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RESUMO

A familia Amaryllidaceae é reconhecida como fongecdmpostos bioativos,
sendo o isolamento e elucidacdo estrutural de skadoides, aliado as avaliacdes
farmacoldgicas, um tema importante. Estudos mostraeno mecanismo de acédo da
citotoxicidade desses alcaloides é seletivo e dbpeda linhagem celular.
Trichomonas vaginali® um protozoario parasita que causa a tricomoraseenca
sexualmente transmissivel de origem n&o viral mamum no mundo. Além de ser
considerado um importante organismo patogénicos saaacteristicas bioquimicas
peculiares, como a auséncia de mitocondrias, tnaomonas um adequado modelo
para estudos de vias metabodlicas de morte celdlatividade anti¥. vaginalisdos
alcaloides de Amaryllidaceae licorina e candimamssim como o potencial citotoxico
de diaminas sintéticas, foram investigados. Estutbsemi-sintese com a licorina
também foram desenvolvidos. Nossos resultados amastrque a licorina e candimina
induzem importantes alteracbes na ultraestrutusa pdwasitos e nenhum marcador
morfolégico classico de apoptose, como corpos @pops, foi observado. Além
disso, nem a fragmentacdo do DNA gendmico nem @siggo de residuos de
fosfatidilserina foram detectadas. Por outro laaobos os alcaloides atrasaram o ciclo
celular do parasito e inibiram a atividade das reasi NTPDase e ecto-5'-
nucleotidase, importantes na manutencao da rela@ésito/hospedeiro. O alcaloide
pré-apoptotico licorina e a candimina induziram taorcelular no parasito
amitocondriadoT. vaginalis por um mecanismo de acdo que nhao cumpre as
caracteristicas morfolégicas de apoptose. Entietasimilaridades com a morte
celular denominada paraptose foram observadasisiteacuolizacdo citoplasmatica
periférica aliada a integridade nuclear. Consid#wamue a citotoxicidade dos
alcaloides pode ser considerada moderada (250 geviyjados de poliaminas foram
escolhidos para desenvolver estudos de semi-sintesea licorina e aperfeicoar a
atividade do alcaldide. Poliaminas sdo molécula®miaas de estruturas simples,
essenciais para a diferenciacao celular e reguldgaociclo celular. Neste trabalho
demonstrou-se a sintese e avaliagcdo da atividamld .amaginalisde uma série de
derivados de diaminas, dos quaishexadecil-1,4-butanodiamina apresentou CIM

igual a 2,5 pg/ml, duas vezes mais ativo em congfarao metronidazol, utilizado



como composto de referéncia. A hibridizacdo mobacdh licorina com as diaminas
foi prejudicada pela instabilidade da licorina rtegf, intermediario chave para
prosseguir a rota sintética. No entanto, seis ddads inéditos da licorina, todos

ésteres, aromaticos ou alifaticos, foram sintetgzad

Palavras-chave: Amaryllidaceae, alcaloides, liarincandimina, Trichomonas

vaginalis poliaminas.



ABSTRACT

Anti-Trichomonas vaginaliactivity of the Amaryllidaceae alkaloids and polyam

analogs: chemistry, semi-synthesis and mechanisaotmin

Amaryllidaceae family has proven to be plentifulisses for therapeutic agents.
Hence, the isolation, biology and chemistry of Amaryllidaceae alkaloids make an
important subject. Investigations on cytotoxic maukms of these alkaloids indicate a
promising selective cell-type-dependent cytotoyicifrichomonas vaginaliss a
parasite that causes trichomonosis, the numbernameviral sexually-transmitted
disease in the world. However, whilctvaginalisis a prime pathogenic target, its lack
of mitochondria makes it a suitable biochemical eloob study cell death-related
mechanisms. AntF. vaginalis activity of lycorine and candimine alkaloids were
investigated, as well as the cytotoxic potentiati@mine analogs. Finally, studies on
lycorine semi-synthesis were developed. Our reslitsved that, after lycorine and
candimine treatment, no hallmark suggestive of tgp were observed, such as
apoptotic bodies, but instead several importamasiituctural alterations, assessed by
electronic microscopy. Additionally, DNA fragmentat and membrane
phosphatidylserine exposure were not detected. y&izashowed that lycorine and
candimine arrested. vaginaliscell cycle and inhibited the NTPDase and ecto-5-
nucleotidase activities, important enzymes on p&asst relationship. The pro-
apoptotic alkaloid, lycorine, and the lactone adi@&l candimine, caused cell death in
the amitochondriatd. vaginalisby a mechanism of action that fails to completely
fulfill the criteria for apoptosis. However, somémsarities were observed to
paraptotic cell death, like intense cytoplasmicifpdc vacuolization and nuclear
integrity. Since the cytotoxic potential of the a@lbids was moderated (250 uM), the
polyamines analogs were chosen to investigate mitieTa vaginalisactivity and to
develop semi-synthesis studies with lycorine ineordo improve the alkaloid
cytotoxicity. Polyamines are simple structured ladippc amines essential for cell
proliferation and differentiation and it has bedrmown that interfering with their
function or biosynthesis the cellular growth canbbecked. Our results showed the

synthesis of a series of diamine derivatives, Brtexadecil-1,4-butanediamine was



found to be the most active compoundvitro againstT. vaginaliswith MIC of 2.5

ng/mL, twice more active in comparison to the refee drug metronidazole. The
molecular hybridization of lycorine with diaminesasvimpaired by the unsuccessful
synthesis of the lycorine mesilate, a key intermgdon the synthetic route. However,

six new lycorine ester derivatives were synthesized

Keywords: Amaryllidaceae, alkaloids, lycorine, cemikhe, Trichomonas vaginalis
polyamine.
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INTRODUCAO







As primeiras descri¢cdes do uso de plantas contdnagpéuticos sdo escritas em
cuneiforme, originarias da Mesopotamia, e datar2G® a.C.: 6leo d€edrussp. e
Cupressus sempervirensgGlycyrrhiza glabra Commiphora sp. and Papaver
somniferum muitos dos quais ainda utilizados atualmenteratarmento de doencas
como gripes, resfriados, infeccfes bacterianasags parasitarias (GURIB-FAKIM,
2006). Uma estimativa realizada em 1997 revelou aprea de 20% da populacéo
mundial vive em situacdo de extrema pobreza e me@iplantas medicinais locais
para sua atencdo primaria em saude (WHO, 1995;)1%#be-se que para obter
substancias ativas a partir de plantas, um dosipars aspectos a ser considerado sao
as informacdes advindas da medicina popular, alé&® idformacdes quimico-

taxonOdmicas e botanico-taxonémicas (CORDELL, 1985).

Até 1994 cerca de 80% dos novos farmacos de meditasaprovados pelo
FDA' estavam relacionados a produtos naturais, ap@s dzga a porcentagem foi
reduzida a 50% (NEWMAN e CRAGG, 2007; BUTLER, 2Q0@&cnologias como o
high-throughput screeningHTS) e a era pds-gendémica contribuiram para acél
da porcentagem de produtos naturais, ou derivagos, se tornaram farmacos.
Entretanto, apenas o sorafénibomercializado como Nexavarchegou ao mercado
originario de HTS de bibliotecas de analise combima (NEWMAN e CRAGG,
2007). De acordo com BUTLER (2008), 30 farmacoaaiehados a produtos naturais
foram aprovados pelas autoridades sanitarias msretisre 2005 e 2007, sendo que 5
destes representam novas classes de medicamesgiac®se que aproximadamente
15 medicamentos antiparasitarios foram introduzidosmercado entre 01/1981 e
06/2006, dos quais 64,3% sao produtos naturaiseduadios destes (NEWMANN e
CRAGG, 2007). Com o entendimento de que a divedsidguimica dos produtos
naturais € uma melhor estratégia para alcancarcar@eéntos de sucesso em relacéao a
diversidade das colecbes de compostos sintéticogtesesse em aproveitar a
diversidade quimica natural para a descoberta desndarmacos parece estar
aumentando novamente (FEHER e SCHMIDT, 2003; GALEBHEN, 2007). Outro

aspecto relevante € a aplicacdo dos recursos desesilguimica para apurar as

! FDA: Food and Drug Administration.
2 Farmaco inibidor de enzimas tirosina quinasesgamtb para o uso em casos de carcinoma renal ¢idepa

3



atividades apresentadas pelos produtos naturaieatda semi-sintese com producéo
de analogos com melhores propriedades farmacobkegi¢darmacéuticas (KENNEDY,
2008).

Importantes compostos aprovados recentemente pamgercializacdo se
destacam por serem produtos naturais isolados tr phEr plantas: eliptinium,
huperzina e galantamina (HARVEY, 2008). A galantzanipor exemplo, € um
inibidor seletivo, reversivel e competitivo da #cetinesterase, alcaloide, isolado a
partir de espécies da familia Amaryllidaceae (HEIBIR e TEOH, 2004). Atualmente
é comercializado como Razad{ne inibidor da acetilcolinesterase mais recentéenen
aprovado na Europa e EUA para o tratamento do Ma\ldheimer. Amaryllidaceae
estad classificada entre as 20 mais importanteslifambotanicas produtoras de
alcaloides e, consequentemente, cerca de 500 idiesl¢gd foram descritos, com

estruturas diversas e importantes atividades fastdgicas (ZHONG, 2007).

Dentre a ampla gama de atividades farmacoldgicas/@gstigadas destaca-se a
importante citotoxicidade desses alcaloides tamt@ mélulas tumorais quanto para
microrganismos. Considerando esse potencial anbiyiEno alguns autores
concentraram esforcos na investigacdo da atividatgarasitaria, especialmente
contra a malaria, leishmaniose e tripanossomiaseR([EZUKA et al, 2008;
CEDRON et al, 2010). Essas enfermidades afetam principalmanpepulacado de
paises tropicais subdesenvolvidos e ndo constitugrioridade de investigacdo na
busca por novas moléculas ativas, de acordo cormadelo econdmico da industria
farmacéutica que se concentra no lucro. Nessextorgeentendendo que os parasitos
sdo um problema de saude publica grave com consegsésocio-econdmicas
importantes, além de ferramentas para investigaedediologia celular, optou-se

neste trabalho por aprofundar o estudo deithomonas vaginalis

O T. vaginalisé o agente etioldgico da tricomonose, a doencaatmente
transmissivel (DST) de origem nédo viral mais commonmundo, com importante
implicacdo médica, social e econébmica (WHO, 20&lgm da abordagem desse

parasito como agente etiolégico, plede ser considerado um modelo bioquimico para
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estudos em biologia celular de amitocondriados eamemos de acdo de compostos
citotoxicos, pois apresenta relacdes evolutivas gamos de eucariotos superiores e é
desprovido de mitocondrias (CHOSIE al, 2003). Com o avanco das investigacoes
sobre a farmacologia dos alcaloides bioativos dethidaceae, verifica-se que 0s
mecanismos de acdo da citotoxicidade estdo, palmgnte, relacionados com vias
metabdlicas mediadas por mitocondrias (ldtJal, 2004; LIUet al, 2007; Llet al,
2007; MCNULTY et al, 2009).

Dessa forma, a avaliacédo da atividade dos alcaladeAmaryllidaceae contra
o multifacetado parasitol. vaginalis pode contribuir em diversas areas do
conhecimento, tais como (i) novas abordagens sobraecanismo de acdo dos
compostos, com potenciais aplicacbes e (i) enwwwvito de diferentes vias
metabdlicas potencialmente envolvidas no process morte celular de

amitocondriados.
[.1. Familia Amaryllidaceae: fonte de alcaloides loativos

Até o momento cerca de 500 alcaloides estruturakmelistintos ja foram
isolados, sendo que das 1100 espécies existemida agstam muitas por serem
investigadas (JIN, 2009). Plantas pertencentes sa éamilia sdo amplamente
utilizadas na medicina tradicional em diferenteis¢m e seus efeitos farmacologicos
sédo frequentemente atribuidos aos diversos aleslaieé estrutura peculiar que elas
sintetizam. Muitas comunidades na Africa, Asia elifégia ainda utilizam,
principalmente, a medicina tradicional para suagite primaria em satde. Na Africa,
decoccbes de bulbos de Amaryllidaceae sédo utilzguoa tratamento de doencas
venéreas (LOUWet al, 2002).

As expressivas atividades bioldégicas apresentadais gsses compostos
estimulam a progressiva e continua investigacdom coovas abordagens
farmacoldgicas e uso em modelos experimentais io@gos até o0 momento. Uma
minuciosa revisdo com as principais atividades &motogicas de cada grupo de
alcaloides, recentemente publicada, distingue dlitatimaryllidaceae como fonte de

alcaloides bioativos (BASTIDAt al, 2006). As atividades antiviral (GABRIELSEN
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et al, 1992; SZLAVICK et al, 2004; Ll et al, 2005), antitumoral e citotdxica
(MCLACHLAN et al, 2005; Llet al, 2007; LIUet al, 2007), psicofarmacoldgica
(ELGORASHIet al, 2006; SILVAet al, 2006) e anticolinesterasica (HOUGHT@N

al.,, 2004; SHOEI-SHENGet al, 2007) sdo as mais abordadas. Embora as
Amaryllidaceae sejam alvo de estudo desde o sedMpainda hoje as investigacfes
se justificam pelo consideravel potencial em foemepesultados cientificamente

relevantes.
[.1.1. O géneroHippeastrum

Entre os 85 géneros da familia, 11 ja foram enados no BrasilHippeastrum,
Crinum, Alstroemeria, Clivia, Zephyrantes, Haemasth Eucharis, Habranthus,
Worsleya, Griffinia(MEEROW et al.,1999) eRodophiala(CASTILHOS, 2004), com
ocorréncia, preferencialmente, em campos, caatingagides Umidas montanhosas
(SCHULTZ, 1990).

O géneroHippeastrumdevido a exclusiva ocorréncia na América do Suh ve
sendo estudado continuamente (HOFFMABINaL, 2003; CASTILHOSet al, 2007;
DA SILVA et al, 2006, 2008; GIORDANIet al, 2007), embora ainda menos
explorado que as espécies européias e africanss.f&® € mais um atrativo para o
desenvolvimento de novas investigacbes quimica@nela o mais importante, é a
potencial aplicacdo da riqueza da bioatividade edesdcaloides na terapéutica de

doencas consideradas negligenciadas.
I.1.2. Biossintese e classificacédo dos alcaloides

Esses compostos sdo formados biogeneticamenteapeldamento oxidativo
intramolecular da norbeladina, um precursor denvdds aminodcidos fenilalanina e
tirosina (BASTIDA et al, 2006). Variacbes do tipo de acoplamento oxidatiéo
origem a trés ndcleos fundamentais: licorina, gal@ama e crinina, sendo que a

diversidade quimica dos alcaloides se distribuiecetsas trés class&sgura 1).
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Figura 1: Diferentes acoplamentos oxidativos do fenol em ymssr dos alcaloides de
Amaryllidaceae. Candimina: alcaloide pertencenteNamleo A, subgrupo homolicorina.

Licorina: alcaloide pertencente ao Nucleo A, supgrlicorina. (Adaptado de Bastidd al,
2006).

Estudos prévios do conteudo alcaloidico ldippeastrumrevelam a ocorréncia
principal dos seguintes nucleos: licorina (1H-gjB2,1-d,e] fenantridina) e tazetina

(2-benzopirano[3,4-c] indol), seguido por montaniftall-metanomorfanridina) e
crinina (5,10b-etanofenantridina).



[.1.3. Licorina

A licorina € um dos alcaloides mais abundantes glamente distribuidos entre
as Amaryllidaceae e, conseqguentemente, aquele g@sesmta o maior niumero de
estudos descritos na literatura. O primeiro rela® isolamento e atividade
farmacolégica da licorina data de 1899 (McNULTY, 092D e a partir de entdo as
investigacbes aumentaram progressivamente. Essaloidee demonstra ampla
diversidade de atividades farmacologicas: (i) ®oationtra poliovirus (WANGet al,
2008) e coronariovirus causador da SARS (SindroespiRatéria Aguda Severa), em
concentracdes na ordem de nanomolar tlal, 2005); (ii) é antifingico contra
Saccharomices cerevisig®EL GIUDICE et al, 2005); (iii) demonstrou melhor
atividade anti-inflamatéria quando comparado a meliacina (CITOGLUet al,
1998); (iv) é inseticida (EVIDENTEet al, 1986); (v) inibe a biossintese do acido
ascorbico (ARRIGONEt al, 1975) e esse efeito na elongacao das raizqdatdaas e
divisdo celular sugere que a licorina poderia nits sinteses de RNA e/ou proteina
(JIMENEZ et al, 1976); (vi) inibe a acetilcolinesterase (LOPE&Zal, 2002); (vii)
apresenta atividade arftrypanosoma bruceianti-Plasmodium falciparune anti-
Leishmania amazonensidMACKEY et al, 2006; TORIZUKA et al, 2008;
CEDRON et al, 2010); (viii) € um promissor composto anti-pieiativo contra
diversas linhagens celulares (LIKHITWITAYAWUIRet al, 1993; LAMORAL-
THEYS et al, 2010). Portanto, corroborando ARRIGONI e colablores (1994)
afirma-se que a licorina pode ser considerada wrmarhenta eficaz para estudo de

processos bioldgicos importantes.

A atividade citotoxica da licorina, especialmente potencial antitumoral,
desperta a atencdo dos grupos de pesquisa cadaaieznvolvidos na investigacao
para o entendimento do mecanismo de acdo dessesmm@s estudos mostram que
a licorina, juntamente com a pancratistatina eidasina apresentam uma atividade
antiproliferativa mais severa em células tumoraigjde em células saudaveis e ainda,
gue esses alcaloides poderiam atuar induzindo umaapoptoética intrinseca nas
células dos tumores (McLACHLAINt al, 2005; DUMONTet al, 2007; LIUet al,

2009). Muitos avancos podem ser identificados ergl#-se que 0 mecanismo de acao
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desse alcaloide esta relacionado a linhagem cealualaavaliacdo. Aabela 1sintetiza
as principais conclusdes sobre o perfil de ativeddd licorina em distintas linhagens

celulares.

Tabela 1. Atividade citotoxica da licorina.

Linhagem celular Mecanismo de acao Referéncia
HL60 Atraso do ciclo celular em G2/M
. LIU et al, 2004
Inducéo de apoptose
APL Prolonga a sobrevivéndia vivo em
modelo SCID de leucemia LIU etal, 2007
KM3 Atraso do ciclo celular em G0O/G1
LI et al, 2007

Inducéo de apoptose

Reducao da expresséo do gene
Mcl1 LIU et al, 2009
Inducado de apoptose

Jurkat Inducao de apoptose McNULEYal, 2009

Inducéo de apoptose EVIDENTEE al., 2009

AB49: OE21; Hs683; Efeito citostatico

U37§i§|l<1'\gEL; Citotoxico contra células sensiveis EAMORAL-THEYS et al, 2009
resistentes a estimulo proé-

apoptotico

HL60 (leucemia pré-mielocitica humana); APL (leuégraguda pré-mielocitica); SCID (camundongos com
imunodeficiéncia severa combinada); KM3 (mieloma ltipd); Jurkat (linffoma de células T); A549

(adenocarcinoma alveolar humano); OE21 (cancerageaf humano); Hs683 (oligodendroglioma anaplastico
humano); U373 (glioblastoma humano); SKMEL (melaadmmano) e B16F10 (melanoma de camundongos).

Podemos observar que a licorina apresenta umasttleede de mecanismos de
acdo biologica que tem sido utilizada para explisaa importante atividade

antitumoral. A grande maioria dos estudos aponta pan efeito pré-apoptotico da
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licorina (LIU et al, 2009; Llet al, 2007; LIUet al, 2004), enquanto outro mostra que
o alcaloide tem atividade anti-apoptotica em pregette calprotectina (YUét al,
1998). Ainda, esses estudos mostram que a sintegmtikinas pré-apoptoticas como
as caspases 3, 7, e 9 pode ser estimulada petmdic@nquanto proteinas anti-
apoptéticas como Mcl-1 (proteina responsavel pigdaethciacdo celular em leucemia
mieldide induzida) e Bcl-x1 (proteina de membrana protege as células neoplasicas
do dano ao DNA induzido pelo processo de apoptpselem ter sua producdo
diminuida (LIU et al, 2009). O atraso no ciclo celular € um fenbmesmmente
observado em distintas linhagens celulares (ktlal., 2004; Lliet al, 2007) e a
licorina também se mostrou eficiente em interagm® DNA (KARADENIZ et al,
2003). As investigacOes dos mecanismos de acaogmok da licorina envolvidos
com a citotoxicidade concentram-se em células tammorque sdo eucariotas e
mitocondriadas. Entretanto, em todos os estudosnalelvidos até entédo se verifica
gue a mitocdndria € uma organela chave no desemoemeo da morte celular
induzida por licorina. Nesse momento cabe um quessthento que pode contribuir
com valiosas informacdes biologicas para o delimedendo perfil farmacoldgico da
licorina: qual o efeito desse alcaloide pré-apoptdtem células desprovidas de
mitocondria, como o parasitd. vaginali® Dessa forma, um dos objetivos deste

trabalho € lancar contribuicGes para o entendiméetse tema.
[.1.3.1. Derivados

A licorina € um alcaloide tetraciclico estruturatitee relacionado as
fenantridinas e demonstra 0 mais interessante @ateanti-tumoral (citotoxico)
dentre todas as classes dos alcaloides de Amaigdiese (LAMORAL-THEY Set al,
2010). Assim, muitos derivados da licorina, a maiadeles de origem natural, foram
testados e avaliados frente a diversas linhagdokaes objetivando o delineamento
de uma relacdo estrutra-atividade (REA). Aproxinmaeiate 300 moléculas foram
caracterizadas (naturais, sintéticas e semi-gamtie contém os tetraciclos da
licorina, destas apenas 26 foram testadas pardaates antitumoral frente a distintas
linhagens celulares, sendo 20 derivados citotOxeeg®mente 6 in0cuos as culturas

celulares (LAMORAL-THEYSet al, 2010). O mesmo estudo conclui que a presenca
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das funcdes alcool e fenol, a insaturacédo do anelaDpresenca de uma amina Sao
importantes parametros no desenvolvimento de npraistipos derivados da licorina
com atividade antitumoral. Esse estudo de 201Giap que trata estatisticamente os
dados de modificacdo estrutural em funcdo da afiMadcitotdéxica e indica que mais
derivados precisam ser testados para asseguraR&#ada licorina. Porém, outros
trabalhos importantes sobre o tema foram publicd@8DENTE et al, 2009;
EVIDENTE e KORNIENKO et al, 2009) e certamente isso contribui para a
motivacdo dos avancos na investigacdo dos derivdddgorina para descoberta e

desenvolvimento de novos protétipos.

Estudos de REA também foram desenvolvidos considerautras atividades
farmacoldgicas da licorina. A investigacdo de ésterontralrypanosoma brucee
Plasmodium falciparunmdicou que (i) os derivados di-acetil tém a pitividade anti-
tripanossoma, mas, o di-butil apresenta boa atie@danti-plasmaodio (a melhor entre
os di-ésteres testados); (ii) o éster com acefiasicdo C-2, conservando o OH em C-
1, apresentou a melhor atividade anti-tripanossenaati-plasmaodio; (iii)) os ésteres
propil e butil sdo tdo ativos quanto o acetil erh €antra malaria (TORIIZUKAet al,
2008). Outro estudo de derivados da licorina coRtrdalciparumcorrobora esses
dados e indica requisitos estruturais importante® @perfeicoamento da atividade
anti-malarica: (i) ao menos um grupamento OH leme C-1 e/ou C-2; (ii) derivados
esterificados em C-1 com acetil; (iii) dupla ligagéntre C-2 e C-3; (iv) assim como
uma metila substituindo o nitrogénio nos derivadogipo secolicorina (CEDROMIt
al., 2010).

Assim, percebe-se uma concordancia entre os regpiide estrutura-atividade
da licorina quando comparamos a citotoxicidade reoc€lulas tumorais e contra
parasitos. Novamente, é importante destacar quamebos os casos as células séo
eucariotas e mitocondriadas sendo os requisitostestis de atividade contra células
amitocondriadas um tema ainda ndo abordado natiiter. A triagem de substituintes
com atividade farmacolégigaer seque poderiam ser acoplados a licorina formando
derivados com atividade sinérgica aquela do aldaléiuma abordagem interessante e

também esta contemplada nos objetivos deste estudo.
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[.1.4. Candimina

Até hoje, existem somente dois relatos sobre arigéscde isolamento do
alcaloide candimina, ambos a partir de espéciesHiggeastrum H. candidum
(DOPKE, 1962) eH. morelianum(GIORDANI, 2007). A candimina é um alcaloide
lacténico, pertence ao grupo biossintético de aidas com Nucleo A, assim como a

licorina, e ao subgrupo homolicoringigura 1).

Para outros alcaloides classificados nesse mesbgrugno ja foram descritas
importantes atividades farmacolégicas, 0 que sugeeea candimina também possa
ser um composto bioativo. Alcaloides como a homooii@, hipeastrina, licorenina e
dubiusina sao citotéxicos contra fibroblastos néoerais (WENIGERet al, 1995),
além de serem moderadamente ativos inibindo o ionesto {n vivo e in vitro) de
diversas linhagens celulares tumorais, tais comforhia (Molt4), hepatoma humano
(HepG2) e céancer de préstata humano (LNCaP) (FENBIBIAN STADEN, 2001;
AUNTON et al, 1993). Dubiusina, licorenina, @-demetil homolicorina e @-
demetil-2-hidroxihomolicorina demonstraram potehcide ligacdo ao DNA
comparavel a vimblastina (SCHMEDA-HIRSCHMAN® al, 2000). Acredita-se que
a ocorréncia pouco frequente desse alcaloide namezat seja o fator responséavel pela

auséncia de estudos farmacoldgicos.

Considerando as atividades farmacolégicas ja detnamias por alcaloides com
nacleo homolicorina, torna-se relevante avaliar pmepriedades da candimina,
valorizando o génerddippeastrumpor ser até o momento, a Unica fonte deste

alcaloide.
[.2. Tricomonadideos

A classificacdo taxon6mica indica que o générnchomonaspertence ao Filo
Zoomastigina, a Classe Parabasalia, Ordem Trichadida e Familia
Trichomonadidae (SCHWEBKE e BURGESS, 2004). Tricoathdeos séo protistas
anaerobios facultativos e parasitos, com alguma€cess de impacto na saude

humana, como @. vaginalis,e animal, como dritrichomonas foetyscausador da
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tricomonose bovina (KLEINAet al, 2004). Estudos moleculares apontam que esses
protistas apresentam uma posicdo basal na filogdygaeucariotos sendo, portanto,
importantes para o entendimento do processo evolaticariotico (GOLSTEINt al,
2003).

As trés espécies de tricomonadideos encontraddseomem sadl richomonas
tenax Trichomonas hominie Trichomonas vaginalisonde cada espécie exerce
tropismo especifico para seu sitio de infeccdo.T.Ohominis considerado néo
patogénico, habita o trato intestinal humano (DERCAe TASCA, 2007)O T. tenax
pode ser encontrado nas cavidades oral e traqoeopdal, € também considerado
nao patogénico, embora seja raramente encontradtwuenanos (SCHWEBKE e
BURGESS, 2004). Por outro ladb, vaginalisé um protozoario parasita de humanos
e agente da tricomonose, uma causa comum de \&adissa doenca € considerada
uma DST facilmente diagnosticavel e tratavel, neas tecebido pouca atencdo das

politicas publicas, embora cause importantes irapfies na saude da populacéo.

O T. vaginalisé anaerdbio facultativo e pode ser cultivadeitro na auséncia de
oxigénio, na faixa de pH compreendido entre 5,05ee7em temperaturas entre 20 e
40°C (DE CARLI e TASCA, 2007). . vaginalisé capaz de manter o glicogénio em
reserva, mas depende do fornecimento de aminoaadogroteinas digeridas
revelando a auséncia das principais vias biosgiagd(MULLER, 1990). Além disso,
nao apresenta a capacidade de realizar sideesevode purinas e pirimidinas, sendo
dependente das vias de salvacéo para a obtencses desnpostos (HEYWORTEt
al., 1982; 1984).

O protozoario tem a capacidade de formar pseudépajEesenta um corpo
celular muito plastico (9,0 x 7,0 um), adotandarfarelipsoide, piriforme ou oval.
Entretanto, condicfes fisico-quimicas como pH, tapoira, tensdo de oxigénio e
forca ibnica afetam o aspecto dos organismos, @e possuem a forma cistica,
somente a trofozoitica (DE CARLI, 2007). O vaginalispossui (i) quatro flagelos
anteriores, desiguais em tamanho; (i) um flagetmrrente que esta aderido ao corpo

do parasito pela costa, formando a membrana oneulgm) uma estrutura de
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microtubulos formando o axostilo, que percorre iudgnalmente a célula e ao longo
do qual se distribuem os hidrogenossonmeigura 2). Quando em interacdo com
células epiteliais d@. vaginalisaltera sua forma, de piriforme passa para umadgorm
ameboide, apresentando interdigitacbes com asasétld hospedeiro, num intimo
contato e, possivelmente, em continuidade (FURTADEENCHIMOL, 1998).

Figura 2: Caracteristicas morfologicas lachomonas vaginalig=A: flagelos anteriores; MO:
membrana ondulante; CP: corpo parabasal; CO: cbistajicleo; FP: filamento parabasal;
HI: hidrogenossomos; AX: axostilo. [Adaptado de@seli, G.A. e Tasca, T. (2007)].

O nucleo celular € proeminente e o parasito terarmigs incomuns produtoras
de energia, os hidrogenossomos, que estdo presamss granulos cromaticos e
osmiofilicos, visualizados por microscopia 6pticaletrénica, localizados préximo a
costa e/ou axostilo (SCHWEBKE e BURGESS, 2004)vaginalisé um protozoario
parabasilideo que se ramificou do género protozuasados cinetoplastideos, os
protozoarios mais primitivos que apresentam mitddan (VISCOGLIOSI et al,
1999). Ao contrario da maioria dos eucariotds,vaginalisndo tem mitocondria e
utiliza os hidrogenossomos para realizar o metsinalifermentativo dos carboidratos
com o hidrogénio como aceptor de elétrons (MULLEB93). Os hidrogenossomos
parecem ter um ancestral comum com as mitocondesiderando as similaridades

nos processos de importacdo de proteinas, entietanitas diferencas constitutivas
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existem como a auséncia de citocromos, cadeiaratdpa e DNA (DYALL e
JOHNSON, 2000).

Considerando as informacfes acima descritas pode+ssgderar o parasitd.
vaginalis uma importante ferramenta para estudos de ateidadmacologica de
compostos bioativos. Assim, além de ser 0 ager®gico de uma importante DST e
naturalmente, um alvo para investigacdo de novaspostos citotdxicos como
alternativas terapéuticas, o parasito pode tamb&mcansiderado um modelo de
estudos em biologia celular devido a auséncia decomdrias e a ocorréncia de rotas

bioquimicas particulares. A seguir, essas duagiagens serdo melhor exploradas.
[.2.1. Trichomonas: modelo celular

Os parasitos do génerdrichomonas ndo apresentam mitocondrias nem
peroxissomos, mas tém uma organela importante amime: o hidrogenossomo. A
auséncia de mitocondrias € a principal caractegisjiue os torna modelo celular de
estudos bioquimicos e fisiolégicos. Os hidrogenoeso sdo organelas ausentes em
animais multicelulares, plantas e em outros pasisinaerobios, como amebas e
giardias, sendo facilmente encontrados em protaxda ordem Trichomonadida,
como T. vaginalis (BENCHIMOL, 2009). Essas organelas contém enzimas
participam do metabolismo do piruvato formado dteanglicolise, sendo o local de
formac&o de b processo que é acompanhado pela sintese de AUPLER, 1993;
KULDA, 1999). Apenas 10% do ATP necessario paralaevivéncia do parasito €
oriundo dos hidrogenossomos, sendo o restante oolatichartir do metabolismo
oxidativo do parasito (CHOS& al, 2003).

Essa caracteristica fisiolégica presente também Tenvaginalis se torna
importante quando consideramos que em organismdcetwiares e em todos 0s
protozoarios unicelulares com mitocondria, essaare@ tem um papel central
durante o desenvolvimento da morte celular progdam@®CD —programmed cell
death (CHOSEet al, 2003). A mitocdndria constitui o sitio primariee acdo de
membros da familia de proteinas Bcl-2, a qual oteta permeabilizacdo da

membrana mitocondrial e liberacdo de algumas prasedo citosol. Essas moléculas
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atuam na amplificacdo do sinal apoptotico e naivefgio da morte celular
(RAVAGNAN et al, 2002; VAN LOOet al, 2002).

Em organismos amitocondriados como os tricomomsnaquinaria envolvida
na morte celular parece estar ausente e os meamigue levam a morte celular
permanecem por ser elucidados. Embora extensivodassbusquem o entendimento
da morte celular e suas implicagdes, alguns autefes;cam a validade da realizacéo
desses estudos de PCD também em protozoarioswaresl sem mitocondria, a partir
dos quais informacGes inéditas poderiam ser obti@HOSE et al, 20083;

GOLSTEINet al, 2003).

A morte celular em eucariotos mitocondriados éitiadalmente classificada em
dois grupos: (i) necrose, uma rota passiva e désdada, e (i) morte celular
programada (PCD), um processo rigorosamente cadwolcom vias celulares
definidas (DEBNATHet al, 2005). PCD se refere a ocorréncia programadaatee
celular em organismos durante o desenvolvimengmasomo ao programado curso
de eventos que ocorrem numa célula em processoadie,nsendo tdo complexo
guanto multi-facetado (GOLSTEIN, 2003). A PCD tenpsclassificada em trés tipos
definidos principalmente com base nas caractedstioorfoldgicas: apoptética (tipo
), autofagica (tipo Il) e nado-lisossomal (tipo)Jlla qual se assemelha a necrose
(Figura 3) (DEBNATH et al,, 2005).

Tipo | Tipo Il
APOPTOTICA Morte Celular NAO LISOSSOMAL
e condensagdo da e similar a necrose
cromatina e rompe membrana celular
* corpos apoptéticos {} « extravasa conteldo
* blebbing intracelular
« fragmentagdo do DNA Tipo Il
emembrana AUTOFAGICA
¢ vacuolos com dupla
membrana

* morte per se ou
sobrevivéncia?

Figura 3: Classificacao dos tipos de morte celular (DEBNAGiHL, 2005).
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A necrose é um evento de morte celular ndo cowlaok se caracteriza pelo
rompimento da membrana celular com extravasamemtoodtetdo citoplasmatico.
Por outro lado, a autofagia se caracteriza pelaepga de vacuolos intracelulares,
geralmente com dupla membrana, contendo materialegradacéo. Acredita-se que
esse processo autofagico (i) pode ser responsaveinpa aceleracdo da morte celular
a qual ocorreria mesmo na auséncia de autofagi@irma (ii) esse evento poderia
ocorrer em uma fracdo das células mortas em respostrtos estimulos ainda pouco
conhecidos (KROEMER e LEVINE, 2008). Estudos sugetgie a autofagiper se
ndo € um evento deletério (Q&t al, 2007) e isso poderia ser um mecanismo de
sobrevivéncia e ndo de morte celular, uma vez qaeitafagia tem um papel na
protecdo contra danos a organelas em células defenas) estresse por deplecédo de
nutrientes e microrganismos (LEVIGNE e KROEMER, 200

A apoptose é caracterizada por: (i) prematura cwalEio da cromatina, (ii)
fragmentacdo do nucleo formando os corpos apopit(di) alteracdes em organelas
citoplasmaticas; (iv) formacdo de projecbes na rman# plasmatica, conhecidas
comoblebbing (v) fragmentacdo do DNA (ocorrem casos em queéNd [Permanece
intacto); e (vi) pela membrana celular intacta, tid@n através de um processo
mediado por caspase&ROEMERet al, 2009). Em organismos multicelulares e em
todos os protozoarios com mitocondria, essa orgatesempenha um papel central
tanto nas vias caspase-dependente quanto caspagperdente, produzindo ou
capturando diversas moléculas que sdo essenoixiscacdo da PCD (KROEMER e
REED, 2000).

Até o0 momento nenhuma proteina implicada nas wasadpase-dependente ou
independente foi descrita €f vaginalis sugerindo que esse parasito amitocondriado
poderia sofrer PCD por uma via metabdlica altevasfCHOSEet al, 2003). Estudos
prévios indicam que parasitos unicelulares sem aditdria, comoT. vaginalis
sofrem uma forma de morte celular semelhante atapepa mais frequente forma de
PCD, sugerindo a presenca de umeceispase-likCHOSEet al.,, 2002; OFERet al,

® Caspases: Cisteina proteinases que clivam prstdémois de um residuo de acido aspartico e sénaisis
no desenvolvimento da apoptose.
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2008). Poucos estudos investigando a morte cedofatricomonas foram realizados e
ambos apresentam 0 mesmo resultado: compostospppdéiicos como metil
jasmonato, doxorrubicina, staurosporina e etopogi@sencadearam um tipo de morte
celular emT. vaginaliscom alguns aspectos morfoldgicos similares tarapa@ptose
guanto a paraptose: vacuolizagdo citoplasmaticajertsacdo da cromatina e presenca
de corpos apoptoticos (CHOS# al, 2002; OFERet al, 2008). A paraptose €
definida como uma forma de PCD nao-apoptética morgio cumpre 0s requisitos da
apoptose e é morfologicamente caracterizada podgsavacuolos citoplasmaticos e
cromatina intacta, quase normal (OLg¢Eal, 1998). Nesse contexto, observa-se que
0S mecanismos que levam a morte celular de amith@mios permanecem

desconhecidos e constituem um importante e inexgonicho de investigacéao.

Assim, muitas sdo as contribuicbes necesséarias @a@mpleto entendimento
das vias metabdlicas envolvidas na morte celulaardigocondriados. Uma estratégia
promissora € a avaliacdo de compostos pro-apopsoen células eucariotas com
mitocondria também contrd. vaginalis promovendo uma comparacdo entre as
respostas elicitadas. Desta forma, os produtogaigtltespecialmente os alcaloides,

sdo compostos candidatos a participarem dessagaali
1.2.2. T. vaginalis. parasito patogénico

Paralelamente a insercdo dos tricomonas como nodelolares em prol da
saude e ciéncia, deve-se destacar qué. ovaginalis € o agente causador da
tricomonose, a doenga sexualmente transmissivetigem nao viral mais comum no
mundo (WHO, 2001). O parasito se divide por fisbémria, tem um ciclo de vida
simples porque é transmitido no ato sexual, ndoféema cistica, e habita o limen e a
superficie mucosa do trato urogenital humano. fnenia descricdo da ocorréncia de
T. vaginalisem secrecao vaginal foi no inicio de 1830, sendol840 reconhecido
como causa de corrimento vaginal e com transmissé@yes de relacdes sexuais
(HUPPERT, 2009). Estima-se a ocorréncia de 174 dedhde novos casos de
tricomonose por ano, valores comparaveis a presiaémhe Chlamydia trachomatis
(92 milhdes) eNeisseria gonorrhoea¢62 milhdes) (WHO, 2001; JOHNSTON e
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MABEY, 2008). Ainda, estima-se que a incidénciatdeomonose em adolescentes
norte-americanas seja entre 5 e 7,4 milh6es desncagns por ano (WEINSTOGK

al., 2004). Durante alguns anos a tricomonose apaiica atencao por ser uma DST
de ocorréncia comum, entretanto, novos meétodosagmaistico estdo demonstrando a
real magnitude da prevaléncia deste parasito askwa importantes consequéncias a
saude, decorrentes da infeccdo (HUPPERT, 2009).

O parasito pode causar baixo peso em recém-nastidos como nascimento
prematuro (COTCHet al, 1991; 1997), além de predispor mulheres a doenca
inflamatéria pélvica atipica, cancer cervical eeitifidade (GRODSTEINet al, 1993;
ZHANG e BEGG, 1994; VIIKKIet al, 2000). OT. vaginalisesta associado a graves
implicacbes de saude, uma vez que ha evidéncigaalele aumenta a suscetibilidade
ao virus HIV fuman immunedeficiency vijus, consequentemente, a ocorréncia da
AIDS (acquired immune deficiency syndrgmsendo considerado um expansor da
porta de saida para o virus em pacientes aidéicws agente facilitador da infeccao
em pacientes ainda nado infectados pelo virus (LA&Aal, 1993; SORVILLO e
KERNDT, 1998; SORVILLCet al, 2001).

Considera-se que a mais significativa complicagéradp pelol. vaginalisé a
facilitacdo da contaminacdo por HIV, em até 2 vefeAGA et al, 1993;
MCCLELLAND et al, 2007). Essa consideracdo esta fundamentadaegointes
aspectos: (i) a infeccdo com vaginalisresulta em resposta inflamatoéria que leva ao
recrutamento de linfocitos CD4 e macrofagos a mauweaginal e cervical (LEVINEt
al., 1998); (i) o parasito causa pontos hemorragicascérvice e endo cérvice,
comprometendo a barreira mecanica a aquisicdo WqGILBERT et al, 2000); (iii)
elevada carga viral é encontrada nos compartimesgosnal e cervico-vaginal de
pacientes com tricomonose; finalmente (iv) o p&waaumenta a suscetibilidade a
vaginite e promove a colonizagdo com microrganismeganhos a microbiota
bacteriana normal, o que poderia também facilitacaataminacdo pelo HIV
(MOODLEY et al, 2002). Ainda, a presenca de vaginalisduplica o risco de
infeccdo persistente pelo papilomavirus humano (HESHEW et al, 2006) e

também pelo herpes virus (GOTTLIEBalL, 2004).
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Homens com tricomonose sdo, na maioria das vezasst@maticos, o que
facilita a transmissdo da doenca, e podem ter sem@ma infeccdo auto-limitada
(KRIEGERet al, 1993; LEHKER e ALDERETE, 2000). Por outro ladas mulheres
0 sintoma classico da doenca, embora ocorra em rdeni®-20% das pacientes
infectadas, é corrimento amarelo, abundante, espureomucopurulento, além de
odor vaginal anormal e prurido vulvar (LEHKER e AERETE, 2000). A vagina e a
cérvice podem apresentar sintomas inflamatériosafpos para a tricomonose, com
erosdo e pontos hemorragicos na parede cervige sbnhecido comaolpitis
macularisou cérvice com aspecto de morango, ainda quegesidro clinico ocorra
em apenas 2 a 5% dos casos (MIL&R., 2005).

A prevaléncia da tricomonose varia de acordo colocalizacdo geografica, o
local do estudo (comunidades ou em clinicas deeja@dpresenca ou auséncia de
sintomas, a populacdo estudada, de acordo com pm gmico, idade e sexo, € 0
método de diagndéstico empregado (JOHNSTON e MABEY8). Ao contrario d€.
trachomatise N. gonorrheaea prevaléncia d§. vaginalisé maior em homens e
mulheres com mais idade (BOWDE al, 1999; MILERet al, 2005), o que talvez
seja justificado pelas infec¢cdes assintomaticas geraisténcia de infecgcdes nao-
tratadas. Em locais industrializados a prevalédeid. vaginalisdemonstra variacao
de acordo com o grupo étnico, sendo mais prevaEmtenulheres e homens negros e
americanos quando comparado as mulheres e homemsobrou asiaticos (MILEBt
al., 2005). Profissionais do sexo, detentos do regingonal e usuarios de drogas
intravenosas podem ser considerados grupos de(d©ttNSTON e MABEY, 2008).

Alguns estudos demonstram uma elevada ocorréncia relnfeccao,
principalmente em grupos de risco, as quais samtasgticas em muitos casos
(FORTENBERRYet al, 1999; MILERet al, 2005; PETERMANEt al, 2006). Outro
dado relevante é que apenas 2% dos homens e 2,8%nuaheres descreveram
sintomas da tricomonose durante o estudo (MIleERL, 2005). Sabe-se que 71,7%
dos homens norte-americanos parceiros de mulherastiicomonose apresentam o
parasito, sendo a maioria deles assintomatico (SENAL, 2007, SUTTONet al,

2007).
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O tratamento contra tricomonose permanece o0 meséoartos: uso de
metronidazol via oral, com dose Unica de 2 g ou doas ingestdes diarias de 500 mg
durante 7 dias, sendo que a posologia em dose damanstra melhores resultados
(HUPPERT, 2009). Em 2004 a agéncia regulatoriaermmericana FDA aprovou
também o uso do tinidazol, outro nitroimidazolipara tratamento da infeccédo pir
vaginalis com dose Unica de 2 g, via oral. O uso topico @¢ronidazol reduz os
sintomas locais em mulheres com tricomonose, maspeesenta falho na resposta
terapéutica em mais de 50% dos casos (HUPPERT,).200®ante a gestacdo o
tratamento contra a tricomonose nao € aconsellad®d vez que oferece risco a saude
do feto e ndo produz resultados que justifiguens@ (KLEBANOFF et al, 2001;
KIGOZI et al,, 2003).

O metronidazol, assim como os demais farmacos danmelasse, entra na
célula por difusdo e tem o grupamento nitro reduzattavés da enzima piruvato
ferredoxina 6xido redutase (PFOR), @mvaginalislocalizada nos hidrogenossomos.
Essa reducao produz intermediarios instaveis qupial@ar o DNA provocam a morte

seletiva das células anaerébias suscetiveis.

A ocorréncia de isolados dé&. vaginalis resistentes ao metronidazol é
preocupante, uma vez que apenas outros farmacaosiedana classe terapéutica
(nitroimidazol) estdo disponiveis. O mecanismo dsisténcia anaerobica ao
metronidazol também é controlado pelos hidrogemesponde o farmaco compete
com o H como um aceptor de elétrons. Nos parasitos ragést® nivel das enzimas
hidrogenossomais esta reduzido drasticamente, @lgquaa a habilidade do parasito
ativar o metronidazol (LANL2t al, 2004). O tinidazol tem meia-vida plasmatica duas
vezes maior que o metronidazol, apresentando mefiedss adversos com a mesma
dose terapéutica de 2 g (SAWYER al, 1976). Um estudo onde 20 pacientes
refratarios ao tratamento com metronidazol foratattos com tinidazol mostrou uma
taxa de cura de 92%, caracterizando o tinidazolocama alternativa em casos de
resisténcia ao tratamento usual (SOBd#lal, 2001). Ainda assim, a dependéncia de

uma unica classe terapéutica para o tratamentoiatembnose inspira cuidados e a
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investigacdo de novos agentes tricomonicidas quemapor um mecanismo de agao

distinto deve ser incentivada.

A diversidade quimica dos produtos naturais bemoca@mas reconhecidas
propriedades farmacoldgicas juntamente com dadonsfagmacologicos os torna
candidatos em potencial para contribuir com essacéu Esse conjunto de
caracteristicas sugere o paraditovaginaliscomo um importante alvo de estudos de
novas moléculas, ndo sO pela riqueza de informab@mpuimico-celulares a ser
proporcionada, mas também pelo fato deste patogstaw associado a uma ampla

gama de implicacBes na saude humana.

1.2.3. Interacéo parasito-hospedeiro

7

A interacdoT. vaginalishospedeiro € um processo complexo, no qual estdo
envolvidos componentes associados a superficielacetlo parasito, as células
epiteliais do hospedeiro e também componentes aisllencontrados nas secrecdes
vaginal e uretral (LEHKER e ALDERETE, 2000). Ess¢dgeno atinge o parasitismo
com sucesso através de varios mecanismos, poréapazidade de citoaderéncia é
uma das principais vias. . vaginalis precisa aderir as células epiteliais do
hospedeiro para estabelecer e manter a infec¢asm e ipossivel devido a presenca de
adesinas no denso glicocalix do parasito (ALDEREEIEAL, 1995; ENGBRING e
ALDERETE, 1998; BASTIDA-CORCUER/Aet al, 2005) que parecem interagir com
as ceélulas do hospedeiro via interacdes do tipeptec-ligante (KUCKNOORet al,
2005). Cerca de quatro moléculas antigénicas derficie estdo relacionadas também
a adesédo do parasito as células epiteliais vagenassas moléculas tém sua expressao
reguladadurante o ataque as células do hospedeiro (ARR@iY&, 1993; GARCIA
e ALDERETE, 2007). Ainda, 0s mesmos autores sugepeeno parasito assume um
formato “achatado” que possibilita uma adesao laménsuperficie da célula epitelial.

A partir do genoma del. vaginalis foram identificadas 8 familias totalizando
aproximadamente 800 proteinas que parecem estdizbtas na superficie celular e
envolvidas com sua patogenecidade (CARLT@Nal, 2007). Apds a fase de
citoaderéncia, o parasito se torna ameboide, cdoritescontato célula-célula (neste

casoT. vaginalise célula epitelial vaginal) e formac&o de projecdoplasmaticas
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que interdigitam com as células alvo (BENCHIMOLQ2] Neste processo ocorre a
aquisicdo de nutrientes através de receptores iispsec assim como captacdo de
lipoproteinas encontradas no soro ou em secrec@gsnais (PETERSON e
ALDERETE, 1984). Em resposta a fatores ambientais, como concentracdes de
ferro e calcio, o parasito alterna a expressdodev@da de genes de viruléncia
(CROUCH et al, 2001). Ainda, a interacad. vaginalishospedeiro modula a
expressdo génica de proteinas funcionais das seéluspedeiras associadas a
manutencao da estrutura celular, componentes ddzreatracelular, moléculas pro-
inflamatérias e pré-apoptéticas (KUCKNO@Ral, 2005).

Apos a colonizacdo do sitio de infeccao pelo prasiescape da resposta imune
do hospedeiro por distintos mecanismos torna-seéafmental para o estabelecimento
do parasitismo. Ocorre um revestimento da supertioi tricomonas com proteinas e
macromoléculas do hospedeiro, evitando assim,antecimento pelo sistema imune
do hospedeiro (PETERSON e ALDERETE, 1982). Outteatgsgyia € a degradacédo de
imunoglobulinas e fatores do sistema complementbadpedeiro, através da secrecao
de cisteina-proteinases, (PROVENZANO e ALDERETE95)9 e remocdo dos
lactobacilos imediatamente ap6s a infeccao Thovaginalis (através de fagocitose),
anulando o efeito protetor da microbiota normaldptora de peroxido de hidrogénio,
que é capaz de neutralizar as cisteina-proteageSRN-MALDONADO et al,
1998). Além disso, o parasito lanca mao do mecanidenvariacdo fenotipica, pela
alternancia da expressdo de antigenos de superdimieo a proteina imunogénica
P270 (ALDERETEet al.,2007).

Outro enfoque importante quando consideramos Hate parasito-hospedeiro é
a modulacdo dos niveis de ATP extracelularsus adenosina pelo parasito no
ambiente da infeccdo. O ATP é liberado por célatassituacdo de estresse ou injuria
tecidual, atuando como um imunomediador pro-infi@ma que recruta células
imunes efetoras como neutréfilos, macrofagos, aslutlendriticas e linfocitos
(BOURSet al, 2006). A capacidade da vaginalisem degradar o ATP, reduzindo os

niveis extracelulares e fornecendo adenosina, umposto com propriedades anti-
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inflamatorias e essencial para a sobrevivéncia atogeno, pode contribuir para a

manutencao do parasitismo e 0 escape da respasta oo hospedeiro.
1.2.3.1. Sistema purinérgico - NTPDase e ecto-5'-oleotidase

Os nucleotideos extracelulares podem ser inativagdos hidrolise via
ectonucleotidases e, desde a identificacdo do AMPL@29, um grande numero de
enzimas foi caracterizado em plantas, bactériaasjias e em células de mamiferos,
apresentando envolvimento na sinalizacdo celulatEENER, 1995). As
ectonucleotidases sdo enzimas localizadas na stiperélular envolvidas na via de
hidrélise extracelular de nucleotideos. Essas eawimcluem a familia E-NTPDase
(ectonucleosideo trifosfato difosfoidrolase), a fl&an E-NPP (ectonucleotideo
pirofosfatase/fosfodiesterase), ecto-5'-nucleotidasfosfatases alcalinakigura 4)
(ZIMMERMANN, 2001).

Alkaline Ecto-5"-
Phosphatases Nucleotidase

NH,
COOH NH,
COOH
V' 4 —->
NH,

E-NTPDases E-NPPs

NH, coon M

NTPDase1 NTPDase5 NPP1 Kidney/bonel/liver

NTPDase2 NTPDase6 NPP2 (= tissue non-

NTPDase3 NPP3 specific)

NTPDased4 Placental
Intestinal
Germ-cell

Figura 4: Topografia de membrana das E-NTPDases e da ectoeteotidase. (Adaptado de
ZIMMERMAN, 2001).

7

A familia E-NTPDase € composta por enzimas denafamanucleosideo
trifosfato difosfoidrolase (NTPDase) e classificedeomo NTPDase 1 a 3 e 8,

localizadas na superficie da célula e NTPDase 4 satiladas intracelularmente. Os
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sitios cataliticos dessas enzimas estdo voltad@s ganeio extracelular ou para o
limen de organelas intracelulares, tais como o tmpde Golgi, o reticulo
endoplasmatico ou lisossomos (ZIMMERMAN, 2001). d&ss®nzimas apresentam
ampla especificidade a substratos, hidrolisanddensieos 5'-di e 5'-trifosfatados,
mas ndo apresentam hidrélise de nucleosideos nefatddos e compostos de éster de
fosfato fFigura 4) (SARKISet al, 1995; ZIMMERMANN, 2001). Uma variedade de
nucleosideos 5'-monofosfatados tais como AMP, CMRIP, IMP e GMP séao
hidrolisados pela enzima glicoproteica ecto-5-potidase (ZIMMERMANN, 1996).
Essa enzima pode ser encontrada na forma soldeplasmatica e também na forma
ligada a membrana, ancorada a glicofosfatidil tebs{(GPIl), sendo esta forma
localizada na superficie das células fundamentah @ cascata que hidrolisa
completamente ATP extracelular a adenosina (WAN&XDOTTI, 1996; SMITH e
KIRLEY, 1998; BIEDERBICK et al., 2000; SHlet al., 2001; BIGONNESEet al,
2004).

Em sitios de infeccdo, estresse tecidual ou injir/el'P intracelular € liberado
para 0 meio extracelular elevando a concentrac8mdoleotideos extracelulares, os
guais atuam como “sinalizadores de dano” paratersa imune, contribuindo para a
inflamacéo e elicitacdo da resposta imune (SAMSDAL, 2008). O ATP extracelular
(e-ATP) pode ser citotoxico a varias linhagenslaeds, exceto aquelas que sao aptas
a degrada-lo através de expressiva atividade etizarextracelular (FILLIPINEt al,
1990). ApoOs a liberacdo celular, ATP e outros mtdlieos sdo imediatamente
degradados por ectonucleotidases (ZIMMERMANN, 2006)

Muitos efeitos pro-inflamatérios do ATP em espeeidi populacdes celulares
envolvidas com o sistema imune podem ser reverjets adenosina (HANLEét
al., 2004; BOURSt al, 2006; JUNGER, 2008). A adenosina extracelulaesgnta
importantes implicacdes fisioldégicas, como (i) redilu da geracao de espécies reativas
de oxigénio; (ii) inibicdo da degranulacdo dos r#ilbs; (iii) geracdo de diversos
mediadores inflamatorios e (iv) inibicdo da aded@meutrofilos as células endoteliais
vasculares (HANLEYet al, 2004). Os nucleotideos e nucleosideos extracehil

podem agir como compostos sinalizadores por seeligaa receptores especificos,
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conhecidos como purinoceptores. Os receptores eleoamha, ou receptores P1l, séo
divididos em 4 subtipos, AAsa, Asg € Ag, todos ligados a proteinas G. Os receptores
P2 reconhecem ATP, ADP, UTP e UDP e sao classdka&in P2X, que sao canais
iGnicos, e P2Y, receptores associados a proteifB&JBENSTOCK, 2007).

As funcdes fisioldgicas sugeridas para essas emzi@eorrem da regulacdo dos
receptores purinérgicos que reconhecem ATP ou adene da salvacédo de adenosina
extracelular através da hidrélise sequencial de ATPAMP pelas NTPDases,
posteriormente AMP a adenosina pela ecto-5'-nudies¢ e subsequente transporte
através de transportadores de nucleosideos (HANBAJEDOTTI, 1996). Assim, o
sistema purinérgico constitui uma rede de sinadi@aagelular que emprega purinas
(principalmente ATP e adenosina) e pirimidinas comoléculas sinalizadoras, as
guais podem ser inativadas pelas ectonucleotidasescaptadas pelas células através
de transportadores ou podem ligar-se aos purinoeept (BURNSTOCK e
VERKHRATSKY, 2009).

As atividades da NTPDase e ecto-5-nucleotidasanfordentificadas enT.
vaginalise podem estar envolvidas em mecanismos relaciorsashbsracoes parasito-
hospedeiro controlando os niveis de ATP e adenofimATOS et al, 2001,
MUNAGALA e WANG, 2003; TASCAet al, 2003; TASCAet al, 2005). Essa
cadeia enzimatica presente em vaginalis modula os niveis de nucleotideos
extracelulares e pode contribuir para os mecanigsiaosscape do parasito através da
degradacado do ATP e para a producdo de adenosirasagia para a sobrevivéncia e
crescimento do parasito. Dois genes ortélogos de\diEe foram identificados em
vaginalise a expressao pode ser um parametro importantesestigacdo da hidrélise
dos nucleotideos apos tratamento com molécula®xitas (SANSOMet al., 2008).
Portanto, a NTPDase e a ecto-5-nucleotidase pasmtonsideradas como alvos
potenciais para o desenvolvimento de novas aligasaterapéuticas a tricomonose,
ainda porque as enzimas humanas parecem ter baw®ldgia aquelas dos
tricomonas. No que tange este trabalho e de aamhoo exposto nos objetivos sera
avaliado o efeito dos alcaloides candimina e li@rha atividade enzimatica da

NTPDase e ecto-5'-nucleotidase Tevaginalis
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|.2.4. Poliaminas

As poliaminas putrescina, espermina e espermidiitgaa 5) sdo biomoléculas
catibnicas constitutivas e essenciais para divefsagdes integrando sintese
macromolecular, proliferacdo celular e diferenaagefin todos 0s organismos Vvivos
(BACCHI e YARLETT, 2002; HEBYet al, 2003; WALLACE¢t al., 2003).

/\/\/NHZ NHZ\/\/\ AN
NH5 H NH,
Putrescina Espermidina
1,4-Diaminobutano N-(3-aminopropil), 1,4-diaminobutano

H
NHZ\/\/N\/\/\ /\/\
N NH,
H

Espermina
1,4-Bis(aminopropil), 1,4-butanodiamina

Figura 5: Representacéo das estruturas das poliaminas po&resspermina e espermidina.

Sob condic¢des fisioldgicas o papel das poliaminasiBuido, tanto em parasitos
guanto em hospedeiros, a facilidade de protonag&csdus grupos amino ou imino
que se tornam catiénicos no pH intracelular. De@saaeira, as poliaminas interagem
espontaneamente com macromoléculas anidnicas, aoiios nucléicos, proteinas e
lipidios, participando de muitos processos celslfREGUERAet al, 2005). Todos
0S protozoarios parasitos contém poliaminas quetajoente com suas enzimas
associadas, estdo atraindo a atencdo como alvovas terapias antiparasitarias, uma
vez que h4 insucesso na interferéncia com o mésatmlde poliaminas em células de
mamiferos (MULLERet al, 2001). Considerando que os parasitos tém vias ou
necessidades de poliaminas distintas daquelastidascmamiferas, entdo modulando
essa via central espera-se consequéncias maissgrave 0 parasito em relacdo ao
hospedeiro.
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Todos os vertebrados e eucariotos primitivos, cannaaioria dos parasitos e 0s
fungos, sintetizande novoas poliaminas a partir de dois aminoacidos precessL-
ornitina e L-metionina: (i) a putrescina € sintetizada pelaitioan descarboxilase
(ODC); (ii) espermidina ¢é obtida pela condensag@@utrescina com o amino-propil
da descarbox&-adenosilmetionina e (iii) a espermina, em mam#enqrovém da
espermidina com um segundo grupo amino-propil,vagrada espermina sintase
(REGUERA et al, 2005). A importancia da putrescina na sobrewisgnde
Tritrichomonas foetu$oi investigada através do uso de analogo dessanmohl: 1,4-
diamino-2-butanona (DAB) (REI&t al, 1999). Esse estudo revelou que em presenca
de DAB (i) houve um atraso no ciclo celular do pdam refletido pela inibicdo do
crescimentan vitro do T. foetus (i) os niveis de putrescina, espermina e esknai
foram reduzidos, em comparacdo aos trofozoitos m@bados e (i) os
hidrogenossomos foram progressivamente degradadiisando que a presenca de
poliaminas estaria relacionada a protecdo e egmilo da membrana
hidrogenossomal. De acordo com alguns autorestrasgina pode atuar como um
tampao na manutencao do pH intracelular, partidpgprocesso de estresse oxidativo
além de auxiliar na supressdo da resposta inflarmatld hospedeiro, o que pode
determinar o sucesso da infeccdo (YARLETT e BACCIIBS; 1994).

Ao contrario da maioria dos eucariotds,vaginalisndo sintetiza espermina pela
via de novg a recaptacdo dessa poliamina ocorre via um osfiatador de
espermina-putrescina que resulta no efluxo de ch@éculas de putrescina e influxo
de uma molécula de espermina (YARLETT e BACCHI,4)9®essa forma, 0 uso de
analogos da putrescina poderia inativar esse sastempedindo a captacdo de
espermina exégena. Da mesma maneira, analogos aasnipas espermina e
espermidina ocasionariam danos ao parasito umguenao podem ser sintetizadas,
apenas captadas do meio extracelular, apontandap#so de analogos de poliaminas
como alternativa terapéutica contra a tricomon@seetabolismo das poliaminas em
T. vaginalisconsome cerca de 10% da energia do parasito duvacrtescimenton
vitro. O papel das poliaminas em relacdo a viruléncigpa@sito e em relacdo a

patogenicidade durante a infeccdo permanece poingestigados (YARLETT e
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BACCHI, 1994). GARCIA e colaboradores (2005) sugergue o metabolismo das
poliaminas e a secrecdo de putrescina estdo netatis a aderéncia as células do
hospedeiro e citotoxicidade. Alguns andlogos déapohas demonstraram potencial
de inibicdo da biossintese de poliaminas Envaginalis(BREMNER et al, 1987;
REISet al, 1999; GARCIAet al, 2005), mas o reflexo dessa inibicdo na virul& oo

parasito permanece indefinido.

Os analogos estruturais sdo promissoras altersatipara interferir no
metabolismo das poliaminas uma vez que eles pogeasentar multiplos efeitos,
como na biossintese e captacao, além de agiremitims de ligacdo das poliaminas
originais (MULLER et al, 2001). A importancia das poliaminas na busca de
alternativas terapéuticas pode ser representada pebrréncia de congressos
especificos sobre o tema, como por exempRnlyamine Metabolism of Parasitic

Protozoa as a Drug Targktocorrido no Texas em 2002.
[.3. OBJETIVOS

Considerando os produtos naturais como fonte deoriiaptes compostos
bioativos e o potencial farmacoldgico dos alcalside Amaryllidaceae os objetivos
gerais deste trabalho séo: (i) avaliacdo da atMdmtiTrichomonas vaginaliscom a
proposicdo do mecanismo de acdo de alcaloides dmylilaceae pertencentes aos
dois protétipos do nucleo A: licorina (alcaloidediina) e homolicorina (alcaloide
candimina); e (ii) semi-sintese de derivados dalaide licorina e avaliacdo da

influéncia da hibridizagcdo com diaminas na ativelattomonicida.
Assim, o0s seguintes objetivos especificos forarpgstos:

1. caracterizar a estrutura da candimina isolad&ligpeastrum morelianum

Lem.;
2. testar o efeito da licorina e vaginalise inferir seu mecanismo de acao;

3. testar o efeito da candimina €m vaginalise inferir seu mecanismo de
acao;
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investigar o efeito da licorina e candimina na @lide extracelular dos

nucleotideos enfi. vaginalis
verificar o potencial anff- vaginalisde analogos de poliaminas;
investigar a relacdo estrutura-atividade de diagina

realizar a semi-sintese da licorina e diaminasaea$iacdo da influéncia na

atividade antif. vaginalis
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Abstract

Amaryllidaceae family has proven to be plentifulusses for therapeutic agents.
Hence, the isolation, biology and chemistry of Amaryllidaceae alkaloids make an
important subject. To date, nearly 500 structurdilyerse alkaloids have been isolated
from some Amaryllidaceae plants and this numbere@ee every year. As part our
ongoing project, we report the phytochemical study Amaryllidaceae specie
Hippeastrum morelianurhem.: the isolation of theoZ7-dimethoxyhomolycorinelj,

a new homolycorine-type alkaloid, and candimi@g an unusual homolycorine-type
alkaloid from lactone serie, besides of another kiown alkaloids: tazettine,
pretazettine, 3-epimacronine, haemanthamine, haeayand trisphaeridine.
Additionally, in order to provide a set of dataoaling the adjustment of old literature
assignment, the most stable conformation of camsimivas evaluated through
molecular modeling studies and NMR coupling constaimherefore, for reference
purpose it is useful to report unequivocally the RIMf these compounds based on
modern 2D NMR measurements includiitey'H COSY,*H-'H NOESY, HMBC and
HMQC.

Key words

NMR; 2a,7-dimethoxyhomolycorine; candimine; homolycoriypd alkaloids;

molecular modelingHippeastrum morelianupAmaryllidaceae
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Abstract

Investigations regarding the cytotoxic mechanisrhshe Amaryllidaceae alkaloid,
lycorine, indicate a promising selective cell-tygependent cytotoxicity on tumor
cells. Its mechanism of action in eukaryotic cls, thus far, been reported to involve
the interruption of the cell cycle and mitochontipathways.Trichomonas vaginalis
IS a parasite that causes trichomonosis, the nupreenon-viral sexually-transmitted
disease in the world. However, whilctvaginalisis a prime pathogenic target, its lack
of mitochondria makes it a suitable biochemical eiddr the study of cell death-
related mechanisms. In this study, we investigétednechanism of action of the pro-
apoptotic alkaloid, lycorine, on an amitochondrie¢d. The cytotoxicity of lycorine to
T. vaginaliswas verified with a dose-response curve and langibwth assay, from
2.5 to 1000 pM. Several important ultrastruturater@tions were assessed by
electronic microscopy and no characteristics suggesof apoptotosis, such as
apoptotic bodies, were observed. Additionally, DNfAgmentation and membrane
phosphatidylserine exposure were not detected.y&izaby flow cytometry showed
that lycorine arrests th&€. vaginaliscell cycle. We postulate that the pro-apoptotic
alkaloid, lycorine, causes cell death in the anmtowriate T. vaginalis by a
mechanism of action that fails to completely fuitfile criteria for apoptosis. However,

some similarities were observed to paraptotic aedith.

Keywords:Hippeastrum morelianupAmaryllidaceae; alkaloids; lycorine; cell death

pathway; parasite; amitochondrialégichomonas vaginalis.
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Trichomonas vaginaliss a unicellular eukaryote that parasitizes then&n genito-urinary
tract and causes trichomonosis. The clinical ptesem is mainly problematic in women,
where it may be asymptomatic or causes severeitiagand cervicitis.T. vaginalisdoes not
present mitochondria and it is recognized as aalassical model organism to investigate
undetected molecular pathways and better-definephwbogical types of cell death. The
antiproliferative and cytotoxic effects of the Amlidaceae alkaloids are well known.
Candimine is an unusual homolycorine-type alkalarti no detailed investigation of the
cytotoxic activity of compounds from this chemicalcleus was reported so far; thus, we
chose this alkaloid to perform our study. We showweat candimine is cytotoxic againbt
vaginalisand induces cell death by an unprecedented grofgatires that fails to fulfill the
criteria for apoptosis and apoptosis-like alreadyorted to trichomonad&xpressive and
important kinetic, cellular, and ultrastructurateahtions on candimine treated-trophozoites
were observed as well as some similarities to pasépcell death, described for multicellular
organisms. The present findings suggest an unpeetedl mechanism of action of the
Amaryllidaceae alkaloids and contribute both to rpkecologic approaches and to

Trichomonass cell biology.
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Abstract

Drug discovery from plants has played an importatg in the pharmaceutical therapy
field and the alkaloids lycorine and candimine aemdidates for this purposé.
vaginalisis a parasite that infects the human urogenigat ®nd causes trichomonosis,
the most prevalent non-viral sexually transmitteskdse. Ecto-nucleotidases including
nucleoside triphosphate diphosphohydrolase (NTPDasehich hydrolyses
extracellular ATP and ADP, and ecto-5’-nucleotidasbich hydrolyses AMP, have
been characterized if. vaginalis.Considering that purine nucleotides are released
from cells under physiological and stress condgjothe aim of this study was to
evaluate the effect of lycorine and candimine omTh vaginalisecto-nucleotidases
pathway. The alkaloids were tested against both-term-grown and clinical isolates,
in a concentration range from 50 to 250 uM. Whemndlkaloids were added directly
to the reaction mixture no effect on ATP, ADP or RMydrolysis could be observed.
In contrast,T. vaginalisNTPDase and ecto-5-nucleotidase activities wereatly
inhibited by candimine and lycorine after 24h tre@nt. This effect was annulled
when the trophozoites 24h treated were innoculat@dclean culture medium, without
alkaloid. The transcript levels for NTPDase 4414&4 were not altered by the
alkaloids, after 24h incubation. Our data show tatidimine and lycorine can affect
the T. vaginalis ecto-nucleotidases pathway, suggesting that theaastiular
nucleotide levels could be modulated by these ai#tal Considering the cytotoxic and
proinflammatory role of ATP besides the anti-inflaatory effects of adenosine, this
regulation could be relevant in increasing susbdjyi of T. vaginalisto host immune

response in presence of lycorine and candimine.

Keywords
Candimine; Lycorine; Ecto-nucleotidases; NTPDase;ctofs’-nucleotidase;
Trichomonas vaginalis
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Abstract

Taking in account the increased prevalence of meatazole-resistant infections,
alternative drugs are necessary for the treatmetiamomonosis. We report in this
work the preparation and tle vitro anti-trichomonads activity of two diaminésand
2, and three different lipophilic amino alcohol deives 3, 4 and 5. These
compounds were tested fam vitro activity against two isolates ofrichomonas
vaginalisand displayed inhibition of the parasite growtlveFconcentrations of each
compound were tested. The butanediamine derivdijvat a final concentration of
5.85 puM, presented a cytotoxic effect against 47%6T 0 vaginalis trophozoites.
Furthermore, the cytotoxicity of did not present statistically significant diffecen

when compared to metronidazole in the same rangerafentration (0.1 — 1.5 pg/ml).
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Abstract

Ten N-monoalkylated diamines were synthesized and etedufr in vitro activities
againstTrichomonas vaginaligand Giardia lamblia Several compounds displayed a
good inhibition of parasite growth, with MIG 20 pg/mL. N-hexadecil-1,4-
butanediamine was found to be the most active comgm vitro againstT. vaginalis
with MIC of 2.5 pug/mL, twice more active in compaon to the reference drug
metronidazole (MTZ). Seven of the studied compouslswed a better an@-
lamblia activity than MTZ.
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I.VIl. CAPITULO 7 — Sintese e avaliagdo da ativigaantiT. vaginalisde derivados

da licorina.

As atividades relacionadas a sintese organica déstbalho foram
desenvolvidas no laboratorio do Prof. Dr. Mauro iNiede Almeida, Instituto de

Quimica, Universidade Federal de Juiz de Fora, BiGsil.
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1. Introducéo

O efeito antif. vaginalisda licorina e da candimina pode ser considerado
moderado uma vez que a dose citotdxica é elevadaoedem de micromolar. Com o
objetivo de melhorar a atividade observada, a ihegrpor ser o alcaloide mais
comumente encontrado nas Amaryllidaceae e, portatdofacil obtencdo quando
comparado a candimina, foi escolhida como matdggbartida visando a obtencéo de
analogos mais ativos. Diante das caracteristicamubhicas do parasito o
metabolismo das poliaminas pode ser identificadmacam alvo importante para
atuacdo de moléculas citotoxicas e 0s analogos piddisminas constitutivas,

interessantes moléculas para serem hibridizadasadmorina.

Diaminas e aminoalcoois similares as poliaminageguina, espermina e
espermidina despertam interesse na investigacapeatfeicoamento da atividade anti-
T. vaginalisapresentada pela licorina uma vez que diversoaltrab j& demonstraram
a acao dessas moléculas (CALAl, 2000; DEL OLMOet al, 2002; LABADIE et
al., 2004; DA COSTAet al, 2009; GIORDANI et al, 2009). A lipofilia € um
parametro importante ndesign de novos compostos antiparasitarios, pois longas
cadeias hidrofébicas podem interagir com os ligidim membrana, facilitando a
penetracdo dos compostos no citoplasma dos pat®deittRRMANN et al, 1982;
BASSELIN e ROBERT-GERO, 1998; DE OLMé& al, 2002). Assim, o objetivo
deste Capitulo VII foi sintetizar derivados da fioa a partir da hibridizacdo com
poliaminas e/ou utilizacdo de suas caracteristisiasofobicas para otimizar a

atividade e verificar o efeito na citotoxicidadenta T. vaginalis(Figura 1).
2. Experimental
2.1. Fonte dos alcaloides

Licorina foi obtida a partir dos bulbos dtippeastrum santacatarindraub.
(Dutiln), conforme procedimento ja descrito (GIORBIA 2007; GIORDANI et al,
2008). Quantidade adicional deste alcaloide fotitpeente cedida pelo laboratério do

professor Dr. Jaume Bastida, Universitat de Barzelo
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Figura 1: Esquema proposto para semi-sintese dos derivadm®daa.
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2.2. Sintese dos derivados da licorina
2.2.1. Mesilacao

Licorina (0,105 mmol; 30 mg) e dimetilamino piridir DMAP (em quantidade
catalitica) foram solubilizados em piridina aniggaml), sob agitagcdo a temperatura
ambiente. A esta solucao foi adicionado, a 0 °Gretb de mesila (1 mmol}igura
2). Apos 24h de reacdo a temperatura ambiente,gtagao magnética, foi verificado
gue todo o material de partida havia sido consunaitavés de cromatografia em
camada delgada (CCD) (eluente: diclorometano/méta®@@10). A piridina foi
removida e o conteddo retomado em cloroférmio (30 BEm seguida foi realizada
uma extracao liquido-liquido com agua gelada sdtuc@m bicarbonato de sodio (3x
15 ml) e o solvente da fase organica foi removideesiduo resultante foi purificado
por cromatografia em coluna, diclorometano/metamlgradiente de eluicdo, sem a

obtencéo do composto desejado.
2.2.2. Tosilacao

Licorina (0,105 mmol; 30 mg) e DMAP (em quantidackgalitica) foram
solubilizados em piridina anidra (2 ml), sob adim@ temperatura ambiente. A esta
solucao foi adicionado cloreto de tosila (0,2 mmalP °C Figura 2). A reacéo foi
monitorada durante 5 dias e ndo houve o consummaterial de partida nem a

formacao de produtos, mesmo apdos aquecimento @.60 °
2.2.3. Formacéao da azida

Aos produtos de reacdo de mesilacdo, obtidos sémappurificagdo, foram
adicionados dimetilformamida- DMF (3 ml) e azidasidelio em excesso (150 mg) sob
agitacdo a 100 °Gr{gura 2). Apd6s 7 dias de reacdo foi verificada alterag@gerfil
cromatografico do material de partida atraves de DCC(eluente:
diclorometano/metanol, 90/10). Entdo, o DMF foi cemdo e o contetudo retomado
em cloroférmio (50 ml). Em seguida foi realizadaauextracdo liquido-liquido com
agua gelada saturada com bicarbonato de sodio §3mll e o solvente da fase

organica foi removido. Essa fracdo resultante imifigada por cromatografia em
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coluna, diclorometano/metanol em gradiente de &uigNdo foi obtido o produto

desejado a partir dessa reacéo.
2.2.3. lodacéao

Licorina (0,105 mmol; 30 mg), iodo metalico (0,1&mol; 40 mg), imidazol
(0,157 mmol; 10,6 mg) e trifenilfosfina (0,157 mmél mg) foram solubilizados em
DMF (5 ml), sob agitacdo a 90 °C, sob reflukag(ra 2). Apés 52h de reacéo foi
verificado que todo o material de partida haviao sabnsumido através de CCD
(eluente: diclorometano/metanol, 80/20). O DMFrfanovido e o conteudo retomado
em cloroférmio (50 ml). Em seguida foi realizadaauextracdo liquido-liquido com
agua gelada saturada com bissulfito de sédio (3mll® o solvente da fase organica

foi removido. O derivado iodado nao foi obtido.
2.2.4. Hidrogenacéo

Licorina (300 mg; 1 mmol) foi solubilizada em etarf@5 ml), mantida em
aparelho de Parr sob a presséo de 4 bar,ddudante 24h, e adicionado paladio em
quantidade cataliticaF{gura 2). A reac&do ocorreu apos 24h quando foi verificado
consumo do material de partida através de CCDrtdueloroférmio/metanol, 80/20).
A mistura reacional foi filtrada e o residuo ringamm etanol, cloroférmio a quente e

agua a quente. Distintos produtos foram recuperaplds a reacao.
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Mesilacdo; (d) Reagdo com azida sodica; (e) lodagéo
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2.2.5. Esterificacéo

2.2.5.1. Acetilacdo

De acordo com metodologia previamente descritayihia (0,105 mmol; 30
mg) e DMAP (em quantidade catalitica) foram solados em piridina anidra (3 ml),
sob agitacdo a temperatura ambiente. A esta sofe¢a@alicionado anidrido acético
(0,53 mmol), a 0 °CHigura 3). Apo0s 24h de reacdo a temperatura ambiente, sob
agitacdo magnética, foi verificado que todo o nialtele partida havia sido consumido
através de CCD (eluente: diclorometano/metanoB)9% piridina foi removida e o
contetudo retomado em cloroférmio (50 ml). Em seguiml realizada uma extracao
liquido-liquido com &agua gelada (3x 15 ml) e o eabke da fase orgéanica foi
removido. O residuo resultante foi purificado paroncatografia em coluna,
diclorometano/metanol em gradiente de eluicdo,eoendo 25 mg (0,05 mmol) do

composto 7a) em 62,5% de rendimento.
2.2.5.2. Esterificacdo com cloreto de acido de iedldaga

Inicialmente, foi preparado o cloreto do &cido dmmhgico numa solucdo do
acido dodecandico (0,40 mmol; 80 mg) em diclorometanidro (4 ml) e DMF (em
guantidade catalitica), foi adicionado cloreto dalita (em excesso), sob agitacdo a
temperatura ambientd-igura 3). Apos 24h de reacéao foi verificado o consumo do
acido de partida através de analise do espectroinftavermelho. Entdo, o
diclorometano e o excesso de cloreto de oxalilanforevaporados sob presséo
reduzida e o conteldo da reacdo retomado em 2 mictirometano. Previamente,
licorina (0,105 mmol; 30 mg) e DMAP (em quantidaadgalitica) foram solubilizados
em piridina anidra (2 ml), sob agitacdo a tempesaambiente. A esta solucéo foi
adicionado, gota a gota, o cloreto de acido dod@canem excesso), sob agitacao
magnética a 0 °C. Apos 3 dias de reacédo, aindaahanaterial de partida e foi
adicionado mais cloreto de &cido, totalizando cetea8 mol equivalentes, quando
finalmente apés 5 dias foi verificado que todo otenal de partida havia sido
consumido através de CCD (eluente: diclorometantaimodé 95/5). A piridina foi

removida e o conteudo da reacédo retomado em clon@d50 ml). Em seguida, foi
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realizada uma extracao liquido-liquido com aguadgel(3x 15 ml) e o solvente da
fase organica foi removido. O residuo formado faiifirado por cromatografia em
coluna, diclorometano/metanol em gradiente de &tuifornecendo 18 mg (0,04

mmol) do composto/p) em 40% de rendimento.
2.2.5.3. Benzoilacao

Licorina (0,105 mmol; 30 mg) e DMAP (em quantidackgalitica) foram
solubilizados em piridina anidra (2 ml), sob adim@ temperatura ambiente. A esta
solucdo foi adicionado cloreto de benzoila (0,21 amn34 mg) dissolvido em
diclorometano anidro (1 ml), sob agitacdo magné&i€a°C Figura 3). Apds 2 dias
foi verificado que todo o material de partida hasido consumido através de CCD
(eluente: diclorometano/metanol, 95/5). A piridif@d removida e o conteudo da
reacdo retomado em cloroférmio (50 ml). Em segufdarealizada uma extracéo
liquido-liquido com agua gelada (3x 15 ml) conterdoarbonato de soédio, e o
solvente da fase orgéanica foi removido. O residuon&do por cromatografia em
coluna, diclorometano/metanol em gradiente de &i©s compostos isolados por
coluna foram solubilizados em cloroformio (25 ml)particionados com &gua e
bicarbonato de sédio para purificacdo e remocaotrdeos de &cido benzodico
contaminante, fornecendo 23 mg ( 0,046 mmol) do pmsto {c) em 47% de

rendimento e 9 mg (0,023 mmol) do compoSid) €m 23% de rendimento.
2.2.5.4. Nitro-benzoilacdo

Licorina (0,205 mmol; 30 mg) e DMAP (em quantidackalitica) foram
solubilizados em piridina anidra (2 ml), sob agia@ temperatura ambiente. A esta
solucéo foi adicionado cloreto genitro-benzoila (0,30 mmol; 52 mg) dissolvido em
diclorometano anidro (1 ml), sob agitacdo magné&i€a°C Figura 3). Apés 4 dias
foi verificado que todo o material de partida hasido consumido através de CCD
(eluente: diclorometano/metanol, 95/5). A piridifd removida e o conteudo da
reacdo retomado em cloroférmio (50 ml). Em segufdarealizada uma extracéao
liguido-liquido com agua gelada (3x 15 ml) contermoarbonato de sédio, e o

solvente da fase organica foi removido. Essa fragultante foi purificada por
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cromatografia em coluna, diclorometano/metanol eradignte de eluicdo. Os
compostos isolados por coluna foram solubilizados @oroformio (25 ml) e
particionados com agua e bicarbonato de sédio panificacdo e remocao de tracos
de acido nitro-benzoico contaminante fornecendangl(0,033 mmol) do composto
(7e) em 34% de rendimento; 12 mg (0,023 mmol) do catpd/f) em 27% de

rendimento e 8 mg (0,017 mmol) do compostg) €m 18% de rendimento.

1,2-diacetil-licorina (7a)

OCO(CH);,CH;

1-mononitrobenzoil-licorina (7g)
HO,

2-monobenzoil-licorina (7d)
2-mononitrobenzoil-licorina (7f)

Figura 3: Esteres derivados obtidos por semi-sintese dariaor

3. Discussao dos Resultados

A patrtir dos resultados de um estudo anterior ((QkpV) onde foram avaliadas
quais as caracteristicas estruturais das diamraas ienportantes para a citotoxicidade
contraT. vaginalis a N-dodecil-1,4-butanodiamina apresentou atividadavatgnte

ao metronidazol (GIORDANEt al, 2008). Assim, tornou-se relevante a sintese de
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uma série de compostos analogos a esse, tantooparaendimento da relacéo
estrutura-atividade, quanto para definir qual o posto mais ativo para ser
hibridizado a licorina. Foram sintetizados 10 costps que apresentaram variacfes
no tamanho da cadeia lipofilica e também no tamasht® espacadores entre 0s
atomos de nitrogénio (Capitulo VI). Tais compodtram testados como cloridratos
para viabilizacdo dos experimentos de citotoxickdadl atividade tricomonicida foi
verificada através do método da resazurina previgangadronizado por nosso grupo,
0 que permitiu a avaliacdo de oito concentracGaftis para cada composto testado.
Assim, podemos verificar queNadodecil-1,4-butanodiamina € a diamina com melhor
atividade enquanto base livre e, portanto um bomdidato a hibridizacdo. O
planejamento inicial de sintese previa a formagiard mesilato da licorina que seria
o intermediario-chave para duas reacdes: (i) adidacdo com a diamina mais ativa
anti-T. vaginalise (ii) a reacdo com azida de sOdio que no passtena seria
reduzida por hidrogenacéo catalitica a,N&bsim agregando outro grupamento amina

na propria molécula de licorin&igura 1).

A aparente simplicidade da reacdo de mesilacads@depetiu na pratica onde
muitos foram os fatores criticos considerando aupeg escala de trabalho. A total
auséncia de agua do meio reacional foi determingaute a ocorréncia da reacdo: a
piridina (solvente) foi destilada, tratada com 6iddo de potdssio e armazenada em
recipiente vedado. A umidade residual que ndoudiida uma reacdo convencional
em maior escala passa a ser critica quando trabathaom 0,10 mmol. O cloreto de
mesila foi adicionado em excesso para reagir colinosina e era esperado que o
produto final fosse um derivado di-substituido. Ag@nhando a reacdo por CCD,
verificou-se consumo total do material de partidafermacéo de muitos produtos (7
bandas na placa cromatografica) sendo que degiesa®s 3 apresentavam-se azul
fluorescente quando observados em lampada de U¥seBecompostos, um era
majoritario e mais apolar em relacdo aos outros dpie eluiram em Rfmuito
proximos, assim foram considerados como um di- endho-substituidos. Essa

coloracéo azul € caracteristica da molécula deiiaqmaterial de partida) devido ao

! Rf: Razéo entre a distancia percorrida pelo cotopes: distancia percorrida pelo eluente na crognafia.
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grupamento cromoéforo metilenodioxifenila foi impamte para identificar os produtos
das reacdes testadas. Assim, apds o término daoreasolvente foi evaporado e os
produtos extraidos com cloroférmio. Por CCD, obsefse a presenca dos produtos
mesmo apoés a extracdo liquido-liquido. Uma colunanatografica foi realizada para
isolamento desses compostos, mas ocorreu uma oagditi do perfil cromatogréafico
e apenas quantidades insignificantes do compostsiderado di-substituido foram
obtidas. Analises de RMN néo evidenciaram sinaiaataristicos nem da licorina nem

do grupamento mesil.

A reacdo de mesilacao foi repetida inUmeras venes,procedéncia distinta de
solventes, com velocidade de adicédo e quantidaad#odeto de mesila diferentes, mas
o resultado final permanecia inalterado. Entadjzaase a reacdo com azida sodica
in sitt?, onde apés o consumo da licorina, visualizado @6D, a piridina foi
evaporada e imediatamente o contetdo reacionahaeto em DMF sem nenhuma
purificacdo. O resultado esperado seria que toglancaéculas de licorina mesiladas
reagissem com a azida e assim se tornariam conspostis estaveis e prontos para o
préximo passo que seria a reducdo a amina. Por &@dentificacdo de qualquer
produto foi dificultada pela proximidade dos Raenbém porque a fluorescéncia azul,
parametro para identificacdo dos produtos, nacclariamente evidenciada. Apos 7
dias e alteracdo significativa do perfil cromatdigiem relacdo aquele do inicio da
reacdo, o DMF foi removido e os compostos partmilms em cloroférmio/agua. A
agua utilizada na extracao foi saturada de bicatioode sodio para que tanto o pH
alcalino quanto a elevada concentracdo ionica &memsem que 0s produtos se
concentrassem na fracdo organica. Apds a extragéficou-se a presenca de um
composto mais apolar de Rf semelhante ao que fasiderado um mesilado di-
substituido, entdo se realizou cromatografia emn@otla fracdo organica. O composto
foi isolado, mas por RMN nao foram identificadasass semelhantes ao esqueleto da
licorina. Finalmente, todas as fracdes da columanforeunidas e uma analise do

espectro por infravermelho (IV) dessa mistura iodi@a presenca de uma banda em

2 Os produtos de sintese de um passo anterior ngmuséicados e apenas adiciona-se os reagentpsdeino
passo da rota sintética.
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2105 cm' com baixa intensidade, que poderia ser correspwade estiramento da

azida.

A partir desses resultados podemos sugerir quesdag@o da licorina ocorre, 0
que foi sugerido pela presenca do grupamento gmddV, o qual s6 poderia ser
formado a partir de uma hidroxila mesilada nessamlicbes. Entretanto, o produto
final parece ser muito instavel uma vez que o gngrao mesil € um bom

abandonador e uma das hidroxilas da licorina, 3 neaitiva, é alfa-insaturada.

Outra abordagem utilizada foi a reacdo com clodsotosila, melhor grupo
abandonador em relacdo ao cloreto de mesila, pal®namanho espacial maior
(Figura Y). Mesmo com excesso do cloreto de tasila houve indicio de reacdo e o
material de partida se manteve inalterado, quandisado por CCD. Sugere-se que 0
impedimento estérico possa ter contribuido pardieultlade de reacdo uma vez que
as moléculas de licorina tém fortes interacOesrnmdéeculares por pontes de
hidrogénio formando uma espécie de tunel na red&® hidroxilas (ROQUES e
PIQUION, 1974). Isso dificultaria a aproximacaogitapamentos muito volumosos e,

consequentemente a reacao.

Como dUltima tentativa de remover as hidroxilas @@rina e preparar a
molécula para os passos seguintes foi realizadag@o de iodacdo. Acompanhando a
reacdo por CCD verificou-se um perfil cromatogm@ficom muitos compostos (8
bandas) e o consumo do material de partida. O DMFmistura reacional foi
evaporado para realizacdo da extracdo liquidodiquAgua gelada saturada com
bissulfito de sédio foi utilizada para a reducaaatn metalico em excesso. A fracao
organica, em cloroférmio, foi analisada por CCD persas 2 compostos mais o
material de partida foram visualizados. A partissks resultados sugere-se que de fato
nao houve a reacédo da licorina com o iodo, umaqueznas condi¢cdes de extracao

uma hidrélise do produto seria um evento poucofrel

Diante desses resultados pode-se hipotetizar goiglailas da licorina ndo se
comportam simplesmente como alcoois secundéariosveoaionais. Muitas

caracteristicas peculiares a estrutura sdo detenteis para o sucesso, ou ndo, das
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reacdes de semi-sintese onde ha o envolvimentdirdmagdo do grupo OH. Entre

essas pode-se destacar: (i) impedimento estérdificd aproximacdo dos reagentes
pela caracteristica da licorina ser um policici),as hidroxilas da molécula estdo em
transe uma delas é alfa-insaturada, alterando a edtd@ dos intermediarios e (iii) a
intensidade das interacdes inter e intramoleculg@s ponte de hidrogénio, ja

demonstrada pela estrutura cristalina deste at@B([@OQUES e PIQUION, 1974).

Assim, quando o C-2 da licorina estd como carbocabu apenas comot,
tanto a ligacdo dupla adjacente quanto os elétnmes da hidroxila substituinte do C-
1 poderiam favorecer a formacdo de um epoxido. Wieledfilo vicinal tem certa
vantagem sobre um nucledfilo externo por diveraades: ele ja faz parte da molécula
entdo sua concentracdo efetiva € maior e esta geit@sontato com o atomo a ser
atacado; (i) ndo had moléculas de solvente fortéenemarradas a eles e (iii) a
reorganizacdo eletronica nesse caso € facilitad#oE no caso da licorina, essa
hipétese poderia estar de fato ocorrendo e a f@madg epoxido seria apenas um
primeiro passo para uma sequéncia de reacOes @spantde degradacdo como, por
exemplo, oxidacdes, aromatizacdo e isomerizacOaled isso explique um fato
recorrente nas reacdes testadas que é a perdasda dmproduto de interesse quando
ele é isolado ou até mesmo a alteragdo do pewdinatografico com perda da
caracteristica da cor azul sob luz UV, o que piegud identificacdo dos produtos de
reacao por CCD.

Considerando essa possibilidade da participacao ligecdo dupla na
instabilidade dos produtos de reacéo, realizoursa teacdo de hidrogenacdo em
presenca de paladio com o objetivo de saturaragdig entre C-3 e C-4. Assim, com a
molécula de licorina saturada seria possivel repeteacdo de mesilacéo, aquela que
apresentou melhores resultados entre as testadam)seguir o alcaloide mesilado
mais estavel. Cerca de 300 mg de licorina forambélizados em etanol e apds 24h de
reacao foi verificado consumo significativo do nnigtiede partida. A mistura reacional
foi filtrada sobre papel filtro e o etanol foi tbteente evaporado sob temperatura
reduzida a 45 °C. Essa amostra teve massa de 5tnemps de 17% da massa de

produto inicial colocada para reagir. O mesmo péied foi lavado com cloroférmio
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a quente, fornecendo 74 mg, e com agua a quemeeckEndo 112 mg. O perfil
cromatogréafico analisado por CCD foi distinto entssas trés amostras sendo que
todos os produtos apresentavam coloracdo azul qualnskrvados sob luz UV. As
fracbes foram reunidas e purificadas por cromaf@gram coluna, totalizando 6
diferentes compostos. Nenhum deles apresentoufsseppuque a cada nova CCD o
perfil se alterava e distintos compostos surgianplaaa. Foi realizada a analise do
espectro de UV dos 6 compostos na tentativa de a@p@io com produtos de
degradacéo da licorina ja descritos na literatdeificou-se um perfil semelhante de
alguns desses compostos com produtos de degradesditantes da oxidacdo da
licorina (COOK et al., 1954). A utilizacdo do ethknomo solvente seguiu o0 protocolo
vigente no laboratério embora em estudos prévioshidaogenacdo da licorina
verifica-se que sempre 0 solvente utilizado € hédrafurano ou acetato de etila,
ambos aproticos (EVIDENTEt al, 2009; CEDRONet al, 2010), com rendimento

variavel de 32% a 65%.

Esse fato inesperado de sucessiva degradacdoodadi@pos a utilizacdo da
hidrogenacdo, que seria um recurso para diminuinsséabilidade reacional do
alcaloide, instigou uma busca na literatura sobossiveis explicacbes. Ja foi
demonstrado que a hidrogenacdo ndo é um procdsgd, tmuitos detalhes estéo
envolvidos e sdo determinantes do sucesso da reag@ecialmente se tratando de
alcoois alfa-insaturados como a licorina. A isomegao da dupla ligacdo pode
fornecer uma cetona, no caso de alcoois alfa-bestatlirados e a extensdo desses
produtos vai depender do catalisador e das corsgligéeeacdo (MUSOLINO et al.,
2004). Ainda, pode-se sugerir que a formacdo danaetseja apenas o inicio de uma
cascata de reacOes espontaneas revelando umedadeilila licorina ndo descrita em
artigos que abordam a semi-sintese desse compositisando cuidadosamente os
derivados semi-sintéticos da licorina ndo se \a&ifnuita criatividade nas alteracdes
estruturais, sendo principalmente ésteres do aegl® nos estudos de estrutura-
atividade mais completos os compostos andlogosaina com estrutura mais
peculiar sdo produtos naturais. Em vista dessedtades, as reacOes de esterificacao

concentraram os esforcos do trabalho.
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Assim como previsto inicialmente, realizou-se &m@stacdo com uma cadeia
longa de 12 carbonos, mesmo tamanho da cadeiditpafa diamina escolhida para a
hibridizacdo, de acordo com o Capitulo V. Essad&eaecessita da sintese prévia do
cloreto de acido de cadeia longa, que é bastastaviel & umidade e hidrolisa
facilmente. A sintese do cloreto de dodecano faifiomada pelo espectro no
infravermelho onde se verificou também uma bandsanescente de OH, além de
uma banda de carbonila. Em seguida, esse cloretacide foi gotejado sobre a
licorina ja em solucdo e a reacdo acompanhada @@ €lgerindo a sintese de um
derivado di-substituido e um mono-substituido. Conconsumo de boa parte do
material de partida (ap6s adi¢cdo de 4 equivaletgesloreto de acido), o solvente da
reacdo foi removido e apoés extracdo, submetido oanatografia em coluna. O
resultado final foi 18 mg de um composto apolar fpienicialmente considerado o
di-substituido, mas apés analise com RMN verifiseugque ndo se tratava do
composto esperado mostrando apenas sinais alg&iceenhum sinal na regido de
prétons aromaticos nem carbono de carbonila. Aiadpartir da mesma coluna foi
isolado outro composto (18 mg) cuja identidadec@wifirmada como o éster de cadeia
longa mono-substituido da licorina no carbon@®).(Os espectros de RMN dH e
13C estéio em anexo e os dados'deRMN comparando os derivados estéo descritos
naTabela 1 Acredita-se que mesmo apos adicdo de largo exdessloreto de acido,
principalmente o impedimento estérico tenha impmgsido a formac&o do derivado
di-substituido, sendo o composto mais apolar isotatvez o proprio cloreto de acido

com algumas moléculas de licorina adsorvidas naigachas nédo ligadas.

A partir desse resultado onde um rendimento razdavebtido (18 mg) e o
produto formado apresentou estabilidade, outresre&stderivados da licorina foram
sintetizados. De acordo com método previamenterities@a licorina reagiu com
anidrido acético fornecendo um composto caractoizzor RMN {a) como o di-
acetil (25 mg). Os espectros de RMN 'tiee *C estdo em anexo e os dados'tde
RMN comparando os derivados estdo descrito$aieela 1 Essa reacdo ocorreu de
forma rapida, apos 20h todo o material de partedaahsido consumido e a CCD da

mistura reacional mostrou poucas bandas sendoodsitps da reacdo, com coloracéo

162



azul em UV, os majoritarios. Os principais estudias atividade de derivados da
licorina utilizam o éster acetilado, tornando-s¢édenesse composto um importante

parametro de comparacao com os dados da literatura.

Finalmente, dois ésteres aromaticos foram sintidgartilizando os cloretos de
benzoila e-nitro-benzoila, cujas reacbes foram muito semédisaantre si, mas com
diferencas importantes em relacdo aos outros éstBre ambos 0s casos a reacao
ocorreu de forma muito mais lenta e muitos prodémwosm visualizados na CCD das
reacoes além daqueles de interesse, em relacatom@bocde acila e também ao
anidrido acético. Ainda, a dificuldade na purifidagdo produto final foi muito maior
porque os acidos benzdico e nitro-benzdico tém dmikto similar aos ésteres da
licorina di-substituidos. Antes de purificacdo eoluna cromatografica a mistura
reacional foi particionada com &gua contendo bmaato de soédio e cloroférmio,
sendo a fracdo organica utilizada na coluna. Ngéeaom o cloreto de benzoila
verificou-se a sintese de um produto mais apolevgvel dissubstituido) além de
outros dois mais polares de Rf muito proximos. Bgs2 produtos foram isolados e
identificados por RMN como: 1,2-dibenzoil-licorifac) (23 mg) e 2-benzoil-licorina
(7d) (9 mg). Os espectros de RMN t¢ e °C estdo em anexo e os dadostd&RMN
comparando os derivados estdo descritofaiela 1. Novamente, os deslocamentos
quimicos dos hidrogénios dos carbonos 1 e 2 forafinitivos na atribuicdo da
estrutura. O composto dissubstituido foi submetidivamente a extracdo com
bicarbonato de sédio para eliminar os residuosci#o &enzoéico (mesmo Rf), mas

ainda assim alguns sinais de acido podem ser recmus no espectro de RMN.

A partir da reacdo com o cloreto genitro-benzoila verificou-se a sintese de
um produto mais apolar (provavel dissubstituidé)jratle outros dois mais polares de
Rf muito préximos, assim como na reacdo com o tdooe benzoila. Desses, 2
produtos foram isolados e identificados por RMN oorh,2-dinitrobenzoil-licorina
(7e) (21 mg) e 2-nitrobenzoil-licorina7f) (12 mg). O composto dissubstituido foi
submetido a uma purificacdo adicional por colur@anatografica para eliminacdo de
impurezas visualizadas no espectro de RMN na regécadeias alifaticas. Apos

eluicdo da coluna com hexano/acetato de etila,radiagnte, o composto foi analisado
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novamente por RMN. Esse espectro demonstrou quiate/a de um composto
monossubstituido7¢), provavelmente no carbono 1 ao contrario do ootnmposto
monossubstituido ja isolado. Isso sugere que espeamente o derivado nitrobenzoil
e esterificado no carbono 1 da licorina, mais veapor ser alilico, e a partir da
hidrélise do derivado dinitrobenzoil se obtém @atienzoil esterificado no carbono 2.
Os espectros de RMN de e **C estdo em anexo e os dadostd&RMN comparando

os derivados estao descritosTrabela 1
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Tabela 1: Dados déH RMN da licorina e os derivados semi-sintéticog* sinal sobreposto)

Proton Licorina 1,2-diacetil-  2-mono 1,2-dibenzoil- 2-benzoil- 1,2-dinitrobenzoil-  2-nitrobenzoil- 1-nitrobenzoil-

licorina (7a) éster(7b) licorina (7¢) licorina licorina (7€ licorina (7f) licorina (79)
(7d)

1 4,37 6) 5,72 §) 4,50 §) 5,68 {) 4,71 €) 5,72 §) 4,65 §) 5,90 §)

2 4,15 §) 5,52 §) 5,48 ) 6,14 €) 5,65 ) 6,15 €) 5,59 ¢) 4,35 §)

3 5,40 §) 5,24 ) 5,31 6) 5,68 {) 5,62 ) 5,68 €) 5,59 ¢) 5,62 )

da 2,79 @) 2,87 @) 2,70 ¢) 3,17 @) 3,22 () 3,18 () 2,83 () 3,08 ()

6 4,10 d) 4,15 () 4,12 () 4,21 () 4,22 () 4,24 () 4,16 ¢) 4,18 ¢)

6" 3,30 @) 3,53 () 3,68 ¢) 3,60 ¢) 3,78 €) 3,62 ¢) 3,55 @) 3,60 ¢)

7 6,80 6,63 6,80 6,86 6,84 6,80 6,77 6,72

10 6,57 6,56 6,61 6,57 6,64 6,59 6,58 6,58

10b 2,65 () 2,79 ) 2,70 ¢) 3,04 ) 2,97 @) 3,04 () 2,66 () 2,93 €)

11 2,55 () 2,64 () 2,70 ¢) 2,63 M) 2,76 ¢) 2,76 () 2,66 () 2,93 ()

12° 3,25 () 3,36 ) 3,37 ) 3,44 () 3,48 ) 3,48 ) 3,37 ) 3,43 )

12> 2,35 () 2,41 () 2,32 ) 2,53 M) 2,76 ¢) 2,51 ) 2,40 () 2,52 )

O-CH,-0O 5,90 5,90 5,92 5,85} 5,88 () 5,87 () 5,89 () 5,87 ¢)

Acetil 2,07-1,949)

Cadeia alifatica -12C 1,24

Benzoil- Hmeta 7,30 () 7,43 M)

Benzoil- Hpara 7,62 (n) 7,46 ()

Benzoil- Horto 8,00 (¢Id) 8,06 M)

p-Nitrobenzoil 8,25r) 8,22 M)

p-Nitrobenzoil- Hmeta 8,004)

p-Nitrobenzoil- Horto 8,204
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Assim, os seguintes derivados foram obtidos: @jdiacetil-licorina 7a); (ii) éster de
cadeia longadb); (iii)) 1,2-dibenzoil-licorina {c); (iv) 2-benzoil-licorina 7d); (v) 1,2-
dinitrobenzoil-licorina Te); (vi) 2-nitrobenzoil-licorina Tf); (vii) 1-nitrobenzoil-
licorina (7g). A avaliacdo da atividade arfi- vaginalis dos derivados né&o foi
concluida devido a limitada solubilidade dos comp®Em uma concentracdo de
DMSO néo toxica aos parasitos. Aléem disso, a couwgwl@ instabilidade das
moléculas é um fator complicador na utilizacdo @eursos para auxiliar a
solubilizacdo. Dessa maneira, alternativas de bastes estdo sendo pesquisadas

para ndo agredir os parasitos nem comprometeegridade estrutural dos compostos.
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Estima-se que cerca de 40% dos medicasammercializados sdo produtos
naturais (PNs) ou seus derivados semi-sintéticognstituindo 80% dos
antimicrobianos e 60% dos antitumorais (NEWMANN BAGG, 2007). Diversos
exemplos destacam os PNs ndo somente como moldewdg€uticas, mas também
como ferramentas para o descobrimento de novostasp#a fisiologia, por exemplo:
() digitalis demonstrou o papel da sodio-potasSicPase; (i) a partir da morfina
verificou-se que receptores eram modulados pordgsdenddgenos; e (iii)) muscarina,
nicotina e tubocurarina auxiliaram na exploracaaliderentes tipos de receptores de
acetilcolina (RISHTON, 2008; HARVEY, 2008). Acrealise que os PNs apresentam
caracteristicas quimicas diferenciadas que sacediftle acessar em comparacdo com
0S compostos sintéticos: além das bases de dadehl @@resentarem maior nimero
de scaffolds® uma importante proporcéo dos sistemas de anéimdisulas ndo séo
encontrados em outras bases de dados o0 que réprpsemissor ponto de partida no
descobrimento de novas drogas. Assim, apés a fidagfio de um produto natural
lead" a aplicacéo de novas estratégias de quimica omgaimitética, biotransformacéo,
biossintese combinatéria e simulacdies silico® pode gerar diversos analogos
estruturais com atividades otimizadas em relacAdcauoposto de partida ou até

mesmo com novas atividades farmacologicas (LAM,7200

A pesquisa em PN foi responsavel pela geracdo axiapadamente 48% das
moléculas inéditas entre 1981-2002, além de digedsoivados semi-sintéticos, cujas
caracteristicas estruturais como centros quirais€isa aromaticos, policiclos
complexos, grau de saturacdo e presencal/localizagicheteroatomos, tem-se
mostrado altamente relevante para o descobrimentoodas drogas (BALUNAS e
KINGHORN, 2005). Em termos de estrutura, predomirnpolicetideos, peptideos
ou terpenos, estando os alcaloides ausentes possite porque essa classe foi uma
das primeiras a serem investigadas e moléculaasgtivhaviam sido exploradas antes
de 1980 (GANESAN, 2008). Embora n&o seja uma natidade quimica, o alcaloide

® Moléculas consideradas como ponto de partidagiatese de derivados objetivando o aperfeicoantto
atividade biologica.

4 Molécula ativa em sistemas biolégidnsvitro.

® Simulagdes tedricas utilizando programas compaiais objetivando explorar as caracteristicas quaisnila
molécula e potenciais implicagdes na atividadedgick.
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galantamina foi aprovado em 2001 como alternagvap€utica no tratamento do Mal
de Alzheimer e abriu uma nova perspectiva para \gestigacdo da familia
Amaryllidaceae. Diversos estudos enfatizando oetatd alcaloidico dessa familia ja
foram descritos 0 que consolida a classificacdo Alemryllidaceae entre as 20

principais familias botanicas produtoras de alda®i(ZHONG, 2007).

Neste trabalho investigou-se a aplicacao do paénitotoxico dos alcaloides de
Amaryllidaceae licorina e candimina como compostes-Trichomonas vaginalisA
licorina € um dos alcaloides mais facilmente ermealuis na familia Amaryllidaceae e
seu isolamento a partir dé. santacatarina(Traub) Dutilh foi descrito previamente
(GIORDANI et al, 2008). A candimina € um alcaloide de ocorrénéia usual, sendo
isolado apenas duas vezes até o momento (DOPKR; TI®RDANI, 2007), e a
falta de dados espectroscopicos que assegurassgridentidade estrutural constituiu
o primeiro desafio antes da avaliacdo farmacologissim, conforme descrito no
Capitulo |, realizou-se a completa caracterizacao cdndimina com dados de
ressonancia magnética nuclear 1D e 2D, assim coal@edes da estrutura silico e
predicdo do conférmero mais estavel. Entdo, cooiiHse a estrutura de um alcaloide
lactonico tipo homolicorina, com metoxila substid o C-7. Ainda, a partir da
mesma planta -Hippeastrum morelianuniem. — isolou-se e identificou-se um
alcaloide inédito da mesma classe que a candinfnd.-dimetoxi-homolicorina.
Considerando que o géndtippeastrumé exclusivo da América do Sul, o resultado
obtido é importante e caracteriza a primeira ocmiggde um alcaloide inédito isolado

por N0Sso grupo de pesquisa.

Tendo-se como importante o estudo de novas persgeterapéuticas no campo
da parasitologia, investigou-se as propriedadasTamaginalisdos alcaloides licorina
e candimina. Considerando que ambos os alcaloides lsossinteticamente
relacionados, a mesma sequéncia de experimentssdgoida com o objetivo de tracar

comparacdes entre os efeitos observados.

Trichomonas vaginali® o parasito causador da tricomonose, reside 1o tra

urogenital do homem e da mulher causando vaginitdrites e prostatites. Diversas

172



consequéncias na saude de pacientes com tricom@sb&e relatadas, incluindo
complicagcdes na gestacdo, infeccbes associadaseacadanflamatoria pélvica,
predisposi¢cdo ao cancer cervical, aumento dossridednfertilidade e infecgdes pelo
HIV (JOHNSTON e MABEY, 2008). O metronidazol e aitlazol, ambos 5-
nitroimidazois, sdo os Unicos farmacos recomendadwa uso no tratamento da
tricomonose pelo Food and Drug Administration (FDA) ocorréncia de casos
clinicos com parasitos resistentes tem sido redatathem documentada, sendo que
atualmente ndo existe um tratamento alternativo rtr®imidazois no caso de
resisténcia clinica ao metronidazol. Dessa mangina, estratégia corrente consiste na
busca por novos compostos ahtichomonasestruturalmente distintos em relacdo aos
5-nitroimidazois e, consequentemente, citotoxicogr pmecanismos de acéo
alternativos. Paralelamente, conforme discutiderammente, o parasitd. vaginalis

€ amitocondriado e pode ser considerado um mion@e modelo para estudos de

morte celular.

Nesse contexto, os alcaloides de Amaryllidaceaee@trinteresse uma vez que
() sdo produtos naturais potencialmente bioativ@$; muitos sédo indutores de
apoptose e bloqueadores do ciclo celular de cétuaaridticas normais e tumorais,
ambas com mitocondria; (iii) novas alternativasapéuticas anti-protozoarios sao
necessarias e (iv) o estudo da citotoxicidade dessealoides em células
amitocondriadas poderia contribuir com o acervo idormacbes acerca da
farmacologia destes compostos, além de promoveasnabordagens sobre 0 processo

de morte celular nestes organismos.

Conforme descrito nos Capitulos Il e lll, a priraeavaliacdo da atividade de
licorina e candimina contra o parasito amitocortrid. vaginalisfoi realizada através
de uma curva dose-resposta dos alcaloides. O sd&IVP60 foi escolhido para
desenvolver essa analise inicial porque, sendo amado clinico, apresenta certas
caracteristicas de viruléncia diferenciadas encéelaaos isolados padrbes. O efeito
citotoxico da candimina ndo apresentou perfil dieygendente uma vez que nao
houve aumento do efeito proporcional ao aumenteateentracdo. Por outro lado,

aumentando a concentracao de licorina, a viabdiddols parasitos foi reduzida 2x
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quando o efeito das concentragcdes menores (2(b1eMp), foi comparado ao efeito das
maiores concentracdes (250, 500 e 1.000 uM). lnacei candimina ndo apresentaram
diferenca estatistica quando testados contra wistisolados d&. vaginalis(5 x 10
trofozoitos/ml), o que indica que os alcaloides @émtoxicos contra o isolado clinico
(TV-VP60) e o padrao (30236). A partir desses tadols, foi determinado se a
variagcdo no namero inicial de parasitos poderitieem alteracdes na citotoxicidade
observada. Quando um inéculo de 1 % tt6fozoitos/ml foi utilizado houve atenuacao
dos efeitos citotoxicos de licorina e candiminatrambos os isolados. Ainda,
verificou-se um aumento da citotoxicidade de amb®salcaloides contra 5 x 410
trofozoitos/ml de TV-VP60.

Com o objetivo de esclarecer as diferencas entpedis de atividade de licorina
e candimina (250 uM), uma curva de crescimentodé&senvolvida, com o isolado
clinico TV-VP60, onde a cinética de crescimento @asasitos foi avaliada na
presenca e auséncia de alcaloides. Considerandgsswisados da licorina verifica-se
gue o0 numero maximo de parasitos tratados € simdacontrole com um atraso de
12h, considerando ambos os in6culos iniciais. Qoiargltrofozoitos tratados foram
centrifugados apés 12h e inoculados em meio n@ro,l€orina, desenvolveram uma
curva de crescimento idéntica ao controle (pamssio expostos ao alcaloide). Os
experimentos de cinética de crescimento sugerena djaerina poderia atrasar o ciclo
celular de T. vaginalis assim como ja descrito para células eucaridticas e
mitocondriadas. Efetivamente, apds experimentogigimetro de fluxo verificou-se
que a licorina causa um atraso no ciclo celulaif deaginalisna fase G0/G1, mais
pronunciado apés 24h de incubacdo. De maneira gmaksse alcaloide também
atrasa o ciclo celular em G2/M e induz apoptosecélmas HL-60 (LIUet al, 2004).
O tratamento de células humanas KM3 com licoringbtam demonstrou um bloqueio
no ciclo celular na fase GO/G1 (et al, 2007). Recentemente, Llet al (2008)
demonstrou que a licorina induz apoptose e cdagsa-regulationem Mcll de células
leucémicas humanas. Esses estudos sugerem queaaisnee de acdo citotdxica da
licorina esta relacionado a efeitos no ciclo celelaas vias mitocondriais das células

eucarioticas. Entdo, procedeu-se a avaliacdo dut®fda licorina na inducdo da
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morte celular dos tricomonas, embora um fator &ntié nas conclusdes definitivas
sejam as inumeras lacunas no entendimento do pmwcds morte celular de
amitocondriados. Investigou-se a exposicado deueside fosfatidilserina, através do
ensaio da Anexina -V e a degradacdo do DNA gendGmit@s caracteristicas
marcantes da apoptose. Sabe-se que a uniformeddegoado DNA gendmico em
oligbmeros de aproximadamente 180-200 bp, ou nhddtipcaracterizam uma
clivagem inter-nucleossomal do DNA e é uma carégttea bioquimica de apoptose.
Em ambos os ensaios o perfil dos parasitos trataéosdiferiu dos controles (néo
tratados), ndo caracterizando até o momento a roeldé&ar por apoptose induzida por

licorina em tricomonas.

Considerando os dados de citotoxicidade, a candin@presentou melhor
atividade antifrichomonasm comparacédo a licorina. Com um indculo iniciahore
a citotoxicidade foi mais pronunciada e a viabdidalos parasitos foi mantida a 10%
durante todo o tempo da curva de crescimento. es@l de atividade foi
parcialmente alterado quando o inoculo foi aumentadsomente apdés 60h de
incubagédo a curva de parasitos tratados atingime&smos valores do controle sem
tratamento. Uma possibilidade para entendimentseda®sultados € que uma parcela
dos trofozoitos ndo afetados pela candimina seosmesponsaveis pelo aumento do
numero total de trofozoitos observado na curvaréscanento. Quando os trofozoitos
tratados foram centrifugados apos 12h e inocul&osmeio novo, sem candimina,
desenvolveram uma curva de crescimento idénticatole (parasitos ndo expostos
ao alcaloide), assim como observado para a liconmamesmo experimento. A
reversdo do efeito citotdxico sugere que a presdnegaalcaloides seja fundamental
para a citotoxicidade, assim como a proporciondédantre niamero de parasitos e
quantidade de alcaloide no meio de cultura. Coredkd a ndo usual ocorréncia de
candimina na natureza e o mecanismo de acao ai@dadefinido de alcaloides
analogos, com mesmo nucleo homolicorina, os refsdtadescritos constituem a
primeira descricdo de atividade farmacoldgica dessaposto. De acordo com o
objetivo inicial de comparacdo do perfil de ativldaentre licorina e candimina,

embora nenhum indicio de efeito no ciclo celulas twcomonas tenha sido verificado
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apos tratamento com candimina, procedeu-se a aris citometria de fluxo. Um
pronunciado atraso na fase G2 do ciclo celulardieservado apds 6 e 24h de
tratamento. O ensaio de fragmentacdo do DNA gerdioicrealizado também para
candimina com a mesma proposta de investigar outessadores de apoptose. Apds
extracdo do DNA total dos parasitos (tratados darére 24h) e visualizacdo em gel
de agarose 2%, ndo se verificou a fragmentacao Ni& @tal. Ainda, assim como
observado para licorina, nédo foi detectado qualgteito na exposicao de residuos de
fosfatidilserina.

A integridade estrutural dos alcaloides foi avaiagpds incubacdo com.
vaginalisdurante 24h. A licorina mostrou-se intacta apésperacao a partir do meio
de cultura e avaliacéo do perfil cromatograficoRmHPLC-PDA em comparacio a
padréo de referéncia. Por outro lado, de acordoaomsma analise cromatogréafica a
candimina recuperada do meio de cultura apresematoacoes no tempo de retencéo e
espectro de ultravioleta em relacdo a padrao @eémdia. Acredita-se que a alteracao
estrutural sofrida seja discreta uma vez que ndleteeem mudanca do perfil
cromatografico por cromatografia em camada delgadasloca o espectro de UV de
290 para 285 nm. A partir desses dados e consiliepossivel instabilidade do anel
lactona sugere-se que durante o metabolismo dsifmapmssa ocorrer uma hidrolise e
consequente abertura do anel. Esses resultadasipegks indicam que alguma
modificacdo estrutural poderia ocorrer na molédalacandimina durante a incubacao

comT. vaginalisenquanto a licorina permanece intaétig(ra 6).

® RP-HPLC-PDAReversed phasehigh performance liquid chromatograpkyhoto diodo array
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Figura 6: Cromatograma demonstrando o perfil dos alcaloids®s ancubacdo conf.
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Esses resultados divergem em relacdo ao comportandanlicorina apos o
tratamento dd’>seudomonas aeruginogmrqueprodutos de degradacéo do alcaloide
foram detectados e indicados como 0s responsaedss gtividade antimicrobiana
observada (EVIDENTE e RANDAZO, 1985).

Neste cenario de restritas informacfes metabdichee o parasito e de limitadas
opcOes de ensaios bioquimicos para auxiliar nactaizacdo da morte celular
observada, as ferramentas de microscopia eletrofizam importantes no
entendimento dos efeitos induzidos por licorinaaadimina emT. vaginalis Para
verificacdo do efeito dos alcaloides na ultraesteutde T. vaginalis através de
técnicas de microscopia eletronica, 5 X tt6fozoitos/ml foram tratados com 2D
de licorina e candimina durante 6h e 24h. Parazeg#o destes ensaios o isolado
padrdo ATCC 30236 foi utilizado e os tempos de bagdo escolhidos de acordo com
a curva de crescimento dos parasitos, onde 6hitcmdser 0 tempo necessario para

completar um ciclo de vida em tricomonas.

ApoOs o tratamento com licorina (2p®1) em analise de microscopia eletrbnica
de varredura (MEV) verificou-se a perda da formlalae normal com diversos sulcos
na superficie, além de aspecto enrugado aspertemacdes no tamanho celular.
Pseudocistos e internalizacdo de flagelos ndo foodnservados. Ao contrario,
pseudocistos foram encontrados ja em fase finaintignalizacdo do flagelo em
imagens obtidas por MEV ap0s tratamento com camadin® mesmo fenbmeno que

ocorre no tratamento com colchicina (MARIANEEal., 2006).

Através da microscopia eletronica de transmissaaTMfoi possivel observar
gue o complexo de Golgi ndo foi danificado apésdéhtratamento com licorina e
candimina; em contraste, ap0s 24h, essa organelagandocalizada em meio ao
citoplasma degenerado em ambos os tratamentosc&atanina, no tratamento de 6h
a golgicinese (divisdo do complexo de Golgi atradésum estrangulamento das
cisternas, seguido por segmentacéo) e a cariocjde$sio do nucleo por invaginacao
do envelope nuclear) foram observadas, ainda que ng@m© a uma matriz

citoplasmatica degenerada em relacdo ao contrsde. poderia ser considerado um
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evento celular normal effrichomonasuma vez que se acredita que a cada 6h ocorra
divisdo celular no parasito. A golgicinese é umnéee@ue antecede a divisao nuclear,
e consequentemente, celular dos trofozoitos, bempEendido emTrichomonas
(BENCHIMOL, 2004). Considerando que licorina e damda atrasam o ciclo celular

do parasito e os trofozoitos tratados com candim@abzam golgicinese sugere-se que
0 ponto de regulacéo do atraso, verificado pomegtinia de fluxo, seja distinto para
cada alcaloide.

Protuberancias chamadagpoptotic blebsndo foram detectadas na membrana
plasmatica em nenhum tratamento. Os alcaloidesndafiaziram a formacéo de células
multinucleadas, ou corpos apoptoticos, como o tagolnhocodazol induzem
(MADEIRO DA COSTA e BENCHIMOL, 2004) - sinais catadsticos de apoptose -
entretanto, o nucleo demonstrou uma forma anoralahgado ou ramificado em
diversas ceélulas ap6s ambos os tratamentos. Qulcetendoplasmatico nao foi
danificado apés os tratamentos e esta localizadm (iedor do nucleo, formando uma
membrana externa ao envelope nuclear, e (ii) eaghid alguns hidrogenossomos, o
gue indica um processo de autofagia dessas orgatelacordo com BENCHIMOL
(2004). Numerosos lisossomos, vacuolos e fagosstomam® encontrados distribuidos
por toda a célula, mas vacuolos grandes contendawess microtubulares ndo foram
encontrados, ao contrario do efeito do taxol elgoioa nos trofozoitos (MADEIRO
DA COSTA e BENCHIMOL, 2004). Os vacuolos encontm@pos tratamento com
licorina variam em morfologia e tamanho, além deresgntarem estruturas
membranosas internas como detectado em paras@asdds com mebendazol
(CARVALHO e GADELHA, 2007). Alguns desses vacuoly@esentaram estruturas
similares a figuras de mielina, sinal caracterdstle dano celular (MARIANTEt al.,
2003). Intensa vacuolizacdo periférica formando Uvlis entre a membrana
citoplasmatica e a matriz, ja em estado avancaddedeneracdo, foram verificados
apos ambos os tratamentos, além de vacuolos enafdamestrias: uns contendo
figuras de mielina e outros contendo estruturas lon@nosas que poderiam indicar um
fendmeno de degeneracao autofagica (CLARKE, 1990).
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Apos o tratamento tanto com licorina quanto comdoaima, 6h e 24h, os
hidrogenossomos ndo se encontravam alinhados a@lexonaxostilo-costa, mas
randomicamente distribuidos na matriz citoplasraatmm modificacfes no tamanho e
forma. Foram localizados hidrogenossomos em dasessos distintos de diviséo:
alguns estavam alongados, indicando processo dmes¢@cdo, enquanto outros
apresentavam forma de coragcdo. Ainda, alguns hedigsomos anormais foram
observados em estreito contato com o reticulo dadioytico, indicando sinais de

autofagia.

Além da necrose, que corresponde a uma rota padsivenorte celular, o
processo ativo conhecido como morte celular progda(PCD —programmed cell
death tem papel fundamental no ciclo de vida celuldafi@SEet al., 2003). Ainda, o
mesmo autor destaca que as vias atualmente coabed@dPCD em eucariotos e seus
fenodtipos resultantes estdo relacionados a umanela@ahave: a mitocondria. Esse
papel central, tanto em mecanismos caspase-degesdguanto em caspase-
independentes € amplamente reconhecido uma vea quiocondria capta/produz
diversas moléculas essenciais para a execucdo dad@ndo como um integrador
de morte celular (KROEMER e REED, 2000). Espéciesldchomonas comoT.
vaginalis além de outros protozoarios de vida livre e deadws do rimen néo
possuem mitocondria, mas contam com o0 hidrogenassama organela assim
chamada devido a sua capacidade de prodyzindlecular (MULLER, 1993). Essa
organela ndo possui DNA, a sua producdo de enesgme apenas 30% da
necessidade do organismo e pouco € conhecido adw& implicacdo e envolvimento

nos processos de morte celular.

Nenhuma proteina diretamente envolvida nas viasptépoas caspase-
dependente ou independente foi descritalTemaginalis sugerindo que esse parasito
poderia sofrer PCD por uma via molecular alterma{@HOSEet al, 2003). Sabe-se
que a complexidade da rede metabdlica envolvidsimaizacdo de morte celular em
tricomonas nao permite o estabelecimento dos fenésnebservados neste trabalho
como uma nova via alternativa de morte celular. €&tudos do padrédo de morte

celular deT. vaginalisapés tratamento com (i) compostos pro-apoptéticosno
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etoposideo, doxorrubicina e staurosporina; (ii)roretlazol e (iii) apos estresse por
deplecdo de nutrientes, foi verificado uma formaraete celular ndo-necrética, com
algumas caracteristicas de apoptose (CHGSEal, 2002). Nesse estudo foi
demonstrada condensacdo de cromatina, fragmentagdear, presenca de corpos
apoptéticos, vacuolizacao citoplasméatica e um madedfragmentacdo de DNA que se
mostrou intermediario entre apoptose via caspagerdiente (tipica fragmentacao) ou
independente (fragmentos de maior peso molec#ltupimente, a versao mais aceita
da morte celular eni. vaginalisé que exista um mecanismo de P&ibptose-like

com presenca de proteasspase-likeindependente de mitocondrias. Um trabalho
recente demonstra a atividade anhtivaginalisdo metil jasmonato, onde ha inducéo de
fendbmenos como condensacdo e fragmentacdo de DMNAjares a corpos
apoptéticos, embora nem a clivagem do DNA gendm&m a ativacdo de caspases
tenha sido demonstrado (OFERal, 2008). Ainda os autores sugerem que 0S ensaios
para deteccdo de atividade de caspase podem ndans@nais paral. vaginalis
devido a presenca dmspase-likeno parasito, as quais ndo seriam reconhecidas por

substratos especificos geralmente utilizados nesses0s.

Os resultados obtidos no presente estudo permitggeris que licorina e
candimina induzem a morte celular €ém vaginalis provocando alteracfes (i) na
cinética de crescimento do parasito; (ii) intenseuelizacdo citoplasmatica; (iii)
alteracdes morfologicas nos hidrogenossomos, mé&s sgm a ocorréncia de
fragmentacdo nuclear, condensacao de cromatimaaf@io de corpos apoptéticos ou
exposicdo de residuos de fosfatidilserina. Dessaeim@g essas caracteristicas nao
coincidem com o perfil de morte celul@poptose-likeemT. vaginalis como descrito
por CHOSE e colaboradores (2002). Entdo, os attedaille Amaryllidaceae licorina e
candimina apresentam um conjunto de caracteristcailogicas e bioquimicas que
delineiam uma nova abordagem para a morte celdaf.dvaginalis Ainda, em
relacéo a licorina, podemos sugerir que seu maoanie acao citotoxico em células

eucarioticas difere entre as que possuem mitocsdras amitocondriadas.

Algumas caracteristicas observadas apos o tratansent ambos os alcaloides

sdao comuns a uma forma alternativa de morte celpfagramada chamada de
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paraptose (SPERANDI@t al, 2000). Esse estudo indica a presenca de umdevia
morte celular independente da ativacdo sequenaiabdpase que ndo estd associada
as alteracfes nucleares classicas de apoptose. ridlagia de morte em células
caspase-deficientes aparentemente difere da mgidotdassica de apoptose e pode
estar relacionada ao acumulo generalizado de flgise ocorre dentro do reticulo
endoplasmatico e da matriz mitocondrial duranteearose, onde provavelmente
ocorra uma perda n&o-seletiva de fluido celular dwstético (WYLLIE e
GOLSTEIN, 2001). O eucarioto primitiv@ictyostelium discoidescujo genoma
apresenta apenas homélogos remotos de caspase,cassoT. vaginalis sofre PCD
apresentando grandes vacuolos citoplasmaticosneatira morfologicamente normal
(OLIE et al, 1998), semelhante ao observadoTerwaginalisapds o tratamento com
licorina e candimina. Ainda, os autores destacgimeaenca de vacuolos importantes
entre a matriz citoplasmatica degenerada e a mealwelular, visualizada por MET,
com morfologia similar aos trofozoitos de vaginalistratados com os alcaloides. O
pronunciado volume dos vacuolos periféricos oceme modelos onde as caspases
estdo silenciadas e € parte de um processo adtaptati resposta a uma sobrecarga de
volume celular que seria eficientemente contornaglas caspases, se elas estivessem
presentes e/ou ativas (WYLLIE e GOLSTEIN, 2001)séegdado novamente aponta
para a auséncia de caspaseslenaginalisassim como os dados advindos do genoma
e 0 ndo reconhecimento dos substratos especifieosaspases presentes &its

comerciais.

Certamente ainda muitos estudos sdo necessarias qraender toda a
complexidade dos mecanismos envolvidos na mortallazelde organismos
amitocondriados. A investigacdo de novos compostosOxicos e seus mecanismos
de acdo podem ser considerados estratégias paheosonas diferentes respostas
desses organismos e assim contribuir para o ententh da morte celular de
amitocondriados. Considerando os alcaloides de Whtmceae, informacdes da
farmacologia frente a modelos celulares alternatigdo, além de inovadoras,
intrigantes, pois proporcionam guestionamentosoedagens farmacologicas que nao

seriam possiveis em modelos celulares convencionais
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Comparando os mecanismos de acdo de ambos osiddsatle acordo com os
testes realizados percebemos muitas semelhancasfaitzss citotoxicos observados
sendo a principal diferenca o efeito na cinéticacdescimento ocasionada pela
licorina. Ao analisar o conjunto de dados obtidestaca-se que os efeitos citotdxicos
observados, apos tratamento com os alcaloidestemeam células “morrendo” uma
vez que no ensaio de citotoxicidade vemos apegassltrofozoitos mortos sendo que
a grande maioria deles desaparece da cultura dépoimortos. Isso se confirma
guando o experimento do meio novo é conduzido erghsse a reversdo dos efeitos
citotoxicos sugerindo que 0s eventos irreversigeis levam a morte celular ndo
ocorrem nas primeiras 12h de incubacdo. Os evemitsfagicos verificados por
microscopia eletronica poderiam ser ainda um mepamide defesa visando a
sobrevivéncia do parasito, pois alguns autoresndefa que a autofagiger senédo
poderia ser considerada uma via de morte celularsé&nelhancas a paraptose, as
caracteristicas ultraestruturais, os fendmenostico® e a auséncia de eventos
indicativos de apoptose caracterizam a morte aeldimzida por licorina e candimina
emT. vaginalis De acordo com BURSH (2001) o fenétipo de mortalaeverificado
é determinado pela velocidade relativa de distivdas de morte que podem ser
desencadeadas simultaneamente e apenas as csiiaageridlaquela mais rapida e

efetiva se tornam evidentes.

Considerando os resultados do potencial citotoxlaolicorina e candimina,
conclui-se relevante investigar, através de awvabiagnzimatica e molecular, a
participacdo da via das ectonucleotidases nesit®.e@onforme descrito no Capitulo
IV, ambos os alcaloides inibiram a atividade dagireas NTPDase e ecto-5'-
nucleotidase sendo o0s resultados mais expressiips:a candimina inibiu,
aproximadamente, 90% da hidrolise do ATP; (ii) fica inibiu 64% da hidrdlise do
ADP e 62% da hidrélise do AMP; e (iii) os alcala@deo inibiram a transcricdo dos
genes NTPDase (GIORDAN al,, 2010).

Esses resultados sugerem que a importante inildgdoascata enzimatica de
degradacdo de nucleotideos @mvaginalisdemonstrada pela licorina e candimina

modula os niveis extracelulares de ATP e adeno$hhacimulo de nucleotideos
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extracelulares, principalmente o ATP com suas pedpdes citotoxicas e pro-
inflamatédrias, proveniente da inibicdo enzimaticanpovida pelos alcaloides além do
ATP originario das células do hospedeiro, assocededuzidas concentracfes da
adenosina, importante imunomodulador, poderia tmntr para 0 aumento da
susceptibilidade ddr. vaginalisa resposta imune do hospedeiro na presenca de
licorina e candimina. A localizagdo extracelulas @atonucleotidases, sua implicacéo
na sobrevivéncia do parasito e a ampla distribuid@ssas enzimas entre distintos
patdgenos eucaridticos humanos as tornam alvagss@ntes para o desenvolvimento
de agentes antimicrobianos (SANSO&i al, 2008). Os efeitos modulatérios de
alcaloides de Amaryllidaceae em ectonucleotidagepatasitos € uma abordagem
inovadora dentro da extensa gama de atividadesataidgicas apresentadas por esses
alcaloides. Considerando a importancia fisiolégleasas enzimas, tanto em humanos
guanto em parasitos, e os significativos indicemitdecdo apresentados pela licorina e
candimina, os resultados deste trabalho estimulaimvestigacdo desse efeito em

outros organismos para entendimento e posterioutagdio desse potencial.

Verifica-se que o metronidazol é ativo em menomgentracdes (MIC = 16 uM
para TV-VP60), quando comparado a licorina e camdirtMIC > 1 mM). Entretanto,
sabe-se que novas vias de citotoxicidade e mecasisia acdo alternativos aos 5-
nitroimidazois sdo necessarios com o advento despas resistentes. Ainda, a
pluralidade da citotoxicidade desses alcaloidegrato em distintas frentes e tendo a
morte celular do parasito como evento final, destaorina e candimina em relacgéo
ao metronidazol. Com as ferramentas de sintesenioeg&@ 0S novos conceitos de
quimica medicinal, essa atividade ahtiehomonas verificada para licorina e

candimina pode ser um primeiro passo para desesvelaperfeicoar esse potencial.

Tradicionalmente, devido as suas reconhecidas ipdgates farmacologicas os
alcaloides atraem grande interesse terapéuticdobdeles séo utilizados diretamente
como farmacos e outros servem de matéria-primagaeami-sintese ou como modelo
estrutural para a sintese de analogos, sempre aiijetivo de melhorar a atividade,
seletividade e biodisponibilidade. Acreditando @guatividade antiF. vaginalisdos

alcaloides de Amaryllidaceae pode ser otimizadaodutada, a licorina foi escolhida
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como ponto de partida para a semi-sintese de awlogando a obtencdo de
moléculas derivadas com melhor atividade tricomdaicEmbora, de modo geral, a
candimina tenha apresentado melhores resultadegadexicidade, a quantidade de
produto isolado disponivel (1,3 g) foi um dos fatbdeterminantes para a escolha da
licorina como prototipo. Além disso, estudos reesrihvestigam a relagcdo estrutura-
atividade de derivados do alcaloide contra parastiomo Trypanosoma brucee
Plasmodium falciparum{TORIIZUKA et al, 2008; EVIDENTE e KORNIENKO,
2009; LAMORAL-THEYSet al, 2009; McNULTY et al, 2009). Para aperfeicoar a
atividade tricomonicida da licorina o direcionanteda semi-sintese foi a hibridizacao
da molécula do alcaloide com outra também citotdxpara a potencializacdo do

efeito: nesse contexto as poliaminas sdo moléputamissoras.

Poliaminas sdo aminas alifaticas simples, essenqgmra proliferacdo e
diferenciacdo celular que tanto em hospedeiros tquam parasitos exercem suas
funcdes como cations no pH intracelular (REGUERAL, 2005). O metabolismo das
poliaminas tem se mostrado um alvo atraente naabuscnovos antiparasitarios uma
vez que 0s mecanismos de aquisicdo dessas molé&&dadistintos entre células de
mamiferos e parasitos refletindo em diferentesafeiAssim, a primeira etapa para
consolidacdo da semi-sintese de derivados darladoi verificar o potencial anii-
vaginalis de distintos derivados de poliaminas. Conformeit@kp5, cinco analogos
de poliaminas foram investigados quanto a atividad&T. vaginalissendo aN-
dodecil-1,4-butanodiamina 0 composto mais ativaeewis testados e também em
comparacdo com a droga padrdo metronidazol (GIORD&Nal, 2009). A partir
desses resultados decidiu-se sintetizar uma séridedvadosN-alquilados da 1,4-
butanodiamina e, alterando o espacador entre awoatale nitrogénio, preparar
também uma série de derivados da 1,6-hexanodiam@acordo com o apresentado
no Capitulo VI verifica-se a expressiva acdo antraginalisdos derivadoi-alquil
diaminas com atividade na ordem de pg/ml. O conopogtis ativo foi a hexadecil-
1,4-butanodiamina (MIC = 2,5 ug/ml), duas vezessnpaitente que o metronidazol,
sendo que outros compostos da serie também amesmmndtividade pronunciada. A

alteracdo do espacador entre os atomos de nitmmgéai 4 para 6 carbonos, néo
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resultou em maior atividade conffa vaginalis mas o aumento da cadeia carbdnica
desde 8 até 16 carbonos refletiu num aumento dieladie nos compostos contendo a
unidade 1,4-butanodiamina. Esse dado poderia estacionado ao aumento da
lipofilicidade e consequente facilitacdo na perg@toa do composto no parasito.
Entretanto, quando analisamos os derivados da ek&dodiamina o aumento da
cadeia carbdnica de 8 para 16 carbonos nédo ocasiel@ra na atividade sendo que
os derivados com 10 e 12 carbonos apresentam M2Q pg/ml. Assim, a distancia
entre os atomos ionizaveis da diamina parece sereqgumisito estrutural mais critico
em comparacdo a variacdo do tamanho da cadeianizahgara a atividade contfa

vaginalis

A partir desses resultados foi delineada uma égfiemtle semi-sintese da licorina
enfatizando trés pontos: (i) a sintese de um ésteradeia longa de mesmo tamanho
daquela contida na diamina mais ativa; e um intdi@n® mesilado da licorina que
seria um ponto de partida para (ii) a troca dadxith por um grupamento amina,
transformando a prépria molécula de licorina numaaha, e (iii) a troca da hidroxila
pelas diaminas mais ativas (hexadecil-1,4-butamadia e tetradecil-1,4-

butanodiamina).

Conforme descrito no Capitulo VII, a quimica ndwial dos produtos naturais,
especificamente da licorina, ndo permitiu 0 cumprito das perspectivas iniciais de
modificacdo estrutural. Uma analise cuidadosa tdeatura revela que a maioria dos
derivados da licorina investigados na busca deaelastrutura-atividade séo produtos
naturais isolados e identificados e que a maiasg dkrivados sintéticos sao ésteres
mono ou dissubstituidos. Diversas tentativas dengdio de um intermediario da
licorina com um bom grupo de saida em C-2 foranemesvidas: iodacao, mesilacao
e tosilacdo. O insucesso recorrente pode ser atalau instabilidade relativa desses
intermediarios uma vez que a facilidade de saidaadegrupos poderia desencadear
uma sequéncia de rearranjos, aromatizacdo e oxsgadduitos produtos estaveis
oriundos da degradacao espontanea ou induzidaatana estdo descritos na literatura
(MANSKE et al, 1965; FALES e WILDMAN, 1958; COOkKet al, 1954). A

hidrogenacdo foi considerada uma alternativa pamen&ar os desafios da
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instabilidade, mas o resultado esperado nao f@inghdo e em contrapartida mais
produtos, possivelmente de degradacao, foram abtldessa forma, com a limitacao
da quantidade de material de partida, os esforeosoacentraram nas reacdes de
esterificacdo. A descricdo na literatura da sintlesderivados acetila, propila e butila
da licorina a partir da reagcéo com os respectinadridos indicava a factibilidade das

reacdes de esterificacao.

Dois ésteres alifaticos foram sintetizados: o 1;2eetil-licorina e o 2-
dodecanoil-licorina. O éster de cadeia longa (f2Cgintetizado baseado no resultado
demonstrado no Capitulo V, ondeNadodecil-1,4-butanodiamina foi a diamina mais
ativa contraT. vaginalisenquanto base livre. Assim, os compostos 1,2-azmé
licorina, 2-benzoil-licorina, 1,2-di-nitrobenzoikbrina, 1-mononitrobenzoil-licorina e
2-mononitrobenzoil-licorina foram obtidos. O comaonento instavel dos derivados
da licorina se manteve durante todas as tentatlassintese, o que se reflete

diretamente nos rendimentos obtidos (Capitulo VII).

Como desfecho final deste estudo, a proxima etapa & avaliacdo do impacto
das alteracbes estruturais na molécula de liconaaatividade anff. vaginalis
Considerando as adversidades e limitagdes encastrddrante as reacdes para a
obtencédo dos derivados da licorina verifica-se atteracdo da proposta inicial onde
os resultados dos derivados sintéticos complemantarma estratégia envolvendo as
poliaminas. A alteracdo nas rotas de sintese elp@ara aquelas factiveis na pratica
impediu a avaliacdo e o entendimento do impacthiloladizacdo com poliaminas na
atividade da licorina. Ainda assim, acredita-se gsigerivados sintéticos obtidos séo
relevantes sob o ponto de vista quimico porquessgmtam estruturas inéditas (exceto

o derivado acetila) e possibilitam novas perspastiv

Finalmente, considerando os aspectos multidiseips deste trabalho onde
distintos métodos e areas do conhecimento foramsaalpls em prol do estudo da
atividade antif. vaginalisde alcaloides de Amaryllidaceae, esta caracterizado
ponto de partida com diversas possibilidades dbalinas futuros. A continua

investigacdo dos produtos naturais como potenagesites farmacolégicos, aliada ao
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reconhecimento da caréncia de estudos relacionadoRarasitologia envolve
diretamente o profissional farmacéutico que, dewadsua formacao multidisciplinar,
pode percorrer diversas abordagens na busca poostas cientificas adequadas a

complexidade do tema.
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V. CONSDHES GERAIS






Os resultados apresentados neste estudmndgmm a citotoxicidade dos
alcaloides de Amaryllidaceae licorina e candimipata o parasito amitocondriado
Trichomonas vaginalise sugerem o0 mecanismo de acao envolvido. Ainda, a
citotoxicidade de diaminas sintéticas contra o fifraaponta para um promissor
desenvolvimento desse potencial. A semi-sinted&ddna mostrou-se factivel, mas

nao trivial. Os dados obtidos permitem as segurdeslusoes:

1. Hippeastrum morelianumLem. € uma importante fonte de alcaloides de

Amaryllidaceae, fornecendo um alcaloide inéditaigamde ocorréncia pouco comum.

2. A licorina e a candimina induzem morte celular® vaginalispor um mecanismo

distinto daqueles com ocorréncia ja descrita pase garasito amitocondriado. Os
efeitos induzidos por ambos os alcaloides sdo $emigs entre si: alteracdes
importantes na ultraestrutura dos trofozoitos,i¢aid do ciclo celular e alteracdo na

cinética e perfil de crescimento.

3. Caracteristicas morfologicas sugerindo apoptode foram encontradas nos
parasitos tratados. A licorina, alcaloide pré-apbpbd, possivelmente apresenta um
mecanismo de acao alternativo que se manifestaaf@aamente quando avaliado em

células sem mitocondria.

4. Licorina e candimina inibem a atividade das mw@aa NTPDase e ecto-5'-
nucleotidase ddr. vaginalis implicadas na manutencdo do parasitismo. Além da
citotoxicidade dos alcaloides, essa inibicdo entgaa poderia aumentar a

suscetibilidade do parasito ao sistema imune dpduesro.

5. Poliaminas sao citotoxicas confravaginalis sendo as 1,4-butanodiaminas aquelas

de melhor atividade.

6. A semi-sintese de derivados da licorina apradenitacdes, mas sete ésteres

derivados foram sintetizados, destes, 6 sdo magauéditas.
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V. PERSPECTIVAS







A multidisciplinaridade deste trabalho,sias como 0s intrigantes aspectos
envolvidos nas questdes de morte celular de ammtb@mlos e semi-sintese de

produtos naturais, abrem algumas perspectivas:

1. A continuidade da investigacdo da quimica da illmAmaryllidaceae,

especialmente seus alcaloides.

2. Investigacdo da participacdo dos hidrogenossoraastotoxicidade induzida pela
licorina e candimina, caracterizando sua implicagd® processos de morte celular em

T. vaginalis

3. Avaliacao do potencial dos alcaloides de Amalgtieae como inibidores da via das

ectonucleotidases em outros organismos.

4. Continuidade da investigacdo dos derivados ddisminas como agentes anti-
Trichomonas com desenvolvimento de outros derivados e andbseitotoxicidade

contra células epiteliais vaginais.

5. Reproducdo das sinteses dos ésteres derivadisodaa e obtencdo em maior
quantidade, possibilitando a realizacdo de anaéispectroscopicas adicionais, assim
como a otimizagao das condi¢des de solubilizacé w#izacdo nos ensaias vitro

anti-T. vaginalis

195






BFERENCIAS







ALDERETE, J. F.; PROVENZANO, D.; LEHKER, M. W. Ironmediates
Trichomonas vaginalisesistance to complement lysMicrobial Pathogenesijsv. 19,
p. 93-103, 1995.

ANTOUN, M. D.; MENDOZA, N. T.; RIOS, Y. R. Cytotogity of Hymenocallis
expansalkaloids.Journal of Natural Productss. 56, p.1423-1427, 1993.

ARRIGONI, O.; ARRIGONI, A.; LISO, R.; CALABRESE, GLycorine as an
inhibitor of ascorbic acid biosynthesidatureg v. 256, p. 513-514, 1975.

ARRIGONI, O. Ascorbate system in plant developmdnturnal of Bioenergetic and
Biomembranesy. 26, p. 407-409, 1994.

ARROYO, R.; GONZALES-ROBLES, A.; MARTINEZ-PALOMO, AALDERETE,
J. F. Trichomonas vaginalifor amoeboid transformation and adhesion synthesis
follows cytoadherencéolecular Microbiology v. 7, p. 299-309, 1993.

BACCHI, C. J.; YARLETT, N. Polyamine metabolism esemotherapeutic target in
protozoan parasitedlini Review on Medicinal Chemistry. 2, p. 553-563, 2002.

BALUNA, M. J.; KINGHORN, A. D. Drug discovery fronrmedicinal plants. Life
Sciences, v. 78, p. 431-441, 2005.

BASTIDA, J.; LAVILLA, R.; VILADOMAT, F. Chemical anl biological aspects of
Narcissusalkaloids. In: The alkaloids: Chemistry and Biolog@906. v.63. p.99-179.

BASTIDA-CORCUERA, F. D.; OKUMURA, C. Y.; COLOCOUSSA.; JOHNSON,
P. J.Trichomonas vaginaliipophosphoglycan mutants have reduced adherente an
cytotoxicity to human ectocervical cellBukaryotic Cellv. 4, p. 1951-1958, 2005.

BENCHIMOL, M. Trichomonads under Microscopllicroscopy Microanalysisv.
10, p. 528-550, 2004.

BENCHIMOL, M. Hydrogenosomes under microscopissue Cellv. 41, p. 151-168,
20009.

BIEDERBICK, A.; KOSAN, C.; KUNZ, J.; ELSASSER, H.. FFirst apyrase splice
variants have different enzymatic properti€se Journal of Biological Chemistry.
275, p. 19018-19024, 2000.

BIGONNESSE, F.; LEVESQUE, S. A.; KUKULSKI, F.; LEGK J.; ROBSON, S.
C.; FERNANDES, M. J.; SEVIGNY, J. Cloning and chagaization of mouse
nucleoside triphosphate diphosphohydrolas@&@®chemistry v. 43, p. 5511-5519,
2004.

BOURS, M. J. L.; SWENNEN, E. L. R.; DI VIRGILIO, FCRONSTEIN, B. N;
DAGNELIE, P. C. Adenosine 5'-triphosphate and ader®as endogenous signaling

199



molecules in immunity and inflammatioRharmacology Therapy. 112, p. 358—-404,
2006.

BOWDEN, F. J.; PATERSON, B. A.; MEIN, J.; SAVAGE,; FAIRLEY, C. K
GARLAND, S. M.; TABRIZI, S. N. Estimating the prelesmce of Trichomonas
vaginalis, Chlamydia trachomatis, Neisseria goneatand human papiloma virus
infection in indigenous women in northem Australexual Transmited Disegse.
75, p. 431-434, 1999.

BREMNER, A. F.; COOMBS, G. H.; NORTH, M. J. Antittiomonal activity of
alpha-difluoromethylornithineJournal of Antimicrobial Chemotherapy. 20, p. 405-
411, 1987.

BURNSTOCK, G. Physiology and pathophysiology ofipergic neurotransmission.
Physiological Revieyw. 87, p. 659-797, 2007.

BURNSTOCK, G.; VERKHRATSKY, L. K. Physiology and th@physiology of
purinergic neurotransmissioRhysiological Revieyw. 87, p. 659-797, 2009.

BURSCH, W. The autophagosomal-lysosomal compartmenprogrammed cell
death.Cell Death Differentialv. 8, p. 569-581, 2001.

BUTLER, M. S. Natural products to drugs: naturabgurct-derived compounds in
clinical trials.Natural Product Reportss. 25, p. 475-516, 2008.

CARLTON, J. M.; HIRT, R. P.; SILVA, J. C.; DELCHERA. L.; SCHATZ, M,

ZHAO, Q.; WORTMAN, J. R.; BIDWELL, S. L.; ALSMARKU. C.; BESTEIRO, S.;
SICHERITZ-PONTEN, T.; NOEL, C. J.; DACKS, J. B.; BOER, P. G,;
SIMILLION, C.; VAN DE PEER, Y.; MIRANDA-SAAVEDRA, D; BARTON, G. J,;
WESTROP, G. D.; MULLER, S.; DESSI, D.; FIORI, P; REN, Q.; PAULSEN, I.;
ZHANG, H.; BASTIDA-CURCUERA, F. D.; SIMOES-BARBOSAA.; BROWN, M.

T.; HAYES, R. D.; MUKHERJEE, M.; OKOMURA, C. Y.; SANEIDER, R,

SMITH, A. J.; VANACOVA, S.; VILLALVALZO, M.; HAAS, B. J.; PERTEA, T.
V.; FELDBLYUM, T. V.; UTTERBACK, T. R.; SHU, C. L.OSOEGAWA, K.; DE
JONG, P. J.; HRDY, I|.; HORVATHOVA, L.; ZUBACOVA, Z DOLEZAL, P

MALIK, S. B.; LOGSDON, J. M.; HENZE, JR. K.; GUPTAA.; WANG, C. C,;

DUNNE, R. L.; UPCROFT, J. A.; UPCROFT, P.; WHIT8,; SALZBERG, S. L.;
TANG, P.; CHIU, C. H.; LEE, Y. S.; EMBLEY, T. M.; GOMBS, G. H,;
MOTTRAM, J. C.; TACHEZY, J.; FRASER-LIGGETT, C. MJOHNSON, P. J.
Draft genome sequence of the sexually transmitetlggenTrichomonas vaginalis
Sciencev. 315, p. 207-212, 2007.

CARVALHO, K. P.; GADELHA, A. P. Effects of three heimidazoles on growth,
general morphology and ultrastructureTaoitrichomonas foetusFEMS Microbiology
Letters v. 275, p. 292-300, 2007.

CASTILHOS, T. S.Investigacdo quimica em Habranthus erectus Raveena
Rhodophiala bifida (Herb.) Traub (Amaryllidaceaeawaliacdo bioldgica in vitro do

200



alcal6ide montanina2004. 160 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciénciam&eéuticas)
Faculdade de Farmacia, Universidade Federal doGRamde do Sul- UFRGS, Porto
Alegre.

CASTILHOS, T. S.; GIORDANI, R. B.; HENRIQUES, A. TMENEZES, F. S
ZUANAZZI, J. A. S. Avaliacaan vitro das atividades antiinflamatdria, antioxidante e
antimicrobiana do alcaldide montanifevista Brasileira de Farmacognosia 17, p.
209-214, 2007.

CEDRON, J. C.; GUTIERREZ, D.; FLORES, N.; RAVELO,. &.; ESTEVEZ-
BRAUN, A. Synthesis and antiplasmodial activitylgéorine derivativesBioorganic
and Medicinal Chemistrw. 18, p. 4694-4701, 2010.

CHOSE, O.; NOEL, C.; GERBOD, D.; BRENNER, C.; VISGOOSI, E,;
ROSETO, A. A form of cell death with some featuresembling apoptosis in the
amitochondrial unicellular organisnTrichomonas vaginalis Experimental Cell
Researchv. 276, p. 32-39, 2002.

CHOSE, O.; SARDE, C.0O.; GERBOD, D.; VISCOGLIOSI,; ROSETO, A.
Programmed cell death in parasitic protozoans thak mitochondria. Trends
Parasitology v. 19, p. 559-564, 2003.

CITOGLU, G.; TANKER, M.; GUMUSEL, B. Antiinflamatar effects of lycorine and
haemanthidinePhytoterapy Research. 12, p. 205-206, 1998.

CLARKE, P. G. H. Developmental cell death: morplgital diversity and multiple
mechanismsAnatomy and Embryology. 181, p. 195-213, 1990.

COOK, J. W.; LOUDON, J. D.; MCCLOSKEY, P. Dehydmatiof lycorine.Journal
of the Chemical Society, 4176-4181, 1954.

CORDELL, G. A. Changing strategies in natural prdichemistryPhytochemistry
v. 40, p.1585-1612, 1985.

COTCH, M. F.; PASTOREK II, J. G.; NUGENT, R. P.; RB, D. E.; MARTIN, D.
H.; ESCHENBACH, D. A. Demographic and behavioraégictors ofTrichomonas
vaginalis infection among pregnant wome@bstetrics and Gynecology. 78, p.
1087-1092, 1991.

COTCH, M. F.; PASTOREK I, J. G.; NUGENT, R. P.;IHIER, S. L.; GIBBS, R.
S.; MARTIN, D. H.; ESCHENBACH, D. A.; EDELMAN, R..CAREY, J. C;
REGAN, J. A.; KROHN, M. A.; KLEBANOFF, M. A.; RAOA. V.; RHOADS, G. G.
Trichomonas vaginalisssociated with low birth weight and preterm daiw The
vaginal infections and prematurity study gro@exually Transmitted Diseases 24,
p. 353-360, 1997.

201



CROUCH, M. L. V.; BENCHIMOL, M.; ALDERETE, J. F. Bding of fibronectin by
Trichomonas vaginaliss influenced by iron and calciuriMicrobial Pathogenesjsv.
31, p. 131-144, 2001.

DA SILVA, A. F. S.; ANDRADE, J. P.; BEVILAQUA, L. RM.; DE SOUZA, M. M.;
IZQUIERDO, 1I.; HENRIQUES, A. T.; ZUANAZZI, J. A. S.Anxiolitic-,
antidepressant- and anti-convulsant- like effedtshe alkaloid montanine isolated
from Hippeastrum vittatumPharmacology, Biochemistry and Behayioer 85, p. 148-
154, 2006.

DA SILVA, A. F. S.; ANDRADE, J. P.; MACHADO, K. RB.; ROCHA, A. B;
APEL, M. A.; SOBRAL, M. E. G.; HENRIQUES, A. T.; ZANAZZI, J. A. S.
Screening for cytotoxic activity of extracts andléded alkaloids from bulbs of
Hippeastrum vittatumPhytomedicingv. 15, p. 882-885, 2008.

DE CARLI, G. A. Parasitologia Clinica - Selecdo de Métodos e Téamide
Laboratério para o Diagnéstico das Parasitoses Humam Sao Paulo: Editora
Atheneu, 2007. v. 01. 907 p.

DE CARLI, G. A.; TASCA, T. Cultivo ddrichomonas tena& Trichomonas hominis
In: De Carli, G. A. Parasitologia Clinica. Selecde Métodos e Técnicas de
Laboratdrio para Diagndstico das Parasitoses Husnankd. Sdo Paulo: Atheneu, p.
491-496. 2007.

DEBNATH, J.; BAEHRECKE, E. H.; KROEMER, G. Does aphagy contribute to
cell death’Autophagyv. 1, p. 66-74, 2005.

DEL GIUDICE, L.; MASSARDO, D. R.; PONTIERI, P. WOLRK. Interaction
between yeast mitochondrial and nuclear genomdbkaleles of RTG genes affect
resistance to the alkaloid lycorine in rhoO petiéSaccharomyces cerevisidgéene
v. 354, p. 9-14, 2005.

DOPKE, W. Alkaloids of thédippeastruntype.Pharmaziev. 295, p. 920-924, 1962.

DUMONT, P.; INGRASSIA, L.; ROUZEAU, S.; RIBAUCOURf.; THOMAS, S.;
ROLAND, I.; DARRO, F.; LEFRANC, F.; KISS, R. Amatidaceae isocarbostyril
narciclasine induces apoptosis by activation ofdbath receptor and/or mitochondrial
pathways in cancer cells but not in normal fibretdaNeoplasia v. 9, p. 766-776,
2007.

DYALL, S.; JOHNSON, P. J. Origins of hydrogenosomasd mitochondria:
evolution and organelle biogenesaurrent Opinion Microbiologyv. 3, p. 404-411m,
2000.

ELGORASHI, E.; STAFFORD, |.; JAGER, A.; VAN STADEN, Inhibition of [3H]
Citalopram binding to the rat brain serotonin torser by Amaryllidaceae alkaloids.
Planta Medicav. 72, p. 470-473, 2006.

202



ENGBRING, J.; ALDERETE, J. F. Three genes encodstirdit AP33 proteins
involved in Trichomonas vaginalisytoadherenceMolecular Microbiology v. 28, p.
305-313, 1998.

EVIDENTE, A.; ARRIGONI, O.; LUSO, R.; CALABRESE, G.RANDAZO, G.
Further experiments on structure-activity relatlips among lycorine alkaloids.
Phytochemistryv. 25, p. 2739-2743, 1986.

EVIDENTE, A.; KORNIENKO, A. Anticancer evaluationf cstructurally diverse
Amaryllidaceae alkaloids and their synthetic dedrnixes. Phytochemistry Reviews.
8, p. 449-459, 2009.

EVIDENTE, A.; KIREEV, A. S.; JENKINS, A. R.; ROMERQA. E.; STEELANT,
W. F. A.; VAN SLAMBROUCK, S.; KORNIENKO, A. Biologial evaluation of
structurally diverse Amaryllidaceae alkaloids ahelit synthetic derivatives: discovery
of novel leads for anticancer drug desiBfanta Medicav. 75, p. 501-507, 20009.

EVIDENTE, A.; RANDAZZO, G. Degradation of lycoriney Pseudomonaspecies
strain ITM 311.Journal of Natural Productsy. 48, p. 564-570, 1985.

FALES, H. M.; WILDMAN, W. C. Interconversions of Aanyllidaceae alkaloids by
sodium and amyl alcohalournal of Organic Chemistry. 80, p. 4395-4404, 1958.

FEHER, M.; SCMIDT, J.M. Property distributions: f@ifences between drugs, natural
products and molecules from combinatorial chemistdpurnal of Chemical
Information and Computer Scien¢es43, p. 218-227, 2003.

FENNELL, C. W.; VAN STADEN, J.Crinum species in traditional and modern
medicine Journal of Ethnopharmacology. 78, p. 15-21, 2001.

FILLIPINI, A.; TAFFS, R. E.; AGUI, T.; SITKOVISKY M. V. Ecto-ATPase activity
in cytolitic T-lynphocytesJournal of Biological Chemistry. 265, p. 334-340, 1990.

FORTENBERRY, J. D.; BRIZENDINE, E. J.; KATZ, B. BBubsequent sexually
transmitted infections among adolescent women vg#nital infection due to
Chlamydia trachomatjs Neisseria gonorrheaor Trichomonas vaginalis Sexual
Transmited Diseases. 26, p. 26-32, 1999.

FURTADO, M. B.; BENCHIMOL, M. Observation of membra fusion on the
interaction ofTrichomonas vaginaligvith human vaginal epithelial cellBarasitology
Researchv. 84, p. 213-20, 1998.

GABRIELSEN, B.; MONATH, T. P.; HUGGINS, J. W.; KER&VER, D. F.; PETTIT
G.; GROSZEK, G.; HOLLINGSHEAD, M.; KIRSI, J. J.; $MINON, W. M.
SHUBERT, E. M.; DARE, J.; UGARKAR, B.; USSERY, M\.; PHELAN, M. J.
Antiviral (RNA) activity of selected Amaryllidaceaisoquinoline constituents and
synthesis of related substancdsurnal of Natural Productsv. 55, p. 1569-1581,
1992.

203



GALM, U.; SHEN, B. Natural product drug discovemyte times have never been
better.Chemical Biologyv. 14, p. 1098-10104, 2007.

GANESAN, A. The impact of natural products upon mwddrug discoveryCurrent
Opinion in Cell Biologyv. 12, p. 306-317, 2008.

GARCIA, A. F.; BENCHIMOL, M.; ALDERETE, J. F.Trichomonas vaginalis
polyamine metabolism is linked to host cell adheesand cytotoxicitylnfection snd
Immunologyv. 73, p. 2602-2610, 2005.

GARCIA, A. F.; ALDERETE, J. F. Characterization thfe Trichomonas vaginalis
surface-associated AP65 and binding domain integaetith trichomonads and host
cells.BMC Microbiology v. 25, p. 7-16, 2007.

GILBERT, R.; BIA, G.; BEACH, D.; KLAESSIG, S.; SING, B. Cytopathogenic
effect of Trichomonas vaginali®n human vaginal epithelial cells cultures in vitro
Infection and Immunology. 68, p. 4200-4206, 2000.

GIORDANI, R. B. Estudo fitoquimico de Hippeastrum morelianum e ldagirum
santacatarina: duas espeécies de Amaryllidace®$)7. 185 f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias Farmacéuticas) Faculdade de Farmaciaerdidade Federal do Rio
Grande do Sul- UFRGS, Porto Alegre.

GIORDANI, R. B.; PAGLIOSA, L. B.; HENRIQUES, A. T.DUTILH, J. H.;
ZUANAZZI, J. A. S. Investigacdo do potencial anigente e anticolinesterasico de
Hippeastrum(Amaryllidaceae)Quimica Novav. 31, p. 2042-2046, 2008.

GIORDANI, R. B.; DE ALMEIDA, M.; FERNANDES, E.; FRNCA DA COSTA,
C.; DE CARLI, G.; TASCA, T.; ZUANAZZI, J. Antifrichomonas vaginaligctivity
of synthetic lipophilic diamine and amino alcohokrigdatives. Biomedicine &
Pharmacotherapyv. 63, p. 613-617, 2009.

GIORDANI, R. B.; WEIZENMANN, M.; ROSEMBERG, D. BDE CARLI, G. A;;
BOGO, M. R.; ZUANAZZI, J. A. S.; TASCA, TTrichomonas vaginalisiucleoside
triphosphate diphosphohydrolase and ecto-5-nudes¢ activities are inhibited by
lycorine and candimind?arasitology Internationalv. 59, p. 226-231, 2010.

GOLSTEIN, P.; AUBRY, L.; LEVRAUD, J. P. Cell-deatlalternative model
organisms: why and whicNature v. 4, p. 1-6, 2003.

GOTTLIEB, S. L.; DOUGLAS, J. M. JR.; SCHMID, D. &AIL, B.; IATESTA, M;
MALOTTE, K.; ZENILMAN, J.; FOSTER, M.; BARON, A. E.STEINER, J. F.
Soroprevalence and correlates of herpes simples ¥ipe 2 infection in five sexually
transmitted disease clinicdournal of Infection Diseasges. 186, p. 1381-1389, 2004.

GRODSTEIN, F.; GOLDMAN, M. B.; CRAMER, D. W. Relatn of tubal infertility
to history of sexually transmitted diseas&sierican Journal of Epidemiology. 137,
p. 577-584, 1993.

204



GURIB-FAKIM, A. Medicinal plants: Traditions of yesrday and drugs of tomorrow.
Molecular Aspects of Medicine. 27, p. 1-93, 2006.

HANDA, M.; GUIDOTTI, G. Purification and cloning ofa soluble ATP-
diphosphohydrolase (apyrase) from potato tub8dapium tuberosumBiochemical
and Biophysical Research Communication218, p. 916-923, 1996.

HANLEY, P. J.; MUSSTE, B.; RENIGUNTA, V.; LIMBERGS. H.; DALPKE, A.
H.; SUS, R.; HEEG, K. M.; PREISIG-MULLER, R.; DAUT. Extracellular ATP
induces oscillations of intracellular €aand membrane potential and promotes
transcription of IL-6 in macrophage®roceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of Amencd 01, p. 9479-9484, 2004.

HARVEY, A. Natural products in drug discoveiyrug Discovery Todaw. 9, p. 294-
232, 2008.

HEBY, O.; ROBERTS, S. C.; ULLMAN, B. Polyamine byoghetic enzymes as drug
targets in parasitic protozo&8iochemical Society Transactigng. 31, p. 415-419,
2003.

HEINRICH, M.; TEOH, H. L. Galanthamine from snowegk the development of a
modern drug against Alzheimer’s disease from I@=alcasian knowledgdournal of
Ethnopharmacology. 92, p. 147-162, 2004.

HEYWORTH, P. G.; GUTTERIDGE, W. E.; GINGER, C. Duiihe metabolism in
Trichomonas vaginali=EBS Lettersv. 141, p. 106-110, 1982.

HEYWORTH, P. G.; GUTTERIDGE, W. E.; GINGER, C. Dyritnidine metabolism
in Trichomonas vaginalid=EBS Lettersv. 176, p. 55-60, 1984.

HOFMANN JUNIOR, A. E.; SEBBEN, C.; SOBRAL, M.; DUTH, J. H. A;
HENRIQUES, A. T.; ZUANAZZI, J. S. Alkaloids oHippeastrum glaucescens
Biochemical Systematics and Ecolpgy31, p. 1455-1456, 2003.

HOUGHTON, P. J.; AGBEDAHUNSI, J. M.; ADEGBULUBE, ACholine esterase
inhibitory properties of alkaloids from two Nigeni&rinum speciesPhytochemistry,
V. 65, p. 2893-2896, 2004.

HUPPERT, J. S. Trichomoniasis in teens: an updatgrent Opinion in Obstetrics
and Gynecology. 21, p. 371-378, 2009.

JIMENEZ, A.; SANTOS, A.; ALONSO, G.; VAZQUEZ, D. mbitors of protein
synthesis in eukarytic cells. Comparative effedtsame Amaryllidaceae alkaloids.
Biochimica et Biophysica Acta. 425, p. 342-348, 1976.

JIN, Z. Amaryllidaceae an&celetiumalkaloids.Natural Product Reportsv. 24, p.
886-905, 20009.

205



JOHNSTON, V. J.; MABEY, D. C. Global epidemiologgidacontrol ofTrichomonas
vaginalis Current Opinion in Infectious Disease 21, p. 56-64, 2008.

JUNGER, W. G. Purinergic regulation of neutrophhemotaxis. Cellular and
Molecular Life Sciencew. 65, p. 2528-2540, 2008.

KARADENIZ, H.; GULMEZ, B.; SAHINCI, F.; ERDEM, A.KAYA, G. |.; UNVER,
N.; KIVCAK, B.; OZS0OZ, M. Disposable electrochemi¢caosensor for the detection
of the interaction between DNA and lycorine basadgaanine and adenine signals.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis33, p. 295-302, 2003.

KENNEDY, J. Mutasynthesis, chemobiosynthesis anadkb#& semi-synthesis:
combining synthetic chemistry and biosynthetic argring for diversifying natural
productsNatural Products Reporv. 25, p. 25-34, 2008.

KIGOZI, G. G.; BRAHMBHATT, H.; WABWIRE-MANGEN, F.;WAWER, M.;
SERWADDA, D.; SEWANKAMBO, N.; GRAY, R. Treatment ofrichomonasin
pregnancy and adverse outcomes of pregnhancy: aalyses of a randomized trial in
Rakai, UgandaAmerican Journal of Obstetricy and Gynecolpgy 189, p. 1398-
1400,2003.

KLEBANOFF, M. A.; CAREY, J. C.; HAUTH J. C.; MARK A SHARON, L.;
HILLIER, R. P.; NUGENT, M. P. H.; ELIZABETH, A.; EREST, J. M.; HEINE, J.
P.; WAPNER, R. J.; TROUT, W.; MOAWAD, A.; MIODOVNIKM.; SIBAI, B. M.;
VAN DORSTEN, J. P.; DOMBROWSKI, M. P.; O'SULLIVANM. J.; VARNER,
M.; LANGER, O.; MCNELLIS, D.; ROBERTS, J. M.; LEVEY, K. J. Failure of
metronidazole to prevent preterm delivery amongpaat women with asymptomatic
Trichomonas vaginalisnfection. The New England Journal of Medicjne 345, p.
487-493, 2001.

KLEINA, P.; BETTIM-BANDINELLI, J.; BONATTO, S. L.; BENCHIMOL, M.;
BOGO, M. R. Molecular phylogeny of Trichomonadidaeily inferred from ITS-1,
5.8S rRNA and ITS-2 sequencésternational Journal for Parasitology. 34, p. 963-
670, 2004.

KRIEGER, J. N.; JENNY, C.; VERDON, M.; SIEGEL, NSPRINGWATER, R.;
CRITCHLOW, C. W.; HOLMES, K. K. Clinical manifestans of trichomoniasis in
men.Annals of International Medicine. 118, p. 844-849, 1993.

KROEMER, G.; REED, J. C. Mitochondrial control aflicdeath.Nature Medicinev.
6, p. 513-519, 2000.

KROEMER, G.; LEVINE, B. Autophagic cell death: thestory of a misnomer.
Nature Review Molecular Cell Biology. 9, p. 1004-1010, 2008.

KROEMER, G.; GALLUZZI, L.; VANDENABEELE, P.; ABRAMS J.; ALNEMRI,
E. S.; BAEHRECKE, E. H.; BLAGOSKLONNY, M. V.; EL-DRY, D,
GOLSTEIN, P.; GREEN, D. R.; HENGARTNER, M.; KNIGHR. A.; KUMAR, S.;

206



LIPTON, S. A.; MALORNI, W.; NUNEZ, G.; PETER, M. ETSCHOPP, J.; YUAN,
J.; PIACENTINI, M.; ZHIVOTOVSKY, B.; MELINO, G. Clasification of cell death:
recommendations of the Nomenclature Committee ofi Oeath. Cell Death
Differentiation,v. 16, p. 3-11, 20009.

KUCKNOOR, A. S.; MUNDODI, V.; ALDERETE, J. FTrichomonas vaginalis
adherence mediates differential gene expressiohuman vaginal epithelial cells.
Cellular Microbiology, v. 7, p. 887-897, 2005.

KULDA, J. Trichomonads, hydrogenosomes and drugstasce. International
Journal for Parasitologyv. 29, p. 199-212, 1999.

LAGA, M.; MANOKA, A.; KIVUVU, M.; MALELE, B.; TULZA , M.; NZILA, M.;
GOEMAN, J.; BEHETS, F.; BATTER, V.; ALARY, M.; HEYWRD, W. L.;
RYDER, R. W.; PIOT, P. Non-ulcerative sexually semtted diseases as risk factors
for HIV-1 transmission in women: Results from a edbstudy.AIDS, v. 7, p. 95-102,
1993.

LAM, K. S. New aspects of natural products in drdgscovery. Trends in
Microbiology, v. 15, p. 279-289, 2007.

LAMORAL-THEYS, D.; ANDOLFI, A.; VAN GOIETSENOVEN, G CIMMINO,
A.; LE CALVE, B.; WAUTHOZ, N.; MEGALIZZI, V.; GRAS,T.; BRUYERE, C,;
DUBOIS, J.; METHIEU, V.; KORNIENKO, A.; KISS, R.; ADENTE, A. Lycorine,
the main phenanthridine Amaryllidaceae alkaloidhibis significant antitumor
activity in cancer cells that display resistanc@toapoptotic stimuli: An investigation
of structure-activity relationship and mechanistitsight. Journal of Medicinal
Chemistry v. 52, p. 6244-6256, 2009.

LAMORAL-THEYS, D.; DECAESTECKER, C.; MATHIEU, V.; DBOIS, J;
KORNEINKO, A.; KISS, R.; EVIDENTE, A.; POTTIER, LlLycorine and its
derivatives for anticancer drug desig#ini-Reviews in Medicinal Chemistry. 10, p.
41-50, 2010.

LAND, K. M.; DELGADILLO-CORREA, G.; TACHEZY, J.; VANACOVA, S,
HSIEH, C. L.; SUTAK, R.; JOHNSON, P. J. Targetedngereplacement of a
ferredoxin gene infrichomonas vaginalisioes not lead to metronidazole resistance.
Molecular Microbiology v. 51, p. 115-122, 2004.

LEHKER, M. W.; ALDERETE, J. F. Biology of trichomaasis. Current Opinion in
Infectious Diseaseyw. 13, p. 37-45, 2000.

LEVINE, W. C.; POPE, V.; BHOOMKHAR, A. Increase iandocervical CD4
lymphocytes among women with nonulcerative sexuaigsmitted disease3ournal
of Infectious Diseases. 177, p. 167-174, 1998.

LEVINE, B.; KROEMER, G. Autophagy in the pathogeisesf diseaseCell, v. 132,
p. 27-42, 2008.

207



LI, R.; TAN, X. Identification of natural compoundgith antiviral activities against
SARS-associated coronariovirdmtiviral Researchv. 67, p. 18-23, 2005.

LI, S.; LIU, J.; TANG, L.; SHI, Y.; REN, W.; HU, WApoptosis induced by lycorine
in KM3 cells is associated with the GO/G1 cell eyalrestOncology Reportsv. 17,
p. 377-384, 2007.

LIKHITWITAYAWUID, K.; ANGERHOFER, C. K.; CHAI, H.; PEZZUTO, J. M;
CORDELL, G. A. Cytotoxic and antimalarial alkaloidom the bulbs ofCrinum
amabile Journal of Natural Productsy. 56, p. 1331-1338, 1993.

LIU, J.; HU, W.; HE, L.; YE, M.; LI, Y. Effects oflycorine on HL-60 cells via
arresting cell cycle and inducing apoptoSiEBS Lettersv. 578, p. 245-250, 2004.

LIU, J.; LI, Y.; TANG, L. J.; ZHANG, G. P.; HU, WX. Treatment of lycorine on
SCID mice model with human APL cellBiomedicine & Pharmacotherapy. 61, p.
229-234, 2007.

LIU, X.S.; JIANG, J.; JIAO, X.Y.; WU, Y.E.; LIN, H.; CAI, Y.M. Lycorine induces
apoptosis and down regulation of MCL-1 in humark&uia cells.Cancer Lettersv.
274, p. 16-24, 2009.

LOPEZ, S.; BASTIDA, J.; VILADOMAT, F.; CODINA, C. Aetylcholinesterase
inhibitory activity of some Amaryllidaceae alkalsidand Narcissusextracts.Life
Sciencesv. 71, p. 2521-2529, 2002.

LOUW, C. A. M.; REGNIER, T. J. C.; KORSTEN, L. Mailnal bulbous plants of
South Africa and their traditional relevance in tbentrol of infectious disease.
Journal of Ethnopharmacology. 82, p. 147-154, 2002.

MACKEY, Z. B.; BACA, A. M.; MALLARI, J. P.; APSEL,B.; SHELAT, A;
HANSELL, E. J.; CHIANG, P. K.; WOLFF, B.; GUY, K. RWILLIAMS, J;
MCKERROW, J. H. Discovery of trypanocidal compouras whole cell HTS of
Trypanosoma bruceiChemial and Biology on Drug Discovery. 67, p. 355-363,
2006.

MADEIRO DA COSTA, R. F.; BENCHIMOL, M. The effectfodrugs on cell
structure ofTritrichomonas foetus. Parasitology Resear¢h92, p. 159-170, 2004.

MANSKE, R. H.; HOLMES, H. L.; RODRIGO, R. G. Alkalds of the
Amaryllidaceae. In: The alkaloids. Academic Préssy York. 1965. v.18. p.315-333.

MARIANTE, R. M.; GUIMARAES, C. A.; LINDEN, R.; BENGIMOL, M.
Hydrogen peroxide induces caspase activation andr@mmed cell death in the
amitochondrialTritrichomonas foetusHistochemistry and Cell Biologw. 120, p.
129-141, 2003.

208



MARIANTE, R. M.; VANCINI, R. G.; BENCHIMOL, M. Cell death in
trichomonads: new insightelistochemistry and Cell Biologw. 125, p. 545-556,
2006.

MATOS, J. A. A.; BORGES, F. P.; TASCA, T.; BOGO, R.; DE CARLI, G. A
FAUTH, M. G.; DIAS, R. D.; BONAN, C. D. Characteason of an ATP
diphosphohydrolase (Apyrase, EC 3.6.1.5) activity Trichomonas vaginalis
International Journal for Parasitology. 31, p. 770-775, 2001.

MCCLELLAND, R. S.; SANGARE, L.; HASSAN, W. M.; LAVRYS, L.
MANDALIYA, K.; KIARIE, J.; NDINYA, J.; JAOKO, W.; BAETEN, J. M. Infection
with Trichomonas vaginaligncreases the risk of HIV-1 acquisitiodournal of
Infectious Diseasey. 195, p. 698-702, 2007.

MCLACHLAN, A.; KEKRE, N.; MCNULTY, J.; PANDEY, S. BAncratistatin: a
natural anticancer compound that targets mitochargpecifically in cancer cells to
induce apoptosiApoptosisv. 10, p. 619-630, 2005.

MCNULTY, J.; NAIR, J. J.; BASTIDA, J.; PANDEY, SGRIFFIN, C. Structure-
activity studies on the lycorine pharmacophore: étept inducer of apoptosis in
human leukemia cell®hytochemistryv. 70, p. 913-919, 20009.

MEEROW, A. W.; SNIJMAN, D. A. Amaryllidaceae. In:Ubitzki, K. The families
and genera of vascular plants — Flowering plantsiddotiledons Lilianae (except
Orchidaceae), Berlin: Springer-Verlag, 1998. p.188-

MILER, W. C.; SWYGARD, H., HOBBS, M. M.; MARCIA, M. FORD, C. A,
HANDCOCK, M. S.; MORRIS, M.; SCHMITZ, J. L.; COHENJ. S.; HARRIS, K.
M.; UDRY, J R. The prevalence @fichomonasn young adults in the United States.
Sexual Transmitted Diseases 32, p. 593-598, 2005.

MOODLEY, P.; WILKINSON, D.; CONNOLLY, C.; MOODLEYJ.; STURM, A.
W. Trichomonas vaginaliss associated with pelvic inflammatory diseaseviomen
infected with human immunodeficiency virlinical and Infectious Diseasgs. 34,
p. 519-522, 2002.

MULLER, M. Biochemistry ofTrichomonas vaginalisin: Trichomonads parasitic in
humans. Springer-Verlag, New York. 1990. p. 53-83.

MULLER, M. The hydrogenosomédournal of General Microbiology. 139, p. 2879-
2889, 1993.

MULLER, S.; COOMBS, G. H.; WALTER, R. D. Targetimmplyamines of parasitic
protozoa in chemotherapyrends in Parasitology. 17, p. 242-249, 2001.

MUNAGALA, N. R.; WANG, C. C. Adenosine is the primaprecursor of all purine
nucleotides inTrichomonas vaginalisMolecular Biochemistry on Parasitology.
127, p. 143-149, 2003.

209



NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M. Natural products as sms of new drugs over the
last 25 yearsJournal of Natural Productsy. 70, p. 461-477, 2007.

OFER, K.; GOLD, D.; FLESCHER, E. Methyl jasmonateuces cell cycle block and
cell death in the amitochondriate parasikechomonas vaginalisInternational
Journal for Parasitologyv. 38, p. 959-968, 2008.

OLIE, R. A.; DURRIEU, F.; CORNILLON, S.; LOUGHRANG.; GROSS, J,;
EARNSHAW, W.C.; GOLSTEIN, P. Apparent caspase iredefence of programmed
cell death irDictyostelium Current Biology v. 27, p. 955-958, 1998.

PETERMAN, T. A.; TIAN, L. H.; METCALF, C. A.; SATTRWHITE, C. L,
MALOTTE, C. K.; DEAUGUSTINE, N.; PAUL, S. M.; CROS$.; RIETMEIJER,
C. A.; DOUGLAS, J. M. JR. High incidence of new galy transmitted infections in
the year following a sexually transmitted infecti@ncase for re-screeningnnals of
Internal Medicinev. 145, p. 564-572, 2006.

PETERSON, K. M.; ALDERETE, J. F. Host plasma pnateion the surface of
pathogeniclrichomonas vaginalignfection and Immunity. 37, p. 755-762, 1982.

PETERSON, K. M.; ALDERETE, J. Arrichomonas vaginaliss dependent on uptake
and degradation of human low density lipoprotedsirnal of Experimental Medicine
v. 160, p. 1261-1272, 1984.

PLESNER, L. Ecto-ATPases: Identities and functiolr#ernational Review of
Cytology v. 158, p. 141-214, 1995.

PROVENZANO, D.; ALDERETE, J. F. Analysis of humammunoglobulin-
degrading cysteine proteinasesToichomonas vaginalidnfection and Immunology
V. 63, p. 3388-3395, 1995.

QU, X.; ZOU, Z.; SUN, Q.; LUBY-PHELPS, K.; CHENG,.,PHOGAN, R. N
GILPIN, C.; LEVINE, B. Autophagy gene-dependentacknce of apoptotic cells
during embryonic developmer@ell, v. 128, p. 931-946, 2007.

RAVAGNAN, L.; ROUMIER, T.; KROEMER, G. Mitochondriahe killer organelles
and their weapongournal of Cellular Physiologw. 192, p. 131-137, 2002.

REGUERA, R. M.; TEKWANI, B. L.; BALANA-FOUCE, R. Pgamine transport in
parasites: A potential target for new antiparasitrag developmentComparative
Biochemistry and Physiology, Part @ 140, p. 151-164, 2005.

REIS, I. A.; MARTINEZ, M. P.; YARLETT, N.; JOHNSONR. J.; SILVA-FILHO, F.
C.; VANNIER-SANTOS, M. A. Inhibition of polyamineysithesis arrests trichomonad
growth and induces destruction of hydrogenosonfstimicrobial Agents and
Chemotherapyv. 43, p. 1919-1923, 1999.

210



RENDON-MALDONADO, J. G.; ESPINOSA-CANTELLANO, G. R.A;
MARTINEZ-PALOMO, A. Trichomonas vaginalis In vitro phagocytosis of
lactobacilli, vaginal epithelial cells, leuckocyteand erythrocytesExperimental
Parasitology v. 89, p. 241-250, 1998.

RISHTON, G. M. Natural products as a robust sowiceew drugs and drug leads:
past successes and present day isshieerican Journal of Cardiologw. 101, p.
43D-49D, 2008.

SANSOM, F. M.; ROBSON, S. C.; HARTLAND, E. L. Posk& effects of microbial
ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolaseshost-pathogen interactions.
Microbiology and Molecular Biology Review. 72, p. 765-781, 2008.

SARKIS, J. J. F.; BATTASTINI, A. M. O.; OLIVEIRA, EM.; FRASSETTO, S. S;
DIAS, R. D. ATP diphosphohydrolases: An overviewournal of the Brazilian
Association for the Advancement of Sciencd7, p. 131-136, 1995.

SAWYER, P. R. N.; BROGDEN, R. M.; PINDER, T. M.; BESHT, M.; AVERY, S.
Tinidazole: a review of its antiprotozoal activapd therapeutic efficaciprugs, v. 11,
p. 423-440, 1976.

SCHEMEDA-HIRSHMANN, G.; ASTUDILLO, L.; BASTIDA, J.;VILADOMAT,
F.; CODINA, C. A new activity of Amaryllidaceae alloids.Boletin de la Sociedad
Chilena de Quimicav. 45, p. 515-518, 2000.

SCHULTZ, A. Introducdo a Botanica Sisteméaticé. ed Porto Alegre: Editora da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 1990. ¢14p.

SCHWEBKE, J. R.; BURGESS, D. Trichomoniasidinical Microbiology Reviews
v. 17, p. 794-803, 2004.

SENA, A. C.; MILLER, W. C.; HOBBS, M. M.; SCHWEBKE]. R; LEONE, P. A,;
SWYGARD, H.; ATASHILI, J.; COHENT, M.Trichomonas vaginalisnfection in
male sexual partners: implications for diagnogisatiment, and preventioRlinical

Infectious Diseasey. 44, p. 13-22, 2007.

SHOEI-SHENG, L.; UPPALA, V.; PRASAD, R. C.; SIO-H@\ L.; JUNG-HSIN, L.
Preparation of secolycorines against acetylcolerase.Bioorganic & Medicinal
Chemistryv. 15, p. 1034-1043, 2007.

SHEW, M. L.; FORTENBERRY, J. D.; TU, W.; JULIAR, E.; BATTEINGER, B.
E.; QADADRI, B.; BROWN, D. R. Association of condouse, sexual behaviours,
and sexually transmitted infections with the duatof genital human papillomavirus
infections among adolescent womémchives of Pediatrics and Adolescent Medicine
v. 160, p. 151-156, 2006.

211



SHI, J.-D., KUKAR, T., WANG, C.-Y., LI, Q.-Z., CRUZP.E., DAVOODI-
SEMIROMI, A., YANG, P., YUNRONG, G., LIAN, W., WUD.H., SHE, J.X.
Molecular cloning and characterization of a novanmmalian endo-apyrase (LALP1).
The Journal of Biological Chemistry. 276, p. 17474-17478, 2001.

SILVA, A. F. S.; ANDRADE, J. P.; BEVILAQUA, L. R. M DE SOUZA, M. M,;
IZQUIERDO, |.; HENRIQUES, A. T.; ZUANAZZIJ. A. S. Ansiolitic, antidepressant
and anticonvulsivant-like effects of the alkaloidommanine from Hippeastrum
vitattum Pharmacology Biochemistry and Behavipur85, p. 148-152, 2006.

SMITH, T. M.; KIRLEY, T. L. Cloning, sequencing, drexpression of a human brain
ecto-apyrase related to both the ecto-ATPases @b @cto-apyraseBiochimica
and Biophysics Actar. 1386, p. 65-78, 1998.

SOBEL, J.; NYIRJESY, P.; BROWN, W. Tinidazole thgyafor metronidazole-
resistant vaginal trichomonias@linical and Infectious Diseas®. 33, p. 1341-1346,
2001.

SORVILLO, F.; KERNDT, P.Trichomonas vaginaliand amplification of HIV-1
transmissionLancet v. 351, p. 213-214, 1998.

SORVILLO, F.; SMITH, L.; KERNDT, P.; ASH, LTrichomonas vaginalisHIV, and
Africans.Emergent Infectious Disease 7, p. 927-932, 2001.

SPERANDIO, S.; DE BELLE, I.; BREDESEN, D. E. An @ihative, nonapoptotic
form of programmed cell deatRroceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of Amerioa,97, p. 14376-14381, 2000.

SUTTON, M.; STERNBERG, M.; KOUMANS, E. H.; MCQUILLNK, G.; BERMAN,
S.; MARKOWITZ, L. The prevalence ofrichomonas vaginalignfection among
reproductive-age women in the United States, 200042Clinical and Infectious
Diseasesv. 45, p. 1319-1326, 2007.

SZLAVIK, L.; GYURIS, A.; MINAROVITS, J.; FORGO, P.MOLNAR, J.; J.
HOHMANN. Alkaloids from Leucojum vernumand antiretroviral activity of
Amaryllidaceae alkaloid$?lanta Medicav. 70, p. 871-873, 2004.

TASCA, T., BONAN, C. D., DE CARLI, G. A., SARKIS,.JJ. Trichomonas

vaginalis cytochemical localization of a NTPDasel and aiw-&&¢nucleotidase and
effects of adenine nucleotides on cellular viapilRarasitology Researchv. 93, p.

300-303, 2005.

TASCA, T.; BONAN, C. D.; DE CARLI, G. A.; BATTASTIN A. M.; SARKIS, J. J.
Characterization of an ecto-5'-nucleotidase (EC33%] activity from intact cells of
Trichomonas vaginali€Experimental Parasitologw. 105, p. 167-173, 2003.

212



TORIIZUKA, Y.; KINOSHITA, E.; KOGURE, N.; KITAJIMA, M.; ISHIYAMA, A
OTOGURO, K.; YAMADA, H.; OMURA, S.; TAKAYAMA, H. New lycorine-type
alkaloid from Lycoris traubii and evaluation of antitrypanosomal and antimalarial
activities of lycorine derivative$ioorganic & Medicinal Chemistrw. 16, p. 10182-
10189, 2008.

VAN LOO, G.; SAELENS, X.; VAN GURP, M.; MACFARLANEM.; MARTIN,
S.J.; VANDENABEELE, P. The role of mitochondriaktars in apoptosis: a Russian
roulette with more than one bull€ell Death and Differentiationv. 9, p. 1031-1042,
2002.

VIIKKI, M.; PUKKALA, E.; NIEMINEN, P.; HAKAMA, M. G ynaecological
infections as risk determinants of subsequent calneoplasiaActa Oncologicav.
39, p. 71-75, 2000.

VISCOGLIOSI, E.; EDGCOMB, V. P.; GERBOD, D.; NOEIC.; DELGADO-
VISCOGLIOSI, P. Molecular evolution inferred frormall subunit rRNA sequences:
what does it tell us about phylogenetic relatiopstand taxonomy of the parabasilids?
Parasite v. 6, p. 279-291, 1999.

WALLACE, H. M.; FRASER, A. V.; HUGHES, A. A perspiee of polyamine
metabolismBiochemistryv. 376, p. 1-14, 2003.

WANG, T. F.; GUIDOTTI, G. CD39 is an ecto-(EaMg®"-apyrase.
The Journal of Biological Chemistry. 271, p. 9898-9901, 1996.

WANG, Y. C.; CHU, J. J. H.; YANG, P. L.; CHEN, WYATES, M. V. rapid
identification inhibitors that interfere with polisus replication using a cell-based
assayAntiviral Researchv. 77, p. 232-236, 2008.

WEINSTOCK, H.; BERMAN, S.; CATES, W. JR. Sexuallyamsmitted diseases
among American youth: incidence and prevalencemastis, 2000Perspectives in
Sexually Reproductive Health. 36, p. 6-10, 2004.

WENIGER, B.; ITALIANO, L.; BECK, J. P.; BASTIDA, J.BERGONON, S;
CODINA, C.; LOBSTEIN, A.; ANTON, R. Cytotoxic actity of Amaryllidaceae
alkaloids.Planta Medicav. 61, p. 77-79, 1995.

WHO, 1995. The World Health Report. Bridging thep@aWHO, Geneva, p. 1-118.

WHO, 1997. The World Health Report, Conquering 8uiffg, Enriching Humanity.
WHO, Geneva, p. 1-162.

WHO, 2001. Global Prevalence and Incidence of $etecCurable Sexually
Transmitted Infections. WHO, Geneva, p. 1-120.

WYLLIE, A. H.; GOLSTEIN, P. More than one way to .gBroceedings of the
National Academy of Sciences of the United Stdtésnerica v. 98, p. 11-13, 2001.

213



YARLETT, N.; BACCHI, C. J. Effect of DL-alpha-diftromethylornithine on
polyamine synthesis and interconversionrmchomonas vaginaligrown in a semi-
defined mediumMolecular Biochemistry on Parasitology. 31, p. 1-9, 1988.

YARLETT, N.; BACCHI, C. J. Parasite polyamine metdbm: targets for
chemotherapyBiochemical Society Transactigns 146, p. 2715-2722, 1994.

YUI, S.; MIKAMI, M.; KITAHARA, M.; YAMAZAKI, M. The inhibitory effect of
lycorine on tumor cell apoptosis induced by polyplamuclear leukocyte-derived
calprotectinimunnopharmacology. 40, p. 151-162, 1998.

ZHANG, Z. F.; BEGG, C. B. I§richomonas vaginalia cause of cervical neoplasia?
Results from a combined analysis of 24 studiésternational Journal of
Epidemiologyv. 23, p. 682-690, 1994.

ZHONG, J. Amaryllidaceae anfceletiumalkaloids.Natural Products Repartv. 22,
p. 11-126, 2007.

ZIMMERMANN, H. Ectonucleotidases: Some Recent Depehents and a Note on
NomenclatureDrug Development Research 52, p. 44-56, 2001.

ZIMMERMANN, H. Extracellular purine metabolisnDrug Development Research
v. 39, p. 337-352, 1996.

ZIMMERMANN, H. Nucleotide signalling in nervous dgsn developmeng&uropean
Journal for Physiologyv. 452, p. 573-588, 2006.

214



ANEXOS







-,
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Anexo Il — *H RMN e **C RMN dos derivados da licorina (referente ao
CAPITULO VII).
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ANEXO IlI - Artigos publicados durante o periodo dedoutorado
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llex paraguariensigMate) fruits.Acta Farmaceutica Bonaerensz010 (no prelo).
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MACEDO, A. J.; TASCA, T. A gquantitative resazurirssay to determinate the
viability of Trichomonas vaginalisand the cytotoxicity of organic solvents and
surfactant agent&xperimental Parasitology. 123, p. 195, 2009.

4. DUARTE, M.; GIORDANI, R. B. DECARLI, G. A.; ZUANAZzI, J. A;
MACEDO, A. J.; TASCA, T. Cytotoxicity of solubilizeon vehicles forTrichomonas
gallinae and Tritrichomonas foetusmeasured by the resazurin microtiter assay.
Veterinary Parasitologyy. 166, p. 167-170, 2009.

225



226



