variando a porcentagem de ACN
de 5% a 30% em 30 minutos, seguida de uma variacdo de 30% a 100% de 30 a 37 minutos,
mantendo-se em 100% até 42 minutos e em seguida voltando a 5% em 45 minutos. A vazéo da fase
mével foi de 1,0 mL min™, com temperatura da coluna de 35 °C e volume de injecéo de 30 pL.
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Devido a grande quantidade de amostra, inicialmente optou-se pela
cromatografia em coluna aberta de vidro, porém com a grande variedade de fases
estacionarias disponiveis, para definir qual a mais adequada para o fracionamento
do extrato. Esse etapa exigiu uma analise detalhada dos dados disponiveis e a cada
etapa tornou-se necessario uma reavaliagdo para confirmar sua viabilidade.
Inicialmente, para isso, realizamos uma revisdo no método descrito por Garcia-
Cairasco e colaboradores (2013) que utilizaram cromatografia de troca idnica para
obter uma fracéo enriquecida de CBX. Este tipo de cromatografia utiliza resina de
troca idnica (catibnica ou aniénica) como fase estacionaria e solu¢cdo tamp&do como
fase movel, que € compativel com o método bioguiado de isolamento. Contudo a
utilizacdo de solucdes tampdo em espectrometria de massas € restrita a alguns
poucos tampdes volateis e em baixas concentracées (MANNUR et al., 2011).

Outro tipo de fase estacionaria comumente utilizada é a silica gel (SiOy),
porém a presenca dos grupos silanois favorecem a lactamizacédo da CBX, gerando o
produto de degradacdo mostrado na Figura 5. Além disso, a silica gel pode reter
demasiadamente compostos mais polares como a caramboxina, ndo sendo possivel
recuperar todo o material aplicado, o que implica em uma perda de rendimento
(COLLINS et al., 2009). ApGs um teste inicial, a baixa concentracdo da caramboxina
na matriz vegetal, confirmou ser este um processo nao viavel. Assim, optamos por
nao utilizar nenhuma das estratégias citadas acima.

Devido a presenca de muitos acucares e substancias polares de maior massa
molecular, optou-se por iniciar 0 processo com cromatografia por exclusdo de
tamanho, em coluna aberta de vidro contendo sephadex LH-20. Essa metodologia
permitiu obtencdo de fracdes enriquecidas do ion m/z 256, referente a CBX, com
namero de sinais cromatograficos bem menor quando comparado ao extrato bruto
(Figura 8). Esse resultado nos indicou estarmos no caminho correto e optamos por
utilizar esta fase estacionaria (sephadex LH-20) em modelos de coluna aberta,

cabendo posteriormente apenas a adequacéao do fluxo.
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Figura 8 — Cromatogramas do extrato bruto e da fracédo enriquecida, e espectros UV
e MS. A) Cromatograma de pico base (BPC) do extrato bruto de carambola; B) BPC
da fracdo enriquecida com sephadex LH-20; C) Espectro de ultravioleta (UV) da
CBX; D) Espectro de massas (ESI-MS) da CBX.
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Cromatogramas A e B: Coluna C18 analitica (Phenomenex, Luna; 4,6 x 250 mm, 5 pm) e a fase
movel composta por solugdo aquosa de TFA 0,01% e ACN com eluicdo por gradiente, variando a
porcentagem de ACN de 5% a 30% em 30 minutos, seguida de uma variagdo de 30% a 100% de
30 a 37 minutos, mantendo-se em 100% até 42 minutos e em seguida voltando a 5% em 45

minutos. A vazdo da fase mével foi de 1,0 mL min™, com temperatura da coluna de 35 °C e
voliime de iniecian de 20 1l

No que se refere as andlises e as etapas de purificagdo, € importante
ressaltar que o sinal cromatografico referente a CBX foi observado no espectro na

regido do UV somente quando o acido trifluoracético (TFA) foi adicionado a fase
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movel (Figura 9). O fato foi observado ao avaliar a retirada do acido da fase movel
em uma etapa seguinte de purificacdo por HPLC-DAD, uma vez que a presenca do
acido pode causar degradacdo na molécula de interesse na etapa de concentracéo
e secagem da amostra. Além disso, a adicdo de TFA também promoveu mudancas

no tempo de retencdo e melhorou a ionizagéo no espectro de massas.

Figura 9 - Cromatogramas ultravioleta (UV) de fracdo enriquecida. A) Cromatograma
UV sem adicao de TFA na fase mével; B) Cromatograma UV com adicdo de TFA na
fase movel.
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Coluna C18 analitica (Phenomenex, Luna; 4,6 x 250 mm, 5 um) e a fase mével composta por
solugéo aquosa de TFA 0,01% e ACN com elui¢é@o por gradiente, variando a porcentagem de ACN
de 5% a 30% em 30 minutos, seguida de uma variacdo de 30% a 100% de 30 a 37 minutos,
mantendo-se em 100% até 42 minutos e em seguida voltando a 5% em 45 minutos. A vazao da fase
moével foi de 1,0 mL min™, com temperatura da coluna de 35 °C e volume de injecédo de 30 pL.

As mudancas observadas, no cromatograma obtido por HPLC-(UV)DAD,
proporcionadas pela adicdo de TFA na fase movel sdo justificadas por alguns
fenbmenos que podem ocorrer de forma conjunta ou separadamente.
Primeiramente, o deslocamento batocrbmico, que € caracterizado pelo
deslocamento da banda de absorcdo no ultravioleta-visivel (UV-Vis) em direcdo ao
vermelho. Alguns estudos demonstram que a presenca do TFA na fase mével pode
aumentar a absor¢ao da radiacdo UV em baixos comprimentos de onda (SANTOS-
NETO, 2011; SIMAS, 2005; STOCK, 2014; ZHANG et al., 2013). Além disso, pode

ter ocorrido formacédo de par idnico entre o TFA e a CBX, uma vez que a adi¢cdo do
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TFA na fase movel leva a diminuicdo do pH e também favorece a protonacéo do da
CBX. Mesmo nao sendo o principal aditivo utilizado em cromatografia de par i0nico,
alguns trabalhos relatam o uso do TFA como uma alternativa a este tipo de
cromatografia (CECCHI, 2007, 2008). Essa protonagdo permite, portanto,
observarmos a substédncia em sua forma neutra, pois a presenca de dois
grupamentos acido carboxilico favorece a forma do carboxilato que confere a
substancia uma polaridade muito superior, levando a uma grande modificacdo de
sua retencao na fase estacionaria.

Portanto, apds essa confirmacdo, a fracdo enriquecida, obtida a partir do
fracionamento com sephadex LH-20, foi analisada por HPLC-DAD, como descrito
acima, onde foi realizada a coleta do sinal cromatografico referente a CBX. Contudo,
apos secagem do material coletado e uma nova injecdo, para averiguar a pureza
cromatografica, no sistema de HPLC-DAD, notou-se a presenca de outros sinais
cromatograficos referentes a degradacdo da CBX (Figura 10), como discutido
anteriormente. Sendo assim, o problema foi solucionado aplicando-se o volume
coletado em uma pequena coluna de sephadex LH-20, para retirada do TFA
presente na fase movel, antes do processo de secagem.

Figura 10 — Cromatograma UV da CBX apds secagem em presenca (A) e
auséncia (B) de TFA
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Coluna C18 analitica (Phenomenex, Luna; 4,6 x 250 mm, 5 pm) e a fase mével composta por
solugdo aquosa de TFA 0,01% e ACN com eluig&o por gradiente, variando a porcentagem de ACN
de 5% a 30% em 30 minutos, seguida de uma variacdo de 30% a 100% de 30 a 37 minutos,
mantendo-se em 100% até 42 minutos e em seguida voltando a 5% em 45 minutos. A vazdo da
fase movel foi de 1,0 mL min™, com temperatura da coluna de 35 °C e volume de iniec&o de 30
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Para a elucidagédo e confirmagédo da estrutura da substancia isolada, foram
realizadas andlises de ressonancia magnética nuclear (RMN), onde foram obtidos os
sinais em experimento de *H-RMN (500 MHz, CDsOD): & 6,37 (d, J = 2,4 Hz, 1H, H-
4), 6,29 (d, J = 2,4 Hz, 1H, H-2), 4,17 (dd, J = 5,4, 9,5 Hz, 1H, H-8), 3,81 (dd, J = 5,4,
13,4, 1H, H-7A), 3,72 (s, 3H), 3,01 (dd, J = 9,5, 13,3, 1H, H-7B). HMBC (500 MHz,
CD3;0D): H-11 — C-3.

O espectro 'H-RMN apresentou dois sinais em & 6,37 (H-4) e 6,29 (H-2) com
constante de acoplamento (2,4 Hz) referente ao acoplamento aromatico na posi¢ao
meta, que é um padrdo comum de anel aromético tetra-substituido. A presenca dos
sinais ¢ 4,17 (H-8), 3,81 (H-7A) e 3,01 (H-7B) e suas constantes de acoplamento
foram importantes para confirmar a integridade da cadeia lateral, na porcéo do acido
aminado. O espectro COSY ajudou a confirmar os dados obtidos no *H-RMN
mostrando o acoplamento de H-8, H-7A e H-7B. Outro sinal visto no *H-RMN foi de &
3,72 referente aos hidrogénios da metoxila (H-11). Comparando-se os dados obtidos
com os apresentados por Garcia-Cairasco e colaboradores (2013), péde-se atribuir 0
deslocamento dos carbonos de forma indireta pelo HSQC e HMBC: 6 163,74 (C, C-
3), 111,75 (CH, C-2), 100,24 (CH, C-4), 54,72 (CHs, C-11), 53,48 (CH, C-8), 36,79
(CHy, C-7) (Figuras 11, 12, 13, 14 e 15).



Figura 11 — Espectro de *H da CBX (Solvente CDsOD, 500 MHz).
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Figura 12 - Espectro COSY da CBX (Sol

_J\ .,

vente CD;0D, 300 MHz).
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Figura 13 - Espectro HMBC da CBX (Solvente CD3;0D, 500 MHz).
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Figura 14 - Espectro HSQC da CBX (Solvente CD3;0D, 400 MHz).
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Figura 15 — Ampliacao do espectro HSQC da CBX (Solvente CD3;0D, 400 MHz).
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A seguir, o material seco foi ressuspendido em MeOH e analisado em
espectrometro de massas de alta resolugéo (micrOTOF Q Il) por infuséo direta (ESI-
MS/MS) obtendo os ions m/z 256 referente a CBX protonada [CBX + H]" e m/z 238
referente a perda de uma molécula de agua [CBX — H,O + H]". O ion m/z 256 foi
selecionado para fragmentacdo a partir do qual foram gerados ions fragmentos m/z
238 e m/z 212 aplicando-se apenas 5 eV, quando foi aplicado uma energia um
pouco mais elevada, porém ainda assim baixa, de 10 eV foram observados outros
ions fragmentos além dos observados anteriormente, os ions m/z 192 e m/z 166
(Figura 10). Neste experimento foi possivel observar ainda que quando aplicado 15
eV o ion referente a CBX protonada fragmentou quase por completo, 0 que mostra
gue essa molécula € muito susceptivel de fragmentacao. Este perfil de fragmentacao
e semelhante ao perfil descrito por Garcia-Cairasco e colaboradores (2013),
indicando que a substancia isolada se trata da CBX.
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Figura 16 - Espectros ESI-MS/MS da CBX em trés energias de colisao diferentes. A)
MS/MS em 5eV; B) MS/MS em 10eV; C) MS/MS em 15eV.
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A partir dos espectros de fragmentacdo apresentados na Figura 10, neste
trabalho foi apresentada uma proposta de mecanismo de fragmentacéo para a CBX
protonada. A CBX (m/z 256) sofre uma eliminacdo neutra de H,O (m/z 238) e de
CO; (m/z 212), a partir do grupo &cido carboxilico do anel aromético. Com o
aumento da energia de colisdo observou-se a formag¢do do ion m/z 192, devido a

eliminacdo de CH,O, (46 u) como uma molécula neutra por eliminacdo 1,2. Um
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mecanismo semelhante foi observado na formagdo do ion m/z 166 a partir do ion

m/z 212 (Esquema 1). A analise detalhada do mecanismo foi importante para auxiliar

na determinacgéo de possiveis metabdlitos nos estudos posteriores.

Esquema 1 — Fragmentacdo da CBX
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Formula quimica: C41H4NOg*
OCHs Massa exata: 256,0816

Formula quimica: C44HaNO5*

OCHj; Massa exata: 238,0710

-HCO,H

HO AN

NH,

Formula quimica: C4gH4oNO3*
OCHjs Massa exata: 192,0655

Fonte: GARCIA-CAIRASCO et al., 2013

Formula quimica: C4{H4NOg"
OCHjs Massa exata: 256,0816

Formula quimica: C1gH4NO4*
OCH3 Massa exata: 212,0917
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Férmula quimica: CgH,NO,*
OCH; Massa exata: 166,0863
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4.2 ESTUDO DO METABOLISMO IN VITRO DA CARAMBOXINA EMPREGANDO O
MODELO BIOMIMETICO

Na etapa inicial desse estudo buscou-se utilizar a metodologia de analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrdbmetro de massa com
lonizacao por electrospray e analisador do tipo quadrupolo-tempo de voo (LC-ESI-
QTOF- MS). Essa estratégia demonstrou que o tempo de retencdo da CBX foi de
12,2 minutos e 0 espectro de massa adquirido em modo positivo exibiu os ions com
m/z 256 [M+H]", além dos ions com m/z 238 e 212 correspondentes aos fons-
fragmento da CBX, devido a dissociacao logo na fonte de ionizagdo (Figura 17).

Figura 17 — Cromatograma ap0s a reacdo de oxidacdo biomimética da CBX
utilizando mCPBA como agente oxidante
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Coluna C18 analitica (Phenomenex, Luna; 4,6 x 250 mm, 5 um) e a fase mével composta por
solugéo aquosa de TFA 0,01% e ACN com eluig&o por gradiente, variando a porcentagem de ACN
de 5% a 30% em 30 minutos, seguida de uma variacdo de 30% a 100% de 30 a 37 minutos,
mantendo-se em 100% até 42 minutos e em seguida voltando a 5% em 45 minutos. A vazéo da
fase mével foi de 1.0 mL min™. com temperatura da coluna de 35 °C e volume de iniecéo de 30

Nas reac¢des onde foi utilizado o mMCPBA como agente oxidante ficou evidente
um sinal com tempo retencdo de 12,2 minutos, referente a CBX, de m/z 256, além
de dois sinais com m/z 519, referente a um produto de degradacédo da CBX presente
na amostra, com tempo de retencdo de 20,1 e 22,2 minutos. Todos 0s demais sinais
observados na amostra submetida a reacdo de oxidacdo sdo referentes aos
reagentes empregados no ensaio, também observados na amostra controle sem
CBX. Esse modelo biomimético tem grande utilidade para a formacdo de produtos
de oxidacdo, em alguns casos reducédo e desmetilacdo. Contudo, pela possibilidade
da formacdo de espécies radicalares, estruturas do tipo C6-C3 como derivados de
fenilalanina ou de ligndides, podem formar dimeros apresentando aumento de
massas, como nas reacdes de Fenton (TEPONNO; KUSARI; SPITELLER, 2016).

Nesses casos, 0 produto formado ndo pode ser relacionado com o metabolismo in
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vivo e torna-se necessdria a busca de outros catalisadores organometalicos, ou
mudanca de catalisadores ou mesmo 0 uso apenas dos microssomas que permitem
identificarmos com mais segurancga o produto, mas inviabilizam os futuros aumentos
de escala.

Nos ensaios com PhlO como agente oxidante houve diminuicdo do sinal
referente a CBX, além disso foi observado um sinal com tempo de retencao de 13,3
minutos (Figura 18), referente a um possivel metabolito putativo formado. O espectro
de massa do metabdlito (Figura 19) apresentou um ion mais intenso de m/z 240,
além dos ions m/z 222 e 208, que poderiam indicar a presenca de mistura ou uma
alta instabilidade no sistema de ESI-MS/MS do metabdlito formado. Para confirmar
essa proposta o ion m/z 240 foi selecionado e mesmo em baixas energias ja ha
formacéo dos fragmentos em 208 e 222, confirmando a baixa estabilidade na fonte
de ESI (Figura 19). Este metabdlito esta presente na analise feita com 50 minutos
transcorridos de reacao (T,), demonstrando que a CBX € pouco estavel nessas

condi¢cdes. Contudo, ele pode ser observado no transcorrer total da reacéao.

Figura 18 — Superposi¢cao dos cromatogramas apos reacado com modelo biomimético
utilizando PhIO como agente oxidante.
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indicacéo do sinal em 13,3 minutos, referente ao metabdlito putativo formado.



Figura 19 — Espectros ESI-MS (A) e ESI-MS/MS (B) do metabdlito putativo da CBX.
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Com isso, percebemos que a variacdo do agente oxidante foi importante para
a metabolizacdo da CBX, demonstrando que o modelo biomimético empregando
catalisador de Jacobsen e PhlO, como agente oxidante, favoreceu a previsao de
possiveis metabdlitos de fase |.

O passo seguinte foi inferir uma possivel estrutura ao metabdlito putativo
formado. Apesar de o modelo empregado apresentar preferencialmente reacfes
oxidativas, a CBX ja possui uma estrutura com diversas funcionalizacdes o que
novamente torna esse estudo algo muito particular. Uma andlise detalhada das
reacoes de despropor¢cdo que ocorrem espontaneamente em solucdes de
(diacetoxiodo)benzeno (DIB) em acetonitrila, dando espécies de iodo (V) e iodo (I),
sugere que o metabdlito observado na reacdo biomimética da CBX trata-se de um
produto proveniente de um processo redox. Esta reacdo redox é acelerada pela
presenca de agua e pelo aumento da temperatura, mas ndo exclusiva destas
condicBes. As varias espécies da solucdo de DIB foram identificadas nas solucdes
por ESI-MS/MS de alta resolu¢cdo no modo positivo, 0 que permitiu a elucidagéo do
mecanismo de desprotonacéo para DIB (SILVA Jr; VASCONCELOS; LOPES, 2008).
O mecanismo apresenta a presenca de espécies diméricas, que foram
completamente caracterizadas. Portanto, para todos esses processos redox, a

existéncia das espécies capazes de promover as reacdes tanto de oxidacdo como
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de reducéo coexistem. Contudo o maior interesse pelo potencial oxidativo levou, na
literatura, a caracterizacdo em apenas um modo de ionizagdo, o qual foi confirmado
posteriormente por um estudo dos principais agentes oxidantes de espécies de iodo
(V), incluindo derivados de PhlO (VASCONCELOS; SILVA Jr; LOPES, 2012).

Partindo das observacdes acima, apesar de esperarmos uma possivel reacéo
de oxidacéo ou a inducéo da ciclizacéo, foi observado um sinal com 16 unidades de
massa (u) menor que a CBX. Além disso, conforme observado nas andlises de
massas, 0 produto formado é bastante instavel e sofre alta dissociacdo na fonte,
formando os dois principais ions fragmentos observados em MS/MS (Figura 19). A
analise combinada dessas informacfes sugere, portanto, a reducdo de uma das
funcdes acido carboxilico para a funcdo aldeido. O primeiro ion produto formado
esta de acordo com a estrutura proposta seguida de uma eliminagéo de agua, como
ocorre com a fragmentagao da CBX.

Os resultados discutidos acima sdo um forte ponto a favor da formagao de um
aldeido, sendo as duas propostas apresentadas nos esquemas a seguir. Na
proposta 1 (Esquema 2), ocorre a reducdo do acido carboxilico da porcao do acido
aminado, o que leva a eliminacdo de agua por um mecanismo de assisténcia
anquimérica no sitio de protonacdo da funcdo acida restante na molécula. Nesse
caso, a eliminacdo de CO fica inibida. No entanto, uma possivel eliminacdo de 32 u,
referente a uma molécula de metanol exige uma série de rearranjos que nao
poderiam ocorrer na fonte de ESI como observado no espectro de MS. Por outro
lado, na segunda proposta (Esquema 3), a reducdo ocorre na funcédo &cido
carboxilico ligada ao anel aromatico, com trés possiveis vias de fragmentacdo. Na
primeira (A), ocorreria a eliminacdo de NHz por um mecanismo do tipo E2, seguida
de eliminacéo de CO. Esse fato sugere que 0 ion m/z 223 ndo € um isétopo, mas um
fragmento formado a partir do ion m/z 240. A analise da intensidade do sinal de 223
também descarta qualquer possibilidade de isotopia. Na segunda via de
fragmentacdo (B), o aldeido formado pode se rearranjar na prépria fonte de ESI
levando ao produto de migracdo de H. A maior liberdade do atomo de oxigénio da
metoxila poderia permitir a fixacdo do préton da carga entre os atomos de N e O.
Nesse caso, um pequeno deslocamento da carga para o oxigénio pode permitir um
ataque no par de elétrons ndo ligantes do oxigénio resultando na eliminagdo do
metanol e formacdo de um anel de 6 membros estavel. Esse ion, por sua vez,

sofreria novo rearranjo levando a abertura do anel contando a energia da
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rearromatizacao do sistema, o que permitiria uma assisténcia anquimérica a longa
distancia, levando a eliminacdo de CO sem a formacao do cation sobre o carbono do
anel aromético. Na terceira via de fragmentacao (C), ocorre a direta eliminacéo da
agua pelo processo de remocdo de carga. Com base nessas observacbes de
analise mecanistica das reac6es de fragmentacdo podemos sugerir que o modelo de
metabolismo biomimético empregado ocorre a inesperada reacdo de reducdo do
acido carboxilico ligado ao anel aromatico levando a formacdo do aldeido

correspondente..

Esquema 2 - Proposta 1 de fragmentacao do ion m/z 240
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Esquema 3 - Proposta 2 de fragmentacédo do ion m/z 240
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4.3 ESTUDO DO METABOLISMO IN VITRO DA CARAMBOXINA EMPREGANDO
MODELO MICROSSOMAL HEPATICO DE RATOS

Visando confirmar a viabilidade da ocorréncia do metabdlito putativo obtido
através da reducdo, submetemos a substancia CBX a reacfes no modelo
microssomal de ratos que normalmente reproduzem com maior exatiddo 0s
fendmenos in vivo, com a limitacdo da nao possibilidade de producdo do metabdlito
em maior escala. Os estudos nesse modelo ndo revelaram a formacao de produtos
oxidados (Figura 20) em ambos os tempos de incubacdo (30 e 60 minutos).
Evidenciou-se apenas o sinal com tempo de retencao de 14,0 minutos, referente a

CBX, de m/z 256. Sendo que os demais sinais observados na amostra sao
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referentes aos reagentes empregados no ensaio, também observados na amostra

controle, ausente de CBX.

Figura 20 — Cromatogramas de pico base (BPC) das rea¢cdes com microssomas
hepéticos de ratos. A) Reacao controle com padrédo de CBX; B) Reacao 60 minutos
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Coluna C18 analitica (Phenomenex, Luna; 4,6 x 250 mm, 5 um) e a fase mével composta por
solucdo aquosa de TFA 0,01% e ACN com eluicdo por gradiente, variando a porcentagem de ACN
de 5% a 30% em 30 minutos, seguida de uma variacdo de 30% a 100% de 30 a 37 minutos,
mantendo-se em 100% até 42 minutos e em seguida voltando a 5% em 45 minutos. A vazéo da
fase mével foi de 1,0 mL min™, com temperatura da coluna de 35 °C e volume de iniecdo de 30

Estes resultados demonstraram a estabilidade da CBX frente ao modelo
biologico microssomal hepatico de ratos, que ndo permitiu prever 0s possiveis
metabolitos de fase I. Por outro lado, corrobora para a hipotese que a caramboxina
ja €& suficientemente oxidada para ser eliminada rapidamente pela urina,
independentemente do metabolismo de passagem pelo figado e corrobora também
a observacdo que pacientes sem problemas renais ndo apresentam quaisquer
transtornos em funcdo do consumo de carambola (CHUA et al, 2017; OLIVEIRA;
AGUIAR, 2015). Por outro lado, o produto obtido é de grande interesse para a
discussédo do mecanismo de acdo da toxina o qual se baseia na ocorréncia de dois
grupamentos acidos carboxilicos com distribuicdo espacial semelhante ao acido
ibuténico (GARCIA-CAIRASCO, 2013). Portanto, o aumento de escala dessa rea¢ao

permitira estudos sobre esse ponto importante da toxicidade da CBX.
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5 CONCLUSAO

Em resumo podemos concluir que o protocolo final de isolamento apresentou
um aumento consideravel no rendimento do método de isolamento da CBX,
possibilitando assim desenvolver os estudos de metabolismo in vitro. O
desenvolvimento deste método de isolamento da CBX permite que esta neurotoxina
avaliada futuramente em modelos experimentais in vivo de epilepsia.

O modelo biomimético empregando catalisador de Jacobsen utilizando PhlO
como agente oxidante demonstrou ser um modelo mais adequado para os estudos
de metabolismo in vitro da CBX, tendo em vista que houve a formagdo de um
metabdlito putativo, o qual podera ser posteriormente utilizado nos estudos de
mecanismo de acdo da CBX. Por outro lado, o uso do mCPBA, como agente
oxidante, neste mesmo modelo biomimético ndo proporcionou a formacdo de
metabdlitos nas condi¢cbes empregadas.

O ensaio com modelo microssomal hepatico de ratos ndo possibilitou a
formacédo de produtos de oxidacao nas condicbes empregadas, podendo sugerir que
nao ocorra o metabolismo de fase | da caramboxina e corroborando com a proposta
de rapida eliminacdo pela urina, por pacientes saudaveis que ingerem frutos de

carambola.
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