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RESUMO

O género Hypericum (Hypericaceae) se distribui em todo o0 mundo e seus representantes estéo
subdivididos em 36 secGes taxondmicas. Ao longo das ultimas décadas essas plantas
passaram a receber maior atencdo, principalmente apds a indicacdo de uso de H. perforatum
para o tratamento de casos de depresséo leve a moderada. Esses vegetais se caracterizam pelo
acumulo de compostos fenolicos, principalmente de derivados de floroglucinol, tendo sido
relatados mais de 400 diferentes compostos em cerca de 60 espécies. Os compostos de maior
ocorréncia sdo os floroglucindis prenilados e os acilfloroglucinéis policiclicos poliprenilados.
No sul do Brasil ha relatos da ocorréncia de 21 espécies nativas, distribuidas nas secdes
Brathys e Trigynobrathys. Quimicamente estas espécies apresentam tendéncia em acumular
floroglucindis diméricos e, menos frequentemente, benzopiranos e benzofenonas. Estes
compostos exibem uma variedade de atividades bioldgicas e farmacoldgicas, destacando-se
atividades do tipo antidepressiva e antinociceptiva. Dessa forma, estudos conduzidos com o
extrato n-hexano de H. caprifoliatum, H. carinatum, H. denudatum, H. myrianthum e H.
polyanthemum levaram ao isolamento de 13 derivados de floroglucinol conhecidos
(uliginosina A, uliginosina B, isouliginosina B, hiperbrasilol B, isohiperbrasilol B,
hiperbrasilol A, japonicina A, carifenona A, carifenona B, selancina A, HP1, HP2, HP3) e de
outros dois floroglucindis diméricos de estrutura inédita, denudatina A e japonicina E. Dentre
0s compostos isolados, sete foram testados quanto ao potencial antinociceptivo utilizando o
teste da placa aquecida. Todos os derivados testados exibiram efeitos antinociceptivos, sem
provocar prejuizo motor. Esses estudos desenvolvidos com espécies de Hypericum sul
brasileiras vém se mostrando de grande importancia na ampliacdo do conhecimento sobre
composicao quimica destas espécies e demonstram a preservacdo das rotas biossintéticas nas
secdes Brathys e Trigynobrathys. Tradicionalmente, preparacdes obtidas com as partes aéreas
de Hypericum sdo utilizadas no tratamento de feridas e queimaduras. Assim, as fracdes
enriquecidas em floroglucinol foram testadas, sendo capazes de aumentar a proliferacdo de
queratindcitos in vitro. Visando a determinacdo dos compostos ativos destas fracdes, diversos
derivados de floroglucinol também foram testados neste mesmo tipo celular. Os resultados
demonstraram que japonicina A, HP2 e carifenona B aumentaram a proliferacdo celular, com
destagque para carifenona B que promoveu um aumento na proliferacdo de 22.3%, na
concentragao de 0,01 uM. Adicionalmente, trés derivados de floroglucinol foram testados

frente a fibroblastos e células troncos mesnquimais. Nestes experimentos, apenas uliginosina



ttm de acumular derivados de floroglucinol com padrdo molecular capaz de reduzir a
percepcdo da dor. Além disso, estes resultados, ainda que preliminares, indicam esses

compostos como possiveis alvos na investigacdo de agentes cicatrizantes.

Palavras-chave: Hypericum; atividade antinociceptiva; derivados de floroglucinol; atividade
proliferativa; espécies sul brasileiras.



ABSTRACT

The genus Hypericum (Hypericaceae) is distributed throughout the world and its
representatives are subdivided into 36 taxonomic sections. Over the last decades these plants
have received more attention, especially due to the use of H. perforatum for the treatment of
cases of mild to moderate depression. These plants are characterized by the accumulation of
phenolic compounds, mainly of phloroglucinol derivatives, with more than 400 different
compounds found in about 60 species. The most frequently occurring compounds are
prenylated phloroglucinols and polycyclic polypenylated acylphloroglucinols. In southern
Brazil there are reports of the occurrence of 21 native species distributed in the Brathys and
Trigynobrathys sections. Chemically these species tend to accumulate dimeric
acylphloroglucinols and, less frequently, benzopyrans and benzophenones. These compounds
exhibit a variety of biological and pharmacological activities, especially antidepressant-like
and antinociceptive. Thus, studies conducted with the n-hexane extract of H. caprifoliatum,
H. carinatum, H. denudatum, H. myrianthum and H. polyanthemum have led to the isolation
of 13 known phloroglucinol derivatives (uliginosin A, uliginosin B, isouliginosin B,
hyperbrasilol B, isohyperbrasilol B, hyperbrasilol A, japonicine A, cariphenone A,
cariphenone B, selancin A, HP1, HP2, HP3) and two novel dimeric floroglucinols, trivially
named denudatin A and japonicine E. Among the isolated compounds, seven were tested for
antinociceptive potential in the hot plate test. All the derivatives tested showed
antinociceptive effects, without causing motor impairment. These studies, developed with
southern Brazilian Hypericum species, have been of great importance in the expansion of the
knowledge about the chemical composition of these species and demonstrate the preservation
of the biosynthetic routes in the Brathys and Trigynobrathys sections. Traditionally,
preparations obtained with the aerial parts of Hypericum are used in the treatment of wounds
and burns. Thus, the phloroglucinol enriched fractions were tested being able to increase the
proliferation of keratinocytes in vitro. Aiming to determine the active compounds of these
fractions, several phloroglucinol derivatives have also been tested in the same cell line. The
results demonstrated that the japonicine A, HP2 and cariphenone B increased cell
proliferation, especially cariphenone B which promoted a proliferation increase of 22.3% at
the concentration of 0.01 puM. Additionally, three phloroglucinol derivatives were tested
against fibroblasts and mesenchymal stem cells. In these experiments, only uliginosin B
showed activity. The results of this study reinforce the potential that Brazilian southern

Hypericum species have in accumulating phloroglucinol derivatives with molecular pattern



capable of reducing the perception of pain. In addition, the results showing the effect in the

cell proliferation, although preliminary, indicate these composts as possible targets in the
investigation of healing agents.

Keywords: Hypericum; antinociceptive activity; phloroglucinol derivatives; proliferative
activity; southern Brazilian species.
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1. INTRODUCAO GERAL



Ao longo do tempo, os seres humanos buscaram na natureza 0S recursos necessarios
para a sua sobrevivéncia, estando nesse rol os remédios capazes de curar as doencas que 0sS
acometiam. O reino vegetal é a principal fonte de produtos naturais utilizados na terapéutica e
serve de base para a medicina tradicional (BUTLER, 2004; CRAGG & NEWMANN, 2013;
HARVEY et al., 2015). Com a descoberta da penicilina (FLEMING, 1929), os esfor¢os de

pesquisa se voltaram também aos microrganismos, principalmente na busca por antibidticos.

Com os avangos da quimica sintética e das técnicas de triagem de alto rendimento, 0s
produtos naturais, além de serem fontes de moléculas bioativas passaram a ser estudados
como prototipos para identificacdo dos grupos farmacoféricos de compostos sintéticos,
principalmente devido a sua elevada diversidade estrutural (NEWMANN et al., 2000;
NEWMANN & CRAGG, 2012; CRAGG & NEWMANN, 2013). Dados recentes mostram
que nos ultimos 34 anos foram aprovados 1562 novos farmacos pelo FDA (Food and Drug
Administration), sendo que destes, 619 (aproximadamente 40%) sdo de origem ou derivados
de produtos naturais (NEWMANN & CRAGG, 2016).

Dentre as diversas plantas utilizadas para fins terapéuticos, as espécies do género
Hypericum (Hypericaceae), principalmente seu representante mais conhecido, H. perforatum,
destacam-se por seu uso tradicional como cicatrizante de feridas e queimaduras (LINDBLAD,
2008; WOLFLE et al., 2010). Estas espécies se distribuem em todos os continentes (com
excecdo da Antartida), sendo principalmente encontradas em regides de clima temperado e
nos tropicos, em regides de altitude mais elevada (ROBSON, 1990; ROBSON, 2012). Devido
as variacdes morfologicas e distribuicdo geografica, as cerca de 500 espécies representantes
estdo divididas em 36 secdes taxondmicas (ROBSON, 2012). Este género passou a receber
mais atencdo apds a comprovacdo da efetividade do uso de extratos padronizados de H.
perforatum para o tratamento de casos de depressdo (MULLER, 2003; LINDE et al., 2005;
LINDE et al., 2008; KASPER et al., 2010).

Os componentes majoritarios presentes nos extratos de H. perforatum séo flavonoides
(AVATO, 2005; CROCKETT & ROBSON, 2011), derivados de floroglucinol policiclicos
poliprenilados (hiperforina e ad-hiperforina) (VEROTTA et al., 1999; VEROTTA et al.,
2000) e as naftodiantronas (hipericina e pseudo-hipericina) (BUTTERWECK & SCHMIDT,
2007).
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No sul do Brasil (estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul) ocorrem cerca
de 20 espécies nativas, que estdo distribuidas nas secdes Brathys e Trigynobrathys. Estas
espécies sdo caracterizadas como ervas, arbustos ou subarbustos, com flores amarelas a
laranja-escuras (Figura 1). A analise fitoquimica de espécies destas se¢fes demonstrou certas
particularidades quando comparada a H. perforatum (secdo Hypericum), como a ocorréncia de
derivados diméricos de floroglucinol (CCANA-CCAPATINTA et al., 2015) e a auséncia de
hipericina e pseudo-hipericina (FERRAZ et al., 2002).

Figura 1. Representantes de espécies de Hypericum sul brasileiras. (A) H. austrobrasiliense;
(B) H. caprifoliatum; (C) H. denudatum; (D) H. polyanthemum; (E) H. myrianthum; (F) H.

carinatum. (Fotos Prof® Sérgio Bordignon e Prof? Gilsane Lino von Poser).

Apesar de possuirem constituicbes quimicas distintas de H. perforatum e espécies
relacionadas, extratos e floroglucindis obtidos das espécies de Hypericum sul brasileiras
também apresentam atividades do tipo antidepressiva e antinociceptiva (VIANA et al., 2003;
VIANA et al., 2005; HAAS et al., 2010; STEIN et al., 2012; STOLZ et al., 2012; STOLZ et
al., 2014a; BRIDI et al., 2016; MEIRELLES et al., 2017). O recente relato de isolamento de

derivados de floroglucinol inéditos (BRIDI et al., 2016) aliados ao potencial biolégico
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presente nestes compostos, reforca o interesse em estudar a composicdo quimica destes

vegetais ainda pouco explorados.

Além das atividades previamente citadas, o uso tradicional de H. perforatum para o
tratamento de feridas e queimaduras é relatado principalmente na Europa. O Hyperici oleum é
um macerado de suas partes aéreas com azeite de oliva, com posterior exposic¢do a luz solar,
que gera um produto que contém como componente majoritario a hiperforina, ao qual é
creditada sua atividade cicatrizante (MAISENBACHER & KOVAR, 1992; ISACCHI et al.,
2007; WOLFLE et al., 2014).

As espécies sul brasileiras tém poucas indicag¢fes de uso tradicional, todavia encontram-
se relatos da utilizagdo de decoctos de H. connatum para o tratamento de aftas e feridas na
boca (MENTZ et al., 1997). Adicionalmente, algumas espécies demonstraram atividades
antibacteriana, antifungica, antioxidante e anti-inflamatoria (DALL’AGNOL et al., 2003;
BARROS et al., 2013; BERNARDI et al.,, 2005), sendo atividades particularmente
importantes no processo de cicatrizagdo (JONES et al., 2004; SADIQQE et al., 2010;
ASUYA & TOKURA, 2014). Os estudos pré-clinicos em culturas celulares in vitro s@o
importantes, principalmente no processo de selecdo de compostos promissores. Em relagédo
aos estudos de compostos cicatrizantes, diversos modelos vém sendo propostos, entre eles as

monoculturas de queratindcitos, fibroblastos e células tronco (VIDMAR et al., 2017).

Considerando a importancia do género Hypericum, como fonte de compostos
biologicamente ativos, o presente trabalho tem como objetivo geral o estudo quimico de cinco
espécies de Hypericum sul brasileiras, com énfase no isolamento e identificacdo de derivados

de floroglucinol, bem como a determinacéo das atividades antinociceptiva e proliferativa.

Visando um ordenamento dos assuntos abordados, este trabalho esta dividido em trés
capitulos, os quais sdo na sequéncia contemplados na discussdo geral. O Capitulo 1 esta
dividido em duas partes, a primeira apresenta uma revisdo da ocorréncia de compostos
fendlicos bioativos nas espécies de Hypericum sul brasileiras. A segunda parte apresenta uma
revisdo focada na ocorréncia de derivados de floroglucinol no género Hypericum,

relacionando a ocorréncia com as atividades biologicas (Manuscritos I e I1).
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Os resultados do Capitulo 2 estdo divididos em dois manuscritos (Manuscritos 111 e
IV) que descrevem o isolamento e a elucidagdo estrutural de derivados diméricos de
floroglucinol dos extratos lipofilicos (n-hexano) de H. caprifoliatum, H. carinatum, H.
denudatum, H. myrianthum e H. polyanthemum, com a determinacdo da atividade
antinociceptiva dos compostos isolados através do teste da placa aquecida.

O Capitulo 3 apresenta os resultados obtidos com os ensaios da distribuicdo do ciclo
celular e o ensaio de cicatrizagdo de feridas in vitro (“scratch”) com a fragdo enriquecida em
floroglucinois de H. carinatum. Os resultados obtidos foram reunidos com dados previamente
obtidos durante o mestrado e compilados no Manuscrito V. O manuscrito VI descreve o
efeito dos derivados de floroglucinol, isolados de espécies de Hypericum nativas do sul do
Brasil, na proliferacdo de queratindcitos, fibroblastos e células-tronco.

Além dos trabalhos apresentados nos capitulos, no periodo da Tese o autor se envolveu

no desenvolvimento de outro trabalho acerca da atividade antinociceptiva do benzopirano
HP1 isolado de H. polyanthemum, apresentado no Anexo 2.
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2. CAPITULO 1

Metabolitos especializados em espécies de Hypericum e principais atividades biologicas

relacionadas.



2.1 INTRODUCAO

Os produtos naturais sdo constituidos por uma diversidade de moléculas
biossintetizadas, principalmente por vegetais, com o intuito de exercerem diversas atividades
tais como atracdo de polinizadores, defesa, comunicacdo e protecdo contra microrganismos.
Interessantemente, muitas classes de produtos naturais sdo formadas a partir de nicleos mais

simples, geralmente oriundas de uma rota metabolica primaria (AUSTIN & NOEL, 2003).

As espécies do género Hypericum sdo conhecidas produtoras de diversas classes de
compostos fenolicos, incluido as naftodiantronas, flavonodis, biflavonoides, xantonas e os
derivados de floroglucinol. A distribuicdo destes metabdlitos ao longo das espécies gera
consideravel interesse, principalmente com relagdo a possiveis consideracdes
quimiotaxondmicas (AVATO, 2005; CROCKETT ROBSON, 2011).

No reino vegetal, os derivados de floroglucinol ocorrem em diversas familias botanicas
como Asteraceae, Cannabaceae, Dryopteridaceae, Euphorbiaceae, Myrtaceae e especialmente
em Clusiaceae e Hypericaceae (SINGH & BHARATE, 2006). O género Hypericum
anteriormente descrito como parte da familia Clusiaceae (Guttiferae, nomina conservanda),
subfamilia Hypericoideae (TAKHTAJAN, 1980; CRONQUIST, 1981) foi recentemente
removido desta familia, juntamente com os géneros Cratoxylum Blume, Eliaea Cambessedes,
Harungana Lamark, Hypericum L., Psorospermum Spach, Santomasia N. Robson and Vismia
Vandelli, formando a familia Hypericaceae (STEVENS, 2001).

A busca por compostos com atividade antibacteriana levou aos primeiros estudos
focados no isolamento de derivados de floroglucinol no género Hypericum. Nestas pesquisas
iniciais, uliginosina A e uliginosina B de H. thesiifolium (sin. H. uliginosum) (PARKER &
JOHNSON, 1968; TAYLOR & BROOKER, 1969) e hiperforina de H. perforatum
(GUREVICH et al., 1971; BYSTROV et al., 1975), foram obtidos. Com a indicacdo de uso de
H. perforatum para o tratamento de casos de depressao leve a moderada, todo o género passou
a ser mais estudado e com isso 0 nimero de derivados de floroglucinol identificados cresceu
da mesma forma.

Os primeiros estudos com espécies de Hypericum nativas do sul do Brasil foram
publicados na metade da década de 1990 e a partir do ano 2000 foram aprofundados de forma

mais intensa pelo nosso grupo de pesquisa. Desde entdo, seis espécies (H. austrobrasiliense,
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H. brasiliense, H. caprifoliatum, H. carinatum, H. myrianthum e H. polyanthemum) foram
objetos de estudos fitoquimicos mais detalhados, sendo que destas foi possivel descrever o
isolamento de 11 floroglucindis diméricos (ROCHA et al,, 1995; ROCHA et al., 1996;
FERRAZ et al., 2002; NOR et al., 2004; BRIDI et al., 2016) e cinco derivados monoméricos,
sendo estes, trés benzopiranos (FERRAZ et al., 2001) e duas benzofenonas (BERNARDI et
al., 2005). Além dos derivados de floroglucinol, séo relatados para espécies destas secdes,
flavonoides (NUNES et al., 2010; BARROS et al., 2013), xantonas (ROCHA et al., 1994),
taninos (DALL’AGNOL et al., 2003) e 6leos volateis (FERRAZ et al., 2005).

Nosso grupo de pesquisa também dispendeu esforcos na investigacdo de possiveis
atividades bioldgicas de extratos, fracGes e derivados de floroglucinol isolados destas espécies
de Hypericum. Desta forma, foi possivel identificar diversas atividades bioldgicas como
inibidores da monoaminooxidase (GNERRE et al., 2001), do tipo antidepressiva (DAUDT et
al., 2000; VIANA et al., 2005; STEIN et al., 2012), antinociceptiva (STOLZ et al., 2012;
STOLZ et al., 2014a,b; STOLZ et al., 2016; BRIDI et al., 2016; MEIRELLES et al., 2017), ,
antimicrobiana (DALL’AGNOL et al., 2003; DALL’AGNOL et al., 2005; FENNER et al.,
2005; FRITZ et al., 2007; MEIRELLES et al., 2017), antiparasitaria (DAGNINO et al., 2015;
MENEZES et al., 2017; DAGNINO et al., 2018) e citotoxica para linhagens de celulas
tumorais (FERRAZ et al., 2005a; FERRAZ et al., 2005b; PINHATTI et al., 2013).

Mesmo com todos os esforcos, estima-se que pelo menos 60% de todas as espécies de
Hypericum ndo tenham sido minimamente estudadas do ponto de vista fitoquimico, sendo
seus componentes secundarios ainda desconhecidos (CROCKETT & ROBSON, 2011),
incluindo-se nessa consideracdo as espécies sul brasileiras (com seis espécies estudadas de um
total de vinte). Pela importancia que os compostos isolados de espécies de Hypericum vém
apresentando e pela falta de uma revisdo completa da literatura que possa direcionar 0s
esforcos na ampliacdo do conhecimento sobre essas plantas, o presente capitulo esta dividido
em dois manuscritos. No primeiro sdo apresentados os resultados obtidos nos estudos com as
espécies de Hypericum sul brasileiras, investigadas nas ultimas duas décadas. O segundo
manuscrito apresenta uma compilacdo de dados relativos a distribuicdo e atividades
biologicas de derivados de floroglucinol isolados no género Hypericum (Hypericaceae) até o
ano de 2016. Adicionalmente, consideracBes taxondmicas e possiveis areas de concentracao

de estudos foram indicadas.
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MANUSCRITO |

Southern Brazilian Hypericum species, promising sources of bioactive metabolites.

Capitulo publicado no livro Studies in Natural Products Chemistry. Elsevier, v. 59, p. 491-

507, 2018.
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MANUSCRITO I

Structural diversity and biological activities of phloroglucinol derivatives from

Hypericum species.

Artigo publicado no periddico Phytochemistry, v. 155, p. 203-232, 2018.
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3. CAPITULO 2

Isolamento de derivados diméricos de floroglucinol e avaliacdo da atividade antinociceptiva



3.1 INTRODUCAO

A dor é definida pela Associagdo Internacional do Estudo da Dor como uma experiéncia
sensorial e emocional desagradavel associada a um dano real ou potencial dos tecidos ou
descrita em termos de tais lesdes (IASP, 2014). A dor apresenta um complexo sistema de
modulacdo, além disso, fatores como as diferencas genéticas, experiéncias passadas,
ansiedade e expectativa estdo relacionados com a sua percep¢do (MERSKEY & BOGDUK,
1994).

A dor pode ser classificada de trés formas principais, transitoria, aguda e crénica. Sendo
que a dor cronica é forma mais incapacitante, causando impacto nas fungdes fisicas, sociais,
ocupacionais e recreacionais dos individuos acometidos e até mesmo dos sistemas de salde
(LOESER & MELZACK, 1999; ZALE et al., 2013). Em casos graves, as condi¢des das dores
crénicas e os frequentes episddios de dor intermitente podem aumentar os fatores de risco
para o suicidio (RACINE, 2017).

Os produtos naturais sdo uma importante fonte de compostos analgésicos. A morfina de
Papaver somniferum L. e o &cido salicilico, com o posterior desenvolvimento do acido
acetilsalicilico, de Salix alba L, sdo valiosas opcOes terapéuticas até os dias atuais
(McCURDY & SCULLY, 2005). Atualmente, os produtos naturais de origem marinha
também sdo alvo de interesse, principalmente apds o desenvolvimento do peptideo terapéutico
ziconotida (Prialt®) a partir do composto ®-conotoxina MVIIA isolado do organismo marinho
Conus magus. Este peptideo possui um mecanismo de acdo unico que envolve o bloqueio
seletivo dos canais de calcio tipo-N, que controlam a neurotransmissdo (McGIVERN, 2007;
HARVEY, 2014). Dados recentes publicados por Newmann & Cragg (2016) relatam que
entre os anos de 1981 até 2014 foram aprovados 17 novos farmacos analgésicos, sendo que

seis deles tiveram origem ou foram baseados em produtos naturais.

O género Hypericum, principalmente representado pela espécie H. perforatum é usado
popularmente de forma topica para o tratamento de feridas, queimaduras e inflamacédo e para
o tratamento da ansiedade, depressdo e neuralgia (BILIA et al., 2002). Atualmente, os extratos
padronizados de H. perforatum séo indicados para o tratamento de casos de depressdo (BILIA
et al., 2002; MENNINI & GOBBI, 2004; KASPER et al., 2010). Tendo, nos casos de

depress@o maior, apresentado efeitos similares aos antidepressivos padrbes, com menor
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incidéncia de efeitos adversos (LINDE et al., 2008). Além disso, este fitoterapico apresenta
menores custos e incidéncia de efeitos adversos se comparados aos antidepressivos sintéticos
(LINDE & KNUPPEL, 2005; SOLOMON, 2011).

Por sua importéancia no tratamento da depresséo, H. perforatum passou a ser investigado
quanto aos seus efeitos antinociceptivos, sendo encontradas evidéncias de acéo no controle da
dor aguda, da dor neuropética e da neuropatia diabética. Sendo o derivado de floroglucinol
hiperforina e a naftodiantrona hipericina, os possiveis compostos ativos (GALEOTTI et al.,
2010a; GALEOTTI et al., 2010b; GALEOTTI et al., 2014). Os estudos pré-clinicos realizados
até o momento permitem colocar os extratos de H. perforatum como uma alternativa
terapéutica para o tratamento da dor (GALEOTTI, 2017).

As espécies de Hypericum do sul do Brasil vém se notabilizando por serem fontes de
compostos capazes de reduzir a percepcao da dor. Os extratos lipofilicos de H. caprifoliatum
e H. polyanthemum exibiram atividade antinociceptiva em modelos de placa aquecida e
indugdo de contorgdo abdominal (VIANA et al., 2003; HAAS et al., 2010). Posteriores
estudos fitoquimicos levaram ao isolamento de uma série de compostos com efeitos
antinociceptivos como o0 benzopirano 6-isobutiril-5,7-dimetoxi-2,2-dimetil-benzopirano
(HP1) (HAAS et al, 2010; MEIRELLES et al., 2017) e os floroglucindis diméricos
uliginosina B (STOLZ et al., 2012; STOLZ et al., 2014a; STOLZ et al., 2014b; STOLZ et al.,
2016), austrobrasilol A, austrobrasilol B e isoaustrobrasilol B (BRIDI et al., 2017).

O efeito do benzopirano HP1 é devido, pelo menos em parte, a ativacdo do sistema
opioide (HAAS et al., 2010) e o efeito do floroglucinol dimérico uliginosina B possivelmente
é exercido pela sua capacidade de ativar o sistema opioide e 0s receptores monoaminérgicos,
glutamatérgicos e purinérgicos. Entretanto essa parece ser uma ativacdo indireta, pois o
composto ndo consegue se ligar aos receptores opioides, dopaminérgicos e adenosinérgicos
(STOLZ et al., 2012; STOLZ et al., 2016). Os resultados obtidos reforcam o potencial
biolégico que os derivados de floroglucinol obtidos das espécies de Hypericum sul brasileiras

possuem.

Mesmo com todos os esforcos despendidos nas Gltimas duas décadas, somente uma
parte das espécies de Hypericum nativas foram amplamente analisadas dos pontos de vista

quimico e farmacolégico. Pela importancia de se pesquisar novas fontes de compostos com
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atividade antinociceptiva e ampliar os conhecimentos a cerca da ocorréncia de derivados de
floroglucinol em Hypericum no presente capitulo apresenta-se o isolamento e identificacdo
dos derivados de floroglucinol (floroglucinéis monoméricos e floroglucindis diméricos)
presentes nas fragdes lipofilicas de H. caprifoliatum, H. carinatum, H. denudatum, H.
myrianthum e H. polyanthemum. Além disso, os compostos isolados foram testados em um

modelo animal de nocicepcao.

Os resultados estdo apresentados e discutidos nos Manuscritos I11 e IV.
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MANUSCRITO I

Denudatin A, a dimeric acylphloroglucinol from Hypericum denudatum presents

antinociceptive effect in mice.

Artigo publicado no periédico Planta Medica, v. 83, p. 1329-1334, 2017.
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MANUSCRITO IV

Antinociceptive activity of phloroglucinol derivatives isolated from Southern Brazilian

Hypericum species.
Artigo publicado no periédico Chemistry & Biodiversity, v. 15, 1800266, 2018 (DOI:

10.1002/cbdv.201800266).
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4. CAPITULO 3

Atividade proliferativa de derivados de floroglucinol de espécies de Hypericum nativas do sul

do Brasil



4.1 INTRODUCAO

A busca por preparacfes que pudessem acelerar o processo cicatricial tem um papel
histérico importante para os seres humanos, sendo estas necessariamente derivadas de fontes
naturais como plantas, produtos animais e minerais. Tratando-se de plantas tradicionalmente
utilizadas, o uso por populacdes europeias de Hypericum perforatum para o tratamento de
feridas e queimaduras, é conhecido desde a Grécia antiga (SHELTON et al., 2001;
LINDBLAD 2008).

Esta preparacdo é conhecida como Hyperici oleum, € oriunda da maceragdo das flores
frescas de H. perforatum com azeite de oliva e posterior exposicdo a luz solar por cerca de
seis semanas. O macerado apresenta uma caracteristica cor avermelhada, originada no
processo pela degradacdo da hipericina pela luz solar. Os floroglucinois poliprenilados
hiperforina e seus analogos foram identificados no 6leo, sendo a eles creditada a atividade
cicatrizante (MAISENBACHER & KOVAR, 1992; ISACHII et al., 2007).

Estudos posteriores com o Hyperici oleum e com extratos etandlicos de H. perforatum
demonstraram sua efetividade em acelerar o processo cicatricial, tanto in vitro (culturas
celulares de fibroblastos) quanto in vivo (modelos animais), reduzindo o tempo de
reepitelizacdo em até 40% (OZTURK et al., 2007; DIKMEN et al., 2011; PRISACARU et al.,
2013; WOLFLE et al., 2014). O derivado de floroglucinol hiperforina também se mostrou
capaz de acelerar o processo de fechamento das feridas in vitro (TAKADA et al., 2014;
TAKADA et al., 2017).

Dentre as cerca de 20 espécies de Hypericum nativas do sul do Brasil, somente H.
connatum tem a indicacdo de uso tradicional para o tratamento de aftas e feridas na boca
(MENTZ et al., 1997). Entretanto diversas outras espécies demonstram atividades como
antimicrobiana (DALL’AGNOL et al., 2003; DALL’AGNOL et al., 2005), antifingica
(BARROS et al., 2013; MEIRELLES et al, 2017) e antiinflamatéria (BARROS et al., 2013),
sendo estas atividades particularmente importantes no processo cicatricial (SINGER &
CLARK, 1999; JONES et al., 2004; SADIQQE et al., 2010; KASUYA & TOKURA, 2014).

Levando em consideracdo as evidéncias de que as espécies de Hypericum nativas do sul

do Brasil podem exercer efeitos que acelerar o processo cicatricial, BRIDI e colaboradores
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(2017) estudaram os efeitos das fracdes enriquecidas em floroglucinois de cinco espécies de
Hypericum (H. caprifoliatum; H. carinatum; H. connatum; H. myrianthum e H.
polyanthemum) na proliferacdo in vitro em culturas de queratindcitos imortalizados (HaCaT).
Os resultados mais promissores foram obtidos com H. carinatum e H. polyanthemum,
demonstrando que o tratamento por 24 horas promoveu um significativo aumento na

proliferacdo celular.

No decorrer deste trabalho de tese, ensaios adicionais foram realizados com o intuito de
compreender melhor a acdo que a fracdo enriquecida em floroglucindis de H. carinatum
exercia nas células. Assim foram realizados os testes de distribuicdo do ciclo celular e o
ensaio de cicatrizagdo de feridas in vitro (“scratch”). A analise da influéncia na distribuicao
do ciclo celular mostrou que a fracdo foi capaz de aumentar o nimero de células nas fases S e
G2/M, sendo este um indicativo de inducéo da proliferacdo. O ensaio de cicatrizagao in vitro
demonstrou que a fragcdo exerce efeitos na proliferacdo celular, entretanto ndo altera a

migracdo celular (sendo este também um efeito importante no processo cicatricial).

Levando em consideracdo a importancia de se buscar agentes que auxiliem na
promocao da cicatrizacao, € importante aprofundar os resultados previamente obtidos com as
fracdes enriquecidas em floroglucinol de espécies de Hypericum, testando os derivados de
floroglucinol isolados. Os resultados estdo divididos em dois manuscritos (Manuscritos V e
VI), sendo que o primeiro contém resultados oriundos dos estudos realizados durante a
dissertacdo e complementados no periodo da tese do autor. O segundo manuscrito descreve a
acdo de treze compostos na proliferacdo in vitro de queratindcitos, fibroblastos e células-

tronco.

230



MANUSCRITO V

Characterization of phloroglucinol-enriched fractions of Brazilian Hypericum species

and evaluation of their effect on human keratinocytes proliferation

Manuscrito publicado no periédico Phytotherapy Research, v. 31, p. 62-68, 2017. (DOI:
10.1002/ptr.5727).
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MANUSCRITO VI

Phloroglucinol derivatives from Hypericum induce in vitro proliferation of cells involved
in wound healing process

Manuscrito em preparacéo
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ocupa o intervalo compreendido entre as paginas 263-281. Neste, consta a descri¢cdo do
isolamento de derivados de floroglucinol das partes aéreas de espécies de Hypericum sul
brasileiras. Adicionalmente, os compostos isolados foram avaliados quanto a sua
capacidade de induzir a proliferacdo in vitro de queratindcitos, fibroblastos e células

tronco mesenquimais.
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5. DISCUSSAO GERAL



Hypericaceae Juss. € uma extensa familia boténica que compreende sete géneros de
plantas, Cratoxylum, Eliaea, Harungana, Hypericum, Psorospermum, Santomasia e Vismia.
Sendo que, Hypericum responde por 80% da diversidade da familia (CROCKETT &
ROBSON, 2011).

O género Hypericum compreende cerca de 500 espécies que, segundo as suas
caracteristicas morfolégicas e de ocorréncia geografica, sdo subdivididas em 36 secdes
taxondmicas (ROBSON, 2012). No Brasil ocorrem de 23 representantes do género,
especialmente concentrados nos estados da regido Sul do pais (Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Parand) com relatos de 21 espécies (excluindo-se, H. pleyostylum e H. roraimense,
nativos das regides Sudeste e Norte, respectivamente) (ELY, 2018). As espécies de
Hypericum sul brasileiras pertencem as se¢des Brathys (dois representantes) e Trigynobrathys
(19 representantes). A predominéncia de espéecies da mesma se¢éo se deve uma caracteristica
de distribuicdo destes vegetais. Enquanto os representantes da secdo Brathys se distribuem
principalmente pelo norte da AmazoOnia, nordeste dos Andes e pelas Antilhas, a secdo
Trigynobrathys tem seu centro na regido sul do Brasil (ROBSON, 1990). E importante
destacar que recentemente duas novas espécies nativas da regido Sul foram descritas, H.
austrobrasiliense (ELY et al., 2015) e H. bordignonii (ELY & BOLDRINI, 2015), provando

que este género ainda ndo foi totalmente explorado.

Este grupo de plantas passou a ser mais bem estudado com a disseminacdo das
utilidades terapéuticas de H. perforatum, principalmente no tratamento de casos de depressao
(KASPER et al., 2010). Nestas espécies, 0s principais metabdlitos secundarios encontrados
sdo policetideos do tipo Ill, como naftodiantronas, xantonas, flavonoides e derivados de
floroglucinol (CROCKETT & ROBSON, 2011). Uma caracteristica marcante destas plantas é
a acumulacdo dos compostos em glandulas, que se distribuem principalmente nas folhas,
pétalas e sépalas. Cerca de 2/3 do género apresentam glandulas negras que acumulam
principalmente naftodiantronas (especialmente hipericina e pseudo-hipericina) (ZOBAYED et
al., 2006). Os derivados de floroglucinol sdo estocados nas glandulas palidas (SOELBERG et
al., 2007; CROCKETT & ROBSON, 2011).

O mecanismo biossintético para a producdo dos derivados de floroglucinol em
Hypericum ainda ndo foi completamente elucidado. Entretanto, os trabalhos focados na

biossintese da hiperforina, provém os primeiros passos desta rota. A biossintese inicia com a
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condensacdo de trés moléculas de malonil-CoA com uma unidade iniciadora aromatica ou
alifitica (AUSTIN & NOEL, 2003; BEERHUES 2006). Esse policetideo linear sofrera
ciclizagdo intramolecular formando um intermediario aromatico, que posteriormente sera
substituido por prenilas, contribuindo significativamente para a variedade estrutural destes
compostos (BOUBAKIR et al., 2005; KLINGAUF et al., 2005; KARPPINEN et al., 2007). A
partir do intermediario aromatico prenilado, as cinco classes de derivados de floroglucinol,
descritas no manuscrito 11, sdo possivelmente biossintetizadas, entretanto os mecanismos e
principalmente as enzimas envolvidas nesse processo ainda sdo pouco conhecidos (Figura 6;

Manuscrito I1).

Conforme os dados demonstrados no manuscrito 11, aproximadamente 10% do total de
espécies do género Hypericum haviam sido alvo de estudos focados no isolamento e
identificacdo de derivados de floroglucinol. Destas plantas, foram identificados 429
compostos, com a ocorréncia majoritaria de acilfloroglucindis policiclicos poliprenilados, que
respondem por aproximadamente 50% do total. Além da diversidade estrutural, foram
consideradas neste trabalho as atividades biologicas destes compostos. As mais comumente
relatadas foram as atividades antimicrobiana, do tipo antidepressiva e antinociceptiva e
citotoxica contra linhagens de células tumorais. Um dos fatores limitantes que dificulta um
maior aprofundamento dos resultados (principalmente em abordagens de relacdo estrutura-

atividade) é a predominancia de ensaios in vitro.

Poucas consideragdes quimiotaxdnomicas puderam ser estabelecidas quanto a
ocorréncia de derivados de floroglucinol. Foi possivel observar que as secOes Brathys e
Trigynobrathys séo as Unicas capazes de acumular floroglucinois diméricos. Essa evidéncia ja
havia sido relatada anteriormente por Ccana-Ccapatinta e colaboradores (2015) e reforcada
pelos manuscritos | e 11. Além disso, os floroglucindis prenilados, cromanos e cromenos e as
benzofenonas simples ocorrem em praticamente todas as se¢des com floroglucindis descritos,
este fato corrobora a proposta de rota biossintética, na qual estes compostos seriam 0sS

intermediarios.

Além dos floroglucindis diméricos, outras classes de compostos foram relatadas para as
espécies de Hypericum sul brasileiras, como xantonas (ROCHA et al., 1994), flavonoides e
acidos fendlicos (NUNES et al., 2010; BARROS et al., 2013) e derivados monoméricos de
floroglucinol (benzopiranos e benzofenonas) (FERRAZ et al., 2001; BERNARDI et al., 2005;
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BRIDI et al.,, 2017b). Como esperado, pela auséncia aparente de glandulas negras, as
naftodiantronas hipericina e pseudo-hipericina ndo foram detectadas nestas espécies
(FERRAZ et al., 2002). Os derivados de floroglucinol isolados das espécies sul brasileiras
notabilizam-se por exibirem atividades do tipo antidepressiva (STEIN et al, 2012;
CENTURIAO et al., 2014; STEIN et al., 2016) e antinociceptiva (STOLZ et al., 2012;
STOLZ et al., 2014; STOLZ et al., 2016). Especial destaque foi dados aos estudos voltados a
elucidagdo do mecanismo de acdo, principalmente da uliginosina B (STEIN et al., 2012,
STOLZ et al., 2012; STOLZ et al.,, 2016) e do benzopirano HP1 (HAAS et al., 2010;
MEIRELLES et al., 2017).

Os primeiros derivados de floroglucinol de Hypericum foram isolados na década de
1960, no desenvolvimento de estudos focados principalmente na busca por novos
antimicrobianos. Desde entdo, é evidente 0 aumento no nimero de publicacdes e no nimero
de compostos obtidos. Mesmo assim, até 0 momento, poucas especies tiveram seu potencial
devidamente explorado (~ 10% em nivel mundial e ~ 30% no sul do Brasil). Considerando o
exposto nos manuscritos | e Il, torna-se clara a importancia e o potencial do género
Hypericum como produtor de moléculas bioativas, com elevada diversidade estrutural.
Salienta-se, entretanto, a necessidade de estudos focados nos mecanismos de acao,

farmacocinética e perfil toxicologico dos candidatos promissores.

Os estudos fitoquimicos realizados com as espécies sul brasileiras foram, até o
momento, capazes de analisar somente uma parte destas espécies. Assim, o Capitulo 2
(manuscritos 111 e V) apresenta os resultados voltados ao isolamento e identificacdo
estrutural de derivados de floroglucinol de cinco espécies de Hypericum (H. caprifoliatum, H.

carinatum, H. denudatum, H. myrianthum e H. polyanthemum).

O manuscrito 111 descreve os resultados do processo de isolamento da fragdo n-hexano
de H. denudatum. Nesta espécie foi possivel isolar um floroglucinol dimérico inédito
(denudatina A) (Figura 2) e outros quatro ja conhecidos (selancina A; uliginosina B,
isouliginosina B e hiperbrasilol A). Cromenos e cromanos sdo compostos raramente
encontrados nas espécies das secdes Brathys e Trigynobrathys. Até o relato de selancina A em
H. denudatum, esses compostos haviam sido encontrados somente em H. japonicum
(ISHIGURO et al., 1990; HU et al., 2000) e em H. polyanthemum (FERRAZ et al., 2001).
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Denudatina A Japonicina E

Figura 2. Derivados de floroglucinol inéditos, denudatina A de H. denudatum e

japonicina E de H. polyanthemum.

Os espectros de RMN de hidrogénio (*H) séo especialmente valiosos no processo de
identificacdo dos floroglucindis diméricos. Inicialmente destacam-se a presenca de sinais
referentes aos grupos hidroxila quelados, na regido de campo baixo (geralmente entre 4-5
singletos na regido de dy 9,00 — 19,00 ppm). O sinal oy 18,7 ppm € caracteristico da presenca
de um sistema de p-tricetonas. Além disso, singletos em ~16,0 ppm e ~14,0 ppm séo
caracteristicos das hidroxilas ligadas na porcdo floroglucinol destes compostos, sendo
diagnosticos na diferenciacdo de isdmeros, como a uliginosina B e a isouliginosina B.
Singletos ou singletos alargados em oy 3,50 ppm, sdo sinais caracteristicos relativos aos
hidrogénios metilénicos, indicando assim a presenca da ponte metilénica que une os dois
mondmeros. Outros sinais caracteristicos sdo observados como um par de dubletos, relativos
aos hidrogénios olefinicos (d4 5,60 ppm e dy 6,60 ppm) do anel cromano e septetos em ~ 4,20
ppm correspondente ao hidrogénio metinico dos grupos isobutirilas. Os espectros de RMN de
carbono (**C) também séo informativos e apresentam sinais caracteristicos, principalmente
relacionados as posicdes destacadas nos espectros de RMN *H. Os espectros de correlacéo
(principalmente *H-'H COSY, HSQC e HMBC) provém detalhes que auxiliam a determinar o

substituinte e a posicéo de ligacdo deste no anel floroglucinol ou acilfilicinico.

Na interpretacdo dos espectros obtidos com a denudatina A, foi possivel verificar a
presenca dos sinais caracteristicos dos floroglucinois diméricos (comparavel a uliginosina B),
contudo ndo se observava a presenca dos sinais caracteristicos do anel cromeno. Entretanto,
foi possivel visualizar a presenca de sinais caracteristicos de um carbono metilénico (dc 22,9
ppm) e um carbono metinico (Jc 40,8 ppm), indicando a presenca de um anel cromano.
Adicionalmente, no RMN 'H foi possivel visualizar os sinais caracteristicos da presenca de
uma prenila (dois singletos em Jy 1,62 ppm e 6y 1,73 ppm; um dubleto alargado em Jy 1,48

ppm e um pseudotripleto em Jy 5,20 ppm). Os espectros de correlagdo indicaram a ligacao
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desta prenila no carbono metinico do anel cromeno. A denudatina A possui um centro quiral,
que teve sua estereoquimica definida como R com o auxilio de espectros de NOESY e de
dados previamente publicados (WINKELMANN et al., 2003; HENRY et al., 2006).

Seguindo na mesma linha de estudos, no manuscrito IV foi relatado o processo de
isolamento em quatro espécies previamente estudadas (H. caprifoliatum, H. carinatum, H.
denudatum, H. myrianthum e H. polyanthemum). A anélise fitoquimica das raizes de H.
polyanthemum levou ao isolamento dos cromenos 6-isobutiril-5,7-dimetdxi-2,2-dimetil-
benzopirano (HP1) e 5-hidrdxi-6-isobutiril-7-metdxi-2,2-dimetil-benzopirano (HP3), e de
uma mistura de floroglucindis diméricos, japonicina A e seu isdbmero japonicina E (Figura 2),
composto de estrutura inédita. Salienta-se a auséncia, nas raizes, de compostos ja isolados nas
partes aéreas do cromeno 7-hidréxi-6-isobutiril-5-metdxi-2,2-dimetil-benzopirano (HP2) e de
isouliginosina B (BRIDI et al., 2018; manuscrito 1V). Adicionalmente, uliginosina A,
isouliginosina B e isohiperbrasilol B foram relatados pela primeira vez em H. myrianthum, H.

polyanthemum e H. caprifoliatum, respectivamente.

Os espectros de RMN uni e bidimensionais da mistura de japonicina A e japonicina E
apresentaram sinais duplicados ou sobrepostos, em uma proporcdo estimada de 3:1.
Inicialmente, a presenca de japonicina A foi detectada nos espectros de RMN *H e **C, pela
ocorréncia de sinais duplicados, caracteristicos dessa molécula simétrica. Todavia, sinais
adicionais de um segundo composto, puderam ser observados. Durante o processo de
identificacdo foi possivel determinar que o segundo composto da mistura era estruturalmente
semelhante a japonicina A. A diferenca entre os compostos é a posicdo das carbonilas dos
mondmeros do acido acilfilicinico, no caso da japonicina A sdo visualizados em C-1e C-1"e
na japonicina E ocorrem em C-1 e C-3'. Esta proposta foi baseada principalmente na
ocorréncia de um sinal mais desblindado em &¢ 49,5 (C-4") quando comparado a &¢c 44,5 (C-
4), indicando a presenca da carbonila em C-3' e da correlacdo de longa distancia entre a metila
ligada em C-4' e a carbonila. Sendo essa caracteristica ja observada em &cidos filicinicos
(AYRAS et al. 1981) e no composto hiperjapona A (YANG et al., 2016).

Os dados fitoquimicos reunidos nos dois manuscritos reforcam o potencial que as
espécies de Hypericum nativas do sul do Brasil tém de acumular derivados de floroglucinol e
demonstram a preservacdo das rotas biossintéticas nas diferentes espécies analisadas

(mantendo o padrdo observado nas espécies das se¢des Brathys e Trigynobrathys). A
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ocorréncia restrita de cromenos pode ser explicada (pelo menos em parte) pela hipétese
postulada por Crispin e colaboradores (2013), na qual os floroglucindis diméricos seriam
biossintetizados a partir da unido de dois floroglucin6is monoméricos, mantendo-se assim

estoques relativamente baixos dos monémeros.

Ao longo do processo de busca por conhecimento acerca da constituicdo quimica das
espécies de Hypericum sul brasileiras, as possiveis atividades bioldgicas exercidas pelos
compostos isolados tornam-se uma segunda questdo a ser respondida. Em estudos anteriores,
uliginosina B (STOLZ et al., 2012; STOLZ et al., 2014; STOLZ et al., 2016) e 6-isobutiril-
5,7-dimetoxi-2,2-dimetil-benzopirano (HP1) (HAAS et al., 2010; MEIRELLES et al., 2017)
demonstraram um perfil promissor de atividade antinociceptiva. Os derivados de
floroglucinol identificados nos manuscritos 111 e 1V sdo pertencentes & mesma classe dos
compostos com atividade antinociceptiva, entretanto com diferencas estruturais que poderiam
ser importantes para a atividade bioldgica. Assim, objetivou-se testar os novos floroglucindis,
provendo assim um maior saber a cerca das caracteristicas estruturais importantes para a

atividade antinociceptiva.

Assim, nos manuscritos 111 e 1V estdo relatadas as atividades antinociceptivas, em
camundongos, de cinco derivados diméricos (denudatina A, japonicina A + japonicina E,
uliginosina A, isouliginosina B e hiperbrasilol B) e dois monoméricos (selancina A e
carifenona A). Estes resultados reforcam o potencial dos derivados de floroglucinol isolados
nas espécies de Hypericum do sul do Brasil como uma fonte de padrGes moleculares que
podem servir para o desenvolvimento de analgésicos. O estabelecimento de uma relacédo

estrutura-atividade continua sendo um desafio para o futuro.

Além do uso para o tratamento da depressdo, tradicionalmente populacGes europeias
utilizam o macerado das partes aéreas floridas de H. perforatum para o tratamento de feridas e
queimaduras (WOLFLE et al., 2014). O Hyperici oleum possui como principal componente
ativo o derivado de floroglucinol hiperforina. Com base nestas evidéncias, o Capitulo 3
apresenta os resultados da atividade das fracGes enriquecidas em floroglucinol de espécies de
Hypericum na proliferacdo de queratindcitos, fibroblastos e células-tronco. Como descrito no
manuscrito V, foi possivel verificar que dentre as espécies testadas, H. carinatum e H.
polyanthemum foram as que exibiram os resultados mais potenciais. Estas espécies foram

capazes de aumentar a proliferacdo dos queratindcitos em 138,7% e 120,6%, respectivamente.
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A fracdo enriquecida em floroglucindis de H. carinatum (nas concentragdes de 10 e 15
pg/mL) foi capaz de alterar o ciclo celular (aumentando as células nas fases S e G2/M),

indicando a inducdo da proliferagdo, sem induzir a migracéo celular.

Os promissores resultados obtidos com as fracdes enriquecidas em floroglucindis das
espécies de Hypericum, motivaram testes com os derivados de floroglucinol. Dessa forma, 13
derivados de floroglucinol (oito floroglucindis diméricos, trés benzopiranos e duas
benzofenonas) foram testados, em cinco concentracfes, de 0,01 a 10 uM, quanto ao seu
potencial de induzir a proliferacdo de queratindcitos in vitro. Destes, japonicina A, 7-hidroxi-
6-isobutiril-5-metdxi-2,2-dimetil-benzopirano (HP2) e carifenona B foram capazes de induzir
a proliferacdo. Dentre estes, carifenona B demonstrou os melhores resultados induzindo um

aumento na proliferacdo em 22% (se comparado ao controle) na concentracdo de 0,01 pM.

A cicatrizacdo € um processo complexo e que envolve uma variedade de tipos celulares,
entre eles, os fibroblastos e as células tronco mesenquimais. Visando aprofundar os resultados
anteriormente obtidos e considerando os resultados de proliferacdo de H. carinatum, os
derivados de floroglucinol uliginosina B, carifenenona A e carifenona B foram testados em
culturas de fibroblastos (MRC5) e de células tronco mesenquimais. Os resultados
demonstraram que a uliginosina B possui a capacidade de induzir a proliferacdo dos dois tipos
celulares, sendo especialmente ativa na linhagem MRC5 (aumento de 52,5% na concentracédo
de 5 uM). As carifenonas A e B ndo induziram proliferacdo nestas linhagens celulares. Estes
resultados evidenciam que os derivados de floroglucinol podem interagir de maneira
diferenciada com cada tipo de célula e que a mistura destes compostos pode atuar de maneira

sinérgica, acelerando o processo de cicatrizacao.

Levando em consideracdo os dados obtidos nesta tese, podemos concluir que as
espécies de Hypericum sdo uma valiosa fonte de metabdlitos secundarios bioativos, que
merece ser mais explorada. Tratando-se das espécies do género nativas do sul do Brasil, a
descricdo de derivados de floroglucinol com estruturas inéditas, reforca a importancia destas
plantas, reiterando a necessidade de preservacdo da flora nativa. Os derivados de floroglucinol
isolados demonstraram potenciais atividades antinociceptivas e capazes de promover a

proliferacdo celular.
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6. CONCLUSOES






O presente estudo teve como objetivo central, aprofundar o conhecimento acerca da
constituicdo quimica de especies de Hypericum sul brasileiras, e avaliar os efeitos
antinociceptivos e proliferativos dos derivados de floroglucinol.

No primeiro capitulo podemos concluir que Hypericum é um género que desperta
atencdo de varios grupos de pesquisa em todo o mundo. Esse interesse é alicercado na
diversidade de compostos que podem ser isolados, principalmente os derivados de
floroglucinol e nas promissoras atividades biologicas que adicionalmente sdo descritas. Com
0 mesmo intuito, as espécies nativas do sul do Brasil vém sendo sistematicamente estudadas
nas Ultimas duas décadas, nos grupos de pesquisa liderados pelas professoras Gilsane Lino
von Poser e Stela Maris Kuze Rates. Destes estudos, foi possivel a identificacdo de diversos
floroglucinois diméricos, benzopiranos, benzofenonas e flavonoides. Além disso, estudar com
maior detalhamento os mecanismos de agdo antinociceptiva e antidepressiva da uliginosina B
e de 6-isobutiril-5,7-dimetoxi-2,2-dimetil-benzopirano (benzopirano HP1). Mesmo com todos
os esforcos, cerca de 90% das espécies de Hypericum em nivel mundial (e 70% no sul do
Brasil) ainda ndo foram devidamente estudadas, deixando claro que estas plantas permanecem

como promissoras fontes de compostos bioativos.

Os dois artigos seguintes da tese (Capitulo 2) reforcam a ainda mais o potencial
indicado no primeiro capitulo. Os estudos fitoquimicos realizados com cinco espécies de
Hypericum resultaram no isolamento de doze floroglucindis, sendo dois deles inéditos
(denudatina A e japonicina E). O uso de novas técnicas de isolamento (cromatografia planar
circular), e as facilidades de acesso a diversas técnicas de RMN permitiram que espécies ja
estudadas fossem revistas, aumentando assim o conhecimento sobre as fracdes lipofilicas das
mesmas. Estes isolados apresentam especificidades estruturais que podem ser importantes
para as atividades bioldgicas, sendo entdo avaliados quanto a sua capacidade de reduzir a dor
termal. Todos os floroglucindis testados exibiram efeitos antinociceptivos no teste da placa
aquecida, sem provocar prejuizo motor nas doses testadas. Os resultados dos testes bioldgicos
reforcam a hipotese que os floroglucindis isolados de Hypericum do sul do Brasil sdo

promissores padrées moleculares para o desenvolvimento de novos analgésicos.

Historicamente muitas plantas despertaram o interesse dos pesquisadores pelo seu uso
tradicional. Os poucos relatos de uso tradicional de Hypericum no sul do Brasil, citam o uso

de uma espécie (H. connatum) pro tratamento de feridas na boca. Explorando essa
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informacdo, no terceiro capitulo, observou-se que as fragdes enriquecidas em floroglucindis
foram capazes de aumentar a proliferacdo de queratindcitos in vitro, com destaque para as
espécies H. carinatum e H. polyanthemum. Na sequencia, os floroglucindis isolados foram
testados em queratindcitos, fibroblastos e células-tronco. Os resultados demonstraram que 0S
compostos isolados de H. carinatum (carifenona A, carifenona B e uliginosina B) foram
capazes de induzir a proliferacdo destas linhagens celulares, podendo ser Uteis no processo de
cicatrizacdo de feridas. Estudos in vivo e de possiveis mecanismos de acdo sdo persoectivas
que surgem destes resultados.

Em conjunto, os dados apresentados nesta tese reafirmam a importancia do género
Hypericum como produtor de compostos bioativos e demonstra o potencial ainda inexplorado
que pode ser Util no desenvolvimento de farmacos capazes de atuar em doencas cujos

tratamentos sdo deficitarios.
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ANEXO 1

Cadastro do projeto “Estudos quimicos e bioldgicos de espécies de Hypericum nativas do Rio
Grande do Sul” no Sistema Nacional de Gestao do Patriménio Genético e do Conhecimento

Tradicional Associado (SisGen).






Ministério do Meio Ambiente i
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n2? A347956

A atividade de acesso ao Patriménio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: A347956

Usuario: UFRGS

CPF/CNPJ: 92.969.856/0001-98
Objeto do Acesso: Patriménio Genético
Finalidade do Acesso: Pesquisa
Espécie

Hypericum caprifoliatum
Hypericum polyanthemum
Hypericum polyanthemum
Hypericum polyanthemum
Hypericum caprifoliatum
Hypericum carinatum
Hypericum carinatum
Hypericum connatum
Hypericum autrobrasiliense
Hypericum denudatum
Hypericum myrianthum

Titulo da Atividade: Estudo quimicos e biolégicos de espécies de Hypericum nativas do Rio
Grande do Sul
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Equipe

Gilsane Lino von Poser UFRGS

Stela Maris Kuze Rates UFRGS

Sérgio Augusto de Loreto Bordignon UNILASALLE

Data do Cadastro: 09/07/2018 15:11:31 E E
Situagéo do Cadastro: Concluido i

[=]:47k=

Conselho de Gestdo do Patriménio Genético
Situagéo cadastral conforme consulta ao SisGen em 10:51 de 11/07/2018.
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W E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
AN AN ASSOCIADO - SISGEN
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ANEXO 2

Nanoemulsion improves antinociceptive activity of HP1, a benzopyran from Hypericum
polyanthemum.

Artigo publicado no periddico Planta Medica International Open, v. 4, p. €82-e88, 2017.
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O anexo 2 compreende um artigo publicado no periodico Planta Medica International
Open, v. 4, p. e82-88, 2017 (DOI: 10.1002/ptr.5727). No texto completo da tese defendida,
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