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RESUMO

A maléria esta entre as mais importantes doencas infecciosas prevalentes nas
regides tropicais e subtropicais no mundo que pode conduzir a um grave e duradouro
estado de morbidade, sendo portanto considerada um grave problema de saude publica.
A doenca é possivel de ser transmitida por 5 espécies do género Plasmodium spp.
infectantes de humano que sdo inoculadas no hospedeiro vertebrado humano mediante a
picada das espécies vetoras do género Anopheles spp. proprias de cada regido endémica
no mundo. Na América do Sul, o Brasil tem importante representacdo nos indices de
malaria também atribuida a endémica regido amazonica. A busca por novas drogas
antimalaricas é uma necessidade urgente visto que em todo o0 mundo sdo crescentes 0s
casos de resisténcia a maioria das drogas utilizadas na restrita terapia antimalarica.
Historicamente tem-se quinina e artemisinina como antimaléricos cléssicos cujo
isolamento deu-se a partir de plantas e os quais serviram como modelo para o
desenvolvimento de antimaléricos sintéticos e/ou semissintéticos com caracteristicas
fisico-quimicas e farmacologicas mais aprimoradas. Este estudo teve como objetivo
reproduzir por meio de semissintese alguns derivados, em maior escala maior de massa,
da substancia natural 4-nerolidilcatecol (4-NC), isolado de Piper peltata, afim de avalia-
los quanto a sua atividade antimalarica in vitro, mediante inibicdo de Plasmodium
falciparum, atividade citotdxica em linhagem celular fibroblastica normal (MRC-5) e
determinar seus indices de seletividade (IS) além da avaliacdo in vivo para verificacao
da supressdo de Plasmodium berghei (espécie transmissora de malaria para modelo
murino) e avaliacdo da toxicidade aguda ap6s administracdo oral dos derivados ao
modelo animal sadio. Foram sintetizados nove derivados de 4-NC, sendo dois deles
inéditos, bem como dois novos derivados de peltatol A, substancia também isolada de
P. peltata. Os melhoramentos quimicos e reacionais conduziram a obtencdo de
derivados com maiores rendimentos, diminui¢do de tempo reacional em escala de dias
além da confirmada possibilidade da substituicdo de solventes clorados por solventes
mais limpos que conduzem a obtencdo de rendimentos equivalentes aos obtidos por
meio de solventes clorados. Em relagdo aos resultados obtidos in vitro, apenas o novo
derivado propanoilado de 4-NC foi considerado parcialmente ativo contra P. falciparum
(Clsp = 10,5 pM). J& na anélise in vivo, o percentual de supressdo parasitaria dos
derivados contra a espécie plasmodial causadora de malaria em roedores e que €
amplamente utilizada para este tipo de avaliagdo, constatou-se que 0s novos derivados
dipropanoilado, dibutirilado e dipentanoilado, e ainda a mistura dos derivados
monometilados e epoxidados e peltatol A, todos a dose de 200 mg/kg/dia, exibiram
supressdo da parasitemia contra P. berghei de 41, 33, 47, 36, 40 e 51%,
respectivamente, em comparacao aos controles tratados apenas com o veiculo (branco).
Os derivados ndo foram considerados toxicos para a linhagem MRC-5, tampouco
estimularam quaisquer sinais de toxicidade aguda em camundongos sadios apés



administracdo oral e ainda apresentaram satisfatorios indices de seletividade. Por fim,
ainda que os niveis de inibicdo dos derivados estudados ndo tenham sido considerados
significativos a dose de 200 mg/kg/dia, seu mecanismo de acao antimalarica — inibicéo
da biossintese de isoprendides e inibicdo da formacdo de hemozoina — ainda os torna
competitivos e passiveis de melhores estudos acerca de sua exploragdo como
antimalaricos e/ou outras atividades bioldgicas.

Palavras-chave: Plasmodium falciparum, Plasmodium berghei, derivados de peltatol
A, derivados de 4-nerolidilcatecol.



ABSTRACT

Malaria is among the most important infectious diseases prevalent in the
tropical and subtropical regions of the world that can lead to a serious and longstanding
morbidity and is therefore considered a serious public health problem. The disease is
possible to be transmitted by 5 species of the genus Plasmodium spp. Infecting humans
that are inoculated into the human vertebrate host by biting the vector species of the
genus Anopheles spp. Of each endemic region in the world. In South America, Brazil
has an important representation in malaria indices also attributed to the endemic
Amazon region. The search for new antimalarial drugs is an urgent necessity, as cases
of resistance to most of the drugs used in restricted antimalarial therapy worldwide are
increasing. Historically quinine and artemisinin have been used as classic antimalarial
drugs whose isolation was from plants and which served as a model for the
development of synthetic and / or semisynthetic antimalarials with improved
physicochemical and pharmacological characteristics. The objective of this study was to
reproduce by means of semisynthesis some derivatives of a larger mass scale of the
natural substance 4-nerolidylcatechol (4-NC), isolated from Piper peltata, in order to
evaluate them for their antimalarial activity in vitro, By inhibition of Plasmodium
falciparum, cytotoxic activity in normal fibroblastic cell line (MRC-5) and to determine
their selectivity indices (IS), in addition to the in vivo evaluation to verify the
suppression of Plasmodium berghei (malaria transmitting species for murine model)
and evaluation Of acute toxicity after oral administration of the derivatives to the
healthy animal model. Nine 4-NC derivatives were synthesized, two of them
unpublished, as well as two new derivatives of peltatol A, a substance also isolated from
P. peltata. The chemical and reactional improvements led to the achievement of
derivatives with higher yields, a reduction in reaction time in a day scale, and the
possibility of substitution of chlorinated solvents by cleaner solvents, which lead to
yields equivalent to those obtained with chlorinated solventes. Regarding the results
obtained in vitro, only the new propionylated derivative of 4-NC was considered
partially active against P. falciparum (ICso = 10.5 uM). In the in vivo analysis, the
percentage of parasite suppression of the derivatives against the plasmodial species
causing malaria in rodents and that is widely used for this type of evaluation, it was
found that the new dipropionylated, dibutyrylated and dipentylated derivatives, as well
as the mixture of the monomethylated and epoxidized derivatives and peltatol A, all at a
dose of 200 mg / kg / day, showed suppression of parasitemia against P. berghei of 41,
33, 47, 36, 40 and 51%, respectively, compared to controls treated with the vehicle
alone (blank). The derivatives were not considered to be toxic to the MRC-5 lineage nor
did they stimulate any signs of acute toxicity in healthy mice after oral administration
and still showed satisfactory selectivity indices. Finally, although the inhibition levels of
the derivatives studied were not considered significant at a dose of 200 mg / kg / day,



their mechanism of antimalarial action - inhibition of isoprenoid biosynthesis and
inhibition of hemozoin formation - still makes them competitive and which may be

better investigated for their exploitation as antimalarials and / or other biological
activities

Keywords: Plasmodium falciparum, Plasmodium berghei, peltatol A derivatives, 4-
nerolidylcatechol derivatives.
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INTRODUCAO

A malaria € uma das mais importantes doencas infeciosas causadores de
morbidade e mortalidade em todo o mundo (RAPPUOLI & ADEREM, 2011).
Atualmente, a malaria encontra-se instalada em 106 paises no mundo e ocasionou cerca
de 438.000 6bitos dos 214 milhdes de casos no ano de 2015 (WHO, 2015). Ela €
transmitida pelo mosquito vetor, a fémea do género Anopheles que inocula o parasita do
género Plasmodium no hospedeiro vertebrado, a partir de quando o parasita sofre uma
série de transformacBes em etapas evolutivas que se passam no figado e na circulagdo
sanguinea do hospedeiro desencadeando uma série de sintomas que conduzem a um
estado de morbidade indicativo da doenca, periodo no qual geralmente € realizado o
diagnostico da doenca e seu tratamento (BIAMONTE et al., 2013; WALKER et al.,
2014).

Ainda no ano de 2015, cerca de 3.200 bilhGes de pessoas, 0 equivalente a
metade da populacdo mundial, encontravam-se em areas com risco de contrair malaria,
cerca de 95 paises em todo o mundo. Atualmente o risco de transmissdo de malaria
pode ser considerado inexistente nas variadas regides do Brasil. Contudo, a regido norte,
especialmente a regido amazonica e ainda na cidade de Manaus tém-se as areas de
importante endemicidade no mundo (WHO, 2016 a,b). Esses casos sdo desencadeados
especialmente mediante a infeccdo de humanos pelas espécies: Plasmodium vivax que é
a principal espécie parasitaria responsavel pelos casos de malaria no Brasil (85%) e P.
falciparum que é a segunda mais prevalente (15%) (WHO, 2013).

Aspectos como movimento populacional de suscetiveis, precariedade da

infraestrutura da saude puablica, mudangas ambientais, aumento da populagdo de
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mosquitos vetores e modificacbes genéticas tém conduzido a um complexo quadro de
resisténcia dos parasitos aos antimaléricos existentes. Com isso, a busca por novas
moléculas ativas contra os parasitas da malaria em especial P. falciparum vém sendo
objeto de pesquisa de grupos de pesquisa que atuam tanto na intervencdo da resisténcia
adquirida pelos parasitas quanto na diversificacdo da acdo terapéutica em diferentes
etapas do ciclo do parasita (WALKER et al., 2014).

Com base no primeiro antimalarico introduzido no mercado farmacéutico, a
quinina, molécula natural isolada a partir de espécies amazonicas (Cichona spp.) e
também no antimalarico artemisinina, molécula posteriormente isolada da Artemisia
annua de origem chinesa, a producdo de novas drogas antimalaricas passou a estar
inspirada nesses modelos pioneiros antimalaricos. Com base na grande biodiversidade
da flora da América do Sul, estima-se que o potencial para a descoberta e
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos antimalaricos continue a ser propicio
(POHLIT et al., 2013).

A espécie vegetal amazonica Piper peltata passou a ser uma espécie bastante
interessante como fonte de substancias antimalaricas a partir de quando passou a ser
notada por sua utilizacdo popular para o tratamento de varios males, dentre eles a
malaria. Diversas investigacdes sobre seu potencial biolégico levaram a constatacdo de
que suas atividades bioldgicas e principalmente a atividade antimalarica poderiam ser
atribuidas ao metabdlito secundario 4-nerolidilcatecol (4-NC) que apresentou-se
promissor em estudos de inibi¢do plasmodial in vitro (ANDRADE-NETO et al., 2007).
Problemas relacionados a instabilidade fotooxidativa desta molécula inspiraram o
desenvolvimento de 7 derivados semissintéticos que em geral agregaram melhor
estabilidade, atividade antimalarica, entre outras propriedades, que levou o INPA a
patentear esses derivados de 4-NC (PINTO et al., 2009; LIMA et al., 2013).

Desta forma, uma série de indicios resultantes de estudos anteriores
corroboram para que os derivados de 4-NC compreendam um grupo de substancias
interessantes a serem submetidos a melhores e mais aprofundadas investigagbes que
visem a comprovacdo de sua atividade antimalarica, especialmente no &mbito de sua
eficacia in vivo e sua seguranca toxicologica. Assim, esse estudo contribui com a real e

urgente necessidade pela busca de novas drogas antimalaricas.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 MALARIA

1.1.1 Aspectos gerais

A maléria pode ser definida como uma doenca infecciosa que representa um
dos mais graves problemas de satde publica e é considerada uma das principais causas
de mortalidade e morbidade em todo 0o mundo. E popularmente conhecida como sezo,
paludismo, maleita, febre tercd e febre quartd (FRANSSEN et al., 1997). Ela esta
amplamente distribuida nas regifes tropicais e subtropicais de todo o planeta de forma
que é considerada uma das mais importantes doencas parasitarias tropicais (RAPPUOLI
& ADEREM, 2011).

A malaria é causada pelo protozoario do género Plasmodium que é transmitido
pela saliva da fémea do mosquito do género Anopheles durante o repasto sanguineo.
Cinco espécies de Plasmodium sdo causadoras da doenca em humanos: P. falciparum,
P. vivax, P. ovale, P. malariae e P. kinowlesi (WALKER et al., 2014). Quanto ao vetor,
0 género Anopheles conta com cerca de 465 espécies das quais aproximadamente 70 séo
capazes de transmitir o parasito da maléria para humanos ao redor do mundo (SINKA,
2013). A espécie mais recén notificada como vetora para humanos foi An. stephensi
(FAULD et al., 2104). No Amazonas as infecces causadas somente pelo P. falciparum,
e também as causadas tanto por P falciparum quanto por P. vivax (infec¢bes mistas)
representaram 14,1% dos casos notificados, enquanto que as infecgdes por P. vivax
correspondem a 85,8% da ocorréncia da doenca (BRAZ et al., 2013).

Dentre as 54 espécies de Anopheles ocorrentes no Brasil, 33 delas ocorrem na
Amazonia e apenas 9 sdo conhecidas como espécies infectantes de humanos nessa
regido (TADEI & THATCHER, 2000). As principais espécies de vetores na regibes de
floresta sdo Anopheles darlingi, An. albitarsis, An. albimanus, An. marajoara e An.
aquasalis (MORENO et al., 2007; ROCHA et al., 2008). Apesar de Anopheles darlingi,
o principal vetor, estar presente em cerca de 80% do pais, a incidéncia de malaria no
Brasil é ha muito quase que exclusivamente (99,8% do numero total de casos) restrita a
Amazonia (TAUIL & DANIEL-RIBEIRO, 1998).
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1.1.2 Considerac0es recentes sobre os aspectos epidemioldgicos

Atualmente o risco de transmissao de malaria pode ser considerado inexistente
nas variadas regides do Brasil com exce¢do da regido norte, especialmente na regiao
amazonica e na cidade de Manaus. Esse risco € mais iminente nas &reas rurais dessa
regido, contudo, alternativas tradicionais preventivas como uso de repelentes e
mosquiteiros, além de terapia profilatica a base de atovaquona-proguanil, doxiciclina ou
mefloquina, apesar de essa Ultima ndo ser uma recomendacao obrigatoria das diretrizes
nacionais das autoridades sanitarias brasileiras, devem e podem ser consideradas por
pessoas em situagdes de risco (WHO, 2016 a).

Segundo a Fundacdo de Vigilancia em Saude (FVS), ao final dos cinco
primeiros meses do ano (periodo de maior risco de transmissdo da doenca) de 2016
houve uma reducdo de 20,7% no nimero de casos de malaria em relacdo aos casos
registrados no mesmo periodo no ano anterior, os quais cairam de 24.697 naquele ano
para 19.563 neste ano. Em uma comparacédo ainda mais recente e ampliada sobre os oito
primeiro meses do ano, registrou-se 59,7 mil casos de janeiro a agosto de 2015 contra
33,5 mil casos no mesmo periodo de 2016 o que representa uma diminuicao de 44% em
relagdo ao mesmo periodo do ano anterior (G1 AMAZONAS, 2016 a).

Em geral, no estado do Amazonas a doenga apresenta-se com uma distribuicéo
geografica e epidemioldgica bastante heterogénea devido as caracteristicas das
particularidades de ocupacdo de cada regido. Nesse contexto, os maiores destaques véao para
0 municipio de S8o Gabriel da Cachoeira e para a capital do Estado, Manaus. Aquele,
localizado no Alto Rio Negro, foi o Unico municipio a ndo alcancar as metas de combate e
prevencao previstas no Plano Plurianual de Prevencdo e Controle da Maléria implementado
pela FVS de forma que registrou de janeiro a maio de 2016 4.535 casos, um acréscimo de
126% em relacdo a0 mesmo periodo no ano anterir. J& Manaus, registrou aumento de 86%
no numero de casos nos cincno primeiros meses de 2016 com 4.099 casos contra 2.193
registros no ano anterior (G1L AMAZONAS, 2016 b).

Ainda no ano de 2016, cerca de 3.200 milhdes de pessoas, 0 equivalente a
metade da populagdo mundial, encontram-se em areas com risco de contrair malaria,
areas estas distribuidas ao longo de 95 paises em todo o0 mundo. No ano de 2015, dos
aproximados 214 milhdes de casos da doenca, 438.000 foram a Obito, mas a seriedade

com que se vem intervindo com medidas preventivas ao controle da malaria resultou em
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uma real e expressiva reducdo em cerca de 60% da taxa de mortalidade nas populagdes
de risco e de 65% em criancas menores de 5 anos, em todo o0 mundo em comparagéo
com as taxas registradas em 2000. Desta forma, estima-se que entre os anos de 2000-
2015 houve uma reducdo de 37% da incidéncia da doenca em todo o mundo. No
entanto, a Africa Subsaariana ainda continua a ter os maiores indices de malaria (88%)
em relacdo a taxa global, de forma que em 2015, 90% das mortes por malaria ocorreram
nessa regido. Portanto, a maioria dos casos e mortes sio na Africa Subsaariana, mas
também seguidos das regides da Asia, América Latina e, em menor propor¢io no
Oriente Médio. (WHO, 2016 b,c).

Globalmente, o numero de casos de malaria caiu de cerca de 262 milhdes em
2000 para 214 milhdes em 2015. J& o numero de mortes por malaria caiu de um total
estimado de 839.000 em 2000 para 438.000 em 2015. Ou seja, dos 106 paises
acometidos pela doengca em 2000, 57 conseguiram uma reducédo de pelo menos 75% de
incidéncia em 2015. Desde 2000, as taxas de mortalidade por malaria cairam 72% na
regido das Ameéricas, 65% na regido do Pacifico Ocidental, 64% na regido do
Mediterraneo Oriental, e ainda que a regido africana tenha os maiores indices de
mortalidade, ao longo dos Gltimos 15 anos essa taxa foi reduzida em 66% na populacao
em geral e em 71% nas criancas de até 5 que constituem a populacdo mais vulneravel
(WHO, 2016d).

Os principais métodos de intervencdo ao controle da doenca na Africa
subsaariana mas também em regides endémicas em geral tém sido o uso de mosquiteiro
tratado com inseticida (MTI), borrifacdo intradomiciliar com inseticidas residuais e o
uso da terapia combinada dos derivados da artemisinina (ACT), este Gltimo tem-se
mostrado muito eficaz ao tratamento do mais letal e prevalente plasmodio humano (P.
falciparum), ja o primeiro recurso tem-se mostrado de maior impacto na prevencdo de
cerca de 68% dos casos na Africa (WHO, 2016d).
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1.1.3 Ciclo biolégico e sintomatologias

O ciclo bioldgico do parasita da maléria é determinado a partir do percurso que
as diferentes formas parasitarias do Plasmodium assumem tanto no vetor quanto apés a
inoculacdo no hospedeiro vertebrado (Figura 1). A fémea do género Anopheles inocula
0S esporozoitos na corrente sanguinea do hospedeiro humano, os esporozoitos infectam
as células hepaticas e assumem a forma madura de esquizontes e merozoitos que se
rompem apo6s essa replicagdo inicial no figado (esquizogonia exo-eritrocitica ou
tissular). Apds essa ruptura, os parasitas se multiplicam de forma assexuada nos
eritrocitos (esquizogonia eritrocitica) de forma que os merozoitos infectam as células
vermelhas sanguineas onde atingem o estagio maduro (trofozoitos) que passam a
esquizontes que se rompem liberando merozoitos preparados para penetrarem nas
heméacias. Nessa fase, alguns parasitas sofrem diferenciacdo sexual eritrocitaria
(microgametocitos — macho e macrogametadcitos-fémea).

O ciclo esporogonico inicia-se com a multiplicacdo dos parasitas no intestino
médio do mosquito através da formacdo de zigotos formados pela penetracdo dos
microgametas nos macrogametas. Os zigotos tornam-se méveis e alongados (oocinetos)
e invadem a parede do intestino médio do mosquito onde se desenvolvem em oocistos.
Os oocistos aumentam de tamanho, se rompem e liberam esporozoitos que migram para
as glandulas salivares do mosquito estando aptos a inocularem um novo hospedeiro
humano perpetuando o ciclo de vida do parasita da malaria (BIAMONTE et al., 2013).

Os responsaveis pelas manifestacBes clinicas e sintomas da doenca sdo as
formas sanguineas do parasita. Os sintomas se desenvolvem a partir de cerca de 6 dias
apos a infeccdo. A maioria das infecgfes por P. falciparum apresentam sintomas dentro
de 1 més, podendo ocorrer de forma tardia quando ha uso de profilaxia. Infeccdes por
Plasmodium vivax, P. malariae e P. ovale geralmente apresentam um periodo de
incubacdo mais longo e tém menos probabilidade de causar a forma grave da doenca.
Plasmodium vivax e P. ovale podem apresentar episodios de recaida devido a ativacdo
de hipnozoitos, ja P. falciparum e P. malariae ndo oferecem essa possibilidade. Em
caso de episddios seguidos de malaria por P. falciparum é sugestivo de que tenha
havido falha do tratamento ou re-infecg@o. Os casos de recrudescéncia sdo marcados por
episddios onde os parasitas reaparecem no sangue apos o tratamento interrompido por
n&o ter havido completa eliminacdo (WALKER et al., 2014).
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Figura 1: Ciclo biologico de Plasmodium spp. em humano e no vetor Anopheles spp.
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1.2 DROGAS ANTIMALARICAS E RESISTENCIA PLASMODIAL

Segundo recomendacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) desde 2010,
o tratamento padrdo para malaria por P. falciparum consiste na terapia combinada a
base de artemisinina (ACT’s) e em casos de agravamento é seguido o uso parenteral da
quinina e recentemente o uso do artesunato, este Ultimo est4d mais relacionado a baixa
mortalidade. A cloroquina ainda se faz eficiente em muitos paises contra P. vivax e
casos de recaida ocasionados por este plasmodio devem ser tratados com primaquina
(para completa eliminacdo de hipnozoitos da malaria por P. ovale e P. vivax por um
periodo de 14 dias, o que oferece risco de hemdlise para pacientes com deficiéncia de
glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD) e esses pacientes ja representaram uma
prevaléncia de 3% na cidade de Manaus (SANTANA et al., 2009; DONDORP et al.,
2010).

Dentre os fatores causadores das epidemias maléricas nas diversas regies do
mundo e principalmente na regido amazonica, muitos estdo relacionadas ao movimento
populacional de suscetiveis, precaria infraestrutura da saude publica, mudancas
ambientais, aumento da populagdo de mosquitos vetores e as modificagdes genéticas
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que conduzem a resisténcia dos parasitos aos antimaléricos e inseticidas (GARDNER et
al.,, 2002; WHO, 2004). Acredita-se que o aparecimento da resisténcia tenha sido
atribuido a ocorréncia de mutacdes génicas espontaneas e a pressdo seletiva dos
medicamentos sobre as populacfes de parasitos sensiveis e resistentes (MACKINNON,
2005).

A resisténcia dos parasitas da malaria aos medicamentos usualmente
empregados tem sido noticiada desde a década de 90, de forma que apds identificacdo
das variadas espécies de plasmodios, constatou-se que P. falciparum era
predominantemente resistente devido & ndo responsividade ao tratamento & base de
quinino (BOULOS, 1996; ZALIS, 1998). Uma das primeiras tentativas ao contorno da
resisténcia ao quinino e a erradicacdo da malaria no Brasil foi a adogdo da nova
molécula sintética com propriedades semelhantes ao quinino, a cloroquina, que teve seu
uso indiscriminado na Amazonia pela comercializacdo de sal de cozinha cloroquinado
que findou por contribuir com o aparecimento dos primeiros registros de resisténcia a
cloroguina na Ameérica Latina (ZALIS, 1998).

O panorama mundial atual da resisténcia as drogas empregadas no tratamento
para malaria conta com a quase total resisténcia a cloroquina por parte do P. falciparum
e resisténcia generalizada para sulfadoxina-pirimetamina. As demais espécies do
parasita permanecem sensiveis a cloroquina (WHO, 2012). A resisténcia adquirida por
P. falciparum é um dos maiores desafios ao controle da malaria e implicou,
especialmente na Amazénia, em um aumento de mortalidade (SANTANA FILHO et al.,
2007). Algumas falhas no tratamento com cloroquina da malaria por P. vivax ja sdo
relatadas em partes da Asia e a resisténcia a artemisinina encontra-se emergente no
sudeste da Asia (WALKER et al., 2014). J4 no inicio dos anos 2000, 0 Amazonas ja
contava com uma resisténcia de 10% por parte do P. vivax a cloroquina (SANTANA
FILHO et al., 2007). Ainda na regido amazonica, ja sao apontados casos de resisténcia
de P. vivax a cloroquina, a droga que € a primeira escolha para o tratamento de malaria
por esse parasita (GAMA et al., 2011; CHEHUAN et al., 2013; MARQUES et al.,
2013). A aquisicdo de resisténcia as drogas por parte dos parasitas vem se
desenvolvendo de forma mais rapida que a descoberta e producdo de novas drogas
antimalaricas (MARQUES et al., 2013).

Conhecendo-se o arsenal terapéutico utilizado atualmente e as fragilidades do

mesmo em relagdo a sua suscetibilidade em vir se tornando ineficaz diante da



24

resisténcia plasmodial, o que se idealiza como requisitos para novas drogas é que ndo
oferecam problema de resisténcia, tenham uma acdo imediata, sejam seguras
especialmente para criangas e gravidas e que promovam a cura em dose unica. Nesse
contexto, uma nova meta de pesquisa a novas drogas tem sido a busca por agentes
bloqueadores de transmisséo, que apesar de ainda ser imaturo pode ser 0 campo mais
transformador de todos para alcancar o objetivo final de erradicar a maléria
(BIAMONTE et al., 2013).

1.3 METODOLOGIAS NA PESQUISA DE NOVOS ANTIMALARICOS

1.3.1 Fases estratégicas para desenvolvimento de farmacos

Apesar dos grandes avangos no desenvolvimento e implementacdo de
estratégias de intervencbes inovadoras, a comunidade cientifica ainda enfrenta
importantes limitagdes na compreensdo do ciclo bioldgico de Plasmodium spp. e sua
complexa interacdo com o hospedeiro humano. Estudos para estabelecer as interacdes
parasita-hospedeiro e as caracteristicas fisiopatoldgicas da infeccdo sdo necessarios e
importantes porém perfazem uma etapa limitante da pesquisa por serem dificeis de
serem realizados em seres humanos (ZUZARTE-LUIS et al., 2014).

Para derivados candidatos a drogas antimalaricas é pressusposto gue passem
por basicamente trés fases pré-seletivas até que possam ser conduzidos a etapa de
estudos clinicos. Na primeira fase — fase de pré-selecdo — podem ser estudados muitos
candidatos, cerca de 10.000 compostos extraidos de uma biblioteca de produtos naturais
ou sintéticos, 0s quais podem ser submetidos a uma triagem in vitro (screening) contra
cepa de P. falciparum para monitoracdo de crescimento e proliferacdo ou ainda podem
ser submetidos a deteccdo de inibidores de alvo-especificos do parasita por meio de
screening in silico ou enzimatico que ao terem uma atividade biologica confirmada no
parasita sdo subetidos a testes de citotoxicidade; na segunda fase- escolha de prot6tipo —
apenas um maximo de 10 candidatos a drogas sdo avaliadas quanto a sua capacidade de
bloqueio de transmisséo, testes in vivo, toxicidade aguda, avaliacdo ex-vivo com P.
vivax e avaliacdo da acdo radical pela eliminagédo das formas hepaéticas; a terceira fase —

desenvolvimento de drogas — conta com um numero infimo de candidatos (maximo 3)
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dos quais se avalia poténcia in vitro, eficicia in vivo, toxicologia, farmacologia e
mecanismo de acdo (FLANNERY etal., 2013; JIMENEZ-DIAZ et al., 2013 a).

1.3.2. Espectativas em relacdo a estudos in vivo

A necessidade urgente de desenvolvimento de novos medicamentos é
principalmente atribuida a resisténcia adquirida aos antimalaricos ja utilizados. Apesar
de os compostos ativos in vitro contra as formas eritrociticas de P. falciparum estarem
em uma escala de milhares, € limitada a etapa seguinte direcionada & conversao destes
compostos em novos medicamentos, visto que, assim como a demanda obtida da sintese
de compostos limita os testes in vitro, tempo e eficiéncia terapéutica sdo pontos
determinantes em novas estratégias de teste in vivo. Alto rendimento e alta capacidade
de triagem in vivo na selecdo rapida de novos compostos antimalaricos € o que se
pretende a partir de novas abordagens de testes afim de avaliar a capacidade dos
compostos em estagnar ou diminuir a taxa de replicagdo do parasita. Em uma nova
tendéncia na conduta de pesquisas por novas drogas antimalaricas apoia-se a execucao
de triagens in vivo como ensaios preliminares na identificacdo de moléculas destinadas a
ensaios clinicos (JIMENEZ-DIAS et al., 2013b).

O que de fato se espera desse tipo de rastreio € uma observacdo integrada da
eficacia da droga em um contexto fisiologico, de forma que se possa observar a
disponibilidade da droga no hospedeiro e sua acdo antiparasitaria intrinseca. Estudos
farmacocinéticos in vivo sdo fundamentais para selecdo de moléculas mesmo quando
estas ndo apresentam niveis satisfatorios de inibicdo ao P. berghei mas podem estar
biodisponiveis em escala suficientemente aceitavel para serem conduzidos a ensaios
mais especificos e variados. Ainda que os resultados obtidos a partir de testes in vivo
inspirem um nivel avancado de confianca, ndo se pode, unicamente, a partir desses
resultados, definir totalmente o status de uma moléculas como sendo promissora ou ndo
a referida atividade bioldgica. Isto porque, a exemplo da artemisinina e azitromicina,
moléculas com registro de baixa biodisponibilidade em testes preliminares em animais e
baixa atividade in vitro, sdo hoje eficientes terapias antimalaricas usuais in vivo. A
selecdo de moléculas para estudos mais especificos in vivo, com modelo murino
humanizado, também sdo passos relevantes apoiados pelo idealismo dos ensaios

preliminares in vivo. Visto que estes ensaios propiciam a avaliagdo, em especial, de um
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pardmetro muitissimo importante, o indice terapéutico (IT) o qual estima a diferenca
dos niveis eficazes de droga no sangue e 0s que sao tdxicos para o humano (JIMENEZ-
DIAS et al., 2013 b).

1.3.3 Utilizacdo de modelo animal in vivo

A utilizacdo de modelos animais no estudo da malaria vem se mostrando
ferramenta bem estavel em pesquisas, e sua larga utilizacdo, em especial de modelos
roedores mais que os primatas ndo humanos, pode ser justificada por sua capacidade em
conduzir a um desdobramento bem aproximado das variadas apresentacdes da doenca
em humanos. Ainda que estudos estejam direcionados a forma humana da doenga,
estuda-la em organismo humano apresenta limitacGes, impedimentos e desvantagens em
relacdo a utilizacdo de modelo animal. Toda a burocratica disponibilizacdo documentar
referente a amostras de oOrgdos e tecidos humanos representativos além da falta de
dominio na manipulacdo de mecanismos as respostas imunoldgicas sdo alguns dos
aspectos que tornam a utilizagdo do modelo animal mais apropriada (LANGHORNE et
al., 2011).

A utilizacdo de modelos animais, mais especificamente de roedores infectados
por malaria, vem sendo desenvolvida ha décadas e contribui significativamente para a
compreensdo da biologia bésica do parasita, resposta do hospedeiro, patogénese e
conduz a compreensdo de doencas humanas a partir de uma visdo extrapolada ao que
ocorre no modelo animal. Para isso estdo disponiveis variadas cepas dos seguintes
plasmédios infectantes de modelo de roedor: Plasmodium berghei, P. yoelii, P.
chabaudi e P. vinckei (WHITE et al., 2010; CRAIG et al., 2012).

1.3.4 Relacgao parasita-hospedeiro

Muitas das drogas antimalaricas ja utilizadas foram triadas para verificacdo da
sua eficacia terapéutica in vivo contra diferentes estagios de desenvolvimento do
Plasmodium berghei, parasita especifico de roedores, visando sua condugdo a testes
contra parasita de malaria humana. E importante perceber que para cada espécie de
plasmaodio que se deseja estudar existe um modelo animal adequado a essa investigacéo.

Historicamente, 0 macaco rhesus foi o primeiro modelo animal no qual foi estudada a
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infeccdo de hemécias por Plasmodium coatneyi, j& que primatas ndo-humanos podem
perfeitamente serem utilizados como modelo de estudo para infecgdes causadas pelas
deferentes espécies plamodiais infectantes de humanos. Nesse contexto, tem-se
tradicionalmente utilizado a espécie parasitaria Plasmodium knowlesi para o melhor
entendimento do comportamento da forma parasitaria invasora de hemacias, o
merozoito. Por outro lado, ndo s6 é importante adequar o melhor modelo animal ao
parasita como também variar a espécie parasitaria em um mesmo modelo animal pois,
se cada quadro sintomatico observado no modelo animal € desencadeado pela
severidade intrinseca a cada parasita ndo humano, e esta estd correlacionada a um
parasita especificamente, a variacdo do parasita também amplia o conhecimento acerca
da totalidade do quadro sintomatico da doenca (LANGHORNE et al., 2011).

Plasmodium berghei tem sua utilizacdo bastante difundida em pesquisas in vivo
que visam respostas terapéuticas ou relacdo dos-resposta por ser uma espécie bastante
acessivel e pertinente a esses ensaios (FIDOK et al., 2004; JIMENEZ-DIAS et al., 2013
b). Contudo, ha casos em que a espécie de plasmddio infectante de humano para o qual
a tarapia esteja sendo estudada seja sensivel a droga, mas a espécie parasitaria especifica
para 0 modeo animal disponivel ndo o seja, havendo entdo necessidade da utilizacdo de
um modelo animal (murino) adaptavel ou personalizado a finalidade investigativa do
estudo, o modelo humanizado. Existe, portanto, uma necessidade de definir
cuidadosamente o parasita a ser utilizado, como esse parasita é formado no organismo e
de que forma a infec¢do € iniciada e até mesmo promover estudos de expressdo génica.

Nesse contexto tem-se o antimalarico pirimidina como exemplo de droga em
que ndo se atingiu a expectativa de uma promissora acao antimalarica quando submetida
aos ensaios em murino com seu respectivo parsita especifico mas mostrou-se
promissora quando respondeu ativamente em testes com modelo humanizado. Um outro
caso particular da especificidade existente na relagdo parasita-hospedeiro pode ser
visualizada com realacdo ao Plasmodium cynomolgi, este possui capacidade de
reproduzir a patogénese Unica do Plasmodium vivax quanto a capacidade de formar o
estagio parsitario que marca os episédios de recrudescéncia, o hipnozoito, capacidade
esta que ajuda, por exemplo, no estudo de alvos de acdo de medicamentos e vacinas
(RICKLEFS & OUTLAW, 2010).
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1.3.5 Vantagens e desvantagens na experimentacao animal para malaria

O modelo a ser selecionado para cada estudo deve ser o que melhor refletir
resposta e similaridades com a doenca humana em questdo, além de serem consideras
sempre as diferencas e limitacOes de cada modelo proposto. Cada modelo ou sistema
experimental utilizados nos estudos buscam que seja possivel exprimir de forma
relevante os mecanismos da malaria humana de modo a desenvolver o quadro mais
amplo possivel da doenca afim de que ofereca campo para uma analise conjunta para
intervencdo da doenca (LANGHORNE et al., 2011).

A utilizagdo de roedores como modelo animal tem a vantagem de viabilizar o
desenvolvimento de estudo ex-vivo no qual um animal imunossuprimido pode receber
eritrocitos humanos infectados com um tipo de parasita especificamente humano, como
por exemplo P. falciparum, possibilitando o estudo da acdo da droga na forma
parasitaria alvo de desenvolvimento sanguineo. Outra possibilidade é o de verificacdo
de eventos imunildgicos importantissimos também ao desenvolvimento de vacinas
mediante a utilizacdo de modelos bem usuais emergencialmente como ratos e primatas
(LANGHORNE et al., 2011).

Ainda que muitos prefiram considerar como denvantajosas as variages
visiveis nos modelos de roedores durante a manifestacdo da doenga, ou que ainda como
uma limitacdo e indefinicdo de resultados decorrentes da utilizacdo desse modelo de
estudo, é preferivel que se compreenda que tais variacdes refletem em todas as possiveis
e imaginaveis manifestaces da doenca em humanos. E exatamente por questdes como
essas que se deve ter cautela na interpretacdo de resultados de estudo com modelos de
roedores de forma que se esteja consciente sobre sua importancia mas também suas
limitaces e buscando modelos de roedores que melhor expressem as diferentes
situacOes de campo (CLASER et al., 2014).

A possibilidade de diversificacdo dos quadros clinicos apresentados pela
malaria que podem ser gerados a partir variadas combinacGes entre parasita-
camundongo, em alguns momentos da pesquisa, pode ser considerada como um
inconveniente, ja que os efeitos da infeccdo, as respostas imunolodgicas inatas e a
aquisicdo de imunidade podem ser amplamente variaveis de individuo para individuo, o

gue torna questionavel se realmente os achados em um modelo animal especifico pode
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ser extrapolado para o entendimento da mal&ria em humanos. Assim, o indicado é que
se utilize o modelo apropriado as particularidades do foco de cada pesquisa ao invés de
alimentar a expectativa de um unico modelo que contemple todas as nuances da maléria
humana (LANGHORNE et al., 2011).

Muito do conhecimento imunolégico basico de doencas infecciosas como a
maléria foi adquirido a partir de estudos em camundongos e pode ser aplicado em
grande parte aos seres humanos apesar de pequenas diferencas. O paralelo estabelecido
nos estudos de malaria entre humanos e modelo animal esta, por exemplo, na producao
de IL-10 por células T IFNy-CD4 observada pela primeira vez em seres humanos
recuperados de maléria por P. falciparum e posteriormente observado em modelo de
roedor. Em termos préaticos, o0 modelo de roedor para malaria pode nem sempre prever
quais vacinas obteriam sucesso para humanos mas certamente fazem a previsdo
confidvel das falhas dessas vacinas sendo importantes para evitar producdo de vacinas
ineficazes (LANGHORNE et al., 2011).

Como muitas das abordagens do estudo com modelo animal sdo utilizadas para
elucidar mecanismos de patogénese, o estudo acaba perdendo sua eficacia ou validade
por ndo acompanhar o momento real no qual o tratamento é empregado na forma
humana grave da doenca que ocorre ap6s o inicio dos sintomas, sendo esta, portanto,
uma explicacdo do porque muitas terapias para malaria grave séo eficazes em roedores
mas falham em estudo humano. Desta forma € sugestivo que a metodologia de
tratamento dos modelos animais infectados seja pararelo ou equivalente a empregada
aos seres humanos apds o aparecimento dos sinais clinicos (LANGHORNE et al.,
2011).

1.4 PLANTAS: ORIGEM DE ANTIMALARICOS ATUAIS

As primeiras e principais drogas empregadas na terapia antimalarica no mundo
foram produzidas a partir ou com base em moléculas isoladas de plantas (FRANCA et
al., 2008). A quinina, um alcaloide natural, foi o primeiro antimalarico descoberto com
comprovada agdo antimalarica tendo sido isolada em 1820 da casca da quina (Cinchona
spp.).

O lapachol, uma naftoquinona natural a partir da qual sintetizou-se a

atovaquona, foi isolado das casca da Tabebuia avellanedae (Ipé roxo) em 1882. Tanto a
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quinina quanto o lapachol j& eram utilizadas para tratar febre e malaria no século XIX
na América do Sul. A quinina e o lapachol sdo exemplos de substancias naturais
provenientes das plantas da bacia amazdnica com comprovada atividade antimalarica.
Ja a artemisinina, isolada de Artemisia annua, é também uma droga de origem natural a
partir da qual foram sintetizados derivados que compoem uma classe de antimalaricos
muito importante hoje baseada na combinacdo de seus derivados (ACT’s) com
antimalaricos quinolinicos (HUDSON, 1993; ACHAN et al., 2011).

A utilizacdo de substancias naturais como prototipos para a sintese de
derivados semissintéticos e substdncias analogas tem sido importante no
desenvolvimento e producdo de novos antimaléricos (Figura 2). Isso pode ser
constatado ao observarmos, por exemplo, que a partir da otimizacdo quimica do
lapachol originou-se a atovaquona, uma molécula com melhores caracteristica de bio-
disponibilidade; a partir da quinina, que possui um esquema prolongado de doses
terapéuticas, sintetizou-se a cloroquina com esquema de administragdo de doses
reduzidas e por fim o artesunato, originado a partir da modificacdo da artemisinina,
com caracteristica de melhor solubilidade e base de modelo para a concep¢do de
endoperoxidos antimalaricos como 0Z439 (CRUZ et al., 2013; POHLIT et al., 2013).

Figura 2: Moléculas antimalaricas naturais precursoras de modelos sintéticos mais
aprimorados.
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Fonte: Adaptada a partir de Cruz et al. (2013).
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Na America do Sul, mais especificamente na Amazonia, tem-se a maior
biodiversidade do planeta com mais de 40.000 espécies de plantas cientificamente

classificadas na regido. Contudo, a falta de conhecimento farmacoldgico sobre o
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potencial dessa flora representa um dos maiores desafios para o desenvolvimento
cientifico baseado em fitofarmacos do Brasil (CALDERON et al., 2009). Pelo menos 30
moléculas de diferentes fontes naturais da América do Sul, ativas contra malaria, ja
foram identificadas e publicadas. Uma caracteristica indicativa de potencial
antimaléarico dessas substancias € um cut-off aproximado da concentracéo inibitoria
média (Clsg) de 1 pM que tem sido apresentado por quase 0,5% dessas diferentes
entidades quimicas dessa regido (BRAVO et al., 2002; CRUZ et al., 2013).

Atualmente mais de 20.000 compostos ativos contra os parasitos do género
Plasmodium s&o pertencentes ao acervo natural da América Sul. Contudo, o que se tem
observado é a posicdo fornecedora quase que estatica do Brasil em relacdo ao mercado
internacional de fitoterapicos e produtos farmacéuticos derivados de plantas, mercado
este que vem movimentando anualmente cerca de no minimo US$ 22 bilhdes (PINTO et
al., 2002; GUIGUEMDE et al., 2012). Por fim, o que se almeja das novas drogas
antimalaricas é que sejam ativas seletivamente contra todas as 5 espécies de plasmodios
infectantes de humanos, tenham niveis de toxicidade nulo ou pelo menos aceitaveis em
humanos e que atuem no bloqueio de transmissao das formas sexuadas do parasito para
o vetor (POHLIT et al., 2013).

1.5 PIPER PELTATA L. MIQUEL: UTILIZACOES E ATIVIDADES BIOLOGICAS

A familia Piperaceae contém 12 géneros, cerca de 2000 espécies bem
estabelecidas em regides de clima tropical e subtropical e tem o género Piper L. como
um dos mais representativos. As espécies do género Piper ocorrentes no Brasil sédo P.
peltata e P. umbellata (FIGUEIREDO & SAZIMA, 2000).

A espécie de interesse para este estudo, Piper peltata (L.) Miquel (Figura 3) €
uma arvore arbustiva de cerca de 1-2 metros de altura e que ocorre nas américas Central
e do Sul sendo conhecida por variadas sinonimias populares: caapeba, caapeba-do-
norte, caapeba branca, caapeba verdadeira, malvarisco, pariparoba, aguxima, dentre

outros.
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E diversificada sua utilizagdo para varios males na medicina tradicional:
hepatite, Ulceras cutaneas, dor de cabeca, conjuntivite, erisipela, leishmaniose,
queimaduras, reumatismo e inflamacdo (DESMARCHELIER et al., 1997;
DESMARCHELIER & SCHAUS, 2000). A partir da sua utilizagdo popular para o
tratamento de malaria (DI STASI et al., 2002), estudos vém sendo realizados in vitro e
in vivo com extratos de diferentes partes da planta com a finalidade de comprovar
cientificamente a atividade bioldgica antiplasmodial dessa espécie.

Através de estudos preliminares observou-se supressdo in vivo de 66% da
parasitemia de Plamodium berghei quando administrado em camundongos por via oral
sob a forma de extrato etandlico em uma concentracdo de 500 mg/kg (AMORIM et al.,
1986) e outro expressivo resultado foi demonstrado mediante uma inibig¢&o in vitro de
49% de microcultura de P. falciparum ao contato com soro de camundongos que
haviam sido tratados previamente com extrato aquoso de raiz, caule e folhas de P.
peltata (SALA-NETO, 1992).

Estudos quimicos de P. umbellata revelaram a presenca de varios constituintes
extraidos de suas folhas e raizes: 4-nerolidilcatecol, B-sitosterol, chavicina, piperina,
cubebina, diidrocubebina, sesamina, 2-hidroxi-5,7-dimetoxi-3,4-metilenodioxi-flavonol,
apiol, dilapiol, pariparobina, jamborandina, piperatina, vogonina, uvangoletina e N-
benzoilmescalina (Figura 4) (KIJJOA et al.,1980; BASTOS et al., 1998; VIANA et al.,
2000; NORIEGA et al., 2001).

Algumas das atividades bioldgicas comprovadas dos extratos de P. peltata e P.
umbellata desde que essas espécies passaram a ser notadas pela suas utilizagbes

medicinais populares foram: atividade anti-inflamatéria (DESMARCHELIER et al.,
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2000), atividade inibitoria positiva de fosfolipases para duas miotoxinas ofidicas de
Bothrops asper (NUNEZ et al., 2005), atividade antioxidante e foto protetora anti-UVB
do extrato de P. umbellata (SILVA et al., 2005), inibicdo in vitro das metaloproteinases
(MMP’s) 2 e 9 da matriz da pele e in vivo da MMP-9, ambas reguladoras da exposicéo a
raios UVB (ROPKE et al.,, 2006; BARROS et al., 2007), atividade citotoxica e
antitumoral in vitro frente a linhagens tumorais de mama, célon e leucemia (PINTO,
2002; PINTO et al., 2006), atividade anti-HIV (VERMANI & GARG, 2002), atividade
in vitro contra larvas de Aedes aegypti (POHLIT et al., 2004), atividade antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus e fungicida contra Trichophyton rubrum (RODRIGUES
et al., 2006).

Figura 4.Estruturas de alguns dos constituintes quimicos de folhas e raizes de P.

umbellata.
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A partir deste contexto dos estudos levantados por muitos autores sobre as
variadas atividades dessas duas espécies passaou-se a investigar a qual dos metabélitos
da planta estavam atribuidas essas atividades, o que conduziu aos principio ativo 4-

nerolidilcatecol e as primeiras investigacGes sobre seu potencial antimalarico.
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1.5.1 4-nerolidilcatecol (4-NC): aspectos gerais

4-nerolidilcatecol (4-NC) (Figura 5) é um componente extraido das raizes,
folhas e frutos das espécies P. umbellata e P. peltata. E um catecol sesquiterpénico de
origem biossintética mista, de cor amarelo-avermelhado e aspecto oleoso (KIJJOA et
al., 1980; BERGAMO et al., 2005; PINTO et al., 2010).

Figura 5. Estrutura de 4-nerolidilcatecol.
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As atividades inicialmente relacionadas ao extrato bruto de P. peltata foram
gradativamente sendo comprovodas e atribuidas ao composto 4-NC a partir de estudos
in vitro e in vivo feitos com a substancia isolada do extrato. Algumas dessas atividades
comprovadas sdo: tranquilizante, antioxidante (superior ao a-tocoferol, indicando-o
como potencial farmaco para condicGes patoldgicas onde ocorra participacao do estresse
oxidativo), antioxidante (baseada na supressdo de radicais livres de ABTS) (UJO et al.,
2008), acdo analgésica, anti-inflamatoria (BARROS, 2005; PERAZZO et al., 2005),
acao leischmanicida in vitro (BRAGA et al., 2007), acdo antitripanossémica in vitro
(ATINDEHOU et al., 2004), surpreendente atividade anti-leucémica na forma livre e
complexado com HP-4-CD sobre a linhagem leucémica K-562, e anti-carcinoma sobre
as células do tumor ascitico de Erhlich (SOARES, 2007), efeito protetor na
genotoxicidade induzida por ciclofosfamida, antioxidante, anti-inflamatorio e
analgésico (VALADARES et al., 2007) e moderada inibicao in vitro (Clsp = 9 pg/mL)
de P. falciparum (PINTO, 2002). Conforme descrito por membro deste grupo de
pesquisa, este composto possui, portanto, importante atividade antimalarica, anti-
inflamatdria e antioxidante, além de ser Gtil na industria cosmética (PINTO et al., 2010),
acdo citotoxica sobre linhagens celulares de melanoma (SK-MEL-28, SK-MEL-103, e
SK-MEL-147 (BROHEM et al., 2009).



35

A atividade antimalarica de 4-NC ja foi descrita sendo considerada significante
com a inibigéo in vitro de 50% da parasitemia (Clso = 0,16 - 6,71 uM) tanto da estirpe
de P. falciparum padrdo quanto da isolada de campo amazoénico. Ja in vivo foi testado
nas doses de 200, 400 e 600 mg/kg/dia por onde obteve-se uma supressao maxima de
63% da parasitemia de Plamodium berghei ap6s os 4 dias de tratamento do modelo
murinho pelas vias oral e subcutanea (ANDRADE-NETO et al, 2007; ROCHA E
SILVA et al, 2011).

1.5.2 Viabilidade tecnolégica de 4-NC

Estudos que visam o controle sobre a quantificacdo deste principio ativo e sua
maior producdo de biomassa cultivada de P. peltata ja foram desenvolvidos e seus
resultados corroboram a possibilidade de utilizacdo em escala industrial da espécie para
finalidade de pesquisa e desenvolvimento medicinal (PENA et al., 2005; PINTO et al.,
2010). No entanto, o largo cultivo da espécie em nossa regido, a facil obtencdo do
extrato, 0 dominio do isolamento do principio ativo 4-NC e as variadas probabilidades
de exploracdo das comprovadas atividades biolégicas do mesmo, ndo perfazem um
conjunto de fatores que tornam totalmente facilitada a pesquisa em torno deste
composto, haja vista que suas propriedades fisico-quimicas sdo desfavoraveis,
principalmente no que diz respeito a sua baixa solubilidade em agua (3 pg/mL),
coeficiente de particdo (log P = 6,997 + 0,37) e baixa foto estabilidade que o torna
quimicamente instavel e facilmente degradavel (SOARES, 2007).

Alguns estudos voltaram-se a explorar metodologias para melhora de algumas
propriedade de 4-NC de forma a conduzi-lo a um estado de viabilidade tecnolégica e
terapéutica. Esses estudos sdo importantes porque fornecem uma idéia de viabilidade
tecnoldgica extrapolada aos derivados de 4-NC. A solubilidade da molécula de 4-NC é
melhorada quando formado um complexo de inclusdo em solugéo de HP-5-CD a 30%
(p/v) (REZENDE & BARROS, 2004). A fotoestabilidade é aumentada mediante
revestimento da substancia pura com polimeros PVA-PEG 6% tornando formulacgGes
viaveis para administracio de farmacos em microparticulas solidas (ARAUJO-JUNIOR
et al., 2013), comprovada aquisi¢do de maior estabilidade do 4-NC quando complexado
com HP-$-CD na proporcao de 2:1 viabilizou a utilizagdo das propriedades bioldgicas

dessa substancia em formulagdes orais e tdpicas por encaixa-lo nas condicgdes ideais de
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classificacdo Il de farmacos - baixa solubilidade mas alta permeabilidade (SOARES et
al., 2009).

1.6 DERIVADOS E ANALOGOS DE 4-NC

Os derivados semissintéticos de 4-NC abordados neste projeto sdo, em parte,
resultado da tese de doutorado da Dra. Ana Cristina da Silva Pinto, que vislumbrou a
producdo de derivados que tivessem melhores estabilidade e atividades bioldgicas. Na
figura 6 pode-se observar as estruturas das substancias precusoras (1 e 8) dos derivados
inéditos (2-7 e 9) obtidos a partir daquele trabalho.

O conjunto de derivados obtidos a partir desse estudo foi patenteado pelo INPA
(EP, 2009; INPI, 2009; US, 2009; WIPO, 2009) e a partir dele, abriram-se vertentes de
estudos a serem realizados sobre melhoramento acerca da producdo desses derivados
em maior escala de massa (gramas), melhores investigacdes das atividades bioldgicas
voltadas as atividades antiplasmodial in vitro e in vivo, citotoxicidade, farmacologia,
toxicocinética e tecnologia farmacéutica para elaboracdo de uma forma farmacéutica,

entre outros.

Figura 6. Derivados semissintéticos de 4-NC (1). Derivados metilados (2 e 3),
benzoilado (4), benzilados (5, 6 e 7), acetilado (8) e epoxidado (9).

1R, =R,=H
2R, =Me;R,=H
3R, =H;R,=Me
4R, =R,=Bz
5R,=Bn;R,=H OR,
6 R, =H;R,=Bn
7R,=R,=Bn

8R,=R,=Ac
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Fonte: Adaptado a partir de Pinto et al. (2009).
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1.6.1 Avaliac6es biologicas preliminares

Algumas avaliagdes in vitro sobre a atividade antiplasmodial em Plasmodium
falciparum e citotdxica frente a algumas linhagens tumorais humanas ja foram
realizadas por Pinto et al. (2009) (Quadro 1). Por essas avaliacGes preliminares
percebeu-se a necessidade de dar sequéncia a investigacbes mais completas e

diversificadas sobre a atividade antimalarica e toxicidade desses derivados.

Quadro 1: Clsp de 4-NC e seus derivados contra a cepa K-1 de P. falciparum.

L ) Clso
Compostos Cadigo gimL m
4-NC 1 0,21 0,67
4-NC monometilado-p 2 PA -
4-NC monometilado-m 3 I -
4-NC dibenzoilado 4 0,35 0,67
4-NC monobenzilado-p 5 1,56 3,86
4-NC monobenzilado-m 6 1,15 2,84
4-NC dibenzilado 7 11,14 22,52
4-NC diacetilado 8 - -
4-NC diacetilado-
diepoxidado J L7 3,95
Cloroquina CQ 0,46 0,89
Quinina Q 0,004 0,012

1= Inativo (inibicdo < 50%); PA= parcialmente ativo (inibi¢éo entre 50-79%) a 2,5 e 50 pg/mL.
Fonte: Adaptado a partir de Pinto et al. (2009).

Esses derivados mostraram-se mais estaveis a luz, ar e pH a temperatura
ambiente em relacdo ao precursor 4-NC e por este motivo passaram a serem Vistos
como uma potencial nova classe de substancias antimalaricas com melhores
propriedades quimicas e farmacoldgicas. Nos primeiros estudos sobre a atividade
antimalarica in vitro frente a cepa K1 (cloroquina-resistente) de P. falciparum, os
derivados patenteados mais interessantes foram: o dibenzoilado 4, que demonstrou a
maior atividade (Clso = 0,67 puM); os dois monobenzilados 5 e 6 com Clso = 3,86 € 2,84
MM, respectivamente e o derivado diacetilado-diepoxidado 9 (Clso = 3,95 uM). O
derivado monometilado 2 foi parcialmente ativo (inibicdo de 50 — 79%) na concentragéo
de 50 pg/mL e o monometilado 3 foi considerado inativo nessa mesma concentragéo

(inibicdo < 50%) (PINTO et al., 2009). A partir desse estudo, passou-se a investigar
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sobre a atividade antimalarica in vivo de 4-NC e dos derivados que se mostraram mais
interessantes in vitro (ROCHA E SILVA et al., 2011; ROCHA E SILVA et al., 2015 a).
A avaliacdo dos derivados patenteados contra linhagens tumorais (HL-60,
HCT-8, SF-295 e MDA/MB-435) demonstrou que enquanto o derivado monometilado 3
mostrou-se potencialmente citotoxico (Clsp = 43,8 — 63,0 puM), o derivado
monometilado 2 foi ativo contra células leucémicas em humanos; j& os derivados
dibenzilado 7, monobenzilado 6 e dibenzoilado 4 n&o foram ativos contra nenhuma das
linhagens tumorais testadas. Outro derivado de 4-NC, ndo incluido na patente, ja
descrito na literatura mas sintetizado a partir de 4-NC como produto intermediario para
obtencgéo de 9 foi o derivado diacetilado 8 que apresentou atividade mais significativa
frente a todas as linhagens tumorais desse estudo (PINTO et al., 2009). As propriedades
antioxidante, citotoxica e de estabilidade dos derivados de 4-NC foram avaliadas de
forma qualitativa e comparativa visando explorar novas utilizagbes para esses
compostos. Desta forma, os derivados foram em geral menos citotoxicos e mais estaveis
e mantenedores de sua capacidade antioxidante que o 4-NC (LIMA et al., 2013).
Estudos mais recentes envolvem moléculas analogas e outros derivados
semissintéticos de 4-NC (Figura 7) que tiveram algumas das atividades bioldgicas
anteriormente atribuidas ao 4-NC confirmadamente melhoradas nos derivados e/ou
analogos. O analogo (E)-4-(3,7-dimetilocta-2,6-dienilamino) fenol (LQFM-015)
mostrou-se eficiente quando avaliada in vitro quanto a sua capacidade antiinflamatoria,
reduzindo em 18% a atividade de PLA; e inibindo a COX-1 (Clsp = 36 uM) e COX-2
(Clso = 28 uM) (LINO et al., 2012). O derivado (E)-N-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-1,3-
dimetil-1H-pirazol-5-amino (LQFMO002) foi avaliado in vitro e in vivo para
comprovacdo de sua atividade antiinflamatéria a qual foi atribuida aos efeitos de
reducdo na migracdo de leucdcitos, diminuicdo dos niveis de TNF-a, inibicdo da
atividade da PLA: in vitro e ainda um efeito antinociceptivo que pode envolver o
sistema opioidérgico (COSTA et al., 2013). O derivado 4-nerolidilcatecol-3'-4-O-
glicosideo conserva sua atividade antioxidante comparada a do precursor e sugere
melhores atividades bioldgicas que o precursor por se tratar de uma molécula mais
soltivel e estavel (ARAUJO-CORDEIRO et al., 2013). Desta forma, esses dados ajudam
a justificar a importancia das substancias naturais como base para a sintese de novos

derivados e analogos que sejam substancias melhores que seus precursores naturais.
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Figura 7. Estrutura de analogos e derivados de 4-NC ja estudados.

Ho LQMF002
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Fonte: Adaptado a partir de Lino et al. (2012); Costa et al. (2013) e Araujo-Cordeiro et al. (2013).
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1.6.2 Abordagens metodoldgicas in vivo

Devido aos contraditérios resultados sobre a performance de 4-NC quando

analisado in vitro e in vivo, algumas investigacGes farmacoldgicas foram realizadas ao
longo do tempo afim de avaliar alguns parametros farmacocinéticos desta molécula.
Em 2004, estudo de Rezende & Barros validou um método, para quantificacdo de 4-NC
em plasma de ratos, baseado na extracdo liquido-liquido por andlise isocratica em
CLAE de fase reversa com tempo de corrida total da analise inferior a 15 min e com
deteccdo por UV. Neste estudo foi possivel confirmar a alta afinidade de 4-NC por
eritrocitos (células sanguineas), conforme especulado por Freitas (1999) quando
suspeitou da existéncia de um alto coeficiente de particéo de eritrcitos com base na alta
lipossolubilidade de 4-NC. Esta confirmacdo deu-se mediante a recuperagdo média de
5,34 - 1,1 pug/mL de 4-NC do plasma de ratos analisados em periodos de 1 a 70 min
apos administracdo intravenosa de 10 mg/kg de solucdo parenteral de 4-NC 2,5 mg/mL
em 30% de HP-4-CD de. Ap6s o quinto minuto da administragdo da droga a variacdo
média de sua concentragdo plasmaética ficou entre 1,1 - 1,8 pug/mL sendo as maiores
taxas detectadas nos 1° e 3° minutos (5,3 - 2,3 ug/mL), respectivamente. Os parametros
volume de distribuicdo (Vd) de 500 mL e coeficiente de eliminacdo (Kel) de 6,6 seg
para uma dose de 100 mg/kg via intravenosa demonstraram a ocorréncia de uma ampla
distribuicdo mas também rapida taxa de eliminacgdo de 4-NC do plasma.

Em outro estudo farmacocinético do anadlogo LQFMQ02 de 4-NC, demonstrou-

se que apos sua administracdo intravascular de 11 mg/kg em ratos que tiveram 250 pL
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de sangue coletado em intervalos de tempo diferentes em um periodo de 120 min,
chegou-se a uma taxa de biodisponibilidade (AUCo.) de 48,21 + 8,22 pg.h/mL
(concentracéo plasmatica), tempo de meia vida (t%2) de 17 min, clearance 0,069 + 0,01
mL/h e Vd de 1,74 + 0,47 mL. Em concordancia com o estudo acima citado, o valor de
Vd deste estudo também é caracteristico de moléculas lipofilicas e sugere ainda uma
grande distribuicdo extravascular, possivelmente com alta tendéncia a ligacdo a
componentes teciduais. Este analogo foi sintetizado com base na molécula de 4-NC,
inspirado na sua 6tima atividade antioxidante, mas com o objetivo de possuir melhores
propriedades farmacocinéticas, baixa toxicidade, maior eficAcia e menos reagdes
adversas e atraves dos resultados de seu estudo farmacocinético confirmaram-se 0s
resultados ja esperados para moléculas com sua caracteristica fisico-quimica (SILVA et
al., 2013).

Estudo de Bastos et al. (2013) sobre desenvolvimento e validacdo de um
método analitico para recuperar e quantificar 4-NC em solucdo de proteina plasmaética
pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjos
de fotodiodos (CLAE-DAF) visou mimetizar o comportamento da substancia na matriz
cutdnea (microdidlise). Esse estudo foi estimulado pela necessidade de avaliar a
biodisponibilidade em nivel tecidual, com que substancias lipofilicas, como 4-NC,
desempenham ao serem incorporadas em formulagBes cosméticas e terapéuticas, tal
como o extrato de P. umbellata, por possuir alta acdo antioxidante, superior a do a-
tocoferol (ROPKE et al., 2005; BALDOQUI et al., 2009). Neste estudo solucédo
metandlica de 4-NC foi incorporada a solucéo perfusante de plasma humano de forma a
obter solucBes em trés concentracdes teoricas distintas a serem avaliadas (7,5, 10,0 e
15,0 pg/mL) as quais apresentaram uma média de recuperacgdo de 73,4 £+ 3,0, 95,1 + 5,0
e 69,2 + 2,0, respectivamente, inferindo que além de o método em questédo ser eficiente
para quantificacdo de 4-NC e atender as exigéncias da legislacdo, avaliacBes pré-
clinicas de amostras de solugéo proteica plasmatica, ainda que in vitro, como esta, sobre
a permeabilidade cutanea de substancias naturais com caracteristica lipofilica podem ser
representativas da sua permeabilidade ou recuperacédo tecidual in vivo, e ainda sugere
que a albumina colabora para uma melhor quantificacdo de substancias altamente
lipofilicas in vitro.

Rocha e colaboradores tém conduzido estudos in vitro e in vivo mais

especificamente voltados para o entendimento da atividade antimalarica de derivados de
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4-NC especialmente sintetizados pelo grupo do LAPAAM/INPA. Esses derivados
foram selecionados por terem apresentado atividade in vitro mais pronunciada em
estudos preliminares realizados pelo mesmo grupo de pesquisa (PINTO et al., 2009). O
primeiro estudo de Rocha e Silva e colaboradores sobre o comportamento in vitro de 4-
NC explorou a sua atividade antimalérica frente a cepa K1 cloroquina resistente (CQR),
cloroquina sensivel 3D7 (CQS) e a isolados de campo amazonicos de P. falciparum
(M1 e M2), além da verificacdo da existéncia de atividade inibitoria de diferentes
diluicdes do plasma sanguineo de camundongos sadios que receberam 4-NC na dose de
200 mg/kg contra as formas sanguineas de P. falciparum aos 60 e 120 min ap0s
administracdo da dose por ia oral. E ainda, a atividade in vivo explorou o percentual de
inibicdo de P. berghei em camundongos tratados com 4-NC nas doses de 200, 400 e 600
mg/kg/dia de acordo com a metodologia do teste supressivo de Peters. O resultados
deste estudo podem ser verificados no quadro 2 (ROCHA E SILVA et al., 2011).

Os resultados in vitro demonstraram que entre todas as cepas e isolados de
campo de P. falciparum testados, o isolado de campo (M1) mostrou-se mais sensivel
(Clsop = 0,16 pM) a 4-NC e a cepa 3D7 (CQS) menos sensivel (6,71 uM). Em relagéo a
avalicdo da atividade antimalarica de 4-NC do plasma de camundongos sadios, em
diferentes tempos de analise pés-administracdo e diferentes diluicdes, observou-se que
0s maiores percentuais de inibicdo ocorreram ap6s 0s primeiros 60 min e na menor
diluicdo (1:10) do plasma contendo 4-NC administrado na dose de 200 mg/kg/dia, de
forma que na medida em que o plasma foi sendo mais diluido a inibicdo foi
decrescendo, e em ambos os tempos de andlise decorridos da administracdo de 4-NC, a
acao de 4-NC (ou seus derivados) do plasma foi menos eficiente aos isolados de campo
M1 e M2 (58,6 e 18,6%) e mais eficiente a cepa K1 (86,3 e 58,5%), respectivamente. Ja
para os resultados in vivo, foi demonstrado que acdo foi dependente da dose, de forma
que na maior dose de 600 mg/kg/dia houve supressao significativa de 63,1%, sendo a
mesma tendéncia observada para o tempo de sobrevida que foi maior (26 dias) na maior
dose teste. Na menor dose (200 mg/kg/dia), a menor e maior supressao (14,5 e 54%)
foram apresentadas na via oral no 5° e 7° dia, respectivamente. Na dose intermediaria
(400 mg/kg/dia), a mesma tendéncia de resultados da dose anterior foi observada, com a
menor e maior supressdo (34,4 e 48,8%) sendo conferidas também a via oral no 5° e 7°
dia, respectivamente. O maior intervalo de sobrevida foi observado na via oral (21-26

dias) e o menor intervalo na via subcutanea (17-23 dias).
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Quadro 2: Valores de Clso de 4-NC e percentuais de inibigdo parasitaria previamente
determinados in vitro e in vivo.

Clso + DP (uM)

Substéncias Cepas Isolados de campo
K1 3D7 M1 M2
1,91+ 6,71 + 0,16 + 2,64+
4-NC 0,41 115 | 006 0,58
0,62+ 0,16 +
cQ 0.1 0,02 ] ]
o 0,12 £ 0,18 + i i
0,02 0,02
Diluicéo de % Inibi¢do apos 60 min % Inibi¢do apo6s 120 min
plasma
K1 3D7 M1 M2 K1 3D7 M1 M2
1:10 86,3 73,3 58,6 82,9 58,5 51,7 56,5 18,6
1:20 16,3 0 0 57 12,6 21,6 30,2 1,4
1:40 0 0 0 0 0 0 0 0
S . S Tempo médio de sobrevida + DP
0,
4-NC % inibicdo do crescimento parasitario (dias)
(mg/kg/dia) Oral Subcutanea A
Dias Dia7 _ Diab Dia7 Oral Subcutanea
200 14,5 54 0 41 22+0,7 21+0
400 34,4 48,8 0 40,6 24+1,1 22+3
600 63,1 59,7 0 61,3 26+12 23+4
CN* - - - - 21+0,3 17+3,5
CcQ* 91-97 32+3

* Q= quinina; CN= controle negativo (Tween-20 a 2% ou solucéo salina); CQ= cloroquina (controle

positivo).

Fonte: Adaptado a partir de Rocha e Silva et al. (2011).

No estudo mais recente de Rocha e Silva e colaboradores (ROCHA E SILVA
et al., 20015a) sobre os derivados semissintéticos de 4-NC, trés deles foram avaliados

quanto a capacidade de inibir a formacdo de hemozoina in vitro, inibir a via de

isoprenoides em culturas de P. falciparum e sua atividade antimalarica in vivo. No

referido estudo foram avaliados dois dos derivados sintetizados de forma inédita nos

estudos de Pinto (2008), os derivados dibenzoilado 4, monobenzilado 6 e o derivado

diacetilado 8 ja descrito na literatura mas que ainda ndo havia tido sua atividade

antimalarica avaliada.

Os resultados in vitro demonstraram que o derivado 8 inibiu a formagdo de

hemozoina em até 50% na maior concentracdo teste (50 pM) alem de ter inibido

significantemente a biossintese dos trés metabolitos isoprenoides avaliados em 36, 41 e
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41%, respectivamente, (ubiquinona 8, menaquinona 4 e dolicol 12) em -culturas
sensiveis a cloroquina de P. falciparum, ja o derivado 3 exibiu uma inibicdo méaxima de
20% na maior concentracdo teste. O derivado 6 também foi atuante na via metabolica de
isoprenoides inibindo significantemente a sintese de dolicol 12 em 45% enquanto 8
inibiu 0 mesmo em 41%, ambos a 4 uM. Contudo, ambos os derivados ndo afetaram a
sintese proteica de P. falciparum in vitro. O tratamento de culturas contendo o parasita
sob as forma de anel, trofozoito e esquizonte ndo apresentaram inibicdo da sintese de
proteinas quando comparadas a culturas néo tratadas.

Através das anélises in vivo apenas o derivado 8 apresentou-se vantajoso
quanto sua atividade antimalarica de 44% a dose de 50 mg/kg/dia sobre o precursor
natural 4-NC na mesma dose, porém ao ter alguns de seus parametros farmacocinéticos
avaliados constatou-se a ndo deteccdo de deste derivado no sangue murino ap6s uma
hora de ingestdo das doses de 50 e 600 mg/kg/dia tampouco foi detectado apds sua
mistura ao sangue total e diretamente ao plasma de sangue murino in vitro, ja para
analise da deteccdo de 8 no sangue total e no plasma humano in vitro foi possivel
detecta-lo no tempo de retencdo de 6,3 min sob as formas ionizadas [M+H-C2H0]",
[M+H]", [M+NH.]*, [M+Na]® e [M+K]*. O derivado 4 apresentou percentual de
inibicdo de P. berghei inferior a de 8 as doses de 10, 50 e 200 mg/kg/dia com maior
percentual apresentado ao 5° dia na via subcutanea (48%). Em relagcdo ao tempos de
sobrevida ndo foram observadas diferencas significativas entre os derivados testados
gue proporcionaram, ambos, tempo de sobrevivéncia entre 17-21 dias.

Vale ressaltar que além da abordagem quantitativa conseguida com os testes de
avaliacdo antimalérica in vitro e in vivo, uma das principais contribui¢fes deste estudo
consistiu em relacionar a via de atuacdo dessa classe de compostos ao seu mecanismo
de acdo. Desta forma, sugeriu-se que ao inibirem a prenilacdo ou interferirem na
disponibilidade desses isoprenos ubiquinona (coenzima Q) e menaquinona (vitamina
K), importantes mantenedores da sobrevivéncia do parasita (protecdo antioxidante e no
mecanismo respiratério), esses derivados estdo incapacitando bioguimicamente com que
0s mecanismos de resisténcia do parasita as drogas ocorram ao nivel de apicoplasto,
onde ocorre a prenilacdo dos isoprenos e outras proteinas essenciais a manutengdo da
sobrevivéncia do parsita, e/ou ao nivel de vactolo digestivo com a interferéncia da

formacédo da hemozoina.
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1.7 PELTATOIS

Os peltatdis, tal como o 4-nerolidilcatecol, sdo também metabdlitos
secundarios da subespécie P. peltata da familia Piperaceae e tiveram seu isolamento e
caracterizacdo introduzidos no estudo de Gustafson e colaboradores (1992) no qual
pretendia-se atribuir a atividade anti-HIV a componentes especificos do extrato de P.
peltata ao qual ja se havia atribuido tal atividade (WEISLOW et al., 1989).

Aos metabdlitos secundarios de vegetais costuma-se atribuir a capacidade de
desempenho de atividades bioldgicas ou farmacologicas utilizadas na terapias pupolar e
convencional (EVANS, 1995). Esses principios ativos de origem natural resultantes do
metabolismo secundario, geralmente de carater lipofilico, como 4-NC e os peltatdis,
mas também de carater hidrofilico, tém suas atividade biolGgicas intrinsecas
relacionadas a uma linha de defesa do variados niveis de processos ixidativos a que
estdo sujeitas as macromeléculas (acidos nucléicos, lipideos, proteinas etc) essenciais as
funcBes organicas humanas (FREITAS, 1999), sendo portato considerados excelentes
agentes antioxidantes.

A partir dos estudo de Weislow e colaboradores (1989) onde se investigou
algumas das atividade bioldgicas do extrato das raizes de P. umbellata, dentre elas a
atividade anti-HIV, Gustafson e colaboradores chegaram a fracdo do extrato que era
responsavel pela inibicdo do HIV in vitro atavéz do mecanismo baseado na inibicdo da
morte celular induzida pelo HIV mediante a fator protetivo que é gerado ap0s
acoplamento especifico de certas substancias a sitios receptores de forbol (PDBuU).

Da fracdo ativa no ensaio de ligacdo do receptor PDBu identificou-se uma
molécula constituida por um dimero simétrico confirmado pela exibicdo de dados de
RMN duplicados refente a porcdo alifatica de 4-NC do qual os peltatdis derivam,
identificando-se assim o Peltatol A. Uma outra molécula também foi elucidada,
deferenciada da primeira apenas em relacdo ao modo a partir do qual 0s grupos
catecolicos se interligavam, sugerindo que os catecOis se haviam interligado por um éter
difenil possivelmente ligado a um dos oxigénios catecolicos, o Peltatol B. Ja a terceira
molécula, Peltatol C, apresentou-se como um isémero de peltatol B diferindo apenas na
posicdo do oxigénio de ligagdo entre os grupos catecolicos.

Apds isolamento dos trés peltatdis (Figura 8) identificados naquele trabalho,
eles foram conduzidas isoladamente aos ensaios confirmatorios para sua atividade

bioldgica anti-HIV.
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Figura 8. Estruturas dos dimeros de catecdis prenilados: peltatois A, B e C.

PELTATOL C
Fonte: Adaptado a partir de Gustafson et al. (1992).

Ao Peltatol A foi atribuida uma inibicdo de até 75% dos efeitos citopaticos
sofridos pelos linfocitos T durante a infeccdo por HIV quando avaliado nas
concentrages de 1 — 10 pg/mL apresentando a citotoxicidade > 20 pg/mL. Ja os
peltatois B e C foram avaliados estando sob a forma de mistura (1:1) apresentaram um
perfil de atividade anti HIV parecido ao Peltatol A (GUSTAFSON et al, 1992).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimalérica in vivo e toxicidade aguda de derivados

semissintéticos de 4-nerolidilcatecol.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Explorar e comparar novos solventes em substituicdo aos solventes clorados na
etapa extrativa das raizes de P. peltata afim de desenvolver métodos extrativos “mais
verdes”’;

Isolar principios ativos de P. peltata e sintetizar derivados a partir deles;

Realizar semissintese de derivados de 4-nerolidilcatecol implementando
melhorias reacionais para obtencdo de maiores rendimentos;

Avaliagdo da suscetibilidade in vitro de novas ativos isolados e derivados
obtidos;

Avaliacdo da eficacia terapéutica antimalarica in vivo dos derivados
semissintéticos de 4-nerolidilcatecol em camundongos infectados com Plasmodium
berghei;

Avaliacdo da toxicidade aguda e da citotoxicidade dos derivados

semissintéticos.
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3 METODOLOGIA

Figura 9. Delineamento experimental das etapas gerais: desde a obtencéo do extrato de
Piper peltata até a avaliacdo das atividades bioldgicas dos derivados de 4-NC.

Raizes de Piper
peltata

Extrato de Piper
peltata

4-NC peltatol A

Derivados
semissintéticos

Avalicgdes in vitro Avaliacdes in vivo
| | | |
Microteste de Citotoxicidade . -
susceptibilidade em Supresséo de Toxicidade aguda
Plasmodium (MRC-5) Plasmodium berghei oral

falciparum
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3.1 ISOLAMENTO DE SUBSTANCIAS NATURAIS A PARTIR DE P. PELTATA

A metodologia adotada para obtencdo tanto do extrato bruto de P. peltata
quanto da substancia natural 4-NC (1) se baseou na metodologia de Andrade-Neto et al.
(2007). A metodologia para obtengdo dos derivados semissintéticos esteve baseada na
metodologia de Pinto et al. (2009), ambos com modifica¢des relacionadas a substitui¢do
de solventes clorados e ajustes das proporcfes dos reagentes de forma a conseguir
melhores rendimentos dos derivados para conduzi-los aos experimentos in vivo que
consiste no objetivo maior deste trabalho.

Todos as substancias envolvidas neste estudo, tanto as naturais isoladas a partir
de P. peltata como todos os derivados semissintéticos estdo listadas nas tabelas 1 e 2 no

final da secdo 3.2.6.

3.1.1 Estudo sobre solventes para extracao de P. peltata

As raizes de Piper peltata foram coletadas no campos da Embrapa Amazonia
Ocidental, Km 29 da AM-010 e gentilmente cedidas através da colaboracdo com o
engenheiro agronomo Dr. Francisco Célio Maia Chaves. A autorizagdo para coleta desta
espécie foi devidamente solicitada e concedida pelo Sistema de Autorizacdo e
Informacdo em Biodiversidade — SISBIO (Anexo A).

As raizes coletadas foram secas em estufa com circulacdo de ar por um periodo
de 48 horas em temperatura de 40°C tendo como indicativo de estado apropriado de
secagem 0 ponto em que as raizes estivessem quebradicas. Em seguida, as raizes secas
foram trituradas em moinho elétrico e posteriormente remoidas em liquidificador para
obtencdo de material vegetal pulverizado. Os solventes selecionados para estudo da
extracdo foram analisados separadamente: etanol (EtOH), metil-terc-butil-éter (MTBE)
e acetato de etila (AcOEt). Ao final foi possivel calcular o teor extrativo obtido através
das opgOes de solventes disponiveis (Tabela 3). Na sequéncia, por¢des de 150 g de
material vegetal moido foram transferidas para um erlenmeyer de 250 mL, adicionou-se
150 mL do solvente selecionado e submeteu-se esse material a extragdo por sonicagao
por um periodo de 15 minutos e posterior filtragem através de papel de filtro para um
baldo de fundo redondo. O processo extrativo foi realizado em trés extracGes

consecutivas e o volume final filtrado foi concentrado por rotaevaporacao (Figura 10).
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Figura 10. Etapas da obtencdo do extrato de P. peltata desde a planta fresca no campo.

]
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Raizes secas Secagem em estufa Moagem em moinho de facas

TR

Rotaevaporacdo

‘ Extrato concentrado

3.1.2 Isolamento de 4-nerolidilcatecol (1)

O extrato bruto de P. peltata obtido a partir do processo extrativo por
sonicagdo foi incorporado a uma porgéo de silica gel da mesma que compunha a fase
estacionéria da coluna, por meio de mistura em cadinho e pistilo, na proporcéo de 1:1
(m/m) — tal mistura denominamos “farofa” - e foi direcionada a cromatrografia em
coluna de fase normal (CC) para isolamento de 4-NC (Figura 11). Para isso, utilizou-se
uma coluna de vidro (@ = 5,0 cm; h = 35 cm) empacotada com a fase estacionéria de
silica gel 60 (0,0632-0,200 mm) MERCK tendo como fase movel a mistura de solventes
Hex:AcOEt (9:1) com aumento de polaridade e MeOH para lavagem da coluna ao final

do isolamento. As fracGes coletadas foram comparadas por cromatografia de camada
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delgada comparativa (CCDC) com um padrdo previamente isolado e identificado de 4-
NC (cromatofolhas de aluminio 20x20 cm em silica gel 60 F254 MERCK). Desta
forma, as fracbes que continham o spot referente ao 4-NC foram reunidas e em fracbes
onde observou-se misturas de 4-NC com outra substancia fez-se necessario a repurificdo
da fracdo por cromatografia de camada delgada preparativa (CCDP). Ao final do
processo de isolamento e reunido de fragbes comuns, o material isolado foi
rotaevaporado e pesado para obtencdo do rendimento da substancia obtida a partir da

coluna (Rc) e rendimento total (Rt) a partir da massa de raizes secas (m/m).

Rc%= (Massa de 4-NC isolado/ Massa de extrato bruto) x 100
Rt%= (Massa de 4-NC isolado/Massa de raizes secas) x 100

Figura 11. Isolamento de 4-NC a partir da farofa do extrato de P. peltata.

3.2 SINTESE DOS DERIVADOS SEMISSINTETICOS DE 4-NEROLIDILCATECOL

Nas préximas se¢des sdo descritas as semissinteses dos derivados a partir de 4-
nerolidilcatecol e peltatol A isolados de Piper peltata.

Ap0s a sintese e purificacdo de cada derivado abaixo, eles foram enviados para
caracterizacdo e confirmacdo de suas identidades na Central Analitica do Laboratorio
Tematico de Quimica em Produtos Naturais (CA-LTQPN). As amostras foram
analisadas por ressonancia magnética nuclear (RMN de *H, 3C) e cromatografia liquida
acoplada a espectrometro de massas (LC-MS) e os dados foram comparados aos

descritos e elucidados em Pinto et al. (2009).
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3.2.1 Sintese dos derivados metilados (2, 3 e 4)

Figura 12. Estruturas dos derivados metilados a partir de 4-NC.

4 OMe

J OMe

OMe OH

e

Mistura

Para a preparacdo dos derivados metilados, procedeu-se com a alquilagéo de 1
(650 mg, 2,07 mmol, 1 eg-g) solubilizado em 6 mL de acetona, K2COs (1150 mg, 4 eg-
g) e iodeto de metila (CHzsl) (195 uL, 1,5 eg-g). A reagdo permaneceu sob agitagéo, sob
nitrogénio (N2) por 20 h. Ao final do periodo da reacdo adicionoram-se hexano e agua
ao meio reacional e agitou-se a mistura em funil de separacdo por onde se observou a
separacdo entre as fases aquosa e hexanica. Esse processo extrativo foi realizado trés
vezes consecutivas e ao final as fases hexanicas resultante de cada extragdo foram
reunidas, rotaevaporadas e purificadas por cromatografia em coluna flash com
substituicdo da silica flash por silica de cromatografia preparativa e com utilizacédo de
pressdo, com sistema de eluicdo Hex:acetona (85:15). Obteve-se entdo os derivados
metilados monosubstituidos sob a forma da mistura de 2+3 (187 mg, 27,5%) e ainda o
derivado O,0-dimetilado 4 (300 mg, 52,5%), 0 que ndo é possivel pela metodologia
com diazometano (CH2N2) que apenas resulta nas formas monometiladas, conforme o
demonstrado em Pinto et al. (2009). Contudo as condicdes reacionais para obtencdo de
4 com maior rendimento (57%) deu-se por 1 (525 mg, 1,7 mmol, 1 eq-g) em 6 mL de
acetona, K.COs (971 mg, 5,85 mmol, 3,5 eqg-g) e CHsl (261 uL, 4,18mmol, 2,5 eg-g).
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3.2.2 Sintese dos derivados benzilados (5, 6 e 7)

Figura 13. Estruturas dos derivados benzilados a partir de 4-NC.

1] ———» 5 OH + 6 OBn 7 OBn
N\ OBn OH J OBn
Mistura

Para sintese dos derivados benzilados monosubstituidos (5 e 6) adicionou-se 1
(1 g, 3 mmol, 1 eg-g) em 5 mL de dimetilformamida (DMF), carbonato de potassio
(K2CO3) (1,76 g, 4 eg-g) e brometo de benzila (BnBr) (190 pL, 0,5 eg-g). A reagdo
permaneceu sob agitacdo, sob nitrogénio (N2) por 4 h. Ao final do periodo de reagdo
adicionou-se hexano e solugéo aquosa de NaOH a 1% ao meio reacional e agitou-se a
mistura em um funil de separacdo para que houvesse separacao entre as fases organica e
aquosa, por fim a fase organica da primeira extracao foi lavada com agua destilada e a
fase organica resultante foi separada. A fase orgéanica foi seca com sulfato de sédio
(Na2S0O.) em seguida rotaevaporada e purificada por cromatografia flash com silica gel
60 (0.040-0.063 mm; 230-400 mesh ASTM, MERCK) com sistema de eluicdo
Hex:AcOEt (99:1-95:5) seguida de cromatografia em placa preparativa com elui¢do no
sistema ternario Hex : AcOEt : CHCIs (95:5:1) por onde obteve-se a mistura 5+6 (88,5
mg, 7%) além da formacdo do derivado 7 cujas condicOes reacionais para obtencdo em
maior rendimento (38%) deu-se pela reacdo de 1 (500 mg, 1,5 mmol) em 5 mL DMF,
K2COs (880 mg, 4 eg-g) e BnBr (568 pL, 3 eg-g). O meio reacional foi extraido como
descrito anteriormente e purificado por cromatrografia em coluna flash eluida no
sistema ternario Hex:Acetona:DCM (99:0,5:0,5).
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3.2.3 Sintese do derivado diacetilado epoxidado (9)

Figura 14. Estrutura dos derivados epoxidados a partir do derivado diacetilado de 4-NC.

OAc
OAc

A reacgdo de esterificacdo para obtencédo de 8 (73%) deu-se pela mistura de 1 (1
g, 6.4 mmol) em 602 pL, 6,37 mmol, 2 eq-g de anidrido acético (Ac20) e 513 pL, 6,37
mmol, 1 eq-g de piridina (CsHsN) sob agitacdo e sob nitrogénio (N2) por 4 h. O meio
reacional foi extraido com hexano, HCI 0,1 N, solucdo saturada de bicarbonaro de sédio
(NaHCO3) e NaCl. Em seguida foi rotaevaporado e purificado por cromatografia em
coluna flash com solventes Hex:AcOEt (9:1). O derivado diacetilado (500 mg, 2 mmol)
foi submetido a oxidacdo ao ser solubilizado em 12 mL de DCM ao qual adicionou-se
acido meta-cloroperbenzéico (m-CPBA 1300 mg, 7,5 mmol, 4 eg-g) sob agitacdo e sob
nitrogénio (N2) por 4 h estando o bal&o reacional imerso em banho de gelo-NaCl (-10
°C) nas primeiras 2 h de reacdo. Ao meio reacional foi adicionada agua destilada,
solucdo 5% NaHCOs, solucdo de tiossulfato de sédio (Na2S203.5H20) e DCM, agitou-
se por 5 min. e extraiu-se com hexano. O produto foi rotaevaporado e purificado por
cromatografia em coluna flash com solventes Hex:AcOEt (98:2) com aumento de

polaridade por onde obteve-se o derivado 9 (168 mg, 17%).



54

3.2.4 Sintese de novos derivados de 4-NC (10, 11 e 12)

Figura 15. Estruturas de novos derivados esterificados de 4-NC.
1

10 OPr 11 OBu 12 OPt
OPr OBu OPt

Outras reacOes de esterificacdo de 4-NC foram realizadas, em paralelo, pela
colaboracdo do Dr. Orival Lacerda Jr. através das quais obtiveram-se os derivados di-
propanoilado, di-butirilado e di-pentanoilado (10, 11 e 12, respectivamente). Para isso,
separadamente, suspendeu-se 1 (1 g, 3 mmol) em 3 mL de anidrido propilico, butirico e
valérico, respectivamente e piridina (1,5 mL). Cada reacdo permaneceu sob agitacdo por
12 h a 25°C. Apds esse tempo, a cada meio reacional foi adicionado hexano e lavou-se
sequencialmente com solugBes de NaxCOsz 5% e HCI 1%, secou-se com Na»SOs e
filtrou-se. Cada filtrado foi evaporado utilizando-se rotaevaporacdo e cada produto
bruto foi purificado em coluna cromatografica flash, usando Hex:AcOEt (98:2), com

aumento de polaridade adequada a cada derivado com os rendimentos isolados de 746
mg (55%), 730 mg (50%) e 539 mg (35%), respectivamente.

10: RMN *H (300 MHz, CDCls) &: 6,85 (d 2,0 Hz, 1H, Ar-Hs), 6,81 (d 8,1 Hz, 1H, He-
Ar), 6,75 (dd 8,4 e 2,1 Hz, 1H, Ar- Hs), 5,99 (dd 18,0 e 1,5 Hz, 1H), 5,09 (m, 2H), 5,11
(m, 1H), 2,04 (m, 2H), 2,61-2,53 (m, 4H), 1,95 (M, 2H), 1,81 (m, 2H), 1,74(m, 2H), 1,68
(s, 3H), 1,60 (s, 3H), 152, (s, 3H), 1,29-1,24 (m, 6H), 1,23 (s, 3H). RMN 13C (100
MHz, CDCls) §: 171,9 (C=0), 171,63 (C=0), 147 (C2°), 143,1 (C2), 141,3 (C1), 140,3
(C4), 134,9 (C7°), 131,3 (C11°), 124,5 (C10%), 124,3 (C6), 119,0 (C5), 114,8 (C3),
114,1 (C6), 111,5 (C1°), 44,19 (C2°"), 44,01 (C2°7), 43,72 (C3"), 41,07 (C4*), 39,63
(C8), 26,67 (C9’), 25,64 (C14), 24,80 (C12’), 23,13 (C5’), 17,63 (C15’) ¢ 15,85
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(C13%), 14,13 (C37*) € 9,15 (C37"). LC-MS m/z 427,2824 [M+H]*, C27Hs904 A = 5,61;
[M+Na]* 449,2655, C27Hzs0aNa A = 2,89,

11: RMN *H (300 MHz, CDCls) &: 6,85 (d 2,0 Hz, 1H, Ar-Hs), 6,81 (d 8,1 Hz, 1H, He-
Ar), 6,75 (dd 8,4 e 2,1 Hz, 1H, Ar- Hs), 5,99 (dd 18,0 e 10,8 Hz, 1H), 5,09 (m, 2H),
5,11 (m, 1H), 2,27 (t, 2H), 2,53 (t, 2H), 2,04 (m, 2H), 1,95 (m, 2H), 1,81 (m, 2H), 1,80-
1,73 (m, 4H), 1,74 (m, 2H), 1,68 (s, 3H), 1,60 (s, 3H), 152 (s, 3H), 1,23 (s, 3H), 1,03 (t,
3H), 0,835 (t, 3H). RMN 3C (100 MHz, CDCls) &: 170,9 (C=0), 170,06 (C=0), 147
(C2%), 143,1(C2), 141,3 (C1), 140,3 (C4), 134,9 (C7’), 131,3 (C11°), 124,5 (C10),
124,3 (C6%), 119,0 (C5), 114,8 (C3), 114,1 (C6), 111,5 (C1°), 44,19 (C2”), 44,01
(C2°7), 43,72 (C3°), 41,07 (C4), 39,63 (C8"), 35,96 (C2°*), 35,29 (C2°>), 26,67 (C9"),
25,64 (C14%), 24,80 (C12°), 23,13 (C5°), 18,33 (C3”), 18,12 (C3”*"), 17,63 (C15°),
15,85 (C13°), 13,69 (C4>), 13,46 (C4°>). LC-MS m/z 477,2964 [M+Na]*, Ca9Hs2NaO4
A = 3,56.

12: RMN 'H (300 MHz, CDCls) &: 6,85 (d 2,0 Hz, 1H, Ar-Hs), 6,81 (d 8,1 Hz, 1H, Hs-
Ar),5 6,75 (dd 8,4 e 2, Hz 1H, Ar- Hs), 5,99 (dd 18,0 e 10,8 Hz, 1H), 5,09 (m, 1H), 5,07
(m, 1H), 2,52-2,43 (m, 4H), 2,04 (m, 2H), 1,95 (m, 2H), 1,81 (m, 2H), 1,74 (m, 2H),
1,733-167 (m, 4H), 1,68 (s, 3H), 1,60 (s, 3H), 1,45-1,37 (m, 4H), 152 (s, 3H), 1,23 (s,
3H), 0,942 (m, 6H). RMN 3C (100 MHz, CDCls) &: 171,23 (C=0), 171,12 (C=0), 147
(C2°), 143,1 (C2), 141,3 (C1), 140 (C4), 134,9 (C7’), 131,3 (C11°), 124,5 (C10°),
124,3 (C6°), 119,0 (C5), 114,8 (C3), 114,1 (C6), 111,5 (C1°), 43,72 (C3*), 41,07 (C4"),
39,63 (C8”), 33,83 (C2°"), 33,79 (C-2°"), 26,98 (C3*"), 26,93 (C3°”), 26,67 (C9"),
25,64 (C14%), 24,80 (C12°), 23,13 (C5°), 22,28 (C4”"), 22,26 (C4°*), 17,63 (C15°),
15,85 (C13°), 13,72 (C5”> ¢ C5°**). LC-MS m/z 505,3288 [M+Na]* CaiHsNaOs A = 6,
133.

3.2.5 Isolamento de peltatol A (13)

Durante a purificacdo do extrato de P. peltata para isolamento de 4-NC em CC,
as ultimas fragdes coletadas que continham uma mistura de 4-NC e uma segunda
substancia natural mais apolar que o 4-NC, de acordo com analise por CCDC.

Procedeu-se nova fase de isolamento dessa segunda substancia a qual foi identificada
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como peltatol A, ja caracterizada e descrita por Gustafson et al. (1992). A substancia 13
(Figura 16) foi também submetida a reacfes de semissintese para obtengcao de novos

derivados.

Figura 16. Estrutura quimica de peltatol A (13).

13: RMN H (300 MHz, CDCl3) 8: 6,91 (d 2,1 Hz, 3H), 6,79 (d 2,1 Hz, 5H), 5,05 (dd 10,7 e
1,5 Hz, 1H), 5,02 (dd 17,5 e 1,5 Hz, 1H), 5,99 (d 17,5 e 1,5 Hz, 2H), 1,94 (m, 4H), 1,75 (m,
5H), 5,08 (M, 6H), 2,02 (m, 8H), 1,81 (m, 9H), 5,10 (m, 10H), 1,50 (s, 12CH3), 1,56 (s,
13CH3), 1,64 (s, 14CHs), 1,34 (s, 15CH3). RMN 3C (100 MHz, CDCls) §: 138,19 (C1),
144,47 (C2), 113,35 (C3), 141,38 (C4), 120,57 (C5), 124,91 (C6), 111,74 (C1°), 146,76
(C2°), 43,94 (C3°), 41,12 (C4), 23,24 (C5°), 124,34 (C6”), 135,03 (C7’), 39,70 (C8"), 26,73
(C9%), 124,45 (C10), 131,33 (C11°), 25,71 (C12), 17,69 (C13°), 15,96 (C14’), 24,93
(C15%). LC-MS m/z 627,4335 [M+H]", CsoHs004 A = 12,43.

3.2.6 Sintese de novos derivados de peltatol A (14 e 15)

Figura 17. Estruturas de novos derivados esterificados de peltatol A.
13

A partir do isolamento de 13 também procedeu-se com a sintese inédita de dois
novos derivados esterificados, o derivado 0O,0,0,0-tetracetilado 14 e 0,0,0,0-
tetrapropanoilado 15. Ambos foram também sintetizados pelo Dr. Orivaldo Lacerda Jr.

que procedeu com a suspensdo de 13 (500 mg, 0,6 mmol e 200 mg, 0,25 mmol,
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respectivamente) em 2 mL e 2,5 mL, respectivamente, de seus respectivos anidridos
(acético e propilico) e piridina (1 mL e 1,5 mL, respectivamente). Cada reagdo
permaneceu sob agitacdo por 12 h a 25°C. A cada meio reacional foi adicionado hexano
obtendo-se duas fases. Lavou-se a fase organica sucessivamente com solucdes de HCI
1% e Na,CO3 5%, secou-se com Na»SO; e filtrou-se. Os produtos de cada reagao foram
purificados em coluna cromatogréfica flash com elui¢do nos sistemas Hex:AcOEt 95:5
e 97:3, respectivamente, chegando-se aos rendimentos 571 mg (87,5%) e 132 mg

(19%), respectivamente.

14: RMN H (300 MHz, CDCls) &: 7,12 (d 2,3 Hz, 2H, Ar-Hs), 7,08 (d 2,3 Hz, 2H, Ar-
Hs), 5,98 (dd 10,4 e 17,6 Hz, 4H), 5,09 (dd 10,8 e 1,6 Hz, 4H), 5,12 (m, 2H), 5,07 (m,
2H), 2,24 (s, 6H, COOMe), 2,01 (s, 6H, COOMe), 2,05 (m, 4H), 1,96 (m, 4H), 1,83 (m,
4H), 1,77 (m, 4H), 1,65 (s, 6H), 1,59 (s, 6H), 1,49 (s, 6H), 1,35 (s, 6H). RMN 3C (100
Mhz, CDCls) &: 168,28 (C1>-C=0), 168,07 (C1’*’- C=0), 146,23 (C2°), 145,74 (C2),
142,12 (C4), 137,89 (C1), 135,23 (C7°), 131,31 (C11°), 131,15 (C6), 126.69 (C5),
124,34 (C6°), 124,14 (C10°), 121,(C3), 44,26 (C3’), 40,99 (C4), 39,69 (C8’), 26,70
(C9), 25,70 (C12°), 24,77 (C15°), 20,75 (C2”°), 20,16 (C2°**), 17,69 (C13),
15,91(C14°). LC-MS m/z 817,4587 [M+Na]*, CsoHgsOsNa A = 9,54.

15: RMN *H (300 MHz, CDCls) &: 7,12 (d 2,3 Hz, 2H, Ar-Hs), 7,08 (d 2,3 Hz, 2H, Ar-
Hs), 5,98 (dd 10,4 e 17,6 Hz 4H), 5,09 (dd 10,8 e 1,6 Hz, 4H), 5,12 (m, 2H), 5,07 (m,
2H), 2,52 (g, 4H), 2,27 (q,4H), 2,05 (m,4H), 1,96 (m, 4H), 1,83 (m, 4H), 1,77 (m, 4H),
1,65 (s, 6H), 1,59 (s, 6H), 1,49 (s, 6H), 1,35 (s, 6H), 1,21 (t, 6H), 0,098 (t, 6H). RMN
13C (100 MHz, CDCls) &: 171,8 (C1°-C=0), 171,5 (C1>>’- C=0), 145,82 (C2"), 145,99
(C2), 142,25 (C4), 137,96 (C1), 135,17 (C7°), 131,29 (C11°), 131,26 (C6), 126,47 (C5),
124,36 (C6”), 124,19 (C10%), 121,60 (C3), 44,26 (C3*), 41,02 (C4*), 39,70 (C8"), 27,52
(C27), 26,95(C2°), 26,71 (C9’), 24,79 (C12’), 24,79 (C15°), 17,69 (C13"),
15,91(C14%), 9,10 (C3°"), 8,93 (C3°>). LC-MS m/z 873,5261 [M+Na]*, CssH740sNa A
= 2,28,

Abaixo tem-se um resumo geral sobre a identificacdo de todas as substancias
abordadas neste estudo. Na tabela 1 tem-se 1 e seus 11 derivados semissintéticos: 2, 3, 5, 6, 7
e 9 que constituiram o principal alvo de reproducdo neste trabalho, 4 e 8 ja descritos na

literatura mas o primeiro obtido de forma inédita no LAPAAM-INPA e o segundo
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intermediario precursor de 9 e ainda trés derivados semissintéticos novos 10, 11 e 12 . A tabela

2 apresenta o resumo da identificacdo de 13 e de dois de seus derivados novos 14 e 15.

Tabela 1. 4-NC (1) isolado de P. peltata e seus derivados semissintéticos (2 a 12).

Radicais substituidos

I Formla m/z
Identificacdo Nome
R R molecular calculado
1 2
1 4-nerolidilcatecol H H C21H3002 314,2342
2 1-O-monometil Me H C22H3202 328,5123
3 2-O-monometil H Me C22H3202 328,5123
4 1,2-0,0dimetil Me Me C23H3402 342,2627
5 1-O- monobenzil Bn H CasH3602 404,2765
6 2-O-monobenzil H Bn CosH3502 404,2765
7 1,2-0,0-dibenzil Bn Bn C35H4202 494,3286
8 1,2-0O,0-diacetil Ac Ac C25H3404 398,2246
1,2-0,0- diacetil —
9 10°,6°-diepoxil AcC Ac C25H32056 430,3022
1,2-0,0-
10 dipropanoil Pr Pr C27H3804 426,2824
11 1,2-0,0-dibutiril Bu Bu C29H4204 4542964
12 1,2-0,0-dipentanoil Pt Pt C31H4604 482,3319
Me=metil, Bn=benzil, Ac=acetil, Pr=propanoil, Bu=butiril, Pt=pentanoil
Tabela 2. Peltatol A (13) e seus derivados semissintéticos (14 e 15).
o Radicais substituidos Férmula m/z
Identificagdo Nome
molecular calculado
13 Peltatol A Ca2H5804 626,4335
1,1’,2,2-0,0°,0,0" - B .
14 tetra-acetil-peltatol-A R = Acetil CsoHesOs  794,4587
1,1’,2,2-0,0°,0,0" -
15 tetra-propanoil- R = Propanoil Cs4H740s 850,5261

Peltatol-A

3.3 CONDUTA ETICA

Os testes in vivo foram realizados em conformidade com as Diretrizes de

Conduta Etica no Cuidado e Uso de Animais do Instituto Nacional de Pesquisas da
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Amazonia (INPA) apds a aprovacdo da Comissdo de Etica para Uso de Animais (Anexo
B - CEUA 029/2013).

3.4 AVALIACOES BIOLOGICAS IN VIVO

3.4.1 Animais e parasitas

Foram utilizados, como modelo animal para as avaliacoes bioldgicas in vivo,
camundongos, fémeas, adultas da espécie Mus musculos e linhagem Balb/c (25 + 5 g de
peso) que receberam agua e comida ad libitum. O parasita infectante de modelo murino
utilizada foi a cepa NK65 de Plasmodium berghei mantida incubada in vivo atravées de
sucessivas passagens de animal a animal no Biotério Central do INPA e criopreservada
em nitrogénio liquido (-196°C) com 50% de glycerolight no laboratério de Malaria e
Dengue da CPCS/INPA.

3.4.2 Avaliacdo da supressao de Plasmodium berghei

A metodologia seguida para realizagdo do teste in vivo baseou-se em Peters
(1965) e Rocha-e-Silva et al. (2011) com modificagdes.

Foram separados de forma randdmica grupos contendo 5 camundongos com
idade entre 6 a 8 semanas de vida, estes foram identificados quanto ao grupo teste dos
derivados e controles, levando-se em conta duas vias de administragcdo (oral e
subcutanea). Para cada grupo em separado, foram pesados e inoculados por via
intraperitoneal com 200 pL de suspensdo sanguinea contendo 1 x 10° hemécias
parasitadas por P. berghei em phosphate buffered saline (PBS). Passadas as 24 h da
inoculacdo os animais de cada grupo foram tratados através da administracdo de 200 pL
dos respectivos derivados na dose de 200 mg/kg/dia através de gavagem — para 0sS
grupos de via oral — e injecdo dorsal — para os grupos da via subcutanea. O grupo do
controle positivo foi tratado com a droga de referéncia cloroguina na dose de 10
mg/kg/dia e o grupo do controle negativo recebeu apenas o veiculo Cremophor® EL
(6leo de castor) a 10% em agua. O tratamento foi realizado durante os 4 dias
consecutivos apos o dia da inoculacdo e nos 5° e 7° dias foram preparadas laminas com

esfregacos sanguineos a partir de uma gota de sangue da calda de cada animal dos
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grupos, estas foram coradas com Pandtico® e visualizadas em um microscopio dptico
para avaliacdo da supressdo parasitéria.

A diferenca entre a média da parasitemia do grupo controle negativo (100%) e
0 grupo teste foi calculada como porcentagem de supressao do crescimento parasitario
(PSC) conforme descrito abaixo:

A = Média da parasitemia do controle negativo

B = Média da parasitemia do grupo teste

[ Supressao da parasitemia = 100 x (A - B)/A ]

A classificacdo dos deriavados quanto a sua atividade foi baseada nos critérios
de Coutinho et al. (2013) e Rezende et al. (2013) em que sdo consideradas substancias
ativas as que apresentam supressdo parasitaria a partir de 40%, parcialmente ativas de
30-40% e inativas abaixo de 30%. A sobrevida dos animais foi determinada a partir do

acompanhamento da sua mortalidade por um periodo de 40 dias seguidos da inoculacao.

3.4.3 Avaliacéo da toxicidade aguda

A determinacéo da toxicidade aguda foi realizada com base nas Diretrizes para
ensaios de produtos quimicos para toxicidade aguda oral (Guidelines for the testing of
chemicals for acute oral toxicity) da Organizacdo para a Cooperacdao e
Desenvolvimento Econémico (Organization for Economic Cooperation and
Development) (OECD, 2001). O esquema para avaliacdo toxica aguda de substancias a
essa dose esta descrito no Anexo C.

A existéncia de toxicidade aguda dos derivados foi avaliada em camundongos
sadios com idade entre 8 a 12 semanas de vida. Estes foram separados randomicamente,
foram identificados quanto ao grupo teste dos derivados e grupo controle negativo,
foram pesados e tratados por via oral através da administracdo de 200 pL dos
respectivos derivados na dose de 2 g/kg/dia por meio de gavagem. Paralelamente, o
grupo controle negativo foi tratado oralmente com a administragdo de 200 pL da
suspensdo do veiculo 6leo de castor 10%. A mortalidade, peso, sintomas e aspectos de
estado fisico geral desses animais foram acompanhados durante as 4 h seguintes a

administracdo das drogas e durante 30 min. nos 8 dias seguintes.
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Por este ensaio ha a possibilidade de uma previsdo em torno da determinagéo
da dose letal para 50% dos animais em teste (DLso), podendo esta ser calculada pela
média geométrica entre a maior dosagem causadora de 0% de mortalidade (a) e a menor
dosagem causadora de 100% de mortalidade (b) (OKOKON & NWAFOR, 2009).

DLso=Vaxh

3.4.4 Andlise estatistica dos dados in vivo

Cada derivado foi testado em dois experimentos independentes. Para
comparacgdes das médias das parasitemias em momentos diferentes foram realizadas
analises de variancia com o teste post hoc de Mann-Whitney no software Microcal
Origin® 8.1 (OriginLab, Northampton, MA, EUA). Pode ser considerado um valor de p
<0,05 como estatisticamente significativo.

Para andlise estatistica do parametro sobrevida em que se utilizou dois fatores,
via de administracdo e especificidade quimica do composto, como causas de varia¢do
deste parametro, foi utilizado o método de intervalos de confianca bootstrap (95%) em
conjunto com a andlise de sobrevida (Kaplan Meier e teste de Log Rank). O software
estatistico utilizado foi o R 3.3.0, com pacotes diversos. O nivel de significancia

utilizado foi de 5%.
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3.5 AVALIACOES BIOLOGICAS IN VITRO

3.5.1 Parasitas e linhagem celular

A cepa utilizada para o microteste da susceptibilidade in vitro foi a cepa
padronizada K1 de P. falciparum (cloroquina (CQR), pirimetamina e cicloguanil
resistente) (MRA-159, MR4, ATCC, Manassas Virginia). Esta foi cultivada no
Laboratorio Malaria e Dengue do INPA com base na metodologia de Trager e Jensen
(1976) com as modificacdes descritas em Silva (2009). O método baseia-se no
desenvolvimento laboratorial dos estagios eritrocitarios de P. falciparum.

A linhagem celular utilizada para avaliacdo da citotoxicidade foi de
fibroblastos de pulmao humano (MRC-5) adquiridos a partir da American Type Culture
Collection®, EUA (ATCC). Estas células foram cultivadas no Laboratério de Cultura de
Células da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal da Amazonas

(FCF/UFAM) de acordo com procedimento descrito em Nakayama et al. (1997).

3.5.2 Microteste de susceptibilidade in vitro

A atividade antiplasmddica in vitro das substancias foi determinada apds de um
screening destas nas concentracdes de 50 a 5 pg/mL. Como critério de atividade foi
estabelecido que amostras que inibiram o crescimento dos parasitas de 80 a 100% foram
consideradas ativas; de 50 a 79%, parcialmente ativas; e, < 50%, inativas (PINTO et al.,
2009). O microteste de susceptibilidade in vitro, por sua vez, foi realizado de acordo
com a metodologia descrita por Rieckmann et al. (1978) obedecendo modificacdes
conforme Andrade-Neto et al. (2007).

As substancias foram dissolvidas em DMSO na concentragdo de 10 mg/mL e
posteriormente rediluidas em meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI
1640) para a obtencéo de sete diluigOes sucessivas (1:2) para cada amostra, perfazendo
concentracdes finais de 100 a 1,56 pg/mL. Como controle positivo foi utilizada a
cloroquina em sete concentragdes (variando de 3,4 x 10% a 2,5 pg/mL) e, como controle
negativo, uma suspensdo de hemacias a partir de 1% de DMSO. As amostras e 0s
controles foram aplicados em microplacas de 96 pocos com 180 puL de suspensdo de

hemécias parasitadas com predominio de trofozoitos jovens (hematdcrito de 2% e
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parasitemia de 1%). Em seguida, foram adicionados 20 pL de solugdo com a substéncia
a ser testada, obtendo-se o volume final de 200 puL por pogo. As microplacas foram
submetidas a incubacdo por 48 h a 37°C sob as mesmas condi¢cdes de cultivo do
parasita: baixa tenséo de O2 (5% de O2, 5% de CO- e 90% de N2) em cdmara acrilica e
estufa bacterioldgica.

Ao término do periodo de incubagdo foram preparadas laminas de esfregacos
sanguineos a partir de aliquotas do sedimento de hemécias provenientes de cada poco,
estas foram coradas por panético® e tiveram seu percentual de parasitemia observado ao
microscopio Optico. As parasitemias resultantes dos pocos testes foram comparadas as
parasitemias dos pogos controles no intuito de avaliar a viabilidade de crescimento do

parasita em cada amostra.

3.5.3 Avaliacéo da viabilidade celular pelo método Dose-Resposta (alamar blue)

Este ensaio foi realizado em colabora¢do com o Dr. Emerson Silva Lima e foi
desenvolvido no Laboratério de Cultura de Células pela aluna Marcia de Jesus
Amazonas da Silva (FCF/UFAM).

As células MRC-5 foram plaqueadas na concentragdo de 0,5 x 10*
células/placa com um volume final de 100 pL/poco e incubadas por um periodo de 24 h
para aderéncia. ApoOs esse periodo, as células foram tratadas com o0s compostos
previamente diluidos em DMSO (Sigma-Aldrich, Alemanha) e em seguida testados nas
concentragdes de 200, 170, 150, 120 e 80 pug/mL sobre MRC-5. Essa placa permaneceu
em incubadora de CO; por um periodo de 48 h a 37°C. Como controle positivo utilizou-
se doxorrubicina (Sigma-Aldrich, Alemanha), farmaco padrdo de citotoxicidade, e
controle negativo 0,5% DMSO. Imediatamente apds o término do periodo de incubacéo
foram adicionados 10 pL de alamar blue™ (resarzurina) a 0,4% (950 uL. DMEM + 50
pL de alamar blue) aos pocos testes e aguardou-se 2 h para metabolizacdo necessarias
para esta linhagem celular.

A leitura de fluorescéncia foi monitorada em aparelho de microplacas (DTX-
800 Beckman Coulter) na faixa de 540 nm excitacdo e 585 nm de emisséo. O calculo foi

realizado conforme férmula abaixo:
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Ft x 100
%Viabilidade =
AFb

Onde:

Ft= (fluorescéncia da célula + meio + substancia + resarzurina)

AFb= (fluorescéncia da célula + meio + resarzurina)

Os resultados de porcentagem de viabilidade celular acima de 90% foram
considerados aceitaveis para substancias nao citotoxicas. Os testes foram realizados em

triplicata e em trés experimentos independentes (interdia).

3.5.4 Analise estatistica dos dados in vitro

Em relacdo ao microteste de susceptibilidade, a inibi¢cdo do crescimento dos
parasitas foi determinada através de curva dose-resposta mediante a comparagdo da
meédia das parasitemias de cada concentracdo da amostra com a média dos controles
sem a droga, obtendo-se a Clso mediante regressdo linear utilizando o programa de
software Microcal Origin® 8.1 (OriginLab, Northampton, MA, EUA).

Em relagéo ao teste de viabilidade celular, os valores de Clso foram calculados
em programa de estatistica GraphPad Prism, versdo 5.0 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA) e foram obtidos por meio da curva sigmoide da concentra¢do droga-
resposta pela interpolacéo linear. Os experimentos foram analisadas usando as médias e
seus intervalos de confianca de 95% (IC) correspondentes com base na regressdo néo
linear onde p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTUDOS SOBRE METODOS DE EXTRACAO DE 1 E 13

Na tabela 3 estdo apresentados os resultados dos teores extrativos das
substancias naturais majoritarias contidas no extrato de P. peltata, 1 e 13, bem como o
teor extrativo do extrato bruto quando submetido a extragdo por sonicagdo em diferentes

solventes e com variagdo de temperatura.

Tabela 3. Teores percentuais do extrato de P. peltata obtidos a partir da extracdo de 150
g da raiz, e de 4-NC e peltatol A isolados do extrato por Cromatografia em Coluna

flash.
Solventes Temperatura  Teor de extrato ~ 4-NC (1)"  Peltatol A (13)

CC) (%) (%) (%)

EtOH 25 25,5 1,75 0,77
EtOH 50 26.0 1,80 0,79
MTBE 25 455 5.60 1.20
AcOEt 25 453 540 112

CHCI3:EtOH? 252 132 5702 )

2 Valores obtidos pela metodologia base de Andrade-Neto et al. (2007) e repetida por Pinto et al. (2009).
* Teor extrativo de 1 calculado em relacdo a massa de raiz seca.
EtOH = etanol; MTBE = metil-terc-butil-éter; AcOEt = acetato de etila; CHCI3 = cloroférmio

Para a extracdo com MTBE ou AcOEt foi possivel observar os melhores
resultados de rendimentos para 1 de forma que esses resultados mais se aproximaram do
resultado da literatura pioneira de nosso grupo para extracdo de 4-NC (ANDRADE-
NETO et al., 2007) e o que foi repetido por Pinto et al. (2009) para extracdo de 4NC de
onde esta baseada a metodologia para obtencéo dos derivados. Desta forma, obtivemos
pelo menos duas alternativas de solventes em substituicdo aos clorados (CHCIs) que
possuem elevada toxicidade (cancerigenos) e dificil descarte, o que constitui um 6timo
resultado em termos de quimica mais verde. A semelhanca de polaridade desse
solventes em relacdo ao CHCI3 propicia uma boa reproducéo dos teores extrativos.

Ainda que o resultado para MTBE tenha sido ligeiramente melhor em relagéo
ao de AcOEt, a utilizacdo de AcOEt nesse método é mais propicia visto que é
relativamente mais barato se comparado ao MTBE. Além disso, ACOEt possui ponto de
ebulicéo superior ao do MTBE (77 °C versus 55 °C, respectivamente), o que diminui as
perdas por evaporacao durante a manipulacdo. O AcOEt também possui metodologia de
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repurificacdo e destilagdo mais simples e bem estabelecidas no LAPAAM/INPA. Entéo,
por esses e outros motivos, com base nos resultados obtidos de custo-beneficio, o
AcOEt foi o solvente de escolha para extracdo do 4-NC e peltatol A das raizes de P.

peltata para sintese dos derivados semissintéticos.

4.2 PREPARACAO DOS DERIVADOS SEMISSINTETICOS

As melhorias reacionais alcancadas neste trabalho sdo principalmente
referentes e comparativas aos resultados de Pinto (2008) e Pinto et al. (2009) por serem
as literaturas de base para a execucdo da metodologia de obtencdo dos derivados. Em
geral, observaram-se melhorias em relacdo a diminui¢cdo dos tempos reacionais e a
obtencdo de maiores rendimentos, sendo este Ultimo muitissimo importante para que se
chegasse ao proposito de avaliacao bioldgica in vivo, o objetivo principal deste trabalho.

Ainda que ndo tenha havido substituicdo total dos reagentes utilizados em
Pinto et al. (2009) pelos utilizados neste trabalho, p&de-se perceber que as varias
repeticdes reacionais ajustando proporces de reagentes, adicionando ou retirando
catalizador, modificando momentos de adi¢cdo de solventes e reagentes limitantes e
ainda sujeitando o sistema a maiores ou menores temperaturas entre outros, conduziram
a melhoria nos rendimentos do derivados tornando possivel a avaliacdo de sua atividade
antimalarica em camundongos, modelo murino utilizado neste trabalho. Além de ter
possibilitado a realizacdo de outros testes bioldgicos como: toxicidade aguda,
citotoxidade e microteste para P. falciparum, os quais contribuiram para uma
exploracdo ainda mais ampla do potencial biol6gico destes derivados.

Otimizar os padrdes reacionais constitui uma etapa muito importante para que
0 desenvolvimento de moléculas baseadas em quimica de produtos naturais ndo
estaguine na etapa de identificacdo e caracterizacdo, ou esteja restrita a poucas
avaliacdes in vitro, que geralmente requerem massa em pequena escala, mas que possa
avancar em relagdo as possibilidades de avaliagbes bioldgicas mais refinadas e
fundamentais a chegada dessas moléculas ao nivel de protétipos terapéuticos.

Na tabela 4 estdo apresentados dados que permitem fazer uma analise
comparativa entre os valores de rendimentos de 4-NC e peltatol A e seus derivados em
comum obtidos pela metodologia de Pinto et al. (2009) e Gustafson et al. (1992) e

aqueles obtidos neste estudo. Tanto Pinto et al. (2009) quanto Gustafson et al. (1992)
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utlizaram solventes clorados para obtencdo de 1 e 13 a partir das raizes de P. peltata de
forma que o primeiro chegou a um teor extrativo para 1 de 13% e o segundo chegou a
um teor extrativo de 10%, enquanto que neste estudo obteve-se um teor de 45,3% com a

substituicdo de solvente clorado, conforme ja apresentado.

Tabela 4: Comparacdo entre os valores de rendimentos das metodologias de base e deste
estudo.
Pinto et al. (2009)/
Gustafson et al. (1992)"

Este estudo

Compostos Tempo Tempo
R (%)** . R (%)** .
reacional reacional
1 5,7/2,4* 45 min. 54 45 min.
2 8,4 30 min. - -
3 7,7 30 min. - -
2+3 - - 27,5 20 h
4 - - 57 24 h
5 7,3 24 h - -
6 6,4 24 h - -
5+6 - - 7 4h
7 26 24 h 38 2h
8 90,2 17 h 73 4 h
9 56,3 7 dias 17 4 h
10 - - 55 12 h
11 - - 50 12 h
12 - - 35 12 h
13 0,2* - 1,12 -
14 - - 87,5 12 h
15 - - 19 12 h

“Valores calculados em relagdo as massas de seus respectivos substratos de origem (1 ou 13)

A obtengdo dos dois derivados monometilados (2 e 3) juntamente com o
derivado dimetilado (4) deve-se a possibilidade de alquilagcdo simultdnea nas duas
hidroxilas (R1 e R2) de 1 com CHzl, o que ndo é possivel pela sintese que utiliza
diazometano, o qual so possibilita a metilacdo de uma Unica hidroxila por vez em caso
das hidroxilas serem vicinais, como o que ocorre em 1.

Nas reagdes por onde foram obtidos os derivados monobenzilados (5, 6) e
dibenzilado (7) apenas modificaram-se as proporc¢des dos reagentes para diferenciar
reacOes por onde se leva a formacdo dos monobenzilados em escala muito superior ao

dibenzilado. Contudo, observou-se que em reacGes onde o objetivo era obter os
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derivados monobenzilados sempre houve formacdo, ainda que minima, do derivado
dibenzilado. A obtencédo isoladamente de 7 foi conseguida pela adi¢do da quantidade de
BnBr em excesso sem que houvesse formacao de 5 e 6.

Nos demais derivados 10, 11, 12, 14 e 15 observou-se a substituicdo de ambas
as hidroxilas disponiveis em 1 e todas as hidroxilas em 13, levando & formacéo de
derivados di e tetrasubstituidos respectivamente. Essas reacoes de esterificacdo foram
realizadas com a adicdo do respectivo anidrido carboxilico e ndo de cloretos de acido
carboxilico, como o observado em algumas esterificacdes de Pinto et al. (2009). Estes
ultimos, embora mais eficientes em termos de reatividade que os anidridos, tem a
desvantagem de serem mais toxicos.

Os derivados monometilados (2 e 3) e monobenzilados (5 e 6) foram isolados
das suas respectivas misturas reacionais na forma de misturas. Em variadas
combinacBes de fases mdveis, ndo foi possivel obter uma separacdo satisfatoria dos
regioisdbmeros monoalquilados em CCDC, tampouco em CC flash, o que tornou
inviavel a obtencdo de cada regioisdmero separadamente em escala de massa necessaria
aos testes bioldgicos in vivo. Por possuirem as mesmas caracteristicas de polaridade
entre si, 0s regioisomeros de cada mistura ndo apresentaram Rr 0,1 (fator de retencéo)
entre si nos variados sistemas de eluicédo testados, de forma que as variagdes de sistemas
apenas alterava o fator o Rr médio da dupla de isbmeros mas ndo aumentava resolucao
dos constituintes.

A separacdo de misturas de derivados monoaluilados foi julgada inviavel
diante do prop6sito de se obter quantidades maiores o suficiente para os testes
biol6gicos e suas repeticdes em substancias isoladas. Desta forma, observou-se que
através de métodos manuais, como cromatografia de bancada, o isolamento de cada
derivado monoalquilado de sua respectiva mistura levaria a varias repeticdes reacionais
e cromatogréficas, gasto excessivo de reagentes e materiais, sendo portanto muito
dispendioso. Contudo, isolou-se poucos miligramas de cada derivado monoalquilado
através de CCDP afim de confirmar suas massas molares (m/z) por LC-MS e para

diferencié-los quanto a posicéo do radical substituido ( para ou meta) por RMN.



4.3 AVALIACOES BIOLOGICAS IN VITRO

4.3.1 Microteste de susceptibilidade

69

A avaliacdo da susceptibilidade de P. falciparum aos derivados patenteados de

4-NC ndo constituiu um dos objetivos principais deste trabalho visto que isso ja foi

avaliado em Pinto et al. (2009). Contudo, por alguns dos derivados terem sido isolados

na forma de misturas monoalquiladas (regioisdmeros), fez-se necessaria a avaliacao in

vitro da atividade destes frente a P. falciparum afim de compara-las a seus respectivos

isbmeros isoladamente.

Na tabela 5 estdo apresentados os valores de Clso para as anélises in vitro das

substancias naturais isoladas de P. peltata (1 e 13) e seus derivados semissintéticos (2 a

12, 14 e 15), respectivamente, testadas no microteste de susceptibilidade em cepa

cloroquina resistente K1 de P. falciparum, viabilidade celular em fibroblasto humano

MRC-5 e seus respectivos indices de seletividade (IS).

Tabela 5: Concentragdes inibitdrias in vitro de 4-NC (1), peltatol A (13) e seus

derivados (2 a 12, 14 e 15) testados contra P. falciparum (K-1) e fibroblastos (MRC-5)

N° de Clso (UM)
Substancias ou
misturas P. falciparum (K-1) MRC-5 IS
1 0,67° > 600* > 895*
2+3 154* 489* 3,17*
4 153* 476* 3,11*
5+6 113* > 400* > 3,54*
7 22,5° > 400* >17,7*
8 4,85° <15,7° < 3,24°
9 3,95 > 400* > 101*
10 10,5* ND ND
11 92,9* > 400* >4,31*
12 162* 377* 2,33*
13 79,8* 294* 3,68*
14 28,9* > 200* > 6,92*
15 53.7* ND ND
Cloroquina 0.13° ND ND
Quinina 0.16" ND ND

2 Valores de indice de seletividade calculados a partir de Clso (MRC-5)/Clso (K-1)
b Dados previamente publicados em Pinto et al. (2009) e Rocha e Silva et al. (2015)
ND: valores ndo determinados; * Valores inéditos para este estudo
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De acordo com os pardmetros para categorizacdo de atividade in vitro para
substancias isoladas, sdo consideradas aquelas com Clso < 0,1 uM (muito ativo); Clso
0,1 > 5 uM (ativo); Clsop 5 > 20 uM (parcialmente ativo) e Clso > 20 (inativo)
(SANTOS-TORRES et al., 2013). Assim, nenhuma das substancias foi considerada
muito ativa. As substancias 1, 8 e 9 estdo na faixa de substancias consideradas ativas, o
novo derivado 10 foi classificado como parcialmente ativo e todos os demais
apresentaram-se inativos, utilizando o critério descrito acima. Em estudos anteriores
apenas o derivado de 4-NC metilado na posicao para foi considerado parcialmente ativo
(PINTO et al., 2009). A substancia 1 foi considerada ativa e 6 foi classificado como
parcialmente ativo (ROCHA-E-SILVA et al., 2015 a).

Em relacdo a essa classe de substancias, os terpenos sdo apontados em muitos
trabalhos que avaliam sua atividade antiplasmoddica, como substancias que possuem
significante atividade in vitro contra P. falciparum (GOULART et al., 2004;
ANDRADE-NETO et al., 2007; ROCHA-E-SILVA et al.,, 2015 a) bem como seus
derivados semissintéticos e analogos que conservam a cadeia terpénica aberta
(ROCHA-E-SILVA et al., 2015 b). Essa atividade hd muito é dedicada as subclasses di-
, tri- e sesquiterpenos, assim como os derivados do presente estudo (FREDERICH et al.
1999; MUHAMMAD et al. 2004).

4.3.2 Avaliacéo da viabilidade celular

A determinacéo da toxicidade por meio da avaliacdo de viabilidade de células
normais foi essencial para fazer uma previsdo sobre a letalidade dessas substancias
naturais e seus derivados, na forma isolada ou em mistura, ao seres humanos, quando
almejada a sua utilizacdo como substancias antimalaricas. Além disso, avaliar a
citotoxicidade € importante tendo-se em vista que esta € uma das principais razoes
pelas quais as novas substancias sdo descartadas ainda em fases iniciais da
investigacdo (HUANG et al., 2016).

Em Pinto et al. (2009) a viabilidade desses derivados foi determinada pela
metodologia de MTT - Método do sal de tratazolium (MOSMANN, 1983) cujo
principio basea-se na redugdo de um substrato amarelo, o sal de tetrazolium MTT, por
enzimas mitocondriais (dehidrogenases). Essa reacdo resulta em um produto azul/roxo

(cristais de formazana), reagdo que ocorre somente em células vivas e que estejam com
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suas mitocondrias ativas, configurando-se assim um ensaio versatil e quantitativo. No
presente estudo, no entanto, a metodologia utilizada foi a do alamar blue
(NAKAYAMA et al., 1997), em que a resarzurina — um indicador fluorescente,
colorimétrico com propriedades redox (como os sais de tetrazolio) — é reduzida pelo
metabolismo de células em estado de proliferacdo, indicando como células viéveis as
que apresentaram a forma reduzida do indicador (fluorescéncia résea) e como células

ndo viaveis as que apresentaram a forma oxidada do indicador (azul) (Figura 18).

Figura 18 Celulas V|ave|s V|suaI|zadas 5 pelo metodo alamar blue.

Apo6s avaliacdo das substdncias pela metodologia alamar blue para
determinacdo de seus niveis de citotoxicidade em linhagem MRC-5 durante um periodo
de 48 h, observou-se que nenhuma das substancias testadas interferiu significativamente
na viabilidade da linhagem celular utilizada quando comparadas ao farmaco padrdo
doxorrubicina (DOXO). Desta forma, pode-se inferir que em nenhuma das
concentragOes testadas no intervalo de 80-200 pg/mL as substancias foram tdxicas em
um periodo de até 48 h.

O critério adotado para a classificacdo desses derivados como nao sendo uma
clase de substancias citotdxicas esta baseado em um valor de Clso minimo a partir do
qual cada uma deles passsou a ser letal para as células normais do hospedeiro (MRC-5).
Assim sendo, quanto menor for a citotoxicidade da substancia maior seré seu indice de
seletividade e sua especificidade de atuacdo no parasita (ROCHA-E-SILVA et al.,
2012).

Desta forma, com base na Clsg da doxorrubicina, droga controle utilizada como
padréo positivo de citotoxicidade e que exibe Clso em cerca de 1,1 pg/mL (29,6 puM)
contra essa linhagem de célula humanas, vem-se adotando como critério considerar

citotoxicas as substancias com Clsp < 50 pg/mL. Assim, como todos os derivados
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apresentaram Clso para fibroblasto humano superior a 50 pg/mL, nehuma delas foi
considerada citotéxica (ROCHA-E-SILVA et al., 2013).

Estudos recentes acerca da avaliacédo citotoxica em linhagens celulares normais
também concluiram que terpenos naturais e seus derivados, em geral, ndo sdo
citotoxicos (MASSON-MEYERS et al., 2013; ALMEIDA et al., 2015; VARGAS et al.,
2015) corroborando com avaliagBes j& realizadas com essa classe de substancias em
nosso grupo de pesquisa (ROCHA-E-SILVA et al., 2015 a, b). A substancia 1 e 0s seus
derivados monosubstituidos com pequenos grupos substituintes (metila e acetila) e sob a
forma isolada expressaram as melhores atividades citotdxicas na maioria das linhagens
tumorais nas quais foram testadas e ndo expressam toxicidade em linhagens normais
(PINTO et al., 2009; LIMA et al., 2013).

4.3.3 Indice de seletividade (1S)

A importancia da determinacdo do IS de substancias com interesse terapéutico
estd na capacidade de se fazer uma estimativa do quanto essa substancia € menos tdxica
para as células do hospedeiro (linhagem normal) que para o parasita a ser combatido
(NAKAMURA et al., 2006).

Pbde-se inferir bons indices de seletividade dos derivados aqui testados em
fibroblasto humano a partir da razdo Clso MRC-5/Clsp P. falciparum, onde como
parametro para classificacdo de seletividade, foram consideradas, substancias
seletivamente tdxicas para P. falciparum as que apresentaram IS > 10; e ndo seletivas as
com IS <10 (COUTINHO et al., 2013).

Como ja apresentado nos resultados da tabela 6, esses derivados possuem bons
indices de seletividade conforme exposto por Rocha-e-Silva et al. (2015a) bem como
para outras classes de terpenos e seus derivados testados para a mesma finalidade
(ROCHA-E-SILVA et al., 2015b) e para combate a linhagens tumorais (ALMEIDA et
al., 2015; VARGAS et al., 2015).
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4.4 AVALIACAO BIOLOGICA IN VIVO
4.4.1 Supressao parasitaria de P. berghei

Na tabela 6 estdo os percentuais de inibicdo de parasitemia em modelo murino
desempenhado pelos derivados sintetizados neste estudo e que ainda ndo haviam sido

avaliados in vivo.

Tabela 6: Supressao de P. berghei in vivo em camundongos tratados pelas vias oral e
subcutanea com substancias isoladas ou derivados semissintéticos de 4-NC.

% Parasitemia + MEP Média de Sobrevida + DP
Compostos (% inibicéo do crescimento parasitario) (dias)
(200 mg/kg/dia) Oral Subcutanea
Dia 5 Dia 7 Dia 5 Dia7 Oral Subcutanea
1.19 + 0.45 2.01+0.33 0.81+0.12 1.87 +0.37
2+3 19+3 20+2
4) (23) (31) (36)
1.34 +0.26 2.68+0.70 1.76 £ 0.62 3.54+754
4 20+2 22+0
(0) (0) (0) 0)
1.34 +0.23 3.04 +£0.36 1.63+0.84 2.98 +0.28
5+6 19+2 19+2
(0) (0) (0) (0)
1.03+0.40 251+1.20 1.64 + 0.54 2.61+1.00
7 22+2 21+£25
(17) (4) (0) (11)
0.85+0.3 2.41 +0.46 0.71 +0.27 3.14+1.29
9 22+1 27+4
(31) (8) (40) (0)
0.73+0.35 2.90+0.99 1.00 £ 0.52 2.44 +0.56
10 24+6 24+4
(41) 0) (15) a7)
2.18+0.5 1.75+0.28 0.89 +0.26 3.16 £ 0.96
11 20+3 21+3
0) (33) (24) (0)
2.08 +0.59 1.75+0.26 0.63+0.12 2.08 +0.54
12 21+35 20+3
(0) (33) (47) (20)
2.05+0.30 1.84 +0.83 1.08 + 0.32 1.44 +0.24
13 24+6.5 20+35
(0) (30) (8) (51)
1.10+0.6 2.14+0.80 0.94 +0.54 3.08+1.6
14 27+0 20+2
(11) (18) (20) (0)
Cloroquina ) 134 003 0.06 +0.05 0.01+0.04 0.08 0.02
97) (98) (99) 97) >40 > 40
(10 mg/kg/dia)
Controle (0.C)
1.24 +0.27 2.62 +0.51 1.18 + 0.40 2.94 +0.93 202 21+1

10%

MEP= Média do erro padrdo; DP= Desvio padrdo
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.....

com excecdo dos derivados 7 e 9, os demais derivados apresentaram inibicdo de
parasitemia crescente na passagem do 5° para o 7° dia apos adminstracédo oral. Pela via
subcutanea, essa tendéncia foi observada apenas para a mistura de 2+3 e para 0s
derivados 7, 10 e 13. Observou-se ainda que para a maioria dos derivados, bem como
para o controle positivo, 0os maiores percentuais de inibicdo estdo relacionados a
administracdo por via subcutanea, a qual também esta associada, para a maioria dos
derivados, com os maiores indices de sobrevida. Outros derivados de 4-NC (diacetilado
e dibenzoilado), ao contrério, apresentaram diminuicdo da parasitemia nas duas vias de
administragdo na passagem do 5° para 7° dia bem como diminuigdo de sobrevida na via
subcutanea em comparacao a via oral conforme demonstrado no quadro 3 (ROCHA-E-
SILVA et al., 2015a).

Assim como em Rocha e Silva et al. (2011), também em estudos anteriores, a
conferéncia de maiores percentuais de inibicdo in vivo no 7° dia observados na via
subcutanea sugerem uma lentiddo na absorcdo de drogas por essa via 0 que conduzi a
um efeito mais retardado da droga mas também eficiente. Tanto metabolismo de
primeira passagem decorrente de administracdo por via oral quanto a provavel baixa
biodisponibilidade resultante da via subcutadnea conduzem a uma farmacocinética de
clearance elevado, baixo volume de distribuicdo, curtos tempos de meia vida e
variabilidade nas concentracfes plasmaticas, conforme o que ja observado em estudo
com artemisinina e derivados (NAGELSCHMITZ et al., 2008; WHITE et al., 2008).

Quadro 3: Supressdo in vivo da parasitemia de P. berghei em camundongos tratados
com outros derivados de 4-NC.

% Parasitemia =+ MEP Média de Sobrevida
Compostos (% inibicao do crescimento parasitario) DP (dias)
(200 .
mg/kg/dia) Oral Subcutanea
Dia 5 Dia 7 Dia 5 Dia7 Oral Subcutanea
4-NC (1)* 14,5 54 0 41 22+0,7 21+0
Diacetilado  1,0+0,5 1,43+0,7 1,0+0,3 1,0+£0,2
: ' : : : : : : 21+3 19+3
(®) (62) (48) (60) (66)

. . 1,5+0,6 2,4+0,6 1,4+0,7 2,7+0,8

Dibenzoilado (46) 28) (48) (17) 21 %3 202

Fonte: Adaptado a partir de Rocha e Silva et al. (2011)* e Rocha e Silva et al. (2015a).
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Quanto a categorizacdo dos derivados segundo seus niveis de atividade, alguns
estudos antimalaricos in vivo consideram substancias ativas aquelas com supressao
parasitaria > 40% em doses de 50-100 mg/kg/dia (COUTINHO et al., 2013; REZENDE
et al., 2013). Desta forma, a alta dose em que essas substancias foram testadas (200
mg/kg/dia) leva a classifica-las, de modo geral, como ndo ativas. Contudo, o derivado
10 foi 0 que apresentou as maiores supressdes parasitarias nas vias oral e subcuténea e a
substancia natural 13 apresentou a maior supressao diante de todas as substancias
testadas e especificamente na via subcutanea.

Neste estudo, apenas o derivado semissintético 12 apresentou maior supressao
de parasitemia (47%) que seu precursor 1 (41%) na via subcutanea frente a P. berghei
quando comparado a resultados de supressdo de 1 analisado nas mesmas condi¢Ges em
estudos anteriores e nenhum outro derivado superou a maior inibicdo alcangada por 1 no
7° dia (54%) (ROCHA-E-SIVA et al., 2011) (Quadro 3). Estudos antimaléricos in vivo
anteriores e recentes demonstraram que assim como 1, em alguns casos, outros terpenos
naturais apresentaram niveis de atividade supressiva menores que de seus derivados, o
que indica a possibilidade de melhoramento de atividade conseguido a partir da
producdo de derivados semissintéticos (ROCHA-E-SILVA et al., 2011; ROCHA-E-
SILVA et al., 2013; ROCHA-E- SILVA et al., 2015b).

Uma das relevantes modifcacGes metodoldgicas adotadas por nosso grupo para
este estudo in vivo foi a substituicdo de DMSO como solvente para solubilizacdo de
amostras pelo oleo de castor (Cremophor® EL). O 6leo de castor ja tem sua utilizacio
para esta finalidade bem estabelecida (ANDERSEN, 1997; FEENEY et al., 2014;
BERTHELSEN et al., 2015), possui caracteristicas de solubilidade e aplicabilidade bem
versateis e € considerado minimamente toxico para humanos e animais, quando
administrado nas vias oral e subcutanea (DIENER & SPARANO, 1968; GOSSELIN et
al., 1976; MIGALLY, 1979).

Esse veiculo apresentou-se mais vantajoso, propiciando uma solubilizacédo
mais homogéna de substancias com caracteristicas de baixa polaridade, de oleosas a
graxas, como sdo as substancias estudadas. Com esse veiculo diminuiu-se o tempo gasto
para solubilizacdo das amostras de 1 h para 30 min. Além do que, passou a ser
desnecessario 0 uso de sonica¢do com aquecimento, 0 que € importante a compostos
organicos, e possibilitou-se a formacdo de emulsdes de aspecto claro e homogéneo

mesmo apos a adicdo de dgua que antes possuia aparéncia de emulsdo turva.
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Os niveis de inibicdo parasitaria desempenhada pelos derivados ndo foram
considerados altos a dose de 200 mg/kg/dia. O mecanismo de ac¢do antimalarica desses
derivados pode ser considerado diferenciado — inibicdo da biossintese de isoprendides e
inibicdo da formacdo de hemozoina — ainda torna esses derivados competitiveis e
passiveis de estudos continuados. Ha evidéncias de que esses derivados inibam
formagdo da hemozoina o que os direciona para um mecanismo de acdo similar ao da
cloroguina (ROCHA-E-SLVA et al., 2015 a).

Algumas drogas antimalaricas ja utilizadas clinicamente a exemplo da quinina
e do artesunato de sodio (derivado de artemisinina), tal como esses derivados, também
ndo tiveram Otimas atividades quando testadas em modelo murino (GARAVITO et al.,
2012; LOMBARD et al., 2013). Dessa forma, futuros estudos devem ser direcionados a
uma abordagem farmacocinética afim de se analisar outras vantagens relacionadas a
importantes pardmetros farmacocinéticos como por exemplo biodisponibilidade,
biotransformacao e depuracdo (REZENDE & BARROS, 2004).

A relacdo parasita-hospedeiro constitui um fator de extrema importancia para
que se consiga um satisfatério desenvolvimento da doenca de forma a conduzir aos
mesmos sintomas da malaria humana e a partir disso se possa observar todos os efeitos
que se desejem analisar, no caso deste trabalho a relacdo dose-resposta sobre o parasita
(LEISEWITZ et al., 2004; MIZOBUCHI et al., 2014). Assim, é sugerido que se possa
fazer a variacdo da espécie do parasita infectante do modelo animal utilizado no estudo,
afim de que o hospedeiro testado possa ser aquele o mais sensivel possivel ao quadro
clinico aser combatido pela pesquisa (LANGHORNE et al., 2011).

Nesse contexto, a ndo responsividade em termos de diminuicéo satisfatéria dos
niveis de parasitemia por parte de P. berghei, quando submetido a acdo dos derivados
na alta dose em que foram testados, instiga-nos a possibilida de investigar a atividade
antimalarica desses derivados frente a outras espécies de Plasmodium spp., como por
exemplo P. chabaudi, P. yoelli ou P. vinckei, tendo sido este ultimo, inclusive, ja
utilizado em substituicdo ao P. berghei, devido a sua baixa sensibilidade, para esta
mesma finalidade investigativa (JIMENEZ et al., 2014).

A idéia da repeticdo do teste de supressdo parasitaria in vivo com a substituicao
do parasita murino-especifico nos leva a crer que os niveis de atividade antimalarica
possam ser muito melhorados de forma a poder considerar essas drogas realmente

ativas. Isso porque, conforme ja registrado em estudos anteriores sobre o extrato de P.
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peltata, 4-NC e mesmo alguns desses derivados (4, 5, 6, 8 e 9), eles se mostraram ativos
in vitro contra P. falciparum tanto no microteste de suceptibilidade direta quanto no
teste da ativacdo do plasma sanguineo de camundongos saudaveis que haviam ingerido
tanto o extrato quanto 4-NC (AMORIM et al.,, 1986; SALA-NETO et al., 1992;
ATINDEHOU et al., 2004; ANDRADE-NETO et al.,, 2007; PINTO et al., 2009,
ROCHA-E-SILVA et al., 2011; ROCHA-E-SILVA et al., 2015 a).

Embora os niveis de atividade dessas substancias ndo venham ao longo do
tempo, desde estudo de Atindehou et al. (2004) até o mais recente (ROCHA-E-SILVA
et al, 2015 a), sendo satisfatorias quando avaliadas em Plasmodium berghei, o fato de
elas terem demosntrado atividade promissoras na espécie de parasita humano, o qual é o
real alvo da acédo delas, € bastante incentivador a dar sequéncia as investigacoes. Assim,
0 ajuste da realacdo parasita- hospedeiro pode ser um dos paramétros determinantes
para exibicdo de primicias do real potencial antimalarico in vivo desses derivados, além

de propor um desfecho ainda mais coerente a sua real vertente bioldgica.

4.4.2 Avaliacéo da toxicidade aguda

De acordo com o Guia para teste da toxicidade aguda oral (OECD, 2001), essa
avaliacdo conduziu a visualizacdo de efeitos adversos, em um periodo de 24 h,
decorrentes da administracdo oral de uma Unica ou maltiplas doses de uma substancia.
A escolha da dose inicial do teste obedeceu o critério de ser maior que a dose mais alta
em que as substéncias foram testadas para avaliacdo da supressdo plasmodial. Ou seja,
ainda que neste trabalho todos os derivados tenham sido testados em uma Unica dose
(200 mg/kg/dia), 1 e outros de seus derivados ja haviam sido avaliados quanto a sua
atividade antimalarica in vivo em doses superiores, até 600 mg/kg/dia (ROCHA-E-
SILVA et al., 2011; ROCHA-E-SILVA et al., 2015a). Desta forma, dentre as sugestoes
do guia, adotou-se a dose de 2000 mg/kg/dia para o ensaio de toxicidade.

Por uma questdo de disponibilidade, apenas a mistura de 2+3 e os derivados
11, 12 e 13 tiveram avaliada sua toxicidade aguda em um Unico dia de tratamento e ndo
em quatro dias conforme o tempo de tratamento em que os animais foram submetidos
com os derivados no ensaio antimalarico in vivo. Assim, durante o acompanhamento
dos animais nas primeiras 4 h apds administracdo dos derivados e durante os 13 dias

seguintes, ndo foram observados nenhum dos sinais de toxicidade previstos pelo guia
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que norteou esse teste (alteracbes no couro, pelagem, olhos, mucosas, respiracao,
cardiaca, perda de peso, prostracdo, salivacdo, tremores, entre outros). Este
procedimento, baseado no guia da OECD é bem aceito e reproduzido para avaliacdo da
toxicidade aguda no estudo de espeécies utilizadas popularmente para tratamento de
malaria (MOHAMMED, ERKO & GIDAY, 2014).

A auséncia dos sinais indicadores de toxicidade oral aguda pode ser devido a
fraca absorcédo dessa classe de substancias quando adminsitradas pela via oral pelo trato
gastro intestinal, o que constitui um questionamento farmacocinético acerca de sua
absorcdo e niveis de distribuicdo plasmatica apds adminstracdo oral, de forma que
estudos anteriores ja buscaram investigar esse problema (ROCHA E SILVA et al.,
2015a).

Por fim, as principais limitacbes deste estudo estiveram relacionadas
principalmente & obtengdo dos derivados em maior escala de massa, sendo este o fator
limitante para que as demais etapas previstas, referente a realizagdo dos teste bioldgicos,
pudessem ser realizadas. A disponibilidade de solventes e silica e com pureza e
quantidades necessarias as diversas repeticdes também constitui limitacdo para
realizacdo de quimica sintética baseada em fitoquimica, o que torna o curso das etapas
de isolamento e purificagdo muito dispendiosas e por vezes lentas.

J& os interferentes relacionados ao desenvolvimento dos ensaios biolégicos
referem-se principalmente ao fato de que ndo se pode prever exatamente o tempo
necessario a realizacdo de triagens e determinac6es de concentracdes inibitérias médias
quando se trabalha com microorganismo sobre os quais ndo se tem total controle de
manutencdo ou viabilidade, por estarem sujeitos a contaminacGes ou interferéncias do
meio em que sdo mantidos. Assim, constitui um grande desafio alinhar tempo de
execucdo, performance técnica e condi¢des laboratorias ao desenvolvimento de pesquisa

cujo as bases estejam voltadas técnicas fitoquimicas estitamente classicas.
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4.4.3 Andlise estatistica das sobrevidas segundo causas de variagdo

Observou-se que dois fatores relacionados a metodologia do ensaio in vivo para
verificacdo da supressdo parasitaria por P. berghei a parti da metodologia de Peters
exerceram variacdes significantes ndo no efeito antiparasitario mas nos tempos de
sobrevidas entre 0s grupos de animais que recebiam a mesma substancia & mesma dose
por vias de adminstracdo diferentes e refente as diferentes substancia que cada grupo
teste recebeu. Desta forma, entendeu-se como sendo os dois fatores causadores de
variacdo na sobrevida a diferenca quimica intrinseca a cada substancia e a via de
adminstragdo utilizada.

Na figura 19 observa-se que ao se analisar as sobrevidas, tendo como fator de
variagdo o parametro “composto”, percebe-se que o indice de sobrevida, em escala de
dias, conferido pela utilizacdo da substancia controle (CQ) estd muito além do que foi
observado para as demais substancias utilizadas na suas formas isoladas ou em
combinagbes. Essa observacdo reforca a idéia de que a relacdo estrutura-atividade
exerce importante influéncia em estudos onde o perfil da resposta esteja embasado na
comparagao entre diferentes classes de substancias.

Dessa forma, todas as substancias desse estudo resultantes de isolamento direto
de P. peltata ou de semissintese podem ser agrupadas quimicamente como sendo
substancias terpénicas mas diferindo entre si apenas em pequenos grupamentos
funcionais adicionados em substituicdo a uma ou ambas as hidroxilas do anel cotecoélico
da substéancia natural original, de forma que a sobrevida conferidas por elas apresentou
um perfil pouco variavel entre si, enquanto que a cloroquina (CQ) que € caracterizada
como substancia amino quinolinica conferiu um perfil de sobrevida completamente
superior e diferenciado ao grupo de animais tratados com essa droga.

Na andlise da sobrevida baseada na via de administracdo como fator de
variacdo, verificou-se que a forma de administracdo, isoladamente, ndo interfere na
sobrevida do animal (p=0,587), visto que as linhas indicativas das sobrevidas em cada
via mantiveram-se praticamente sobrepostas ou pelo menos com a mesma tendéncia de

variagdo no decorrer do tempo de 0 — 30 dias, conforme gréfico da figura 20.
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Figura 19. Grafico de intervalos de confianca bootstrap dos dados de sobrevida tendo a

natureza quimica das substancias como causa de variagao.
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J& ao analisarmos estatisticamente a combinacgdo do efeito dos dois fatores de
variacdo da sobrevida, foi possivel verificar que a administragdo da dose quando
combinado com a natureza quimica especifica de cada substancia altera de forma
significativa os valores de sobrevida, caracteristica essa bem marcante especialmente

para as subxtancias 4, 9 e 14 (Figura 21).

Figura 21. Gréfico de intervalos de confianca bootstrap dos dados de sobrevida pela
combinacéo de dois fatores de variacéo (via de administragdo e composto).
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No gréafico acima os fatores de variacao relacionados a via de administracao e a
natureza quimica de cada substancia testada no estudo ndo levou em consideracdo, para

fins comparativos, os dados relacionados a substancia controle (cloroquina).
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CONCLUSAO

O processo extrativo para obtencdo do extrato bruto de P. peltata bem como o
isolamento cromatografico dos ativos quimicos do extrato foram bem sucedidos
mediante subsituicdo do solvente clorado (CHCIlz) de vasta utilizagdo para essa
finalidade por solvente considerado mais limpo (AcOEt), de forma que mediante os
resultados apresentados os rendimentos obtidos por ambas as combinag6es de solventes
condizuram a equiparados teores extrativos. Sendo portanto vidvel a utilizacdo de
acetato de etila para esta finalidade como alternativa de processo mais limpo, mais
economicamante viavel e extrativamente rentavel.

De acordo com as metas foi possivel chegar ao isolamento do principio ativo 4-
nerolidilcatecol (1) em maior escala de massa a partir, também, do aprimoramento da
técnica extrativa o que possibilitou a semissintese ndo s6 dos seus derivados previstos (2
a 9), mas também de mais trés derivados inéditos (10 a 12). Além disso, 0 novo ajuste
metodoldgico extrativo permitiu também o isolamento de peltatol A (13) em escala de
massa que permitiu a semisspintese de dois novos derivados (14 e 15).

Embora as modificagdes reacionais tenham conferido melhorias de rendimento
e diminuicdo nos tempos reacionais, a obtencao desses derivados em escala de gramas
ainda continua sendo um desafio a ser superado, sendo ainda requeridos
aprimoramentos reacionais e de procedimentos pds-reacionais.

N&o houve alteracdo significativa da atividade in vitro contra P. falciparum
entre os derivados monoalquilados anteriormente testados e os monoalquilados testados
na forma de mistura neste estudo. O novo derivado de 4-NC 10 mostrou-se
parcialmente ativo in vitro.

Nenhum dos derivados, bem como suas substancias de origem, foram
consideradas tdxicas in vitro para células normais, nem in vivo para camundongos
sadios, e em geral apresentaram bons indices de seletividade.

Dentre as substancias estudadas, as mais ativas in vivo na dose padrdo para este
estudo (200 mg/ kg/ dia) foram o peltatol A (13) e o derivado semissintético 1,2-O,0-
dipentanoil de 4-nerolidilcatecol (12), ambos com as maiores atividades,
respectivamente, na via de administracdo subcutdnea. Na sequéncia, em ordem
decrescente de atividade in vivo, tivemos o derivado semissintético de 4-NC inédito,

1,2-0,0-dipropanoil (10) e a mistura de isdmeros de 1,2-O,0-diacetil-10’,6’-diepoxil
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(9). De modo geral, comparados os derivados mono- e dialquilados desse estudo, 0s
mais ativos in vivo foram todos os diésteres.

Em relacdo a atividade antimalarica in vivo os derivados testados nédo
apresentaram atividade significativa, caracteristica de protdtipos de drogas. Outras
atividades bioldgicas poderdo ser investigadas, como por exemplo atividades
antioxidante e antiinflamatoria.

Estima-se a necessidade da adocdo de uma outra epécie parasitaria de malaria
infectante de roedor com o intuito de refinar e identificar de forma mais coerente as
limitacOes atreladas & espécie P. berghei, visto que ha indicios neste estudo que nos
levam a indagar sobre se é realmente adequada utilizacdo dessa espécie na busca por
indicios pré-clinicos como resultados de estudos voltados para metodologias baseada na
dose-resposta como o ocorrido neste trabalho. Além do mais, a variacdo ndo s6 da
espécie infectante mas também do mmodelo murino s&o fatores que podem e devem ser
ajustados de forma a fidelizar e alinhar ainda mais os resultados de estudos que

relacionam a interacdo parasita-hospedeiro.
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ANEXOS

ANEXO A — Comprovante de registro para coleta do material botanico autorizado pelo
SISBIO.
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| Sistema de Autorizagéo e Informag&n em Biodversidade - SISBI0

Comprovante de registro para coleta de material botanico, fungico e microbiologico

Numero: 46523-1 Data da Emissao: 06102014 16:05
Dados do fitular
Nome: KARLA LAGOS NOGUEIRA CPF: 857743 87215
Observagies e ressaias
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ANEXO B — Parecer da Comisséo de Etica para Uso de Animais (CEUA 029/2013)
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_ PRESIDENCIA DA REPUBLICA i
MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO
INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA
ASSESSORIA DE APOIO A0S ORGAOS COLEGIADOS

COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA NO USO DE ANIMAIS

PARECER CONSUBSTANCIADO SOBRE PROTOCOLOS DE PESQUISAS NO
USO DE ANIMAIS

Numero do Protocolo: 029/2013 Data de Entrada: 13/11/2013

Pesquisador Responsavel: ADRIAN MARTIN POHLIT

Titulo do Projeto:  “Nucleo de novas safras e substancias ativas em escala multigrama de
plantas amazonicas (NOSSAPLAM)”

Inicio do projeto: 02/02/2014
Fim do projeto: 01/02/2016

Instituicio Responsavel: INPA

INFORMACOES SOBRE O MODELO ANIMAL EXPERIMENTAL

ESPECIE LINHAGEM IDADE PESO QUANTIDADE
APROX. "
Fémea
Mus musculos Balb/c 6+ semanas | 25+5g ch
Para 24 meses
RECOMENDACAO FINAL

Indicagio: APROVADO

Data de liberacio do Parecer: 04.09.2014.

Atencios}amente, / /)
f /
NIl olbr e—
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ANEXO C — Esquema do teste de toxicidade aguda iniciado em dose de 2000 mg/kg/dia.

..........................................................................................................................................................................

ANNEXN Id: TEST PEOCEDURE WITH A STARTING DOSE OF 2000 MG/EGBODY WEIGHT
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Fonte: OECD, (2011).



