UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Modificacao estrutural de compostos fenolicos de origem natural e

avaliacdo de suas atividades biol6gicas

FLAVIA CORVELLO DA SILVA

PORTO ALEGRE, 2012.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Modificacao estrutural de compostos fendlicos de origem natural e
avaliacao de suas atividades bioldgicas

Dissertacdo  apresentada por Flavia
Corvello da Silva para obtencdo do GRAU DE

MESTRE em Ciéncias Farmacéuticas

Orientadora: Prof2. Dr.2 Gilsane L. von Poser
Co-orientadora: Prof2. Dr.2 Vera L. Eifler-Lima

Porto Alegre, 2012.



Dissertacdo apresentada ao Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas, em nivel de Mestrado Académico da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul e aprovada em 25 de setembro de 2012,

pela Banca Examinadora constituida por:

Prof. Dr. Daniel Fabio Kawano
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Profa. Dr. Marilise Brittes Rott
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Profa. Dr. Miriam Andres Apel
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Corvello da Silva, Flavia

Modificagdo estrutural de compostos fendlicos de
origem natural e avaliacdo de suas atividades
bioldgicas / Flavia Corwvello da Silva. -- 201Z.

85 f£.

Orientadora: Gilsane Lino wvon Poser.
Coorientadora: Vera Lucia Eifler-Lima.

Dissertacao (Mestrado) -- Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Faculdade de Farmacia, Programa
de Pdés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Porto
Alegre, BR-RS, 2012,

1. Farmacognosia. 2. Semi-sintese. 3. Compostos
fendlicos. 4. Protozoarios. 5. Antioxidante. I. Lino
von Poser, Gilsane , orient. II. Eifler-Lima, Vera
Lucia, coorient. III. Titulo.




Este trabalho foi desenvolvido nos laboratorio de Farmacognosia e Sintese Organica
Medicinal do Departamento de Producdo de Matéria Prima da Faculdade de
Farmacia da UFRGS; e com a colaboracdo do Grupo de Quimica Medicinal da
UdelaR, Montivedéo, e Grupo de Pesquisa em Imunoparasitologia da Unisul,
Tubardo. Este trabalho foi financiado pela CAPES, CNPQ e FAPERGS.

A autora recebeu bolsa de estudos da CAPES.



AGRADECIMENTOS

A Deus por me conceder o maior de todos os presentes: a vida.

Ao Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da UFRGS, pela
exceléncia no ensino. As pessoas que colaboraram para que este trabalho fosse
possivel, Prof. Hugo Cerecetto, Prof. José Maria Montserrat, Prof. Solange Garcia e
Prof. Ruy Beck.

As minhas orientadoras, Prof. Vera e Prof. Gilsane, por me darem esta
oportunidade tdo sonhada de fazer o mestrado. Obrigada por me ensinarem que a
maior parte do aprendizado € paciéncia e persisténcia. Agradeco também aos meus
colegas dos laboratorios de Farmacognosia e Sintese Organica Medicinal pela
amizade e conselhos, tanto de trabalho como pessoais. Agradeco pela

disponibilidade em me ajudar e ensinar sempre que possivel.

A minha familia, que € minha base e referéncia, pelo amor e incentivo

incondicional. Sem vocés nada disto seria possivel. Amo muito vocés!

Ao Mateus, também responsavel por eu estar aqui, pelo amor, incentivo e
atencdo constantes. Te muito e fico muito feliz por vocé ter dividido este sonho

comigo!

As minhas amigas que estiveram comigo também me incentivando e
compartilhando davidas e sonhos. Obrigada pela amizade e por serem estas

pessoas maravilhosas!



RESUMO

Produtos naturais tém fornecido farmacos para uma grande variedade de doencas,
como as parasitoses, que afetam aproximadamente 1 bilhdo de pessoas. Os
compostos fendlicos como a curcumina, as cumarinas e os benzopiranos, tém
atraido consideravel interesse visto que sdo reconhecidos pela ampla gama de
atividades biologicas. Neste trabalho, foi realizada a hibridizagdo molecular entre a
curcumina e cumarina através da reacdo de Pechmann, que mostrou melhores
resultados em aquecimento convencional que micro-ondas (90% de rendimento, 75
°C). O hibrido obtido, LASOM 135, apresentou forte atividade antioxidante frente a
radicais peroxila (ICsp < 0,5 puM), mostrando que as duas porcdes farmacoféricas
contribuiram para esta atividade biologica. Além disto, LASOM 135 apresentou
atividade tripanomicida (ICsp = 11,8 uM). Os benzopiranos benzopyrans HP1 (6-
isobutiril-5,7-dimetoxi-2,2-dimetil-benzopirano), HP2 (7-hidroxi-6-isobutiril-5-metoxi-
2,2-dimetil-benzopirano) e HP3 (5-hidroxi-6-isobutiril-7-metoxi-2,2-dimetil-
benzopirano), encontrados até o momento somente na planta nativa do Rio Grande
do Sul Hypericum polyanthemum (Guttiferae), demonstram varias atividades
biologicas, despertando consideravel interesse no potencial terapéutico destas
moléculas. Assim sendo, neste trabalho foi realizada a modificacdo estrutural de
HP1, HP2 e HP3 através de aminacao redutiva, se obtendo trés derivados aminados
inéditos com baixo a médio rendimento. Também se avaliou a atividade contra
epimastigotas de Trypanosoma cruzi dos trés benzopiranos, onde se elegeu HP2
como o prototipo para obtencdo de novas moléculas tripanomicidas. Além disso, a
atividade larvidicida em Aedes aegypti demonstro que os benzopiranos HP1, HP2 e
HP3 sdo os responsaveis pela atividade larvicida do extrato n-hexano de H.
polyanthemum. Tanto HP1 como o extrato demonstraram atividade reguladora do

crescimento.

Palavras-chave: Hypericum polyanthemum, benzopiranos, curcumina,
cumarina, aminacdo redutiva, reacdo de Pechmann, micro-ondas, antioxidante,

Trypanosoma cruzi, Aedes aegypti.



Structural modification of natural phenolic compounds and biological

activities

Historically, natural products have been supplied drugs for a wide range of diseases,
like the parasitic ones, which affect about 1 billion people. In this way, the phenolic
compounds as curcumin, coumarins and benzopyrans, have attracted attention since
they are recognized by their wide range of activities. In this study the molecular
hybridization was performed between curcumin and coumarins through Pechmann
reaction in conventional heating since it showed better results than the microwave
one (90% vyield, 75°C). The new hybrid, LASOM 135, presented strong antioxidant
activity against peroxyl radicals (ICsp < 0.5 pM) indicating a synergism of the
curcumin and coumarin pharmacophoric moieties. Besides, LASOM 135 presented
trypanocide activity (ICsp = 11.8 pM). The benzopyrans HP1 (6-isobutyryl-5,7-
dimethoxy-2,2-dimethyl-benzopyran), HP2 (7-hydroxy-6-isobutyryl-5-methoxy-2,2-
dimethyl-benzopyran) and HP3 (5-hydroxy-6-isobutyryl-7-methoxy-2,2-dimethyl-
benzopyran) are found until this moment only in the native plant to Rio Grande do Sul
Hypericum polyanthemum (Guttiferae), and showed many biologic activities. Thus, in
this study are described the achievement of three amino derivatives by structural
modification of these molecules through reductive amination with a low to medium
yield. The activity against epimastigotes of Trypanosoma cruzi was also evaluated by
HP1, HP2 and HP3 and HP2 was elected as a hit to new trypanocide compounds.
Besides, the larvicidal activity in Aedes aegypti was evaluated for the three
benzopyrans. The benzopyrans demonstrated to be the responsible for the larvicidal
activity of the extract. Both the HP1 as the extract demonstrated growth regulatory

activity.
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Historicamente, produtos naturais tém fornecido farmacos para uma grande
variedade de doencas. Nos ultimos 30 anos, dos novos farmacos aprovados pelo
FDA (Food and Drug Administration), mais de 50% s&o de origem natural, derivados
ou inspirados em moléculas de origem natural (Newman e Cragg, 2012).

Aproximadamente 1 bilh&o de pessoas estdo em risco de infec¢éo por doencas
parasitarias, sendo que 11 milhdes de pessoas sao afetadas pela doenca de Chagas
(WHO, 2010). A busca por novos agentes terapéuticos vém sendo constante, pois
0s medicamentos presentes no mercado para o tratamento de parasitoses muitas
vezes sdo ineficazes. Neste sentido, os compostos fendlicos tém atraido
consideravel interesse visto que sado reconhecidos pela ampla gama de atividades
biolégicas que apresentam. Entre os representantes deste grupo de compostos
estdo os polifendis, como a curcumina, as cumarinas e 0s benzopiranos,
consolidados como moléculas com atividade antioxidante e antiparasitaria (Marcucci
et al., 2001; Leitdo et al., 2004; Narender et al., 2004; Kaur et al., 2009; Severino et
al., 2009; Pierson et al., 2010; Cargnin, 2011; Khalil et al., 2012; Nagajyothi et al.,
2012; Vianna et al., 2012).

A curcumina, encontrada nas raizes de Curcuma longa L. (Zingiberaceae), é
uma molécula privilegiada, pois apresenta uma ampla variedade de atividades
biologicas, como antioxidante (Masuda et al., 1999; Banerjee et al., 2008; Khalil et
al., 2012) e anti-T. cruzi (Nagajyothi et al., 2012). Além disso, apresenta baixo peso
molecular e baixa toxicidade, demonstrando ser uma molécula candidata a se tornar
um farmaco. As cumarinas também sdo consideradas privilegiadas, pois como a
curcumina, apresentam muitas atividades biolégicas comprovadas, bem como anti-T.
brucei (Leitdo et al., 2004) e antioxidante (Vianna et al., 2012). Assim sendo, se
planejou a hibridizacdo molecular entre a curcumina e a cumarina a fim de avaliar a

influéncia nas atividades antioxidante e antiparasitaria.

Os benzopiranos HP1, HP2 e HP3 isolados de Hypericum polyanthemum
Klotzsch ex Reichardt, substancias majoritarias do extrato n-hexano desta planta
nativa do Rio Grande do Sul, demonstraram as atividades anti-Trichomonas

vaginalis (Cargnin, 2011), antinociceptiva (Haas et al., 2010), antibacteriana
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(Dall'agnol et al., 2005), acaricida do extrato hexano (Ribeiro et al., 2007),
antiproliferativa (Ferraz et al., 2005; Grivicich et al., 2008) e inibidora da monoamino
oxidase (Gnerre et al., 2001). Devido, entdo, as promissoras atividades biolégicas
apresentadas por estas substancias, planejou-se a modificacdo estrutural através de
aminacao redutiva ja que permite a geracdo de diversidade quimica, além de sais, 0
que é importante pois aumentaria a solubilidade destes compostos nos meios de

teste in vitro.

Além disso, o0s benzopiranos de H. polyanthemum sao similares
estruturalmente aos precocenos, moléculas com atividades inseticida e reguladora
do crescimento (Ayoade, 1996). A dengue é um problema de saude publica
crescente visto que ja € relato resisténcia do vetor Aedes aegypti contra 0s
inseticidas correntes. Dessa forma, se avaliou a atividade larvicida dos benzopiranos

e extrato n-hexano de H. polyanthemum e reguladora da molécula mais ativa em A.

aegypti.
Os objetivos especificos incluem:

v Sintetizar um hibrido curcumina-cumarina e avaliar a influéncia do hibrido na
atividade antioxidante e anti-T. cruzi assim como comparar a sintese em
micro-ondas e aquecimento convencional,

v Isolar benzopiranos os HP1l, HP2 e HP3 de H. polyanthemum e obter
derivados aminados;

v' Avaliar a atividade anti-T. cruzi dos benzopiranos de H. polyanthemum;

v' Avaliar a atividade larvicida e reguladora do crescimento em A. aegypti dos

benzopiranos e extrato n-hexano de H. polyanthemum.

Esta dissertacdo esta dividida na forma de capitulos, os quais sdo nha

sequencia amplamente considerados em uma discussao geral.






CAPITULO 1: Sintese do novo hibrido curcumina-cumarina e atividade antioxidante
e anti-Trypanosoma cruzi
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INTRODUCAO

A curcumina (1) € encontrada nas raizes de Curcuma longa L.
(Zingiberaceae), planta nativa do sul da Asia, e € utilizada como condimento e na
medicina tradicional para diversas desordens (Ammon e Wahl, 1991; Adams et al.,
2004). Além disso, estudos comprovaram seu amplo espectro de atividades
biolégicas (Babu et al., 1993; Barthelemy et al., 1998; Ishida et al., 2002; Adams et
al., 2004; Bisht et al., 2010; Gonzalez-Salazar et al., 2011; Pandey et al., 2011; Khalil
et al., 2012).

A hibridizagéo molecular € uma ferramenta util no desenvolvimento de novos
farmacos. E baseada na combinacdo de porcdes farmacoféricas de diferentes
substancias bioativas a fim de produzir um novo hibrido com afinidade e eficacia
aumentadas quando comparadas com os farmacoforos isolados (Viegas-Junior et
al., 2007). Alem disto, o hibrido pode apresentar seletividade modificada, diferente
ou ainda modos de acéo diferentes com menor incidéncia de efeitos adversos. As
cumarinas também apresentam amplo espectro de atividades farmacolégicas (Sabry
et al., 2011; Kontogiorgis et al., 2012), inclusive antioxidante (Vianna et al., 2012).
Contudo, ndo sao descritos na literatura derivados cumarinicos de curcumina, o que

configuraria um hibrido molecular.

Cumarinas podem ser sintetizadas através de diversos protocolos (Pechmann,
1884; Perkin, 1877; Brufola et al., 1996; Garazd et al., 2005), entre 0s quais esta o
protocolo elaborado por Pechmann, que pode ser desenvolvido em aquecimento

convencional ou micro-ondas (Frere et al., 2001; Tyagi et al., 2007).

Existem varios métodos para avaliacdo da atividade antioxidante, dentre os
guais esta o que avalia esta atividade contra radicais peroxila (ACAP), relacionados

com a peroxidacao lipidica (Gycin, 2012). A atividade antioxidante € relevante visto
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gue o estresse oxidativo esta relacionado a varias enfermidades (Bisht et al., 2010;
Gonzélez-Salazar et al., 2011; Pocernich et al., 2011; Lee et al., 2012).

Alguns autores relatam que a atividade antioxidante pode estar relacionada e
contribuir com a atividade antiprotozoaria de compostos e extratos de plantas
(Paveto et al., 2004; Orhan et al., 2012). Um protozoario de grande importancia € o
Trypanosoma cruzi, agente causador da Doenca de Chagas, que acomete milhdes
de pessoas na América Latina. Os tratamentos existentes para esta doenca séo
insatisfatorios e ndo séo eficazes na fase crénica da doenca, fazendo-se necessaria
a descoberta de novos agentes terapéuticos. Ha relatos desta atividade tanto para
curcumina (Haddad et al., 2011; Nagajyothi et al., 2012) como para cumarinas
(Camacho et al., 2004; Leitédo et al., 2004; Oliaro-Bosso et al., 2007).

Assim sendo, este capitulo trata da sintese de um novo hibrido curcumina-
cumarina, utilizando o protocolo desenvolvido por Pechmann, por aquecimento em
micro-ondas e convencional. Também, avaliard a atividade antioxidante e anti-T.
cruzi do novo hibrido, LASOM 135.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Curcumina e atividades bioldgicas

A curcumina (1) € encontrada nas raizes de Curcuma longa L.
(Zingiberaceae), nativa do sul da Asia, e é utilizada como condimento e na medicina
tradicional para desordens do figado, indigestdo, doencas do trato urinario, artrite
reumatéide e picadas de insetos (Ammon e Wahl, 1991; Adams et al., 2004). Foi
isolada pela primeira vez em 1870, sendo sua estrutura determinada em 1910 e
subsequentemente obtida por sintese. Entretanto, os rendimentos dos protocolos
desenvolvidos foram muito baixos (Pabon, 1964; Babu et al., 1994), sendo ainda

extraida de sua fonte natural para comercializacao.
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Estudos comprovaram seus efeitos protetores no sistema cardiovascular
(Gonzélez-Salazar et al.,, 2011) e as atividades antitumoral (Ishida et al., 2002;
Adams et al., 2004; Liang et al., 2009), antirretroviral (Barthelemy et al., 1998),
antifungica (Khalil et al., 2012), antibacteriana (Kumar et al., 2001; Pandey et al.,
2011), anti-Trypanosoma cruzi (Haddad et al., 2011; Nagajyothi et al., 2012),
neuroprotetora (Douna et al., 2012), antioxidante, anti-inflamatéria e citoprotetora
(Bisht et al., 2010; Douna et al., 2012; Khalil et al., 2012). Devido as diversas
atividades bioldgicas apresentadas pela curcumina, ao baixo peso molecular e a
baixa toxicidade, esta molécula pode ser considerada uma candidata para se tornar
um farmaco. Entretanto, trabalhos tém relatado que seu uso in vivo é limitado visto
gue apresenta baixa poténcia e baixa absorcao oral, além da instabilidade no meio
biologico e rapida metabolizacdo, sendo que os sitios de degradacéao por hidrélise e
oxidacdo sdo os grupos fendlicos e a porcdo 1,3-dicarbonil (Sharma et al., 2005;
Haddad et al., 2011). Estratégias para melhorar a biodisponibilidade e estabilidade
da curcumina sdo a protecdo da ionizacdo dos grupos fendlicos e eliminacdo da

delocalizacao eletrénica da estrutura (Wichitnithad et al., 2011).

Estruturalmente, a curcumina consiste em dois fenois orto-metoxilados e uma
porcao B-dicetona, todas conjugadas. A captura de radicais ocorre primeiramente na
porcéao fenol, como em outros compostos fendlicos antioxidantes, formando radicais
de curcumina, que podem reagir consigo mesmo, ou outros radicais, para gerar
produtos poliméricos estaveis como vanilina, acido ferdlico e dimeros de curcumina,
gue também sdo capazes de capturar radicais (Masuda et al.,, 1999). A atividade
antioxidante depende principalmente da estabilizacdo do radical fenéxi formado para
0 qual a por¢ao para-hidroxi € essencial. Substituintes eletrodoadores em orto, como
metoxilas, e o0 aumento da extensdo de conjugacdo também ajudam na

estabilizacdo, aumentando a atividade antioxidante (Youssef e EI-Sherbeny, 2005).

A curcumina possui atividade antioxidante, como ja descrito no paragrafo
anterior, e pro-oxidante. Estudos revelaram que a curcumina induz formacdo de
ROS e apoptose em células cancerigenas. Essa formacéo induzida pela curcumina

foi suprimida pela adicdo de acetilcisteina, substrato para glutationa peroxidase e
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transferase, entre outras, bem como antioxidante, indicando que curcumina € uma

molécula com atividade antitumoral pela geracéo de ROS (Fujisawa et al., 2005).

Ha relatos da atividade anti-Trypanosoma cruzi tanto para curcumina (Haddad
et al.,, 2011; Nagajyothi et al., 2012) como para cumarinas (Camacho et al., 2004,
Leitdo et al., 2004; Oliaro-Bosso et al., 2007). Nagajyothi e colaboradores (2012)
descrevem que o tratamento com curcumina reduziu a parasitemia e o parasitismo
do tecido cardiaco em camundongos, assim como reduziu a infiltracdo de
macréfagos e a inflamacdo tanto no coracdo como no figado, aumentando a
sobrevivéncia para 100%, enquanto nos camundongos néo tratados a taxa era de
60%. Isto ocorre provavelmente devido a inibicdo da transcricdo do receptor de
lipoproteina de baixa densidade (LDLr), também utilizado pelo protozoario na
invasdo de células do hospedeiro definitivo (mamiferos), além de modular as
consequéncias de sua infeccdo pelos efeitos protetores ao tecido cardiaco. Os
autores também sugerem que tanto a curcumina como derivados podem ser

farmacos adequados para o tratamento da doenca de Chagas.

Ha varios relatos na literatura sobre a obtencdo de derivados da curcumina,
principalmente com modificagdes na porgéo B-di-cetona e no padréo de substituicdo
no anel arila (Nurfina et al., 1997; Barthelemy et al., 1998; Kumar et al., 2001, Ishida
et al., 2002; Adams et al., 2004; Youssef e ElI-Sherbeny, 2005; Lin et al., 2006; Liang
et al., 2009; Pandey et al., 2011; Zhang et al., 2011; Sahu et al., 2012). Contudo, néo
sdo descritos na literatura derivados cumarinicos de curcumina, o que configuraria

um hibrido molecular.

Cumarinas

Cumarinas sdo lactonas do acido o-hidroxi-cindmico (Figura 1) que
apresentam um espectro ultravioleta (UV) caracteristico, sendo facilmente

observadas por cromatografia em camada delgada (Simdes et al., 2003).

Sao encontradas em diversos produtos como aromatizantes, e ocorrem em

plantas, fungos, bactérias e algumas espécies de animais (Nijssen, 1996). Séo
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relatadas na literatura vérias atividades biol6gicas para estas moléculas e seus
derivados, como as atividades anticoagulante (Di et al., 2004), antioxidante (Hoult e
Payé, 1996; Vianna et al., 2012), anti-inflamatéria (Kontogiorgis e Hadjipavlou-Litina,
2005), antimicrobiana, anti-HIV (Bedoya et al., 2005), tripanomicida (Camacho et al.,
2004; Leitdo et al., 2004), leishmanicida (Pierson et al., 2010), anti-plasmodica
(Camacho et al., 2004; Kaur et al., 2009), antitumoral (Francisco et al., 2012),
inibidora da acetilcolinesterase (Changwong et al., 2012) e inibidora da agregacao [3-
amildide (Piazzi et al., 2008).
A /@\)1 o} AN = X

Cumarina 4-metil-cumarina  Furanocumarina Piranocumarina

/@/\/COOH
HO

Acido p-hidroxicinamico

Figura 1. Algumas cumarinas e acido p-hidroxi-cindmico.

Estas moléculas podem ser sintetizadas através de diversos protocolos como
Pechmann (Pechmann, 1884), Perkin (Perkin, 1877) e Knoevenagel (Brufola et al.,
1996), entre outros (Figura 2). O protocolo desenvolvido por Pechmann permite a
sintese de 4-metil-cumarinas pela condensacdo de um fenol com um [(-ceto éster
em presenca de acido de Lewis ou Brgnsted (Pechmann, 1884; Garazd et al., 2005).
Além disso, é relatada na literatura a sintese de cumarinas assistida por micro-ondas
(Frere et al., 2001; Tyagi et al., 2007).
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Figura 2. Desenho esquematico da reacdo de (a) Pechmann, (b) Perkin e (c)
Knoevenagel.
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Micro-ondas

A sintese assistida por micro-ondas oferece varias vantagens frente ao de

aguecimento convencional (Bassyouni et al., 2012):

e Controle da energia empregada;

e Pouco volume de solvente e de residuos;
e Menores tempos de reacao;

e Menor numero de subprodutos €;

e Maior rendimento.

Além disso, muitas reacfes que nao ocorrem no método convencional,
ocorrem em sintese por micro-ondas, uma vez que ha rapido fornecimento de
energia. Estas vantagens podem ser explicadas pelo rapido aquecimento a altas
temperaturas limitando processos como a segregacao de impurezas ja que assim
fornece energia suficiente para ultrapassar a barreira de energia de ativacdo da
reacdo mais rapidamente que o método de aquecimento convencional. Ainda, o
aquecimento por micro-ondas ocorre a nivel molecular, ao contrario do método de
aquecimento convencional, que ocorre através de correntes de conveccdo e

conducéo de calor (Tierney e Lidstrom, 2005; Bassyouni et al., 2012).

Este aquecimento a nivel molecular faz com que a molécula comece a girar,
gue depende de suas caracteristicas dielétricas, pois a mesma tende a alinhar seu
dipolo com o campo eletromagnético criado no reator, sendo 0 aquecimento
consequéncia desta agitacdo. Assim, uma molécula se choca com a outra, e a
reacdo ocorre. No aquecimento convencional, as moléculas se chocam pelo
aumento de temperatura no meio que leva estas moléculas a agitacdo, que ocorre

por conducao e conveccao de calor, como ja citado (de la Hoz et al., 2005).
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Atividade antioxidante

A atividade antioxidante € relevante visto que o estresse oxidativo esta
relacionado a vérias enfermidades como as doengas neurodegenerativas (Pocernich
et al., 2011), doencas cardiovasculares (Gonzalez-Salazar et al., 2011; Lee et al.,

2012) e processos inflamatorios (Bisht et al., 2010), entre outras.

Radicais Livres

]
I T Ll T 1
l DPPH= \ l Hidroxilo \ l Peroxila \ l ABTSe \ l Superoxido \
[

Iniciador
ABAP (2,2'-azo-bis-(2-amidinopropano)
AAPH (cloridrato de 2,2'-azo-bis-(2-amidinopropano)
AMVN (2,2'-azo-bis-(2,4-dimetilvaleronitrilo)

Figura 3. Principais tipos de radicais gerados in vitro (Silva et al., 1999, adaptado).

Existem diversos métodos propostos para a avaliacdo da atividade antioxidante
in vitro, que variam de acordo com o tipo de radicais gerados, indicador escolhido e
método para a sua deteccdo e quantificacdo (Figura 2). Ainda ha os métodos
eletroquimicos, como a coulumetria e a voltametria, e outros que medem a
lipoperoxidacdo, como o TBARS (teste do acido 2-tiobarbitdrico, que reage com o
malonaldeido gerado na oxidacdo de acidos graxos), TRAP (potencial antioxidante
total), FRAP (oxidacéo do ferro por radical perdxido), entre outros (Silva et al., 1999;
Craft et al. 2012).

O ACAP, ou capacidade antioxidante contra radicais peroxila, € um método
baseado na deteccdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) através de
fluorometria, utilizando como substrato 2’,7’-dicloro-hidro-fluoresceina (H,DCF). Os
radicais peroxila sdo gerados por decomposicao térmica a 37 °C do di-hidro-

cloridrato de 2,2’-azobis(2-metil-propionamidina) (ABAP), adicionado as amostras
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analisadas, e estes reagem com H,DCF, emitindo sinal fluorescente. Este método é

rapido, simples e confiavel (Amado et al., 2009).

Sharma (1976), Wright (2002) e Chen et al. (2006), entre outros autores,
observaram que as hidroxilas fendlicas sdo necessérias para a atividade
antioxidante da curcumina e que quanto maior o nimero de hidroxilas ou metoxilas
em orto a hidroxila, maior a sua atividade. A reducéo das duplas ligagbes nao foi
deletéria para a atividade (Anand et al., 2008).

Alguns autores relatam que a atividade antioxidante pode estar relacionada e
contribuir com a atividade antiprotozoaria de compostos e extratos de plantas
(Paveto et al., 2004; Orhan et al., 2012). Um estudo desenvolvido por Orhan e
colaboradores (2012) demonstrou que a coadministracdo de artesunato, farmaco
gue causa estresse oxidativo ao Plasmodium sp., e N-acetilcisteina, utilizada pelo
protozoario como antioxidante, ndo diminuiu a eficacia do farmaco e melhora o
prognostico em malaria severa. Além disso, outros compostos com reconhecida
atividade antioxidante, como as catequinas, apresentaram boa atividade anti-T. cruzi
(Paveto et al.,, 2004). Na literatura ainda ndo ha explicacbes para estas

constatacdes, sendo necessario um maior aprofundamento nesta linha de pesquisa.

Trypanosoma cruzi

O protozoario Trypanosoma cruzi € o agente etiolégico da doenca de Chagas
(tripanossomiase americana, Ou esquizotripanose), que constitui  uma
antropozoonose frequente nas Ameéricas, principalmente na América Central e Latino
(Neves et al., 2011).

O protozoario é transmitido por triatomineos, sendo que das 141 espécies
conhecidas, 63 foram identificadas no Brasil e sdo encontradas em todos os biomas.
Com a interrupcao da transmissado vetorial no Brasil por Triatoma infestans, quatro
espécies tém importancia na transmissdo da doenca ao homem: T. brasiliensis,
Panstrongylus megistus, T. pseudomaculata e T. sordida. Espécies como o T.

rubrovaria, no Rio Grande do Sul, e Rhodnius neglectus, em Goias, tém sido
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encontradas colonizando o domicilio. Triatoma vitticeps (Rio de Janeiro e Espirito
Santo) e o P. lutzi (Ceard e Pernambuco) merecem atencdo pelas altas taxas de
infeccdo natural. Por sua vez, R. nasutus é frequentemente capturado no
peridomicilio do nordeste brasileiro (Ceara e Rio Grande do Norte). Na Amazénia, as
espécies mais encontradas sdo R. pictipes, R. robustus, P. geniculatus, P. lignarius

e T. maculata (Ministério da Saude, Brasil, 2012).

As espécies do género Rhodnius encontram-se predominantemente
associadas a palmeiras, enquanto as espécies do género Triatoma e Panstrongylus,
vivem preferencialmente em associacdo com hospedeiros terrestres. Algumas
poucas espécies, ao longo de seu processo evolutivo, adaptaram-se aos domicilios
e as estruturas construidas no peridomicilio, como galinheiros e chiqueiros, e
tornaram-se mais importantes na transmissao da doenga ao homem. A maioria das
espécies de triatomineos deposita seus ovos livremente no ambiente, entretanto,
algumas possuem substancias adesivas que fazem com que os ovos fiquem
aderidos ao substrato. Essa é uma caracteristica muito importante, uma vez que
ovos aderidos as penas de aves e outros substratos podem ser transportados
passivamente por longas distancias, promovendo a dispersdo da espécie (Ministério
da Saude, Brasil, 2012).

A doenca de Chagas é causa de morbidade e mortalidade ndo s6 nas areas
endémicas, mas também entre os imigrantes residentes nas areas nao endémicas
do mundo, sendo um grave problema médico-social. O protozoario afeta milhdes de
pessoas e mais de 30% dos individuos demonstram os sintomas da fase crbnica da
doenca, a cardiomiopatia ou/e a doenca gastrointestinal (Rassi et al., 2010;
Nagajyothi et al., 2012).

O T. cruzi possui em seu ciclo biolégico quatro formas: tripomastigotas,
tripomastigotas metaciclicos, epimastigotas e amastigotas (Neves et al.,, 2011,
Nagajyothi et al., 2012). Nos hospedeiros vertebrados se encontram as formas
intracelular amastigota e extracelular tripomastigota; e nos invertebrados, séo

encontradas as formas epimastigotas e tripomastigotas metaciclicas. A forma
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7

tripomastigota metaciclica € a responsavel por infectar o hospedeiro vertebrado
(Neves et al., 2011).

O ciclo de vida do protozoério € heteroxénico. O triatomineo ingere a forma néo
replicante tripomastigota do sangue do hospedeiro vertebrado que no vetor se
transforma em epimastigota. Apds aproximadamente 3 a 4 semanas, 0S
epimastigotas se convertem em formas infecciosas, os tripomastigotas metaciclicos.
A transmissdo ocorre quando o triatomineo pica o novo hospedeiro e elimina fezes e
urina contaminadas, contendo os tripomastigotas metaciclicos que interagem com
células das mucosas do nariz, cavidade oral, conjuntiva ou outras areas vulneraveis.
Neste local, ocorre a transformacao dos tripomastigotas em amastigotas, que ai se
multiplicam por divisdo binaria simples e, a seguir, se transformam em
tripomastigotas, que sao liberados da célula hospedeira caindo no intersticio. Estes
caem na corrente circulatoria, atingem outras células de qualquer tecido ou o6rgao
para cumprir novo ciclo celular ou sé&o destruidos por mecanismos imunolégicos do

hospedeiro (Neves et al., 2011).

A transmissdo da doenca, além de ocorrer pela picada do triatomineo, ocorre
através de transmissdo congénita, por transfusdo sanguinea, amamentacao,

alimentos contaminados e transplantes (Neves et al., 2011; Nagajyothi et al., 2012).

No inicio da infeccdo em humanos, a parasitemia € mais elevada, podendo
ocorrer morte do hospedeiro, principalmente em criancas. Quando o hospedeiro
desenvolve resposta imune eficaz, a parasitemia diminui e a infeccdo tende a se
cronificar, sendo os parasitas detectados somente por métodos especiais como
xenodiagndstico, hemocultura e inoculacdo em camundongos. A evolucdo e o
desenvolvimento das diferentes formas clinicas da fase crénica da doenca de
Chagas ocorrem lentamente, apos 10 a 15 anos de infeccdo ou mais (Neves et al.,
2011).

Os tratamentos existentes (benzonidazol e nifurtimox) séo insatisfatorios visto
gue apresentam muitos efeitos adversos e ndo sdo eficazes na fase crbnica da

b

doenca devido a dificuldade de atingir a forma amastigota intracelular, né&o
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conseguindo suprimir a infeccdo por T. cruzi, além da diversidade genética do
parasito. Por exemplo, nifurtimox é eficiente em chagasicos crénicos na Argentina,

porém pouco eficaz em Minas Gerais (Neves et al., 2011).

O mecanismo de acdo de benzonidazol e nifurtimox é o mesmo. Ha indicios de
que agem pela formacao de radicais livres e/ou metabdlitos eletrofilicos.
Nifurtimox age contra as formas sanguineas e parcialmente contra as formas
teciduais. Os efeitos colaterais sdo: anorexia, emagrecimento, nauseas, vomitos,
alergia cutanea, mialgias, fraqueza, neuropatias periféricas, parestesias, dor de
cabeca, entre outros. Benzonidazol possui efeitos apenas contra as formas
sanguineas. Os efeitos colaterais observados sao: anorexia, perda de peso,
vertigens, dermatites urticariformes, cefaléia, sonoléncia e dores abdominais,

hiperexcitabilidade, depressado medular e polineuropatia (Brunton et al., 2008).

OBJETIVOS

Sintetizar, através de hibridacdo molecular, um novo hibrido curcumina-
cumarina (2) por micro-ondas e aquecimento convencional além de avaliar as

atividades antioxidante e anti-T. cruzi.
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METODOLOGIA

Sintese do hibrido curcumina-cumarina (2) LASOM 135

A curcumina foi obtida comercialmente (Sigma Aldrich®, St. Louis, MO,
Estados Unidos). Esta, por apresentar percentual de pureza de 70%, foi pré-
purificada através de coluna cromatogréafica de silica-gel 60, 70-230 mesh (Fluka-
Sigma Aldrich®, St. Louis, MO, Estados Unidos), e utilizando como sistema eluente,
cloroférmio:metanol 80:2 ou diclorometano:metanol 99:1 (solventes para analise:
Merck®, Darmstadt, Germany; FMaia, Cotia, S0 Paulo, Brasil). Foi adicionado 1 eq.
de acetoacetato de etila (Acros Organics®, Nova Jersey, Estados Unidos) em
presenca de &cido cloridrico (HCI 37%, Nuclear®, Diadema, SP, Brasil) ou trifluoreto
de boro eterato (BFs.Et,O, Acros Organics®, Nova Jersey, Estados Unidos), em
quantidade catalitica, utilizando como solvente etanol (99%, Nuclear®, Diadema, SP,
Brasil). Foram testadas as condi¢cdes de temperatura 100 °C, 75 °C e 60 °C e
diferentes tempos de reacédo. Utilizou-se como aquecimento o método convencional
e micro-ondas em vessels fechados (CEM Discover® Microwave). O esquema da

reacao € apresentado na Figura 4.

A molécula sintetizada foi identificada através de comparacdes com dados da
literatura encontrados sobre a curcumina e curmarinas. Os equipamentos utilizados
para caracterizacdo foram ressonancia magnética nuclear (RMN H* e C*® 300 MHz),
infravermelho (Spectrum BX Perkin-Elmer® Waltham, MA, Estados Unidos) e ponto

de fusdo (Fisatom®431, Sdo Paulo, SP, Brasil).
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Figura 4. Esquema geral da reacdo de Pechmann a partir da curcumina.
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Avaliacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada frente a radicais peroxila, em colaboracéo
com o prof. Dr. José Maria Montserrat (Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Federal de Rio Grande).

As amostras (curcumina, LASOM 135 e esculetina) foram diluidas a 5 e 50
MM. Pipetou-se 10 uL de cada solucdo de amostra diluida para placa de 96 pocos,
seis pocos por amostra. Os brancos foram preparados transferindo o0 mesmo volume
de solvente utilizado para dissolver a amostra (DMSO) com e sem ABAP e com e
sem H2DCF. O tampéao de reagao (127,5 pL), contendo 30 mM de HEPES (pH 7.2),
200 mM de KCIl e 1 mM de MgCl, foi adicionado as amostras. Apds, 7,5 uL de ABAP
10 mM foram adicionados a trés pocos de cada amostra, enquanto 0 mesmo volume
de agua Milli-Q foi adicionado aos pocos remanescentes. Imediatamente antes da
leitura da placa foram adicionados 10 pL de H,DCF (concentracéo final de 40 uyM).

O diacetato de 2',7'-dicloro-hidro-flurosceina (H,DCF-DA, Invitrogen, Sao
Paulo, SP, Brasil) foi previamente clivado através de hidrélise alcalina por 30
minutos, resultando no produto deacetilado H,DCF. As microplacas foram lidas em
um leitor de fluorescéncia (Victor2 D, Perkin-Elmer®, Waltham, MA, Estados Unidos)
programado para manter a temperatura em 37 °C a fim de induzir a termolise do
ABAP, produzindo entéo radicais peroxil. Apos, o H,DCF nao fluorescente € oxidado
pelos ROS ao composto fluorescente DCF, que é detectado nos comprimentos de
onda 485 nm e 520 nm (excitacdo e emisséo, respectivamente) por 90 minutos, com
leituras a cada 5 minutos. A producado de fluorescéncia total € calculada de acordo
com as equacbes descritas abaixo. Os resultados foram expressos em

porcentagem.
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(ABranco — AAmostra)
ACAP (%) = % 100
ABranco

ABranco = NF branco com ABAP — NF branco sem ABAP

AAmostra = NF amostra com ABAP — NF branco sem ABAP

NF (fluorescéncia liquida) = fluorescéncia com H2DCF — fluorecéncia sem H2DCF

Para a analise estatistica foi utilizado ANOVA de uma via seguida de Tukey.
Diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,01.

Atividade anti-Trypanosoma cruzi

Os experimentos foram realizados em colaboracdo com o Prof. Hugo

Cerecetto, da Universidad de La Republica Uruguay.

Epimastigotas de T. cruzi foram acondicionados em meio axénico (BHT-
triptose) com 5% de soro bovino fetal e mantidos a 28 °C. As células foram
recolhidas na fase log de crescimento, resuspensas, contadas em camara de
Neubauer’s e pipetadas para uma placa de 24 pogos, sendo a concentragao
ajustada a 2,0 x 10° células/mL. Adicionou-se ent&o a molécula em teste (curcumina
ou LASOM 135) em uma concentracdo de 25 pM (dgua MilliQ com 1% de DMSO).
Os controles foram realizados com e sem o veiculo (agua + 1% DMSO - controle
negativo) e nifurtimox (25 pM - controle positivo). O crescimento celular foi
mensurado a 610 nm em leitor de ELISA no dia 0 e no 5° dia. Os experimentos
foram realizados em duplicata e o percentual de inibicdo calculado segundo a

Ap—Alp

equacdo %inibiCio = {1 — Lb _Aﬁb]} x 100, onde Ap e AOp séo as absorbancias da

cultura com a molécula teste no 5° e 0 dia, respectivamente, e Ab e AOb sdo a
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absorbancia do branco (controle negativo) no 5° e 0 dia. Para a andlise estatistica foi
utiizado ANOVA de uma via seguida de Tukey. Diferencas foram consideradas
significativas quando p < 0,01.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sintese do hibrido curcumina-cumarina LASOM 135

Nenhuma das reacdes em que se utilizou como catalisador HCI mostrou
formacgao de produtos. Assim, foi necesséario empregar um acido de Lewis mais forte,
como o BF;.Et;0. Entretanto, ndo foi observado o consumo completo do material de
partida. As condi¢Oes testadas sao descritas na tabela 1.

Tabela 1. Condic¢des para a sintese do hibrido curcumina-cumarina.

Convencional Micro-ondas
Temperatura 100 °C 100°C 75°C 65°C 100 °C 100 °C 100 °C
Tempo 20 h 4h 4h 7h 5 min 2x5 min 2x5 min
Purificacdo Filtragéo Colun  Coluna Coluna Filtracéo, Coluna Coluna,
Recristalizagao a CCDP |[recristalizacéo CCDP
CCDP
Rendimento 20% 58% 90% 32% 34% 34% 34%

CCDP: cromatografia em camada delgada preparativa.

Com base nos resultados encontrados (Tabela 1) é possivel afirmar que quanto
maior o tempo de reacdo e a temperatura, menor o rendimento. O baixo rendimento
encontrado em 65 °C quando comparado a 75 °C é explicado pelo maior tempo de
reacdo e etapas de purificacdo. Além disso, quando se compara os métodos de
aquecimento, o rendimento em micro-ondas foi menor visto que possivelmente a
temperatura alcangada dentro do vessel € maior (aquecimento de “dentro para fora”)
gue a alcancada dentro do baldo de reacdo, que pode estar abaixo de 100 °C
(aquecimento de “fora pra dentro”). Segundo Bassoyouni et al. (2012), se o
aguecimento no micro-ondas for aplicado sem cuidado, este método pode destruir a

mais robusta das reacdes ja que o aquecimento ocorre a nivel molecular, como
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anteriormente citado. Além disso, os baixos rendimentos quando se emprega altas
temperaturas e sucessivos processos de purificacdo podem ser explicados pela
instabilidade inerente da curcumina, que degrada facilmente em presenca de luz e a

altas temperaturas (Mouloungui e Noirot, 2010).

Assim sendo, as melhores condi¢des para sintese do hibrido LASOM 135 séo
baixas temperaturas e curtos tempos de reacdo, em aquecimento convencional, 75

°C e 4 horas.

Figura 5. Deslocamentos quimicos de RMN H* (a) e C** (b) (ppm) de LASOM 135
(DMSO, 300 MH2).

O hibrido LASOM 135 foi obtido como um p6 amorfo vermelho fluorescente,
com ponto de fusdo 110-114 °C (curcumina = 174-177 °C). Bandas caracteristicas
foram observadas em IV: hidroxila fendlica em 3478 cm™ e carbonila simétrica de
lactona em 1718 cm™ e C-O de lactona em 1211 cm™ (Silverstein et al., 2005). Os
sinais de RMN H* e C*3 foram comparados com os dados encontrados na literatura
para a curcumina (Anderson et al., 2000; Payton et al., 2007) e sdo apresentados na
Figura 3. Além disso, estd anexado a este trabalho a analise de correlacéao
hidrogénio-carbono (HMQC).

Avaliacdo da atividade antioxidante

Foi avaliada a atividade antioxidante da curcumina, da esculetina (4), uma
cumarina natural com reconhecida capacidade antioxidante (Leung et al., 2005), e
do hibrido LASOM 135. Os resultados da atividade antioxidante sdo apresentados

na Figura 6.



33

A atividade antioxidante das trés moléculas testadas foram similares em 5 uM.
Entretanto, em 50 uM, as atividades apresentadas pela curcumina e LASOM 135
foram superiores a esculetina. A fim de avaliar o perfil antioxidante de LASOM 135,
foram testadas concentracdes menores frente aos radicais peroxila, no intervalo de
0,5 uM a 50 pM (Figura 7).

Ed 5 uM

LASOM135
T E3 50 uM

Curcumina

Esculetina

0 100
Capacidade antioxidante (AC,%)

Figura 6. Atividade antioxidante frente a radicais peroxil da esculetina, curcumina e

LASOM 135. Os resultados séo representativos para os trés experimentos (média *
SEM).
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Figura 7. Perfil antioxidante de LASOM 135.

De acordo com os resultados obtidos, o novo hibrido demonstrou forte
atividade antioxidante, apresentando mais de 80% desta capacidade na menor
concentracdo (0,5 uM). N&ao foi possivel calcular o ICsp, sendo necessarios novos

testes com concentracdes menores para esta determinacao.
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Os resultados encontrados estdo de acordo com os relatados na literatura.
Vianna e colaboradores (2012) demonstraram que 4-metil-cumarinas apresentam
boa atividade antioxidante frente a radicais peroxila, que est4d diretamente
relacionada com o numero de hidroxilas e grupos carbonilas. A esculetina é utilizada
em varios trabalhos que avaliam a atividade antioxidante de cumarinas e apresenta
um ICso de 13 uM frente a radicais peroxila (Hoult e Paya, 1996). Também, segundo
Banerjee et al. (2008), a curcumina inibe a peroxidagéo lipidica, com valores de ICs
de 23,2 uM. Além disso, a doagao de um atomo de hidrogénio da porc¢ao (3-di-cetona
para um radical peroxila lipidico ou alquila é descrita como responsavel pela maior

parte da acédo antioxidante da curcumina.

Assim, € provavel que tenha ocorrido uma contribuicdo do anel 4-metil-
cumarina na atividade antioxidante da curcumina na molécula LASOM 135 visto que
0 IC5p da mesma sera menor que 0,5 uM, valor inferior aos descritos na literatura

para a curcumina e esculetina frente a radicais peroxila.

Atividade anti-Trypanosoma cruzi

Os resultados encontrados estao ilustrados na Figura 8. O hibrido LASOM 135
inibiu de forma similar a curcumina o crescimento de epimastigotas de T. cruzi,
alcancando 97% de inibicdo a 25 puM, atividade superior a nifurtimox, que inibiu 39%
do crescimento de epimastigotas. Porém, LASOM 135 se mostrou menos potente

gue a curcumina, com ICsp = 11,8 uM e 2,1 uM, respectivamente.

Controle-l]]|

Nifurtimox -

LaSOM135 4=

-
Curcumina g

%inibicao’

Figura 8. Percentual de inibicdo em epimastigotas de T. cruzi a 25 uM. Os
resultados séo representativos de trés experimentos (média + SEM).
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Assim sendo, o novo hibrido pode ser considerada uma molécula promissora
visto que inibiu 2,5 vezes mais o crescimento de epimastigotas que o farmaco de
escolha para o tratamento da doenca de Chagas, nifurtimox. Entretanto, estudos de
citotoxicidade e seletividade fazem-se necessérios para melhor avaliar esta atividade
bioldgica.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Foi possivel otimizar a sintese do novo hibrido LASOM 135, que foi obtido com
otimo rendimento (90%), sendo que as melhores condicbes sédo aquecimento
convencional, 75 °C e 4 h de reacdo. Também se provou a formacdo do mesmo

através de métodos espectroscopicos, como IV, RMN H* e C*3,

O hibrido LASOM 135 apresentou forte atividade antioxidante frente a radicais
peroxila, sendo mais potente que a curcumina e o padrdo de cumarina utilizado
(esculetina) quando comparado a dados da literatura. Novos testes com
concentracfes menores sdo necessarios para o calculo de ICsop bem como outros
testes de avaliacdo da atividade antioxidante para aprofundar o conhecimento do
perfil de LASOM 135 (radicais peroxidos, hidroxila, etc).

Em relacdo a atividade anti-Trypanosoma cruzi, LASOM 135 se mostrou
promissor visto que, apesar de apresentar ICsy inferior a curcumina, apresentou
percentual de inibicdo superior ao farmaco de escolha para o tratamento da doenca
de Chagas, nifurtimox. Para o hibrido LASOM 135 se tornar um protétipo de novos
anti-chagasicos, a realizacdo de testes de citotoxicidade e seletividade sao

necessarios.

Ainda, como perspectiva, tem-se a possibilidade de sintese de um hibrido
duplo (5) e assim tornar possivel o estudo do efeito da hidroxila na atividade

antioxidante da curcumina e LASOM 135.



CAPITULO 2: Modificac&o estrutural de benzopiranos isolados de Hypericum
polyanthemum Klotzsch ex Reichardt
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INTRODUCAO

O género Hypericum (Guttiferae) possui cerca de 460 espécies, divididas em
30 secdes e distribuidas em praticamente todas as regibes do mundo, exceto
aquelas extremamente secas ou frias (Robson, 2006). Estudos fitoquimicos com
estas espécies revelaram a presenca de compostos fendlicos, sendo varias espécies
utilizadas na medicina tradicional. A planta mais conhecida do género é Hypericum
perforatum L., espécie européia utilizada para o tratamento da depresséo leve a
moderada (Bilia et al., 2002).

Hypericum polyanthemum Klotzsch ex Reichardt, uma das 18 espécies nativas
do Rio Grande do Sul, possui como metabolitos secundarios os benzopiranos HP1,
HP2 e HP3 (Ferraz et al., 2001), encontrados até 0 momento somente nesta planta.
Sao descritas varias atividades biologicas para esta espécie e seus compostos,
dentre as quais a atividade anti-Trichomonas vaginalis (Cargnin, 2011), protozoario
flagelado causador da doenca sexualmente transmissivel ndo viral mais frequente
no mundo. Na literatura € possivel encontrar outros benzopiranos com atividade

antiprotozoaria (Figura 9).
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Figura 9. Alguns benzopiranos com atividade antiprotozoaria.
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Assim sendo, baseado nos benzopiranos e outras moléculas com atividade
antiprotozoaria, planejou-se a modificacdo estrutural dos benzopiranos isolados de
H. polyanthemum através de aminagdo redutiva. Além disso, se avaliou a atividade
anti-T. cruzi dos benzopiranos isolados para a selecdo de um hit para novos
derivados com potencial atividade tripanomicida.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Hypericum polyanthemum e benzopiranos

O género Hypericum (Guttiferae) possui cerca de 460 espécies, divididas em
30 secdes e distribuidas em praticamente todas as regides do mundo, exceto
aquelas extremamente secas ou frias (Robson, 2006). No Brasil sédo encontradas 20
espécies, principalmente na regido sul do pais, sendo destas 18 nativas (Robson,
1990). Estudos fitoquimicos com estas espécies revelaram a presenca de
compostos fendlicos, como xantonas (Rocha et al., 1994), benzofenonas (Bernardi
et al., 2005), benzopiranos (Ferraz et al., 2001), floroglucinéis (Rocha et al., 1994;
Dall’agnol et al., 2005), xantonas (Hass, 2010), flavondides, acidos fendlicos e

taninos (Kitanov e Nedialkov, 1998).

Varias espécies sao utilizadas na medicina tradicional como antisséptica,
diurética, digestiva, agentes de cicatrizacdo, no tratamento de algumas doencas
microbianas (von Poser et al., 2006). A planta mais conhecida do género é
Hypericum perforatun L., espécie europé€ia, utilizada para o tratamento da depresséo
leve a moderada (Bilia et al., 2002; Cervo et al., 2002). Além disso, a hiperforina,
derivado de floroglucinol isolado desta planta, apresentou relevante atividade frente
a Plasmodium falciparum, protozoéario causador da maléria (Verota et al., 2007).
Derivados de floroglucinol de outra espécie, H. erectum, também apresentaram

interessante atividade frente ao mesmo protozoario (Moon, 2010).
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Hypericum polyanthemum Klotzsch ex Reichardt, uma das 18 espécies nativas
do Rio Grande do Sul, possui como metabdlitos secundarios xantonas, flavonéides,
taninos (Dall’agnol et al., 2003), um floroglucinol — uliginosina B (Nor et al., 2004) e
os benzopiranos HP1, HP2 e HP3 (Ferraz et al., 2001), encontrados até o momento
somente nesta planta (Figura 10).

O OMe O OMe i
MeO o HO o MeO o
HP1 HP2 HP3
Figura 10. Benzopiranos isolados de H. polyanthemum.

O nucleo benzopirano, ou cromeno, esta presente em varios produtos naturais
e em prototipos farmacéuticos. A maioria dos benzopiranos com atividade biolégica
relatados até o momento pertencem a familia 2,2-di-metil-2H-benzopirano, familia a
gual os benzopiranos encontrados em H. polyanthemum fazem parte (Govender et
al., 2006).

Sao descritas varias atividades bioldgicas para H. polyanthemum e seus
compostos, dentre as quais a atividade anti-Trichomonas vaginalis do extrato n-
hexano e benzopiranos (Cargnin, 2011), efeito antinociceptivo mediado pelo sistema
opidide do HP1 (Haas et al.,, 2010), atividade antibacteriana de HP2 e HP3
(Dall’agnol et al., 2005); atividade acaricida do extrato hexano (Ribeiro et al., 2007);
atividade antiproliferativa de HP1, HP2 e HP3 (Ferraz et al., 2005; Grivicich et al.,

2008) e atividade de HP3 como inibidor da monoamino oxidase (Gnerre et al., 2001).

Devido ao potencial terapéutico de H. polyanthemum, o seu cultivo in vitro e
posterior cultivo a campo foram estabelecidos por Bernardi e colaboradores (2007,
2008), o que levou a um aumento de biomassa e acumulo de metabdlitos
secundarios. Além disso, a extracdo dos benzopiranos foi otimizada através de
extracdo por fluido supercritico, 0 que permite uma extragcdo mais seletiva destas
moléculas. Nas condicbes estabelecidas por Cargnin e colaboradores (2010), o

rendimento destas moléculas em relacdo a massa de extrato chegou a 70,75%.
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Como j& citado anteriormente, Cargnin (2011) demonstrou que 0s
benzopiranos isolados de H. polyanthemum apresentam atividade anti-Trichomonas
vaginalis. Também foi demonstrado que estes benzopiranos provocam danos a
membrana celular do protozoario e ndo sdo hemoliticos, evidenciando seletividade a
membrana do parasito. Com base nos resultados obtidos por Cargnin (2011), é
possivel estabelecer uma relagédo estrutura atividade visto que somente HP1 e HP2
apresentaram atividade anti-Trichomonas vaginalis. Dessa forma é possivel inferir
que a presencga ou ndo de hidroxilas influenciam na atividade antiprotozoéaria Ao se
buscar na literatura outros benzopiranos com atividade antiprotozoéria (Figura 9),
constata-se foi relatada a atividade contra Plasmodium falciparum, Leishmania
brasiliensis e Trypanosoma cruzi. A lipofilicidade das moléculas é importante no que
diz respeito ao desenvolvimento de novos farmacos antiparasitarios, ja que cadeias
laterais longas de grupos alquilas permitem a interacdo da molécula com os lipideos
de membrana e a sua consequente penetracdo no citoplasma do parasito (Cargnin,
2011). Além disso, ha presenca de heteroatomos, principalmente nitrogénio, em

moléculas com atividade antiprotozoaria, como o nifurtimox.

Aminacéao redutiva

A aminacao redutiva € o um dos métodos mais utilizados para a adicdo de
atomos de nitrogénio com diferentes cadeias laterais a moléculas contendo grupo
cetona ou aldeido (Clayden et al., 2001; McMurry, 2008).

Neste processo, ha a formacao de imina (amina primaria), ou enamina (amina
secundaria), que é posteriormente reduzida a amina pelo cianoboroidreto de sédio,
ou outros agentes redutores (Allinger et al., 1991; Clayden et al., 2001; McMurry,
2008). O uso de cianoboroidreto de sédio, apesar de sua maior toxicidade em
relacdo a outros agentes redutores, € justificado pela sua maior reatividade com
aminas do que com cetonas, sendo redutor somente do ion iminium formado (Figura
11) (Carey e Sundberg, 2007). A reducéo direta geralmente é escolhida visto que o
grupo imina € muito instavel, podendo ser facilmente hidrolisado durante o processo

de purificacdo (Clayden et al., 2001).
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A condicdo critica para esta reacdo € o pH, que deve estar entre 4-5 para
permitir a protonacéo da carbonila e formar a carbinolamina, facilitando a saida de
agua, e também evitar a total protonagcdo da amina, que impediria a etapa de adi¢ao
nucleofilica (Allinger et al., 1991; Clayden et al., 2001).
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Figura 11. Mecanismo esquematico da reacdo de aminacgéao redutiva.
OBJETIVOS

Avaliacdo da atividade anti-T. cruzi dos benzopiranos isolados de H.
polyanthemum e modificar estruturalmente os mesmos através de aminacao

redutiva.

METODOLOGIA

Isolamento dos benzopiranos a partir de H. polyanthemum

As partes aéreas de H. polyanthemum foram coletadas no periodo de floracéo
em Cacapava do Sul (RS, Brasil), em dezembro de 2010, sob autorizacdo do

CGEN/IBAMA 003/2008 P 02000.001717/2008-60. O material testemunha foi
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depositado no Herbario do Departamento de Botanica da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (ICN Bordignon 3118). Apéds a coleta, as partes aéreas foram
selecionadas, secas em temperatura ambiente e trituradas em moinho de facas (1

mm mesh).

O material vegetal particulado foi extraido por maceracao estatica a frio, com n-
hexano, renovando-se o solvente a cada 24 horas, durante 5 dias. O extrato foi
filtrado, concentrado em evaporador rotatério e tratado com acetona para remoc¢ao
das ceras epicuticulares. Em seguida, submeteu-se o extrato a fracionamento por
coluna cromatografica flash. As fracbes contendo HP1l, HP2 e HP3 foram
submetidas novamente a coluna cromatografica. Em ambos os casos utilizou-se
silica-gel 60 70-230 mesh (Merck® Darmstadt, Alemanha) como adsorvente e
diversos sistemas eluentes (hexano e diclorometano). Todos os solventes utilizados

eram de grau para analise (FMaia, Cotia, SP, Brasil).

Aminacéao redutiva dos benzopiranos de H. polyanthemum

Foram utilizados dois protocolos para a aminagao redutiva dos compostos. No
protocolo desenvolvido por Graebin et al. (2010) com modificacbes, HP1, HP2 e
HP3 foram solubilizados em diclorometano ou tolueno seco e reagidos com 4 eq. de
propilamina (Acros Organics®, Nova Jersey, Estados Unidos) e acido acético glacial
(pH = 5,0, Merck®, Darmstadt, Alemanha) por 3 h, a temperatura ambiente. Apds,
adicionou-se 3 eq. de NaCNBH; (Fluka-Sigma Aldrich®, St. Louis, MO, Estados

Unidos), e a reacao foi cessada em diferentes tempos.

Em micro-ondas (CEM Discover® Microwave), utilizou-se o protocolo
desenvolvido por Dong et al. (2010). Os benzopiranos foram dissolvidos em etanol,
adicionou-se 15 eq. de acetato de aménio (Acros Organics®, Nova Jersey, Estados

Unidos) e 1,2 eq de NaCNBHs, a 130 °C_A reacao foi cessada em 2 e 15 minutos.

Apés a reacado, adicionou-se agua, basificou-se com bicarbonato de sodio
(solucdo saturada, Nuclear®, Diadema, SP, Brasil) e a fase organica foi extraida com

acetato de etila (Vetec®, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Secou-se a fase organica com
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Na;SO, (Vetec®, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e concentrou-se a fase organica em
evaporador rotatério. Para purificacdo, utilizou-se coluna cromatografica utilizando
como adsorvente silica-gel (70-230 mesh, Merck®, Darmstadt, Alemanha) e eluente
cloroférmio  (Merck®, Darmstadt, Alemanha). Os produtos obtidos foram
caracterizados por ponto de fusdo (Fisatom® 431, Sdo Paulo, SP, Brasil), quando
aplicavel, IV (Spectrum BX Perkin-Elmer®, Waltham, MA, Estados Unidos) e RMN de
H* (300 e 60 MHz).

Avaliacdo da atividade anti-Trypanosoma cruzi dos benzopiranos
isolados de H. polyanthemum

Os experimentos foram realizados em colaboracdo com o Prof. Hugo

Cerecetto, da Universidad de La Republica Uruguay.

Epimastigotas de T. cruzi foram acondicionados em meio BHT com 5% de soro
bovino fetal, a 28 °C. As células foram recolhidas na fase log de crescimento,
resuspensas, contadas em camara de Neubauer e pipetadas para uma placa de 24
pocos, sendo a concentracdo ajustada a 2,0 x 10° células/mL. Adicionou-se entdo a
molécula em teste (HP1, HP2 ou HP3) em uma concentracdo de 25 uM (agua MilliQ
com 1% de DMSO). Os controles foram realizados com e sem o veiculo (1% DMSO
em agua MilliQ) e nifurtimox (25 uM - controle positivo). O crescimento celular foi
mensurado a 610 nm em leitor de ELISA no dia 0 e no 5° dia. Os experimentos
foram realizados em duplicata e o percentual de inibicdo calculado segundo a

equacao

%inibigécr:{l — Lﬁ]} x 100, onde Ap e AOp sédo as absorbancias da

cultura com a molécula teste no 5° e 0 dia, respectivamente, e Ab e AOb séo a
absorbancia do branco (controle negativo) no 5° e 0 dia. Para a analise estatistica foi
utilizado ANOVA de uma via seguida de Tukey. Diferencas foram consideradas

significativas quando p < 0,01.
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Aquelas moléculas em que o percentual de inibicdo foi superior a 50%, foi
realizado o teste de citotoxicidade inespecifica em macréfagos de roedores (Castro
et al.,, 2009), bem como o calculo de seletividade relacionando a toxicidade em

macroéfagos e epimastigotas.

Células de macréfagos de roedores J-774 (ATCC, USA) foram mantidas por
passagem em DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) contendo 4 mM de L-
glutamina e suplementado com 10% de soro bovino fetal soro bovino fetal inativado
por calor. As células J-774 foram semeadas em microplacas de 96 pocos (1,0 x 10°
células por po¢o) com 200 pL de meio RPMI 1640 suplementado com 20% de soro
bovino fetal inativado por calor. As células foram deixadas em ar umido com 5%
CO,/95% ar atmosférico, 37 °C por 48 h para adesdo. Apos, as células foram
expostas aos compostos (1 — 400 uM) por 48 h e entédo lavadas com tampéo PBS e
incubadas a 37 °C com MTT (0,4 mg/mL) por 3 h. O formazan foi dissolvido em

DMSO (180 pL) e a densidade optica foi mensurada em 595 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento e caracterizacdo dos benzopiranos de H. polyanthemum

Os benzopiranos foram isolados com rendimentos similares aos encontrados
por Cargnin et al. (2010), sendo de 0,28% para HP1, 0,15% para HP2 e 0,19% para
HP3, em relacdo a massa seca de planta. Os pontos de fusdo para 0s mesmos
foram determinados bem como os sinais de RMN H* atribuidos (Ferraz et al., 2001)
(Figura 12).

Os espectros de infravermelho também estdo de acordo com o relatado por
Ferraz et al. (2001), sem a presenca de banda de hidroxila tanto no espectro do HP2
como HP3. Este efeito ocorre devido a forte ponte de hidrogénio existente entre a

carbonila e a hidroxila fendlica. Apesar disto, o espectro de RMN H*! mostrou o sinal
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referente a mesma, confirmando o isolamento de HP2 e HP3, que diferem em seus
espectros somente no deslocamento do singleto do hidrogénio aromatico, presente
em campo mais alto no HP3 ja que o proton € menos blindado pela metoxila do que
pela hidroxila (HP2). O espectro de RMN H* do HP1 n&o mostra pico de hidroxila e
sim singleto com integracdo de seis hidrogénios em 3.73 ppm referente as

metoxilas, confirmando, também, o isolamento de HP1.

HP1 ' HP2 HP3
PF =63-65 °C PE = 68-69 °C PF = 65-67 °C

Figura 12. Pontos de fusdo e deslocamentos quimicos de RMN H! (CDCls) para os
benzopiranos isolados de H. polyanthemum.

Aminacéao redutiva

Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 2. Em relagéo ao solvente
utilizado, em diclorometano a reacdo nao ocorreu. Isto pode ser explicado pela baixa
reatividade dos benzopiranos isolados de H. polyanthemum uma vez que a presenca
de grupos desativadores no anel aromatico (metoxila e hidroxila) diminui a
reatividade da carbonila, havendo necessidade de utilizar solvente seco na reacéo
para nao deslocar o equilibrio na etapa de formacdo do ion iminium (Figura 11).
Além disso, a utilizacdo de solventes apolares favorece a formacdo do produto
desejado, ja que ndo solvata a carbonila nem a amina que faz o ataque nucleofilico.
Dessa forma, as reacbes foram novamente realizadas em tolueno seco, solvente
mais indicado para este tipo de reacdo (McMurry, 2008). Os resultados das

diferentes condi¢cdes empregadas estédo descritos na tabela 2.

Em tolueno seco, utilizando método convencional, foi possivel observar a
formacédo de produtos partindo-se de HP2 e HP3, sendo que este ultimo foi 0 mais

reativo e apresentou melhores rendimentos em apenas 2 dias de reac¢do. O HP1
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praticamente ndo reagiu, pois mesmo apoOs trés dias mostrou somente tracos de
produto formado. A baixa reatividade da carbonila destes benzopiranos € inerente,
pois séo aril-cetonas, e a presenca dos grupos metoxila e hidroxila, que doam
elétrons ao anel aroméatico, também desfavorecem a reacédo, resultando em baixo a
médio rendimento (Dong et al., 2010). No caso do HP1, ndo h& formacao de ponte
de hidrogénio pela auséncia da hidroxila vizinha a carbonila, como ocorre em HP2 e
HP3, fazendo com que a densidade eletrbnica em torno da carbonila seja maior e
assim dificulte a reacdo nas condicbes empregadas.

Tabela 2. Resultados obtidos nas aminagdes redutivas dos benzopiranos HP1, HP2
e HP3.

Convencional Micro-ondas
HP2 HP3 HP1
HP1
LASOM 170 LASOM 137 LASOM 138
Tempo 8d. 1d 2d 3d 3,5d 1d 2d 3d 4m 8m
Rendimento * 36% 10% 38% 31% 44% 51% 36% 74%  16%

*Tracos de produto foram observados em CCD; d = dias, m = minutos.

Dessa forma, procedeu-se a reacdo em micro-ondas, conforme protocolo
descrito por Dong et al. (2010) para aril-cetonas pouco reativas. Nas condi¢cdes
empregadas, obteve-se um bom rendimento do produto aminado em 4 minutos para
HP1. Os benzopiranos HP2 e HP3 se mostraram sensiveis as condi¢des reacionais,

possivelmente devido a alta temperatura, formando muitos produtos intermediarios.

No espectro de RMN de H' do LASOM 138 é possivel observar leve alteracdo
nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios proximos ao grupo alterado quando
comparado ao HP1 além do aumento da integracdo de 6 para 9 e a presenca de
sinais sobrepostos em aproximadamente 3.6 ppm, confirmando a adicdo do grupo

propilamina. O ponto de fusdo também foi alterado (Figura 13).

No caso do LASOM 170, o ponto de fusdo também foi alterado em relacdo ao
HP2. Além disso, como em LASOM 137, o numero de hidrogénios obtidos pela
integracdo no espectro de RMN H* condiz com o ntimero de hidrogénio da molécula

sendo possivel também observar mudancas no campo magnético da hidroxila



47

fendlica, que passou para de 14 ppm para 8 ppm, e nas metilas vicinais proximas a
carbonila. Outros sinais que n&o estavam presentes no espectro do HP2 sao
visiveis, como o singleto do préton da amina em 3.52 ppm, o dubleto em 4.98 ppm
e 0s sinais de metilas em torno de 1 ppm. No espectro de IV foi possivel observar o
aparecimento de banda de hidroxila em 3251 cm™, que em HP2 n&o era visivel, e de
amina em 3411 cm™. Assim sendo, a sintese do LASOM 170 foi confirmada (Figura
13).

a 1.26-0.82,m al.26-0.82,m
372s  3.58s 1
, 211, m 61,5 8.80,s 214 3.52,;s 3.74,s
NH, OMe NH ~OH "SNH OMe

LaSOM138 LaSOM137 LaSOM170
PF = oleoso PF =99-103 °C PF = oleoso

Figura 13. Produtos obtidos por aminacdo redutiva e seus respectivos
deslocamentos quimicos de RMN H*, CDCls;, LASOM 138 em 300 MHz, LASOM 170
e LASOM 137 em 60 MHz.

Em relacdo ao LASOM 137, o ponto de fusédo foi alterado significativamente em
relacdo ao HP3. O numero de hidrogénios obtidos pela integracdo no espectro de
RMN H! condiz com o ntmero de hidrogénio da molécula. Além disso, foi possivel
observar mudancas no campo magnético principalmente na hidroxila fendlica, que
passou para campo magnético mais alto (de 14 ppm para 8 ppm), e nas metilas
vicinais proximas a carbonila. Além disto, outros sinais, que ndo estavam presentes
no espectro do HP3, s&o visiveis, como o singleto” do préton da amina em 1.61 ppm,
0 dubleto em 4.85 ppm e outros sinais de metilas em torno de 1 ppm. No espectro

de 1V foi possivel observar o aparecimento de banda de hidroxila em 3250 cm™, que

Em RMN H', os prétons ligados ao nitrogénio séo desacoplados do &tomo de nitrogénio e dos prétons

dos carbonos adjacentes, aparecendo no espectro como um singleto (Silverstein et al., 2005).
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em HP3 ndo era visivel, e de amina em 3408 cm™. Assim sendo, a sintese do
LASOM 137 foi confirmada (Figura 13).

A frequéncia do proton da amina é diferente quando se compara 0s espectros
de LASOM 170 e LASOM 137 devido a ponte de hidrogénio possivelmente mais
forte entre a amina e a hidroxila em LASOM 170 que em LASOM 137. Este
comportamento também pode ser evidenciado na diferenca de reatividade entre HP2
e HP3, sendo que as reacdes de aminacéo redutiva partindo de HP2 apresentaram

menor rendimento quando partindo de HP3.

Atividade anti-Trypanosoma cruzi

A atividade anti-T. cruzi foi avaliada a fim de eleger um hit entre os
benzopiranos de H. polyanthemum e assim originar uma colegdo de moléculas com

potencial atividade contra epimastigotas de T. cruzi.

O HP2 foi a molécula mais ativa, mostrando percentual de inibicdo superior ao
nifurtimox na dose de 25 uM, farmaco de escolha no tratamento da doenca de
Chagas (Figura 14). Além disso, apresentou ICso de 25 UM (ICso niturimox = 39 UM) e
seletividade 2,5 vezes maior para células de epimastigotas que macrofagos. O
ensaio de citotoxicidade mostrou ICsp = 62,5 UM, superior a dose que inibe 50% do

crescimento de epimastigotas.

Controle-%-l
Nifurtimox o ///////////////%

60

% de inibic&o

Figura 14. Percentual de inibicdo dos compostos testados em epimastigotas de T.
cruzi.
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Outros benzopiranos (Figura 9) também apresentaram esta atividade, como 0s
isolados por Marucci e colaboradores (2001) do prépolis brasileiro, testados frente
tripomastigotas, forma circulante do protozoario no hospedeiro; por Severino e
colaboradores (2009), de Hortia oreadica (Rutaceae), frente a T. brucei
rhodesienses e por Batista ecolaboradores (2008) frente a epimastigotas de T. cruzi
(ICs = 2,82-558,3 uM), entre outros.

Assim sendo, o HP2, por apresentar atividade superior ao nifurtimox e
seletividade com baixa citotoxicidade, pode ser considerado um protétipo para
futuras modulacbes quimicas objetivando a obtencdo de novos candidatos a

farmacos com atividade anti-T. cruzi.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Foi possivel isolar e caracterizar os benzopiranos HP1, HP2 e HP3 de H.
polyanthemum bem como obter trés moléculas inéditas destes compostos (LASOM
138, LASOM 170, LASOM 137), ja caracterizados parcialmente, sendo ainda
necessario realizar o espectro de RMN C*3. Também foi possivel observar que os
benzopiranos isolados sdo sensiveis a altas temperaturas e longos tempos de
reacdo (maiores que 3 dias). Como perspectivas tém-se a adicdo de outras aminas,
como benzilamina, hidrazina, etc., além de outras modificacdes, como a alquilacéo
da hidroxila fendlica em HP2 e HP3, reducéo da dupla ligacdo do anel pirano com

adicdo de grupos alquil-amina, entre outros.

Também foi possivel eleger um novo hit para novas drogas com atividade anti-
T. cruzi, ja que HP2 mostrou seletividade para as células dos epimastigotas. Como
perspectivas tém-se a obtencdo de derivados aminados de HP2 e experimentos de
avaliacdo da atividade destes compostos, além da obtencdo de sais para os testes
frente a Trichomonas vaginalis, onde as condicdes in vitro desfavorecem a aplicacéo

de moléculas apolares.



CAPITULO 3: Avaliacdo da atividade larvicida do extrato de H. polyanthemum
(Guttiferae) e seus compostos majoritarios contra Aedes aegypti (Culicidae)
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Aedes aegypti € um mosquito distribuido em todo mundo sendo responséavel
por transmitir o virus da dengue e da febre amarela (Gubler, 2005). Nos paises
tropicais e subtropicais é estimado que 3,5 bilhdes de pessoas estdo em risco de
infeccdo por dengue (Kyle e Herris, 2008). Além disto, o0 mosquito pode também
transmitir arbovirose causada pelo virus Chikungunya na Asia (Schwartz e Albert,
2010; Singh e Unni, 2011). O controle de A. aegypti pode ser realizado pela
eliminacdo dos criadouros, como agua parada, e pelo uso de inseticidas. Muitos
destes produtos agem no sistema nervoso central dos insetos pela interferéncia nos
canais de soOdio certosreceptores e enzimas. O constante uso, entretanto, pode
induzir resisténcia, que incluem a reducdo da penetracédo do inseticida, aumento na

taxa enzimatica e sensibilidade diminuida do sitio de agéo (Braga e Vale, 2007).

Algumas espécies de Hypericum (Guttiferae) tém sido testadas contra larvas de
importancia medicinal e agricola. O extrato hidrodestilado de H. scabrum se mostrou
larvicida contra o vetor do virus do Oeste do Nilo, Culex pipiens (Diptera: Culicidae)
(Cetin et al., 2011). O extrato aquoso de H. perforatum demonstrou efeito na eclosao
de ovos em diferentes estagios da mosca de importancia aquicola, Bemisia tabaci
(Hemiptera: Aleyrodidae) (Al-mazra’awi e Ateyyat, 2009), enquanto 0 extrato
acetona:metanol mostrou atividade inseticida e reguladora do crescimento em

Oncopeltus fasciatus (Hemiptera: Lygaeidae) (Alexenizer e Dorn, 2007).

O extrato lipofilico de H. polyanthemum tem como compostos majoritarios os
benzopiranos HP1, HP2 e HP3 (Ferraz et al., 2001). De acordo com a literatura,
estas moléculas inibem algumas monoamina oxidades (Gnerre et al., 2001). Além
disso, sdo estruturalmente similares aos precocenos, descritos como inibidores dos
horménios juvenilizantes e da alimentacdo em muitas espécies (Szczepanik et al.,
2005; Bowers et al., 1976; Oliveira Filho et al., 1980; Wilson et al., 1983; Bitsch e
Bitsch, 1984; Ayoade, 1996). Analogos de reguladores do crescimento ou horménios
juvenilizantes sdo considerados inseticidas alternativos uma vez que agem em

doses subletais no desenvolvimento e reproducdo dos insetos.

Entdo, considerando os aspectos estruturais dos benzopiranos e o fato de o

género Hypericum néo ter sito avaliado contra espécies de Aedes, este capitulo tem
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como objetivo avaliar a atividade larvicida e reguladora do crescimento do extrato
lipofilico de H. polyanthemum e compostos isolados, HP1, HP2 e HP3, em A.
aeqypti. Os resultados sao apresentados e discutidos na forma de manuscrito

cientifico.

Aedes aegypti € um mosquito distribuido em todo mundo sendo responsavel
por transmitir o virus da dengue e da febre amarela (Gubler, 2005). Nos paises
tropicais e subtropicais é estimado que 3,5 bilhdes de pessoas estdo em risco de
infeccdo por dengue (Kyle e Herris, 2008). Além disto, o mosquito pode também
transmitir arbovirose causada pelo virus Chikungunya na Asia (Schwartz e Albert,
2010; Singh e Unni, 2011).

O controle de A. aegypti pode ser realizado pela eliminacdo dos criadouros,
como agua parada, e pelo uso de inseticidas. Muitos destes produtos agem no
sistema nervoso central dos insetos pela interferéncia nos canais de sodio
certosreceptores e enzimas. O constante uso, entretanto, pode induzir resisténcia,
gue incluem a reducdo da penetracdo do inseticida, aumento na taxa enzimatica e

sensibilidade diminuida do sitio de acéo (Braga e Vale, 2007).

Algumas espécies de Hypericum (Guttiferae) tém sido testadas contra larvas de
importancia medicinal e agricola. O extrato hidrodestilado de H. scabrum se mostrou
larvicida contra o vetor do virus do Oeste do Nilo, Culex pipiens (Diptera: Culicidae)
(Cetin et al., 2011). O extrato aquoso de H. perforatum demonstrou efeito na ecloséo
de ovos em diferentes estagios da mosca de importancia aquicola, Bemisia tabaci
(Hemiptera: Aleyrodidae) (Al-mazra’awi e Ateyyat, 2009), enquanto 0 extrato
acetona:metanol mostrou atividade inseticida e reguladora do crescimento em

Oncopeltus fasciatus (Hemiptera: Lygaeidae) (Alexenizer e Dorn, 2007).

O extrato lipofilico de H. polyanthemum tem como compostos majoritarios os
benzopiranos HP1, HP2 e HP3 (Ferraz et al., 2001). De acordo com a literatura,
estas moléculas inibem algumas monoamina oxidades (Gnerre et al., 2001). Além
disso, sdo estruturalmente similares aos precocenos, descritos como inibidores dos

horménios juvenilizantes e da alimentacdo em muitas espécies (Szczepanik et al.,
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2005; Bowers et al., 1976; Oliveira Filho et al., 1980; Wilson et al., 1983; Bitsch e
Bitsch, 1984; Ayoade, 1996). Analogos de reguladores do crescimento ou horménios
juvenilizantes sao considerados inseticidas alternativos uma vez que agem em

doses subletais no desenvolvimento e reproducdo dos insetos.

Entdo, considerando os aspectos estruturais dos benzopiranos e o fato de o
género Hypericum ndo ter sito avaliado contra espécies de Aedes, este capitulo tem
como objetivo avaliar a atividade larvicida e reguladora do crescimento do extrato
lipofilico de H. polyanthemum e compostos isolados, HP1, HP2 e HP3, em A.
aeqypti. Os resultados seréo descritos brevemente a seguir visto que 0 manuscrito

cientifico foi submetido a revista “Industrial Crops and Products”.

A atividade larvicida frente a Aedes aegypti do extrato n-hexano de H.
polyanthemum e dos benzopiranos isolados HP1, HP2 e HP3 foi avaliada. HP2 e
HP3 apresentaram atividade semelhante (LCso = 34 e 41,4 ug/mL, respectivamente)
enquanto que o HP1 foi dez vezes mais potente (LCso = 3,4 pug/mL). Isto demonstra
gue a atividade do extrato n-hexano de H. polyanthemum (LCso = 121 pug/mL) pode
ser atribuida aos benzopiranos. Também é possivel prever uma relacdo estrutura
atividade ja que as moléculas com grupos mais eletrodoadores, como -OH em HP2

e HP3, foi prejudicial para a atividade larvicida.

A atividade reguladora do crescimento foi avaliada quanto a eclosdo de pupas
e adultos durante 16 dias. Testou-se a molécula mais ativa, HP1, e o extrato n-
hexano de H. polyanthemum. A atividade apresentada pelo extrato foi mais
pronunciada que a do HP1, sendo que o primeiro alterou a eclosdo de pupas de 5
dias (controle) para 7 e 14 dias (LCyp = 53 pg/mL e LCy = 71 pg/mL,
respectivamente). Ja4 HP1, alterou somente a eclosdo de adultos, aumentando o

periodo de desenvolvimento para 9 dias na LC3z = 2,1 pg/mL.

Com base nestes resultados, tanto o extrato n-hexano de Hypericum
polyanthemum como o HP1 podem ser adequados no que diz respeito a busca e

desenvolvimento de novos inseticidas.



DISCUSSAO GERAL
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O uso de plantas para o tratamento e alivio de sintomas é pratica comum e
crescente na medicina popular (Canter et al., 2005), sendo tdo antigo quanto a
espécie humana. Ao longo da histéria, os produtos naturais tém sido fonte de
recursos terapéuticos devido a sua ampla diversidade quimica e biologica. A
Organizacao Mundial da Saude (OMS) estima que de 60% da populacdo mundial
utiliza praticas da medicina tradicional, como plantas medicinais, para o tratamento
de doencas (OMS, 2002).

Exemplos destas substancias e das suas aplicabilidades no tratamento e cura
de doencas sdo o emprego consolidado de diversos compostos isolados de plantas,
obtidos diretamente da matéria prima vegetal ou a partir de sintese e semi-sintese
de estruturas precursoras por elas produzidas. Os glicosideos cardiotbnicos,
presentes em espécies do género Digitalis, sdo utilizados no tratamento de
insuficiéncia cardiaca (Rahomtoola e Tak, 1996). O taxol, produto isolado de Taxus
brevifolia, € um dos antineoplasicos mais empregados na terapia contra o cancer
(Joshua et al.,, 2004). Ainda, Hypericum perforatum € uma planta largamente
utilizada para o tratamento de depressao leve a moderada, provavelmente por acao
dos compostos fendlicos hipericina, pseudo-hipericina e hiperforina (Cervo et al.,
2002). Além disso, pode-se citar a galantamina, alcaléide obtido de varios géneros
da familia Amaryllidaceae, empregada na postergacdo do desenvolvimento dos
sintomas da doenca de Alzheimeir (Heinrich e Teoh, 2004), os ginkgolideos, como
agentes neuroprotetores produzidos por espécies do género Panax (Ye et al., 2009)
e a artemisinina, de Artemisia annua, composto alvo de recentes inovacfes na

tecnologia de farmacos antimalaricos (Kouznetsov e Gomez-Barrio, 2009).

A atividade antiparasitaria de espécies da familia Guttiferae contendo
diferentes derivados de compostos fendlicos, especialmente os derivados de
cumarinas e benzopiranos, vem se mostrando promissora, como discutido
anteriormente. Também, a curcumina, extraida de Curcuma longa L., esta presente
em condimentos e varios alimentos como corante, demonstrou sua efetividade em
testes pré-clinicos contra Trypanosma cruzi em camundongos, reduzindo a

parasitemia e parasitismo nestes animais, além de aumentar a sobrevivéncia
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(Nagajyothi et al., 2012). Neste sentido, planejou-se a hibridagdo molecular entre a
curcumina e cumarina, além da obtencdo de novos derivados aminados dos
benzopiranos isolados de Hypericum polyanthemum. Em outra frente de trabalho,
testou-se a atividade larvicida contra Aedes aegypti do extrato lipofilico de H.
polyanthemum e benzopiranos isolados visto que 0os mesmos sao similares aos
precocenos, moléculas conhecidas pela sua atividade inseticida e larvicida (Bowers
et al., 1976; Oliveira Filho et al., 1980; Wilson et al., 1983; Bitsch e Bitsch, 1984,
Ayoade, 1996; Szczepanik et al., 2005).

A hibridagdo molecular entre a curcumina e cumarina foi realizada com 90% de
rendimento, a 75 °C, 4 h de reagdo, em aquecimento convencional. O uso do
aguecimento em micro-ondas foi inferior ao convencional quando utilizado a 100 °C.
Isso se deve provavelmente a maior temperatura alcancada no meio reacional em
micro-ondas do que no convencional visto que o aquecimento ocorre “de dentro para
fora” e a temperatura mensurada no aquecimento convencional pode ser superior ao
interior do baldo de reacdo. A atividade antioxidante e anti-Trypanosoma sp. foi
relatada tanto para a curcumina (Masuda et al., 1999; Banerjee et al., 2008; Khalil et
al., 2012; Nagajyothi et al., 2012) como para cumarinas (Hoult e Paya, 1996; Leitdo
et al., 2004; Vianna et al., 2012). Assim sendo, se avaliou se hibridagcdo molecular
contribuiria para a atividade dos farmacoforos isolados. O hibrido obtido apresentou
forte atividade antioxidante, demonstrando que as por¢des farmacoforicas
contribuiram para a atividade. Em relacdo a atividade tripanomicida, a mesma foi
inferior & curcumina, entretanto superior ao nifurtimox. Para melhor avaliar a

contribuicao da hibridacdo molecular, testes de toxicidade se fazem necessarios.

A obtencao de derivados aminados dos benzopiranos foi planejada a fim de
aumentar a solubilidade pela presenca de grupos amina, o que possibilita a
formacédo de sais, e a lipofilia destes compostos, visto que HP1 e HP2 apresentaram
atividade anti-Trichomonas vaginalis (Cargnin, 2011). Foram obtidas trés moléculas
inéditas: LASOM 138 de HP1, LASOM 170 de HP2 e LASOM 137 de HP3. As
moléculas LASOM 170 e LASOM 137 foram obtidas com baixo a médio rendimento

em longo tempo de reacdo, a temperatura ambiente. LASOM 138 foi obtida por



57

sintese assistida por micro-ondas visto que o HP1 é pouco reativo pela presenca de
grupos doadores de elétrons (-OMe) e auséncia de ponte de hidrogénio entre a
cetona aromatica e outro grupo, como as hidroxilas presentes em HP2 e HP3.

A atividade larvicida frente a Aedes aegypti do extrato n-hexano de H.
polyanthemum e benzopiranos isolados era esperada visto que os benzopiranos séo
similares aos precocenos, descritos como inibidores dos hormonios juvenilizantes e
da alimentacdo em muitas espécies (Bowers et al., 1976; Oliveira Filho et al., 1980;
Wilson et al., 1983; Bitsch e Bitsch, 1984; Ayoade, 1996; Szczepanik et al., 2005).
Analogos de reguladores do crescimento ou horménios juvenilizantes s&o
considerados inseticidas alternativos uma vez que agem em doses subletais no
desenvolvimento e reproducdo dos insetos. Assim sendo, testou-se a atividade
larvicida dos benzopiranos e extrato; e atividade reguladora do crescimento do
benzopirano mais ativo e extrato. Neste teste s&do avaliadas concentracdes subletais,
sendo relacionada com os horménios juvenilizantes. Em relacdo a atividade
larvicida, HP2 e HP3 apresentaram atividade similar, sendo o HP1 a molécula mais
ativa. Estes resultados demonstraram, como o esperado, que 0s benzopiranos sao
0s responsaveis pela atividade larvicida do extrato. Por outro lado, a atividade
reguladora do crescimento foi mais pronunciada no extrato do que no HP1,
demonstrando que pode haver sinergismo entre 0os benzopiranos e outras moléculas

neste teste.



CONCLUSOES GERAIS
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Foi possivel sintetizar um novo hibrido cumarina-curcumina (LASOM 135), com
um 6timo rendimento (90%). Este hibrido apresentou uma boa atividade antioxidante
(ICs0 < 0,5 puM), superior a curcumina, e tripanomicida (ICso = 11,8 uM). Entretanto,
outros experimentos em relacéo a atividade antioxidante e estudos de citotoxicidade
sdo necessarios para melhor caracterizar a atividade biol6gica desta molécula. Ha,
ainda, a perspectiva de sintese de um hibrido duplo cumarina-curcumina-cumaria
(5), o que possibilitaria caracterizar a funcdo da hidroxila fendlica nas atividades

avaliadas.

Os benzopiranos HP1, HP2 e HP3 foram isolados de H. polyanthemum. HP2
demonstrou ser um novo hit para novos derivados em relacdo a atividade
tripanomicida (ICsp = 25 pM) e HP1 apresentou Otima atividade larvicida (LCsp = 3,4
pMg/mL), inclusive alterando o processo de desenvolvimento das larvas de Aedes
aegypti. Em relacdo a atividade apresentada por HP1 frente a A. aegypti,
experimentos de mecanismo de ac¢do, como 0s que avaliam a atividade inibitéria nas

enzimas acetilcolinesterase e glutationa-S-transferase, sdo necessarios.

Além disto, trés derivados aminados (LASOM 138, LASOM 170 e LASOM 137)
dos benzopiranos isolados de H. polyanthemum foram sintetizados e identificados
por ponto de fusdo, RMN H' e IV com médio a baixo rendimento. Esta prevista a
obtencao de outros derivados com diferentes alquil e aril aminas. Estas moléculas
serdo testadas frente aos protozoarios Trichomonas vaginalis e Trypanossoma cruzi,

e larvas de Aedes aegypti.
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LASOM 135 RMN H*, DMSO, 300 MHz.
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LASOM 135 DEPT C*, DMSO, 75 MHz.
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