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Resumo

Mosquitos transmissores de arboviroses (dengue, zika, chikungunya, febre
amarela), ou de malaria e filariose, tém apresentado resisténcia progressiva aos
inseticidas sintéticos classicos de baixa toxicidade humana. A (quase) inexisténcia
de vacinas eficazes e de medicamentos especificos contra essas enfermidades
soma-se ao insucesso na pesquisa de novos inseticidas para prevenir surtos de
doencgas vetoriais. As enzimas conversoras de angiotensina (ECAs) de mamiferos
tém importantes agdes reguladoras da pressao arterial e foram encontrados
homologos dessas enzimas em insetos, cuja fungdo ainda € pouco conhecida,
porém vital. Esta pesquisa visa a obtencdo de compostos naturais inibidores das
ECAs de insetos que podem agir como inseticidas. A Cecropia glazioui foi a planta
selecionada para este estudo.

As atividades enzimaticas das ECAs foram determinadas por fluorimetria
utilizando o substrato FRET do tipo Abz-FRK(Dnp)P-OH para a ECA-1, e
Mca-APK(Dnp) para a ECA-2. A atividade enzimatica foi determinada incubando o
homogenato de larvas (ou o plasma de ratos) com a fragdo butandlica (Fbut)
(10-1000 mg/mL) ou com os compostos majoritarios (0,1-100 uM) da C. glazioui. A
Fbut inibiu ndo seletivamente as ECAs de plasma de rato e de homogenato de
larvas, com valores de IC50 muito préximos. Apesar dos compostos serem menos
ativos que a Fbut, o acido clorogénico, as procianidinas B5, B3 e B2, a orientina, a
isoorientina e a isovitexina (100 uM) reduziram significativamente a fluorescéncia
emitida pelo substrato Abz para ECA-1 (p<0,0001)

Para a prova de conceito in vivo, foram testados a Fbut (0,3-30 mg/mL) e os
compostos (0,03-0,3 mg/mL) que apresentaram maior atividade nos testes in vitro:
orientina, isoorientina e isovitexina. Nesse ensaio, as larvas de Aedes aegypti foram
expostas a diferentes concentragbes desses compostos, registrando a mortalidade
apos 24, 48 e 72h. O desenvolvimento da larva até pupa foi avaliado por duas
semanas. A letalidade para os primeiros estagios larvais foi maior e
significativamente diferente da observada no estagio final de desenvolvimento da
larva. Apesar dos flavonoides nao terem mostrado uma agéo inseticida in vivo, esses
compostos inibiram significativamente o crescimento nos primeiros instares. O efeito
foi persistente durante o tempo de exposicéo das larvas aos compostos. E possivel
que essa atividade esteja relacionada a inibicdo dos homologos das ECAs em

insetos, porém mecanismos adicionais ainda ndo foram estudados.



Palavras-chave: ECA-2, planta medicinal, Cecropia glazioui, Aedes aegypti,

inseticida



Abstract

Mosquitoes that transmit arboviruses (dengue, zika, chikungunya, yellow
fever), or malaria and filariasis, are becoming more resistant to insecticides of low
human toxicity. The lack of vaccines and specific drugs against those vectorial
diseases is aggravated by the low output in the search for new insecticides to
prevent outbreaks of these diseases. Mammalian ACEs have important blood
pressure-regulating actions and homologs of these enzymes have been found in
insects, whose function is still not very well known, but vital. This research aims to
obtain natural compounds that inhibit ACEs from insects that can act as insecticides.
Cecropia glazioui was the plant selected for this study.

ACE activity was determined by the quenched fluorescence method (FRET)
using the substrates: Abz-FRK (Dnp)P-OH for ACE-1 and Mca-APK(Dnp) for ACE-2.
The enzymatic activity was determined by incubation of the larvae homogenate (or
rat plasma) with the butanolic fraction (Fbut) (10-1000 ug/mL) or the major
compounds (0,1-100 uM) of C. glazioui. Fbut inhibited non-selectively ACE activity of
the rat plasma and larvae homogenate, with similar IC50 values. Although less active
than Fbut, chlorogenic acid, procyanidins B5, B3 and B2, orientin, isoorientin and
isovitexin (100 uM) reduced significantly the fluorescence emitted by the substrate
Abz for ACE-1(p<0,0001).

For the in vivo test, it was tested Fbut (0,3-30 mg/mL) and the compounds
(0,03-0,3 mg/mL) that showed higher activity in the in vitro ACE activity: orientin,
isoorientin and isovitexin. For the larvicidal test, Aedes aegypti larvae were exposed
to different concentrations of these compounds and lethality was recorded after 24,
48 and 72h. The larvae development into pupae was followed up for 2 weeks. The
lethality for the first larval stages was higher and significantly different from that
observed in the final stage of larval development. Although the flavonoids did not
show an insecticidal activity in vivo, these compounds significantly inhibited the
growth in the first instars. The effect was persistent during the time of exposure of the
larvae to the compounds. It is possible that this activity is related to the inhibition of

ACE homologs in insects, but additional mechanisms have not yet been studied.

Keywords: ACE-2, medicinal plants, Cecropia glazioui, Aedes aegypti, insecticide
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1. Introducao

1.1. Doencgas vetoriais e inseticidas

Os insetos representam a classe animal com maior diversidade no planeta,
estimada em mais de 5 milhdes de espécies (Gaston et al., 1991; Stork et al., 2015),
sendo imprescindiveis a manutengdo das interagdes ecologicas e ao equilibrio do
ecossistema por atuarem como predadores, detritivoros, parasitas e polinizadores.
Esta ultima fungcdo também impacta positivamente a economia, ja que esta
diretamente ligada a producéo de alimentos, resultantes da polinizagado de espécies
de plantas cultivadas na agricultura (Nichols et al., 2008; Jankielsohn et al., 2018).
Entretanto, ha espécies que atuam como pragas nas lavouras e outras, de
importancia na saude publica, atuam como vetores de doengas humanas como a
malaria, a zika, a dengue, a chikungunya, a febre amarela, a doenca de Chagas, a
filariose e outras doengas negligenciadas (DTNs).

As doencgas vetoriais sdo aquelas causadas por um patégeno transmitido por
um artropode, como mosquitos, triatomineos e moscas. Mais de 80% da populagéo
mundial esta sob risco de doengas transmitidas por vetores, usualmente em zonas
tropicais e subtropicais de paises subdesenvolvidos, ou em desenvolvimento
(Golding et al., 2015). Dentre elas, a malaria e as arboviroses, como a zika e a
dengue, foram causas de endemias regionais preocupantes ha apenas alguns anos.

A malaria é causada pelo protozoario do género Plasmodium, sendo as
espécies P. falciparum e P. vivax as responsaveis pelo maior numero de casos. Em
2020, a malaria afetou aproximadamente 241 milhbes de pessoas, provocando a
morte de 627.000 (OMS 2021). A transmissdo da doenga ocorre, exclusivamente,
pela picada de mosquitos do género Anopheles quando infectados pelo protozoario.

A Zika é uma arbovirose causada pelo virus zika, sendo declarada
emergéncia de saude publica internacional em 2016 pela Organizagdo Mundial da
Saude (OMS). Essa enfermidade esta presente em 85 paises do mundo (Leta et al.,
2018) e de janeiro a maio de 2022, foram notificados 5.699 casos provaveis de zika
no Brasil (Ministério da Saude, 2022). Ainda que 80% dos infectados n&o
desenvolvam manifestagdes clinicas, podem ocorrer complica¢gdes graves como a
microcefalia (Johansson et al., 2016), anomalias congénitas e a sindrome de
Guillain-Barré, uma desmielinizagao poli-radicular progressiva. A zika é transmitida

principalmente pela picada de mosquitos dos géneros Aedes (Diagne et al., 2015) e


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5976855/#R30
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Culex (Guedes et al.,, 2017). Ha outros modos de transmissdo, como a sexual, a
sanguinea e a vertical (da mae para o feto).

A dengue, arbovirose transmitida pelo mosquito do género Aedes, foi
responsavel pela notificacdo de mais de 1 milhdo de casos suspeitos no Brasil, no
primeiro semestre de 2022, concentrando-se principalmente na regido Centro-Oeste,
com 960 casos de dengue grave e 12.158 casos de dengue com sinais de alarme
(Ministério da Saude, 2022). Uma vacina contra a dengue vem sendo desenvolvida
pelo Instituto Butantan e pelo Instituto Nacional de Alergia e Doengas Infecciosas
dos Estados Unidos (NIAID) ha mais de 10 anos. Resultados da fase 1 do ensaio
clinico mostraram que a vacina induziu a formagao de anticorpos em 100% dos
individuos que ja tiveram dengue e em mais de 90% naqueles que nunca tinham tido
contato com o virus. Atualmente, o ensaio clinico encontra-se na fase 3 (Instituto
Butantan, 2022).

Essas arboviroses tém se espalhado globalmente de forma rapida devido a
adaptagcdo do mosquito do género Aedes as condigdes urbanas, crescimento
intensivo dos sistemas de transporte globais, alteracbes em fatores ambientais e
medidas ineficazes de combate ao vetor (Gould et al., 2017), levando a impactos
econdmico e social. Em 2016, foram destinados R$ 1,5 bilhdo para combate ao
vetor, além de serem gastos R$ 374 milhdes para custos médicos e R$ 431 milhdes
para custos indiretos decorrentes da perda de produtividade por afastamentos em
virtude da doenca (Teich et al., 2017).

Dado que essas doencgas sao transmitidas principalmente por vetores da
classe Insecta, € de grande interesse na area da saude o controle deles como
medida profilatica. Vale ressaltar que nao ha medicamentos especificos para as
arboviroses, os medicamentos existentes para as doencas vetoriais estdo perdendo
eficacia, nao ha vacina eficiente para nenhuma DTN, além delas serem
subestimadas pela populagdo. Conforme estudo publicado pela revista The Lancet
em 2019, dos 256 farmacos aprovados para o mercado entre janeiro de 2012 e
setembro de 2018, apenas 3,1% deles foram direcionados para o tratamento de
DTNs.

A resisténcia a inseticidas também é um dos maiores obstaculos para o
controle dos artropodes causadores de doencgas. A resisténcia resulta em um
aumento das frequéncias de aplicagao e das dosagens, queda do rendimento, danos

ambientais e surtos de doencas humanas e animais quando os vetores nao podem
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ser controlados. Evidéncias epidemiolégicas mostram que os insetos domiciliares ja
desenvolveram resisténcia aos piretroides, inseticida suave que age sobre os canais
de calcio. Outros compostos mais potentes disponiveis como inibidores da enzima
colinesterase tém uso restrito a lavoura, ndo podendo ter uso domiciliar prolongado.
Os analogos sintéticos ndo tém tido éxito e o combate epidemiolégico aos mosquitos
domiciliares transmissores das arboviroses e da malaria endémicas ndo conta com
novos inseticidas atdxicos (Brogdon et al., 1998; Scott et al., 2021). Por estes
motivos, a pesquisa de novos repelentes e inseticidas inovadores e pouco toxicos

encabeca a lista de prioridades farmacoldgicas em Saude Publica (APPMS 2018).

1.2. Plantas Medicinais

Estima-se que o Brasil seja o detentor da maior diversidade vegetal do
planeta, representando mais de 20% da biodiversidade global (Bolzani et al., 2010),
0 que pode facilitar a obtengcéo de novos fitomedicamentos. Muitas plantas da regiao
amazoénica tém sido utilizadas por residentes locais como remédios naturais para
doengas tropicais, incluindo malaria, infec¢gdes fungicas e bacterianas (Rates et al.,
2005; Assolini et al., 2006).

1.21. Cecropia

O género Cecropia foi a primeira escolha para o presente estudo. Este
género neotropical se distribui desde o sul do México até o norte da Argentina,
crescendo principalmente em areas umidas entre o nivel do mar e 2.600 m de
altitude. As Cecropias incluem mais de 60 espécies de arvores didicas, pouco
ramificadas, com tronco oco e folhas peltadas (Franco-Rosselli et al., 1997).

No Brasil, a grande maioria das espécies de Cecropia encontra-se na
Amazobnia, onde sdo conhecidas popularmente como embauba, imbauba e outras
variagdes do termo “ambaiba”, que no tupi significa "arvore com orificio", remetendo
aos caules ocos dessas espécies (Coimbra, 1958; Pott & Pott, 1994; Berg et al.,
2005). As Cecropias sao importantes para a ecologia regional por serem arvores
pioneiras em regibes uUmidas, ou neotropicas semi-Umidas, auxiliando na
regeneragao espontanea de locais degradados, ou que foram desmatados (Monro et
al., 2009) Acredita-se que isso ocorra devido a sua alta taxa de proliferagcdo que
fornece sombreamento para futuras plantas. Contudo, por esse motivo, elas podem

se tornar espécies invasoras em regides n&o nativas (Conn et al., 2012).
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Algumas espécies de Cecropia sao mirmecofilas, ou seja, estabelecem
relacdo de mutualismo com formigas, especialmente do género Azteca. Nessa
relacéo, a Cecropia oferece abrigo, espaco e possivel nutricao para as formigas, que
em troca fornecem protecao contra inimigos naturais (Oliveira et al., 2015).

As cecropias também sao reconhecidas como medicinais por toda a América
Latina, o que impulsionou estudos farmacolégicos para confirmar os usos na
medicina popular. Existem indicagdes de efeitos anti-hipertensivo (Lima-Landman et
al., 2007), hipoglicemiante (Andrade-Cetto et al., 2007), anti-inflamatdrio (Maller et
al., 2016), analgésico (Pérez-Guerrero et al., 2001), antimicrobiano (Rojas et al.,
2006), antiviral (Caldas dos Santos et al., 2017), ansiolitico (Rocha et al., 2002) e
antidepressivo (Rocha et al., 2007). Foram também estudados os seus efeitos para
o tratamento de asma e broncoespasmo (Delarcina et al., 2007) e ulceras gastricas
(Souccar et al., 2008).

Os principais constituintes quimicos deste género sao: glicosideos, lipideos,
procianidinas, flavondides, taninos, catequinas, terpendides, esterdides, acido
clorogénico e resinas (Tanae et al.,, 2007; Costa et al., 2011) estruturalmente
identificados, mas de atividades farmacoldgicas pouco conhecidas.

A Cecropia glazioui Sneth, encontrada na Serra do Mar, foi a espécie
selecionada para esta abordagem cientifica inicial, porque grande parte dos efeitos
apontados acima foram obtidos com os extratos da C. glazioui padronizados

quimicamente por Tanae et al. (2007)

Gerson L. Lopes

Figura 1: Imagem ilustrativada arvore da Cecropia glazioui Sneth, disponivel em:

https://sites.unicentro.br/wp/manejoflorestal/10418-2/



https://sites.unicentro.br/wp/manejoflorestal/10418-2/
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1.3. Enzima Conversora de Angiotensina

A enzima conversora da angiotensina de mamiferos (ECA, neste projeto
grafada como ECA-1), foi isolada em 1956 por Skeggs e identificada como uma
metalopeptidase transmembranar dependente de zinco. A ECA-1 é essencial para a
regulagcdo da pressado arterial de mamiferos, uma vez que modula o Sistema
Renina-Angiotensina-Aldosterona (RAAS) (Turner et al., 2002).

Duas isoformas de ECA-1 foram identificadas em mamiferos: uma somatica
(seCA), abundante e dispersa, e outra testicular (tECA), expressa somente nas
espermatides em desenvolvimento (Soubrier et al., 1988; Langford et al., 1993). As
duas sdo enzimas dipeptidilcarboxipeptidases transmembranares expressas do
mesmo gene. Diferenciam-se porque a sECA tem 2 dominios e centros cataliticos in
tandem, enquanto a tECA apresenta apenas 1 dominio e centro catalitico. A sECA
em humanos é expressa em muitos tipos de células endoteliais, principalmente nos
vasos capilares pulmonares, como também nas células epiteliais do rim, intestino
delgado e epididimo (Caldwell et al., 1976; Ryan et al.,, 1976; Riordan, 2003). A
sECA apresenta massa de 150-180 kDa e consiste de um dominio intracelular, um
dominio transmembrana e dois dominios extracelulares similares com um sitio
catalitico cada: o dominio amino (N) e o dominio carboxi-terminal (C). A tECA é uma
isoforma menor (90-110 kDa) com um unico sitio ativo que corresponde ao dominio
C da seCA (Turner et al., 2002).

Dentre suas fungdes, a ECA-1 é responsavel por converter o decapeptideo
biologicamente inativo angiotensina | (Ang 1) em angiotensina Il (Ang II), um
octapeptideo vasoconstritor potente. A Ang Il afeta a maioria das fungdes biolégicas
da RAAS atuando em dois receptores, AT1 e AT2, acoplados a proteina G. Os
efeitos deletérios da Ang Il, como a vasoconstricdo que causa a hipertrofia cardiaca
e vascular, sao mediados pelo receptor AT1, enquanto o receptor AT2 medeia efeitos
opostos como a vasodilatagao, inibicdo do crescimento celular, diferenciagao celular
e apoptose (Turner et al., 2002; Zaman et al., 2002). Além de atuar no sistema
cardiovascular, a Ang Il também age no sistema nervoso central e periférico,
estimulando a sede, a sintese e a liberagao de aldosterona e retencdo de sdodio e
fluidos pelo rim (Zaman et al., 2002). A ECA-1 também modula a pressao sanguinea

inativando a bradicinina (BK), um peptideo vasodilatador (Yang et al., 1970).
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1.3.1. Inibidores da ECA-1 de mamiferos

A literatura descreve inibidores da ECA-1 provenientes de animais, como o
Fator Potenciador da Bradicinina (BPF) isolado da cascavel por Ferreira (1965), com
atividade hipotensora. O BPF foi a base para a modelagem molecular dos sitios
ativos da carboxipeptidase e da sintese de inibidores da ECA-1 ativos por via oral
(Ondetti et al., 1977).

Os inibidores da ECA-1 ligam-se ao sitio ativo da enzima impedindo a
clivagem de seus substratos: a angiotensina | e a bradicinina (Cushman et al., 1991).
O captopril, primeiro inibidor ativo a ser sintetizado, tem uma estrutura espacial que
mimetiza a afinidade dos substratos peptidicos pela ECA-1 e inibe a atividade
enzimatica (Kim et al., 2003).

Ja foi também demonstrada a obtencao de inibidores da ECA-1 de plantas
medicinais, porém a ag¢ao hipotensora atribuida a uma atividade inibidora da ECA-1
demonstrada in vitro pela Cecropia (Lacaille-Dubois et al., 2001) foi questionada em
outras experiéncias in vivo (Ninahuaman et al., 2007).

1.4. Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECA-2)

Quase 50 anos apds a descoberta da ECA-1, Tipnis (2000) e Donoghue
(2000) identificaram o primeiro homoélogo humano da ECA-1, denominado ECA-2,
com 33% de similaridade estrutural. A ECA-2 também é uma proteina integral de
membrana com um unico dominio catalitico zinco-dependente e esta localizada
principalmente no coragdo, nos rins e nos testiculos. Durante a pandemia de
SARS-CoV em 2002-2003, a ECA-2 humana foi identificada como o receptor do
coronavirus, ao qual se liga por meio da proteina spike antes da internalizagao (Li et
al.,, 2003). Essa interacao também foi confirmada para o novo coronavirus
SARS-CoV-2 durante a pandemia de COVID-19 atual (Zhou et al., 2020).

Diferentemente da ECA-1, que cliva dipeptideos na porcao carboxi-terminal, a
ECA-2 remove um unico residuo de seus substratos, como as angiotensinas | e ll, a
neurotensina e a cinetensina. A ECA-2 cliva a angiotensina | em angiotensina 1-9
que tem um papel anti-hipertrofico em cardiomiécitos, e a angiotensina Il em
angiotensina 1-7, com atividades vasodilatadora e anti-inflamatéria. A ECA-2 néo
age sobre a bradicinina e nao é sensivel aos inibidores da ECA-1 como captopril,
lisinopril e enalaprilato (Lamango et al., 1994; Donoghue et al., 2000; Harisson et al.,
2014).
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Por muito tempo, pensou-se que as ECAs eram restritas aos mamiferos.
Entretanto, homodlogos dessas enzimas, que compartiham mais de 30% dos
aminoacidos com a enzima humana, foram encontrados na hemolinfa de insetos e
em seus tecidos reprodutivos (Lamango et al., 1994; Isaac et al., 2007). O genoma
do Anopheles gambiae ja foi previamente sequenciado (Holt et al., 2002) e foram
encontrados alguns homodlogos da ECA-1, como o AnoACE9, que possui dois
dominios cataliticos dispostos em tandem, como a sECA (Burnham et al., 2005). A
Ang Il ja foi descrita com atividade antiplasmédica (Silva et al., 2014).

Como os insetos possuem circulagdo aberta e ndo possuem a maior parte
dos componentes do sistema RAAS, como os peptideos Ang | e Il, postula-se que
essa enzima tenha fungdes em outros processos fisioldgicos, sobretudo no
desenvolvimento e na reproducédo, mas nenhum desses mecanismos foi elucidado
(Harisson et al., 2014; Isaac et al., 2007; Siviter et al., 2002). Demonstrou-se, no
entanto, que knockout de ECAs em D. melanogaster sao inviaveis (Harisson et al.,
2014; Isaac et al., 2007) e que o captopril também ¢é letal as larvas de Aedes aegypti

e Anopheles gambiae (Abu Hasan et al., 2017).
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2. Justificativa deste estudo

Estudos indicaram que a expressdo de muitos homélogos da ECA-1 foi
preservada durante a evolugao bioldgica. Inicialmente, as fungcbes dessas enzimas
foram relacionadas a fisiologia dos o6rgdos onde se acumulam e também s&o
importantes para o desenvolvimento dos insetos, mas ainda pouco se sabe.

O controle de insetos é de extrema importancia para o combate as doencas
vetoriais. Excetuando-se a febre amarela, essas doengas ainda nao possuem uma
vacina e os medicamentos estdo ficando cada vez menos eficazes. O uso
prolongado de inseticidas pode selecionar linhagens resistentes de vetores, além de
causar efeitos adversos em organismos nao-alvos e potencial quimico residual no
meio ambiente. Dessa forma, o controle dos vetores por meio de novos inseticidas
de origem natural seria uma o6tima forma profilatica de impedir o avango dessas
doengas e novos surtos.

Estudos mostraram que a Cecropia foi capaz de inibir a ECA in vitro. Tendo
em vista que a ECA é uma enzima essencial para a sobrevivéncia de mosquitos, um
composto capaz de inibi-la agiria como inseticida. Assim, o estudo atual visa a
obtencéao fitoquimica de compostos inibidores da ECA-1 e da ECA-2 primeiramente
com atividade inseticida, mas potencialmente como novos anti-hipertensivos e ainda,
como precursores do anti-docking de coronavirus.

A busca e o desenvolvimento de novos compostos inibidores da ECA-1
humana mais seletivos e menos toxicos sédo prioridade em Saude Publica, assim
como € necessaria a descoberta de moduladores da enzima ECA-2 que, até o

momento, ndo conta com inibidores especificos.
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3. Objetivos

3.1.

Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo realizar a triagem de novos compostos de

origem natural em alvos de insetos homologos as enzimas ECA-1 e ECA-2 humanas

que, por serem mais conhecidas, foram os padrbes comparativos da acgao

farmacoldgica investigada.

3.2.
3.21.

3.2.2.

3.2.3.

3.2.4.

3.2.5.

Objetivos especificos
Padronizar as dosagens das atividades das ECA-1 e ECA-2 em
sangue de roedores utilizando o método da fluorescéncia apagada
Idem na presenca do inibidor padrao captopril. Determinar os
parametros de inibicdo e a ICy,
Realizar as dosagens na presenga dos compostos isolados da
Cecropia glazioui da Mata Atlantica. Obter as curvas de inibicdo e as
ICs, da fracdo semi-purificada (FBut) e dos 10 compostos majoritarios
dela isolados (orientina, isoorientina e isovitexina; catequina e
epicatequina; procianidinas B2, B3, B5 e C1; e acido clorogénico);
Extrair e dosar as atividades de homologos de ECA-1 e ECA-2 de
larvas (instar 3) de mosquitos (Aedes aegypti). Dosar as atividades
dos homdlogos de ECA-1 e ECA-2 de larvas e insetos adultos na
presenca dos compostos isolados da C. glazioui
Realizar a Prova de Conceito in vivo da atividade inseticida dos

compostos mais ativos dispersos na agua de crescimento das larvas
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4. Materiais

41. Material Botanico

A Cecropia glazioui utilizada neste trabalho foi cultivada no Centro de
Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agronémicas (CPQBA) da Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP). Uma exsicata da planta encontra-se depositada no
CPQBA sob numero 78.

4.2. Compostos isolados da Cecropia glazioui

OH

HO.

catequina-(4a - 8)-ent-catequina catequina epicatequina
(isbmero da procianidina B3) (PM 578) (PM 289) (PM 289)

epicatequina-(4p— 8) -epicatequina epicatequina-(4p —6)-epicatequina
(procianidina B2) (PM 578) (procianidina B5) (PM 578)

CH,HO 0 '
HO N\

HO HO o \/”

epicatequina-(4p = 8)-epicatequina-(4p - 8)-epicatequina orientina
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(procianidina C1) (PM 867) (PM 448)

isoorientina isovitexina
(PM 448)
0
HO._O oJ\/\@OH
2 > OH
OH
OH OH

acido cafeoilquinico
(acido clorogénico ) (PM 354.31)

4.3. Animais

Ratos Wistar albinos (Rattus novergicus) adultos, pesando entre 300-350g,
mantidos em condi¢cdes controladas de temperatura, umidade e iluminagcdo, com
livre acesso a agua e ragao, fornecidos pelo biotério do CEDEME (Centro de

Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Biologia e Medicina).

4.4. Ovos de mosquito

Ovos da linhagem Rockfeller do mosquito do género Aedes foram gentilmente
fornecidos pela professora Margareth Capurro do Departamento de Parasitologia -
USP.

4.5. Solventes, sais e reagentes
e Abz-FRK(Dnp)P-OH (Aminotech, Brasil)
e Acetonitrila grau HPLC (VETEC Quimica Fina LTDA, Brasil)
e Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfénico - HEPES (Sigma
Chemical, USA)
e Alcool butilico (Labsynth, Brasil)
e Angiotensina | (Sigma, USA)
e Angiotensina Il (Sigma, USA)
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Captopril (Sigma, USA)

Cloreto de Sédio (Merck S.A., Industrias Quimicas do Brasil)
Cloreto de Zinco (Labsynth,Brasil)

DMSO (Merck S.A., Industrias Quimicas do Brasil)

DX600 (Aminotech, Brasil)

Mca-APK(Dnp) (Aminotech, Brasil)

Tris-HCI (Sigma, USA)

Tampoes

Tampé&o de ensaio da atividade enzimatica da ECA-1 (mM): Tris-HCI
(100), NaCl (50), ZnCl, (0,01), pH 7,0.

Tampéao de ensaio da atividade enzimatica da ECA-2 (mM): Tris—HCI
(75), NaCl (1000), ZnCl,(0,5), pH 6,5.
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5. Métodos

5.1. Extracao e isolamento de compostos de plantas medicinais

Os extratos e fragdes purificadas foram obtidos por Tanae et al. (2007). Em
resumo:

5.1.1. Obtencao do extrato aquoso (EA) e fragao butandlica (FBut)

O po de partes aéreas da planta foi pesado (20g) e extraido com agua quente
(1L) a 73° C, com agitagao a cada 10 min (3x). Ap0s filtragcéo, o extrato aquoso (EA)
foi concentrado a vacuo a 1/5 do volume inicial. O extrato concentrado obtido de 5
extragdes foi extraido com alcool butilico em funil de separagdo, dando origem a
fracdo aquosa (FA) e a fragao butandlica (FBut), que foram concentradas a vacuo e
liofilizadas.

5.1.2. Purificagdo da fragcdao butandlica (FBut) por Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia Preparativa (CLAE-Prep)

A FBut foi purificada em um sistema CLAE-Prep (Shimadzu-Japao) composto
por 2 bombas injetoras (LC-8A), controlador (SCL-8A), integrador (CR4A), coletor de
fracbes (FCV-100B) e detector espectrofotométrico, operando a 210 nm. A fase
movel foi composta por gradiente linear de agua/acetonitrila em coluna Shimpack
Prep-ODS (25 x 2 cm), empacotada com particulas esféricas de 5 um, em fluxo
constante de 10 mL/min. A FBut foi dissolvida em agua de alto grau de pureza
(Milli-Q) e injetada no cromatdgrafo em aliquotas de 1 mL, coletando-se as fragcdes
referentes aos picos majoritarios com area > 1% da area total do cromatograma.

5.1.3. Analises complementares do extrato e fragoes

O EA, a FA, a FBut e os compostos obtidos da purificacdo em CLAE-Prep
foram analisados por CLAE analitica. As fragdes com grau de pureza maior que 80%
foram submetidas as analises de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio
(1H-RMN), de carbono (13C-RMN) e espectrometria de massas (Central Analitica -
USP-SP).

5.2. Dosagem da atividade enzimatica da ECA-1 e ECA-2 de mamiferos
5.2.1. Obtencao de amostras de sangue para determinagao da atividade
da ECA-1 plasmatica
O sangue foi obtido por puncdo da aorta abdominal de ratos anestesiados
com isoflurano. O sangue foi centrifugado (2500 rpm, 20 min) e o plasma separado

foi estocado a -20° C.
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5.2.2. Determinacgao da atividade da ECA-1 plasmatica

A atividade da ECA-1 plasmatica foi analisada pelo método da fluorescéncia
apagada (Carmona et al., 2006) utilizando o Abz-FRK(Dnp)P-OH (AminoTech, Brasil)
como substrato, onde Abz é o acido aminobenzoico (grupo fluorescente), Dnp é o
2,4 dinitrofenol (grupo apagador - supressor de fluorescéncia) e FRK sédo os
aminoacidos fenilalanina, arginina e lisina, respectivamente. A ECA-1 hidrolisa o
substrato, dissociando o grupo apagador com dois aminoacidos (R e K), do grupo
fluorescente com o aminoacido (F) remanescente, responsavel pela emissdo da
fluorescéncia detectada em 420 nm (Fig. 2).

A determinagao da atividade enzimatica da ECA-1 plasmatica foi realizada em
microplacas de 96 pocos, adicionando-se 2 uL de plasma em 278 ulL de tampéao de
reagado. Apos incubagao a 37°C por 10 minutos, foram adicionados 4 uM (20 ulL) de
Abz-FRK(Dnp)P-OH diluido em DMSO, dando inicio a reag&o no volume final de 300
uL por pogo. A fluorescéncia foi monitorada de forma continua em
espectrofluorimetro SPECTRAMAX M2 (Molecular Devices, USA) ajustado para A,
=320 nme A, =420 nm, a 37°C sob agitagao constante, resultando em uma curva
de fluorescéncia vs tempo de incubagdo. Nos ensaios com inibidores, a enzima foi
pré-incubada a 37°C durante 10 min e com diferentes concentracbes da fragao
purificada (FBut) ou dos compostos isolados da C. glazioui, antes da adigdo do

substrato. Os efeitos foram comparados aos do captopril (0,1 a 10 nM).

I

Dnp
Abz FRK COOH
ECA an
AbZ = COOH C o K

Emiss&o 420 nm

Figura 2: Esquema de hidrélise do substrato Abz-FRK(Dnp)OH onde Abz é o grupo
fluorescente, o Dnp é o grupo apagador incorporado ao grupo de aminoacidos (FRK -

fenilalanina, arginina e lisina, respectivamente) (adaptado de Carmona et al., 2006)
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5.2.3. Ensaio da atividade enzimatica da ECA-2 de mamifero

Para esse ensaio, o0 método da fluorescéncia apagada foi adaptado de
Sriramula et al. (2017), utilizando o substrato Mca-APK(Dnp) (AminoTech, Brasil) e
comprimentos de onda de A, = 320 nm e Ai.,, 405 nm. Nesse ensaio, foram
adicionados 16 uL de plasma em 132 ulL de tamp&o de reagéo. Apds incubacéo a
37°C por 10 min, 12 uL do substrato fluorogénico [30 uM] diluido em DMSO foram
adicionados, dando inicio a reacdo no volume final de 160 uL por pog¢o. Nos ensaios
com inibidores, a enzima foi pré-incubada com os compostos a 37°C durante 10 min
antes da adicao do substrato. Os efeitos foram comparados aos do inibidor padrao
DX600 (AminoTech, Brasil), seletivo para a ECA-2.

5.3. Dosagem da atividade enzimatica da ECA-1 e ECA-2 de insetos

5.3.1. Preparacgao da enzima de mosquitos

Para a preparagao das enzimas de mosquitos, foi utilizado o método descrito
por Abu Hasan et al. (2017) . Primeiramente, as larvas (n=150 e 300, 3° instar)
foram lavadas (5x) com agua destilada em tubo Falcon por movimentos de inversao
suave do tubo. Os homogenatos foram preparados utilizando homogeneizador de
vidro, contendo 5 mL de tampao Tris-HCI (pH 7,0), fazendo movimentos para cima e
para baixo com o pistilo. Apés homogeneizagado, as amostras foram centrifugadas
durante 1 h a 55.000g a 4°C e estocadas a -20° C.

5.3.2. Ensaio da atividade enzimatica das ECAs de insetos

Para estes ensaios, o protocolo foi 0 mesmo descrito para avaliar as ECAs

de mamiferos (Carmona et al., 2006; Sriramula et al., 2017).

5.4. Prova de conceito da atividade inseticida

O ciclo de vida do Aedes aegypti se divide em trés estagios: larval
(subdividido em L1, L2, L3 e L4), pupa e adulto. Para esta prova, também foi
utilizado o protocolo adaptado de Abu Hasan et al. (2017). Este teste foi realizado
em placas transparentes de 24 pogos, expondo as larvas (instares L1 a L4) de
Aedes aegypti da linhagem Rockfeller a Fbut (0.3-30 mg/mL) ou flavondides
(0.03-0.3 mg/mL), sendo eles a orientina, a isoorientina e a isovitexina. As placas

foram mantidas a 29°C com comida (TetraMin®) disponivel durante todo o ensaio.
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A letalidade foi registrada apds 24, 48 e 72h, comparativamente ao grupo
controle (agua destilada). O captopril 0.5-5.0 mM foi usado como controle positivo e

o desenvolvimento das larvas até o estagio de pupa foi avaliado por 2 semanas.

Aedes aegypti
adulto

Figura 3: Ciclo de vida do Aedes aegypti

Fonte: Autora (2022), criado com Biorender.com

5.5. Anadlise estatistica

Os resultados foram expressos como médias + erros padrao das médias e
analisados utilizando-se o software GraphPad Prism®. A significancia estatistica
relativamente ao controle foi realizada por analise de varidncia (ANOVA), seguida de
teste pos-ensaio de Dunnett ou Tukey para as comparagdes multiplas a nivel de

significancia de 5%.
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6. Resultados

6.1. Padronizacdo do ensaio para determinagao da atividade

enzimatica no plasma

6.1.1. Atividade da ECA-1

A atividade da ECA-1 no plasma de rato foi determinada pela incubacgao do
“‘Abz” [Abz-FRK(Dnp)P-OH], descrito como substrato especifico para essa enzima
(Carmona et al., 2006) e com a agao do Captopril descrito como inibidor especifico
da ECA-1 de mamiferos (Ondetti et al., 1977).

Com a ECA contida em 2 pL de plasma e volume total de 300 pL de reacéo,
as velocidades de desenvolvimento de fluorescéncia com as concentracdes de Abz
4, 8 e 16 uM foram iguais e constantes até 20 min na presenga da concentracao
menor (4 yM) e mantidas constantes pelo menos até 30 min de incubacdo com as
concentragdes 8 e 16 uM de substrato (Fig. 4). Estes resultados permitiram otimizar
as experiéncias mantendo-se a proporcionalidade dos parametros: 2 uL de plasma /

4 uM de Abz / 300 pL de volume final e 15 min de reacgao.

400014
- 4 uM
30004 -= 8 uM
= 16 uM

=

& 2000+

10004
em Abz

o-

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tempo (min)

Figura 4: Influéncia da concentragdo do Abz-FRK(Dnp)P-OH na fluorescéncia emitida pela
hidrolise do substrato pela ECA-1. A fluorescéncia foi medida em unidades arbitrarias de
fluorescéncia (RFU), com excitagédo a A, 320 nm e emissao a A, 420 nm a 37°C. Notar que
na concentragcdo de 4 uM de substrato, 2 uL de plasma e 300 pL de volume final, a
velocidade maxima de hidrélise do substrato foi constante até os 20 minutos de reacéo. Os
pontos representam a média dos valores de fluorescéncia obtidos em ftriplicata.

O captopril (10° a 10® M), incubado 10 min antes do substrato Abz inibiu de
15 a 80% o desenvolvimento de fluorescéncia induzida pela enzima do plasma.
Nesse intervalo de concentragdes, o efeito do captopril foi proporcional a

concentracdo. Os parametros da reta obtida com a regresséo nao-linear das % de
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inibicdo da atividade enzimatica foram: R2=0,97; slope 66,0+3,9; IC50 calculada de
3,3x10° M (3,3 nM) (Fig. 5 A - detalhe).
Esses paradmetros nao foram possiveis de serem calculados para a ECA-2,

uma vez que o captopril ndo teve um efeito inibidor (Fig. 5B)

100

1500+ v 60
A) L -+ Controle
£ = Captopril 108 M
S 100 — Captopril 3.10° M
T Captopril 107 M
5004
em Abz
u-
IEI tl'.'r 1lI] 1I5 2II] 2l5 3ll.'l 3l5
B) Tempo ({min)
1000~
-+ Controle
-& Captopril 10-6 M
Captopril 10-¥ M
Z 5004 —= Captopril 10-8 M
(v
em Mca
u-
IEI 1ll'.l EIIJ 3lI] -Ill'.l EII] ElI] ?ll'.l
Tempo (min)
Figura 5:

A) Efeito do captopril na atividade da enzima conversora da angiotensina do plasma
de rato apds incubagao com Abz-FRK(Dnp)P-OH. A fluorescéncia com a hidrolise do Abz
foi medida em unidades arbitrarias de fluorescéncia (RFU), com excitacdo a A ex 320 nm e
emissdo a A em 420 nm a 37°C. O plasma foi incubado com captopril (10 ®a 10 ° M) por 10
minutos antes da adi¢ao do substrato Abz (4 uM). Detalhe: regressao nao-linear da inibicao
da atividade da ECA-1 plasmatica pelo captopril (10 ® a 10 ° M) em percentagem da
atividade controle da enzima (fluorescéncia aos 15 min = 100%). Os pontos representam a
média dos dados obtidos em triplicata (n=2).

B) Efeito do captopril (10® a 10 M) na atividade da ECA-2 plasmatica. Fluorescéncia
emitida apdés hidrélise do Mca-APK(Dnp) (30 uM) pela ECA-2 do plasma de rato, a 37°C.
Notar que o captopril ndo inibiu a ECA-2 em concentracdes capazes de bloquear a ECA-1.
Os pontos representam a média dos dados obtidos em triplicata.
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6.1.2. Caracterizagao da atividade da ECA-2 do plasma de rato

A atividade da ECA-2 do plasma de rato foi determinada com incubacao do
“‘Mca” [Mca-APK(Dnp)], descrito como substrato especifico para essa enzima
(Sriramula et al., 2017). Na padronizagao da atividade, foram utilizados trés volumes
de plasma (10, 20 e 30 yL) e 3 concentragdes do substrato (3, 10 e 30 pM).
Comparativamente a ECA-1, a atividade da ECA-2 foi baixa e lenta, exigindo
maiores quantidades de enzima (plasma) (Fig.6 A) e maiores concentragbes de
substrato nas dosagens (Fig.6 B). Os parametros utilizados nos testes definitivos
foram: 16 pL de plasma / 30 uM de Mca-APK(Dnp) / 160 pL de volume final da

reagao por pogo.
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Figura 6:

A) Influéncia da concentragao enzimatica (volume de plasma) na fluorescéncia emitida
pela hidrélise do Mca-APK(Dnp) pela ECA-2. O Mca-APK(Dnp (10 uM) foi incubado com
diferentes volumes (10, 20 e 30 uL) de plasma de rato, a 37°C, registrando-se
continuamente a fluorescéncia emitida com A, = 320 nm e A, = 405 nm. Notar a baixa
fluorescéncia e a baixa velocidade de hidrélise do substrato, pouco modificadas com
maiores concentracdes de enzima. Os pontos sdo médias de triplicata.

B) Influéncia da concentracao do Mca-APK(Dnp) na fluorescéncia emitida pela
hidrélise do substrato pela ECA-2. O Mca (3, 10 e 30 uM) foi incubado com plasma de
rato a 37°C, registrando-se continuamente a fluorescéncia emitida com A, = 320 nm € Ay, =
405 nm.. Notar a diferente cinética de hidrélise do substrato nas maiores concentracdes. Os
pontos representam a média dos valores de fluorescéncia obtidos em triplicata.

O DX600, descrito como inibidor seletivo da ECA-2 (Huang et al., 2003) , foi
utilizado como controle positivo. A inibicao da hidrolise do Mca-APK(Dnp) produzida
por diferentes concentragdes do DX600 (3 a 30 uM) esta representada na figura 7. O

efeito do DX600 foi proporcional a concentracao, Os parametros da reta obtida com
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a regressao nao-linear das % de inibigcdo da atividade enzimatica foram: R2=0,93;
slope 45,4 + 6,4; com IC, calculada de 3,1 x 10 °* M (31 uM) (Fig. 7A - detalhe).

Comparativamente, a figura 7B mostra o efeito do DX600 na atividade da
ECA-1

A) _1EID
E 80
1000 = ©° .
£ a0 -o— Controle
800 £ » : ~# 3uM
600 : ; ; ; \ = 10 uM
E -+ 30uM
©  400-
200+
0-
0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (min)
B)
3000+
- controle
2000+ - DX600 10 uM
z -~ DX600 30 uM
4
1000+
|]-
0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (min)
Figura 7:

A) Efeito do DX600 na atividade da ECA-2 do plasma de rato. O plasma de rato foi
incubado com DX600 (3 a 30 pM) por 10 minutos antes da adicdo do substrato
Mca-APK(Dnp) (30 pM). Detalhe: Regressdo nao-linear da inibicdo da atividade da ECA-2
plasmatica pelo DX600 (3.10° a 3.10* M)

B) Efeito do DX600 (3 a 30 uM) na atividade da ECA-1 do plasma de rato. Fluorescéncia
emitida apos hidrolise do Abz-FRK(Dnp)P-OH (4 uM) pela ECA-1 do plasma de rato, a
37°C. Notar a inibicdo da ECA-1 pelo DX600, em concentracbes quase mil vezes maiores
que a do captopril, mas necessarias para inibir a atividade da ECA-2.

Os pontos representam a média dos dados obtidos em triplicata.

6.2. Avaliagdo do efeito da Fbut e dos compostos isolados da C.
glazioui na atividade da ECA-1 plasmatica
6.2.1. Efeito da Fbut na atividade da ECA-1 em plasma de rato
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A fracdo butandlica (Fbut) da C. glazioui foi testada em diferentes
concentragbes (10° a 3.10* g/mL). Os resultados mostraram que a Fbut inibiu a
atividade da ECA-1 de maneira concentragdo-dependente nos 15 minutos de
reagdo. Os parametros da reta obtida com a regressao nao-linear das % de inibicao
da atividade enzimatica com a Fbut foram: R2=0,90; slope 50,314,0. A IC5, calculada
para a Fbut foi de 4,6.10° g/mL.

A Figura 8 compara os efeitos inibidores da Fbut (10° a 3.10* g/mL) e do
Captopril (2,2.10™ a 2,2.10° g/mL) na atividade da ECA-1 em plasma de rato com
substrato Abz-FRK(Dnp-OH) (4 uM). Os parametros da reta obtida com a regresséo
nao-linear das % de inibicdo da atividade enzimatica com o Captopril foram:
R2=0,97; slope 45,4+ 6,4 e a ICs, calculada 7,2.10"° g/mL.
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Figura 8: Efeito da Fbut (10° a 3.10* g/mL) da C. glazioui e do Captopril (2,2. 10"° a
2,2.10° g/mL) na atividade da ECA-1 do plasma de rato. O plasma foi incubado com 4 yM
de Abz-FRK(Dnp)P-OH. Os dados foram expressos em percentagem, relativamente a
atividade controle da enzima (100%). Os pontos representam dados obtidos em ftriplicata
aos 15 min de reagdo (n=3). Notar que nesta figura as concentra¢des de captopril estdo
expressas em g/mL.

6.2.2. Efeitos dos compostos isolados da C. glazioui na atividade da
ECA-1 em plasma de rato

Apos os testes com a Fbut da C. glazioui, foram testados os 10 compostos

majoritarios isolados com a purificagdo da Fbut. Em ordem decrescente de

polaridade foram identificados: acido clorogénico, procianidina B5, procianidina B3,

catequina, procianidina B2, epicatequina, procianidina C1, orientina, isoorientina e

isovitexina. Os resultados estao representados na Fig. 9.
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Figura 9:

A) Efeito dos compostos isolados da C. glazioui na atividade da ECA-1 do plasma de
rato. Percentagem de inibicdo produzida pelo &cido clorogénico, procianidinas,
epicatequina, catequina e flavonoides da C. glazioui (30 e 100 uM) na atividade enzimatica
do plasma de rato incubado com 4 uM de Abz-FRK(Dnp)P-OH. A percentagem de inibigdo
foi calculada relativamente a fluorescéncia maxima (100%) produzida pela enzima em
condigbes controle e medida aos 15 min de reacado. As barras representam as médias e os
desvios padrao dos dados obtidos em duplicata (n=3).

B) Efeito dos compostos isolados da C. glazioui na fluorescéncia induzida pela
hidrolise do Abz pela ECA-1 do plasma de rato. O plasma de rato foi incubado com 4 yM
de Abz-FRK(Dnp)P-OH na presenga de acido clorogénico, procianidinas, epicatequina,
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catequina e flavonoides (100 uM) e a fluorescéncia medida em relagdo ao controle (n=100)
aos 15 min de reacdo.. As barras representam os valores obtidos em duplicata (n=3).
Diferencas estatisticas determinadas por one-way Anova seguida pelo teste de Dunnet,
sendo * p<0.05 / ** p<0.005 / *** p<0.001 / ****p<0.0001

6.3. Avaliacdo do efeito da FBut e dos compostos isolados da C.
glazioui na atividade da ECA-2 plasmatica

6.3.1. Efeito da Fbut na atividade da ECA-2 de plasma de rato

A Fbut da C. glazioui inibiu a atividade da ECA-2 do plasma de rato de
maneira concentragdo-dependente no intervalo de 3.10° a 102 g/mL (Fig. 10). Os
parametros da reta obtida com a regressao nao-linear das % de inibigao da atividade
enzimatica com a Fbut foram: R2=0,97; slope 51,0 + 2,5 e a ICs, calculada 2,0.10*
g/mL. Comparativamente, a regressao nao-linear da inibigcdo da atividade enzimatica
com o DX600 foram : R2=0,91; slope 45.0 + 7.0 e a ICs, calculada 9,3.10° g/mL
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Figura 10: Efeitos da Fbut da C. glazioui (3.10° a 10 g/mL) e do DX600 (9,2.10° a
9,2.10° g/mL) na atividade da ECA-2 do plasma de rato. O plasma foi incubado com 30
MM de Mca-APK(Dnp). Os dados foram expressos em percentagem, relativamente a
atividade controle da enzima (100%) aos 15 min de reagcdo. Os pontos representam dados
obtidos em ftriplicata (n=3). Notar que nesta figura as concentracdes de DX600 estdo

expressas em g/mL
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6.3.2. Comparacao dos efeitos inibitérios da Fbut nas atividades das
ECA-1 e ECA-2 do plasma de rato

A Fbut da C. glazioui inibiu a atividade da ECA-1 e ECA-2 do plasma de rato

de maneira concentragdo-dependente no intervalo de 10° a 3.10* g/mL e 3.10° a

107 g/mL, respectivamente (Fig. 10). Os parametros da reta obtida com a regressao

nao-linear das % de inibicdo da atividade enzimatica com a Fbut para ECA-1 foram:

R2=0,90; slope 50.3 + 4.0 e a ICs, calculada 4,6.10° g/mL. Ja para a ECA-2, os

parametros calculados foram R2=0,97; slope 51.0 + 2.5 e a ICs, calculada 2,0.10*
g/mL.
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Figura 11: Comparagido do efeito da Fbut da C. glazioui (10° a 102 g/mL) nas
atividades da ECA-1 e da ECA-2 plasmatica. Os dados foram expressos em percentagem
relativamente a atividade controle da enzima (100%) aos 15 min de reagéo. Os pontos

representam dados obtidos em triplicata (n=3)

6.3.3. Efeitos dos Compostos isolados da C. glazioui na atividade da
ECA-2 em plasma de rato
Os compostos isolados da Fbut de C. glazioui nao inibiram significativamente

a atividade da ECA-2 do plasma de ratos até a concentragdo de 10 uM (Fig. 11).
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Figura 12:
A) Efeito dos compostos isolados da C. glazioui na atividade da ECA-2 do plasma de
rato. Percentagem de inibicdo produzida pelo acido clorogénico, procianidinas,

epicatequina, catequina e flavonéides da C. glazioui (0,1, 1 e 10 uM) na atividade
enzimatica do plasma de rato incubado com 30 yM de Mca-APK(Dnp). A percentagem de
inibicdo foi calculada relativamente a fluorescéncia maxima (100%) produzida pela enzima
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em condi¢des controle aos 15 min de reacdo. As barras representam os valores obtidos em
triplicata (n=3).

B) Efeito dos compostos isolados da C. glazioui na fluorescéncia induzida pela
hidrélise do Mca-APK(Dnp) pela ECA-2 plasmatica. O plasma de rato foi incubado com
30 uM de Mca-APK(Dnp) na presencga de acido clorogénico, procianidinas, epicatequina,
catequina e flavonodides (10 uM) e a fluorescéncia medida em relagdo ao controle (n=10) aos
15 min de reacao. As barras representam os valores obtidos em duplicata (n=3). Diferencas
estatisticas determinadas por one-way Anova seguida pelo teste de Dunnet. Nao houve
reducao significativa da fluorescéncia na presenga dos compostos.

6.4. Avaliagdo do efeito da Fbut e dos compostos isolados da C.
glazioui na atividade da ECA-1 de homogenato de larvas de A.
aegypti

A atividade da ECA-1 de homogenato de larvas foi determinada com a
incubacado do Abz-FRK(Dnp)P-OH. Foi possivel notar que o padréo de fluorescéncia
diferiu do observado em mamifero, porque uma cinética inicial rapida de
desenvolvimento de fluorescéncia atingiu um platé maximo em 5 min, estavel e
duradouro, nao relacionado ao esgotamento de substrato. (Fig 13).

Na padronizagdo dessa atividade enzimatica para avaliagdo dos inibidores
foram testados diferentes volumes (5 a 50 pL) do homogenato de larvas preparado
com 300 larvas/5 mL de tamp&o e concentragcdes crescentes de substrato variando
de 2 a 8 uM. Os parametros de reacgao utilizados nos testes definitivos foram: 10 pL
de homogenato / 4 pM de Abz-FRK(Dnp)P-OH / 160 pL de volume final/poco.
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Figura 13: Efeito do captopril na atividade da ECA-1 do homogenato de larvas. O
homogenato foi incubado com captopril (3.10"°a 10 M) por 10 minutos antes da adigdo do
substrato de Abz-FRK(Dnp)P-OH (4 uM). As experiéncias foram em triplicata (n=2)
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6.4.1. Efeito da Fbut da C. glazioui na atividade da ECA-1 em
homogenato de larva

A incubagdo da Fbut da C. glazioui inibiu a atividade da ECA-1 do
homogenato de larvas de maneira concentragdo-dependente no intervalo de 3.10° a
102 g/mL. Os paréametros da reta obtida com a regressdo nao-linear das % de
inibicdo da atividade enzimatica com a Fbut para ECA-1 foram: R2=0,97; slope 54.6
+ 3.9 e a ICs, calculada 2,1.10* g/mL. Ja o captopril também inibiu a atividade da
ECA-1 de homogenato de larvas nas concentracbes 6,9.10"° a 2,2.10® g/mL e os
paradmetros calculados foram R2=1,0; slope 49.5 + 2.8 e a ICs, calculada 2,1.10*
g/mL. (Fig. 14)
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Figura 14: Efeito da Fbut da C. glazioui (3.10° a 102 g/mL) e do Captopril (6,9.10"° a
2,2.10® g/mL) na atividade da ECA-1 do homogenato de larvas. O homogenato de larvas
foi incubado com 4 uM de Abz-FRK(Dnp)P-OH. Os dados foram expressos em
percentagem, relativa a atividade controle da enzima (100%) aos 5 min de reagdo. Os

pontos representam as médias dos dados obtidos em triplicata . (n=3)

6.5. Avaliagdo do efeito da Fbut e dos compostos isolados da C.
glazioui na atividade da ECA-2 de homogenato de larvas de A.
aegypti

A atividade da ECA-2 de homogenato de larvas foi determinada com a

incubacao do Mca-APK(Dnp), descrito como substrato especifico para essa enzima.

Para padronizar a dosagem utilizando a ECA-2, foram realizados testes com

diferentes volumes de homogenato de larvas. Nas experiéncias subsequentes, a
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concentragdo do Mca-APK(Dnp) foi de 12,5 uM e o volume de homogenato foi de 10

uL. O volume final da reagao foi de 160 uL por pogo (Fig. 15).
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Figura 15: Efeito do DX600 na atividade da ECA-2 do homogenato de larvas. O
homogenato foi incubado com DX600 (3 a 30 uM) por 10 minutos antes da adigdo do
substrato de Mca-APK(Dnp) (12,5 uM). As experiéncias foram em ftriplicata (n=2)

6.5.1. Efeito da Fbut da C. glazioui na atividade da ECA-2 em
homogenato de larva

A Fbut da C. glazioui inibiu a atividade da ECA-2 do homogenato de larvas
de maneira concentragdo-dependente no intervalo de 3.10° a 10 g/mL (Fig. 16). Os
parametros da reta obtida com a regressao néo linear das % de inibigdo da atividade
enzimatica com a Fbut para ECA-2 foram: R2=0,96; slope 53.7 £ 3.2 e a IC50
calculada 1,1.10* g/mL. O DX600 também inibiu a atividade da ECA-2, porém de
forma menos intensa. Os parametros calculados da regressao foram: R2=0,90; slope
24.66 + 3.0 e a ICy, calculada 1,8.10* g/mL.
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Figura 16: Efeito da Fbut de C. glazioui e do DX600 na atividade das ECA-2 de
homogenato de larvas. Percentagem de inibigdo produzida pela Fbut da C. glazioui (3.10°
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a 103 g/mL) e DX600 (9,2.10° a 9,2.10° g/mL) na atividade enzimatica da ECA-2 do
homogenato de larvas, relativamente a atividade controle da enzima (100%) aos 10 min de
reacao. Os pontos representam a média dos dados obtidos em triplicata (n=3)

6.5.2. Comparacao dos efeitos inibitérios da Fbut nas atividades das
ECA-1 e ECA-2 do homogenato de larvas

A Fbut da C. glazioui, no intervalo de 3.10° a 102 ug/mL, inibiu a atividade
da ECA-1 e ECA-2 do homogenato de Ilarvas de maneira
concentragdo-dependente (Fig. 17). Os parametros da reta obtida com a
regressao nao-linear das % de inibigdo da atividade enzimatica com a Fbut
para ECA-1 foram: R2=0,97; slope 54.6 + 3.9 e a IC50 calculada 2,1.10*
g/mL. Ja para a ECA-2, os parametros calculados foram: R2=0,96; slope 53.7
+ 3.2 e a IC50 calculada 1,1.10* g/mL.
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Figura 17: Efeito da Fbut da C. glazioui (3.10%° a 10 ng/mL) nas atividades da ECA-1 e
da ECA-2 do homogenato de larvas. Os dados foram expressos em percentagem
relativamente a atividade controle da enzima (100%) aos 10 min de reagdo. Os pontos

representam a média dos dados obtidos em duplicata (n=3)

6.5.3. Efeitos dos Compostos isolados da C. glazioui na atividade da
ECA-2 em homogenato de larva

A atividade dos compostos isolados (10 a 100 uM) da Fbut de C. glazioui

também foi menor que a do extrato total, sendo que comparativamente ao DX600 as

fracbes menos polares foram mais ativas mas ainda assim até 30% (Fig. 18).
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Figura 18:

A) Efeitos dos compostos isolados da C. glazioui na atividade da ECA-2 do homogenato de
larvas. Percentagem de inibicdo produzida pelo &cido clorogénico, procianidinas, epicatequina,
catequina e flavonodides da C. glazioui (10 a 100 uM) e na atividade enzimatica do homogenato de
larvas incubado com 12,5 uyM de Mca-APK(Dnp). A percentagem de inibicdo foi calculada
relativamente a atividade controle da enzima (100%) aos 15 min de reac&o. As colunas e barras
representam as médias e os desvios padrao dos dados obtidos em duplicata (n=2).

B) Efeito dos compostos isolados da C. glazioui na fluorescéncia induzida pela hidrélise do

Mca-APK(Dnp) pela ECA-2 do homogenato de larvas. O homogenato de larvas foi incubado com
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12,5 uM de Mca-APK(Dnp) na presenga de acido clorogénico, procianidinas, epicatequina, catequina
e flavondides da C. glazioui (100 uM) e a fluorescéncia medida em relagao ao controle (n=10) aos 15

min de reagdo. As barras representam meédia dos valores obtidos em duplicata (n=2).

*

Diferengas estatisticas determinadas por one-way Anova seguida pelo teste de Dunnet, sendo
p<0.05 / ** p<0.005 / *** p<0.001 / ****p<0.0001

7. Provade conceito in vivo da atividade inseticida da C. glazioui
7.1. Avaliagao do efeito da Fbut de C. glazioui na letalidade das larvas
de A. aegypti

Para os instares L1 e L2, com 10 e 9 larvas por poc¢o, respectivamente, a
Fbut foi testada nas concentragbes de 0,3 a 30 mg/mL e o captoprii nas
concentragdes de 0,5 a 1 mM. Para os instares L3 e L4 foram utilizadas 6 larvas por
poco, com diferentes concentracbes da Fbut (1 a 30 mg/mL) ou com captopril (5
mM). Os resultados da sobrevivéncia das larvas L1 a L4 estdo mostrados na Fig
19.
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24 h: *captopril 0.5 mM; **captopril 1 mM; **Fbut 3 & 10 mg/mL; ™**Fbut 30 mg/mL
48 h: *captopril 0.5 mM; **Fbut 3 mg/mL; ***captopril 1 mM: ***Fbut 10 & 30 mg/mL
72 h: *captopril 0.5 mM; ***Fbut 3 mg/mL; ***captopril 1 mM, Fbut 10 & 30 mg/mL
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0- - Fbut 30 mg/mL
1 1 1 1
Oh 24h 48h 72h
Tempo (h)

24h: ** captopril 1 mM e Fbut 3 mg/mL; ***Fbut 10 mg/mL; ***Fbut 30 mg/mL
48h: *Fbut 3 mg/mL; ***captopril 1 mM; ****Fbut 10 e 30 mg/mL
72h: *Fbut 3 mg/mL; ***captopril 1 mM, Fbut 10 e 30 mg/mL
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72h: ™ captoprl 5 mM, Fbut 10 mg/mL e 30 mg/mL

Figura 19: Atividade larvicida da Fbut da C. glazioui (0,3 a 30 mg/mL) sobre as larvas
de A. aegypti em A) estagio L1, B) em estagio L2, C) em estagio L3, D) em estagio L4,
relativamente ao controle em agua. A letalidade foi avaliada a cada 24h. Os pontos
representam os dados obtidos da média de duas duplicatas (n=3) para L1 e L2 e da média
de duas triplicatas (n=2) para L3 e L4.

Diferencas estatisticas determinadas por two-way Anova seguida pelo teste de Tukey, sendo
* p<0.05/** p<0.005 / *** p<0.001 / ****p<0.0001
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Tabela 1: Valores de DL50 calculados para os instares L1 a L4 apds 24h de

exposicao a Fbut (0,3 a 30 mg/mL)

DL50 (mg/mL)  Ls (mg/mL) Li(mg/mL)

L1 3,2° 4 2,5
L2 6,3? 7,9 4
L3 137 16 10
L4 32b 79 20

Legenda: Ls - limite superior / Li - limite inferior

Diferencgas estatisticas determinadas por one-way Anova seguida pelo teste de Tukey, sendo

a significativamente diferente de b (p<0.05)

A figura 20 demonstra os diferentes tamanhos das larvas L1 quando expostas
a Fbut. Na imagem, é possivel observar que a larva controle € maior e mais escura

em relagdo as tratadas com o extrato da C. glazioui.

controle

fbut 3

Figura 20: Comparacgao dos tamanhos das larvas de A. aegypti em instar L1 em condigbes

controle e 72h ap6s exposigéo a Fbut (0,3 - 3 mg/mL)
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7.2. Avaliagcdo do efeito dos flavondides isolados da Fbut da C.

glazioui sobre a letalidade das larvas de A. aegypti

Considerando que a atividade da Fbut foi maior nos estagios larvais L1 e L2,

os flavondides orientina, isoorientina e isovitexina (0,03 a 0,3 mg/mL) foram testados

apenas nesses estagios. A figura 21 mostra os efeitos desses flavondides na

sobrevivéncia das larvas L1 e L2, que n&o foram significantes.
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Figura 21: Efeito dos flavonéides (0,03-0,3 mg/mL) na sobrevivéncia das larvas do

instar L1 (a esquerda) e L2 (a direita) de A. aegypti. Os dados foram expressos em

percentagem relativamente ao controle (100%) e a letalidade foi avaliada a cada 24h. Notar

a baixa letalidade das larvas expostas aos flavonodides (n=2).

Diferengas estatisticas determinadas por two-way Anova seguida pelo teste de Tukey, sendo
* p<0.05/** p<0.005 / *** p<0.001 / ****p<0.0001
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7.3 Avaliagcao do efeito dos flavondides isolados da Fbut da C. glazioui no
desenvolvimento de larvas de A. aegypti

Os flavonoides, nas concentragdes de 0,03-0,3 mg/mL, foram pouco letais as
larvas de A. aegypti. No entanto, a exposi¢cédo das larvas aos compostos retardou o
seu desenvolvimento. Avaliando o crescimento em funcédo do tempo para formacéao
de pupa, o crescimento foi significativamente menor na presencga dos flavonoides
(Fig. 22 e 23)

L1
== Controle

104 == COrientina 0,03 mg/ml
@ 3 == COrientina 0,1 mg/mL
__g 1 1 . o mmw  Qrientina 0,3 mg/mL
“a" 61 . a1 — Isoorientina 0,03 mg/mL
§ A . == |soorientina 0,1 mg/mL
g - T == |soorientina 0,03 mg/mL
;c 2- — Isovitexina 0,03 mg/mL
= i == |sovitexina 0,1 mg/mL

0- - - - |

Isovitexina 0,3 mg/mL

Figura 22: Efeito dos flavondides (0,03-0,3 mg/mL) de C. glazioui no desenvolvimento
de larvas do instar L1 de A. aegypti relativamente ao controle. O crescimento foi
avaliado contando-se o numero de pupas formadas em cada pogo apdés 15 dias de
exposi¢ao aos flavonoides (n=2) com 10 larvas/pogo. Diferengas estatisticas determinadas
por one-way Anova seguida pelo teste de Dunnet, sendo *p<0.05 / ** p<0.005 / *** p<0.001 /
****p<0.0001
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Figura 23: Efeito dos flavonéides (0,03-0,3 mg/mL) de C. glazioui no desenvolvimento
de larvas do instar L2 de A. aegypti relativamente ao controle. O crescimento foi
avaliado contando-se o numero de pupas formadas em cada pogco apdés 15 dias de
exposig¢ao aos flavonoides (n=1) com 10 larvas/pogo. Neste caso, ndo foi possivel realizar

analise estatistica devido a baixa quantidade de testes.

A figura 24 demonstra os diferentes tamanhos das larvas L2 quando expostas
a orientina. Na imagem, é possivel observar que a larva controle (cont) é maior

comparativamente as demais expostas ao flavonadide.

| orientina 0,03

Figura 24: Comparacao dos tamanhos das larvas de A. aegypti em instar L2 em condi¢des

controle e 72h apés exposigao a orientina (0,03 - 0,3 mg/mL)
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8. Discussao

Até o presente momento, este estudo avaliou a atividade das enzimas
conversoras de angiotensina (ECA-1 e ECA-2) de mamiferos frente aos substratos e
inibidores disponiveis no mercado brasileiro. N&o existem substratos especificos e
disponiveis para as enzimas de insetos. Técnicas da biologia molecular permitiram
identificar mais de 40 homdlogos (Lamango et al., 1994, Harisson et al., 2014) de
ECAs em insetos, mas estudos funcionais sdo poucos e inconclusivos. Ha
indicagbes de que as isoformas ECAs s&o vitais para os insetos, mas essas fungdes
fisiologicas sdo pouco conhecidas. Sabe-se apenas que ndo seriam as mesmas
fungcdes vasculares dos homodlogos humanos/mamiferos porque o sistema
circulatério da hemolinfa de insetos € aberto, sem diferenciacdo de um sistema
cardiovascular semelhante ao de vertebrados.

Todos os homdlogos das “enzimas conversoras de angiotensina” tém como
substrato as préprias angiotensinas, mas esses peptideos nao existem em
invertebrados. Dessa forma, ndo esta claro se seriam precursores dos substratos
enzimaticos naturais no inseto, como os homdlogos das enzimas parecem ser
precursores das enzimas humanas preservados durante a evolugdo animal. As
perguntas sem respostas sao numerosas e orientam para um trabalho
multidisciplinar futuro exigente da obtencdo de resultados que, atualmente, séo
quase todos obtidos com material disponivel para estudo das enzimas humanas.

Os resultados descritos neste trabalho preliminar mostram que, nesta fase
inicial, os estudos com insetos poderao ser trabalhosos, como foram as tentativas
para conseguir evidéncias funcionais sdlidas para as proximas etapas da
bioprospecgéao de repelentes/inseticidas.

No trabalho atual, foi necessario caracterizar primeiramente as atividades das
ECAs em mistura no plasma de rato, estudando as propriedades fundamentais das
duas isoformas, a afinidade e a especificidade dos substratos e inibidores
disponiveis exclusivamente para o padrao humano. Ainda n&o é possivel concluir se
as enzimas de mamiferos servirdo como padrdo de referéncia para avaliar a
reatividade dos insetos aos compostos naturais. Estes resultados preliminares
indicaram, e as experiéncias futuras mostrarao, se o isolamento das isoformas das
enzimas de mosquito sera essencial para identificagdo de ligantes especificos e

caracterizagao farmacologica da reatividade enzimatica.
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Novos substratos sintéticos deverdo ser pesquisados para quantificagcdo da
atividade enzimatica do inseto. Os resultados mostraram que a afinidade do
Mca-APK(Dnp) pela ECA-2 do plasma foi menor que a afinidade do
Abz-FRK(Dnp)P-OH pela ECA-1 , pois a velocidade da clivagem do substrato e a
intensidade de desenvolvimento de fluorescéncia foram de 3 a 5 vezes menor com a
ECA-2. Na pratica, a fluorescéncia so foi visivel com concentracdes 15 a 20 vezes
maiores de substrato.

Também ficou evidente que a ECA-1 humana tem alta afinidade pelo inibidor
captopril, da ordem de nanomolar e que este inibidor também foi seletivo para a
ECA-1, confrmando muitos resultados da literatura (Ondetti et al., 1977). No
entanto, a prova de conceito mostrou que as doses letais nas larvas foram 10.000
vezes maiores que a afinidade enzimatica.

Em relagdo a ECA-2, observamos que o inibidor DX600 realmente inibiu a
hidrélise do substrato, mas nao foi seletivo para a ECA-2, como descrito na literatura
(Huang et al., 2003), porque inibiu também a atividade da ECA-1 sem muita
diferengca de concentragdo. Dessa forma, o DX600 nao serviu para separar a
reatividade das duas enzimas do plasma de mamiferos, devido a baixa
disponibilidade (alto custo e consumo elevado) ainda n&o sabemos se as
reatividades das ECAs de insetos serdo diferentes

Ao comparar os efeitos da fragao butandlica nas ECAs, foi possivel observar
pequenas diferengas de intensidade, uma vez que as IC50 calculadas para ECA-1 e
ECA-2 foram, respectivamente, de 4,6.10° g/mL e 2,0.10* g/mL. Dessa forma,
conclui-se que a Fbut inibiu as duas enzimas de mamiferos, sendo mais ativa na
ECA-1, indicando que sua agao nao é seletiva.

Todos os compostos isolados da Fbut foram muito pouco ativos quando
comparados ao captopril na ECA-1, ou com o DX600 na ECA-2 , ou a propria Fbut
nas duas enzimas.

O acido clorogénico, as procianidinas B5, B3 e B2, a orientina, a isoorientina
e a isovitexina reduziram significativamente a fluorescéncia emitida pelo substrato
Abz para ECA-1 (p<0,0001). Entretanto, apenas a isoorientina e a isovitexina foram
capazes de inibir mais de 50% da atividade enzimatica da ECA-1 e ainda em
concentragcdes 100.000 vezes maiores que o inibidor padrao (captopril). Em estudos
anteriores, flavondides da Cecropia inibiram a ECA-1 in vitro (Lacaille-Dubois et al.,

2001) mas este efeito foi questionado por outros estudos in vivo (Ninahuaman et al.,
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2007). Em relagdo a ECA-2, os compostos com até 10 yM n&o foram capazes de
inibir mais que 10% da atividade enzimatica, nao tendo uma acéo significativa.

Ja para as dosagens nas larvas, a Fbut teve uma IC50 de 2,1.10* M para a
ECA-1, enquanto no plasma estava em 4,5.10° M. Para a ECA-2, a IC50 foi de
1,1.10* M, sendo que no plasma foi de 2.10* M. Nestas dosagens, apesar da Fbut
ter sido mais ativa na ECA-2 das larvas, as IC50 obtidas experimentalmente foram
muito proximas. Ainda é necessario comprovar se essa proximidade nas IC50 esta
relacionada com a similaridade dos homdélogos.

Em relag&o aos testes in vivo, foi observado uma atividade letal e inibidora do
crescimento da Fbut em relacao as larvas, principalmente apds 24h. Essa atividade
esta intrinsecamente relacionada ao estagio de desenvolvimento larval, uma vez que
instares mais iniciais foram mais suscetiveis a agdo da Fbut. Vale ressaltar que a
acao do DX600 in vivo nao foi possivel de ser realizada devido a escassez desse
inibidor.

A maior resisténcia observada nos estagios mais tardios das larvas pode
estar relacionada a uma maior quantidade do homodlogo da ECA, que esta
provavelmente associada ao desenvolvimento da larva (Harisson et al., 2014; Isaac
et al., 2007; Siviter et al., 2002).

Os dados permitem concluir que a Fbut da C. glazioui tem uma potencial agao
inseticida, talvez relacionada a inibicdo das ECAs das larvas. Este € um mecanismo
de acdo diferente de todos os mecanismos dos inseticidas atuais, como os
bloqueadores de GABA, dos canais de calcio e potassio ou com atividade

anticolinesterasica.
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9. Conclusao

In vitro, a Fbut da C. glazioui inibiu nao-seletivamente as ECAs, tanto do
plasma de rato, como do homogenato de larvas de A. aegypti. No entanto, os
compostos isolados foram menos ativos que o extrato semi-purificado, a excecao
dos flavondides: orientina, isoorientina e isovitexina.

Os resultados in vivo mostraram que a Fbut foi letal as larvas em todos os
instares, a semelhanga do captopril. Os flavondides, apesar de pouco ativos como
inseticidas, inibiram o crescimento larval, retardando seu desenvolvimento até o
estagio de pupa. E possivel que essa atividade esteja relacionada & inibigdo dos
homodlogos das ECAs em insetos, porém mecanismos adicionais ainda nao foram

estudados.
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10. Colaboragoes cientificas, dificuldades na pesquisa e limitagoes

Para o estudo da agao dos compostos nas ECAs das larvas de mosquitos, foi
feito um treinamento laboratorial em ensaios bioldgicos com insetos, da eclosao dos
ovos e criagao de larvas de mosquitos, a criagao controlada de mosquitos. O estagio
foi realizado no Laboratério da Profa. Margareth Capurro (Laboratério de
Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP) que, gentilmente, nos
cedeu também os ovos de Aedes para os estudos imediatos com larvas de
mosquitos.

As limitagdes do trabalho referem-se ao momento atual, ao estado da pandemia
do SARS-CoV-2. Até agora, apesar das restricbes encontradas no laboratério que
esta se reinstalando, foi possivel trabalhar de forma fluida e eficaz.

As dosagens feitas a partir da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia,
proposta como método alternativo inicialmente, ndo foram capazes de auxiliar na
padronizacdo e nas dosagens dos metabdlitos. A hidrolise dos substratos (Ang | e
Ang II) no homogenato de larvas parece gerar outros produtos diferentes do plasma
de rato, sendo que a falta de tempo habil ndo nos permitiu identificar esses produtos
e nem adquirir novos padrdes para a dosagem.

A escassez/disponibilidade de substratos, pelo custo e consumo elevados,
também foi limitagdo importante, principalmente considerando a especificidade das

acdes e a inseguranga dos resultados pretendidos nesta fase da pesquisa.
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