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Resumo

Quinze derivados de uma mistura dos triterpenos O e [-amirina (1:2) foram preparados
através de acilagdo com anidridos de acido carboxilico apropriados ou cloreto de acila e
oxidacdo na presenca de cromato de #-butila ou clorocromato de piridinio. As estruturas
moleculares dos compostos obtidos foram confirmadas através dos espectros de IV e 'H
RMN. Os compostos foram avaliados quanto sua atividade antinociceptiva e antifungica. A
atividade antinociceptiva foi avaliada no modelo de dor induzida por acido acético. Os
derivados 3-O-acilados propanoato de O e [-amirina 4, hexanoato de O ¢ [3-amirina 6 e
octanoato de 0 e B-amirina 7 foram os compostos mais ativos da série. Surpreendentemente, a
substancia octanoato de 0 e [3-amirina 7 foi 24180 vezes mais potente que a aspirina e 427
vezes mais potente, no modelo de dor testado, que a morfina ¢ ndo produziu nenhuma
alteracdo comportamental nos ratos. A atividade antifungica foi avaliada contra diferentes
espécies de Candida e, adicionalmente, a inibi¢ao da adesao de Candida Albicans nas células
epiteliais bucal in vitro foi determinada para o composto mais ativo. Entre os quinze
compostos, formiato de 0 e [3-amirina 2 ¢ acetato de 0 ¢ [3-amirina 3 foram os mais ativos,
inibindo todas as espécies de Candida testadas. Adicionalmente, formiato de o e B-amirina 2,
foi tdo efetivo quanto fluconazol, droga comercialmente disponivel, em inibir a adesdo de
Candida Albicans nas células epiteliais bucal. Este estudo demonstrou que, na fase pré-
clinica, os derivados da mistura de triterpenos pentaciclicos O e [-amirina exibiram
significante atividade antinociceptiva, utilizando o modelo de dor induzida por acido acético,
e significante atividade antifingica contra diferentes espécies de Candida.
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Abstract

Fifteen different derivatives of an o and [3-amyrin triterpenes mixture (1:2) were prepared by
acylation with appropriate anhydride or acid chlorides and oxidation in the presence of the #-
butyl chromate or pyridinium chlorochromate (PCC). Molecular structure of obtained
compounds was confirmed by means of IR and 'H NMR spectra. The compounds were
screened for antinociceptive and antifungal activity. The antinociceptive activity was
evaluated using the acetic acid pain model. The 3-O-acyl derivatives a and [-amyrin
propionate 4, a and B-amyrin hexanoate 6 and gand [B-amyrin octanoate 7 were found to be
the most active compounds of the series. Surprisingly, the substance a and [-amyrin
octanoate 7 was 8,000 times more potent than aspirin and 223 times more potent, in the pain
model tested, than morphine and did not produce any behavioral alteration in the rats. The
antifungal activity was evaluated against Candida species and, additionally, the inhibition of
adhesion of Candida albicans to human epithelial cells in vitro was determined for the most
active compound. Among the 15 derivatives, 0 and B—amyrin formiate 2 and o and [-amyrin
acetate 3 were the most active, inhibiting all the Candida species tested. Additionally, o and
B-amyrin formiate 2 were as effective as fluconazole, drug commercially available, in
inhibiting the adhesion of Candida albicans to buccal epithelial cells. This study
demonstrated that, before of the assays in the clinical phase, the derivatives of o and [(3-
amyrin pentacyclic triterpenes exhibited significant antinociceptive activity, using the acetic
acid pain model, and antifungal activity against Candida species.
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1.Introducgao

1.1.Justificativa

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tdo antigo
quanto a espécie humana. A busca por alivio e cura de doengas pela ingestdo de
ervas e folhas talvez tenha sido uma das primeiras formas de utilizagao dos produtos
naturais" 2,

No Brasil, pelo menos trezentas plantas medicinais fazem parte do arsenal
terapéutico da populagdo. Desconhecida, desdenhada ou até abominada pelos
médicos, as plantas medicinais sdo consumidas tanto pelos favelados como pela
classe de maior poder econdmico, constituindo no Brasil um mercado de US$ 400
milhdes. Devido a grande importancia na vida das pessoas, a ONU, relatou que 2/3
da populagcdo da Terra utiliza plantas medicinais e, também recomenda o uso
desses medicamentos naturais®.

Muitos farmacos de prescricdo importante como morfina, codeina, quinina e
digitalis sdo derivados de produtos naturais. Embora a quimica sintética moderna
esteja muito sofisticada, o homem ainda nao pode competir com a imensa variedade
de espécies de plantas que a natureza desenvolveu através de bilhdes de anos de
evolugéo™.

As informacdes existentes sobre a magnitude do mercado de compostos de
origem vegetal mostram a importédncia dessas substéncias naturais. No periodo

entre 1981 e 2002, 5% das 1031 substancias quimicas aprovadas como farmacos
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pela Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos foram produtos
naturais, e outros 23% foram moléculas derivadas de produtos naturais®. Durante
este periodo, Newman e colaboradores® apontam o importante papel dos produtos
naturais no desenvolvimento de novos farmacos, principalmente nas areas do
cancer e doengas infecciosas, onde 60 e 75% destas substancias, respectivamente,
sao de origem natural.

No Brasil, estima-se que 25% dos US$ 8 bilhdes de faturamento, em 1996, da
industria farmacéutica nacional sejam originados de medicamentos derivados de
plantas. Apenas 8% das espécies vegetais da flora brasileira foram estudadas em
busca de compostos bio-ativos e 1100 espécies vegetais foram avaliadas em suas
propriedades medicinais. As informagdes anteriores revelam a necessidade de se
buscar alternativas para superar a dependéncia externa, principalmente quando se
confrontam os altos precos médios praticados no Brasil em comparagdo com
aqueles praticados nos paises desenvolvidos. O panorama brasileiro nessa area
mostra que 84% de todos os farmacos sédo importados e que 78% da produgao
brasileira é feita por multinacionais®.

Embora as técnicas em sintese organica estejam evoluindo muito
rapidamente, as substancias candidatas a farmacos continuam sendo obtidas a
partir de matérias primas vegetais® ®. O método da descoberta de farmacos pela
modificacdo estrutural de substéncias ativas conhecidas leva a identificagédo de
novos compostos-prototipos que podem atuar pelo mecanismo farmacolégico do
primeiro”?. Assim, enquanto o homem n3o consegue imitar a natureza, podemos
aproveitar a imensa variedade de substancias naturais e, a partir destas, preparar

derivados e analogos na busca de uma substadncia com a atividade bioldgica
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melhorada.

Os triterpenos pentaciclicos, sdo compostos caracterizados por exibir uma
ampla faixa de atividades biolégicas incluindo atividade antioxidante, anti-alérgica,
anti-inflamatdria, antitumoral, antibacteriana, antinociceptiva, gastroprotectiva,
hepatoprotectiva e cardioprotectiva’’ -~ 2, Dado a importancia da presenca de
triterpenos em uma grande variedade de espécies vegetais, as modificacdes
estruturais e preparo de analogos sao estratégias fundamentais no estudo destas
moléculas ativas, contribuindo para o aumento do conhecimento de suas

propriedades bioldgicas e ao esclarecimento dos mecanismos de acao.

1.2.0 papel da quimica orgénica sintética

A necessidade do desenvolvimento de novos farmacos, que sejam efetivos
contra algumas patologias ainda sem tratamento adequado, e que possam substituir
os existentes, porém a custos menores e dotados de menores efeitos adversos, tem
impulsionado a comunidade cientifica a novas e incessantes pesquisas nesta area.
A sintese organica tem contribuido significativamente neste aspecto, sendo
responsavel por cerca de 75% dos farmacos existentes no mercado farmacéutico.
Cabe ressaltar, porém, que muitos destes farmacos sao oriundos de prototipos
advindos de produtos naturais, especialmente de plantas, que tém, ao longo dos
anos, possibilitado a descoberta de inUmeras moléculas bio-ativas®?.

As vias sintéticas parciais na busca de um composto com potencial atividade
biolégica, também sdo de grande interesse para a industria farmacéutica. Os

principais métodos baseiam-se em compostos produzidos por transformacoes
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microbiologicas, pelo uso de enzimas e pela extracdo de produtos naturais. Estes
métodos sado usados para produzir materiais iniciais porque geralmente cortam o
custo da producdo e geram compostos cujas estruturas possuem centros quirais
com as configuragdes necessarias. Por exemplo, a sintese total de farmacos
esteroidais ndo é viavel devido aos muitos centros quirais encontrados em suas
estruturas. Em consequéncia, a sintese parcial € a abordagem normal para produzir

novos analogos e para a manufatura de farmacos esteroidais®.

1.3.Relagbes estrutura-atividade (SAR)

Uma vez que a estrutura de um composto biologicamente ativo esta
determinada, pode-se orientar o trabalho para estudos envolvendo a relagao entre a
estrutura e a atividade biologica do composto. As relagdes estrutura-atividade
geralmente sdo determinadas fazendo-se pequenas alteracbes na estrutura do
composto, seguidas da avaliacdo do efeito que isto teve sobre a atividade bioldgica.
Dependendo da estrutura do composto protétipo, pode-se simplificar, conservar e
aumentar a estrutura do composto pela incorporagdo de novos grupamentos. Estas
modificagdes podem alterar as propriedades fisico-quimicas da molécula como a
hidrofobicidade, densidade eletrénica, conformacédo estrutural e propriedades
farmacocinéticas. Investigagcbes SAR tradicionais sao realizadas preparando-se um
grande numero de analogos do protétipo que séo testados para atividade biologica.
Ao longo dos anos, varios compostos protétipos ja foram investigados, e da massa
de dados, é possivel fazer generalizagbes amplas sobre os efeitos bioldgicos de

alteragdes estruturais especificas® 2.



1.Introducdo 16

1.4. Triterpenos

Os triterpenos sdo compostos com um esqueleto carbonado construido a
partir de seis unidades de isopreno. Essas moléculas geralmente tetraciclicas ou
pentaciclicas derivam biogenéticamente do esqualeno, um hidrocarboneto aciclico
com trinta carbonos® %), Esta é uma vasta classe de produtos naturais cuja
diversidade estrutural inclui uma larga disposicado de grupos funcionais. Muitos
compostos deste grupo possuem interessantes atividades biolégica, farmacoldgica
ou medicinal. Contudo, em muitos casos, a poténcia destes triterpenos &
relativamente fraca®”.

Muitos trabalhos s&o encontrados na literatura relatando o isolamento e
atividade biologica de uma grande diversidade de triterpenos. A maioria deles trata
de compostos derivados dos esqueletos oleanano, ursano e lupano. Poucos
trabalhos avaliam a atividade bioldgica dos triterpenos a e [3-amirina e entre estes, a

grande maioria trabalha com a mistura dos triterpenos. A tabela 1 apresenta

diferentes propor¢cdes de mistura de a e [(-amirina, o material de onde as
substancias foram obtidas e a atividade biolégica avaliada. O rendimento
apresentado é referente a massa (em gramas) da mistura obtida a partir de 100 g de
biomassa seca.

Na literatura, encontram-se poucos estudos sistematicos de relacéo estrutura-
atividade baseado em modificagdes quimicas dos triterpenos a e [B-amirina. A
maioria dos trabalhos relata modificacbes na estrutura de triterpenos acidos como

acido oleanolico?” —3% e acido ursolico ?7:34-39),
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Tabela 1 - Atividade biologica determinada com a mistura de a e B-amirina em diferentes

proporcoes de cada triterpeno

Proporgao a : 3 Material vegetal Atividade biologica Ref.
(rendimento %)

2:1(2,25) Protium heptaphyllum Ansiolitica e antidepressiva [37]
2:1 (XX)* Protium heptaphyllum Antinociceptiva [38]
2:1(25,2) Protium heptaphyllum hepatoprotectiva [19]
X:X(0,016)* Hippocratea excelsa Anti-Ulcera [39]
2:1(42,25) Protium heptaphyllum Inibe prurido [15]
1:1(0,28) ProtiumKleinii Anti-inflamatéria [40]
0:1(0,18) Maytenus senegalensis | Anti-inflamatéria [41]

*Porcentagem ou proporgédo nao determinada pelos autores.

Mallavadhani e colaboradores“? relataram a sintese de derivados de uma
mistura de a e [-amirina obtida da espécie vegetal Diospyros malanoxylon, na
proporcao 3:1 (a: ). Foram preparados os ésteres de cadeia linear a partir da
reagcdo da mistura dos triterpenos com os acidos graxos Ci, Cis, Cis € Cis Na
presenca de DCC  (1,3-diciclohexilcarbodiimida) e  DMAP  (4-N,N-
dimetilaminopiridina) em CH.Cl,, com rendimentos que v&o de 80 a 95%. Estes
derivados exibiram uma potente atividade antimicrobiana contra a bactéria Gram
negativa Pseudomonas syringae e uma moderada atividade contra as bactérias

Gram positivas Bacillus sphaericus e Bacillus subtilis.
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1.5.Atividade antinociceptiva

A dor é um processo fisiolégico essencial para a sobrevivéncia dos seres,
pois € o alerta de que alteragdes fisiolégicas importantes estdo acontecendo
colocando em risco a saude do individuo. Entretanto, embora a dor seja um
processo natural, é relatada como uma sensacao desagradavel e as vezes até
insuportavel, e o controle da dor é uma das mais importantes prioridades
terapéuticas levando pesquisadores a buscar substancias com efeitos analgésicos
que possam livrar o individuo dos inconvenientes do processo doloroso®® 4.

O tratamento do processo doloroso € atualmente bastante diversificado, mas
exibe uma vasta lista de efeitos adversos e/ou colaterais, os quais impedem o
usuario de fazerem uso crénico dos mesmos sem limitagées. Além disso, muitos
processos dolorosos permanecem sem efeito eficaz, fazendo com que a abordagem
terapéutica seja meramente paliativa®® 44,

Uma da formas de avaliar os efeitos antinociceptivos de novas substancias é
induzir dor em camundongos através da injecao de acido acético (0,6%) e verificar
as contor¢gdes abdominais apdés o tratamento com os compostos candidatos a
drogas analgésicas. A atividade analgésica € determinada tomando-se como base, a
inibicdo do numero de contor¢bes abdominais dos animais pré-tratados com as
diferentes doses dos compostos com potencial atividade analgésica, comparando-se
com o numero de contorgdes abdominais dos animais controles®.

O modelo foi proposto por Collier e colaboradores“”, e apesar de ser um
modelo de nocicepgdo simples, ele permite avaliar a agao antinociceptiva de varias

substancias que atuam tanto em nivel central, como a morfina, quanto em nivel
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periférico, como os antiinflamatorios nao esteroidais e gicocorticdides?.

1.6.Atividade antifungica contra espécies de Céndida

A incidéncia de infecgdes fungicas humanas tem aumentado muito durante as
duas ultimas décadas. Os fungos implicados nestas infecgdes podem ser fungos
verdadeiramente patdgenos ou fungos patdégenos oportunistas. Estes ultimos séo
fungos com baixa viruléncia e que se manifestam em pacientes imunodeprimidos e
que em alguns casos levam o paciente a morte. Uma das infecgbes fungicas mais
comuns em pacientes imunodeprimidos € a candidiase oral®®47),

Candidiase oral (figura 1) € uma infecgao oportunista causada pela levedura
do género Candida, sendo a mais comum a Candida albicans. A candidiase esta
normalmente limitada a pele e a membrana mucosa. Um sistema imunitario
saudavel mantém esta infeccdo sob controle. A candidiase pode ocorrer em
pacientes como resultado das imunodeficiéncias associadas com a AIDS,
quimioterapia, transplantes em idosos e neonatos. Além disso, o uso freqlente de
procedimentos evasivos como nutricdo parenteral, didlise e hemodialise, tratamento
a longo tempo com antibidticos e o0 uso de corticoides também predispde o paciente
a esta infeccdo. Apesar da medicina ter conseguido aumentar a sobrevida de

pacientes imunodeprimidos, os pacientes acabam manifestando infeccdes fungicas

que causam a morte de um grande nimero destes individuos®“® 48 49,
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Figura 1 - fotos de pacientes com candidiase oral®®

Céandida albicans, e outras espécies de leveduras patogénicas tém se tornado
resistente aos agentes antifungicos, em particular a compostos da classe dos
triazois®”. Embora a quantidade de compostos naturais e sintéticos relatados como
antifungicos por revistas cientificas seja muito grande, para uso humano, existem
limitadas opgdes terapéuticas as quais apresentam sérios problemas. A anfotericina
B, depois de 30 anos de uso, € ainda um farmaco usado para tratar infeccoes
fungicas. Entretanto é extremamente toxica para células humanas, produzindo
calafrios e febre, e seu consumo crénico leva a nefrotoxicidade”. O cetoconazol e

outros azodis (fluconazol, miconazol, itraconazol, etc.) produzem hepatite e

*A nefrotoxicidade é ocasionada por determinadas substancias, como os antibiéticos que podem
gerar danos nos rins.
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problemas endocrinos e a 5-flucitosina produz hepatotoxicidade” e problemas
cerebrais. Além disso, alguns destes farmacos sao fungistaticos e nao fungicidas
produzindo recorréncia e outros desenvolvem resisténcia o que € um verdadeiro
problema quando os tratamentos s&o prolongados. Esta situagdo leva a um
consenso geral de que sdo necessarios novos compostos antifungicos mais

potentes, mas sobretudo mais seguros que os em uso atualmente®® %2,

1.7.Bioensaio de toxicidade utilizando larvas de Artemia salina

Muitos métodos de ensaios bioldgicos se utilizam de numerosos organismos,
na maioria dos testes, tendo a necessidade de manter as culturas permanentes,
dificultando a criagcdo e manutencao destes organismos no laboratério. Desta forma,
0 bioensaio que utiliza Artemia salina merece atengcdo especial por ser um
procedimento bastante simples, podendo ser desenvolvido em laboratorios classicos
de produtos naturais. A. salina € um micro crustaceo conhecido como larva de
camarao. Seus ovos permanecem viaveis por varios anos, se forem estocados em
condi¢cbes secas e assim nao ha necessidade de manter culturas de organismos. O
bioensaio de toxicidade frente a larvas de A. salina tem boa reprodutibilidade e
apresenta boa correlagdo com outros ensaios de toxicidade e antitumoral. Devido a
grande sensibilidade de A. salina, esse ensaio esta estreitamente relacionado com a
atividade bioldgica em geral, pois todo composto que possui alguma atividade,
também apresenta certo nivel toxico®?.

Em trabalhos realizados com compostos antitumorais apresentando

resultados positivos, mostrou-se que o bioensaio com A. salina tem boa utilidade

*A Hepatotoxicidade (de toxicidade hepatica) € um dano no figado.
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como um “prescreening” para a atividade antitumoral. O “screening” de extratos de
material vegetal pode mostrar a atividade citotéxica de muitas plantas e monitorar o

isolamento de compostos bioativos®* %,
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2.0bjetivos

O objetivo principal deste trabalho & preparar derivados da mistura de

triterpenos o e B-amirina e avaliar os efeitos analgésico e antifungico da cada
substancia. Diante dos resultados, nosso interesse € verificar a relagcdo entre a
estrutura dos compostos e a atividade bioldgica.

Com a finalidade de alterar propriedades fisico-quimicas da mistura de

triterpenos, como a hidrofobicidade, efeitos eletrénicos e estéricos, nossa proposta &

preparar ésteres de a e [-amirina utilizando acidos carboxilicos de cadeia linear e
acidos benzodicos substituidos a ainda derivados oxidados nas posi¢coes C3 e C11.

Os derivados, devidamente caracterizados, serdo avaliados quanto a sua
atividade antinociceptiva no modelo de dor induzida por acido acético, e quanto a
sua atividade antifungica contra espécies de Candida, no modelo da concentracao
minima que inibe o crescimento das leveduras.

Como um ensaio preliminar para avaliar a toxicidade dos compostos, os
derivados da mistura de a e [B-amirina serdo submetidos ao ensaio de letalidade

frente a larvas de Artemia salina.
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3.Parte experimental

3.1.Materiais e equipamentos

Os espectros de absor¢cdo na regido do infravermelho foram obtidos em
espectofotbmetro Perkin Elmer FTIR 16 PC utilizando-se pastilhas comprimidas de
brometo de potassio anidro.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos em aparelho
Bruker AC a 200 MHz para hidrogénio (RMN 'H) e 50 MHz para carbono-13 (RMN
3C) e em espectrometro Varian Mercury Plus a 400 MHz para hidrogénio (RMN 'H)
e a 100 MHz para carbono -13 (RMN C).

Para o fracionamento cromatografico em coluna foi utilizando silica gel de
granulagao 70-230 mesh (0,063-0,2 mm) da Merck. Para cromatografia em camada
fina (ccf) foram utilizadas placas Alugram Sil G/UVzs, com 0.20 mm de espessura da
Macherey-Nagel. Os compostos nas placas cromatograficas foram visualizados sob
lampada de ultravioleta a 254 nm e por imersao das placas em anisaldeido sulfurico
e/ou solugao de sulfato de cério 2N em &acido sulfurico seguido de aquecimento da
placa.

Os solventes utilizados para separagbes cromatograficas em coluna de silica
gel, em camada delgada e particdo liquido/liquido foram de qualidade PA e nao
passaram por processos de purificagdo adicional ou secagem. Nas separacgdes
cromatograficas em coluna, as fragbes eluidas foram concentradas em evaporador

rotatorio e o solvente destilado foi reutilizado no processo cromatografico sem
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qualquer purificacdo ou secagem. Isso diminui os custos na purificagdo dos produtos
e ainda evita a contaminacdo do meio ambiente, ja que diminui a quantidade de
residuos quimicos. Os solventes utilizados como meio de reagbes passaram por
processos de secagem quando necessario. Os solventes foram evaporados em

evaporador rotatério da Quimis a pressao reduzida e temperatura controlada.

3.2.Modificagéo estrutural na mistura de triterpenos a e (3-amirina

3.2.1.Procedimento geral para acilagdo com cloreto de acido

Uma porgéo da mistura de triterpenos a e B-amirina (1eq) foi dissolvida em
piridina e tratada com um excesso do cloreto de acido apropriado. A mistura
reacional foi aquecida e mantida sob refluxo, em agitagdo, € monitorada por
cromatografia em camada fina (SiO,, Hexano 95:5 AcOEt como eluente) até o
consumo total do substrato. Entdo, foi adicionado uma solugédo aquosa (100 mL) pH
aproximadamente 2,0 com acido cloridrico. O produto bruto foi extraido com
cloroférmio (3 x 15 mL), lavado com solugéo saturada de NaHCO; (4 x 25 mL), seco
com Na,SO, anidro e purificado em coluna cromatografica (SiO;), eluindo com
hexano:acetato de etila (95:5), para obter os derivados acilados dos triterpenos a e 3

-amirina.

3.2.1.1.Formiato de a e -amirina (2)

O composto 2 foi preparado conforme procedimento descrito no item 4.2.1 utilizando

uma solugado da mistura de a e B-amirina (100,9 mg, 0,236 mmol) e cloreto de

formila (0,1 mL, 1,550 mmol) em piridina (5 mL). O produto purificado foi obtido
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como um solido branco amorfo (49,6 mg, 46%). Rf = 0,66 utilizando a mistura
hexano 95: 5 AcOEt como eluente e silica como fase estacionaria. IV (pastilha de
KBr): & (cm ') = 1715 (C=0). RMN 'H (400 MHz, CDCl;) & (ppm) = 0,80 — 2,20 (perfil
caracteristico do triterpeno), 4,65 (m, H-3), 5,12 (m, H-12 do derivado de B-amirina),
5,19 (m, H-12 do derivado de a-amirina), 8,12 (s, H do aldeido). CG [t.r. min]: 16,8

(34%) formiato de a—amirina e 17,6 (66%) formiato de 3—amirina.

3.2.1.2.Propanoato de a and B-amirina (4)

O composto 4 foi preparado conforme procedimento descrito no item 4.2.1 utilizando
uma solugdo da mistura de a e B-amirina (302,7 mg, 0,710 mmol) e cloreto de
propionila (0,1 mL, 1,151 mmol) em piridina (5 mL). O produto purificado foi obtido
como um solido branco amorfo (263,7 mg, 77%). Rf = 0,66 utilizando a mistura
hexano 95: 5 AcOEt como eluente e silica como fase estacionaria. IV (pastilha de
KBr): v(cm™) = 1734 (C=0). RMN 'H (400 MHz, CDCIl;) &(ppm); 0,80 — 2,20 (perfil
caracteristico do triterpeno), 2,32 (q, J = 7,6 Hz, H-2), 4,51 (m, H-3), 5,13 (m, H-12
do derivado de a—amirina), 5,18 (m, H-12 do derivado de B-amirina). CG [t.r. min]:

17,5 (34%) propanoato de a-amirina e 18,3 (66%) propanoato de [3-amirina.

3.2.1.3.Butanoato de a e B—amirina (5)

O composto 5 foi preparado conforme procedimento descrito no item 4.2.1 utilizando

uma solugdo da mistura de a e B-amirina (152,4 mg, 0,358 mmol) e cloreto de

butanoila (0,1 mL, 0,963 mmol) em piridina (5 mL). O produto purificado foi obtido
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como um solido branco amorfo (78,3 mg, 64%). Rf = 0,70 utilizando a mistura
hexano 95: 5 AcOEt como eluente e silica como fase estacionaria. Espectro
IV (pastilha de KBr): v(cm™) = 1728,0 (C=0). Espectro RMN 'H (400 MHz,
CDCls) &(ppm) = 0,90 — 2,20 (perfil caracteristico do triterpeno), 2,28 (t, J = 7,2
e 7,6 Hz, H-2"), 4,50 (m, H3), 5,13 (m, H-12 do derivado de [(-amirina), 5,18
(m, H-12 do derivado de a—amirina). CG [t.r. min.]: 21,8 (35%) butanoato de a

—amirina e 23,0 (65%) butanoato de B—amirina.

3.2.1.4.Hexanoato de a e f—amirina (6)

O composto 6 foi preparado conforme procedimento descrito no item 4.2.1 utilizando
uma solugado da mistura de a e B-amirina (312,4 mg, 0,733 mmol) e cloreto de
hexanoila (0,15 mL, 1068 mmol) em piridina (5 mL). O produto purificado foi obtido
como um solido branco amorfo (253,5 mg, 67%). Rf = 0,74 utilizando a mistura
hexano 95 : 5 AcOEt como eluente e silica como fase estacionaria. Espectro IV
(pastilha de KBr): v(cm™): 1729 (C=0). Espectro RMN "H (400 MHz, CDCl;) &(ppm) =
0,90 — 2,20 (perfil caracteristico do triterpeno), 2,28 (m, H-2’), 4,51 (m, H-3), 5,13 (m,
H-12 do derivado de B-amirina), 5,19 (m, H-12 do derivado de a—amirina). CG [t.r.

min]: 25,5 (34%) hexanoato de a—amirina e 27,2 (66%) hexanoato de (3-amirina .
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3.2.1.5.0ctanoato de a e B -amirina (7)

O composto 7 foi preparado conforme procedimento descrito no item 4.2.1 utilizando

uma solugdo da mistura de a e B-amirina (156,6 mg, 0,368 mmol) e cloreto de
octanoila (0,1 mL, 0,586 mmol) em piridina (5 mL). O produto purificado foi obtido
como um solido branco amorfo (172,4 mg, 85%). Rf = 0,77 utilizando a mistura
hexano 95 : 5 AcOEt como eluente e silica como fase estacionaria. Espectro IV
(pastilha de KBr): v(cm™): 1729 (C=0). Espectro RMN "H (400 MHz, CDCI5) &(ppm) =
0,90 — 2,20 (perfil caracteristico do triterpeno), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, H- 2’), 4,51 (m, H-
3), 5,13 (m, H-12 do derivado de B-amirina), 5,19 (m, H-12 do derivado de o-
amirina). CG [t.r. min]: 40,1 (34%) octanoato de a-amirina e 43,1 (66%) octanoato de

B—amirina.

3.2.1.6.Decanoato de a e B—amirina (8)

O composto 8 foi preparado conforme procedimento descrito no item 4.2.1 utilizando
uma solugdo da mistura de a e B-amirina (281,6 mg, 0,661 mmol) e cloreto de
decanoila (0,2 mL, 0,964 mmol) em piridina (5 mL). O produto purificado foi obtido
como um solido branco amorfo (306,7 mg, 80%). Rf = 0,81 utilizando a mistura
hexano 95 : 5 AcOEt como eluente e silica como fase estacionaria. Espectro IV
(pastilha de KBr): v(cm™): 1734 (C=0). Espectro RMN "H (400 MHz, CDCl;) 8(ppm) =
0,90 — 2,20 (perfil caracteristico do triterpeno), 2,29 (m, H-2), 4,51 (m, H-3), 5.12 (m,
H-12 do derivado de (-amirina), 5,18 (m, H-12 do derivado de a—amirina). CG [t.r.

min]: 57,0 (36%) decanoato de a—amirina e 61,7 (64%) decanoato de 3—amirina.
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3.2.1.7.Palmitato de a e B-amirina (9)

O composto 9 foi preparado conforme procedimento descrito no item 4.2.1 utilizando
uma solugao da mistura de a e B-amirina (100,5 mg, 0,236 mmol) e cloreto de
palmitoila (0,2 mL, 0,659 mmol) em piridina (5 mL). O produto purificado foi obtido
como um solido branco amorfo (121.4 mg, 79%). Rf = 0,84 utilizando a mistura
hexano 95 : 5 AcOEt como eluente e silica como fase estacionaria. Espectro IV
(pastilha de KBr): v(cm™): 1734 (C=0). Espectro RMN 'H (200 MHz, CDCls) d(ppm) =
0,90 — 2,20 (perfil caracteristico do triterpeno), 2,29 (m, H-2’), 4,51 (m, H-3), 5,12 (m,
H-12 do derivado de (-amirina), 5,18 (m, H-12 do derivado de a—amirina). CG t.r.

nao determinado.

3.2.1.8.Benzoato de a e B-amirina (10)

O composto 10 foi preparado conforme procedimento descrito no item 4.2.1
utilizando uma solugéo da mistura de a e B-amirina (100,7 mg, 0,236 mmol) e cloreto
de benzoila (0,15 mL, 1,293 mmol) em piridina (5 mL). O produto purificado foi obtido
como um solido branco amorfo (99,7 mg, 80%). Rf = 0,74 utilizando a mistura
hexano 95 : 5 AcOEt como eluente e silica como fase estacionaria. Espectro IV
(pastilha de KBr): v(cm™): 1712 (C=0). Espectro RMN "H (400 MHz, CDCI5) &(ppm) =
0,80 — 2,20 (perfil caracteristico do triterpeno), 4,75 (m, H-3), 5,13 (m, H-12 do
derivado de B-amirina), 5,19 (m, H-12 do derivado de a—amirina), 7,40 - 7,60 (m, H3’,
H4’ e H5’), 8,05 (m, H2’e HB’). CG [t.r. min]: 44,0 (32%) benzoato de a—amirina e

47,3 (68%) benzoato de —amirina.
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3.2.1.9.p-bromobenzoato de a e B-amirina (11)

O composto 11 foi preparado conforme procedimento descrito no item 4.2.1
utilizando uma solugéo da mistura de a e B-amirina (149,0 mg, 0,349 mmol) e cloreto
de p-bromobenzoila (150,0 mg, 0,683 mmol) em piridina (5 mL). O produto purificado
foi obtido como um sélido branco amorfo (122,6 mg, 56%). Rf = 0,82 utilizando a
mistura hexano 95 : 5 AcOEt como eluente e silica como fase estacionaria. Espectro
IV (pastilha de KBr): v(icm™): 1712 (C=0). Espectro RMN 'H (400 MHz, CDCIl;)
(ppm) = 0,80 — 2,20 (perfil caracteristico do triterpeno), 4,73 (m, H-3), 5,12 (m, H-12
do derivado de (-amirina), 5,18 (m, H-12 do derivado de a—amirina), 7,57 (d, J = 8,4

Hz, H3’ and H5’), 7,89 (d, J = 8,4 Hz, H2’ and HE’). CG t.r. ndo determinado.

3.2.1.10.p-clorobenzoato de a e B-amirina (12)

O composto 12 foi preparado conforme procedimento descrito no item 4.2.1
utilizando uma solugéo da mistura de a e B-amirina (156,0 mg, 0,366 mmol) e cloreto
de p-clorobenzoila (0,1 mL, 0,414 mmol) em piridina (5 mL). O produto purificado foi
obtido como um sdlido branco amorfo (147,7 mg, 71%). Rf = 0,82 utilizando a
mistura hexano 95: 5 AcOEt como eluente e silica como fase estacionaria. Espectro
IV (pastilha de KBr): v(icm™): 1719 (C=0). Espectro RMN 'H (400 MHz, CDCIl;)
(ppm) = 0,80 — 2,20 (perfil caracteristico do triterpeno), 4,73 (m, H-3), 5,13 (m, H-12
do derivado de (-amirina), 5,19 (m, H-12 do derivado de a—amirina), 7,40 (d, J = 8,4

Hz, H3' e H5’), 7,97 (d, d = 8,4 Hz, H2’ eHE’). CG t.r. ndo determinado.
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3.2.2.Procedimento geral para acilagdo com anidridos de acido carboxilico

A uma solugao da mistura de triterpenos a e (B-amirina (1eq) em acetato de
etila foi adicionado uma quantidade em excesso do anidrido de acido carboxilico
apropriado e uma quantidade catalitica de 4-N,N-dimetilaminopiridina (DMAP). A
mistura foi mantida em agitacédo sob refluxo e a formagéo do produto foi monitorada
por cromatografia em camada delgada (SiO), utilizando sistema de eluente hexano
95 : 5 AcOEt, até que todo o substrato fosse consumido. A evaporagao do solvente
forneceu um sélido amorfo de coloracdo branca. Este residuo foi purificado por

cromatografia em coluna (SiO;) utilizando a mistura hexano:acetato de etila (95:5)

como eluente, resultando nos derivados acilados de a e [3-amirina.

3.2.2.1.Acetato de a e B-amirina (3)

O composto 3 foi preparado conforme procedimento descrito no item 4.2.2,

utilizando uma solugdo da mistura de a e 3 amirina (608,7 mg, 1,428 mmol) e
anidrido acético (8,0 mL, 84,7 mmol) em acetato de etila (20 mL). O produto
purificado foi obtido como um sdlido branco amorfo (638,0 mg, 100%). Rf = 0,60

utiizando a mistura hexano 95: 5 AcOEt como eluente e silica como fase
estacionaria. Espectro IV (pastilha de KBr): v(cm™): 1734 (C=0). Espectro RMN 'H
(200 MHz, CDCls) &(ppm) = 0,80 — 2,20 (perfil caracteristico do triterpeno), 2,05 (s,
CHjs acetil), 4,50 (m, H-3), 5,13 (m, H-12 do derivado de (-amirina), 5,18 (m, H-12 do
derivado de a—amirina). CG [t.r. min]: 17,2 (38%) acetato de a—amirina e 18,1 (62%)

acetato de —amirina.
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3.2.2.2.2-carboxibenzoato de a e B-amirina (13)

O composto 13 foi preparado conforme procedimento descrito no item 4.2.2,
utilizando uma solugdo da mistura de a e B amirina (105,5 mg, 0,247 mmol) e
anidrido ftalico (45,0 mg, 0,304 mmol) em acetato de etila (10 mL). O produto
purificado foi obtido como um sélido branco amorfo (50,0 mg, 50%). Rf = 0,15
utilizando a mistura hexano 90 : 10 AcOEt como eluente e silica como fase
estacionaria. Espectro IV (pastilha de KBr): v(cm™): 3434 (banda larga, OH do
acido), 1724 e 1704 (C=0). Espectro RMN 'H (400 MHz, CDCIs) &(ppm) = 0,80 —
2,20 (perfil caracteristico do triterpeno), 4,76 (m, H-3), 5,13 (m, H-12 do derivado de
—amirina), 5,19 (m, H-12 do derivado de a—amirina), 7,57 (m, H-3’ e H-4’), 7,73 (m,

H-5’), 7,88 (m, H-2’). CG t.r. ndo determinado.

3.2.3.Procedimento para a preparagdo do derivado 3-oxo a e 3 amirina (14)

3.2.3.1.Preparo do reagente PCC

A 1,4 mL de HCI 6M foram adicionados 736 mg de anidrido crémico rapidamente e
com agitagao por cerca de 5 min. A solugdo homogénea foi esfriada em banho de
gelo onde 0,6 mL de piridina foram adicionadas, cuidadosamente e sob agitacao,
formando um sdlido alaranjado que foi coletado em um funil de vidro sinterizado e

seco. O reagente foi guardado em dessecador ao abrigo da luz®.
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3.2.3.2.3-0x0 a e B amirina (14)

A uma solugdo de 500,0 mg de amirina em diclorometano, foram adicionados 336,6
mg de PCC. A solugao foi mantida sob agitagcdo a temperatura ambiente, até que
todo o substrato fosse consumido. A mistura adicionou-se éter etilico ocasionando a
formacado de um precipitado escuro, que foi lavado varias vezes com esse mesmo
solvente. Essa solugcdo de éter foi filtrada em coluna de silica gel e o eluato foi
evaporado resultando em 452,7 mg (91%) de 3-oxoamirina, na forma de um éleo
incolor. Rf = 0,57 utilizando a mistura hexano 95 : 5 AcOEt como eluente e silica
como fase estacionaria. Espectro IV (pastilha de KBr): v(cm™): 1704 (C=0). Espectro
RMN 'H (200 MHz, CDCl;) d(ppm) = 0,80 — 2,20 (perfil caracteristico do triterpeno),
2,46 (m, 2H-2), 5,12 (m, H-12 do derivado de 3—amirina), 5,18 (m, H-12 do derivado
de a—amirina). CG [t.r. min]: 15,2 (38,2%) 3-oxo a—amirina e 15,8 (61,8%) 3-oxo -

amirina.

3.2.4.Procedimento para a preparagédo do derivado 3,11-dioxo a e -amirina (15)

3.2.4.1.Preparacéo do reagente cromato de t-butila

A 10,0 mL de t-butanol resfriado em banho de gelo foram adicionados 3,784 g
de anidrido crémico. Apds a solucao ter atingido a temperatura ambiente foram
adicionados 26,0 mL de CCl,. A mistura foi deixada em repouso para permitir a
separagcao de uma pequena fase aquosa escura na superficie. A fase inferior foi

recolhida, seca sob sulfato de sddio anidro e estocada a + 5 °C®®,
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3.2.4.2.3,11-dioxo a e -amirina (15)

A uma solucdo de 504,2 mg (1,18 mmol) de amirina em cloroférmio foram
adicionados 9,0 mL de anidrido acético, 12,8 mL de &cido acético e 9,0 mL do
reagente cromato de t-butila. O sistema foi mantido sob refluxo até que todo
substrato fosse consumido. Apos atingir a temperatura ambiente, adicionou-se mais
130,0 mL de cloroférmio. Esta solucao foi extraida repetidas vezes com solucéo
aquosa de acido oxalico 5% até que todo o excesso de sais dissolvidos na fase
organica fosse completamente eliminado. A fase organica foi lavada com uma
solugdo aquosa de bicarbonato de sodio (NaHCOs;) 5%, seca sob sulfato de
magnésio anidro, o solvente evaporado sob pressao reduzida e o produto bruto foi
fitrado em coluna de silica gel rendendo 414,0 mg (80%) do composto 3,11-
dioxoamirina, na forma de um 6leo de coloragao amarelada. Rf = 0,24 utilizando a
mistura hexano 95 : 5 AcOEt como eluente e silica como fase estacionaria. Espectro
IV (pastilha de KBr): v(cm™): 1708 (C=0), 1658 (C=C). Espectro RMN 'H (200 MHz,
CDCls) d(ppm) = 0,80 — 2,20 (perfil caracteristico do triterpeno), 5,58 (s, H-12 do
derivado de B-amirina), 5,63 (s, H-12 do derivado de a—amirina). CG [t.r. min]: 19,2

(22,8%) 3,11-dioxo a-amirina e 19,8 (77,2%) 3,11-dioxo B—amirina.

3.2.5.Procedimento para a preparacao do derivado Acetato de 11-oxo a e -amirina

(16)

3.2.5.1.Acetato de 11-oxo a e -amirina (16)

A uma solucéo de 205,7 mg (0,439 mmol) de acetato de amirina (3) em cloroférmio

foram adicionados 9,01 mL de anidrido acético, 18,2 mL de acido acético e 9,01 mL
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do reagente cromato de t-butila. O sistema foi mantido sob refluxo por
aproximadamente 6 horas. A mistura foram adicionados 130 mL de CHCI; a qual foi
extraida repetidas vezes com uma solugdo aquosa de acido oxalico a 5% até que
todo o excesso de sais de cromo dissolvido na fase organica fosse completamente
eliminado. A fase organica foi lavada com uma solugdo aquosa de bicarbonato de
sodio a 5%, seca com sulfato de magnésio anidro, evaporada sob pressao reduzida
e filtrada em coluna de silica gel resultando em 132,2 mg (62%) de acetato de 11-
OX0 a e [amirina, na forma de um solido de coloragdo amarelada. Rf = 0,38
utilizando a mistura hexano 95 : 5 AcOEt como eluente e silica como fase
estacionaria. Espectro IV (pastilha de KBr): v(cm™): 1734 (C=0, ester) and 1655
(C=C). Espectro RMN 'H (200 MHz, CDCl;) &(ppm) = 0,80 — 2,20 (perfil
caracteristico do triterpeno), 2,05 (s, CH3 acetil), 2,34 (s, H-9), 4,53 (m, H-3), 5,54 (s,
H-12 do derivado de [~amirina), 5,58 (s, H-12 do derivado de a—amirina). CG [t.r.
min]: 22,2 (30%) acetato de 11-oxo a—amirina e 23,2 (70%) acetate de 11-oxo [3—

amirina.

3.3.Ensaios biolégicos

3.3.1.Atividade antinociceptiva

A atividade antinociceptiva dos derivados de a e amirina foram
determinadas pelo grupo do Professor Adair R. S. Santos do Departamento de

Farmacologia da Universidade Federal de Santa Catarina.
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3.3.1.1.Nocicepgéo induzida pelo acido acético

A nocicepgao induzida pela injegao intraperitoneal de acido acético (0,45 ml,
0,6%) foi realizada de acordo com os procedimentos previamente descritos®® 9,
resultando na contracdo da musculatura abdominal juntamente com a extensao de
uma das patas posteriores. Grupos de animais foram pré-tratados pela via
intraperitoneal com diferentes doses (0,0001 - 30,0 mg kg™') dos derivados da
mistura de a e famirina 2 — 16, 30 min. antes da realizacdo dos experimentos. Um
grupo de animais controle foi tratado somente com uma solugdo salina, via
intraperitoneal, com dose similar aos outros grupos (10 ml kg™). Um outro grupo foi
tratado pela via intraperitoneal com diferentes doses (10 — 100 mg kg™) de aspirina,
e ainda, um outro grupo recebeu diferentes doses (0,1 — 5 mg kg™) de morfina pela
via subcutanea para controle positivo. Para avaliar a biodisponibilidade do composto
quando administrado por via oral, octanoato de a e B-amirina 7 (1 — 30 mg kg™), foi
administrado oralmente 60 min. antes da injecdo de acido acético. Os animais
controle receberam uma dose similar da solugdo salina (10 mL kg™) via oral. A
solugao de morfina foi preparada em solugéo salina (NaCl 0,9%) e os derivados da
mistura de a e B-amirina foram dissolvidos em tween 80 mais solugédo salina. Na
solugdo final, a concentragcdo de tween nédo excede a 5%. Apods a inje¢do do acido
acético os camundongos foram colocados individualmente em cilidros de vidro de 20
cm de didmetro e o numero de contor¢cdes abdominais foi cumulativamente
quantificado durante um periodo de 20 min. A atividade antinociceptiva foi determinada
pela inibigdo do numero das contorgdes abdominais observadas nos animais preé-
tratados sistemicamente, intraperitoneal ou via oral, com os derivados da mistura de a

€ [-amirina.
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3.3.1.2.Nocicepgéo induzida pela formalina

A metodologia utilizada foi essencialmente a mesma descrita por Santos e
Calixto (1997)®". Os animais utilizados foram individualmente ambientados em funis
de vidro. Um volume de 20 uL de solugao de formalina 2,5% (0,92% formaldeido)
em salina foi injetado intraplantarmente na superficie ventral da pata direita do
animal, sendo individualmente observado o tempo que os animais permaneceram
lambendo ou mordendo a pata injetada de 0-5 min (fase neurogénica) e de 15-30
min (fase inflamatdria) apds a injegdo da formalina. O tempo em que o animal
permanece lambendo ou mordendo a pata injetada é considerado como indicativo
de nocicepcao. Os animais tratados receberam uma injecdo intraperitoneal do
composto octanoato de a e B-amirina 7 em diferentes doses (0,1 — 30 mg kg™') ou de
solugdo salina (0,9% NaCl, 10 mL kg', grupo controle) 30 min antes da

administracao da formalina.

3.3.1.3.Avaliagéo da atividade locomotora

Com o objetivo de avaliar o possivel efeito sedativo ou relaxante nado

especifico do derivado octanoato de a e [-amirina, os camundongos pré-tratados
foram submetidos ao teste de campo aberto®. O comportamento exploratério foi
avaliado no teste do campo aberto como descrito previamente por RODRIGUES e
colaboradores (1996)®?. O aparato consiste em uma caixa de madeira medindo 40 x
60 x 50 cm. O assoalho da arena é divido em 12 quadrados iguais, € o numero de

cruzamentos (“crossings”) com as 4 patas foi contado cumulativamente durante 6
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min. Os animais foram tratados via intraperitoneal (em doses de 0,1 — 30 mg kg™) ou
oral (em doses de 10 — 300 mg kg™') com o derivado octanoato de a e B-amirina 7 e
foram submetidos ao teste no campo aberto 30 e 60 min apds o tratamento,
respectivamente. Os animais controle receberam, intraperitonealmente, um volume
similar do veiculo (salina 0,9% NaCl, 10 mL kg™) 30 min antes da realizagdo do

experimento.

3.3.2.Atividade antifungica

Os ensaios para determinar a atividade antifungica foram realizados pelo
grupo da Professora Maria A. Resende do Departamento de Microbiologia da

Universidade Federal de Minas Gerais.

3.3.2.1.Solventes usados na solubilizagdo dos produtos naturais

Para dissolver e diluir os derivados da mistura dos triterpenos a e S-amirina,
utilizou-se a mistura hexano - dimetilsulféxido (DMSO) ou somente DMSO. Nos
testes em que o solvente manteve contato com o microrganismo-teste
(microdiluigao), foi utilizado apenas dimetilsulféxido por ser menos toxico. Nos testes
de bioautografia, onde o solvente é evaporado antes do contato com o

microrganismo, foram usados hexano e DMSO.

3.3.2.2.Reagente usado para a revelagéo dos testes

Para a revelagao dos testes de bioautografia direta foi usada uma suspenséao
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a 0,5 mg mL™" do sal de p-iodonitrotetrazolium Violet (INT) (Sigma), em etanol a 70%.

3.3.2.3.Meios de cultura

O meio de Agar Sabouraud Dextrose (ASD) foi utilizado para a manutencéo
das culturas fungicas, o caldo Saboraud para os testes de bioautografia, o Agar
Batata Dextrose foi para as curvas de crescimento dos fungos e o meio de RPMI
1640 (Sigma) tamponado com &acido morfolinepropano sulfénico (MOPS) (Sigma)

para os testes de microdilui¢ao.

3.3.2.4.0rigem dos microrganismos

Os microrganismos utilizados foram os seguintes: Candida albicans (ATCC
18804), C. glabrata (ATCC 2001), C. krusei (ATCC 200298), C. parapsilosis (ATCC
22019), C. tropicalis (ATCC 22019), além dos seguintes isolados clinicos de C.

albicans (22, 25, 84, 119A e 119 B).

3.3.2.5.Preparo do inoculo

Para as espécies de Candida as amostras foram repicadas em estrias, 24
horas antes da realizagcdo dos testes e para C. neoformans 48 horas, em ASD e
mantidas a 35°C. O inoculo foi feito de acordo com o documento NCCLS M27-A
(2002).

Para o teste de microdiluicdo as amostras foram ressuspendidas, com o
auxilio de uma alga de Henle, em solugao fisioldgica esterilizada e homogeneizadas

em vortex e ajustadas a turbidez de 0,5 da escala de Mc Farland, equivalente a



3.Parte experimental 40

1x10° — 5x10° UFC/mL. A partir deste inoculo foram feitas diluigdes 1:50 e 1:20,
correspondendo a um inoculo de 1x10°-5x10% UFC/mL para as amostras de Candida
spp. € C. neoformans. Para o S. schenckii foi feita apenas a diluigdo 1:50,

correspondendo a 1x10°-5x10° UFC/mL.

3.3.2.6.Método de Microdiluicdo para a Determinacdo da Quantidade Inibitoria

Minima (QIM) e da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM)

A QIM foi determinada pelo método de microdiluicdo em RPMI. Para os
derivados da mistura de triterpenos a e [-amirina foi obtida a QIM e para a
anfotericina B, a CIM.

Os derivados foram dissolvidos em 200 uL do solvente especifico para cada
caso, e adicionados a 1800 pL de RPMI. Posteriormente foram feitas dilui¢cdes
seriadas dos produtos naturais usando como diluente o préprio RPMI, e foi mantido
o volume constante de 1000 uL em cada tubo. Assim, as substancias foram testadas
em oito concentragées que variaram de 1000 a 7,8 yg mL". De cada diluigao,
aliquotas de 100 pL foram distribuidas em orificios da placa de microdiluicdo. Como
controle de crescimento e de esterilidade foi usado somente o RPMI sem a adicao
do extrato e solvente. Como controle de toxidez do solvente foi usado o meio de
cultura juntamente com o solvente. Como controles positivos foram usados o RPMI
adicionado de anfotericina B. As concentragdes do antifungico de referéncia usadas
variaram, desta forma, de 0,12 a 64,0 ug mL". Apds a montagem das placas, cada
orificio teste e controle de crescimento recebeu 100 pyL do inéculo microbiano. As

placas foram incubadas e lidas apds 48 horas para as amostras de Candida spp. a
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temperatura de a 35 °C®,

As CIMs e as QIMs foram consideradas como a menor concentragao do
produto natural ou antifungico que inibiu totalmente o crescimento do microrganismo,
em relagédo ao controle de crescimento, apds a incubacao e foram expressas em g
mL™.

Com derivado da mistura de a e ~amirina que apresentou um resultado mais

promissor testou-se a eficacia contra isolados clinicos de Candida albicans de CIM <

4 ug mL™" ao fluconazol.

3.3.2.7. Teste de adesao

Para a prévia exposicdo ao composto formiato de a e amirina 2, este foi
dissolvido em DMSO e caldo Saboraud em quantidade suficiente para se obter uma
solugdo final correspondente a QIM do derivado contra o fungo testado. Como
controle positivo foi utilizado o fluconazol pelo método descrito por Ellepola e
colaboradores (1999)%. O fluconazol foi dissolvido em agua e diluido em caldo
Sabouraud dextrose em quantidade suficiente para obter uma solugéo final de 4,0 pg
ml”. Esta concentracgéo foi escolhida por ter sido capaz de inibir o crescimento dos
isolados a serem testados. As leveduras foram repicadas em agar Sabouraud
dextrose e incubadas a 37 °C por 24h. Preparou-se entdo uma suspensao de células
em tampéo fosfato a uma densidade optica de 1,5 a 520 nm. Dessa suspensao de
células, 1 ml foi adicionado a tubos contendo 4ml de caldo Sabouraud dextrose
(controle) e 4 ml da solugéo do formiato de a e -amirina/caldo Sabouraud dextrose,

0 que proporcionou uma suspensao final de 10° a 10’ células/ml. Os tubos foram
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incubados sob agitacdo a 37 °C por uma hora. Apds essa breve exposigdo, o
derivado de a e [amirina foi removido por dois ciclos de diluicdo com tampéo
fosfato esterilizado. A suspensao foi centrifugada por 10 minutos a 3000 xg e o pelet
suspenso em 3 ml de tampao fosfato esterilizado. Esse procedimento reduz em
10000 vezes a concentracéo do formiato de a e [B-amirina 2, minimizando, assim,
qualquer efeito residual. Antes do teste de adesao, o numero de células controle foi
reconstituido conforme a necessidade para que se obtivesse uma concentragao
comparavel aquela da suspensao de células expostas ao Fluconazol e ao composto
testado.

O método preconizado por Kimura e Pearsall (1978)©) modificado foi utilizado
para a preparacao das células epiteliais bucais (CEB) utilizadas no teste de adeséo.
Células bucais humanas de adultos jovens saudaveis, ndo portadores de leveduras
do género Candida na cavidade oral, foram coletadas pela manha, no mesmo
horario do dia, com o auxilio de dois swabs esterilizados, e depositados em 10 ml de
tampao fosfato. A suspensdao de CEB foi lavada quatro vezes em tampéao fosfato
esterilizado (3000xg por 10 min) para a remog¢ao de microrganismos aderidos. As
CEB foram entdo suspensas a uma concentragao de 10° células/ml, contadas com o
auxilio de uma camara de Neubauer, e foram utilizadas imediatamente para o teste
de adeséo.

Para o teste, 0,5ml da suspensdao de CEB e 0,5 ml da suspensao de
leveduras foram misturados delicadamente e incubados sob agitagdo a 37 °C por

uma hora. A mistura foi entdo filtrada em um filtro de policarbonato de poros de 12u
m adicionando-se ainda 100ml de tampao fosfato para remocgao de leveduras nao

aderidas. O filtro foi retirado com o auxilio de uma pingca e pressionado contra uma
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ldmina de vidro. Apds 10s, o filtro foi removido delicadamente, deixando as CEB
aderidas a lamina de vidro. A preparacgao foi seca, fixada pelo calor e corada com
cristal violeta. O numero de leveduras aderidas a 50 CEB foi quantificado por

microscopia Optica. Células dobradas ou sobrepostas foram excluidas.

3.3.3.Atividade citotoxica frente a larvas de Artemia salina

A citotoxicidade dos derivados da mistura de a e S-amirina foi determinada no
Laboratério de Quimica de Produtos Naturais do Departamento de Quimica na
Universidade Federal de Santa Catarina, sob a orientacdo da Professora Inés M. C.
Brighentti. Este teste consiste em transferir aproximadamente 7-10 larvas para tubos
de ensaio contendo salina e o composto a ser testado em diferentes concentracdes
(10 a 200 pg mL™"). Apds 24 horas de contato conta-se os animais mortos. A DLs, foi
obtida através do gréafico da % de animais mortos em fungédo do logaritmo da dose
testada. Foi conduzido um controle negativo (solvente onde foi diluido os
compostos) e um controle positivo (K2Cr,O7, DLsy ~ 20-40 pg mL™). O teste foi feito

em triplicata.
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4 Resultados e discussao

O tema desta dissertacdo é a utilizagdo de uma mistura dos triterpenos a e 3-

amirina como modelo para a sintese de derivados estruturais. A mistura de a e [3-
amirina, na proporgdo 1:2, foi obtida do breu branco (resina de Protium
Heptaphyllum) com 41% de rendimento, e caracterizada conforme procedimentos
descritos por Susunaga e colaboradores (2001)®®. Além da sintese, reportamos
aqui, a determinacao da atividade farmacoldgica dos derivados sintéticos.

Os compostos sintetizados neste trabalho sdo simples do ponto de vista da
quimica organica sintética. No entanto, ha um interesse da industria farmacéutica
em investir na busca de moléculas pequenas e simples, com potencial terapéutico
elevado, e que possam ser obtidas a partir de processos rapidos a baixo custo e
sem complicacdes nas etapas de preparacao e purificacio.

Sabemos que o isolamento e a purificacdo sdo geralmente necessarios
quando se pretende determinar as propriedades biolégicas da substancia modelo.
No entanto, a mistura de triterpenos a e [B-amirina, na maioria das vezes é obtida
sob a forma de uma mistura onde a propor¢ao da cada um dos triterpenos vai
depender da espécie vegetal. O triterpeno a-amirina possui um esqueleto basico do
tipo ursano e o triterpeno B-amirina possui um esqueleto do tipo oleanano onde a
unica diferencga entre eles é a posicao de uma metila no anel E como mostrado na
figura 2% %) Devido a semelhancga estrutural, ndo foi possivel separar essas duas
substancias por métodos cromatograficos convencionais como cromatografia em

coluna e cromatografia em camada delgada preparativa. Desse modo, a pureza do
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substrato esta relacionada a presenca de apenas esses dois compostos

30

oa-amirina [B-amirina

Figura 2 - estruturas dos triterpenos a-amirina (esqueleto tipo ursano) e -amirina (esqueleto

tipo oleanano)

Os derivados de a e [-amirina foram preparados mediante pequenas
modificagdes estruturais, através de métodos convencionais descrito na literatura.
Os compostos foram obtidos com rendimentos que vao de 35 a 100%, com elevado
grau de pureza. Todos o0s compostos sintetizados neste trabalho foram

caracterizados através dos dados espectroscopicos de RMN de 'H e IV.
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4.1.Caracterizagdo dos compostos sintetizados

A caracterizagéo estrutural de um produto obtido através de reag¢des simples
e bem conhecidas onde o substrato pode ser transformado apenas em poucas
posicdes da molécula, torna-se mais simples do que a caracterizagao de um produto
natural isolado diretamente da fonte vegetal. Em nosso trabalho, uma mistura dos
triterpenos a e B-amirina foi submetida a modificagdes estruturais sobre o grupo OH
em C3 e oxidacao do carbono 11.

Desse modo, a maioria dos derivados s&o caracterizados através da analise
dos espectros de IV e RMN 'H juntamente com técnicas de cromatografia em
camada delgada e cromatografia gasosa. O ponto de fusdo dos derivados nao foi
determinado porque o composto de partida € uma mistura, com duas substancias,
que pode ser obtida em diferentes propor¢gdes dependendo da espécie vegetal de
trabalho.

A primeira série de substancias derivadas da mistura dos triterpenos
pentaciclicos a e B-amirina foi uma série de ésteres de cadeia acilica linear. Os
derivados 3-O-acil de cadeia linear 2 - 9 (fig. 3) foram sintetizados para avaliar o
parametro hidrofébico sobre a atividade biologica. Os compostos foram preparados
via equacdo quimica da figura 3. A esterificagcdo do grupo OH livre em C3 ocorreu
sob agitacao e refluxo da mistura de a e B-amirina com os respectivos cloretos de
acila em piridina, exceto para acetilagdo que foi realizada com anidrido acético e
DMAP, e com rendimentos que variaram de 46 a 100%. No espectro de IV destes

derivados, observamos principalmente o desaparecimento da banda atribuida ao
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estiramento OH em aproximadamente 3296 cm™' e o aparecimento de uma banda de
carbonila cuja freqiéncia é observada em 1715 cm™ para o formil derivado e na
regido de 1735 cm™ para os demais acil derivados (4 — 9). As estruturas foram
confirmadas, por RMN 'H, observando o deslocamento do sinal referente ao H3 para
campo mais baixo (de ~3,20 ppm na mistura de a e [3-amirina para ~4,5 ppm no acil
derivado) devido ao efeito de desprotecdo anisitropica conferido pela carbonila
acilica quando da acilagdo do grupo OH em C3. Na regido de 0,8 a 2,0 ppm, os
espectros de RMN 'H de todos os derivados se mostraram semelhantes ao espectro

do substrato (1).

H, R, = CHs derivado de a-amirina - Ry =H, R, = CH3

o-amirina - Ry = ) o
B-amirina - Ry = CHs, R, = H derivado de B-amirina - Ry =CH3, Ry, = H

I
&

OOOOOOOI

H3CH,

H3;CH,CH,

H3(CH2)3CH;

H3(CH2)sCH;

H3(CH>)7CH,
)

(DOONO?O‘I-POOI\)

Figura 3 — equacdo quimica para a sintese dos derivados esteres de cadeia linear da
mistura de a-amirina (R = H, R, = CH3) e B-amirina (Ry = CHs, R, = H). a) anidrido acético,
DMAP, AcOEt para composto 3 e cloreto de acila, piridina para os outros compostos (2 e 4 —
9).
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Sob as mesmas condi¢cbes de reagado, os derivados benzoilados de a e [3-
amirina 10, 11 e 12 foram preparados com os respectivos cloretos de benzoila em
piridina. A substancia 2-carboxi benzoato de a e (-amirina (13) foi preparada a partir
da agitagao, sob refluxo, do composto 1 com anidrido ftalico e DMAP em acetato de
etila. Os derivados de acido benzdico foram preparados numa tentativa de avaliar as
influéncias eletrbnicas e estéricas de grupos inseridos no anel aromatico, e
correlacionar a atividade bioldgica com os valores das constantes de Hammett dos
substituintes. Essa correlacdo entre as constantes de Hammet e os valores da
atividade biolégica podem fornecer valiosas informag¢des a respeito das interagdes
do composto com seu alvo biolégico. Quando o farmaco atinge seu alvo terapéutico,
a distribuicdo de elétrons em sua estrutura ditara os tipo de interagcbes que serao
formadas com o sitio ativo, podendo também afetar a poténcia da atividade
biolégica® ?Y. Os poucos derivados de acido benzdico preparados até o momento
nao apresentaram nenhuma correlagao significativa. Os compostos 10 - 13 foram
preparados de acordo com a equagao quimica da figura 4. A formagao dos produtos
indicados foi observada através dos espectros de IV mostrando o aparecimento de
bandas de absor¢do para o grupo carbonila de ester na regidao entre 1700 e 1720
cm’, além do desaparecimento da banda de absor¢do do grupo OH presente no
composto 1. As estruturas destes derivados foram confirmadas, por RMN 'H, pela
presenca do sinal na regidao de 4,75 ppm atribuido ao H3, deslocado para campo
mais baixo devido ao efeito de desprotecdo anisotropica da carbonila, além dos
sinais para os hidrogénios de anel aromatico que exibiram delocamentos quimicos e

constantes de acoplamento previstas para cada substituinte.
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a-amirina - R =H, R, = CHj3 derivado de a-amirina - Ry =H, R, =CHj3
B-amirina - Ry =CH3, R, =H derivado de B-amirina - Ry =CH3, R, =H

10-R=H,R3=H
11-R=Br,Ry =H
12-R=Cl,R3 = H
13-R=H, R3 = COOH

Figura 4 — equacdo quimica para a sintese dos derivados ésteres de acido benzodico da
mistura de a-amirina (R = H, R, = CHs) e B-amirina (R = CHs, R, = H). a) anidrido ftalico,
DMAP, AcOEt para composto 13 e cloreto de acila, piridina para os outros compostos (10 —
12).

Os derivados oxidados de a e [-amirina foram sintetizados conforme

esquemas apresentados na figura 5. O composto 3-oxo a e [-amirina (14) foi
preparado, em 91% de rendimento, pela oxidagdo de 1 com o reagente PCC
(clorocromato de piridinio) em diclorometano. PCC foi facilmente preparado pela
adicao de piridina a uma solugao de anidrido crémico (CrOs) em HCI 6M seguido de
filtracdo onde se obtém um sodlido laranja. O composto 15 foi sintetizado pela
oxidagdo do C3 e do C11 com cromato de t-butila em 80% de rendimento. Este
agente oxidante é um bom reagente para a oxidagdo de carbonos alilicos e é

preparado a partir de anidrido crémico, alcool t-butilico e tetracloreto de carbono. O
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composto 3 foi utilizado como substrato para a preparagcao do derivado acetato de
11-oxo-a e B-amirina (16) através da oxidagédo do carbono alilico com cromato de t-
butila, em 62% de rendimento. No espectro de |V destes derivados observamos o
aparecimento de bandas atribuidas as carbonilas de grupo cetona. No espectro de
RMN 'H, observamos o desaparecimento dos sinais em 3,21 ppm, para 14 e 15,
atribuidos ao H3. Além disso, a mudanca na multiplicidade do sinal de H12 de 15 e
16, que com a oxidagcdo em C11 passou de tripleto pra singleto, além do
aparecimento de um sinal em 2,4 ppm, atribuido ao H9, que nestes derivados sofre
a influéncia de desprotec¢ao anisotropica da carbonila em C11, confirmam a estrutura

destes compostos.

a-amirina - Ry =H, R, =CHj3
B-amirina- R4 =CHgz, Ry =H

Figura 5 — equacao quimica para a sintese dos derivados oxidados da mistura de a-amirina
(R1 = H, Rz = CH3) e B-amirina (R1 = CH3, R, = H). a) PCC, CH:Cl,; b) cromato de t-butila,
CHCIs, Ac,0O, AcOH, refluxo durante 6 horas; c) Ac,O, AcOEt, DMAP, refluxo; d) cromato de
t-butila, CHCIs;, Ac,O, AcOH, refluxo durante 6 horas
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Os triterpenos a e B-amirina e os derivados foram submetidos a analise por

cromatografia gasosa. Nos cromatogramas, observamos sempre a presenca de dois
picos na proporgao 1:2. O primeiro pico é referente ao triterpeno a-amirina e o
segundo pico a [B-amirina. Embora as duas estruturas sejam muito parecidas,
conseguimos separar essas substancias por cromatografia gasosa, ja que a
interacdo da ligagcao dupla com a fase estacionaria em a-amirina € diminuida pelo
posicionamento da metila 29. A posi¢cao da metila em C19 no triterpeno a-amirina
aumenta o impedimento estéreo préximo a ligagao dupla, diminuindo sua interagao
com a fase estacionaria em relagao a (3-amirina. A reatividade do metileno alilico C-
11 também é afetada como pode ser observado pela proporgéo de a e (B-amirina na
formagao dos derivados oxidados na posi¢cao C11 (15 e 16) onde os derivados de a-

amirina se formaram em uma quantidade menor do que a do substrato.

4.2.Atividade antinociceptiva

Os efeitos antinociceptivos da mistura de a e (-amirina e seus derivados
estruturais foram verificados no teste das contor¢des abdominais induzidas por
injecdo intraperitoneal de acido acético. Os resultados farmacolégicos (Dlso
calculadas com limite de confianca de 95%) da poténcia analgésica sao
apresentados na tabela 2. Como substancias padrao para comparagao, foi incluido o
efeito antinociceptivo da aspirina e da morfina.

O teste de nocicepgdo induzida por injecdo de acido acético consiste em
induzir dor em camundongos através da injecdo de acido acético (0,6%) e verificar

as contor¢ées abdominais, que € a resposta a dor que os camundongos estao
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sentindo, apds o tratamento com os compostos candidatos a drogas analgésicas. A
atividade analgésica € determinada tomando-se como base, a inibigdo do numero de
contor¢des abdominais dos animais pré-tratados com as diferentes doses dos
derivados da mistura dos triterpenos a e (-amirina, comparando-se com 0 numero
de contor¢gbes abdominais dos animais controle. Desse modo, quanto menor for a
dose do derivado de a e [-amirina capaz de inibir 50% (Dls;) das contor¢des
abdominais dos camundongos, maior é a atividade antinociceptiva do composto. Na
tabela 2 estao relacionados os resultados expressos em Dls.

O tratamento intraperitonial dos animais com todos os derivados sintetizados
(incluindo a mistura de a e [-amirina) ndo produziram nenhuma alteragao
comportamental nos camundongos, sugerindo a auséncia de alguma agdo no
sistema nervoso central. No entanto, exibiram significante inibicdo das contor¢des

abdominais, induzidas por injecéo de acido acético, na forma dependente da dose.
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Tabela 2 - Efeito antinociceptivo dos derivados estruturais da mistura de triterpenos

pentaciclicos a e (3-amirina no modelo de dor induzida por acido acético

Composto (CalfgugIaF:Jo") (mg IIiog‘1) (g9 '\r/r|1rgl‘1) (uml:z)ll5i<g'1) Inibiggo (%)
12 8,73 (£ 0,72) 0,79 (0,63-1,01) 426 1,85 84+3
2 8,97 (+ 0,79) 2,93 (2,29-3,74) 454 6,45 94+3
3 9,38 (+ 0,78) 2,65 (2,24-3,13) 468 5,66 805
4 9,77 (+ 0,86) 0,42 (0,26-0,68) 482 0.87 952
5 10,19 (£ 0,99) 2,81 (1,82—4,35) 496 5,66 87+
6 10,70 (£ 1,30) 0,54 (0,30-0,97) 524 1.04 95+3
7 11,38 (£ 1,65) 0,003 (0,001-0,005) 552 0,0055 855
8 12,02 (£ 2,21) 2,44 (1,82-3,26) 580 4,20 96+3
9 13,44 (£3,54) 2,60 (2,11-3,19) 664 3,91 80+6
10 10,49 (£ 1,15) 2,84 (2,29-3,52) 530 5,26 94+3
11 10,72 (£ 1,40) 2,86 (1,82—4,50) 609 4,69 93+3
12 10,75 (£ 1,41) 5,36 (4,25-6,76) 564 9,49 916
13 9,92 (£1,45) 16,37 (11,65-23,02) 574 28,52 70+13
14 8,48 (+ 0,57) 2,63 (1,72-4,03) 424 6,0 89+4
15 7,18 (£ 0,83) 3,17 (2,56-3,93) 438 7,23 86+6
16 8,07 (+ 0,93) 2,20 (1,92-2,52) 482 4,56 7619
Aspirina® 1,34 (+ 0,16) 24,0 (13,1-43,8) 180 133 83+1
Morfina 1,14 (£ 0,66) 0,67 (0,56-0,81) 285 2,35 100+0

Dados de 2[40] e °[67]. °Calculado no programa alogps in http://vcclab.org/lab/alogps.


http://vcclab.org/lab/alogps
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Na figura 6 estdo representados os graficos de 1/atividade antinociceptiva
contra os derivados de a e B-amirina. No grafico A, estdo representados os
resultados em escala normal que mostra os valores de Dls, para todos os compostos
destacando a potente inibicdo nociceptiva do composto octanoato de a e [3-amirina
(7). No grafico B, mostramos o zoom do grafico A no intervalo de Dls, entre 0 e 2,0,
para conseguir visualizar o restante dos compostos e fazer uma analise comparativa

entre a atividade com a estrutura quimica dos derivados.

(A) (B)

180

Octanoato de a e f-amirina Octanoato de a e p-amirina

160
140
120

100
morfina

11D,
11D,

80
aspirina
60

407 04

20+ 0.2

morfina
aspirina
————— 0.0

T T T T T
1.2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Compostos Compostos

Figura 6 - grafico de 1/atividade antinociceptiva (em (umol /kg)™") vs derivados de a e B-amirina. A)

Grafico com escala total. B) Zoom do grafico A.

A acilagao na posi¢cao 3 da mistura de a e B-amirina introduzindo os grupos
formil (2), acetil (3), butanoil (5), decanoil (8), palmitoil (9), benzoil (10), p-

bromobenzoil (11) e p-clorobenzoil (12) formou compostos que se mostraram menos

ativos em relagcado a mistura de a e 3-amirina, neste modelo de dor, o que também foi



4.Resultados e discussdo 55

observado para os compostos oxidados (14, 15 e 16). Além disso, a acilagéo na
posigao 3 introduzindo um grupo 2-carboxibenzoil (13) resultou em uma significante
reducdo na atividade antinociceptiva, embora o composto seja 4,66 vezes mais
potente que a aspirina. Por outro lado, a atividade antinociceptiva dos derivados
propanoil (4), hexanoil (6) e octanoil (7) foi encontrada ser 2,16, 1,77 e 336 vezes
mais potente (em pumol/ kg) quando comparadas a atividade da mistura de a e [3-
amirina (1).

O modelo de dor induzida por injecdo de acido acético apresenta boa
sensitividade, mas mostra pobre especificidade devido ao fato de que as contor¢oes
abdominais podem ser inibidas por relaxantes musculares abrindo espago para ma
interpretacdo dos resultados. Este problema pode ser evitado complementando o
teste com outros modelos de nocicepcao e testes de atividade locomotora. Por esta
razao o composto testado mais potente, octanoato de a e B-amirina (7), também foi
avaliado quanto a sua acdo no modelo de dor induzida por injecao intraplantar de
formalina (2,5%) e no teste de atividade locomotora em campo aberto.

Quando avaliado no teste da formalina, foi possivel confirmar a acao
antinociceptiva do derivado octanoato de a e B-amirina (7). O modelo de nocicepgéo
induzida pela formalina permite avaliar dois tipos distintos de nocicepcdo: a de
origem neurogénica (estimulagdo direta das fibras nociceptivas) e a de origem
inflamatoria (caracterizada pela liberagdo de mediadores inflamatorios)® ). De
forma evidente, péde ser observado que o derivado octanoato de a e 3 amirina (7)
possui agdo antinociceptiva maior na fase inflamatéria com Dlsy 9,71 pmol kg™ e uma

inibicdo de 89,6 + 6% a uma dose de 30 mg kg™, sugerindo que o composto possa

ter inibido o edema da pata associado a fase inflamatéria. Por outro lado, o derivado
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7 ndo aumentou a inibicdo, na primeira fase da formalina, em relacdo ao grupo
controle.

O derivado octanoato de a e (-amirina (7) quando administrado tanto pela via
oral quanto pela via intraperitoneal ndo ocasionou nenhuma mudanga na atividade
locomotora dos ratos, uma vez que, nao houve diferencga significante entre o controle
e 0s grupos tratados. Os resultados da tabela 3 indicam que quando os ratos
receberam diferentes doses do derivado octanoato de a e B-amirina (7), tanto via
oral como intraperitoneal, o numero de cruzamentos dos quadrados do campo nao

alterou significativamente em relagdo ao grupo que nao recebeu a dose do derivado

7 (0 mg kg™).

Tabela 3 — Efeito do derivado octanoato de a e B-amirina (7) na atividade locomotora

Dose (mg kg™) Rota Campo aberto
(numero de cruzamentos)
0 ip 120,7 £ 6,5
0,1 ip 127,6 + 16,6
1 ip 122,3 + 26,5
10 ip 96,8 + 22,2
30 ip 87,2+ 16,8
0 op 156,0 £ 13,8
10 op 146,7 £ 10,7
30 op 131,7 £ 16,9
100 op 174,0 £ 22,4
300 op 114,5 £ 25,6

ip — rota intraperitoneal; op — rota oral
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O efeito antinociceptivo do derivado octanoato de a e B-amirina (7) também
foi avaliado quando o composto foi administrado por via oral, no modelo de dor
induzida por acido acético. A avaliagao da atividade por via oral € importante porque
esta é a principal via de entrada de medicamentos. Além disso, o0 meio pelo qual os
farmacos entram no corpo € importante para determinar o efeito final dos
compostos. A administragao oral do derivado octanoato de a e [3-amirina (7) 60 min
antes da injecao irritante (doses de 1 — 30 mg kg™'), reduziu significantemente as
contor¢des induzidas pelo acido acético. A Dls, calculada foi 12,95 (10,76 — 15,57) p
mol kg™ e a inibigdo observada foi de 72,0 + 9% a uma dose de 30 mg kg™. Assim,
este resultado demonstrou que o derivado octanoato de a e B-amirina (7) foi menos
potente em inibir a nocicepgdo causada por acido acético quando ele foi
administrado oralmente em comparagao com a administragao intraperitoneal.

Nos modelos experimentais pré-clinicos utilizados neste trabalho para avaliar
a atividade antinociceptiva, contorcdo abdominal causada pela injecdo de acido
acético 0,6% e nocicepcgao induzida por injegao intraplantar de formalina (2,5%),
todos os compostos apresentaram-se mais potentes que analgésicos comuns. Com
relacdo a aspirina, os derivados testados foram de 4,6 a 24180 (em umol/ kg) vezes
mais potentes. Além disso, os derivados propanoato de a e (3-amirina (4), hexanoato
de a e B-amirina (6) e octanoato de a e [-amirina (7) exibiram importante efeito
analgésico sendo, respectivamente, 2,7, 2,2 e 427 (em pmol/ kg) vezes mais
potentes que a morfina. E importante destacar que a atividade analgésica dos
derivados da mistura de a e [-amirina ndo envolve componente central, mas
provavelmente é devido a um efeito periférico como demonstrado pelo teste de

atividade locomotora nos ratos.
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4.3.Atividade antifungica

Neste trabalho, a atividade antifungica foi avaliada contra 5 diferentes
espécies de Candida. A concentragao inibitéria minima da mistura de a e [3-amirina e
seus derivados estruturais (tabela 4) foi determinada contra Candida albicans, C.
glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis. Os compostos onde os resultados
da concentracdo inibitéria minima ficaram acima de 1000 nmol mL" foram
considerados inativos.

Este ensaio consiste em determinar a menor concentracdo, do derivado da
mistura de a e B-amirina ou antifungico utilizado como substancia padrao, que inibe
totalmente o crescimento do microrganismo em relagdo ao controle de crescimento.
Desse modo, o composto mais ativo sera o que apresentar uma concentragcao
inibitéria minima menor.

Entre os quinze derivados de a e [-amirina, obtivemos interessantes
resultados para as espécies de Candida testadas. Os compostos ativos ficaram na
faixa de concentragdo em nanomolar e os resultados mais promissores sao aqueles

abaixo de 150 nmol mL™". A tabela 4 apresenta estes resultados expressos em CIM

(nmol mL™).
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Tabela 4 — Concentragéo inibitéria minima (nmol mL™") da mistura de a e B-amirina e dos

seus derivados contra diferentes espécies de Candida

Composto Candida Candida Candida Candida Candida
albicans kruzei glabrata tropicalis parapsilosis
1 293,42 70,42 293,42 586,85 140,00
2 132,15 66,07 550,66 132,15 550,66
3 534,18 267,09 534,18 64,10 534,18
4 na 124,48 na 124,48 518,67
5 na na na 252,01 na
6 na na na 238,54 na
7 na 452,89 452,89 452,89 452,89
8 862,06 215,51 431,03 215,51 431,03
9 na na na 753,01 na
10 na 943,39 na 235,84 na
11 na 410,50 na 98,52 na
12 na 221,63 221,63 53,19 53,19
13 na na na na na
14 na na na na na
15 na na na na na
16 na na na 578,70 na
Fluconazol 6,37 104,57 3,26 6,37 0,54
Anfotericina B 0,27 0,54 1,08 1,08 2,94

na — Composto ndo ativo contra a espécie de Candida testada.
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Dos compostos testados, os derivados a e B-amirina (1), formiato de a e (-
amirina (2), acetato de a e B-amirina (3) e decanoato de a e (-amirina (8), inibiram
todas as espécies de Candida testadas, em concentracbes que vao de 66 a 862
nmol mL™". A levedura Candida Krusei foi a espécie mais sensivel para os compostos
1 e 2, e a espécie Candida tropicalis mostrou maior sensibilidade para o composto 3.
O derivado decanoato de a e -amirina (8) ndo exibiu resultados muito significantes,
apresentando valores proximos de 1000 nmol mL™, embora tenha inibido todas as
espécies de Candida testadas.

O derivado p-clorobenzoato de a e [3-amirina (12) também exibiu significante
atividade antifungica contra Candida tropicalis e Candida parapsilosis, sendo que foi
o0 composto mais ativo da série com uma concentracio inibitéria minima de 53,19
nmol mL™". No entanto, mostrou-se inativo contra as outras trés espécies de Candida
testadas.

Apenas os derivados 2-carboxibenzoato de a e (-amirina (13), 3-oxo-a e (-
amirina (14) e 3,11-dioxo-a e B-amirina (15) n&o exibiram atividade antifungica
contra as espécies de Candida testadas. O derivado acetato de 11-oxo-a e [3-amirina
(16), também ndo exibiu uma atividade antifungica significante, inibindo somente a
espécie Candida tropicalis a uma concentragdo de 578,70 nmol mL". Estes
resultados sugerem que as conformagdes dos anéis “A” e “C” dos triterpenos a e [3-
amirina exergem um papel importante no grupo farmacoférico e que as interagdes
dos grupos carbonilicos dos derivados 14, 15 e 16 n&do sdo de grande importancia
na interagcdo com o receptor. Este fato fica mais evidente quando comparamos o
derivado acetato de a e [-amirina (3) com o derivado acetato de 11-oxo a e (-

amirina (16). Quando o composto 3 é oxidado na posi¢ao alilica (C11), formando o
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derivado 16, ha uma significante diminuicdo na atividade antifungica contra a
espécie Candida tropicalis. Da mesma forma, quando oxidamos o grupo OH na
posicao C3 do composto 1, obtivemos o composto 14 que nao apresentou atividade
antifungica contra as espécies de Candida testadas. A oxidagao adicional na posicao
C11 do composto 3-oxo a e B-amirina (14) ndo produziu um composto com melhor
atividade antifungica contra as 5 diferentes espécies de Candida que foram testadas
neste trabalho.

O derivado formiato de a e [-amirina (2) exibiu o melhor resultado para
atividade antifungica contra C. albicans. I1sso nos levou a testar a sua capacidade de
inibir a adesao desta espécie de Candida em células epiteliais bucal humanas. O
composto 2 inibiu a adesdo de C. albicans nas células epiteliais bucal em 65,3%.
Este resultado € comparado ao farmaco fluconazol, que ha muito tempo ja esta
disponivel comercialmente para o tratamento da candidiase oral, que apresentou
porcentagem de inibicdo de 63,5%. A anfotericina B que também é um farmaco
muito utilizado como antifungico inibiu a adesao de C. albicans em 93,4%. O DMSO,
que foi utilizado como controle, inibiu a adesao em 17,5%.

Estes resultados obtidos com espécies oportunisticas de Candida séao
interessantes, porque o fluconazol e a anfotericina B sdo amplamente usados na
terapia de infec¢gdes por Candida. Contudo, C. krusei e C. glabrata tem uma alta
propensdo a desenvolver resisténcia a anfotericina B®'. Candida krusei ¢ também
resistente a fluconazol e, segundo Kromery e Barmes™, 30% das espécies

resistentes a fluconazol também sao resistentes a anfotericina B.
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4.4.Atividade citotoxica frente a larvas de Artemia salina

Antes de uma droga ser submetida a triagens clinicas, ela deve ter sua
toxicidade determinada. Uma avaliagdo segura geralmente inicia com teste in vitro e
in vivo para examinar os efeitos na reproducao das células e identificar potenciais
carcinogenos. No entanto, os testes de toxicidade envolvem uma grande variedade
de diferentes testes in vitro e in vivo que sao capazes de revelar diferentes tipos de
toxicidade. Desse modo, esses métodos nédo sao infaliveis e ainda um novo e
inesperado efeito toéxico pode aparecer durante as triagens clinicas que exigirdo o
desenvolvimento de um novo teste. Por exemplo, quando a talidomida foi
desenvolvida, ninguém imaginava que alguma droga poderia causar deformidades
no feto e entdo nao havia nenhum teste para isso®.

Embora o ensaio de toxicidade frente larvas de Artemia salina € uma
ferramenta muito utilizada para o isolamento de compostos bioativos, ele pode ser
empregado como um screening inicial para determinar a citotoxicidade de
candidatos a drogas. O ensaio é de baixo custo, ndo € complicado para realizar e de
facil manuseio, ndo requerendo equipamentos especiais ou técnicas assépticas. Se
alguns fatores como temperatura, composi¢ao e salinidade do meio e ainda a idade
das larvas sao consideradas, os resultados exibirdo uma reprodutibilidade
satisfatoria. Estas vantagens tornam o ensaio com Artemia salina atrativo embora
possua uma limitacdo quanto a elucidagéo de mecanismos de ag&o™.

A letalidade de Artemia salina frente a mistura de triterpenos a e [3-amirina e

de seus derivados sao apresentados na tabela 5.
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Tabela 5 — Dose letal da mistura de a e amirina e seus derivados frente a larvas de

Artemia salina

Composto DLso [ug mL™] DLso (mol mL-")
(limite de confianga)
1 151,30 (134,40-170,45) 0,355
2 223,87 (174,78-286,75) 0,493
3 169,82 (140,38-205,45) 0,363
4 85,11 (70,80-102,31) 0,176
5 147,91 (131,22-166,72) 0,298
6 89,12 (70,93-111,98) 0,170
7 131,82 (117,84-147,47) 0,238
8 104,71 (82,98-132,14) 0,181
9 102,33 (2,11-3,19) 0,154
10 81,28 (66,82-98,89) 0,153
11 69,18 (52,37-91,41) 0,113
12 100,00 (78,41-127,53) 0,177
13 81,28 (69,79-94,67) 0,141
14 75,86 (68,26-84,31) 0,179
15 97,72 (84,03-113,65) 0,223
16 87,10 (77,57-97,79) 0,180

K2Cr.07 24,40 (18,78-35,60) 0,082
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Todas as substancias testadas apresentaram atividade citotoxica para larvas
de Artemia salina, porém nenhuma teve seu valor de DLs, préximo da substancia
controle (K,Cr,O7, DLs; = 0,082 pmol mL™). De todos os quinze derivados testados,
apenas os compostos formiato de a e B-amirina (2) e acetato de a e [-amirina (3)
apresentaram um nivel de toxicidade menor que o composto de partida. Todos os
outros derivados sdo mais téxicos que a mistura de a e -amirina e o composto mais
téxico foi o p-bromobenzoato de a e B-amirina (11).

Os derivados oxidados 14 — 16 apresentaram interessante atividade
citotoxica. A oxidagao de 1 na posigao C3 levou a um aumento da poténcia de cerca

de 2 vezes em relagdo a substancia de partida. No entanto, a oxidagao adicional

levando ao 3,11-dioxo a e B-amirina (15) causou um decréscimo na atividade

citotoxica em relagdo a 14, mas ainda assim cerca de 1,5 vezes mais potente que a
mistura de a e B-amirina (1).

Embora estes resultados sejam preliminares e exijam testes complementares,
sdo interessantes porque nem o composto octanoato de a e B-amirina (7) e nem o

composto formiato de a e -amirina (2) exibiram alta toxicidade e s&o promissores

candidatos a drogas com agao analgésica e antifungica, respectivamente.
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4.5. Relagéo entre a lipofilicidade dos derivados de a e [-amirina e a atividade

biolbgica

A lipofilicidade é uma propriedade fisico-quimica bem conhecida que
influencia a atividade bioldgica afetando a absorgao, transporte, distribuicdo e
excregao do composto no organismo humano. Esta propriedade tem um importante
efeito sobre as fases farmacocinética e farmacodindmica das moléculas. Acredita-se
que o aumento da atividade em fungdo do aumento do numero de grupamentos
metileno provavelmente deve-se a um aumento na lipossolubilidade do analogo, o
que produz uma melhor difusdo do composto através das membranas.
Inversamente, atribui-se uma diminuicao de atividade em fungdo do aumento do
numero de grupamentos metileno a reducéo de sua solubilidade no meio aquoso
intra e extracelular®® 29,

Para um estudo preliminar de correlagdo estrutura molecular e atividade
biolégica, utiizamos o programa ALOGPS 2.1 (disponivel on-line:
http://vcclab.org/lab/alogps) para calcular o Log P de cada derivado de a e (-amirina.
Os programas on-line da “Virtual Computational Chemistry Laboratory

(www.vcclab.org) tem sido utilizado por varios autores”’ - para complementar os

resultados apresentando boa correlacdo com os dados experimentais.


http://www.vcclab.org/
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4.5.1.Atividade antinociceptiva vs Log P

Na tentativa de avaliar se a lipofilicidade esta relacionada com a atividade
antinociceptiva, foram utilizados os resultados obtidos no modelo de dor induzida por
injecao de acido acético na forma de Log 1/ Dlsy vs Log P.

Nos graficos da figura 7, apresentamos o plot de Log 1/Dls, versus os valores
calculados de Log P para os derivados de a e B-amirina. No grafico A (figura 7),
foram plotados todos os derivados testados os quais apresentaram Log P entre 7 e
14. Considera-se que os valores ideais de Log P sejam abaixo de 3 pois assim os
compostos seriam mais soluveis no meio aquoso o que facilitaria o transporte no
organismo.. Entre os compostos testados, ndo podemos concluir algo quanto aos
derivados benzoilicos (10, 11, 12, 13) e aos derivados oxidados (14, 15 e 16) que
apresentaram um nivel semelhante de atividade antinociceptiva.

Considerando que esses derivados podem exercer também outros efeitos
como efeitos eletrdnicos, além da lipofilicidade, plotamos no grafico B da figura 7
somente os ésteres de cadeia alquilica linear. A diferenga entre os compostos
testados 1 — 9 € o tamanho da cadeia alquilica que mostra um aumento linear da
lipofilicidade conforme aumenta o tamanho da cadeia carbonada. Estes compostos

podem apresentar uma boa correlagao entre a atividade antinociceptiva e Log P.
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Figura 7 — grafico de 1/ atividade antinociceptiva vs log P tedrico para os ésteres de cadeia

linear de a e B-amirina

Nos graficos da figura 7, um importante efeito hidrofébico pode ser observado

com um efeito maximo para o derivado octanoil (7) apresentando uma interagao

hidrofobica critica na atividade antinociceptiva dos derivados de a e B-amirina. A

existéncia de um valor maximo com oito carbonos, implica que a estrutura do

derivado octanoato de a e (3-amirina (7) possui um equilibrio apropriado entre a hidro

e a lipossolubilidade. Por outro lado, a grande poténcia deste derivado pode também

estar relacionada com uma forte interagdo com uma bolsa hidrofébica” na proteina

receptor, fazendo com que o composto 7 apresente uma atividade destacada em

relacdo aos demais derivados.

* Regiao da proteina receptor composto principalmente por aminoacidos apolares arranjados de tal

forma que se forma um bolso para o sitio ativo.
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4.5.2.Atividade antifungica vs Log P

Os resultados obtidos para atividade antifungica contra espécies de Candida
nao permitiram fazer uma correlagao entre a lipofilicidade dos derivados de a e [3-
amirina e atividade antifungica porque varios compostos se mostraram inativos
contra as espécies de Candida testadas. A espécie mais sensivel aos derivados
testados foi Candida tropicalis a qual teve seu crescimento inibido pelos derivados 1
— 12 o que possibilita relacionar o Log P dos derivados ésteres de cadeia alquilica
linear (1 — 9) com a atividade antifungica.

No gréfico da figura 8 foram plotados os valores de atividade antifungica dos
derivados de a e Bamirina contra a levedura Candida tropicalis. Os valores estédo

expressos na forma de Log 1/ CIM vs Log P.
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Figura 8 - gréafico de Log 1/ concentragao inibitéria minima vs Log P (calculado) para os

ésteres de cadeia linear de a e [3-amirina contra a levedura Candida tropicalis.
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Um perfil interessante pode ser observado no grafico acima que indica que o
derivado acetato de a e B-amirina (3) apresenta um efeito maximo entre os
derivados indicando que ha equilibrio apropriado entre a lipo e a hidrosolubilidade. A
linha no grafico € apenas um guia para evidenciar a tendéncia do comportamento

dos derivados e da atividade antifungica.

4.5.3.Atividade toxica vs Log P

Os resultados para a atividade citotoxica também foram utilizados na tentativa
de obter uma correlagdo linear entre a atividade citotoxica e a lipofilicidade. Os
graficos da figura 9 expressam esses dados preliminares na forma de Log 1/DLso vs

Log P, onde a dose letal foi expressa em concentragao molar.
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Figura 9 - gréafico de Log 1/ dose letal vs Log P (calculado) para os derivados de a e [-

amirina. A) Todos os derivados testados. B) Derivados ésteres de cadeia alquilica linear.
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Na Figura 9A, a atividade citotéxica de todos os 16 derivados foram plotados
contra Log P. Nao foi observado nenhuma relacao linear indicando que podem haver
outros efeitos. No entanto, na Figura 9B, onde plotamos somente os derivados
ésteres de cadeia alquilica linear, € evidente que ha uma tendéncia de aumentar a
toxicidade dos compostos conforme aumenta-se a lipofilicidade. A linha no grafico
serve como um guia para destacar a tendéncia linear.

Os resultados obtidos sdo muito interessantes e promissores como modelo
para o desenvolvimento de equagdes que possam predizer a atividade biolégica de
um derivado de a e (3-amirina. O préximo passo sera avaliar as correlagcdes estrutura
atividade com a definicdo dos parametros hidrofébicos experimentais (log P°),
parametros estéricos, e ainda outros descritores que possam estar influenciando nos

resultados das atividades bioldgicas.
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5.Perspectivas

Esta dissertagdo foi desenvolvida como requisito parcial para o titulo de
Mestre em Quimica no sistema Péds-graduacdo Integrada (PGI), conforme
modalidade Il estipulada pela resolugdo normativa N° 001/CPGQ/01. Segundo esta
resolucdo, na modalidade Il, a dissertacdo deve ser apresentada com uma breve
justificativa, com resultados e discusséo e ainda uma parte experimental sucinta.
Além disso, deve ser incluido um projeto que sera realizado durante o periodo de
doutorado que podera servir como um exame de qualificagao se for aprovado como
tal pela banca examinadora.

Desse modo, apresentamos abaixo as perspectivas do projeto descrito nesta
dissertagdo (semi-sintese de produtos naturais) e em seguida apresentamos um
projeto que sera desenvolvido durante o periodo de doutorado (sintese total de

produtos naturais). Este ultimo sera desenvolvido em paralelo com o trabalho dos

derivados dos triterpenos a e [3-amirina.

5.1.Derivados dos triterpenos a e -amirina

Embora ja tenhamos obtido significantes resultados com os derivados da

mistura de a e [-amirina, esses dados sao preliminares e nos orientam no
prosseguimento do trabalho. O objetivo maior € conseguir correlacionar a estrutura
dos compostos sintetizados com os resultados para a atividade biolégica e também
estudar os mecanismos de agao dos compostos mais ativos.

E de nosso interesse também ampliar o espectro de agdo bioldgica dos
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derivados da mistura de a e [B-amirina trabalhando em colaboragdo com outros
grupos de pesquisa.

Em colaboragcdo com o grupo do Professor Eduardo Dalmarco, do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da FURB, avaliar a atividade
antibacteriana contra as bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa. Os derivados de a e [-amirina 2 — 16 estdo sendo
testados e embora os resultados sejam interessantes, ainda n&o conseguimos
encontrar um composto com uma atividade antibacteriana promissora. Assim, os
resultados obtidos até o momento, podem nos orientar na preparagdo de novos
derivados de a e [-amirina, buscando um farmaco com potencial atividade
antibacteriana.

Nossa idéia € preparar novos derivados benzoilados bem como novos
derivados oxidados que permitam um estudo de correlagdo estrutura-atividade
biologica. Até o momento, pensamos em preparar os derivados apresentados na

figura 10.
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Figura 10 — derivados de a e B-amirina a ser preparados.

COOCH3
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Outros trabalhos poderdo se realizados em colaboragdo com o grupo do
Professor Dr. Carlos Zani da FIOCRUZ, que se dispbe em avaliar as atividades
antitumoral, tripanotiona redutase e leishmanicida com todos os derivados
preparados.

Novas propostas de sintese podem ainda surgir de acordo com o andamento

do trabalho novas colaboragdes podem ser feitas ampliando o espectro de agao

bioldgico dos derivados da mistura de triterpenos a e (-amirina.

5.2.Sintese de novas moléculas biologicamente ativas utilizando 6-estiril-2-pironas

isoladas de Polygala sabulosa A. W. Benett como modelo

5.2.1.Justificativa

Os produtos naturais tém fornecido compostos biologicamente ativos por
muitos anos. E ainda hoje, muitos dos remédios também sao obtidos diretamente de
uma fonte natural ou foram desenvolvidos a partir de um composto prototipo
originalmente obtido da natureza. Em geral, os produtos naturais possuem uma
caracteristica especial de fornecer novas estruturas quimicas as quais nenhum
quimico sonhou em sintetizar®. Quando as estruturas dos compostos naturais sdo
muito complexas, a sintese em laboratério se torna inviavel. No entanto, estas
substancias podem servir como base para a semi-sintese de compostos
biologicamente ativos. Os compostos naturais que possuem um esqueleto mais

simples podem ser sintetizados em laboratério evitando assim o problema de obter
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pequenas quantidades, em massa, de cada composto isolado da planta. A sintese
de produtos naturais € um 6timo caminho para a obtencdo de substancias com
potencial atividade biologica.

Inimeras espécies de plantas utilizadas na medicina folclérica tém sido
avaliadas quanto a sua atividade biolégica. Entre elas, estd a espécie Polygala
sabulosa onde estudos fitoquimicos e bioldgicos revelaram a presenca de
metabdlitos secundarios com atividade biolégica promissora. A presenca de
cumarinas, dihidro-estirilpironas e estirilpironas foram recentemete descritas por
Pizzolatti e colaboradores!® 7.

A kava-kava, uma espécie nativa das ilhas do Pacifico, &€ extensivamente
usada para o tratamento da ansiedade em todo mundo. Estudos tém mostrado suas
propriedades tranquilizantes e ansioliticas” ”® sendo estes efeitos atribuidos aos
seus principais constituintes, as kavalactonas. No entanto, a kava-kava foi retirada
do mercado farmacéutico de alguns paises devido a uma suposta hepatotoxicidade.
As estriril-pironas possuem o esqueleto carbonado fundamental das kavalactonas e
assim podemos ver a espécie P. sabulosa como uma planta de potencial atividade
no sistema nervoso central e aplicacdo no tratamento de disturbios de ansiedade.
De fato, em trabalhos recentes publicados por nosso grupo envolvendo a espécie
vegetal P. sabulosa, da qual foram isoladas e identificadas (figura 11) trés
dihidroestiril-lactonas (S1-S3) e quatro estiril-lactonas (S4-S7)"®, relatamos uma
importante acao central incluindo efeito ansiolitico, hipnosedativo e anticonvulsivante
dos compostos isolados™. Os compostos S1 e S7 foram os compostos mais
potentes exibindo efeito ansiolitico similar a droga disponivel comercialmente

diazepam.
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Figura 11 — dihidro e estiril-lactonas previamente isoladas da espécie Polygala sabulosa A.
W. Bennett.

Diante desses resultados, nossa proposta é sintetizar uma série de analogos
das estiril-lactonas, conforme apresentado na figura 12, e avaliar o efeito destas
substancias no sistema nervoso central. Na tentativa de definir os grupos
farmacofdricos, serdo avaliados os efeitos dos substituintes no grupo fenil utilizando
o0 método topliss, a distancia entre os anéis e a influéncia da conjugacao estendida
de um anel ao outro. Também sera avaliada a substituigdo do sistema estiril-2-pirona
pelos sistemas estiril-2-piridona, estiril-2-furanona e estiril-2-pirrolidona e ainda pela
insercao dos grupos fendéximetileno, anilinometileno e fenotidximetileno nos sistemas
4-metoxi-2-piranona, 4-metoxi-2-furanona, 3,4-dimetoxi-2-piridona e 3,4-dimetoxi-2-

pirrolidona.
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Figura 12 — analogos de estiril-lactonas — proposta de sintese
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Assim, buscando principalmente fontes alternativas para o tratamento da
ansiedade, nosso interesse neste estudo € a utilizagdo dos compostos isolados da
espécie Polygala sabulosa como modelo para a sintese total de uma série de
analogos das dihidriestiril-lactonas, estiril-lactonas com potencial atividade

antidepressiva e ansiolitica.

5.2.2.Metodologia

5.2.2.1.Derivados do heterociclo 2-piranona

O heterociclo 4-hidroxi-6-metil-2-pirona (HMP) pode ser sintetizado por varias
formas. Nagawade e colaboradores®” relataram a sintese do acido dehidroacético
(ADA) através da condensacao de duas moléculas de acetoacetato de etila na
presenca de bicarbonato de sédio obtendo o produto com 35% de rendimento. O
aquecimento (130 °C) de ADA em meio de acido sulfurico (90%) formou o composto
HMP com 86% de rendimento (figura 13A).

Effenberger e colaboradores®" e Butt e Elvidge® sintetizaram o composto
HMP a partir da reacao de cloreto de malonila com acetilacetona em meio acido
(figura 13B). Outros autores®) ainda prepararam o composto 4-hidroxi-6-metil-2-
pirona (HMP) reagindo acido de Meldrum com diceteno e trietilamina em cloroférmio
(figura 13C).

Pela simplicidade da metodologia, optamos por utilizar a metodologia descrita
por Nagawade e colaboradores® para preparar acido dehidroacético (ADA). No
entanto, ndo conseguimos alcangar o rendimento de 35% conforme descrito pelos

autores. O acido dehidroacético (ADA), foi sintetizado com um rendimento muito
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baixo e nao foi possivel prosseguir e preparar o composto HMP. Desse modo,
vamos tentar preparar o composto HMP diretamente utilizando a metodologia
descrita por Effenberger e colaboradores®’. O acido dehidroacético (ADA) também
€ disponivel comercialmente por um valor acessivel, assim ndao havera problemas. O
composto HMP sera entéo utilizado para a preparagao do sistema estiril-lactona e
dihidro-estiril-lactona. O passo seguinte é a metilacdo da hidroxila em C4,
produzindo o composto 4-metoxi-6-metil-2-pirona (MMP), que pode ser realizada
com iodeto de metila, diazometano e também dimetilsulfato. A metodologia descrita
por Yoo e colaboradores®), consiste na reagdo de HMP com iodeto de metila e

carbonato de potassio em acetona, ocorrendo assim a metilagao na hidroxila em C4.
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Figura 13 — equagdes quimicas para a preparagao do composto 4-hidroxi-6-metil-2-pirona
(HMP); a) NaHCOg, refluxo durante 8 horas; b) H,SO.; c) H.SO,; d) diceteno, trietilamina; e)
CHClIs, PhCI.



5.Perspectivas 80

A metodologia para a construgcdo dos derivados do sistema 6-estiril-2-pirona
podera basear-se na reagcao de Wittig entre os sais de trifenilfosfénio de MMP e uma
série de benzaldeidos substituidos sob condigbes basicas®. Assim, o primeiro
passo sera a bromagao na posicao alilica C7 de MMP. Uma metodologia descrita
por Bloomer e colaboradores® podera ser utilizada para a bromacgédo alilica
formando o composto 7-BMP. Os autores sintetizaram o composto 7-BMP através
de refluxo do composto 4-metoxi-6-metil-2-pirona (MMP) com N-bromosuccinimida e
perdéxido de di-terc-butila em tetracloreto de carbono obtendo 7-BMP como produto
majoritario e compostos bromados no anel (3-BMP, 5-BMP, 5,6-DBMP) como
minoritarios. No entanto, em 1985 March e colaboradores® relataram que
encontraram dificuldades em reproduzir a metodologia publicada por Bloomer (1974)
@ principalmente porque a bromacdo em C3 e C5 formando os compostos 3-
bromo-4-metoxi-6-metil-2-pirona e 5-bromo-4-metoxi-6-metil-2-pirona constitui em
uma reagao com uma séria competicdo com a bromacdo em C7. Desse modo, o
composto bromado na posi¢cao C3 (3-BMP) e C5 (5-BMP) também sao formados e
dependendo das condi¢cdes, em quantidades superiores a 7-BMP. Além desse relato
de March (1985)®®, Bacardit e colaboradores (1982)®" reportaram que seria muito
mais facil preparar o composto 7-bromo utilizando o acido dehidroacético (ADA)
como composto de partida do que utilizando o composto 6-metil-4-metoxi-2-pirona
(MMP) como composto de partida. Assim, com o acido 7-bromodehidroacético
(BADA) em maos, pode-se fazer a deacetilizagao e apos fazer a metilagdo do OH
na posicao C4 para obter o composto MMP.

Em dois trabalhos publicados, primeiro pelo grupo de Bacardit (1982)®" e

depois pelo grupo de March (1985)®), uma série de reagbes de bromagcao utilizando
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0 4-metoxi-6-metil-2-pirona (MMP) e também o acido dehidroacético (ADA) como
composto de partida foram estudadas. Inumeras condi¢cdes utilizando diferentes
reagentes foram testadas com o objetivo de definir as melhores opcgbes para
preparar o produto de interesse. Eles encontraram que condi¢gbes de alta diluigdo
favorecem a preparacao de 6-BMP mas, dificultam o processo em grande escala
devido a alta quantidade de solvente que se utilizaria na reac&o. Variando a diluigao
e a razao de NBS/MMP eles prepararam os compostos 3-BMP, 7-BMP, 3,7-DBMP, e
7,7-DBMP (figura 14) e mostraram que as proporgdes de cada produto depende
inteiramente das condigcdes empregadas. Uma outra rota que foi estudada, é a que
utiiza o acido dehidroacético (ADA) como composto de partida. Harris e
colaboradores (1970)®) reportaram a sintese do composto 7-BADA (23%), depois
utilizada por Bacardit (1985)®", pelo tratamento de ADA com N-bromosuccinimida
em tetracloreto de carbono, a temperatura ambiente e na presenca de luz de uma

“sun lamp” de 275 W.
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Figura 14 — esquemas para as reag¢des de bromagéo envolvendo o acido dehidroacético e o

composto MMP.
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De acordo com os trabalhos ja publicados, talvez teremos uma certa
dificuldade em obter o composto 6-BMP via reacédo radicalar. No entanto vamos
tentar reproduzir as reacdes descritas e também tentar otimizar as condi¢cbes para
obter o produto desejado com um rendimento melhor. O composto 6-BMP sera
utilizado na preparagcao do sal de trifenilfosfénio PMP a partir da reacdo com
trifenilfosfina em meio basico®(Figura 15). Este sal podera ser isolado e estocado ja

que vai ser utilizado na sintese de toda a série das estirilpironas.

OCH, OCH, OCH,
X a X b X
- B -Ph3P+
Br r
o~ o 0 o o~ o
MMP BMP PMP

Figura 15 — equagdes quimicas para a preparagao do sal de trifenilfosfénio derivado do 4-
metdxi-6-metil-2-piranona. a) NBS, peroxido de benzoila, CCly. b) PPh;, CH;CN.

Utilizando o ilideo PMP, poderemos preparar uma série de 6-estiril-2-pironas
(STY) a partir da reagao com benzaldeidos substituidos conforme equag¢ao quimica
da figura 16. Estes compostos ser&do a primeira série de interesse dos analogos das
estirilpironas isoladas da espécie Polygala sabulosa. Com essa metodologia
otimizada, poderemos preparar uma série de estirilpironas utilizando varios
benzaldeidos substituidos conforme o método descrito por Topplis®. Assim,

poderemos avaliar o efeito dos substituintes na atividade biologica tentando
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relacionar as propriedades fisico-quimicas de cada composto com os resultados da
atividade bioldgica. Uma outra parte do trabalho, sera a preparacdo dos produtos
naturais mais ativos S1 e S7 que foram isolados de P. Sabulosa e trabalhar com
modificagcdes estruturais com a finalidade de encontrar compostos com atividade

biolégica ainda melhor.

OCH,
| X
SN
0~ o
R,
PMP STY DST

Figura 16 — equagbes quimicas para a sintese de (E)-6-estiril-2-pirona e (E)-6-dihidroestiril-
2-pirona; a) Ry, R-ArCHO, Et;N, tolueno; b) H,, PD-C, EtOH.

Com o objetivo de avaliar o quanto a conjugacao estendida que envolve os
dois anéis € importante para a atividade biolégica, vamos tentar quebrar essa
conjugacao reduzindo a ligacdo dupla. Se conseguirmos realizar a redugdo com
sucesso, poderemos entdo reduzir toda a série de estirilpironas para
dihidroestirilpironas e comparar os resultados para a atividade bioldgica. Fatima e
colaboradores® reduziram um sistema semelhante através de hidrogenagdo com
Pd-C (10%) em etanol (figura 16).

Através da reacgao, sob as mesmas condicdes, do sal de trifenilfosfébnio PMP
com derivados do cinalmaldeido, poderemos inserir um espacador de 2 carbonos na

cadeia e avaliar o efeito da distancia entre os anéis na atividade bioldgica (figura 17).
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Figura 17 - equacdo quimica para a sintese de CINP com espagador de dois carbonos na
cadeia. a) Ry, R-ArCHO, Et:;N, tolueno.

5.2.2.2.Derivados do heterociclo 2-piridona

Carrol e Bader®), em 1953, relataram a sintese de um “aduto diceteno-
acetona”, 2,2,6-trimetil-1,3-dioxin-4-ona (DIOX), a partir da reagao de diceteno com
acetona na presenca de um catalisador acido como o acido p-toluenosulfénico
(figura 18). Este aduto (DIOX) pode ser utilizado na preparagcdo de uma grande

variedade de compostos e ainda € utilizado para muitos fins.

0]
| ol — |
AN
0] 0]
DIC ACE DIOX

Figura 18 — equagao quimica para a sintese do composto 2,2,6-trimetil-4H-1,3-dioxan-4-ona
(DIOX). a) p-TsOH, refluxo durante 3 horas.
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Em 1983, Sato e colaboradores®® trataram este “aduto” com diferentes
amidas para sintetizar N-acil-acetoacetamidas (NAAA)(figura 19A). Varios
procedimentos para esse fim estdo disponiveis na literatura, mas nem sempre os
resultados obtidos sdo satisfatorios. Dependendo das condigdes e dos reagentes, os
autores prepararam o composto 3-acetil-4-hidroxi-6-metil-2-piridona (MPD) que vai
ser utilizado na preparacado dos analogos das estirilpironas derivados do sistema 2-
piridona. Quando acetoacetamida foi aquecida com DIOX sem a presenca de
solvente ocorreu a formagdo do composto 3-acetil-4-hidroxi-6-metil-2-piridona (MPD)
com 46% de rendimento (figura 19B). O composto MPD também foi sintetizado com
60% de rendimento quando N-formilacetoacetamida (FACA) foi tratada com a
substancia DIOX na presenca de N,N-dimetilanilina (figura 19C), e com 50% de

rendimento sem a presenca de solvente (figura 19D).
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Figura 19 — equagdes quimicas para a preparagdo do composto 3-acetil-4-hidroxi-6-metil-2-
piridona (MPD).
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O composto 3-acetil-4-hidroxi-6-metil-2-piridona (MPD) vai ser utilizado na
sintese do sistema 6-estiril-2-piridona. O composto MPD devera ser tratado com
acido sulfurico para ocorrer a deacetilagao, metilado no oxigénio da posicdo C4 com
iodeto de metila e bromado na posicao alilica C6. Esse derivado bromado sera
utilizado na construgao do sistema estiril-2-piridona através da reacédo de Wittig com
aldeidos substituidos. As etapas envolvidas sdo semelhantes as da preparagao dos

compostos STY e DST apresentadas nos esquemas das figuras 16 e 17.

5.2.2.3.Derivados do heterociclo 2-furanona

Os derivados do heterociclo 2-furanona apresentados na figura 12 serao
preparados com o objetivo de verificar a importancia do anel de 6 membros para a
atividade biolégica. Eles podem ser preparados a partir de um esqueleto pronto
como o do acido ascorbico (ASC). Alguns autores® ~% ja descreveram a sintese de
derivados do acido tetrénico (4-hidroxi-[5H]-2-furanona) através de reagdes classicas
como protegdo de grupo 1,2-diol, metilacdo, desidratacdo, oxidagdo com PCC e
olefinagao de Wittig (figura 20) formando o sistema 6-estiril-5-metileno-3,4-dimetoxi-

2-furanona (STF).
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Figura 20 — equagao quimica para a sintese do heterociclo estiril-2-furanona; a) cloreto de
acetila, acetona, 30 °C; b) CH;l, Acetona:DMSO (4:1), 30 °C; ¢) DBU, THF, 0-30 °C; d) PCC,
CH.Cl;, 0 °C; e) EtsN, benziltrifenifosfonio, THF.

Outra rota para a construcdo do sistema estiril-2-furanonas seria sintetizar o
heterociclo 3-hidroxi-4-metil-2-fura-3-en-ona (4MF) através da ciclizagdo de
propanoato de etila com dietil oxalato seguida de adicdo de fosgénio e acidificagéo
com HCI (figura 21) conforme metodologia descrita por Ottinger e colaboradores®®.
O sistema estiril-2-furanona sera construido apos metilagdo do grupo hidroxila em
C3 com iodeto de metila, bromacao alilica com NBS e perdxido de benzoila e ainda

pela reagdo de Wittig entre benzaldeidos substituidos e o sal de fosfonio P4AMF.
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Figura 21 — esquema para a sintese do sistema 4-estiril-2-furanona; a)EtONa, EtOH, HCHO,
HCI, H,O; bi) CHsl, K,COs3, acetona; bii) NBS, peroxido de benzoila, CClg; biii) PPh;, CH3CN;
c) Ri, R-ArCHO, Et;N, tolueno.

5.2.2.4.Derivados do heterociclo 2-pirrolidona

O heterociclo 2-pirrolidona pode ser preparado aproveitando a sequéncia de
reagOes descrita por Singh®*°¥) Olabisi®®, Khan®” e colaboradores, nas quais foram
sintetizados derivados do acido tetrénico (4-hidroxi-5H-2-furanona). O sistema 2-
pirrolidona foi obtido a partir da abertura do anel lactama com amoénia ou qualquer
amina substituiida em etanol seguida de reciclizacdo, agora na forma de lactama
formando o derivado 5-hidroxi. As hidroxipirrolidonas (HPRD) foram entéo

desidratadas com acido p-toluenosulfénico aos respectivos derivados dienil-2



5.Perspectivas 91

furanonas STPR (figura 22).

R2

Rq

Figura 22 — equagdes quimicas para a sintese do sistema dienil-2 furanonas a) NH;, EtOH,
30 °C; b) PTSA, 30 °C.

5.2.3.Atividade bioldgica

Apos os compostos estarem completamente purificados e caracterizados,
serao realizados os ensaios de atividade bioldgica.

Os compostos sintéticos, analogos das estirii e dihidroestirilpironas
previamente isoladas de Polygala sabulosa A. W. Bennett, serdo avaliados quanto a
sua atividade ansiolitica e antidepressiva. Os ensaios com os compostos serao
realizados em colaboragdo com o grupo da Professora Dr. Thereza C.M. De Lima no
Laboratdrio de Neurofarmacologia do Departamento de Farmacologia da UFSC.

Outras atividades tais como citotoxica, antifungica e antibacteriana serao

também avaliadas conforme o andamento do trabalho.
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