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RESUMO

As espécies do género Crotalaria estdo distribuidas de forma abundante em
zonas tropicais, principalmente na Argentina e no Brasil, devido a sua alta
capacidade de adaptacdo aos mais variados ambientes. No Rio Grande do Norte
sao encontradas duas espécies de Crotalaria: Crotalaria retusa e Crotalaria pallida.
Este trabalho visa a obtencéo de extratos enriquecidos em alcaloides assim como o
isolamento e caracterizacdo dos mesmos. A partir destes isolados busca-se
aproveitar o nucleo base para sintese de novas moléculas bioativas. Os extratos
foram preparados por maceragdo exaustiva com etanol 96% e submetidos a
extracdo acido-base para obtencdo de fracGes enriquecidas em alcaloides. Foram
obtidas fracdbes com rendimento satisfatorio, o que permitiu o fracionamento e
isolamento de alcaloides pirrolizidinicos, dentre eles a monocrotalina, extraida de C.
retusa, que foi utilizada para sintese de derivados, e a pallidina, um novo alcaloide
extraido de C. pallida. A monocrotalina deu origem a dois derivados semi-sintéticos:
retronecina e azida-retronecina. A atividade frente a T. vaginalis foi avaliada e os
resultados apontam para o potencial da monocrotalina em inibir o crescimento do
parasito em 80% a 1 mg/mL de forma seletiva, uma vez que nédo é toxico frente a
células epiteliais vaginais e ndo é hemolitico. Por outro lado, o derivado retronecina
nao apresentou atividade anti-tricomonas enquanto o derivado azida mostrou-se
mais ativo que a monocrotalina, matando 85 % dos parasitos a 1 mg/ml. Pallidina
apresenta caracteristicas estruturais importantes que a diferem dos alcaloides
pirrolizidinicos previamente isolados. Ainda, esse alcaloide foi avaliado frente a
atividade antibiofilme e demonstrou a capacidade de inibir mais de 50 % da
formacdo de biofilme de Staphylococcus epidermidis sem apresentar atividade
biocida na concentracdo de 1 mg/mL, caracteristicas desejaveis uma vez que 0
mecanismo de acdo em fatores de viruléncia contribuem para a ndo inducédo de
resisténcia microbiana. Finalmente, sugere-se os alcaloides pirrolizidinicos como
sendo promissores protétipos para novos farmacos, especialmente de uso tépico
para evitar a hepatotoxicidade, e também, indica-se as condi¢des edafoclimaticas do
Rio Grande do Norte como favoraveis para obtencdo de novos esqueletos quimicos.

Palavras-chaves: alcaloides pirrolizidinicos, Crotalaria retusa, Crotalaria pallida,
monocrotalina, pallidina, T. vaginalis, sintese de derivados



ABSTRACT

Crotalaria is widespread in tropical areas mainly in Argentina and Brazil. Two species
of Crotalaria: Crotalaria retusa and Crotalaria pallida could be found in Rio Grande
do Norte, Brazil. The aim of this study is to obtain extracts containing alkaloids as
well as the isolation and structural characterization of these metabolites. In addition,
the potential of the pyrrolizidine alkaloids obtained was evaluated regarding biological
properties and synthesis of derivatives. The extracts were prepared by exhaustive
maceration with ethanol 96%. The crude extract was subjected to an acid-base
extraction to obtain alkaloids-enriched fractions. Additional purification procedures
afforded monocrotaline from C. retusa and pallidine from C. pallida. Monocrotaline
was submitted to synthesis of two derivatives: retronecine and azide-retronecine. The
activity against T. vaginalis was evaluated and the results indicated inhibition on
parasite growth of 80% at 1 mg/mL neither cytotoxicity against vaginal epithelial cells
nor hemolytic activity. On the other hand, retronecine showed no anti-T. vaginalis
activity while azide-retronecine was more active than monocrotaline by killing 85% of
the parasites at 1 mg/mL. Pallidine is an uncommon pyrrolizidine alkaloid that has
important structural features. Furthermore, pallidine was evaluated against antibiofilm
activity and demonstrated the ability to inhibit more than 50% of Staphylococcus
epidermidis biofilm formation at 1mg/mL, without providing biocidal activity. It is an
outstanding start point to develop new antibiofilm strategies. Finally, the pyrrolizidine
alkaloids are suggested as promising prototypes for new drugs as well as our results
suggests that the edaphoclimatic conditions of Rio Grande do Norte could affect the
biosynthesis of these alkaloids and facilitate the occurrence of new chemical

skeletons.

Key-words: pyrrolizidine alkaloids, Crotalaria retusa, Crotalaria pallida,

monocrotaline, pallidine, T. vaginalis, , synthesis derivatives
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas como fonte de produtos terapéuticos vem desde os
primordios da humanidade, onde o homem utilizava estas plantas de forma empirica
e observava os seus efeitos toxicos e terapéuticos, gerando o conhecimento basico
para sua utilizacdo como planta medicinal (VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).
Ao longo dos séculos as plantas foram utilizadas para o tratamento, cura e
prevencdo de doencas, no entanto, apenas no século XIX foram registrados os
primeiros estudos com base cientifica de plantas com propriedades medicinais
conhecidas, na época ocorria o0 desenvolvimento da quimica organica que
possibilitou o isolamento de compostos. Estes estudos resultaram no isolamento de
moléculas que se consagraram como principios ativos eficazes, como morfina,
quinina e canfora, que sao utilizados até hoje para o tratamento de certas doencas
(WHEELWRIGHT, 1974; GOTTLIEB et al., 1996).

Atualmente, estima-se que 40% dos farmacos disponiveis foram obtidos e/ou
desenvolvidos a partir destas fontes naturais, dos quais 25% sao oriundos de
plantas, 13% de microorganismos e 3% de animais. Este percentual de produtos
naturais que se tornaram farmacos mostra-se maior para o0s antitumorais e
antibiodticos, aproximadamente 70%. Ainda, destaca-se que entre os anos de 2000 e
2010, 50% das pequenas moléculas descobertas como novos farmacos séo
produtos naturais (CRAGG et al., 1997; NEWNMAN; CRAGG, 2012). A
biodiversidade mundial vem sendo investigada discretamente, embora ja tenham
sido obtidos 140 mil compostos isolados, dos quais muitos ainda n&o tiveram seu
potencial farmacolégico avaliado principalmente frente a diferentes modelos
bioldgicos (CORDELL et al., 2001).

A avaliacdo das propriedades biolégicas dos produtos naturais (moléculas
ativas ou toxinas) é de fundamental importancia, visto que permite compreender 0s
complexos fendmenos relacionados a biologia molecular, interagdo com receptores,
canais ibnicos ou enzimas. Esse enfoque de investigacdo contribui para elucidar o
mecanismo de acdo dos compostos no metabolismo, o que pode revelar a molécula

como um futuro farmaco ou, ainda, indica-la como prototipo para sintese de
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analogos, visando a obtencdo de novas moléculas com melhor perfil farmacologico
(SHU, 1998; YUNES; PEDROSA; CECHINEL-FILHO, 2001).

Dentre as classes de metabdlitos secundarios, os alcaloides apresentam
histérica importancia terapéutica, visto suas diversas interacbes com organismos
vivos, o0 que resultou em muitos farmacos que foram obtidos ou desenvolvidos a
partir desta classe. Sabe-se que além das propriedades intrinsecas, muitos analogos
quimicos foram sintetizados e, ainda, alcaloides podem ser hibridizados com outras
moléculas para melhorar sua acao terapéutica (GELBAUM et al., 1982; BARREIRO
et al., 2002). Os alcaloides pirrolizidinicos apresentam um nucleo considerado
quimicamente simples, com atividades farmacolégicas relacionadas as suas
propriedades téxicas, no entanto, contém na molécula pontos cruciais passiveis de
alteracdo estrutural para sintese de analogos com elevado rendimento. Ainda, as
modificacdes estruturais permitem o manejo da potencial toxicidade. Dessa maneira,
este trabalho visa o isolamento dos alcaloides pirrolizidinicos presentes nas
espécies Crotalaria retusa e Crotalaria pallida, além de realizar estudos de sintese
de derivados dos mesmos com o0 objetivo de desenvolver novas moléculas ou
protétipos com atividade biolégica.

Para melhor entendimento do trabalho, a seguir € apresentada uma
fundamentacéo tedrica geral e posteriormente os resultados estdo apresentados em
dois capitulos. O Capitulo | aborda a espécie Crotalaria retusa, isolamento dos seus
alcaloides, sintese de derivados e avaliagdo da atividade anti-Trichomonas vaginalis.
O Capitulo Il aborda a espécie Crotalaria pallida, o isolamento dos seus alcaloides,

a elucidacéo do alcaloide inédito pallidamina e a avaliacdo da atividade antibiofilme.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Familia Fabaceae

A familia Fabaceae (Leguminosae) € considerada a terceira maior familia
dentro do reino das plantas compreendendo 750 géneros e mais de 19.500 espécies
(LEWIS et al.,, 2005). Devido ao grande numero de espécies e a biodiversidade
intrafamilia, Fabaceae foi dividida em trés subfamilias: Caesalpinoidae,
Papilionoideae e Mimosoideae. A subfamilia Papilionoideae apresenta o maior
namero de espécies e a maior diversidade com 440 géneros e 12.000 espécies
agrupados em 40 tribos. As principais tribos compreendem Swartzieae, Sophoreae,
Dalbergieae, Amorpheae, Thephrosieae, Robinieae, Indigofereae, Phaseoleae,
Desmodieae, Psoraleae, Loteae, Galegeae, Trifolieae, Podalyrieae, Liparieae,
Bossiaeae, Crotalarieae, Thermopsideae e Genisteae. Papilionoidaeae € também a
subfamilia que apresenta maior importancia econémica devido principalmente as
leguminosas que séo fonte de alimento (amendoim, feijdo e ervilhas sao alguns
exemplos), fibra, 6leo, corantes, madeira de lei e plantas ornamentais (LAVIN;
DOYLE; PALMER, 1990). As espécies de Papilionoideae sdo encontradas quase em
qualquer tipo de vegetacdo, desde florestas tropicais até no deserto. Mimosoideae
compreende cerca de 80 géneros que apresentam distribuicdo nas zonas
subtropicais e tropicais, ocorrendo nas regifes aridas e semiaridas ao longo do
mundo, sendo uma importante fonte de forragem e combustivel. Diversos estudos
de filogenética demonstraram que Papilionoideae e Mimosoideae formam
subfamilias monofiléticas, enquanto que Caesalpinioideae parece ser parafilético.
Essas evidéncias apontam que Mimosoideae ndo forma a base da é&rvore das
leguminosas, mas que é derivada de um ancestral da subfamilia Caesalpinioideae
(KASS; WINK,1996; LUCKOW et al., 2003).

A familia Fabaceae apresenta uma grande diversidade de producdo de
metabolitos secundarios, sobretudo os compostos nitrogenados (aminoacidos néo-

proteicos, aminas, glucosinolatos e alcaloides), conforme apresentado na Figura 1.
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Figura 1- Estrutura quimica dos diversos tipos de compostos nitrogenados
encontrados em Fabaceae. (Adaptado de WINK, 2013)
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A maioria das espécies de Papilionoideae e Mimosoideae séo fixadoras de
nitrogénio, em contrapartida apenas 25% da Caesalpinioideae apresentam essa
habilidade. Estas plantas sdo capazes de produzir uma maior quantidade e
diversidade de metabdlitos secundarios contendo nitrogénio em sua estrutura do que
plantas nao-fixadoras. Os principais metabdlitos secundarios produzidos pelas
leguminosas incluem alcaloides, aminoacidos n&o-proteicos, compostos

cianogénios, peptideos, fendlicos, policetideos e terpenoides. A sintese e
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armazenamento desses metabolitos sdo considerados estratégias de defesa (contra
herbivoros e fitopatdgenos), e também com papel importante na ecologia quimica,
uma vez que alguns compostos podem atrair insetos polinizadores, animais para
dispersar os frutos ou rizébios (bactérias fixadoras de nitrogénio quando em
simbiose com leguminosas). Além de sintetizar, as plantas armazenam esses
compostos em alta concentragdo em vacuolos (compostos hidrofilicos) e em canais
de resina, tricomas, laticiferos ou cuticulas (compostos lipofilicos) (WINK; WITTE,
1984; WINK, 1993; SPRENT; MCKEY, 1994; WINK, 2013).

Os metabdlitos secundarios estdo amplamente distribuidos na familia
Fabaceae, alguns apresentam ocorréncia restrita enquanto outros ndo. Tao ampla e
singular como é sua distribuicdo estdo as propriedades ativas desses compostos,
alguns tém acdes farmacoldgicas notaveis enquanto outros sdo tOxicos ou pouco
estudados farmacologicamente. A distribuicdo e propriedades bioativas desses
compostos sédo sumarizados no Quadro 1.

Quadro 1- Metabdlitos secundarios nitrogenados de Fabaceae, sua ocorréncia e
propriedades bioativas.(Adaptado de WINK, 2013).

Classe de Atividades

. Exemplo de o A .
metabdlito a Principal ocorréncia Farmacologicas e
- substancias B
secundario Toxicolégicas

Neurotoxinas;
modulacdo de nAChR
e mAChR;
Bloqueadores de
canais de Na+

Clado genistoide;Clado
ormosia; Sophora
secundiflora;Calia

bolusanthus

Esparteina, lupanina,
anagirina, citisina,
matrina, lupinina

Alcaloides
quinolizidinicos

Alcaloides Salsolina, salsolidina Desmodium, Alhagi, Antagonistas da
isoquinolinicos Cytisus, Dendrolobium dopamina
simples
. . . Inibidores de
Alcaloides Swainsonina, Astragaleae; .
. N . hidrolases
indolizidinicos castanospermina Castanospermum

endoplasmaticas

Continua
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pirrolizidinicos

Classe de Atividades
1 Exemplo de L a L
metabdlito n Principal ocorréncia Farmacoldgicas e
L substéncias N
secundario Toxicolbgicas
Mutagénicos e
carcinogénicos;
moduladores de
Alcaloides Monocrotalina, . . muitos
. Crotalaria, Lotononis
senecionina neuroreceptores

incluindo 5-HT,,
MAChR, GABA, D, e
a2

Ammodendrina, acido
2-piperidino

Clado genistoide, Muitos

Causam ma formacao

Alcaloides I L N
L carboxilico, &cido 4- membros das trés .
piperidinicos . . L . em embribes
hidroxi-2-piperidino subfamilias
carboxilico,
. o . . Presente em todas as - .
Alcaloides piridinicos trigonellina o Antimicrobiano
subfamilias

Alcaloides B-
carbolinicos

Harmano, harmalano,
tetraidroharmano,
leptocladina

Petalostyles labicheoides,
Acacia complanata,
Burkea africana, Prosopis
nigra, Desmodium
gangeticum

Inibidores da MAO;
agonista dos
receptores de

serotonina;
intercalacdo com DNA;
mutagénicos

Alcaloides de
Erythrina

Erisodina, erisopina,
eritralina, eritroidina

Erythrina

Agentes bloqueadores
neuromusculares

Alcaloides indodlicos

Physostigma venenosum,

Inibidores da AChE

. Fisostigmina )
simples Dioclea spp.
Alcaloides - . . -
S Cinodina, cinometrina Cynometra spp.
imidazolicos

Continua
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Classe de Atividades
1 Exemplo de L a L
metabdlito n Principal ocorréncia Farmacoldgicas e
L substancias o
secundario Toxicolbgicas
I Espermina, Principalmente Reguladores de
Poliaminas - :
espermidina Phaseoleae crescimento

Feniletilaminas

N-metilfeniletilamina

Principalmente Acacia
spp.; Caesalpinoideae

Psicoativos

N,N-dimetiltriptamina;

Agonista dos
receptores de

Tiraminas bufotenina; N- Mimosoideae .
I . serotonina;
metiltriptamina o
alucinégeno
Histamina N-canamoilhistamina Acacia spp., Spartidium -

Aminoécidos néo-
proteicos

Canavanina, albiziina,
carboxietilcisteina,
acido 2-acetamido-2-
aminopropanoico,
acido djenkolico,
homoarginina,
mimosina, acido 4-
hidroxipipecolico,
willardiina

Amplamente presente em
todas as tribos (exceto
aguelas com alcaloides)

antimetabolitos; anti-
herbivoro e
antimicrobiana

Glucosideos
cianogénicos

Prunasina, linamarina,
lotaustralina,
proacacipetalina

Acacia spp.; Holocalyx
balansae, Lotononis spp.,
Lotus spp., Ornithopus
spp., Trifolium repens,
Phaseolus lunatus

Liberagcédo de HCN;
inibidor da cadeia
respiratéria; forte

veneno animal

Os alcaloides quinolizidinicos sdo encontrados em maior abundancia nas
tribos Genisteae, Sophoreae e Thermopsideae apresentam potencial bioativo
relacionado as suas propriedades nefrotoxicas ou neuro moduladoras, como € o
caso da esparteina e lupanina. Alguns apresentam propriedades antimicrobianas,
como o extrato alcaloidico de Lupinus angustifolius (rico em hidroxilupanina e
lupanina) que demonstraram atividade antibacteriana frente a cepas de Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, e antifungica frente a

Candida albicans e Candida krusei. Estudos corroboram a teoria de que esses
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metabolitos s&o produzidos como defesa frente a herbivoros e ataque de
microrganismos. Alguns alcaloides e aminas apresentam atividades psicotrépicas,
como a bufotenina, N,N-dimetiltriptamina, metilmescalina e alcaloides B-carbolinicos.
Existem alguns alcaloides oriundos de leguminosas que sao conhecidos pelas
propriedades alucindégenas, muitas vezes utilizados em rituais. Além dos alcaloides e
aminas, temos o0s glucosideos cianogénicos que ao sofrerem hidrdlise formam o
acido cianidrico (HCN), que atua bloqueando a cadeia respiratoria mitocondrial
causando envenenamento. Os aminoacidos nao-proteicos sdo analogos de um dos
20 aminoé&cidos constitutivos que quando sdo incorporados em proteinas provocam
um enovelamento diferente levando a proteinas inativas ou defeituosas. Estes
aminoacidos sédo considerados como antimetabdlicos toxicos, uma vez, que afetam
herbivoros, bactérias, fungos e virus (WINK, 2013). Sumarizando, embora a familia
Fabaceae seja ampla e diversa, aponta-se os alcaloides como metabdlitos de
interesse em prospeccao devido as suas caracteristicas bioativas.

2.2 Aspectos Quimicos

As plantas sdo utilizadas como fonte de farmacos desde os primérdios da
humanidade e mesmo que tenha se passado tanto tempo, ainda continuam com
grande importancia na obtencéo de substancias ativas que possam se tornar futuros
farmacos. Em sua maioria, as substancias sdo oriundas do metabolismo secundério
das plantas, por isso sdo chamados de metabdlitos secundarios, sendo estes
divididos em classes diferentes de acordo com seu esqueleto quimico (flavonoides,
terpenos, alcaloides, saponinas, etc). Diversos medicamentos foram obtidos de
plantas diretamente ou indiretamente (sintese de analogos estruturais) como a
morfina e codeina, analgésicos obtidos de Papaver somniferum, a artemisinina,
presente em Artemisia annua com potente acdo antimalarica, alguns quimioterapicos
utilizados para o tratamento do cancer como vincristina e vimblastina extraidas de
Catharantus roseus, e principalmente do taxol que fizeram com que renascesse 0
interesse da industria farmacéutica nos produtos naturais (VEIGA-JR; BOLZANI,
BARREIRO, 2006; HARVEY, 2008). Dentre as classes de metabdlitos secundarios
gue mais contribuiram para a terapéutica esta a classe dos alcaloides, por isso, sera

discutido nos tOpicos subsequentes as caracteristicas quimicas dessa classe com
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enfoque nos alcaloides pirrolizidinicos, alcaloides majoritarios presentes no género

Crotalaria.

2.2.1 Alcaloides

Os alcaloides sdo uma classe de metabdlitos secundarios taxonomicamente e
guimicamente diversificada, apresentando uma significativa variedade de estruturas
quimicas. Possuem ampla distribuicdo no reino vegetal e animal, somando um total
descrito de 27.683 estruturas quimicas. Estas moléculas apresentam um nitrogénio
como heteroatomo de cadeias carbdnicas ciclicas. Por este motivo, apresentam
grande importancia para o vegetal, desempenhando papel na fisiologia da planta; do
mesmo modo, € observada a sua agcdo em outros organismos Vivos como 0S
humanos, para o qual foram descobertas diversas moléculas bioativas. As plantas
ricas em alcaloides sdo pouco utilizadas na fitoterapia devido a toxicidade embora
sejam utilizadas na homeopatia, cuja concentracdo € infinitamente reduzida
(CORDELL et al., 2001; EVANS, 2009; AMIRKIA; HEINRICH, 2014).

2.2.2 Propriedades dos alcaloides

Os alcaloides apresentam-se, normalmente, como estruturas cristalinas que
na presenca de acidos formam sais. Nas plantas, sdo encontrados na forma de sal,
bases livres ou N-O6xidos para facilitar a estocagem e transporte. A molécula dos
alcaloides € formada por a&tomos de carbono, hidrogénio e nitrogénio, no entanto,
podem conter atomos de oxigénio em sua estrutura (BROSSI, 1985).

A solubilidade dos alcaloides e sais de alcaloides é de grande importancia
para industria farmacéutica no desenvolvimento de formulacbes e também no
método classico de extracdo e isolamento destes compostos. Os alcaloides na sua
forma de sal sdo soluveis em agua e apresentam baixa solubilidade em solventes
organicos, enquanto na forma de base livre apresentam baixa solubilidade em agua
e solubilidade em solventes organicos. O método classico de extragdo acido-base
utiliza este principio de solubilidade dos alcaloides e seus sais em diferentes pH
para conseguir extrai-los (EVANS, 2009).
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2.2.3 Alcaloides bioativos

Plantas contendo alcaloides vém sendo utilizadas ao redor do mundo ha mais
de 4000 anos como fonte medicinal para tratar uma série de doencas. No entanto, 0
isolamento e identificacdo dessas moléculas s6 ocorreram posteriormente. Teve
inicio no comecgo do século 19, com advindo de novas tecnologias (novos métodos
de identificacdo e isolamento) e inicios dos primeiros experimentos cientificos que
buscavam entender e identificar quais substancias eram responsaveis pela acao
terapéutica. Nos primeiros anos do século 19 Friedrich Serturner isolou o alcaloide
gue conhecemos hoje como morfina (isolado de Papaver somniferum), a partir dai
diversas descobertas e isolamentos se sucederam incluindo a xantina (1817),
estricnina (1818), atropina (1819), quinina (1820) e cafeina (1820). Ao longo dos
séculos 19 e 20 houve uma evolugcdo nas técnicas de isolamento favorecendo que
muitas substancias ativas fossem descobertas e das quais muitas se tornaram
farmacos ou serviram de protétipo para sintese de derivados. Atualmente cerca de
27683 alcaloides ja foram isolados. Estas moléculas tem grande importancia na
sociedade, uma vez que, 0 emprego terapéutico € bastante amplo, desde
antimalérico, agentes anti-hipertensivos até farmacos para o tratamento da asma.
Atualmente, 200 farmacos oriundos desses compostos sao comercializados
internacionalmente (Quadro 2) (AMIRKIA; HEINRICH, 2014).
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Quadro 2- Alcaloides utilizados na terapéutica e sua aplicacdo (Adaptado AMIRKIA;

HEINRICH, 2014)

Nome do alcaloide

Sindbnimo

Aplicacao

Reumatismo, neuralgia,

Aconitina - L
ciatica
Agente antiviral, auxiliar
farmacéutico utilizado para
Adenina - extender o tempo de
armazenamento do sangue
total
Ajimalina, giluritmal,
L merabitol, raugallina, D
Ajmalina . . g . Agentes antiarritmicos
rauwolfina, ritmalina,
tachmalina
Antiespasmadico, anti-
Atropina Tropato de tropina parkinson, farmaco
cicloplégico
. . . Irritac@o ocular, AIDS,
Berberina Berbericina, umbellatina ¢ :
hepatite
. Colelitiase, vomitos,
Boldina - ) -
constipacao
, Apneia neonatal, dermatite
Cafeina - ..
atopica
. Harmonil, raunormina, . .
Canescina . . Agente antihipertensivo
recanescina, reserpidina
, Norpseudoefedrina, L.
Cathina P anoréxigeno

norisoefedrina

Cinchonidina

Cinchon-9-ol

Aumento dos reflexos,
convulsdes epileptiformes

Cocaina - Anestésico local
. Metilmorfina, codicept, ) , , .
Codeina . : P Antitussigeno, analgésico
kodeina, tussipan
. Tratamento da amiloidose e
Colchicina -

artrite gotosa

Dietanolamina

2,2’-dihidroxidietilamina,
diolamina

Base utilizada em
excipientes farmacéuticos

Emetina

Ipecina, metilcefaleina

Amebiase intestinal,
expectorante

Efedrina

Descongestionante nasal,
broncodilatador

Continua
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Nome do alcaloide

Sindbnimo

Aplicacao

Ergometrina

Ergonovina, ergotrato,
ergobasina, ergotocina,
ergotetrina

Hemorragia p6s-parto e
pbs-aborto

Ergotamina

Tratamento da migrania

Eserina

Fisostigmina

Oftalmoldgico, antidoto
(envenenamento)

Esparteina

Contracdes uterinas,
arritmias cardiacas

Estricnina

Desordens oculares

Galantamina

Jilkon, karantonina,
licoremina

Relaxante muscular,
tratamento do Alzheimer

Hidrastina

Desordens intestinais

Hioscina

Escopolamina

Enjoo

Hiasciamina

Daturina, duboisina

Antiespasmaodico, anti-
parkinson, cicloplégico

loimbina

Afrodisiaco, incontinéncia
urinaria

Lobelina

Asma, tosse, antitabagismo

Morfina

Alivio da dor, diarréia

N,N-dialilbis-

nortoxinerina

Cloreto de alcurbnio

Relaxante muscular de acédo
curta

bisnorargemonina

Narceina - Supressor da tosse
Nicotina - Antitabagismo
Noscapina Narcotina Supressor da tosse
. Tetrametil éter de Vasodilatador, desordens
Papaverina . . ..
papaverolina intestinais
Pelletierina - InfestacBes por ténia
. . Ocucarpina, pilocarpol, Midtico no tratamento do
Pilocarpina . .
sincarpina glaucoma, lepra
o Conquinina, Conchinina, Ventricular e
Quinidina o .
pitainina supraventricular
. . Malaria, babesiose,
Quinina Chinina . A
distarbios miotdnicos
Raubasina Ajmalicina Desordens vasculares
. , Reserpidinina, anaprel, ) .
Rescinnamina . Hipertensao
apoterina
Reserpina Hipertensdo, psicoses
. Argemonina, Sedativo, analgésico,
Rotundina g J

agente hipnético

Sanguinarina

Antiplaquetario

Continua
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Nome do alcaloide

Sinbnimo

Aplicagéo

Vaso constritor,

Sinefrina - descongestionante
conjuntival, emagrecedor
Taxol Paclitaxel, Taxol A, Anzatax, Carcinoma de ovario e
Yewtaxan mama
Teobromina - Asma, diurético
Teofilina - Asma broncoespasmos
Tubocurarina Tubarina Relaxante muscular

Doenca de Hodgkin, cancer

Vimblastina - testicular, desordens
sanguineas
Vincamina - Vasodilatador
Vincristina - Linfoma de Burkitt
Vindesina - Quimioterapico

2.2.4 Estrutura e classificacdo dos alcaloides

O grupo dos alcaloides € composto por uma variedade de estruturas quimicas

oriundas de diferentes rotas biossintéticas, decorrentes da sua origem botanica ou

bioguimica. Os alcaloides séo substancias que apresentam um atomo de nitrogénio

em um esqueleto carbbnico que pode ou nao formar moléculas ciclicas. Sé&o

considerados alcaloides verdadeiros aqueles que apresentam como precursor

biossintético um aminoacido. Os compostos ndo heterociclicos incluem os

protoalcaloides e as aminas bioldgicas. Os compostos heterociclicos diferem em sua

classificagcdo de acordo com a estrutura do anel, sendo divididos em 14 classes,

dentre elas estdo os alcaloides pirrolizidinicos conforme Figura 2 (BROSSI, 1985;

EVANS, 2009).




30

Figura 2 - Estrutura quimica das classes de alcaloides heterociclicos. (Adaptado de
EVANS, 2009).
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2.2.5 Alcaloides pirrolizidinicos

Os alcaloides pirrolizidinicos apresentam estrutura quimica composta por uma
base chamada necina (formada por dois anéis fundidos de 5 membros unidos por
um atomo de nitrogénio) algumas bases nécicas podem ser esterificadas por acidos
denominados de acido nécico (Figura 2), ocorrendo na forma de monoésteres,
diésteres de cadeia aberta ou triesteres e diésteres formando estruturas
macrociclicas (PRAKASH et al., 1999).
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Figura 3 - Estrutura quimica do alcaloide pirrolizidinico.

ACIDO NECICO

N BASE NECICA

Os alcaloides pirrolizidinicos sdo produzidos pela planta de forma constitutiva,
provavelmente como protecdo contra herbivoros devido a toxicidade causada pelos
alcaloides 1,2-insaturados. Por outro lado, alguns insetos estocam e utilizam esses
alcaloides como forma de protecdo contra predadores devido ao gosto amargo.
Ainda, parte da necina pode ser convertida em cetonas volateis que sao utilizadas
como feromdnios, constituindo uma relacdo complexa na ecologia quimica
(BOPPRE, 1989; ROBINS, 1989). Ja foram descritos cerca de 400 alcaloides
pirrolizidinicos distribuidos de forma restrita a algumas Angiospermas. Dentre as
espécies que apresentam esses alcaloides, 95% delas pertencem a apenas 5
familias: Asteraceae (tribos Eupatorieae e Senecioneae), Boraginaceae (a maioria
dos géneros), Apocynaceae (4 géneros), Fabaceae (principalmente o género
Crotalaria) e Orchidaceae (10 géneros) (OBER; KALTENEGGER, 2009).0s
alcaloides pirrolizidinicos também foram encontrados nas familias Celastraceae,
Rhizophoraceae (alcaloides contendo enxofre), Ranunculaceae, Santalaceae,
Sapotaceae e alcaloides foram isolados da familia Convolvulaceae (género
Ipomoea) (ROBINS, 1982; MATTOCKS, 1986).

Os alcaloides pirrolizidinicos apresentam uma variedade de estruturas
quimicas, por isso, foram divididos em relacdo a sua semelhanca estrutural em 6
grandes grupos (Figura 4), tipo senecionina (grupo A), triangularina (grupo B),
licopsamina (grupo C), monocrotalina (grupo D), phalaenopsina (grupo E) e lolina
(grupo L). Além disso, os grupos A, B e C apresentam subdivisdes: tipo senecionina

(grupo Al), senecivernina (grupo A2), nemorensina (grupo A3), rosmarinina (grupo
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A4); Triangularina (grupo B1), macrophilina (grupo B2), senampelina (grupo B3);
licopsamina (grupo C1), isolicopsamina (grupo C2), latifolina (grupo C3) e parsonina
(grupo C4) (HARTMANN; WITTE, 1995).

Figura 4 - Estrutura quimica dos diferentes grupos de alcaloides pirrolizidinicos.
(Adaptado de HARTMANN; WITTE, 1995)
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2.2.5.1 Biossintese dos alcaloides pirrolizidinicos

A biossintese dos alcaloides pirrolizidinicos foi estudada pela primeira vez por
Nowacki e Byerrum (1962), utilizando atomos marcados radiotivamente para
observacdo da incorporagcdo pela planta e analise dos compostos formados. No
estudo, a espécie Crotalaria espectabilis que produz o alcaloide pirrolizidinico
monocrotalina foi alimentada com [2-'*C] ornitina, [1-'*C] acetato e [1-''C]
propionato. A monocrotalina formada foi hidrolisada e os produtos (retronecina e
acido monocrético) foram analisados, demonstrando que a ornitina € incorporada
especificamente para formacao da retronecina (base nécica), enquanto que acetato
e propionato foram encontrados na por¢do do acido nécico. Em um estudo
semelhante Bottomley e Geissman (1964) alimentando Senecio doulasii com [1,4-
14C] putrescina, [2-'*C] ornitina e [5-*C] ornitina, espécie que produz diversos
alcaloides pirrolizidinicos, os quais apresentam a mesma base nécica, a retronecina,
demonstrou que tanto a putrescina como a ornitina eram incorporados na formacao
da retronecina. A extensdo destes primeiros estudos com marcadores radioativos
demonstraram que a retronecina tem como precursores 0s aminoacidos L-ornitina
ou L-arginina, assim como as aminas putrescina, espermina e espermidina.
Experimentos utilizando putrescina marcada com *3C e anélise por espectroscopia
de RMN de **C confirmaram que a incorporacdo de duas moléculas de putrescina
leva a formacdo de uma molécula de retronecina. A degradacdo dos alcaloides
marcados indicava que um intermediario simétrico do tipo C4-N-C,4 estava envolvido
na biossintese, sugerido posteriormente como sendo a homospermidina. Estudos
utilizando homospermidina marcada com **C e *C mostraram que ela é incorporada
intacta a retronecina. A hipétese de que a homospermidina fosse um intermediario
na sintese dos pirrolizidinicos foi reforcada por um estudo no qual a homospermidina
foi incubada, sob condi¢cbes fisiologicas, com diamino oxidases de ervilha. As
poliaminas foram oxidadas aos respectivos dialdeidos em equilibrio com um ion
imino, que sofre ciclizagdo formando 1- formilpirrozidinico. Apds a adi¢cdo de alcool
desidrogenase ocorreu a formacédo da (x) Traquelantamidina (KHAN; ROBINS,
1981; HANA, ROBINS, 1983; KHAN, ROBINS, 1985).

Para entender a estereoseletividade da incorporacdo da putrescina para
formar a retronecina, moléculas de putrescina opticamente distintas marcadas com

deutério foram utilizadas. Espécimes de Senecio vulgaris e S. isatideus foram
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alimentadas com(R)-[1-D] putrescina e (S)-[1-D] putrescina (Esquema 1). O deutério
marcado foi localizado por espectroscopia de RMN *H nos alcaloides pirrolizidinicos
produzidos por essas plantas. O padrdo encontrado sugere dois passos de oxidacao
das aminas primarias para formacdo da homospermidina com perda do hidrogénio
pro-S. A retencéo de 68% e 69% de deutério nos experimentos utilizando a (S)-[1-D]
putrescina quando o esperado seria de 50% é explicado pelo efeito intramolecular
de isé6topos de deutério durante a oxidacdo enzimatica (GRUE-SORENSEN;
SPENSER, 1983; RANA, ROBINS, 1986).

Esquema 1 - Incorporagéo estéreo especifica da putrescina marcada com deutério.
(Adaptado de ROBINS, 1982).

(R)-[1-D]putrescina (S)-[1-D]putrescina

100 % .
RO ( H} o

il 2

(100 %)

(100 %) (100 %) (68169 %) (68169 %)

Esteres de retronecina

Durante a biossintese dos alcaloides pirrolizidinicos via homospermidina o
intermediario ion iminio pode gerar 4 estereoisdbmeros, trés deles representados no
Esquema 2. E conhecido que a (-)-traquelantamidina é especificamente incorporada
a retronecina, enquanto que o (-)-isoretronecanol é precursor dos alcaloides 2-
hidroxilados como a rosmarinecina, alguns alcaloides (cianaustralina e cinaustina)

que apresentam o hidrogénio 8 com estereoquimica [ sao derivados da
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lindelofindina (RANA, LETTE, 1985; KUNEC, ROBINS, 1986; KELLY, ROBINS 1987,
KUNEC, ROBINS, 1989; DENLHOLM, KELLY, ROBINS, 1991). Estudo realizado
por Frélich et al (2007) demonstrou que a traquelantamidina forma um composto
intermediario, a supinidina, que pode dar o origem as necinas heliotridina e
retronecina que posteriormente sdo esterificadas. No entanto, a retronecina é mais
eficientemente esterificada do que a seu isdmero heliotridina.

No entanto, as enzimas responsaveis por essa rota biossintética e a relacéo
dos precursores desta via com 0 metabolismo primario ndo haviam sido elucidadas.
Bottcher et al. (1993) descreveu a primeira enzima especifica da sintese dos
alcaloides pirrolizidinicos, a homospermidina sintase, enzima responsavel por ligar o
metabolismo primario com o metabolismo secundario. Esta enzima transfere um
grupo aminobutila da espermidina para putrecina, em uma reacdo NAD +
dependente, resultando na sintese da homospermidina. Em seu estudo culturas de
raizes de varias espécies do género Senecio foram nutridas com o precursor
putrescina marcado radiotivamente e na presenca de [B-hidroxiletilhidrazina, um
inibidor de diamino oxidases, consequentemente bloqueando a incorporacdo de
homospermidina em alcaloides pirrolizidinicos. Foi observado o acumulo de
homospermidina marcada, e que apos a transferéncia das culturas de raizes para
um meio livre de inibidor, tinham o seu acimulo cessado. A enzima homospermidina
sintase foi isolada e teve sua atividade estudada, demonstrando que ela tem a
putrescina como substrato exclusivo e, que séo necessarios 2 mol de putrescina em
presenca de NAD+ para sintese de 1 mol de homospermidina. Concluiu-se que as
diamino oxidases ndo eram as enzimas responsaveis pela biossintese da

homospermidina, e sim, a enzima homospermidina sintase.
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Esquema 2 - Rota biosintética dos alcaloides pirrolizidinicos. (Adaptado de
HARTMANN; WITTE, 1995).
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2.2.5.2 Sintese, transporte e armazenamento dos alcaloides pirrolizidinicos

Os alcaloides pirrolizidinicos normalmente sdo encontrados em todas as
partes da planta, diferindo em qualidade e quantidade nos diferentes tecidos e
durante a ontogénese da planta. Em espécies de Heliotropium os alcaloides
pirrolizidinicos sdo encontrados em maior quantidade nas folhas jovens,
inflorescéncias e raizes (CATALFAMO; MARTIN-JR; BIRECKA, 1982). Nas espécies
Senecio vulgare e Senecio vernalis 90% dos alcaloides totais sédo encontrados nas
inflorescéncias. Alguns alcaloides majoritarios sdo encontrados prioritariamente em
determinada parte da planta, como ocorre com S. vernalis no qual a senecionina é
encontrada majoritariamente nas inflorescéncias enquanto o senkirkina € o alcaloide
majoritario das folhas (HARTMANN; ZIMMER, 1986). Estudos utilizando N-6xidos de
senecionina marcados demonstraram que nas espécies do género Senecio 0S
alcaloides pirrolizidinicos sdo sintetizados nas raizes, sendo posteriormente
convertidos em N-Oxidos, que lhes conferem solubilidade em &gua, para serem
levados para as demais partes da planta, exclusivamente via floema, onde sao
estocados (HARTMANN et al., 1989).

2.3 Aspectos Farmacologicos

2.3.1 Atividades farmacoldgicas de alcaloides pirrolizidinicos

A literatura ndo disp6e de muitos estudos enfocando a aplicacdo terapéutica
dos alcaloides pirrolizidinicos. Possivelmente, esse fato esta relacionado a potencial
toxicidade desses compostos. Toma et al. (2004) descreveram que o0 extrato das
inflorescéncias do Senecio brasiliensis, rico em alcaloides pirrolizidinicos, apresenta
atividade antitlcera quando testado em modelo animal com ratos (12,5 mg/kg).
Singh et al. (2002) descreveram que a fracdo cloroférmio e éter do extrato das
partes aéreas de Heliotropium subulatum, rica em alcaloides pirrolizidinicos,
apresentou atividade antimicrobiana contra Escherichia coli e Penicillium

chrysogenum.
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2.3.2 Toxicidade de alcaloides pirrolizidinicos

Os alcaloides pirrolizidinicos séo considerados moléculas bioativas, pois sédo
capazes de causar alteracbes no organismo. Esta classe de alcaloides é
encontrada, principalmente, nas sementes e € bastante conhecida por sua
toxicidade relatada ap0s ingestao de partes do vegetal por animais e por humanos
(dieta). Dos mais de 660 alcaloides pirrolizidinicos identificados cerca de metade
deles apresenta toxicidade hepatica (JIANG; FU; LIN, 2006). Estes compostos nao
apresentam toxicidade em si, no entanto, alcaloides contendo insaturacdo na
posicdo C1-C2 e hidroxila esterificada em C-9 e C-7, ao serem ingeridos sofrem
metabolismo hepéatico (reacbes de C-oxidacdo e N-oxidagdo) pela enzima citocromo
Paso (isoenzimas CYP3A E CYP2B), dando origem a ésteres pirrélicos instaveis e,
consequentemente, a ions carbocations altamente reativos, que podem reagir com
nucleofilos biolégicos como enzimas e &cidos nucléicos ocasionando a toxicidade
que inclui citotoxicidade, hepatotoxicidade, genotoxicidade, e tumorigenicidade.
(CHEN et al, 2010). A formacdo de ésteres pirrolicos ocorre de forma diferente
dependendo da estrutura do alcaloide pirrolizidinico, nos ésteres de retronecina e
heliotridina acontece pela hidroxilacdo da base nécica (no carbono C-3 ou C-7)
seguida de desidratacdo espontédnea. Nos pirrolizidinicos ésteres de ontonecina
ocorre primeiro a reacao de N-desmetilacdo seguida de fechamento do anel através
da eliminacdo espontanea de formaldeido, em seguida, ocorre desidratacdo para
formar os ésteres pirrdlicos. Uma vez formados os ésteres pirrdlicos tendem
rapidamente a formar ligacdes com macromoléculas de carater nucleofilico que
acarretam sua toxicidade, ou seja, quando os mesmos se ligam ao DNA formando
ligacbes cruzadas ou a formacdo de adutos. Estas ligacbes cruzadas entre 0s
carbocéations reativos formados em C-7 ou C-9 ésteres pirrdlicos com o nitrogénio
ciclico da guanosina. A formagdo de adutos com o DNA é responsavel pela
mutagenicidade e teratogenicidade. Outro mecanismo presente na toxicidade dos
alcaloides pirrolizidinicos é a N-oxidacao, este processo ocorre apenas para esteres
do tipo retronecina e heliotridina e consiste na geracdo de N-6xidos que podem
sofrer reducdo e retornar aos alcaloides pirrolizidinicos de origem, que
posteriormente, sdo convertidos em alcoois pirrélicos que tem papel na intoxicagéao,
também chamados de metabdlitos toxicos secundarios. Os ésteres pirrdlicos recém-

formados tendem a reagir localmente com os hepatdcitos ou atravessar 0s
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sinusoides adjacentes alcancando as veias hepaticas e reagindo com as células
endoteliais provocando a doenca oclusiva venosa hepética, consequentemente,
levando a insuficiéncia hepatica. Os pirréis podem alcancar o pulméo e o coracao se
ligando as heméacias e causando dano pulmonar. Apesar de estudos com animais
demonstrarem que os alcaloides pirrolizidinicos tem a atividade tumorogénica, ndo
foi observado céancer de figado em humanos (HUXTABLE, 1990; HINKS et al., 1991;
FU et al., 2004; XIA et al., 2006).

Estudos de toxicidade experimental em equinos e suinos mostram que a
intoxicacdo por Crotalaria retusa provoca um quadro de anorexia, mal estar geral,
irritabilidade, bocejos, espasmos musculares, agressividade, andar esmo e ictericia
tanto em suinos, ovinos e equinos (GARDINER et al., 1965; NOBRE et al., 2004). A
monocrotalina € o alcaloide predominante no género Crotalaria e tem o seu provavel
mecanismo de acdo descrito. In vivo a monocrotalina € convertida em
deidromonocrotalina, que, por sua vez, é capaz de se ligar ao DNA e as proteinas. A
deidromonocrotalina parece ser detoxificada pela conjugacdo com a glutationa
(GSH). Desse modo, aminoacidos como a cisteina que apresenta em sua estrutura
quimica um grupo sulfidril, e taurina previnem contra os efeitos toxicos (TEPE;
WILLIAMS,1999; KOSOGOF et al., 2001).

A via que leva a toxicidade da monocrotalina também é observada para
algumas substancias como antibiéticos e antitumorais. Estes compostos sao
ativados por meio de oxidacdo ou reducédo in vivo formando um composto
intermediario tipo pirrol altamente reativo que fazem reacBes cruzadas com
macromoléculas, como o DNA (TEPE; WILLIAMS, 1999).

A intoxicacéao por alcaloides pirrolizidinicos em humanos é conhecida e ocorre
por ingestao de comida contaminada ou por plantas medicinais (chas e suplementos
alimentares). A ingestdo de 10 pg/kg pode levar a doenca oclusiva venosa hepatica
em humanos. A Australian New Zealand Food Safety Authority (ANZFSA) determina
gue a dose tolerada de alimentos contendo alcaloides pirrolizidinicos é de 1ug/kg
(WHO-IPCS, 1988; ANZFSA, 2001).

O uso topico de plantas medicinais contendo estes compostos ndo infere em

toxicidade, isto leva a um leque de potenciais alvos ou utiliza¢fes tanto terapéuticos
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como para outros fins. Uma vez que esses compostos foram pouco explorados, o
uso topico frente a microrganismos, como o0s causadores de infecgbes cutaneas ou
ginecoldgicas, pode ser uma alternativa, assim como a sua utilizacdo industrial
revestindo superficie de materiais sejam eles hospitalares ou ndo que podem ser
afetados pela formacdo de biofilme causados, comumente, por bactérias como

Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Considerando os produtos naturais como fonte de importantes compostos

bioativos; o potencial farmacoldgico dos alcaloides pirrolizidinicos e a crescente

necessidade de novas entidades quimicas ativas frente a microrganismos o presente

trabalho tem como objetivo analisar os alcaloides presentes nas folhas e sementes

de Crotalaria retusa e Crotalaria pallida e caracterizar esses produtos naturais ou

seus derivados sintéticos como moléculas bioativas.

3.2 Objetivos especificos

Obtencdo de extratos enriquecidos em alcaloides a partir das folhas e
sementes de C. retusa e C. pallida.

Avaliar o perfil alcaloidico dos extratos através de Cromatografia em Camada
Delgada e Cromatografia Gasosa.

Isolar os alcaloides de C. retusa e C. pallida através de técnicas
cromatograficas preparativas.

Caracterizar a estrutura quimica dos alcaloides isolados através de técnicas
espectroscopicas.

Realizar a sintese de derivados do alcaloide pirrolizidinico majoritéario
produzido pelas espécies C. retusa.

Analisar o potencial anti-Trichomonas vaginalis e antimicrobiano frente a
Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa de alcaloides

pirrolizidinicos isolados, bem como dos seus derivados sintéticos.
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4 CAPITULO | -Crotalaria retusa
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4.1 FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1.1 Aspectos botanicos

Dentre a subfamilia Papilionoidaee encontra-se o género Crotalaria, que
compreende cerca de 700 espécies vegetais. As espécies do género Crotalaria
apresentam grande capacidade de se adaptar a diferentes condicGes ambientais,
ocorrendo em varios tipos de habitats, como areas proximas de rios, morros
litordneos, restingas, orla de matas, campos e cerrados. Ainda, estdo distribuidas de
forma abundante em zonas tropicais, neotropicais e subtropicais, principalmente na
Africa, India, México, sul dos Estados Unidos, até a Argentina e Brasil que
representam o0s principais centros da biodiversidade do género (PALOMINO;
VASQUEZ, 1991; MARTINEZ et al., 2009) .

Consideradas plantas invasoras de culturas, sao facilmente encontradas em
plantacdes de grdos e pastagens (FLORES; MIOTTO, 2005). No Brasil, as 40
espécies do género ja encontradas estdo amplamente distribuidas, sendo
encontradas nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul (FLORES,
2012). Segundo o Herbéario da UFRN, no estado do Rio Grande do Norte ocorrem
duas espécies: Crotalaria retusa e Crotalaria pallida.

A Crotalaria retusa € encontrada nas regides Norte (Para), Nordeste
(Maranhéo, Piaui, Bahia e Rio Grande do Norte), Sudeste (Minas Gerais, Sao Paulo
e Rio de Janeiro) e Sul (Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul). A espécie C.
retusa € um subarbusto, com folhas simples, oblanceoladas, de flores amareladas e
de fruto inflado, conhecida vulgarmente como guizo-de-cascavel, chocalho ou xique-
xiqgue devido ao barulho provocado por suas sementes no interior do fruto quando
seco (GEMTCHUJNICOV, 1976; BASTA; BASTA, 1982; FLORES; MIOTTO, 2005).

4.1.2 Aspectos quimicos

A espécie Crotalaria retusa é conhecida por conter alcaloides pirrolizidinicos,
no entanto, a analise fitoquimica preliminar das partes aéreas demonstrou a
presenca de flavonoides, saponinas e terpenoides (SEKAR; FRANCIS, 1999). As
sementes sdo ricas em Oleos constituidos principalmente de &cidos graxos. Um
estudo realizado na Africa analisou a composicéo de acidos graxos das sementes de

C. retusa em diversas regides, evidenciando a presencga de &cido linoleico (57,54
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%), &cido oléico (15,50%) e acido estearico (11,02%) como os &cidos graxos
majoritarios (AREMU; BAMIDELE; AMOKAHA, 2012). Além disso, é nas sementes
gue se concentram os alcaloides pirrolizidinicos, que sdo os compostos de maior
importancia em decorréncia das suas propriedades bioativas. O alcaloide majoritario
encontrado nas sementes € a monocrotalina, cujo rendimento pode chegar a 5 % do
extrato bruto. Além disso, os alcaloides retusina, retusamina (Figura 5) e N-Oxidos de
retronecina foram isolados (CULVENOR; SMITH, 1957; MARTINEZ et al., 2009).
Estudo realizado com C. retusa coletados em Caucaia-CE, Itapema-SC e Sao
Goncgalo do Sapucai-MG demonstrou que a monocrotalina € o Unico alcaloide
presente nas sementes (FLORES; TOZZY; TRIGO, 2009).

Figura 5 - Alcaloides pirrolizidinicos ja descritos em sementes de C. retusa.
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4.1.3 Aspectos farmacologicos

Os alcaloides pirrolizidinicos, e, portanto, de C. retusa, sdo amplamente
conhecidos por sua toxicidade causada apOs metabolizacdo hepatica. Estédo
disponiveis escassos estudos na literatura sobre os aspectos farmacolégicos da
monocrotalina, um deles descrevendo as propriedades antitumorais, no qual foi
observada uma alta taxa de inibicdo da proliferacdo de células Walker 256
(intramusculares) (CULVENOR, 1968). A avaliacdo do potencial antimicrobiano foi
realizada com objetivo de evidenciar a relacdo ecoldgica da producdo desse
alcaloide para combater o ataque de microorganismos e nematoides. A
monocrotalina foi capaz de inibir o crescimento dos fungos Fusarium oxysporum,
Fusarium sambucinume e Trichoderma sp. O potencial terapéutico da
monocrotalina, assim como dos alcaloides pirrolizidinicos, ainda permanece pouco
explorado (WANG; SIPES; SCHMIT, 2002; JOOSTEN; VEEN, 2011).

4.1.4 Trichomonas vaginalis

O Trichomonas vaginalis é um protozoario flagelado da familia
Trichomonadidae que afeta o trato geniturinario humano causando a tricomonose ou
tricomoniase, que é a doenca sexualmente transmissivel ndo viral mais comum no
mundo afetando cerca de 276 milhdes de pessoas todos os anos (WHO, 2010).
Estudos comprovam que infeccdo por esse patdogeno leva a outras complicacdes
como infertilidade, doenca inflamatéria pélvica, predisposicdo ao cancer cervical,
aumento no risco de infec¢cdo pelo papilomavirus humano (HPV), ma formacdes
fetais e aumento na transmissao e aquisicdo do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) (GOLDSTEIN, GOLDMAN, CRAMER, 1993; VIKKI et al., 2000; CHERPES et
al., 2006; NOEL et al., 2009). As infeccdes causadas por T. vaginalis s&o
comumente associadas a outras doencas sexualmente transmissiveis (DSTS)
normalmente gonorrhea. Diferente das outras DSTs que tem alta prevaléncia entre
adolescentes e adultos jovens, a tricomonose tem prevaléncia entre mulheres
sexualmente ativas de varios grupos de idade (SKWEBKE, BURGESS, 2004). O
periodo de incubacédo da infecgéo por T. vaginalis varia de 3 a 28 dias. Um fator que
contribui para disseminacdo do T. vaginalis é a baixa prevaléncia dos sintomas da

tricomonose, estima-se que cerca de 80 % dos casos sao assintomaticos. A
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prevaléncia de casos assintomaticos é maior nos homens chegando a 77 % dos
casos. A infeccdo no homem normalmente permanece dormente, mas quando se
manifesta acompanha corrimento e prurido. Normalmente os casos sintomaticos
desaparecem dentro de 10 dias. Em casos graves, que ocorrem muito raramente,
pode levar a infertilidade, e estudos recentes associam a infeccéo por T. vaginalis ao
mal prognodstico do cancer de prostata. Na mulher os sintomas da tricomonose
costumam acompanhar corrimento vaginal, prurido e irritacdo. Os sinais da infeccao
incluem corrimento vaginal (42%), odor forte ou desagradavel (50%), edema e
eritema (22 a 37%), outros sinais incluem dor abdominal baixa e disuria. O sinal
clinico especifico para infeccdo por T. vaginalis é a Colpitis macularis (colo do utero
em forma de morango) que é detectado pelo exame de colposcopia em apenas 2-5
% dos pacientes. (CUDMORE et al., 2004). A severidade dos sintomas depende de
uma série de fatores. Na mulher o T. vaginalis é capaz de reduzir ou eliminar a flora
de lactobacilos provocando aumento do pH vaginal. Normalmente o pH vaginal esta
em cerca de 4, mas com acdo do parasito pode chegar a valores acima de 7. O
aumento do pH cria melhores condicGes para invasdo e crescimento do parasita.
Além disso, o sangue da menstruacdo também aumenta o pH e serve como fonte de
ferro aumentando a fixacdo do T. vaginalis. Em contrapartida, o homem parece ter
uma protecao natural contra o patbgeno, uma vez que, a natureza oxidativa do trato
genital masculino parece inibir certos fatores patogénicos, assim como, 0 zinco
presente no fluido prostatico tem acdo citotdxica contra o parasita (WOLNER-
HANSSEN et al., 1989; SHWEBKE, BURGESS, 2004).

O tratamento das infec¢cdes causadas por T. vaginalis sdo tratadas com
guimioterapicos denominados de 5-nitroimidazol, existem dois farmacos aprovados
pelo Food and Drug Administration (FDA), metronidazol e tinidazol. O farmaco de
primeira escolha é o metronidazol que foi introduzido na terapéutica em 1959 e pode
ser administrado tanto pela via oral quanto pela via endovenosa. Em 1962 ocorreram
relatos de falhas terapéuticas envolvendo o seu uso, com issoO aumentaram as
pesquisas para obtencdo de um novo medicamento. Desde 2004, o tinidazol vem
sendo utilizado na terapéutica em casos em que ha resisténcia ao metronidazol
(LOSSICK, 1990; HOUGHTON et al., 1979). O metronidazol € um farmaco bastante
toxico provocando algumas reagfes adversas como nausea, vOmitos, diarreia,

tonturas e dor de cabeca. Outras rea¢gfes adversas mais sérias podem ocorrer como



47

anorexia, leucopenia, hipersensibilidade, palpitagdo, confusdo, encefalopatia e
neuropatia periférica. O tinidazol possui maior distribuicdo tecidual comparado ao
metronidazol, e a sua concentracdo encontrada na secrecao vaginal € muito proxima
dos niveis plasmaticos. Além disso, a dose letal minima para véarias cepas do T.
vaginalis € consideravelmente menor. Esses fatores contribuem para o tinidazol
apresentar menores reacdes adversas e melhor eficacia clinica. (LOSSICK, 1990;
CUDMORE et al., 2004).

As reacOes adversas graves causadas por esses farmacos contribuem para o
insucesso da terapéutica, uma vez que O paciente suspende o0 tratamento
temporariamente. Apesar de as reacOes adversas contribuirem para insucesso
terapéutico, o grande contribuinte para falha terapéutica é a resisténcia aos
farmacos utilizados. Ao longo dos anos cepas de T. vaginalis mostraram ser
resistentes aos farmacos utilizados na terapéutica. Um estudo demonstrou que 10%
dos isolados clinicos sdo resistentes aos 5-nitroimidazois. Por serem da mesma
classe terapéutica com estruturas quimicas muito semelhantes, ha relatos de falha
terapéutica com tinidazol. O metronidazol entra no meio intracelular do parasita por
meio de difusdo passiva. O farmaco em si ndo é ativo e precisa ser ativado, isso
ocorre por meio de reducdo anaerdbica que forma um &anion nitro radical. Ha a
hip6tese de que o radical nitro se liga transitoriamente ao DNA interrompendo ou
guebrando as cadeias, consequentemente, levando a morte celular (CUDMORE et
al., 2004). O tinidazol apresenta um mecanismo de acdo muito semelhante ao
metronidazol, isso faz com que certas cepas desenvolvam resisténcia cruzada,
comprometendo a terapéutica. Estudo realizado por Upcroft et al (2006) buscando
novos analogos 5-nitroimidazolicos demonstrou que muitos derivados eram muito
ativos contra cepas de T. vaginalis ndo resistentes ao metronidazol, porém, nao
eram ativos contra todas as cepas resistentes, demonstrando a importancia da
resisténcia cruzada e a necessidade de se desenvolver novos farmacos oriundos de

uma nova classe quimica.

A resisténcia ao metronidazol é atribuida a altera¢gdes de rotas metabdlicas do
parasito, assim como, a acumulacéo intracelular do farmaco € diminuida decorrente
da inibicdo do processo de importacdo do farmaco para interior celular e/ou pelo
aumento da sua excrecgéo (ELLIS et al., 1994; RASOLOSON et al., 2001).
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O mecanismo de resisténcia ao metronidazol ocorre de duas formas (aerdbica
e anaerobica). A primeira € atribuida a resisténcia aerobiotica que foi observada em
estudos in vivo, e caracteriza-se pela reducdo do processo de remoc¢ao do oxigénio
intracelular. Este aumento da concentragcdo de oxigénio no interior do parasita
compromete o potencial redox que € necesséario para ativacdo do metronidazol,
possivelmente a ferrodoxina estd envolvida. A resisténcia aerdbica é muito
importante clinicamente, uma vez que, pode se desenvolver in vivo em Trichomonas
tratados com niveis terapéuticos do metronidazol, e ndo requer exposicdo gradual
ou prolongada. Estudo in vitro demonstrou que transcricdo do gene da ferrodoxina é
reduzida em cepas que apresentam o mecanismo de resisténcia aerébica. O fator é
atribuido a interconversdao do metronidazol ativado no préprio metronidazol, que
posteriormente, é reduzido a anion superéxido. Os anions superdéxidos causam dano
celular limitado e ndo levam a morte celular como os nitro radicais. A resisténcia
anaerobica parece estar relacionada a diminuicdo ou auséncia da atividade da
enzima piruvato/ferridoxina oxido redutase. Além disso, Atividade da enzima
hidrogenase esta diminuida ou ausente, com isso ocorre inibicdo da producao de

hidrogénio pelo hidrogenossoma, organela com similaridade a mitocondria
(CUDMORE et al., 2004).

Os pacientes que estdo infectados com cepas resistentes normalmente sao
tratados com doses altissimas dos farmacos o que leva a um aumento das reacoes
adversas, principalmente delirio, intolerancia que no final acaba acarretando na falha
do tratamento (WEBER, COURVALIN, 2005; RASOLOSON et al., 2002; GEHRIG;
EFFERTH, 2009).

4.1.5 Produtos naturais ativos contra Trichomonas vaginalis

A presenca de cepas resistentes e o desconforto gerado pela terapéutica
ineficaz estimulou a pesquisa por novos farmacos mais efetivos que servissem como
alternativa terapéutica ao tratamento da tricomonose. O potencial dos produtos
naturais no tratamento de doencas € bastante conhecido, por isso muitos dos
estudos foram realizados com moléculas, extratos enriquecidos ou brutos oriundos

de produtos naturais. A terapéutica contra o T. vaginalis se restringe a uma unica
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classe de compostos, 0os 5-nitroimidazois. Os altos numeros de novos casos anuais
e a necessidade de uma nova abordagem terapéutica como novas classes quimica
de compostos tem levado a um esforco dos pesquisadores em busca alternativas
principalmente nos produtos naturais. Uma das estratégias abordadas tem sido a
triagem de extratos vegetais utilizados ou n&o na medicina popular. Estudo realizado
por Vuuren e Naidoo (2010) realizou um screening com 18 plantas utilizadas
tradicionalmente na Africa do Sul para tratar infeccbes causadas por doencas
sexualmente transmissiveis (DSTs) sendo evidenciado que todas apresentaram
atividade anti-T. vaginalis. Os extratos obtidos com solventes organicos
(diclorometano:metanol, 1:1 v/v) apresentaram atividades notaveis, com destaque
para o extrato das folhas de Tarchonanthus camphoratus (0,5 mg/mL). Os extratos
aguosos nao apresentaram boa atividade com excecado dos extratos das folhas de
Sansevieria aethiopica (1,3 mg/ml) e Tarchonanthus camphoratus (2,3 mg/ml) que
apresentaram atividade moderada. Em estudo semelhante realizado por Calzada,
Yepez-Mulia e Tapia-Contreras (2007) foi analisado o extrato metandélico de 22
plantas medicinais mexicanas, das quais Carica papaya e Cocos nucifera mostraram
melhor atividade anti-T. vaginalis com valores de ICso de 5,6 e 5,8 pg/mL,
respectivamente. Os extratos de Bocconia frutescens, Geranium mexicanum, e
Lygodium venustum apresentaram atividade moderada com valores de ICs variando
de 30,9 a 60,9 pg/mL.

Espécies do género Cussonia sdo utilizadas na medicina popular como
analgésicos e contra desordens intestinais, malaria e doencas sexualmente
transmissiveis. Extratos metandlicos de 13 espécies deste género foram avaliados
frente a atividade antimicrobiana e antimalarica, sendo evidenciando que as
espécies apresentam boa atividade anti-T. vaginalis com Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) variando de 0,8-1,3 mg/mL (VILLIERS et al., 2010).

Outro estudo realizado com plantas medicinais da Africa do Sul, usadas
individualmente e em combinagcdo para tratar DSTs, investigou a citotoxicidade e
atividade antimicrobiana  de 19 plantas. Os extratos  organicos
(diclorometano:metanol, 1:1 v/v) de todas as plantas apresentaram atividade frente
ao T. vaginalis com valores de CIM variando de 1 a 12 mg/mL. As espécies Bidens
pilosa (1Img/mL), Ozoroa engleri (1mg/mL), Sarcophyte sanguinea (1 mg/mL),
Syzygium cordatum (1 mg/mL) e Tabernaemontana elegans (1 mg/mL) foram as
mais ativas (NAIDOO et al., 2013).
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No Brasil um estudo com 44 extratos aquosos de 23 plantas do bioma
Caatinga utilizados na medicina popular tiveram a atividade anti T. vaginalis avaliada
frente a dois isolados, um clinico e um ATCC. Dos 44 extratos apenas o extrato das
raizes de Polygala decumbens apresentou atividade com valor de CIM de 1,56
mg/mL (FRASSON et al., 2012).

O estudo fitoquimico de plantas medicinais tem levado ao isolamento de
moléculas bioativas, alguns com atividade melhores do que o extrato bruto o qual foi
isolado. Esses compostos apresentam uma grande diversidade quimica e também
de propriedades bioativas. Compostos quimicos da classe dos fendlicos,
antraquinonas, saponinas, terpenos e alcaloides apresentaram atividade contra
T.vaginalis.

Compostos fendlicos como o acido S-(-) asnico (com menor concentracao de
0,4 mg/mL) presente nos géneros Cladonia, Usnea, Lecanora, Ramalina e Ervinia,
foram capazes de inibir cepas deT. Vaginalis em um estudo in vitro. Em outro estudo
realizado por Wang (1993) utilizando Rheum valuate (Polygonaceae) foi evidenciado
gue em concentracdes muito baixas (1:5000) o extrato foi capaz de matar as cepas
de T. vaginalis. O estudo fitoquimico resultou no isolamento da antraquinona
emodina, que posteriormente, foi evidenciado que era o composto responsavel pela
acao.

Terpenoides como a heradina, um terpenoide pentaciclico, isolado de
Cussonia holstii (Araliaceae), foi ativo contra T. vaginalis na concentragcéo de 2,8 mM
(HE et al., 2003). Em outro estudo realizado extratos de Azorella yareta (Apiaceae),
planta nativa do nordeste do Chile Nordeste da Argentina, resultou no isolamento
dos diterpenoides, azorellanol e &cido mulindlico que apresentaram atividade
moderada com valores de LDs; de 40 pM e 6 uM, respectivamente. Os
sesquiterpenos stolizina, alantolactone e centaurepensina, isolados de plantas da
familia Astearaceae apresentaram grande atividade em concentra¢des variando de
0,24 a 7,8 pg/mL (MOO-PUC et al., 2014).

Saponinas encontradas nas espécies Passiflora alata e Quillaja saponaria
apresentaram otima atividade com valores de CIM de 0,25 mg/mL demonstrando o
primeiro relato de atividade contra T. vaginalis dessas duas espécies (ROCHA et al.,
2012).

A classe dos alcaloides também vem sendo estudada frente a atividade

antiprotozoaria. Nos ultimos anos plantas do género Hippeastrum (Amaryllidaceae)
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apresentaram importantes propriedades anti-tricomonas. O alcaloide licorina isolado
de H. santacatarina demonstrou notéria capacidade de inibicdo das enzimas
NTPDase e ecto-5-nucleotidase que faz com que o parasito tenha maior
susceptibilidade a resposta imune do hospedeiro. Ainda, o alcaloide apresentou
capacidade de inviabilizar o parasito em 60 % na concentragéao de 71,8 pug/mL. Outro
alcaloide do género Hippeastrum, candimina, isolado de H. morelianum apresentou
atividade tricomonicida na concentracdo de 86,2 pg/mL. (GIORDANI et al., 2010;
GIORDANI et al., 2011).

Uma das estratégias da quimica medicinal bastante utilizada é a sintese de
analogos estruturais. O alcaloide licorina, foi utilizado como prot6tipo para sintese de
derivados, adicionando-se a molécula cadeias alifaticas e grupos aromaticos,
sendo os mesmos avaliados frente a T. vaginalis. Todos os derivados foram ativos
independente da natureza do substituinte, e também, da posicao da esterificacao
(substituinte em C1 e ou C2). A melhor atividade foi obtida com a esterificagdo com
o grupo lauril na posicdo C-2. Os derivados semissintéticos apresentaram atividade
melhor do que o seu protétipo (licorina). Assim como a licorina, outros alcaloides
com propriedades bioativas foram utilizados como protétipos para sintese de
derivados, os quais contribuiram para entendimento do mecanismo de acdo e
melhora da acdo terapéutica (GIORDANI et al, 2010). Os alcaloides séao
considerados a classe de compostos com largo espectro de atividades bioativas,
incluindo atividades antiprotozoarias, antihelminticas, antifingicas, antinflamatéria e

antibacteirana.

4.1.6 Semissintese de produtos naturais

Os produtos naturais tém sido fonte de novos farmacos ha muito tempo,
apesar de que ao passar dos anos novas moléculas séo isoladas e submetidas a
testes in vitro e in vivo buscando uma utilidade terapéutica para esses compostos.
Além dos muitos compostos bioativos que foram isolados, diversos anélogos
estruturais foram desenvolvidos com intuito de melhorar a acdo terapéutica. A
sintese de derivados semissintéticos € uma das ferramentas da Quimica Medicinal,

na qual uma série de derivados semissintéticos sao utilizados buscando
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compreender a estrutura responséavel pela acdo ou grupamento farmacoférico, assim
como, melhorar o seu potencial bioldgico.

Farmacos como a morfina e codeina foram modificados buscando analogos
com outras atividades, um desses exemplos €& a naloxona utillizada como
antagonista dos receptores opidides. A cocaina isolada de Erythroxylum originou
derivados semissintéticos anestésicos locais como lidocaina, benzocaina, dibucaina
(CLARK, 1996). A fisostigmina que é um alcaloide de ocorréncia natural teve uma
modificacdo estrutural formando um éster de carbamato dando origem a
neostigmina. A utilizacdo dessa estratégia de sintese teve grande importancia no
combate ao cancer e no surgimento de novos agentes antimicrobianos. Apds a
descoberta da penicilina por Alexander Flemming, as demais penicilinas foram
obtidas por semissintese a partir do nucleo 6-aminopenicilindmico, processo
semelhante ocorreu com as cefalosporinas. Assim como 0 surgimento dos
quimioterapicos irinotecano e topotecano, que sdo derivados semi-sintéticos da
camptotecina, o etoposideo, derivado da podofilotoxina, sdo alguns exemplos de
farmacos obtidos por semi-sintese que tiveram grande importancia na terapéutica
(CLARK, 1996).

Nesse contexto considerando a crescente necessidade de alternativas
terapéuticas contra a tricomonose, os alcaloides pirrolizidinicos como entidades
guimicas bioativas, a monocrotalina como alcaloide abundante e de facil obtenca
partir de C. retusa, e a semissintese de derivados como ferramenta de obtencéo de

novas moléculas bioativas foi planejado e realizado este trabalho.

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Material vegetal

O material vegetal foi coletado na Empresa de Pesquisa Agropecuaria do RN
(EMPARN), em Parnamirim-RN. Materiais testemunhos foram depositados no
herbario da UFRN (n°16083). ApGs a coleta, o material vegetal foi submetido a
secagem em estufa de ar circulante sob temperatura ndo superior a 45°C, o qual foi
separado em cascas do fruto, sementes e folhas, e moido separadamente com o

auxilio de um liquidificador industrial. Autorizagdo da coleta foi concedida pelo
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SISBIO (32749-2) e a autorizagdo de acesso ao patrimodnio genético foi concedida
pelo CNPg/CGEN (010142/2012-6).

4.2.2 Extracdo dos alcaloides

As cascas, as folhas e as sementes foram submetidas a maceragéo exaustiva
com etanol 96% a temperatura ambiente resultando no extrato bruto (EB). O EB foi
seco em evaporador rotatorio & temperatura de 40°C. Em seguida, foi retomado em
agua e acidificado com solucdo de acido cloridrico 10%, até pH 0, e submetido a
remocdo do material neutro com cloroférmio. A solucdo aquosa residual (SAR) foi
alcalinizada com hidroxido de amoénio 25% até pH 9 e realizada extragdo com
cloroférmio resultando na fracdo B, posteriormente, a SAR foi alcalinizada com
hidroxido de aménio 25%, até pH 11, e realizada extracdo com cloroformio
resultando na fracdo C. Finalmente, foi realizada a extracdo com n-butanol, para
obtencéo da fragéo D.

As fracdes foram secas em evaporador rotatério a temperatura de 40°C e
pesadas para calculo do rendimento. O perfil cromatografico foi avaliado por
Cromatografia em Camada Delgada na fase mével (90:10, cloroférmio:metanol, v/v)

e por Cromatografia Gasosa (item 4.2.4).

4.2.3 Isolamento e caracterizacdo quimica dos alcaloides

As fracbes B e C das sementes foram submetidas a recristalizacdo com
metanol, no qual foram solubilizadas com pequeno volume de metanol grau HPLC,
realizando a completa solubilizacdo sob aquecimento em banho-maria a 40°C,
metanol foi adicionado aos poucos até solubilizacdo total. Em seguida, as amostras
foram retiradas do banho-maria, resfriadas a temperatura ambiente e, por fim, foram
resfriadas a temperatura de 8°C por 24 horas. Em seguida, retirou-se o
sobrenadante, e o cristal formado teve seu perfil cromatogréafico analisado por CCD
utilizando cromatoplacas de gel de silica 60 GF.s4 (Macherey-Nagel), sistema
eluente de cloroférmio:metanol (83:14, v/v) com vapores de hidroxido de amaonio,

reveladas com os reagentes Vanilina sulfarica e Dragendorff, e observadas a luz
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visivel. A substancia isolada (monocrotalina) foi submetida a caracterizagdo quimica
por RMN de 'H e °C.

Monocrotalina RMN de *H (CDCls, 500 MHz) 3 1,23 (3H ,d, J=12)), 1,36
s (3H), 1,45 s (3H), 2,10 m (2H), 2,61 q (1H, J=14), 2,81 q (1H, J=12) 3,24 m (1H),
3,49 dd (1H J= 17,5, 9,5), 3,92 dd (1H, J= 24, 3), 4,41 m (1H),4,70 d (1H, J= 20),
4,92 d (1H, J=20), 5,06 m (1H,), 6,05 s (1H) ; RMN de *C (CDCls, 125 MHz) &
13,6 (C14’), 6 17,7 (C13’), d 21,9 (C12"),6 33,5 (C6), d 44,4 (C14), d 53,6 (C5), d
60,6 (C9), d 61,3 (C3), d 75,1 (C7), d 76,8 (C8), d 76,9(C12), 6 78,7 (C13), &
132,7(C1), 6 134,2 (C2), 6 173,5 (C15), 5 174,0 (C11);

A fracdo D das sementes foi submetida a CCD preparativa utilizando gel de
silica 60GF,s5, como adsorvente e sistema eluente de cloroférmio:metanol (55:45,
v/v) obtendo-se o isolado 1 (monocrotalina). Placas de vidro (20 cm x 20 cm) foram
cobertas de forma homogénea utilizando-se 25 g de silica em 50 ml de &gua
destilada em cada placa. As placas foram aquecidas em estufa a temperatura de
100°C durante 20 minutos imediatamente antes da aplicacdo da amostra. Foram
aplicados 50 mg de amostra por placa, apés a eluicdo a lateral da placa foi revelada
com reagente de Dragendorff para observacdo de bandas caracteristicas de
alcaloides. Em seguida, a silica correspondente a banda de alcaloides foi removida e
lavada com 100 ml de metanol sob vacuo. O filtrado foi seco em evaporador rotatorio
a temperatura de 40°C e teve o perfil cromatografico analisado por CCD utilizando
cromatoplacas de gel de silica 60 GF,s4, Sistema eluente cloroférmio:metanol (55:45,
v/v), reveladas com os reagentes Vanilina sulflrica e Dragendorff, e observadas a
luz visivel.

Isolado 1 (Monocrotalina) RMN de *H (CDs;OD, 500 MHz) 5 1,03 (3H , d,
J=12)),1,20 s (3H), 1,27 s (3H), 1,90 m (2H), 2,55 g (1H, J=10,5), 2,94 q (1H, J=12)
, 3,17 m (1H), 3,39 dd (1H, J= 17, 2,5), 3,75 d (1H, J=27),4,30 m (1H,), 3,90 d (1H,
J=20), 4,67 d (1H, J=19,5), 4,97 m (1H), 5,95 s (1H) ; RMN de *3C (CDsOD, 125
MHz) & 14,2 (C14’), 6 18,3 (C13’), 8 22,7 (C12’),0 34,2 (C6), d 44,1 (C14), d 54,5
(C5), 6 59,9 (C9), 6 61,9 (C3),5 75,6 (C7),d577,4(C8), 578,3 (C12),580,1(C13),5
134,3 (C1), 6 135,4 (C2), 6 175,3 (C15), 6 176,4 (C11);

As fracdes B e C das cascas e folhas foram reunidas, e junto com a fragcao D
tiveram o perfil cromatogréaficos analisados por CCD e por Cromatografia Gasosa

acoplada a espectrometro de massas.
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4.2.4 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas — CG/EM

Os cromatogramas e espectros de massas foram obtidos com Cromatografo a
Gas Shimadzu modelo GC-2010 (Shimadzu, Kyoto, Japdo) acoplado a
espectrometro de massas com fonte de ionizacdo por Impacto de elétrons (70 eV).
As amostras foram analisadas seguindo o método descrito por Kreh; Matustch; Witte
(1995).

4.2.5 Ressonéancia magnética nuclear - RMN

Os espectros de RMN de 'H (500 MHz) 1D e 2D e '3C (125 MHz) foram
obtidos utilizando espectrometro Bruker Avance DRX (Bruker, Billerica, MA, EUA).
Os espectros foram mensurados a temperatura de 25°C utilizando o CDCI; e
Metanol-D4 como solventes.

4.2.6 Sintese de derivados anti-Trichomonas vaginalis

4.2.6.1 Tentativa de sintese de amidas de cadeia longa do &cido monocrotalico

A tentativa de sintese dos compostos N,N-didodecil-2,3-dihidroxi-2, 3, 4-
trimetilpentanodiamida e N,N-dioctil-2,3-dihidroxi-2, 3, 4- trimetilpentanodiamida foi
testada utilizando-se 0,2 mmol de monocrotalina e 0,8 mmol da monoamina
correspondente, dodecilamina e octilamina respectivamente, solubilizadas em etanol
sob refluxo a 100°C durante, sem catalizador e com catalizador (Zn-La
(ZnO.La,COs5.LaO0H) a 5 %. Zn-La) . A purificacdo dos produtos de sintese foi
realizada por Cromatografia em Coluna utilizando-se como adsorvente silica gel 60G
e como eluente um sistema gradiente onde a polaridade foi crescente com
incrementos de 10% do solvente mais polar: hexano:acetato de etila (90:10, v/v), até
acetato de etila puro, diclorometano:metanol (90:10, v/v) até metanol puro. O volume
de cada fracdo coletada foi de 50 mL. As fracdes foram analisadas por CCD com os
reveladores: vapor de iodo metalico e solucao etandlica de acido sulfurico 20%, e os

compostos isolados foram analisados por RMN.
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Derivado amidico do 4cido monocrotalico RMN de 'H (CDCls;, 500 MHz)
50,88 t(3H, J=7,),1,50m (10 H), 1,65 s (3H), 1,81 s (3H), 2,13 s (3H), 3,10 m
(1H,) 3,23 m (1H), 6,40 s (1H); RMN de **C (CDCl;, 125 MHz) & 8,8, 5 13,3, 14,2,
022,6,06228,0626,9,0629,3,06294,029,5,031,9,06 39,6, 0688,0,0 122,1, 5 162,0
168,5, 5 173,1.

4.2.6.2 Hidroélise da monocrotalina

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 3 g de monocrotalina (9,2 mmol),
1,86 g de hidréxido de bario (10 mmol) em 15 mL de agua. A mistura permaneceu
sob refluxo e agitacdo por 2 horas e, em seguida, foi saturada com dioxido de
carbono e filtrada. A solucdo obtida foi seca a pressao reduzida e o 6leo obtido foi
submetido a purificacdo por Cromatografia em Coluna utilizando-se como
adsorvente silica gel 60G e como eluente um sistema isocratico com cloreto de
metileno:metanol 4:1 (v/v) e 6 gotas de hidréxido de aménio a cada 100 mL de
solvente organico. O volume de cada fracdo coletada foi de 50 mL. As fracdes foram
analisadas por CCD utilizando-se como reveladores vapor de iodo metélico e
solucédo etandlica de acido sulfurico 20%. A substancia isolada foi analisada por
RMN.

Retronecina: RMN de 'H (CD;OD, 500 MHz) & 1,98 (2 H, m), 2,80 (1H, m),
3,26 (1H, m), 3,30 (1H, m), 3,45 (1H, dd, J= 2 ,13), 3,88 (1H, d, J=15) , 4,21 (3H,
m), 4,33 (1H, m, 4,33), 5,70 (1H,s) ; RMN de *C ( CDs;OD, 125 MHz) & 36,8 (C6),
54,9 (C5), 59,8 (C9), 63,1 (C3), 71,9 (C7), 79,57 (C8), 125,5 (C2), 140,0 (C1).

4.2.6.3 Mesilacao daretronecina

Em um baldo de 25 mL foram adicionados 0,1 g de retronecina (0,6 mmol) em
5 mL de piridina. A essa mistura, sob agitacdo e em banho de gelo, adicionou-se
0,062 g de cloreto de mesila (1,2 mmol; 1 equivalente molar). Ap6s 5 horas de
reacdo, o solvente foi removido a pressdo reduzida e a mistura submetida a
purificagdo por Cromatografia em Coluna utilizando-se como adsorvente silica gel
60G (0,63 — 0,200 uym) e como eluente um sistema gradiente com cloreto de
metileno:metanol 9:1 (v/v) até metanol puro, aumentando de em 10% o gradiente. O

volume de cada fracao coletada foi 100 mL. As fragcbes foram analisadas por CCD
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utilizando-se como reveladores vapor de iodo metalico e luz UV 254 nm. A
substancia isolada foi analisada por RMN.

4.2.6.4 Tosilagcéao daretronecina

Em um baldo de 25 mL foram adicionados 0,2 g de retronecina (1,2 mmol) em
5 mL de piridina. A essa mistura, sob agitacdo e em banho de gelo, adicionou-se
0,30 g de cloreto de tosila (1,5 mmol; 1,2 equivalente molar). Apés 5 horas de
reacdo, o solvente foi removido a pressédo reduzida e a mistura submetida a
purificacdo por Cromatografia em Coluna utilizando-se como adsorvente silica gel
60G (0,63 — 0,200 um) e como eluente um sistema isocratico com cloreto de
metileno:metanol 9:1 (v/v). O volume de cada fracédo coletada foi 100 mL. As fracGes
foram analisadas por CCD utilizando-se como reveladores vapor de iodo metélico e
luz UV 254 nm. A substancia isolada foi analisada por RMN.

4.2.6.5 Sintese da azido-derivada da retronecina

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 0,3 g de retronecina-Ts (0,1 mmol)
e 0,505 g de azida de sédio (7,8 mmol) em 15 mL de uma solucdo de agua e etanol
(1:5, viv). A reacdo permaneceu sob agitacdo e refluxo durante 3h, levando a
formacdo de uma solucdo avermelhada (Esquema 7). O solvente foi entdo removido
sob presséo reduzida e adicionado diclorometano 50 mL seguido por resfriamento.
O sdlido formado (excesso de NaNs3) foi filtrado e o sobrenadante foi analisado por
RMN e infravermelho.

Azido-retronecina: *H NMR (CDCl3, 500 MHz) 6 1,96 (2 H, m), 2,71 (1H,
m), 3,23 (1H, t), 3,40 (1H, dd, J=5,5, 10), 3,84 (1H, d, J=15,5), 4,12 (1H, d, J=12) ,
4,17 (1H, s), 4,32 (2H, m), 5,71 (1H,s) ; *C NMR (CDCl;, 125 MHz) & 35,6 (C6), 54,3
(C5), 59,3 (C9), 62,3 (C3), 71,4 (C7), 79,7 (C8), 128,1 (C2), 137,5 (C1).

4.2.7 Docking da monocrotalina
A monocrotalina foi submetida a um screening virtual por docking utilizando o
software Autodock Vina versao 1.2 confrontando o composto com proteinas do PDB

(Protein Database).
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4.2.8 Avaliacdo da atividade anti-Trichomonas vaginalis

4.2.8.1 Culturado T. vaginalis

Para este ensaio foram utilizados isolados de T. vaginalis ATCC 30236
(American Type of Culture Collection). Os trofozoitos de T. vaginalis foram cultivados
in vitro em meio TYM (pH 6) suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal
inativado termicamente, e incubados a 37°C. Os organismos em fase logaritmica de
crescimento e exibindo mais do que 95% de viabilidade e morfologia normal, foram
coletados, centrifugados e ressuspensos em meio novo TYM para testes com a
monocrotalina e derivados. Todos os experimentos foram realizados em triplicata, e

com, pelo menos, trés culturas independentes (n = 3).

4.2.8.2 Ensaio de atividade anti-T. vaginalis

A atividade anti-T. vaginalis foi determinada in vitro. As amostras foram
solubilizadas em DMSO 2,5 %. Para o ensaio foram utilizados microplacas de 96
pocos contendo 50 pL de meio TYM e uma diluicdo seriada foi realizada utilizando-
se 50 uL da solucdo estoque (8 mg/mL) no primeiro po¢co. Em seguida, em cada
poco foram adicionados 150 pL de suspensdo contendo o parasita (1,3x10°
trofozoitos/mL) resultando numa concentracéo final de1,0x10° trofozoitos/mL. Foram
utilizados dois controles: controle negativo contendo o meio, parasitos e DMSO 2,5%

,e 0 controle positivo onde a amostra foi substituida por metronidazol 12,5 uM.

4.2.8.3 Ensaio de citotoxicidade contra células HMVII

A linhagem celular HMVII, representativa de células epiteliais vaginais, foi
utilizada para avaliar a citotoxicidade da monocrotalina. As células foram cultivadas
em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal e incubadas a
37°C, em atmosfera de 5% de CO,. Para o ensaio, 1,5x10* células/poco foram
semeadas em microplacas de 96 poc¢os e cultivadas durante 24 horas. Apos este
periodo, o meio foi substituido por meio fresco contendo ou néo (condicé&o controle)

monocrotalina a 3 mM (1 mg/mL). Uma solucdo contendo 0,2% de Triton X-100 foi
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utilizada como controle positivo. As placas foram incubadas durante 24h, e em
seguida, ap6s uma lavagem com PBS, uma solucdo de MTT (Brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolio) a 0,5 mg/mL foi adicionada e mantida nos
pocos durante 1h. As placas foram lavadas duas vezes com PBS e o formazan
parpura insoltvel foi dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO). A quantidade de MTT
reduzido foi medida a 570 nm. O experimento foi realizado trés vezes (n = 3).

4.2.8.4 Ensaio de hemolise

O ensaio de hemdlise foi realizado de acordo com Rocha et al. (2012) com
algumas modificacbes. Sangue do tipo O positivo de voluntarios saudaveis foram
coletados em tubos com heparina e centrifugados a 2500 rpm por 5 minutos. A
fracdo eritrocitaria foi lavada 3 vezes com PBS (pH 7,0) e foi ressuspendida
resultando em uma suspenséo a 1%. A monocrotalina foi dissolvida em DMSO 2,5%
na concentracao final de 1 mg/mL. Usando microtubos, a suspensao de eritrocitos a
1,0% foi misturada com a solugcdo de amostras e/ou adgua para se obter uma
concentracgédo final de cerca de 0,7% de eritrocitos. Os microtubos foram incubados
a 37°C sob agitacdo horizontal por 1h, em seguida, foi centrifugado a 3500 rpm por 5
minutos. A absorbancia do sobrenadante foi mensurada a 540 nm. O experimento foi
realizado em triplicata no qual a porcentagem de hemdlise foi calculada em
comparacao a 100 % de hemolise causada pelo reagente controle tritonX-100.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Material vegetal e extracdo dos alcaloides

A coleta do material vegetal foi feita ha Empresa de Pesquisa Agropecuaria
do RN (EMPARN), em Parnamirim —RN, local no qual a vegetacéo € litoranea. No
nordeste do Brasil estédo presentes os biomas Caatinga e Mata Atlantica, no entanto
a vegetacao litoranea compartilha de caracteristicas importantes como o baixo
indice pluviométrico e a alta incidéncia de luz solar. A espécie Crotalaria retusa ja foi
estudada em outros paises e também no Brasil, mas uma planta oriunda da regido

Nordeste, mais especificamente no Rio Grande do Norte ainda n&o havia sido
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investigada. Foram realizadas maceracdes das cascas dos frutos, sementes e folhas
buscando comparar os perfis cromatograficos em relacao a presenca de alcaloides.
O processo extrativo gerou a fracdo acida (fracdo a) e fracdes alcalinas
(Cloroférmio — fracéo B e C, e butandlica — fracdo D). Apds uma extracdo acido/base
e analise do perfil cromatografico por CCD, verificou-se que os alcaloides se
concentraram nas fragcdes alcalinas, sendo encontrados em quantidade majoritaria e
com rendimento satisfatério nas sementes. As Espécies da familia Fabaceae
apresentam uma variacdo do conteudo alcaloidico em diferentes partes da planta,
muitas vezes se concentrando em uma parte especifica. No género Crotalaria a
planta produz os alcaloides nas raizes, depois, estes alcaloides sdo transportados
para as inflorescéncias e sementes da planta onde sdo armazenados como N-0xidos
ou base livres, no caso da C. retusa sdao armazenados nas sementes (NUHU;
ABDURRAHMAN; SHOK, 2009; TRIGO, 2009). A fracdo &cida das sementes
apresentou um aspecto oleoso de cor amarelada, provavelmente composta por
acidos graxos como descrito por Aremu, Bamidele e Amokaha (2012). A anélise por
cromatografia gasosa acoplada ao espectro de massas demonstrou que as fracdes
cloroférmicas das folhas e cascas, com excecdo da fracdo butandlica das folhas,
apresentam a monocrotalina (tempo de retencdo 20,5 min) como Unico alcaloide
pirrolizidinico (Figura 6-9). As fracbes acidas foram descartadas por né&o

apresentarem alcaloides.



Figura 6- Cromatograma da frac&o cloroférmica alcalina das folhas de C. retusa obtido em CG-EM.
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Figura 7 - Cromatograma da fracéo cloroférmica alcalina das cascas de C. retusa obtido em CG-EM.
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Figura 8 - - Cromatograma da fracao butandlica das folhas de C. retusa obtido em CG-EM.
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Figura 9- Cromatograma da fracéo butandlica das cascas de C. retusa obtido em CG-EM.
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Figura 10- Cromatograma do isolado 1 ( monocratalina) obtido em CG-EM.
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4.3.2 Isolamento e caracterizagdo quimica dos alcaloides

Foram utilizadas 96,5 g de sementes de C. retusa, das quais obteve-se
1,9732 g de fracdo B e 0,2145 g de fracdo C rendimento de 2,26 %. A analise do
perfil cromatografico por CCD mostrou que ambas as fracbes apresentavam o
mesmo perfil, com um alcaloide majoritario. Com base no trabalho de Martinez
(2009) que utilizava a recristalizacdo com metanol gelado para obtencdo da
monocrotalina, esta metodologia foi utilizada e foram obtidas 1,4656 g (1,54 %) de
alcaloide isolado que teve a estrutura quimica elucidada por técnicas
espectroscopicas (RMN de 'H e 'C e CG-EM), sendo identificado como
monocrotalina. Os espectros de ressonancia magnética de *C e 'H (Figura 11 e
12) foram comparados com dados da literatura (NIWA et al. 1992; RUSSEL et al.
1982), os quais, assim como o padrdo de fragmentacdo, foram compativeis com a
monocrotalina, conforme descrito no Esquema 3 (NEUNER-JEHLE; NESVABDA,
SPITELLER, 1965).

Figura 11 - Espectro RMN 13C da monocrotalina (125 MHz, CDCI3)
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Figura 12- Espectro RMN *H da monocrotalina (500 MHz, CDCls).
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Figura 13- Espectro de massas da monocrotalina (ionizagdo por impacto de elétrons

70 eV).
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A andlise do espectro de massas do isolado demonstrou o padrdo de
fragmentacdo correspondente ao da monocrotalina, no espectro ndo € possivel
observar o pico do ion molecular. O pico base do espectro de massas € um
fragmento de 120 m/z. O fragmento m/z 236 ¢é formado pela quebra da ligagdo Co-O,
seguida de rearranjo de McLafertty envolvendo a carbonila do C;; e a hidroxila do
Ci3 (Esquema 3). Os fragmentos m/z 93, 120 e 136 sao caracteristicos de alcaloides
pirrolizidinicos que apresentam a retronecina como base nécica. O fragmento de m/z
120 é formado por um rearranjo semelhante ao de McLafferty envolvendo o Hg e Cjs,
seguido da ruptura da ligacdo Cy-O. Os fragmentos m/z 93 e 136 sédo formados por
uma via comum. Inicialmente, ocorre a transferéncia de hidrogénio de C3 para a
carbonila de C;; ocorrendo a ruptura da ligacdo Co-O, seguida da quebra da ligacao
C;-Cg formando um cation-radical. Em seguida, ocorre a formacdo dos fragmentos
de m/z 93 e 136. O fragmento a ser formado dependerd de qual ligacdo sera
guebrada. Na formacé&o do fragmento de m/z 93 ocorre a quebra da ligacdo Cs-Cg. Ja
o fragmento de m/z 136 ocorre devido a ruptura da ligacdo C;5-O (NEUNER-JEHLE;
NEVABDA; SPITELLER, 1965, WEI et al., 1981).

A fracdo butandlica das sementes de C. retusa (fracdo D) apresentou um
rendimento de cerca de 500 mg, e esta foi submetida a CCD preparativa utilizando-
se 100 mg de amostra. O alcaloide isolado foi analisado por CCD e a elucidacéo
estrutural foi realizada com a analise por RMN de H e 13C utilizando CDsOD como
solvente. Analise dos espectros de RMN demonstrou que 0 composto apresenta
deslocamentos compativeis com a monocrotalina. Na literatura ndo é descrito o
RMN da monocrotalina em metanol, no entanto, os deslocamentos observados séo
compativeis, assim como, a multiplicidade dos sinais do *H é idéntica. Além disso, a
analise do perfil da fragcdo butandlica das sementes demonstrou a presenca de um
Unico alcaloide com tempo de retencao idéntico ao da monocrotalina, confirmando

gue o composto é a monocrotalina.
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Esquema 3-Formacdo dos principais fragmentos no espectro de massas da

monocrotalina (NEUNER-JEHLE; NEVABDA,; SPITELLER, 1965).
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Devido ao rendimento expressivo da monocrotalina aliada a sua facil

obtencdo a partir das sementes de C. retusa, esse alcaloide pirrolizidinico foi

selecionado para a realizagdo dos ensaios anti-tricomonas assim como foi utilizado

como ponto de partida para a semi-sintese de derivados (Esquema 4).
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Esquema 4- Esquema proposto para sintese de derivados do alcaloide pirrolizidinico
monocrotalina (1): retronecina (2), azido-retronecina (5), acido monocrotalico (3) e

amidas do acido monocrotalico (4).

Hal tiie
oH OH 3
HO,

\ 11°0H RMH(CHyJNH;
B ——
N AH + HaC

LN ) —a
) MsCl; Pi N H nH

1
2) Nahly; DMF

Monocrotalina
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4.3.3.1 Sintese de amidas de cadeia longa do &cido monocrotélico

A primeira estratégia de sintese de derivados foi uma reacdo da
monocrotalina com aminas alifaticas para sintese dos derivados amidicos. Nas
condicdes utilizadas ndo houve a formacdo dos produtos esperados. A andlise do
perfil cromatografico por CCD demonstrou que a monocrotalina foi consumida apés
uma semana de reacdo. A andlise por RMN de *H e *C da mistura reacional bruta
demonstrou que nado haviam deslocamentos caracteristicos de amidas. Foi
evidenciado que no espectro de RMN *3C nao havia deslocamentos caracteristicos
de carbono carbonilico de amida (155-185 ppm), confirmando que o derivado
amididico ndo havia sido formado, e que os compostos de partida foram degradados
devido ao amplo tempo de reacao.

A mesma reacdao foi realizada utilizando um catalisador conhecido como Zn-
La (ZnO.La,COs.LaO0OH) a 5 %. Zn-La é utilizado na catélise de reacdes de
transesterificagdo, principalmente reacdes envolvendo triglicerideos. Este catalisador
foi empregado com sucesso em reacdes de amindlise para formacédo de amidas a

partir de 6leo obtido de Passiflora edulis e aminas de cadeia longa (ALMEIDA et al.,
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2013). Apds quatro dias de reacdo a monocrotalina foi totalmente consumida, de
acordo com a CCD, e a andlise por RMN de hidrogénio da mistura reacional bruta
indicou a presenca de um composto contendo um grupamento amida. ApOs
isolamento por CCD preparativa e analise por RMN verificou-se que o composto
formado ndo era o esperado, além de apresentar baixo rendimento (derivado
amidico &cido monocrotalico). O produto da sintese (Esquema 5) apresentou a
formacédo da amida em um dnico lado da estrutura, na outra extremidade foi possivel
observar a carbonila de um &cido carboxilico. No RMN de *H foi possivel observar os
hidrogénios diasterotopicos metilénicos vizinhos a amida, com deslocamentos de
3,11 e 3,15 ppm. Sugere—se que houve uma reagéo de eliminagao liberando H,O
entre os Cy14 e Cy3 remanescentes do acido monocrotalico, formando uma olefina.
Isto é notado no espectro de ** C no qual é observado uma grande diferenca de
deslocamentos entre os dois carbonos olefinicos, demonstrando que um dos
carbonos esta mais desblindado, possivelmente estd no campo da carbonila da
amida (ALMEIDA et al., 2013).

Esquema 5- Reacdo de Sintese do derivado amidico do acido monocrotalico:
mostrando o composto formado diferente do esperado.

CHyCHCHsNH, \/Q-;E .

Monocrotalina

Em estudo de catalise envolvendo compostos derivados do Zn, foi
demonstrado que ha a formacdo de compostos de coordenacdo do Zn com acidos
carboxilicos de cadeia longa. Isto justificaria a auséncia do sinal do Hidrogénio do
acido carboxilico no espectro de 'H. Ainda, é descrito que compostos de
coordenacdo com acidos carboxilicos sdo formados, assim como, a reacdo desses
compostos com outros acidos no meio, gerando carboxilatos (REINOSO;

FERREIRA; TONETTO, 2013). Considerando o baixo rendimento e por néo
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corresponder ao produto esperado, comprometendo assim a série de anélogos
estruturais amidicos inicialmente planejados, a sintese dos derivados amidicos

planejados foi abandonada.

4.3.3.2 Hidro6lise da monocrotalina

A reacdo de hidrélise da monocrotalina tinha como objetivo utilizar o esqueleto
quimico da retronecina (base nécica) e do &cido monocrotélico para sintese de
analogos (Figura 14). O acido monocrotalico sofreu degradacdo durante a reacao e
nao foi possivel a sua obtencdo. Adams e Rogers (1939) descreveram a hidrdlise da
monocrotalina na qual foi evidenciado que o acido monocrotalico sofre
descarboxilacdo, se transformando no &cido monocrético. No entanto, a reacao
realizada neste trabalho evidenciou a degradacdo completa do acido monocrotalico,
restando apenas a retronecina para seguir na sintese de andlogos. Obteve-se a
retronecina, um O6leo marrom, com rendimento de 90%, que teve sua estrutura
quimica elucidada por RMN de 'H e '3C (Figura 9 e 10) cujos deslocamentos
guimicos foram compativeis com aqueles descritos por Niwa et al. (1992). A

retronecina foi um dos derivados da monocrotalina utilizados nos ensaios bioldgicos.

Figura 14- Produtos da hidrélise da monocrotalina: estrutura quimica do &cido

monocrotalico e retronecina.
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Figura 15- Espectro RMN *H da retronecina (500 MHz, CD3OD).
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Figura 16-Espectro RMN *3C da retronecina (125 MHz, CD;0D).
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4.3.3.3 Mesilacao/Tosilagdo daretronecina

Inicialmente foi realizado a mesilacdo da retronecina que apds a purificacao
por cromatografia em coluna, obteve-se um rendimento inferior a 10 %. Devido a
dificuldade de purificacdo e baixo rendimentou, optou-se por a estratégia de sintese
utilizando o cloreto de tosila invés do cloreto de mesila. O tosilato de retronecina
(Esquema 6) foi obtido com rendimento de 86 %, apresentando-se como um o6leo
marrom escuro. O grupamento tosil foi adicionado a retronecina para funcionar
como um bom grupo abandonador, permitindo a substituicdo de nucleofilos
aminados na posi¢do C9 do nucleo pirrolizidinico. A confirmagdo da incorporagdo
do grupo Tosil foi realizada pela presenca dos sinais dos hidrogénios na regido dos
aromaticos no espectro de RMN 'H e pela presenca do sinal dos hidrogénios da
metila com deslocamento préximo a 2,5 ppm. O tosilato da retronecina foi utilizado

como intermediario na sintese da azido-retronecina.

Esquema 6- Reacao de tosilacdo da retronecina.

-
07 W
OH OH " ©
\ TsCl Pi \
———————————
N 5h, 86 % N

Retronecina . .
Tosilato de Retronecina

4.3.3.4 Sintese da azida derivada da retronecina

A azido-retronecina (Esquema 7) foi obtida a na forma soélida, apoés a filtracéo e
secagem do o sobrenante, com rendimento de 95 %. A sua estrutura foi confirmada
utilizando espectroscopia por infravermelho e RMN 1D e 2D (Figura 11-14). Os
compostos contendo o0 grupo azido apresentam uma banda caracteristica na regiao

2155-2137 cm™ decorrente do estiramento assimétrico do grupo azido e outra banda
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entre 1261 e 1210 cm™ devido ao estiramento simétrico. No composto analisado foi
observado o estiramento assimétrico e simétrico em 2135 cm™ e 1223 cm™,
respectivamente. E possivel observar o estiramento da ligacdo C-N com uma banda
em 1186 cm™ (LIEBERT et al., 1963). O espectro de RMN mostra ser bastante
semelhante ao da retronecina, o que era esperado. A estrutura foi confirmada apés
andlise das correlacfes entre os hidrogénios no espectro de RMN 2D COSY.

Esquema 7 -Esquema de sintese do derivado azido-retronecina.
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Figura 17- Espectro RMN *3C do derivado azido-retronecina (125 MHz, CDCl5).
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Figura 18- Espectro RMN *H do derivado azido-retronecina (500 MHz, CDCl).

H-2

H-7/H-9b Hoos

H-8/H-9a

Ly H38 H-6
5 -
3 H-5b| e

LIS B B S B e S B S S B B S e e S B B e s B S B i B B B S S B S S B B e B e e s e
pom I T ] I I T T T r T

] B T B 4 i 2 1 o

Figura 19- Espectro IV do derivado azido-retronecina.
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Figura 20-Espectro COSY *H-'H do derivado azido -retronecina (500 MHz, CDCls)
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A sintese de derivados da monocrotalina para avaliar a atividade contra T.
vaginalis mostrou-se promissora, uma vez que foi possivel obter trés derivados. A
dificuldade nas reacfes de sinteses enfrentadas neste trabalho é decorrente dos
poucos estudos de reatividade da molécula, que nem sempre reage formando os
compostos desejados. A monocrotalina esta sendo investigada como protétipo para
desenvolvimento de outros derivados bioativos com potencial uso topico, uma vez

gue, a monocrotalina apresenta limitacdes para o uso sistémico.

4.3.4 Avaliagcao da atividade anti-T. vaginalis

Os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade desde seus primordios,
e sua importancia continua até os dias atuais. Apesar do avanco da quimica
organica e quimica medicinal, os produtos naturais, principalmente os oriundos de
plantas, ainda fornecem grande parcela dos farmacos que temos hoje. Aléem das
plantas, os produtos naturais de origem marinha também estdo sendo intensamente
estudados. Muitos farmacos tiveram sua origem em plantas e depois serviram de
espelho para sintese de analogos, como é o caso da morfina e seu derivado

sintético, a codeina, assim, como varios agentes antimicrobianos e quimioterapicos
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que representam grande importancia na terapéutica (VEIGA-JR; BOLZANI;
BARREIRO, 2006; HARVEY, 2008).

A tricomonose é a doenca sexualmente transmissivel ndo viral mais comum
no mundo, afetando cerca de 276 milhdes de pessoas todos os anos (WHO, 2012),
sua disseminacdo € agravada pelo fato dos sintomas ndo se manifestarem na
maioria dos infectados, principalmente os do sexo masculino. Somado a isso, temos
a terapéutica que carece de farmacos contando apenas com o Metronidazol e o
Tinidazol (LOSSICK, 1990; HOUGHTON et al., 1979). O metronidazol teve seu uso
disseminado pelo mundo o que levou a surgimento de cepas resistentes ao farmaco.
Atualmente utiliza-se o metronidazol como farmaco de escolha, e em casos de
resisténcia, se emprega o tinidazol. Apesar das propriedades clinicas melhores, ja
existem cepas resistentes aos dois farmacos. Isso deve-se a resisténcia cruzada,
pois, ambos os farmacos pertencem a mesma classe quimica, os 5-nitroimidazois
(LOSSICK, 1990; CUDMORE et al., 2004). Ao longo dos anos muitos extratos e
produtos naturais isolados de plantas foram investigados buscando novas
alternativas terapéuticas. O alcaloide pirrolizidinico avaliado neste trabalho, a
monocrotalina, apresentou excelente atividade anti-T.vaginalis uma vez que reduziu

80% da viabilidade dos parasitos na concentracdo de 1 mg/ mL (Figura 15) .

Figura 21- Avaliagao da atividade anti-T. vaginalis da monocrotalina.
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Este € um resultado promissor, uma vez que, os alcaloides pirrolizidinicos
praticamente ndo sdo explorados terapeuticamente devido a toxicidade quando
metabolizados em nivel sistémico (JIANG; FU; LIN, 2006), mas seu uso topico como
no caso da tricomonose € um nicho cientifico a ser explorado. Além de boa atividade
anti-T. vaginalis, a monocrotalina ndo apresentou citotoxicidade contra células
epiteliais vaginais (Figura 22) e também néo apresentou atividade hemolitica
sugerindo seletividade em sua toxicidade ao parasito. Esses resultados aliados ao
facil processo de obtencéo, purificacdo e caracterizacdo da monocrotalina tornam
esse alcaloide prototipo para investigacdo e desenvolvimento de uma nova

alternativa terapéutica para a tricomonose.

Figura 22 - Avaliagdo da citotoxicidade da monocrotalina frente a linhagem celular
HMVII.
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A monocrotalina apresentou atividade frente ao T. vaginalis e foi selecionada
para ser o protétipo para sintese de analogos. Os analogos foram sintetizados
buscando o melhoramento da atividade, e também, a retirada da por¢cao da molécula
reconhecida pelo CYP P4s0, requisito para gerar os metabdlitos toxicos (os pirrois).

Com isso poderia-se viabilizar um possivel uso sistémico desses derivados (CHEN
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et al., 2010). Dois derivados foram sintetizados, caracterizados e testados frente a T.
vaginalis: retronecina (Figura 23) e azido-retronecina, dos quais apenas o derivado

azidico mostrou atividade promissora.

Figura 23 - Avaliacdo da atividade anti-T. vaginalis da Retronecina.
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Azida da retronecina apresentou uma atividade melhor do que a
monocrotalina chegando a matar 85 % dos parasitos na concentragdo de 1 mg /mL
(Figura 18).

Figura 24 - Avaliacao da atividade anti-T.vaginalis do derivado azido-retronecina.
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A terapéutica contra o T. vaginalis precisa de compostos com mecanismo de
acao inovador e quimicamente distinto dos derivados nitro-imidazoélicos. Um estudo
de sintese de derivados imidazolicos mostrou que nem todos foram ativos contra
cepas resistentes, indicando um possivel processso de resisténcia cruzada
(UPCROFT et al., 2006). A sintese de analogos a partir de alcaloides é um forma de
obter novas moléculas e entender o seu possivel mecanismo de acédo pela relagédo
estrutura atividade obtida pela sintese de uma série de analogos. A licorina alcaloide
de H. santacatarina serviu de protoétipo para sintese de analogos resultando em 6
compostos com boa atividade anti T. vaginalis. Apesar de serem menos ativos que o
metronidazol eles apresentam um mecanismo de acdo inovador que contribuiu
também para a compreensdo de novas rotas bioquimicas do parasito (GIORDANI et
al., 2011).

As reacdes de sintese realizadas neste trabalho sdo apenas uma etapa inicial
para sintese de novos analogos uma vez que a partir da monocrotalina, mais
precisamente do seu produto de hidrélise, a retronecina, uma vasta gama de
derivados podem ser obtidos para avaliacdo do potencial bioldégico. O potencial da
monocrotalina foi evidenciado através de um screening virtual por Docking frente ao
PDB (Protein Database) na busca por novos alvos. Nossos resultados apontam que
a monocrotalina tem a habilidade de interagir com 97 proteinas de diferentes
sistemas bioldgicos. Esse dado reforca a importancia do desenvolvimento dos
alcaloides pirrolizidinicos como ferramentas terapéuticas mesmo considerando sua
potencial hepatotoxicidade se ingerido por via sistémica. Os recursos de semi-
sintese bem como novas formas farmacéuticas podem contribuir para a exploracéo

desse potencial com o objetivo de obtencdo de um medicamento.

4.3.5 Conclusdes Parciais

A espeécie Crotalaria retusa demostrou ser fonte importante do alcaloide
monocrotalina, encontrado de forma majoritaria nas sementes. A monocrotalina foi

obtida em rendimento satisfatorio permitindo a avaliagdo das propriedades
bioldgicas (atividade anti-T. vaginalis e avaliagdo da citoxicidade). A monocrotalina
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apresentou expressiva atividade matando 80 % das cepas de T. vaginalis. Devido ao
elevado rendimento esse alcaloide foi utilizado para sintese de analogos, resultando
em dois analogos: retronecina e azido-retronecina. A azido-retronecina apresentou
atividade melhor do que a monocrotalina, matando 85 % dos parasitos, enquanto a
retronecina foi inativa. Os alcaloides pirrolizidinicos apresentam um grande potencial
a ser explorado, e os resultados obtidos neste trabalho s&o promissores para sintese

de novos compostos bioativos oriundos dessa classe de alcaloides.
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5 CAPITULO Il —Crotalaria pallida
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Abstract: Crotalaria genus belongs to the subfamily Papilionoideae, which is comprised
of about 600 species,spread throughout tropical, neotropical and subtropical regions. In this
study the extraction and isolation was performed of a new pyrrolizidine alkaloid
(Pallidamine) from Crotalaria pallida seeds and both antibiofilm and antibacterial
activities were evaluated against Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus
epidermidis. The alkaloid was characterized as a 12-member macrocyclic ring (+)-
heliotridine diester by using 1D and 2D NMR techniques as well GC-MS analysis.
Crotalaria spp. is known to produce pyrrolizidine alkaloids with retronecine as necic base.
However, our results enable us to propose that Pallidamine is the first heliotridine-like
pyrrolizidine alkaloid characterized from Crotalaria. Importantly, this species harvested
from the Brazilian Northeast has not been studied so far, therefore our results suggest that
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5 CONCLUSOES GERAIS

A busca por novos farmacos vem crescendo ao longo dos anos, muitas vezes
devido a ineficacia da terapéutica atribuida principalmente a resisténcia ou a
toxicidade. Os produtos naturais sdo usados ha milhares de anos para tratar, curar e
prevenir doencgas, e sdo fonte de farmacos até os dias de hoje. As duas espécies de
Crotalaria analisadas neste estudo mostraram serem ricas em alcaloides com
rendimento satisfatério que permitiu a avaliacdo do seu potencial biolégico,
mostrando ser uma fonte de compostos que podem vir a se tornar novos farmacos
ou servir de incentivo para mais estudos com essa classe de compostos que ainda é
esquecida do ponto de vista terapéutico. Na espécie Crotalaria retusa foi isolado
das sementes a monocrotalina com rendimento de 1,54 % (2,18 g) que permitiu a
sintese de analogos estruturais (retronecina, azido-retronecina) e avaliagdo das
propriedades biolégicas (atividade anti-T. vaginalis e citoxicidade). A monocrotalina
(1 mg/mL) apresentou expressiva atividade matando 80 % das cepas de T. vaginalis.
A azido-retronecina (1 mg/mL) apresentou atividade melhor do que a monocrotalina,
matando 85 % dos parasitos, enquanto a retronecina foi inativa. Na espécie C.
pallida foi isolado das sementes o alcaloide pallidamina, um novo alcaloide
macrociclico de 12 membros derivado da (+)-heliotridina. A pallidamina apresenta o
mesmo esqueleto quimico da usaramina (alcaloide previamente isolado de C.
pallida) diferindo apenas na estereoquimica da base nécica. A (+) - heliotridina como
a base nécica ndo € comum e ainda néo foi descrita para C. pallida. Sugere-se que
as condicdes edafoclimaticas poderiam afetar a biossintese de alcaloides
pirrolizidinicos em C. pallida, fato que nao foi observado em C. retusa. Pallidamina
demonstrou grande potencial para inibir a producao de biofilme em mais de 50% (1
mg/mL) contra S. epidermidis sem matar as bactérias, o que é um ponto de inicio
promissor para o desenvolvimento de novas estratégias antibiofilme, ja que por ndo
ter atividade biocida ndo induziria resisténcia. Em conclusdo, ambas as espécies séo
ricas em alcaloides pirrolizidinicos que apresentaram atividades bioldgicas
promissoras, demonstrando um alto potencial biologico que pode ser utilizado
futuramente tanto para o uso terapéutico (uso topico) quanto para outras finalidades

(uso industrial, revestimento de superficies, etc).
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