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RESUMO

Nos ultimos anos, houve um aumento no interesse em fitoquimicos com
potencial efeito anti-inflamatério, uma vez que sdo vistos como agentes terapéuticos
promissores devido ao seu impacto sobre os estados de sadude humana e prevencao
de doencas. Devido a ampla diversidade estrutural e funcional as quinonas s&o as
pioneiras nos trabalhos académicos e por isso tem despertado grande interesse na
comunidade cientifica, tanto na pesquisa voltada para o interesse farmacoldgico
guanto para a sintese de novas substancias com seus efeitos bioldgicos. Na busca
por novos compostos ativos o0 presente trabalho visa o estudo do efeito
imunomodulador da biflorina em esplendcitos de camundongos Balb/c, a otimizacao
da obtencdo desse composto por um novo método de extracdo e purificacdo
simultéanea, a realizacdo de semissinteses de novos derivados hidrazonas a partir da
biflorina, assim como a atividades antimicrobianas e citotdxicas desses compostos.
Para a obtencdo da biflorina pura, foi aplicado nesse trabalho um novo método de
extracdo e purificacdo simultdnea (utilizando o aparelho Goées), com um sistema
hexano/acetato de etila (8:2) como eluente, fornecendo 0,6 % de rendimento. Foram
realizadas semissinteses de trés novas N- acilidrazonas através de reacdes a partir
da biflorina com diferentes acilidrazinas, fornecendo rendimento entre 57-65%. Os
resultados indicaram que o novo método extrativo apresentou o maior rendimento em
comparacao com os relatados na literatura para a biflorina. As reacfes empregadas
para a obtencéo dos derivados N-acilidrazonas forneceram facilmente os produtos em
rendimentos significativos. Os compostos 1la-c foram caracterizados por
espectroscopia de RMN 'H e RMN 13C, espectroscopia de infravermelho (IV) e
espectrometria de massas de alta resolu¢cdo. Nos ensaios biolégicos foi avaliada a
imunomodulagdo da biflorina e de seus derivados a atividade antimicrobiana e
citotoxica. A avaliagdo do efeito imunomodulador da biflorina frente a esplendcitos de
camundongos Balb/c, mostrou que a biflorina foi capaz de estimular estas células em
48 h de incubacdo a uma concentracdo de 6 pg/mL, a produzir citocinas, tais como:
TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-6 e IL-17. Os testes de susceptibilidade antimicrobiana por meio
do método de difusdo em &gar revelaram que o derivado 1b foi o que apresentou
melhor atividade inibitéria, com uma CMI 15,62 ug/mL para S. aureus02 padrdese
31,25 pug/mL para S. aureus 709 resistente. Os ensaios de citotoxicidade (MTT)

demonstraram que nenhum dos trés derivados (la-c) exibiram citotoxicidade em



concentragdes inibitérias promissoras (ICso <10 pM), frente as linhagens de células

testadas.

Palavras-chave: Sintese.Compostos organicos.Citocinas.Antimicrobiano.



ABSTRACT

In recent years there has been an increase in interest in phytochemicals with
potential anti-inflammatory effects as they are promising therapeutic agents because
of their impact on human health conditions and disease prevention. Due to the wide
structural and functional diversity quinones are the pioneers in academic work and
therefore have aroused great interest in the scientific community, both in the research
focused on the pharmacological interest and in the synthesis of new substances and
their biological effects. In the search for new active compounds the present work aims
the study of the immunomodulatory effect of biflorin in splenocytes of Balb/c, the
optimization of obtaining this compound by a new simultaneous extraction and
purification method, the realization of semi-syntheses of new hydrazone derivatives,
as well as the antimicrobial and cytotoxic activity of these new compounds. To obtain
pure biflorin, a new method of simultaneous extraction and purification was applied in
this work (using the Goes apparatus), with a hexane / ethyl acetate system (8:2) as
eluent, yielding 0.6% vyield. We performed semisynthesis from biflorin and three new
N-acylhydrazones (la-c) were obtained by reactions with different acylhydrazines,
yielding yield between 57-65%. The results indicated that the new extractive method
had the highest yield compared to those reported in the literature for biflorin. The
reactions employed to obtain the N-acylhydrazone derivatives readily provided the
products in significant yields. Compounds la-c were characterized by *H NMR and 3C
NMR spectroscopy, infrared (IR) spectroscopy and high-resolution mass spectrometry.
In the biological assays the immunomodulation of biflorin and its derivatives was
evaluated for antimicrobial and cytotoxic activity. Evaluation of the immunomodulatory
effect of biflorin on Balb / ¢ splenocytes showed that biflorin was able to stimulate
these cells in 48 h of incubation at a concentration of 6 ug / ml, producing cytokines
such as: TNF-I, IFN-[J, IL-2, IL-6 e IL-17. Antimicrobial susceptibility testing by means
of the agar diffusion method revealed that derivative 1b showed the best inhibitory
activity, with a MIC of 15.62 ug / mL for standard S. aureus 02 and 31.25 pg / mL for
S. aureus 709 resistant. Cytotoxicity assays (MTT) demonstrated that none of the
three derivatives (1a-c) exhibited cytotoxicity at promising inhibitory concentrations (IC

50 <10 pM) against the tested cell lines.

Keywords: Synthesis.Organic compounds.Cytokines.Antimicrobial.
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1 INTRODUCAO

As plantas sado fontes importantes de substancias bioativas com estruturas
guimicas diversificadas e com diferentesatividadesbiolégicas, o que as tornam
indispensaveis na pesquisa cientifica, principalmente como novos protétipos para o
desenvolvimento de farmacos (LARA et al, 2018). As quinonas, como as
benzoquinonas, antraquinonas e naftoquinonas, destacam-se nos ultimos anos como
uma ampla classe de metabodlitos secundarios por apresentarem variadas
propriedades biolégicas e farmacologicas tais como moluscicidas, leishmanicidas,
anti-inflamatorias, antifingicas, tripanocidas, antiprotozodrias e inibidoras da enzima
transcriptase reversa do virus HIV-1 (FERREIRA et al., 2010; EL-NAJJAR et al.,
2011). As Quinonas extraidas de vegetais, especialmente as naftoquinonas, sédo as
pioneiras nos trabalhos académicos e por isso tem despertado grande interesse na
comunidade cientifica, tanto na pesquisa voltada para o interesse farmacoldgico

guanto para a sintese de novas substancias e de seus efeitos biolégicos.

A biflorina (6,9-dimetil-3-(4-metilpent-3-en-1-il) benzo[de]chromeno-7,8-diona) CAS
number 5957-32-4;99671-97-3 é uma naftoquinona encontrada nas raizes da
Capraria biflora, pertencente a familia Scrophulariaceae.Esta espécie é um arbusto de
pequeno porte e que possui distribuicdo cosmopolita, tendo sua origem nas Antilhas e
distribui-se no Norte e Sul da América (SOUZA et al., 2012). Os principais estados
brasileiros onde encontra-se a C. bifloraséo: Goias, Minas Gerais, na faixa litoranea
entre o Piaui e o Espirito Santo e também em Pernambuco, especificamente nas
regibes da llha de Itamaraca (LYRA JR et al., 2007). E vulgarmente conhecida como:
cha da terra, cha de goteira, cha das antilhas, cha de lima, cha de marajo, cha de
balsamina, chd do méxico, chad de martinica, cha de pé de cal¢a, cha do rio, cha da
américa, cha do maranhao, cha bravo e por fim, cha de preto (FONSECAet al., 2006).
Na medicina popular, € comumente utilizada no tratamento de dores, febre, gripe,
vomitos, hemorroidas, reumatismo e diversas enfermidades, por possuir grande
potencial anti-inflamatério, antibiotico e analgésico (VASCONCELLOS et al., 2007,
SOUZA et al., 2012).

Vale salientar que, ha muitos estudos sobre a atividade antitumoral da biflorina,

porém nao se tem dados sobre sua ativacdo imunologica, o que dificulta discussdes
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sobre 0s possiveis mecanismos de interacdo, neste caso, entre a biflorina e as células
imunologicas. A busca de novos agentes com potenciais efeitos nha modulacdo de
respostas imunoldgicas, tem sido de grande interesse para o tratamento de diversas
patologias, principalmente como substancias capazes de atuar em terapias tais como
:antitumorais, antivirais e imunologicas (CHACON; SCHUTSKY; POWELL, 2016 e
DAVIS; BALLAS, 2017).

Nos Ultimos anos, houve um aumento no interesse em fitoquimicos com
potenciaisefeitosanti-inflamatérios, uma vez que séo vistos como agentes terapéuticos
promissores devido ao seu impacto sobre os estados de saude humana e prevencao
de doencas. Devido a ampla diversidade estrutural e funcional, muitos compostos de
origem natural tem sido alvo de pesquisas, tanto no desenvolvimento de novas
estratégias de obtencdo visando maiores rendimentos e consequentemente lucros
mais rapidos, quanto no desenvolvimento do planejamento e sintese de novos
compostos potencialmente ativos (SANGI et al., 2016 e HUBERTet al., 2017).

Diante do exposto, devido asamplas atividades que as naftoquinonas apresentam,
0 presente trabalho visa o estudo do efeito imunomodulador da biflorina, a otimizacéo
da obtencdo desse composto por um novo método de extracdo e purificacéo
simultdnea, a realizacdo de semissinteses de novos derivados hidrazonas, assim

como as atividades antimicrobianas e citotoxicas desses novos compostos.
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2 OBJETIVOS

Em virtude do grande interesse farmacoldgico da biflorina e de seus derivados, a

seguir descreveremos 0s objetivos que compdem este trabalho.

2.1GERAL

O presente trabalho visa a obtencdo da biflorina através de um novo método, o
estudo do efeito imunomodulador da biflorina e a semissintese de trés novos

derivados N-acilidrazonas com potencial efeito antimicrobiano e citotoxico.

2.2ESPECIFICOS

v Isolar a biflorina através do novo método de extracdo e purificacdo simultanea;

v' Avaliar o efeito imunomodulador da biflorina em esplenécitos decamundongos
BALBI/c.

v' Realizar a semissintese de trés novos compostos N-acilidrazonas;

v Caracterizar estruturalmente os compostos obtidospor meio de Ressonancia
Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN H), Ressonancia Magnética Nuclear
de carbono treze (RMN 13C), espectroscopia de absorcdo no infravermelho (1V)

e determinar o peso molecular através de espectrometria de massa (MS);

v Avaliar a atividade antimicrobiana e citotoxica dos trés novos derivadosN-

acilidrazonas;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Capraria biflora L.

A espécie da planta taxonomicamente denominada Capraria biflora L (Figura 1),
pertence a familia Schrophulariaceae do grupo das angiospermas (MATOS, 1988;
AQUINO, 2003). Esta espécie € um arbusto de pequeno porte, podendo medir até
150 cm de altura e que possui distribuicdo cosmopolita (do grego kosmopolites, em
gue cosmos significa “mundo” e polites “cidadao”), tendo sua origem nas Antilhas e
distribuindo-se no Norte e Sul da América (SOUZAet al., 2012; AQUINO, 2003).

Figura 1 - Capraria biflora L. (Fonte: Prof. Alexandre Gées).

A C. biflora € comumente encontrada em diversas regibes do continente
americano, em paises como Peru, Guiana Francesa, Trinidad e Tobago, México,
Curacao, Guatemala e Bahamas, Estados Unidos e México, a espécie também pode
ser encontrada na Asia, em paises como india e China (CORREA, 1931). Os
principais estados brasileiros onde se encontra a C. biflorasdo: Goias, Minas Gerais,
na faixa litoranea entre o Piaui e o Espirito Santo e também em Pernambuco,
especificamente nas regiées da llha de Itamaraca (LYRA JR et al., 2007; AQUINO,
2003).
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O cultivo desta espécie é bastante comum em areas de climas tropicais e
regides costeiras. Como se trata de uma planta invasora € encontrada em terrenos
baldios (LYRA JR et al., 2007). E vulgarmente conhecida no Brasil como cha da terra,
cha de goteira, cha das antilhas, cha de lima, cha de marajo, cha de balsamina, cha
do méxico, cha de martinica, cha de pé de calca, cha do rio, cha da américa, cha do
maranhao, cha bravo e por fim, cha de preto (FONSECA et al., 2006). Na medicina
popular, € comumente utilizada no tratamento de dores, febre, gripe, vémitos,
hemorroidas, reumatismo e diversas enfermidades, por possuir grande potencial anti-
inflamatdrio, antibidtico e analgésico (VASCONCELLOS et al., 2007; SOUZA et al.,
2012).

Foi realizada uma triagem fitoquimica das solucdes hidroalcolicas dos extratos
das partes principais da planta, como as folhas, o caule e as raizes, na intencdo de
identificar, quais constituintes quimicos estao presentes nestes extratos (AQUINO et

al., 2006). O resultado dessa triagem pode ser observado na Quadro abaixo.

Quadro 1 - Triagem fitoquimica de extratos hidroalcodlicos das principais partes da C.
bilfora (AQUINO, 2003).

Classes fitoquimicas Raizes Caules Folhas
Alcaléides
. . v v v
Mono, Sesqui e Diterpenos
. . . v v v
Triterpendides e esteroides
Saponinas
, - v v v
Acgucares e poliois
IridGides
. v v v
Flavondides
. . , v v v
Fenilpropanoglicosideos
v

Leucoantocianidinas e

proantocianidinas condensadas

Contudo, estudos fitoquimicos recentes mostram uma proposta estrutural para
um iridoide clorado (Figura 2), ja identificado na espécie Myoporum bontioides e foi

isolado pela primeira vez do caule da espécie da planta em questdo. Do caule desta
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espécie, extraido previamente com etanol e submetido a cromatografia, o precipitado
encontrado em algumas fracdes forneceu a substancia D-manitol, que €& um
carboidrato natural e o iriddide  miopoclorina, representados na Figura 2
(SOUZA etal., 2012).

OH

anlllo
I
O
o

: HO OH
OH OH HO 7
D-manitol Iridéide miopoclorina
2 3
Figura 2 - Estrutura quimica dos compostos extraidos do caule da C.

biflora (SOUZA et al., 2012.).

Desde a década de 50, os estudos evidenciavam a importancia farmacoldgica
da C. biflora, quando o pesquisador do Departamento de Antibioticos da Universidade
Federal de Pernambuco, Dr. Oswaldo Gongalves de Lima, isolou pela primeira vez de
suas raizes, um composto de cor violeta, com atividade biol6gica expressiva contra
bactérias Gram-positivas, alcool-acido resistentes e fungos, ao qual foi denominada
biflorina (LIMAet al., 1953).

3.2 BIFLORINA

3.2.1 Caracteristicas quimicas

A biflorina denominada pela IUPAC, 6,9-dimetil-3-(4-metil-3-pentenil) nafta[l,8-
bc] -piran-7,8-diona e com registro CAS: 5957-32-4;99671-97-3 € uma 1,2-
naftoquinona encontrada nas raizes da Capraria biflora (Figura 3). As primeiras
investigagBes, principalmente quimicasda biflorina possibilitaram considerar que a
substancia pura se apresentana forma de cristais aciculares, com reflexos metélicos e
coloracao violeta (LIMA, 1954). Ensaios fisico-quimicos, revelaram gque seu ponto de
fusdo é de 159 °C e no teste de solubilidadeverificou-se que a biflorina € solavel em
metanol, benzeno, etanol, propanol, butanol, dietilenoglicol, acetona, acetato de amila,
acido acético, éter de petroleo, hexano, tolueno, fenilalanina e éter etilico. Porém, a
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biflorina € pouco soluvel em etilenoglicol, bicarbonato de sddio 5%, glicerina, hidroxido
de sbédio 5% e em agua, assim como quase insoluvel em acido cloridrico (HCI)
(AQUINO et al., 2006).

CH; o)

O

CHj;
CHj;

H3;C

Figura 3 - Estrutura quimica da biflorinal, isolada da raiz da C. biflora L.

A despeito de sua baixa solubilidade em agua, o que dificulta sua manipulagéo e
difusdo em meio biolégico, a biflorina possui caracteristicas farmacologicas
interessantes, principalmente por ser uma quinona, que é a classe de substancias
com variadas propriedades biolégicas ja relatadas na literatura, entre elas
microbicidas, tripanossomicidas, viruscidas, antitumorais e inibidoras de sistemas

celulares reparadores (SILVA et al., 2003).

Em relacdo a sua estrutura molecular, as naftoquinonas estéo relacionadas com
o naftaleno. Em seu anel quinonoidico, ha a presenca de duas carbonila nas posicoes
para (1,4-) ou orto (1,2-) em relacdo ao anel aromatico, formando umsistema
conjugado. Esses compostos sdo altamente reativos e apresentam variadas
coloragdes (KUMAGAI et al.,, 2012;SOUSA, LOPES, ANDRADE, 2016).Devido as
propriedades estruturais dessas moléculas, suas atividades biolégicas tém sido
relacionadas a estimulacdo do estresse oxidativo e alquilacdo dos nucledfilos
celulares (CAVALCANTI et al., 2011; SOUSA, LOPES, ANDRADE, 2016).

As quinonas sdo espécies quimicas neutras e sofrem reacfes de protonacao
com dificuldade, e apresentam duas propriedades quimicas importantes,sao
oxidantes e também eletrofilicas.E sabido que essas propriedades, tanto oxidantes
guanto eletrofilicas, conferem a participacdo dessas moléculas em reacgfes do ciclo
redox e reacdes de Michael, respectivamente (SOUSA, LOPES, ANDRADE, 2016).
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Nas reacdes do ciclo redox (Esquema 1), pode ser iniciado através da reducao
envolvendo um ou dois elétrons, resultando na formacdo de semiquinonas e
hidroquinonas, respectivamente. As semiquinonas, podem ser toxicas ou passar por
um ciclo redoxreagindo com oxigénio molecular formando anion radical superdxido e
regenerando a quinona que estara disponivel para nova reducdo. Esse ciclo resulta
em estresse oxidativo devido ao consumo de equivalentes redutores celulares e da
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), tais como os anions radicais
superoxidos (0O27), radicais hidroxila (OH) e peroxido de hidrogénio(H202), que
geralmente lesionam membranas, proteinas e DNA e como consequéncia estimulam
a apoptose, assim como a carcinogénese (CASTRO; EMERY; DA SILVA JR., 2013;
SOUZA; LOPES;ANDRADE., 2016; SILVA et al., 2003).

Quando a espécie semiquinona (Q.") € formada, esta reduz o oxigénio molecular
ao anion radical superéxido (O27), que é transformado em perdxido de hidrogénio
(H202), na presenca da enzima superoxido redutase (SOD). Vale destacar que o
substrato quinonoidico € reduzido a espécie semiquinona por acdo enzimatica,
catalisada pelas flavinas NADPH citocromo P-450 redutase, NADPH citocromo b5
redutase ou NADPH ubiquinona oxidoredutase. Os radicais hidroxilas(OH'), podem ser
gerados no interior da célula por dois tipos de reacdes, a reacdo de Fenton (FENTON;
JACKSON, 1899) e a de Harber-Weiss (SILVA et al., 2003), ao qual ocorre por
catélise com metais de transicdo ou com peréxido de hidrogénio, respectivamente.
Vale salientar que mesmo o H202 n&o sendo um radical livre, é considerado uma
espécie quimica bastante reativa, sendo capaz de participar na oxidagdo de algumas
biomoléculas. Por fim, tanto o radical hidroxila quanto o perdoxido de hidrogénio, sado
as principais substancias responsaveis pelo estresse oxidativo celular (SILVA et al.,
2003; BARREIROS, DAVID, 2006).

Nas reacdes de Michael, as quinonas interagem com nucledfilos, resultando na
formacdo de hidroquinonas tio ésteres. Neste caso, essas intera¢cdes sdo associadas
com a desintoxicacdo e excrecdo, capaz de resultar em toxicidade por inibicdo de
grupos tiois em enzimas e alteragdo do balanco tiol na célula, interferindo assim no
processo regulatério celular (SOUZA; LOPES; ANDRADE., 2016; ALMEIDA, 2017).
Porém, ainda é dificil mensurar quais dos dois mecanismos, a reacdo de adicao
nucleofilica de Michael ou ciclo redox, determinam a atuacdo quimica das quinonas,

sabendo que ambos 0s mecanismos séo relevantes.
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Catalase (CAT) NADPH

Causa danos ao DNA, RNA,
+ H,0, Proteinas,

lipidios de membranas,

Membranas celulares.

——
. . 1e . e — - e ee 1e" . — e 1e
‘0—0: — :0—0: %» HO—OH — *OH + :OH —>2H+ 2 H,0
ioéni s oxi Radical fon
Onirio ©) Perbido de s droxido \
Anion
superoxido
+0," +2H" Glutationa peroxidase (GPx)
Superoxido dismutase (SOD) 2G-SH (Forma reduzida)
NADP* Y
Glutati
O G-S-S-G (oxidada)
1e” = Metais de transigao (Fe?*; Cu'*) ou das semiquinonas. NADPH?*

Esquema 1 - Formacao de espécies reativas de oxigénio (EROS).

3.2.2 Métodos de obtencéo

Frequentemente, os materiais para investigacdes de propriedades bioldgicas,
especialmente os de origem vegetal, sdo submetidos ao processo de extragéo
seguido de purificacdo, no intuito de separar os compostos quimicos especificos, para
a avaliacdo de suas propriedades biologicas. Contudo, 0s primeiros estudos
realizados com a Capraria biflorainiciou-se quandoo extrato foi submetido a testes e
observou-se que, o mesmo foi ativo contra micro-organismos Gram-positivos e Gram-
negativos. Diante desses resultados iniciais, Lima e colaboradores em 1952, isolaram
um composto ativo de coloracdo violeta, que denominaram biflorina, ao qual

apresentou propriedade antibacteriana e antifingica.

Inicialmente, foi realizado o isolamento da biflorina através de extracdes em
acetona, lavagens e tratamentos com solventes por meio de cromatografia de
contracorrente (método particio CRAIG), aplicando metanol/agua (85: 15) como a
fase estacionéria, e éter de petroleo / cloroférmio (80:20) como a fase mével (LIMA e
NAVARRO, 1962). Para obter a biflorina pura em maior rendimento, os autores
modificaram este método onde a extracdo de acetona seca por cromatografia em

coluna foi parcialmente inativada pela agua, comecando com benzeno puro e depois
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com acetona, produzindo um rendimento de 0,2% (LIMA et al., 1958). Anos depois, a
fim de economizar tempo, solventes e melhorar o rendimento da biflorina, com
possibilidade industrial, Lima e colaboradores, desenvolveram outra metodologia onde
as raizes secas e finamente trituradas foram extraidas com éter etilico a uma
temperatura de 50°C em um aparelho de Soxhlet. A extracdo obtida foi agitada num
funil de separacdo com solucdo de hidroxido de sédio a 0,5% varias vezes e
recristalizada a partir de acetona e agua resultando num rendimento de 0,4% de
biflorina pura (LIMAe NAVARRO, 1962).

Em 2003, a biflorina foi extraida e isolada utilizando 450 g de serragem de
raizes de biflora de C.biflora. Como solvente de extragéo, foi utilizado cloroférmio para
obter 4,6 g do extrato bruto ao qual foi submetido & coluna cromatogréfica de silica gel
usando gradientes de 0 a 100% de misturas de acetato de etila e éter de petrdleo, e
obtiveram 100 mg de produto puro, com um rendimento equivalente a 0,022%
(FONSECA et al., 2003).

Em estudos posteriores, Vasconcellos e colaboradores utilizaram 6 kg de
serragem da raiz daC. biflora em éter de petréleo por dois dias, para isolar a biflorina.
Apoés a evaporacao de todos os solventes sob pressao reduzida, foram obtidos 2 g de
cristais violetas brutos. Depois de ser submetido a cromatografia em coluna de silica
gel, utilizando misturas de eluentes, éter de petréleo / acetato de etila, originou 1,5 g
de produto puro com um rendimento global de 0,025% (VASCONCELLOS et al.,
2007). Nota-se que, na maioria das estratégias de obtencdo da biflorina, houve um
baixo rendimento ao ser isolada, impulsionando a otimizacdo através de novos

métodos eficientes.

3.2.3 Estudo quimico da biflorina e a sintese de novos derivados

O planejamento e o desenvolvimento de novos farmacos englobaminovacéo,
descoberta, sintese ou modificacdo molecular, extracdo, isolamento, identificacdo de
substancias bioativas, assim como suas respectivas relacdes entre estrutura-atividade
(PANCOTE, 2009). Contudo, ha varios métodos eficientes para otimizar a poténcia e
o perfil farmacoldgico de substancias, contribuindo para um planejamento e sintese,

cada vez mais eficaz, tornando moléculas mais ativas, com biodisponibilidade
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satisfatéria, diminuicdo ou auséncia de toxicidade dentre outros parametros a serem
analisados para seu emprego terapéutico. Esses métodos consistem na sintese de
analogos, isbmeros ou outros procedimentos de modificagdo molecular, sendo estes a
hibridagdo molecular, a simplificagdo molecular, a latenciacdo, a alteracdo de
sistemas anelares entre outros (WERMUTH, 2003).

Visando a obtencdo de novos compostos derivados da biflorina, Souza e
colaboradores (2016) realizaram estudos quimicos e avaliacdo das atividades
antimicrobianas e citotoxicas, que essas moléculas poderiam apresentar. A sintese foi
realizada com nucleodfilos diferentes da classe das hidrazinas e hidroxilaminas

(Esquema 2).
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Esquema 2 - Sintese dos derivados 4e 5com modificagdo na carbonila C-7 (em
vermelho) da biflorina 1. (SOUZA et al., 2016).

Inicialmente foi realizada a sintese da biflorina com arilidrazina (Esquema 3). A
reacao da biflorina com cloridrato de fenilidrazina resultou em um rendimento de 42%
para o derivado hidrazona 4a. Ao utilizar 2,4-dinitrofenilidrazina obteve-se 63% de
rendimento para 4b, observando um maior rendimento. Nota-se que a biflorina possui
em sua estrutura quimica duas carbonilas C-7 e C-8, viabilizando o ataque
nucleofilico dos derivados hidrazinas. No entanto, apenas os compostos hidrazonas 4
foram formados, corroborando para que a adi¢cao nucleofilica tenha ocorrido no grupo

carbonila mais eletrofilico, sendo este o C-7 (SOUZA et al., 2016).
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Esquema 3 - Sintese e obtencao de derivados hidrazonas 4a, b (SOUZA et al., 2016).

E sabido que este tipo de reacdo € provavel de se obter mistura de
diastereoisdmeros (Z) e (E). Porém, no RMN 'H dos derivados hidrazonas 4a,bfoi
possivel determinar a configuragdo e concluir que apenas o (Z) é formado, devido a
uma ligacdo de hidrogénio intramolecular formando entdo um anel de seis
membros.Posteriormente, foi realizada a reacdo da biflorina com cloridratos de
aminas substituidas, levando a formacao de derivados oximas 5, apresentando bons
rendimentos 51-63% (Esquema 4).
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Esquema 4 - Sintesee obtencao de derivados oximas 5a-c (SOUZA et al.,2016).

Nesta reacao, também foi possivel obter a mistura de diastereocisdmeros (Z) e
(E), e que foi estabelecido a formacéo apenas a estrutura de configuracao (Z). Desse
modo, tanto a reacdo dos derivados hidrazonas como as dos derivados oximas, foi
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possivel identificar suas estruturas formadas através do RMN de 'H e seus possiveis

sinais (Figura 4).
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Figura 4-Ligacdo de hidrogénio intramolecular formando anel de seis membros dos
derivados 4a, b e 5a (SOUZA et al., 2016).

Nesse mesmo trabalho, os derivados obtidos e a biflorina foram submetidos a
teste para atividade antibacteriana frente a seis cepas de bactérias, representados na
Tabela 1. Os derivados hidrazonas foram susceptiveis a todas as cepas bacterianas,
apresentando bom resultado para a hidrazona 4a, frente a Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) com uma concentragdo minima inibitéria (CMI) de 256 pg/mL
equivalente ao valor de Amicacina (Ami). Além disso, esses derivados apresentaram
valores de CMisuperior ao da biflorina, uma vez que foi usada como padrdo. Os
derivados oximas, também foram testados para atividade antibacteriana e assim
como os derivados hidrazonas apresentaram melhores resultados para todas as
cepas bacterianas, onde os valores de CMI foram semelhantes ou até melhores que
os da biflorina e os antibiéticos usados como controle positivo, onde o metiloxima 5b e
etiloxima 5c apresentaram valores de CMI32 ug/mL e 16 ug/mL contra Enterococcus
faecalis (ATCC 4083), respectivamente e para Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

ambos apresentaram CMI de 32 pg/mL.
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Tabela 1 - Valores daCMI da biflorina 1 e dos derivados hidrazonas 4a, b e oximas 5a-cem

ug / mL (SOUZA et al., 2016).

Cepas bacterianas 1 4da 4b ba 5b 5¢c  Ami Neo Gen
Enterococcus faecalis 32 512 512 256 32 16 256 | 128 32
(ATCC 4083
Proteus vulgaris (ATCC 16 | 21024 512 512 64 512 | 512 | 512 64
13315)
Escherichia coli (27) 256 | 21024 21024 512 128 128 | 128 | 128 512
Escherichia coli (ATCC 128 | 21024 512 21024 | 21024 | 512 | 512 | 512 128
10536)
Staphylococcus aureus 64 256 512 256 32 32 256 32 32
(ATCC 25923)
Staphylococcus aureus 128 | 21024 512 21024 64 64 | 256 32 8
(358)

Todavia, foi avaliado também a atividade citotdxica desses derivados frente a
linhagens de células de cancer humano tais como: SF-295 (gliobastoma), OVCAR-8
(cancer de mama) e HCT-116 (cdélon), ao qual os resultados obtidos demonstraram
gue esses derivados ndo apresentaram atividade. Contudo, Souza e colaboradores
(2016) sugerem que modificagdo na carbonila causa inativagao da substancia frente a
células cancerigenas, em contrapartida, essas alteracfes estruturais na biflorina

viabilizam um aumento no potencial antibacteriano.

3.2.4 Propriedades Bioldgicas da biflorina

A biflorina é reconhecida como um promissor antibidtico, devido as suas
propriedades biolégicas, inclusive desde seu isolamento pela primeira vez das raizes
da C. biflora. Alguns anos depois de sua descoberta, foram realizados ensaios
antimicrobianos com bactérias Gram-positivas e negativas, assim como leveduras e
foi analisado a CMI que esta substancia apresentava (LIMA et al., 1958). Na Tabela 2,

pode ser observado as cepas testadas e suas respectivas CMI.
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Tabela 2 - Susceptibilidade bacteriana e fungicida da biflorina e suas respectivas CMI (LIMA
et al.,1958).

Microorganismos CMI (ng/mL)
Bacillus subtilis 9 0,3
Bacillus subtilis 27 0,1
Bacillus anthracis 0,2
Bacillus cereus 0,2-0,40
Bacillus mycoides 0,09
Sarcina lutea 0,2
Micrococcus pyogenes var. aureus 0,8-10
Streptococcus hemolyticus >100
Escherichia coli R 0,4
Brucella suis 0,8
Brucella melitensis >10
Brucella abortus 50-70
Candida albicans 50 50-70
Candida albicans IHM 50-70
Candida tropicalis 70-100
Candida pseudotropicalis 100
Candida krusei 100
Candida parakrusei 70-100
Candida stellatoidea 70-100
Candida sp. ME-51 0-100
Cryptococcus neoformans ENCB 1.0-15

Outro ensaio biolégico realizado com a biflorina, foi o de avaliar sua agéo frente
a fungos dermatdfitos, investigando a formacgéo de halos em diferentes concentracdes
(LYRA JRet al., 1999) (Tabela 3). Portanto, além de apresentar essas atividades
relatadas desde seu isolamento, esta molécula apresenta diversas propriedades

bioldgicas significativas que serdo descritas no decorrer desta sec¢ao.
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Tabela 3 - Avaliacdo da atividade da biflorina frente a fungos dermatéfitos, investigando a

formacédo de halos em diferentes concentracdes (LYRA JR et al., 1999).

Microorganismos Halos de inibicdo

lpg/mL 5pg/mL 10 pg/mL 50 pg/mL

Epidermophyton floccosum 09mm  12mm | 15mm 16 mm
Microsporum canis 14mm 15mm 18 mm 20 mm
Trichophyton gypseum 00mm  00mm | 00 mm 00 mm
Trichophyton mentagrophytes 14mm 15mm 17 mm 18 mm
Trichophyton rubrum 09mm 10mm | 11 mm 13 mm
Trichophyton shoenlynii 16mm 20mm 22 mm 25 mm
Trichophyton SP 13mm 15mm 16 mm 17 mm
Trichophyton tonsurans 10mm 10mm 12 mm 15 mm

Estudos realizados com a biflorina na avaliacdo da atividade antitumoral, assim
como quimioterapicos, esta substancia mostrou-se inibidora do crescimento de cinco
linhagens de células tumorais, de dose dependentes analisadas através de MTT
(VASCONCELLOS et al., 2004). As linhagens utilizadas foram CEM (leucemia
linfoblastica aguda) e HL-60 (leucemia humana), B-16 (melanoma de rato), HCT-8
(cancer de colon humano e MCF-7 (cancer de mama humano), ao qual a biflorina
apresentou atividade relevantefrente a todas as linhagens testadas
(VASCONCELLOS et al., 2004).

Neste mesmo estudo, também foi observado que a bilforina ndo teve potencial
inibitério no crescimento de embrides de ouricos do mar e nem induziu a apoptose em
eritrocitos de ratos, mesmo em concentracdes relativamente altas (100 pg/mL), ao
contrariode outras substancias, que em concentracdes minimas causaram efeitos
negativos no desenvolvimento dos ovos(VASCONCELLOS et al., 2004).

Como citado anteriormente, a biflorina possui diversas atividades biolégicas e
gue essas dependem da origem celular. Contudo, em células leucémicas HL60, a
biflorina teve capacidade de induzir a diferenciacdo celular e nas células de
melanoma B16F10 inibiu a colonizacdo de célula tumoral no pulméo, apresentando-se
como potente anti-metastético, além de aumentar a sobrevida dos animais (COSTA-
LOTUFO et al.,, 2010). Para um composto ser considerado alvo de novos estudos

como um farmaco antineoplasico, por exemplo, este deve apresentar valores de ICso
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inferior a 1 pg/mL ou 1 yM (PESSOA et al., 2000). Dessa forma, a biflorina ndo
apresenta potencial mutagénico, o que faz dela uma molécula eficaz e segura para
pesquisas com interesse terapéutico, sendo considerada uma molécula promissora,

como agente antitumoral.

In vivo, a biflorina também apresenta atividade anticancer, ao qual foi avaliada
frente a dois modelos de tumores, o sarcoma 180 e tumor de Ehrlich, que apresentou
atividade inibitéria frente aos respectivos tumores. No entanto, comparada a agédo do
5-Fluoracil (5-FU) esse resultado é considerado de baixa poténcia. Ademais,
associando a biflorina ao 5-FU, comprovaram o poder imunoadjuvante da biflorina
com maiores taxas de inibicdo (VASCONCELLOS et al., 2007).

Montenegro e colaboradores, avaliaram o papel da biflorina na expresséo das
proteinas N-caderina e AKT, em células de melanona humano invasivo, MDA-MB-
435, expostas a concentracdes da biflorina. Neste trabalho, sugerem a biflorina como
anticancerigeno e um novo prot6tipo para o desenho de medicamentos, uma vez que,
essa substancia néo inibiu a adeséo de células MDA-MB-435 nos variados substratos
testados, além de bloguear a invasdo das células, regulando negativamente a N-
caderina, ao qual € um fatordiretamente relacionado com a invasividade tumorale
interfere na via de sinalizacdo da PI3K/Atk, sendo esta uma via primordial para o
processo de metastase (MONTENEGRO et al., 2013; CARVALHO, 2011).

O efeito inibitério da biflorina frente a células de melanoma nos testes in vitro
em comparacdo com a doxorrubicina, apresentou atividade inibitéria frente a varias
linhagens de melanoma em concentracdes que variaram de 1,5 a 6 pg/mL. Esses
resultados demonstraram atividade inferior a da doxorrubicina em concentracdo de
0,3 pg/ml, porém bastante significativa. Nos testesin vivo, houve expressiva redugéo
do volume do tumor nos animais avaliados com a biflorina, (VASCONCELLOS et al.,
2011).

Um outro estudo, também avalioua acdo da biflorina contra trés linhagens de
melanoma humano estabelecidas, que demonstram a parte molecular do cancer em
termos de alteracGes genéticas e mutacdes, como os genes TP53, NRAS e BRAF. Os
resultados demonstraram que a biflorina reduz a viabilidade das linhagens de célula
de melanoma por interacbes de DNA, causando rupturas nas fitas duplas e simples,
inibindo a progresséo do ciclo celular, a replicagdo e o reparo e consequentemente,

promovendo a apoptose (RALPH et al., 2016).
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3.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS ASSOCIADAS AOS NUCLEOS BIOATIVOS

3.3.1 Compostos contendo nucleos imidazolicos

Os nucleos imidazdlicos sado amplamente estudados por apresentarem
atividades bioldgicas interessantes, inclusive algumas destas moléculas sdo farmacos
atualmente usados na terapéutica antifingica (miconazol 6, cetoconazol 7), anti-
neoplasica (mercaptopurina 8), anti-helmintica (mebendazol 9, tiabendazol 10), anti-
protozoaria (metronidazol 11, benznidazol 12) e anti-hipertensivo (losartan 13) (Figura

5).
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Figura 5 - Farmacos contendo nucleos imidazdlicos.

Na terapéutica antifungica os azélicos sdo considerados agentes fungistaticos
sintéticos com amplo espectro de atividade, principalmente por conterem nucleos
imidazol ou triazol (VIEIRA & SANTOS, 2017). Desde 1970, essa classe de composto
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€ utilizada como farmacos de primeira escolha (FRANCA et al., 2014), ao qual atuam
inibindo a enzima fdngica, a lanosina-14a-desmetilase, que € responsavel por
converter lanosterol em ergosterol, afetando a fluidez da membrana e das enzimas
ligadas a ela (CHUDZIKet al., 2015).

Comumente, os derivados contendo por¢cdes imidazoélicas sédo utilizados como
compostos de primeira escolha, principalmente nas infeccbes fangicas, tanto por
serem bem tolerados, quanto oferecem vantagens, dentre elas a agao seletiva, ao
gual refere-se a inibicdo da enzima crucial na biossintese do ergosterol, alanosina-

1l4a-desmetilase, que compde a membrana dos fungos (PEREIRA, 2007).

No caso das infec¢cdes mais invasivas, o fluconazol (Figura 6) € o mais
utilizado, sendo a primeira op¢cdo nos casos de meningite fungica, visto que, este
antifingico triazélico alcanca altas concentracdes de liquido cefalorraquidiano, assim
como também no humor vitreo, saliva, unhas, peles e tecido vaginal (RANG, DALE &
RITTER, 2011; CHUDZIKet al., 2015).
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Figura 6 - Estrutura quimica do fluconazol.

3.3.2 Compostos contendo nucleos N-acilidrazidas

Relatos na literatura identificam compostos contendo porgdo N-acilidrazonas
como agentes antimicrobianos, anti-inflamatérios, analgésicos, antifungicos,
tuberculostéatico, antiviral, anticancerigeno, antiplaquetario, antimalarico,
anticonvulsivante, cardioprotetor, anti-helmintico, antiprotozoario, antitripanossoma,
antiesquistossomose (BARREIRO, et al 2002). O nucleo N-acilidrazona (NAH) (15) é

o grupo funcional mais amplamente utilizado na quimica medicinal, tanto por atuarem
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em varios alvos moleculares (FRAGA & BARREIRO, 2006; SUDO, ZAPATA-SUDO
&BARREIRO, 2001; COSTA et al., 2010; DO AMARAL et al., 2014; KMMERLE et al.,
2012) quanto a facilidade de serem obtidas (THOTA et al., 2018). A sintese para a
producdo de NAH, geralmente baseia-se por uma reacdo de condensacéo entre

funcdes organicas, como aldeidos ou cetonas com hidrazidas (Esquema 5).
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N-acilidrazona

R'e R2 = H, alifatico, aromatico, heteroaromatico, etc.
R3 e R* = alifatico, aromatico, heteroaromatico, etc.

Esquema 5 - Reacéo para a obtencdo de N-acilidrazonas. (THOTA et al., 2018).

Diante das diversas funcbes que esses compostos exercem, foram relatados na
literatura, incluindo: reatividade com nucledfilos bioldgicos e de bioensaios como tidis e
aminas, fotorreatividade com qualquer funcionalidade protéica, quelacdo de metais que
podem interferir com proteinas, ciclo redox, dentre outras (SENGER, et al., 2016; BAEL &
NISSINK, 2017).

Na ultima década, diversos estudos foram realizados e publicados a respeito da
guimica desse nucleo bioativo, principalmente na quimica medicinal e consequentemente
a importancia para o desenvolvimento de novos prototipos candidatos a farmacos.
Poucos NAHs foram aprovados para uso clinico, inclusive as semicarbazonas derivadas
do 2-nitrofurano (nitrofurazona) e nitrofurantoina, foram os dois primeiros compostos a
serem utilizados, ambos aprovados no combate a infec¢cdes bacterianas, sendo a
nitrofurazona 16 como antibacteriano topico e a nitrofurantoina 17 (Figura 7), como
agente antibacteriano oral para o tratamento de infecgbes no trato geniturinario (GUAY,
2001).
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Figura 7 - Estruturas quimicasdos dois primeiros compostos contendo porcdo NAH
(destacada em vermelho), aprovados para uso clinico. Nitrofurazona 16 e nitrofurantoina
17.

Um outro farmaco, comercialmente utilizado e que possui em sua estrutura, a
porcdo N-acilidrazida é a isoniazida (INH) (Esquema 6). Sinteticamente, € derivada do
acido isonicotinico, com acado inibidora da sintese do &cido micdlico, componente

importante da parede celular da micobactéria (SARICH et al., 1995).
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Esquema 6 -Reagdo para obtencdo da isoniazida, farmaco utilizado para o tratamento

da tuberculose. Porcao N-acilidrazida destacada em vermelho.

Contudo, a isoniazida é um dos farmacos quimicamente sintetizados mais
importantes para o tratamento de qualquer tipo de tuberculose, apresentando eficacia

contraMicobacterium tuberculosis, ndo atuando, no entanto, em outras bactérias.
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3.4 SISTEMA IMUNOLOGICO E IMUNOMODULADORES

O sistema imunologico estd diretamente relacionado a saude humana, e é
constituido por uma rede emaranhada de Orgados, células e moléculas, sendo
destinado a manter a homeostase do organismo, combatendo as agressdes, em
geral, pois agem controlando ou prevenindo as invasoes infecciosas (CRUVINEL et
al., 2010). No entanto, trata-se de um sistema de defesa complexo e ao mesmo
tempo sofisticado, que é capaz de diferenciar e identificar os elementos que compdem
0 organismo em sua normalidade (NUNES-PINHEIRO et al., 2003).

A desordem da resposta imune esta estritamente associada a varios disturbios
inflamatorios, incluindo infecgcdes crbnicas e agudas. Contudo, no processo
inflamatorio, as células do sistema imunoldgico, como macréfagos, neutréfilos e
linfécitos, sdo capazes de liberar mediadores quimicos como: espécies reativas de
oxigénio (EROS) e citocinas pro-inflamatorias, dentre outros (ORHAN et al., 2016).
Em resposta aos estimulos provocados, mecanismos de defesas sao desencadeados,
no intuito de conferir ao organismo protecdo, através da imunidade inata e adaptativa
(ABBAS et al.,, 2015). Na imunidade inata (conhecida também como natural ou
nativa), ha uma resposta rapida aos estimulos, ativando mecanismos de defesas, que
podem ser barreiras fisicas, quimicas, fisico-quimicas, células citotdxicas (células NK-
natural killer), anticorpos, citocinas, além de linfécitos T e B (NUNES-PINHEIRO et al.,
2003) que estdo presentes em todos os individuos, independente do contato inicial
com o0s imunégenos (MEDZHITOV&JANEWAY, 2000 eCRUVINEL et al.,
2010).Portanto, os principais mecanismos da imunidade inata sdo a liberacdo de
mediadores inflamatérios, a sintese de proteinas de fase aguda como citocinas e
guimiocinas, dentre outras (CRUVINEL et al., 2010).

Em contrapartida, a imunidade adaptativa (denominada como especifica ou
adquirida) necessita que as células especializadas sejam ativadas, neste caso 0s
linfécitos, ao qual produzird moléculas soluveis. Portanto, a imunidade adaptativa,
apresenta-se como o tipo de resposta a infeccdo quando exposta a agentes
infecciosos, ou seja, sdo estimuladas a partir do momento em que se reconhece 0
agente causador da infeccdo para entdo, reagir em defesa (ABBAS et al., 2015;
CRUVINEL et al., 2010). Além disso, suas principais caracteristicas sado: a
especificidade e disparidade de reconhecimento ao identificar as diferentes

substancias, a memoaria de responder aos poucos a exposi¢cao repetida aos mesmos
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micro-organismos, especializacdo de assim como, a tolerancia a

constituintes do préprio organismo (ABBAS et al., 2015; CRUVINEL et al., 2010).
Entretanto, é sabido que os mecanismos da imunidade inata e adquirida corroboram

respostas,

sinergicamente no intuito de manter a integridade e resisténcia do organismo
(MARQUESEt al., 2015). Na Tabela 4, estdo relacionados 0s principais componentes

da imunidade inata e adquirida.

Tabela 4 - Principais células efetoras e moléculas sollveis da imunidade inata e adaptativa
(CRUVINEL et al., 2010).

Componente

Células

Imunidade inata
Fagdcitos (células
dendriticas, macrofagos e
neutroéfilos)

Células natural killer (NK)
Mastocitos, basofilos e

Imunidade Adquirida

Linfocitos T, B e NK/T
Células dendriticas ou
apresentadoras de

antigenos (APCs)

eosinofilos

Moléculas soliveis Complemento Anticorpos
Proteinas de fase aguda Citocinas
Citocinas Quimiocinas
Quimiocinas

A modulacao do sistema imunoldgico é caracterizada por qualquer mudanca na
resposta imune, envolvendo fatores como a inducgdo, expressdo, amplificacdo ou
inibicdo de qualquer parte ou fase do processo da imunoldgica
(ALAMGIR&UDDIN et al.,2010). Todavia, a modulagédo com um dos objetivos, sendo

este na prevencao e tratamento de varias doencas, vem sendo estudados ha muitos

resposta

anos, inclusive pesquisadores tem unido esforcos a investigacbes de novas
entidades/drogas imunomoduladoras, especialmente de origem vegetal (MARQUES
et al., 2015; ALAMGIR&UDDIN et al.,2010).

imunomoduladores sdo capazes de

Os agentes remodelar a

resposta
imunologica do organismo, podendo apresentar-se como imunoestimulantes ou
imunossupressores, aumentando o mecanismo de defesa do hospedeiro ou
diminuindo-o, respectivamente. Entretanto, esses adjuvantes imunologicos séo

eficazes na restauracdo das condi¢cdes das respostas imunolégicas normais e em
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circunstancias, onde o individuo apresenta sistema imunol6gico com baixa resisténcia
aos antigenos, como também estimulando o organismo a defesa quando suscetiveis
a invasoes infecciosas, sendo estas por diversos fatores (DUTTA, 2002; ARCHANA et
al., 2011). Essa imunomodulac&o pode alterar o sistema imunolégico de um individuo,
uma vez que atua interferindo na sintese, regulacdo eefeitos finais das citocinas,
usando-se inibidoresespecificos ou genéricos de citocinas inflamatériasou usando e
estimulando a sintese decitocinas anti-inflamatorias, por exemplo (MAKARE et al.,
2001 e GUEDES et al., 2004).

3.4.1 Citocinas

As citocinas sao polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares, e séo
importantes reguladores da resposta imunolégica, que modulam mecanismos
fisiopatoldgicos que estabelecem a evolucdo de determinadas doencas (GUEDES et
al., 2004 e OLIVEIRA et al., 2011). As citocinas sao denominadas de pleiotropicas, ou
seja, diferentes tipos de células podem secretar a mesma citocina e uma Uunica
citocina pode ter acdo em variados tipos de células (ZHANG e AN, 2007), indicando
gue acdes semelhantes podem ser desenvolvidas por citocinas diferentes. Todavia as
citocinas influenciam na atividade, diferenciacao, proliferacéo e a sobrevida da célula
imunologica. No entanto, regulam a producéo e a atividade de outras citocinas que
podem interferir na resposta imunoldgica, sendo estas pré-inflamatérias causando um

aumento, ou anti-inflamataéria, neste caso, diminuindo (OLIVEIRA et al., 2011).

As citocinas sdo produzidas por muitas células, mas as principaise
predominantes sao as células T auxiliares (Th) e os macrofagos. Sobretudo, as
citocinas podem ter acdes pré- (Thl) e anti-inflamatérias (Th2) (SOMMER e WHITE,
2010). As pro-inflamatorias sdo produzidas pelos macréfagos ativados e estédo
envolvidas na regulacdo positiva de reacdes inflamatorias(ZHANG e AN, 2007).
Dentre as consideradas pro-inflamatdrias, tém-seas interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7 e FNT
(fator de necrose tumoral) e as anti-inflamatoérias sdo IL-4, IL-10, IL-13 e FTCPB
(fatortransformador de crescimento ) (SOMMER e WHITE, 2010). De modo geral, as
citocinas sdo mediadores necessarios para conduzir a resposta inflamatéria aos locais
de infeccdo, favorecendo a cicatrizacdo apropriada da ferida.Como nao é possivel
classificar as citocinas quanto a célulade origem ou quanto a fungéo bioldgica, elas

foram agrupadasem interleucinas (IL), fatores de necrose tumoral (FNT), interferons
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(IFN) e fatores de crescimentomesenquimal (ZHANG e AN, 2007; SOMMER e
WHITE, 2010).

3.4.1.1 Interleucina- 2 (IL-2)

A IL-2 é uma glicoproteinaproduzida principalmente por células-T-CD4 e em
menor quantidade por células-TCD8+, que age na estimulacdo do crescimento e na
proliferacéo de linfocitos-T e células-B.Também induz a produc¢éo de outras citocinas,
como, por exemplo, IFNye FNTp,resultando na ativacdo de mondcitos e neutrdéfilos
(ZHANG e AN, 2007; OLIVEIRA et al., 2011). Todavia, fica visivel que a IL-2
coadjuva, tanto gerando quando propagando, respostas imunolégicas especificas ao
antigeno (SOMMER e WHITE, 2010). Esta citocina tem sido amplamente estudada
em terapias oncoldgicas, imunodeficiéncia e rejeicdo de transplantes (ZHANG e AN,
2007).

Um fator importante a ser mencionado, € que ha possiveis efeitos benéficos da
IL-2, durante a infeccao pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), visto que, o HIV
acomete o sistema imunolégico, particularmente as células CD4, destruindo-o, e
tornando-o suscetivel a infec¢des oportunistas (GRIMWADE e SWINGLER, 2003). A
IL-2, portanto, em combinacdo com a terapia antirretroviral (TAR) aumenta a
contagem de células CD4 em adultos HIV positivos (NACHEGA et al., 2011).

3.4.1.2 Interleucina- 4 (IL-4)

A IL-4 possui propriedades anti-inflamatérias e é produzida por linfécitos-T-
CD4, mastdcitos, eosinofilos e baséfilos (GADANIet al., 2012). Esta glicoproteina,
induz a diferenciacéode linfocitos-B para produzir 1gG e IgE, que sédo imunoglobulinas
importantes nas respostas alérgicas e anti-helminticas (OLIVEIRA et al., 2011).
Ademais, atua sobre macréfagos ativados, reduzindo os efeitos das citocinas IL-1,
FNTa, IL-6 e IL-8, e inibindo a producéo de radicais livres de oxigénio (SOMMER e
WHITE, 2010; CURFS, MEIS e HOOGKAMP-KORSTANJE, 1997). A IL-4 tem
potencial terapéutico em muitas situacdes clinicas, como, por exemplo,em psoriase,
osteoartrite, linfoma, asma (KURTZet al., 2007; O'BYRNE, 2006 e RENet al., 2009),
assim como na regulacdo da imunidade cerebral, com efeitos mensuraveis na
aprendizagem / memoria espacial e neurogénese, e com implicacdes para disturbios
neurologicos (GADANIet al., 2012).
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3.4.1.3 Interleucina- 6 (IL-6)

A IL-6 é secretada por muitos tipos de células, como macréfagos, mondcitos,
eosindfilos, hepatocitos e células da glia, sendo que, o FNTa e IL-1, sdo conhecidos
como potentes indutores (OLIVEIRA et al.,, 2011). Contudo, alL-6 é um potente
mediador pro-inflamatoério com papel importante, tanto na inflamacéo aguda e crénica,
guanto em multiplos efeitos, como em muitos tipos de células imunes e nao-
imunes,bem como na diferenciacao de células Th1l7 (LEECH et al., 2012, HUNTER,;
JONES, 2015 e KIMURA; KISHIMOTO, 2010). Além disso, é importante nas
respostas inflamatorias e na defesa contra infeccdes causadas por micro-organismos
extracelulares (MIOSSEC; KOLLS, 2012 e MISIAK et al., 2017).

3.4.1.4 Interleucina- 17 (IL-17)

A IL-17 é uma citocina com potencial efeito em induzir a inflamacao, causando
infiltracdo celular, assim como evitando processos autoimunes (KORN et al., 2009;
PARK. et al.,2005). Esta citocina é secretada por diversos subgrupos de células T,
como células NKT (em inglés: Natural killer T), além de eosindéfilos e neutrofilos,
sendo estas em reposta ao estimulo da resposta imune inata (LIU et al., 2007;
LOCKHART et al.,2006).

O importante papel desta interleucina tem a ver com a protecao contra infeccao
por micro-organismos extracelulares, principalmente em ambiente de mucosa e
também é capaz de induzir células mieldides e mesenquimais a produziroutras
citocinas pro-inflamatorias, além de ativar mecanismos de apoptose em células
potencialmente infectadas (KORN et al., 2009; PARK. et al.,2005). Contudo Todas
estas evidéncias mostram o papel de IL-17 em intermediar imunidade inata e

adaptativa.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

A seguir sera descrito os materiais utilizados nos ensaios quimicos e biologicos

dos novos derivados N-acilidrazonas, assim como da biflorina.

4.1.1 Reagentes e Solventes

Todos os reagentes foram obtidos comercialmente, e os solventes previamente

destilados para a utilizacéo.

Acetato de etila VETEC

Acetona CINETICA

Acido cloridrico MERCK
Cloroférmio MERCK
Diclorometano CINETICA
Dimetilsulfoxido REAGEN

Etanol CINETICA

Eter etilico VETEC

Hexano CINETICA
Metanol CINETICA
Sulfato de sodio anidro VETEC

Acido isonicotinico hidrazida SIGMA-ALDRICH
Hidrazida nicotinica SIGMA-ALDRICH

1-etil-5-metil-1H-imidazol-4-carboxilato ALDRICH CHEMICAL COMPANY, Inc
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4.1.2 Equipamentos (Ensaios quimicos)

Para a obtencdo dos derivados N- aclidrazonas, utilizamos: balanca analitica
modelo E. METTER, capela de fluxo laminar, placa de aquecimento com agitador
magnético — FANEM, centrifuga PCL séries, rotaevaporador modelo 802 — FISATON,
estufa — FANEM e aparelho Goes.

4.1.2.1 Pontos de fusao

Os pontos de fusdo foram medidos em um fusibmetro Fisatom ® modelo 431
da série 1511035.

4.1.2.2 Cromatografias

As cromatografias em camada delgada (CCD), ocorreram em cromatofolhas Al
de silica gel Merck 60 F2s4 de 0,25 mm de espessura. E as colunas cromatograficas
foram preparadas sob presséao utilizando silica gel 60 Merck 230-400 Mesh (Flash). A
visualizagcéao durante a CCD foi auxiliada pela luz ultravioleta (UV) (254 nm).

4.1.2.3 Infravermelho (1V)

O espectrometro de infravermelho (IV) utilizado foi o aparelho PerkinElmer ®
(Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia atenuada.

4.1.2.4 Espectrometria de massas (MS)

Os espectros de massa de ESI de alta resolugdo foram medidos num

espectrémetro de massa Bruker microTOF.
4.1.2.5 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN 'H e RMN 13C foram gerados no espectrometro Bruker
Avance lll de 600 MHz. As amostras foram solubilizadas em cloroférmio deuterados
(CDCl3). Os espectros foram obtidos com os deslocamentos quimicos expressos ppm
dispondo do tetrametilsilano (TMS) como padréo interno no caso dos RMN 'H.As
constantes de acoplamento (J) foram medidas em hertz e os picos sado apresentados
como s (simpleto), d (dupleto), t (tripleto), q (quarteto), br s (simpleto largo), dd (duplo
dupleto), tt (triplo tripleto), m (multipleto).
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4.1.3 Ensaios bioldgicos

41.3.1 Atividade Citotéxica

Para o ensaio de MTT foram utilizadas placas de 96 pocos, micropipetador
multicanal e de 1 mL, solucdo salina de PBS, tripsina, meio RPMI acrescido de
penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL) suplementado com 10 % de soro
bovino fetal (SBF), MTT a 5 mg/mL, camara de Neubauer, corante azul de Tripan e
DMSO.

4.1.3.2 Atividade antimicrobiana

Foram utilizadas placas de petri contendo 20 mL de meio de cultura sélido Mueller
Hinton &4gar (MH) para as bactérias e Mueller Hinton agar + 2% de glicose e azul de

metileno para a levedura e micropipetador multicanal de 1 mL.

4.1.3.3 Atividade imunomoduladora
4.1.3.3.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas Balb/c, com idade de seis a oito
semanas, e mantidos nas instalacdes de animais do Laboratério de Imunopatologia
Keizo Asami - LIKA, localizado na Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. Os
animais foram mantidos em gaiolas, alimentados comacesso livre a uma dieta padréo
(Labina / Purina, Campinas, Brasil) e agua. Foram submetidos a fotoperiodos de 12
horas claro/12 horas escuro e mantidos em condicfes ideais de temperatura (20 a 22
° C). O estudo foi realizado a partir de normas éticas para pesquisa em modelos
animais, de acordo com o Comité de Etica em Uso Animal (CEUA) da Universidade

Federal de Pernambuco (protocolo nimero 0048/2016).
4.1.3.3.2 Medicdo da producao de citocinas em culturas de esplenécitos

Os sobrenadantes de culturas tratadas ou ndo com biflorina (6 pug / mL) por 24
h foram coletados para quantificacdo de citocinas utilizando o kit de citocinas CIT
(Cytometric Bead Array) Thl / Th2 (Becton Dickinson Biosciences, EUA) para
deteccdo simultanea de interleucinas ( IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17), fator-alfa de

necrose tumoral (TNF-a) e interferon-gama (IFN-y). Os ensaios foram realizados de
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acordo com as instrucbes do fabricante e os dados foram adquiridos em uma
plataforma FACSCalibur. Seis curvas individuais de citocinas padréo (0-5000 pg / mL)
foram realizadas em cada ensaio. A faixa de detecc¢éo foi definida como 3000 pg / mL
- 5000 pg / mL. As células foram analisadas usando a plataforma FACSCalibur de

acordo com as instrucdes do fabricante.
4.1.3.3.3 Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio de testes ndo paramétricos. Para detectar
as diferengas entre os grupos, utilizou o teste de Wilcoxon. O teste t de Student foi
utilizado para analisar os resultados do ensaio de viabilidade celular. Todos os
resultados foram expressos como média + DP e um valor de p <0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

4.2 METODOS

A seguir serd descrito o novo método de extracdo e purificacdo simultanea da
biflorina, a metodologia sintética dos novos derivados hidrazonas, assim como 0s

ensaios bioldgicos.

4.2.1 Metodologia extrativa

4.2.1.1 Material vegetal

O material botanico da espécie Capraria biflora, especificamente das raizes, foi
coletada em maio de 2017, em wuma éarea localizada em Itamaraca
(Pernambuco/Brasil: coordenadas 7 ° 44'43.8 "S 34 ° 49'32.1" W). A exsicata foi
depositada no herbério do Instituto Agronémico de Pernambuco-IPA, e registrada no
namero 91544. Para o processo de extracdo e purificagdo simultanea da C. biflora, o
arbusto foi coletado e as raizes, onde se encontra a biflorina, foram separadas e
postas para secar ao ar. Apos a secagem foram pulverizadas, até formar finas

particulas, obtendo-se entéo, a serragem.
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4.2.1.2 Novo método de extracao e purificacdo simultanea

Visando a obtencdo da biflorina commelhor rendimento, foi utilizado neste
trabalho um novo método de extracdo, o método Goes, utilizando o aparelho Goes
registrado sob o nimero de patente BR 10 2017 021 0995, denominado de extracdo e
purificacdo simultanea. Para a realizacdo do processo Goées € necessario um
aparelho, o aparelho Goées, um condensador, um baldo de fundo redondo, uma manta
aguecedora, tubos de ensaio para coleta das amostras, tubo capilar para preparagao
de placas cromatograficas (CCD), cuba cromatografica de vidro, placas de
cromatografias as quais podem ser de silica, alumina dentre outras de acordo com a

polaridade da substancia (Figura 8).

e

Manta aquecedora

Condensador

Aparelho de vidro inovador
denominado de aparelho Goes.

i

= = F
f .'L
\ -' { [ [
\ / RN i
S Tubos de ensaio  capilares f-----|

Baldes de fundo

redondo Crpmalopfacag de CCD
Silica ou alumina ou
dentre outras

Cuba cromatografica
de vidro

Figura 8 - Componentesnecessarios para a realizacao do novo método de extracéo e

purificacédo simultanea.

Antes de iniciar o processo de extracdo e purificacdo simultanea, é importante
determinar o solvente ou o sistema de solventes a serem utilizados. E sabido que, o
eluente ideal é aquele que apresenta um fator de retencédo (Rf) entre 0,3 e 0,45.
Desse modo, para este processo utiliza-se um aparelho de vidro denominado

aparelho Gées (Figura9), onde no interior da coluna preenche-se por uma substancia
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adequada (1), a depender do material a ser analisado, podendo ser silica em gel
(SiO2), alumina (Al203) dentre outras. Na parte superior, do aparelho & adicionado o
material a ser investigado, podendo ser serragem de qualquer parte da planta (raiz,
caule, folha) secas em p6 (2). Na terceira parte do corpo do aparelho, sera alimentado
pelo eluente ideal encontrado (3), através do baldo de fundo redondo sob
aguecimento. Este processo de extracao e purificacdo simultanea permite a obtencéo
da substancia desejada com rendimento maior, tempo de execu¢cdo menor, e
economia de solventes, visto que, o espac¢o da coluna dedicado a receber o sistema
eluente, corresponde a um ter¢co ou mais de todo o corpo dessa vidraria, permitindo
entdo, receber uma maior quantidade do eluente antes da substituicdo de cada balédo

contendo as amostras, economizando assim solventes no processo.

3- Espaco para o solvente;

2- Serragem (raiz, caule ou folha);

1- Substancia adsorvente.

Figura 9 - Aparelho Goes. Divisdo do corpo da coluna.

Portanto, para a obter a biflorina pura o sistema deve passar por aguecimento
numa temperatura de aproximadamente 65°C, suficiente para alimentar a coluna
durante 6 horas. No interior do corpo da coluna, foi preenchido em parte por 30,0 g de
silica em gel como adsorvente apropriado e logo em seguida adicionado 20,0 g de
serragem das raizes da C. biflora. Inicialmente, foi vertida uma quantidade de 150 mL
do sistema eluente hexano/acetato de etila 8:2 (v/v), para isolamento do composto

desejado. Foram coletadas 4 fracfes, com volumes médio de 10 mL. As fracdes de 2
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e 4 foram reunidas ap0s comparadas em cromatografia em camada delgada (CCD),

obtendo-se um composto puro de cor violeta, a biflorina (126,6 mg; 0,6%).
4.2.2 Metodologia sintética

42.2.1 Plano de trabalho

A elaboracdo do plano de trabalho para a sintese dos derivados hidrazonas la-
c,consiste na preparacéo do composto 5-metil-1H-imidazol-4-carboxihidrazida (21) e a
realizacdo dos ensaios de sinteses da biflorina 1 com as hidrazidas, conforme

representado no Esquema 7.

CHy O CH, o
NH
HN/%/U\O/\C% *  NH,NH,,H,080% —— 3 HN N ek
\= H
N \:N
20 21
1-etil-5-metil-1H-imidazol-4-carboxilato 5-metil-1H-imidazol-4-carbohidrazida
H;C : NH
%
o
CH; O cH, NNH
RO 0
— H 1a
N _ CH; CH
o o
H3C A A
Z "N
P
CH; O o NH
o CHy N
IR ~NH, o
R, OGN
CH CHsy > CHs CH,
o}
N 0 H;C X X =z I
H;C o SN
1 o} /NH
_NH, CH; N
I X H ()
NT - O‘ 1c
> CHs CHs
0}
HyC X

Esquema7 - Resumo do Plano de trabalho. Obtencdo do composto 5-metil-1H-

imidazol-4-carbohidrazida21 e dos derivados hidrazonas la-c a partir da biflorina 1.
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4.2.2.2 Obtencédo do composto 5-metil-1H-imidazol-4-carbohidrazida

O composto 5-metil-1H-imidazol-4-carbohidrazida 21 foi obtido por adaptacéo

da metodologia descrita por LIESEN e colaboradores (2010), representado no

Esquema 8.
HsC o CHs o)
H,N-NH 0
HN \ P 2 2, H,0 25/; N \ /NH2

o) CHs N
\_N MeOH, refluxo, 9h \ H
N

20 21

Esquema 8 - Sintese do composto 5-metil-1H-imidazol-4-carbohidrazida 21 a partir

do etil (5-metil-1H-imidazol-4-carboxilato) 20.

Modo operatorio:

Em um baldo de fundo redondo com capacidade de 100mL foram adicionados
1-etil-5-metil-1H-imidazol-4-carboxilato (1 g / 6,4864 mmoles), e 3 mL de metanol
(MeOH). Sob agitacdo a temperatura ambiente, a hidrazina hidrato 25% (5,5 mL/ 5,0
eq) foi adicionada a mistura reacional e mantida agitada sob refluxo, durante 9 horas.
A reacéo foi monitorada por CCD até seu término, em um sistema diclorometano/
MeOH (9:1), apresentando um Rf igual a 0,34. Notou-se que apés 1 hora e 5 min de
reacdo, a mistura estava totalmente sollvel. Apds o término da reacdo, a mistura
reacional foi filtradaa vacuo, lavada com hexano e o sélido resultante, seco em estufa
(37°C) fornecendo o composto 21 para a sintese do derivado la, com 58,6 % de

rendimento.

CH;, O
i N N/NH2
\__ H
—N
21

5-metil-1H-imidazol-4-carbohidrazida
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» Dados reacionais
e Cristal bege;
e Rendimento: 59 %

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
e PM: 140 g/mol
e PF:215-217 °C

e Rf: 0,34 (Diclorometano/metanol 9:1)

» Solubilidade

e Soluvel: Etanol,

Cloroférmio (CHCI3)

Acetona- Parcialmente soluvel

MeOH- Parcialmente soluvel

Diclorometano (CH2Cl2) -Parcialmente soluvel
e Insolavel:

n-Hexano

Acetato de etila

Eter etilico

4.2.2.3 Sintese do derivado la: 5-metil-1H-imidazol-4-acido carboxilico [6,9-dimetil-

3-(4-metil-pent-3-enil) -8-0xo0-8H-benzo[de]cromeno-7-ilideno]-hydrazida

O composto foi obtido, conforme representado no Esquema 9.
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I NH
HsC 0O N’>

NH
CHs O o /N,> ch, NN
o |
_NH 0
H2N it O‘
:
CHs CHs CH,

MeOH, t.a, 16h CHj

XN 0 0
HsC HyC A X

Esquema 9 - Sintese do derivado 5-metil-1H-imidazol-4-acido carboxilico [6,9-dimetil-

3-(4-metil-pent-3-enil) -8-0xo0-8H-benzo[de]cromeno-7-ilideno] -hydrazida, 1a.

Modo operatorio:

Em um baldo de fundo redondo com capacidade de 125 mL, foram adicionados
a biflorina (94 mg / 0,3040 mmoles) e 5-metil-1H-imidazol-4-carbohidrazida (1,6 eq /
68 mg / 0,2199 mmoles), solubilizados em 3,0 mL de MeOH, e agitados a
temperatura ambiente. Foi preparado uma solugéo de 0,5 mL de MeOH e adicionado
uma gota de HCI e adicionados a mistura reacional (pH: 2), ao qual foi mantida
agitada sob temperatura ambiente e monitorada por CCD durante 16h. O produto foi
rotaevaporado a secura e purificado por cromatografia flash em silica gel utilizando
como eluente hexano/acetato de etila 60:40, com rendimento de 65%.

HsC
8 NH
o M
N
NH
CH; N7
O O
CH; CH;

5-metil-1H-imidazol-4-acido carboxilico [6,9-dimetil-3-(4-metil-pent-3-enil)-8-oxo0-

8H-benzo[de]cromeno-7-ilideno]-hydrazida.
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» Dados reacionais
e Cristal alaranjado;
e Rendimento:65%

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
o PM: 431,14 g/mol

o PF: 130-131 °C
o Rf: 0,39 (Hexano/acetato de etila 5:5)

. RMNIH (600 MHz, ppm, C3D60): & = 7,53 (d, 1H, J= 7,9, H-4), 7,35 (d,
1H, J= 8,0, H-5), 2,54 (t ,2H, J = 7,1, H-10), 5,18 (tt, J= 1,3 e 7,1, H-12),
1,59 (s, 1H, H-14), 1,73 (s, 1H, H-15), 2,91 (br s, 1H, H-16), 2,07 (s, 1H,
H-17), 2,97 (s, 1H, H-22).

. RMNC (150 MHz, ppm, C3D60): & = 136,79 (C-4), 121,80 (C-5),
181,34 (C-8), 112,54 (C-9), 27,69 (C-10), 122,99 (C-12), 133,49 (C-13),
18,07 (C-14), 25,93 (C-15), 27,13 (C-16), 7,60 (C-17), 12,12 (C-22).

» Solubilidade
o Solavel:
Cloroférmio (CHCls)
Eter etilico- Parcialmente soltvel
Diclorometano- Parcialmente soltvel
MeOH- Parcialmente soltvel a quente
o Insoluvel:
n-Hexano

Acetato de etila
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4.2.2.4 Sintese do derivado 1b: Acido isonicotinico [6,9-dimetil-3-(4-metil-pentil) -8-

0x0-8H-benzo [de] cromeno-7-ilideno] -hidrazida.

Z N
o) I
CH; O o X
o N//\ HNHZ NH
, HCI CH; N
> | 0
CH3 CH3 MeOH, t.a, 12h O
X ~° CHs CHa
H,C S SO

HsC

1b
O composto foi obtido, conforme representado no Esquema 10.

Esquema 10 - Sintese do derivado acido isonicotinico [6,9-dimetil-3-(4-metil-pentil) -8-

0x0-8H-benzo [de] cromeno-7-ilideno] -hidrazida.

Modo operatorio:

Em um baldo de fundo redondo com capacidade de 125 mL, foram adicionados
a biflorina (53,6 mg / 0,1733 mmoles) e acido isonicotinico hidrazida (1,5 eq / 35,6
mg), solubilizados em 3,0 mL de MeOH, e agitados a temperatura ambiente. Foi
preparado uma solugédo de 0,5 mL de MeOH e adicionado uma gota de HCI e
adicionados a mistura reacional (pH: 2), ao qual foi mantida agitada sob temperatura
ambiente e monitorada por CCD durante 12h. O produto foi rotaevaporado a secura e
purificado por cromatografia flash em silica gel utilizando como eluente
hexano/acetato de etila 70:30, com rendimento de 60%.

Z N
|
RN N
NH
7/
CH; N
O O
CH, CH,4
X 0

H;C
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Acido isonicotinico [6,9-dimetil-3-(4-metil-pentil) -8-oxo0-8H-benzo[de]cromeno-7-

ilideno]-hidrazida

> Dados reacionais

Cristal marron;

Rendimento:60%

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos

PM: 428,28 g/mol
PF: 169-170 °C
Rf: 0,43 (Hexano/acetato de etila 7:3)

IVTF:(v. cm?, ATR): 2817,11; 1647,36; 1600,41; 1568,47; 1504,50;
1467,35.

RMNIH (600 MHz, ppm, CsDe0):5 =1,59 (s, 1H, H-14), 1,72 (s. 1H, H-15),
2,06 (s, 1H, H-17), 2,32 (q, 2H, J = 7.4, H-11), 2,56 (t, 2H, J = 7,4, H-10),
2,86 (br s, 3H, H-16), 5,18 (it, 1H, J = 1.3 e 7,0, H-12), 7,13 (s, 1H, H-2),
7,41 (d, 1H, J = 8,0, H-5), 7,56 (d, 1H, J = 8,0, H-4), 8,07 (br s, 2H, H-
20/20'), 8,93 (br s, 2H, H-21/271).

RMNI3C (150 MHz, ppm, CsDs0):5 =7,47 (C-17), 18,06 (C-14), 25,90 (C-
15), 26,92 (C-16), 27,14 (C-11), 27,65 (C-10), 112,36 (C-9), 117,74 (C-3),
120,76 (C-6), 122,55 (C-5), 122,82 (C-12), 122,93 (C-20/20’), 129,06 (C-3a),
129,22 (C-6a), 133,65 (C-13), 137,35 (C-4), 140,15 (C-2), 140,98 (C-9b),
163,97 (C-9a), 181,62 (C-8).

> Solubilidade

Soluvel:

Cloroférmio (CHCIs)

Metanol (MeOH) — Parcialmente soluvela quente
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Eter etilico- Parcialmente soltvel

Diclorometano-Parcialmente soluvel

. Insolavel:

n-Hexano

Acetato de etila

4.2.25 Sintese do derivado 1c: acido nicotinico [6,9-dimetil-3-(4-metil-pent-3-enil) -

8-0x0-8H-benzo[de]cromeno-7-ilideno]-hidrazida

O composto foi obtido, conforme representado no Esquema 11.

7
(0] N
CH; O o
o N _NH, /NH
N
| _ H ,HCI CHs Nl
N o]
s Chs 0 24h - O‘
MeOH, t.a,
X o 0 CH CHjy
HsC N ~°

Esquema 11 - Sintese do derivado 1c acido nicotinico [6,9-dimetil-3-(4-metil-pent-3-

enil) -8-oxo-8H-benzo[de]cromeno-7-ilideno] -hidrazida.

Modo operatorio:

Em um baldo de fundo redondo com capacidade de 125 mL, foram adicionados a
biflorina (42,5 mg / 0,1374 mmoles) e hidrazida nicotinica (1,5 eq / 28,2 mg),
solubilizados em 3,0 mL de MeOH, e agitados a temperatura ambiente. Foi preparado
uma solucdo de 0,5 mL de MeOH e adicionado uma gota de HCI e adicionados a
mistura reacional (pH: 2), ao qual foi mantida agitada sob temperatura ambiente e
monitorada por CCD durante 10h. O produto foi rotaevaporado a secura e purificado
por cromatografia flash em silica gel utilizando como eluente hexano/acetato de etila

70:30, com rendimento de 57%.
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O ~ _N
NH
CHs N
e
CH, O‘ CH,
X 0

Acido nicotinico [6,9-dimetil-3-(4-metil-pent-3-enil) -8-0xo0-8H benzo[de]cromeno-

7-ilideno]-hidrazida

» Dados reacionais
e  Cristal avermelhado;
e Rendimento:57 %

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
e PM: 428,28 g/mol

e PF:140-143 °C

e Rf: 0,43 (Hexano/acetato de etila 7:3)
e IVTF:(v cm?, ATR): 2917,38; 1644,91; 1603,22; 1585,17; 1469,31;
1423,50.

e RMN!H (600 MHz, CDCl3):8 = 1,60 (s, 3H, H-14), 1,74 (s. 3H, H-15), 2,07
(s, 3H, H-17), 2,33 (q, 2H, J = 7,5, H-11). 2,56 (t, 2H, J = 7,5, H-10), 2,86 (br
s, 3H, H-16), 5,19 (t, 1H, J = 6,9, H-12), 7,10 (s, 1H, H-2), 7,39 (d, 1H, J =
8,1, H-5), 7,55 (d, 1H, J = 8,1, H-4), 7,59 (dd, 1H, J = 5,0 and 7,9, H-22),
8,45 (d, 1H, J = 7,9, H-21), 8,86 (dd, 1H, J = 1,5 e 5,0, H-23), 9,34 (s, 1H, H-
19).

e RMNI3C(150 MHz, CDCls): & = 7,47 (C-17), 18,06 (C-14), 25,91 (C-15),
26,98 (C-16), 27,10 (C-11), 27,64 (C-10), 112,28 (C-9), 117,58 (C-3), 120,70
(C-6), 122,24 (C-5), 122,86 (C-12), 124,49 (C-22), 129,05 (C-3a), 129,16 (C-
6a), 129,53 (C-20), 133,59 (C-13), 137,19 (C-4), 137,19 (C-21), 137,29 (C-
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7), 140,03 (C-2), 140,68 (C-9b) 148,17 (C-19), 151,37 (C-23), 161,82 (C-
9a), 162,82 (C-18), 181,59 (C-8).

» Solubilidade
e Solavel:
Cloroférmio (CHCI3) - a frio
Metanol (MeOH) — Parcialmente solavel a quente
Eter etilico ((C2Hs)20) -Parcialmente sollvel
Diclorometano- Parcialmente soluvel
e Insolavel:
n-Hexano
Acetato de etila
4.2.3 MetodologiaBioldgica
4.2.3.1 Avaliacdo da atividade imunomoduladora

Nesta secdo serd apresentada a metodologia para a atividade

imunomoduladora da biflorina.
4.2.3.1.1 Preparacao dos esplendcitos

Esse procedimento foi realizado de acordo com um protocolo anterior (MELO et
al., 2011). Apo6s a eutanasia dos animais com cloridrato de xilazina a 2% e cloridrato
de cetamina a 10% seguida de deslocamento cervical, o baco de cada camundongo
foi removido assepticamente e colocado em um tubo Falcon contendo RPMI 1640
com soro fetal bovino (meio completo). Em um fluxo vertical, cada baco foi transferido
para uma placa de Petri onde eles estavam encharcados. As suspensdes de células
obtidas de <cada baco foram transferidas para tubos Falcon contendo
aproximadamente 10 mL de meio incompleto. Os homogenatos do bacgo foram
cobertos sobre uma camada Ficoll-PaqueTM PLUS, com a densidade ajustada para
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1,076 gml e centrifugados a 1000 g a temperatura ambiente durante 25 min. A
camada de células de interface contendo células imunes foi recuperada por pipeta
Pasteur, lavada duas vezes em solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) e
centrifugada duas vezes a 500g por 10 min. As células foram contadas huma camara
de Neubauer e a viabilidade celular foi determinada pelo método exclusivo do azul de

tripano. As células foram usadas apenas quando a viabilidade era> 98%.
4.2.3.1.2 Andlise da viabilidade celular

Esplendcitos foram tratados com 3-50 pg / mL de biflorina por 24 h de
incubacgédo, assim como as ceélulas ndo tratadas, foram centrifugados a 450 x g a 22 °
C por 10 min. Ap6s descartar o sobrenadante, 1 mL de PBS 1X foi adicionado ao
precipitado e apds ressuspensao, as ceélulas foram novamente centrifugadas (450 xg,
22°C, 10 min). O sedimento foi ressuspenso em 300 pl de tampao de ligacéo,
transferido para um tubo de citdbmetro marcado e conjugado com Anexina V com
Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) (1: 500) e lodeto de Propidio (PI, 20 pg / mL?). A
citometria de fluxo foi realizada em uma plataforma FACSCalibur (BD Biosciences,
San Jose, EUA) e os resultados foram analisados utilizando o software CellQuest Pro

(BD Biosciences).
4.2.3.1.3 Ensaio de proliferacdo usando coloracdo CFSE

O mesmo protocolo para obtencdo de esplendcitos foi utilizado para o ensaio
de proliferacéo. Depois de adquirir os esplendcitos, a solucéo celular foi centrifugada
a 300 x g a temperatura ambiente durante 5 min com PBS 1X contendo SFB 5% (pH
7,2) estéril. A solucdo celular foi entdo ajustada para 107 cels / mL e recebeu 5
mmol.L* do éster N-succinimidil do diacetato de 5 (6) -carboxifluoresceina (CFSE). As
células foram incubadas durante 10 min a 28 ° C no escuro e depois centrifugadas
duas vezes a 300 x g / 5 min com PBS 1X estéril. Células coradas foram cultivadas
por 24 h com 6 pg / mL de biflorina ou apenas com meio de cultura (controle
negativo). Apés o tempo de cultura, as células foram centrifugadas (300 x g / 5 min) e
analisadas numa plataforma FACSCalibur (Becton Dickinson Biosciences) acoplada a

um software Cell Quest Pro (Becton Dickinson).
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4.2.3.2 Avaliacdo da atividade citotoxica

42321 MTT

O ensaio de MTT (brometo de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazzdlio)
consiste em um ensaio colorimétrico que avalia a atividade citotdxica ou proliferativa
de diversos compostos. O MTT é um sal solivel em agua, que é convertido em
cristais de formazan, com coloracdo purpura, apos a clivagem do anel tetrazolio
mediado por desidrogenases mitocondriais e citoplasmaticas. Apds a solubilizacao
dos cristais de formazan e medicdo da densidade Optica pelo espectrofotdmetro (A=
560 nm) é possivel avaliar a viabilidade celular, onde a intensidade do produto
colorido formado apds a solubilizacdo do formazan ser& diretamente proporcional ao

namero de células viavel presentes na amostra (FAHEINA-MARTINS, 2009).

4.2.3.2.2 Andlise dos resultados

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. As analises
estatisticas foram realizadas com auxilio do software GraphPad versdo 5.0
(GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA). Utilizou-se Analise de Variancia
ANOVA seguido do poOs- teste Bonferroni, sendo considerando uma diferenca

significativa quando p< 0,05. Os testes foram feitos em triplicada e repetidos 3 vezes.

4.2.3.2.3 Avaliacado antimicrobiana

As espécies de bactérias e fungo utilizadas nos ensaios antimicrobianos foram
obtidas a partir das colecbes do Departamento de Antibiéticos da Universidade
Federal de Pernambuco e micoteca URM. Os microorganismos testados estédo

listados no quadro abaixo (Quadro 2).

Quadro 2 - Espécies de bactérias e fungos utilizados nos ensaios de atividade

antimicrobiana para os compostos sintetizados.

Bactérias Gram-positivas (G+) Staphylococcus aureus (UFPEDA 02)
Staphylococcus aureus (UFPEDA 709)
Staphylococcus epidermidis (UFPEDA 58)

Bactéria Gram-negativa (G-) Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 416)

Fungo leveduriforme (FL) Candida albicans (UFPEDA 1007)
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4.2.3.2.4 Preparo do in6culo

A partir de uma cultura de micro-organismos cultivada durante 24 h, foi
preparada uma suspensao, utilizando inicialmente a escala 0,5 de McFarland e a
calibracdo em espectrofotdbmetro a 625 nm para as bactérias e 530 nm para a
levedura, obtendo-se uma faixa entre 0,08 e 0,13 de densidade oticacorrespondente a
concentracdo de células de aproximadamente 1,5 x 108 Em seguida foi realizada
uma diluicdo desta para a obtengdo da concentragdo de 1,5x 108, ao qual foi utilizada

no plagueamento.
4.2.3.2.5 Determinacédo da atividade antimicrobiana

Os ensaios foram realizados por meio do método de difusdo em agar pela
técnica de pocos modificado de Grove e Randall, 1955. Foram utilizadas placas de
petri contendo 20 mL de meio de cultura sélido Mueller Hinton agar (MH) para as
bactérias e Mueller Hinton agar + 2% de glicose e azul de metileno para a levedura.
Em seguida com o auxilio de um cilindro foram perfurados blocos de 6 mm de
diametro no meio de cultura, os blocos foram entdo removidos e em cada poco foi
depositado 50 pg/mL de &gar para compor a base. Apds a solidificacdo do meio, o
inoculo foi espalhado com o auxilio de um swab sobre toda a superficie da placa, em
seguida foi adicionado em cada po¢o 30 pg/mL da substancia teste em diferentes
concentracbes. As placas foram incubadas a 37° C durante 24 horas para as
bactérias e 48 horas para a levedura. Apos este periodo foi analisada a formacédo de
halos de inibicdo e foi determinada como concentragdo minima inibitéria a menor

concentracdo da substancia com capacidade de formar halo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 ISOLAMENTO DA BIFLORINA

Tendo em vista a importancia de compostos bioativos na pesquisa cientifica,
principalmente como agentes terapéuticos, especialmente os de origem vegetal, a
busca por novas estratégias para a obtencao destes, € de extrema importancia, visto
gue, estas moléculasgeralmente séo isoladas em baixas quantidades e muitas vezes,
devido a sua complexidade estrutural ndo é facilitada por métodos sintéticos mais
rapidos (SANGI, 2016).Portanto, se faz necessario o desenvolvimento de métodos
gue sejam mais rapidos e rendam mais, tanto na quantidade isolada quanto na

economia de materiais e solventes a serem utilizados.

Em relacdo a todos os métodos descritos na literatura para a obtencédo da
biflorina, estes apresentam algumasdesvantagens comparados ao novo método
desenvolvido neste trabalho. De modo geral, os métodos para isolamento da biflorina
apresentam a necessidade de uma grande quantidade de solventes e de material
para o processo e um elevado tempo de execucdo, resultando em rendimentos

baixos.

Portanto, no intuito de melhorar, principalmente o rendimento da
biflorina,aplicamos um novo método de extracdo e purificacdo simultanea (GOES,
2018).Inicialmente realizamos uma triagem fitoquimicada C. biflora, no intuito de
investigar se em outra parte da planta (folhas e caule) e em qual regido da raiz, havia
a presenca abundante da biflorina (Figura 10). Dessa forma, em cada Erlenmeyer
foram adicionados 10g de cada estrutura da planta (folha, caule e raiz) e vertidos
aproximadamente 80mL de éter etilico. A escolha deste solvente baseou-se na 6tima
solubilidade da biflorina. Apés algumas horas, realizamos a CCD e verificamos que
apenas na regido mais espessa da raiz havia a presenca da biflorina, comparada
entdo, a referéncia desta substancia pura. Apos a confirmacdo da presenca da
biflorina, separamos a parte espessa da raiz e deixamos secar ao ar e por fim,
trituramos em particulas extremamente finas, ao qual foi submetida ao processo de

extracdo e purificagao simultanea (Figura 11).
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Triagem fitoquimica |

Raizes da Capraria biflora

Raizes finamente trituradas

Figura 10 - Triagem fitoquimica da Capraria biflora.

O novo método de extracdo e purificagcdo simultdnea desenvolvido neste
trabalho, consiste na passagem do sistema de solvente através da serragem da raiz
da C. biflora, e a medida que o extrato foi surgindo, houve a separacdo do produto
através da coluna de silica, retida na parte inferior do aparelho Goées. Os resultados
demonstraram que esse processo (Figura 11) mostrou-se mais eficiente e com
excelente rendimento quando comparado aos métodos descritos na literatura.
Durante 5 horas e utilizando 20 g de serragem, 25 g de gel de silica e 150 mL de
eluente, obtivemos 126,6 mg do composto puro, com rendimento de 0,6%. Vale
salientar que, neste processo também é possivel aumentar a quantidade de serragem
e manter as mesmas quantidades de eluente e silica, além de ter aplicabilidade
industrial. Tanto quanto sabemos, este € o maior rendimento obtido em comparacdo

com os relatados na literatura para a biflorina.
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Figura 11 - Processo de extracdo e purificacdo simultanea da biflorina. (a) gel de
silica. (b) serragem das raizes da C. biflora. (c) Aparelho Gées. (d) Fracdes coletadas.
(e) CCD Hexano/acetato de etila 8:2 (Rf = 0.39). (f) Biflorina pura (SILVA et al.,2019).

5.2ENSAIOS DE SINTESE DOS DERIVADOS N-ACILIDRAZONAS (1A-C)

A sintese dos derivados N-acilidrazonas a partir dabiflorina (1a-c), ocorreu
utilizando trés nucledfilos diferentes, das classes das acilidrazinas, através de uma

reacdo de condensacao (Figura 12).

CH; O o)
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Figura 12 - Nucledfilos usados na sintese dos derivados N-acilidrazonasla-c, a partir

da biflorina.

Para a obtencdo dos derivados N-acilidrazonas, foi realizada a sintese da
biflorina com acilidrazinas (Esquema 12). A reagédo da biflorina com a hidrazida
nicotinica, resultou em um rendimento de 57% para o derivado N-acilidrazona 1c e ao
utilizar a isoniazida, obtivemos 60% de rendimento para o 1b, e por fim ao adicionar o
5-metil-1H-imidazol-4-carbohidrazida obteve-se 65% de rendimento para o derivado

la, apresentando o maior rendimento desta série.

OYR
CH3 0] ’NH
0 CH; N
0]
Oe RCONHNH,, HCI
CH3 CH3 > CH
He” N NKe) MeOH, t.a CHs 3
3 HyC N U0
1

;\Ni/(NH=1a;SS~|\_ .Sy|\-

Esquema 12 - Sintese dos derivados N-acilidrazonasla-c, a partir da biflorina 1.

E sabido que, a biflorina possui em sua estrutura quimica duas carbonilas a C-
7 e C-8, sendo estas, a regido de ataque nucleofilico dos derivados hidrazidas
(SOUZA et al.,2016). Diante dos resultados, nota-se que a adi¢édo nucleofilica ocorreu
na carbonilaC-7, por ser a regido mais eletrofilica da molécula, dando origem aos

novos derivados hidrazonas (Figura 13).
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1a 1b 1c
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Figura 13 - Estrutura quimica dos derivados hidrazonas. A regido de adicao

nucleofilica, esta destacada em vermelho.

O primeiro ensaio de sintese a ser realizado foi para a obtencdo do
derivadolc.Duas condicdes reacionais (A e B) foram testadas: A) Por tratamento da
biflorina com hidrazida nicotinica, usando acido p-toluenossulfénico (APTS) como
catalisador em presenca de metanol a temperatura ambiente e B) Por tratamento da
biflorina com hidrazida nicotinica, usando &cido cloridrico concentrado (HCI) como
catalisador em presenca de metanol & temperatura ambiente. As condi¢des reacionais

empregadas estao ilustradas no Esquemal3.

0 _
HzN\H)\(ﬁ |
7 APTS N AN

N

A)
0,
CH, © MeOH, t.a, 24h[45% |
O‘ o
CH, CHs °]
HaN
o N N
He” N N Rl J Ho
B) N
1 MeOH, t.a, 10h, 1c

Esquema 13 —Condic¢des reacionais testadas no estudo de obtencéo do derivado 1c.

Inicialmente nés utilizamos a condi¢do reacional A), mas obtivemos o derivado
1c com rendimento de 45 % apos 24 horas. No intuito de aumentar o rendimento da
reacao, testamos a condicao reacional B), alterando o catalisador, de APTS para HCI.
A aplicagdo da metodologia B) forneceu o derivado 1c com um rendimento de 57 %
apos 10 horas. Em funcéo de sua eficiéncia sintética, a condicdo B foi escolhida como
padrdo para a obtencdo dos compostos la-c (Quadro 3). Diante do exposto,
constatamos que todas as reacodes, apresentaram rendimentos significativos, tendo

em vista que foram metodologias simples de obtencé&o.
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Quadro 3 - Dados reacionais gerais dos derivados N-acilidrazonas la-c.

Deifvegos Reagentes Temperatura Tempo Cor Rendimento
(com a biflorina) °C reacional dos %
cristais
1a 5-metil-1H-imidazol-4-carbohidrazida Ambiente 16h 65%

(MeOH, HCI)

1b Isoniazida Ambiente 12h - 60%
(MeOH,HCI)

1c Hidrazida nicotinica Ambiente 24h - 57%
(MeOH, HCl)

5.3 MECANISMO DE REAC}AO PROPOSTO PARA A FORMACAO DOS
COMPOSTOS 1a-c.

Anteriormente, foi apresentado na Figura 120s nucleodfilos utilizados para a
obtencdo dos derivados hidrazonas. Vale salientar que, o 5-metil-1H-imidazol-4-
carbohidrazida foi obtido por adaptacdo a metodologia sintética realizada por Liesen e
colaboradores, e os demais, obtidos comercialmente. O Esquema l4representa o

mecanismo proposto, de forma independente, para todos os derivados.
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Esquema 14 - Mecanismo de reacao proposto para a obtencdo dos derivados la-c.

O mecanismo de reacao para formacédo dos derivados N-acilidrazonas (1a-c),
inicia-se com a protonacé@o do oxigénio da carbonila C-7, produzindo um ion oxonio.
Posteriormente, ocorre um ataque nucleofilico do par de elétrons do nitrogénio
primario hidrazinico da acilidrazina ao carbono C-7, formando um intermediario
hemiaminal N-protonado. Em seguida o par de elétrons da hidroxila captura o proton,
formando uma molécula de agua, ao qual sua saida (desidratacdo), resultara na

formacao do grupo imina (C=N) apGs a remocao de um proton.

Como mencionado anteriormente, o carbono da carbonila C-7 da biflorina é
mais eletrofilico ou mais parcialmente positivo do que o da carbonila C-8, o que
justifica o ataque nucleofilico da acilidrazina nessa carbonila. A maior afinidade
nucleofilica da carbonila C-7 frente as acilidrazinas estudadas, deve-se ao efeito de
ressonancia demonstrado pela biflorina (Esquema 15). Supondo que, aparegca uma
carga formal positiva no carbono da carbonila C-8, esta é neutralizada pelos elétrons
n da dupla ligagdo conjugada, formando uma segunda carga positiva no oxigénio do
heterociclo, gerando um ion oxdnio, conferindo estabilidade a esta parte da molécula.
No contrario, se uma carga positiva for gerada no carbono C-7, ndo podera ser
estabilizada por ressonancia, mesmo que esteja proxima do anel aromatico, visto que,
um anel aromatico é muito estavel para perder a aromaticidade, e neste caso

estabilizar o carbono da carbonila.

Esquema 15 - Estrutura de ressonancia apresentada pela biflorina.

Um outro fator contribuinte para esse caso, € que estudos realizados com a B-

lapachona, que também & uma 1,2-naftoquinona e que apresenta esse sistema de
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ressonancia (Esquema 16), demonstraram que a mesma, possui seletividade por esta
carbonila mais eletrofilica (FERREIRA et al., 2010).

Biflorina

B-lapachona

Esquema 16 - Estrutura quimica da biflorina e da pB-lapachona. Sistema de

ressonancia destacado nas duas 1,2-naftoquinona, em vermelho.

Ferreira e colaboradores, através de calculos de parametros estruturais,
notaram que havia uma planaridade entre os anéis A e B da B-lapachona. Contudo,
os valores de densidade de cargas nas carbonilas foram calculados (Esquema 16), e
gue apesar da diferenca de carga ser pequena, ainda assim, corroboraram com os
experimentos observados ( FERREIRA et al., 2010), favorecendo entédo, a explicagéo
da preferéncia dos nucleofilos por esta parte da molécula, ou seja, a regido mais

eletrofilica.

5.4CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

As andlises espectrométricas da biflorina e seus derivados (la-1c) serdo

discutidos nas secdes a seguir.

5.4.1 Caracterizagao da biflorina

Os diferentes protons da biflorina séo expressos em ppm, referente aos seus
deslocamentos quimicos (8) em relacdo ao padrdo tetrametilsilano (TMS). No
espectro de RMN 1H, encontramos dois simpletosque condiz aos hidrogénios dos
grupos metilas (H-14) e (H-15), com deslocamento quimico de 1,60e 1,74 ppm,

respectivamente. Outros dois simpletos referentes aos hidrogénios de grupos metilas,
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encontram-se em 2,01 ppm para o H-17 e 2,74 ppm para o H-16. O hidrogénio
metiléniico (H-11), aparece com deslocamento quimico em 2,28 ppm e apresenta-se
em um quarteto sendo J°= 7,2 Hz. O H-10, apresenta-se como um tripleto com
deslocamento quimico de 2,53 ppm, J® = 7,2. E 0 H-12 aparece em um simpleto com
deslocamento quimico de 5,18 ppm. Em 7,10 ppm notamos um simpleto do
hidrogénio H-2 e os dois hidrogénios aromaticos, H-5 e H-4 apresentam-se como dois
dupletos, ambos comJ3= 8,1 Hz, e com deslocamentos quimicos de 7,42 e 7,54 ppm,
respectivamente.A estrutura quimica da biflorina encontra-se com seus hidrogénios
numerados e seus respecivos deslocamentos quimicos, apresentados na Figura 14.

Os espectros detalhados podem ser observados nas Figuras 15 a 17.

2,74ppm
CH; o

1,60ppm H

5,18ppm 2,53ppm 7,10ppm

Figura 14 - Estrutura quimica da biflorina, com os carbonos numerados e 0s

respectivos deslocamentos quimicos ().
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Figura 15 - Espectro ampliado de RMN 'H da biflorina. Sinais referentes aos
hidrogénios 14,15 e 17.
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Figura 16 - Espectro ampliado de RMN !H da biflorina.Sinais referentes aos
hidrogénios 10, 11 e 16.
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Figura 17 - Espectro ampliado de RMN 'H da biflorina. Sinais referentes aos
hidrogénios 2,4,5 e 12.

Analisando os espectros de RMN *3C, os carbonos secundarios (C-11 e 10)
encontram-se em um deslocamento quimico de 27,5 e 27,4 ppm, respectivamente. O
(C-12) encontra-se no deslocamento quimico de 124,3 ppm e o carbono terciario (C-
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13) em 133,5 ppm. O carbono (C-2), encontra-se em deslocamento quimico de 140,9
ppm. O (C-3) e (C-3a) em 6=129,0 e 116,1, respectivamente.

Os carbonos do anel aromatico, no caso, o (C-4) em 4 =128.4 ppm, ja o (C-5)
em ¢ =136,3 ppm. O carbono quaternario do anel aromatico o (C-6) € mais blindado
gue o (C-6a), comd =126,8 ppm enquanto o outro parece em 146,7 ppm. Os carbonos
(C-9a) e (C-9b), encontram-se em 6 =161,8e122,7 ppm, respectivamente, sendo o (C-
9a) mais desblindado que o (C-9b), pelo fato de estar ligado a um atomo muito
eletronegativo que é o oxigénio e o (C-9) em 113,6 ppm. Por fim, localizamos os dois
carbonos das carbonilas em 6 = 178,2 (C-8) e (C-7) 182,2 ppm. Na Figura 18,

encontram-se 0s carbonos numerados e seus respectivos deslocamento quimico.

23,3ppm
16
CHj3 o
126,8ppm
6

182,2ppm

146,7ppm

136,3ppm o

5

128,4ppm 178,2ppm
25,8ppm 4

15 CH,

9b

3a 124,3ppm

27,5ppm 116,1ppm
11

9a 113,6ppm
161,8ppm

H,c” 13

14 133.5ppm 12 10 129.0ppm 2
18,5ppm 124,3ppm 27,4ppm 140,9ppm

Figura 18 - Estrutura quimica da biflorina, com os carbonos numerados e os
respectivos deslocamentos quimicos (d).
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Figura 19 - Espectro geral de RMN 3C da biflorina.

Nas Figuras 20 a 24, encontram-se os carbonos caracteristicos da biflorina,

identificados no espectro, pela cor azul.
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Figura 20 - Espectro de RMN 13C da biflorina.
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Figura 21 - Espectro de RMN 3C da biflorina. Em azul, encontram-se os carbonos

presentes na estrutura da biflorina.
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Figura 22 - Espectro de RMN 3C da biflorina. Em azul, encontram-se os carbonos

presentes na estrutura da biflorina.
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Figura 23 - Espectro de RMN *3C da biflorina.
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Figura 24 - Espectro de RMN *3C da biflorina.

Analisando o espectro de infravermelho da biflorina (Figura 25), constatamos
absorcdes correspondentes a deformacédo axial assimétrica de C-H em2917cm™.Duas
bandas de alta intensidade em 1686cm? e 1644 cm-foram observadas e
relacionadas as vibracdes de deformacdo axial de C=0. Também notamos um
estiramento que ocorre em 1603 cm de C=C do alqueno e a absorcédo em 1584 e
1572 cm'! foi atribuida a vibracédo de deformacéo axial de C=C do anel aromatico. As
bandas em 1468 cm* e 1423 cm™ foram atribuidas as vibracdes de deformacéo axial

assimetrica e simétrica de C-O respectivamente.
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Figura 25 - Espectro de infravermelho da biflorina.

Por fim, realizamos a andlise do espectro de massas de alta resolucdo da

biflorina. A férmula molecular da biflorina € C20H2003 e o valor calculado foi de
309,1485 e o experimental foi dem/z= 309,1473 (Figura 26).
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Figura 26 - Espectro de massas de alta definicdo da biflorina.

Analisando todos os espectros realizados, notamos que os dados corroboram

com os descritos na literatura (LEMOS et al., 2007e SOUZA et al., 2012).

5.4.2 Caracterizacéo dos derivados (1la-c)

54.2.1

Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear *H (RMN *H)

Os espectros de RMN, tanto de '3C quanto de 'H dos trés derivados, foram

comparados com o da biflorina, tanto o realizado neste trabalho, quanto com os
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descritos na literatura para sua caracterizacdo (LEMOS et al., 2007e SOUZA et al.,
2012). Diante disso selecionamos um dos derivados, o 1c, para detalharmos os
resultados espectrométricos realizados e os espectros dos demais derivados (1la e
1b), encontram-se no anexo A, tendo em vista que os derivados possuem regides

especificas entre si.

Apods andlise, observamos que o espectro de RMN 'H do derivado 1c é similar
com o espectro do protétipo, a biflorina, que pode ser analisado na Figura 27 e os

valores resumidos e comparados na Tabela 5.

1,74 ppm
15 H3C

1

14 H H o H H HsC ’ Y2

1,60 ppm  518ppm 253ppm 7,10 ppm 14 12H T 710 bom
1,60ppm  519ppm 256 ppm PP

Biflorina 1c

Figura 27 - Estrutura quimica da biflorina e do derivado 1c, com seus respectivos
deslocamentos quimicos dos hidrogénios caracteristicos. Em verde, encontram-se 0s
hidrogénios caracteristicos do anel piridina, confirmando a condensacao da hidrazida

nicotinica.
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Tabela 5 - Dados espectrométricos de RMN H da biflorina e do derivado 1c. Em vermelho

esta destacado os prétons (H) que apareceram apos a realizacdo da semissintese.

Hidrogénios Compostos
Biflorina (dh-multiplicidade, J em Hz) 1c (6u-multiplicidade, J em Hz)

H-2 7,1 (s, 1H) 7,1 (s, 1H)
H-4 7,54 (d, 1H, J = 8,1) 7,55 (d, 1H, J = 8,1)
H-5 7,42 (d, 1H, J = 8,1) 7,39 (d, 1H, J = 8,1)
H-10 2,53 (t, 2H, J=7,2) 2,56 (t, 2H, J = 7,5)
H-11 2,28 (q,2H, J=7,2) 2,33(q, 2H, J=7.5)
H-12 5,18 1H 5,19 (t, 1H, J = 6,9)
H-14 1,60 (s, 1H) 1,60 (s, 1H)
H-15 1,74 (s, 1H) 1,74 (s, 1H)
H-16 2,74 (s, 1H) 2,86 (br s, 1H)
H-17 2,01 (s, 1H) 2,07 (s, 1H)
H-19 e 9,34 (s, 1H)
Heed e 8,45 (d, 1H,J=7,9
H-22 e 7,59 (dd, 1H,J=5,0¢e 7,9)
H-23 e 8,86 (dd, 1H, J=15e 5,0

Tendo em vista esses resultados, podemos observar através do espectro de
RMN *H (Figura 28) do derivado 1c a presenca de novos sinais caracteristicos, como
um simpleto 6 = 9,34 ppm referente ao H-19. O H-21 aparece como um dupleto J =7,9
Hz. Ja o H-22 aparece como um duplo dupleto com J = 5,0 e 7,9 Hz em um
deslocamento quimico de 7,59 ppm e o H-23 também aparece como duplo dupleto
comJ=15e 7,9 Hz com & = 8,86 ppm. Vale salientar que esses hidrogénios
caracteristicos sédo referentes ao anel piridina, presente na hidrazida nicotinica, ao

gual foi condensada a biflorina.
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Figura 28 - Espectro de RMN 'H do derivado 1c. Os hidrogénios caracteristicos do

anel piridina estao destacados em azul.
5.4.2.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear 3C (RMN 13C)

Como mencionado anteriormente, o0 RMN 3C do derivado 1c também foi
comparado com o da biflorina e pode ser analisado na Figura 29, e os espectros dos

derivados 1a e 1b encontram-se no Apéndice A.

178,2 8181,59
17 7.9
Hy 17 7,47
CH,
Hee” 13 S
14 1335 12 10 1290 2 H,C” 13
185 122,7 27,4 140,9 14 13359 12 1012906 2
18,06 122.86 27,10 140,03
Biflorina 1c

Figura 29 — Estrutura quimica da biflorina e do derivado 1c, com seus respectivos

carbonos e deslocamentos quimicos.
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Ao analisarmos o espectro de RMN 3C, notamos que todos os picos referentes
ao esqueleto da biflorina, encontram-se presente no espectro do derivado 1c, como
pode ser observado na Tabela 7. No entanto, novos sinais sdo perceptiveis ao
comparar 0s espectros. ldentificamos o aparecimento do sinal em 137,29 ppm
referente ao carbono do grupo imina formado e o desaparecimento do sinal da C-7 da
biflorina, confirmando entdo a formacéo da respectiva acilidrazona. Um outro sinal
identificado foi do carbono da amida, pertencente a acilidrazida condensada, ao qual
apareceu em 162,82 ppm. E por fim, os carbonos do anel piridina encontram-se em &
= 148,17 (C-19), 129,53 (C-20), 137,29 (C-21), 124,49 (C-22) e o C-23 em 151,37
ppm (Figura 30).

1c

9
1Y

o]
N
N

i
]
~ M 129.5323

M 151.3746
—=—129.1693

181.5951
——162.8283
148.1735
-— M 140.6882
1400954
— M 137.29
~— 137.199
133.5954
~—129.0596
——124.4943
122 3601
=122.2477
——120.7034
—117.5881
——112.2853
-]

: : : : . : : : : : : : : :
180 160 140 120 [ppm]

Figura 30 — Espectro de RMN 3Cdo derivado 1¢c com seus carbonos caracteristicos.

Na Tabela 6 encontram-se os valores resumidos e comparados, tanto da

biflorina quanto do derivado 1c.
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Tabela 6 - Dados espectrométricos de RMN *C da biflorina e do derivado 1c. Em vermelho

esta destacado os carbonos que apareceram apoés a realizacdo da semissintese.

Carbonos Compostos

C-2 140,92 140,03

C-3a 116,11 117,58

C-5 136,54 137,19

C-6a 146,71 129,16

C-8 178,21 181,59

C-9a 161,82 161,82

C-10 27,40 27,10

C-12 122,69 122,86

C-14 18,05 18,06

C-16 23,31 26,98

c18 e 162,82

(o2 J R — 129,53

c22 e 124,49
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5.4.2.3 Espectroscopia de Infravermelho (V)

Os trés derivados apresentaram as principais bandas de absor¢do em regides
similares, que comprovama permanéncia do esqueleto da biflorina (Tabela 7) e a

condensacdao das acilidrazinas (Tabela 8).

Tabela 7 - Bandas de absorcéo referentes & manutencédo do esqueleto da biflorina.

Bandas de Absorc¢éo (cm™)

Composto CH-Ar C=0 c=C c=C C-O-C C-0-C
(Cetona) (Alqueno) (Ar) (Assim ) (Simétrica)
Biflorina 2920,54 1644,92 1624,37 1596,17 1475,87 1437,87
1682,56
1b 2917,11  1647,36 1600,41 1568,47  1504,50 1467,35
1c 2917,38 1644,91 1603,22 1585,17 1469,31 1423,50

Nesta tabela podemos observar a  manutencdo do esqueletoda biflorina,
através de bandas de absorcdo  especifica como da estrutura aromatica,
gue é confirmada pela presenca da banda na regido 1568,47 cm™ para o
derivado 1b, e 1585,17cmpara o 1c, referente a ligacdo C=C aromética, ja a ligacdo
C=C de alqueno, encontramos numa banda de absor¢cdo de aproximadamente
1600cm?, para todos os derivados. A porcdo heterociclica é observada na presenca
de bandas de deformacéo assimétrica de C-O-C, em 1504,50 cm™ e de 1469,31cm™,
para os derivados 1b e 1c, respectivamente, e deformacao simétrica nas regides de
1400 cm™.

A andlise do infravermelho confirma a condensacdo das acilidrazinas na
carbonila C-7 e consequentemente a formacéo da imina (C=N), principalmente pela
diminuicdo da intensidade em relagéo a banda da carbonila cetnica, assim como o
aparecimento das bandas 3104,57 cm? e 1737,06 cm-1, que sdo referentes as

ligacbes N-H e C=0 de amidas, respectivamente (Tabela 8).
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Tabela 8 - Bandas de absorgéo referentes a condensagéo da porgéo acilidrazina.

Compostos Bandas de Absorgéo (cm™)
N-H C=0 (Amida) C=N
Biflorina
1b 3104,67 1737,06 1647,36
1c 3088,62 1735,88 1644,91

Os espectros de infravermelho abaixo, mostram as bandas de absorcdo de
cada grupo funcional, que comp&em a estrutura quimicados derivados 1b (Figura 31)
e 1c (Figura 32).
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Figura 31 - Espectro de infravermelho do derivado 1b.
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Figura 32 - Espectro de infravermelho do derivado 1c.

5.4.2.4 Espectrometria de Massa (MS)

A espectrometria de massas (MS), por sua vez, determina a razdo massa
carga (m/z) de uma molécula e, portanto, é possivel inferir sobre o tamanho dos
compostos quimicos. Dessa forma, abaixo segueo espectro de massa de alta
resolucdo do derivado 1c (Figura 33 e 34) e dos demais encontram-se em anexo A.

Obtivemos o valor calculado[M+H] "= 428,1896 e encontramos m/z = 428,1974, com
férmula molecular C26H25N30s3.
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Figura 33 - Espectro total de massas de alta resolucdo do derivado 1c.

=5 LR R 15 S 120
P 428.1074
-

308.1433

Figura 34 - Espectro de massas de alta resolucédo isolado do derivado 1c.

5.5 ENSAIOS BIOLOGICOS

Nesta secdo, serdo discutidos todos os resultados das atividades biolégicas

realizadas neste trabalho.
5.5.1 Efeito imunomodulador

Os ensaios de imunoestimulacéo realizados neste trabalho teve como objetivo,
principalmente, investigar a proliferacdo celular e a producdo de citocinas. E sabido
gue a biflorina € um potente agente farmacolégico que apresenta atividades
bioldgicas interessantes. Diante disso, investigamos o perfil imunoestimulador deste
composto, frente a esplendcitos de BALB/c.Inicialmente, realizamos o teste de
citotoxicidade, no intuito de investigar se poderiamos usar a biflorina frente a esta
linhagem de célula e em que concentracdo. Os resultados demonstraram que a
biflorina pode ser usada numa dose de segurancaem concentragdes inferiores a 12,5
pg/mL em culturas de esplendcitos por 24 h (Figura 35). Diante desse resultado,
escolhnemos a concentracdo de 6 pg/mL para avaliarmos a imunoestimulagcéo

promovida pela biflorina.
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Figura 35 - Avaliacdo da citotoxicidade promovida pela biflorina em esplendcitos de
Balb/c em 24 h de cultura. A dose de seguranca para usar a biflorina é <12,5 pg/mL
(SILVA et al., 2019).

Em seguida realizamos a investigacdo da proliferacédo celular e os resultados
demonstram que a bilforina foi capaz de estimular os esplendcitos de BALB/c em 48h

de incubagao numa concentragao de 6 pg/mL (Figura 36).
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Figura 36 - Investigacdo da proliferacdo celular utilizando a biflorima a 6 pg/mL,

durante 24 e 48h de incubacao.

E por fim, submetemos estas células frente a biflorina no intuito de averiguar a
imunoestimulacdo deste composto. Diante dos resultados, foi possivel observar que a
biflorina estimulou a producgéo de citocinas tais como: TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-6 e IL-17
(Figura 37), apresentando um perfil imunolégico a resposta Thl, sendo um composto

promissor para futuros ensaios antitumorais e antivirais.
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Figura 37 —Avaliacéo do efeito imunoestimulador promovido pela biflorina (6 pg/mL)
em culturas de esplendcitos de BALB/C. A biflorina estimulou maior producao de TNF-
a (A), IFN-y (B), IL-2 (C), IL-6 (E) e IL-17 (F). Valores similares entre células tratadas
com controle e biflorina foram observados para a produgédo de IL-4 (D) (SILVA et
al.,2019).

Como citado anteriormente, a biflorina induziu ao perfil imunoldgico Thl, sendo
esta uma reposta significativa para atividade antitumoral e antiviral, corroborando com
os estudos realizados por Vasconcellos e colaboradores (2007), onde este composto
aumentou a eficacia do fluoracil (5-FU), causando alteragBes morfolégicas nos bacos
dos camundongos, assim como reduzindo a taxa de proliferacdo tumoral(
VASCONCELLOS et al.,, 2007). Diante das citocinas secretadas por inducdo da
biflorina, tanto olFN-y quanto a IL-2, apresentam funcao crucial na rejeicdo tumoral e
inibicdo de infecgbes virais. Também é possivel inferir que a IL-2, possuio papel de
instigar a transcricdo de varios genes pro-inflamatorios, como a sintese de Oxido
nitrico sintase (INOS) e ciclooxigenase-2 (COX-2) (TANAKA, NARAZAKI e
KISHIMOTO, 2012; VILA-DE-SOL, PUNZON e FRESNO, 2008). Outra citocina
produzida, foi a IL-6, ao qual estudos revelam que esta citocina é crucial nas doengas
inflamatarias, crénicas e auto-imunes, assim como na diferenciacdo de células Th17
(HUNTER e JONES, 2015; LEECH et al., 2012) e também na defesa contra infeccbes
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causadas por microrganismos extracelulares(MIOSSEC e KOLLS, 2012; MISIAK et
al., 2017).

Vale salientar que as naftoquinonas também possuem efeitos
imunomoduladores interessantes. Uma das naftoquinonas estudadas foi a f-
lapachona, ao qual apresentou resultados similares ao realizado neste trabalho. A B-
lapachona demonstrou que controla a indugéo, como a dodxido nitrico sintase (iINOS)
e o fator de necrose tumoral (TNF) (TZENG et al., 2003), que podem ser aplicados a
terapia anti-inflamatérias (CHOI et al., 2012 e TSENG et al., 2013), assim como, em
desordens neuro-inflamatérias (LEE et al., 2015), devido a sua fungdo da modulacdo
de citocinas com perfis tanto Thl quanto Th2.Diante dos resultados encontrados,
notamos que a biflorina apresenta-se como uma molécula promissorapois induziu ao
perfil imunolégico Thl, e por isso consideramos um composto relevante para futuros

ensaios antitumorais e antivirais.

5.5.2 Atividade citotoxica (MTT)

Foi avaliado a citotoxicidade dos compostos em estudo frente a diversas
linhagens de células, tendo como controle (ctl) o farmaco doxorrubicina. Inicialmente
foi realizado o efeito citotoxico dos compostos frente a linhagem de célula de
fibroblasto L929. Estes resultados de seletividade, podem ser observados na Figura
38.
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Figura 38 - Efeito citotdxico da biflorina e dos derivados la-csobre a linhagem L929
apos 72h de tratamento, avaliado pelo ensaio do MTT. Os dados correspondem a
média + desvio padrédo de trés experimentos independente em triplicata, analisados
por ANOVA, seguido do pos-teste de Bonferroni. *** p< 0,001 em relagéo ao controle.

Ctl: Controle.

Apés a seletividade dos compostos para as células normais, foram realizados
ensaios de citotoxicidade em linhagens tumorais. Inicialmente foi realizado o ensaio
de MTT com a linhagem NCI-H292 (carcinoma pulmonar mucoepidermoide). Os

resultados podem ser observados na Figura 39.
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Figura 39 - Efeito citotdxico da biflorina e dos derivados la-c sobre a linhagem NCI-
H292apos 72h de tratamento, avaliado pelo ensaio do MTT. Os dados correspondem
a média + desvio padrdo de trés experimentos independente em triplicata, analisados
por ANOVA, seguido do pos-teste de Bonferroni. *** p< 0,001 em relagcdo ao controle.

Ctl: Controle.
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Em seguida foi realizado a citotoxicidade em células de mastocitomas murinos,

linhagem P815. O resultado pode ser observado na Figura 40.
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Figura 40 - Efeito citotoxico da biflorina e dos derivados 1a-c, sobre a linhagem P815
apos 72h de tratamento, avaliado pelo ensaio do MTT. Os dados correspondem a
média + desvio padrédo de trés experimentos independente em triplicata, analisados
por ANOVA, seguido do pés-teste de Bonferroni. *** p< 0,001 em relacéo ao controle.

Ctl: Controle.

Em seguida foi realizado a citotoxicidade em células de leucemia promielocitica

aguda, linhagem HL-60. O resultado pode ser observado na Figura 41.
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Figura 41 - Efeito citotdéxico da biflorina e dos derivados la-c sobre a linhagem HL-60
apos 72h de tratamento, avaliado pelo ensaio do MTT. Os dados correspondem a
média + desvio padrédo de trés experimentos independente em triplicata, analisados
por ANOVA, seguido do poés-teste de Bonferroni. ** p< 0,01 em relagdo ao controle.

Ctl: Controle.

Por fim, foi realizado a citotoxicidade em células de carcinoma de mama,

linhagem MCF-7. O resultado pode ser observado na Figura 42.
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Figura 42 - Efeito citotdxico da biflorina e dos derivados 1a-c sobre a linhagem MCF-
7 apos 72h de tratamento, avaliado pelo ensaio do MTT. Os dados correspondem a
média + desvio padrdo de trés experimentos independente em triplicata, analisados

por ANOVA, seguido do pos-teste de Bonferroni. Ctl: Controle.

A tabela a seguir, resume todos o0s resultados anteriormente apresentados

(Tabela 9).
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Tabela 9 - Efeito citotoxico dos compostos em estudo sobre linhagens cancerigenas e nao
cancerigena apos 72h de tratamento, avaliado pelo ensaio do MTT. Os dados correspondem
a média + desvio padrdo em micromolar (uM) de trés experimentos independente em

triplicata, analisados por ANOVA, seguido do pés-teste de Bonferroni.

Compostos Células (Valores de CI50 uM)
L929 NCI-H292 ‘ P815 HL-60 MCF-7
Biflorina CI50 > 100 26,97 £ 0,05 26,46 + 0,05 28,54+0,05 @ 47,35+0,07
la CI150 > 100 CI50 > 100 CI50 > 100 CI50 > 100 CI50 > 100
1b CI50 > 100 CI50 > 100 CI50 > 100 CI50 > 100 CI50 > 100
1c CI50 > 100 CI50 > 100 CI50 > 100 CI50 > 100 CI50 > 100
Doxorrubicina 2,486 + 0,04 0,04+ 0,001 -- 0,28 + 0,04 14,71+ 0,05

Diante dos resultados expressos neste trabalho, notamos que nenhum dos
derivados N-acilidrazonas planejados apresentaram atividade citotOxica para as
linhagens de células testadas. No entanto, observa-se que a biflorina ndo é citotdxica
guando comparada a doxorrubicina frente a linhagem de célula L929, ao quala
doxorrubicina apresentou C1502,486 uM e a biflorina CI50 > 100uM. Porém, para as
linhagens tumorais a biflorina apresentou-se com atividade citotoxica significativa. Um
outro dado importante a ser mencionado, € que a biflorina € dependente de
concentracdo, ou Sseja, quanto mais aumenta-se a concentracdo, mais torna-se
citotoxica. Contudo, estes resultados reforcam que, modificacdo na carbonila C-7 da

biflorina diminuem a sua atividade citotéxica (SOUZA et al.,2016).

5.5.3 Atividade antimicrobiana

Os resultados de susceptibilidade bacteriana e fangica, apos 24 e 48 horas de
incubacao, respetivamente, dos compostos la-c, foi realizadopor meio do método de
difusdo em 4gar pela técnica de pocos modificados (GROVE; RANDALL, 1955), em
concentracdo del0 mg/mL. Todos os ensaios foram realizados em duplicatas. A
concentracdo para cada derivado testado variou de 15,62ug/mL a 500 pg/mL. O CMI

€ definido como a menor concentracdo de cadaderivado que inibe o crescimento
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bacteriano visivel (OLIVEIRA, 2001). Utilizou-se como controle positivo neste estudo
0S seguintes farmacos:gentamicina e anfotericina b para bactérias e fungos,

respectivamente e os resultados podem ser observados na Tabela 10.

Tabela 10 -Avaliacdo da atividade antimicrobiana da biflorina e dos derivados N-acilidrazonas
(1a-c).

Microorganismos CMI (ug/mL)
1 la 1b lc Gentamicina Anfotericina b
Staphylococcus aureus 0,975 > 500 15,62 > 500 <4 -
UFPEDA 02
Staphylococcus aureus 0,48 | - 31,25 - <4 -
UFPEDA 709
Staphylococcus 0,975 > 500 > 500 > 500 <4 -
epidermidis UFPEDA 58
Pseudomonas > 500 > 500 > 500 > 500 <4 @ -
aeruginosas UFPEDA416
Candida albicans UFPEDA > 500 > 500 > 500 >500 | @ - <1
1007

Os derivados la e 1cnéo apresentaram atividades frente aos microorganismos
testados, onde a concentragdo minima inibitéria (CMI) foi >500ug/mL. Porém, o
derivado 1bmostrou-se expressivo frente a cepa padrao de Staphylococcus aureus02,
apresentando uma CMI >15,62 ug/mL. Diante deste resultado, decidimos avaliar a
atividade do derivado 1b frente a cepa resistente de S. aureus709, e obtivemosuma
CMI >31,25 pg/mL (Figura 43).

/N
S

—

o

1b

Staphylococcus aureus 02 |Staphylococcus aureus 709

CMI > 15,62 pg/mL CMI>31,25 pg/mL

Figura 43- Estrutura quimica do derivado com potencial antibacteriano, tanto para a

cepa de Staphylococcus aureuspadréo (02) quanto para a resistente (709).
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Todavia, nota-se que a biflorina apresenta-se como mais potente frente a estes
microrganismos, além de apresentar atividade contra o Staphylococcus epidermidis.
Estes resultados, tanto do derivado 1b quanto da biflorina, sdo bastante relevantes,
visto que esta é a espécie de maior interesse médico, principalmente em ambiente
nosocomial, por estar frequentemente, relacionado a diversas infeccdes em seres
humanos e tornou-se uma endemia nos ambientes hospitalares (SANTOS et al.,
2007).
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6 CONCLUSAO

Abiflorina foi extraida e purificada a partir da serragem das raizes da Capraria
biflora, através do método de extracdo e purificacdo simultanea utilizando o aparelho
Goes, ao qual foi aplicado neste trabalho. Observamos que, este método demonstrou
rendimento significativo de 0,6%, inclusive maior do que os descritos na literatura.
Para a sintese dos novos derivados N-acilidrazonas a partir da biflorina (1a-c),
observamos que utilizando HCI concentrado ao invés de APTS, obtivemos maior
resultado tanto no rendimento, quanto no tempo de reacéo, ao qual foram aplicado a
todos os derivados estudados neste trabalho, indicando um aumento reacional que
variou de 57 a 65%.A caracterizagdo dos compostos sintetizados foi comprovada por
meio da espectroscopia de RMN 'H e RMN 3C, espectroscopia de infravermelho e

espectrometria de massas de alta resolucéo.

A avaliagdo do efeito imunomodulador da biflorina frente a esplendcitos de
BALB/c, mostrou que a biflorina n&o foi citotoxica frente a estas células e foi capaz de
estimula-las em 48 h de incubacdo a uma concentracdo de 6 pg/mL, promovendo a
producédo de citocinas, tais como: TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-6 e IL-17. Diante desses
resultados, a biflorina apresenta-se como uma molécula promissorapois induziu ao
perfil imunolégico Thl, e por isso consideramos um composto relevante para futuros

ensaios antitumorais e antivirais.

Os ensaios de citotoxicidade (MTT) demonstraram que nenhum dos trés
derivados (1la-c) exibiram citotoxicidade em concentra¢des inibitérias promissoras
(ICs0< 10 puM). No entanto, observa-se que a biflorina ndo é citotoxicapara a linhagem
de célula L929 (fibroblastos murino) quando comparada com a
doxorrubicina.Contudo, os derivados, corroborando com dados na literatura, em que a
modificacdo na carbonila C-7 da biflorina, diminui seu efeito citotoxico.Os testes de
susceptibilidade antimicrobiana revelaram que o derivado 1bfoi 0 queapresentou
melhor atividade antibacteriana, com uma CIM>15,62 pg/mL. Por isso testamos o
derivado 1b frente a cepa resistente de S. aureus709, e obtivemos uma CMI com
valor equivalente a 31,25 pg/mL. Portanto, concluimos que modifica¢cdes estruturais
na C-7 da biflorina diminuem sua atividade citotoxica. Todavia, mesmo a biflorina

sendo mais potente que seus derivados frente a cepas bacterinas é indispensavel os
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estudos de sintese com esse composto, visando potencializar esta substancia

promissora.
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HSQC YJCH HMBC

C 3C 3H %JCH *JCH

2 139.87 7.06 () - H-10

3 117.15 - H-2 and H-10 H-5*

3a 128.81 - H-4 H-2 and H-10
4 136.79 7.53(d, 7.9) - -

5 121.80 7.35(d, 8.0) - -

6 120.93 - H-5 -

6a 129.65 - - -

7 — — — —

8 181.34 - - H-17

9 112.54 - - H-17

9a 161.91 - - H-2 and H-17
9b 140.32 - - H-5* and H-16*
10 27.69 2.54(t,7.1) H-11 H-2

11 27.15 2.32(q,7.1) H-10 -

12 122.99 5.18 (tt, 1.3 and 7.1) H-11 H-10, H-14 and H-15
13 133.49 - H-14 and H-15 H-11

14 18.07 1.59 (s) - H-15

15 25.93 1.73 (s) - H-14

16 27.13 2.91 (brs) - —

17 7.60 2.07 () - -

18 - - - -

19 136.79 - - H-20

20 138.45 8.31(s) - -

21 133.49 - H-22 H-20

22 12.12 2.97 (s) - -
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Abstract: Biflorin (6,9-dimethyl-3-(4-methylpent-3-en-1-yl) benzo[de]chromene-7,8-dione) is
a promising substance that has been increasingly studied in the past decades due to its diverse
pharmacological properties (i.e. antitumor, antioxidant, antiinflamatory, antimicrobial activity
etc). Aiming the comprehension of its antitumoral activity we investigated the cell proliferation
and cytotoxicity habilities of biflorin against mice splenocytes Balb/c. Biflorin was able to
stimulate mice splenocytes Balb/c in 48h of incubation at aconcentration of 20.2uM. Its
immunostimulation promoted the production of cytokines such as: TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-6
and IL-17, inducing the immune profile towards a Thl response. Moreover, an original method
which led to an excellent yield with less processing time compared to the methods described in
the literature was developed to obtain biflorin, from sawdust of Capraria biflora L.,
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Scrophulariaceae. This method shows a great potential of increasing the production of this

pharmacological active compound.

Keywords: Biflorin;original method; biological activity; immunomodulatory effect

Introduction

Within a great variety of known phytochemicals, naphthoquinones represent an
important group of compounds that show antitumor properties, which from the point of view of
scientific research, make them good candidates for new drugs prototypes (Moraes et al., 2014;
Jardim et al., 2015; Oliveira et al., 2017; Lara et al., 2018).

The biflorin, (6,9-dimethyl-3-(4-methylpent-3-en-1-yl) benzo[de]chromene-7,8-dione)
CAS number 5957-32-4;99671-97-3 is a naphthoquinone found in the roots from Capraria
biflora L. (Lima et al., 1953). This plant belongs to the Schrophulariaceae family, Angiosperm
group, is originated at the Antilles and distributed from north to south America (Souza et al.,
2012). In Brazil, this species is known as maraj6 tea, méxico tea, américa tea or river tea and is
widely distributed throughout the country (Lemos et al., 2007). In popular medicine, the leaves
of this species are used in the treatment of pain and fever, vomiting, diarrhea, hemorrhoids,
rheumatism, and swelling. However, pharmacological studies with aqueous extract of the
leaves presented analgesic activity, whereas of the roots an antimicrobial activity was reported
(Correia, 1984; Lemos et al., 2007). Systematic studies have shown that biflorin induces
antitumor activity (Vasconcellos et al., 2007), antioxidant activity (Vasconcellos et al., 2005;
2010), anti-inflammatory, antimicrobial, antibiotic and analgesic action (Souza et al., 2012).
Moreover, biflorin is a promising substance due of its pharmacological activity against gram-
positive alcohol-acid resistant bacteria (Wisintainer et al., 2014), demonstrating also cytotoxic
activity against several tumor cell lines(Vasconcellos et al, 2005; 2007)indicating a potent
antitumor therapeutic agent (Vasconcellos et al., 2011; 2015; Wisintainer et al., 2015). Ralph
and collaborators (2016), for instance, showed that biflorin reduces the viability of melanoma
cell lines by DNA interaction, proving to be a therapeutic option. More recently, Jeon and
collaborators (2017) described the use of biflorin in the treatment of cognitive problems in

mice.

Although many studies on the antitumor activity of biflorin have been presented in the

literature, the scarcity of data on its immunological activation or the description of the cellular
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stimulation in vitro, hinders the discussion on the possible mechanisms involved in interaction
between biflorin and immunological cells.Immunostimulantcompounds, especially substances
that are able to act in antitumor, antiviral and immunological therapies, play a fundamental role
in many different research fields being important targets of immune response research (Chacon
et al., 2016; Davis et al., 2017).

The red-violet substance biflorin was first described in the literature in 1952 (Lima et
al., 1953) and, since then, researchers have developed several methods to obtain this compound
at a higher yield. For instance, Lima et al. (1958) applied biflorin acetone extracts to water-
inactivated silica gel column chromatography using pure benzene and then acetone to yield
0.2% pure biflorin. Later, the same researchers, in order to increase this yield, developed a new
method with industrial applicability.Biflorin extracts were obtained with ethyl ether at 50°C in
a Soxhlet apparatus and then treated with 0.5% NaOH solution several times. After
recrystallization a 0.4% vyield of pure biflorin was reported (Lima et al., 1962).In 2003, Fonseca
et al. (2003) used 450g of the roots of C. biflora and obtained 4.6g of the crude extract applying
chloroform. Nevertheless after isolation by silica gel chromatography, only 0.022% yield
(100mg) was observed.Vasconcellos et al. (2007) used 6kg of the root and isolated 2g of the
crude criteria for two days and after column chromatography, 1.5g of the pure product was
obtained, with an overall yield of 0.025%. All these studies show the inherent difficulty in
obtaining higher yields of biflorin, hindering industrial applications of this natural product.

In the present study we used an original method of simultaneous extraction and
purification of natural products from herbal materials developed by Goes (2018) and applied to
sawdust from roots of Capraria biflora, aiming the scale up production of biflorin. The
extraction procedure increases the yield of bilflorin, combining solvent economy and low
processing time. The extracted biflorin was applied to study the immunostimulation pathway

promoted in spleen Balb/c mice cells.

Materials and methods
Chemicals

The melting point was determined in a Bilchi-510 capillary apparatus. IR spectra were
measured on a PerkinElmer® (Spectrum 400) IR spectrophotometer. *H NMR C NMR
spectra were recorded on a Bruker Avance ®DRX-400 spectrometer by using tetramethylsilane

as the internal standard. The chemical shifts are reported indunits, and coupling constants (J)
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are reported in hertz. High resolution mass spectrometry (HRMS) analysis of the pure
compounds was performed with a micrOTOF Il apparatus. TLC development was conducted

on 0.25mm silica gel plates (60F2s4, Merck).

Extraction and isolation

First we tested the best elution condition for the biflorin, taking into account a retarding
factor (Rf) of 0.3 — 0.45 and the more adequate solvent systems tested were (a) hexane/ethyl
acetate 8:2 (Rf 0.39) and (b) hexane/ethyl ether 7:3 (v/v) (Rf 0.30). In order to perform the
extraction and isolation of the biflorin we applied the set up described in Figure 1, were the
column was partially filled by 25g of silica gel and then further filled using 20g of sawdust
from C. biflora roots. After adding a quantity of 150ml of eluent hexane/ethyl acetate 8:2 (v/v)
over the sawdust, the system was heated at a temperature sufficient to feed the column (~65°C).
The extraction/isolation process was performed continuously for 5h until all biflorin was
isolated. We applied the same elution solvent to monitore the fractions by thin layer
chromatography (TLC). During the process, four fractions (~10ml) were collected in the
bottom flask. Fractions of 2 to 4 were added together, rendering a pure violet compound,

biflorin.

Biflorin (6,9-dimethyl-3-(4-methyl-3-pentenyl)naphtha[1,8-bc]-pyran-7,8-diona)

Violet solid; m.p. 147-148°C; IR (cm™): 2920;1682;1644; 1624;1596;1579;1475;1437.
'H NMR (400 MHz, CDCl5)- 81 (multiplicity, J in Hz): 1.60 (s, H-14); 1.74 (s, H-15); 2.01 (s,
H-17); 2.28 (q, 7.2; H-11); 2.53 (t, 7.2; H-10); 2.74 (s, H-16); 5.18 (s, H-12); 7.10 (s, H-2);
7.42 (d, 8.1; H-5); 7.54 (d, 8.1; H-4). 3C NMR (100 MHz, CDCl3)-8c: 7.9 (C-17); 18.05 (C-
14); 23.3 (C-16) 25.8 (C-15); 27.5 (C-10 and 11); 113.6 (C-9); 116.1 (C-3); 122.7 (C-12);
124.3 (C-9b); 126.8 (C-6); 128.4 (C-4); 129.0 (C-3); 133.5 (C-13); 136.3 (C-5); 140.9 (C-2);
146.7 (C-6); 161.8 (C-9);178.2 (C-8); 182.2 (C-7). HRMS (El+): calcd. (CaoH2003): 309.1485.
Found: 309.1473.The data corroborate with those described in the literature (Lemos et al.,
2007; Souza et al.,2012).

Plant material



127

The botanical material of the species Capraria biflora L., Scrophulariaceae,
specifically the roots, was collected in May/2017, in an area located in the Itamaraca Island
(Pernambuco, Brazil: coordinates 7 ° 44'43.8 'S 34 ° 49'32.1" W). The exsicata were identified
(by Dr. Rita de Cassia Pereira, herbarium curator) and deposited in the herbarium of the
Agronomic Institute of Pernambuco, registered under the Nr. 91544. For simultaneous
extraction and purification process of the biflorin, roots of C. biflora were collected and kept at
ca. 28°C for one week to remove plant humidity. After this, the roots were pulverized to reach
fine particles.

Animals

Female BALB/c mice (6-8 weeks old) were raised and maintained at the animal
facilities of the Keizo Asami Immunopathology Laboratory located in Federal University of
Pernambuco, Brazil. Mice were kept under standard laboratory conditions (20-22°C and 12h
day and night cycle) with free access to a standard diet (Labina/Purina, Campinas, Brazil) and
water. All experimental procedures were performed with accordance of Ethics Committee of
Animal Use of Federal University of Pernambuco (protocol number 0048/2016).

Preparation of splenocytes

This procedure was performed in accordance with a previous protocol (Melo et al.,
2011). After euthanasia of animals with hydrochloride of xylazine 2% and hydrochloride of
ketamine 10% followed by cervical dislocation, the spleen of each mouse was aseptically
removed and placed in a Falcon tube containing RPMI 1640 with fetal calf serum (complete
medium). In a vertical flow, each spleen was transferred to a Petri dish where they were
soaked. The cell suspensions obtained from each spleen were transferred to Falcon tubes
containing approximately 10ml of incomplete medium. Spleen homogenates were overlaid onto
a Ficoll-PaqueTM PLUS layer, with the density adjusted to1.076g/ml, and centrifuged at 1000
x g at room temperature for 25min. The interface cell layer containing immune cells was
recovered by Pasteur pipette, washed twice in phosphate-buffered saline (PBS) and centrifuged
twice at 500g for 10min. Cells were counted in a Neubauer chamber, and cell viability was
determined by the trypan blue exclusion method. Cells were only used when viability was
>98%.
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Analysis of cell viability

Splenocytes from BALB/c mice treated with 10.1-162uM of biflorn for 24h of
incubation as well as untreated cells were centrifuged at 450 xg at 22°C for 10min. After
discarding the supernatant, 1ml of PBS 1x was added to the precipitate and after ressuspension,
the cells were centrifuged again (450 xg, 22°C, 10min). The pellet was resuspended in 300ul of
binding buffer, transferred to a labelled cytometer tube, and Annexin V conjugated with
fluorescein isothiocyanate (1:500) and propidium iodide (20pg.mIt) were added. Flow
cytometry was performed on a FACSCalibur platform (BD Biosciences, San Jose, USA) and

the results were analyzed using CellQuest Pro software (BD Biosciences).

Proliferation assay using CFSE staining

Same protocol to obtain splenocytes was used for proliferation assay. After acquiring
splenocytes, cell solution was centrifuged at 300 xg at room temperature for 5min with sterile
PBS 1x containin SFB 5% (pH 7.2). The cell solution was adjusted then to 10’cels/ml and
received 5mmol.I"t of 5(6)-carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl ester (CFSE). Cells
were incubated for 10min at 28°C in the dark and then centrifuged twice at 300 xg/5min with
sterile PBS 1x. Stained cells were cultured for 24h with either 20.2uM of biflorin or with
culture medium only (negative control). After culture time, cells were centrifuged (300
xg/5min), and analyzed on a FACSCalibur platform (Becton Dickinson Biosciences) coupled

with a cell Quest Pro software (Becton Dickinson).

Measurement of cytokine production in splenocyte cultures

Supernatants of cultures treated or not with biflorin (20.2uM) for 24h were collected for
quantification of cytokines using the CBA (Cytometric Bead Array) Mice Th1/Th2 Cytokine
Kit (Becton Dickinson Biosciences, USA) for simultaneous detection of interleukins (IL-2, IL-
4, 1L-6, 1L-10, IL-17), tumor necrosis factor-alpha (TNF-a)), and interferon-gamma (IFN-y).
The assays were performed according to manufacturer’s instructions and data were acquired on
a FACSCalibur platform. Six individual cytokine standard curves (0-5000pg/ml) were run in
each assay. The range of detection was set as 3000pg/ml-5000pg/ml. The cells were analyzed

using the FACSCalibur platform according to manufacturer’s instructions.
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Statistical analysis

Data were analyzed using non-parametric tests. To detect the differences between
groups, the Wilcoxon test was used. Student’s t-test was used to analyze the results from cell
viability assay. All results were expressed as mean + SD and a value of p< 0.05 was considered

as statistically significant.

Results and discussion
Simultaneous extraction and purification

For the separation and the purification of the chemical compounds of plant origin,
mainly, they are often subjected to extraction. Then, chromatographic procedures for
purification are done, being commonly applied to column chromatography or followed by

recrystallization.

In order to improve the yield of biflorin, as well as to save material and time, we used a
new method of simultaneous extraction and purification (Goées, 2018). The results
demonstrated that this process (Fig.1)showed to be more efficient and with excellent yield
compared to the methods described in the literature. Applying 5h and using 20g sawdust, 25¢g of
silica gel and 150ml of eluent, we obtained 126.6mg of the pure compound, yielding 0.6%. As
far as we are aware, this is the highest yield obtained compared to those reported in the
literature for biflorin. In this process it is also possible to increase the amount of sawdust and to
maintain the same amounts of the eluent and silica. For the process of simultaneous extraction
and purification it is necessary a GOes apparatus (c)(patent registration: BR 10 2017 021099 5)
(Goes, 2018), a condenser; a round bottom flask; a heating blanket; sample test tubes; capillary
tube forpreparation of TLC chromatography plates; glass chromatographic vessel; silica gel

chromatographic plates.
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Biflorin

0

Eluent
Hexane/ethyl acetate 8:2

or
Hexane/ethyl ether 7:3

Fig.1. Process for extraction and simultaneous purification of biflorin. a. Silica gel; b. Root
powder of Capraria biflora; c. Gobes apparatus;d. Fractions collected containing pure
compound; e. TLC plates hexane/ethyl acetate 8:2 (Rf 0.39); and f. round-bottom flask

containing pure biflorin.

Study of the immunostimulatory profile of biflorin

Several in vivo and in vitro pharmacologic assays showed that even at lower
concentrations biflorin is a potent pharmacological agent showing good biological activities
(\Vasconcellos et al., 2007;Montenegro et al., 2013; Carvalho et al., 2013;Ralph et al., 2016).
Aiming to convert biflorin in a pharmacological compound, we investigated the
immunostimulatory profile promoted by this compound on spleen mice cells. For this, we first

evaluated if biflorin is cytotoxic this cell line.

Results showed that biflorin can be safely used for concentration values lower to
40.5uM in 24h cultures (Fig. 2). In this context, we chose the concentration of 20.2uM to

evaluate the immunological stimulation promoted by biflorin.
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Fig.2. Evaluation of cytotoxicity effect promoted by biflorin in mice spleen cells in 24h culture.
The safety dose to use biflorin is [biflorin] < 40.5uM. Horizontal bars represent the average of

two independent experiments performed in duplicate. #p = 0.0001.

Our assays on immunostimulation were performed applying immune cell proliferation
and cytokines production. Results about cell proliferation showed that biflorin was able to
stimulate mice splenocytes in 48h of incubation (Fig.3). Moreover, this compound induced
higher cytokines production and led the immunological profile to Th1 response. In fact, biflorin

stimulated the higher production of TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-6 and IL-17 cytokines (Fig. 4).
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Fig.3. Investigation of cell proliferation in the 24h and 48h of incubation with biflorin at 20.2
M. Biflorin induced higher cell proliferation in 48h of incubation. Horizontal bars represent

the average of two independent experiments performed in duplicate. #p = 0.002.
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Fig.4. Study about immunostimulatory effect promoted by biflorin (20.2uM) in mice
splenocytes cultures. Biflorin stimulated higher production of TNF-a (A), IFN-y (B), IL-2 (C),
IL-6 (E) and IL-17 (F). Similar values between control and biflorin treated cells were observed

to IL-4 production (D).

However, naphthoquinones, especially p—lapachone, had similar effects to our study,
where this substance represses the induction of nitric oxide synthase and tumor necrosis factor
(TNF) (Tzeng et al., 2003), which may be applied in anti-inflammatory therapies (Choi et al.,
2012; Tseng et al., 2013), as well as in the therapy of neuroinflammatory disorders (Lee et al.,
2015) due to its function in modulating cytokines with both Th1l and Th2 profiles.

As mentioned, biflorin, a naphthoquinone, induced the Thl immunological profile,
being a relevant response for antitumor and antiviral activity, corroborating with the studies
carried out by Vasconcellos et al. (2007). These authors showed that biflorin increased the
efficacy of fluoracil (5-FU), caused morphological changes in mice spleens and reduced the
rate of tumor proliferation.Moreover, the results obtained in the present study demonstrate that
biflorin induced the production of cytokines, such as IFN-y and IL-2. These cytokines have
primordial function, mainly in tumor rejection and inhibition of viral infections, as well as the
role of instigating the transcription of various proteins, inflammatory genes, such as the

synthesis of nitric oxide synthase (iNOS) and cyclooxygenase-2 (COX-2) (Vila-de-sol et al.,
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2008; Tanaka et al., 2012). Studies have reported that interleukin-6 (IL-6) is essential in
inflammatory, chronic and autoimmune diseases, as well as in the differentiation of Th17
(Leech et al., 2012; Kimura and Kishimoto, 2010; Hunter and Jones, 2015) which is important
in inflammatory responses and in defense against infections caused by extracellular

microorganisms (Miossec and Kolls, 2012; Misiak et al., 2017).

Conclusion

The results demonstrate that the new extraction and purification proves to be rentable
process. In fact, we obtained 0.6% of pure biflorin, a percentage higher than the findings in the
literature. This procedure can also be used on an industrial scale, not only due to the good
yields but also due to the green process applying a reduced amount of solvent and time. We
observed that biflorin stimulated the production of cytokines such as TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-6,
IL-17. Finally, biflorin presents as a promising molecule because this molecule induced a Thl

immunological profile, being a relevant compound for future antitumor and antiviral assays.
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